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Souhrn

Biotransformacni studie in vitro jsou nezbytnou soucdsti toxikologického vyzkumu i vyvoje
novych 1é¢iv, nebot’ umoziuji vyznamnou mérou sniZit pocet testil na lidskych dobrovolnicich a
lidské jaterni tkdné€ je pro studium interakci biotransformacnich enzymu s xenobiotiky tfeba
vyuzivat alternativni modelové systémy a modelové zviteci druhy. Vzhledem k tomu, Ze u
nejbéznéjsiho laboratorniho druhu, potkana, nejsou piitomny aktivity nejvyznamnéjsich lidskych
biotransformacnich enzymt, velmi piinosné mohou byt informace ziskané s pouZitim miniprasat
jako modelového druhu.

Rekombinantni lidské biotransforma¢ni enzymy exprimované v bakteridlnich buitkich mohou
byt pouzity ke studiu biotransformace ve formé izolovanych bakteridlnich membran. Tyto
systémy poskytuji informace o metabolismu studované litky definovanym enzymem, jejich
vyhodou oproti izolovanym enzymum je pfitom nizkd cena a snadnéjSi a rychlejsi piiprava
s men$imi ztratami enzymové aktivity béhem izolace.

Mezi reaktivni metabolity benzenu zodpovédné za jeho toxické ucinky patii 1,4-hydrochinon a
jeho oxidovand forma 1,4-benzochinon, pficemZz za jejich mozné mechanismy ucinku je
povazovano jak kovalentni tak i oxidativni poskozeni DNA a proteind. Strukturni motiv chinonu
je obsazen i v molekule anthracyklinového cytostatika doxorubicinu (DOX) a pfi vzniku
nezadoucich uc¢inkti DOX se rovnéZ negativné uplatiiuji oxidativni mechanismy.

Cilem préce bylo:

1) Ptipravit modelovy system s lidskymi biotransforma¢nimi enzymy exprimovanymi Vv
bakteridlnich membrdandch a porovnat vlastnosti tohoto systému s jaternimi mikrosomy
pokusnych miniprasat. Zhodnotit mozné vyuziti téchto dvou systémi pro testovani interakci
latek se strukturnim motivem chinont s biotransforma¢nimi enzymy.

2) Popsat molekuldrni mechanismus dfive pozorovanych toxickych nasledkt interakci
jednoduchych chinonti s biotransformac¢nimi enzymy.

3) Popsat moZnosti pouZziti jaternich mikrosom miniprasat jako modelového systému k
testovani nezddoucich uc¢inkt anthracyklint.

Zavery:

1) Lidské cytochromy P450 exprimované v bakteriich Escherichia coli a izolované jako
bakteridlni membrany pfedstavuji uZiteCny nastroj pro studium metabolismu xenobiotik
exprimovanym enzymem, ale nejsou piiliS vhodné pro studium oxidativniho stresu a
destruk¢niho plisobeni xenobiotik na cytochromy P450.

2) Experimenty s miniprasecimi mikrosomy ukdzaly, Ze mechanismy bunécné toxicity
hydrochinonu (produkce hydroxylovych radikdlil) a benzochinonu (kovalentni vazba na
makromolekuly) se u miniprasat a lidi neli§i. Navrhujeme proto jaterni mikrosomy
miniprasat jako vhodny in vitro modelovy systém pro testovdani oxidativniho stresu a
molekuldrni toxicity indukované latkami obsahujicimi ve své struktufe chinon. Vyhodou
tohoto systému je pomérné Casoveé nendrocnd piiprava a lepsi dostupnost v porovnani se
systémy pouzivajicimi modelové bunécné linie nebo primokultury.

3) Pii interakci miniprase¢ich mikrosomi s doxorubicinem dochézelo k aktivaci doxorubicinu

s naslednou zvySenou tvorbou hydroxylovych radikdld. Za aktivaci doxorubicinu byla
pravdépodobné zodpovédnd NADPH:cytochrom P450 reduktiza.
Studie vlivu polyfenoli na toxicitu doxorubicinu Vv systému s jaternimi mikrosomy
miniprasat ukdzala, Ze tento modelovy systém umozZiuje jejich interakce s doxorubicinem
studovat a mohl by slouZit pro tucely primadrniho screeningu biologickych, zejména
antioxida¢nich, vlastnosti téchto latek. Jako vhodni kandidati pro dal$i studie se zdaji byt
fisetin, kaempferol a myricetin



Abstract

In vitro biotransformation studies are an integral part of both toxicological research and drug
development. They allow for a significant reduction of tests on human volunteers and provide
detailed information about the metabolism of a given compound. Due to limited availability of
human liver tissue, it is necessary to make use of alternative model systems and model animal
species in the study of the interactions between biotransformation enzymes and xenobiotics.
Since the activities of the most important human biotransformation enzymes are absent in the
most commonly used laboratory species, rat, information gained in experiments with minipigs is
very valuable.

Recombinant human biotransformation enzymes expressed in bacteria can be used in
biotransformation studies in the form of isolated bacterial membranes. These model systems
provide information about the metabolism of a given xenobiotic by a defined enzyme and their
advantages compared to purified enzymes include low cost and quicker and easier preparation
with lower loss of enzymatic activity during isolation.

Reactive metabolites of benzene responsible for its toxic properties include 1,4-benzoquinone
and 1,4-hydroquinone. Their proposed mechanisms of action are both covalent and oxidative
damage to DNA and proteins. The lead anthracycline cytostatic drug, doxorubicin, also contains
a quinone structure in its molecule and oxidative mechanisms also play a negative role in the
side effects of doxorubicin therapy.

The aims of this study were:

1) To prepare a model system with recombinant human biotransformation enzymes expressed in
bacterial membranes and to compare the properties of this system with minipig liver
microsomes. To assess the usefulness of these two systems for the study of the interactions of
compounds containing quinone in their structure with biotransformation enzymes.

2) To explore the molecular mechanisms of the toxic outcomes of the interaction between simple
quinones and biotransformation enzymes.

3) To assess the possibilities of the use of minipig liver microsomes as a model system for the
testing of the side effects of anthracyclines.

Conclusions:

1) Human cytochromes P450 expressed in Escherichia coli and isolated as bacterial membranes
represent a useful tool for the study of xenobiotic metabolism but they are not suitable for the
study of oxidative stress formation and the destructive effect of xenobiotics on cytochromes
P450.

2) The experiments with minipig liver microsomes have shown that the mechanisms of cellular
toxicity of hydroquinone (the production of oxygen radicals) and benzoquinone (covalent
binding to macromolecules) do not differ in humans and minipigs. We therefore propose
minipig liver microsomes as a suitable in vitro model system for the study of oxidative stress
and molecular toxicity induced by compounds contaning quinone in their structure.

3) In the presence of minipig liver microsomes, doxorubicin was reduced to its semiquinone and

consequently stimulated the production of hydroxyl radicals. The enzyme responsible for the
reduction of doxorubicin was presumably NADPH:cytochrome P450 reductase.
The study of the influence of flavonoids on the toxicity of doxorubicin in minipig liver
microsomes has shown that this model system allows the testing of these interactions and it
could be used in primary screening of potentially beneficial substances, especially
antioxidants. Fisetin, kaempferol and myricetin are proposed as suitable candidates for
further testing.



1. Uvod

1.1 Biotransformace a biotransformac¢ni enzymy

Biotransformace je proces pfemény cizorodych latek neboli xenobiotik v Zivém organismu
napomdhajici jejich eliminaci [1]. se nazyvaji xenobiotika [1] a mohou byt ptirodniho nebo
syntetického ptivodu. Xenobiotika vstupujici do organismu mohou byt vylou¢ena v nezménéné
formé, mohou projit neenzymatickou ptfeménou anebo mohou byt metabolizovana, tj. preménéna
enzymaticky. Metabolizovany jsou predevsim latky, které by diky vysoké lipofilit¢ nemohly byt
z organismu vylouceny. Biotransformacni reakce tedy zpravidla sméfuji ke sniZeni lipofility
xenobiotik.

Biotransformacni enzymy se vyvinuly pravdépodobné na ochranu organismt pied xenobiotiky
ptirodniho, napf. rostlinného ptivodu a vyznacuji se nékterymi vlastnostmi, které je odlisSuji od
enzymu endogenniho metabolismu. Jednd se zejména o nizkou substratovou specifitu a dokonce
i nizkou specifitu produktu (tj. mozZnost katalyzy raznych reakci jednim enzymem).

