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ABSTRAKT
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Skolitel: prof. RNDr. Lenka Skéalova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Uginek thujonu a piperitonu na expresi biotransformaénich

enzymu v jaternich fezech

Monoterpeny jsou pfirodni latky, které jsou Siroce rozsitené v silicich celé fady
druhi rostlin. Thujon a piperiton jsou obsazeny v nékterych druzich rostlin a mohou byt
soucasti potravinovych dopliki a jinych rostlinnych ptipravkl nebo potravin, kde slouzi
jako dochucovadla.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak thujon a piperiton ovliviiuji expresi
vybranych biotransformacénich enzymii z nadrodiny cytochromt P450, sulfotransferas
a UDP-glukuronosyltransferas. Pro méteni byly pouZzity ultratenké jaterni fezy ziskané
zjater 3 lidskych darcti. Rezy byly inkubovany s thujonem nebo piperitonem
v koncentracich 10 uM a 50 uM po dobu 24 hodin. Po inkubaci bylo kvantifikovano
mnozstvi mRNA a proteind vybranych enzymd.

Ziskané vysledky vykazovaly znacnou interindividudlni variabilitu. Exprese
CYP1A2 na urovni mRNA byla signifikantné¢ zvySena po ovlivnéni fezli thujonem
(50 uM) a piperitonem (10 pM i 50 pM), avsak pouze u jednoho darce. Uginkem
piperitonu (50 uM) byla zvySena mRNA pro UGT1A9 rovnéZ pouze u jednoho darce.
ZvySeni mnozstvi mRNA pro CYP3A4 vlivem piperitonu (50 uM) i thujonu (50 pM)
bylo také zaznamenéno jen u jednoho pacienta. Ke statisticky vyznamnému sniZeni
v mnozstvi proteinu CYP3A4 vlivem thujonu také doslo pouze u jednoho pacienta ze tfi.

Vzhledem k tomu, ze zmény v expresich vybranych enzymt vlivem thujonu
a piperitonu byly vétSinou malé nebo zadné, je vznik klinicky vyznamnych interakci na

podkladé indukce ¢i inhibice biotransformacnich enzymi nepravdépodobny.



ABSTRACT

Charles University
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Supervisor: prof. RNDr. Lenka Skélova, Ph.D.
Title of diploma thesis: The effect of thujone and piperitone on the expression of

biotransformation enzymes in liver slices

Monoterpenes are natural substances that are widely distributed in the essential
oils of many plant species. Thujone and piperitone are found in certain plant species that
can be part of dietary supplements, herbal preparations or used in foods as flavourings.

The aim of this diploma thesis was to find out how thujone and piperitone affect
the expression of selected biotransformation enzymes from the cytochrome P450
superfamily, the sulfotransferase and the UDP-glucuronosyltransferase superfamilies.
Precision-cut liver slices obtained from the livers of 3 human donors were used for these
experiments. Slices were incubated with thujone or piperitone for 24 hours at 10 uM and
50 uM concentrations. After incubation, the amount of mRNA and protein was quantified.

The obtained results showed considerable interindividual variability. CYP1A2
gene expression was significantly increased in one donor sample after incubation with
thujone (50 uM) and piperitone (10 uM, 50 uM). Piperitone (50 uM) increased the amount
of mRNA of UGT1AY in one patient sample. Increased amount of CYP3A4 mRNA was
observed after treatment with piperitone (50 M) and thujone (50 uM) also only in one
patient sample.

Statistically significant decrease in CYP3A4 protein level caused by thujone was
observed in 1 patient out of 3.

Due to the fact that the changes in expression of selected enzymes were mostly
small or non-existent, the occurrence of clinically significant interactions due to induction

or inhibition of biotransformation enzymes is unlikely.
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1. UVOD

Monoterpeny jsou sekundarni metabolity rostlin, ve kterych se vyskytuji zejména
jako slozky silic. Thujon je obsazen v silicich rodl Salvia, Artemisia, Tanacetum, Thuja,
Achillea a dalsi (Németh a Nguyen, 2020). Rostliny obsahujici thujon se nékdy piidavaji
do potravin jako aromata a dochucovadla a thujon je také znamou piisadou absintu. Obsah
thujonu je zde vSak evropskymi predpisy regulovan. Piperiton, obsazeny naptiklad v rodu
Mentha, Achillea, Eucalyptus, Rosmarinus nebo Cymbopogon, se rovnéz pouziva jako
dochucovadlo (Burbott a kol. 1983, Yener a kol. 2020). Rostliny obsahujici tyto
monoterpeny mohou byt také soucasti nejriiznéjSich potravinovych doplnkii. Rostlinné
dopliky stravy a dalsi ptipravky jsou nyni velmi popularni a byvaji nékdy mylné vnimany
jako zcela bezpecné. Problémem je casto neznalost pfesného obsahu konkrétnich
rostlinnych latek v piipravku, uzivani nékolika pfipravkti najednou, nedodrzovéni
davkovani ¢i objednavani neprovérenych pripravkil na internetu bez znamého slozeni.

Jednim z diivodii pro studium ucinku ptirodnich latek na enzymy metabolizujici
1é¢iva je odhaleni potencidlniho rizika pro vznik Iékovych interakci. Indukce ¢i inhibice
enzymu metabolizujicich 1é¢iva mize mit fadu nezaddoucich disledkt napt. selhani 1écby
nebo zvySené riziko toxicity. Znalosti o ucinku terpenti na expresi enzymu
metabolizujicich 1é¢iva jsou stale znacné omezené.

V moji diplomové préci jsem zjisStovala vliv monoterpent piperitonu a thujonu na
mnozstvi mRNA cytochromi P450 (CYP3A4, CYP1A2), UDP-glukuronosyltransferas
(UGT1A6, UGTI1A9) a sulfotransferasy (SULT1A) s vyuzitim kvantitativni real-time
PCR a na mnozstvi proteinu CYP3A4 a CYP1A2 za pouziti Western blotu. PouZitym

modelem pro experimenty byly lidské ultratenké jaterni fezy.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Terpeny

Terpeny jsou nejrozsahlejSi skupinou sekundarnich metabolitt rostlin. Jejich
spoleénym strukturnim znakem je uhlovodikova kostra vznikla spojenim dvou a vice
isoprenovych jednotek (Ashour a kol. 2010). Zakladnim stavebnim kamenem terpent je
tedy 2-methylbuta-1,3-dien, neboli isopren a jsou proto také oznaCovany jako
isoprenoidy. Podle poctu isoprenovych jednotek ve struktufe se terpeny rozliSuji na

podskupiny, jak zobrazuje tabulka 1 (Ludwiczuk a kol. 2017).

Tabulka 1. Klasifikace terpenii

pocet isoprenovych jednotek pocet atomti uhliku

hemiterpeny 1 5
monoterpeny 2 10
seskviterpeny 3 15
diterpeny 4 20
sesterterpeny 5 25
triterpeny 6 30
tetraterpeny 8 40
polyterpeny >9 >40

V ptirod¢ se nejcastéji vyskytuji jako alkoholy, glykosidy, ethery, aldehydy,
ketony, nebo karboxylové kyseliny a jejich estery (Breitmaier 2006).

V rostlindch se syntetizuji terpeny mevalonatovou cestou v cytosolu nebo cestou
2-methyl-D-erythritol-4-fosfatu (MEP) v plastidech. MEP cestou se tvoii z vétsi ¢asti
hemiterpeny, monoterpeny, diterpeny a tetraterpeny. Mevalonatovou cestou vznikaji
hlavné triterpeny a seskviterpeny. V obou ptipadech ovSem existuji vyjimky (Ludwiczuk
a kol. 2017, Philips a Concepcion 2010).

Prvnim krokem biosyntézy terpenti je tvorba pé&tiuhlikaté molekuly
isopentenyldifosfatu (IPP) nebo jeho isomeru dimethylallyldifostatu (DMAPP), ktery
vzniké pisobenim [PP-isomerasy. Na poc¢atku biosyntézy IPP MEP cestou stoji pyruvat
a glyceraldehydfosfat. Mevalonatova cesta za¢ind kondenzaci 3 molekul acetylkoenzymu
A za vzniku hydroxymethylglutaryl-CoA a jeho néslednou redukci na kyselinu
mevalonovou. Kyselina mevalonové podléhé dal$im reakcim, kterymi je pfeménéna na

IPP (Ashour a kol. 2010).

10



Jako dalsi krok néasleduje kondenzace molekul isopentenyldifosfatu
a dimethylallyldifosfatu za vzniku desetiuhlikatého geranyldifosfatu, farnesyldifosfatu
s patnacti uhliky nebo dvacetiuhlikatého geranylgeranyldifosfatu (Obrazek 1).

Isopentenyl Dimethyilallyl
diphosphate (IPP, 05) diphosphate (DMAPP, C;)
3xIPP
2 x IPP,
Geranyl
diphosphate
(GPP, C,p) Farnesyl Geranylgeranyl
diphosphate diphosphate
{FPP! 015) (GGPP} c20)
Monoterpenes
2x
(C1a) Diterpenes
(C2)
Sesquiterpenes Squalene
Phytoene
C
‘ (Cy5) {1239) (Can)
Tetraterpenes Tetraterpenes
(C30) (Cap)

Obrazek 1. Zakladni schéma biosyntézy terpenit u rostlin (prevzato z Ashour a kol. 2010)

Vyznam terpenil v rostlinich spociva v jejich funkci bud’ jako atraktantd pro
opylovace nebo naopak rostlinu chrani pfed hmyzem a pozienim zvitaty (hotka chut,
toxicita). Déale maji u rostlin roli jako signdlni molekuly a reguldtory ristu, a mohou
zodpovidat 1 za vini ¢i chut rostliny (Breitmaier 2006).

Rada terpentl nasla vyuziti v parfumerii a kosmetice, dale jako potravinaiské
aditivni latky nebo pesticidy. Mnoho terpenti ma riiznorodé farmakologické ucinky, fada
znich je soucéasti doplikii stravy nebo i1 léCivych ptipravkii a mnoho je ve fazi
preklinickych hodnoceni. Napiiklad diterpenoidni latka paclitaxel je pouzivana jako
antineoplastikum pro terapii karcinomu ovaria nebo metastazujiciho karcinomu prsu.

Seskviterpen artemisinin se pouziva jako 1€¢ivo pro malérii (Wang a kol. 2005).

2.1.1. Monoterpeny

Monoterpeny  jsou latky  vychazejici  z desetiuhlikat¢ho  prekurzoru
geranyldifosfatu. Jde o latky tékavé povahy, Casto se vyskytujicich v ¢eledich Pinaceae,
Rutaceae, Lamiaceae nebo Apiaceae. Jejich hlavnim zdrojem jsou silice.

Podle struktury uhlikatého skeletu mohou byt roztfidény na acyklické (napf.
geraniol, myrcen), monocyklické (napf. limonen, menthol), bicyklické (napt. pinen, a-

thujon) nebo nepravidelné (napft. pyretriny).
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V rostlinach byvaji uloZeny ve Zlaznatych trichomech nebo pryskyfi¢nych
kanalcich. U rostlin ptsobi jako atraktanty k ptilakani opylovaci nebo jako chemicka
ochrana proti hmyzu a bylozravcim (Philips a Concepcién, 2010).

Monoterpeny nachdzi své uplatnéni v parfumerii, v potravinafstvi nebo jako
rozpoustddla. Rada monoterpenti vykazuje biologickou aktivitu, pfedev§im antioxidaéni,
protizanétlivou, antimikrobni nebo antifungalni. Jsou také studovany pro jejich schopnost
inhibovat acetylcholinesterasu a butyrylcholinesterasu a pro jejich potencidlni
protinadorovou aktivitu (Wojtunik-Kulesza a kol. 2019).

U Origanum onites a silice z Artemisia campestris, obsahujicich monoterpeny
jako je a-pinen, limonen, p-cymen nebo menthol, byly popsany hepatoprotektivni ucinky.
Na sedativnich u¢incich druhu Melissa officinalis se rovnéz podili monoterpeny,
napftiklad citronellal nebo geraniol acetat (Wojtunik-Kulesza a kol. 2019).

Dal$im vyznamnym monoterpenem je mentol, ktery ma chladivy efekt dany
vazbou na melastatinovy tranzientni receptorovy potencidlovy kanal 8 (TRPMS receptor).
Plisobi jako podptirny prostfedek pii nachlazeni a kasli, a je soucasti matovée silice, ktera
se vyuziva pro své karminativni u¢inky (Dvotdkova a kol. 2011).

Pyretriny, monoterpenické estery, vykazuji insekticidni vlastnosti. Ovliviuji
sodikové kanaly nervovych vlaken a zplisobuji tak paralyzu a naslednou smrt parazita.
Syntetickym analogem je permetrin, ktery se pouziva u lidi lokalné pro 1é€bu svrabu a ve

veterinarni medicing jako ektoparazitikum (Wang a kol. 2005).

2.1.1.1. Piperiton
Piperiton  neboli  6-isopropyl-3-methyl-1-cyclohex-2-enon, je  pfirodni
monoterpen charakteru ketonu. Jde o lipofilni a t¢kavou latku, rozpustnou v ethanolu a

nerozpustnou ve vode.

O

Obrazek 2. Piperiton

Piperiton je obsazen v silicich nékterych druhl rostlin rodu Cymbopogon,

Eucalyptus, Mentha nebo napiiklad v n€kolika dalSich druzich z celedi Lamiaceae
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(Burbott a kol. 1983). Piperiton byl dale nalezen v extraktu z Chrysactinia mexicana
(Delgado a Rios, 1991) ¢i vsilicich nékterych druhti rodu Achillea, naptiklad A.
vermicularis, A. biebersteni a A. sintenisii a dale naptiklad v Rosmarinus officinalis
(Yener a kol. 2020).

Silice z Cymbopogon schoenanthus, ktera obsahuje jako jednu z hlavnich slozek
piperiton, a samotny piperiton, byly studovany pro sviij toxicky vliv na dospélce a
vyvojova stadia sktidce Callosobruchus maculatus (zrnokaz skvrnity). Samotny piperiton
se ukazal jako ucinnéjsi nez silice, vykazoval silnéjsi ovicidni aktivitu, inhiboval vyvoj
larev a jejich penetraci v rostlinnych semenech a plsobil toxictéji i na dospéla stadia
(Ketoh a kol. 2006). Piperiton izolovany ze silice Artemisia judaica vykazoval téz
insekticidni aktivitu, a to proti larvam Spodoptera littoralis (Abdelgaleil a kol. 2007).

U piperitonu byla popsana i antifungdlni aktivita. Piperiton inhiboval rlst
Penicillium citrinum a Mucora rouxii (Saleh a kol. 2006), dale vykazoval stfedni aktivitu
proti kandidam a stfedni az vysokou aktivitu proti nékterym houbdm patogennim pro
rostliny, napt. Pythium debaryanum (Abdelgaleil a kol. 2007, Iraji a kol. 2020).

Shahveverdi a kol. (2004) popsali schopnost silice z Mentha longifolia var.
chlorodictya zvySovat antibakteridlni aktivitu nitrofurantoinu proti zastupctim
Enterobacteriaceae rezistentnim na nitrofurantoin. Aktivni komponentou této silice je
prave piperiton.

Jde o aromatickou latku — pouzZivd se v potravinarstvi jako dochucovadlo

(Naftizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1334/2008).

2.1.1.2. Thujon
Thujon je ptirodni sloucenina s ketonickou funkéni skupinou, chemickym nazvem
4-methyl-1-propan-2-ylbicyklo[3.1.0]hexan-3-on. Jedna se o monoterpen charakteru
bezbarvého oleje. V ptirodé se nachazi v silicich rostlin jako variabilni smés (-)-a-thujonu
a (+)-B-thujonu, jejich vzdjemny pomér se u riznych rostlinnych druhii lisi (Williams a

kol. 2016).

Obrazek 3. a-thujon a p-thujon (zleva)
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Thujon je slozkou silice u druhl Salvia officinalis, Tanacetum vulgare, Thuja
occidentalis a Artemisia absinthium. MUze byt detekovan i v dalSich druzich, naptiklad
Salvia fruticosa, S. triloba, Artemisia pontica, A. arborescens, dale ho lze nalézt ve
stopovych mnozstvich u nékterych druhlt maty a u nékterych zastupct rodu Achillea nebo
Juniperus (Németh a Nguyen, 2020).

Thujon je pfirodni neurotoxin, ptsobi jako blokator GABAAa-receptoru. Blokada
GABAA receptoru zabrani vstupu chloridovych iontd do bunky, a tedy dosazeni
inhibi¢niho postsynaptického potencialu. Vysledkem intoxikace jsou kieCovité zachvaty.
a-thujon je asi dvakrat siln¢jsi blokdtor GABAAa-receptoru nez B-thujon. Méné toxické
jsou jeho metabolity (H6ld a kol. 2000).

