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ABSTRAKT
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Skolitel: PharmDr. Iva Bou$ova, Ph.D.

Nézev diplomové prace: MODIFIKACE VYBRANYCH BIOTRANSFORMACNICH
ENZYMU V PRUBEHU STARNUTI (U POTKANA)

Starnuti je nezastavitelny biologicky proces charakterizovany progresivnim Utlumem
funkce organovych systémll a sou¢asnym naristem oxidacniho poSkozeni v disledku
kumulace reaktivnich forem kysliku (ROS). ZvySend aktivita antioxida¢nich enzymi,
napiiklad peroxidasy a katalasy, v pribc¢hu starnuti tedy souvisi se zvySenou produkci
ROS. Aktivita biotransformacnich enzymii napiiklad cytochromu P450 (CYP) a
glutathion-S-transferasy (GST) se také v pribéhu starnuti méni. Zpravidla, u velmi
mladych a velmi starych jedinct je aktivita niz§i nez v obdobi dospélosti. Cilem prace
bylo sledovat zmény v aktivité a expresi vybranych jaternich biotransformacnich (GST,
CYP 1A, 2B, 3A4) a antioxidacnich (peroxidasa, katalasa, superoxiddismutasa) enzymu
u potkanti v souvislosti s vékem. Potkani samci kmene Wistar byli utraceni dekapitaci
v celkové anestezii ve véku 6 tydnd a 21 mésict (6 jedinch v kazdé skuping). Nasledné
byla jejich jatra zpracovana na subcelularni frakce (mikrosomy a cytosol), v nichz byly
spektrofluorimetricky a spektrofotometricky stanoveny specifické aktivity enzymd.
Exprese GST byla sledovana pomoci imunoblotingu se specifickou protilatkou
proti GSTA a normalizovdna na mnoZstvi f-aktinu. Specificka aktivita GST byla u 21-ti
mésicnich potkand témét Sestinasobné zvySend, coz bylo provazeno také zvySenim
exprese tohoto enzymu. Naproti tomu specifické aktivity CYP 1A, 2B a katalasy se
s rostoucim v€kem sniZovaly. Specifickd aktivita CYP 2B byla 4,5 krat niz8i u 21-ti
mésicnich potkanll oproti 6-ti tydennim, zatimco specificka aktivita CYP 1A2 klesla jen
o Ctvrtinu. V aktivit¢ peroxidasy a superoxiddismutasy nebyly v pribcéhu starnuti
pozorovany statisticky vyznamné zmény. Ziskané vysledky mohou pfispét k pochopeni
zmén v metabolismu xenobiotik v pribéhu starnuti, které mohou byt vyvolany zménami

v aktivité a expresi biotransformacnich a antioxidacnich enzymt.
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Ageing is an inevitable biological process characterized by progressive functional
decline of all organ systems with simultaneous increase in oxidative damage as a result
of reactive oxygen species (ROS) accumulation. Increased activity of antioxidant
enzymes, such as peroxidase and catalase, is related to increased production of ROS
during ageing. Activity of biotransformation enzymes such as cytochrome P450 (CYP)
and glutathion-S-transferase (GST) changes during ageing too. In general, activity
ofenzymes is lower in very young and very old individuals than in the period
of adulthood. The aim of the present work was to study age-related changes in activities
and expression of selected xenobiotic-metabolizing enzymes (GST, CYP 1A, CYP 2B,
CYP 3A4) and antioxidant enzymes (catalase, peroxidase, superoxiddismutase) in rat
liver. Male Wistar rats were sacrificed by decapitation under ether anesthesia at the age
of 6 weeks and 21 months (6 individuals in each group). Subsequently, liver specimens
were processed to obtain the subcellular fractions (microsomes and cytosol) in which
the specific activities of enzymes were assessed by spectrofluorimetric and
spectrophotometric methods. GST protein expression was also monitored by
immunoblotting with specific antibody against GSTA and normalized to the amount
of B-actin. Specific activity of GST was about 6-fold higher in 21-month-old rats, which
was accompanied by an increase in the GST protein expression. In contrast, specific
activity of CYP1A2, CYP2B and catalase significantly decreased with increasing age.
Specific activity of CYP 2B was 4.5-fold lower in 21-month-old rats than in 6-week-old
ones, while specific activity of CYP1A2 decreased by one fourth only. No significant
changes in peroxidase and superoxiddismutase activity with age were observed. The
obtained results can contribute to the understanding of age-related changes in xenobiotic
metabolism, which can be caused by alterations in the activity and/or expression of

these biotransformation and antioxidant enzymes.
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1. UVOD

Tato diplomova prace vznikla na Katedfe biochemickych véd Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Praze, pod odbornym vedenim dr. BouSové. Skupina
dr. BouSové a prof. DrSaty se zabyva vlivem riznych patologickych stavii (napf.
neenzymové glykace ¢i oxida¢niho stresu) i fyziologického procesu starnuti na aktivitu
riznych enzymil. V této praci se zabyvam vlivem véku na aktivitu/expresi vybranych
biotransformacnich a antioxidacnich enzyml z potkanich jater, coz rozsifi jiz zndmé
poznatky z tohoto oboru. Ackoliv je starnuti pfirozeny proces, dochazi v jeho pribéhu
k riznym patologickym zménam, které se nasledné odrdzi na metabolické aktivité

organismu.

Problematika starnuti a s nim souvisejici zmény v metabolismu nabyvaji vetsi
dillezitosti v souvislosti se starnutim populace, zvySujici se zaté€zi organismu 1éCivy a
riznymi xenobiotiky. Aktivita enzyml u starnouciho organismu se zpravidla lisi,
v disledku toho se mize liSit i odpovéd’ na xenobiotika a mize dochéazet k negativnimu
ovlivnéni organismu. Z vysledkii ziskanych v této praci miZeme usuzovat na zmény

probihajici v disledku starnuti.

Jako modelové zvife pro sledovani aktivity vybranych biotransformaénich a
antioxidacnich enzymu byl vybran potkan kmene Wistar. Pro porovnani aktivity jsme
vytvofili dvé skupiny zvifat (6-tydenni a 21-mési¢ni), kde v kazdé bylo Sest jedincti.
Aktivitu enzymi jsem sledovala v subcelularnich frakcich (cytosol, mikrosomy)
jaternich bunck. Stanovovala jsem aktivitu glutathion-S-transferasy
(spektrofotometricky) a vybranych isoforem cytochromu P450 (spektrofluorimetricky)
jako zastupci biotransformacnich enzymi, protoze se zvelké miry podili
na metabolismu xenobiotik. Z antioxidanich enzymi jsem sledovala aktivity
peroxidasy, katalasy a superoxiddismutasy (spektrofotometricky), jejichZ zmény mohou
ovlivnit odpovéd organismu na oxidacni stres. Vyuzila jsme také denaturujici
polyakrylamidovou gelovou elektroforézu s naslednym imunoblottingem a

chemiluminiscenéni detekci k potvrzeni exprese glutathion-S-transferasy.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Jatra a jejich starnuti

Starnuti je multifaktoridlni proces zahrnujici morfologické a biochemické
zmény v jednotlivych buiikdch a v celém organismu. Pfesny mechanismus podstaty
starnuti neni dosud pIn€¢ pochopen (Maurya & Rizvi, 2010). Starnuti je také spojovano

se zménami v bunécné, humoralni a vrozené imunité (Vishwas et al., 2013).

Ackoliv mechanismus starnuti na bunééné a molekularni Grovni neni zcela
pochopen, byla na zéklad¢ studie na mozkovych buiikdch vyslovena teorie buné¢éného
procesu starnuti. Tato teorie naznacuje, zZe jednim z primarnich mechanismt bunééného
procesu starnuti je zpomalena proteolyza. Ve studiich byly postranni srdecni komory
mladych potkant naplnény inhibitorem proteas leupeptinem a doSlo téZ k akumulaci

autoflorescencnich slou€enin podobnych ,,pigmentu stafi* lipofuscinu (Kitani, 2004).

Nicméné zatim nejsou diikazy, Ze by akumulace lipofuscinu v souvislosti
s v€kem nebo obrat v lyzosomalni enzymové aktivit¢ ovliviioval funkci hepatocytd,
véetné vnitinitho oxidacniho metabolismu xenobiotik nebo jejich jaterni clearence

(Schmucker, 2001).

V navaznosti na tuto teorii ukdzalo nékolik nasledujicich studii na odchylky
v proteinovém obratu doprovazejicim starnuti. Bylo zjiSténo sniZeni proteolytické
enzymové aktivity nebo naopak ndrist koncentrace proteasového inhibitoru (nebo
obou). V hepatocytech starych zvitat doSlo ke zpomaleni degradace proteinti (Kitani,

2004).

Velmi intenzivné studovanym procesem z hlediska starnuti je zména
metabolismu 1é¢iv v jatrech. Zcela zjevné ma tato tkan bezprostiedni klinicky dopad
na farmakoterapii ve stafi. Vzhledem k tomu, Ze metabolickd kapacita jater je vékem
zménéna, mize byt zménén také farmakokineticky profil 1éCiv, coz eventudlné¢ mize
vést ke zméné jejich farmakodynamiky (Kitani, 1994). Z tohoto hlediska maji
anatomické a funkéni zmény v jatrech (a také ledvinach) kvantitativné vétsi vliv
na farmakokinetiku, zahrnujici zmény v enzymové odpovédi na biotransformaci

xenobiotik (Hines, 2008).



2.1.1 Fyziologie a morfologie jater

224

Jatra jsou nejtéz§im organem v téle a vykonavaji fadu rozdilnych
fyziologickych a biochemickych funkci (Kitani, 1994). Funkce vykonavané jatry mohou
byt klasifikovany do tfi hlavnich kategorii: metabolicka aktivita, sekre¢ni aktivita a

biotransformace (van Bezooijen, 1984).

Hepatocyty, parenchymové burky jater, tvofici az dvé tfetiny vSech jaternich
bunék, jsou zodpovédné za biotransformaci endogennich i1 exogennich sloucenin
rozpustnych v tucich. Jejich dalsi funkci je udrzovani homeostazy zivin, filtrace ¢éstic,
syntéza proteintl, bioaktivace steroidll a tvorba zluce. Vyraznym znakem hepatocytii je
kruhové jadro a pocetné mitochondrie, které ukazuji na vyznamnou roli jater
v energetickém metabolismu. Hepatocyty také obsahuji endoplazmatické retikulum
(ER). Pfitomnost ribosomt obsahujicich drsné ER ukazuje na hlavni funkci jater, kterou
je syntéza proteind. Hladké endoplazmatické retikulum integruje velké mnoZzstvi
biotransformacénich enzymd, ostatni enzymy se nachdzeji v cytosolu (Sevior et al.,
2012). Tato intracelularni struktura je tedy piimo zodpovédna za jaterni kapacitu
k metabolismu xenobiotik (van Bezooijen, 1984). Struktura hepatocytu zobrazena

pomoci elektronového mikroskopu je vyobrazena v Obr. 1.

Hepatocyty jsou organizovany do tramcii, které jsou rozdélené cévnimi
kanalky neboli sinusoidami. Tyto struktury jsou dulezité pro pfimou exkreci produktt

biotransformace z jater do zluce a krve (Sevior et al., 2011).

Mezi neparenchymové buniky, které tvoii 20 — 40 % celkové bunécné populace
jaterni tkané, patii predev§im builky endotelové, Kupfferovy, Iltovy (téz zvané
lipocyty), Pit buiiky a epitelové buitky zluGovych cest (Cervinkova, 2010). Prvni étyfi
typy bunék mohou byt povazovany za hlavni komponenty retikuloendotelového

systému (van Bezooijen, 1984).
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Obr. 1. Hepatocyt v elektronové mikroskopii, 1 — jadro, 2 — mitochondrie v cytoplazmé,
3 — drsné ER, 4 — hladké ER, 5 — Zlucova kapilara ohrani¢end spojovacim komplexem

hepatocytti (http://ultrastruktura.upol.cz/v%C3%BDuka/AtlasEM/tr/slides/tr010.html)

Hepatoblasty jsou alespoil bipotentni. Reprezentuji populaci progenitorovych
bunék bud’ pro hepatocyty nebo pro cholangiocyty. Populace nediferencovanych
dospélych jaternich buné€k tvoii 1 — 3 % normalnich jaternich bunék, je heterogenni a
sklada se z kmenovych bun¢k a takzvanych ovalnych bunék, fenotypové odpovidajicich
fetalnim hepatoblastim. Piedpokladéd se, ze béhem jaterni regenerace a za nékterych
patologickych podminek ovalné buiky intenzivné proliferuji a diferencuji. Oba tyto
procesy jsou kontrolovany fadou ristovych faktorti (ristovy faktor hepatocytd,
transformujici ristovy faktor a a m, fibroblastovy rlstovy faktor, a insulinu podobny
rustovy faktor I a II) a modifikovany vlivem mesenchymu, hvézdicovych bunék,

extracelularni matrix, pohlavi, véku a hepatotoxickymi vlivy (Czekaj et al., 2010).

Predpoklada se, Ze hepatocelularni proliferacni aktivita v jatrech mladych
potkanti je vyssi nez v jatrech dospélych, protoze jatra mladych potkant jsou v procesu

rustu (Asaoka et al., 2010).
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Lipidové slozeni jaterni mikrosomalni membrany ovliviiuje aktivitu jaterniho
monooxygenasového systému. Okolo 80 % membrany je tvoteno lipidy a fosfolipidy.
Molarni pomér cholesterolu/fosfolipidi ma znac¢nou diilezitost pro fyzikalné¢ chemické

vlastnosti membrany (van Bezooijen, 1984).
2.1.2 Zmény v morfologii jater béhem starnuti

Predpoklada se, Ze v pribéhu starnuti dochdzi k mnoha fyziologicko-
chemickym zménam bunééné membrany. Kvalita povrchu membrany hepatocytu,
pokud je zménéna starnutim, miZze vyrazné ovlivnit bunééné funkce (Kitani, 1994).
Bylo pozorovéano zna¢né zvysSeni obsahu cholesterolu v jaternich mikrosomech, které
ukazuje na zvySeni rigidity lipidové domény této membranové frakce. Ztrata fluidity
v této doméné pak brani schopnosti jednotlivych isoforem cytochromu P450 efektivné

interagovat s dal$imi komponenty monooxygenasového systému (Schmucker, 2001).

Zmény v hmotnosti jater s rostoucim vékem jsou dilezité z hlediska jaterni
biotransformaéni kapacity. Podstatny je také pomér hmotnosti jater a téla. Pomér
hmotnosti jater ku hmotnosti téla se pohybuje v rozsahu 2,2 — 4,4 % v zavislosti
na druhu, pohlavi a véku zkoumanych zvitat. Studie ukéazaly, Ze vékové zavislé zmény
tohoto poméru u potkand jsou podminéné pohlavim a zatézi (van Bezooijen, 1984).
U potkanti se hmotnost jater s vékem zvySuje, u lidi ma naopak tendenci klesat. Tento
rozdil je dulezity pii interpretaci dat z in vivo studii, naptiklad farmakokinetickych

(Kitani, 1994).

Objemova frakce hepatocytarniho kompartmentu neni starnutim ovlivnéna,
zabird 80 — 85 % celkového objemu jater béhem celého zivota potkanli. Pocet
hepatocytll na objem jaterni tkan¢ klesa b&hem prvni poloviny Zivota, ale obnovuje se

behem druhé poloviny Zivota (Schmucker, 2001).