Dusledky biotransformacnich reakci pro uc€inky xenobiotika na organismus mohou byt
rozmanité, v nejjednodussim piipadé, kdy z jednoho xenobiotika vznikd jeden metabolit, existuji
Ctyfi mozZnosti:

1) ani xenobiotikum ani metabolit nejsou biologicky aktivni
2) pouze xenobiotikum je biologicky aktivni

3) xenobiotikum i metabolit jsou biologicky aktivni

4) za biologickou aktivitu je zodpovédny vyhradné metabolit

Biologickou aktivitou se pfitom rozumi Zadouci i nezddouci ucinky, pifipadné toxicita.
Biotransformacni reakce tedy mohou mit charakter aktiva¢ni nebo deaktivac¢ni, toxika¢ni nebo
detoxikacni. Aktivita metabolitu se pfitom muze vyrazné kvalitativné i kvantitativné liSit od
aktivity puvodniho xenobiotika. Studium biotransformace je proto vyznamnou soucasti
farmakologického i toxikologického vyzkumu a vyvoje novych 1écCiv.

Za nejvyznamngjs$i nadrodinu biotransformacnich enzymi prvni fize biotransformace jsou
povazovany hemthioldtové enzymy cytochromy P450 (P450, E.C. 1.14.14.1, [2]), které jsou
termindlnimi oxidasami tzv. mikrosomdlniho monooxygenasového systému. Zakladnimi
slozkami tohoto systému jsou flavinovy enzym NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR, E.C.
1.6.2.4,), P450 a membranové lipidy. Subceluldirné¢ je MFO systém lokalizovan prevazné
v membran¢ endoplazmatického retikula (v tzv. mikrosomalni frakci) v organech exponovanych
xenobiotikiim (jatra, plice, ledviny, gastrointestindlni trakt).

Systematickd nomenklatura P450 je zaloZena na shod¢ aminokyselinovych sekvenci. P450 se
déli na rodiny oznaCované ciselné (sekvencni homologie >40%) a na podrodiny znacené
pismeny (sekvencni homologie >60%) [3]. Jednotlivé enzymy ndleZici do podrodin maji opét
¢iselné oznaceni, piikladem vysledného pojmenovéni enzymu tedy mtze byt 2E1, 3A4 apod.

Jako monooxygenasy se oznacuji enzymy katalyzujici zpravidla oxidace, pfi kterych je do
molekuly substritu zaveden jeden atom kysliku, nejcastéji ve form¢ hydroxylové skupiny.
Monooxygenasova reakce je také nejtypictéjsi reakci katalyzovanou P450. V pribéhu reakce
dochdzi k aktivaci molekuldrniho kysliku postupné dvéma elektrony, jejichZ donorem je CPR.
Jeden atom kysliku je potom zabudovan do molekuly substratu a druhy je redukovén na vodu.

Kromé& monooxygenasové aktivity mohou P450 putsobit i jinymi mechanismy. Jsou schopny
katalyzovat nékteré reduk¢ni reakce, pokud elektrony poskytnuté CPR nejsou vyuZity k aktivaci
kysliku, ale redukuji pfimo substrat [4]. P450 mohou také produkovat peroxid vodiku a jiné
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species - ROS) a to pfi interakci se substratem, ktery
ma sice afinitu k danému P450, ale obtizn¢ se hydroxyluje. V tom ptipad¢ dojde k aktivaci
kysliku, ale uZ ne k jeho zabudovani do molekuly substratu a aktivni forma kysliku je uvolnéna



do okoli. Né&které P450 generuji ROS diky své NADPH - oxidasové aktivité i v nepfitomnosti
substratu [5].

CPR je membranovy enzym katalyzujici ptenos elektroni z NADPH na P450 [6], [7]. CPR
funguje jako déli¢ elektronového paru na zdkladé stabilizace semichinonovych forem flavint
FAD a FMN (tj. forem redukovanych jednim elektronem) [7]. CPR muze byt celkem redukovana
Ctyfmi elektrony, béhem katalytického cyklu se fyziologicky pohybuje mezi stavy, kdy je
redukovéna jednim az tfemi elektrony [8].

1.2 Metody studia biotransformace

Biotransformacni studie in vitro jsou nezbytnou soucasti toxikologického vyzkumu i vyvoje
novych 1é¢iv, nebot’ umoziuji vyznamnou mérou sniZit pocet testil na lidskych dobrovolnicich a

Vv s

rozliSujeme ndsledujici in vitro systémy pro studium biotransformace:

Purifikované enzymy a rekonstituované systémy

Jednotlivé biotransformacni enzymy mohou byt izolovany z tkdni zvoleného modelového
laboratorntho zvifete nebo lidského materidlu nebo mohou byt k purifikaci pouzity
rekombinantni lidské enzymy exprimované v mikroorganismech, napt. v bakteriich Escherichia
coli. V ptipad¢ P450 musi mit funkéni rekonstituovany systém tii slozky: P450, CPR a
fosfolipidovou frakci.

Pouziti purifikovanych enzymu pii studiu metabolismu umoziuje ziskani detailnich informaci
o vlastnostech daného enzymu pfi interakci se studovanou litkou a o jejich metabolitech
tvofenych timto enzymem.

Membrdnové frakce obsahujici lidské rekombinantni enzymy

Rekombinantni lidské biotransformaéni enzymy exprimované v bakteridlnich buitkich mohou
byt pouzity ke studiu biotransformace také ve formé izolovanych bakteridlnich membran,
enzymy exprimované v eukaryotickych (naptf. hmyzich) bunkiach potom ve formé mikrosomu
(viz dale). Naptiklad membrany E. coli predstavuji pomérné levny a dobie reprodukovatelny
systém pro expresi lidskych P450, pficemz tyto enzymy si zachovdavaji katalytické kinetické
parametry i inhibi¢ni vlastnosti srovnatelné s lidskymi jaternimi mikrosomy pifi pouZiti
jednotlivych enzymi i jejich smési [9].

Stejn¢ jako u purifikovanych enzymi tyto systémy poskytuji informace o metabolismu
studované latky definovanym enzymem, jejich vyhodou je ptritom snadnéjsi a rychlejsi ptiprava
s menSimi ztratami enzymové aktivity béhem izolace. Lze je také vyuZzit pro studium vlivu
polymorfismu P450 na jejich aktivitu (komeréné dostupné je napt. stanoveni genotypu P450 2C9
— [10]) nebo pro studium Iékovych interakci podminénych danym P450. Nevyhodou
membranovych systémt mohou byt piimési nedefinovanych hostitelskych (napt. bakteridlnich ¢i
hmyzich) enzymt. Nejednd se vSak zpravidla o enzymy metabolizujici xenobiotika, projevi se
proto jen pii studiu urcitych typt reakci.

Jaterni mikrosomy

Mikrosomy jsou fragmenty endoplazmatického retikula ziskané z dané tkdné¢ homogenizaci a
diferen¢ni centrifugaci [11], [12]. Vzhledem k obsahu biotransformacnich enzyml a vyznamu
jater pfi metabolismu cizorodych latek se pro studium biotransformace vétSinou pouZzivaji
jaterni mikrosomy.

Mikrosomy mohou pomoci identifikovat metabolity studované latky tvofené Sirokym spektrem
jaternich enzymu. S pouZitim mikrosomul lze studovat i kinetiku metabolismu nebo inhibici
biotransformacnich enzymt danym xenobiotikem [13]. Mikrosomy poskytuji spiSe kvalitativni
nez kvantitativni odhad metabolismu latky v organismu, protoZe jsou oproti jaterni tkani
obohaceny o biotransformacni enzymy, koncentrace a dostupnost substratu se mohou liSit od
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situace in vivo a neni pfitomnd kompetice s jinymi enzymy [10], [13]. Dal$i nevyhodou lidskych
jaternich mikrosomt mize byt vysoka interindividudlni variabilita obsahu a aktivity jednotlivych
P450, jindy mohou byt lidské jaterni mikrosomy naopak vyuzity ke studiu této variability
[10], [13]. Pro ziskani reprezentativniho vzorku lidskych mikrosomt je tieba pouzit tkan od vice
nez dvaceti darct [13], coz muZe v praxi pfedstavovat problém. V neposledni fadé je tedy
nevyhodou pouziti lidskych jaternich mikrosomt jejich horsi dostupnost pro vétSinu laboratofi.

Cytosolickd frakce

Pti izolaci mikrosomi lze ziskat také cytosolickou frakci bun€k dané tkané. Jaterni cytosolicka
frakce obsahuje rozpustné enzymy, mezi které patii enzymy ucastnici se prvni i druhé faze
biotransformace.

S9 frakce

Jaterni S9 frakce obsahuje enzymy prvni i druhé faze biotransformace, umoziuje nasledné
pusobeni mikrosomadlnich i cytosolickych enzymt a tim ziskdni kompletnéjsi predstavy o
metabolickém profilu studované latky. Nevyhodou pouZivani S9 frakce pro studium
biotransformace je celkové nizsi enzymaticka aktivita [10], [13].