Ptidavek thujonu v ¢isté formé do potravin a jidel je zakazan, povoleno je ale
pfidani rostlin obsahujicich thujon. EMA omezuje piijem thujonu v preparatech z listil
Salvia officinalis a Artemisia absinthium na 6 mg/den po dobu maximaln¢ 2 tydnii. Limit
thujonu pro alkoholické napoje je 10 mg/kg, pro alkoholické napoje z druht Artemisia je
35 mg/kg, a pro nealkoholické ndpoje z Artemisia sp. je limit thujonu 0,5 mg/kg (EMA
2012, EMA 2016, EMA 2020).

Pti in vitro experimentech na lidskych jaternich mikrosomech byly jako hlavni
izoformy cytochromii P450 uplatiiujici se pii metabolismu a-thujonu identifikovany
CYP2A6 a CYP2B6, méné¢ pak CYP3A4. Nejvice zastoupené metabolity a-thujonu byly
4-hydroxy-o-thujon a 7-hydroxy-a-thujon. Hlavnim metabolitem B-thujonu byl obdobné
4-hydroxy-B-thujon a 7-hydroxy-B-thujon (H6ld a kol. 2001, Abass a kol. 2010).

Schopnost a-thujonu inhibovat aktivity hlavnich lidskych cytochromt P450 byla
zkoumana na lidskych mikrozomech. a-thujon inhiboval CYP2A6 s hodnotou ICso =
15,4 pM a CYP2B6 s ICso= 17,5 uM (Abass a kol. 2010).

Thujon byl studovan pro jeho potencialni antikancerogenni G€inky. Studie u¢inka
thujonu na nadorové buniky glioblastoma multiforme ukazala, Ze thujon ma potencial
snizovat novotvorbu cév v nadoru s snizuje expresi vaskularniho endotelového rtistového
faktoru (VEGF), pficemz smés o/B-thujonu méla silngjsi t€inky nez samotny a-thujon.
Thujon také snizoval proliferaci a viabilitu bunék glioblastoma multiforme in vitro. Na
potkanich modelech in vivo bylo po podani a,B-thujonu pozorovano zmenSeni velikosti
tumoru (Torres a kol. 2016). Pudetek a kol. (2019) popsali cytostaticky a cytotoxicky
efekt a-thujonu o koncentracich v rozmezi 660 pM — 3,2 mM na buiiky glioblastoma

multiforme spolu se zvySenou produkci ROS v bunikach glioblastoma multiforme.
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Antikancerogenni vlastnosti a,B-thujonu byly studovany i na buiikkdch ES2 a
OV90 ovaridlniho karcinomu. a,B-thujon v koncentraci 100 pg/ml zastavil rast
nadorovych bunék a v koncentracich 100-300 pug/ml snizoval viabilitu bun¢k. Popsan byl
také synergisticky antikancerogenni ucinek kombinace a,B-thujonu a cisplatiny, kdy
thujon senzitizoval buiiky ovaridlniho karcinomu vu¢i cisplatiné (Lee a kol. 2020).

Byly popsény také antimikrobni, antifungalni, anthelmintické a insekticidni
vlastnosti thujonu a silic obsahujicich thujon (Radulovi¢ a kol. 2017, Németh a Nguyen

2020).

2.2. Biotransformace xenobiotik

Xenobiotikum je pojem oznacujici latku pro organismus cizi. Do organismu se
xenobiotika dostavaji zpravidla ptes travici trakt, ale i pfes kiizi nebo vdechnutim. Mezi
xenobiotika patii jak latky ptirodniho ptivodu, naptiklad slozky rostlinnych silic, tak latky
syntetické, kde hraji vyznamnou roli zejména léCiva nebo kontaminanty prostiedi a latky
pochazejici z primyslu (Skéalova a kol. 2017).

Pti biotransformaci xenobiotika dochazi k pteméné molekuly chemickou reakci
za ucasti biotransformacnich enzymi. Hlavnim tucelem této pfemény je usnadnéni
odstranéni daného xenobiotika z téla. Vysledkem je vétSinou hydrofilngjsi molekula,
ktera se snadné&ji vylou¢i. Néktera xenobiotika jsou sama o sob& dostatecné hydrofilni
nebo ionizovatelnd a vylucuji se proto beze zmény. Vyjimecné miiZze biotransformace
xenobiotika vést ke vzniku metabolitu méné rozpustného ve vodé€. Jako piiklad 1ze uvést
metylaci xenobiotik nebo acetylaci nékterych sulfonamidd, kdy dojde ke sniZeni jejich
rozpustnosti v moc¢i a ke vzniku krystal (Timbrell a Marrs 2009).

Obvykle vznikaji biotransformaci neu¢inné metabolity, ale existuje i fada ptipadd,
kdy biotransformacnimi reakcemi vzniknou produkty s vyssi biologickou aktivitou,
naptiklad pii pfeméné kodeinu na morfin, nebo vzniknou produkty toxictéjsi, naptiklad
kdyz se ethylenglykol metabolizuje na glykolaldehyd a dale na kyselinu §tavelovou
(Timbrell a Marrs 2009).

Mistem s nejvy$Sim zastoupenim biotransformacnich enzymi jsou jatra, ale
biotransformacni enzymy nalezneme 1 v gastrointestindlnim traktu, ledvinach, mozku,

plicich, kuzi, kosternich svalech, placent¢ a dalSich tkanich. V bunice jsou
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biotransformacéni enzymy lokalizovany v endoplazmatickém retikulu, n¢které v cytosolu
nebo mitochondriich (Svihovec a kol. 2018, Skéalova a kol. 2017).
Proces biotransformace je ovlivnén mnoha faktory jako jsou napiiklad vék,
pohlavi, genetickd vybava, piitomna onemocnéni nebo soucasné uzivana léciva.
Biotransformaci je mozné rozdélit na dvé faze. V prvni fazi dochazi k modifikaci
xenobiotika zavedenim novych funkcnich skupin do molekuly. Ve druhé fazi je
xenobiotikum konjugovano s endogenni slouceninou (Skalova a kol. 2017, Timbrell a

Marrs 2009).

2.2.1. Enzymy 1.f4ze biotransformace

V prvni fazi biotransformace dochazi zejména k reakcim oxidacnim, déle
k hydrolytickym reakcim, mén¢ pak k redukénim reakcim ¢i isomeracim. K oxidacnim
reakcim patii hydroxylace, oxida¢ni deaminace, dealkylace, oxidace alkoholi a aldehydt
nebo naptiklad dehalogenace. Redukci podléhaji v prvni fazi biotransformace predevsim
nitroslouceniny, azoslouceniny a xenobiotika obsahujici karbonylovou skupinu.

Hlavnimi enzymy prvni fize biotransformace jsou cytochromy P450, dale také
flavinové  monooxygenasy, alkoholdehydrogenasy a aldehyddeehydrogenasy,
monoaminoxidasy,  xanthinoxidasy,  aldehydoxidasy,  peroxidasy,  esterasy,

epoxidhydrolasy, aldo-ketoreduktasy a dalsi (Skalova a kol. 2017).

2.2.1.1. Cytochromy P450
Cytochromy P450 (CYP) jsou Sirokou skupinou enzymi, byly identifikovany

nejen u ¢lovéka a u zvirat, ale 1 u rostlin, hub a bakterii. U ¢loveka se vyskytuji prakticky
ve vSech tkéanich, snejvy$§im zastoupenim v jatrech, gastrointestindlnim traktu
a ledvinach. Déle je nalezneme naptiklad v mozku, plicich, kiizi, mocovém meéchyii,
vajecnicich, testes, placenté, nadledvinach nebo krevnich destickach. V lidské buiice jsou
zakotveny v membrané hladkého endoplazmatického retikula a jsou lokalizovany i1 na
vnitini mitochondridlni membrané.

CYP hraji kliCovou roli pii detoxikaci latek v organismu. Kromé biotransformace
xenobiotik se ale podili 1 na metabolismu latek endogennich, naptiklad na metabolismu
zluCovych kyselin a cholesterolu, na biosyntéze vitaminu D3 nebo steroidnich hormonti
(testosteron, kortizol, estrogen a dalsi) (Shankar a Mehendale 2014, Manikandan a Nagini
2018).
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Strukturné se jednd o hemoproteiny, protoze ve své molekule obsahuji hem,
jakozto prostetickou skupinu. Hem je komplexni sloucenina skladajici se
z protoporfyrinového kruhu a centralniho atomu Zeleza. Centralni atom Zeleza je vazan
celkem k Sesti ligandim — ke ctyfem atomim dusiku protoporfyrinového kruhu,
k thiolatovému anionu cysteinu a k molekule vody (Skéalova a kol. 2017).

CYP patifi do skupiny monooxygenas. Monooxygenasy vyuzivaji k oxidaci
substratu molekulovy kyslik, kdy je jeden atom zabudovan do substratu a z druhého
vznikd molekula vody. Katalyticky cyklus zacind vazbou substratu do aktivniho mista
enzymu. Odstépi se voda vazana koordina¢né-kovalentni vazbou na atomu Zeleza Fe*",
kdy dojde k jeho prechodu do vysokospinového stavu. Nasledné je atom Zeleza Fe3*
redukovan transferem elektronu z NADPH za ticasti NADPH-cytochrom P450 reduktasy.
Nasleduje vazba molekuly kysliku a vznikd komplex Fe**-O,". Ten je redukovéan druhym
elektronem z NADPH. Vznikly intermediat pak reaguje s dvéma protony a vysledkem je
molekula vody a hydroxylovany produkt (Cook a kol. 2016, Manikandan a Nagini 2018).

CYP katalyzuji fadu oxidac¢nich a v urc¢itych podminkach i redukénich reakci.
Hlavni typy oxida¢nich reakci katalyzovanych CYP jsou aromaticka, alicyklicka
a alifaticka hydroxylace, epoxidace, N-dealkylace, S-dealkylace, O-dealkylace, N- a S-
oxidace, dehydrogenace, N-hydroxylace nebo oxida¢ni deaminace (Timbrell a Marrs
2009).

Jejich exprese a aktivita je ovlivnéna fadou faktord, jako jsou vék, pohlavi,
genetickd vybava, vliv prostfedi nebo patologické stavy, naptiklad zanét ¢i1 nadorové
onemocnéni (Manikandan a Nagini 2018).

CYP podléhaji i epigenetické regulaci mechanismy methylace DNA, modifikace
histonti a pomoci mikroRNA. MikroRNA miiZe ovliviiovat dany biotransformaéni enzym
posttranskripéné a zaroven miiZe jind mikroRNA regulovat nuklearni receptory podilejici

se na regulaci transkripce daného enzymu (naptiklad CYP3A4) (Skalova a kol. 2017).

2.2.1.1.1. CYP3A4
vice nez 30 % vsech xenobiotik. Siroka paleta substratll je pravdépodobné dana
flexibilitou a velmi dobrou prostorovou pfistupnosti aktivniho mista enzymu. CYP3A4
je jednim z nejvic exprimovanych CYP v lidskych jatrech a je hlavnim cytochromem

exprimovanym v intestinalnich enterocytech, a proto se vyznamné podili na first-pass
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efektu peroralné¢ podanych 1éciv. Déle l1ze tuto izoformu nalézt naptiklad v ledvinach,
plicich ¢i mozku (Zanger a Schwab 2013, Nebert a Russell 2002).

Substraty CYP3A4 jsou z hlediska struktury velmi rozmanité. Mezi vyznamné
substraty CYP3A4 patfi makrolidova antibiotika, benzodiazepiny, néktera HIV
antivirotika, cyklosporin, takrolimus, blokatory vapnikovych kanalt, steroidy, nékteré
statiny, propafenon, amiodaron, sildenafil, R-warfarin a mnohé dalsi (Svihovec a kol.
2018).

V populaci je pozorovana vysoka variabilita exprese a aktivity CYP3A4.
Mnohonasobné rozdily mezi jednotlivymi pacienty nejsou vzacnosti. Jde o vysledek
vlivll prostiedi, genetiky, fyziologickych a patofyziologickych faktort. Je to napiiklad
vek, pohlavi nebo probihajici zanétlivd odpovéd’. Zc¢asti se na variabilité podili rovnéz
genetické polymorfismy, ale predpoklada se, Zze vétsi roli hraje snadnd indukovatelnost
a inhibice CYP3A4. Zésadni roli pfi indukci CYP3A4 hraji jaderné receptory, a to
pregnanovy X receptor (PXR), konstitutivni androstanovy receptor (CAR), receptor pro
vitamin D a nepfimo také glukokortikoidni receptor. Nejvyznamnéji se na indukci podili
PXR, protoze je aktivovan celou fadou exogennich i endogennich molekul. Aktivace
jaderného receptoru po vazb¢ induktoru vede ke zvyseni transkripce genu pro CYP3A4
(Zhou 2008, Zanger a Schwab 2013, Skalova a kol. 2017).

Typickymi induktory jsou karbamazepin, fenytoin, fenobarbital, rifampicin ¢i
ptipravky z Hypericum perforatum.

Inhibitori CYP3A4 je znama celda tada, napiiklad azolova antimykotika,
amiodaron, klaritromycin, ritonavir, indinavir, verapamil, diltiazem nebo grapefruitova

Stava (Kousalova a kol. 2003).

22.1.1.2. CYPIA2
CYP1A2 tadime spolu s CYPIA1 a CYPIBI do rodiny CYPl. CYPIA2 se
nachazi vyhradné v jatrech. Podrodina CYP1A tvofi asi 15% z celkového obsahu CYP
v lidskych jatrech (Gunes a Dahl 2008).
Preferencné metabolizuje dusikaté heterocykly a arylaminy. Hraje roli
v metabolismu az 10 % klinicky pouzivanych 1é¢iv (Kwon a kol. 2021). Typickymi
ptiklady jsou: theofylin, klozapin, olanzapin, kofein, lidokain, tizanidin, triamteren,
takrin, flutamid nebo propranolol (Tornio a Backman 2018, Kwon a kol. 2021, Zanger a
Schwab 2013).
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Z endogennich latek jsou CYP1A2 metabolizovany melatonin, estron, estradiol,
uroporfyrinogen nebo bilirubin (Zhou a kol. 2009, Gunes a Dahl 2008).

U CYPI1A2 byly pozorovany 40-130nasobné interindividualni rozdily v expresi a
aktivité enzymu. U lidi byly popsany 15-40nasobné rozdily v genové a proteinové expresi
CYP1A2 (Zhou a kol. 2009). Vnéjsim faktorem majicim vliv na expresi CYP1A2 je
napiiklad koufeni, které je zdrojem polycyklickych aromatickych uhlovodiki. Tyto
slouceniny jsou ligandy AhR, jejich vazbou na tento receptor dochazi k jeho aktivaci a
nasledné indukci CYP1A2 (Gunes a Dahl 2008, Tornio a Backman 2018). DalSimi
induktory CYP1A2 mohou byt karbamazepin, barbituraty, omeprazol, polychlorované
bifenyly, dioxiny nebo nelfinavir (Zanger a Schwab 2013).

Vnitinim faktorem vyznamné se podilejicim na mife exprese a aktivit¢ CYP1A2
a jeho aktivit¢ je genetickd vybava. U genu pro CYP1A2 bylo popsdno pies 40
jednonukleotidovych polymorfismi, které mohou zptlisobit zvySeni nebo snizeni
katalytické aktivity. Varianta genu CYP1A2*1C vede ke snizené aktivit¢ a
indukovatelnosti, zatimco varianta CYP1A2*1F k aktivité a indukovatelnosti vyssi oproti
varianté¢ CYP1A2 bez mutaci (Skalova a kol. 2017, Gunes a Dahl 2008).

Exprese CYP1A2 je ovlivnéna také epigenetickymi mechanismy (Kwon a kol.
2021).

CYP1A2 aktivuje prokarcinogeny, jako jsou heterocyklické aminy, arylaminy,
polycyklické aromatické uhlovodiky nebo aflatoxin B1. Vzniklé reaktivni produkty se
vazou na DNA a proteiny, coz vede ke kancerogenezi a organové toxicité. Napiiklad
aflatoxin B1 je metabolizovin CYP1A2 na aflatoxin B1-8,9-exo-epoxid, ktery
pfedstavuje jedno z rizik pro rozvoj hepatocelularniho karcinomu (Zhou a kol. 2009,

Skalova a kol. 2017).

