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Nazev diplomové prace: Uginek isomerti kafru na expresi biotransformaénich enzymi

v lidskych jaternich bunkach

Kafr je cyklicky keton ze skupiny monoterpenil. V ptirod¢ se vyskytuji dva isomery kafru.
pripravek. Kafr se uzivd zejména v pripravcich pro lokélni uziti, kde plsobi mirnym
znecitlivujicim u¢inkem a pocitem tepla spolu s jeho charakteristicky pronikavou svézi vini.
Veétsina intoxikaci kafrem je vyvolana nespravnym pouzitim ¢i ddvkovanim. Cilem diplomové
prace bylo zjistit u¢inek isomert (+)-kafru a (-)-kafruna expresi vybranych enzymu L. i II. faze
biotransformace. Biologickym materidlem byly ultratenké lidské jaterni fezy pripravené z tkané
celkem tii pacientll, dvou muzii a jedné Zeny ve vékovém rozmezi 46 - 49 let. Jaterni fezy byly
inkubovany s 10 puM a 50 uM (+)-kafrem a (-)-kafrem 24 hodin pti 37°C. Proteinova exprese
enzymu I. faze (cytochromu P450 (CYP) 3A4, CYP2C, aldo-ketoreduktasy (AKR) 1C3) a Il.
faze (glutathion-S-transferasy (GST) A) byla stanovena metodou western blotingu. Exprese
mRNA enzyma 1. faze (CYP3A4, CYP1A2, CYP2C, CYP2B6, AKRIC a NAD(P)H-
chinonoxidoreduktasy (NQO1) a II. faze (GSTA1l, GSTP1, UDP-glukuronosyltransferasy
(UGT) 1A6 a sulfotransferasy (SULT) 1Al) byla stanovena pomoci polymerasove fetézové
reakce v redlném cCase. K nejvyznamnéjSim zméndm na Grovni proteinu doslo u pacienta 48,
kde byla patrna indukce CYP3A4 ((+)-kafr 10 a 50 pM) a inhibice CYP2C a AKRIC3 (+)-kafr
50 uM, ((-)-kafr 10 a 50 uM). Na urovni mRNA byla zaznamenéna indukce n¢kolika enzymii
(-)-kafrem 50 uM u pacienta L48 (CYP3A4, AKRI1C, GSTA a UGT1A6) a (+)-kafrem 50 uM
u pacienta L49 (NQO1). Oba isomery v obou koncentracich zpiisobily inhibici mRNA GSTP1
(pacient L48) a SULT1Al (pacient L49). Kafr by tedy mohl ovlivnit G¢innost soucasné

podanych léciv.
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Title of diploma thesis: Effect of camphor isomers on the expression of drug-metabolizing

enzymes in human liver cells

Camphor is a cyclic ketone from the group of monoterpenes. Two camphor isomers occur in
nature. Currently, camphor is used as an antiseptic, analgesic, rubefacients, and anti-
inflammatory drug. Camphor is sed mainly in preparations for topical use, where it has a mild
anesthetic effect and a feeling of warmth together with its characteristically strong fresh scent.
Most camphor intoxications are caused by improper use or dosing. The aim of the diploma
thesis was to determine the effect of isomers (+)-camphor and (-)-camphor on the expression
of selected phase I and II biotransformation enzymes. The precision-cut human liver slices
prepared from a total of three patients, two men and one woman at the age range of 46 - 49
years, were used as biological material. Liver slices were incubated with 10 uM and 50 pM (+)-
camphor and (-)-camphor for 24 hours at 37°C. Protein expression of phase I (cytochrome P450
(CYP) 3A4, CYP2C, aldo-keto reductase (AKR) 1C3), and phase II enzymes (glutathione S-
transferase (GST) A) was determined using the western blot technique. The mRNA expression
of phase 1 (CYP3A4, CYPI1A2, CYP2C, CYP2B6, AKRIC, and NAD(P)H:quinone
oxidoreductase (NQO1) and phase Il enzymes (GSTA1, GSTP1, UDP-glucuronosyl transferase
(UGT) 1A6, and sulfotransferase (SULT) 1Al) was determined by real-time polymerase chain
reaction. The most significant changes at protein levels occurred in patient L48, where
induction of CYP3A4 ((+)-camphor 10 and 50 uM) and inhibition of CYP2C and AKR1C3
((+)-camphor 50 puM, (-)-camphor 10 and 50 uM) were noticeable. At the mRNA level,
induction of several enzymes by (-)-camphor 50 uM in patient L48 (CYP3A4, AKR1C, GSTA,
and UGT1A®6) and by (+)-camphor 50 uM in patient L49 (NQOI1) was found. Both isomers at
both concentrations caused inhibition of GSTP1 (patient L48) and SULT1A1 (patient L49)

mRNA. Camphor could therefore affect the efficacy of concomitantly administered drugs.



1 UVOD

Byliny a ptirodni produkty jsou uzivany lidmi jiz po celd staleti. Za posledni desetileti
se zajem o prirodni terapie vyrazné zvysil a znovu dosahuji celosvétového uznani (Taj a kol.

2019, Stickel a kol. 2015).

ZvySenou pozornost si zaslouzily zejména v dobé, kdy zacinala vzriistat resistence na
synteticka antibiotika (Taj a kol. 2019). Mezi lidmi jsou pfirodni produkty obecné povazovany
za bezpecné (Zarybnicky a kol. 2018a). Spotieba nutraceutik a bylinnych ptipravkl vyznamné
vzrostla nejen v ramci podpory zdravého Zivotniho stylu, ale i1 jako prevence pied riznymi
chorobami (Sadibolové a kol. 2019). Své uplatnéni nachézeji po celém svété také v oblasti

fitness, pro hubnuti nebo zvySovani fyzické zdatnosti (Stickel a kol. 2015).

Rada 1idi hojné vyuzivé piirodnich 16¢ivych piipravkt a bylinnych doplitki soudasné
pii uzivani medikace na piedpis jako dopliikovou ¢i alternativni 1écbu (Stickel a kol. 2015,
Sadibolové a kol. 2019). U mnoha t&chto p¥ipravki byla prokazana cela fada pozitivnich uéinki
na lidské zdravi (Sadibolova a kol. 2019). Terapeuticky potencial rostlinnych 1é¢ivych
pripravki je dan ptfedevsim piitomnosti dillezitych bioaktivnich latek nazyvanych sekundarni
metabolity. LéCivé rostliny jsou jejich bohatym tlozistém, a tim poskytuji suroviny pro vyrobu

rostlinnych produktii farmaceutickym primyslem (Taj a kol. 2019).

Informace tykajici se interakci mezi jednotlivymi bylinami a 1é¢ivy jsou vSeobecné
znacné omezené, a proto pii jejich soucasném uziti mize dojit k vyvolani nezddoucich t¢inkd.
Nezadouci uc¢inky mohou vést k interakci na farmakokinetické i farmakodynamické urovni, a
tim vyvolat zdvazné nasledky. Ohrozeni jsou zejména starsi lidé. Tato populace velmi asto trpi
komorbiditami a patofyziologickymizménami souvisejicimi s v€ékem, mnoho z nich takéuziva
vice nez jeden 1é&ivy ptipravek (Sadibolové a kol. 2019). Jednim z nejéast&jsich nezadoucich
ucinkt je hepatotoxicita. Jeji pritkkaz v této souvislosti je velmi obtizny. Obzvlaste tehdy, neni-

li 1ékat o uzivani bylinnych preparatii informovan (Gordon a kol. 2014).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Terpeny, terpenoidy

Isoprenoidy jsou pfirodni slouceniny rostlinného a zivociSného pivodu, které
rozdélujeme na terpeny a steroidy (Streblova 2002). Terpeny jsou ptevazné rostlinného ptivodu
(Streblova 2002). Strukturné jsou si navzajem velmi podobné. Podle tzv. isoprenového pravidla
1ze ptedpokladat, Ze terpeny vznikly spojovanim pétiuhlikatého isoprenu (2-metylbuta-1,3-
dienu) (McMurry 2007). Z chemického hlediska jsou terpeny uhlovodiky nebo kyslikaté
derivaty uhlovodiki, napt. alkoholy, ketony ¢i karboxylové kyseliny (Streblova 2002). Terpeny
s navazanymi funkénimi skupinami se mohou tadit do obecné&jsi skupiny terpenoidi, jelikoz
maji také zakladni strukturu slozenou z uhlovodikli (Al-Taweel a kol 2018). Dosud bylo
identifikovano vice nez 22 000 rozmanitych terpenoidii s obrovskou strukturni variabilitou.
Terpenoidy mohou byt slouceniny acyklickych i cyklickych uhlovodiki véetné sloucenin

obsahujici atomy kysliku (McMurry 2007).

Nizkomolekularni terpeny jsou tékavé latky s charakteristickou (obvykle piijemnou)
vuni (Streblova 2002). Ziskdvaji se destilaci rostlinnych materidlt s vodni parou. Timto
procesem vznikaji vonné kapalné smési lipidového charakteru nazyvané silice. Stovky let byly
rostlinné silice pouzivany v medicing jako koteni i parfémy. Po chemické strance se skladaji

hlavné ze smési terpentt (McMurry 2007).

Vysokomolekularni terpeny jsou tzv. pryskyfice. Pryskyfice jsou tuhé, za zvySené
teploty lepkavé latky nerozpustné ve vode€. Vyuzit je miizeme k vyrobé plastickych natérovych

hmot (Streblova 2002).

Terpeny se dale déli na monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny, triterpeny a dalsi

skupiny v zavislosti na poctu uhlikovych jednotek (Al-Taweel 2018). Podrobn¢jsi informace o

poctu uhlikovych jednotek jsou uvedeny v Tabulka 1.



Tabulka 1 Klasifikace terpenii podle poctu isoprenovych jednotek a priklady zastupci

(Streblova 2002)

Typ terpenu | | “e'ji’:’f::lfﬁ’m P “lf;l:';:“'ﬁ Piklady
monoterpeny 2 10 limonen, menthol, geraniol, pinen, kafr
seskviterpeny 3 15 -
diterpeny 4 20 fytol, vitamin A (retinol)
triterpeny 6 30 skvalen
letraterpeny 8 40 karoteny, xantofyly, lykopen
polyterpeny n 5n pfirodni kaucuk, gutaperca

Dle Tabulka 1 je zfejmé, ze monoterpeny jsou desetiuhlikaté slou¢eniny. Monoterpeny

jsou piitomné predevsim v rostlinach, bakteriich i houbach (McMurry 2007).

Ze studii vyplyva, ze isopren neni skutecnym biologickym prekurzorem terpeni, ale
jsou jim pétiuhlikaté molekuly isopentenyldifosfat nebo-li isopentenylpyrofosfat (IPP) a
dimethylallyldifosfat (McMurry 2007).

2.2 Syntéza monoterpent

K tvorbé isopentenyldifosfatu dochdzi dvéma zpiisoby —mevalondtovou cestou a cestou
deoxyxylulosovou (pyruvatovou). Deoxyxylulosova draha je téz zvana jako methylerythritol
fosfatova (MEP) (CikoS§ a kol. 2019). Strukturni vzorce prekurzort pro terpeny jsou znazornény

na Obrazek 1.

H,C OH HO H

\H)\( 0—P—0
0 H OH 0
C00- “og > -~
CHy 0 0 1-deoxyxylulosa-5-fosfit
mevalonat /\/\ | Il
0—P—0—P—0"
0 0 . terpenoidy

isopentenyl-difosfit (IPP)

Obrazek 1 Biosyntézaisopentenyldifosfatu (McMurry 2007)

Mevalonatova cesta probiha v cytosolu bun¢k a slouzi spiSe pro vznik prekurzort pro

syntézu seskviterpenti a triterpent pres kyselinu mevalonovou. Pyruvatova cesta se odehrava
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v plastidech bunék a jeji prekurzory jsou zde zdkladem pro monoterpeny, diterpeny ci

tetraterpeny (Cikos a kol. 2019, Dvotakova a kol. 2011).

V rostlinach mize dochézet k propojeni obou biochemickych cest, kdy prekurzory
vzniklé v plastidech pyruvatovou cestou jsou poskytovany pro syntézu seskviterpent a

triterpent v cytosolu (Dvotakova a kol. 2011).

Monoterpeny jsou syntetizovany v parenchymatickych bunikach rostlin. UloZeny jsou
ve vakuolach, bunécné sténé nebo ve specidlnich exkrecnich pletivech tzv. pryskyfi¢nych
buiikach. V jehli¢nanech mohou byt pryskyti¢né buiiky izolované, tvofit puchytky nebo vysoce

slozity systém kanalkt (Dvotékova a kol. 2011).

2.2.1 Mevalonatova cesta

Mevalonatova cesta je obvyklejsi a zacina konverzi acetitu na acetyl-CoA, po ni
nasleduje Claisenova kondenzace za vzniku acetoacetyl-CoA. Tento krok je katalyzovan
enzymem acetoacetyl-CoA-acetyltransferasou. Néasleduje proces aldolizace a hydrolyzy, ve
kterém reaguje acetoacetyl-CoA s dalsi molekulou acetyl-CoA za pritomnosti enzymu
3- hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-synthetasy a vznika zde (3.5)-3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA (HMG-CoA). Produkt HMG-CoA se redukuje na mevalonat pomoci enzymu 3-hydroxy-
3-methylglutaryl-CoA-reduktasy advou NADPH. Dalsimi kroky jsou konverze mevalonatu na
S-difosfomevalonat a jeho dekarboxylace, pti které vznika isopentenyl-difosfat (Cikos a kol.

2019, McMurry 2007). ZjednoduSené schéma je znazornéno na Obrazek 2.

0 A (0] ¥ + COy
| H:L[,\ ’.._DH II‘.,(,\ ’_J{J H CH,
‘t1""Ll‘“"{'/cx‘(‘/CHEOH _F ‘{J"C N"‘C/Q“ii?/cr-lzU ik A~ _CHO—PP
TN SN P T H,C CH;
H HH H H HH H
(R)-mevalonat G-difosfomevalonit isopentenyl-difosfit

Obrazek 2 Konverze mevalonatu na 5-difosfomevalonat a dekarboxylace na
isopentenyldifosfat (McMurry 2007)

Konverze isopentenyldifosfaitu (IPP) na terpenoidy zacind isomerizaci na

dimethylallyldifosfat. SlouCenina je téz nazyvana jako dimethylallylpyrofosfat (DMAPP).
Reakce je katalyzovana IPP-isomerasou. Slouceniny IPP a DMAPP spolu vytvareji

11



Cio-jednotku, zvanou geranyldifosfat (GPP). Vznikly geraniol je vonava terpenicka slou€enina

obsazena v rizovém oleji (McMurry 2007).

Spojeni DMAPP s IPP na geranyldifosfat i nadslednoureakci GPP s dal$i molekulou IPP
za vzniku farnesyl-difosfatu katalyzuje enzym farnesyldifosfatsynthasa. Procesu se také iCastni
hotfecnaté ionty. Typicka pfeména geranyldifosfatu na monoterpeny zahrnuje vicestupiiovou

reakci katalyzovanou enzymem terpencyklasou (McMurry 2007).

Slouc¢enina GPP je povazovana za univerzalniho predchiidce monoterpent, nicmén¢ pro
vznik monocyklickych a bicyklickych uhlikatych skeleti mé omezenou flexibilitu. Konkrétné
trans-2,3 dvojnd vazba v GPP brani cyklizaci, a proto k tvorbé cyklickych produkti dochazi
ptes terciarni allylicky isomer — linalylpyrofosfat (Cikos a kol. 2019). Linalyldifosfat (LPP) je
zde meziproduktem v enzymatické cyklizaci monoterpent katalyzovanych terpensynthasami
(Morehouse a kol. 2019).LPP dale prochazi nékolika mechanismy, jako jsou oxidace, redukce,
isomerace ¢i konjugace, které generuji fadu cyklickych a bicyklickych monoterpent (Cikos a
kol. 2019).

Pii mevalonatové cesté tedy vznika DMAPP isomeraci IPP, zatimco v cesté pyruvatové

vznikaji [PP a DMAPP odd¢lené (Dvotakova a kol. 2011).

2.2.2 Pyruvatova cesta

Pyruvatova cesta vzniku DMAPP a IPP zacind kondenzaci dvou atomii uhliku
z pyruvatu s glyceraldehyd-3-fosfatem, a tak zacind Sestistupiiova syntéza IPP a DMAPP.
Naslednou kondenzaci IPP a DMAPP vznikd GPP za ptitomnosti GPP-synthasy. Tvorba
zékladniho skeletu monoterpenti vznika transformaci GPP monoterpencyklasami (Dvotékova

a kol.2011).

Jednotlivé monoterpeny jsou tvofeny modifikaci zdkladniho skeletu dané
monoterpenické skupiny. Nepolarni monoterpenické uhlovodiky jsou dale hydroxylovany
(pomoci cytochromu P450), acylovany (acyltransferasou) nebo oxidovany (nespecifickymi

alkoholdehydrogenasami) (Dvotakovaa kol.2011). Tento proces je znazornén na Obrazek 3.

12



Zastupci zakladnich monoterpenickych podskupin:
myrcen (6). limonen (7)., 3-karen (R). u-thujon (9). a-pinen (10).
kafr (11). a znich dal$imi transformacemi vznikajici derivaty:
myrcenol (12), karvon (13), 3-karen-5-on (14). sabinen-hydrat
(15). verbenon (16). isoborneol (17)

Obrazek 3 Monoterpeny a jejich derivaty (Dvorakova 2011)
2.3 Monoterpeny

Monoterpeny, stejné jako ostatni terpeny mohou byt acyklické, monocyklické, ale i

bicyklické slouceniny. Mame vice nez tisic druhli monoterpenti (Dvotakova a kol. 2011).

Jsouto ptirodni produkty charakteristické vliing, jejich funkce vSak ziistava stale nejasna.
Pravdépodobné se uplatiiuji v regulaci ristu, reprodukénim cyklu, pfenosu signali riznych

organismu a zejména v obrannych mechanismech (Dvotakova a kol. 2011, Reid a kol. 2017).

Monoterpeny jsou povazovany za sekundarni metabolity rostlin postradajici roli v
zékladnich rostlinnych procesech. Rostlina je produkuje, aniz by byly vyuzZity jako zdroj
energie nebo zasobni latky. Sekundarni metabolity mohou rostling slouzit jako detoxikacni
faktory, atraktanty, morforegulatory nebo jako latky obranné (Dvotrakova 2011). Piedpoklada
se, ze primarni funkce sekundarnich metaboliti spo¢iva nejvice v odpuzovani patogenli a
bylozravcl (Reid a kol. 2017). Jejich vyznam je dilezity zejména v zajiStovani interakce mezi
rostlinou a prostfedim a v komunikaci mezi rostlinami. Monoterpeny také chrani rostlinu pied
vysychanim a napadenim $kiidci (Dvotékova a kol. 2011). Zaroveit mohou slouzit i jako lakadlo

pro opylujici hmyz (Wojtunik-Kulesza a kol. 2019).

Dtlezitou roli hraji monoterpeny zejména ve vztahu s bylozravci. Zivocichové fidici se

¢ichem nekonzumuji rostliny, které jim nevoni. Pokud jsou pro n¢ atraktivnéjsi rostliny v
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omezeném mnozstvi, konzumuji 1 ty, které jim nevoni (Dvotékova a kol. 2011, Wojtunik-
Kulesza a kol. 2019). Takovym ptikladem jsou a-thujon ¢&i B-thujon, monoterpeny
s neurotoxickym ucinkem, které na vysokou zvét pusobi protipozerove. Odpudivé vlastnosti
vykazoval u ovci i kafr obsazeny v pelynku (Dvotdkova a kol. 2011). U byloZravci je citlivost
na toxicitu rostlin riznd. Je déna tim, jak velkou ma bylozravec energetickou rezervu typicky
ve formé lipidi. Velka energeticka rezerva miize zvysit toleranci bylozravce k sekundarnim
metabolitim. Divodem muze byt jednak energetickd narocnost detoxikace, ulozeni

detoxikac¢nich enzymt v lipidech nebo lipidy fedici lipofilni toxiny (Reid a kol. 2017).

Monoterpeny jsou soucasti obranné¢ho systému jehli¢nant ve smési zvané oleoresin.
Oleoresin je komplexni smés rtznych tékavych monoterpent, netékavych diterpenti a

seskviterpenil. Tato smés vznikd zejména jako reakce na bioticky stres (Chiu a kol. 2017).

Neékteré druhy monoterpenti emitované stromy na jejich obranu mohou byt zaroven
prekurzory hmyzich agregac¢nich feromonti. Takovym ptikladem mtze byt samecek lykozrouta
smrkového (Ips typographus), jehoz hostitelem je smrk ztepily (Picea abies), ktery vylucuje
pryskyfici s vysokym obsahem a-pinenu. Monoterpen a-pinen po poziti lykovcem spusti
produkci agregacnich feromont. Jejich tvorba signalizuje vhodnou dobu k napadeni hostitelské
rostliny a fidi pareni kirovci. Zaroven lykozrout produkuje antiagregacni feromony, kterymi

moduluje hustotu napadeni smrku a odpuzuje dalsi hmyz (Dvoidkova kol. 2011).

Agregacni ¢1 odpuzujici vlastnosti maji i monoterpeny riznych druhtiborovic. Borovice
se proti Skiidcim brani produkci pryskyfice, kterd je az z poloviny slozena z tékavych
monoterpentl. Miizeme zde nalézt az 20 druhi monoterpenii. Skiiddcem borovic miize byt
klrovec, pro néhoz jsou monoterpeny borovice atraktivni i toxické zaroven. Po napadeni
borovice se miize produkce monoterpenti zvysit az stokrat. Presny mechanismus akutni toxicity,
kterym na klrovce plisobi neni zndm. Pravdépodobné vSak monoterpeny narusuji lipidové
dvojvrstvy bunék. Pokud se i ptfes zvySenou produkci monoterpeni zaénou kiirovci mnozit,

strom nakonec zabiji (Reid a kol. 2017).

Monoterpeny mohou také slouzit u hmyzu jako poplasny feromon nebo u obojzivelnikli
jako pachovy signal. Naptiklad u zaby druhu Litoria ewingi je slozen z a-pinenu, limonenu a

eukalyptu (Dvotékova kol. 2011).

Aromatické rostliny plné¢ tékavych isoprenoidi ptitahovaly pozornost ¢loveka
odjakziva. Lékati z dob starovéku a sttedoveéku si takovych rostlin velmi vazili. V moderni dobé
se jiz tolik nevyuzivaji. Jednim z divodii je nedostatecné dosazeni 1éCivého ucinku pfi
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peroralnim podavéani. Monoterpeny jsou malé molekuly lipofilni povahy a z tohoto diivodu
vznikd problém pfi jejich transportu do krevniho fec€isté. V klinickych studiich zaméfenych na
1é€bu rekurentniho glioblastomu vsak bylo zjisténo, ze jsou U€inné pii nasdlnim podéani

(Wojtunik-Kulesza a kol. 2019).

Mnoho monoterpenti ma na zdravi ¢lovéka pozitivni vliv. Rostlinné silice i jednotlivé
monoterpeny se mohou pouzivat jako pomocné prostiedky pii lé€eni fyzickych a psychickych
nemoci, ale rovnéz jako preventivni prostiedky proti nachlazeni a chiipce. Nékteré maji
dokonce protinddorové ti€inky, jiné pisobi proti srdecnim chorobam ¢i pfedchazeji osteopordze
(Dvotakova kol. 2011). Dalsi druhy monoterpent maji protiplisinové a antibakterialni u¢inky

(Wojtunik-Kulesza a kol. 2019).

Nekteré druhy silic a terpenoidi mohou vykazovat piiznivé ucinky na patologické
procesy vyvolané B(-amyloidem, ktery hraje dlleZitou roli pfi Alzheimerové chorobé

(Wojtunik-Kulesza a kol. 2019).

Pro nékteré druhy hmyzu jsou monoterpeny toxické, a proto se pouzivaji jako
insekticidy. Tyto slouCeniny jsou povazovany za dobrou alternativu syntetickych insekticidi.
Jejich vyhodou je nizk4 toxicita vi¢i savetim €1 jinym necilovym organismim a také jejich
biologickd rozlozitelnost v Zivotnim prosttedi (Tong a kol. 2012). Toxické mohou byt
monoterpeny riznych druhdl borovic. Jejich toxicita viici hmyzu dosahovala srovnatelnych
davek jako pfi pouziti syntetickych insekticidi (Chiu a kol. 2017). Mechanismem
insekticidniho u¢inku byva inhibice riistu, rozmnozovani nebo zabranéni vyvoje hmyzu. Bézné
pouzivanymi latkami proti moskytim jsou eugenol, linalool, thymol, kafr, citronellol a
citronellal (Dvotakovakol.2011). Dal§im mechanismem muze byt zasah na molekularni trovni
do tyraminovych, GABAergnich ¢i cholinergnich receptorti nervové soustavy hmyzu (Tong a

kol. 2012).