Primdrni hepatocyty

Vysledky ziskané s pouzitim lidskych primarnich hepatocytii velmi dobfe koreluji se situaci in
vivo. Primdrni hepatocyty jsou vSak pouZitelné pro experimenty pouze po dobu né€kolika hodin,
coz velmi sniZuje jejich dostupnost. Po delsi dobu je 1ze uchovdvat ve zmrazeném stavu.

Kultura hepatocytii

Vyhodou hepatocyti v kultufe je jejich pouzitelnost po delsi dobu. Po né¢kolik dni si
hepatocyty v kultufe zachovévaji i funkéni regulacni mechanismy umoZilujici napf. sledovat
snizeni nebo zvyseni aktivity biotransformacnich enzymut vlivem xenobiotik [13]. Nevyhodou
systému je postupnd ztrata vlastnosti specifickych pro jaterni tkan, napt. exprese P450.

Nevyhodou pouziti obou zminénych typt hepatocyti mize byt absence jinych typt jaternich
bunck, obtiznd a Casov€é ndrocnd izolace casto spojend s poskozenim urcitého procenta
hepatocytl a také jiZ zminéna interindividudlni variabilita v obsahu a aktivit¢ biotransformacnich
enzymu.

Jaterni bunécné linie

Lidské jaterni bunécné linie jsou obvykle odvozeny od primdrnich tumorli jaterniho
parenchymu. Jejich vyhodou oproti primarnim hepatocytiim je snadnéjsi kultivace, vzhledem
k méné diferencovanému charakteru bunék a nizké expresi enzymt prvni i druhé faze
biotransformace vSak patii k méné pouzivanym modelovym in vitro systémtm [10].

Transgenni bunécné linie

Tento systém lze vyuzit k preparativnim t¢elim pro stanoveni struktury metabolitti nebo napft.
k posouzeni potencidlnich 1ékovych interakci na metabolické drovni [13]. Nevyhodou tohoto
systému je jeho vysoka cena.

Jaterni rezy

Tento model umoziiuje posoudit vliv vzdjemnych mezibunéénych interakci a zachovava i
transportni mechanismy pro xenobiotika. Také je mozné sledovat indukci biotransformacnich
enzymil vlivem xenobiotik, pfiCemZ obsah P450 se s casem snizuje mén¢ vyrazné nez v piipadé
hepatocytti [13]. Nevyhodou je omezeny prinik média do nitra fezu a sniZzend dostupnost
substratu pro biotransformacni enzymy. Dal$i nevyhodou je nemoZznost uchovavani ve
zmrazeném stavu a nedostupnost jaternich ezl za komerc¢nich podminek [10].



Perfundovand jdtra

Izolovana perfundovand jitra jsou povazovana za nejvérnéjsi napodobeni situace in vivo, jejich
pouziti jako in vitro modelu ma vSak fadu nevyhod. Hlavnim omezenim je nedostupnost
lidskych jater pro tento typ experimentu, ddle nizkd reprodukovatelnost vysledkli, omezend
Zivotnost jater a ndro¢nost provedeni experimenttl.. Perfundovanad jatra zvitfecich modeld se proto
pouZzivaji zejména v piipadech, kdy je vyzadovan sbér a analyza zluci [10].

Je ztejmé, Ze kazdy model pro studium metabolismu xeniobiotik in vitro ma vyhody i
nevyhody a jeho vybér je tieba zvazit s ohledem na konkrétni studovany problém. Obecné se
pro odhad metabolismu cizorodych latek u ¢loveéka uptednostiuji systémy vyuzivajici lidské
biotransformacni enzymy, nebot’ existuji znacné mezidruhové rozdily v obsahu jednotlivych
P450, jejich aktivité i regulaci [14]. Vzhledem k nizké dostupnosti lidské jaterni tkdné se jednd
vétSinou o rekombinantni enzymy. Pro studium dalSich dopadii interakce xenobiotik
s biotransformacnimi enzymy, napi. pro studium tvorby oxidativniho stresu, je naopak vhodné
vysledky ziskané na lidskych rekombinantnich enzymech porovnat také s pouZitim ,,nativnich*
systémi, tedy systému obsahujicich biotransformacni enzymy spolecné s dalSimi enzymy
endogenniho metabolismu a simulujicich tak lépe situaci in vivo. V téchto piipadech se jedna
vétsinou o tkang ¢i subceluldrni frakce ziskané z vhodnych zvitecich modeli.

V jaternich mikrosomech miniprasat byly nalezeny cytochromy P450 s aktivitami
odpovidajicimi nejdulezitéjsim lidskym P450 [15], [16]. Ve srovndni s nejpouzivanéjSim
modelovym zvifecim druhem, potkanem, je zejména vyznamny miniprase¢i P450 3A29, ktery
odpovidd aktivitou a indukénimi vlastnostmi lidskému P450 3A4. Diale byly v jaternich
mikrosomech miniprasat nalezeny aktivity typické pro lidské P450 2A6, 2D6, 2E1 a 2C9 [16].
Miniprasata jsou proto navrhovdna jako vhodngj§i zvifeci model pro studium lidské
biotransformace nez napiiklad béZné€ pouZivany potkan.

1.3 Toxicita chinonu

Reaktivni metabolity benzenu

Chronickd expozice benzenu ma za nasledek zvySené riziko zavaznych poruch krvetvorby jako
jsou napt. aplastickd anémie nebo akutni myeloidni leukémie [17], [18]. KliCova role v toxicité
benzenu je pripisovdna jeho metabolismu [18], [19]. Mezi reaktivni metabolity benzenu
zodpovédné za jeho toxické ucinky patii 1,4-hydrochinon (HQ) a jeho oxidovand forma 1,4-
benzochinon (BQ). U benzenu i jeho reaktivnich metabolitt HQ a BQ byly pozorovany také
negativni u¢inky na cytochromy P450 [20], [21]. Destrukce cytochromti P450 vlivem HQ a BQ
muze mit nasledky pro organismus, nebot’ in vivo ovliviiuje toxicitu a ucinky xenobiotik. Dale
muZe byt poskozeni cytochromii P450 v zdvislosti na mechanismu také povazovano za obecny
marker poskozeni bilkovin vlivem metaboliti benzenu. Jednim z cilti predkladané prace bylo
tento mechanismus popsat a piipadné zobecnit.

Jelikoz lidské a potkanni jaterni cytochromy P450 jsou rozdilné citlivé vici toxickému
pusobeni metabolitli benzenu i vii¢i pisobeni oxidativniho stresu [21], potkan neni vhodnym
modelovym druhem pro studium téchto interakci. Lidska jaterni tkan je ale pro mnoho laboratofi
jen omezené dostupnd a je tedy tfeba hledat vhodny modelovy systém pro studium tlohy
biotransformacnich enzymu v toxicité metabolitii benzenu a chinonti obecné. V ramci této prace
byly pouzity dva in vitro piistupy, a to vyuziti rekombinantnich lidskych cytochromti P450
v bakteridlnich membrandch a experimenty s vyuzitim jaternich mikrosomi miniprasat.

Anthracykliny

Anthracykliny patif mezi nejucinnéjsi a nejpouzivanéjsi cytostatika v terapii solidnich nadorti i
leukémii [22], [23]. Vid¢éi molekulou této skupiny latek je cytostatikum doxorubicin (DOX).
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NejzdvaznéjSim nezddoucim ucinkem anthracyklinovych cytostatik, limitujicim jejich
terapeutické davky, je jejich akutni a chronickd kardiotoxicita. Klinickym ndlezem jsou arytmie
a kongestivni srde¢nimu selhdni [24], [23]. Za moZné pfiCiny kardiotoxicity DOX je povaZovédna
fada mechanismil véetn¢ ovlivnéni homeostazy Zeleza, produkce ROS a apoptézy [23], [25],
[26], pticemz klinicky obraz je pravdépodobné vysledkem komplexnich interakci vSech téchto
procest. VétSina autor se vSak shoduje, Ze produkce ROS by mohla byt spoustécim
mechanismem vedoucim k ostatnim zmiflovanym zméndm, a to zejména v akutni fézi
kardiotoxicity [23].

