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Souhrn 
 

Biotransforma�ní studie in vitro jsou nezbytnou sou�ástí toxikologického výzkumu i vývoje 
nových lé�iv, nebo� umož�ují významnou m�rou snížit po�et test� na lidských dobrovolnících a 
poskytují detailn�jší informace o metabolismu studované látky. Díky limitované dostupnosti 
lidské jaterní tkán� je pro studium interakcí biotransforma�ních enzym� s xenobiotiky t�eba 
využívat alternativní modelové systémy a modelové zví�ecí druhy. Vzhledem k tomu, že u 
nejb�žn�jšího laboratorního druhu, potkana, nejsou p�ítomny aktivity nejvýznamn�jších lidských 
biotransforma�ních enzym�, velmi p�ínosné mohou být informace získané s použitím miniprasat 
jako modelového druhu. 

Rekombinantní lidské biotransforma�ní enzymy exprimované v bakteriálních bu�kách mohou 
být použity ke studiu biotransformace ve form� izolovaných bakteriálních membrán. Tyto 
systémy poskytují informace o metabolismu studované látky definovaným enzymem, jejich 
výhodou oproti izolovaným enzym�m je p�itom nízká cena a snadn�jší a rychlejší p�íprava 
s menšími ztrátami enzymové aktivity b�hem izolace.  

Mezi reaktivní metabolity benzenu zodpov�dné za jeho toxické ú�inky pat�í 1,4-hydrochinon a 
jeho oxidovaná forma 1,4-benzochinon, p�i�emž za jejich možné mechanismy ú�inku je 
považováno jak kovalentní tak i oxidativní poškození DNA a protein�. Strukturní motiv chinonu 
je obsažen i v molekule anthracyklinového cytostatika doxorubicinu (DOX) a p�i vzniku 
nežádoucích ú�ink� DOX se rovn�ž negativn� uplat�ují oxidativní mechanismy. 
Cílem práce bylo:  
1) P�ipravit modelový system s lidskými biotransforma�ními enzymy exprimovanými v 

bakteriálních membránách a porovnat vlastnosti tohoto systému s jaterními mikrosomy 
pokusných miniprasat. Zhodnotit možné využití t�chto dvou systém� pro testování interakcí 
látek se strukturním motivem chinon� s biotransforma�ními enzymy.  

2) Popsat molekulární mechanismus d�íve pozorovaných toxických následk� interakcí 
jednoduchých chinon� s biotransforma�ními enzymy.  

3) Popsat možnosti použití jaterních mikrosom� miniprasat jako modelového systému k 
testování nežádoucích ú�ink� anthracyklin�. 

Záv�ry:  
1) Lidské cytochromy P450 exprimované v bakteriích Escherichia coli a izolované jako 

bakteriální membrány p�edstavují užite�ný nástroj pro studium metabolismu xenobiotik 
exprimovaným  enzymem, ale nejsou p�íliš vhodné pro studium oxidativního stresu a 
destruk�ního p�sobení xenobiotik na cytochromy P450.  

2) Experimenty s miniprase�ími mikrosomy ukázaly, že mechanismy bun��né toxicity 
hydrochinonu (produkce hydroxylových radikál�) a benzochinonu (kovalentní vazba na 
makromolekuly) se u miniprasat a lidí neliší. Navrhujeme proto jaterní mikrosomy 
miniprasat jako vhodný in vitro modelový systém pro testování oxidativního stresu a 
molekulární toxicity indukované látkami obsahujícími ve své struktu�e chinon. Výhodou 
tohoto systému je pom�rn� �asov� nenáro�ná p�íprava a lepší dostupnost v porovnání se 
systémy používajícími modelové bun��né linie nebo primokultury. 

3) P�i interakci miniprase�ích mikrosom� s doxorubicinem docházelo k aktivaci doxorubicinu 
s následnou zvýšenou tvorbou hydroxylových radikál�. Za aktivaci doxorubicinu byla 
pravd�podobn� zodpov�dná NADPH:cytochrom P450 reduktáza. 
Studie vlivu polyfenol� na toxicitu doxorubicinu v systému s jaterními mikrosomy 
miniprasat ukázala, že tento modelový systém umož�uje jejich interakce s doxorubicinem 
studovat a mohl by sloužit pro ú�ely primárního screeningu biologických, zejména 
antioxida�ních, vlastností t�chto látek. Jako vhodní kandidáti pro další studie se zdají být 
fisetin, kaempferol a myricetin 
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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. 
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1. Úvod 
 

1.1 Biotransformace a biotransforma�ní enzymy  
 

Biotransformace je proces p�em�ny cizorodých látek neboli xenobiotik v živém organismu 
napomáhající jejich eliminaci [1]. se nazývají xenobiotika [1] a mohou být p�írodního nebo 
syntetického p�vodu. Xenobiotika vstupující do organismu mohou být vylou�ena v nezm�n�né 
form�, mohou projít neenzymatickou p�em�nou anebo mohou být metabolizována, tj. p�em�n�na 
enzymaticky. Metabolizovány jsou p�edevším látky, které by díky vysoké lipofilit� nemohly být 
z organismu vylou�eny. Biotransforma�ní reakce tedy zpravidla sm��ují ke snížení lipofility 
xenobiotik. 

Biotransforma�ní enzymy se vyvinuly pravd�podobn� na ochranu organism� p�ed xenobiotiky 
p�írodního, nap�. rostlinného p�vodu a vyzna�ují se n�kterými vlastnostmi, které je odlišují od 
enzym� endogenního metabolismu. Jedná se zejména o nízkou substrátovou specifitu a dokonce 
i nízkou specifitu produktu (tj. možnost katalýzy r�zných reakcí jedním enzymem). 

D�sledky biotransforma�ních reakcí pro ú�inky xenobiotika na organismus mohou být 
rozmanité, v nejjednodušším p�ípad�, kdy z jednoho xenobiotika vzniká jeden metabolit, existují 
�ty�i možnosti: 

 
1) ani xenobiotikum ani metabolit nejsou biologicky aktivní 
2) pouze xenobiotikum je biologicky aktivní 
3) xenobiotikum i metabolit jsou biologicky aktivní 
4) za biologickou aktivitu je zodpov�dný výhradn� metabolit 
 

Biologickou aktivitou se p�itom rozumí žádoucí i nežádoucí ú�inky, p�ípadn� toxicita. 
Biotransforma�ní reakce tedy mohou mít charakter aktiva�ní nebo deaktiva�ní, toxika�ní nebo 
detoxika�ní. Aktivita metabolitu se p�itom m�že výrazn� kvalitativn� i kvantitativn� lišit od 
aktivity p�vodního xenobiotika. Studium biotransformace je proto významnou sou�ástí 
farmakologického i toxikologického výzkumu a vývoje nových lé�iv. 

Za nejvýznamn�jší nadrodinu biotransforma�ních enzym� první fáze biotransformace jsou 
považovány hemthiolátové enzymy cytochromy P450 (P450, E.C. 1.14.14.1, [2]), které jsou 
terminálními oxidasami tzv. mikrosomálního monooxygenasového systému. Základními 
složkami tohoto systému jsou  flavinový enzym NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR, E.C. 
1.6.2.4,), P450 a membránové lipidy. Subcelulárn� je MFO systém lokalizován p�evážn� 
v membrán� endoplazmatického retikula (v tzv.  mikrosomální frakci) v orgánech exponovaných 
xenobiotik�m (játra, plíce, ledviny, gastrointestinální trakt). 

Systematická nomenklatura P450 je založena na shod� aminokyselinových sekvencí. P450 se 
d�lí na rodiny ozna�ované �íseln� (sekven�ní homologie >40%) a na podrodiny zna�ené 
písmeny (sekven�ní homologie >60%) [3]. Jednotlivé enzymy náležící do podrodin mají op�t 
�íselné ozna�ení, p�íkladem výsledného pojmenování enzymu tedy m�že být 2E1, 3A4 apod. 