Nékteré monoterpeny mohou byt pro ¢loveéka toxické. Toxické druhy monoterpeni jsou
casto ketonové slouceniny (Dvotékova kol. 2011). Silice z maty polej (Mentha pulegium)
obsahujici hepatotoxicky pulegon se kdysi zneuZzivala jako abortivum k vyvolani potratu.
V jatrech pulegon zpiisobuje tvorbu reaktivnich metabolitii, které mohou byt zodpovédné za
idiosynkratickou toxicitu (Zarybnicky a kol. 2018b). Pro svou neurotoxicitu, ktera se projevuje
halucinacemi a hyperaktivitou, je zndmy a-thujon z pelynku pravého (Artemisia absinthium)

(Dvorakova a kol. 2011).
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Historicky byla k vyvoldni potratu vyuZzivana celd tfada rostlin a jejich odvart, ale
proménlivy obsah aktivnich sloZek vedl k problematickému davkovani, a tim Casto k selhéni
organismu az smrti. Také kafr miZe potrat vyvolat, nebot’ je toxicky pro nenarozeny plod, ktery

postrada enzymy nutné k jeho degradaci (Dvotékova kol. 2011).

24 Kafr

V experimentalni ¢asti diplomové prace jsem se zabyvala G¢inky isomert kafru, proto
se mu v této Casti prace budu vénovat podrobnéji. Kafr je cyklicky keton ze skupiny
monoterpent. Systematicky nazev kafruje 1,7,7-trimethylbicyklo[2.2.1]heptan-2-on (Rahimi a
kol.2017). Jeho chemicky vzorec je na Obrazek 4.

\

O

Obrazek 4 Chemicky vzorec kafru (Zdroj: < https://cs.wikipedia.org/wiki/Kafr>)

Nazev kafr byl odvozen od starého malajského ,,Kapuru“ a arabského ,,Kafuru®, coz
znamena kiida z Barusu. Barus byl starobyly ptistav na zapad¢ Sumatry. Praveé s kafrem mezi
Sumatrou a arabskymi ostrovy dochazelo k velkému mezinarodnimu obchodovani (Rahimi a

kol. 2017).

Kafr se kdysi ziskdval zkary stromu kafrovnik Iékaisky, latinsky zvaného
Cinnamomum camphora (Obrazek 5) (Rahimi a kol. 2017). Je obsazen ve vSech sili¢nych
bunkach stromu. Ve formé silice se zde nevyskytuje pouze kafr, ale také acetaldehyd, terpineol,
eugenol, borneol, pinen, felandren, dipenten ¢i kadinen. Béhem starnuti stromu se obsah kafru

zvysuje na ukor snizovani obsahu jinych latek, zejména mnozstvi borneolu (Spilkova a kol.

2016).
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Obrazek 5 Cinammomum camphora (Zdroj:< https.//nurserylive.com/products/cinnamomum-
camphora-camphor-tree-seeds>)

Kafrovnik je domacim stromem ve vychodni Asii, Japonsku & jizni Cing, péstovat ho
1ze také v Jizni Africe, Brazilii nebo na ostrové Cejlon (Spilkova a kol. 2016). Kafr je slozkou
ruznych potravin a bylin (bazalka, koriandr, majoranka, rozmaryn nebo Salvéj) (Aquilar a kol.

2008).

V piedislamské dobé byl samotny kafr velmi zndmy a hojné vyuzivany jako ptichut’ do
napoju. Uz tehdy iransky l1ékar a filozof Avicenna v encyklopedii zminoval, ze kafr ptisobi jako
inhibitor libida. Jeho uc¢inky vSak byly vyuzivany zejména pro zvysSeni dechové kapacity,

otevirani smysli, ¢isténi mysli a také ke snizeni hysterie (Rahimi a kol. 2017).

V 19. stoleti byl vyuzivan jako 1€k proti bolesti, expektorans nebo proti zanétu. Zarovei
se mohl vyuzit jako stimula¢ni prostiedek pro vyvolani potratu. Muslimové vyuzivali
antiseptickych u€inki kafru ke koupani mrtvych tél. Za ticelem sniZeni sexualni touhy byl kafr

pfidavan do jidla vojakiim a studentiim (Rahimi a kol. 2017).

Kafr spolu s 1,8-cineolem, borneolem, pinenem, limonenem, kamfenem a myrcenem
muzeme nalézt v silici rozmarynu, latinsky zvaného Rosmarinus officinalis nebo synonymicky
znamého Salvia rosmarinus. Jednd se o celosvétove péstovanou rostlinu, kterd se proslavila
v medicing, obzvlasté v medicing tradicni. Mezi hlavni slozky silice patii 1,8-cineol, kafr a a-
pinen. Kafru jsou zde pfi¢itany nejen antioxidaéni a protizanétlivé vlastnosti, ale i antialergické
¢i antimutagenni (Borges a kol. 2019). V silici z pelyiiku judského (Artemisia Judaica) je kafr
hlavni slozkou vykazujici protizanétlivou aktivitu. V oleji ze Sandarakovniku ¢lankovaného

(Tetraclinis articulata) se vyznaéuje vyznamnou antioxida¢ni aktivitou. Uinky vyplyvaji ze
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studii, pti kterych se pouzivaly modely akutni zanétlivé reakce edému tlapky a edému ucha u

potkani nebo mysi (Borges a kol. 2019).

V piirod¢ se vyskytuji oba enantiomery kafru. Synteticky kafr je opticky neaktivni
sloucenina (Zuccarini 2009). V silici ze stromu Cinnamomum Camphora je az 84 % D-kafru.
Silice z bylin jsou charakterizovany typickym pomérem enantiomert. Naptiklad silice z
koriandru setého (Coriandrum sativum) obsahuje nadbytek L-kafru (72-75 %), zatimco pro
silice ze Salv¢je I€katske (Salvia officinalis) v 50-70 %, Salvéje muskatové (Salvia sclarea) 90
% a bazalky pravé (Ocimum basilicum) az 94 % je typicky nadbytek D-kafru (Aquilar a kol.
2008).

V dnesni dobé je syntetizovan z a-pinenu (hydrokarbonovy derivat) obsazeného

v terpentynovém oleji (Rahimi a kol. 2017).

2.4.1 Vyroba kafru z terpentynového oleje

Kafr Ize vyrabét procesem, ve kterém reaguje terpentyn spolu s kyselinou §tavelovou.
Kyselina §t'avelova poskytuje karboxylovou skupinu, diky niz vznikaji éterické soli. Tyto soli
jsouoxida¢nimi procesy preménovany na kafr. Smés terpentynu a kyseliny stavelové se zahtiva
v rozmezi 120-130 °C, pti¢emz vznikd smés borneolu, borneol-oxalatu, borneolformiatu, kafru
a odpadnich polymerac¢nich produktt. Tato smés se smiché spolu s ziravymi alkaliemi, pomoci
nichz se rozlozi éterické soli borneolu, a vznikne smé&s kafru a borneolu s jeho necistotami.
Vysledny produkt je destilovan s vodni parou, ¢imz se odd¢li smés éterickych latek od necistot.
Smeés obsahuje pinylformiat, pinyloxalat, borneol a kafr s trochou olejovité hmoty. Borneol a
kafr se od smési dale oddéluji mrazenim, odstfedénim, drcenim nebo promyvanim. Poté smés

zoxiduje pomoci dvojchromanu draselného a kyseliny sirové, diky ¢emuz se borneol preméni

na kafr (Thurlow 1902).

2.4.2 Soucasné vyuziti ufinku kafru

rrrrr

ucinky (Zuccarini 2009). Své misto ma v pfipravcich pii 1é€bé neuralgickych C¢i
revmatologickych bolesti (Spilkova a kol. 2016). Proto se z ného vyrabi masti pro zevni uziti,

které¢ se pouzivaji pro ulevu od bolesti pohybového apardtu, vcetné bolesti u fibrositid
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(Zuccarini 2009). Obsah kafru v pfipravcich pro zevni uziti mize byt maximalné 25 %

(Spilkova a kol. 2016).

Utinki kafru lze vyuzit jako rubefaciens, pro dilataci kapilar a zvyseni krevniho ob&hu
v misté aplikace (Zuccarini 2009). Timto t¢inkem zptlisobi za¢ervenani pokozky a pocit tepla.
Absorpce kafru probihd ptfes kizi do cév v podkozi, az poté navozuje systémové ucinky
(Martinkova a kol. 2018). Vyhodou je snadnad aplikace a snizené riziko systémovych

nezadoucich uéinka (Svihovec a kol. 2018).

Muzeme jej vyuzit i jako repelent, ale jeho nevyhodou je kratké ptisobeni, silnd ving a

také mize drazdit pokozku (Spilkova a kol. 2016).

Kafrovy olej lze vyuzit jako expektorans, ktery ma pii poziti drazdivé a karminativni
ucinky (snizujici plynatost). Své vyuziti mize mit jako centrdlni analeptikum, tedy 1é¢ivo
zpusobujici vazokonstrikci v CNS, coz ma za nasledek povzbuzujici u¢inek. Pro tento ucinek
se podava v olejové forme injekénim zpisobem, a to intramuskuldrnim nebo subkutannim

podanim v mnozstvi 0,1-0,2 g kafru (Spilkova a kol. 2016).

Intramuskuldrnim podanim 1é¢ivo pronika filtraci a difuzi velkymi pory mezi
endotelovymi buitkami krevnich a lymfatickych vlase¢nic. Nejvhodnéjsi misto aplikace je horni
zevni kvadrant velkého hyzdového svalu. Uéinek nastupuje za 10-15 minut. Vzhledem
k olejovitému charakteru se v misté aplikace vytvoii zasobni misto zvané depo, ze kterého se

kafr pomalu uvoliuje (Svihovec a kol. 2018).

Subkutannim podénim latka prochdzi podobnymi mechanismy absorpce jako pfi
intramuskularnim podani, jen je absorpce pomalejsi. Nastup ucinku je zde zhruba za 15-20

minut. ZaleZi na misté aplikace a prokrveni dané oblasti (Svihovec a kol. 2018).

Nicméné jeho vnitini uZivani neni povaZzovano za bezpecné, a proto se pro tento ucel

uziti nedoporucuje (Zuccarini 2009).

2.5 Metabolismus

Metabolismem prochdzeji latky jak endogenniho, tak exogenniho ptivodu. Latky
exogenniho pivodu jsou latky télu cizi a nazyvaji se xenobiotika. Do této skupiny patii praveé

zminované monoterpeny vcetné kafru.
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Metabolismus, téZ oznaCovany jako biotransformace ¢i biodegradace, je sled
biochemickychreakci (Martinkova akol. 2018). Biotransformace hraje zasadni roli v eliminaci
potencialné toxickych exogennich chemikalii, odstranéni toxickych vedlejSich produkti
endogenniho metabolismu a kontrole hladin a distribuci endogennich signalnich molekul
(Meech a kol. 2019). Probihd primarné v jatrech, vétSinou v endoplasmatickém retikulu bunek

hepatocytl. V mensi mite se odehrava také v plicich, ledvinach, stievni stén¢, svalech ¢i sleziné
(Hirt a kol. 2016).

Pro vétSinu metabolickych reakci potiebujeme ucast enzymii, energie a spoluptisobeni
kofaktorii (Croom a kol. 2012). Pfi biotransformaci se méni chemicka struktura latek vcetné
jejichvlastnosti (Hirt akol. 2016). Latky jsou pfeménovany na metabolity, které ziskavaji vyssi
rozpustnost ve vode¢. Diky vétsi hydrofilit€ jsou metabolity snaze vylouceny Zluci nebo moci
z téla ven (Martinkové a kol. 2018). Kafr i dal$i druhy monoterpent jsou lipofilniho charakteru,

takZe v organismu prochdzeji metabolismem tak, aby se zvysil jejich hydrofilni charakter.

Biotransformace ma dvé faze. V 1. fazi dochazi k oxidaénim, redukénim ¢i
hydrolytickym procestim. Ve II. fazi interaguje metabolit z I. faze s konjuga¢nim ¢inidlem, coz

je latka télu vlastni (Hirta kol. 2016).

2.5.1 1. faze biotransformace

V 1. fazi biotransformace dochéazi k oxidacnim reakcim, jako jsou oxidace alkohold,
oxidace nenasycenych vazeb (epoxidace), O-dealkylace, N-dealkylace, N-oxidace, S-oxidace,
oxida¢ni deaminace ¢i hydroxylace. Z reduk¢nich reakci zde probiha redukce aldehydd, ketont,
a také nitroskupin. Z hydrolytického typu reakci dochézi k hydrolyze esterti, amidi nebo
k hydrolytickému §té€peni (Hirtl a kol. 2016). Oxida¢ni reakce vSak v Cetnosti v reakci

s nejriiznéjimi substraty naprosto prevladaji (Svihovec a kol. 2018).

V prubéhu I. faze dochazi zpravidla k zavedeni polarni funkéni skupiny do zékladni
molekuly. Jedna se predevS§im o hydroxylové (-OH), aminoskupiny (-NHz), thiolové (-SH),
karbonylové (=CO) a karboxylové (-COOH) skupiny. Vznikaji tak polarn¢jsi produkty,
snadnéji vylucitelné moci. Nékteré latky jiz v sob¢ tyto skupiny maji, a proto lze tuto fazi u
nékterych xenobiotik pteskocit a pokracovat rovnou II. fazi, tedy konjugaci (Dostalek a kol.

2006).
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2.5.1.1 Cytochrom P450

Oxidac¢ni reakce v 1. fazi probihaji zejména v enzymatickém systému cytochromu P450
(CYP). Cytochrom P450 ptedstavuje nadrodinu monooxygenas, které obsahuji hem (Foti a kol.
2016). Systém je u eukaryot pevné¢ vazan na membranu endoplasmatického retikula,
mitochondrii nebo jadra (Dostalek akol. 2006). Tyto enzymy se vyskytuji predevsim v lidskych
jaternich mikrosomech, coz jsou vacky, které vznikaji rozbitim endoplasmatického retikula a
naslednym spojenim vzniklych fragmentl pii homogenizaci tkdné. Ke studiu metabolismu
cizorodych latek in vitro se Casto pouzivaji jaterni mikrosomy i celé jaterni buiiky, tedy
izolované hepatocyty (Svihovec a kol. 2018). Enzymy této skupiny jsou exprimovany v mnoha
dalSich tkéanich vcetné stievni sliznice, mozku, ledvin, plic a kiize (Waring a kol. 2019).
Enzymy systému cytochromu P450 se podileji na detoxikaci cizorodych chemickych latek a
metabolismu 1éCiv. Jsou nezbytné pro produkci cholesterolu, steroidl, prostacyklinu ¢i
tromboxanu A, (Lynch a kol. 2007). Dodnes bylo popsano vice nez 7000 rtiznych gent
cytochromu P450. U ¢lovéka je znamo 57 riiznych isoforem CYP (Dostélek a kol. 2006).

Jednotlivé isoformy se od sebe lisi strukturou i substratovou specifitou. Nazev CYP je
uréen pro kazdy enzym, spadajici do tzv. nadrodiny cytochromu P450. Dle podobnosti
aminokyselinové struktury se dale enzymy rozdéluji do rodin a podrodin, a proto pak ziskavaji

znaceni velkymi pismeny a arabskymi ¢islicemi (Dostalek a kol. 2006).

Na biotransformaci xenobiotik a 1é¢iv, které byly doposud popsany, se CYPy odhadem
podili az ze ti Gtvrtin (Dostalek a kol. 2006, Svihovec a kol. 2018). Mezi CYPy, které se
vyznamnou mérou podilejina biotransformacixenobiotik, patii CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B6,
CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 a CYP3AS (Foti a kol. 2016).
CYP3A4 je nejrozsitenéjsi formou vSech cytochromti P450 a podili se na vét§in€ znamych

piremén léCiv, které probihaji za ucasti CYPU (Kousalova a kol. 2003).

Oxidace je nejcastéjsi reakci, kterou se cytochrom P450 do metabolismu zapojuje.
Princip reakce spociva v pfidani jednoho nebo vice atomu kysliku k ptivodni molekule.
Nicméné existuje mnoho dalSich procesi, do kterych se enzymy zapojuji, coz jsou naptiklad
aromatickd hydroxylace, alifatickd hydroxylace, N-dealkylace, O-dealkylace ¢i deaminace

(Almazroo a kol. 2017).
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Vlivem genetického polymorfismu miZe byt biotransformacni cesta ovlivnéna, a tim je
zménéna odpoveéd’ pacienta na podané 1é€ivo. Tyto enzymy pak mohou byt indukovany nebo
inhibovany léky, coZ miiZe klinicky vyznamné ovlivnit l1ékové interakce a zplsobit nezadouct

ucinky léciv ¢i selhani lécby (Lynch a kol. 2007).

CYP2E1

Obrazek 6 Graf ukazujici expresiruznych isoforem cytochromuP450 v jatrech cloveka
(Almazroo a kol. 2017).

2.5.2 1I. faze biotransformace

V naprosté vétsiné piipadi II. foze navazuje na I. fazi (Svihovec a kol. 2018). V II. fazi
biotransformace dochdzi k interakci vzniklého biotransformac¢niho meziproduktu z prvni faze
nebo parentni latky s konjugacnimi Cinidly. Proto se tato fdze nazyvé konjugacni nebo
syntetickd. Mezi konjugacni €inidla patii glutamin, glycin, glutathion, kyselina glukuronova,

S-adenosylmethionin, sulfat ¢i acetat (Dostéalek a kol. 2006).

Vznikly konjugat je latka velmi polérni, ktera je schopna disociace. V tomto stupni je

latka v kone¢né formé& nasledné vyloucena z organismu. Neni schopna reabsorpce (Dostalek a

kol. 2006).

Zenzymu II. faze biotransformace se zde zGcastiuje odhadem z15 %
UDP-glukuronosyltransferasa (UGT). Dal$imi 5 % se na metabolismu rovnomeérné podili také
sulfotransferasa (SULT), glutathion-S-transferasa (GST) a N-acetyltransferasa (NAT)
(Svihovec a kol. 2018).
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2.5.2.1 UDP-glukuronosyltransferasa

UGT jsou nejvyznamnéj$imi enzymy této faze biotransformace. Jsou to enzymy
vyskytujici se v membrandch hepatalnich bun€k, ale 1 v riznych extrahepatalnich tkdnich

(Sundararaghavan a kol. 2017, Svihovec a kol. 2018).

Mezi endogenni substraty UGT patii zZluCové kyseliny, hormony §titné zlazy, steroidy a
bilirubin. Exogennimi substraty jsou tisice xenobiotik vcetné¢ karcinogenil, 1é¢iv a latek
znecist'ujicich zivotni prostfedi (Sundararaghavan a kol. 2017). UGT jsou zodpovédné za
glykosylaci téchto latek. Enzym ptidava cukerny zbytek z nukleotidového kofaktoru k malym
exogennim ¢&i endogennim lipofilnim sloudeninam (Hu a kol. 2016). Ukolem UGT je
katalyzovat konjugaci polarniho zbytku glukuronové kyseliny s xenobiotikem za spotieby
energie v podobé uridindifosfatu (UDP) (Svihovec a kol. 2018). Polaritu vzniklého konjugatu
zajist'uje funkéni karboxylova skupina kyseliny glukuronové, ktera je zde volna (Svihovec a
kol. 2018). Vznikl¢ glukuronidy jsou neaktivni a rozpustné ve vode¢, a tak se ndsledn¢ vylucuji
z téla mocinebo stolici (Meech a kol. 2019). Glukuronidace hraje dileZitouroli v metabolismu

a clearance karcinogent.

Enzymy UGT se na zékladé aminokyselinové sekvence déli celkem do Ctyf rodin -
UGT1, UGT2, UGT3 a UGT8 (Hu a kol. 2016). U ¢lovéka jsou exprimovany pouze rodiny
UGT1 a UGT2 (Sundararaghavan a kol. 2017). Na metabolismu IéCiv se podili enzymy z
podrodin UGT1A a UGT2B (Hu a kol. 2016). V jatrech bylo objeveno celkem Sest isoenzymii,
jedna se o UGT1A1, UGT1A3, UGT1A4, UGT1AS5, UGT1A6 a UGT1A9 (gvihovec a kol.
2018).

U enzymu UGT byla popsdna ptitomnost rtiznych genetickych variant. Genetické
variace v UGT mohou zménit metabolismus a dispozici 1é€iva, ¢imz se zvySuje nachylnost
k chorobam (Meech a kol. 2019). Geneticky polymorfismus genu pro UGT1 souvisi s Crigler-
Najjarovym 1 Gilbertovym syndromem. U téchto syndromti dochazi k poklesu konjugace
bilirubinu, a tim se zvysuje hladina volného bilirubinu v séru. U Crigler-Najjarova syndromu
se vyskytuji extrémné vysoké hladiny nekonjugovaného bilirubinu, které mohou vést bez
vCasné diagnostiky a transplantace jater ke smrti. Pacienti s Gilbertovym syndromem mayji

hladinu bilirubinu jen mirné zvySenou (Sundararaghavan a kol. 2017).

V ptipadé vyskytu genetického polymorfismu, ktery vede ke sniZeni exprese, je tento

stav spojovan se zvySenym rizikem vzniku rGznych druht rakoviny. Naptiklad alely
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UGT1A7*2 a UGT1A7*3 jsou asociovany se zvySenym rizikem vzniku hepatocelularniho
karcinomu, protoze UGT1A7 se vyznamnou mérou podili na biotransformaci potravinovych a
environmentalnich karcinogent, jako jsou heterocyklické aminy a derivaty benzo[a]pyrenu (Hu

a kol. 2019).

2.5.2.2 Sulfotransferasy

Sulfotrasferasy (SULT) katalyzuji ptfenos sulfatu z molekuly 3°-fosfoadenosin-5°-
fosfosulfatu (PAPS) na molekulu 1é¢iva nebo jeho derivatu schopného sulfat akceptovat

(Svihovec a kol. 2018).

Enzymy SULT u ¢lovéka jsou €leny ¢tyt rodin — SULT1, SULT2, SULT4 a SULT®.
Jsou exprimovany v cytosolu nebo vazany na membrané endoplasmatického retikula ¢i
Golgiho aparatu. Nejcastéji se vyskytuji v jatrech, ale mohou byt i v ledvinach, plicich, mozku,
ve stievech a krevnich destickach (Svihovec a kol. 2018). Cytosolicka SULT katalyzuje
sulfokonjugaci malych lipofilnich xenobiotik, ale i latek télu vlastnich (Nagata a kol. 2000).

Nejvyznamnéj$i formou u ¢loveéka je jaterni cytosolicka SULT1A1L. Enzym je znamy
jako enzym pienasejici sulfat na fenolické latky (Svihovec a kol. 2018). Obecné jsou
povazovany za hlavni enzymy podilejici se na detoxikaci xenobiotik. V jatrech ptedstavuje az
70 % vSech SULT pravé SULT1A1 spolu s pfitomnou SULTIB1. Enzym SULTI1BI je hojné
zastoupen i v tenkém stfeveé. Oba typy enzymii jsou schopny sulfatovat velké mnoZzstvi rtiznych
druhti substrati (Coughtrie a kol. 2016). Kazda cytosolickd SULT ma extrémné Sirokou
substratovou specificitu. Sulfatovd konjugace je katalyzovdna pravé -cytosolickymi
sulfotransferasami. V xenobiotickém i endobiotickém metabolismu je to velmi dtilezity proces.
Ve vétSiné piipadl sulfatace deaktivuje oba typy metabolickych cest za Gcelem zvySeni jejich

rozpustnosti ve vodé a urychleni vylu¢ovéani (Kodama a kol. 2013).

Exprese geni SULT je primarné regulovdna jadernymi receptory, zejména
prostfednictvim PXR (pregnanovy X receptor) a CAR (konstitutivni androstanovy receptor)
(Kodama a kol. 2013). Genetické polymorfismy sulfotransferas mohou ovlivnitjejich funkci, a
tim vyvolat terapeutické a nezadouci ucinky na podané 1é¢ivo. U lidi jsou tyto genetické zmény
spojovany s riznymi chorobami, véetné rakoviny. Farmakokinetika 1é¢iv metabolizovanych

SULT muzZe hrat roli pfi vyvoji rakoviny prsu, endometria, kolorektalniho karcinomu a
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rakoviny prostaty. U steatdzy, cirhozy jater nebo diabetu mellitu je exprese a aktivita SULT

vyznamné sniZzena (Chen a kol.2015).

2.5.2.3 Glutathion-S-transferasy

Proteiny rodiny glutathion-S-transferasy (GST) detoxikuji Sirokou Skalu nebezpecnych
latek, jakymi jsou reaktivni kyslik nebo rtizné druhy xenobiotik. Podileji se na detoxikaci
aromatickych latek a rozpoustédel, a proto maji vyznamnou roli zejména v toxikologii

(Svihovec a kol. 2018).