Vyraznou zménou v jaterni morfologii v souvislosti s vékem je posun
hepatocytli do stavu s vys$§im poctem chromozomovych sad v jadfe. Toto zvySeni
v polyploidii potkanich hepatocytli s vékem je druhové zavislé. Doba zacatku a konce
zmén v ploidii se 1i$i druh od druhu. Celkové nejvyraznéjsi zmény v ploidnim stavu se
vyskytuji béhem prvniho roku zZivota. Pocet hepatocytii na jednotku jaterniho objemu se
s vékem sniZuje. ProtoZe 1é€iva jsou transportovana pifes membranu hepatocytu a oblast

sinusoidalni membrany Ucastnici se absorpce 1é¢iv mlze byt relativné zmenSena, mize
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byt rychlost absorpce ovlivnéna pozorovanym zvySenim v ploidii hepatocytu (van

Bezooijen, 1984).

Pomér povrchu ku objemu hladkého ER se linedrné zvySuje béhem prvnich
dvanacti mésicli Zivota a pozvolna klesa mezi dvacatym az tficatym mésicem Zivota.
Tento pomér odradzi koncentraci membrany na objem jater a miZe korelovat
s biochemickymi hodnotami, napf. koncentraci jaterntho CYP. Vzhledem k tomu, Ze
relativni povrch drsného ER ziistdvd u potkanti béhem starnuti nezménény, pokles
vytézku mikrosomalnich protein potvrzeny stereologickymi daty demonstruje ztratu

hladkého ER (Schmucker, 2001).

K hlavnim zménadm v jaterni morfologii v priibéhu starnuti pfibyvaji navic
specifické histopatologické zmény. Bylo pozorovano spontanni poskozeni jater riznych
druht potkant. Toto poSkozeni se 1i§i v zavislosti na véku a samoziejmé ovliviluje
jaterni metabolickou kapacitu (van Bezooijen, 1984). Ackoliv jaterni regeneracni
potencidl zlstava u stdrnoucich potkani nezménény, rychlost regenerace jater u velmi

starych zvitat kles4 (Schmucker, 2001).

Dochézi déale také k oxidaénimu poskozeni proteind, které se pak stavaji
nefunkénimi, ztrdci katalytickou aktivitu nebo strukturni integritu. Proteiny
mitochondridlni matrix podstupuji jak oxidacni, tak glykacni modifikaci a nasledné

dochézi k jejich akumulaci (Bakala et al., 2012).
2.1.3 Zmény ve fyziologii jater béhem starnuti

Vliv vé€ku na metabolismus xenobiotik je stale sporny jak u potkand, tak u lidi
(Wauthier et al., 2004). Vékové zavislé zmeény v kapacité jednotlivych hepatocytl
k metabolismu 1é¢iv, zmény pritoku krve jatry, vazebna kapacita proteinli a jaterni
absorpce mohou ovlivnit biotransformaéni kapacitu jater jako celku (van Bezooijen,
1984). Jaterni organogenese zacind od 4. tydne gestace. Schéma enzymového vyvoje a
zmény v piitomnosti enzyml@ a jejich hladin mohou mit vyznamny dopad
na terapeutické i neZzadouci uc€inky 1é¢iv (Sevior et al., 2012). Zmény fyziologickych a
biochemickych funkci v zéavislosti na véku jsou velmi radikdlni jen béhem prvnich

6 mésicti zivota potkana, poté se stabilizuji.

Drastické snizeni funkci jaterniho mikrosomalniho systému monooxygenas,

nejprve popsané v jatrech samct potkana, ukdzalo na moznou feminizaci samcich jater
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v prubéhu starnuti. V samicich jatrech potkana, stejné tak u mysi, se tento systém
s vékem neméni. U samctli potkana doSlo s rostoucim vékem k poklesu aktivity enzymu
druhé faze biotransformace, zatimco u samic potkana i1 mySi byla jejich aktivita

nezménéna (Kitani, 1994).

Vyvojové zmény v metabolismu lé¢iv byly popsany u novorozencti a malych
déti a mohou vznikat v dusledku kvantitativni a/nebo kvalitativni modifikace

cytochromu P450 v prib¢hu zrani.

Vysledky studii naptiklad ukazuji, Ze aktivita CYP3A je zrald pfi narozeni a
klesa s pfibyvajicim veékem (Vauzelle-Kervroedan et al, 1996). Zmény
ve farmakokinetice u CYP3A se zdaji byt multifaktoridlni. MozZné pfiCiny zahrnuji
snizeni exprese jaterniho nebo stfevniho proteinu, redukci hmotnosti jater a mozna
snizeni prutoku krve jatry (Warrington et al., 2004). Dutlezitymi faktory, které urcuji
efekt starnuti na metabolickou kapacitu jater, mohou byt difuze kysliku, transport
xenobiotik k vazebnému mistu na CYP a dodani NADPH flavoproteinu (van Bezooijen,
1984).

Vekove zavislé snizeni aktivity metabolismu 1é¢iv, pozorované u starych
samcu potkana, je tizce spjato s vymizenim CYP2C11, hlavni specifické sam¢i formy
v jaternich mikrosomech, ktera katalyzuje 2a- a 160-hydroxylaci testosteronu. Exprese
urcitych forem CYP je regulovana endokrinnimi faktory jako rlstovymi nebo
pohlavnimi hormony. Endokrinni faktory se méni s v€kem a zmény v té€chto faktorech
ovliviiyji hladinu CYP. SniZend hladina samciho specifického CYP u starych potkant
se vyskytuje diky sniZzeni hladiny sérového testosteronu. Vékoveé zavislé zmény
v metabolismu testosteronu odrazi pokles pohlavné spjatych rozdili v expresi CYP

(Ymaoka et al., 1991).

Funkéni kapacita retikuloendotelového systému je ur¢ovana clearence urcitych
latek z krevniho ob¢hu. V pribéhu starnuti pak bylo pozorovano sniZeni této kapacity
u potkanti i mys$i. Biochemické studie zamétené hlavné na lyzosomalni enzymy ukéazaly
na nepfili§ vyrazny pokles enzymové aktivity v Kupfferovych a endotelidlnich buiikach.
Zmény ve vazebné kapacit¢ proteini pro xenobiotika mohou ovlivnit jejich
biotransformaci. Tyto zmény mohou nastat kviili zméndm v koncentraci proteinti v séru,
ktera je vysledkem jejich syntézy a eliminace. Pokles byl pozorovan béhem prvniho

roku zivota u potkand.
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Vliv starnuti na kapacitu izolovanych hepatocyti k syntéze albuminu,
dilezitého transportniho proteinu pro anionty, mastné kyseliny, xenobiotika a mnoho
dal$ich, byl studovan u potkani. SniZeni syntézy albuminu bylo pozorovano mezi 3. a
24. mesicem veéku, poté nasledovalo ostré zvySeni v pokrocilém véku. Pozorované
zvySeni syntézy albuminu a dalSich proteint v pokroc¢ilém véku mize byt kompenzacni
reakci jater na zvySenou eliminaci albuminu diky napf. zvySené proteolytické aktivité,

zvysené endocytdze nebo vyskytu zménénych, malfunkénich proteint.

V mikrosomalni frakci jater byly zaznamenany zmény ve sloZeni fosfolipidd,
cholesterolu a mastnych kyselin. V pribehu starnuti se snizuje mnozstvi celkovych
fosfolipidl, zvySuje se koncentrace cholesterolu a v disledku toho také molarni pomér
cholesterolu k fosfolipidim. ZvySeni tohoto poméru miiZe zpusobit sniZzeni permeability
a fluidity membran a také aktivity hlavnich membranové vazanych enzymi, napf.

monooxygenas.

Zmény v metabolismu uhlovodikii v souvislosti s vékem mohou ovlivnit
kapacitu jater k metabolismu xenobiotik. Napfiklad produkce NADPH muze
kontrolovat rychlost metabolismu xenobiotik, protoze ptivod tohoto redukovaného
kofaktoru je velmi dulezity pro wudrzovani oxida¢né-redukéniho stavu paru

NADP/NADPH, ktery hraje dtilezitou roli v tvorbé redukovaného glutathionu.

Pratok krve jatry potkanil se snizuje zejména b&hem prvnich 12 mésici Zivota
(van Bezooijen, 1984). Stereologické analyzy ukazaly na vékové zavislé zvySeni
jaterniho objemu z 15 % na 50 %. Postupné zvySeni bylo pozorovano béhem dospivani
(do 16 mésicl), ndsledovano bylo poklesem v pribéhu stari (20-30 mésich)

(Schmucker, 2001).

Prutok Zluce, rychlost exkrece Zlucovych §t'av a jejich slozeni v piirozené Zluci
muze byt také ovlivnéno vékem. Avsak bylo zjisténo, Ze po dosazeni dospélosti prutok
zluée a rychlost exkrece zluovych stéav klesa u potkanii s vékem jen pomalu, s

vyjimkou samicek kmene Fischer 344 (Kitani, 1994).
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2.2 Biotransfromace xenobiotik

Biotransformace je rozhodujici proces, ktery urcuje, jak rychle budou toxické
slouCeniny odstranény z orgdni/organismu. AvSak ve vyjimecnych piipadech muize
biotransformace produkovat také reaktivni intermediaty, které maji vEtsi toxicitu nez

parentni latka (Saghir et al., 2012).

Biotransformacni reakce jsou zpravidla rozdéleny do dvou fazi. Pro 1. fazi je
klicovy cytochrom P450, enzymy druhé faze jsou charakteristické schopnosti
konjugovat exogenni molekuly s endogennimi kofaktory (Sevior et al., 2012). Prib¢h
premény xenobiotika v hepatocytu je zndzornén na Obr. 2.

Metabolites
excreted

Active, reactive,
toxic metabolites

Cellular targets:
Mitochondria,
nucleus, membranes

Obr. 2. Priib¢h premény xenobiotika v hepatocytu (Sevior et al., 2012)

Prvni faze biotransformace se sklada z reakci, ve kterych jsou lipofilni
substraty transformovany oxidaci, hydrolyzou a redukci. Nej¢astéjsi reakci prvni faze je
oxidace, kterd je katalyzovana vicefunkénim oxidasovym systémem. Soucasti tohoto
systému je soustava hemoproteinli spolecné¢ nazyvanych jako cytochrom P450,
cytochrom b5 a flavoprotein, NADPH-CYP-reduktasa (van Bezooijen, 1984). Podstatna
¢ast enzymi prvni faze se nachdzi v jatrech, jsou ale pfitomné i v jinych organech

vcetné ledvin, mozku, plic a stiev (de Zwart et al., 2008).
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VeétSina biotransformacnich reakci prvni faze pro 1é€iva a dal$i xenobiotika je

katalyzovana CYP z rodin CYP1, CYP2 a CYP3 (Lewis et al., 2004).

Biotransformace je regulovana souborem nuklearnich receptort (pregnanovy X
receptor, konstitutivni androstanovy receptor, receptory aktivované peroxisomovymi
proliferatory a receptor pro aromatické uhlovodiky) obvykle nazyvanych xenosensory,
které vazou fadu endogennich a exogennich molekul (induktor) a tim iniciuji indukei.

Aktivita biotransformac¢nich enzymi a transportérit miize byt také inhibovana (Sevior et

al., 2012).

Inhibice je snizeni enzymové aktivity v disledku piimé interakce s lécivem
enzymova indukce, protoZe inhibice se odehrava spiSe okamzit¢ a nema cas se rozvijet.
Dale se také zda, Ze vice interakci mezi 1€Civy navzajem je zpisobeno praveé enzymovou
indukci. Existuji riizné typy enzymové inhibice a jejich klinicky dopad je pak ovlivnén

zakladnim mechanismem (Guengerich, 1997).

Terminologicky bylo navrzeno, Ze reakce prvni faze probihaji pfed reakcemi
druhé faze, ktera je v nekterych pripadech nésledovana jesté treti fazi (exkrece). AvSak
neni zcela jisté, Ze biotransformace xenobiotik probih4 piesné v tomto poradi. Navic je

obtizné rozdé€lit skupiny enzymi do jednotlivych kategorii biotransformace.

Dal$imi enzymy prvni fize biotransformace jsou flavinové monooxygenasy
(FMO), esterasy, amidasy, alkohol- a aldehyddehydrogenasy, aldehyd- a keton-
reduktasy a dalsi.

Enzymy druhé faze jsou naptiklad UDP-glukuronosyltransferasy, glutathion-S-
transferasy, sulfotransferasy, arylamin-N-acetyltransferasy a methyltransferasy, jejichz
exprese a aktivita se zd4d byt asociovana s vyvojem. Vysledkem téchto reakci je
inaktivace/detoxikace chemickych latek, méné casto pak bioaktivace téchto latek

spojenim s enzymy druhé faze biotransformace (Saghir et al., 2012).

V porovnani s lidmi zac¢ind exprese biotransformacnich enzymi u potkani
relativné pozd¢, vétSinou az postnatalné, zatimco u lidi je vétSina enzymi exprimovana
uz prenatalné. Tento specificky rozdil v metabolismu muiZze limitovat extrapolaci dat

ziskanych na zvitecich modelech na ¢lovéka (Saghir et al., 2012).
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Déle uvadim stru¢nou charakteristiku biotransforma¢nich enzymd,

jejichz aktivity jsem stanovovala v experimentalni ¢asti této prace.
2.2.1 Cytochrom P450

Cytochrom P450 (CYP, EC 1.14.14.1) a na ném zavisejici metabolické drahy
hraji zésadni fyziologickou roli u vSech obratlovct. Aktivita tohoto dulezitého systému
miZe byt zménéna inhibici nebo indukci enzymu mnoZstvim 1é¢iv a dalSich sloucenin,
které se vyskytuji v potravé (Palasz et al., 2012). Cytochrom P450 zahrnuje nadrodinu
enzymi vazajicich hem. Hlavni vlastnosti vSech zndmych isoenzymi CYP je schopnost
vazat a aktivovat dva atomy kysliku. Hemovy atom kovu vaze dva atomy kysliku
z molekuly substratu, kterou je peroxid. Na druhou stranu mize CYP vazat peroxid
vodiku nebo peroxidy a utilizovat jeden z kyslikovych atomii pro monooxygenaci.
Schopnost aktivovat Fe-O-O je ur€ovana zpisobem, kterym je hem vazan k apoproteinu

(Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).

Enzymy ze skupiny CYP, které jsou zodpovédné za oxidaci xenobiotik, se
nachazeji v jatrech, ackoliv n¢které miZzeme nalézt 1 na jinych mistech, napf.
v ledvinach a tenkém stfevé, kde znateln€ pfispivaji k celkovému metabolismu 1éc¢iv

v zéavislosti na cesté podani (Guengerich, 1997).

CYP nadrodina se sklada z velkého mnozstvi isoenzymd, které jsou rozdéleny
do genovych rodin na zakladé sekvence aminokyselin. Rodiny jsou dale rozdéleny
do podrodin. Kazdd podrodina metabolizuje odliSné skupiny substrat, ale rizné
podrodiny maji znacné se piekryvajici substratovou specificnost (Beusekom et al.,
2010).