Jako monooxygenasy se ozna�ují enzymy katalyzující zpravidla oxidace, p�i kterých je do 
molekuly substrátu zaveden jeden atom kyslíku, nej�ast�ji ve form� hydroxylové skupiny. 
Monooxygenasová reakce je také nejtypi�t�jší reakcí katalyzovanou P450. V pr�b�hu reakce 
dochází k aktivaci molekulárního kyslíku postupn� dv�ma elektrony, jejichž donorem je CPR. 
Jeden atom kyslíku je potom zabudován do molekuly substrátu a druhý je redukován na vodu.  

Krom� monooxygenasové aktivity mohou P450 p�sobit i jinými mechanismy. Jsou schopny 
katalyzovat n�které reduk�ní reakce, pokud elektrony poskytnuté CPR nejsou využity k aktivaci 
kyslíku, ale redukují p�ímo substrát [4]. P450 mohou také produkovat peroxid vodíku a jiné 
reaktivní formy kyslíku (reactive oxygen species - ROS) a to p�i interakci se substrátem, který 
má sice afinitu k danému P450, ale obtížn� se hydroxyluje. V tom p�ípad� dojde k aktivaci 
kyslíku, ale už ne k jeho zabudování do molekuly substrátu a aktivní forma kyslíku je uvoln�na 
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do okolí. N�které P450 generují ROS díky své NADPH – oxidasové aktivit� i v nep�ítomnosti 
substrátu [5]. 

CPR je membránový enzym katalyzující p�enos elektron� z NADPH na P450 [6], [7]. CPR 
funguje jako d�li� elektronového páru na základ� stabilizace semichinonových forem flavin� 
FAD a FMN (tj. forem redukovaných jedním elektronem) [7]. CPR m�že být celkem redukována 
�ty�mi elektrony, b�hem katalytického cyklu se fyziologicky pohybuje mezi stavy, kdy je 
redukována jedním až t�emi elektrony [8]. 
 
1.2 Metody studia biotransformace 

 
Biotransforma�ní studie in vitro jsou nezbytnou sou�ástí toxikologického výzkumu i vývoje 

nových lé�iv, nebo� umož�ují významnou m�rou snížit po�et test� na lidských dobrovolnících a 
poskytují detailn�jší informace o metabolismu studované látky. Podle složitosti systému 
rozlišujeme následující in vitro systémy pro studium biotransformace: 

 
Purifikované enzymy a rekonstituované systémy  

Jednotlivé biotransforma�ní enzymy mohou být izolovány z tkání zvoleného modelového 
laboratorního zví�ete nebo lidského materiálu nebo mohou být k purifikaci použity 
rekombinantní lidské enzymy exprimované v mikroorganismech, nap�. v bakteriích Escherichia 

coli. V p�ípad� P450 musí mít funk�ní rekonstituovaný systém t�i složky: P450, CPR a 
fosfolipidovou frakci. 

Použití purifikovaných enzym� p�i studiu metabolismu umož�uje získání detailních informací 
o vlastnostech daného enzymu p�i interakci se studovanou látkou a o jejích metabolitech 
tvo�ených tímto enzymem. 
 
Membránové frakce obsahující lidské rekombinantní enzymy 

Rekombinantní lidské biotransforma�ní enzymy exprimované v bakteriálních bu�kách mohou 
být použity ke studiu biotransformace také ve form� izolovaných bakteriálních membrán, 
enzymy exprimované v eukaryotických (nap�. hmyzích) bu�kách potom ve form� mikrosom� 
(viz dále). Nap�íklad membrány E. coli  p�edstavují pom�rn� levný a dob�e reprodukovatelný 
systém pro expresi lidských P450, p�i�emž tyto enzymy si zachovávají katalytické kinetické 
parametry i inhibi�ní vlastnosti srovnatelné s lidskými jaterními mikrosomy p�i použití 
jednotlivých enzym� i jejich sm�sí [9].  

Stejn� jako u purifikovaných enzym� tyto systémy poskytují informace o metabolismu 
studované látky definovaným enzymem, jejich výhodou je p�itom snadn�jší a rychlejší p�íprava 
s menšími ztrátami enzymové aktivity b�hem izolace. Lze je také využít pro studium vlivu 
polymorfismu P450 na jejich aktivitu (komer�n� dostupné je nap�. stanovení genotypu P450 2C9 
– [10]) nebo pro studium lékových interakcí podmín�ných daným P450. Nevýhodou 
membránových systém� mohou být p�ím�si nedefinovaných hostitelských (nap�. bakteriálních �i 
hmyzích) enzym�. Nejedná se však zpravidla o enzymy metabolizující xenobiotika, projeví se 
proto jen p�i studiu ur�itých typ� reakcí. 
 

Jaterní mikrosomy 

Mikrosomy jsou fragmenty endoplazmatického retikula získané z dané tkán� homogenizací a 
diferen�ní centrifugací [11], [12]. Vzhledem k obsahu biotransforma�ních enzym� a významu 
jater p�i metabolismu cizorodých látek se pro studium biotransformace  v�tšinou používají 
jaterní mikrosomy.   

Mikrosomy mohou pomoci identifikovat metabolity studované látky tvo�ené širokým spektrem 
jaterních enzym�. S použitím mikrosom� lze studovat i kinetiku metabolismu nebo inhibici 
biotransforma�ních enzym� daným xenobiotikem [13]. Mikrosomy poskytují spíše kvalitativní 
než kvantitativní odhad metabolismu látky v organismu, protože jsou oproti jaterní tkáni 
obohaceny o biotransforma�ní enzymy, koncentrace a dostupnost substrátu se mohou lišit od 
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situace in vivo a není p�ítomná kompetice s jinými enzymy [10], [13]. Další nevýhodou lidských 
jaterních mikrosom� m�že být vysoká interindividuální variabilita obsahu a aktivity jednotlivých 
P450, jindy mohou být lidské jaterní mikrosomy naopak využity ke studiu této variability 
[10], [13]. Pro získání reprezentativního vzorku lidských mikrosom� je t�eba použít tká� od více 
než dvaceti dárc� [13], což m�že v praxi p�edstavovat problém. V neposlední �ad� je tedy 
nevýhodou použití lidských jaterních mikrosom� jejich horší dostupnost pro v�tšinu laborato�í. 

 
Cytosolická frakce 

P�i izolaci mikrosom� lze získat také cytosolickou frakci bun�k dané tkán�. Jaterní cytosolická 
frakce obsahuje rozpustné enzymy, mezi které pat�í enzymy ú�astnící se první i druhé fáze 
biotransformace.  

 
S9 frakce 

Jaterní S9 frakce obsahuje enzymy první i druhé fáze biotransformace, umož�uje následné 
p�sobení mikrosomálních i cytosolických enzym� a tím získání  kompletn�jší p�edstavy o 
metabolickém profilu studované látky. Nevýhodou používání S9 frakce pro studium 
biotransformace je celkov� nižší enzymatická  aktivita [10], [13].  

 
Primární hepatocyty 

Výsledky získané s použitím lidských primárních hepatocyt� velmi dob�e korelují se situací in 
vivo. Primární hepatocyty jsou však použitelné pro experimenty pouze po dobu n�kolika hodin, 
což velmi snižuje jejich dostupnost. Po delší dobu je lze uchovávat ve zmrazeném stavu. 

 
Kultura hepatocyt� 

Výhodou hepatocyt� v kultu�e je jejich použitelnost po delší dobu. Po n�kolik dní si 
hepatocyty v kultu�e zachovávají i funk�ní regula�ní mechanismy umož�ující nap�. sledovat 
snížení nebo zvýšení aktivity biotransforma�ních enzym� vlivem xenobiotik [13]. Nevýhodou 
systému je postupná ztráta vlastností specifických pro jaterní tká�, nap�. exprese P450. 

 
Nevýhodou použití obou zmín�ných typ� hepatocyt� m�že být absence jiných typ� jaterních 

bun�k, obtížná a �asov� náro�ná izolace �asto spojená s poškozením ur�itého procenta 
hepatocyt� a také již zmín�ná interindividuální variabilita v obsahu a aktivit� biotransforma�ních 
enzym�. 

 
Jaterní bun��né linie 

Lidské jaterní bun��né linie jsou obvykle odvozeny od primárních tumor� jaterního 
parenchymu. Jejich výhodou oproti primárním hepatocyt�m je snadn�jší kultivace, vzhledem 
k mén� diferencovanému charakteru bun�k a nízké expresi enzym� první i druhé fáze 
biotransformace však pat�í k mén� používaným modelovým in vitro systém�m [10].   