Chréani organismus pied néasledky oxidacniho stresu, jelikoz chrani pfed poSkozenim
zivotn€ diilezité bunécné slozky (proteiny, nukleové kyseliny). V dasledku poskozeni DNA by
mohlo dojit ke vzniku mutaci, coz by podporovalo ptipadny proces karcinogeneze (Rashidi a
kol. 2019). GST se také podili na detoxikaci endogennich slou¢enin a znecist'ujicich latek, jako
jsou pesticidy a herbicidy (Zhou a kol. 2020). GST jsou pfitomny typicky v bunééném cytosolu

bungk jater, stiev, plic, ledvin, nadledvin a varlat (Svihovec a kol. 2018).

GST rozliSujeme na formy rozpustné a formy vazané na membranu mitochondrii nebo
mikrosomt. Cytosolické GST se na zakladé své struktury déli do 13 tfid, které jsou oznacovany
jako alfa, beta, delta, epsilon, zéta, théta, mi, ny, pi, sigma, tau, fi a omega. Mitochondrialni
GST jsou tvofeny tfidou kapa a mikrosomalni GST se dé€li do ¢ty podskupin, které se oznacuji
jako MAPEG I-IV (Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione

metabolism) (BouSova a Skalova 2012).

Funkce GST spocivd v katalyze konjugace chemickych sloucenin exogenniho a
endogenniho ptivodu s glutathionem (Klusek akol. 2014). GST konjuguji molekulu glutathionu
(y-glutamylcysteinylglycinu) pfes atom siry cysteinu s molekulou xenobiotika (Svihovec a kol.
2018). Na reakcich tohoto typu pracuji spolu s glutathionperoxidasami (GPx), zabranuji tak
poskozeni reaktivnimi formami kysliku jako jsou volné radikaly a peroxidy (Mansour a kol.
2015). Timto detoxikacnim mechanismem prochazi napiiklad produkty peroxidace lipidq,
rtizné druhy chemoterapeutik ¢i environmentalni karcinogeny (Rashidi a kol. 2019). GST se
také podili jako isomerasa pii tvorbé stabiln€jSich produktd prostaglandint (Rashidi a kol.
2019). U GST je vysoka frekvence polymorfismu (Klusek a kol. 2014). Ty mohou vést ke
snizeni genové exprese GST, coZz nasledné miiZze nepiiznivé ovlivnit jeji biologické funkce

(Hongling a kol. 2020).
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Polymorfismus genu GSTM1 zahrnuje dédi¢nou deleci tohoto genu, kterd podminuje
nulovou alelu GSTM1*0 ¢i GSTT*0. U homozygoti je pak nulovy genotyp GSTM1*0/*0
pri¢inou uplné absence funk¢niho proteinu, a tim 1 vyrazn¢ pomalejsi eliminace karcinogent
(Beranek a kol. 2016). U nulovych genetickych polymorfismi GSTM1*0, GSTP1*0 a
GSTT1*0 dochéazi k nadmérnému oxida¢nimu stresu. Tento stav zvySuje riziko vzniku
koronarniho posSkozeni (arteridlni stendzy), coz muze vést ndsledn¢ k infarktu myokardu
(Hongling a kol. 2020). Genotyp GSTT1*0 muze vést ke zvySeni ROS ve stfevech, které

nasledné zvysuji riziko rozvoje ulcer6zni kolitidy (Broekman a kol. 2014).

Deficit aktivity GSTM1 je pozorovan az u 30-50 % populace. Nulovy genotyp GSTM1
souvisi s nizkou kapacitou pro detoxikaci nékterych xenobiotik. Také je snizena regulace
oxidac¢niho stresu, coz vede k poSkozeni bunky zpiisoben¢ aktivitou volnych radikalt (Klusek

a kol. 2014).

2.6 Exkrece

Exkrece je proces, ktery ukoncuje pfitomnost xenobiotik a jejich metaboliti
v organismu. Organy, které se vylu¢ovani u¢astni nejvice, jsou ledviny a jatra (Svihovec a kol.

2018).

2.6.1 Ledvinna exKkrece

Ledviny jsou hlavnim exkre¢nim organem pro 1é¢iva rozpustnd ve vodé, polarni ¢i ve
vodé rozpustné metabolity lipofilnich 1é¢iv (Svihovec a kol. 2018). Latky polarni se vylucuji

pomérné rychle oproti latkam lipofilniho charakteru (Dostélek a kol. 2006).

Molekuly xenobiotik prochazeji glomeruldrni membranou jako volné, s ni¢im nevazané
molekuly. Prostoupit totiZ mohou pouze latky s molekulovou hmotnosti méné nez 65 000 Da.
Latky se dostanou do ultrafiltratu, ktery slozenim odpovida plazmé, jen neobsahuje bilkoviny.
Pti reabsorpci vody v ledvinnych tubulech tyto molekuly nepodléhaji pasivni difuzi. V tomto
dasledku koncentrace vylucované latky nartsta. Jestlize dosahne vysokych koncentraci, je
opétovné vstfebavana do krve. Molekuly vazané s bilkovinou, které neprosly pies glomeruly se

do moci dostanou pies proximalni tubuly kde dochazi k aktivnimu transportu pomoci
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specifickych pirenasecovych systémi. Prostoupi tak opét pouze volné molekuly (Dostalek a kol.

2006).

2.6.2 Jaterni exkrece

Jatry jsou vylucovany primarné konjugaty s kyselinou glukuronovou. Nekonjugovana
1éCiva jsou vylucovana velmi ziidka (Dostalek a kol. 2006). VyluCovani jatry spociva v
prestupu latky z krve ptes sinusoidalni i lumindlni membranu hepatocytu (krevni a zlucovy pol
hepatocytu) a nasledném transportu zluéi do stieva (Svihovec a kol. 2018). Ptestup lipofilnich
latek z krve v sinusoidech do hepatocytu se déje pomoci pasivni difuze, fungujici na principu
ustanoveni koncentra¢niho gradientu mezi dvéma membranami hepatocytu, a to krevnim a
ZluGovym pélem (Dostalek a kol. 2006, Svihovec a kol. 2018). Sekundarné aktivnim
transportem pomoci prenasSecii SLC (solute carrier) ptechazi zejména vetsi polarni molekuly.
Metabolity xenobiotik do krve vstupuji pies bazolaterdlni membranu hepatocyti pomoci
membranovych transportért ¢i difuzi. Nasledné projdou hepatickymi cévami, dolni dutou Zilou

az do ledvin, ze kterych jsou posléze vylouceny (Svihovec a kol. 2018).

Hepatobiliarni exkrece nastava pii velmi vysoké koncentraci xenobiotik ¢i jejich
metaboliti. Na zluCovém poélu hepatocytu se molekuly do zluCovych cest dostavaji
jednosmérnym aktivnim transportem pomoci prenasect. Zaroven latky, co se dostanou do zluci,
nesm¢éji pasivni difuzi pfechazet ze zZlu€ovych cest ¢i zluéniku zpét do krve, prestoze je zde

koncentrace sto i vicenasobné vyssi (Svihovec a kol. 2018).

V duodenu a tenkém stievé mohou byt konjugaty resorbovany zpét do krve, tim se
prodlouzi uc¢inek podané latky, hovotime o tzv. enterohepatalnim ob&hu (Dostalek a kol. 2006,

Svihovec a kol. 2018).

2.7 Toxické ucinky po uziti bylinnych produktii

Rostlinné ptipravky riznych znacek jsou od sebe slozenim odlisné, jelikoz pro né nejsou
ulozeny zadné standardy kvality (Zarybnicky a kol. 2018a). Jako dopln€k stravy mnohdy
nemusi ani prokazovat zadné ptiznivé Ucinky, a¢ nékteré pripravky je vykazovat mohou. Ve
spoust¢ ptipada také chybi védecké dikazy o jejich pouziti. Jejich pouzivani je proto prevazné

zalozeno na vife a nadéji (Stickel a kol. 2015).
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Od bylinnych ptipravkil spolecnost o¢ekava podporu zdravi, prevenci chorob, zlepSeni
zdravotniho stavu, imunity, kvality zivota, také emocni podporu, dobry terapeuticky vztah
k 1é¢iviim a neposledni fad¢€ 1 podporu hojeni (Stickel a kol. 2015). Tim, Ze se jedna o pfirodni
produkt, jsou pfipravky povazovany za ,bezpecné” (Zarybnicky a kol. 2018a). Negativni
ucinky se pii jeho uzivani neocekdvaji, jsou vnimany jako neskodné alternativy konvenéni
mediciny (Stickel a kol. 2015). Nicméné se kazdy rok setkavame s ptipady jaterniho poSkozeni
zpusobeného uzivanim bylinnych piipravki (Zarybnicky a kol. 2018a). Jaterni toxicitu mohou

vyvolat i pridané slozky v pripravku (Stickel a kol. 2015).

Az 65 riznych druhil bylin a bylinnych doplikii bylo identifikovdno jako pfic¢ina
onemocnéni jater. Odhaleno bylo dalSich 100 bylin ¢1 bylinnych smési tradi¢ni ¢inské mediciny
(Zarybnicky 2018a). Hepatotoxické ucinky bylinnych ptipravki je ale velmi obtizné prokazat.
Neexistuji zadné testy, které by prokazaly hepatotoxicitu zplisobenou bylinnymi produkty. A
proto je zde nejdiilezitejsi ziskat podrobnou proaktivni anamnézu pacienta o vSech uzivanych
lécich a dopliicich, peclivé vylouceni ostatnich pii¢in a hledani dostupnych zprav o podobnych

udalostech spojenych s piipravkem nebo slozkami v ném obsazenych (Stickel a kol. 2015).

Monoterpeny pouzivané v kosmetice, farmaceutickém prumyslu ¢i 1é¢itelstvi mohou
jaterni toxicitu také vyvolat. Principem toxicity jsou reaktivni metabolity, zvySena tvorba
reaktivnich forem kysliku a zhorSené schopnosti antioxida¢nich mechanismu (Zarybnicky a
kol. 2018a). Proto by méla byt pfirodnim produktim, zejména s obsahem terpenil, vénovana
vétsi pozornost, zda i dal$i druhy terpenti nemohou vykazovat hepatotoxické ti€inky pro lidsky

organismus (Zarybnicky a kol. 2018a).

Jatra jsou organ, ktery je pro toxické ucinky cilovou tkani. Ke xenobiotikim
predisponuji svou funkei a strukturou vysokou citlivosti. Hepatocyty jsou ¢asto vystavovany
peroralné podanych xenobiotiktim bez jakékoliv systémové modifikace ¢i fedéni latky, jelikoz

se do jater dostavaji ptimo venozni krvi z portalniho ob&hu (Zarybnicky a kol. 2018a).

Jaterni toxicita muze byt zplisobena piimym pusobenim nebo prostiednictvim
sekundarnich  a¢inki. Pfimy mechanismus spoCiva v poSkozeni mitochondrii,
endoplasmatického retikula, cytoskeletu, mikrotubulii i jadra bunék. Tim dojde k naruseni
jejich aktivity, naruSeni riznych metabolickych drah a bunétného dychani. Vysledkem je
intraceluldrni stres, ktery mize vést k apoptoze nebo nekrdze bunék (Singh a kol. 2011). Velmi

nachylnymi bunkami k toxickym ucinkiim se stavaji ty, které se podili na anabolickych
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pochodech. Toxické latky zde mohou pusobit jako antimetabolity nebo ovlivnit pochody

souvisejici s produkei mitochondrialni energie (Zarybnicky a kol. 2018a).

Cast&jsi jsou negativni Gginky zpisobené sekundarnimi mechanismy poskozovani.
Jednd se napiiklad o reaktivni metabolity kovalentné navazané na kliCcové bunécné
makromolekuly, ¢imz jej deaktivuji. Glutathion poskytuje svou detoxika¢ni funkci pro
navazani téchto latek, ale pfi velké koncentraci toxickych produktiit mohou byt jeho kapacity
vyCerpany (Singh a kol. 2011). Dale to mtize vést ke kolapsu syntézy ATP, Spatné regulaci
iontovych gradientli a také oxidacnimu poSkozeni jater, coz zplsobuje zménu signalnich
transduk¢nich drah (Zarybnicky a kol. 2018a). Tim dochézi k aktivaci ¢i inhibici signalnich

kinas, transkrip¢nich faktortinebo genové exprese (Singh a kol. 2011).

Vlivem enzymatického odbouravani xenobiotik se mohou tvofit lokdlné reaktivni
toxické metabolity nebo se zvySuje produkce kyslikovych meziprodukti, a tim dojde

k prekroceni antioxida¢nich kapacit organismu (Zarybnicky a kol. 2018a).

Kazdy hepatotoxicky pripravek vyvolava rizné jaterni zmény. Bud’ jsou to zmény
funkéni nebo morfologické. Dle téchto zmén se 1isi i klinické projevy (Zarybnicky a kol.
2018a). Bylinné ptipravky jsou schopné vyvolat velké patologické jaterni zmény. Jedna se
napiiklad o zonalni nekr6zy, hepatitidu, cholestazu, steatdozu, granulom, cévni 1éze nebo
nauzea, anorexie, bolesti bticha, mize se objevit vyrazka a zvraceni (Teschke a kol. 2015). Za
typické priznaky poskozeni jater jsou povazovany ikterus a zloutenka, tmavd moc¢ a svétla
stolice (Singh a kol. 2011). Kvuli vysoké hladiné bilirubinu také svédéni kiize (Singh a kol.
2011). Nekteti pacienti mohou vlivem nadmérné hepatotoxicity vykazovat az stav akutniho

selhavani jater, které bez transplantace miize vést ke smrti (Teschke a kol. 2015).

Jednim z kritérii pro urceni hepatotoxicity bylinnych preparati je vyuZiti stanoveni
laboratornich biochemickych markert, stanoveni bilirubinu, aspartdtaminotransferasy (AST),
alaninaminotransferasy (ALT) a alkalické fosfatasy (ALP) (Teschke a kol. 2015). Markery
hepatotoxicity jsou povazovany zvysené hladiny transaminas ve spojeni s dvojnasobnym
zvySenim bilirubinu. Jeji potvrzeni by mélo byt doplnéno o histolopatologické vysetieni (Singh
a kol. 2011). Vysledkem stanoveni enzymt je jejich aktivita, v€etné urceni poméru ALT/AST.
Jedna se o casné markery jaternich onemocnéni. Pfi strukturnim posSkozeni jater byva
katalytickd aktivita enzymi ALT a AST vy$§i. Mitochondridlni AST je vyplavovéana
z hepatocytl az pti nekroze, pomer katalytickych aktivit AST/ALT je zde vyssi nez 1,0. U
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mirnych forem onemocnéni byva pomér mensinez 1,0 (Beranek 2013). Tyto enzymy pomahaji
detekovat poskozeni hepatocytl. Po ukonceni expozice danému hepatotoxickému ptipravku se
u pacientll se zvySenymi jaternimi enzymy jejich hladiny obvykle vrati na normalni uroven, a

to béhem nékolika tydnli nebo mésicti (Teschko a kol. 2015, Singh a kol. 2011).

2.7.1 Laboratorni stanoveni jaternich enzymi a bilirubinu

Pro stanoveni katalytické aktivity enzymt se nejcastéji vyuziva fotometricka metoda,
dnes jiz v bézné rutinni laboratofi plné¢ automatizovana (Beranek 2013). Pfi stanoveni ALT
katalyzuje transaminaéni reakci mezi alaninem a 2-oxoglutaratem. Tim vznikd pyruvat a
glutamat. Pyruvat se pomoci laktatdehydrogenasy redukuje na laktat a zaroven se koenzym
NADH oxiduje na NAD". Pokles absorbance NADH je fotometricky monitorovan (Beranek

2013). Zacatek reakce je ve vzorcich zndzornén na Obrazek 7.

COOH COCH
CH; -:lH2 CH3 flin
HZN—éH + -:le s ézo + ilsz
COOH i’:n (IZOOH Hzm—tl:H

éOOH éDDH

L-alanin 2-oxoglutarat pyruvat L-glutamat

Obrazek 7 Stanoveni ALT (Zdroj:<
http://kolweb.lf2.cuni.cz/Ustavy/biochemie/vyuka/aminotransferazy.pdf>)

AST se stanovuje Upln€ stejné€, jen katalyzuje reakci aspartatu a 2-oxoglutaratu na
oxalacetat a glutamat. Tato reakce je zndzornéna na Obrdzek 8. Oxalacetat je dale redukovan

malatdehydrogenasou na malat. Opét se zde oxiduje NADH na NAD™ (Beranek 2013).

COOH COOH
COOH | COOH |
I CH, | CH,
CH, | CH, |
I ?Hz LA u|: i CIin
H;N—CH + = +
il c=0 il | H,N—CH
COOH | COOH
COOH COOH
L-aspartat 2-oxoglutarat oxalacetat L-glutamat

Obrazek 8 Stanoveni AST (Zdroj.: <
http://kolweb.lf2.cuni.cz/Ustavy/biochemie/vyuka/aminotransferazy.pdf>
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U obou enzyml méfime pokles absorbance pii 340 nm, ktery je pfimo umérny

katalytické aktivité¢ enzymu (Beranek 2013).

U stanoveni ALP je substratem 4-nitrofenylfosfat, pti hydrolyze v zasaditém prostiedi
vznika jeho defosforylovany produkt, ktery absorbuje pfi 405 nm. Absorbance je opét piimo

umérna katalytické aktivité¢ ALP (Beranek 2013).

Vyssi koncentrace celkového bilirubinu se vyskytuji pii poSkozeni hepatocyti pii
onemocnéni jater a zlucovych cest. Zvysena koncentrace muze byt jak z konjugovaného, tak z
nekonjugovaného bilirubinu, ale samoziejme i zvySenou koncentraci obou frakei (Beranek

2013).

Bilirubin je stanovovan také fotometricky van den Berghovou diazoreakci. Stanoveni je
zalozeno na kopulaci bilirubinu s diazotovanou kyselinou sulfanilovou. Nasledné zde vznika
azobarvivo, které absorbuje v rozmezi 520-550 nm. Reakce se odehrava v kyselém prostiedi.
Pro stanoveni celkového bilirubinu je nezbytna ptitomnost akceleratoru, kterym je zde kofein
spolu s benzoanem sodnym nebo methanolem. Pokud akceleratory do reakce nejsou ptidany,

vzniklé azobarvivo je vytvoreno pouze z ptimého konjugovaného bilirubinu (Beranek 2013).

2.8 Metabolismus kafru a jeho toxicita

Do organismu je kafr velmi snadno absorbovan po jakymkoliv druhu podani, at
inhalaci, dermalné& &i peroralné. Denni terapeuticka davka kafru pro ¢lovéka je 1,43 mgkg™.
Po poziti dosahuje jeho koncentrace maxima zhruba za 3 hodiny. Pii dermalnim podani je

koncentrace kafru témef nedetekovatelna (Zuccarini 2009).

Kafr je distribuovan po celém téle. Z tohoto diivodu by jej nemély uzivat téhotné a kojici
zeny. Jeho vazba na plazmatické proteiny se odhaduje na 61 %. Biologicky polocas pii poZiti

200 mg samotného kafru byl ur€en na 167 minut, pii poziti s rozpouStédlem na 93 minut

(Zuccarini 2009).

U zvitat podléha jaternimu metabolismu, zejména procesu hydroxylace. Na reakcich se
podili zejména CYPy. V moci zvitat byly prokdzany rtizné¢ druhy hydroxylovanych forem
kafru. Hydroxylované metabolity se do moce dostavaji konjugované spolu s glukuronovou

kyselinou (Zuccarini 2009).
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U lidi se kafr hydroxyluje v pozicich 3, 5, 8 nebo 9 na hydroxyderivaty, které jsou
hlavnimi metabolity identifikovanymi vmoci. 5-hydroxy-, 8-hydroxy- a 9-hydroxykafr byly
dale oxidovany alkohol- a aldehyddehydrogenasou na odpovidajici ketony a karboxylované
kyseliny a poté konjugovany s kyselinou glukuronovou (Aquilar a kol. 2008, Santos a kol.
2015). Na metabolismu se podileji CYPy, obzvlasté¢ CYP2A6. Enzym CYP2A6 hydroxyluje L-
kafr na 5-exo-hydroxykafr. U jinych Zivo¢isSnych druhti (napt. kralika a pst), kterym byl podan
L-kafr a D-kafr, byly nalezeny metabolity 3-hydroxykafr, 5-exo-hydroxykafr, 5-endo-
hydroxykafr a borneol, ktery vznikd redukci kafru. Identifikované metabolity vytvotfené z

D-kafru jsou na Obrazek 9 (Aquilar a kol. 2008).

o, HO © ©
+ +
HO H

borneol isoborneol 9-hydroxycamphor  8-hydroxycamphor
@i d-camphor 2,5-bornanedione

3-endo-hydroxy-

camphor

5-exo- 5-endo-
hydroxycamphor hydroxycamphor

Obrazek 9 Metabolity D-kafru (Zdroj: Aquilar a kol. 2008)

Pouziti kafru je mezi lidmi v§eobecné znamo, je obsazen v fad¢ bylinnych produktt.
Nicméné je mezi lidmi malé pov€domi o tom, Ze by kafr mohl zplsobit pfipadnou intoxikaci.
Nejvétsi hrozba intoxikace je u déti a kojenct. Historicky se vétSinou jednalo o ndhodné uziti,
ale také byly zaznamenany pifipady intoxikace kojenct, jez se intoxikovaly aplikaci do nosu.
V letech 1990-2003 bylo zaznamenano az 100 000 ptipadi otrav vyrobky obsahujicimi kafr
(Zucccarini 2009). Ptiznaky intoxikace kafrem zahrnuji centralni nervovou stimulaci, oralni a
zalude¢ni podrazdéni, nevolnost, zvraceni, halucinace, delirium, svalovou vzruSivost, ties,
kiece a retenci moci. Lokalné miize zptsobit podrazdéni kiize, o¢i a sliznic dychacich cest

(Aquilar a kol. 2008).
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Letalni davka kafru u dospélych se pohybuje od 50-500 mg/kg. Smrt je obvykle
zpusobena respira¢nim selhanim nebo stavem status epilepticus. U dospélych je toxicka davka
2 g, 4 g jsou potencialné smrtelné. Smrtici peroralni davka se u déti odhaduje na 0,5-1 g, u
kojencti 70 mg/kg. Pfesny mechanismus toxickych uc¢inki kafru zistava stale nezndmy (Santos

a kol. 2015).

Pred pouzitim produktu s kafrem je tfeba mit na paméti, Ze ne pro kazdého je vhodny.
Pokud je ¢lovek predisponovan ke kire¢im, neni jeho uziti vhodné. Také neni doporucen pro
téhotné, jelikoz prostupuje placentou a mohl by ohrozit plod (Zuccarini 2009). Plod postrada
enzymy, které kafr hydroxyluji a konjuguji, coz mize vést ke spontdnnimu potratu. Z tohoto
divodu jej Zeny diive zneuzivaly jako abortivum. Teratogenita na zvifecich modelech

prokéazana nebyla (Santos a kol. 2015).

Otravy kafrem byly také zpisobeny nespravnym pouzitim. Proto je klicové kafrové
ptipravky podavat v souladu se spravnym davkovanim, zplisobem uZziti a anamnézou. Pak je

jeho podani bezpecné (Zuccarini 2009).
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3 CiL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit i¢inek dvou isomert kafruna proteinovou
a mRNA expresi hlavnich biotransformacnich enzymt v lidskych jaternich fezech. Pro

dosazeni cile této diplomové prace bylo tfeba:

e Ptipravitultratenké jaterni fezy z tkdni pacientii a inkubovat je s (-)-kafrem a (+)-kafrem

e Stanovit proteinovou expresi CYP3A4, CYP2C, AKRIC3 a GSTA pomoci
polyakrylamidové gelové elektroforézy za denaturujicich podminek s naslednym
western blotem

e Stanovit expresi mRNA AKRIC, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C, CYP3A4, NQOI,
SULT1AI1, UGT1A6, GSTA1 a GSTPI pomoci kvantitativni polymerasové fetézové

reakce v redlném Case v kombinaci s reverzni transkripci
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material

Vzorky lidské jaterni tkané pochazely z Chirurgické kliniky Fakultni nemocnice Hradec

Kralové a byly ziskany od pacientli, kterym byla v rdmci 1écby nadorového onemocnéni

odstranéna ¢ast jater. Etickd komise Fakultni nemocnice Hradec Kralové schvalila odbér tkané

k experimentalnim i¢elim (povoleni ¢. 201703 S14P). VSichni pacienti podepsali informovany

souhlas s timto odbérem. Dostupné informace jsou uvedeny v Tabulka 2.