Rozmisténi donorti a akceptorit vazanych vodikovou vazbou v molekule
substratu se zda byt dilezité pro ur€eni mista metabolismu. Kromé toho tvar molekuly a
jeji lipofilni charakter hraji roli v substratové selektivite CYP. Nekteré slouceniny
mohou byt pfeménovany ve stejném misté¢ své molekuly riznymi isoformami CYP,
protoze se rozsah lipofility mize u rtznych isoforem CYP piekryvat (Lewis et al.,
2004).

Nékteré z isoenzymit CYP jsou také isomerasami, dehydratasami, reduktasami
nebo NO-synthetasami a také mohou katalyzovat oxidacni Sté€peni esterti (Carlo &

Rendic, 1997).
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Reakéni mechanismus:
RH + O, +NADPH +H" — R- OH +H,0 +NADP"

RH muze representovat Sirokou skupinu xenobiotik, zahrnujicich 1é¢iva, karcinogeny,
pesticidy, ropné produkty a latky znecist'ujici Zivotni prostfedi (napt. polychlorované
bifenyly) a kromé toho také endogenni slouceniny, napt. nékteré steroidy, eikosanoidy,
mastné kyseliny a retinoidy. Substraty jsou obvykle lipofilni a po nasledné hydroxylaci

vzniknou hydrofilnéjsi slouceniny (Murray, 2003).

Exprese CYP je regulovéana fadou faktort, mezi které patii naptiklad hormony,
rastové faktory, cytokiny, chemokiny, patofyziologické podminky, schopnost jater se
regenerovat a v&k. N&které studie ukazaly na regulaci exprese CYP v bunééném a
organovém kontextu. Ristovy hormon produkovany hypofyzou je pak zodpovédny
zarozdil v expresi mezi pohlavimi, avSak rlstové faktory, zahrnujici epidermalni
rastovy faktor (EGF) a rustovy faktor pro hepatocyty (HGF) také hraji roli v regulaci

exprese enzymu metabolizujicich 1é¢iva. (Yun et al., 2010).

Jsou znacné rozdily v ontogenezi jednotlivych isoenzyml cytochromu P450.

Ukazatele vyvoje enzymové aktivity nemusi vzdy odpovidat vyvoji exprese mRNA
(de Zwart et al., 2008).

Ukézalo se, ze mnohé isoformy CYP mohou byt regulovany xenobiotiky
na transkripéni urovni. ZvySujici se mnoZstvi xenobiotika zpisobi zvySeni rychlosti
transkripce genu pro CYP, jehoz produkt zodpovidd za metabolismus tohoto

xenobiotika. Tento rychle reagujici mechanismus tedy vede k efektivnéjsimu odstranéni
xenobiotika (Plant, 2006).

Inhibice CYP 1é¢ivy ma opaény efekt nez indukce ve farmakokinetice. Lécivo
miZe inhibovat sviij vlastni metabolismus nebo ¢astéji miize dochazet k oxidaci jinych

1éCiv.

Jednou z moznosti jak charakterizovat lidské CYP je podle jejich substrati.
Hladiny CYP, které metabolizuji endogenni substraty, se bez biologickych potizi
vyrazné¢ neméni. AvSak hladiny CYP, podilejicich se na metabolismu xenobiotik

(zahrnujicich 1 1é€iva), se mohou ménit dramaticky. Jednim z divodd ménici se aktivity
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CYP je geneticky polymorfismus, primarné¢ na trovni jednoduchého nukleotidového

polymorfismu (SNPs) (Guengerich & Rendic, 2010).

Pievazujici isoformy zodpovédné za metabolismus xenobiotik jsou CYP2C9,
CYP2D6 a CYP3A4, které metabolizuji 80 — 90 % vSech xenobiotik (Bharatam &
Ramesh, 2012).

CYPIA

Enzymy rodiny CYP1A jsou zodpovédné za aktivaci nékterych znamych
prokarcinogennich chemikalii ze Zivotniho prostfedi, toxind a toxickych xenobiotik.
Tato rodina obsahuje enzymy CYPIA1l a CYP1A2, které jsou ze 70 % identické
v aminokyselinové sekvenci a zdaji se byt nejkonzervativngjsi identifikovanou rodinou.
Zatimco fyziologické funkce CYPIA jsou nezndmé, vi se, ze jejich hladina v jatrech a
dalSich tkanich se po narozeni rapidné snizuje a jejich aktivita zlstava jen v rychle se
délicich tkanich. Nekterd 1éciva, kterd jsou substraty CYP1A (kofein, propranolol a
paracetamol), induktory (omeprazol a lansoprazol) nebo inhibitory (cimetidin) této

rodiny, mohou také interagovat s enzymy nalezicimi do jinych CYP rodin (Carlo &

Rendic, 1997).

VSechny  substraty, pfedev§im velmi dobry substrdt CYP1A2
7-methoxyresorufin, maji relativn¢ planarni molekulu diky jejich aromatickému
kruhovému systému. Vsechny substraty obsahuji donorové nebo akceptorové atomy
vazané vodikovou vazbou a nachazeji se na dost specifické vzdalenosti od mista
metabolismu, pokud jde o pocet “lehkych® atomi lezicich mezi nimi (Lewis et al.,

2004).

Indukce této isoformy zavisi na afinité specifickych sloucenin k Ah-receptoru.
Stupenn odpovédi neni kontrolovan jen vazebnou afinitou, ale Sirokym spektrem
abiotickych a biotickych faktord (napf. teplotou, pohlavim a dal§imi), které mohou
zpusobit rozdilnou odpovéd’ jednotlivel vystavenych chemikéliim indukujicim tuto

isoformu (Zanger et al., 1997).

CYP2B

v

CYP2 je nejrozmanitéjsi rodinou, kterd neni velmi exprimovéana v jatrech

dospélych jedincl, avSak byly nalezeny relativné vysoké hladiny mRNA v nékolika
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extrahepatalnich tkanich. Exprese téchto enzymii ve fetdlnich jatrech je pak sporna.
CYP2B metabolizuje nékolik dilezitych 1é¢iv a chemikalii Zivotniho prostfedi. Je

vSeobecné nalezena v jatrech dospélych jedincti se znacnymi polymorfismy (Saghir
2012).

Pro mnoho substratii CYP2B6 existuje dobra korelace mezi jejich lipofilitou a

vazebnou afinitou (Lewis et al., 2004).

CYP3A

vvvvvv

jeho mnozstvi v jatrech (které miize byt zvyseno indukci na vice nez 60 %), ale hlavné
se podili na metabolismu vétSiny lé¢iv se znadmymi metabolickymi cestami
(Anzenbacher & Anzenbacherovd, 2001). Léciva (dokonce malé molekuly) maji
tendenci se stat vétSimi k ziskani veétsi selektivity a predpoklada se tedy, ze CYP3A4 se
svym velkym aktivnim mistem bude frakci s vétSim pfispénim do metabolismu
(Guengerich & Rendic, 2010).

Mnoho inhibitort CYP3A enzymi jsou obvykle také substraty téchto enzymd,
je mezi nimi tedy kompetice. Dalsi inhibitory vyZaduji k dosaZeni inhibi¢niho piisobeni
metabolickou aktivaci. Po opakovaném podani nékterych inhibitorh (napf.
makrolidovych antibiotik a kortikosteroidli) se miZze aktivita CYP3A indukovat.
CYP3A enzymy také aktivuji n¢které prokarcinogenni latky a slozky potravy tvorbou
reaktivnich metabolit (Carlo&Rendic, 1997).

2.2.2 Glutathion-S-transferasa

GST (EC 2.5.1.18) katalyzuje konjugaci GSH s elektrofilnimi slou¢eninami,
redukci organickych hydroperoxidd, podili se na GSH-dependentni isomerizaci a vaze
proteiny k fad¢ lipofilnich latek (Tee et al, 1992). GST jsou rodinou enzymul
pfitomnych v rozpustné frakci mnoha tkani. Jsou to dimerni proteiny skladajici se ze
stejnych nebo odlisnych podjednotek. Substratova specificnost jednotlivych GST se
prilis nelisi a urcité xenobiotikum tak milze byt konjugovano plsobenim mnoha
isoforem (Carrillo et al., 1991). Jednotlivé isoenzymy se u dospélych potkant lisi

organovou distribuci (Tee et al., 1992).

Kazda jednotlivd podjednotka prochéazi rozdilnou expresi v prub¢hu vyvoje.

Exprese GSTM je v potkanich jatrech niz$i nez exprese GSTA. V ramci rodiny alfa je

21



GSTA1 dominantnéjsi u dospélych nez u plodu, kde je hlavni isoformou GSTA2
(Saghir et al., 2012).

GST je kliCovym enzymem v procesu bunééné detoxikace. Katalyzuje
nukleofilni adici glutathionu na toxické elektrofilni substraty a tim produkuje méné
nebezpecné slouceniny (Maurya & Rizvi, 2010). Glutathion (y-glutamyl-
cysteinylglycin) je tripeptid skladajici se z glutamové kyseliny, cysteinu a glycinu
(Murray, 2003). Regenerace GSH jako substratu pro glutathionperoxidasu a glutathion-

S-transferasu je katalyzovana glutathionreduktasou (Ji et al., 1990).
Reak¢éni mechanismus:

R+ GSH —- R—S—G,
kde R je elektrofilni xenobiotikum.

Tento enzym je pfitomen ve velkém mnozstvi v jaternim cytosolu, v mensi
mife pak v ostatnich tkanich (Murray, 2003). Exprese GST v cytosolu je zavisla na véku
a pohlavi, u samcii byla naméfena az tfikrat vyssi aktivita tohoto enzymu s pouZzitim
riznych substrat. Jaterni cytosolickd GST je indukovana fadou xenobiotik a to jak
pfirozené¢ se vyskytujicich tak syntetickych. Patfi mezi né napf. barbituraty,
polycyklické aromatické uhlovodiky, arylmethany, antioxidanty (butylhydroxytoluen,
butylhydroxyanisol), trans-stilbenoxid a ptirozené slozky potravy. Tyto induktory jsou

selektivni pro podjednotku 1 a 3 (Banger et al., 1996).

GST hraje dulezitou roli v detoxikaci metabolitii 1é¢iv a karcinogent, lipida a
DNA-hydroperoxidl. Podili se také na vychytdvani bilirubinu jatry a intracelularnim
transportu hemu a steroidnich hormonti (Tee et al., 1992). GST tedy ptedstavuje
dilezity obranny mechanismus proti ur¢itym toxickym sloucenindm. Pokud hladina
GSH v tkanich, (napf. jatrech) klesne, jsou tkan¢ nachylnéjsi k poskozeni nejriznéjsimi

chemikaliemi, které by se za normalnich okolnosti konjugovaly s GSH (Murray, 2003).

Glutathionovy systém hraje také zasadni roli v bunécné obrané proti ROS.
Ucastni se v mnozstvi esencialnich bunéénych reakci zahrnujicich enzymovou eliminaci
H,0O, a organickych peroxidi za pomoci glutathionperoxidasy, udrzovani thiolovych

skupin proteind v redukovaném stavu, transport aminokyselin pfes membranu pomoci
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y-glutamylového cyklu a detoxikace cizorodych sloucenin pomoci GST (Kim et al.,
2003).

2.3 Oxidacni stres a antioxidacni enzymy

Oxidacni stres je faktorem u mnoha nemoci, zahrnujicich aterosklerdzu,
diabetes, rakovinu, neurodegenerativni a rendlni onemocnéni a stejn¢ tak starnuti

(Dostalek et al., 2008).

Starnuti je nezastavitelny biologicky proces vedouci ke ztrat€ funkci a
odolnosti ke stresu. Oxidacni stres je nevyhnutelnym nasledkem kyslikového
metabolismu u aerobnich bun¢k a pfedpoklada se, ze je jednou z hlavnich pfi€in zmén v

prabéhu starnuti (Kim et al., 2003).

Zhorsovani organovych a bunéénych funkci s vékem je pravdépodobné spjato
s tkdnovym poSkozenim indukovanym volnymi radikdly (VR). Je-li to pravda, pak
intracelularni antioxidacni enzymy mohou pracovat proti tomuto typu poskozovani.
Jestlize se antioxidacni enzymova aktivita s rostoucim vékem snizuje, miize to vést

ke zrychleni procesu starnuti (Kitani, 1994).

Oxidaéni stres vznika, kdyz produkce reaktivnich kyslikovych radikalt (ROS)
pfekro¢i kapacitu bunééné antioxidacni ochrany, kterd odstraiiuje tyto toxické
slouceniny. Organismus se pak dostava do stavu chronického oxida¢niho stresu. ROS
jsou soucasti normalni fyziologie a maji fadu prospéSnych funkci. Jsou zahrnuty
v bunétné signalizaci a ochrané proti environmentdlnimu poSkozeni jak biologickému
tak chemickému (Dostalek et al., 2008; Ramesh et al., 2012). ROS také indukuji
oxidacni stres v prubchu zanétu. Nitrosovy stres muze diky interakci mezi nitroso-
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zpusobujici predevsim oxida¢ni bunécéné poskozeni (Vishwas et al., 2013).

Cytochrom P450 se zda byt hlavnim zdrojem ROS, dal§imi zdroji jsou pak
NADPH-oxidasa, xanthinoxidasa a mitochondrialni dychaci fetézec. Biochemie

oxida¢niho stresu zahrnuje mnoho tkani (Dostalek et al., 2008).

Mitochondrie, které jsou dle studii jednim z hlavnich zdroji bunéénych ROS,
jsou také jedny z nejposkozengjSich organel v pribéhu starnuti. Toto poskozeni je

disledkem zvySené kyslikové produkce, pravdépodobné kvili zménam aktivity
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klicovych komponentli respiratniho fetézce. Bylo demonstrovano, Ze oxida¢ni
poskozeni mitochondrie je pfi¢innou vzestupu rychlosti produkce peroxidu vodiku a
zhorSeni mitochondridlni respiracni aktivity (Bakala et al, 2012). Urcity podil
oxidacniho poskozeni se odehrdva i za normalnich podminek, avSak podil tohoto
poskozeni vzrGstd v prib&hu procesu starnuti, zatimco antioxida¢ni a reparacni
mechanismy klesaji (Maurya & Rizvi, 2007). Jsou zde ale také nazory, ze aktivita

antioxida¢nich enzymi nemusi s vékem nutné klesat (Kitani, 2004).

Na starnuti se tedy muizeme divat jako na proces irreverzibilnich zmén
asociovanych s akumulaci téchto oxidacnich poSkozeni v butice. Podle radikalové teorie
starnuti, kterd postuluje, Ze rozpéti zivota je limitovano schopnosti organismu vypotadat
se s poskozenim zplUsobenym reakcemi volnych radikall, by se dalo ptfedpokladat, Ze
aktivita antioxidacnich enzymi bude niz$i ve tkénich starych zvifecich jedinc.
Népadny pokles v aktivit¢ antioxida¢nich enzymii s vékem byl zaznamenan u
postmitotickych buné€k, predev§im u stalych postmitotickych bun€k, napt. bun¢k o¢ni
¢ocky. U normalné se délicich bunék byla aktivita antioxida¢nich enzymil pozorovana

vy$si nebo nizsi v zavislosti na tkani nebo véku studovaného zvitete (Ji et al., 1990).