 
Transgenní bun��né linie 

Tento systém lze využít k preparativním ú�el�m pro stanovení struktury metabolit� nebo nap�. 
k posouzení potenciálních lékových interakcí na metabolické úrovni [13]. Nevýhodou tohoto 
systému je jeho vysoká cena.   

 
Jaterní �ezy 

Tento model umož�uje posoudit vliv vzájemných mezibun��ných  interakcí a zachovává i 
transportní mechanismy pro xenobiotika. Také je možné sledovat indukci  biotransforma�ních 
enzym� vlivem xenobiotik, p�i�emž obsah P450 se s �asem snižuje mén� výrazn� než v p�ípad� 
hepatocyt� [13]. Nevýhodou je omezený pr�nik média do nitra �ezu a snížená dostupnost 
substrátu pro biotransforma�ní enzymy. Další nevýhodou je nemožnost uchovávání ve 
zmrazeném stavu a nedostupnost jaterních �ez� za komer�ních podmínek [10]. 



 6

 
Perfundovaná játra 

Izolovaná perfundovaná játra jsou považována za nejv�rn�jší napodobení situace in vivo, jejich 
použití jako in vitro modelu má však �adu nevýhod. Hlavním omezením je nedostupnost 
lidských jater pro tento typ experimentu, dále nízká reprodukovatelnost výsledk�, omezená 
životnost jater a náro�nost provedení experiment�. Perfundovaná játra zví�ecích model� se proto 
používají zejména v p�ípadech, kdy je vyžadován sb�r a analýza žlu�i [10]. 
 

Je z�ejmé, že každý model pro studium metabolismu xeniobiotik in vitro má výhody i 
nevýhody a jeho výb�r je t�eba zvážit s ohledem na konkrétní studovaný problém. Obecn�  se 
pro odhad metabolismu cizorodých látek u �lov�ka up�ednost�ují systémy využívající lidské 
biotransforma�ní enzymy, nebo� existují zna�né mezidruhové rozdíly v obsahu jednotlivých 
P450, jejich aktivit� i regulaci [14]. Vzhledem k nízké dostupnosti lidské jaterní tkán� se jedná 
v�tšinou o rekombinantní enzymy. Pro studium dalších dopad� interakce xenobiotik 
s biotransforma�ními enzymy, nap�. pro studium tvorby oxidativního stresu, je naopak vhodné 
výsledky získané na lidských rekombinantních enzymech porovnat také s použitím „nativních“ 
systém�, tedy systém� obsahujících biotransforma�ní enzymy spole�n� s dalšími enzymy 
endogenního metabolismu a simulujících tak lépe situaci in vivo. V t�chto p�ípadech se jedná 
v�tšinou o tkán� �i subcelulární frakce získané z vhodných zví�ecích model�. 

V jaterních mikrosomech miniprasat byly nalezeny cytochromy P450 s aktivitami 
odpovídajícími nejd�ležit�jším lidským P450 [15], [16]. Ve srovnání s nejpoužívan�jším 
modelovým zví�ecím druhem, potkanem, je zejména významný miniprase�í P450 3A29, který 
odpovídá aktivitou a induk�ními vlastnostmi lidskému P450 3A4. Dále byly v jaterních 
mikrosomech miniprasat nalezeny aktivity typické pro lidské P450 2A6, 2D6, 2E1 a 2C9 [16]. 
Miniprasata jsou proto navrhována jako vhodn�jší zví�ecí model pro studium lidské 
biotransformace než nap�íklad b�žn� používaný potkan.  

 
 

1.3 Toxicita chinon� 
 

Reaktivní metabolity benzenu 

Chronická expozice benzenu má za následek zvýšené riziko závažných poruch krvetvorby jako 
jsou nap�. aplastická anémie nebo akutní myeloidní leukémie [17], [18]. Klí�ová role v toxicit� 
benzenu je p�ipisována jeho metabolismu [18], [19]. Mezi reaktivní metabolity benzenu 
zodpov�dné za jeho toxické ú�inky pat�í 1,4-hydrochinon (HQ) a jeho oxidovaná forma 1,4-
benzochinon (BQ). U benzenu i jeho reaktivních metabolit� HQ a BQ byly pozorovány také 
negativní ú�inky na cytochromy P450 [20], [21]. Destrukce cytochrom� P450 vlivem HQ a BQ 
m�že mít následky pro organismus, nebo� in vivo ovliv�uje toxicitu a ú�inky xenobiotik. Dále 
m�že být poškození cytochrom� P450 v závislosti na mechanismu také považováno za obecný 
marker poškození bílkovin vlivem metabolit� benzenu. Jedním z cíl� p�edkládané práce bylo 
tento mechanismus popsat a p�ípadn� zobecnit. 

Jelikož lidské a potkanní jaterní cytochromy P450 jsou rozdíln� citlivé v��i toxickému 
p�sobení metabolit� benzenu i v��i p�sobení oxidativního stresu [21], potkan není vhodným 
modelovým druhem pro studium t�chto interakcí. Lidská jaterní tká� je ale pro mnoho laborato�í 
jen omezen� dostupná a je tedy t�eba hledat vhodný modelový systém pro studium úlohy 
biotransforma�ních enzym� v toxicit� metabolit� benzenu a chinon� obecn�. V rámci této práce 
byly použity dva in vitro p�ístupy, a to využití rekombinantních lidských cytochrom� P450 
v bakteriálních membránách a experimenty s využitím jaterních mikrosom� miniprasat. 

 
Anthracykliny 

Anthracykliny pat�í mezi nejú�inn�jší a nejpoužívan�jší cytostatika v terapii solidních nádor� i 
leukémií [22], [23]. V�d�í molekulou této skupiny látek je cytostatikum doxorubicin (DOX). 
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Nejzávažn�jším nežádoucím ú�inkem anthracyklinových cytostatik, limitujícím jejich 
terapeutické dávky, je jejich akutní a chronická kardiotoxicita. Klinickým nálezem jsou arytmie 
a kongestivní srde�nímu selhání [24], [23]. Za možné p�í�iny kardiotoxicity DOX je považována 
�ada mechanism� v�etn� ovlivn�ní homeostázy železa, produkce ROS a apoptózy [23], [25], 
[26], p�i�emž klinický obraz je pravd�podobn� výsledkem komplexních interakcí všech t�chto 
proces�. V�tšina autor� se však shoduje, že produkce ROS by mohla být spoušt�cím 
mechanismem vedoucím k ostatním zmi�ovaným zm�nám, a to zejména v akutní fázi 
kardiotoxicity [23].  

Inicia�ní reakcí pro produkci ROS je jednoelektronová redukce DOX na odpovídající 
semichinonový radikál (SQ). Dalším krokem je aktivace molekulárního kyslíku reakcí se SQ za 
tvorby superoxidového radikálu a následn� peroxidu vodíku a hydroxylových radikál� [26], [27]. 
Zvýšená tvorba t�chto ROS v p�ítomnosti DOX m�že mít za následek poškození bun��ných 
makromolekul (nap�. mitochondriální DNA – [28]), iniciaci peroxidace lipid� nebo zvýšené 
uvol�ování železa z ferritinu a ovlivn�ní homeostázy železa [23] a je tak významným 
mechanismem toxicity DOX. 

V lidské potrav� je obsaženo široké spektrum polyfenolických látek rostlinného p�vodu 
s antioxida�ními vlastnostmi. Pravd�podobn� nejpo�etn�jší strukturní skupinou mezi nimi jsou 
flavonoidy. Mezi popisované ú�inky flavonoid� v organismu pat�í antioxida�ní, antivirotické, 
antikarcinogenní nebo protizán�tlivé ú�inky [29]. Mnohé flavonoidy jsou chelátory železa, což 
spolu s jejich antioxida�ním p�sobením p�edur�uje tyto látky jako látky potenciáln� p�íznivé pro 
zmírn�ní nežádoucích ú�ink� anthracyklinových cytostatik.  