Tabulka 2 Informace o pacientech

Pacient | Pohlavi | Vék (roky) | Diagndza Komorbidity Medikace Chemoterapie
' . FUFA, pak
indapamid,

46 ) 53 metastaze CRC hypertenze ) ) FOLFIRI +
perindopril )
panitumumab
metastaze metformin,
. DMZ, . . .
48 Q 72 endokrinniho glimepirid, %]
hypertenze o
tumoru ramipril
furosemid,
hypertenze, amlodipin,
. FOLFOX +
49 3 72 ChCC polyneuropatie | metoprolol, )
N ‘ ‘ bevacizumab
po chemoterapii | perindopril,
pregabalin

CRC, kolorektalni karcinom, ChCC, cholangiocelularni karcinom, DM2, diabetes mellitus 2.

typu

4.2 Chemikalie

(-)-kafr

(+)-kafr

EXTRASYNTHESE

EXTRASYNTHESE

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

Akrylamid/bis-akrylamid 40% (AA+bis AA)
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BCA Protein Assay kit

Bromfenolovd modf

Diethylpyrokarbonat (DEPC)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH>PO4)
Dihydrogenuhli¢itan sodny
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiotreitol (DTT)

DNAsa a DNAsa buffer

Dodecylsiran sodny (SDS)

ECL Prime Western Blotting detection reagent
Ethanol absolutni

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)

THERMO SCIENTIFIC

SIGMA-ALDRICH

BIOGEN

PENTA

PENTA

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

NEW ENGLAND BIOLABS

SIGMA-ALDRICH

GE HEALTHCARE

PENTA

SIGMA-ALDRICH

Ethylenglykol-bis(pB-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina (EGTA)

Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Fluorid sodny (NaF)

Gentamycin

Glukosa

Glycerol

Glycin

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Hovézi protilatka proti kozimu IgG konjugovana s HRP
Hovézi protilatka proti kralicimu IgG konjugovand s HRP
Hydrogenuhlic¢itan sodny (NaHCOs3)

Hydroxid sodny (NaOH)
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SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

DR. KULICH PHARMA

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

SANTA CRUZ BIOTECH.

SANTA CRUZ BIOTECH.

PENTA

PENTA



Chlorid draselny (KCl)

Chlorid sodny (NaCl)

Chlorid véapenaty (CaCl,)

Chloroform

Chlorovodikova kyselina 36% (HCI)
Inhibitory proteas

Isobutanol

Kozi protilatka proti AKR1C3

Krali¢i protilatka proti CYP3 A4

Krali¢i protilatka proti CYP2C

Krali¢i protilatka proti GSTA

Kralic¢i protilatka proti kalnexinu
Lihomethanol

Methanol

Molekulovy standard Precision Plus Protein™ All Blue
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Néhodné hexamery — N6

Persiran amonny (APS)

Pyrofosfat sodny

Reakeni pufr pro RT

Reverzni transkriptaza (RT) —ProtoScript I
Siran hote¢naty (MgSOs. 7 H,O)

Smés deoxynukleotidi (ANTPs)

Sm¢és inhibitort proteas
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PENTA

PENTA

PENTA

PENTA

PENTA

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

ABCAM

ABCAM

ABCAM

ABCAM

ABCAM

PENTA

PENTA

BIO-RAD

SIGMA-ALDRICH

GENERI BIOTECH

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

NEW ENGLAND BIOLABS

NEW ENGLAND BIOLABS

SIGMA-ALDRICH

GENERI BIOTECH

SIGMA-ALDRICH



B-glycerolfostat

Susené odtuc¢néné mléko
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

TRIzol

Tween 20

Vanadi¢nan sodny (Na3;VOy)

xCEED SG gPCR mix

4.3 Pristroje

Analytické vahy

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos
Centrifugana desticky

CO; inkubator s regulaci kysliku CB-170-O
DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR
Chemiluminiscen¢ni detektor Alliance Q9 Advanced
Krumdieck Tissue Slicer MD4000
Laboratorni kyvacka

Laboratorni vahy

Laminarni box bioair AURA 2000 M.A.C.
Magnetickd michacka

Mini centrifuga Sprout

Mini-PROTEAN tetra

Mixer Vortex Shaker Model MS 2
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SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

MRC

SIGMA-ALDRICH

CARL ROTH

BIOTECH

SARTORIUS

THERMO SCIENTIFIC

HERMLE

BINDER

BIOSAN

UVITEC

TSE SYSTEMS

HEIDOLPH

SARTORIUS

BIOAIR

IKA

HEATHROW SCIENTIFIC

BIO-RAD

IKA



Nanodrop 2000 THERMO SCIENTIFIC

Napéjeci zdroj pro elektroforézu BIO-RAD

PCR cyklér MJ mini BIO-RAD

pH metr Inolab WTW

Real-time PCR systém Quant Studio 6 APPLIED BIOSYSTEMS
Spektrofotometr Infinite M200 TECAN
Termoblok Thermomixer Comfort EPPENDORF
Trans-Blot Turbo Transfer System BIO-RAD

Vodni lazen THERMO HAAKE
Zatizeni na Gipravu vody Milli-Q RG MILLIPORE MILLIPORE

4.4 Metodika

4.4.1 Priprava ultratenkych lidskych jaternich Fezi

Pro studie metabolismu a toxicity xenobiotik je k dispozici Siroka §kala jaternich in vitro
modell. Bézné¢ pouzivané in vitro modely predstavuji perfundovand jatra, hepatocyty,
subcelularni frakce, rekonstituované purifikované enzymové frakce nebo jaterni fezy, které
stabilng exprimuji vybrané jaterni enzymy. Vyhodou hepatocytti a jaternich fezl je obsah celé
fady enzymu 1. a II. faze biotransformace (Price a kol. 1998). Rezy zjaterni tkané obsahuji
vSechny typy bunck vcetné mezibunéné hmoty. VSechny interakce mezi buiikami a
mezibunécnou hmotou maji zachovalé. Jaterni fezy se ukdzaly jako velmi uzite¢ny model pro
studium biochemickych funkci, jimiz jsou naptiklad endogenni metabolismus, biotransformace
a jeji indukce €i transport 1éCiv a jinych xenobiotik vyuzivanych pro toxikologické studie nebo
pro hodnoceni uc¢innosti I¢ki (Graaf a kol. 2010). Proto jsem ve své diplomové praci pouzila

jako modelovy systém prave ultratenké lidské jaterni fezy.

Vzorky lidskych jater jsem aZz do samotné piipravy jaternich fezii uchovavala
s chladnym roztokem Euro-Collins v nddobé¢ s ledem. Roztok Euro-Collins je hyperosmolarni

roztok, ktery se pouziva zejména pro konzervovani tkédn€. Roztok snizuje bunécny
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metabolismus véetné pozadavkl na kyslik, a tim chréani tkan pted ischemickym poskozenim
(Taylor a kol. 2001). Nezbytnou soucasti celého procesu bylo jatra udrzovat neustéale na ledu.
Pfed samotnym procesem kréjeni jsem jatra oplachla Krebs-Henseleitovym pufrem, aby se

z jater vyplavila prebyte¢na krev.

Pro krajeni ultratenkych jaternich fezli jsem pouzila Krumdiecklv krajec. VSechny Casti
krajece jsem si den pfedem vydezinfikovala 70% lihem. Zaroven jsem si pfichystala zasobni

roztok Krebs-Henseleitova pufru i kultivacni médium.
Zasobni roztoky:

Zasobni roztok Krebs-Henseleitova pufru a Williamsovo medium E suplementované

glutaMAXem jsem piipravovala podle Tabulka 3 a Tabulka 5.

Dle Tabulka 3 jsem si jednotlivé slozky navazila a rozpustila v redestilované vodé.
Chlorid véapenaty jsem piidavala az jako posledni slozku, jelikoz hrozilo vykrystalizovéni
uhli¢itanil z roztoku. V den pouziti jsem 10x koncentrovany Krebs-Henseleitiv pufr findlné
nafedila (Tabulka 4) anechala hodinu probublavat pneumoxidem (95 % O,/5 % CO,). Nasledné
jsem upravilapH na 7,4 pomoci pH-metrua 4 M HCI. Na jedna jatra jsem potiebovala pfiblizné

1 litr Krebsova-Henseleitovapufru.

Tabulka 3 Slozeni 10x koncentrovaného Krebs-Henseleitova pufru

Zasobni roztok Krebs-Henseleitova pufru
Navazka (g) | Objem (ml)
Chlorid draselny (KCI) 1,87
Chlorid sodny (NaCl) 34,5
Siran horecnaty (MgSO4.7H,0) 1,36
Dihydrogenfosforecnan draselny (KH,POy, 0,82
Chlorid vapenaty (CaCl,) 1,39
Redestilovana H,O 500 ml
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Tabulka 4 Findlni roztok Krebs-Henseleitova pufru

Finalni roztok Krebs-Henseleitova pufru
Navazka (g) Objem (ml)

Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCQO3) 2,1
Glukoza monohydrat/anhydrid 4,95¢/(4,5 g anhydridu)
H.EPES.(4-(2-hydr0xyet!1yl)-1-. 238 ¢
piperazinethansulfonova kyselina) ’
Zasobni roztok (10x koncentrat) 100 ml
Redestilovana H,O doplnit do 1000 ml

Williamsovo medium E suplementované glutaMAXem (WME) je komeréné dostupné
médium obohacené o glutaMax, coz je stabilni forma glutaminu — L-alanyl-L-glutamin. Pied
pouzitim jsem k WME pftidala glukozu a gentamycin (Tabulka 5). Finalni koncentrace glukozy

byla 36 mM. Nésledn¢ jsem roztok sterilné prefiltrovala pies filtr s pory velkymi 0,22 pm.

Tabulka 5 Kultivacni Williamsovo medium E suplementovné glutaMaxem

Williamsovo E médium

Objem Williamsova E media s glutaMAXem
500 ml
50 pg/ml gentamycin 500 ul
Glukosa (anhydrid) 2,24 g

Skladovani zasobnich roztokii i pripraveného krajece:

Vycistény a do alobalu zabaleny Krumdiecktiv kraje¢ véetné piipravenych zasobnich

roztokll jsem uchovavala pti teploté 4°C do dalsiho dne.

4.4.1.1 Viastni krdjeni rezii

Pro pripravu lidskych ultratenkych jaternich Fezi jsem dale potifebovala: Petriho
misky, tac, filtra¢ni papir, lih, chlazeny termostat, laminarni box, pinzetu, 12-jamkové desticky

a led.

Vsechny casti Krumdieckova krajece jsem sestavila a napojila k 14zni s termostatem.
Teplotu v termostatu jsem nastavilana 4°C. Do krajece jsem opatrné nalila okysli¢eny Krebs-

Henseleittv pufr. Ujistila jsem se, Ze pufr neprotéka, a pak jsem krajec nechala 20 minut chladit.
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Jatra jsem nakrajela horizontalné na zhruba 1 cm tlusté platky. Z platkh jsem krouzivym
pohybem kolmo vici ploSe fezu vykrajovala soumérné a nedeformované valecky o prameéru
8 mm. Pi1 tvorbé valeckil jsem se snazila vyhnout vazivu a cévam. Z vykrojenych valecki jsem
dale pomoci krajece ziskala fezy o tloust'ce 150-180 um. Platky jater, valecky i vysledné fezy
jsem méla neustale v okysliceném Krebs-Henseleitové pufru ulozené na ledu. S jatry jsem

manipulovala velmi opatrné a pouze pinzetou.

Znamkou kvalitniho fezu byl okrouhly tvar, hladké okraje a spravné tloust'’ka. Na kvalitu

fezu jsou obecné kladeny vySsi naroky zejména pti stanovovani toxicity a genové exprese.

4.4.1.2 Preinkubace a inkubace iezi

V laminarnim boxu jsem pfipravené fezy entomologickou pinzetou piendala do
12-jamkové desticky naplnéné WME pufrem. Kazdé jamka obsahovala 1 ml roztoku WME bez
testované latky a jeden fez. Preinkubaci i inkubaci jaternich fezil jsem provadéla v inkubatoru
predehiatém na 37°C Béhem vkladani desticek jsem hladinu plyni méla nastavenou na 70 %
0,/5 % CO; a po naplnéni byla zvednuta na 85 % O,/5 % CO,. V inkubatoru jsem desticky
béhem inkubaci nechala tfepat pti 90 rpm. Desticku jsem nechala preinkubovat 1 hodinu.

Béhem této faze dochazelo k odstranéni poskozenych a nekrotickych bunék.

Po probéhlé preinkubaci jsem fezy piendala do nové 12-jamkové desticky, kterd
tentokrat obsahovala 1,3 ml WME a testovanou latku. Kontrolni fezy jsem inkubovala pouze s
0,1% dimethylsulfoxidem (DMSO). Vysledna koncentrace (-)-kafru a (+)-kafru rozpusténého
v DMSO u jaternich fezi byla 10 uM a 50 uM. Inkubace probihala 24 hodin a kazdy vzorek
vcetné kontrol byl ptipraven v triplikatu. Kultivace fezii by neméla ptesahnout 24 hodin, jelikoz

muze dojit k poklesu exprese enzymi, aktivity CYPu nebo fibroze tkang.

Po prob¢hlé inkubaci jsem jaterni fezy na stanoveni genové exprese vlozilapo jednom
do 2 ml mikrozkumavky, ptidala 500 pl TRIzolu a dala na led. Vzorky jaternich fezl pro
western blotting jsem vlozila po jednom do 1,5 ml mikrozkumavky, ptidala 250 ul lyza¢niho
pufru (ptiprava lyza¢niho pufru v kapitole Pfiprava vzorkt pro elektroforézua Westernblot), a

také ulozila na led. Nasledn¢ jsem vzorky zamrazila pii teploté -80°C.
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4.4.2 Stanoveni proteinové exprese

Pro stanoveni proteinové exprese sledovanych enzymtit AKR1C3, CYP3A4, CYP2C a
GSTA jsem provedlané€kolik na sebe navazujicich procesti. Jednalo se 0 homogenizaci vzorki,
stanoveni koncentrace bilkoviny ve vzorcich, poté jejich fedéni. Také jsem provedla separaci

proteini pomoci SDS-PAGE a jejich blotting s ndslednou chemiluminiscen¢ni detekei.

Ptenos bilkovin s imunodetekcinasel ve véde siroké uplatnéni. Metodou Ize detekovat
a charakterizovat velké mnozstvi proteinii véetné¢ proteini exprimovanych v organismu v

malém mnozstvi (Kurien a kol. 2015).

4.4.2.1 Piiprava vzorki pro elektroforézu a Western blot

Pied analyzou proteinové exprese jsem si musela vzorky spravné natedit. Z hlediska
vysledkt byla priprava vzorka velmi diilezitou ¢asti prace, kterd by v piipad¢ chybného fedéni

¢i vypoctu vedla k vyznamnému ovlivnéni vysledku.
Zasobni roztoky:

SloZeni zasobnich roztokli vzorkového a lyzaéniho pufru pro pfipravu vzorkd na

analyzu proteinové exprese mame uvedené v Tabulka 6 a Tabulka 7.

Tabulka 6 Slozeni 4x SDS vzorkového pufru

4x SDS vzorkovy pufr
Sloz Koncentrace zasobniho Konecna Pipetovené/navazené
ozka . s
roztoku koncentrace mnozstvi
Tris/HCI pH 6,8 1M 200 mM 4 ml
glycerol 85% 40% 9,41 ml
SDS 6 % 12¢g
DTT 02M 0,617 g
Bromfenolova mody 0,3% 0,1¢g
Redestilovana voda 20 ml
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Tabulka 7 Slozeni lyzacniho pufru

Lyzaéni pufr

Slovka Koncentrace zasobniho Konedna koncentrace Pipetovenév/na\'féiené
roztoku mnoZzstvi
Tris/HCI pH 7,4 1M 50 mM 50 ml
NaCl 150 mM 8,766 g
glycerol 85% 10% 117,65 ml
Triton X-100 100% 1% 10 ml
EDTA 2 mM 0,58 ¢g
EGTA 2 mM 0,76 g
B-glycerolfosfat 40 mM 8,52 ¢g
NaF 50 mM 2,09 ¢
pyrofosfat sodny 10 mM 4,46 g
DTT 2 mM 0,3085 g
NazVO, 200 uM 0,03678 g
Redestilovana voda doplnitdo 11

Skladovani zasobnich roztoku:

Piipraveny zasobni vzorkovy i lyza¢ni pufr jsem skladovala v mrazaku pii -20°C.
Lyzacni pufr jsem rozpipetovalapo 13 ml a zamrazila. Pfed pouzitim jsem ho doplnila o smés
inhibitord proteas a PMSF (inhibitor serinovych proteas) tak, Ze jsem ke 13 ml zasobniho
lyzac¢niho pufru ptidavala 130 pl smési inhibitort proteasa 130 pl 100 mM PMSF. PMSF 100
mM jsem ptipravila rozpousténim navazky 17,42 mg v 1 ml ethanolu. Upraveny lyzacni pufr

s inhibitory, PMSF a 100 mM roztok PMSF jsem skladovalav lednici.

Na pripravu vzorki jsme dile potiebovali: Homogenizacni tyCinky, mikrozkumavky

1,5mla 0,5 ml, led.

Vzorky jsem meéla nachystané v 1,5 ml mikrozkumavkéch s lyzaénim pufrem a
zamrazené pii -80 °C. Nejprve jsem je nechala na ledu rozmrznout. Pomoci ty¢inkového
homogenizatoru jsem provedla homogenizaci tkan€. Na jaterni fezy jsem nékolikrat ty€inkou
krouzivymi pohyby zatlacila, abych zajistila rozpad bunék, a tim doslo k uvolnéni bunééného

obsahu. Homogenizované vzorky jsem nechala 20 minut odpocivat na ledu.

Nasledné jsem je centrifugovala 10 minut, pii 13 000 rpm a 4°C. Po prob¢hlé

centrifugaci jsem odsala vSechen supernatant a napipetovalado 1,5 ml mikrozkumavek.

Z takto zhomogenizovanych fezl jsem pfipravila smésny vzorek smichanim stejného

objemu ze vSech tfi fezl, které byly pro jednotlivé vzorky ptipraveny. Z kazdého fezu jsem do
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0,5 ml mikrozkumavky pipetovala 100 pl. Pro jakoukoliv manipulaci se vzorky jsem je méla
vzdy na ledu. Smésné vzorky i supernatanty jsem uchovavala pii -80°C. Ve smésnych vzorcich

jsem stanovila koncentraci bilkoviny pomoci metody s bicinchoninovou kyselinou.

4.4.2.1.1 BCA stanoveni bilkoviny

V alkalickém prostiedi proteiny reaguji s Cu?*, ¢imz se mé&d’naté ionty redukuji na Cu'”.
V prostiedi kolem pH 10 Cu'* vytvaieji modrofialovy stabilni komplex s BCA a intenzita jeho
zabarveni je pfimo umérna mnoZzstvi bilkoviny ve vzorku (Otieno a kol 2016, Smith a kol.

1985). Zjednoduseny postup mizeme vidét na Obrazek 10.
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Obrazek 10 Princip stanoveni bilkoviny metodou s BCA (Otieno a kol. 2016)

Zasobni roztoky:

- Roztok A — Byl ¢iry roztok ptfipraveny od vyrobce. Obsahoval NaHCO;, Na,CO;, BCA
v 0,1 M NaOH.

- Roztok B — Byl modry roztok pfipraveny od vyrobce. Obsahoval 4% CuS0Os4.6 H,O.

- Pracovni roztok C —Pomérem 50:1 jsem smichalaroztok A spolu s roztokem B. Tim vznikl
roztok C, ktery mél zelenou barvu. Na moje vzorky stacilo pfichystat celkem 16 ml, pfi¢emz

jsem smichala 15,7 ml roztoku A a 300 ul roztoku B.

- hovézi sérovy albumin 0,1% (BSA) — Pipetovala jsem 5 pl vychoziho roztoku 20% BSA do

1 ml redestilované vody, tim vznikl 0,1% roztok BSA.
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Pro BCA stanoveni bilkoviny jsem dale potiebovala: mikrozkumavky, 96-jamkovou

desticku GAMA a termoblok.

Nejprve jsem si ptipravilajednotlivé koncentrace BSA pro vytvoreni kalibra¢ni kiivky.

Postupovala jsem podle Tabulka 8.

Tabulka 8 Priprava roztoki pro sestrojeni kalibracni primky

Priprava kalibratori
Kalibrator | Koncentrace | 0,1% roztok | Redestilovana
(ng/ml) BSA (ul) voda (pl)
1 0 0 50
2 200 10 40
3 400 20 30
4 600 30 20
5 800 40 10
6 1000 50 0

Vzorky jsem fedila 5x (1:4). Kazdého vzorku jsem méla 50 pl, 40 pl jsem pipetovala

redestilované vody a koncentrovaného vzorku 10 pl.

Do desticky jsem pipetovala 10 pl vzorki i kalibratort. Do kazdé jamky jsem piidala
200 pl pracovniho roztoku C. Kazdy kalibrator mél 4 paralelni métfeni. Vzorky jsem
stanovovala v triplikatu. Napipetovanou desticku jsem protiepala a nechala inkubovat pii37°C

po dobu 30 minut.

Po inkubaci jsem zméftila absorbanci na spektrofotometru TECAN. Nameétfené
absorbance kalibrac¢nich bodli (Obrazek 11) i vzorkil jsem zprimeérovala, a poté spocitala
koncentraci. Jeji hodnotu jsem dale pouzila ve vypoctu pro nafedéni vzorkl na elektroforézu.
Vzorky jsem fedila pomoci pufru, ktery jsem ptipravila smichdnim 500 ul 4xSDS a 1500 pl
lyza¢niho pufru obsahujiciho inhibitory proteas, tak, aby cilovd koncentrace proteinl ve

vzorcich byla 1 pg/pla SDS tvoftilo ve vzorku % celkového objemu.
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Kalibracni krivka BCA
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Obrazek 11 Kalibracni krivka stanoveni BCA

4.4.2.2 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Pro analyzu proteinti je gelova elektroforéza velmi dilezitou a hojné vyuZzivanou
metodikou, konkrétn¢ i v mé diplomové praci pouzita elektroforéza na polyakrylamidovém
gelu s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE) (Kurien a kol. 2012). SDS-PAGE je velmi
uziteCnym nastrojem k rozdéleni proteinovych molekul podle velikosti. Pfitomny SDS
denaturuje sekundarni i terciarni struktury proteini. SDS pokryva molekuly konstantnim
negativnim nabojem, ktery koreluje s jejich délkou, a tim umoziiuje jejich separaci dle jejich
molekuldrni hmotnosti (Brunelle a kol. 2014). Pti elektroforéze na polyakrylamidovém gelu
proteiny migruji v elektrickém poli péry v gelové matrici. Velikost port klesa se zvySujici se
koncentraci akrylamidu. Kombinace velikosti pérti, proteinového naboje, velikosti a tvaru
proteinu urcuje rychlost migrace molekul. Pomoci elektrického pole proteiny potazené SDS
v gelu putuji smérem od negativné nabité elektrody (katody) ke kladné€ nabité anodé¢ (Galler

2007).

4.4.2.2.1 Priprava polyakrylamidového gelu

Zasobni roztoky:

-4 M HCI — Do 150 ml redestilované vody jsem ptidala 88 ml koncentrované HCI. Roztok

jsem doplnila redestilovanou vodou v odmérné batice do 250 ml.
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- 1,5 M Tris-HCl pufr, pH 8,8 — Navazila jsem 18,5 g Trisu, pfidala jsem 75 ml redestilované
vody a vSe jsem nechala michdnim rozpustit. Nasledné jsem upravila pH na 8,8 pomoci pH-

metru a 4 M HCI. Roztok jsem doplnila redestilovanou vodou v odmérné banice do 100 ml.

- 0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8 — Navazila jsem 6 g Trisu, pfidala jsem 75 ml redestilované
vody a vSe jsem nechala michdnim rozpustit. Nasledn¢ jsem upravila pH na 6,8 pomoci pH-

metrua 4 M HCL. Roztok jsem doplnila redestilovanou vodou v odmérné barce do 100 ml.
- zasobni roztok AA+bis AA — Ptipraven k pouziti jako 40% roztok.

- isobutanol nasyceny vodou — Cisty isobutanol jsem smichala sredestilovanou vodou

v poméru 1:1. Tim jsem ziskala v horni vrstvé isobutanol nasyceny vodou.

- 10% SDS — Navazila jsem 10 g SDS, pfidala jsem 80 ml redestilované vody a vSe jsem
nechala michdnim rozpustit. Roztok jsem doplnila redestilovanou vodou v odmérné bance do

100 ml.

- koncentrovany elektrodovy pufr — Navazila jsme 72 g glycinu, 15 g Trisu, 5 g SDS, ptidala
jsem 900 ml redestilované vody a vSe jsem nechala michanim rozpustit. Nasledné jsem upravila
pH na 8,3 pomoci pH-metru a 4 M HCI. Roztok jsem doplnila v odmérné bance do 1000 ml.
Zasobni roztok koncentrovaného elektrodového pufru jsem rozlila po 200 ml do plastovych
nadobek. Pro pouziti jsem 200 ml zasobniho elektrodového pufru fedilas 800 ml redestilované

vody.

- 10% APS — Navazila jsem 50 mg persiranu amonného a rozpustila ve 250 pl redestilované

vody. Roztok jsem ptipravovala vzdy Cerstvy.
Skladovani zasobnich roztokii:

Roztoky 4 M HCI, AA+bis AA, isobutanol nasyceny vodou, roztoky pufrti 1,5 M Tris-
HCIl a 0,5 M Tris-HCI jsem uchovavala v lednici. Roztok 10% SDS jsem uchovavala pfi
laboratorni teploté. NepouZity koncentrovany elektrodovy pufr byl zamrazen a nafedény
elektrodovy pufr jsem uchovavala pii laboratorni teploté. APS jsem rozpoustéla tésné pred
pouzitim.