Korelace mezi antioxida¢ni kapacitou a oxida¢nim poskozenim v prubéhu
starnuti byla popsdna v mnoha tkanich u riznych zivocisnych druhi (Maurya & Rizvi,
2010). Poskozeni organovych tkani oxidacnim stresem je dokézano elevaci biomarkert
v séru starnoucich potkant. Byl napf. pozorovan zna¢ny pokles aktivity ALT, AST a

koncentrace kreatininu (Ramesh et al., 2012).

Mnoho detoxikacnich elimina¢nich mechanismi neni pfi narozeni plné
vyvinuto. Tyto mechanismy podstupuji zrani, kdy se eliminacni charakteristiky

konstantné méni v pribéhu postnatalni periody (Alcorn & Elbarbry, 2009).

Je zde mozZnost, Ze jaterni detoxikaéni systém miiZe byt srovnatelny u mladych
a starych jedincl, pokud se nachdzeji ve stavu zdravi. AvSak kdyz jsou vystaveni
nepiiznivym podminkam, (napf. malnutrici, infekci a nemocem), stava se detoxikacni
systém u star§ich méné efektivni neZ u mladych, coz vede k vy$si incidenci moznych

zavaznych dopadii hepatotoxicity 1é¢iv (Kitani, 1994).

Univalentni redukei kysliku vznika fada cytotoxickych kyslikatych slou¢enin,

jako jsou superoxidovy anion radikdl (O,7), peroxid vodiku (H,O;) a hydroxylovy

24



radikdl (OH’). Tyto vysoce reaktivni slouceniny mohou byt pfi¢inou rozsahlého
bunééného poSkozeni zahrnujicitho peroxidaci lipidQ, inaktivaci enzymil, zménu
intracelularniho oxida¢né-redukéniho stavu, poSkozeni DNA, zesileni apoptotickych
signald a glykoxidaci. Zavéry studii ukazuji na pfi¢innou souvislost mezi hyperglykémii
indukovanou produkci ROS a intraceluldrni tvorbou koncovych produktii pokrocilé

glykace (Bakala et al., 2012; Ozturk & Gumuslu, 2004; Ramesh et al., 2012).

Zvysujici se koncentrace poSkozenych intracelularnich proteinli je také
pfipisovana oxidacnimu stresu. Proteiny jsou rozpoznavany jako hlavni cile oxida¢ni
modifikace. Akumulace oxidovanych proteinil je charakteristickym znakem starnoucich
bunck, které byly nalezeny v mnoha experimentdlnich modelech starnuti. U mladych
jedinct jsou piiméfené oxidované rozpustné bunééné proteiny selektivné rozpoznavany
a rychle degradovany v proteasomu. Akumulace proteini v souvislosti s vékem muze

byt ndsledkem sniZzené aktivity proteasomu (Wauthier et al., 2004).

Sav¢i bunky jsou vybaveny neenzymovou a enzymovou antioxida¢ni obranou
k odstranéni ROS. Neenzymova obrana zahrnuje Siroké mnoZstvi sloucenin jako
a-tokoferol (vitamin E), B-karoten a kyselinu askorbovou (vitamin C), enzymova
ochrana je pak tvofena superoxiddismutasou (SOD), katalasou (CAT) a
glutathionperoxidasou (GPx). Glutathion-S-transferasa (GST), konjugaéni enzym
2. faze biotransformace, katalyzuje konjugaci glutathionu (GSH) s rlznymi

organickymi lipoperoxidy za vzniku slouc¢enin rozpustnéjSich ve vodé (Ji et al., 1990).

V mitochondrii SOD rychle redukuje O, na H,O,, tento je dale pfeveden
v piitomnosti iontti pfechodnych kovi (Zeleza nebo médi) na $kodlivéjsi OH". H,0,
miZze byt neutralizovan enzymovymi vychytavai. CAT rozkladd H,O, na vodu a
molekularni kyslik, zatimco GPx ho redukuje na vodu za soucasné oxidace molekuly

GSH (Bakala et al., 2012).

GSH je také substratem pro konjugacni reakce katalyzované GST. Kromé toho
je samotny GSH ve své redukované formé silny antioxidant. Koncentrace GSH muze
byt dilezitym indikatorem procesu starnuti v jatrech, eventudlné v celém organismu,
u specifickych modelt zvifat. U potkani kmene F-344 ale studie ukazaly, Zze
koncentrace GSH v jatrech u samcii se s vékem nezménila. Je také znamo, ZzZe

koncentrace GSH se vyznacuje dennimi rytmy (Kitani, 2004).
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Antioxidacni enzymy také hraji zdsadni roli v ochrané samcich zarode¢nych
bunék proti oxidacnimu poskozeni (Mueller et al., 1998). Mnoho Skodlivych sloucenin,
zahrnujicich karcinogeny, pesticidy a 1éCiva, je v jatrech atakovano a oxidovéano
cytochromem P450, ktery néalezi do prvni faze biotransformace xenobiotik. Oxidace
nékterych slou€enin je néasledovana adici funkéni skupiny, ktera mize byt atakovana
enzymy druhé faze biotransformace, které katalyzuji konjugaci vysoce polarni skupiny
k nové ptidané funkéni skuping. Nejdilezit€jSim enzymem této druhé faze je pak GST
(Banerjee et al., 2007). Rovnovaha mezi CYP, GSH a GSH-vazajicimi enzymy muze
ovliviiovat toxikologické vystupy (Alcorn & Elbarbry, 2009).

Pro télo naro¢ny fyzicky vykon ptedstavujici metabolicky stres, probihajici
pii zvySené produkci ROS, je zvySen diky naristajici spotfebé kysliku. Existuji dikazy,
ze aktivita nékterych antioxidacnich enzymu v kosternich svalech a erytrocytech roste
v odpovédi na akutni ndmahu u mladych zvifat. Zda je pozorované zvySeni aktivity
antioxidacnich enzymii disledkem aktivace enzymi nebo zménou v obratu proteind,
neni jisté. Adaptace mnoha antioxida¢nich enzymi tréninkem byla v literatufe popsana

(Jiet al., 1990).

Dale uvadim strucnou charakteristiku antioxidacnich enzymt, jejichz aktivity

jsem stanovovala v experimentalni ¢asti této prace.
2.3.1 Superoxiddismutasa

Superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) katalyzuje dismutaci superoxidového
anion radikalu (O,") na peroxid vodiku (H,0O;) (Maurya & Rizvi, 2007). SOD je enzym,
ktery obsahuje kov jako katalyzator a maximalizuje jeho schopnost vyvolat dismutaci
superoxidového radikdlu a zarovenl zamezuje nechténym vedlej§im reakcim.
Superoxidovy radikal oxiduje [4Fe-4S] prostetickou skupinu dehydratas konstantni
rychlosti blizkou 10°* M's™. Tato univalentni oxidace destabilizuje [4Fe-4S], ktery se
nasledné rozpadne, uvolni Fe(Il) a inaktivuje enzymy, které jsou na ném zavislé.
Uvolnéné Fe(Il) mize redukovat H,O, na HO a HO' (hydroxylovy radikal), coz je
velmi silny a substratové nespecificky oxidant. Uvolnény kov muize byt redukovan
bunéénymi reduktanty (napf. GSH) a nasledné¢ miZze katalyzovat redukci H,O,. Je
zpusobi uvolnéni HO  a vyusti v preferenéni poSkozeni téchto tkani (Banerjee et al.,

2007).
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SOD kontroluje proces peroxidace lipidi volnymi radikaly (LPO). Tento
proces hraje dileZitou roli v naruSeni funkce bunééného systému. Ukazalo se, ze
aktivace LPO systému v jatrech je pozorovana nejen za patologickych podminek, ale i
za normalnich fyziologickych podminek a dokonce vranych stadiich postnatalniho
vyvoje. Intensita LPO v bunéénych organelach potkanich jater klesa s vékem a soucasné
se zvySuje NADPH-dependentni a SH-dependentni antioxidacni obrana cytosolu.
Predpoklada se, ze LPO v buiikach na riznych trovnich vyvoje a staii nevede k indukci
patologickych zmén, pokud je pod efektivni kontrolou antioxida¢nich enzymu (Lankin

et al., 1981).
2.3.2 Katalasa

Katalasa (CAT, EC 1.11.1.6) je enzym, ktery metabolizuje H,O, na H,O a O,.
Oxidaéni stres je primarni faktor regulujici expresi tohoto enzymu, mezi dal$i regulacni

faktory patii zanét, hormonalni regulace a starnuti (Maurya & Rizvi, 2007).

Katalasa ma klicovou roli v antioxida¢ni obrané. Pfi jejim zavedeni
do mitochondrie poskytuje lepSi ochranu nez cytosolickd exprese katalasy proti
H,0,-vyvolanym 1ézim zpisobujicim bunécnou smrt a oxidaénimu poskozeni. Katalasa
se stava vyznamnéjsi v cytoprotekci proti oxidacnimu stresu, ktery v mnoha ptipadech
zahrnuje depleci glutathionu. Vykazuje jednu z nejvysSich rychlosti obratu ze vSech
znamych biologickych enzymi, coz podporuje jeji fyziologickou roli v odstraiiovani
vysokych hladin H>O, SniZeni jeji aktivity muize poskodit cely obranny systém
antioxidacnich enzymt, protoze H,O, se ukazal byt silnym inhibitorem aktivity
superoxiddismutasy. Inaktivace katalasy tedy muze vést k oxidaénimu poSkozeni nejen
pifimo pfes H,O, a jeho derivaty, ale také nepiimo diky inhibici SOD, vedouci

ke zvySeni hladiny superoxidovych radikali.

Katalasa se zd4a byt jedinym antioxidaénim enzymem znaéné glykovanym
u starych potkani. Glykovana katalasa vykazuje ztratu antigenicity, coz vede k naruseni
povrchové ochrany tohoto enzymu, jejimu ¢astenému rozlozeni nasledovanému ztratou

jeji funkce (Bakala et al., 2012).

Monofunk¢ni katalasy miizeme rozdélit do tii skupin, které spolu vzajemné
nesouviseji ve smyslu aminikyselinové sekvence. Dvé skupiny obsahuji hemové Zelezo,

zatimco tfeti md v aktivnim misté dvojjaderny Mn(II). Mechanismus G¢inku hemové

27



katalasy zahrnuje oxidaci hemového Zeleza peroxidem vodiku na Fe(IV) porfyrin kation

radikal, ktery je nasledné redukovan dalsi molekulou H,O; (Banerjee et al., 2007).
2.3.3 Peroxidasy

Peroxidasy (Px, EC 1.11.1) jsou velmi rozsifenou skupinou enzymu (napf.
cytochrom-c-peroxidasa, glutathionperoxidasa, katalasa-peroxidasa), které katalyzuji
redukci H,O», organickych hydroperoxidii (ROOH) a peroxynitritii. Tyto enzymy se

podileji nejen na detoxikaci peroxidd, ale také na proliferaci, diferenciaci a apoptoze.

Vsechny cysteinové peroxidasy (napt. peroxiredoxiny) katalyzuji prvni krok
v redukci peroxidl, béhem néjz jsou peroxidy redukovany thiolovou skupinou cysteinu
v aktivnim centru enzymu za vzniku odpovidajiciho alkoholu nebo vody v ptipadé
peroxidu vodiku. Thiolova skupina cysteinu je béhem toho oxidovdna za vzniku
sulfenové kyseliny (R-SOH) (Banerjee et al., 2007). Thioredoxinovy systém, zahrnujici
thioredoxinreduktasu a thioredoxiny, slouzi jako donor elektroni fadé enzymu, napf.
ribonukleotidreduktase, methioninsulfoxidreduktase a peroxiredoxiniim. Peroxiredoxiny
se mohou chovat jako antioxidanty, protoze rychle reguluji mnozstvi peroxidu vodiku.
Redoxni stav thioredoxini ovliviiuje membranovou permeabilitu v mitochondrii,
kontroluje signalizacni cestu MAP-kinasy v cytosolu a reguluje vazbu transkripénich

faktort v jadru (Bindoli et al., 2008).

Mezi  hlavni  savéi hemové  peroxidasy patii myeloperoxidasa,
eosinofilperoxidasa a laktoperoxidasa. Mezi jejich fyziologicky vyznamné organické
substraty patii fada endogennich sloucenin (napt. Tyr, askorbat, steroidni hormony).
Podili se také na bioaktivaci xenibiotik a 1éCiv, coz mize v dusledku vést
k agranulocytoze, hepatotoxicité a rakovin€. Dostupnost peroxidu vodiku pro oxidaci
zprostfedkovanou peroxidasami je rozhodujici faktor urcujici rozsah oxidace. MnoZstvi
peroxidu vodiku zavisi predev§im na jeho obsahu uvnitf bunc¢k a na aktivité enzymi,
které tento substrdt hemovych peroxidas odstraiuji a tim s peroxidasami kompetuji

(Davies et al., 2008).

Protoze H,O, a dalsi oxidanty jsou produkovany nejen obvyklymi aerobnimi
procesy, ale také jako vysledek aktivace riznych receptorii na bunééném povrchu (jsou
tedy dilezitymi intracelularnimi posly) a katalytickd aktivita peroxidas slouZzi k jejich

odstranéni, predpoklada se tedy, Ze tyto enzymy vystupuji jako regulatory signalizace
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H,0,. Zménénd exprese peroxidas v buiice miize tedy ovlivnit intraceluldrni hladinu
H,0, produkovaného po bunééné stimulaci epidermdlnim rlstovym faktorem,

destickovym rustovym faktorem, nebo tumor nekrotizujicim faktorem-a (Banerjee et

al., 2007).
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3. CIL PRACE

Cilem této prace bylo sledovani zmén v aktivité¢ n¢kolika biotransformacnich a

antioxidaCnich enzymii a vexpresi GST v jatrech potkanli v souvislosti s vékem.

Jednotlivymi cili byly:

1.

Stanoveni specifickych aktivit CYP1Al, CYP1A2, CYP2B a CYP3A
v mikrosomalnich frakcich ziskanych z jater mladych (6 tydnd) a starych (21

mésicil) potkant a porovnani ziskanych vysledki mezi t€émito skupinami.

Stanoveni specifické aktivity GST, SOD, CAT a Px v cytosolickych frakcich
ziskanych z jater mladych (6 tydnti) a starych (21 mésict) potkant a porovnani

ziskanych vysledkii mezi témito skupinami.