S cílem vystup�ovat p�íznivé ú�inky p�irozených flavonoid� jsou syntetizovány a v r�zných 
modelech testovány jejich strukturáln� p�íbuzné analogy. Tyto látky pat�í do r�zných t�íd 
flavonoid� a d�lí se na aurony, chalkony, flavony, flavonoly, chromony a isoflavony. V rámci 
této práce byl testován syntetický analog flavonoid� 4-hydroxy-6-methoxyauron. 
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2. Hypotézy a cíle práce 
 

 
Cílem práce bylo:  
   

1) P�ipravit modelový system s lidským biotransforma�ními enzymy exprimovanými v 
bakteriálních membránách a porovnat vlastnosti tohoto systému s jaterními mikrosomy 
pokusných miniprasat. Zhodnotit možné využití  t�chto dvou systém� pro testování interakcí 
chinon� s biotransforma�ními enzymy. Díl�ím cílem bylo také porovnat odolnost 
jednotlivých enzym� P450 v��i p�sobení modelových xenobiotik (metabolity benzenu).  

 
2) Popsat molekulární mechanismus možných toxických následk� interakcí jednoduchých 

chinon� s biotransforma�ními enzymy. 
 
3) Popsat možnosti použití jaterních mikrosom� miniprasat jako modelového systému k 

testování nežádoucích ú�ink� anthracyklin�  
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3. Materiál a metodika 
 

Materiál 

Všechny použité chemikálie byly v analytické kvalit�. K p�íprav� všech roztok� byla použita 
ultra�istá voda.  

Použité biologické materiály zahrnovaly bu�ky Escherichia coli DH5α získané od firmy Life 
Technologies Ltd., plasmidy pro expresi lidských rekombinatních P450 a CPR získané 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 polyklonální protilátky proti t�mto 
P450 získané také jako dar od F. P. Guengeriche.  

V experimentech byla použita jaterní tká� dvou samc� brn�nské bílé variety Goettingenských 
miniprasat odchovaných ve Výzkumném ústavu veterinární medicíny v Brn�, �R.  

 
Metodika 

 Lidské P450 a CPR byly exprimovány v bakteriích E. coli již popsanou a zavedenou 
metodikou podle [30] a [31] a byly izolovány v bakteriálních membránách. 

Jaterní mikrosomy miniprasat byly p�ipraveny diferenciální centrifugací podle [12]. 
 
Stabilita P450 exprimovaných v bakteriálních membránách po inkubaci pouze v pufru anebo s 

p�ídavkem 0,5 mM NADPH byla stanovena spektrofotometricky po redukci CO podle [32]. Dále 
byla u vybraných P450 v membránách stejnou metodou stanovena destrukce CYP vlivem 
reaktivních metabolit� benzenu BQ a HQ.  

Obdobná série spektrofotometrických stanovení destrukce P450 byla potom provedena u 
vzork� jaterních mikrosom� miniprasat, kde byl rovn�ž zjiš�ován vliv NADPH a reaktivních 
metabolit� benzenu na obsah P450. V jaterních mikrosomech miniprasat byl navíc také stanoven 
vliv reaktivních metabolit� benzenu na aktivity jednotlivých P450 pomocí stanovení 6-
hydroxylace markerového substrátu chlorzoxazonu (P450 2E) a 6β-hydroxylace testosteronu 
(P450 3A). Hladiny apoproteinu t�chto P450 byla stanovena pomocí imunoblotingu. 

Pro objasn�ní mechanismu toxických ú�ink� reaktivních metabolit� benzenu byla dále pomocí 
elektronové spinové rezonance (ESR) sledována tvorba hydroxylových radikál� v systému 
jaterních mikrosom� miniprasat s NADPH a BQ nebo HQ. 

 
Stanovení destrukce P450 v jaterních mikrosomech miniprasat vlivem DOX bylo stanoveno 

obdobn� jako u vzork� s metabolity benzenu – spektrofotometricky byl stanoven obsah 
celkového P450, aktivity P450 2E a 3A byly stanoveny pomocí hydroxylace markerových 
substrát� a obsah apoproteinu byl stanoven pomocí imunoblotingu. 

Metodou ESR byly sledovány t�i typy volných radikál� vznikajících p�i interakci DOX 
s biologickými materiály obsahujícími biotransforma�ní enzymy (miniprase�í jaterní 
mikrosomy, bakteriální membrány obsahující CPR) a NADPH. Sledovanými radikály byly 
semichinon DOX, superoxidové radikály a hydroxylové radikály. Kvantitativní hodnocení 
tvorby bylo provedeno u hydroxylových radikál� vznikajících v prost�edí miniprase�ích 
jaterních mikrosom�. V tomto systému byl dále otestován vliv vybraných fenolických 
antioxidant� na tvorbu hydroxylových radikál�. 
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4. Výsledky 
 

4.1 Stanovení destrukce cytochrom� P450 v bakteriálních membránových systémech 
 

Jednotlivé P450 exprimované v bakteriálních membránách se velmi lišily svou stabilitou p�i 
60-ti min inkubaci p�i 37°C v nep�ítomnosti i p�ítomnosti NADPH. P�i inkubaci bez NADPH byl 
nejstabiln�jší P450 2C9 a ostatní testované enzymy následovaly v po�adí 2A6>2E1>3A4>1A2. 
P�i inkubaci s 0,1 mM NADPH byl nejstabiln�jší z testovaných enzym� op�t P450 2C9. 
P�ítomnost 0,5 mM NADPH, což je koncentrace b�žn� používaná v pokusech in vitro, však již u 
všech testovaných enzym� zp�sobila degradaci více než 60 % P450. Vliv NADPH byl 
nejvýrazn�jší u P450 2A6, kde po inkubaci s 0,5 mM NADPH již nebyl nativní enzym 
detekován v�bec.  

Lidská CPR v bakteriálních membránách bez exprese P450 (monocistronický vektor) byla p�i 
inkubaci s 0,5 mM NADPH stabilní. 

Nejstabiln�jší bakteriální systém, P450 2C9-CPR, byl použit ke sledování vlivu metabolit� 
benzenu na obsah P450 2C9. 

HQ i BQ v nep�ítomnosti NADPH (Obr. 1A) zp�sobovaly statisticky významnou destrukci 
P450 2C9 již v nejnižší testované koncentraci, tj. 0,1 mM (P=0,0025 pro BQ, P=0,0083 pro HQ), 
C nem�l negativní ú�inek na obsah P450 2C9. V p�ítomnosti 0,5 mM NADPH (Obr. 1B) se 
ú�inek C, HQ a BQ neprojevil tak výrazn�.  Významnou destrukci zp�sobil pouze 1 mM BQ 
(P=0,004). Celkov� tedy nebylo možné p�ísp�vek metabolit� benzenu k destrukci P450 2C9 
odlišit od ú�ink� samotného NADPH. 

 
 
4.2 Stanovení destrukce cytochrom� P450 a vzniku oxidativního stresu vlivem p�sobení 
metabolit� benzenu v jaterních mikrosomech miniprasat  

 

NADPH zp�sobovalo statisticky významnou destrukci P450 po 60 min inkubace již v nejnižší 
použité koncentraci, tj. 0,1 mM (Obr. 2, P<0,001). 0,5 mM NADPH potom zp�sobilo 
významnou destrukci P450 již po 10 min inkubace (Obr. 2, P=0,048). 
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Obr. 1 Destrukce lidského P450 2C9 v bakteriálních membránách vlivem metabolit� benzenu 
Membrány obsahující P450 2C9-CPR byly inkubovány 60 min s C (�), HQ (	) nebo BQ (
) v nep�ítomnosti 
NADPH (A) nebo s 0,5 mM NADPH (B). 
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Srovnání destruk�ního p�sobení HQ, BQ a 
C ukazuje, že v inkubacích bez NADPH byl 
nejú�inn�jší BQ (Obr. 3A), HQ p�sobil 
destrukci P450 v závislosti na koncentraci, 
zatímco nejmenší poškození zp�soboval C. 
V p�ítomnosti NADPH nebyl ú�inek 
testovaných látek významný ve srovnání 
s ú�inkem samotného NADPH, ale byla 
pozorována významn� v�tší destrukce vlivem 
BQ oproti HQ (P=0,043, Obr. 3B). 