Iniciani reakci pro produkci ROS je jednoelektronovd redukce DOX na odpovidajici
semichinonovy radikal (SQ). Dalsim krokem je aktivace molekuldrniho kysliku reakci se SQ za
tvorby superoxidového radikélu a nasledné peroxidu vodiku a hydroxylovych radikalu [26], [27].
Zvysena tvorba téchto ROS v pfitomnosti DOX miZe mit za nasledek poSkozeni bunécnych
makromolekul (naptf. mitochondridlni DNA — [28]), iniciaci peroxidace lipidii nebo zvysené
uvolnovani Zeleza z ferritinu a ovlivnéni homeostazy zeleza [23] a je tak vyznamnym
mechanismem toxicity DOX.

V lidské potravé je obsazeno Siroké spektrum polyfenolickych latek rostlinného pavodu
s antioxidacnimi vlastnostmi. Pravdépodobné nejpocetnéjsi strukturni skupinou mezi nimi jsou
flavonoidy. Mezi popisované ucinky flavonoidii v organismu patii antioxidacni, antivirotické,
antikarcinogenni nebo protizdnétlivé ucinky [29]. Mnohé flavonoidy jsou cheldtory Zeleza, coz
spolu s jejich antioxidacnim ptisobenim ptedurcuje tyto latky jako latky potencidlné piiznivé pro
zmirnéni nezddoucich uc¢inkt anthracyklinovych cytostatik.

S cilem vystupniovat piiznivé ucinky pfirozenych flavonoidl jsou syntetizovany a v rtiznych
modelech testovdny jejich strukturdlné piibuzné analogy. Tyto latky patii do rGznych tiid
flavonoidt a déli se na aurony, chalkony, flavony, flavonoly, chromony a isoflavony. V ramci
této prace byl testovan synteticky analog flavonoidt 4-hydroxy-6-methoxyauron.



2. Hypotézy a cile prace

Cilem prace bylo:

1) Pripravit modelovy system s lidskym biotransforma¢nimi enzymy exprimovanymi Vv
bakteridlnich membrianidch a porovnat vlastnosti tohoto systému s jaternimi mikrosomy
pokusnych miniprasat. Zhodnotit mozné vyuziti téchto dvou systému pro testovani interakci
chinonii s biotransformacnimi enzymy. Dil¢im cilem bylo také porovnat odolnost
jednotlivych enzymt P450 vici ptisobeni modelovych xenobiotik (metabolity benzenu).

2) Popsat molekuldrni mechanismus moznych toxickych nasledki interakci jednoduchych
chinonti s biotransforma¢nimi enzymy.

3) Popsat moZnosti pouZziti jaternich mikrosom miniprasat jako modelového systému k
testovani nezddoucich ucinkt anthracyklinii



3. Material a metodika

Materidl

Vsechny pouzité chemikdlie byly v analytické kvalité. K piipraveé vSech roztokd byla pouzita
ultracista voda.

Pouzité biologické materidly zahrnovaly bunky Escherichia coli DH5a ziskané od firmy Life
Technologies Ltd., plasmidy pro expresi lidskych rekombinatnich P450 a CPR ziskané darem od
F. P. Guengeriche (Center in Molecular Toxicology, Vanderbilt University, Nashville, TN) a E.
M. J. Gillam (Department of Pharmacology and Physiology, University of Queensland,
Brisbane, Australia) a purifikované lidské P450 2E1 a 3A4 a polyklondlni protilatky proti t€émto
P450 ziskané také jako dar od F. P. Guengeriche.

V experimentech byla pouZita jaterni tkan dvou samciti brnénské bilé variety Goettingenskych
miniprasat odchovanych ve Vyzkumném tstavu veterindrni mediciny v Brng, CR.

Metodika

Lidské P450 a CPR byly exprimovany v bakteriich E. coli jiZz popsanou a zavedenou
metodikou podle [30] a [31] a byly izolovéany v bakteridlnich membranach.

Jaterni mikrosomy miniprasat byly ptipraveny diferencidlni centrifugaci podle [12].

Stabilita P450 exprimovanych v bakteridlnich membranédch po inkubaci pouze v pufru anebo s
piidavkem 0,5 mM NADPH byla stanovena spektrofotometricky po redukci CO podle [32]. Ddle
byla u vybranych P450 v membranach stejnou metodou stanovena destrukce CYP vlivem
reaktivnich metabolitd benzenu BQ a HQ.

Obdobnd série spektrofotometrickych stanoveni destrukce P450 byla potom provedena u
vzorki jaternich mikrosomt miniprasat, kde byl rovnéz zjistovan vliv NADPH a reaktivnich
metabolitti benzenu na obsah P450. V jaternich mikrosomech miniprasat byl navic také stanoven
vliv reaktivnich metaboliti benzenu na aktivity jednotlivych P450 pomoci stanoveni 6-
hydroxylace markerového substratu chlorzoxazonu (P450 2E) a 6fB-hydroxylace testosteronu
(P450 3A). Hladiny apoproteinu téchto P450 byla stanovena pomoci imunoblotingu.

Pro objasnéni mechanismu toxickych ucinkt reaktivnich metabolitti benzenu byla dile pomoci
elektronové spinové rezonance (ESR) sledovdna tvorba hydroxylovych radikdlti v systému
jaternich mikrosomt miniprasat s NADPH a BQ nebo HQ.

Stanoveni destrukce P450 v jaternich mikrosomech miniprasat vlivem DOX bylo stanoveno
obdobn¢ jako u vzorkil s metabolity benzenu — spektrofotometricky byl stanoven obsah
celkového P450, aktivity P450 2E a 3A byly stanoveny pomoci hydroxylace markerovych
substratli a obsah apoproteinu byl stanoven pomoci imunoblotingu.

Metodou ESR byly sledovany tfi typy volnych radikdlli vznikajicich pfi interakci DOX
s biologickymi materidly obsahujicimi biotransformacni enzymy (miniprase¢i jaterni
mikrosomy, bakteridlni membrany obsahujici CPR) a NADPH. Sledovanymi radikdly byly
semichinon DOX, superoxidové radikdly a hydroxylové radikdly. Kvantitativni hodnoceni
tvorby bylo provedeno u hydroxylovych radikdli vznikajicich v prostfedi miniprasecich
jaternich mikrosomii. V tomto systému byl ddle otestovan vliv vybranych fenolickych
antioxidantl na tvorbu hydroxylovych radikalt.



4. Vysledky

4.1 Stanoveni destrukce cytochromt P450 v bakteridlnich membranovych systémech

Jednotlivé P450 exprimované v bakteridlnich membranach se velmi liSily svou stabilitou pfi
60-ti min inkubaci pti 37°C v nepfitomnosti i pfitomnosti NADPH. Pii inkubaci bez NADPH byl
nejstabilngj$i P450 2C9 a ostatni testované enzymy nésledovaly v poradi 2A6>2E1>3A4>1A2.
Pii inkubaci s 0,1 mM NADPH byl nejstabilnéjsi z testovanych enzymt opét P450 2C9.
Pritomnost 0,5 mM NADPH, coz je koncentrace béZn¢ pouzivana v pokusech in vitro, viak jiz u
vSech testovanych enzymt zpulsobila degradaci vice nez 60 % P450. Vliv NADPH byl
nejvyraznéj$i u P450 2A6, kde po inkubaci s 0,5 mM NADPH jiz nebyl nativni enzym
detekovan vibec.

Lidskd CPR v bakteridlnich membranéch bez exprese P450 (monocistronicky vektor) byla pti
inkubaci s 0,5 mM NADPH stabilni.

Nejstabilnéjsi bakteridlni systém, P450 2C9-CPR, byl pouzit ke sledovani vlivu metaboliti
benzenu na obsah P450 2C9.
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Obr. 1 Destrukce lidského P450 2C9 v bakterialnich membranach vlivem metaboliti benzenu
Membrany obsahujici P450 2C9-CPR byly inkubovany 60 min s C (4), HQ (m) nebo BQ (A) v nepfitomnosti
NADPH (A) nebo s 0.5 mM NADPH (B).

HQ i1 BQ v nepritomnosti NADPH (Obr. 1A) zpiisobovaly statisticky vyznamnou destrukci
P450 2C9 jiz v nejnizsi testované koncentraci, tj. 0,1 mM (P=0,0025 pro BQ, P=0,0083 pro HQ),
C nemél negativni uc¢inek na obsah P450 2C9. V piitomnosti 0,5 mM NADPH (Obr. 1B) se
ucinek C, HQ a BQ neprojevil tak vyrazné. Vyznamnou destrukci zptsobil pouze 1 mM BQ
(P=0,004). Celkové tedy nebylo mozné piispévek metaboliti benzenu k destrukci P450 2C9
odlisit od u¢inkid samotného NADPH.