2.2.2. Enzymy 2.faze biotransformace

Druhd faze biotransformace xenobiotik predstavuje krok, kdy probihaji
konjugacni reakce, kdy se xenobiotikum slucuje s endogenni slou€eninou. Vznikaji takto
produkty zpravidla hydrofilnéjsi, které budou sndze vylouceny z téla pry¢. V této fazi
dochdzi také k metabolické inaktivaci ucinnych latek. Mezi nejvyznamnéj$i enzymy
druhé faze biotransformace patii UDP-glukuronosyltransferasy, sulfotransferasy, N-
acetyltransferasy, glutathion-S-transferasy, methyltransferasy, acetyltransacetylasy a

dalsi (JanCové a kol. 2010).
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2.2.2.1. UDP-glukuronosyltransferasy

faze biotransformace. Vyskytuji se nejen u lidi, ale i u zvifat. Katalyzuji konjugaci
substratu s kofaktorem, kterym je kyselina uridin-5-difosfo-o-D-glukuronova. Pii
glukuronidaci dochazi k transferu kyseliny glukuronové z UDP-glukuronové kyseliny na
funkcni skupiny substrati obsahujici nukleofilni atom. Funkcni skupiny podléhajici
glukuronidaci jsou naptiklad alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny, aminy, amidy nebo
thioly. Podle nukleofilni funkéni skupiny substratu pak vznikaji O-, N-, S-, nebo C-
glukuronidy, které jsou ve vod¢ vice rozpustné.

Substraty UGT jsou strukturné rozmanité a jsou to jak latky exogenni, tak i
endogenni. Z endogennich sloucenin to jsou bilirubin, steroidni hormony, zlucové
kyseliny, thyroidni hormony nebo vitaminy rozpustné v tucich. Pro vétSinu substratt
plati, Ze mohou byt metabolizovany vice neZ jednou izoformou UGT. Vyjimkou miZe
byt napiiklad bilirubin, ktery je metabolizovan vyhradné¢ UGT1A1 (Meech a kol. 2019,
Kiang a kol. 2005). U ¢loveéka se UGT podili na glukuronidaci 40-70 % klinicky
pouzivanych 1é¢iv (Jancova a kol. 2010).

U savcu délime UGT do ¢tyt rodin: UGT1, UGT2, UGT3, UGTS. Rodiny UGT1
a UGT2 metabolizuji xenobiotika a endogenni slouceniny za ucasti UDP-glukuronové
kyseliny na rozdil od rodin UGT3 a UGTS, jejichz zastupci vyuzivaji v reakcich UDP-
glukosu, UDP-xylosu, UDP-N-acetylglukosamin a UDP-galaktosu.

Indukce nebo represe genli pro UGT a konstitutivni hladiny UGT jsou
ovlivilovany na né¢kolika trovnich. Pii regulaci exprese UGT se uplatni aktivace nebo
represe transkripce prostiednictvim transkripcnich faktord, epigenetické mechanismy
a posttranslacni modifikace.

Na indukei UGT se podili ligandy jadernych receptorit CAR, PXR a AhR (Meech
a kol. 2019, Skalova a kol. 2017).

22.2.1.1. UGTI1A®6

Izoforma UGT1A6 je Siroce exprimovana v lidskych tkanich, hlavnim mistem
jsou jatra, ale Ize ji najit i v ledvinéach, zaludku, tenkém stieve, tlustém stieve, priidusnici,
mozku, nadledvinach, mocovém méchyii nebo plicich.

Hlavnimi substraty jsou molekuly xenobiotik charakteru arylamini, fenolti, nebo
dusikatych heterocyklii. Jako ptiklady klinicky pouZivanych 1é¢iv metabolizovanych

UGT1AG6 lze uvést paracetamol, kyselinu acetylsalicylovou nebo kyselinu valproovou.
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Vyznamnym selektivnim endogennim substratem UGT1A6 je serotonin. Zde hraje
vyznamnou roli exprese UGT1A6 v mozku a gastrointestinalnim traktu (Meech a kol.
2019).

Byly popsany interindividualni rozdily v mife glukuronidace substratt UGT1A6
a vexpresi UGT1A6 v jatrech. Gen pro UGT1A6 je polymorfni. Ukazalo se, Ze
nejcastejsi polymorfismy (S7A, T181A, R184S) stoji pouze ¢astené za interindividudlni
variabilitou v glukuronidaci substrati UGT1A6 a svou roli hraji tedy i dal§i vnéjsi
a vnitini faktory, naptiklad hormony nebo Ié¢iva (Bock a kol. 2005, Krishnaswamy a kol.
2005).

UGT1AG6 je inducibilni. Exprese UGT1A6 mulze byt zvySena aktivaci PXR,
CAR, AhR, receptoru aktivovaného proliferatorem peroxisomu o (PPARa) nebo
transkripénim faktorem NRF2. Induktory jsou ligandy téchto receptorti, naptiklad
karbamazepin nebo fenytoin (Bock a kol. 2005).

22.2.12. UGTIA9

vvvvvv

ktera hraje vyznamnou roli pfi first-pass metabolismu 1é¢iv, snizuje expozici karcinogent
a toxinu. Nejvice zastoupenou ji najdeme v jatrech, mén¢ poté v gastrointestindlnim
traktu, ledvinach nebo mocovém méchyfi.

UGTI1A9 se podili na konjugaci thyroidnich hormonit, kyseliny retinove, 4-
hydroxyestradiolu nebo flavonoidi (Meech a kol. 2019, Jancova a kol. 2010).

Léciva, kterd jsou substraty UGTIA9 jsou napiiklad morfin, fenofibrat,
paracetamol, R-oxazepam, propofol, sorafenib nebo kyselina mykofenolova (Meech
a kol. 2019, Kiang a kol. 2005).

UGT1A9 je indukovén agonisty AhR, naptiklad polyaromatickymi uhlodvodiky.
dale agonisty PPARa a na regulaci exprese UGT1A9 se podili i naptiklad transkripcni
faktor NRF2.

Gen pro UGTI1A9 je polymorfni. Studie naznacuji, ze geneticky polymorfismus
UGT1A9 ma vliv na plazmatické hladiny kyseliny mykofenolové (Thijs a kol. 2016).

2.2.2.2. Sulfotransferasy
Enzymy katalyzujici sulfonaci, konjugaéni reakci druhé faze biotransformace, se
nazyvaji sulfotransferasy (SULT). Pfi sulfonaci dochéazi k pfipojeni sulfonové

skupiny (SO3") k atomu kysliku, dusiku nebo siry substratu. Zdrojem sulfonové skupiny
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je kofaktor 3°-fosfoadenosin-5°-fosfosulfat (Skalova a kol. 2017, James a Ambadapadi
2013).

Podle bunécéné lokalizace rozeznavame dvé skupiny SULT — cytosolické
a membranové. Membranové SULT jsou lokalizovany v membrané Golgiho aparatu
a sulfonuji endogenni lipidy, glykosaminoglykany, peptidy a proteiny. Cytosolické
inaktivuji xenobiotika a mensi endogenni molekuly, naptiklad steroidni nebo thyroidni
hormony, katecholaminy, dopamin, retinol. Méné cCasto muze dochdzet naopak
k metabolické aktivaci. Piikladem jsou proléciva minoxidil a triamteren, jejichz aktivni
forma vznika sulfonaci. Dale mohou SULT hrat roli pifi aktivaci prokarcinogenti
a promutagent. Ze vzniklého sulfokonjugatu je v dalsim kroku sulfatovy anion odstépen
za vzniku karbokationtu, ktery se mize vazat na DNA nebo RNA (Jancova a kol. 2010,
Wang a James 2006).

SULT se tfidi do rodin a podrodin, podobné jako CYP a UGT.
K nejvyznamnéjSim rodindm SULT u lidi patfi SULT1 a SULT2. Enzymy rodiny SULT1
metabolizuji predev§im latky charakteru fenoli. SULTIBI1 je dulezitym enzymem
v metabolismu thyroidnich hormoni, SULTI1E] se t¢astni inaktivace estrogentll (Skalova
a kol. 2017, JanCova a kol. 2010).

Jaderné receptory podilejici se na regulaci exprese sulfotransferas jsou: PPAR-a,
PPAR-y, CAR, PXR, VDR (receptor vitaminu D), LXR (liver X receptor), GR
(glukokortikoidni receptor), AhR, FXR (farnesoid X receptor), ROR (retinoid-related
orphan receptor). Regulace genové exprese SULT pres nuklearni receptory je druhovée
a tkanovée specificka (Y.Xie a W.Xie 2020, Duffel 2018). Tak naptiklad bylo zjisténo, ze
PPAR-o reguluje transkripei gentt pro SULT2AT v lidskych primarnich hepatocytech,
ale ne v potkanich. Aktivace PXR ovliviiuje expresi lidské SULTIE1, nebo naptiklad
VDR ovlivityje expresi SULT2A u ¢lovéka, potkana 1 mysi (Runge-Morris a kol. 2013,
Duffel 2018).

222.2.1. SULTIA

Nejvice zastoupenou izoformou v lidskych jatrech je SULT1AIL. Vyznacuje se
relativné Sirokou substratovou selektivitou, typickymi substraty pro rodinu SULT1A jsou
fenoly.

SULTIAL je exprimovana 1 ve stieve, ledvinach, plicich, klizi, mozku a krevnich

destickach (James a Ambadapadi 2013, Hempel a kol. 2007).
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Mezi substraty SULT1A1 patii monocyklické fenoly, naftol, benzylalkoholy,
aromatické aminy nebo hydroxylaminy. Jako konkrétni piiklad 1ze uvést paracetamol,
minoxidil ¢i dopamin (Hempel a kol. 2007).

Gen pro SULT1A1 je polymorfni. NejcastéjsSim SNP je tranzice guaninu za adenin
(nukleotid 638) vedouci k substituci 2'*argininu za *"*histidin. Vysledkem je izoforma
SULT1A1*2, ktera  vykazuje niz§i enzymatickou  aktivitu a  niz8i
termostabilitu. U bélochl se tato forma vyskytuje s frekvenci asi 25,4-36,5 % (Daniels
a Kadlubar 2014, Jancova a kol. 2010).

Studie popisuji inhibi¢ni vliv na aktivitu SULT1AT1 u nékterych ptirodnich latek
(kurkumin, kvercetin), u grapefruitového dzusu, ¢erné¢ho a zeleného ¢aje nebo NSA

(nimesulid, piroxikam, meclofenamat) (Jancova a kol. 2010, James a Ambadapadi 2013).

2.2.3. Regulace biotransformacnich enzym

2.2.3.1. Indukce

Pti indukci dochazi ke zvyseni transkripce cilovych genti jako vysledek ptisobeni
induktord. ZvysSeni transkripce znamena zvysSeni syntézy mRNA a nésledné zvyseni
syntézy daného proteinu. Na rozdil od aktivace ¢i inhibice, kterd nastava kratce pii pfimé
interakci aktivatoru nebo inhibitoru s enzymem, trva proces indukce déle a rychlost
indukce je limitovana rychlosti transkripce a rychlosti syntézy dané¢ho enzymu. Muze
tedy trvat aZ nékolik dni, neZ se ustali nova hladina indukovaného enzymu (Fretland a
Monshouwer 2010).

Hlavnim mechanismem indukce biotransformacnich enzymt je indukce
prostiednictvim jadernych receptorti. Jaderné receptory jsou transkripcni faktory a mohou
se liSit mechanismem ucinku. Jaderné receptory se mohou nachéazet v cytosolu vazané
s heat-shock proteiny (HSP). Po vazbé ligandu (napt. steroidni hormon) se komplex
s HSP disociuje a nové vznikly komplex s ligandem putuje do jadra, kde se vaZe na
specificky responzivni element v promotorové oblasti daného genu. K jadernému
receptoru se nasledné vazi koaktivatory a je aktivovadna transkripce. Nebo mohou byt
jaderné receptory lokalizovany v jadie, kde jsou navazané na DNA v komplexu
s korepresory. Vazbou ligandu na receptor dojde k uvolnéni korepresori a naopak k

vazbé koaktivatorli, coz umozni transkripci genu (Weikum a kol. 2018).
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Nejdulezitéjsi jaderné receptory podilejici se na regulaci biotransformacnich
enzymu jsou: PXR, CAR, a AhR (Skalov4 a kol. 2017).

Dalsi a méné cast¢ mechanismy zahrnuji stabilizaci mRNA, post-translacni
stabilizaci enzymu, snizeni degradace enzymu, nebo zvySeni vykonosti translace (Park a
kol. 1993, Fretland a Monshouwer 2010).

Enzymova indukce mutize vést ke snizeni koncentrace 1é¢iva v krvi, pokud je
1éCivo substratem daného enzymu nebo muze vést ke zvySenym hladinam toxického

metabolitu v krvi v€etn¢ zvySené aktivaci prokarcinogent (Skalova a kol. 2017).

2.2.3.2. Inhibice

Inhibice biotransformacnich enzymili probiha na tUrovni enzymu vazbou
inhibitoru. Mize ovSem také dochézet k inhibici exprese enzymu, naptiklad ovlivnénim
jaderného receptoru fidiciho transkripci genu pro dany enzym.

Inhibitor je molekula snizujici katalytickou aktivitu enzymu. Nespecifické
inhibitory jsou naptiklad tézké kovy, vazici se na thiolové skupiny cysteinovych zbytkl
jakéhokoliv enzymu. Specifické inhibitory inhibuji jen nékteré enzymy. Ke zménam
v aktivité enzymu dochdzi kratce po navazani inhibitoru.

Vazba inhibitoru na enzym muze byt reverzibilni nebo ireverzibilni. Pfi
ireverzibilni inhibici se molekula inhibitoru vdze na enzym zpravidla kovalentni vazbou.
Tato modifikace struktury je nevratna (Skalova a kol. 2017).

Reverzibilni inhibitory snizuji aktivitu enzymu jen do¢asng. Vazba inhibitoru neni
kovalentni a inhibitor miize z vazby disociovat.

Pfi kompetitivni inhibici se substrat i inhibitor vazi na aktivni misto o které
kompetuji. Inhibitor je strukturné podobny substratu. Rozsah inhibice zavisi na
koncentraci inhibitoru a substratu. Nekompetitivni inhibice popisuje situaci, kdy se
inhibitor vaZe na jiné nez aktivni misto (tzv. alosterické misto), ¢imz dojde ke zméné
konformace molekuly enzymu a tim sniZeni katalytické aktivity. Pfi akompetitivni
inhibici se inhibitor vaZze az na vznikly komplex enzym-substrat a nasledné méni
konformaci enzymu (Ledvina a kol. 2009).

Inhibice biotransformacnich enzyml je cCastou pficinou lékovych interakci.
Inhibice enzymu inaktivujiciho dané 1é¢ivo vede ke zvySeni jeho plazmatickych hladin,
coz muze vést k projeviim toxicity. Na druhou stranu inhibici enzymu nutného k aktivaci
proléciva muze dochazet k nedostatecné pfemeéné na aktivni metabolit, a tedy

nedostate¢nému Uc¢inku. Inhibici enzymu Ize ale vyuZit i ke prospéchu — silny inhibitor
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CYP3 A4 ritonavir se podava spolecné s antiretrovirotikem lopinavirem. Ritonavir

zde zvysuje plazmatické hladiny lopinaviru (Svihovec a kol. 2018).

2.3. In vitro jaterni modely pro studium exprese

biotransformacnich enzymi

2.3.1. Jaterni fezy

Jaterni fezy (precision-cut liver slices) pfedstavuji tfirozmérny in-vitro model
charakterizovany v prvé fad¢ zachovanim mikroarchitektury jater. Prakticky se jedné o
velmi tenky platek ziskany pfimo fezem z jaterni tkan€. To znamend, Ze v modelu jsou
zachovany vSechny typy bunék, jejich vzajemné interakce a interakce s mezibunécnou
matrix. Kromé hepatocyti to jsou Kupfferovy bunky, Itdovy buiiky, endotelové buiky,
buiiky epitelu Zluovych kandlkl, fibroblasty, builkky imunitniho systému a jaterni
kmenové buiiky. Hepatocyty v fezech si zachovédvaji mezibunécné kontakty, orientaci
apikalni a sinusoidalni membrany a zoénovée specifickou aktivitu CYP enzymii. Mezi dalsi
vyhody patii dobra reprodukovatelnost, relativné mensi finan¢ni naro¢nost, moznost
pouziti metody pro patologicky zménéné tkané a pro vice typu tkéni, jako je naptiklad
sttevo, mozek, ledvina ¢i plice (Soldatow a kol. 2013, Graaf a kol. 2010, Graaf a kol.
2007).

Jaterni fezy poprvé pouzil pro in-vitro experimenty Otto Warburg v roce 1923 a
H.A. Krebs vroce 1933. Tyto fezy byly pfipraveny manudlné, coz vedlo k vyrazné
limitaci pfipraveného mnozstvi a kvalité fezil. Spatna reprodukovatelnost a Zivotnost byly
divodem k odklonu od jejich pouzivani. Obrat nastal az v roce 1980, kdy byl pfedstaven
Krumdiecklv kraje¢ (Graaf a kol. 2007).