Zjisténi exprese proteinu GST v cytosolickych frakcich ziskanych z jater
mladych (6 tydnt) a starych (21 mésicll) potkani pomoci imunoblottingu se
specifickou protilatkou proti GST alfa a porovnani ziskanych vysledki mezi

témito skupinami.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Chemikalie

96 % ethanol

35 % HCl

30 % H,0,

4% CuSOs . 6H,0 (roztok B)

97 % H,S04

1-chloro-2,4-dinitrobenzen

2- merkaptoethanol

Akrylamid (AA)

Benzyloxyresorufin 0,5 mM v DMSO (BROD)
Bis-akrylamid (bis-AA)

Bovinni sérovy albumin

Bromfenolova modi (BFM)

Dodecylsiran sodny (SDS)

Ethoxyresorufin 0,5 mM v DMSO (EROD)
Glycerol

Goat polyclonal to glutathion-S-transferasa
alpha [ab 53940]

Chemiluminiscenéni substrat Duo Lux
Isobutanol

KH,PO,

Methanol

Methoxyresorufin 0,5 mM v DMSO (MROD)
MgCl,

Molybdenan amonny ((NH4)s M07024.4H,0)
Mouse monoclonal to beta actin [ab 8226]
Mouse IgG secondary antibody, H&L, [ab 6729]
NaCl

NADPH
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Dr. Kulich Pharma

Penta

Penta

Sigma Aldrich
Lachema
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Bio Rad
Sigma Aldrich
BDH Chemicals
Sigma Aldrich

Dr. Kulich Pharma

Abcam

Vector Lab.
Merck

Penta

Penta

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Lachema
Abcam
Abcam

Penta

Merck



NaHCO3;, Na,CO3; BCA v 0,1 M NaOH
(roztok A)

Na,HPO, . 12 H,0O

NaH,PO;, . 2H,0

Negativni vyvojka FOMADON LQN
O-fenylendiamin dihydrochlorid (OPD)

Pentoxyresorufin 0,5 mM v DMSO (PROD)

Persiran amonny (APS)

Rabbit polyclonal secondary antibody to goat

IgG, H&L (AP), [ab 97097]
Redestilovana voda

Redukovany glutathion

Resorufin 0,47 mM v DMSO

Roztok BSA 0,1 %

SOD Assay Kit — WST

Temed

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
Triton X-100

Tween

Univerzalni rychloustalova¢ FOMA FIX

4.2 Pomucky a pristroje

96-jamkova mikrotitracni desticka
Analytické vahy Sartorius
Automatické pipety Eppendorf Research

Bil¢é houbicky, filtracni papiry 8 x 10 cm BioRad

Blotovaci vanicka

Centrifugacni kyvety na 50 ml
Centrifuga Beckman

Centrifuga Heraeus

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 D
Digitalni vahy Sartorius

Sigma Aldrich
Penta

Penta

FOMA BOHEMIA
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Abcam

Katedra biochemickych véd FaF
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Dojindo Molecular Technologies
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Fluka

Sigma Aldrich

FOMA BOHEMIA



Erlenmeyerova baiika

Falkonky 50 ml a 15 ml

Filmy Cl-Xposure Film Thermo Scientific
Fotomisky

Fotopinzeta

Gel Doc

Homogenizator 30 ml s pistem POTTER S
Injekeni stikacka s jehlou

Kazeta k chemiluminiscen¢ni detekci Hypercassette Amersham Biosciences
Kyveta s michatkem

Kyvacka

Leditko, nerezové misky, klinky

Michacka MS2 Minishaker, IKA, michadlo
Michacka Heidolph, MR Hei-Mix S
Multikanalova pipeta Eppendorf Research
Nalévaci stojanek

Nitrocelul6zova membrana Bio Rad
Nizky, pinzeta, buni¢ina, misky

Odmérné baiky

Parafinovy film

Petriho misky

pH metr ino Lab pH level 2

PocitaCovy program Flwinlab

Pocitatovy program Magellan

Skla, skla se spacerem

Sklenéné kadinky

Sonika¢ni homogenizator Bandelin SONOPULS
Sorvall Ultracentrifuge

Spektrofluorimetr Perkin Elmer LS 50 B
Spektrofotomert TECAN INFINITE M200
Spony, hieben, stojanek na elektroforézu
Stojanky s eppendorfkami

Termomixer comfort Eppendorf

Ttepacka
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Ultrazvukova lazenn VWR Ultrasonic cleaner

UV-VIS spektrofotometr HELIOS B

UV-VIS transparentni kyvety

Vanicka, nanaseci blok, ledova lazen

Vyhftivana vodni lazen HAAKE DC 10

Zamrazovaci stojanky

Zdroj napéti Bio Rad Power pack

4.3 Priprava subcelularnich frakci

Potkani samci kmene Wistar, veék 6 tydnti a 21 mésict (6 jedincii v kazdé skuping).

Tab. 1: Hmotnost jednotlivych potkani a jejich jater

Mladi potkani (*16.6.2011)

Stati potkani (*1.2.2009, 71.11.2010)

Cislo potkana Hmotnost Hmotnost jater Hmotnost Hmotnost jater
(2 (2 (2 (2
1 260 10,48 620 23,37
2 260 10,23 710 23,62
3 220 11,92 800 18,83
4 220 11,20 610 13,74
5 220 10,14 780 23,88
6 220 11,21 680 19,24
Metodika

0,1 M Na-fosfatovy pufr pH 7,4 — pfipravila jsem si 0,1 M Na,HPO, . 12 H,O (navazku
35,8 g jsem rozpustila v 1000 ml redestilované vody) a 0,1 M NaH,PO, . 2H,0

(navazku 3,9 g jsem rozpustila v 250 ml redestilované vody). Poté jsem oba roztoky

smichala dohromady tak, aby vysledné pH bylo 7,4 (kontrola na pH metru). K ¢asti

tohoto pufru jsem ptidala 85% glycerol tak, aby vysledné koncentrace glycerolu v pufru

byla 20 %.

Potkani byli zabiti dekapitaci v celkové anestezii a byla jim vyjmuta jatra, ktera

byla do doby zpracovéani uchovévana ve Freezru pii -80 °C. Centrifugy spolu s rotory

jsem dala vychladit. Jatra jsem rozvazila do malych misti¢ek (umisténych na leditku) po
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5,1 g. Jatra jsem v chladicim boxu rozstfihala na mensi kousky a ptenesla do 30 ml
homogenizatoru, naplnéného do 1/3 ledem, zbytek vodou. K jatrim jsem piidala 15 ml
0,1 M Na-fosfatového pufru pH 7,4, zhomogenizovala (5 x pohybem pistu nahoru a
dold), ptelila do centrifugacni kyvety, pist a homogenizator jsem vyplachla 15 ml pufru
a ten pifilila do centrifigani kyvety. Prvni toc¢eni probihalo v centrifuze Heraeus
s pouzitim rotoru #3335 po dobu 20 minut, pfi teploté 4 °C rychlosti 5.000 g. Peletu
(usazena na dné kyvety), kterou tvofily potrhané bunéné membrany, vazivo, cévy a
jédra jsem po sliti supernatantu zlikvidovala. Supernatant jsem prelila do Cistych kyvet,
které jsem dala predtim vychladit a stocila jsem je ve stejném rotoru po dobu 60 minut,
pii teploté 4 °C rychlosti 20.000 g. Peletu z druhého toceni, kterou tvotily mitochondrie,
jsem zlikvidovala. Supernatant z druhého toceni jsem slila do vychazenych
centrifugacnich kyvet pro ultracentrifugu Beckman a Sorvall, kaly jsem vylila do
odpadu. Kyvety jsem plnila maximalné do tfi ¢tvrtin, vzdy dvé proti sobé jsem vcetné
vicka vyvazila. Kyvety jsme vlozila do rotoru, pfiSroubovala k centrifuze a nechala tocit

po dobu 65 minut, pii 4 °C, rychlosti 105.000 g.

Cytosol (supernatant) jsem ziskala po tfetim to€eni a za stalého michani jsem

ho rozpipetovala v chladicim boxu do eppendorfek po 1 ml.

Peletu ze tretiho toceni jsem pomoci sklenéné ty€inky resuspendovala v 30 ml
0,1 M Na-fosfatového pufru pH 7,4, kyvety jsem vyvazila a dala znovu stocit
do centrifugy Beckman na 65 minut, pfi teploté 4 °C, rychlosti 105.000 g. Po skonceni
jsem supernatant vylila a k pelet¢ (mikrosomy) jsem pfidala 5 ml pufru s20 %
glycerolu. Pomoci sonikacniho homogenizatoru nebo ultrazvukové lazné jsem peletu
zhomogenizovala a v chladicim boxu za stalého michani rozpipetovala po 330 pl

do eppendorfek. Cytosol i mikrosomy jsem dala zmrazit do freezru na -80 °C.

4.4 Stanoveni aktivity jednotlivych isoforem cytochromu P450

Princip metody: Metoda je zaloZzend na pfidani relativné specifického substratu
pro urcitou isoformu CYP. Substrat je metabolizovan na fluoreskujici produkt resorufin,

nasledné je méfen piirtistek fluorescence na spektrofluorimetru.
Metodika

Ptipravila jsem si 1 M HCI (8,83 ml 35% HCI jsem doplnila do 100 ml

redestilovanou vodou). Nésledné jsem rozpustila 6,06 g TRISu ve 300 ml redestilované
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vody, pomoci 1 M HCI jsme upravila pH na 7,4 za stadlého michani a kontroly na pH
metru a doplnila redestilovanou vodou na 500 ml. Navazku 0,30495 g MgCl, jsem
rozpustila v 15 ml redestilované vody a navazku 16,68 mg NADPH jsem rozpustila
ve 400 pl TRIS-HCI pufru a vlozila do ledové lazn€. Zasobni roztok resorufinu
v dimethylsulfoxidu (DMSO) jsem v eppendorfce nafedila 100x TRIS-HCI pufrem a

zabalila do alobalu.
V pocitaci ptipojeného ke spektrofluorimetru jsem nastavila parametry pro meéteni:

e vinova délka excita¢ni 530 nm, emisni 585 nm
e excitacni Stérbina 10 nm, emisni Stérbina 20 nm
e teplota 37 °C

e excitacni filtr cut off on, emisni filtr open

¢ michani low

e délka inkubace 2 minuty

Nejprve jsem ovéfila funkEnost pfistroje zméfenim intenzity 10 pl 0,47 uM
resorufinu v 990 pl pufru. TRIS-HCI pufr jsem v banice zahtivala ve vodni lazni na

teplotu 37 °C.

Do kyvety vlozené ve spektrofluorimetru jsem napipetovala 0,1 M TRIS-HCl
pufr (920 pl pro substrat EROD, 830 ul pro BROD, PROD, MROD). Pfidala jsem 50 pl
0, M MgCl,, 10 pl mikrosomalni frakce (pro substrait EROD) nebo 100 pl
mikrosomalni frakce (pro substrat BROD, PROD, MROD). Nasledné jsem ptidala 10 pl
0,5 mM substratu rozpusténého v DMSO. Spustila jsem zdznam na spektrofluorimetru.
Po 20 sekundach, kdy probihalo temperovani, jsem zahgjila reakci pfidavkem 10 pl
NADPH. Fluorescence by méla vzristat linedrn€. Ve 120. sekund¢ jsem ptidala 10 pl
zfedéného zasobniho resorufinu v DMSO a nastal prudky nartist fluorescence. Méteni
jsem ukoncila ve 150. sekund¢. Kazdy vzorek jsem v pribé¢hu jednoho méteni zmétila
tiikrat az ctyrikrat. Z kiivky jsem odecetla smérnici k, intenzitu na zacatku ptidavku

resorufinu (¢islo A) a intenzitu na konci ptidavku (Cislo B).

Vypocet aktivity jednotlivych isoforem:

A=k/(B-A)x*xnxD x 60 (pmol/ml mikrosomi/min)
k Smérnice
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A Intenzita zac¢atku ptidavku resorufinu

B Intenzita konce pfidavku resorufinu

n Latkové mnozstvi standartniho ptfidavku resorufinu v 1 ml (47
pmol)

D Ztedéni mikrosomt v 1 ml

60 Piepocet na minuty

4.5 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

Princip metody: V piitomnosti GST se tvofi z 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu (CDNB) a
glutathionu (GSH) konjugat S-2,4-dinitrofenylglutathion, jehoZ pfiristek za minutu se

stanovuje spektrofotometricky pii 340 nm.
Metodika

Vzorky cytosolu jsem rozmrazila a natedila 0,1 M Na-fosfatovym pufrem pH
7,4 vrozmezi 5 — 10 x. Navazila jsem 30,4 mg CDNB a rozpustila za pomoci
ultrazvukové 1azné v 1,5 ml 96 % ethanolu ve 2 ml eppendorfce. Navazila jsem 46,1 mg
GSH a rozpustila za pomoci tfepacky v 1,5 ml redestilované vody. Pfipravila jsem
0,1 M Na-fosfatovy pufr pH 6,5 rozpusténim 3,58 g Na,HPO4.12H,0 ve 100 ml
redestilované vody a 1,58 g NaH,PO4.2H,0 ve 100 ml redestilované vody a jejich

naslednym smisenim v poméru asi 1:3 za kontroly pH na pH-metru.

Nastavila jsem si spektrofotometr na méfeni pfi 340 nm, pocet cykla byl 4,
kazdy cyklus trval 60 s, prvnich pét kyvet byly vzorky a dalsi dvé kyvety slepé vzorky.
V kédince jsem si pfipravila reakéni smés pro vSech 7 kyvet najednou. Do této smési
jsem davala 8 x 10 pul CDNB, 8 % 10 pul GSH, mnozstvi fosfatového pufru pak

v zavislosti na pipetovaném objemu:

Potkan mlady (1-6) 8 x 979 ul pufru pH 6,5 (cytosol pfedem 10x natfedén
fosfatovym pufrem pH 7,4) — pipetovany objem vzorku byl 1 pl

Potkan stary (1-6) 8 x 978 ul pufru pH 6,5 (cytosol pfedem 30x nafedén
fosfatovym pufrem pH 7,4) — pipetovany objem vzorku byl 2 pl
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Do kyvet jsem napipetovala ptislusné mnozstvi reakéni smési (998 pl nebo 999
ul), poté jsem ptidala do kyvet ¢. 1 —5 bud’ 1 pl nebo 2 ul vzorku, do kyvet ¢. 6 — 7
odpovidajici mnozstvi pufru pH 6,5 (slepé vzorky). Kyvety jsem za pomoci
parafinového filmu nékolikrat pteklopila a vlozila do spektrofotometru. V kazdém
méfeni bylo pouzito 5 paralelnich vzorkll jednoho cytosolu, od kterych se nasledné
odecitala absorbance slepych vzork. Pomér konjugovaného substratu jsem vypocitala
z odectené absorbance po 60 sekunddch s pouzitim extinkéniho koeficientu 9,6 mM~
'em™ p#i 340 nm. Jednotka enzymové aktivity U je definovana jako mnoZstvi enzymu
katalyzujici pfeménu 1 pmol S-2,4-dinitrofenylglutathionu za 1 minutu (s pouzitim

I mM GSH a | mM CDNB).

Vypocet:

A=A,,— Ay

c=A/egxl]

U=cxVxzf

A Absorbance

Ay, Absorbance vzorku

Ag Absorbance slepého vzorku

c Latkova koncentrace (pumol/1)

€ Extinké&ni koeficient (9600 M'cm™)
1 Objem reakcéni smési (1 ml)

U Aktivita (umol/min)

\Y Objem reakcni smési na litr (0,001)
VA Ziedéni

38



4.6 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy

Princip metody: Z vysoce vodérozpustné tetrazolinové soli WST-1 vznikd redukci
superoxidovym aniontem ve vodé rozpustny formazan. Rychlost redukce WST-1 je

pfimo imérna aktivité xanthinoxidasy. Redukce je inhibovana SOD.

Metodika

Kit obsahuje tyto roztoky:

=  WST roztok
=  Pufrovaci roztok
*  Enzymovy roztok

= Pufr na fedéni

Rozmrazené vzorky cytosolii jsem natfedila 50x 0,1 M Na-fosfatovym pufrem
pH 7,4. Pracovni roztok WST jsem pfipravila ziedénim 1 ml WST roztoku s 19 ml
pufrovaciho roztoku. Enzymovy pracovni roztok jsem pfipravila smichanim 15 pl
enzymového roztoku (pfedem zcentrifugovaného po dobu 5 sekund) s 2,5 ml pufru

na fedéni.