Na vyrobu 4 gelii jsem potirebovala: 4x sklo se spacerem 1,5 mm, 4x kratké sklo, 2x

nalévaci stojanek, 4x hiebinek 1,5 mm, parafilm, 4x gumové podlozky a 4x spona, houbicka,

myci prostiedek, lihomethanol, papirové ¢tverecky a magnetickou michacku.
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VSechna skla a gumicky jsem peclivé umyla houbickou a mycim prosttedkem na
laboratorni nadobi a omyla redestilovanou vodou. Zavére¢ny oplach jsem provedla
lihomethanolem a nechala oschnout. Po oschnuti pomticek jsem skladala skla, vzdy $lo k sobé
jedno sklo se spacerem a jedno kratké. Zespodu a ze stran jsem skla utésnila zabalenim do
parafilmu. Parafilmem jsem zajistila, Ze gel nevytekl, ale musel byt peclivé natazeny a vytvaret
rovny hladky povrch. Takto slozend skla jsem vlozila do spon, zacvakla a pevné piipnula

vrchnim kolikem do nalévaciho stojanku a zespodu skla pevné pritiskla na gumovou podlozku.

Nalévani gelil jsem provadéla v digestoti, zejména kvuli pouziti TEMEDu. Prvni jsem
nalévala separa¢ni (spodni) gel. Redéni separaéniho gelu jsem piipravovala podle Tabulka 9.
Nejprve jsem v kadince smichala redestilovanou vodu, 1,5 M Tris-HCI pufr pH 8,8 a roztok
AA-+bis AA a 10% SDS. Tyto reagencie jsem michala na magnetické michacce, v digestofi
jsem pridala 200 pl natedéného 10% APS a 16 ul TEMEDu. VSe jsem kratce zamichala a
namichany roztok pipetovala mezi skla do vysky 4,5 cm od spodniho okraje a opatrné jsem ho
pievrstvilacca400 pl isobutanolu nasyceného vodou. Isobutanol tvofici se gel zarovnava, jeho
mnozstvi jsem davala takové, aby pokryl cely povrch (Obrazek 12). Gel jsem poté nechala

60 minut polymerovat.

49



Tabulka 9 Priprava separacniho gelu

Separacni gel - 2 gely; 1,5 mm

10% 12,5%
Redestilovana voda 9,8 ml 8,55 ml
Pufr 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 Sml Sml
40% roztok AA+bis AA 5 6,25 ml
10% SDS 0,2 ml 0,2 ml

iniciace polymerace

Roztok APS 200 ul 200 ul
TEMED 16 ul 16 pl

Obrazek 12 Polymerace separacniho gelu prevrstveného isobutanolem (Autor)

Po polymeraci gelu jsem isobutanol slila a opatrné osusila papirovymi ¢tverecky, aniz
bych se dotkla gelu. Nasledn¢ jsem si natfedila reagencie na zaostfovaci gel dle Tabulka 10.
Nejprve jsem opét v kaddince smichala redestilovanou vodu, 0,5 M Tris-HCI pufr pH 6,8 a
roztok AA+bis AA a 10% SDS. Tyto reagencie jsem michala na magnetické michacce, v
digestofi jsem pifidavala 200 pl nafedéného 10% APS a 16 ul TEMEDu. VSe jsem kratce
zamichala a pipetovala mezi skla az po horni okraj kratSiho skla. Hned po naliti gelu jsem

opatrné zasunula hiebinky. Zaostfovaci gel jsem nechala polymerovat 30 minut.
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Tabulka 10 Priprava zaostiovaciho gelu

Zaostiovaci gel - 2 gely; 1,5 mm
Redestilovana voda 6,42 ml
Pufr 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 2,5 ml
40% roztok AA+bis AA 1,3 ml
10% SDS 0,1 ml
iniciace polymerace
Roztok APS 200 pl
TEMED 16 ul

Takto byly gely pfipraveny k pouZiti. Dalo se s nimi pracovat 1 druhy den, jen jsem je

zabalila do folie a ulozila do lednice.

4.4.2.2.2 Postup elektroforezy

Na zhotoveni elektroforézy jsem poti‘ebovala: termoblok, stojanek na elektroforézu,
skla s gely, vazelinu, vanicku na elektroforézu, viko s elektrodami, napajeci zdroj, vortex,

nanaseci blok, klinek, led a 1x fedény SDS.

Dala jsem si predehiat termoblok na 95°C. Vzorky jsem si vyndala z mrazdku a nechala
je na ledu rozmrznout. Pfed kazdou separaci jsem vzorky denaturovala 5 minut pii 95°C.

Vzorky jsem pted pipetovanim do gelu jesté promichalana vortexu.

Gely jsem umyla pod tekouci vodou a opatrné z nich vyndala hieben tak, abych si
neposkodila vytvofené jamky. Jamky jsem proplachla redestilovanou vodou a nechala vodu

z jamek volné vytéct.

Gumové ¢asti stojanku na elektroforézu jsem namazala vazelinou. Skla s gely jsem do
stojanku pevné vlozila krat§imi skly dovniti a ptitahla sponami. Takto slozeny stojanek jsem
vlozila do vanicky a naplnila ¢erstvym elektrodovym pufrem tak, aby gel byl zcela ponofeny.
Chvilku jsem stojanek pozorovala, zda je dobie slozen a pufr neprotéka. Po ispéSném sestaveni
geltl do stojankt jsem nalila elektrodovy pufr i do vné&jsi ¢asti vanicky. Dle poctu gelt

k separaci jsem ryskou na vanic¢ce méla oznacené kam az hladina vnéj$iho pufru ma dosahovat.
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Zalezelo, zda jsem méla 2 nebo 4 gely. Také jsem se ujistila, Ze hladina pufru vzdy byla nad

dratkem. Vnéjsi elektrodovy pufr jsem pouzivala opakované.

Pomoci nanaSeciho bloku jsem do gelt pipetovala 20 pl vzorku a 1,5 ul molekulového
standardu. Pokud jsem méla v gelu volné pozice, pipetovala jsme do nich 20 pl 1x fedéného

SDS.

Po napipetovani vSech vzorki, standardu 1 1x fedéného SDS jsem vanicku ptiklopila
vickem a pfipojila ke zdroji. Na zdroji jsem nastavila konstantni napéti 90 V. Vanicku jsem

zasypala ledem a nechala separaci probihat (Obrazek 13).

Obrazek 13 Probihajici elektroforéza zasypand ledem (Autor)

Poté co separace piekonala hranici zaosttovaciho gelu, jsem napéti zvySilaazna 150 V.
Elektroforézu jsem zastavila, kdyz ¢elo dosahovalo zeleného okraje ve spodni ¢asti stojanku.
Elektrodovy pufr jsem z vnéjsi ¢asti vanicky uschovala, z vnitini €asti jsem ho vylila. VS§echny

pomiicky jsem fadn€ umyla a oplachla redestilovanou vodou a nechala voln¢ uschnout.

Pro stanoveni CYP3A4, CYP2C a AKRIC3 jsem pouzila 10% separacni gel. Pro
snadnéjsi detekci GSTA jsem pouzila 12,5% gel, jelikoz na 10% gelu se mi ji nepodafilo
zachytit. Dle Obrazek 14 je patrné, ze separace GSTA na 10% gelu probiha ve spodni ¢asti
gelu, tém¢éft na jeho konci, a proto se mi pro jeji stanoveni osvédcila separace na 12,5%, ve
kterém jeji separace probihala ve vyssi poloze. Tim se podatilo GSTA dobte rozdélit anasledné
detekovat. Na Obrazek 14 jsem barevné zvyraznila v 10% a 12% gelech oblasti, ve kterych
jsem detekovala kalnexin (Cerveny), CYP2C a CYP3A4 (fialovy) a GSTA a AKRIC3

(oranzovy).
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Dutlezité bylo si také uvédomit, jaké mame potadi vzorki v gelu. Pomoci nanédseciho
bloku jsem pipetovala vzorky vzdy zleva doprava. Kratsi sklo bylo béhem pipetovani a celé
elektroforetické separace uvniti stojanku, spacer zvenku. TakZe poté, co jsem skla vyndala a
sejmula krats$i sklo, tak mi v dlani zlstal spacer s gelem, na kterém bylo potadi vzorkl
obracen¢, tedy zprava doleva. Proto jsem si oznacovala stranu pipetovani prvniho vzorku tim,
ze jsem si ofizla roh gelu. V tomto pfipadé to byl pravy horni roh. Pro dal$i manipulaci a
uchovani potadi vzorkii bylo klicové gel zrcadlové otocit, aby ofiznuty roh byl na levé stran¢

nahote. Tim jsem docilila potadi jako pfi nanaseni vzorkli pomoci bloku.
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Obrazek 14 Uéinnost separace v gelech o riizné porozité
(<https://dokumenty.upce.cz/F CHT/kbbv-vk/imunochemie/imunochemie-izolace-a-purifikace-

ig-ii.pdf>)
4.4.2.3 Western blot

Western blot je metoda, kterd je vyuZivana zejména pro imunodetekci proteinti. Pfenos
proteinli na mikroporézni membrany se oznacuje jako ,blotting.“ Proteiny, které jsou
separovany pii SDS-PAGE, se obvykle pfendseji na membrany vlivem elektrického proudu
v postupu znadmém jako western blot (WB) nebo blotovani proteini. Pokud bychom na

membranu nanaseli proteiny bez ptedchozi separace elektroforézou, jednalo by se o metodu dot
blot (Kurien a kol. 2015).

Obecny princip imunodetekce spo¢iva v reakei mezi antigenem a protilatkou. Na blotu

mame antigen, na ktery se béhem prvni inkubace navaze primarni protilatka, kterd je specificka
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proti danému antigenu. Tim vznikne komplex antigen-protilatka. Piebytek nenavazanych
slozek odmyjeme a néasledné pfidame protilatku sekundarni, kterd je konjugovana s enzymem.
Sekundarni protilatka je témét vzdy zvitfeci protilatka a je namifena proti primarni protilatce,
na kterou se vaze. Prebytek sekundéarni protilatky opét po inkubaci odmyjeme. Poslednim
krokem je vizualizace vytvofeného komplexu pfidanim substratu. Substrat je Stépen enzymem
navazanym na sekundarni protilatce (Bartinkové a kol. 2011). Schéma imunodetekce mizeme

vidét na Obrazek 16.

B. Chemiluminescence
Substrate

Light

Product

/\
Y
4

Obrazek 15 Schéma imunodetekce (<https.//blog.benchsci.com/western-blot-detection-
methods>)

4.4.2.3.1 Postup provedeni Western blotu

Zasobni roztok:

- blotovaci pufr — Navazila jsem 6,06 g Trisu, 28,8 g glycinu a rozpustila michanim v cca

500 ml redestilované vody. Pfidalajsem methanol a doplnila v odmérné baiice do 2000 ml.
Skladovani zasobniho roztoku:
Roztok byl uchovéavan v lednici.

Na blotovani ¢tyr gelt jsem potiebovala: klinek, propisku, silny filtracni papir, ntizky,

nitrocelul6zovou membranu, valecek, vanicky a pristroj Trans Blot Turbo (Bio-Rad).

Pomoci klinku jsem povolila kratsi sklo, odfizla zaostfovaci gel a spodni ¢ast gelu
s barvivem. Tim jsem méla gel pfipraveny na imunoblotting. Pro veSkerou manipulaci s gely

se mi osvédcilo si klinek namacet v blotovacim roztoku, gely se mi Iépe uvoliiovaly ze spacerd,
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aniz by doslo k jejich poskozeni. Filtra¢ni papiry a membrany jsem nastiihala dle velikosti gela.
VSechny nastiihané pomiicky, v€etné gelti jsem nechala ve vanickach 20 minut naméacet

v blotovacim pufru.

Poté jsem mohla zacit skladat blotovaci sendvi¢. Skladala jsme ho rovnou v kazeté, ve
které blotovani probihalo. Kazda kazeta mtize blotovat nardz celkem dva minigely, kazety jsem
m¢éla dve, takze jsem mohla udélat vSechny ctyfi gely najednou. Blotovaci sendvi¢ jsem
zacinala skladat odspodu, prvni jsem dala filtra¢ni papir, membranu a na ni gel. Opét pro
zachovani poradi vzorkil z leva doprava jsem gel dala tak, aby ofiznuty roh byl stale vlevo
nahote. Pro odstranéni bublin mezi gelem a membrénou jsem vzala vale¢ek a bubliny jim
opatrn¢ vytlacila. Jako posledni vrstvu jsem polozila dalsi filtracni papir, valeCkem uhladila a
polila troskou blotovaciho pufru. Toto jsme provedla u vSech ¢tyt gelt. Kazety jsme pevné

uzaviela, otoCenim zamkla a vlozila do pfistroje.
Pokracovala jsem ovladanim ,,ptistroje Trans Blot Turbo:

Piistroj jsem zapnula a klikla na Select protocol — List — Biorad defined — pro dva
gely v jedné kazeté jsem zvolila 2 MINI. Momentalné stroj nabizel nékolik moznosti gelli, pro
svoje gely jsem vybrala 1,5 mm gel — 10 min a klikla na Edit, kde jsem si ptenastavila ¢as
blotovani na 20 minut. Nasledné jsem zvolila Run a vybrala A: Run i B. Run, a tim zahgjila

blotovani. Pismenko A zde znacilo horni kazetu a B dolni kazetu.

Po skonceni blotovani jsem kazety oplachla destilovanou vodou a nechala uschnout.
Z vytvorenych sendvicli jsem opatrné¢ sejmula vrchni filtraCni papir, otocila blot a dle
pienesené¢ho molekulového standardu jsem se ujistila, ze se pfenos zdafil. Na membrany jsem
si propisovaci tuzkou dle separace molekulového standardu popsala jednotlivé molekulové
hmotnosti nej¢astéji 75, 50 a 25 kDa. Pti popisu jsem se vzdy orientovaladle 75 kDa, od n¢ho

se odvijel popis dal§ich hmotnosti. Na Obrazek 16 mame jeden blot na ukdzku popsany.
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Obrazek 16 Vyrobeny blot pro stanoveni GSTA z 12,5% gelu (Autor)

4.4.2.3.2 Chemiluminiscencni detekce proteinii

Zasobni roztoky:

- 0,1 M Tris pufr, pH 8,0 - Navézila jsem 12,1 g Trisu, pfidalajsem 800 ml redestilované vody
a nechala michanim rozpustit. Nasledn¢ jsem upravila pH na 8,0 pomoci pH-metrua 4 M HCI.

Roztok jsem doplnilaredestilovanou vodou v odmérné batice do 1000 ml.

- TBST - Navazilajsem 8,77 g NaCl, ptidalajsem zhruba 300 ml redestilované vody a nechala
michanim rozpustit. Nasledné jsem ptidala 500 pl Tween 20 a 100 ml Tris pufru, pH 8,0.

Redestilovanou vodou jsem roztok doplnila v odmérné batice do 1000 ml.

- TBS - Navézila jsem 8,77 g NaCl, ptidala jsem zhruba 300 ml redestilované vody a nechala
michanim rozpustit. Nasledn¢ jsem ptidala 100 ml Tris pufru, pH 8,0. Redestilovanou vodou

jsem roztok doplnila v odmérné baiice do 1000 ml.
- 5% mléko — Navazila jsem 7,5 g suSeného mléka a michdnim rozpustila ve 150 ml TBST.

- primarni protilatka — Navazila jsem 400 mg BSA arozpustilav 40 ml TBST. Nasledné jsem
pipetovala 2 pl krali¢i protilatky proti CYP3A4, CYP2C, GSTA ¢i kalnexinu nebo 2 pl kozi
protilatky proti AKR1C3. Tim jsem ziskala protilatku fedénou 1:20 000.

- sekundarni protilatka - Navazila jsem 400 mg BSA a rozpustila v 40 ml TBST. Nasledné
jsem pipetovala 2 ul sekundarni protilatky konjugované s kienovou peroxidasou. Tim jsem

ziskala protilatku fedénou 1:20 000.

56



- substrat — ECL Prime Western Blotting detection reagent. Roztok A (roztok luminolu) jsem
smichalav poméru 1:1 s roztokem B (roztok peroxidu). Zalezelo na velikosti blotii a po¢tu gelt.

Na Ctyfti gely stacilo celkem 9 ml.
Skladovani zasobnich roztoku:

Zasobni roztoky byly uchovavany v lednici. Primarni a sekundarni protilatky se
pouzivaly opakované, a byly skladovany v mrazaku. Substrat i mléko jsem chystala vzdy pied

pouzitim Cerstvé.

Na detekci proteint jsem potirebovala: krabicky, nlizky, euroobal, valecek, alobal a

kyvacku.

Membranu po pieblotovani jsem sinasttihala dle toho, jaky enzym jsem detekovala. Na
Obrazek 17 mame sttihy zndzornéné zelenou pfimkou. Kalnexin mé molekulovou hmotnost
cca 90 kDa, takze jsem membranu pro jeho detekci ustfihla tésn€é nad 75 kDa. Molekulova
hmotnost CYP3A4/CYP2C je zhruba 57 kDa, proto jsem membranu stiihala v misté kolem
37 kDa, GSTA/AKR1C3 ma velikost kolem 25 kDa, tudiz pro ni byla urcena posledni ¢ast
blotu.

Kalnexin

1’6" — ”~ . r

CYP3A4
§o - CYP2C -
8 - as
4 GSTA )y

AKRI1C3

Obrazek 17 Ukazka stithani bloti

Jednotlivé ¢asti membrany jsem ulozila do popsanych krabicek. Ke kazdému blotu jsem
napipetovala alesponi 5 ml 5% mléka. Mnozstvi mléka se odvijelo od velikosti blotd, hlavné
aby byly Upln¢ ponotené. Inkubace probihala na kyvacce. Bloty jsem nechala blokovat nejméné
2 hodiny. V tomto kroku jsem zamezila navazani protilatek na v§echna nespecificka vazebna

mista.
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Po blokovani jsem bloty omyla redestilovanou vodou, odsala veskerou tekutinu a
pfidalajednotlivé druhy primarnich protilatek. Ke kazdému blotu jsem napipetovala asi 20 ml.
Tato inkubace probihala na kyvacce pies noc v chladici mistnosti. Primarni protilatka se zde
cilené vazala na sviij antigen, a to dle specifity bud’ ke kalnexinu, CYP3A4, CYP2C, AKRIC3
¢i GSTA.

Druhy den jsem z krabicek odpipetovala veskerou primarni protilatku. Za pomoci
kyvacky jsem pufrem TBST provedla promyti blotl, 6x 5 minut. Poté jsem ptidala sekundéarni
protilatku. Ke kazdému blotu jsem napipetovala asi 20 ml. JelikoZ se jedna o protilatku proti
primarni krali¢i/kozi protilatce, vazala pouze na protilatku primérni. Inkubace trvala pfii

neustalém kyvani 1 hodinu a 30 minut.

Po inkubaci se sekundarni protilatkou jsem bloty 6x po 5 minutadch promyvala. Béhem
promyti jsem si nafedila do zkumavky substrat a zabalila ho do alobalu, aby byl ve tmé. Po
zavérecném promyti jsem bloty dala do roztoku TBS. Ke kazdému jsem dala alesponi 5 ml, aby

byly zcela ponofené.

Pred chemiluminiscenéni detekei jsem blot vyndala a pipetovala jsem substrat po celém
povrchu membrany. Takto jsem ho nechala inkubovat 5 minut. Poté jsem piebyte¢ny substrat
nechala okapat a bloty vloZila do euroobalu. Bubliny jsem vytlacila ven valeCkem. Tento postup

jsem postupné provedla u vSech blott.

Nasledné jsem vyhodnocovala chemiluminiscenéné denzitu prouzkd v detektoru
Alliance Q9 Advanced (Uvitec). Snimani probihalo velmi rychle. Pfed snimanim jsem si
v programu NiceAlliance zvolila Chemi a ponechala pfedem navolené Auto. Jeden snimek jsem
vzdy vytvoftila tzv. preview, abych se podivala, jak budou bloty snimany. Pak jsem vzdy
navolila tla¢itkem Start skenovani. Program sam doporucil, kolik sekund mé snimani probihat.
Bloty jsem snimala v riznych ¢asech, vzdy vSak maximalné po dobu 20 s. Na snimcich jsem
také kontrolovala tlac¢itkem Saturation sytost, pokud sken vyhodnotil ptilisné nasyceni, Cervené
ho zvyraznil. Pokud ukdzal pfesyceni ¢asti nebo celych bandii, zvolila jsem kratsi ¢as méteni.

Snimky jednotlivychblotli jsem si pribézné ukladala.

Snimky s bandy jsem vyhodnocovala v programu UVIBand. Rozkliklajsme si program
a zvolila Molecular weight. Oteviela jsme si fotku, kterou jsem chtéla vyhodnotit, a v zalozce
Edit Lane déle vybrala typ gelu, zda byl horizontalni ¢i vertikalni. Ja pracovala s vertikalnim.
V zalozce Lane name jsem popsala a urcila potadi vzorkd. Jednotlivé bandy jsem vlozila do

programem definovanych rameckl. Ramecky jsem si mohla velikostné i riznymi thly ménit,
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ale kazdy band musel mit svilj vlastni. V zaloZce Edit band jsem zkontrolovala, jaké bandy
program automaticky vyhodnoti. Kazdym bandem prochazela zelena piimka. Cervené
znazornéné piimky program vyznacoval jako nehodnotitelné artefakty. Obcas se objevily mimo
naSe bandy, a tak jsem je kliknutim odstranila. Kliknutim na Select all lanes jsem si nastavila
vyhodnocenich vsech bandl. V zalozce Analyse-Quantification jsem kontrolovala pozadi
bandt. Cervenou piimku v grafu jsem posunula na nulu, a poté zvolila Apply to all lanes.
Kliknutim na Next jsem se dostala do zalozky spot separation, a zde jsem zkontrolovala a
upravila ohrani¢eni jednotlivych pikti vzorki. Kliknutim na Next jsem se dostala do zalozky
Quantity of reference. V tomto okné jsem opét zvolila Select all lanes, a tim mi program poskytl
data vSech vzorkli najednou. Pro vyhodnoceni jsem zde zaklikla Volume a zvolila otevieni
v programu Excel. S daty jsem déle pracovala, abych vyjadrila relativni hodnotu proteinové
exprese. Intenzitu bandu CYP3A4, CYP2C, AKR1C3 a GSTA jsem vztahla k intenzit¢ bandu
kalnexinu, ktery slouzil jako kontrola nanéaseni. Jedna se o chaperon endoplasmatického

retikula, ktery je v bunikach konstitutivné exprimovany.

4.4.3 Stanovenigenové exprese

Pro stanoveni genové exprese jsem provedla nékolik na sebe navazujicich procest.
Jednalo se o ptipravu vzorkii formou izolace RNA s TRIzolem a méteni koncentrace RNA
v izolovanych vzorcich. Nasledovalo fedéni vzorki doplnéné osetienim DNAsou. Poté jsem
vzorkovou RNA reverzni transkripci piepsala do cDNA, kterou jsem analyzovala

kvantitativnim stanovenim pomoci real-time qPCR.

Technologie kvantitativni PCR v realném case (RT-qPCR) zpusobila v oblasti
molekularni biologie obrovskou revoluci. Zaklad této technologie se od jejiho vyvoje témér
nezmenil, avS§ak riznymi Gpravami se zvysila jeho u¢innost. VylepSeni se pohybovala od zmén
v jednotlivych slozkach enzymatické reakce az po samotny detekéni systém. V soucasné dobé
technologie RT-qPCR je citlivéjsi, rychlejsi a dostupnéjsi nez na samotném zacatku jejiho

objeveni (Bachman 2013).
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4.4.3.1 Izolace RNA

V molekulérni biologii je izolace RNA dulezitym pfedpokladem pro fadu pouzivanych
technik. Usp&sna extrakce vysoce kvalitni RNA je stile velmi naroéna kvali viudyptitomné

pritomnosti enzymii degradujicich RNA (RNasy).