Ptiprava fezli za¢ina hned po ziskani Cerstvé jaterni tkang, miiZze se jednat o tkan
transplantovanych pacientli nebo pacientil po ¢astecné hepatektomii. Pro zbaveni se krve
a sniZeni ischemického posSkozeni tkan€ je potfeba tkan proplachnout ledovym
konzervacnim roztokem (napft. roztok UW, Euro-Colllins). Tkan je vZzdy udrZzovéana na
ledu, ponofena v konzerva¢nim roztoku (Graaf a kol. 2007, Graaf a kol. 2010).

Z tkané jsou vytiznuta valcovita jadra pomoci vykrajovaciho néstroje, které jsou

nasledné vlozena do krajece.
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Pouzivaji se hlavné dva druhy krgject: Krumdiecklv kraje¢ a Brendel-Vitron
kréajec. Pro uplnost Ize zminit relativné novy mikrotom Leica VT1200 S (Graaf a kol.
2010). Krumdiecklv kraje¢ je pln€ automaticky, tkan je krajena oscilujici Zziletkou.
Kraje¢ je naplnén studenym okyslicenym pufrem. Kraje¢ Brendel-Vitron je
poloautomaticky — kompartment s tkani je pfes rotujici Cepel pohybovan rucné.
Cirkulujici pufr uvnitt krajece je oxygenovan 95% 02/5% CO; (Lake a Price, 2012). Pii
porovnavani fezli z obou krajecti nebyly zjiStény vyznamné rozdily ve viabilité¢ c¢i

parametrech metabolismu xenobiotik véetné hladin cytochromii P450 (Price a kol. 1998).
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Obrdazek 4. Brendel-Vitron krdjec (prevzato a upraveno z Hays a kol. 2003)
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Obrazek 5. Krumdieckuv krajec (prevzato z Olinga a Schuppan 2013)

Tloust’ka fezli je nastavitelna, za ideélni tloustku fezl se povazuje 100-250 pum.

U prili§ tlustych fezli hrozi nedostate¢né zésobeni vnitinich vrstev bunck nutrienty
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a kyslikem, u pfilis tenkych fezl je moc vysoky podil bun€k poskozenych fezem (Lerche-
Langrand a Toutain 2000, Graaf a kol. 2007).

Zékladni typy kultivacnich systému pro fezy jsou DOC systém (dynamic organ
culture system), submerzni kultiva¢ni systém (submersion culture system) a perfuzni
kultivaéni systém. Submerzni kultivaéni systém piedstavuji nejcastéji 6-jamkové nebo
12-jamkové desticky, nebo banky, kde jsou fezy celé ponofeny v médiu. Desticky ¢i
banky s médiem musi byt protfepavany, proto jsou obvykle umistény na tfepacce.
Uchovavany jsou v inkubétoru pod atmosférou optimalné 95% 02/5% CO». V ptipadé
DOC systémil jsou fezy stfidavé vystavovany médiu a plynné fazi. Rezy jsou umistény
na sitce ve valeCkovém insertu vlozeném v otacejici se vialce s médiem a malymi otvory
ve vicku umoziujicimi vymeénu plynll. V perfuznim inkubaénim systému jsou fezy shora
a zespodu vystaveny proudicimu médiu (Fisher a Vickers 2012, Graaf a kol. 2007).

Doba kultivace tfezli je vzhledem k Zivotnosti obvykle maximaln€¢ 72 hodin.
Zmény v kultivacnich systémech a obohaceni média dal$imi suplementy ale byly schopny
prodlouZit dobu az na 7-15 dni (Dewyse a kol. 2021).

Béhem kultivace dochdzi ke snizeni metabolické kapacity fezil, metabolismus je
naru$en asi po 24 hodinach kultivace. Aktivita a exprese CYP450 postupem c¢asu klesa.
Enzymy 2.faze biotransformace, produkce albuminu a glukoneogeneze ziistavaji stabilni
po dobu 20-96 hodin kultivace (Godoy a kol. 2013, Graaf a kol. 2007, Soldatow a kol.
2013).

Kromé poklesu biotransformacnich enzymi je dalsi limitaci naptiklad komeréni
nedostupnost. Vzhledem k charakteru pifipravy a kultivacnich systému neni tato metoda
zcela vhodna pro testovani velkych mnoZstvi vzorki a rozsahlé screeningy (Graaf a kol.
2007, Palma a kol. 2018).

Jaterni fezy se uplatiiuji pii studiu metabolickych profilli a rychlosti metabolismu
xenobiotik a endogennich latek, pfi studiich enzymové indukce a inhibice nebo regulace
metabolickych enzymu.

Dalsi uplatnéni nachézi jaterni fezy pii studiu mechanismi hepatotoxicity l1éc¢iv
ajeji predikci. Predstavuji vhodny model pro studium jaterniho posSkozeni, napiiklad
alkoholického poSkozeni jater (ALD). V fezech po expozici alkoholu doslo k indukci
steatdzy a oxidativniho stresu. ZvétSené mitochondrie jakozto klasicky znak ALD byly
v fezech pozorovatelné. Mozna je také indukce a studium mechanismu jaterni fibrozy
auginkl antifibrotickych 1é¢iv. Rezy ziskané zjater pacientdi s hepatocelularnim

karcinomem mohou slouzit jako model pro preklinické testovani protinadorovych 1éc¢iv.
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Rezy infikované virem hepatitidy C se ukézaly jako slibny model pro zkoumani
mechanismt infekce, replikace, zivotniho cyklu viru a u¢innosti antivirotik (Palma a kol.

2018, Graaf a kol. 2010).

2.3.2. Suspenze primarnich hepatocyti

Suspenze primarnich hepatocyti piedstavuje jednoduchy a relativné snadno
dostupny in-vitro jaterni model. Sklada se z Cerstvé izolovanych hepatocytti a média
(naptiklad suplementované¢ Wiliam’s E médium).

Pti izolaci primarnich hepatocytli se kousky tkané nejprve promyvaji perfuznim
roztokem s kyselinou ethylengkykol-bis-(B-aminoethylether)tetraoctovou  (EGTA).
EGTA chelatuje vapenaté ionty. Deplece véapniku zplsobi zeslabeni mezibunécnych
spojit nebo jejich uplnou ztratu. Nasleduje perfuze vzorku médiem s kolagenasou.
Kolagenasa zptisobi digesci extracelularni matrix tkdné€, coz vede k uvolnéni hepatocytti
do suspenze (Godoy a kol. 2013).

Hlavni nevyhodou suspenze primarnich hepatocytl je kratkd Zivotnost. Buiky
zacnou odumirat uz 4 hodiny po izolaci. Dal§imi nevyhodami jsou ztrata mezibunécnych
interakci, interakci hepatocyti s matrix, ztrata polarity bun¢k (Soldatow a kol. 2013).

Vyhodami jsou naopak niz$i cena, snazsi zachazeni, moznost testovani velkého
mnozstvi vzorkll, moznost kryoprezervace (Elaut a kol. 2005). Richer a kol. (2006) ve
sve studii zjistili, Zze genova exprese hepatocytt kratce po izolaci je velmi podobna té u
jater in vivo.

Suspenze primarnich hepatocytli se hodi naptiklad pro studie toxickych uinka
xenobiotik po kratkodobé jednorazové expozici vcetné inhibice enzymi, pro zakladni
charakteristiku metabolismu testovanych latek — identifikace hlavnich metabolitli nebo

odhad clearance (Andria a kol. 2010, Elaut a kol. 2005).

2.3.3. Kultury hepatocyta

2.3.3.1. 2D modely
2.3.3.1.1. Monovrstva

Hepatocyty v monovrstvé piedstavuji tradicni a jednoduchy jaterni in-vitro
model, dlouho povazovany za ,zlaty standard“. Prakticky jde o vrstvu bunék

adherovanou na rigidni substrat na dn€ jamek plastové desticky. Jamky jsou nejcastéji
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potazeny kolagenem. Kolagen zlepsuje adherenci bun¢k, prodluzuje jejich preziti a z¢4asti
pomahd udrzet diferencovany fenotyp. DalSimi alternativami jsou napiiklad laminin,
fibronektin, kombinace fibronektinu+kolagenu I, nebo Matrigel, ktery je produkovany
bunikami mysSiho sarkomu a je slozen z proteinii extracelularni matrix (napf. laminin,
kolagen IV, eutektin) a ristovych faktorii. Pomaha buiikdm zaujmout tvar podobny jako
in-vivo a ¢astecné predchazi dediferenciaci (Vilas-Boas a kol. 2019, Ruof3 a kol. 2020).

Ke kultivaci se pouzivaji hepatocyty izolované hlavné metodou dvojstupniové
kolagenazové perfuze. Ziskanéa suspenze hepatocytli se naiedi kultivaénim médiem na
pozadovanou koncentraci hepatocyti.

Ve statické kultufe je obvykle nutné ménit médium kazdy den, na rozdil od
perfuzni kultury, kde tok média nad monovrstvou zajistuje lepsi dostupnost kysliku a
odvod odpadnich metaboliti (Vilas-Boas a kol. 2019, LeCluyse 2001).

Hepatocyty kultivované v monovrstvé si po uritou dobu udrzuji syntézu
plazmatickych proteinti a zlucovych kyselin, metabolismus cukril, syntézu a ukladani
glykogenu, expresi biotransformacnich enzymti s moznosti jejich indukce ¢i inhibice
(Gomez-Lechodn a kol. 2014).

Hlavni limitaci je dediferenciace bunék a s ni souvisejici pokles funkci
hepatocytii. Dediferenciace nastava zhruba po 24-72 hodinach kultivace. Dochazi ke
zméndm v morfologii bunék, zméndm v expresi a aktivité¢ jaternich transportérii, dale
dochazi ke sniZeni exprese biotransformacnich enzymi nebo naptiklad k poklesu syntézy
plazmatickych proteint (Soldatow a kol. 2013, Ramboer a kol. 2013). Mezi opatieni ke
zpomaleni tohoto procesu patii vhodnd suplementace kultivatniho média (napf.
glukokortikoidy, insulin, DMSO). Dal§im feSenim je kokultivace s dalSimi buiikami nebo
vyuziti sandwichové kultury (Fraczek a kol. 2013, Vilas-Boas a kol. 2019, Soldatow a
kol. 2013).

Nevyhodou tohoto modelu je také ztrata polarity hepatocytl a absence dalSich
jaternich bunék (Gémez-Lechon a kol. 2014).

Hepatocyty v monovrstvé se vyuzivaji k charakterizaci profilu metabolith
potencidlnich 1é¢iv, hepatotoxicity, ke studiim indukce ¢i inhibice biotransformacénich
enzymu. Jsou vhodné taky pro zkoumani interindividudlnich 1 mezidruhovych rozdili

v metabolismu (Soldatow a kol. 2013, Gomez-Lechon a kol. 2014).
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2.3.3.1.2. Sandwichov¢ kultury

V sandwichové kultufe jsou hepatocyty v jamkach umistény mezi dvéma
vrstvami slozenymi z komponent extracelularni matrix. Nejcastéji to je kolagen I nebo
Matrigel (Gémez-Lechon a kol. 2014). Gomez-Lechon a kol. (2014) fadi sandwichové
kultury k 2D systémtim, jini autofi je klasifikuji jako 3D kultury, naptiklad Burkhardt a
kol (2014).

Na rozdil od monovrstvy, kde jsou hepatocyty znacné zplostélé, si hepatocyty
v sandwichové kultufe zachovavaji polyedricky tvar, jejich morfologie proto vice
pfipomind hepatocyty in vivo. U hepatocyti v sandwichové kultuie dochazi k obnoveni
polarizace, mezibunécnych kontaktti a formaci nové sité zlucovych kapilar. V porovnani
s monovrstvou se sandwichové kultury vyznacuji taky prodlouzenim viability, zlepSenou
sekreci albuminu a lepsi expresi biotransformacnich enzymu (Godoy a kol. 2013, Fraczek
a kol. 2013).

Exprese CYP je stabiln€j$i nez u monovrstvy a zmény aktivity enzymu v ¢ase
zavisi na konkrétni izoformé. Aktivita UGT klesa od 4. dne kultivace, aktivita SULT je
zvySena do 7. dne kultivace a poté klesa. Obecné plati, ze aktivity enzymi v Case
kultivace postupné klesaji, stejné tak aktivita membranovych transportnich proteinti (De
Bruyn a kol. 2013).

I ptesto, ze je nastup dediferenciace opozdén, dediferenciace stale piedstavuje
hlavni limitaci.

Vyznam tohoto modelu spociva v jeho vyuziti pti studiu hepatobiliarniho
transportu 1é¢iv a pfedpoveédi hepatobiliarni clearance diky zachované siti Zlu¢ovych
kapilar. Déale mize byt vyuzit pro studium jaternich transportér, pro studium
hepatotoxicity 1é¢iv, 1€kovych interakci, enzymové indukce a inhibice a zkoumani
mechanismi 1ékového poSkozeni jater zejména u 1€¢iv zptsobujicich cholestdzu (Gomez-

Lechén a kol. 2014, De Bruyn a kol. 2013).

2.3.3.2. 3D modely

2.3.3.2.1. Sféroidy
Sféroidy jsou mnohobunééné agregaty sférického tvaru. Vyuzivaji schopnosti
suspendovanych hepatocytli se znovu uspotddat do 3D struktury v ptfipadé¢ zamezeni

adherence k substratu. Hepatocyty ve sféroidech jsou polygondlni, s definovanymi
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apikalnimi a bazolaterdlnimi membranami. Idedlni primér sféroidu je 200-300 um, u
vétsich by mohlo hrozit vzniknuti nekrézy uprostfed sféroidu (Goémez-Lechon a kol.
2014, Godoy a kol. 2013).

Sféroidy jsou cennym in-vitro modelem pro svou vSestrannost a schopnost udrzet
si fenotyp, viabilitu, funkce a tvar v priabéhu kultivace, kterd se pohybuje v fadu tydnii.
Sféroidy maji funkéni zlucové kanalky a hepatocyty si produkuji vlastni extracelularni
matrix. Ukazalo se, ze oproti 2D modelim si zachovéavaji expresi a aktivitu
biotransformacnich enzymu po delsi dobu, maji lepsi funkcnost mezibunécnych kontakta
amaji i vyssi citlivost vii¢i xenobiotikiim. Dalsi vyhodou je 1 pfizniva cena a to, Ze nejsou
nutna slozitd technicka zatizeni. Komplikaci je nesnadné zachazeni se samotnymi
sféroidy (Bell a kol. 2016, Mizoi a kol. 2020).

Pro sféroidy je mozné pouzit primarni lidské hepatocyty, buné¢né linie HepG2,
HepaRG, C3A, Huh-7 nebo z hepatocyty odvozené od kmenovych bunék. Nejblize se
jatram in-vivo podobaji sféroidy z primarnich lidskych hepatocytd. Aktivity CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C8, CYP2D6, CYP3A4 jsou u nich vyssi a stabilngj$i nez v 2D kultufe
(Bell a kol. 2016, Vorrink a kol. 2017).

Pro ptipravu sféroidi se mohou pouzit specialni nizkoadherentni desticky, kde je
povrch jamek potazeny hydrofilnim polymerem. Dal§im moznym zplsobem je metoda
visici kapky, kdy se pro formaci sféroidu vyuZije rozhrani voda-vzduch a gravitace.
Plvodné metoda zahrnovala pipetovani kapek na viko Petriho misky, v soucasnosti jsou
komeréné dostupné specidlni desticky, u kterych je moZzna 1 vyména média. Méné
rozSitend je formace sféroidi za pouziti magnetického pole. Builky se smichaji
s hydrogelem obsahujicim nanocéstice s oxidem Zeleza. Nanocastice jsou adsorbovany
na membranu nebo pohlceny buiikou. Vnéj$i magnet nad jamkou pak drzi buiiky u sebe
(Zhang a kol. 2020).

Sféroidy se ukazuji jako vhodny model pro predikci hepatotoxicity 1é¢iv, a to
zejména po dlouhodobé nebo opakované expozici. Dale se mohou vyuzit pro definici
farmakokinetickych parametrt, pro identifikaci metabolitli 1é¢iv, pro studie indukce,
inhibice a aktivity biotransformacnich enzymu. U sféroidli je mozna indukce steatdzy,
cholestazy, a je moZné navodit inzulinovou rezistenci, miZou tedy slouZzit naptiklad jako
model nealkoholového postizeni jater pii steatdoze. Sféroidy byly pouzity 1 jako modely
pro screening antivirotik a pro studium virové hepatitidy C, B nebo jaterni faze malarie a
1 pro studium efektd infekce SARS-2-COV (Ingelman-Sundberg a Lauschke 2021, Mizoi
a kol. 2020).
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2.3.3.2.2. Scaffold-based techniky

Scaffold-based techniky jsou zalozeny na pouziti trojrozmérnych matric (skelett),
které tvoti pomocné leSeni pro hepatocyty. Vyuziti skeletu umozni buitkkdm zaujmout 3D
usporadani a tim obnovit mezibunécné kontakty, zlucové kanalky nebo polarizaci bunck.
Vysledkem je také zvySend syntéza albuminu a aktivita enzymii nebo zpomaleni
dediferenciace.