4.2 Stanoveni destrukce cytochromt P450 a vzniku oxidativniho stresu vlivem pusobeni
metaboliti benzenu v jaternich mikrosomech miniprasat

cNvv s

pouzité koncentraci, tj. 0,1 mM (Obr. 2, P<0,001). 0,5 mM NADPH potom zpisobilo
vyznamnou destrukci P450 jiZ po 10 min inkubace (Obr. 2, P=0,048).
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Srovnani destrukéniho pasobeni HQ, BQ a
C ukazuje, Ze v inkubacich bez NADPH byl
nejuc¢inngjsi BQ (Obr. 3A), HQ pusobil
destrukci P450 v zavislosti na koncentraci,
zatimco nejmensi poskozeni zpusoboval C.
V pfitomnosti  NADPH  nebyl  ucinek
testovanych latek vyznamny ve srovndni
s u¢inkem samotného NADPH, ale byla
pozorovana vyznamné vetsi destrukce vlivem
BQ oproti HQ (P=0,043, Obr. 3B). o 0 % % w0 m w1

Za ucelem studia moZnych mechanisma gas inkubace [min]
destrukce P450 metabolity benzenu bylo
provedeno sledovani Vzéjemn}’lch pf'emén BQ Ol.)r.ZKinetika destr.ukce P450 v miniprasecich
a HQ v prostfedi mikrosomt MP1 bez i za ﬁill::(?:g::;cMhli\f E;l;l;;]li&g\g?; 1I(I), 30 nebo 60 min
piitomnosti NADPH. V inkubacich s BQ  bez NADPH (m), s 0,1 mM NADPH (4) nebo s 0,5 mM
pritomnost NADPH velmi podporovala jeho  NADPH (e).
redukci na HQ, redukce vSak v mens$i mife
probihala i v nepfitomnosti NADPH. V inkubacich s HQ byla mira oxidace mensi, na BQ se
premeénilo maximalné 5-10 % pivodné inkubovaného HQ.

Studium mechanismu destrukce P450 vlivem metabolitti benzenu déle pokracovalo analyzami
poskozeni enzymatické aktivity a apoproteinu dvou P450, které maji u miniprasat velmi podobné
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Obr. 3 Destrukce P450 v miniprase¢ich mikrosomech MP1 vlivem metabolitii benzenu
(A) Mikrosomy MP1 byly inkubovany 60 min s C (4), HQ (m) nebo BQ (A) v nepifitomnosti NADPH. (B) Mikrosomy MP1
byly inkubovany 60 min s 1 mM C, HQ nebo BQ v nepiitomnosti (m) nebo ptitomnosti (m) 0,5 mM NADPH.

hladiny a aktivity jako u lidi. Vliv BQ a HQ na aktivity P450 2E a 3A je shrnut v Tab. I.
Inkubace s BQ ukazaly, Ze aktivita P450 2E byla vic¢i jeho plsobeni vyrazné citlivéj$i nez
aktivita P450 3A. Aktivita P450 2E byla poskozovana velmi rychle jiZ nejnizZ$imi koncentracemi
BQ bez ohledu na piitomnost NADPH. HQ v inkubacich bez NADPH ovliviioval aktivitu
P450 2E v zévislosti na koncentraci, zatimco aktivita P450 3A ziistala po 60 min inkubace s HQ
v koncentracich do 0,5 mM stabilni. V pfitomnosti NADPH byla aktivita P450 2E méné
ovlivnéna neZ v jeho nepfitomnosti, zatimco aktivita P450 3A byla naopak vyraznéji ovlivnéna
HQ za ptitomnosti NADPH.

Mnozstvi P450 2E apoproteinu stanovené pomoci imunoblotingu bylo sniZeno ve vzorcich
inkubovanych s BQ bez NADPH. NADPH ani HQ obsah P450 2E vyznamné neovlivnily.
Mnozstvi P450 3A apoproteinu bylo rovnéz nejvice sniZeno v inkubacich s BQ a to v zavislosti
na koncentraci BQ. NADPH ani HQ obsah P450 3A vyznamné neovlivnily.

Jako dal$i moZzny mechanismus destrukce P450 byl sledovan vznik hydroxylovych radikala
béhem inkubace mikrosomélnich prepardti s metabolity benzenu v koncentracich 0,1 mM —
1 mM. Na Obr. 4 je zobrazeno typické spektrum ESR zaznamenané po inkubaci mikrosomu
MP1 s NADPH (A), HQ s NADPH (B) a BQ s NADPH (C). Kvartetova soustava signall se
sttedem na g=2,0041, pomérem intenzit 1:2:2:1 a Stépici konstantou ax=ap=14,71 G odpovida
aduktu hydroxylovych radikala s DMPO (DMPO-'OH) [33]. Pfi inkubaci pouze s NADPH byla
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Tab.1 Aktivity P450 2E a 3A v mikrosomech MP1 po inkubaci s benzochinonem a

Koncentrace Aktivi.ta P450 2E Aktivi‘ta P450 3A
chinonu [pmol/min/nmol P450] [pmol/min/nmol P450]
10 min 60 min 10 min 60 min
Bey 0.1 mM 190 £ 3 * 163 £ 167 * 588 £ 165 87 £ 8 *
NADPH 0.5 mM 67 +£1%* 57 £2%* 652 £ 15 116 £ 8 *
BQ 1 mM 160 £ 3 * 16 £ 12 * 759 £193 104 £2 *
0.1 mM 119 £45 * 473 + 124 672 +33 137 £2 %
0.5mM 0.5 mM 179 £ 152 * 87 £17 * 385 £ 152 167 £ 49 *
NADPH 1 mM 128 £ 96 * 136 £ 27 * 217 £ 83 * 189 £ 25 *
Bez 0.1 mM 705 £ 71 * 919 £ 89 572 £ 127 730 +£72
NADPH 0.5 mM 688 £ 98 * 49 + 87 * 548 + 50 542 £ 135
HOQ 1 mM 307 £ 169 * 152 £ 96 * 391 £ 133 * 428 £ 77 *
0.1 mM 621 £120 * 977 + 293 487 £ 107 312+ 110 *
0.5mM 0.5 mM 615+ 199 * 714 £102 * 449 + 50 * 243 £ 130 *
NADPH 1 mM 650 £ 200 725 £27 * 431 £ 117 177 +91 *
Neinkubované mikrosomy 974 £ 57 633 £ 23

Hodnoty, které se statisticky vyznamné li$i od hodnoty neinkubovanych mikrosomt, jsou oznaceny hvézdickami

pozorovana tvorba hydroxylovych radikdli v zavislosti na koncentraci NADPH (Obr. 5,
P<0,001). HQ stimuloval produkci hydroxylovych radikali v pfitomnosti i nepfitomnosti
NADPH a byl jedinou testovanou latkou, ktera méla vyznamny t¢inek (P=0,034 pro 1 mM HQ).
BQ v pfitomnosti NADPH nemél statisticky vyznamny vliv na tvorbu hydroxylovych radikdld, i
kdyZ bylo moZné pozorovat mirnou stimulaci u 0,1 mM BQ a naopak inhibici pfi vySSich

koncentracich.

3420

3440

3460

3480

3500

Magnetické pole [G]

3520 3540

Obr. 4 Typicka spektra ESR naméiena po inkubaci mikrosomi miniprase¢ich MP1 s NADPH a metabolity benzenu v

pritomnosti DMPO

Mikrosomy MP1 byly inkubovdny s 1 mM NADPH (A), 0,5 mM HQ a 0,5 mM NADPH (B) nebo s 0,5 mM BQ a 0,5 mM
NADPH (C) v ptitomnosti 400 mM DMPO. Signély hydroxylovych radikélti jsou oznaceny hvézdickami.
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Obr. 5 Tvorba hydroxylovych radikali v miniprase¢ich mikrosomech MP1 vlivem NADPH
Mikrosomy MP1 byly inkubovény s 0, 0,1, 0,25, 0,5 a 1 mM NADPH jak bylo popsano v kapitole 4.2.

4.3. Destrukce cytochromt P450 a vznik oxidativniho stresu vlivem pusobeni doxorubicinu
v jaternich mikrosomech miniprasat, jeho ovlivnéni fenolickymi antioxidanty

Jaterni mikrosomy miniprasete byly
ddle vyuzity jako modelovy systém pro
testovani nezddoucich ucinkt klinicky
vyznamnych latek obsahujicich
v molekule chinonicky motiv. Jako
zastupce téchto latek bylo studovano
anthracyklinové cytostatikum DOX.