Tab. 2: Postup na 96-jamkové desticce

Vzorek Blank 1 Blank 2 Blank 3
[nd] [nd] [nd] [nd]
Roztok vzorku 20 20
Redestilovana voda 20 20
WST pracovni roztok 200 200 200 200
Pufr na fedéni 20 20
Enzymovy pracovni roztok 20 20

Ve kromé vzorkd jsem pipetovala multikanalovou pipetou. Desticku jsme

inkubovala v Thermomixeru pii 37 °C po dobu 20 minut. Absorbanci jsem zméfila

na pfistroji Tecan pfi vinové délce 450 nm.

Vypocet

¢ =[(Av - Avs) - (Avz- Abp)] /€ %1




n=cxV

a=n/v Xxzf

c Koncentrace formazanu (M)

Apii Absorbance blanku 1

Aup Absorbance blanku 3

Ay, Absorbance vzorku

A2 Absorbance blanku 2

€ Extinké&ni koeficient (37000 M'cm™)
1 Vyska reakéni smési v jamce (0,9 cm)
n Latkové mnozstvi (mol)

Vv Objem reakcni smési v jamce (ml)

a Aktivita (mol/ml/min)

v Objem vzorku v jamce (20 pl)

VA Ztedéni vzorkl

4.7 Stanoveni aktivity katalasy

Princip metody: Molybdenan amonny vytvaii s HO, zluty komplex, jehoz absorbance
se méfi pii vilnové délce 405 nm. Katalasa pireménuje H,O, na H,O a tim snizuje
mnozstvi peroxidu vodiku dostupného pro tvorbu komplexu, dochazi tedy k poklesu

absorbance.
Metodika

Navézila jsem si 10,47 g Na,HPO,4.12H,0 a rozpustila v 500 ml redestilované
vody, poté jsem si navazila 4,08 g KH,PO, a rozpustila v 500 ml redestilované vody
v odmérné bance. Oba roztoky jsem postupné smisila do dosazeni hodnoty pH 7.4
za kontroly na pH metru. Do 20 ml takto pfipravené¢ho sodno-draselného fosfatového

pufru jsem napipetovala 152,4 ul H,O,. Navazila jsem 0,8 g molybdenanu amonného
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((NH4)s Mo07024.4H,0) a rozpustila ve 20 ml redestilované vody. Vzorky jsem

po rozmrazeni zfedila pfipravenym sodno-draselnym fosfatovym pufrem pH 7.4

( cytosol 150x a mikrosomy 50x).

Tab. 3: Postup na mikrotitratni desticce (vSe kromé& frakci jsem pipetovala

multikanalovou pipetou)

Blank 1 Vzorek Blank 2 Blank 3
100 pul H,O, 100 pl H,O, 100 ul HO, | 100 pl pufru
100 pl molyb. | 20 pl frakce 20 pl pufru 20 pl pufru

1 minutova inkubace pfi

37 °C, soucasn¢ trepani
b

100 pl molyb.

100 pl molyb.

100 pl molyb.

1 minutu nechat stat

20 pl frakce

Sl ] I I I

zméteni absorbance pii 450 nm

Frakce do blanku 1 je tfeba pipetovat co nejrychleji. Bublinky unikajiciho
kysliku jsem se snazila sklepat nebo propichat dratkem. Kazdy vzorek jsem pipetovala

paralelné do tfi jamek, stejné tak blank 1.

Vypocet aktivity katalasy

[U/I’l’ll] = (Abll - sz) / (Ab12 — Ab13) x 390 x zr

U Aktivita (umol/min)

Ay, Absorbance vzorku

A Absorbance blanku 1

A2 Absorbance blanku 2

Apiz Absorbance blanku 3

zi Ziedéni frakce (150% nebo 50%)
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4.8 Stanoveni aktivity peroxidasy

Princip metody: Peroxidasa oxiduje pomoci peroxidu vodiku O-fenylendiamin. Vznika
voda a 2,2’-diaminoazobenzen, ktery se stanovuje spektrofotometricky pfi vinové délce

490 nm.
Metodika

K ptipravé TRIS/HCl/Triton pufru jsem si navazila 3,0275 g TRIS a rozpustila
v malém mnozstvi redestilované vody. Pomoci 1 M HCI jsem pH upravila na 8
(za kontroly na pH metru). Obsah jsem pielila do odmérné baiiky a doplnila na 500 ml.
K 99,9 ml této smési jsem ptidala 0,1 ml Tritonu X-100.

Ptipravila jsem 4 M H,SO4 2z 55,06 ml 97 % H,SOy4, kterou jsem doplnila
do 250 ml redestilovanou vodou. Vzorky cytosolu jsem 10 X nafedila Na-fosfdtovym
pufrem. Smichala jsem 0,68 pl 30 % H,0,s 5999,32 ul TRIS/HCl/Triton pufrem. Tésné
pfed méfenim jsem si pfipravila substrat, navazila jsem 7,2428 mg OPD a rozpustila

ve 4 ml ImM H,0, z ptedeslého kroku.

Reakce probihala v 96-jamkové mikrotitracni desticce. Do kazdé jamky jsem
napipetovala 50 pl vzorku cytosolu (kazdy vzorek byl paralelné méfen 4x). Do blanku
jsem napipetovala 50 upl fosfatového pufru. Po napipetovani vSech vzork jsem
multikanalovou pipetou pfidala do vSech jamek (vzorek i blank) 50 pl substratu (10 mM
OPD). Desticku jsem dala inkubovat na 30 minut do Termomixeru pii teploté¢ 37 °C a
zapnula jsem tfepani. Po 30 minutdch jsem reakci zastavila pfidanim 25 pl 4 M H,SO4
multikanalovou pipetou. Absorbanci jsem zméfila na piistroji TECAN pfii vinové délce

490 nm. Poté jsem zméfila vysku reakéni smési v jamce.

Vypocet aktivity peroxidasy

A= AVZ - Ablank
c=A/(ex])
n=cxV

a=n/txzf

A Primérné hodnoty absorbance po odecteni blanku
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c Latkova koncentrace (mol/l)

€ Extinké&ni koeficient (1100 M'cm™)

1 Vyska reakéni smési v jamce (0,5 cm)
n Latkové mnozstvi (mol)

\Y Objem reakcni smési v jamee (125 pl)
a Aktivita (kat)

t Cas (1800 sekund)

VA Ziedéni (10x)

4.9 Elektroforéza proteina v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Princip metody: V akrylamidovém gelu dochazi k separaci nabitych molekul proteinti
podle jejich velikosti. Proteiny jsou nuceny elektrickym proudem pohybovat se

po matrix gelu, nasledné dochézi k jejich oddéleni.
Metodika

Piiprava zasobnich roztoka

4 M HCI — do 150 ml redestilované vody jsem pfilila 88 ml 35 % HCI. Poté jsem ji

doplnila vodou do celkového objemu 250 ml

Zasobni roztok AA + bis AA — pracujeme v rukavicich. Navazila jsem 30 g akrylamidu
a 0,8 g bis-akrylamidu, které jsem rozpustila v malém mnozstvi redestilované vody

na michacce. Po rozpusténi jsem doplnila objem v odmérné baiice do 100 ml.

1,5 M TRIS-HCI puft, pH 8,8 — navazila jsem 18,5 g TRISU a rozpustila v 75 ml
redestilované vody. Pomoci pH metru jsem upravila pH na 8,8 (pfiddnim cca 5 — 6 ml

4 M HCI). V odmérné baiice jsme pak doplnila objem do 100 ml.

0,5 M TRIS-HCI pufr, pH 6,8 — navazila jsem 6 g TRISU a rozpustila v75 ml
redestilované vody. Pomoci pH metru jsem upravila pH na 6,8 (pfiddnim cca 7 — 8 ml

4 M HCI). V odmérné barice jsem pak doplnila objem do 100 ml.
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10 % SDS — navazila jsem 10 g SDS a rozpustila v 80 ml redestilované vody.

Po rozpusténi jsem doplnila objem v odmérné baiice do 100 ml.

0,5 % Bromfenolovd modf — navézila jsem 50 mg BFM a pfidala 10 ml redestilované

vody.

Koncentrovany elektrodovy pufr — navazila jsem 72 g glycinu, 15 g TRIS, 5 g SDS a
vSe jsem rozpustila v 900 ml redestilované vody. Pomoci pH metru jsem upravila pH

na 8,3 (pfidanim 4 M HCl). V odmérné bance jsem doplnila objem do 1000 ml.

Zasobni vzorkovy pufr — smichala jsem 1,3 ml redestilované vody; 1,0 ml 0,5 M TRIS-
HCI pufru pH 6,8; 2,0 ml glycerolu; 3,0 ml 10 % SDS; 0,6 ml 0,5 % BFB

Isobutanol nasyceny vodou — smichala jsem cisty isobutanol s redestilovanou vodou.

V horni vrstvé je isobutanol nasyceny vodou.

Piiprava pracovnich roztoku

10 % APS — 20 mg persiranu amonného jsem tésné€ pied pouZzitim rozpustila ve

200 pl redestilované vody.

Separacni gel 12.5 % (spodni) — na dva gely

Redestilovana voda 3,2 ml
1,5 M TRIS-HCI pufr pH 8,8 2,5ml
10 % SDS 0,1 ml
Roztok AA+bis AA 4,2 ml
— iniciace polymerace

Roztok APS 58 ul
TEMED 4 ul

Zaosttovaci gel 4 % (horni) — na dva gely

Redestilovana voda 3,126 ml
0,5 M TRIS-HCI pufr pH 6,8 1,25 ml
10 % SDS 0,05 ml
Roztok AA+bis AA 0,5 ml
— iniciace polymerace

Roztok APS 100 pl
TEMED 10 pl
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Elektrodovy pufr — 70 ml zasobniho elektrodového pufru jsem smichala s 280 ml

redestilované vody.

Vzorkovy pufr — k 190 pl zasobniho vzorkového pufru jsem pfidala 10 pl

2-merkaptoethanolu.
Pracovala jsem v rukavicich.

Pripravila jsem si nalévaci stojanek, kryci skla, skla se spacerem, spony a
hieben. Skla a hfeben jsem umyla jarem, poté vodou, oplachla redestilovanou vodou a
nakonec lihomethanolem. Po oschnuti jsem skla prilozila na sebe a spojila sponami.
Spojend jsem je postavila na gumovou podlozku v nalévacim stojanku, pfitlacila a
ptichytila vrchnim kolikem. V malé kadince jsme si namichala roztok na spodni gel.
Po lehkém promichéani jsem rychle pipetou nalila zboku gel mezi skla cca 0,5 cm pod
spodni okraj zeleného drzéku. Thned jsem opatrné pfevrstvila isobutanolem nasycenym
vodou, tak aby byla zakrytd celd délka gelu. Poté jsem nechala gel 45 minut
polymerovat. Po 45 minutach jsem slila isobutanol, gel proplachla redestilovanou vodou

a opatrné vysusSila filtranim papirm, tak abych se ho nedotkla.

V malé kadince jsem si namichala roztok na vrchni gel. Po lehkém promichéani
jsem rychle pipetou nalila gel opét zboku mezi skla az po horni okraj. Pod thlem 45°

jsem zasunula hieben az po drazky, tak aby se vytlacily bublinky.

Gel jsem nechala polymerovat 2 — 24 hodin, pokud jsem je nechéavala pfes noc
v lednici, tak jsem skla s gelem zabalila do potravinaiské folie, abych zabranila

vyschnuti gelu.

Vlastni elektroforéza:

Z gelu jsem vyndala hieben a jamky jsem proplachla destilovanou vodou.
Ptipravila jsem si stojanek na elektroforézu, zelené tésnéni na vnitini stran€ stojanku
jsem potiela tukem. Skla s gelem jsem pfitlacila z kazdé strany na tésnéni, vnitini ¢ast
zasunula do vnéjsi Casti stojanku na elektroforézu a pfitahla sponami (skla se spacerem
se tak nachdzi na vnéjsi strang). Stojanek jsem vlozila do vanicky. Vzorky proteinu jsem
5 x natedila 0,1 M Na-fosfatovym pufrem pH 7,4. Odebrala jsem pfislusné mnozstvi a
pfidala stejny objem vzorkového pufru tak, aby ve vSech jamkach bylo stejné mnozstvi

bilkoviny. Poté jsem je povaftila 5 minut pii 99 °C (v pfedem vyhtatém Termomixeru) a
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po kratkém zchlazeni v ledu jsem je pipetovala do jamek gelu. Krajni jamky jsem
vynechala, do nasledujicich jsem nanesla z kazdé strany gelu 5 pl molekulového

standaru a za nimi nasledovaly vzorky. Vyndala jsem nanéaseci blok.

Do horniho elektrodového prostoru jsem nalila elektrodovy pufr tak, aby byl
ponoifen cely gel a zkontrolovala jsem, zda nepodtékd. Do spodniho elektrodového
prostoru jsem nalila také elektrodovy pufr tak, aby hladina sahala nad spodni okraj gelu.
Vanicku jsem ponofila do ledové lazné, ptiklopila vickem a pfipojila ke zdroji napéti.
Nastavila jsem konstantni napéti 100 V, na zaatku rozdé€lovaciho gelu (cca po 10
minutach) jsem zvysila napéti na 200 V. Zdroj jsem vypnula, kdyz ¢elo dob¢hlo na
spodni okraj gelu. Stojanek jsem vyndala z vanicky, horni elektrodovy pufr poté slila.

Skla s gelem jsem vyndala.

4.10 Imunoblotting (Western blotting)

Princip metody: Dochdzi k pfenosu biologickych vzorkli z gelu na membranu, kde se
nasledné detekuji pomoci oznaceni specifickymi protilatkami. Specificka interakce mezi

protilatkou a antigenem umozni identifikovat cilovy protein ve smési proteind.
Metodika

Ptiprava blotovaciho pufru — navézila jsem 6,06 g TRIS, 28,8 g glycinu a rozpustila
v 500 ml redestilované vody. Pfidala jsem 400 ml methanolu a v odmérné barice

doplnila do objemu 2000 ml.
Pracovala jsem v rukavicich.

Den piedem jsem si pfipravila leditko na blotting. Po skonceni elektroforézy
jsem skla s gelem ponofila do blotovaciho pufru v nerezové misce. Pomoci zelenych
klink jsem rozeviela skla od sebe a odiizla zaostfovaci gel. U separacniho gelu (zlstal
na spodnim skle) jsem odfizla pravy horni roh, abych oznacila prvni nanaSeny vzorek.
Separacni gel jsem oddélila od spodniho skla a nechala né€kolik minut plavat
v blotovacim pufru. Nitrocelulozovou membranu jsem nastiihala na ptislusnou velikost
podle gelu, aktivovala jsem ji 5 minut v methanolu a poté ji ponofila do blotovaciho

puftru.

Sestavila jsem blotovaci sendvic:
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Zacala jsem na spodni Cerné Casti blotovaciho zafizeni a postupovala smérem nahoru.
Vsechny ¢asti jsem pied sestavenim namocila do blotovaciho pufru. Nejprve jsem dala
bilou houbicku, silny filtraéni papir, gel, nitrocelulozovou membranu, silny filtra¢ni
papir a nakonec bilou houbicku. Valenim sklenénou ty¢inkou jsem vytlacila vzduchové

bublinky.