RNA extrakéni postupy obvykle zahrnuji naruSeni bunék nebo tkani nejcastéji pomoci
mechanické sily ¢i chemickym ¢inidlem. Béhem extrakce RNA se snazime o rychlou a Cistou
separaci RNA od DNA a proteind, a také obzvlasté¢ o inhibici RNas, které jsou aktivni i
v bunééném lyzatu. Proto se pro extrakci RNA hojné€ vyuziva TRIzol. TRIzol je patentovana
smés guanidinisothiokyanatu a fenolu, kterou 1ze pouzit jako pufr pro pocatecni homogenizaci
tkédn¢. Guanidinisothiokyanat a fenol rychle denaturuji vS§echny proteiny v€éetné RNas a zaroven
rozbijeji buiikky. Naslednym piidavkem chloroformu do kyselého lyzatu dojde k oddéleni
biochemickych slozek do tfi fazi. V horni vodné fazi mdme RNA, protein se nachazi v nizsi
organické fazi a DNA se vyskytuje na rozhrani téchto dvou fazi. Obsah RNA ve vodné fazi
nasledné vysrazime isopropanolem, a poté ¢istou RNA rozpustime ve vodném roztoku bez
obsahu nukleas. Takto opracovanou RNA jsem pouzila pro syntézu cDNA, kter4 nasledné

slouzila jako templat pro kvantifikaci exprese mRNA pomoci qPCR (Liu a kol. 2018).
Zasobni roztoky/reagencie:

- DEPC voda — Do 1000 ml redestilované vody jsem ptidala 1 ml diethylpyrokarbonatu
(DEPC). Dikladné jsem roztok protiepala a nechala ptes noc stat na stole. Druhy den jsem

roztok sterilizovala 20 minut pii 120°C v autoklavu.
- Chloroform — Byl pfipravenk pouziti.
- Isopropanol — Byl pfipravenk pouziti.

- 75% Ethanol — Pro ptipravu 75% ethanolu jsem smichala 7,5 ml absolutniho ethanolu a

2,5 ml DEPC vody.
Skladovani roztoku:

DEPC jsem skladovala v ledni¢ce. DEPC vodu, isopropanol a chloroform jsem
ponechala pti laboratorni teploté v PCR boxu. Roztok 75% ethanolu jsem si pfipravovala vzdy

pted pouzitim Cerstvy.
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Dalsi pomiicky pro izolaci RNA: mikrozkumavky 1,5 ml a 0,5 ml, kulicky pro homogenizaci,

centrifuga, homogenizator Tissue Lyser LT, vortex a laminarni box.

Vzorky jaterni tkdn€ jsem méla pro stanoveni genové exprese v mikrozkumavkéch spolu
s 500 pl TRIzolu zamrazené pii -80°C. Pted jakoukoliv manipulaci jsem vzorky vZzdy nechala
rozmrznout na ledu. Se vzorky jsem se snazila pracovat rychle a Cist¢, jelikoz RNasy mohly

vzorky znehodnotit.

Pred izolaci RNA jsem si do PCR boxu pfichystala vS§echny pomtcky vcetné reagencii.
Poté jsme si laminarni box vysvitila UV svétlem po dobu 30 minut a pfedem si nechala chladit

centrifugu Heraeus na 4°C. ZjednoduSeny postup izolace RNA je znazornén na Obrazek 19.

Homogenization/ Phase Extraction/

Lysis Separation Precipitation Resuspension
—p —_— —_—— —_—
Guanidinium Chioroform —| Isopropanol — Water/TE

phenal & -4 £
i’? RAMA

e |
& | { |
s Protein | ! 1 if | [
| Y ! ol -
! 0 Jf | ¥ |

RNA pallet

Obrazek 18 Zjednodusené schéma izolace RNA s Trizolem
(<https://www.protocols.io/view/rna-extraction-without-a-kit-beabjaan. html>)

Po rozmrznuti vzorki jsem jaterni tkan nejprve zhomogenizovala. V PCR boxu jsem ke
vzorkiim ptidala jednu odmeérku keramickych kuli¢ek. Homogenizaci jsem provadéla na
ptistroji Tissue Lyser LT, na kterém jsem ponechala oscilaci 50 m/s, do hlavy homogenizatoru
jsem vyvazila vzorky, nastavila 2 minuty homogenizace a klikla na Start. Po ub&hnuti 2 minut
jsem se ujistila, Ze je tkan rozmélnéna, ptipadné jsem postup znovu opakovala. Po Gsp&sné

homogenizaci jsem vzorky pfendala do PCR boxu a nechala stat 5 minut pfi laboratorni teploté.

Ke vzorkim jsem piidala 100 pl chloroformua 15 s jsem stojankem se vzorky v ruce
tfepala. Nasledn€ jsme vzorky s chloroformem nechala stat 2 minuty pfi laboratorni teploté. Po
probehlé inkubaci jsem vzorky stocila 15 minut, pfi 12 000 g a 4°C. Po stoCeni se RNA
nachézela v horni vodné fazi. Opatrné jsem horni fazi ptepipetovala do nové 1,5 ml
mikrozkumavky tak, abych se nedotkla jiné faze. Predesla jsem tim pifipadné kontaminaci DNA
nachdzejici se tésné pod horni fazi. Pfepipetovat se mi podatilo kolem 250 pl. K RNA jsem
pridala 250 ul isopropanolu, v§e jsem zvortexovala a ndsledné nechala 10 minut inkubovat pti

laboratorni teploté€. Po inkubaci jsem vzorky opét stocila tentokrat na 10 minut, 12 000 g a pii
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4°C. Na Obrazek 19 mlzeme vidét, jak to v této fazi izolace v mikrozkumavce vypadalo. Pfi
stoeni nam vznika na dné peletka s RNA, tudiZ jsem mikrozkumavky davala do centrifugy
otvirdnim ke stiedu, abych méla v kazdé mikrozkumavce peletku na stejném misté a védéla,

kde ji mam hledat.

Phase separation Isopropanol precipitation

e —————— | e ————— |

- Aqueous phase

1 Interphase

Organic phase
RNA pellet

Obrazek 19 Prepipetovani horni faze s RNA do nové mikrozkumavky, pipetovani isopropanolu
a nasledna centrifugace (<https://www.zymoresearch.com/pages/what-is-trizol>

Po centrifugaci jsem odstranila supernatant tak, abych peletku neodsala a ptidala ke
kazdému vzorku 1 ml 75% ethanolu. Roztok 75% ethanolu jsem pouzila k oplachnuti peletky.
Nasledné jsem vSe zvortexovala a dala centrifugovat na 5 minut, 7 500 g pii 4°C. Po sto¢eni
jsem opatrn¢ supernatant odstranila a nechala peletku RNA ususit na vzduchu. Suseni trva rizné
dlouho, doba se lisi dle jeji velikosti. Peletky jsem hlidala a jakmile zacaly zprahlediovat, ihned
jsmek nim pipetovala 20-25 pul DEPC vody. Po rozpusténi jsem vzorky vortexovala a ukladala
zpatky na led. Pokud jsem s dal§imi kroky pokracovala jiny den, vzorky jsem zamrazila pfi -

80°C.

4.4.3.2 Meéveni koncentrace RNA

M¢teni koncentrace RNA jsem provadélana ptistroji NanoDrop 2000. Zde jsem si také

zkontrolovalai ¢istotu RNA.

Vlnova délka kolem 260 nm je absorpcni maximum pro DNA i RNA. Aromatické
aminokyseliny maji maximum absorpce kolem 280 nm. Pomér 260/280 nm umoznuje urcit
ptipadnou kontaminaci vzorku proteiny. Cistd RNA ma hodnotu poméru kolem 2,0. Pomér

260/230 nm je urCeny pro zjiStovani balastnich latek v extraktu, jimz mohl byt fenol ¢i
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guanidiniové soli. Pokud m¢l pomér absorbanci pti 260/230 nm hodnotu kolem 2,0, pak byl
vzorek Cisty. Pokud by byla hodnota poméru niz$i nez 1,8 jednalo by se o vzorek

kontaminovany organickou ptimési (Beranek 2016).

K méreni koncentrace a CdCistoty RNA jsem potiebovala: vzorky na ledu,

redestilovanou vodu a ¢tverecky buniciny.

Pro méfeni jsem si v programu pro vyhodnoceni zaklikla méteni Nucleic Acid. Na
obrazovce se objevila ikona, ktera pozadovala inicializaci ptistroje s kapkou vody. Na dolni
hrot analyzatoru jsem pipetovala 1 pl redestilované vody, ptiklopila horni hrot a odklikla jsem
v ikoné¢ Ok. Mezitim se pfistroj inicializoval. Po kazdém meéfeni jsem dolni hrot ocistila
redestilovanou vodou a osusila ¢tvereckem buniciny. Pokracovala jsem métenim blanku. Jako
blank jsem aplikovala 1 pul redestilované vody a v programu pro jeho méteni jsme klikla na
ikonu Blank. Poté byl ptistroj pfipraven na méteni. Nejprve jsem vzdy pipetovala 1 pl vzorku,
ptiklopilahorni hrot a v sample type zvolila RNA-40. V Sample ID jsem vzorek pojmenovalaa

jako posledni jsem zvolila tlac¢itko Measure. Takto jsem zmétila vSechny vzorky.

Analyzator métil celkem pii tfech vinovych délkach pii 260, 280 a 230 nm.
Z analyzatoru jsem ziskala poméry 260/280 nm, 260/230 nm a koncentraci RNA v ng/ul. Pti
vyhodnoceni vzorku jsem s hodnotami ziskala i kiivku méfeni (ukazka kiivky na Obrazek 20).
Po méfteni jsem pristroj omyla redestilovanou vodou a osusSila ¢tverecky buniciny. Data jsem
kliknutim na Report exportovala do Excelu, nasledné jsem vypocitala objem vzorku, ktery

obsahoval 4 pg RNA a objem DEPC vody tak, aby byl celkovy objem 26 pl.

Sample ID
6.00 = DNA & RNA Sample type

+ Baselne
5.00 =
SW nm

4.00 = SW Abs (10mm)

PrDtEin 260nm Abs (10mm)

280nm Abs (10mm)

3.00 =

2.00 4 260280

260/230

10 mm Absorbance

1.00 =

Multi Sample Spectrum display
0.00 =

N -

L] L] L) L] L) L) L] L] T T
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Conc. nglul
Wavelength nm

Obrazek 20 Ukdzkova kirivka pri méreni analyzatorem Nanodrop (<https://toptipbio.com/the-
nanodrop-results-explained/ >
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4.4.3.3 Osetireni DNAsou

DNAsa je enzym, ktery selektivné $tépi pouze DNA. OsSetieni vzorkiit RNA DNAsou je
v tomto ptipad¢ velmi vyhodné, jelikoz odstrani pfipadnou kontaminaci vzorku genomovou
DNA. Piitomnost vyznamného mnozstvi kontaminujici DNA ve vzorku RNA by mohla testy
RT-qPCR narusit. Napiiklad mtze vést k podcenéni mnozstvi vstupni RNA a vycerpat tim
primery a dNTPs, které pouzijeme pti reverzni transkripci v kombinaci s pouzitim ndhodnych

hexameru (Paska a kol. 2019).
Zasobni roztoky/reagencie:

- 0,5 M EDTA pH 8,0 — Navazila jsem 18,61 g EDTA a ptidala cca 80 ml DEPC vody. Do
roztoku jsme pfidala cca 2 g NaOH a nechala michanim rozpustit. Nasledné jsme upravila pH
na 8,0 pomoci pH-metru a dals$iho ptfidaného NaOH. EDTA se rozpustilaaz kdyz se pH blizilo
hodnot¢ 8,0. Roztok jsem doplnila DEPC vodou v odmérné baiice do 100 ml.

-0,1 M EDTA pH 8,0 — 0,1 M roztok EDTA pH 8,0 jsem fedila ze zasobniho roztoku 0,5 M
EDTA o pH 8,0 v poméru 1:4. Pipetovala jsem 100 pl zasobniho roztoku EDTA do 400 ul
DEPC vody.

- DNAsa a pufr pro DNAsu — Tyto reagencie jsem méla od vyrobce pfipraveny k pouziti.
DNAsa se fedila pufrem pro DNAsu v poméru 1:3.

- DEPC H;O - Popis pfipravy a uchovavani roztoku viz. Izolace RNA.
Skladovani zasobnich roztokii:

Skladovani 0,5 M 10,1 M EDTA pH 8,0 bylo pfi laboratorni teploté. DNAsa a pufr pro

DNAsu jsem skladovala v mrazaku pii -20°C. DNAsu jsem fedila tésné pied pouzitim.

Na oSetieni DNAsou jsem dale potfebovala: 0,5 ml mikrozkumavky, termoblok, led,

vortex, minicentrifugua PCR box.

Po celou dobu jsem pracovala v PCR boxu. Pfed pouzitim jsem si ho vysvitila UV
svétlem po dobu 30 minut. DNAsu jsem fedila vzdy v mnozstvi o 1-2 vzorky vétsim kvali
piipadné chybé v pipetovani. Redéni pro 15 vzorkd + 1 navic odpovidalo pipetovani 16 pl
DNAsy k 48 pl pufru pro DNAsu. V jedné sadé vzorkll jsem méla celkem 12 vzorkt, takze
jsem pipetovala 14 pl DNAsy do 42 ul pufru pro DNAsu.
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Pred pipetovanim jsem vzorky a fedénou DNAsu zvortexovala a stocila
v minicentrifuze. Nasledn€ jsme do 0,5 ml mikrozkumavek pipetovala DEPC vodu, do ni
vzorky a promichala na vortexu. Pipetované mnozstvi obou slozek vychazelo z vypoctu
nameétené koncentrace RNA. Ke smési jsem pfidala 4 pl nafedéné DNAsy. Vysledny objem
vzorku byl 30 ul. DNAsu jsem pipetovala na sténu, aby byla smichdna u vSech vzorktinajednou.
Celou smés jsem promichala a stocila. Poté jsem reak¢ni smés nechala inkubovat v termobloku
25 minut pi1 37°C. Béhem inkubace jsem mikrozkumavky nechavala jemné protiepavat pii 500

rpm. V tomto kroku dochézelo k aktivaci DNasy.

Po probéhlé inkubaci jsem ke smési pridala 1,5 pl 0,1 M EDTA a nechala 5 minut
inkubovat pti1 75°C. Pii této inkubaci se DNAsa inaktivovala. Po inkubaci jsem vzorky ulozila
na led a nechala vychladnout. Poté jsem pipetovala 8,5 ul DEPC H,0. Celkovy objem vzorka
¢inil 40 pl a vysledna koncentrace oSetfené RNA byla 0,1 pg/ul. Takto oSetiené vzorky byly

ptipraveny k reverzni transkripci nebo jsem je zamrazilana -80°C.

4.4.3.4 Reverzni transkripce

Reverzni transkripci (RT) zprostiedkovéavaji RNA-dependentni DNA-polymerasy, tzv.
reverzni transkriptasy. Enzymy ptepisuji primarni sekvence nukleotidi RNA do struktury
DNA, ¢imz vznika jednovlaknovy fetézec cDNA. Vyhodou ziskané molekuly ¢cDNA je
znemoznéni rychlé degradace, coz je pro molekuly RNA typické. Nezbytnou podminkou pro
zahéjeni katalytické aktivity reverznich transkriptas je pfitomnost primerti komplementéarnich
k RNA, které vytvoii kratky dvoufetezec. RT probiha standardné pii teplotach 37°C nebo 42°C
a reakce trva nékolik desitek minut. Pro mou RT jsem pouZzila ndhodné hexamery. Pfi jejich
pouziti vznikaji stovky nekompletnich cDNA molekul riznych délek. Jejich pouziti je vhodné
pro stanovovani genové exprese pomoci PCR. Mezi dalSi komponenty pro RT patii Tris pufr
(pH kolem 7,5), deoxynukleotidy, inhibitor RNAseIN proti degradaci RNA (ptfidava se u
vétsSich koncentracich RNA) a DTT udrzujici thiolové skupiny enzymi v redukovaném stavu.
Pfed samotnym procesem RT probihd degradace sekundarnich struktur RNA a nasednuti
primert pii zahtati na teplotu 65-70°C po dobu 10-15 minut. Pouziti vysSSich teplot v tomto
kroku umoznuje specifictéjsi nasednuti primerti na urcend mista. Po ochlazeni na 0°C se do
stejnych reak¢nich zkumavek pfida ptipraveny mastermix pro syntézu cDNA. Po skonceni
syntézy cDNA se plivodni fetézce RNA degraduji vétSinou tepelnym zplisobem degradace

(Beranek 2016).
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Reagencie:

- Reverzni transkriptasa (RT) — ProtoScript I (NEB)

- Reakéni pufr pro RT — Je soucasti baleni s reverzni transkriptasou.

- DTT — Dodévany 10x koncentrovany.

- Smés dNTPs — Koncentrace kazdého dNTP byla ve smési 5 mM.

- Nahodné hexamery — N6

- DEPC H;O - Popis ptipravy a uchovavani roztoku viz. Izolace RNA.

VSechny reagencie kromé DEPC vody byly vyrobcem pfipraveny k pouziti a

skladovany v mrazéaku pii -20°C.

Pro reverzni transkripci jsem dale potiebovala: 0,2 ml a 0,5 ml mikrozkumavky, vortex,

minicentrifugu, PCR cyklér, PCR box a mrazici stojanek.

Po celoudobu jsem pracovalav PCR boxu. Pfed praci jsem si pracovni plochu vysvitila

UV svétlem po dobu 30 minut. VSechny reagencie jsem si mezitim nechala rozmrazit. Pfred

pipetovanim jsme vzorky zvortexovala a na minicentrifuze stocila. Totéz jsem provedla i

s reagenciemi.

Pro fedéni mastermixu ur¢enému k reverzni transkripcijsem postupovala podle Tabulka

11. Nafedény mastermix jsem meéla v 0,5 ml mikrozkumavce. Pfed pouzitim jsem ho

zvortexovala a sto€ila. Pro pfipravu jsem vzdy pocitala s pipetovaci chybou, takze jsem pocitala

o 1-2 vzorky navic.

Tabulka 11 Priprava mastermixu pro reversni transkripci

Piiprava mastermixu pro reverzni transkripci
1 vzorek 16 vzorku 14 vzorku
Pufr 4 ul 64 ul 56 ul
DTT 2 ul 32 ul 28 ul
dNTPs 4 ul 64 ul 56 ul
RT 0,5 ul 8 ul 7 ul
DEPC H,O 0,5 ul 8 ul 7 ul
celkem 11 pl 176 nl 154 ul

Do 0,2 ml mikrozkumavek jsem pipetovala 8 pl RNA. Na sténu mikrozkumavky jsem

pfidala 1 pl ndhodnych hexamerl. Reakéni smés jsem zamichala a sto€ila. Nasledné jsem
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vzorky méla pfichystané do PCR cykléru. Vzorky jsme do néj vlozila, zaviela viko, pevné
dotahla zelené kolecko a tladitkem Run zahdjila vybér analyzy. Sipkami jsme zvolila metodu
PMcDNA, pro Sample volume 20 ul jsem zmackla tlacitko Enter. V tomto momenté se vzorky
zacaly zahtivat celkem 5 minut pti 65°C. Po ub¢hlé dobé zahtivani jsem klikla na tlacitko
PAUSE, povolila zelené kolecko a vzorky jsem ulozila do mraziciho stojanku, ktery vzorky

ochladil.

Poté jsem ke vzorkiim pipetovala na sténu 11 pl pfipraveného mastermixu. Néasledné
jsem reak¢ni smés zamichala a sto€ila. Vzorky jsem ulozila zpét do PCR cykléru, zmackla
PAUSE a proces pokrac¢oval dal. Nasledovalo zahtati po dobu 10 minut pfi 25°C. Poté probihala
50 minut pf142°C syntéza cDNA. V dalSich 5 minutéach pii teploté 80°C dochazelo k denaturaci
RT adegradaci RNA.

Po dobéhnuti reverzni transkripce jsem ke vzorklim cDNA ptidavala 120 pl DEPC H,O0,
¢imz jsem je 5x zredila. Vysledna koncentrace RNA byla 50 ng v 5 pl. Takto pfipravenou

cDNA jsem uchovévala v mrazaku pti -20°C.

4.4.3.5 Real-time PCR

Polymerasova fetézova reakce (PCR) se pouziva k amplifikaci a soucasné kvantifikaci
cilového useku DNA. Na rozdil od konvenéniho PCR, ktery je zaloZen na ,,end-point* analyze
gPCR, kvantifikuje proces probihajici v redlném case. Zakladem pro detekci a kvantifikaci je
emise fluorescence. Existuje mnoho zpusobi, jak docilit fluorescence naptiklad pouzitim
znaceného primeru, sondy nebo vyuzitim vazby interkala¢nich fluorescenénich latek pfimo na
DNA (Sigh a kol. 2016). Ve své diplomové praci jsem pouzila SYBR Green I. Jedna se o
barvivo, které se fadi mezi interkalacni latky. Emise fluorescenéniho zéfeni je navrZena tak,
aby k ni dochdzelo pouze tehdy, pokud dojde k amplifikaci. Narast fluorescence vykazuje

kiivku esovitého charakteru (Beranek 2016).

PCR se sklada ze tii fazi, faze denaturace (94-96°C), annealingu (50-65°C) a elongace
(72°C). Mnohonasobnym opakovanim téchto fazi spolu se zménou teplot metoda ziskava sviij
cyklicky charakter. Pfi polymerasové fetézové reakci vznikaji diky katalytické aktivité
DNA-polymeras nové fetézce ve sméru 5- 3’. Ve fazi annealingu nové fetézce mohou
hybridizovat s druhym z pouzitych primerii. Opakovadnim denaturaéniho kroku pfti teploté

kolem 95°C a néslednym sniZenim teplot v rozmezi 50-65°C mohou tepelné odolné primery
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opétovné hybridizovat s DNA. Pfitomn4 polymerasa vzdy ve fazi elongace zdvoji pocet

pritomnych fetézci. Nové fetézce se amplifikuji geometrickou fadou. Celkovy pocet cykla je

zhruba 30-40 opakovani (Beranek 2016).

Kvantifikace genové exprese se stala zadkladem vétSiny molekularné biologickych
laboratoti. Méfenim mnozstvi bunééné RNA je mozné urcit do jaké miry je konkrétni gen
exprimovan. U mnoha gent je uroveil exprese velmi variabilni. Diivodem muize byt odliSnost
jednotlivych genli nebo se muze jednat o rozdil mezi bunikami, ze kterych RNA stanovujemea
velmi také zalezi na experimentalnich podminkach. Kvantitativni koncovy bod pro PCR
vredlném case je prahovy cyklus (Ct). Cr je definovan jako cyklus PCR, pii kterém
fluorescenéni signal barviva pekroéi libovolné stanovenou prahovou hodnotu. Ciselna hodnota
parametru Cr je nepfimo umérna mnozstvi amplikonu v reakci, coz znamena, ze ¢im nizsi

mame hodnotu Cr, tim vétsije mnozstvi amplikonu ve vzorku (Schmittgen a kol. 2008).
Reagencie:

- qPCR kit xCEED (BIOTECH) - SG mix — SYBR GREEN I 2x koncentrovany jiz od
vyrobce obsahoval DNA polymerasu, dNTPs, pufr a barvivo SYBR green L.

- F (forward) primer a R (reverse) primer — Primery byly fedéné na koncentraci 5 uM a
smichané dohromady. Primery navrhla doc. Petra Matouskova v programu Primer3 a jejich
syntéza probéhla ve spoleénosti Generi Biotech v Hradci Kralové. Uginnost a funk&nost
primerti byla ovéfena Dr. TomaSem Zarybnickym. Struktura pouzitych primert je uvedena

v Tabulka 12.
- Redestilovana voda

Vsechny reagencie kromé redestilované vody jsem uchovévala v mrazaku pti -20°C.
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Tabulka 12 Sekvence pouzitych primeri

, Fyziologicka . o =
Zkratka Nazev genu y funkgce Sekvence primerii 5°-3
Cilové geny
CYP1A2 Cytochrom P450 rodina 1, , Lifaze F: CTTCCCTGAGAGTAGCGATGAGA
podrodlna A, ¢len 2 biotransformace R: GCAGTCTCCACGAACTCATGAG
CYP2B6 Cytochrom P450 rodina 2, I. faze F: CAGCTTCCGAGGGTACATCA
podrodina B, ¢len 6 biotransformace R: AGGATTGAAGGCGTCTGGTT
CYPAC Cytochrom P450 rodina 2, I. faze F: TTTGGGATGGGGAAGAGGAG
podrodina C biotransformace R: GGAGCACAGCCCAGGAT
CYP3A4 Cytochrom P450 rodina 3, I. faze F: CCCCTGAAATTAAGCTTAGGAGG
podrodina A, ¢len 4 biotransformace R: CTGGTGTTCTCAGGCACAGA
. . L faze F: TTCCAGCCGACAACCAGATC
NQO1  |NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa | 1;.2nsformace R: AGCCTCCTCCTTTTCCTATCCT
AKRIC Aldo-ketoreduktasa, rodina 1, L faze F: ATGAGGAGCAGGTTGGACTG
podrodina C biotransformace R: GCTTTGAAGTGTAGAATATGTCTTCT
UGTI1A6 UDP-glukuronosyltransferasa, II. faze F: CCGGGGTCATGAGATTGTAGT
rodina 1, podrodina A, ¢len 6 biotransformace R: AGCTCTTCTTGGTCATACGGC
SULTI1A1 Sulfotransferasa, rodina 1, II. faze F: ATGGTTCAGCACACGTCGTT
podrodina A, ¢len 1 biotransformace R: GGACGGTGGTGTAGTTGGTC
II. faze
GSTA1 Glutathion-S-transferasa, tfidaa, | biotransformace, F: CGCTACTTCCCTGCCTTTGA
¢len 1 ochrana pi‘ed ROS a R: GCCCGGCTCAGCTTGTTG
produkty peroxidace
Gsypy | Glutathion-S-transferasa, tfida, II. faze F: AGCCTTTTGAGACCCTGCTG
&len 1 biotransformace R: GTCAGCGAAGGAGATCTGGTC
Referencni geny
SDHA Sukcinatdehydrogenasa, SoulflaSt C(;t,reﬁov,ehho F: TGGGAACAAGAGGGCATCTG
podjednotka A cyklu a dychactho R: ACCACCACTGCATCAAATTCATG
fetézce
Tyrosin-3-
YWHAZ, monooxygenasa/tryptofan-5- Soucast signalnich F: TGATCCCCAATGCTTCACAAG
monooxygenasa aktivaéni drah R: GCCAAGTAACGGTAGTAATCTCC
protein

Dile jsem k qPCR potrebovala: 0,5 ml mikrozkumavky, 96-jamkové desticky, vortex,

minicentrifugu, centrifugu na desticky, led, folii a klinek.