Skelet mize byt na bazi ptirodnich materiali, materialti odvozenych od ptirodnich
molekul nebo na bazi syntetické. Pfirodni materidly jsou biokompatibilni a blizce
napodobuji interakce mezi buiikou a matrix jako v jatrech. Nevyhodou miize byt jejich
variabilita ve sloZeni, nepfesn¢ definované sloZzeni nebo nizsi stabilita. Mezi pouzivané
syntetické molekuly patii naptiklad polystyren, kyselina polyglykolova a kyselina
polymlécna nebo jejich kopolymer.

Jako ptiklady modelt 1ze uvést napiiklad porézni matrix na bazi alginatu,
propletend mikro- a nanovldkna mezi kterymi jsou kultivovany hepatocyty, mikromftizky,
nebo porézni polymerni skelety vzniklé ptelitim roztoku polymeru ptes formu obsahujici
porogenni cCastice s naslednym odpafenim rozpoustédla a rozpusténim porogennich
¢astic. K moderni a rozvijejici se metod¢ patii také vyuziti 3D tisku pro ziskani

navrzeného skeletu (Godoy a kol. 2013, Burkhardt a kol. 2014).

2.3.3.3. Kokultivace

Pti kokultivaci se spole¢né kultivuji dva nebo vice typt bun€k. S hepatocyty se
mohou kultivovat non-parenchymalni buniky, naptiklad Kupfferovy bunky, Itoovy buiiky
nebo sinusoidalni endotelové bunky. Dal§i moznosti je vyuziti bunék nepochézejicich
z jater, jako jsou fibroblasty nebo epitelidlni buiiky jinych tkani. Uplatni se kultivace jak
ve 3D, tak i ve 2D uspotadani, ¢astymi modely jsou sféroidy ¢i sandwichové uspotadani.

Kokultivace vede k obnoveni heterotypickych mezibunéénych kontaktt.
Vysledkem je delSi udrZeni diferencovaného fenotypu, prodlouzené preziti bunek, blizsi
podobnost k morfologii in vivo, stabilnéjsi exprese CYP a enzymii 2.faze biotransformace
a zvySena produkce albuminu ¢i urey (Bhatia a kol. 1999, Fraczek a kol. 2013, Gémez-

Lechoén a kol. 2014).

2.3.4. Linie imortalizovanych hepatocyti
Linie imortalizovanych hepatocytl nachazi uplatnéni jako alternativa primarnich

hepatocytd. Oproti primarnim hepatocytim je jejich hlavni vyhodou neomezena
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Zivotnost, stabilita fenotypu a ptivod od jednoho dérce. Jsou snadno komeréné dostupné.

Mohou byt kultivovany ve 2D i 3D kulturach véetné kokultivace (Godoy a kol. 2013).

2.3.4.1. HepG2

HepG2 je vysoce proliferativni bunécna linie pochézejici z biopsie 15letého
pacienta s hepatocelularnim karcinomem. Ma zachovalou fadu jaternich funkci — syntézu
plazmatickych bilkovin, syntézu glykogenu, ZluCovych kyselin a dale metabolismus
triacylglycerolti nebo cholesterolu. Hlavni nevyhodou je velmi nizka az chybéjici exprese
Iékovych transportérii a biotransformacnich enzymii, zejména CYP3A4, CYP2A6,
CYP2C9. Pomoci genetického inzenyrstvi byly za vyuziti adenoviru, cytomegaloviru
nebo viru vakcinie do bunék vpraveny geny kodujici nékteré biotransformacni enzymy.

Stéroidy pfipravené ztéchto bunck vykazovaly oproti 2D uspofadani vyssi
syntézu albuminu, urey, obnovu bunécné polarizace.

Kultury HepG2 bunék predstavuji model vyuzitelny pro studium metabolismu a
hepatotoxicity potencidlnich 1é¢iv (Donato a kol. 2015, Kammerer 2021).

2.3.4.2. HepaRG

Bunky vychazeji ztumoru pacientky s hepatitidou C a hepatoceluldrnim
karcinomem. Diferencované bunky vykazuji relativné blizkou podobnost s lidskymi
primarnimi hepatocyty. To se tyka jak exprese biotransformacnich enzymd, tak jadernych
receptord a lékovych transportérii. Vyjimkou je exprese CYP2D6 a CYP2C9, ktera je
sniZend, protoZe darkyné byla pomalym metabolizatorem.

Nevyhodou je nutnost ¢asové narocného procesu diferenciace.

Kultury z HepaRG bunék je mozné vyuzit pro studie metabolismu léciv, testy
toxicity nebo studie indukce CYP450. Sféroidy z HepaRG se ukazaly jako systém
schopny predikce steatdzy Ci cholestazy vyvolané hepatotoxickymi latkami (Andersson

a kol. 2012, Kammerer 2021).

2343. C3A

Bunécéna linie C3A je odvozena od HepG2 bun€k. V kultuie je jejich proliferace
¢astecné inhibovana kontaktem s okolimi buiikami, ¢imz se liSi od jinych linii bunék
odvozenych od hepatokarcinomu. Bunky kultivované v monovrstvé vykazuji
metabolickou aktivitu vétSiny CYP, avsak tato aktivita je mnohem niz$i neZ u primarnich

lidskych hepatocytd.
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C3A sféroidy si udrzuji v prubéhu kultivace stabilni pocet Zivych bunék a stabilni
produkci albuminu a urey (Elkayam a kol. 2006, Zhang a kol. 2020). Gaskell a kol. (2016)
ve své studii popsali sféroidy, které si zachovaly viabilitu a funkci po dobu minimaln¢ 32
dni, m¢ly funkéni P-glykoprotein a MRP2 a vykazovaly vyssi citlivost vii€i vybranym

hepatotoxickym latkam nez 2D kultury.
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3. CIL PRACE

Cilem moji diplomové prace bylo zjistit vliv monoterpenti thujonu a piperitonu
na expresi vybranych biotransformac¢nich enzymu v jaternich fezech ptipravenych

z lidské tkané.

e Piipravit jaterni fezy ze vzorku lidskych jater a inkubovat je 24 hodin

s thujonem nebo piperitonem v koncentracich 10 uM a 50 pM.

e Stanovit mnozstvi mRNA CYP1A2, CYP3A4, SULTI1A, UGT1A6 A UGT1A9
pomoci kvantitativni RT-PCR.

e Stanovit mnozstvi proteinu CYP1A2 a CYP3A4 ve vzorcich pomoci Western

blotu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.

Material

4.1.1. Biologicky material

Biologickym materidlem byly vzorky lidskych jater, které byly poskytnuty

Fakultni

nemocnici

v Hradci

Kralové se souhlasem Etické

komise FNHK a

informovanym souhlasem pacienta. Vzorky byly ziskany pfi resekci jater pro ptitomné

nadorové onemocnéni. Informace o pacientech uvadi Tabulka 2. Kviili nevyhovujicim

vysledkiim hodnoceni integrity mRNA u pacienta 51, které bylo provadéno az zpétné,

nebyly vysledky méfeni tohoto pacienta nakonec pouZzity.

Tabulka 2. Informace o pacientech.

Cislo Léciva
. Vek Pohlavi Diagnoza
pacienta
endokrinni tumor, | metformin, glimepirid,
48 72 Zena metastdze jater, ramipril
DM, hypertenze
metastaze amlodipin, bisoprolol,
51 69 Zena kolorektalniho perindopril,
karcinomu FOLFOX/bevacizumab
metastaze N/A
58 42 muz kolorektélniho
karcinomu
metastaze N/A
kolorektalniho
59 76 muz karcinomu,
hypertenze,
hypotyredza, FiS

4.1.2. Chemikalie
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES) — Carl Roth

B-glycerolfosfat — Sigma-Aldrich
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Akrylamid (AA) - Serva

Bicinchoninova kyselina (BCA) — Sigma-Aldrich
Bisakrylamid - Serva

Bromfenolova modf — Sigma-Aldrich
Diethylpyrokarbonat 0,1% (DEPC) — Sigma-Aldrich
Dihydrogenfosforecnan draselny — Penta
Dimethylsulfoxid (DMSO) — Sigma-Aldrich
Dithiotreitol (DTT) — Sigma-Aldrich

Dodecylsiran sodny (SDS) — Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) — Sigma-Aldrich
Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-tetraoctové kyselina (EGTA)
Fluorid sodny — Sigma-Aldrich

Gentamycin — Sigma-Aldrich

Glycerol 85% - Dr.Kulich Pharma

Glycin — Sigma-Aldrich

Hexahydrat siranu hofe¢natého — Sigma-Aldrich
Hydrogenuhli¢itan sodny — Penta

Chlorid draselny — Penta

Chlorid vépenaty — Penta

Chloroform — Sigma-Aldrich

Isobutanol — Sigma-Aldrich

Isopropanol — Sigma-Aldrich

Kyselina chlorovodikova — Penta

Methanol — Penta

Peroxodisiran amonny (APS) — Sigma-Aldrich
Piperiton — Extrasynthese

Pyrofostat sodny — Sigma-Aldrich
Tetramethylethylendiamin (TEMED) — Sigma-Aldrich
Thujon — a-(-)-thujon, Extrasynthese
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) — Sigma-Aldrich
Triton x-100 — Sigma-Aldrich

Trizol reagent — Thermo Fisher Scientific

Tween 20 — Sigma-Aldrich

Vanadi¢nan sodny — Carl Roth
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reverzni transkriptasa ProtoScript I — New England BioLabs

Xceed qPCR SG 2x Mix Lo-ROX — Institute of Applied Biotechnologies

4.1.3. Pristroje

Analytické vahy Sartorius CP225D

Applied Biosystems QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System, Fisher
Scientific

BioRad Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell
BioRad Trans-Blot Turbo Transfer Systém

Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

IKA MS2 Minishaker

Krumdieck Tissue Slicer MD4000 (TSE Systems)
Laboratorni vahy Sartorius M-prove

Laminarni box Aura Vertical S.D.4

Magneticka michacka IKA Color Squid Hytrel HTR 8068
Mini centrifuga Sprout Heathrow Scientific

NanoDrop 2000 Thermo Scientific / ND 1000

PCR cyklér MJ Mini, BioRad

Spektrofotometr Tecan Infinite M200 Pro

Thermomixer Eppendorf Comfort

Uvitec Cambridge Alliance

4.2. Jaterni fezy

4.2.1. Priprava zasobniho Krebs-Henseleitova pufru

Zasobni roztok pufru (10x koncentrovany) byl pfipraven rozpusténim slozek dle

Tabulky 3 v 0,5 I redestilované vody. Chlorid véapenaty byl pifidan jako posledni az po

rozpusteéni ostatnich slozek.

Tabulka 3. Slozeni zasobniho Krebs-Henseleitova pufru o objemu 0,5 [

navézka (g)
KCI 1,87
NaCl 34,5
MgS04.7H,0 1,36
KH2PO4 0,82
CaCly 1,39
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4.2.2. Ptiprava pracovniho Krebs-Henseleitova pufru

Finalni pracovni pufr byl pfipraven ze zasobniho roztoku v den ptipravy jaternich
fezl podle Tabulky 4. Tento pufr byl poté probublavan pneumoxidem po dobu 1 h.
Nasledné¢ bylo pH pufru upraveno na 7,4 pomoci HCI.

Tabulka 4. Slozeni 1 litru pracovniho Krebs-Henseleitova pufru.

10x koncentrovany zésobni pufr 100 ml
NaHCO; 2,10 g
glukosa 4,95¢
HEPES 2,38 ¢g
redestilovana voda doplnit do 1000 ml

4.2.3. Ptiprava kultivacniho média

Médium pro preinkubaci bylo pfipraveno obohacenim komeréné vyrabéného
média Wiliams‘ E GlutaMAX (Thermofisher). K médiu bylo ptidano 25 mmol/I glukosy,
aby vysledna koncentrace glukosy byla 36 mmol/l, a gentamycin tak, aby finalni
koncentrace gentamycinu v médiu byla 50 pg/ml. Roztok glukosy a gentamycin byly

pfedem podrobeny bakterialni filtraci.

4.2 4. Ptiprava roztoktli thujonu a piperitonu
Jaterni ftezy byly inkubovany s monoterpeny piperitonem a thujonem
v koncentraci 10 a 50 pM. Zasobni roztok (100 mM) monoterpenu byl ziedén DMSO a

vznikly roztok byl pak 1000x nafedén v kultivaénim médiu.

Tabulka 5. Redéni roztokii monoterpenii

Vyslednd koncentrace
10 50
(LM)
Redéni
1:9 1:1
zasobni roztok : DMSO
Redéni v médiu
1:999 1:999
roztok : médium
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4.2.5. Ptiprava tezl ze vzorku lidskych jater

Pro ptipravu jaternich fezi byl pouzit Krumdiecktuv kraje¢ — Model MD4000.
Krajec byl sestaven a naplnén vychlazenym Krebs-Henseleitovym pufrem. Kraje¢ byl
pfipojen k vodni lazni o teploté 4°C.

Ziskany vzorek jater byl vloZzen do kéadinky s Krebs-Henseleitovym pufrem a
kadinka byla postavena na led. Manipulace s jatry probihala na Petriho misce na ledu.
Z jaterni tkdn¢ byly kovovym krajeCem tvaru trubicky opatrné¢ vyftiznuty jednotlivé
valecky o pruméru zakladny 8 mm. ValeCky by nemély obsahovat cévy a vazivo. Valec¢ek
byl vlozen do otvoru v krajeci. Tloustka fezu byla nastavena na 150 pum. Postupné
vznikajici fezy byly z krajece odchytavany do kadinky s pufrem a drzeny na ledu.

Rezy byly pribézné kontrolovany, jestli se netrhaji nebo nemaji roztfepené okraje.

Ze ziskanych fezli byly vybrany ty celistvé, soumérné, bez cév ¢i vyrazného
mnozstvi vaziva, a ty byly pfeneseny do 12-jamkové kultivacni desticky s 1100 ul
obohacen¢ho Wiliamsonova média (Wiliams® E+Glutamax obohaceny o gentamycin a
glukosu). Desticky se takto umistily na tfepacku v inkubdtoru a nechaly inkubovat 1h pfi
37° C, 85% O3, 5% CO». Poté byly fezy premistény pomoci entomologické pinzety do
novych 12-jamkovych desticek s 1300 pl média s testovanou latkou a daly se inkubovat
na 24 h. Rezy byly pro dany monoterpen o dané koncentraci vzdy inkubovany v triplikatu.
Kontrolni fezy inkubované bez monoterpenu byly rovnéz v triplikatu.

Po inkubaci byla v fezech stanovena exprese vybranych enzymti.
4.3. Kvantitativni PCR v redlném cCase

4.3.1. Izolace RNA TRIzolem

Ze vzorku jater kazdého pacienta bylo zpracovano vzdy 15 jaternich fezd —
kontrola, fezy ovlivnéné piperitonem o koncentracich 10 a 50 uM, fezy ovlivnéné
thujonem o koncentracich 10 a 50 uM, a to vZdy v triplikatech. Cely proces byl provadén
v PCR boxu, jehoz plocha byla pfedem omyta detergentem, ktery nici pfitomné RNasy
(RNaseZAP).

K jaternim fezlim pfenesenym do mikrozkumavek bylo pipetovano vzdy 500 pl
TRIzolu. Jednd se o kyselou smés fenolu s guanidin isothiokyanatem, umoziujici
denaturaci proteinti a separaci celkové RNA bunék od DNA a proteind. Pfidani
chloroformu zpisobi rozdéleni systému na vodnou a organickou fazi. Kyselé pH zptsobi

pfechod DNA do organické faze a RNA do vodné faze.
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Jednotlivé vzorky byly v mikrozkumavkach homogenizovany pomoci
homogenizac¢ni tyCinky, nechaly se stat 5 minut pii pokojové teploté a nasledné k nim
bylo piidano 100 pl chloroformu, jakozto organické faze. Asi na 15 sekund byly vzorky
protfepavany v ruce. Po 3 minutach stani byly vzorky centrifugovany pii 12 000 g, 4 °C
po dobu 15 minut. Doslo tak k oddéleni fazi, kde horni vodna faze obsahuje RNA,
mezifaze a spodni organicka faze proteiny a DNA.

Horni faze byla opatrné odebrana do nové mikrozkumavky a poté bylo ptidano
250 ul isopropanolu, ktery zde slouzi jako precipitacni ¢inidlo pro vysrazeni RNA.

Po 10 minutéch stani byly mikrozkumavky opét centrifugovany 10 minut pfi
12 000 g, 4° C. Supernatant byl odsan pipetou, k peleté RNA bylo ptidano 0,5 ml 75%
ethanolu pfipravené¢ho z DEPC vody a nasledné byly mikrozkumavky centrifugovany 5
minut pii 7500 g.