Uzavfela jsem blotovaci zatizeni a sendvi¢ vlozila do blotovaci vanicky (Cerna
k ¢erné). Do vanicky jsem vlozila leditko s ledem a vani¢ku jsem naplnila blotovacim
pufrem tak, aby byl ponofen cely sendvi¢. Blotovaci vanicku jsem umistila do ledové

lazné, na zdroji nastavila konstantni napéti a nechala blotovat 120 minut.

Piiprava zdsobnich roztoku:

0,1 M TRIS pufr, pH 8,0 — navazila jsem 12,11 g TRISU a rozpustila v 800 ml
redestilované vody. Pomoci 4 M HCI jsem upravila pH na 8,0 (za kontroly na pH

metru). V odmérné bance jsem pak doplnila redestilovanou vodou na 1000 ml.

TBST — navazila jsem 8,77 g NaCl a rozpustila v 300 ml redestilované vody. Ptidala
jsem 3 ml Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M TRIS pufru pH 8,0. V odmérné barice jsem

doplnila redestilovanou vodou na 1000 ml.

TBS — navazila jsem 2,19 g NaCl a rozpustila ve 100 ml redestilované vody. Ptidala
jsem 25 ml 0,1 M TRIS pufru pH 8,0. V odmérné baiice jsem doplnila redestilovanou

vodou na 250 ml.

AP pufr (alkalickd fosfatasa) — navazila jsem 6,06 g TRIS, 508 mg MgCl,. 6H,O a
rozpustila ve 300 ml redestilované vody. Pomoci 4 M HCI jsem upravila pH na 9,5

(za kontroly na pH metru). V odmérné banice jsem doplnila redestilovanou vodou

na 500 ml.

Po skonceni blotingu jsem oteviela sendvi¢, pomoci pinzety jsem vyndala
membranu, vlozila ji do Petriho misky a oplachla ji ve 25 ml TBST (na kyvacce).
Po jedné minuté jsem membranu pienesla do jiné misky s 5 % mlékem v TBST (2,5 g

BSA + 50 ml TBST) a nechala v ni 1 — 24 hodin (v lednicce).

Poté jsem membranu prenesla do falkonky a nasledovalo promyvani
membrany (vzdy vcca 5 ml prislusného pufru pokojové teploty) a inkubace

s protilatkami. Falkonku s membranou jsem umistila na kyvacku, rychlost kyvu 5.
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e Oplach membrany 2 x 5 minut v TBST

e Inkubace membrany s primarni protilatkou (Goat polyclonal to glutathione-S-
transferase alpha) — 5 pl zésobni protilatky a 75 mg BSA jsem pfidala do 15 ml
TBST (tfedéni 1:3000) po dobu 45 minut

e Oplach membrany 6 x 5 minut v TBST

e Inkubace membrany se sekundéarni protilatkou (Rabbit polyclonal secondary
antibody to goat IgG, H&L (AP)) — 30 pl zasobni protilatky jsem ptidala
do 15 ml TBST (fedéni 1:500) po dobu 45 minut

e Oplach membrany 6 x 5 minut v TBST

e Oplach membrany 2 x 5 minut v TBS

e Oplach membrany 2 x 5 minut v AP-pufru

e Nasledovala chemiluminiscencni detekce (viz 4.11)
Stripovani (odstranéni protilatek z membrany)

Po chemiluminiscencni detekci jsem membrany stripovala s pomoci

stripovaciho pufru.

Piiprava pufru — navazila jsem si 7,5 g glycinu, 500 mg SDS, napipetovala 5 ml
Tweenu 20, rozpustila v malém mnozstvi redestilované vody a s pomoci 4 M HCI
upravila pH na 2,2. Doplnila jsem pak redestilovanou vodou do 500 ml. Membrany
jsem pienesla do Petriho misky a na kyvacce nechala 5 minut promyvat ve stripovacim

pufru.

Po stripovéani jsem membrany promyla v TBST a ptenesla do 5 % mléka, kde
jsem je nechala pfes noc zablokovat. Dale jsem opakovala postup s promyvanim

membrany a inkubaci s protilatkami.

e Inkubace membrany s primarni protildtkou (Mouse monoclonal to beta actin) —
15 pl zasobni protilatky a 75 mg BSA jsem pfidala do 15 ml TBST (fedéni
1:1000)

e Inkubace membrany se sekundérni protildtkou (Mouse IgG secondary antibody,

H&L) — 15 pl zasobni protilatky jsem pfidala do 15 ml TBST (fedéni 1:1000)

Nasledovala chemiluminiscen¢ni detekce (viz 4.11).
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4.11 Chemiluminiscence

Princip metody: Chemiluminiscen¢ni detekce vyuziva enzym ke katalyze reakce, ktera

nasledné vede k produkei viditelného svétla.

Metodika

Naftedila jsem si vyvojku destilovanou vodou v poméru 1:14 (34 ml vyvojky a
466 ml vody) a ustalova¢ destilovanou vodou v poméru 1:4 (200 ml ustalovace a 800 ml
vody). Membréanu jsem pfenesla do temné komory, kde jsem ji polozila na sklenénou
misku potazenou folii a na jeji povrch jsem napipetovala cca 2 ml
chemiluminiscen¢niho substratu a nechala inkubovat po dobu 5 minut. Membranu jsme
vyndali ze substratu, nechali ji okapat a pinzetou vloZzila do potravinové folie. Otiela
jsem piebytecnou vlhkost a vlozila do kazety. Filmy jsem si pfedem nastiihala
na potiebnou velikost. Na membranu ve f6lii jsem polozila film, kazetu jsem uzaviela a
nechala film exponovat 3 minuty. Ihned po expozici jsmem film pienesla do vyvojky a
za neustalého kyvani pinzetou nechala vyvijet. Poté jsem jej oplachla v destilované
vodé, ponoftila do ustalovace a nechala za obCasného pohybu chvili plavat. Nakonec
jsem film ponofila opét do destilované vody a nechala oschnout. Filmy jsem vyfotila
pomoci pfistroje GelDoc a ndsledné jsem densitometricky kvantifikovala jednotlivé

proteinové bandy s pomoci software QuantityOne.

4.12 Stanoveni bilkoviny pomoci metody BCA

Princip metody: V alkalickém prostiedi reaguji proteiny s Cu®", které touto reakci
prechazeji na Cu'". Cu'" redukuje bicinchoninovou kyselinu (BCA) za vzniku modrého
zbarveni. Intensita zbarveni je pfimo imérnd mnozstvi bilkoviny. Toto stanoveni zavisi

pfedevsim na obsahu zbytkl cysteinu, tryptofanu a tyrosinu.
Metodika

Vzorky jsem nejprve natedila redestilovanou vodou (cytosol i mikrosomy 30x).
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Tab. 4: Piiprava kalibra¢ni kiivky

Koncentrace Roztok BSA 0,1% Redestilovana voda
(ng/ml) (1) (1)
1 0 0 50
2 200 10 40
3 400 20 30
4 600 30 20
5 800 40 10
6 1000 50 0

Ptipravila jsem si pracovni roztok C, smichanim 25 ml pracovniho roztoku A a

0,5 ml pracovniho roztoku B.

Nejprve jsem napipetovala na desti¢ku roztoky BSA z kalibra¢ni kiivky (vzdy
10 pl ptislusné koncentrace), poté nafedéné vzorky (také 10 pl). Pomoci multikanalové
pipety jsem piidala 200 pl pracovniho roztoku C. Nechala jsem inkubovat po dobu
30 minut pfi 37 °C a soucasné zapnula michani. Po inkubaci jsem zméfila absorbanci

pii 562 nm.

Naméiené aktivity jednotlivych enzymii jsem pak vztdhla na mnozstvi

bilkoviny obsazené ve vzorku a tim ziskala specifickou aktivitu.

4.13 Statisticka analyza dat

Vsechny vypocty jsem provadéla v programu Microsoft Excel a GraphPad
Prism 5.04. VSechny vysledky jsou prezentovany jako primér + smérodatnd odchylka
(SD). Pro zjisténi, zda jsou rozdily v aktivit¢ skupiny mladych a skupiny starych
potkantli a také mezi jednotlivei v dané skupiné statisticky vyznamné (P < 0.01), jsem

pouzila Student(v #-test.
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5. VYSLEDKY

5.1 Stanoveni aktivity jednotlivych isoforem cytochromu P450

Aktivitu CYP jsem stanovovala v mikrosomalnich frakcich ziskanych z jater
starych a mladych potkanil za pouziti specifickych substratii pro jednotlivé isoformy (t;.
ethoxyresorufin pro CYP1Al, methoxyresorufin pro CYP1A2, penthoxyresorufin
pro CYP2B a benzyloxyresorufin pro CYP3A). PiirGstek fluorescence produktu
(resorufinu) jsem sledovala na spektrofluorimetru Perkin Elmer LS 50B pfi vlnovych
délkach 530 nm (excitacni) a 585 nm (emisni). Ze ziskanych dat jsem nasledné

vypocitala specifickou aktivitu enzymu [(umol/min)/mg].
5.1.1 CYP1A1

Mezi jednotlivci ve skupiné mladych potkanli nebyly pfili§ vyrazné rozdily
v aktivit¢ CYP1A1, zatimco ve skupiné starych potkanli byla aktivita u tii jedinct (S2,
S5 a S6) signifikantné vyssi (P < 0,01). Velka interindividualni variabilita ve skupiné
starych potkanli se nasledné odrazila na celkovém priaméru aktivity CYP1AIl v této
skupiné. Specifickda aktivita CYP1Al byla ve skupiné starych potkani témét
dvojnasobné¢ vyssi nez u mladych samci, ale vzhledem k velkym smérodatnym
odchylkdm neni tento rozdil statisticky vyznamny. Interindividualni rozdily
ve specifické aktivité¢ CYP1A1 jsou zndzornény v Obr. 3A a srovndni aktivit CYP1AL1
mezi skupinou mladych a starych potkanti je v Obr. 3B.
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Obr. 3. Specificka aktivita CYP1A1 v jatrech mladych (6 tydn() a starych (21 mésich)
potkantl. (A) Interindividualni rozdily ve specifické aktivit¢ CYP1A1 u mladych (M1-6)
a starych (S1-S6) potkanti. Kazdy bod piedstavuje primér = SD ze dvou nezavislych
experimentl, kde n = 3. (B) Zmény v aktivit¢ CYP1A1 behem starnuti. Kazdy bod

predstavuje primér + SD ze Sesti zvirat.

52



5.1.2 CYP 1A2

Mezi jednotlivei ve skupiné mladych potkanG nebyly pfili§ vyrazné rozdily
v aktivit¢ CYP1A2, zatimco ve skupiné¢ starych potkan byli tfi jedinci s aktivitou
na urovni mladych (S2, S5 a S6) a dalsi tfi s nizsi aktivitou. Nicméné jen v piipadé S2
respektive S4 byla specificka aktivita CYP1A2 sniZena statisticky vyznamné (P < 0,01)
ve srovnani s potkany S1 respektive S2, S5 a S6 (Obr. 4A). Specificka aktivita CYP1A2
byla ve skupiné¢ mladych potkanti asi o ¢tvrtinu vyssi nez u potkant starych, ale tento

rozdil nebyl statisticky vyznamny (Obr. 4B).
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Obr. 4. Specificka aktivita CYP1A2 v jatrech mladych (6 tydn() a starych (21 meésich)
potkantl. (A) Interindividualni rozdily ve specifické aktivit¢ CYP1A2 u mladych (M1-6)
a starych (S1-S6) potkanti. Kazdy bod ptedstavuje primér + SD ze tii nezavislych
experimentl, kde n = 3. (B) Zmény v aktivit¢ CYP1A2 behem starnuti. Kazdy bod

pfedstavuje primér + SD ze Sesti zvirat.
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5.1.3 CYP2B

Mezi jednotlivei ve skupiné mladych potkanli nebyly nalezeny vyznamné
rozdily v aktivit¢ CYP2B, stejné tak ve skuping starych potkand. Vyjimku predstavoval
jedinec S5, jehoZz specificka aktivita CYP2B byla vyznamné vyssi (P < 0,01) neZ u
ostatnich jedinct této skupiny (Obr. 5A). Specificka aktivita CYP2B byla ve skupiné
mladych potkanli témér 4,5krat vyssi nez ve skupiné potkanii starych (Obr. 5B).
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Obr. 5. Specificka aktivita CYP2B v jatrech skupiné mladych (6 tydnli) a starych (21
mésict) potkanti. (A) Interindividuélni rozdily ve specifické aktivit¢ CYP2B u mladych
(M1-6) a starych (S1-S6) potkanti. Kazdy bod pifedstavuje primér + SD ze tfi
nezavislych experimentl, kde n = 3. (B) Zmény v aktivit¢ CYP2B b&hem starnuti.
Kazdy bod pfedstavuje primér + SD ze Sesti zvifat. Skupiny oznacené * se

signifikantné lisi (P < 0,01, Studentiiv z-test).
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5.1.4 CYP3A

Mezi jednotlivei ve skupiné mladych potkant byla aktivita M3 vyrazné€ nizsi
nez aktivita CYP3A u ostatnich jedincti. Ve skupiné starych potkanli jsem pozorovala
vyrazn€j$i interindividudlni variabilitu (Obr. 6A). Specifickd aktivita CYP3A se
s v€kem signifikantn€ sniZzovala. Ve skupiné mladych potkant byla dvojnasobné vyssi

nez ve skupiné potkanti starych (Obr. 6B).
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Obr. 6. Specificka aktivita CYP3A v jatrech mladych (6 tydnll) a starych (21 mésicl)
potkant. (A) Interindividuélni rozdily ve specifické aktivit¢ CYP3A u mladych (M1-6)
a starych (S1-S6) potkanti. Kazdy bod ptedstavuje primér + SD ze tii nezavislych
experimentl, kde n = 3. (B) Zmény v aktivit¢ CYP2B béhem starnuti. Kazdy bod
pfedstavuje primer = SD ze Sesti zvifat. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi (P <

0,01, Studenttv ¢-test).
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5.2 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

Aktivitu GST jsem stanovovala v cytosolickych frakcich ziskanych z jater
potkanli za pouziti univerzalniho substratu CDNB. Absorbanci vznikajiciho produktu
S-(2,4-dinitrofenyl)glutathionu jsem méfila na spektrofotometru HELIOS B. Toto
méfeni probihalo pii vinové délce 340 nm. Ze ziskanych dat jsem néasledné vypocitala

specifickou aktivitu [(pmol/min)/mg].