PCR cyklér jsem si zapnula 30 minut pfed analyzou. Vzorky jsme si mezitim nechala

na ledu rozmrznout. Do 0,5 ml mikrozkumavek jsem napipetovala reagencie dle Tabulka 13.

V ptfipravené qPCR smési jsem méla findlni koncentraci primertt 250 uM. Vzorky jsem

stanovovala v duplikatu, tudizjsme si chystala mastermixu dvojndsobné mnozstvi ak tomu 1-2
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vzorky navic kvili pipetovaci chyb&. Do mnoZstvi mastermixu v Tabulka 13 jsem zapocitalai

stanoveni NTC (no template control).

Tabulka 13 Priprava mastermixu na gPCR

SYBR qPCR mastermix
1 vzorek | 34 vzorku | 30 vzorki

voda 4.2 ul 142.8 ul 126 ul
2x SG mix 10 ul 340 ul 300 ul
Fprimer | e | 2720 24 ul
R primer
15 nl do kazdé jamky
cDNA 5ul 5ul 5ul
Celkem 20 pl 20 ul 20 ul

Smési mastermixli jsme pipetovala 15 pl do kazdé jamky. K tomu jsem ptfidalana sténu
5 ul ¢cDNA. Pro stanoveni NTC jsem pipetovala na sténu 5 pl redestilované vody. Desticku

jsem pielepila folii, klinkem jsem ji zarovnala a dala stocit.

Poté jsem s destickou pokracovalau PCR cykléru. Na PCR cykléru jsem zvolila tlacitko
Eject. Zprava se vysunul drzék, kam jsem desti¢ku vlozila a opét tlacitkem Eject jsem desti¢ku
zasunula do cykléru. K navoleni béhu jsem se pfesunula k pocitaci. Zde jsem v programu
zvolila New experiment -from template a vybrala si templat uréeny pro mou analyzu. Nasledné
jsem si popsala vzorky a jejich pozice v desticce, véetné umisténi NTC. Popsala jsem si jaké
geny jsem stanovovala, zvolila RUN, a tim zahdjila qPCR. V pribéhu analyzy jsme
kontrolovala prubeh fluorescencnich kiivek a teploty tani (Obrazek 21). Doba celého behu

trvala asi 1 hodinu a 15 minut.
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E “ Estimated Time Remaining: 17 min 10 sec Instrument Name: 27886052)

T Run Status:
51 * Enable Nofificalions

ampification Plot I Pasovae

Amplification Plot

Obrazek 21 Kontrola priubehu fluorescencnich krivek pri analyze gPCR (Autor)

Po skonceni béhu jsem si data exportovala do Excelu. Ke kvantitativnimu vyhodnoceni
jsem potiebovala hodnotu Cr prahového cyklu. Vysledné fluorescencni kiivky vypadaly jako
na Obrazek 22.
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Obrazek 22 Fluorescencni krivky gPCR
(<http://technologyinscience.blogspot.com/2013/12/real-time-pcr-gpcr-fluorescent-
primer.html#.YGyieegzZPZ>)
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4.4.4 Statisticka analyza

Rezy jsem piipravilav triplikatu. ExpresimRNA jsem stanovovala v duplikatu pro kazdy
fez zvlast. Proteinovou expresi jsem provadela ve smésnych vzorcich a opakovala dvakrat az
ctytikrat. Vysledky jsou vyjadieny jako primér = SD. Porovnani mezi skupinami jsem provedla
pomoci jednocestné ANOVA s Dunnettovym testem za pouziti GraphPad Prism 7 (GraphPad

Software). Rozdily jsem povazovala za vyznamné, kdyz p < 0,05 a v grafu jsem je oznacila *.
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5 VYSLEDKY

5.1 Ucinek isomeri kafru na  proteinovou expresi

biotransformacnich enzymi

Techniku western blotu jsem vyuzila k uréeni relativni proteinové exprese celkem Ctyt
enzymil. Jednalo se o CYP2C, CYP3A4, AKRIC3 a GSTA. Jaterni fezy byly inkubovany
s isomery kafru, (+)-kafrem a (-)-kafrem v koncentraci 10 uM a 50 puM. Proto jsou vzorky dale
oznacovany jako K+10, K+50, K-10 a K-50. Inkubace s jednotlivymi koncentracemi isomert
probihala pti 37°C po dobu 24 hodin. Jako kontrolu jsem pouzila 0,1% DMSO (stejna
koncentrace DMSO je i ve vzorcich s kafrem). Sada pacienta .46 obsahovala kviili nedostatku

tkan¢ pouze isomery o koncentraci 50 pM.

Vysledné hodnoty Volume zprogramu UVIband jsem zpracovavala v programu
Microsoft Excel. Hodnota Volume vyjadiuje denzitu jednotlivych bandt (prouzkii) (Obrazek
23). Proteinovou expresi studovanych enzymu jsem vztahla k proteinové expresi kalnexinu,
ktery slouzil jako tzv. kontrola nanaSeni. Jedna se o endoplasmaticky chaperon s konstitutivni
expresi. Stanovované enzymy byly jak cytosolické (GST), tak mikrosomalni (CYP), ale

z jaternich fezt byl pfipraven homogenat, ktery obsahuje oba typy proteint.

— —— W . N W
Kentrela E+10 E-10 K+ E-50

Obrazek 23Ukazka skenovani blotu stanoveni GSTA pacientky L48.

Stanoveni jsem provadéla minimalné na dvou gelech pro kazdy stanovovany protein
véetné kalnexinu, pfi¢emz kalnexin byl stanoven na kazdém gelu. Jednotlivé hodnoty prouzkt
jsem délilahodnotou odpovidajiciho kalnexinu (Vzorec 1). Tuto hodnotu jsem dale pouzila ve
vypoctu relativni exprese vztazeném na kazdou kontrolu ptitomnou v sad¢ vzorki (Vzorec 2).
Vypocitané hodnoty jsem zprimeérovala a spocitala smérodatnou odchylku (SD). Na zavér jsem

vytvotilachybové usecky.
Vzorec 1 Vypocet poméru denzit:

denzita KONTROLY/VZORIUCYP3A4/CYP2C/AKRIC3/GSTA
denzita KONTROLY/VZORKUKAENEXIN

Pomér denzit =
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Vzorec 2 Vypocet relativni proteinové exprese vzorki:

pomér denzit VZORKU

Relativni proteinova exprese =
pomér denzit KONTROLY

5.1.1 Proteinova exprese CYP3A4

Jaterni fezy pacienta L46 byly inkubovéany s 50 uM (+)-kafrem (K+50) a (-)-kafrem
(K-50). Pt1 porovnani vzorkl vztazené k hodnoté kontroly 1ze pozorovat, Ze relativni proteinova

exprese CYP3A4 u tohoto pacientanebyla ani jednim isomerem kafru ovlivnéna (Obrazek 24).

CYP3A4 L46
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Relativni proteinova exprese
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Kontrola K+50 K-50

Obrazek 24 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi CYP3A4 v jaternich rezech z pacienta
L46. Jaterni Fezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 50 uM pri 37°C po dobu 24
hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec znazornuje priumer £ SD (n =

4).
Jaterni fezy pacientky L48 byly inkubovany s (+)-kafrem a (-)-kafrem v koncentracich
10 uM (K+10, K-10) a 50 uM (K+50, K-50). V porovnani vzorkl s kontrolnim vzorkem lze
pozorovat signifikantné zvySenou relativni proteinovou expresi enzymu CYP3A4 piisobenim
isomeru (+)-kafru v obou stanovovanych koncentracich. Pii koncentraci K+10 jsou hodnoty
vici kontrole zvySeny o 57,2 % a pfi koncentraci K+50 az o 62,5 %. Pasobenim isomeru

(-)-kafru (K-10 a K-50) nebyla proteinova exprese CYP3A4 ovlivnéna (Obrazek 25).
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Obrazek 25 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi CYP3A4 v jaternich Fezech z pacienta
L48. Jaterni Fezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 10 a 50 uM p7i 37°C po dobu 24
hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec zndazornuje priumer + SD (n =
4). Sloupce oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestna ANOVA
s Dunettovym post-hoc testem).

Jaterni fezy pacienta L49 byly inkubovany s obéma isomery v 10 uM a 50 uM
koncentraci. (+)-Kafr (K+10, K+50) v obou koncentracich zptisobil mirné zvySeni exprese
CYP3A4 v porovnani s kontrolou (o 19,2 resp. 25,6 %), ale tento U¢inek nebyl statisticky
vyznamny. Druhy isomer nezplisobil zménu v proteinové expresi (Obrazek 26). Ziskané

vysledky jsou tedy velmi podobné vysledktim pacienta 1.48.
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Obrazek 26 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi CYP3A4 v jaternich rezech z pacienta
L49. Jaterni rezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 10 a 50 uM pvi 37°C po dobu 24
hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec zndzornuje priimeér £ SD (n =

2).
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5.1.2 Proteinova exprese CYP2C

Pouzitéd protilatka proti CYP2C je schopna detekovat Ctyfi isoformy CYP2C — lidské
isoformy 2C9, 2C18 a 2C19 a potkani isoformu 2C12.

Jaterni fezy pacienta L46 byly inkubovany s 50 uM (+)-kafrem (K+50) a (-)-kafrem
(K-50). Relativni proteinova exprese CYP2C u tohoto pacienta nebyla ani jednim isomerem

kafru ovlivnéna (Obrazek 27).

CYP2C L46
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Obrazek 27 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi CYP2C v jaternich Fezech z pacienta
L46. Jaterni Fezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 50 uM p7i 37°C po dobu 24
hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec znazornuje prumer £ SD (n =
4).

Jaterni fezy pacientky L48 byly inkubovany s (+)-kafrem a (-)-kafrem v koncentracich
10 uM (K+10, K-10) a 50 uM (K+50, K-50). V porovnani vzorki s kontrolou lze pozorovat
signifikantné sniZzenou relativni proteinovou expresi enzymu CYP2C u vzorku K+50, K-10 a
K-50. Isomer (+)-kafr 50 uM snizil proteinovou expresi CYP2C o 84,2 % ve srovnani s

kontrolou. Ve vzorcich s (-)-kafrem 10 pM a 50 pM doslo ke sniZeni proteinové exprese

CYP2C o 74,7 % resp. 54,7 % (Obrazek 28).
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Obrazek 28 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi CYP2C v jaternich fezech z pacientky
L48. Jaterni Fezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 10 a 50 uM pri 37°C po dobu 24
hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec znazornuje priumer + SD (n =
4). Sloupce oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestnd ANOVA
s Dunettovym post-hoc testem).

Jaterni fezy pacienta L49 byly inkubovany s obéma isomery v 10 uM (K+10, K+50) a
50 uM (K-10, K-50) koncentraci. Ani jeden isomer kafru nevyvolal statisticky vyznamné

zmeény v proteinové expresi enzymu CYP2C (Obrazek 29).

CYP2C L49

1,6
b
o 1,4
S
s 12
O
3
e 1
ko)
S 08
S
S 06
=
©
< 04
o

0,2

0

Kontrola K+10 K-10 K+50 K-50

Obrazek 29 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi CYP2C v jaternich Fezech z pacienta
L49. Jaterni rezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 10 a 50 uM pri 37°C po dobu 24
hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec znazornuje priumer £ SD (n =

4).
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5.1.3 Proteinova exprese AKR1C3

Jaterni fezy pacienta L46 byly inkubovéany s 50 uM (+)-kafrem (K+50) a (-)-kafrem
(K-50). Relativni proteinova exprese AKR1C3 u tohoto pacienta byla signifikantné€ snizena u

vzorku K-50 a to 0 50,8 % ve srovnani s kontrolou (Obrazek 30).
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Obrazek 30 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi AKRIC3 v jaternich Fezech z pacienta
L46. Jaterni Fezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 50 uM pvi 37°C po dobu 24
hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec znazornuje prumer + SD (n =
4). Sloupce oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestna ANOVA
s Dunettovym post-hoc testem,).

Jaterni fezy pacientky L48 byly inkubovany s (+)-kafrem a (-)-kafrem v koncentracich
10 uM (K+10, K-10) a 50 uM (K+50, K-50). V porovnani vzorkl s kontrolnim vzorkem lze
pozorovat signifikantn¢ snizenou relativni proteinovou expresi enzymu AKRIC3 u vzorki
K+50, K-10 a K-50. Podobné snizeni bylo zaznamenano i u proteinové exprese enzymu
CYP2C. Nejvétsi inhibi¢ni u¢inek vyvolal (+)-kafr 50 uM, ktery snizil expresi AKR1C3 o
65,0 %. Isomer (-)-kafr 10 a 50 uM sniZil proteinovou expresi AKR1C3 o 55,0 % resp. 41,8 %
(Obrazek 31).
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Obrazek 31 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi AKRIC3 v jaternich rezech z pacientky
L48. Jaterni rezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 10 uM a 50 uM p7i 37°C po dobu
24 hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec zndzornuje priimer = SD (n
= 4). Sloupce oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestnd ANOVA s
Dunettovym post-hoc testem).

Jaterni fezy pacienta L49 byly inkubovany s obéma isomery v 10 uM (K+10, K+50) a
50 uM (K-10, K-50) koncentraci. Ani jeden isomer kafru nevyvolal statisticky vyznamnou

zménu v proteinové expresi enzymu AKR1C3 (Obrazek 32).
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Obrazek 32 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi AKR1C3 v jaternich rezech z pacienta
L49. Jaterni Fezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 10 uM a 50 uM pri 37°C po dobu
24 hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nandseni. Kazdy sloupec znazornuje priumer = SD (n

=4).
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5.1.4 Proteinova exprese GSTA

Jaterni fezy pacienta L46 byly inkubovany s 50 uM (+)-kafrem (K+50) a (-)-kafrem
(K-50). Pii porovnani vzorkl vztaZzené k hodnoté kontroly Ize pozorovat, Ze relativni proteinova
exprese GSTA u tohoto pacienta byla vyraznéji zvySena zejmeéna ve vzorku K-50 az o 80,5 %,

vzhledem k velkym smérodatnym odchylkam vSak nebyla tato zmeéna statisticky vyznamna

(Obrazek 33).
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Obrazek 33 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi GSTA v jaternich rezech z pacienta
L46. Jaterni Fezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 50 uM pri 37°C po dobu 24
hodin. Kalnexin slouZil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec znazornuje priimer = SD (n =

4).
Jaterni fezy pacientky L48 byly inkubovany s 10 a 50 uM (+)-kafrem (K+10, K+50) a
(-)-kafrem (K-10, K-50). Pti porovnani vzorkil vztazené k hodnoté kontroly lze pozorovat, ze
relativni proteinova exprese GSTA zde byla ve vSech vzorcich snizena 0 27,2 az 48,6 %. Tento

ucinek v8ak nebyl statisticky vyznamny (Obrazek 34).
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Obrazek 34 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi GSTA v jaternich rezech z pacienta
L48. Jaterni Fezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 10 a 50 uM p7i 37°C po dobu 24
hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec znazornuje prumer + SD (n =

2).
Jaterni fezy pacienta 149 byly inkubovany s 10 a 50 uM (+)-kafrem (K+10, K+50) a
(-)-kafrem (K-10, K-50). Ani u jednoho vzorku nedoslo k vyznamné zmén¢ v expresi GSTA
(Obrazek 35).
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Obrazek 35 Vliv isomerii kafru na proteinovou expresi GSTA v jaternich rezech z pacienta
L49. Jaterni Fezy byly inkubovany s (+)-kafrema (-)-kafrem 10 a 50 uM p7i 37°C po dobu 24
hodin. Kalnexin slouzil jako kontrola nanaseni. Kazdy sloupec zndzornuje priimér £ SD (n =

2).
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5.2 Ucinek isomertkafru na genovou expresi

QPCR jsem vyuzila pro relativni kvantifikaci mRNA celkem deseti biotransformacnich
enzymt, Sest z nich byly zastupci I. faze a Ctyfizastupci II. faze biotransformace. Konkrétné se
jednalo o CYP1A2, CYP2B6, CYP3A4, CYP2C, NQOI1, AKRIC (I. faze), UGT1AS6,
SULT1A, GSTA1 a GSTP1 (IL. faze).

Jaterni fezy pacientli jsem inkubovala pti 37°C celkem 24 hodin. Jaterni tkan pacientky
L48 a pacienta L49 jsem inkubovala pii koncentracich 10 uM a 50 uM s (+)-kafrem (K+10 a
K+50) a (-)-kafrem (K-10 a K-50). Rezy pacienta L46 jsem inkubovala s (+)-kafrem a
(-)-kafrem pouze v koncentraci 50 pM. Jako kontrolu jsem opét vyuzila 0,1% DMSO.

Vysledky jsem vyhodnocovala v programu Microsoft Excel. Ke kvantitativnému
hodnoceni jsem potitebovala Ct hodnotu. Tato hodnota vyjadiuje piekonani meze detekce (tzv.
treshhold). Cim vice se ve vzorku nachazi cDNA, tim diiv své meze detekce a exponencialni
faze dosahne. Vysledné fluorescencni kiivky jsem zkontrolovala, spravné kiivky maji tvar
hyperboly. Dale jsem kontrolovala vysledek negativni kontroly. Negativni kontrola (NTC) je
kontrola PCR reakce bez ptidaného templatu, takze by méla byt vzdycky negativni. Pomoci
NTC jsem se ujistila, Ze nemam ve vzorcich pfitomnost DNA, kterd by mi vzorky
kontaminovala. Zaroven jsem zjistila, jestli pouzité primery nevytvareji dimery (Beranek a kol.

2016).

Relativni kvantifikace probihala pomoci metody AACq (Livak a Schmittgen 2001).
Hodnotu ACq jsem ziskala vypo&tem ACq= Cq*?°rk — Cqreferenéni een Njzgi hodnota ACq vzorku
nez referencniho genu znamend, ze ma vzorek vétsi expresi (Beranek a kol. 2016). Jako
referencni gen jsem pouzila geometricky primér SDHA  (podjednotka A
sukcinatdehydrogenasy) a YWHAZ (tyrosin-3-monooxygenasa/tryptofan-5-monooxygenasa
aktivaéni protein (), které byly v programu RefFinder vyhodnoceny jako nejstabilngjsi.
Podjednotka A sukcinatdehydrogenasy je soucasti mitochondrialniho komplexu II
katalyzujiciho oxidaci sukcinatu na fumarat a soucasné dochazi k redukci ubichinonu na
ubichinol. YWHAZ je 14-3-3 protein zeta, ktery se zapojuje do signalnich drah a je regulatorem
apoptotickych drah (Zarybnicky a kol. 2019)

Kontrole v kazdé sad¢ vzorkt jsem dala hodnotu 1 a k ni jsem vztahovala hodnoty

vzorku.
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5.2.1 Genova exprese CYP1A2

Ani jeden z isomeri kafru nevykazoval vyraznéj$i vliv na mRNA expresi CYP1A2 a
pozorované zmény nebyly diky velkym rozdilim mezi jednotlivymitezy signifikantni. (+)-Kafr
50 uM zpusobil pokles exprese CYP1A2 u vSech tii pacientti o 30 az 43 %. U pacienta L49
doslo vlivem obou isomert kafruv 10 uM koncentraci k témet dvojnasobnému zvyseni exprese

CYP1A2 (Obrazek 36).
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Obrazek 36 Vliv isomerii kafru na mRNA expresi CYP1A2 v lidskych jaternich Fezech.
Ultratenké lidské jaterni rezy byly inkubovany se studovanymi ldatkami v koncentraci 10 a 50
uM pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec predstavuje priimer ze ti'i biologickych
replikatu. Jako referencni gen byl pouzit geometricky priimér SDHA a YWHAZ.
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5.2.2 Genova exprese CYP2B6

Exprese mRNA CYP2B6 nebyla vlivem isomert kafru vyraznéji ovlivnéna ani u
jednoho z pacientd. Pouze (-)-kafru 50 puM lze u pacienta L46 a pacientky 148 pozorovat urcité
zvyseni exprese CYP2B6, které vSak neni signifikantni (Obrazek 37).
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Obrazek 37 Vliv isomerii kafru na mRNA expresi CYP2B6 v lidskych jaternich Fezech.
Ultratenke lidské jaterni rezy byly inkubovany se studovanymi latkami v koncentraci 10 a 50
uM pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec predstavuje priimer ze tri biologickych
replikatii. Jako referencni gen byl pouzit geometricky priumer SDHA a YWHAZ.
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5.2.3 Genova exprese CYP2C

Primer, ktery jsem pouzila, je schopny zachytitisoformy 2C8, 2C9, 2C18 a 2C19, tedy
vSechny ¢tyfi lidské isoformy CYP2C. Genova exprese CYP2C u pacientti L46 a L49 nejevila
vyrazné signifikantni zmény. Nejvyraznéj$i zmeny jsem pozorovala u pacientky L48, kde doslo
k 1,5nasobnému zvyseni exprese CYP2C vlivem (+)-kafru 50 uM a (-)-kafru 10 uM a (-)-kafr
50 uM zvysil jeho expresi 2,7x (Obrazek 38).
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Obrazek 38 Vliv isomerii kafru na mRNA expresi CYP2C v lidskych jaternich rezech.
Ultratenké lidské jaterni rezy byly inkubovany se studovanymi ldatkami v koncentraci 10 a 50
UM pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec predstavuje priimer ze ti'i biologickych
replikatii. Jako referencni gen byl pouzit geometricky priimer SDHA a YWHAZ.
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5.2.4 Genova exprese CYP3A4

Jedinym signifikantnim vysledkem bylo ¢tyfndsobné zvyseni exprese mRNA CYP3A4
u pacientky L48 vlivem 50 pM (-)-kafru. U této pacientky jsem urcitou upregulaci v rozmezi
1,5-2,0x pozorovala i v ostatnich kafrem ovlivnénych vzorcich. Rovnéz u pacienta L46 jsem
pozorovala zvyseni exprese CYP3A4 vlivem obou isomert kafru a to 1,5 az 1,9x. V ptipade

pacienta L49 byly pozorované zmény jen malé (Obrazek 39).

CYP3A4

.....

Felativni exprese mRMA

i | = o] il = Ln (=]
-

=

-

S
.
B

Kontrola [+)-kafr 10 (+}-kafr 50 (-)-kafr 10 (-)-kafr 50

mLlit ml4E ml4

Obrazek 39 Vliv isomerii kafru na mRNA expresi CYP3A4 v lidskych jaternich rezech.
Ultratenke lidské jaterni Fezy byly inkubovany se studovanymi latkami v koncentraci 10 a 50
uM pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec predstavuje priimeér ze tii biologickych
replikatu. Jako referencni gen byl pouzit geometricky priimér SDHA a YWHAZ. Sloupce
oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestna ANOVA s Dunettovym
post-hoc testem).
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5.2.5 Genova exprese NQO1

Oba isomery kafru v obou koncentracich zptsobily u pacienta L49 zvySeni exprese
mRNA NQOI v rozmezi 1,9x az 3,9x. Nejvyraznéjsi u€inek mél (+)-kafr 50 uM. V ostatnich

jaternich vzorcich jsem Zadny vliv kafru na expresi NQO1 nepozorovala (Obrazek 40).
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Obrazek 40 Vliv isomerii kafru na mRNA expresi NQOI v lidskych jaternich ezech.
Ultratenke lidské jaterni rezy byly inkubovany se studovanymi latkami v koncentraci 10 a 50
UM pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec predstavuje priimer ze ti'i biologickych
replikatii. Jako referencni gen byl pouzit geometricky priumer SDHA a YWHAZ. Sloupce
oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestnd ANOVA s Dunettovym
post-hoc testem).
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5.2.6 Genova exprese AKR1C

Pouzité primery v analyze mRNA amplifikuji v§echny ¢tyfti lidské isoformy AKR1C, a
to AKR1C1-1C4.