DOX ptsobil statisticky vyznamnou
destrukci P450 v ptitomnosti (P=0,0002) ol | | | | | |
1 nepfitomnosti (P=0,0013) NADPH 0 10 20 30 40 50 60
(Obr 6) koncentrace DOX [nmol/ml]

AkthIty _am obsah protemnu P450 2E a Obr. 6 Destrukce P450 v miniprase¢ich mikrosomech MP2
3A v mikrosomech MP2  nebyly yiivem doxorubicinu
V)’/Znamné OVliVIléIly inkubaci s DOX = Mikrosomy MP2 byly inkubovany 60 min s 0, 5, 10, 15,30 a
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v rozmezi koncentraci 5-50 MM 50 uM DOX v nepiitomnosti (m) nebo s 0,5 mM NADPH (¢).
v nepiitomnosti ani v pfitomnosti
NADPH.

V piitomnosti DOX byla déle sledovdna tvorba tii typt radikalti — semichinonového radikalu
DOX, ktery je iniciacnim krokem tvorby ROS, superoxidovych radikald, které jsou vysledkem
piimé reakce semichinonu s molekuldrnim kyslikem a tedy prvnimi vznikajicimi kyslikovymi
radikdly, a hydroxylovych radikalt, které jsou konecnym reaktivnim agens celé této kaskady.
Tvorba radikdlu semichinonu DOX byla sledovédna v bakteridlnich membranédch s obsahem CPR
a v jaternich mikrosomech miniprasat za anaerobnich podminek. Nejnizsi koncentrace DOX, pfi
které byl semichinon detekovan v systému s membrdnami CPR, DOX a NADPH, byla 300 uM.
Spektrum ESR se signdlem semichinonu DOX je zobrazeno na Obr. 7. Oproti tomu, jiz v
mnohem niZ§i koncentraci DOX (30 uM), byl v systému s membranami CPR pozorovan vznik
spektra slozeného z kvartetu ndleZejictho OH radikalim a spektra superoxidovych radikalii
(Obr. 8).
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Obr. 7 Spektrum ESR se signalem semichinonu DOX Obr. 8 Spektrum ESR se signaly superoxidovych a
Membrény obsahujici CPR byly inkubovany s 300 uM hydroxylovych radikali

DOX a 1 mM NADPH v anaerobnim prostiedi bez Membrany obsahujici CPR byly inkubovéiny s 30 uM DOX a
DMPO. 0,5 mM NADPH v aerobnim prostiedi v piitomnosti 400 mM

DMPO. Vysledné spetrum je sloZeno ze signdltt OH radikalu (x)
a superoxidovych radikalt (e).

V systému s mikrosomy MP2, 0,5 mM NADPH a DOX byl detekovan pouze kvartet signalt
odpovidajici aduktu DMPO-'OH. DOX stimuloval tvorbu OH radikdld v zavislosti na
koncentraci (P=0,002, Obr. 9). Ve stejném systému bez NADPH nebyla zaznamendna vyznamna
tvorba OH radikalt (vysledky nezobrazeny).

Prirodni a syntetické polyfenoly byly pouZity ke sledovani antioxida¢ni aktivity vic¢i pasobeni
DOX v modelovém systému miniprasec¢ich mikrosomii.

Z testovanych polyfenolickych antioxidantti byl vyznamny inhibi¢ni t¢inek na tvorbu OH
radikdli vlivem DOX zaznamendn u fisetinu, kaempferolu a myricetinu v nejvyssi pouZzité
koncentraci (100 uM, Tab. 2).
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Obr. 9 Tvorba hydroxylovych radikali v miniprase¢ich mikrosomech MP2
vlivem doxorubicinu

Mikrosomy MP2 byly inkubovény s 0, 5, 10, 15, 30 a 50 uM DOX v piitomnosti
0,5 mM NADPH.
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Tab.2 Vliv fenolickych antioxidanti na tvorbu hydroxylovych radikali v mikrosomech MP2 s

30uM doxorubicinem a NADPH

Testované antioxidanty

Koncentrace hydroxylovych radikali [nmol/ml]

30 uM 50 uM 100 uM
Fisetin 1,28 £0,19 1,22 £ 0,01 0,79+ 0,02*
Kaempferol 1,49 £ 0,19 1,18 £ 0,27 0,79 + 0,10%*
Morin 1,41 £0,06 1,18 £0,16 1,01 £0,19
Kvercetin 1,50 £0,18 1,20 £0,43 1,09 £0,18
Mpyricetin 1,18 £0,08 1,10 £ 0,08 0,64 £ 0,06*
Eriodictyol 1,39 £ 0,06 1,52 £0,18 1,32 £ 0,09
4-hydroxy-6-methoxyauron 1,49 +0,12 1,27 £ 0,08 1,12 +0,24
Kontrola (methanol) 1,33 £ 0,07 1,29 £0,18 1,17 £ 0,15

Hodnoty které se statisticky vyznamn¢ 1isi od kontroly jsou oznaceny hvézdi¢kami

15




5. Diskuze

Jednim z cili predkladané prace byla pfiprava stabilniho membranového systému pro pouZiti
k testovani destrukénich ucinkd xenobiotik na P450 a ulohy oxidativniho stresu v tomto
pusobeni. Stabilita izolovanych bakteridlnich membran s obsahem péti vyznamnych lidskych
P450 byla nejprve otestovana inkubaci pii 37 °C bez pitidavku NADPH nebo v piitomnosti
ruznych koncentraci NADPH. V tomto systému byly zjiStény velké rozdily ve stabilit¢ mezi
jednotlivymi preparaty P450. Nalezené rozdily mohly byt zapii¢inény odliSnou strukturou
vlastnich molekul enzymG nebo specifickymi a =zatim nedefinovanymi vlastnostmi
membranovych preparitii. Pro ucely testovani destrukénich ucinkd xenobiotik na P450 vsak
nebyl zadny z vyslednych preparati vhodny, nebot’ v pfitomnosti béZzné laboratorné pouzivané
koncentrace  NADPH (0,5 mM) témét vSechny exprimované P450 (kromé& P450 1A2)
degradovaly béhem 60-ti minutové inkubace z vice nez 70 %.

Vyraznd destrukce P450 exprimovanych v membrdnovych systémech bcéhem inkubace
v ptitomnosti NADPH byla pravdépodobné zptsobena tzv. cyklem naprazdno bez substritu
(P450 futile cycle), béhem néhoz vznikaji ROS a ktery jizZ byl popsdn v podminkéch in vitro
v ptitomnosti NADPH u purifikovanych P450 i v mikrosomech [34], [35]. Dtvodem, pro¢ se
ucinek NADPH projevil vyraznéji pravé v membranovych systémech oproti mikrosomiim, mtze
byt vyssi pomér CPR : P450, ktery muze byt pfi¢inou vyssiho hromadéni ROS [36], a zdroven
nepiitomnost ostatnich mikrosomalnich enzymt s antioxidac¢ni funkci. Membranové systémy
pfipravené v rdmci této prace byly rovnéZ pouzity pro studium metabolismu nové generace
cytostatickych 1é¢iv ze skupiny taxand [37]. Membrany P450 3A4 po 30 min inkubaci s 1 mM
NADPH a substratem ucinné¢ metabolizovaly studované taxany. V ptfitomnosti substritu, kdy
neprobihal cyklus naprdzdno, byly tedy P450 exprimované v membrinovych systémech
metabolicky aktivni, coZ se potvrdilo i pfi testovani aktivity vybranych P450 (P450 2E1) pomoci
jejich markerovych substratti. Pro studium mechanismu toxického ptisobeni metabolitli benzenu,
které bylo jednim z hlavnich cili této prace, byl pouZit nejstabilnéjsi z mebranovych systému
(P450 2C9). Pfi inkubaci studovanych latek s membranami obsahujicimi P450 2C9 a CPR se
projevil vyrazny destruktivni a¢inek BQ a HQ zejména v nepfitomnosti NADPH, coZ odpovida
diive sledovanému trendu s potkanimi i lidskymi mikrosomy [21], [38]. Pfitomnost pouze
0,5 mM NADPH méla vyrazné€jsi vliv na ubytek P450 neZ ptitomnost metabolitli benzenu a i
tento vysledek rovnéz odpovidal naSim zkuSenostem s potkanimi mikrosomy [38].