Za ú�elem studia možných mechanism� 
destrukce P450 metabolity benzenu bylo 
provedeno sledování vzájemných p�em�n BQ 
a HQ v  prost�edí mikrosom� MP1 bez i  za 
p�ítomnosti NADPH. V  inkubacích s  BQ 
p�ítomnost NADPH velmi podporovala jeho 
redukci na HQ, redukce však v menší mí�e 
probíhala i v nep�ítomnosti NADPH. V inkubacích s HQ byla míra oxidace menší, na BQ se 
p�em�nilo maximáln� 5-10 % p�vodn� inkubovaného HQ. 

Studium mechanismu destrukce P450 vlivem metabolit� benzenu dále pokra�ovalo analýzami 
poškození enzymatické aktivity a apoproteinu dvou P450, které mají u miniprasat velmi podobné 

hladiny a aktivity jako u lidí. Vliv BQ a HQ na aktivity P450 2E a 3A je shrnut v Tab. 1. 
Inkubace s BQ ukázaly, že aktivita P450 2E byla v��i jeho p�sobení výrazn� citliv�jší než 
aktivita P450 3A. Aktivita P450 2E byla poškozována velmi rychle již nejnižšími koncentracemi 
BQ bez ohledu na p�ítomnost NADPH. HQ v inkubacích bez NADPH ovliv�oval aktivitu 
P450 2E v závislosti na koncentraci, zatímco aktivita P450 3A z�stala po 60 min inkubace s HQ 
v koncentracích do 0,5 mM stabilní. V p�ítomnosti NADPH byla aktivita P450 2E mén� 
ovlivn�na než v jeho nep�ítomnosti, zatímco aktivita P450 3A byla naopak výrazn�ji ovlivn�na 
HQ za p�ítomnosti NADPH. 

Množství P450 2E apoproteinu stanovené pomocí imunoblotingu bylo sníženo ve vzorcích 
inkubovaných s BQ bez NADPH. NADPH ani HQ obsah P450 2E významn� neovlivnily. 
Množství P450 3A apoproteinu bylo rovn�ž nejvíce sníženo v inkubacích s BQ a to v závislosti 
na koncentraci BQ. NADPH ani HQ obsah P450 3A významn� neovlivnily. 

Jako další možný mechanismus destrukce P450 byl sledován vznik hydroxylových radikál� 
b�hem inkubace mikrosomálních preparát� s metabolity benzenu v koncentracích 0,1 mM – 
1 mM. Na Obr. 4 je zobrazeno typické spektrum ESR zaznamenané po inkubaci mikrosom� 
MP1 s NADPH (A), HQ s NADPH (B) a BQ s NADPH (C). Kvartetová soustava signál� se 
st�edem na g=2,0041, pom�rem intenzit 1:2:2:1 a št�pící konstantou aN=aH=14,71 G odpovídá 
aduktu hydroxylových radikál� s DMPO (DMPO-•OH) [33]. P�i inkubaci pouze s NADPH byla 
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Obr. 2 Kinetika destrukce P450 v miniprase�ích 
mikrosomech MP1 vlivem NADPH 
Mikrosomy MP1 byly inkubovány 10, 30 nebo 60 min 
bez NADPH (	), s 0,1 mM NADPH (�) nebo s 0,5 mM 
NADPH (�). 
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Obr. 3 Destrukce P450 v miniprase�ích mikrosomech MP1 vlivem metabolit� benzenu 
(A) Mikrosomy MP1 byly inkubovány 60 min s C (�), HQ (	) nebo BQ (
) v nep�ítomnosti NADPH. (B) Mikrosomy MP1 
byly inkubovány 60 min s 1 mM C, HQ nebo BQ v nep�ítomnosti (	) nebo p�ítomnosti (	) 0,5 mM NADPH. 
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pozorována tvorba hydroxylových radikál� v závislosti na koncentraci NADPH (Obr. 5, 
P<0,001). HQ stimuloval produkci hydroxylových radikál� v p�ítomnosti i nep�ítomnosti 
NADPH a byl jedinou testovanou látkou, která m�la významný ú�inek (P=0,034 pro 1 mM HQ). 
BQ v p�ítomnosti NADPH nem�l statisticky významný vliv na tvorbu hydroxylových radikál�, i 
když bylo možné pozorovat mírnou stimulaci u 0,1 mM BQ a naopak inhibici p�i vyšších 
koncentracích. 

 

 
 

 

 
 

Tab.1 Aktivity P450 2E a 3A v mikrosomech MP1 po inkubaci s benzochinonem a 

Hodnoty, které se statisticky významn� liší od hodnoty neinkubovaných mikrosom�, jsou ozna�eny hv�zdi�kami 

Obr. 4 Typická spektra ESR nam��ená po inkubaci mikrosom� miniprase�ích MP1 s NADPH a metabolity benzenu v 
p�ítomnosti DMPO 
Mikrosomy MP1 byly inkubovány 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 p�ítomnosti 400 mM DMPO. Signály hydroxylových radikál� jsou ozna�eny hv�zdi�kami. 

 Aktivita P450 2E  
 [pmol/min/nmol P450] 

Aktivita P450 3A  
[pmol/min/nmol P450] 

 
Koncentrace 

chinonu 
10 min 60 min 10 min 60 min 

0.1 mM 190 ± 3 * 163 ± 167 * 588 ± 165 87 ± 8 * 
0.5 mM 67 ± 1 * 57 ± 2 * 652 ± 15 116 ± 8 * 

Bez 
NADPH 

1 mM 160 ± 3 * 16 ± 12 * 759 ± 193 104 ± 2 * 
0.1 mM 119 ± 45 * 473 ± 124 672 ± 33 137 ± 2 * 
0.5 mM 179 ± 152 * 87 ± 17 * 385 ± 152 167 ± 49 * 

BQ 

0.5mM 
NADPH 1 mM 128 ± 96 * 136 ± 27 * 217 ± 83 * 189 ± 25 * 

0.1 mM 705 ± 71 * 919 ± 89 572 ± 127 730 ± 72 
0.5 mM 688 ± 98 * 49 ± 87 * 548 ± 50 542 ± 135 

Bez 
NADPH 

1 mM 307 ± 169 * 152 ± 96 * 391 ± 133 * 428 ± 77 * 
0.1 mM 621 ± 120 * 977 ± 293 487 ± 107 312 ± 110 * 
0.5 mM 615 ± 199 * 714 ± 102 * 449 ± 50 * 243 ± 130 * 

HQ 

0.5mM 
NADPH 1 mM 650 ± 200 725 ± 27 * 431 ± 117 177 ± 91 * 

Neinkubované mikrosomy 974 ± 57 633 ± 23 
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4.3. Destrukce cytochrom� P450 a vznik oxidativního stresu vlivem p�sobení doxorubicinu 
v jaterních mikrosomech miniprasat, jeho ovlivn�ní fenolickými antioxidanty 

 
Jaterní mikrosomy miniprasete byly 

dále využity jako modelový systém pro 
testování nežádoucích ú�ink� klinicky 
významných látek obsahujících 
v molekule chinonický motiv. Jako 
zástupce t�chto látek bylo studováno 
anthracyklinové cytostatikum DOX.  

DOX p�sobil statisticky významnou 
destrukci P450 v p�ítomnosti (P=0,0002) 
i nep�ítomnosti (P=0,0013) NADPH 
(Obr. 6). 

Aktivity ani obsah proteinu P450 2E a 
3A v mikrosomech MP2 nebyly 
významn� ovlivn�ny inkubací s DOX 
v rozmezí koncentrací 5-50 µM 
v nep�ítomnosti ani v p�ítomnosti 
NADPH.  