Po odstranéni supernatantu se peleta nechala ususit na volném vzduchu a pak se
pii dikladném promichani rozpustila v 20-40 ul DEPC vody dle velikosti pelety. Vzorky
byly poté uloZeny na led.

4.3.2. M¢éfeni Cistoty a koncentrace RNA

Cistota a koncentrace RNA ve vzorcich byla méfena pomoci spektrofotometru
NanoDrop. Nejprve byl podstavec na vzorek ocistén pipetovanim 2 pl redestilované vody
a dikladné otfen.

V pocitaci byl otevien ptislusny program a zobrazena tabulka. Na zacatku byl
méfen slepy vzorek, kdy bylo na spodni hrot NanoDropu pipetovano 2 pl vody. Stejnym
zptisobem byly méteny jednotlivé vzorky, které byly pfedem promichény na tfepacce a
pipetovany byly rovnéz 2 pl.

Pro zhodnoceni Cistoty vzorku slouZzily dva tidaje — kontaminace proteiny a
kontaminace fenolem. Kontaminace proteiny byla ur€ena jako pomér absorbanci DNA
pfi vinové délce 260 nm a proteinil pfi vinové délce 280 nm. Tento pomér by mél byt
vétsi nez 1,8. Kontaminace fenolem je dana pomérem absorbanci pii vinovych délkach

260 a 230 nm, tato hodnota by se v idedlnim piipadé méla bliZit 2.

4.3.3. Osettfeni vzorki DNAsou

Utelem tohoto kroku je zbaveni se piipadné kontaminace vzorkii genomovou
DNA.
Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky:
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o 0,5MEDTA s pH 8,0: 18,61g ethylendiamin-tetraacetatu bylo smichano se zhruba
80 ml redestilované vody osetfené diethylpyrokarbonatem. Postupné byl ptidavan
hydroxid sodny, dokud pH nedosdhlo 8,0. Po rozpusténi EDTA byl roztok
doplnén vodou do 100 ml.

o (0, IM EDTA s pH 8,0: Zéasobni roztok 0,5M EDTA byl zifedén redestilovanou

vodou v poméru 1:4.

Podle koncentrace RNA zjisténé v prechozim kroku, bylo pro jednotlivé vzorky
vypocitano, jaky objem vzorku obsahuje 10 pg RNA a kolik je k tomuto objemu potieba
ptidat redestilované vody osetfené DEPC 0,1%, aby vysledny objem této smési byl 26 pl.
Vypocitand mnozstvi byla pipetovana do mikrozkumavek a na zavér bylo do kazdé
mikrozkumavky pipetovany 4 ul ziedéné DNAsy, ktera byla natfedéna pufrem (DNAse
buffer) v poméru 1:3. Celkovy objem této smési v mikrozkumavce byl tedy 30 pl.

Mikrozkumavky byly promichany na vortexu a inkubovany za stalého trepani
(500 rpm) pti 37 °C po dobu 25 minut v pfistroji Thermomixer Eppendorf Comfort.

Poté¢ bylo do kazdé¢ mikrozkumavky pipetovano 1,5 pl 0,1M EDTA. Dalsi
inkubace probihala 10 minut pfi teploté 75 °C, kdy byla DNAsa denaturovana. Nakonec
byly vzorky doplnény 18,5 ul DEPC vody. Celkové koncentrace RNA ve vzorcich tedy
byla 0,2 pg/ul a takto pfipravené vzorky jsou nachystdny k reverzni transkripci.
Uchovavany byly v mrazéku pii -70 °C.

4.3.4. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces, kdy je RNA piepisovana do cDNA
(complementary DNA) za ucasti enzymu reverzni transkriptasy. Reverzni transkriptasa
je RNA-dependentni DNA polymerasa. Ke startu je potifeba kratky primer, ktery je
komplementarné vazan na templatovou RNA.

Nejprve byla napipetovana smés 5 pul RNA vzorkli a 1 pl oligo(dT) primeru do
mikrozkumavek. Takto byly pfipraveny dvé paralelni sady, kazda o 15 vzorcich RNA
vcetné kontrol (3x5). Jedna sada vZdy slouzi jako kontrola a je bez reverzni transkriptasy.
Mikrozkumavky s touto smési byly zahtivany v PCR cykléru na 65 °C po dobu 5 minut,
kdy prob&hne denaturace RNA. Pak byly postaveny na led a lehce stoceny na vortexu.

Nasledné¢ bylo do kazdé mikrozkumavky pipetovano 14 pl mastermixu.
Mastermixy byly piipraveny podle nasledujici tabulky, jednotlivd mnoZstvi se ndsobila

poctem vzorkl+1, tj. 16.
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Tabulka 6: Slozeni mastermixii na jeden vzorek

sada s RT sada bez RT
Reakéni pufr 5x 4 ul 4 ul
DTT 2ul 2l
dNTPs 5SmM 2ul 2ul
RT 0,5 ul -
H>O 55ul 6 ul

Vysvetlivky: — RT=reverzni  transkriptasa, ~DTT=  dithiothreitol, ~dNTPs =
deoxyribonukleotidtrifosfaty, reakcni pufr — dodavan s RT, slozeni - 50 mM Tris-HCI, 75
mM KCI, 3 mM MgCl>

Mikrozkumavky s reakéni smési byly inkubovany v PCR cykléru 50 minut pfi
42° C, kdy probéhne syntéza vladkna cDNA a poté 5 minut pii 85°C, kdy dochazi
k denaturaci reverzni transkriptasy.

Ptipravend cDNA v mikrozkumavkach byla fedéna 80 ul redestilované vody.

4.3.5. Kvantitativni RT-PCR v realném case

Pro méfeni vlivu zkoumanych latek na mnozstvi mRNA danych enzymu byla
pouzita metoda kvantitativni real-time PCR spojena s reverzni transkripci. Principem je
izolace RNA ze vzorku s naslednym pfepisem fetézce RNA pomoci reverzni
transkriptasy do cDNA. Takto ziskané vlakno templatové DNA vstupuje do PCR, kde je
k vlaknu DNA pomoci primert, DNA-polymerasy a oligonukleotidi v reakéni smési
syntetizovano druh¢ vlakno. Denaturaci pti cca 95 °C se od sebe vlakna DNA oddéli, opét
dojde k pfisednuti primerd a syntéze nového vldkna DNA. Takto dochazi s kazdym
cyklem k amplifikaci vybraného tiseku DNA.

Na rozdil od klasické PCR, pfi real-time PCR je mnoZstvi DNA produktu
zaznamenavano v pribéhu reakce.

V kazdém cyklu bylo mnozstvi produktu detekovdno pomoci méfeni
fluorescence. Jako zdroj fluorescence bylo pouzito interkala¢ni barvivo SYBR Green I,
které se nespecificky vaze na dvoufetézcovou DNA. K fluorescenci dochdzi az po
navazani na dvoutetézcovou DNA (Adams, 2020).

Pro zhodnoceni genové exprese byla pouzita relativni kvantifikace. Vypocet byl
proveden za pouziti komparativni AAC; metody (Nolan a kol. 2006, Schmittgen a Livak
2008).
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Vypodet R (normalizovany expresni pomér): R=2AAC)

AACt= ACt (ovlivnény vzorek) — ACt (kontrola)

ACt (ovlivnény vzorek) = ACt cilového genu — ACt referencniho genu

ACt (kontrola) = ACt cilového genu — ACt referencniho genu

Jako referencni geny byly vyuzity gen pro 14-3-3 protein zeta/delta (YWHAZ)

agen pro beta-aktin (ACTB). U pouzitych primerti byla ovéfena cistota, Ucinnost,

koncentrace.

Tabulka 7. Pouzité primery

Gen Forward primer

Reverse primer

ACTB CTGGAACGGTGAAGGTGACA

AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA

YWHAZ | TGATCCCCAATGCTTCACAAG

GCCAAGTAACGGTAGTAATCTCC

CYP3A4 | CCCCTGAAATTAAGCTTAGGAGG

CTGGTGTTCTCAGGCACAGA

CYPIA2 | CTTCCCTGAGAGTAGCGATGAGA

GCAGTCTCCACGAACTCATGAG

UGTI1A9 | AGGAACATTTATTATGCCACCGT

GAGATCATACTCCGTAACAGGTG

UGTI1A6 | CCGGGGTCATGAGATTGTAGT

AGCTCTTCTTGGTCATACGGC

SULTIA | CCCACGACTCCTGAAGACAC

CACATCCTTTGCGTTGCGG

Nejdiive byly do 0,5 ml mikrozkumavek pfipraveny mastermixy pro jednotlivé

cilové geny a pro referencni geny.

Tabulka 8. SYBR qPCR MasterMix — reakcni smés pro PCR

na 1 jamku (reakci) na 33 jamek (reakci)
redestilovana voda 4,2 ul 138,6 ul
2x SG Mix* 10,0 pl 330,0 ul
Forward primer 5 uM 0,4 pl 13,2 ul
Reverse primer 5 uM 0,4 pl 13,2 ul

*2x SG Mix= obsahuje SYBR Green I, DNA polymerasu, dinukleotidtrifosfaty, pufr
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Pro stanoveni 1 genu u celkem 15 vzorkl od jednoho pacienta v duplikdtech + 1x
kontrola bez templatové cDNA (NTC) + 2 vzorky navic kvili mozné nepiesnosti
v pipetovani bylo pfipraveno mnozstvi reakéni smési vzdy pro 33 jamek. Schéma
pipetovani ilustruje obrazek 6.

Pripraveny SYBR qPCR MasterMix byl rozpipetovan po 15 pl do kazdé jamky
desticky pro PCR. Nakonec byly do jamek pipetovany vzorky cDNA v mnozstvi 5 ul. Do
jedné jamky pro NTC bylo pipetovano 5 pl vody misto cDNA.

Desticka byla vzdy pielepena uzaviraci folii, mirné protfepdna, a vlozena do
termocykléru Quant Studio 6 Flex, kde byl spustén ptislusny program.

Ziskana data byla jako tabulka exportovana do programu MS Excel.

1 2 3 4 5 6

AR (nEEIEIE
ADDDEDD
© €:9Cp9E59639659¢9
@9
ACE S CEE,
ICO00000

Obrazek 6. Pipetovaci schéma, pro jeden gen u jednoho pacienta. K=kontrola, P,
Pso=vzorky ovlivnené piperitonem v danych koncentracich (uM), Tio, Tso = vzorky

ovlivnené thujonem v danych koncentracich
4.4. Kvantifikace vybranych proteinii
4.4.1. Piiprava vzorki

4.4.1.1. Ptiprava zasobnich roztokl na fedéni vzorka

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky — lyzacni pufr a 4xSDS vzorkovy pufr
podle Tabulky 9 a 10.
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Tabulka 9. Priprava 4xSDS vzorkového pufiru

TRIS/HCI1 pH 6,8 IM 4 ml
85% glycerol 9,41 ml
SDS 12¢g
DTT 0,617 g
bromfenolova modf 0,1g
redestilovana voda 20 ml

Tabulka 10. Priprava zasobniho lyzacniho pufru

Tris/HCl pH 7,4 1M 50 ml
NaCl 8,766 g
85% glycerol 117, 65 ml
100% Triton X-100 10 ml
EDTA 0,58 ¢g
EGTA 0,76 g
B-glycerolfosfat 852¢g
fluorid sodny 2,09 ¢
pyrofosfat sodny 4,46 ¢
dithiotreitol 0,3085 g
vanadi¢nan sodny 0,03678 g
voda doplnéno do 1 litru

Pted pouZzitim bylo odebrano do plastové zkumavky s vickem 13 ml zasobniho
lyza¢niho pufru. Nasledné bylo do zkumavky ptidano 130 pl smési inhibitort proteaz a

130 pl fenylmethansulfonyl fluoridu o koncentraci 100 mM.

4.4.1.2. Homogenizace fezl
Pro jeden experiment bylo pouZito celkem 15 jaternich fezi — fezy ovlivnéné
thujonem v koncentraci 10 a 50 uM, fezy ovlivnéné piperitonem o koncentraci 10 a 50
uM a kontrola, vzdy v triplikatech.
Po inkubaci byly jednotlivé fezy pfeneseny do mikrozkumavek typu eppendorf

s 300 pl lyzacniho pufru a zhomogenizovany. Mikrozkumavky se zhomogenizovanym
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obsahem se poté nechaly 20 minut stat v ledu a nasledné byly centrifugovany piti 4 °C,

13 000 rpm 10 minut. Supernatant byl odebran do novych mikrozkumavek.

4.4.1.3. BCA stanoveni bilkoviny

Pro spravné ziedéni vzorkli na Western blot (1ug/ul bilkovin) bylo nejprve
potieba stanovit mnozstvi bilkoviny ve vzorcich.

Podstatou této metody je redukce Cu?" na Cu'® v zasaditém prostiedi, a to
prostiednictvim peptidovych vazeb. Méd'né ionty nésledné tvofi modrofialovy komplex
s BCA. Mnozstvi vzniklych médnych iontd je pfimo umérné mnozstvi piitomnych

proteint.

4.4.1.3.1. Kalibraéni kiivka

Ptiprava roztoku C
Pracovni roztok C byl pfipraven smichdnim roztoku A a B v poméru 50:1
Roztok A = NaHCOs3, Na;COs, BCA v 0,1M NaOH
Roztok B = 4% CuS0O4.6H>0
Bylo pipetovano 235 pl roztoku B a 11,76 ml roztoku A.

Standardni roztoky
Do 6 mikrozkumavek byly pfipraveny standardni roztoky podle Tabulky 11.

Tabulka 11. Kalibracni primka

koncentrace [pg/ml] 0,2% roztok BSA | destilovana voda [pl]
[ul]
1 0 0 100
2 200 10 90
3 400 20 80
4 600 30 70
5 800 40 60
6 1000 50 50

Do jamky bylo napipetovano vzdy 10 pl standardniho roztoku bilkoviny a 200 pl

roztoku C, kazdy vzorek ve 4 paralelkéch.
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Pro stanoveni bilkoviny ve vzorcich bylo odebrano vzdy 10 pl supernatantu a toto
mnozstvi bylo ziedéno 40 pl destilované vody. Pipetovano bylo do kazdé jamky 10 pl
ziedéného vzorku a 200 pl roztoku C. Kazdy vzorek byl pipetovan v duplikatu a hodnoty
pii vyhodnocovani zpramérovany.

Po napipetovani vzorki a roztokl pro kalibracni pfimku byla desticka inkubovéana
30 min pti 37 °C v pfistroji Themomixer.

Mnozstvi proteint se urcuje spektrofotometricky. Modrofialovy komplex BCA a
médnych iontli vykazuje maximalni absorbanci pti vinové délce 562 nm. Pro méteni
absorbance byl pouzit ptistroj Tecan Infinite M200 Pro.

Z naméfenych dat byla v MS Excel sestavena kalibra¢ni pfimka a urcena rovnice

kalibra¢ni ptimky, podle které byly vypocitany celkové obsahy proteinli ve vzorcich.

4.4.1.4. Natedeni vzorkl lyzaénim pufrem a 4xSDS
Podle zjisténého obsahu bilkoviny ve vzorcich byly lyzaty jaternich ez nafedény
lyzacnim pufrem a 4xSDS pufrem tak, aby SDS pufr tvotil %4 celkového objemu a
zaroven, aby koncentrace bilkoviny ve vzorku byla 1ug/pl.
Z triplikatd byly smichdnim vytvoteny smésné vzorky. Vzorky byly pred
nanasenim na gel denaturovany v pfistroji Thermomixer Eppendorf Comfort po dobu 5

minut za teploty 95°C.
4.4.2. Elektroforéza proteinil na polyakrylamidovém gelu

4.42.1. Ptiprava roztokl

e Zasobni roztok AA+bis A4 — 30 g AA + 0,8 g bisAA bylo smichano a doplnéno
redestilovanou vodou do 100 ml.

e [,5M Tris-HCI pufr, pH 8,8 — 18,5 g Tris bylo rozpusténo v 75 ml redestilované
vody, pomoci 4 M HCI upraveno pH a doplnéno vodou do 100 ml.

e 0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8 — 6 g Tris bylo rozpusténo v 75 ml redestilované
vody, dale upraveno pH pomoci 4 M HCl na 6,8 a doplnéno vodou do 100 ml.

e [0% SDS — 10 g SDS bylo rozpusténo v 80 ml redestilované vody a doplnéno
vodou do 100 ml.

o FElektrodovy pufr — 72 g glycinu, 15 g Tris a 5 g SDS bylo rozpusténo v 900 ml
redestilované vody, pH upraveno pomoci 4M HCI na 8,3 a doplnéno vodou do

1000 ml. 70 ml tohoto pufru bylo smichano s 280 ml redestilované vody.
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o 0% APS (na dva gely 1,5mm) — 50 mg peroxodisiranu amonného bylo

rozpusténo v 500 ul redestilované vody. Ptiprava probiha az tésné pied pouzitim.