Pro dalsi studium ucinkti metabolitd benzenu byly pouZity mikrosomy z jater pokusnych
miniprasat, jejichZz podobnost s lidskymi jaternimi mikrosomy v oblasti hladin a aktivit
jednotlivych P450 jiz byla prokazana [15], [16]. Tyto mikrosomdlni preparity jsou z téchto
davodu a predevsim vzhledem k velmi omezené dostupnosti lidskych jater doporucovany jako
vhodny modelovy systém pro studium lidské biotransformace. Rozsah destrukce P450 vlivem
NADPH v jaternich mikrosomech miniprasat byl véts$i nez v ptipadé lidskych mikrosomu [21],
béhem inkubace v pfitomnosti | mM NADPH degradovalo 49 % celkového P450. Jaterni P450
miniprasat byly tedy citlivéj$i vici ptisobeni oxidativniho stresu generovaného cyklem P450
naprazdno. Pfedpokldddme, Ze divodem tohoto rozdilu muze byt nizs$i antioxidacni kapacita
jaternich mikrosomti miniprasat. Miniprase¢i mikrosomy byly vSak pfi inkubaci s NADPH
vyznamné stabilnéj$i nez vSechny sledované bakteridlni systémy (kde se destrukce jednotlivych
P450 pohybovala mezi 60-80 %) a pfi inkubacich bez NADPH potom nedochdzelo ke sniZeni
celkového obsahu P450 prakticky vibec. Tyto experimenty potvrdily niz$i odolnost P450 v
bakteridlnich membrandch vici oxidativnimu stresu ve srovndni s mikrosomy. Pii dal$im
pouzivani bakteridlnich membran pro studium vlastnosti P450 je tedy tfeba tuto skutecnost
respektovat.

Ze studovanych metabolitli benzenu zptusoboval BQ nejrozsdhlejsi destrukci celkového P450
v mikrosomech inkubovanych bez NADPH i v jeho pfitomnosti. Koncentracni zévislost jeho
pusobeni se podobala i d¢inkim BQ na P450 2C9 v membrdnach, kdy bez NADPH doslo
k vyrazné destrukci jiz vnejniz$i pouzité koncentraci (0,1 mM), zatimco ve vysSich
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koncentracich jiz nebylo zvySeni destrukce vyrazné. I v tomto piipadé vSak byly membriny
vyznamng citlivéj$i nez mikrosomy (témef totalni destrukce vlivem 1 mM BQ v membrinich
oproti 60 % destrukci v mikrosomech). Destrukéni icinek HQ na celkovy P450 v mikrosomech
byl také méné vyrazny nez na P450 2C9 v membrandch a lisil se i pribéhem koncentracni
zavislosti. 'V obou systémech platilo, Ze v pfitomnosti NADPH byl destrukéni ucinek
testovanych chinontt mén¢ vyrazny nez v jeho nepiitomnosti.

Na zdkladé vysledku této prace se lidské P450 exprimované v membranach E. coli a izolované
v podobé membrin nezdaji byt vhodné pro testovdni destrukéniho tc¢inku xenobiotik na P450.
Jejich vyuziti pro metabolické studie, zejména pro identifikaci specifického P450 zodpovédného
za metabolismus xenobiotik vSak timto zavérem neni zpochybnéno.

Za ucelem objasnéni mechanismu pozorované destrukce P450 byly provedeny experimenty
sledujici vzajemné premény mezi BQ a HQ v prostfedi mikrosomt. Zaroven byl sledovéan vliv
téchto latek na aktivity a hladiny vyznamnych P450 a tvorbu markerd oxidativniho stresu
(hydroxylovych radikdll) v jaternich mikrosomech pokusnych miniprasat. V ramci této prace
byly sledovany aktivity P450 2E a 3A, nebot markerové substrity a aktivity u téchto
miniprasec¢ich enzymi odpovidaji jejich prot¢jSkiim u lidi [15]. Pro ostatni z P450 piitomnych
v lidskych jatrech a identifikovanych také u miniprasat (napt. 1A, 2A, 2C a 2D) markerové
substraty a aktivity nekoreluji tak dobfte.

Ubytek celkového obsahu P450 vlivem samotného NADPH v jaternich mikrosomech
miniprasat nekoreloval se sniZzenim aktivit 2E a 3A. Na tomto ubytku se pravdépodobné podilely
ve vetsi mite jiné P450, které byly vuci ptisobeni NADPH citlivejsi a tudiz ptispély k celkovému
sniZzeni obsahu P450.

Tvorba hydroxylovych radikdli v mikrosomech inkubovanych 10 min s NADPH byla
koncentraéné z4visla a korelovala s destrukci P450. Casovy priibéh destrukce P450 naznacuje, Ze
tvorba hydroxylovych radikalt mize hrat roli v destrukci P450 vlivem NADPH.

Pii inkubacich s metabolity benzenu byla tvorba hydroxylovych radikali nejvice stimulovdna
HQ, zatimco BQ produkoval hydroxylové radikdly na srovnatelné trovni pouze v nizkych
koncentracich. Obdobné ptisobeni téchto latek bylo jiz pozorovdano pii pouziti potkanich
jaternich mikrosomil [39] a podporuje predpoklad, Ze tvorba ROS hraje roli v toxicit¢ HQ [40],
[41].

Pii srovnani ucinku BQ na aktivity jednotlivych P450 se ukdzalo, Ze aktivita P450 2E byla
citlivéjsi vaci jeho plsobeni nez aktivita 3A. BQ také zietelné snizoval elektroforeticky
stanoveny obsah apoproteinu P450 2E i 3A. V piipadé P450 2E probihala inaktivace rychleji nez
destrukce apoproteinu, coZ by mohlo znamenat, Ze BQ interaguje s molekulou tohoto enzymu
vice zpuisoby. Predpokladdme, Ze BQ atakuje piednostné hem a s niz$i afinitou se potom vaze i
na apoprotein. Uginek na apoprotein P450 3A odpovidal téinku na jeho aktivitu. P450 2E byl
tedy inaktivovan rychleji nez 3A, ale ucinek na jeho apoprotein byl pomalejsi nez tato
inaktivace.

Srovnani citlivosti aktivit P450 2E a 3A vaci HQ ukazalo, Ze prevladajici mechanismus u¢inku
HQ se 1isi od BQ. To bylo potvrzeno i vysledky imunoblotingu, kde HQ na rozdil od BQ
nesnizoval obsah apoproteinu P450 2E nebo 3A. Srovnédni destrukénich ucinkd HQ a BQ je
v souladu s ndzorem, Ze u BQ pfevladd jako mechanismus toxicity kovalentni vazba na proteiny,
zatimco toxické ucinky HQ jsou pravdépodobné zpiisobeny prevazné stimulaci tvorby ROS [21],
[40]. ROS jsou schopné navodit destrukci hemu P450 [34], coz bylo také nejpravdépodobnéjSim
mechanismem destrukce P450 v inkubacich s HQ v naSich experimentech. Jelikoz se pfi
vzajemnych pfeménach HQ a BQ tvofi semichinonovy radikal [42], mize dochdzet i k aktivaci
kysliku a tvorbé ROS [40]. Podle nasich vysledki pfitomnost NADPH podporuje v prostiedi
mikrosomti pribéh redukénich reakci. Presto vSak, vzhledem k pfitomnosti oxidas, ziejmée
dochazi k enzymaticky podminénému redoxnimu cyklu HQ, jehoz oxidace probihd pouze do
stadia semichinonu a ne az na BQ. To vysvétluje pro¢ NADPH s HQ tvofily vyznamné mnoZstvi
hydroxylovych radikdl a naznacuje, Ze P450 3A by mohl byt citlivéjsi vaci inaktivaci vlivem
ROS nez P450 2E.
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Destrukéni ucinek reaktivnich metaboliti benzenu na P450 byl pravdépodobné zpiisoben
castecn¢ kovalentni vazbou BQ na protein a Castecné pusobenim ROS vznikajicimi pii
vzdjemnych pfeménich BQ a HQ nebo béhem redoxniho cyklu HQ. Celkové destrukce P450
vlivem BQ a HQ v miniprasecich mikrosomech nedosdhla hodnot zaznamenanych u lidskych
mikrosomt [21]. Tento rozdil mtze byt piipsan bud’ rozdilnym vlastnostem jednotlivych enzymi
vyplyvajicim ze strukturdlnich odliSnosti nebo odliSnym zastoupenim téchto enzymu v jaterni
tkani lidi a miniprasat. Odhadovany pramérny obsah P450 2E v jatrech miniprasat pouzitych
v této studii je niz8i nez u lidi [15], coZz mize mit vliv na celkovy rozsah destrukce P450 vlivem
metabolith benzenu. Je také dulezité pripomenout, Ze lidskd populace je mnohem vice
heterogenni vzhledem k obsahu a aktivitim jednotlivych P450 neZz jakykoli laboratorné
vyuzivany modelovy druh. Také u ndmi pouzitého druhu miniprasat byla interindividudlni
variabilita aktivit hlavnich P450 relativné mala [15]. Co se tyce obsahu a vlastnosti jednotlivych
P450, jako jsou napi. polymorfismy, indukce nebo inhibice P450, mohou tedy miniprasata
odpovidat pouze urcité casti lidské populace.