V p�ítomnosti DOX byla dále sledována tvorba t�í typ� radikál� – semichinonového radikálu 
DOX, který je inicia�ním krokem tvorby ROS, superoxidových radikál�, které jsou výsledkem 
p�ímé reakce semichinonu s molekulárním kyslíkem a tedy prvními vznikajícími kyslíkovými 
radikály, a hydroxylových radikál�, které jsou kone�ným reaktivním agens celé této kaskády. 
Tvorba radikálu semichinonu DOX byla sledována v bakteriálních membránách s obsahem CPR 
a v jaterních mikrosomech miniprasat za anaerobních podmínek. Nejnižší koncentrace DOX, p�i 
které byl semichinon detekován v systému s membránami CPR, DOX a NADPH, byla 300 �M. 
Spektrum ESR se signálem semichinonu DOX je zobrazeno na Obr. 7. Oproti tomu, již v 
mnohem nižší koncentraci DOX (30 µM),  byl v systému s membránami CPR pozorován vznik 
spektra složeného z kvartetu náležejícího OH radikál�m a  spektra superoxidových radikál� 
(Obr. 8). 
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Obr. 5 Tvorba hydroxylových radikál� v miniprase�ích mikrosomech MP1 vlivem NADPH 
Mikrosomy MP1 byly inkubovány s 0, 0,1, 0,25, 0,5 a 1 mM NADPH jak bylo popsáno v kapitole 4.2. 
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Obr. 6 Destrukce P450 v miniprase�ích mikrosomech MP2 
vlivem doxorubicinu 
Mikrosomy MP2 byly inkubovány 60 min s 0, 5, 10, 15, 30 a 
50 µM DOX v nep�ítomnosti (	) nebo s 0,5 mM NADPH (�). 
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V systému s mikrosomy MP2, 0,5 mM NADPH a DOX byl detekován pouze kvartet signál� 
odpovídající aduktu DMPO-•OH. DOX stimuloval tvorbu OH radikál� v závislosti na 
koncentraci (P=0,002, Obr. 9). Ve stejném systému bez NADPH nebyla zaznamenána významná 
tvorba OH radikál� (výsledky nezobrazeny). 

P�írodní a syntetické polyfenoly byly použity ke sledování antioxida�ní aktivity v��i p�sobení 
DOX v modelovém systému miniprase�ích mikrosom�. 

Z testovaných polyfenolických antioxidant� byl významný inhibi�ní ú�inek na tvorbu OH 
radikál� vlivem DOX zaznamenán u fisetinu, kaempferolu a myricetinu v nejvyšší použité 
koncentraci (100 µM, Tab. 2). 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Obr. 7 Spektrum ESR se signálem semichinonu DOX 
Membrány obsahující CPR byly inkubovány s 300 µM 
DOX a 1 mM NADPH v anaerobním prost�edí bez 
DMPO. 

Obr. 8 Spektrum ESR se signály superoxidových a 
hydroxylových radikál� 
Membrány obsahující CPR byly inkubovány s 30 µM DOX a 
0,5 mM NADPH v aerobním prost�edí v p�ítomnosti 400 mM 
DMPO. Výsledné spetrum je složeno ze signál� OH radikál� (x) 
a superoxidových radikál� (•). 

Obr. 9 Tvorba hydroxylových radikál� v miniprase�ích mikrosomech MP2 
vlivem doxorubicinu 
Mikrosomy MP2 byly inkubovány s 0, 5, 10, 15, 30 a 50 µM DOX v p�ítomnosti 
0,5 mM NADPH. 
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Tab.2 Vliv fenolických antioxidant� na tvorbu hydroxylových radikál� v mikrosomech MP2 s 
30µµµµM doxorubicinem a NADPH 

Hodnoty které se statisticky významn� liší od kontroly jsou ozna�eny hv�zdi�kami 

Koncentrace hydroxylových radikál� [nmol/ml] Testované antioxidanty 
30 µM 50 µM 100 µM 

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 
Myricetin 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 
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5. Diskuze 
 

Jedním z cíl� p�edkládané práce byla p�íprava stabilního membránového systému pro použití 
k testování destruk�ních ú�ink� xenobiotik na P450 a úlohy oxidativního stresu v tomto 
p�sobení. Stabilita izolovaných bakteriálních membrán s obsahem p�ti významných lidských 
P450 byla nejprve otestována inkubací p�i 37 °C bez p�ídavku NADPH nebo v p�ítomnosti 
 r�zných koncentrací NADPH. V tomto systému byly zjišt�ny velké rozdíly ve stabilit� mezi 
jednotlivými preparáty P450. Nalezené rozdíly mohly být zap�í�in�ny odlišnou strukturou 
vlastních molekul enzym� nebo specifickými a zatím nedefinovanými vlastnostmi 
membránových preparát�. Pro ú�ely testování destruk�ních ú�ink� xenobiotik na P450 však 
nebyl žádný z výsledných preparát� vhodný, nebo� v p�ítomnosti b�žn� laboratorn� používané 
koncentrace NADPH (0,5 mM) tém�� všechny exprimované P450 (krom� P450 1A2) 
degradovaly b�hem 60-ti minutové inkubace z více než 70 %.  

Výrazná destrukce P450 exprimovaných v membránových systémech b�hem inkubace 
v p�ítomnosti NADPH byla pravd�podobn� zp�sobena tzv. cyklem naprázdno bez substrátu 
(P450 futile cycle), b�hem n�hož vznikají ROS a který již byl popsán v podmínkách in vitro 
v p�ítomnosti NADPH u purifikovaných P450 i v mikrosomech [34], [35]. D�vodem, pro� se 
ú�inek NADPH projevil výrazn�ji práv� v membránových systémech oproti mikrosom�m, m�že 
být vyšší pom�r CPR : P450, který m�že být p�í�inou vyššího hromad�ní ROS [36], a zárove� 
nep�ítomnost ostatních mikrosomálních enzym� s antioxida�ní funkcí. Membránové systémy 
p�ipravené v rámci této práce byly rovn�ž použity pro studium metabolismu nové generace 
cytostatických lé�iv ze skupiny taxan� [37]. Membrány P450 3A4 po 30 min inkubaci s 1 mM 
NADPH a substrátem ú�inn� metabolizovaly studované taxany. V p�ítomnosti substrátu, kdy 
neprobíhal cyklus naprázdno, byly tedy P450 exprimované v membránových systémech 
metabolicky aktivní, což se potvrdilo i p�i testování aktivity vybraných P450 (P450 2E1) pomocí 
jejich markerových substrát�. Pro studium mechanismu toxického p�sobení metabolit� benzenu, 
které bylo jedním z hlavních cíl� této práce, byl použit nejstabiln�jší z mebránových systém� 
(P450 2C9). P�i inkubaci studovaných látek s membránami obsahujícími P450 2C9 a CPR se 
projevil výrazný destruktivní ú�inek BQ a HQ zejména v nep�ítomnosti NADPH, což odpovídá 
d�íve sledovanému trendu s potkaními i lidskými mikrosomy [21], [38]. P�ítomnost pouze 
0,5 mM NADPH m�la výrazn�jší vliv na úbytek P450 než p�ítomnost metabolit� benzenu a i 
tento výsledek rovn�ž odpovídal našim zkušenostem s potkaními mikrosomy [38]. 

Pro další studium ú�ink� metabolit� benzenu byly použity mikrosomy z jater pokusných 
miniprasat, jejichž podobnost s lidskými jaterními mikrosomy v oblasti hladin a aktivit 
jednotlivých P450 již byla prokázána [15], [16]. Tyto mikrosomální preparáty jsou z t�chto 
d�vod� a p�edevším vzhledem k velmi omezené dostupnosti lidských jater doporu�ovány jako 
vhodný modelový systém pro studium lidské biotransformace. Rozsah destrukce P450 vlivem 
NADPH v jaterních mikrosomech miniprasat byl v�tší než v p�ípad� lidských mikrosom� [21], 
 b�hem inkubace v p�ítomnosti 1 mM NADPH degradovalo 49 % celkového P450. Jaterní P450 
miniprasat byly tedy citliv�jší v��i p�sobení oxidativního stresu generovaného cyklem P450 
naprázdno. P�edpokládáme, že d�vodem tohoto rozdílu m�že být nižší antioxida�ní kapacita 
jaterních mikrosom� miniprasat. Miniprase�í mikrosomy byly však p�i inkubaci s NADPH 
významn� stabiln�jší než všechny sledované bakteriální systémy (kde se destrukce jednotlivých 
P450 pohybovala mezi 60-80 %) a p�i inkubacích bez NADPH potom nedocházelo ke snížení 
celkového obsahu P450 prakticky v�bec. Tyto experimenty potvrdily nižší odolnost P450 v 
bakteriálních membránách v��i oxidativnímu stresu ve srovnání s mikrosomy. P�i dalším 
používání bakteriálních membrán pro studium vlastností P450 je tedy t�eba tuto skute�nost 
respektovat.  