Jedinym signifikantnim vysledkem bylo 2,1x zvySeni exprese mRNA AKRIC u
pacientky L48 vlivem 50 uM (-)-kafru. U této pacientky doslo k 1,4-1,7nasobnému zvySeni
exprese AKRIC i u ostatnich vzorkd, ale tyto zmény nebyly signifikantni. Rovnéz u pacienta
L49 jsem pozorovala mirné, ale nesignifikantni zvySeni exprese AKR1C vlivem obou isomert

kafru, a to 1,3-1,5x (Obrazek 41).
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Obrazek 41 Vliv isomerii kafru na mRNA expresi AKRIC v lidskych jaternich rezech.
Ultratenké lidské jaterni rezy byly inkubovany se studovanymi ldatkami v koncentraci 10 a 50
UM pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec predstavuje priimer ze ti'i biologickych
replikatii. Jako referencni gen byl pouzit geometricky primer SDHA a YWHAZ. Sloupce
oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestna ANOVA s Dunettovym
post-hoc testem).
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5.2.7 Genova exprese GSTA1

V pfipad¢ exprese GSTA1 jsem pozorovala u pacientky L48 signifikantni zvySeni
vlivem (-)-kafru 50 uM, rovnéz (+)-kafr 10 pM vyvolal vyrazné zvyseni jeji mRNA exprese.
U pacienta L49 naopak doslo ve vSech vzorcich ke snizeni mRNA exprese, ale tato zména

nebyla signifikantni. Genova exprese GSTA1 u pacienta L46 nebyla kafrem nijak vyznamné

ovlivnéna (Obrazek 42).
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Obrazek 42 Vliv isomerii kafru na mRNA expresi GSTAI v lidskych jaternich rezech.
Ultratenke lidské jaterni rezy byly inkubovany se studovanymi latkami v koncentraci 10 a 50
uM pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec predstavuje priumer ze tri biologickych
replikatu. Jako referencni gen byl pouzit geometricky priimér SDHA a YWHAZ. Sloupce
oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestna ANOVA s Dunettovym
post-hoc testem).
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5.2.8 Genova exprese GSTP1

K nejvyraznéj$i zméné exprese GSTP1 doslo vlivem obou isomerl kafru v obou
koncentracichu pacientky L48, kde doslo k signifikantnimu poklesuo 46 az 53 % ve srovnani

s kontrolou. U ostatnich dvou pacientll jsem nepozorovala zadné vyrazné zmény v expresi
GSTP1 (Obrazek 43).
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Obrazek 43 Vliv isomerii kafru na mRNA expresi GSTP1 v lidskych jaternich rezech.
Ultratenke lidské jaterni rezy byly inkubovany se studovanymi latkami v koncentraci 10 a 50
UM pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec predstavuje priimer ze ti'i biologickych
replikatii. Jako referencni gen byl pouzit geometricky priimér SDHA a YWHAZ. Sloupce
oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestna ANOVA s Dunettovym
post-hoc testem).
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5.2.9 Genova exprese SULT1A1

Genova exprese SULT1A1 byla vlivem obou isomeril kafru snizena u vSech pacienti,

pouze v pripad¢ pacienta L49 byl vSak tento ucinek statisticky vyznamny (pokles o 52 az 61
%) (Obrazek 44).
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Obrazek 44 Vliv isomerii kafru na mRNA expresi SULTIAI v lidskych jaternich rezech.
Ultratenké lidske jaterni rezy byly inkubovany se studovanymi ldatkami v koncentraci 10 a 50
UM pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec predstavuje priimer ze tii biologickych
replikatii. Jako referencni gen byl pouzit geometricky prumer SDHA a YWHAZ. Sloupce
oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestna ANOVA s Dunettovym
post-hoc testem).
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5.2.10Genova exprese UGT1A6

V ptipadé¢ UGT1A6 jsem pozorovala urcité zvysSeni exprese u obou isomeru kafru
v obou koncentracich u pacienti L48 a 149, statisticky vyznamné zvySeni nastalo v ptipadé
pacientky L48 a 50 uM (-)-kafru. U pacienta L46 kafr expresi UGT1A6 neovlivnil (Obrazek
45).
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Obrazek 45 VIiv isomeru kafru na mRNA expresi UGTIA6 v lidskych jaternich rezech.
Ultratenké lidské jaterni rezy byly inkubovany se studovanymi latkami v koncentraci 10 a 50
uM pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec prredstavuje priimér ze tii biologickych replikatii.
Jako referencni gen byl pouzit geometricky prumer SDHA a YWHAZ. Sloupce oznacené * se
signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, jednocestna ANOVA s Dunettovym post-hoc testem)
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6 DISKUSE

Terapeutické vlastnosti rostlin jsou zndmy od nepaméti. Dodnes je rostlinnymi 1é¢ivymi
ptipravky léCena celd fada patologickych stavll. V poslednich desetiletich doSlo k vyraznému
nartstu pouzivani 1éCivych rostlin k podpoie zdravi a 1é€by nemoci v mnoha zemich svéta
véetné zemi rozvinutych. Rada rostlinnych extraktd je v mnoha vyspélych zemich pouZivana
jako léky na predpis. Terapeuticky ucinek téchto preparati byva velmi ¢asto podminén
synergickou ¢innosti vice druhti rostlinnych metabolitti. Ve svété moderni mediciny je
vSeobecné nejvice vyuzivano ptipravkd vyrobenych z jedné ¢i dvou izolovanych uc¢innych
latek. Nicméné od pouziti izolovanych latek se zacina upoustét, jelikoz mnohdy maji vyrazné

nizsi ucinnost nez pivodni extrakt (Thomford a kol. 2018).

Uzivani ptrirodnich produkti mé i sva tuskali. V soucasné dob¢ je pro tyto produkty
velmi tézké prokazat jejich terapeutické ucinky. Diivodem je nedostatek standardizovanych
postupti, dile nedostatecné objasnéni biologickych mechanismt u¢inku a ztidka jsou u téchto
produktt provedeny klinické studie dle odpovidajicich standardt. Dal§im divodem mitize byt
nedostatecna izolace chemicky cistych produkti a sloucenin, coz ma za nasledek odlisné
slozeni ptipravkd. Technologicky pokrok v oblasti vyvoje novych analytickych a
bioinformacnich technik, které umozni lepsi zpracovani ptirodnich latek, mlze tuto situaci
zlepsit. Pomoci analytickych metod, jako jsou superkriticka fluidni extrakce, metoda
molekularni destilace, technologie membranové extrakce ¢i vyuziti mikrovlnné, ultrazvukové
a enzymov¢ extrakce, bylo dosazeno vyrazné efektivngjsi extrakce. K dalSimu rozvoji tohoto
odvétvi miize dojit diky pokrokiim v biologickém testovani, genomice, proteomice,

metabolomice a v automatizaci procesii (Thomford a kol. 2018).

Pouzivani kafru, pfirodniho produktu ziskaného ze dfeva stromu Cinnamomum
camphora, saha hluboko do historie. V soucasné dobé se kafr vyuziva jako antiseptikum,
analgetikum, rubefaciens i jako protizanétlivy ptipravek. Kafr se pouziva obzvlasté ve forme
ptipravki pro lokalni uziti, kde ptsobi mirnym znecitlivujicim a¢inkem a pocitem tepla spolu
s jeho charakteristicky pronikavou svézi vini. Silnd viin¢€ v lidech vyvolava pocit silného
ucinku. Pii nachlazeni se hojné vyuziva jako antitusikum a expektorans. Pfipravky kafru a jeho
derivatti ve formé nosniho dekongestiva stimuluji chladové receptory v nose, coz vyvolava

pocity chladu a zvySeného proudéni vzduchu (Singh a kol 2012).
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VSeobecné je doporucovano s pripravky obsahujicimi kafr zachéazet s opatrnosti.
Intoxikace kafru miiZze zplsobit zvraceni, buSeni srdce, kiece az smrt (Singh a kol 2012).
Vétsina intoxikaci kafrem je zcela ndhodna nebo je vyvoldna nesprdvnym pouZzitim c¢i
davkovanim (Zuccarini 2009). V minulosti doglo u mladych muza v franu k nékolika otravam
kafrem pfi snaze o snizeni sexudlniho libida. V irdnském lidovém lé¢itelstvi se kafr pouziva
jako afrodiziakum i antiafrodiziakum (Rahimi a kol. 2017). Ve studiich zaméfenych na
podavani kafru Japonskym kiepelkam se potvrdilo, Zze se vzrlstajici koncentraci kafru u
samecki dochazi ke zvysSeni libida. Zajimavosti zde bylo, Ze hladina testosteronu byla u nizsich
davek kafru vyssi (Sedaghat a kol. 2016). Z jinych studiich na mySich vyplyva, Ze hladina
testosteronu nebyla nijak vyznamné ovlivnéna, doSlo vSak k vyraznému sniZeni hladiny
folikuly-stimulujiciho hormonu a zvySeni hladiny luteiniza¢niho hormonu (Shahabi a kol.
2014). Pt1 podani vysSich davek kafru doslo u dospélych samct potkana k niZsi diferenciacia
proliferaci spermatocytti, véetné snizené vaskularizace. Pfi podani nizsich davek bylo viditelné
zlepSeni sexudlniho libida a vykonnosti v disledku zlepSené funkce varlat. Tyto studie
naznacuji, ze kafr ma dilezity vyznam pro reprodukéni systém a mize ménit fyziologické a
vyvojové procesy vedouci k modifikaci sexualni aktivity (Sedaghat a kol. 2016). Uginky kafru
na sexudlni vykon mohou byt zprostiedkovany prostifednictvim ucinktina sympaticky nervovy

systém. Kafr specificky inhiboval sekreci katecholamint blokovanim nikotinovych receptort
(Jamshidzadeha a kol 2006).

Balzamy a silice obsahujici terpeny, zejména kafr, jsou potencidlné toxické. V minulosti
byla hlaSena fada nezadoucich u¢inkl vyvolanych pouzitim kafrovych produkti u kojenct a
malych déti. Produkty jsou zv1asté oblibené v Kambodzi, kde kafrovymi vyrobky bézné potiraji
pokozku btiska a hlavy novorozencti a malych déti. V soucasné dobé se pfipravky s kafrem
nedoporucuji pouzivat u déti mladSich 2 let, jelikoz zde hrozi riziko ndhodného poziti a
nebezpeci nadmérné absorpce kafru kiizi. Pro malé déti je kafr zvlasté nebezpecny pro své
hepatoneurotoxické u¢inky. V mezindrodné prodavanych vyrobcich miize byt obsah kafru vyssi
nez jsou doporucené koncentrace. V této problematice by méla nastat velka osvéta, ktera by
informovala o nezadoucich t¢incich, zdravotnich rizicich a mozném timrti déti (Bazzano a kol.

2016).
Oba isomery kafru vykazuji rizné profily toxicity. Toxicitu u mysi vykazuje zejména
synteticky kafr. Podani racemické smésinebo zv1ast podani D-kafru i L-kafruu mysi vyvolalo

shrbeny postoj, zmény v chovani a trnuti téla. Podani D-kafru potkaniim a kralikiim zptsobilo

pfiznaky toxicity. Pfirodni forma se prokazala jako netoxicka. Také se prokazalo, Ze u biezich
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zvitat nedoslo k zddné embryotoxicité ani jiné reprodukeni toxicité (Zuccarini 2009). Podle
jiného vyzkumu byla zjiSténa pfima korelace mezi mnozstvim pouzité davky a negativnim
dopadem na délohu biezi mys$i, coZ naznacuje negativni dopad na reprodukéni zdravi zvitat,
které by mohlo podanim vyssich davek kafru vyvolat potrat (Singh a kol. 2012). Vyzkumy
zaméiené na ucinky kafrové masti odhalilo vliv na pohlavni hormony a gonadotropiny, coz

zpusobilo zpomalené dospivani a snizeni hmotnosti organt potkanti obou pohlavi (Sedaghat a
kol. 2016).

Dle zminénych vysledk se studie v mnohych zaveérech velmi lisi. V nékterych studiich
byly pouzity derivaty kafru, v jinych Cisty kafr v 10% ethanolu ¢i jinych rozpoustédlech.
Z tohoto poznatku vyplyva, Ze studie mohly byt ovlivnény druhem pouzitého kafru a typem

rozpoustédla (Shahabi a kol. 2014).

Metabolismus kafru byl studovan u samic albinotickych mysi typu Swiss, u kterych
v jatrech zpasobil vyznamné zvySeni aktivity cytochromu P450, cytochromu bS5,
arylhydroxylasy a glutathion-S-transferasy. Déle doslo k inhibici mitochondridlniho dychani.
Toho by se v budoucnu mohlo vyuzit pti radioterapii nadorti, ve které by kafr byl pouzivany

jako latka s radiosensitiza¢nim potencidlem (Singh a kol. 2012).

Kafr moduluje aktivity jaternich enzymu i€astnicich se metabolismu 1é¢iv (Singh a kol.
2012). Moje diplomova prace byla zamétenana studium vlivu isomeri kafru na proteinovou a
mRNA expresi vybranych enzymu I. a II. faze biotransformace 1é¢iv. Metodou RT-qPCR jsem
stanovila mRNA expresi AKRIC, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C, CYP3A4, NQOI1, SULTI1AI,
UGT1A6, GSTA1 a GSTP1. Metodou western blot jsem stanovila proteinovou expresi enzymu
CYP3A4, CYP2C, AKR1C3 a GSTA.

Pii stanoveni exprese mRNA CYP3A4 jsem nejvyznamnéjsi GCinek zaznamenala u
pacientky .48, kde doSlo vlivem (-)-kafru 50 uM ke zvySeni exprese 3,98x. Proteinova exprese
se u tohoto vzorku neliSila od kontroly. U ostatnich vzorkli pacientky L48 jsem rovnéz
pozorovala vyssi, ale ne signifikantni, mRNA expresi CYP3A4. V ptipadé (+)-kafru 10 uM
byla exprese 1,66x vyssi a u 50 uM dosahovala hodnoty 1,83x vys$i. ZvySeni relativni
proteinové exprese CYP3A4 u obou koncentraci (+)-kafru se pomoci western blotu potvrdilo
(zvysenio 57 resp. 62 %). U pacienta L49 nebyla genova exprese nijak signifikantné ovlivnéna.
Stejné tak i pfi stanoveni relativni proteinové exprese pacienta L49 zde bylo jen nepatrné
zvySeniu (+)-kafru. U pacienta L46 nastalo zvySeni genové exprese u obou isomert kafru, které

vSak nebylo signifikantni a nebylo potvrzeno na irovni proteinu.
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Exprese mRNA CYP1A2, CYP2B6 a CYP2C nebylaisomery kafru vyraznéji ovlivnéna
ani u jednoho pacienta. Relativni proteinova exprese CYP2C byla u pacientky L48
signifikantné sniZzena, obzvlasté (+)-kafr 50 uM snizil jeho expresi na pouhych 15,8 %.
Signifikantni snizeni na 25,3 % resp. 45,3 % kontroly nastalo u (-)-kafru 10 uM a 50 uM. U

pacientii L46 a L49 nedosSlo k vyraznému ovlivnéni proteinové exprese CYP2C.

N

Nejvyznamnéjsi isoformou CYP, ktera se podili na metabolismu (-)-kafru, je CYP2A®6,
jak bylo zjisténo ve studii s lidskymi jaternimi mikrosomy. Dalsi isoformy CYP (tj. CYP1AI,
CYP1A2, CYP1BI, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2El a CYP3A4)
aktivitu vaéi (-)-kafru nevykazovaly. Pomoci GC-MS byl stanovovan produkt

5-exohydroxykafr (Gyoubu a kol. 2007).

Exprese mRNA NQOI, enzymu I. faze biotransformace, doslo ke zvySeni vSech vzorki
pouze u pacienta L49 v rozmezi 1,9x az 3,9x. Signifikantni byl pouze G¢inek (+)-kafru 50 uM.
Fyziologicky NQO1 chréani buiiky ptfed riznymi druhy cytotoxickych chinond a oxida¢nim
stresem, katalyzuje redukci a detoxikaci chinonovych substrati a chrani bunky pired
karcinogeny. Nadmérna exprese NQOI je spojena se Spatnou progndézou nadorovych
onemocnéni. Mezi nej€astéj$i choroby s upregulaci NQO1 patii kolorektalni karcinom,
nadorové onemocnéni plic, srdce, pankreatu ¢i zaludku, melanom ¢i cholangiokarcinom (Oh a

kol. 2016).

Pti 1. fazi biotransformace se redukénimi mechanismy uplatiiuji enzymy zvané
reduktasy. V piitomnosti NADPH-reduktasy katalyzuji pfeménu sloucenin obsahujicich
karbonylovou skupinu, jimizjsou aldehydy nebo ketony. Reduktasy jsou exprimovany ve vice
druzich lidskych tkanich a déale se ticastni metabolismu hormont, apoptozy, mutageneze ¢i
karcinogeneze. Z tohoto divodu mohou zmény v expresi reduktas modulovat riziko rozvoje
nadorovych onemocnéni. Jednou z hlavnich skupin reduktas jsou aldo-ketoreduktasy (AKR).
AKRI je nejvétsi rodinou a je rozdélena do rtiznych podrodin véetné AKRIC jako hlavni
podrodiny. U clovéka se vyskytuji celkem ¢tyfi isoformy AKRIC, jsou jimi AKRICI,
AKRI1C2, AKRIC3 a AKRIC4 (Alshogran 2017). Stanovenim genové exprese mRNA
AKRI1C vsech ¢tyt lidskych isoforem jsem zaznamenala v§eobecné zvySenou aktivitu témeét u
kazdého vzorku jaternich fezti. U pacientky L48 dosSlo vlivem (-)-kafru 50 puM ke
zvySeni mRNA 2,1x, zatimco proteinova exprese byla u této pacientky vlivem (-)-kafru 10 uM
a 50 uM a (+)-kafru 50 uM snizena o 41,8 az 65,0 %. Vyznamné snizeni proteinové exprese o

50,9 % jsem pozorovala i u pacienta L46 vlivem (-)-kafru 50 uM.

96



Stanoveni enzym II faze biotransformace jsem provedlauenzymu SULT1A1, GSTALI
a GSTP1 a UGTI1A6. Genovou expresi jsem stanovila u vSech jmenovanych enzymu.
Technikou western blotu jsem stanovilarelativni proteinovou expresi pouze u GSTA. Nejvyssi
zvyseni exprese mMRNA enzymu GSTAI jsem zaznamenala u (-)-kafru 50 uM (3,1x vyssi) a
(+)-kafru 10 uM (2,6x vyssi). Proteinova exprese GSTA nebyla vlivem kafru vyraznéji
ovlivnéna. Ve stanoveni genové exprese enzymu GSTP1 jsem zaznamenala sniZzeni exprese u
vSech vzorku pacientky L48. Nepatrné zvyseni, statisticky nevyznamné, bylo u pacienta L49
u obou koncentraci (+)-kafru. Exprese mRNA UGT1A6 u pacientky L48 byla vlivem (-)-kafru
50 uM signifikantn¢ zvySena. U genové exprese SULT1A1 jsem zaznamenala pokles pacienta
L49 u obou koncentraci obou isomert kafru. U ostatnich pacientinedoslo k vyraznému zvySeni

¢i sniZeni exprese enzymu.

Vyskyt nedokonalé korelace mezi hladinami mRNA a proteinem muze nastat
v disledku divodt technickych pifi provadéni analyzy nebo divodi biologickych
(posttranskripéni regulace) (Bucciteli a kol. 2020). Ziskani reprodukovatelnych vysledki
SDS-PAGE je technicky narocné a Casto jej doprovazi komplikace pti porovnavani gell se
vzorky pfipravenymi za podobnych podminek (Maier a kol. 2009). Pro srovnavani exprese
enzymi se hojné vyuziva imunologickd proteinova kvantifikace, nicméné ta trpi velmi $patnou
reprodukovatelnosti a specificitou. Problémy tykajici se blotové techniky mohou byt ve
specificité protilatek nebo kvalité referencnich proteini. Sama ze zkuSenosti pii vypracovavani
praktické c¢asti diplomové prace mohu potvrdit, ze blotova technika je opravdu ndrocna
metodika, pti které i drobnd chyba velmi snadno ovlivni vysledek (Drozdik a kol. 2017). Zmény
v genové expresi nemusi zcela zpilisobit zmény v expresi proteinové, tudiz stanovenim mRNA
nelze urcit hladinu proteinu (Bucciteli a kol. 2020). Riziku nespravné interpretace by se dalo
ptedejit porovnanim sparovanych vzorkii jednoho pacienta enzymové exprese v jatrech a ve

sttevech (Drozdzik a kol. 2017).

Dale mezi pacienty dochdzi k podstatné interindividudlni variabilité exprese enzymd.
Proto je tfeba brat pti hodnoceni vysledku tuto problematiku v potaz (Drozdik. a kol. 2017).
Nékteré dédicné zmeény ve funkci genti nejsou zaloZeny pouze na zméné v sekvenci DNA, ale
1 na epigenetickych zménach. Dilezitymi epigenetickymi mechanismy jsou methylace DNA a
modifikace histont. Epigenetické zmény se mohou vyskytovat v genech kodujicich regulacni
mechanismy tzv. mikroRNA (miRNA). Epigenetické vzorce jsou v zdsad€ reverzibilni a mohou
byt tkdnove specifické a ovlivnéné faktory jako je pohlavi, v€k ¢i prostiedi, ve kterém se jedinec

vyskytuje (Zanger a kol. 2013).
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7 ZAVER

Dosazené vysledky v mé diplomové pracilze shrnoutnasledovné:

Pro praktickou ¢ast diplomové prace jsem pripravila ultratenké jaterni fezy celkem ze tii
pacientli, dvou muzi a jedné Zeny. Jaternitfezy pacienti L48 a [49 jsem inkubovala v pfitomnosti
10 uM a 50 uM (-)-kafrua (+)-kafrunebo 0,1% DMSO (kontrola). Pro nedostatek jaterni tkdné
jsem jaternifezy z pacienta L46 inkubovala pouze s 50 uM (-)-kafrem a (+)-kafrem. Inkubace

probihala 24 hodin pii 37°C.

Stanoveni relativni proteinové exprese enzymit CYP3A4, CYP2C, AKR1C3 a GSTA jsem
provadéla pomoci western blottingu. K nejvyznamnéj$im zméndm na trovni proteinu doslo u
pacientky L48, kde doslo vlivem (+)-kafru 10 a 50 uM ke zvySeni exprese CYP3A4 a ke snizeni
exprese CYP2C a AKRIC3 vlivem (+)-kafru 50 uM, (-)-kafru 10 a 50 uM. U pacienta L46
doslo ke snizeni exprese AKR1C3 vlivem (-)-kafru 50 uM.

Stanoveni exprese mRNA jsem provedla u enzymti AKR1C, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C,
CYP3A4,NQOI1, SULT1A1, UGT1A6, GSTA1 a GSTP1. (-)-Kafr 50 uM zptisobil u pacientky
L48 signifikantni indukci CYP3A4, AKR1C, GSTA, UGT1A6. U pacienta L49 doslo vlivem
(+)-kafru 50 uM k indukci NQOI1. Naproti tomu oba isomery kafru v obou koncentracich
vyvolaly signifikantni sniZzeni exprese mRNA GSTP1 (L48) a SULT1A1 (L49).
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8 SEZNAM ZKRATEK

AA akrylamid

Acetoacyl-CoA acetoacylkoenzym A

Acetyl-CoA acetylkoenzym A

AKR aldo-ketoreduktasa

ALP alkalicka fosfatasa

ALT alaninaminotransferasa

APS persiran amonny

AST aspartdtaminotransferasa

BCA kyselina bicinchoninova

bisAA bis-akrylamid

BSA hovézi sérovy albumin

cDNA komplementarni deoxyribonukleasa
Cr threshold cycle

CYP cytochrom P450

DEPC diethylpyrokarbonat

DMAPP dimethylallyl-difosfat

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina
DNAsa deoxyribonukleasa

dNTPs deoxynukleotidy

DTT dithiotreitol

EDTA ethylendiamintetraoctové kyselina
EGTA ethylenglykol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina
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F forward

GPP geranyldifosfat

GSH glutathion

GST glutathion-S-transferasa

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

HMG-CoA (35)-3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

IPP isopentenyldifosfatu

LPP linalyldifosfat

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina

NQO NAD(P)H: chinon oxidoreduktasa

NTC no template control

PCR polymerasovaftetézova reakce

PMSF fenylmethylsulfonylfluorid

qPCR kvantitativni polymerasovafetézovareakce v redlném Case

R reverse

RNA ribonukleova kyselina

RNasa ribonukleasa

rpm otacky za minutu

RT reverzni transkriptasa, reverzni transkripce

RT-gPCR kvantitativni polymerasova fetézova reakce v redlném case s reverzni
transkripci

SD smérodatna odchylka

SDHA sukcinatdehydrogenasa, podjednotka A

SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym
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SULT

TBS

TBST

TEMED

Tris

UGT

YWHAZ

sulfotransferasa

solny roztok pufrovany Tris

solny roztok pufrovany Tris + Tween 20
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
UDP-glukuronosyltransferasa
ultrafialové zateni

tyrosin-3-monooxygenasa/tryptofan-5-monooxygenasa aktiva¢ni

protein
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