Dal$im vyznamnym cilem této prace bylo vytvoreni dostupného in vitro modelového systému
vhodného k testovani latek potencidlné prospéSnych pro zmirnéni nezddoucich uUcinka
anthracyklinovych cytostatik. Limitujicim neZadoucim ucinkem této skupiny cytostatik je jejich
akutni 1 chronickd kardiotoxicita. Za vyznamny mechanismus vzniku Kkardiotoxicity
anthracyklinti je povazovdna nadmérnd produkce ROS, jako potencidlné prospésné latky jsou
tedy testovany myj. antioxidanty. Jako zdstupce anthracyklind byl pro tuto studii vybran DOX.
Mechanismus jeho interakci s enzymy obsazenymi v miniprasecich jaternich mikrosomech byl
studovéan analogicky s jednoduchymi chinony BQ a HQ, pfi¢emZ cilem této ¢asti studie bylo
otestovat moznost pouziti jaternich mikrosomu miniprasat jako modelového systému k testovani
vlivu polyfenolickych antioxidantti na tvorbu ROS stimulovanou DOX.

DOX pusobil destrukci celkového P450 v jaternich mikrosomech miniprasete v zdvislosti na
koncentraci, zatimco aktivity P450 2E a 3A neovlivitioval. Zirovei ve stejném rozmezi
koncentraci stimuloval tvorbu hydroxylovych radikdld v zdvislosti na koncentraci.
Predpokldddme, Ze v pouzitém systému s jaternimi mikrosomy miniprasete dochdzelo
k jednoelektronové redukci pomoci CPR na semichinon DOX a ndasledné aktivaci kysliku
s tvorbou superoxidového radikdlu a hydroxylovych radikala. Ionty Zeleza schopné katalyzovat
produkci hydroxylovych radikalt [43] mohly pochédzet z poSkozeného hemu P450. Jelikoz
semichinon DOX velice rychle reaguje s kyslikem za tvorby superoxidu, jeho stanoveni pomoci
ESR vyZaduje specidlni zatizeni umoznujici udrZet naprosto anaerobni podminky po celou dobu
meteni vzorku pomoci stdlého proudu argonu. V podminkich naseho meéteni (bez moZnosti
uchovat vzorek pod argonem i béhem méfeni) se podafilo detekovat semichinon DOX az
v relativné vysoké, klinicky in vivo nedosaZitelné, koncentraci DOX (300 uM). Superoxidové
radikdly je vSak moZzné stanovit v aerobnim prostiedi po adukci s DMPO, coZz se v nami
pouzitém systému s membranami CPR a NADPH potvrdilo. Prokazali jsme tedy nepiimo, Ze
CPR redukuje DOX a tim spousti celou kaskddu redukce kysliku a tvorby ROS. Jelikoz
spektrum superoxidu se piekryva se spektrem hydroxylovych radikala a je pfrili§ sloZité na to,
aby ho bylo mozné kvantitativné vyhodnotit, zvolili jsme pro kvantitativni analyzu spektrum
hydroxylovych radikdli, které jsou konecnym reaktivnim agens celé této kaskady. Jako
modelovy systém byly pro toto hodnoceni pouZity mikrosomy, nebot’ oproti membrandm s CPR
pfedstavuji komplexnéjsi systém obsahujici oxida¢ni i redukéni enzymy a 1épe simuluji situaci in
vivo. Ve spektrech hydroxylovych radikdlt ziskanych ze vzorkii s mikrosomy nebyly zadné
interferujici signdly a také proto byl tento systém vhodnéjsi pro kvantitativni analyzu.

Ve vyssich koncentracich DOX (30 UM a vyssi) dochazelo k destrukci P450 i v inkubacich bez
NADPH. Pravdépodobné se zde uplatnil neenzymaticky mechanismus, nebot’ ROS mohou byt
tvofeny i nasledkem pfimé reakce DOX s ionty Zeleza. DOX ptedava jeden elektron Fe’* za
tvorby Fe?*, které nasledné mize redukovat molekuldrni kyslik [25], [43]. V ptitomnosti
NADPH vsak byla zaznamendna tvorba ROS i destrukce P450 v nizSich koncentracich, které
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vice odpovidaji klinicky dosahovanym koncentracim (7,5-10 uM, [23]). Povazujeme proto
tvorbu ROS v souladu s literaturou za vyznamny mechanismus toxicity DOX.

Polyfenolické antioxidanty testované vramci této prace byly vybrany z pocetné skupiny
flavonoidi na zdkladé své schopnosti inhibovat peroxidaci lipidd v systému s potkanimi
jaternimi mikrosomy a NADPH [44]. Z testovanych flavonoidd byl pozorovdn vyznamny
inhibi¢ni dcinek na tvorbu hydroxylovych radikdld stimulovanou DOX v mikrosomech u
fisetinu, kaempferolu a myricetinu, avSak pouze v nejvyssi pouzité koncentraci (100 uM). Tato
koncentrace je in vivo pomoci nutricni intervence prakticky nedosaZzitelnd [45]. Nami pouZity
modelovy systém s jaternimi mikrosomy a 30 uM DOX lze, vzhledem k toxicit¢ DOX,
povazovat pouze za prescreeningovy, nebot’ se lisi od situace in vivo koncentraci DOX i cilovou
tkdni toxicity DOX. Nicméné pro odhad interakci mezi DOX a polyfenolickymi latkami,
zejména z hlediska schopnosti vychytdvani ROS, se tento systém zd4d vhodnym. Dalsi validace
pomoci studia vztahti mezi strukturou a udcinkem sledovanych latek je ucelnd. Fisetin,
kaempferol a myricetin Ize doporucit k dalsimu studiu v jinych modelovych systémech jako
potencidln€ prospésné pro zmirnéni nezadoucich tucinkii doxorubicinu.
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6. Zavéry

Cilem prace bylo prozkoumat moznost vyuziti bakteridlnich systémt exprimujicich lidsky
monooxygendzovy systém pro studium interakci mezi latkami s motivem chinonu ve struktufe a
cytochromy P450 a nasledné aplikovat ziskané znalosti na vyvoj modelového systému pro
testovani vedlejSich uc¢inkl anthracyklinovych cytostatik.

Na zdklad¢ analyzy ziskanych vysledk@ a s vyuzitim publikované védecké literatury, lze
uzaviit:

1) Lidské cytochromy P450 exprimované v bakteriich Escherichia coli a izolované jako

bakteridlni membrdny predstavuji uZiteCny ndstroj pro studium metabolismu xenobiotik
exprimovanym enzymem, ale nejsou piili§ vhodné pro studium oxidativniho stresu a
destrukéniho plisobeni xenobiotik na cytochromy P450.
Diky limitované dostupnosti lidské jaterni tkdné je tfeba vyuzivat alternativni modelové
systtmy a modelové zviteci druhy pro studium interakci biotransformacnich enzymut
s xenobiotiky. Vzhledem k tomu, Ze u nejbéznéjsiho laboratorniho druhu, potkana, nejsou bez
chemické indukce piitomny aktivity nejvyznamnéjsich lidskych cytochromt P450, informace
ziskané s pouZzitim miniprasat jako modelového druhu mohou byt velmi piinosné. Z tohoto
davodu byly k dal$im experimentim vyuZzity minipraseci jaterni mikrosomy.

2) Experimenty s miniprase¢imi mikrosomy ukdzaly, Ze mechanismy bunécné toxicity
hydrochinonu (produkce hydroxylovych radikdl) a benzochinonu (kovalentni vazba na
makromolekuly) se u miniprasat a lidi neliSi. Navrhujeme proto jaterni mikrosomy miniprasat
jako vhodny in vitro modelovy systém pro testovani oxidativniho stresu a molekularni toxicity
indukované latkami obsahujicimi ve své struktufe chinon. Vyhodou tohoto systému je pomérné
casov€ nendrocnd piiprava a lepsi dostupnost v porovnani se systémy pouZzivajicimi modelové
bunécné linie nebo primokultury.

3) Pii interakci miniprase¢ich mikrosomil s doxorubicinem dochézelo k aktivaci doxorubicinu

s ndslednou zvySenou tvorbou hydroxylovych radikdli. Za aktivaci doxorubicinu byla
pravdépodobné zodpovédna NADPH:cytochrom P450 reduktéiza.
Studie vlivu polyfenolil na toxicitu doxorubicinu v systému s jaternimi mikrosomy miniprasat
ukdzala, Ze tento modelovy systém umoziuje jejich interakce s doxorubicinem studovat a mohl
by slouZit pro ucely primarniho screeningu biologickych, zejména antioxidacnich, vlastnosti
téchto latek. Jako vhodni kandidati pro tyto studie se zdaji byt fisetin, kaempferol a myricetin
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