Ze studovaných metabolit� benzenu zp�soboval BQ nejrozsáhlejší destrukci celkového P450 
v mikrosomech inkubovaných bez NADPH i v jeho p�ítomnosti. Koncentra�ní závislost jeho 
p�sobení se podobala i ú�ink�m BQ na P450 2C9 v membránách, kdy bez NADPH došlo 
k výrazné destrukci již v nejnižší použité koncentraci (0,1 mM), zatímco ve vyšších 
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koncentracích již nebylo zvýšení destrukce výrazné. I v tomto p�ípad� však byly membrány 
významn� citliv�jší než mikrosomy (tém�� totální destrukce vlivem 1 mM BQ v membránách 
oproti 60 % destrukci v mikrosomech). Destruk�ní ú�inek HQ na celkový P450 v mikrosomech 
byl také mén� výrazný než na P450 2C9 v membránách a lišil se i pr�b�hem koncentra�ní 
závislosti. V obou systémech platilo, že v p�ítomnosti NADPH byl destruk�ní ú�inek 
testovaných chinon� mén� výrazný než v jeho nep�ítomnosti. 

Na základ� výsledk� této práce se lidské P450 exprimované v membránách E. coli a izolované 
v podob� membrán nezdají být vhodné pro testování destruk�ního ú�inku xenobiotik na P450. 
Jejich využití pro metabolické studie, zejména pro identifikaci specifického P450 zodpov�dného 
za metabolismus xenobiotik však tímto záv�rem není zpochybn�no. 

Za ú�elem objasn�ní mechanismu pozorované destrukce P450 byly provedeny experimenty 
sledující vzájemné p�em�ny mezi BQ a HQ v prost�edí mikrosom�. Zárove� byl sledován vliv 
t�chto látek na aktivity a hladiny významných P450 a tvorbu marker� oxidativního stresu 
(hydroxylových radikál�) v jaterních mikrosomech pokusných miniprasat. V rámci této práce 
byly sledovány aktivity P450 2E a 3A, nebo� markerové substráty a aktivity u t�chto 
miniprase�ích enzym� odpovídají jejich prot�jšk�m u lidí [15]. Pro ostatní z P450 p�ítomných 
v lidských játrech a identifikovaných také u miniprasat (nap�. 1A, 2A, 2C a 2D) markerové 
substráty a aktivity nekorelují tak dob�e. 

Úbytek celkového obsahu P450 vlivem samotného NADPH v jaterních mikrosomech 
miniprasat nekoreloval se snížením aktivit 2E a 3A. Na tomto úbytku se pravd�podobn� podílely 
ve v�tší mí�e jiné P450, které byly v��i p�sobení NADPH citliv�jší a tudíž p�isp�ly k celkovému 
snížení obsahu P450.  

Tvorba hydroxylových radikál� v mikrosomech inkubovaných 10 min s NADPH byla 
koncentra�n� závislá a korelovala s destrukcí P450. �asový pr�b�h destrukce P450 nazna�uje, že 
tvorba hydroxylových radikál� m�že hrát roli v destrukci P450 vlivem NADPH. 

P�i inkubacích s metabolity benzenu byla tvorba hydroxylových radikál� nejvíce stimulována 
HQ, zatímco BQ produkoval hydroxylové radikály na srovnatelné úrovni pouze v nízkých 
koncentracích. Obdobné p�sobení t�chto látek bylo již pozorováno p�i použití potkaních 
jaterních mikrosom� [39] a podporuje p�edpoklad, že tvorba ROS hraje roli v toxicit� HQ [40], 
[41].  

P�i srovnání ú�inku BQ na aktivity jednotlivých P450 se ukázalo, že aktivita P450 2E byla 
citliv�jší v��i jeho p�sobení než aktivita 3A. BQ také z�eteln� snižoval elektroforeticky 
stanovený obsah apoproteinu P450 2E i 3A. V p�ípad� P450 2E probíhala inaktivace rychleji než 
destrukce apoproteinu, což by mohlo znamenat, že BQ interaguje s molekulou tohoto enzymu 
více zp�soby. P�edpokládáme, že BQ atakuje p�ednostn� hem a s nižší afinitou se potom váže i 
na apoprotein. Ú�inek na apoprotein P450 3A odpovídal ú�inku na jeho aktivitu. P450 2E byl 
tedy inaktivován rychleji než 3A, ale ú�inek na jeho apoprotein byl pomalejší než tato 
inaktivace. 

Srovnání citlivosti aktivit P450 2E a 3A v��i HQ ukázalo, že p�evládající mechanismus ú�inku 
HQ se liší od BQ. To bylo potvrzeno i výsledky imunoblotingu, kde HQ na rozdíl od BQ 
nesnižoval obsah apoproteinu P450 2E nebo 3A. Srovnání destruk�ních ú�ink� HQ a BQ je 
v souladu s názorem, že u BQ p�evládá jako mechanismus toxicity kovalentní vazba na proteiny, 
zatímco toxické ú�inky HQ jsou pravd�podobn� zp�sobeny p�evážn� stimulací tvorby ROS [21], 
[40]. ROS jsou schopné navodit destrukci hemu P450 [34], což bylo také nejpravd�podobn�jším 
mechanismem destrukce P450 v inkubacích s HQ v našich experimentech. Jelikož se p�i 
vzájemných p�em�nách HQ a BQ tvo�í semichinonový radikál [42], m�že docházet i k aktivaci 
kyslíku a tvorb� ROS [40]. Podle našich výsledk� p�ítomnost NADPH podporuje v prost�edí 
mikrosom� pr�b�h reduk�ních reakcí. P�esto však, vzhledem k p�ítomnosti oxidas, z�ejm� 
dochází k enzymaticky podmín�nému redoxnímu cyklu HQ, jehož oxidace probíhá pouze do 
stádia semichinonu a ne až na BQ. To vysv�tluje pro� NADPH s HQ tvo�ily významné množství 
hydroxylových radikál� a nazna�uje, že P450 3A by mohl být citliv�jší v��i inaktivaci vlivem 
ROS než P450 2E.  
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Destruk�ní ú�inek reaktivních metabolit� benzenu na P450 byl pravd�podobn� zp�soben 
�áste�n� kovalentní vazbou BQ na protein a �áste�n� p�sobením ROS vznikajícími p�i 
vzájemných p�em�nách BQ a HQ nebo b�hem redoxního cyklu HQ. Celková destrukce P450 
vlivem BQ a HQ v miniprase�ích mikrosomech nedosáhla hodnot zaznamenaných u lidských 
mikrosom� [21]. Tento rozdíl m�že být p�ipsán bu
 rozdílným vlastnostem jednotlivých enzym� 
vyplývajícím ze strukturálních odlišností nebo odlišným zastoupením t�chto enzym� v jaterní 
tkáni lidí a miniprasat. Odhadovaný pr�m�rný obsah P450 2E v játrech miniprasat použitých 
v této studii je nižší než u lidí [15], což m�že mít vliv na celkový rozsah destrukce P450 vlivem 
metabolit� benzenu. Je také d�ležité p�ipomenout, že lidská populace je mnohem více 
heterogenní vzhledem k obsahu a aktivitám jednotlivých P450 než jakýkoli laboratorn� 
využívaný modelový druh. Také u námi použitého druhu miniprasat byla interindividuální 
variabilita aktivit hlavních P450 relativn� malá [15]. Co se tý�e obsahu a vlastností jednotlivých 
P450, jako jsou nap�. polymorfismy, indukce nebo inhibice P450, mohou tedy miniprasata 
odpovídat pouze ur�ité �ásti lidské populace. 