4.42.2. Ptiprava geli
Diikladné omyté sklo a sklo se spacerem (pro 1,5 mm gel) byly pfilozeny k sobé
a vlozeny do nalévaciho stojanku na gumovou podlozku a uchyceny hornim kolikem.
V kadince s michadlem byl jako prvni pfipraven separacni gel, jak ukazuje
Tabulka 12. Pfiprava byla provadéna v digestofi. Roztok APS a TEMED byly ptidany
jako posledni, protoze iniciuji polymeraci. Ihned po smichani vSech komponent byl

roztok pipetovan mezi skla do vyse asi 4,5 cm.

Tabulka 12. Priprava roztoku na separacni gel (2 gely, 10%, 1,5 mm)

Redestilovana voda 9,8 ml
Pufr 1,5M Tris-HCl pH 8,8 | 5 ml
roztok 40% AA + bis AA 5 ml

10% SDS 200 pl
Roztok APS 200 pl
TEMED 16 ul

Roztok na gel byl pfevrstven malym mnozstvim isobutanolu nasycené¢ho vodou a
nechal se polymerovat pfiblizn€ 1 hodinu. Isobutanol byl poté slit a zbytek vysuSen
filtraénim papirem.

Dale byl v kadince v digestofi namichan roztok pro zaostfovaci gel dle
Tabulky 13.

Tabulka 13. Priprava roztoku na zaostrovaci gel (2 gely, 4%, 1,5 mm)

Redestilovana voda 6,42 ml
Pufr 0,5M Tris-HCI pH 6,8 | 2,5 ml
roztok 40% AA + bis AA 0,98 ml

10% SDS 100 pl
Roztok APS 200 pl
TEMED 16 pl
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Roztok pro zaostfovaci gel byl pipetovan na separacni gel az k hornimu okraji a
nasledné¢ do né& byl zasunut hieben pro vytvoieni jamek na vzorky. Nechal se

polymerovat pies noc.

4.4.2.3. Pribeh elektroforézy

Gelova elektroforéza je metoda, kterd separuje proteiny podle jejich molekulové
hmotnosti. Systémem prochazi elektricky proud, ktery zptisobi pohyb zaporné nabitych
proteinii gelem smérem k anodé€. Pfidany SDS denaturuje proteiny a zaroven se na né
vaze, ¢imz jim udéluje zaporny naboj. Rychlost pohybu proteinti gelem proto zavisi pouze
na molekulové hmotnosti — mensi proteiny se pohybuji gelem rychleji.

Skla s gelem byla umyta vodou a z gelu byl vyjmut hfeben. Jamky vytvofené
hfebenem byly oplachnuty destilovanou vodou. Skla byla vloZena do stojanu na
elektroforézu tak, aby sklo se spacerem sméefovalo smérem ven a tenc¢i kryci sklo smérem
dovnitt elektroforetické cely. Stojan byl vlozen do vanic¢ky na elektroforézu.

Do vnitiniho prostoru elektroforetické cely byl mezi skla s gely nalit elektrodovy
pufr tak, aby byl cely gel ponotfen. Vanicka byla rovnéz naplnéna elektrodovym pufrem
do takové vysky, aby dratek ve stojanu pro elektroforézu byl pod hladinou.

Do prvni jamky bylo pipetovano 1,25 pl proteinového markeru, déale bylo
pipetovano vzdy 25 ul kontroly a vzorki. Do zbylych jamek bylo pipetou naneseno 25 pl
1xSDS pufru.

Vanicka byla ptikryta vikem a pfipojena ke zdroji stejnosmeérného napéti. Bylo
nastaveno napéti 90 V, asi po 30 minutach bylo navySeno na 120 V. Pfistroj byl vypnut

v momentg, kdy ¢elo dorazilo ke spodnimu okraji separa¢niho gelu.

4.4.2.4. Western blot a chemiluminiscen¢ni detekce proteinli
Western blot je metoda slouZici k detekci konkrétniho proteinu. Po prob&hnuté
elektroforéze jsou rozdélené proteiny z gelu pfeneseny na membranu plsobenim
elektrického proudu. Na membrané jsou dané proteiny detekovany vazbou primarni
protilatky proti poZzadovanému proteinu. Na primarni protildtku se vaze znacena

sekundarni protilatka umoziujici detekci.

4.42.4.1. Ptiprava roztokl

e Blotovaci pufr — 6,06 g Tris a 28,8 g glycinu bylo rozpusténo v 500 ml redestilované
vody. Bylo pfidano 400 ml methanolu a doplnéno vodou do 2000 ml.
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o 0,1 M TRIS pufr, pH 8,0 — 12,11 g Tris byl rozpustén v 800 ml redestilované vody a
pH upraveno na 8,0 pomoci 4M HCI. Roztok byl doplnén vodou do 1000 ml.

e TBST - 8,77 g NaCl bylo rozpusténo v 300 ml redestilované vody, nésledn¢ bylo
pridano 500 ul Tweenu 20 a 100 ml 0,1M TRIS pufru o pH 8. Vse bylo doplnéno do
1000 ml.

e 5% roztok mléka v TBST — na dvé membrany bylo potfeba navazit 2,5 g Skim Milk
Powder a rozpustit v 50 ml TBST.

Primarni protilatky — zasobni protilatka byla ziedéna TBST pufrem s 1% BSA
protilatka proti CYP3A4 — rabbit, zfedéni 1: 5000 (Abcam, ab124921)
protilatka proti CYP1A2 — mouse, ziedéni 1:5000 (Cell Signaling, D2V7S)
protilatka proti kalnexinu — rabbit, zfedéni 1:5000 (Abcam, ab75801)
Sekundarni protilatky - zasobni protilatka byla zfedéna TBST pufrem s 1% BSA

anti-rabbit, anti-mouse — zifedéni 1:20 000, konjugované s kienovou peroxidasou

4.42.42. Western blot

Sklo s gelem bylo opatrné otevieno klinkem, byl odfiznut zaostfovaci gel a spodni
¢ast separacniho gelu s barvivem. Gely byly poté pfeneseny do blotovaciho pufru, kde se
nechaly ponofené¢ 20 minut. Do blotovaciho pufru se rovnéz na 20 minut vlozily
nitrocelulosové membrany o velikosti gelu a silné filtracni papiry — jedna membréana a 2
filtra¢ni papiry na jeden gel.

Pro samotny transfer proteini na membranu byl pouzit blotovaci ptistroj Biorad
Trans Blot Turbo Transfer System. Do kazety pfistroje se skladal blot v nasledujicim

potadi:
<4—— silny filtraéni papir

+— gel

_» 4—— nitrocelulosovd membrina
-

o ’ <4—— silny filtraéni papir

Obrazek 7. Skladani blotovaciho sandwiche
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Gel byl po poloZeni na filtracni papir uhlazen valeckem, aby byly odstranény
pfipadné vzduchové bubliny. Po slozeni byl opét cely sandwich v kazeté¢ uhlazen
valeCkem a mirn€ polit blotovacim pufrem. Kazeta byla ptiklopena vikem, uzaviena a

vloZena do piistoje. Blotting probihal 20 minut pfi napéti 25 V a proudu 1,3 A.

4.424.3. Detekce proteinti

Po dokonceni blotovani bylo nejprve zkontrolovano, jestli se pfenesl proteinovy
marker (molekulovy standard) na membranu. Barevné znacky byly obtazeny propiskou
a popsany. Poté byla membréana pinzetou ptenesena do plastové krabicky s vickem a 3x
oplachnuta redestilovanou vodou. Do krabi¢ky s membranou bylo posléze nalito asi 25
ml 5% roztoku mléka v TBST pufru a krabicka byla umisténa na kyvacku. Po dvou
hodinach byl roztok slit, membrana se 3x oplachnula redestilovanou vodou a v krabic¢ce
se pres noc na kyvacce inkubovala s primarni protilatkou.

Druhy den se po sliti roztoku primarni protildtky membrana 4x15 minut
oplachovala TBST pufrem. Nasledovala jednohodinovd inkubace membrany se
sekundérni protilatkou s navdzanou kifenovou peroxidasou. Po inkubaci byla membrana
opét 4x oplachnuta TBST pufrem.

Po vyliti TBST pufru z krabicky byl na membranu napipetovan substrat tak, aby
pokryl celou membranu. Jako substrat pro detekci se pouzilo detekéni €inidlo od firmy
Amersham (ECL Prime Western Blotting detection reagent), obsahujici roztok luminolu
a roztok peroxidu. Na jednu membranu bylo pouzito 600 pl luminolu + 600 pl roztoku
peroxidu.

Membréana byla po 5 minutich pinzetou prenesena mezi dvé folie. Folie byly
papirovym ubrouskem opatrné uhlazeny, aby se odstranily bubliny a nadbytek detekéniho
roztoku. Chemiluminiscen¢éni detekce proteinti probéhla za pouZiti pfistroje Uvitec
Alliance.

Kfenova peroxidasa navazand na sekundarni protilatku katalyzuje oxidaci
luminolu  roztokem peroxidu vodiku. Oxidovany Iluminol pak vykazuje

chemiluminiscenci.
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4.5. Zpracovani dat

Statistické zhodnoceni dat bylo provedeno metodou one-way ANOVA
s Dunnetovym testem v programu GraphPad Prism verze 8.0.1. Hodnocen byl vzdy rozdil
mezi kontrolnim neovlivhénym vzorkem a vzorkem ovlivnénym monoterpenem.
O statisticky vyznamny rozdil se jednalo, kdyz p<0,05. Grafy byly vytvofeny rovnéz
v programu GraphPad Prism verze 8.0.1.

Pro hodnoceni dat proteinové exprese byl vyuzit program Image].
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5. VYSLEDKY

5.1. Vliv thujonu a piperitonu na mnozstvi mRNA

vybranych biotransformacnich enzymi

Pro stanoveni zmén v mnozstvi mRNA vybranych biotransformacnich enzymi
byla pouzita metoda rt-PCR sreverzni transkripci. Ultratenké jaterni fezy z tkané
lidskych jater byly inkubovany 24 hodin s vybranymi monoterpeny. Byl pouzit piperiton
a thujon v koncentracich 10 uM a 50 pM.

Pro experiment byly pouzity jaterni fezy ztkané tii pacientd. Pfi zpétném
stanovovani integrity mRNA byly vysledky u vzork pacienta ¢.51 nevyhovujici, a proto
vysledky méteni vzorkll pacienta ¢.51 nakonec nebyly pouzity.

S kazdou latkou, v obou koncentracich, byly inkubovany vzdy celkem tfi fezy od
jednoho pacienta.

Kazdé opakovani bylo do desticky na rt-PCR pipetovano v duplikatu.

Studovanymi biotransforma¢nimi enzymy byly UGT1A6, UGT1A9, SULTIA,
CYP1A2 a CYP3A4. Pouzité¢ referencni geny byly ACTB a YWHAZ, resp. jejich
geometricky primér. Vysledky byly vztazeny ke kontrolnimu vzorku (K).

5.1.1. Vliv thujonu a piperitonu na mnozstvi mRNA UGT1A6

Obrazek 8 ukazuje relativni zmény v expresi mRNA enzymu UGT1A6. Zadny
z vysledkil neptedstavuje statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole, ale u pacienta ¢.48
1 pacienta ¢. 58 si lze vSimnout mirného zvySeni exprese oproti kontrole u vzorkl

inkubovanych s piperitonem o koncentraci 50 pM.
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Obrazek 8. VIiv thujonu a piperitonu na mnozstvi mRNA UGTI1A6. Ultratenké jaterni rezy
byly inkubovany s piperitonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (P10, P50) a s thujonem
o koncentracich 10 uM a 50 uM (T10, T50) po dobu 24 h. Sloupec predstavuje

primer ze tii paralelnich meéreni.

5.1.2. Vliv thujonu a piperitonu na mnozstvi mRNA UGT1A9

Relativni zmény v expresi mRNA enzymu UGTIA9 jsou zobrazeny na
Obrazku 9. Ke statisticky vyznamnému zvySeni exprese, navzdory vysoké smérodatné
odchylce, doSlo u vzorku pacienta ¢.48 inkubovaného 24 hodin s piperitonem
o koncentraci 50 pM.

U vSech ostatnich méfeni mnozstvi mRNA UGT1A9 byly zmény viici kontrole

nesignifikantni.
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Obrazek 9. Viiv thujonu a piperitonu na mnozstvi mRNA UGTI1A9. Ultratenké jaterni rezy
byly inkubovany s piperitonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (P10, P50) a s thujonem
o koncentracich 10 uM a 50 uM (T10, T50) po dobu 24 h. Sloupec predstavuje priumeér
ze tri paralelnich méreni. * oznacuje statisticky vyznamnou zménu oproti kontrole (one-

way ANOVA s Dunnettovym testem, p<0,05).

5.1.3. Vliv thujonu a piperitonu na mnozstvi mRNA SULTIA

Obrazek 10 znazornuje vliv thujonu a piperitonu o koncentraci 10 pM a 50 uM na
mnozstvi mRNA SULTIA v lidskych jaternich fezech. U pacienta ¢. 48 muzeme vidét
statisticky vyznamné zvySeni exprese SULTIA u vzorkti inkubovanych s 50 puM
piperitonem. Nicméng¢, jak je vidét podle chybové usecky, mezi jednotlivymi méfenimi
byla velmi vysoké variabilita dat a nelze tedy na tomto misté vyloucit chybu vzniklou

v pritbéhu experimentu.

Ostatni vysledky nevykazovaly statisticky vyznamné zmény v expresi SULT1A.
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Obrdazek 10. Vliv thujonu a piperitonu na mnozstvi mRNA SULTIA. Ultratenké jaterni
rezy byly inkubovany s piperitonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (P10, P50) a
s thujonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (T10, T50) po dobu 24 h. Sloupec predstavuje
prumér ze tri paralelnich meéreni. * oznacuje statisticky vyznamnou zménu oproti kontrole

(one-way ANOVA s Dunnettovym testem, p<0,05).

5.1.4. Vliv thujonu a piperitonu na mnoZzstvi mRNA CYP1A2

Zmény exprese CYP1A2 ve vzorcich ovlivnénych thujonem nebo piperitonem
popisuje graf na nasledujicim obrazku. U pacienta ¢.58 byla zaznamenana statisticky
vyznamna indukce CYP1A2 u vzorkil ovlivnénych piperitonem v koncentraci 10 uM
150 uM a u vzorki ovlivnénych thujonem o koncentraci 50 pM.

U pacienta ¢. 48 nedoSlo u Zadnych vzorkl ke statisticky vyznamné zméné
v expresi enzymu oproti kontrole. Je vidét pouze malé zvySeni exprese u vzorkl

ovlivnénych thujonem a piperitonem v koncentraci 50 uM.
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U obou pacientil je patrné zvySeni mnozstvi CYP1A2 v fezech ovlivnénych 10

uM thujonem, kvili vysoké smérodatné odchylce se ale nejedna o statisticky signifikantni

zmenu.
CYP1A2
10 - m K
= P10

g 4 5
Z * = | 3 P50
€ k.8
@ _ B T10
s 67 i B T50
0 —_—
o
c
»@D A ]
R4 1
=
=
K
g 2 | -

0 &| s

¢.48 €.58
Cislo pacienta
Obrazek 11. VIiv thujonu a piperitonu na mnozstvi mRNA CYP1A2. Ultratenké jaterni
rezy byly inkubovany s piperitonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (P10, P50) a
s thujonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (T10, T50) po dobu 24 h. Sloupec predstavuje
prumér ze tri paralelnich meéreni. * oznacuje statisticky vyznamnou zménu oproti kontrole

(one-way ANOVA s Dunnettovym testem, p<0,05).
5.1.5. Vliv thujonu a piperitonu na mnoZzstvi mRNA CYP3A4

U pacienta ¢.48 nedoSlo k Zddnym vyznamnym zménam exprese. ZvysSena
exprese byla pozorovéna u pacienta ¢.58, kdy doSlo ke statisticky vyznamné indukci
CYP3A4 po inkubaci s piperitonem (50 puM). Z grafu je vidét, ze mnozstvi mRNA
zvySoval 1 piperiton o koncentraci 10 uM.

Thujon (50 M) zpisobil u pacienta ¢€.58 statisticky vyznamné zvySeni exprese
mRNA CYP3A4. U vzorkl ovlivnénych thujonem v koncentraci 10 uM u pacienta ¢.58

se nepodafilo stanovit expresi mRNA.
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Obrazek 12. VIiv thujonu a piperitonu na mnozstvi mRNA CYP3A4. Ultratenké jaterni

¢.48 ¢.58
Cislo pacienta

rezy byly inkubovany s piperitonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (P10, P50) a
s thujonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (T10, T50) po dobu 24 h. Sloupec predstavuje
prumér ze tri paralelnich meéreni. * oznacuje statisticky vyznamnou zménu oproti kontrole

(one-way ANOVA s Dunnettovym testem, p<0,05).