Dalším významným cílem této práce bylo vytvo�ení dostupného in vitro modelového systému 
vhodného k testování látek potenciáln� prosp�šných pro zmírn�ní nežádoucích ú�ink� 
anthracyklinových cytostatik. Limitujícím nežádoucím ú�inkem této skupiny cytostatik je jejich 
akutní i chronická kardiotoxicita. Za významný mechanismus vzniku kardiotoxicity 
anthracyklin� je považována nadm�rná produkce ROS, jako potenciáln� prosp�šné látky jsou 
tedy testovány mj. antioxidanty. Jako zástupce anthracyklin� byl pro tuto studii vybrán DOX. 
Mechanismus jeho interakcí s enzymy obsaženými v  miniprase�ích jaterních mikrosomech byl 
studován analogicky s jednoduchými chinony BQ a HQ, p�i�emž cílem této �ásti studie bylo 
otestovat možnost použití jaterních mikrosom� miniprasat jako modelového systému k testování 
vlivu polyfenolických antioxidant� na tvorbu ROS stimulovanou DOX. 

DOX p�sobil destrukci celkového P450 v jaterních mikrosomech miniprasete v závislosti na 
koncentraci, zatímco aktivity P450 2E a 3A neovliv�oval. Zárove� ve stejném rozmezí 
koncentrací stimuloval tvorbu hydroxylových radikál� v závislosti na koncentraci. 
P�edpokládáme, že v použitém systému s jaterními mikrosomy miniprasete docházelo 
k jednoelektronové redukci pomocí CPR na semichinon DOX a následné aktivaci kyslíku 
s tvorbou superoxidového radikálu a hydroxylových radikál�. Ionty železa schopné katalyzovat 
produkci hydroxylových radikál� [43] mohly pocházet z poškozeného hemu P450. Jelikož 
semichinon DOX velice rychle reaguje s kyslíkem za tvorby superoxidu, jeho stanovení pomocí 
ESR vyžaduje speciální za�ízení umož�ující udržet naprosto anaerobní podmínky po celou dobu 
m��ení vzorku pomocí stálého proudu argonu. V podmínkách našeho m��ení (bez možnosti 
uchovat vzorek pod argonem i b�hem m��ení) se poda�ilo detekovat semichinon DOX až 
v relativn� vysoké, klinicky in vivo nedosažitelné, koncentraci DOX (300 µM). Superoxidové 
radikály je však možné stanovit v aerobním prost�edí po adukci s DMPO, což se v námi 
použitém systému s membránami CPR a NADPH potvrdilo. Prokázali jsme tedy nep�ímo, že 
CPR redukuje DOX a tím spouští celou kaskádu redukce kyslíku a tvorby ROS. Jelikož 
spektrum superoxidu se p�ekrývá se spektrem hydroxylových radikál� a je p�íliš složité na to, 
aby ho bylo možné kvantitativn� vyhodnotit, zvolili jsme pro kvantitativní analýzu spektrum 
hydroxylových radikál�, které jsou kone�ným reaktivním agens celé této kaskády. Jako 
modelový systém byly pro toto hodnocení použity mikrosomy, nebo� oproti membránám s CPR 
p�edstavují komplexn�jší systém obsahující oxida�ní i reduk�ní enzymy a lépe simulují situaci in 

vivo. Ve spektrech hydroxylových radikál� získaných ze vzork� s mikrosomy nebyly žádné 
interferující signály a také proto byl tento systém vhodn�jší pro kvantitativní analýzu. 

Ve vyšších koncentracích DOX (30 µM a vyšší) docházelo k destrukci P450 i v inkubacích bez 
NADPH. Pravd�podobn� se zde uplatnil neenzymatický mechanismus, nebo� ROS mohou být 
tvo�eny i následkem p�ímé reakce DOX s ionty železa. DOX p�edává jeden elektron Fe3+ za 
tvorby Fe2+, které následn� m�že redukovat molekulární kyslík [25], [43]. V p�ítomnosti 
NADPH však byla zaznamenána tvorba ROS i destrukce P450 v nižších koncentracích, které 
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více odpovídají klinicky dosahovaným koncentracím (7,5-10 µM, [23]). Považujeme proto 
tvorbu ROS v souladu s literaturou za významný mechanismus toxicity DOX.  

Polyfenolické antioxidanty testované v rámci této práce byly vybrány z po�etné skupiny 
flavonoid� na základ� své schopnosti inhibovat peroxidaci lipid� v systému s potkaními 
jaterními mikrosomy a NADPH [44]. Z testovaných flavonoid� byl pozorován významný 
inhibi�ní ú�inek na tvorbu hydroxylových radikál� stimulovanou DOX v mikrosomech u 
fisetinu, kaempferolu a myricetinu, avšak pouze v nejvyšší použité koncentraci (100 µM). Tato 
koncentrace je in vivo pomocí nutri�ní intervence prakticky nedosažitelná [45].  Námi použitý 
modelový systém s jaterními mikrosomy a 30 µM DOX lze, vzhledem k toxicit� DOX, 
považovat pouze za prescreeningový, nebo� se liší od situace in vivo koncentrací DOX i cílovou 
tkání toxicity DOX. Nicmén� pro odhad interakcí mezi DOX a polyfenolickými látkami, 
zejména z hlediska schopnosti vychytávání ROS, se tento systém zdá vhodným. Další validace 
pomocí studia vztah� mezi strukturou a ú�inkem sledovaných látek je ú�elná. Fisetin, 
kaempferol a myricetin lze doporu�it k dalšímu studiu v jiných modelových systémech jako 
potenciáln� prosp�šné pro zmírn�ní nežádoucích ú�ink� doxorubicinu. 
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6. Záv�ry 
 

Cílem práce bylo prozkoumat možnost využití bakteriálních systém� exprimujících lidský 
monooxygenázový systém pro studium interakcí mezi látkami s motivem chinonu ve struktu�e a 
cytochromy P450 a následn� aplikovat získané znalosti na vývoj modelového systému pro 
testování vedlejších ú�ink� anthracyklinových cytostatik. 

Na základ� analýzy získaných výsledk� a s využitím publikované v�decké literatury, lze 
uzav�ít: 
 
1) Lidské cytochromy P450 exprimované v bakteriích Escherichia coli a izolované jako 

bakteriální membrány p�edstavují užite�ný nástroj pro studium metabolismu xenobiotik 
exprimovaným  enzymem, ale nejsou p�íliš vhodné pro studium oxidativního stresu a 
destruk�ního p�sobení xenobiotik na cytochromy P450.  
Díky limitované dostupnosti lidské jaterní tkán� je t�eba využívat alternativní modelové 
systémy a modelové zví�ecí druhy pro studium interakcí biotransforma�ních enzym� 
s xenobiotiky. Vzhledem k tomu, že u nejb�žn�jšího laboratorního druhu, potkana, nejsou bez 
chemické indukce p�ítomny aktivity nejvýznamn�jších lidských cytochrom� P450, informace 
získané s použitím miniprasat jako modelového druhu mohou být velmi p�ínosné. Z tohoto 
d�vodu byly k dalším experiment�m využity miniprase�í jaterní mikrosomy. 

 
2) Experimenty s miniprase�ími mikrosomy ukázaly, že mechanismy bun��né toxicity 

hydrochinonu (produkce hydroxylových radikál�) a benzochinonu (kovalentní vazba na 
makromolekuly) se u miniprasat a lidí neliší. Navrhujeme proto jaterní mikrosomy miniprasat 
jako vhodný in vitro modelový systém pro testování oxidativního stresu a molekulární toxicity 
indukované látkami obsahujícími ve své struktu�e chinon. Výhodou tohoto systému je pom�rn� 
�asov� nenáro�ná p�íprava a lepší dostupnost v porovnání se systémy používajícími modelové 
bun��né linie nebo primokultury. 

 
3) P�i interakci miniprase�ích mikrosom� s doxorubicinem docházelo k aktivaci doxorubicinu 

s následnou zvýšenou tvorbou hydroxylových radikál�. Za aktivaci doxorubicinu byla 
pravd�podobn� zodpov�dná NADPH:cytochrom P450 reduktáza. 
Studie vlivu polyfenol� na toxicitu doxorubicinu v systému s jaterními mikrosomy miniprasat 
ukázala, že tento modelový systém umož�uje jejich interakce s doxorubicinem studovat a mohl 
by sloužit pro ú�ely primárního screeningu biologických, zejména antioxida�ních, vlastností 
t�chto látek. Jako vhodní kandidáti pro tyto studie se zdají být fisetin, kaempferol a myricetin 
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