5.2. Vliv thujonu a piperitonu na mnoZzstvi proteinu
vybranych biotransformacnich enzym

Byl sledovan vliv vybranych monoterpeni na mnozstvi proteinu CYP1A2

a CYP3A4. Proteiny byly kvantifikovany pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém

gelu a Western blotu s naslednou chemiluminiscenéni detekci. Vzorky byly inkubovany

s piperitonem (10 uM, 50 uM) nebo thujonem (10 uM, 50 uM) 24 hodin pii teploté 37°C.
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Naskenované membrany ziskané pomoci pfistroje Uvitec byly dale
vyhodnocovany v programu Imagel, kde byly zméfeny denzity jednotlivych bandii
(prouzkl). Ziskané hodnoty denzit jednotlivych prouzka enzymt byly vydéleny
hodnotou denzity ptislusného prouzku kalnexinu. Kalnexin zde slouzil jako referencni
protein pro normalizaci vysledkll. Pro ureni relativni proteinové exprese byly takto

ziskané hodnoty ovlivnénych vzorki vztazeny k hodnotam kontrolnich vzorka (=1).

K T10 T50 P10 P50 K T10 T50 P10 P50
——— T— — D  —  —
CYP3A4 kalnexin

Obrazek 13. Ukazka blotu z méreni CYP3A4 u pacienta ¢. 59

5.2.1. Vliv thujonu na mnozstvi proteinu CYP1A2

Obrazek 14 zobrazuje ovlivnéni proteinové exprese u tii pacientll po inkubaci
jaternich fezi s thujonem. Po inkubaci s 10 pM thujonem, ani s 50 uM thujonem nebyla
pozorovana statisticky vyznamna zména mnozstvi proteinu oproti kontrole. U pacienta
¢islo 59 a pacienta Cislo 58 si lze vSimnout snizeni mnoZzstvi proteinu po inkubaci s 10
UM thujonem (o 40 % u pacienta €.59, o 31 % u pacienta ¢.58), hodnoty ale nejsou

statisticky vyznamné.
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Obrazek 14. Vliv thujonu na mnozstvi proteinu CYPIA2. Ultratenké jaterni rezy byly
inkubovany s thujonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (T10, T50) po dobu 24 h. Sloupec
predstavuje prumer ze dvou méreni. K méreni byly pouZity smésné vzorky ze tri rezu téhoz

pacienta.
5.2.2. Vliv piperitonu na mnozstvi proteinu CYP1A2

Mnozstvi enzymu CYP1A2 po inkubaci s piperitonem (10 uM, 50 uM) ilustruje
graf na obrazku 15.

Piperiton nemél na proteinovou expresi CYP1A2 zadny statisticky vyznamny
vliv. Vysledky jsou navic zatizeny vyssi smérodatnou odchylkou. Nevyznamné snizeni

exprese lze vidét u pacienta €. 48 a €.59 po inkubaci s 10 pM piperitonem.
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Obrazek 15. Viiv piperitonu na mnozstvi proteinu CYPI1A2. Ultratenké jaterni rezy byly
inkubovany s piperitonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (P10, P50) po dobu 24 h.
Sloupec predstavuje priimeér ze dvou mereni. K méreni byly pouzity smésné vzorky ze tri

Fezil téhoz pacienta.
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5.2.3. Vliv thujonu na mnoZstvi proteinu CYP3A4

Utinek thujonu na mnozstvi proteinu CYP3A4 znazoriiuje Obrazek 16.
Statisticky vyznamny vliv na mnozstvi proteinu je mozno vidét pouze u pacienta €. 48.
50 uM thujon snizil proteinovou expresi enzymu u pacienta ¢. 48 o0 51,7 % oproti kontrole.

Tento vliv ale nebyl pozorovan u zbylych dvou pacienti.
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Obrdazek 16. Viiv thujonu na mnozstvi proteinu CYP3A4. Ultratenké jaterni rezy byly
inkubovany s thujonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (T10, T50) po dobu 24 h. Sloupec
predstavuje prumeér ze dvou méreni. K méreni byly pouzity smésné vzorky ze tri Fezu téhoz
pacienta. * oznacuje statisticky vyznamnou zménu oproti kontrole (one-way ANOVA

s Dunnettovym testem, p<0,05).
5.2.4. Vliv piperitonu na mnozstvi proteinu CYP3A4

Zmény v proteinové expresi CYP3A4 po 24hodinové inkubaci jaternich fezt
s piperitonem (10 uM, 50 pM) popisuje graf na Obrazku 17.

Z grafu je ziejmé, Ze nedoSlo k zddnym statisticky vyznamnym zméndm
v mnozstvi proteinu CYP3A4 oproti kontrole. U pacienta ¢islo 59 muizeme vidét
statisticky nevyznamnou indukci (o 36 % oproti kontrole) po inkubaci s piperitonem o

koncentraci 50 uM.
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Obrazek 17. Vliv piperitonu na mnozstvi proteinu CYP3A4. Ultratenké jaterni rezy byly
inkubovany s piperitonem o koncentracich 10 uM a 50 uM (P10, P50) po dobu 24 h.
Sloupec predstavuje priimér ze dvou meéreni. K méreni byly pouzity smésné vzorky ze tri

Fezii téhoz pacienta.
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6. DISKUZE

Rostliny jsou zdrojem Sirokého spektra strukturné rozmanitych chemickych latek
majicich vyznam nejen pro samotnou rostlinu, ale i pro ¢lovéka. Jde o sekundarni
metabolity, mezi které tfadime naptiklad alkaloidy, tfisloviny, terpeny, flavonoidy,
saponiny nebo kumariny. Vyuzivani rostlin jako prostiedku k lé¢eni nemoci ¢i mirnéni
symptomu je spojeno jiz se samotnymi pocatky lécitelstvi a rostlinné ptipravky ci
dopliiky stravy s rostlinnymi latkami jsou pouzivany i v soucasnosti. U nékterych byly
identifikovany ucinné latky i jejich mechanismus ptisobeni, u jinych se predpoklada, ze
za ucinkem stoji synergismus latek v rostling, extraktu ¢i silici. Rostlinné latky se také
hojné vyuzivaji v potravinarském pramyslu, pfi vyrob¢ kosmetiky, pigmentt ¢i parfémi.

Sekundarni metabolity rostlin jsou pro lidsky organismus xenobiotiky, proto
podléhaji detoxifikaci pomoci intestindlnich a jaternich biotransformacnich enzymu
metabolizujicich xenobiotika (Gurley 2012).

Nami testované latky, thujon a piperiton, patii do skupiny monoterpent.
Monoterpeny jsou soucasti rostlinnych silic, podili se na vlini a obranych mechanismech
rostliny. Uplatiluji se v potravinaistvi jako aromata a dochucovadla, v parfumerii nebo
jako rozpoustédla. U nékterych byly popsany ucinky antikancerogenni, insekticidni,
antibakterialni, antioxida¢ni nebo antifungalni (Wojtunik-Kulesza a kol. 2019).

Ne vSechny ucinky jsou ale pozitivni. U nékterych monoterpent byla potvrzena
hepatotoxicita. Piikladem je R-pulegon, monoterpen charakteru ketonu, ktery je ve
vyznamném mnozstvi piitomen v Mentha pulegium. Nadmérné pouzivani ptipravkl
z této rostliny je spojeno s jaternim poSkozenim u lidi. Hepatotoxicita R-pulegonu byla
potvrzena i na mySich a potkanich modelech. Jako dalsi hepatotoxickou slozkou silice
Mentha pulegium byl identifikovan i monoterpen menthofuran. Dokumentovany byly
rovnéz hepatotoxické uc€inky monoterpenu kafru (Zarybnicky a kol. 2018).

Monoterpeny mohou mit vliv na aktivitu a expresi biotransformacnich enzymd.
Myristicin indukoval CYP1A2 v potkanich jaternich mikrozomech, cedrol a -cedren
inhibovaly aktivitu CYP3A4 v lidskych jaternich mikrozomech a naptiklad chamazulen
je inhibitorem CYP1A2, CYP2D6, CYP3A4 (Zehetner a kol. 2019).

Je to praveé vliv rostlinnych latek na biotransformacni enzymy, ktery mize byt
potencidlnim zdrojem interakci uzivanych 1€k s rostlinnymi piipravky, dopliiky stravy
nebo slozkami potravy. Znalost ovlivnéni biotransformac¢nich enzymi t€émito latkami je

tedy diilezita proto, abychom se mohli t€émto nezddoucim interakcim vyhnout.
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V této diplomové praci jsem se vénovala vlivu thujonu a piperitonu na expresi
vybranych biotransformacnich enzymu. Ultratenké jaterni fezy ziskané z lidské tkané
byly inkubovany s piperitonem (10 uM a 50 uM) a thujonem (10 uM a 50 uM) 24 hodin
pii teploté 37 °C. Pouzita byla jaterni tkan ziskana po provedené c¢astecné hepatektomii u
pacientli obou pohlavi ve vékovém rozmezi 42-76 let.

Pro urceni relativni exprese na trovni mRNA enzymi CYP1A2, CYP3A4,
UGT1A6, UGT1A9 a SULTIA byla pouzita metoda rt-PCR spojend s reverzni
transkripci. Zmény v mnozstvi proteinu byly studovany u enzymiit CYP1A2 a CYP3A4.
Pouzitou metodou byla elektroforéza na polyakrylamidovém gelu a Western blot
s naslednou chemiluminiscencni detekci vybranych proteind. Relativni proteinova
exprese byla vztahovana ke kalnexinu.

Zvyseni genové exprese UGTIA9, které bylo vyhodnoceno jako statisticky
vyznamné, bylo pozorovano u vzorkl inkubovanych s 50 uM piperitonem u pacienta
¢. 48. Toto zvyseni ale nebylo pozorovano u pacienta ¢. 58. Vysledek je navic kvili vyssi
smérodatné odchylce neptesny.

Piperiton v koncentraci 50 uM rovnéZz zvysil expresi mRNA SULTI1A. Vysledek
byl ovSem zatizen vysokou smérodatnou odchylkou naznacdujici velké rozdily mezi
jednotlivymi métenimi a nelze vyloucit chybu v méfeni. Piperiton v obou zkousenych
koncentracich signifikantn€ zvySoval mnoZstvi mRNA CYP1A2 u pacienta €. 58, avSak
nikoliv u pacienta €. 48. Vyznamné zvyseni exprese mRNA CYP3A4 bylo zaznamenano
u pacienta €. 58 po inkubaci s piperitonem o koncentraci 50 uM.

Thujon v koncentraci 50 uM zvysil expresi CYP1A2 u pacienta €. 58. Pfi ur¢ovani
zmén v genové expresi CYP3A4 zvysil thujon o koncentraci 50 pM expresi u pacienta
¢. 58.

Pii hodnoceni zmén proteinové exprese CYP1A2 a CYP3A4 nevykazoval
piperiton zadny signifikantni vliv.

Thujon o koncentraci 50 uM snizil mnoZzstvi proteinu CYP3A4 o 51,7 %

u pacienta €. 48. U ostatnich dvou pacientl tyto zmé&ny pozorovany nebyly.

Jiné studie, zabyvajici se vlivem thujonu a piperitonu na expresi mRNA a
mnozstvi proteinu biotransformacnich enzymu, nebyly provedeny a neni mozné tedy
vysledky porovnat.

Abass a kol. (2010) studovali vliv o-thujonu na biotransformacni enzymy.

Nesledovali vSak expresi mRNA a proteinil, ale enzymovou aktivitu. Thujon vykazoval
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stiedni inhibici CYP2A6 a CYP2B6. M¢l zanedbatelny nebo Zadny vliv na aktivitu
CYP1A2, CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2EL, CYP2CS.

Studie ovlivnéni proteinové exprese a exprese mRNA biotransformacnich
enzyml chybi 1 pro dal$i monoterpenické ketony strukturné ptibuzné piperitonu a
thujonu, jako je naptiklad karvon, fenchon, pulegon, piperitenon nebo menthon. Kaft,
bicyklicky monoterpen charakteru ketonu, zvySoval expresi proteinu CYP3A4
v ultratenkych lidskych jaternich fezech po 24hodinové inkubaci. Expresi mRNA zvysil
(-)-kafr uCYP3A4 a UGTI1A6, ovSem pouze u jednoho pacienta ze tii. Bylo
zaznamenano snizeni exprese mRNA SULTIA1 (Smolikova, 2021).

Pti vyhodnocovéni vysledkl této prace byla pozorovédna variabilita proteinové
a mRNA exprese mezi jednotlivymi pacienty. Tyto interindividualni rozdily mohou byt
podminény ftadou rtznych faktorti. Napiiklad je to existence genetickych variant
jadernych receptoru a jinych transkripénich faktori, variabilita v expresi membranovych
transportérii, geneticky polymorfismus genl pro biotransformacni enzymy, pfitomna
onemocnéni, vék, pohlavi nebo stav samotného vzorku jater, ze kterého byly ziskany
ultratenké fezy. Déle to mohou byt i epigenetické regulacni faktory, naptiklad regulace

pomoci mikroRNA, nebo DNA-methylace (Tang a kol. 2005, Skalova a kol. 2017).

Jednou z limitaci této prace je maly pocet vzorku lidskych jater (dva pacienti pro
stanoveni exprese mRNA a tfi pacienti pro stanoveni mnozstvi proteinu) a obecné vétsi
variabilita mezi méfenimi. V dals$i studii by bylo vhodné pouzit fezy od vice darci a ve

vétsim poctu replikati.
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7. ZAVER
Vysledky experimentalni ¢asti mohou byt shrnuty do nasledujicich bodu:

e Piipravené ultratenké jaterni fezy byly inkubovany 24 hodin s thujonem nebo

piperitonem o koncentracich 10 uM a 50 uM.

e Zmény v mnozstvi mRNA byly studovany u UGT1A6, UGTIA9, SULTIA,
CYP3A4, CYP1A2. Ke zvyseni exprese CYP1A2 doslo u pacienta ¢. 58 vlivem
10 uM a 50 uM piperitonu i 50 uM thujonu. 50 uM piperiton zvySoval expresi
UGT1A9 u pacienta ¢. 48. Indukce CYP3A4 byla pozorovana u pacienta ¢. 58 po
inkubaci s 50 uM thujonem a 50 uM piperitonem.

e Metodou Western blotu s chemiluminiscenéni detekci byl stanoven vliv
piperitonu a thujonu (10 uM a 50 uM) na mnozstvi proteinu CYP1A2 a CYP3A4
u tii pacientd. K jediné statisticky vyznamné zméné€ doslo u pacienta ¢. 48, kde

thujon o koncentraci 50 pM snizil expresi proteinu CYP3A4.

Z vysledkt Ize usuzovat, Ze u mnozstvi thujonu a piperitonu bézné se vyskytujiciho
v potrav€é nebo rostlinnych pfipravcich, je vznik klinicky vyznamnych interakci na

podkladé indukce ¢i inhibice biotransformacnich enzymi nepravdépodobny.
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8. SEZNAM ZKRATEK

AA akrylamid

AhR receptor pro aromatické uhlovodiky

ALD alkoholické poskozeni jater

APS peroxodisiran amonny

BCA bicinchoninova kyselina

BSA hovézi sérovy albumin

CAR konstitutivni androstanovy receptor

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CYPpP cytochrom P450

DEPC diethylpyrokarbonat

DMAPP dimethylallyldifosfat

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTT dithiotreitol

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EGTA ethylenglykol-bis(aminoethylether)-tetraoctova kyselina
EMA Evropska agentura pro 1é¢ivé pripravky (European Medicines Agency)
FXR farnesoidni X-receptor

GABA kyselina y-aminomaselna

GR glukokortikoidni receptor

HSP heat shock protein

IPP isopentenyldifosfat

LXR liver X receptor

MEP 2-methyl-D-erythritol-4-fostat

mRNA mediatorova RNA (,,messenger RNA*)
MRP2 »~multidrug resistance-associated protein 2

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NRF2 ,huclear factor erythroid 2-related factor 2

NTC kontrola bez templatové cDNA (,,non-template control*)
PPAR receptor aktivovany proliferatorem peroxisomu

PXR pregnanovy X-receptor

ROS reaktivni kyslikové radikaly (,,reactive oxygen species®)

68



ROR
RT
RT-PCR
SDS
SNP
SULT
TBST
TEMED
TRIS
UGT
VDR

,»retinoid-related orphan receptor*

reverzni transkriptasa

polymerazova fetézova reakce spojena s reverzni transkripci
dodecylsiran sodny

jednonukleotidovy polymorfismus (single-nucleotide polymorphism)
sulfotransferasa

,,I'1is buffered saline with Tween*

tetramethylethylendiamin

tris(hydroxymethyl)aminomethan

UDP-glukuronosyltransferasa

receptor vitaminu D
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