Mezi jednotlivei ve skupiné mladych potkanii nebyly vyrazné rozdily v aktivité
GST a jejich absolutni hodnoty se pohybovaly mezi 3.3 £ 1.3 pumol/min/mg a 6.3 +
2.3 umol/min/mg. Ve skupiné starych potkaniti byly vétsi interindividualni rozdily
v absolutnich hodnotach aktivity GST (20.2 + 5.2 pmol/min/mg az 30.5 +
8.1 umol/min/mg) nez ve skupiné¢ mladych potkanti (Obr. 7A). Nicméné tyto rozdily
v aktivit¢ GST mezi jednotlivei nebyly statisticky vyznamné. Specificka aktivita GST
byla ve skupiné starych potkanti pétkrat vyssi nez ve skupiné mladych potkanti (Obr.
7B).
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Obr. 7. Specifickd aktivita GST v jatrech mladych (6 tydni) a starych (21 mésich)
potkand. (A) Interindividudlni rozdily ve specifické aktivit¢ GST u mladych (M1-6) a
starych (S1-S6) potkanli. Kazdy bod piredstavuje priumér + SD ze tfi nezavislych
experimentl, kde n = 3. (B) Zmény v aktivit¢ GST béhem starnuti. Kazdy bod
pfedstavuje primér + SD ze Sesti zvifat. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi (P <
0,01, Studenttv ¢-test).
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5.3 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy

Aktivitu SOD jsem stanovovala nepfimou metodou za pouziti vysoce rozpustné
tetrazoliové soli WST-1 ve vzorcich cytosolu ziskanych z jater potkanti. Absorbanci
vznikajiciho formazanu jsem méfila na multimodalni ¢tecce TECAN INFINITE M200
pii vlnové délce 450 nm. Ze ziskanych dat jsem nasledné vypocitala specifickou

aktivitu [(nmol/min)/mg].

Rozdily v aktivit€é mezi jedinci v obou skupinach byly minimélni. U mladych
potkanli byla statisticky vyznamné sniZena aktivita M3 proti M1 a M4, zatimco
u starych potkant byla aktivita S4 signifikantné vys$i nez S3, S5 a S6 (Obr. 8A).
Specificka aktivita byla ve skupiné¢ mladych potkant prakticky stejna jako ve skupiné
potkant starych (Obr. §B).
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Obr. 8. Specificka aktivita SOD v jatrech mladych (6 tydnd) a starych (21 mésich)
potkantl. (A) Interindividudlni rozdily ve specifické aktivit¢ SOD u mladych (M1-6) a
starych (S1-S6) potkanli. Kazdy bod piredstavuje primér + SD ze tfi nezavislych
experimentl, kde n = 3. (B) Zmény v aktivit¢ SOD béhem starnuti. Kazdy bod

predstavuje primér + SD ze Sesti zvirat.
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5.4 Stanoveni aktivity katalasy

Aktivitu katalasy jsem stanovovala ve vzorcich cytosolu ziskanych z jater
potkanli za pouziti 65 mM H,0O, jako substratu. Absorbanci vytvoreného komplexu
molybdenanu amonného s H,O, jsem méfila na multimodalni ctecce TECAN
INFINITE M200 pii vinové délce 450 nm. Ze ziskanych dat jsem néasledné vypocitala
specifickou aktivitu CAT [(umol/min)/mg].

V cytosolu skupiny mladych jedinci byla aktivita CAT u jedince M2
signifikantné vys$i neZ u jedince M6, u ostatnich jedincii byla aktivita enzymu
srovnatelnd. V cytosolu skupiny starych potkanti byla u dvou jedinci (S4 a S6)
naméfena az o tfetinu niz$i aktivita oproti ostatnim (tj. S1, S2, S3 a S5). Specificka
aktivita byla ve skupiné¢ mladych potkanii ptiblizné€ o jednu pétinu vys$si nez ve skupiné

potkanti starych, ale tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.
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Obr. 9. Specificka aktivita CAT v jatrech mladych (6 tydnl) a starych (21 mésich)
potkand. (A) Interindividualni rozdily ve specifické aktivit¢ CAT u mladych (M1-6) a
starych (S1-S6) potkanli. Kazdy bod piedstavuje priumér + SD ze tfi nezavislych
experimentl, kde n = 3. (B) Zmény v aktivit¢ CAT béhem starnuti. Kazdy bod

pfedstavuje primér + SD ze Sesti zvirat.
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5.5 Stanoveni aktivity peroxidasy

Aktivitu peroxidasy jsem stanovovala ve vzorcich cytosolu potkanl za pouziti
10 mM O-fenylendiaminu v 1 mM H,0, jako substratu. Absorbanci vzniklého produktu
2,2’-diaminoazobenzenu jsem méfila na multimodalni ¢te¢ce TECAN INFINITE M200
pii vinové délce 490 nm. Ze ziskanych dat jsem nasledné vypocitala specifickou

aktivitu [(nmol/min)/mg].

Ve skupiné mladych potkanii byla u jedince M1 aktivita asi o pétinu vyS$si nez
u zbyvajicich jedinct. Signifikantn¢ se vSak aktivita Px tohoto jedince liSila jen
od aktivit nalezenych u M5 a M6. Ve skupiné starych potkanil se aktivity mezi jedinci
neliSily (Obr. 11A). Specifickd aktivita Px byla ve skupiné¢ mladych potkant nepatrné
vyS$$inez ve skuping starych potkanii. Tento rozdil byl vSak zanedbatelny (Obr. 11B).
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Obr. 11. Specificka aktivita Px v jatrech mladych (6 tydnt) a starych (21 mésich)
potkanli. (A) Interindividudlni rozdily ve specifické aktivit¢ Px u mladych (M1-6) a
starych (S1-S6) potkanli. Kazdy bod piredstavuje priumér + SD ze tfi nezavislych
experimentl, kde n = 3. (B) Zmény v aktivité Px béhem starnuti. Kazdy bod ptredstavuje

pramér + SD ze Sesti zvitat.
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5.6 SDS-PAGE a Western blotting vzorku

SDS-PAGE s naslednym Western blottingem jsem pouzila pro stanoveni exprese
proteinu GSTa. Postupovala jsem dle popsané metodiky (viz. kapitoly 4.9-4.11).
Podminky separace a inkubace s protilatkami jsou uvedeny pod piisluSnymi obrazky.
Bloty po chemiluminiscen¢ni detekci byly snimany na piistroji GelDoc XR a denzita

jednotlivych prouzkii byla vyhodnocena pomoci software QuantityOne.

Ve vzorcich cytosolu jednotlivych potkani byla ovéfena exprese GSTa.
Pfipouziti protilatky proti GSTa doSlo ve vzorcich koznaceni dvou bandh
s molekulovou hmotnosti kolem 26 kDa, které zifejmé odpovidaji dvéma riznym
podjednotkdm tohoto enzymu (Obr. 12A). Po stripovani jsem pouzila protilatku proti
B-aktinu, abych ovéfila mnozstvi bilkoviny v kazdém naniSeném vzorku. B-aktinu
odpovidal band s molekulovou hmotnosti 42 kDa. V Obr. 12B uvadim expresi proteinu
GSTa normalizovanou na mnozstvi B-aktinu. Mezi jedinci v obou skupindch jsem
pozorovala rozdily v expresi proteinu GSTa. Napi. jedinci M2, M3, S3 a S6 méli
vyrazné vice GSTa neZ ostatni potkani. Po zprimérovani hodnot v obou skupinach jsem

nalezla jen nesignifikantni zvySeni exprese tohoto enzymu ve skupiné starych potkanti

(Obr. 13).
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Obr. 12 Interindividudlni rozdily v expresi proteinu GSTa (A). Zmény v expresi GSTa
normalizované na mnozstvi B-aktinu (B). Vzorky cytosolu byly podrobené SDS-PAGE
s naslednym western blottingem (podminky separace: zaostfovaci gel 4%, separacni gel
12,5%, 4 png proteinu/jamka). Bloty byly nasledné vystaveny piisobeni kozi
polyklondlni protilatky proti GSTa. Proteiny byly oznaceny po reakci s odpovidajici
sekundarni protilatkou chemiluminiscen¢ni detekci za pouziti substratu pro alkalickou
fosfatasu. Membrana byla poté stripovdana a nasledné¢ vystavena pisobeni mysi
monoklondlni protilatky proti B-aktinu. Proteiny byly oznaceny po reakci s odpovidajici
sekundérni protilatkou chemiluminiscenéni detekei za pouziti substratu pro alkalickou

fosfatasu.
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Obr. 13 Exprese proteinu GSTa ve skupiné mladych a starych potkani normalizovana

na mnozstvi B-aktinu. Kazdy bod ptedstavuje primér + SD ze Sesti hodnot.
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6. Diskuse

V této praci jsem se zabyvala vlivem starnuti na aktivitu a expresi vybranych
biotransformacnich a antioxida¢nich enzyml. Aktivity enzymil jsem sledovala
v subcelularnich frakcich ziskanych z jater samcii potkana. Pro porovnani jsem
vytvofila dvé skupiny zvifat, které jsem oznacila jako mladé (6 tydnl) a staré

(21 mesicir). V kazdé skupiné bylo Sest jedincti.

Starnuti je pfirozeny proces, vjehoz pribéhu dochdzi k mnoha zméndm
v organismu. Z hlediska metabolismu jsou esencidlni zmény u orgéni, kde se odehrava
pfevazna ¢ast metabolickych reakci. Jednim z téchto organt je i jaterni tkan. Dochazi
jednak ke zméndm v morfologii (at’ uz se jednd o zmény v hmotnosti, struktufe ci
kumulaci riznych proteintl) a také ve fyziologii téchto organi, které se nasledné odrazi

na metabolismu jak eobiotik, tak xenobiotik.

Jednim z hlavnich faktort podilejicich se na téchto zménach, je oxida¢ni stres.
V pribéhu starnuti dochdzi k progresivnimu poklesu hlavnich bunéénych funkci
spojenych s akumulaci pozménénych makromolekul. Nartstd oxida¢ni poskozeni
makromolekul, pfedev§im proteinli, zpisobené ROS. Takto modifikované proteiny
véetné enzymu jsou obvykle dysfunkéni, ztraci katalytickou aktivitu a/nebo strukturni
integritu (Bakala et al., 2012). ROS jsou eliminovany pomoci antioxida¢nich enzymi,
na stanoveni jejichz aktivity jsem se v této praci také zamefila. V mnoha studiich bylo
prokazano, ze rovnovdha mezi oxidacnim stresem a koncentraci dostupnych

antioxidantli m4 klicovy vliv na délku Zivota u organismil (Yang et al., 2013).

Aktivity jednotlivych enzyml byly starnutim ovlivnény odlisn€. U nékterych
enzymu doSlo az k n€kolikandsobnému naristu aktivity u starych zvirat (napt. GST),
u dalSich aktivita s vékem naopak klesala (n¢které isoformy CYP) nebo byly rozdily

mezi mladymi a starymi zvitaty nepatrné (napi. SOD).

Cytochrom P450 piedstavuje nadrodinu hemovych enzymd, vyskytujicich se
od bakterii po ¢lovéka (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001). Jaterni mikrosomalni
enzymovy systém CYP se Siroce podili na oxidaénim metabolismu endogennich i
exogennich slouc¢enin, napf. prostaglandind, steroidnich hormoni, 1é¢iv a kancerogenti
(Horbach et al, 1992). Aktivita CYP je zavisla na dostupnosti redukcnich ekvivalentl
NADPH, kter¢ jsou na CYP ptenaseny pomoci NADPH-CYP-reduktasy, nachazejici se
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stejn€ jako CYP v hladkém ER. CYP je také hlavnim mistem interakce 1éCiv diky své
Siroké substratové specifité, kterd je predpokladem kompetice substratii o aktivni mista

enzymu (Sevior et al., 2012).

vvvvvv

pfedstavitell biotransformacnich enzymi, CYP. U isoforem CYP2B a 3A jsem
naméfila signifiantné vyssi (a to az pétkrat v ptipadé CYP2B) aktivitu u mladych nez u
starych potkanti. U CYP1A1l aktivita s v€kem naopak rostla, ale tento rozdil nebyl
statisticky vyznamny. Ziskané vysledky jsou ve shod¢ s dalSimi studiemi (napf.
Warrington et al., 2004; Yun et al., 2010). Vliv starnuti na metabolismus xenobiotik je
stale kontroverzni, protoze mnoho autorti zaznamenalo pokles aktivity jaternich CYP
(Yun et al., 2010; Imaoka et al., 1991), ale existuji i studie, v nichz nebyla aktivita
vékem ovlivnéna (Wauthier et al., 2004). Tyto rozdily mohou byt zpisobeny
experimentalnimi podminkami v jednotlivych laboratofich, pouzitymi metodami

stanoveni aktivity a také rozdilnym vékem studovanych zvitat (Wauthier et al., 2004).

Také studie zamétfené na ontogenezi jednotlivych isoenzymli CYP ukazuji
na zna¢né rozdily v aktivité¢ mezi nimi (de Zwart et al., 2008). Pokles aktivity CYP3A4
zaznamenali také Warrington et al. (2004) u potkant starych 24-25 mésicti v porovnani
s potkany starymi 2-3 mésice. Navic ukdzali na mozné ovlivnéni této isoformy hladinou
testosteronu, jako jednim z modulatorti. Snizeni aktivity u isoforem CYP1A2 a 2B
pozorovali Yun et al. (2010), ktefi pracovali s potkany starymi 3 tydny a 26 mésicil.
Pokles aktivity byl potvrzen i sniZenou expresi mRNA u 26 mé&si¢nich potkant. Protoze
potkani zili v laboratornich podminkéch, kde je minimalizovdna moZnost indukce
¢iinhibice CYP xenobiotiky, dochdzi k poklesu aktivity pravdépodobné diky
morfologickym zménam v jaterni tkani (napf. ztrata hladkého ER, zvySeni koncentrace
cholesterolu doprovédzené snizenim fluidity membran, snizeni hmotnosti jater a dalsi)

(Schmucker, 2001; Kitani, 1994; van Bezooijen, 1984).

Dalsi studie, zabyvajici se aktivitou a expresi CYP v prub¢hu starnuti, byly
provadény v jinych modelech (napf. u mysi nebo cloveka). U mysi byla také potvrzena
exprese jedné z hlavnich isoforem CYP, a to 1A2, zatimco isoforma CYP1A1 nalezena
nebyla. Exprese CYP1A2 se postupné zvySovala mezi 1. a 20. dnem, poté zistavala
relativné konstantni (Saghir et al., 2012). U cloveka existuje znacné interindividudlni

variabilita v aktivit¢ jednotlivych isoforem CYP. Statistické analyzy aktivity CYP3A4
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u ¢lovéka ukazuji na nejméné 60% variabilitu, kterd je pod genetickou kontrolou
(Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001). Vauzelle-Kervroedan et al. (1996) pozorovali
ve své studii u déti snizeni aktivity CYP3A se zvySujicim se vékem. Schmucker (2001)
naopak zaznamenal, Ze koncentrace nékolika isoforem zrodin CYP3A a CYP2C
zUstava nezménénd v zdvislosti na pohlavi a véku. Nésledné bylo zjiSténo, Ze 1 pies
nezménénou aktivitu CYP3A dochazi s vékem ke sniZeni rychlosti clearence mnoha

1é¢iv metabolizovanych prave touto isoformou.

Glutathion-S-transferasa je jednim z nejvyznamnéjSich konjugacnich enzymu
druhé faze biotransformace. Kromé jater se tento enzym nachdzi 1 v mnoha
extrahepatalnich tkanich. Tato rodina isoenzyml katalyzuje konjugaci glutathionu
s riznymi elektrofilnimi ladtkami a chrani tak bunétné slozky pied oxida¢nim a
elektrofilnim poskozenim (Mueller et al., 1998). Glutathion, tripeptid obsahujici
thiolovou skupinu, zastava klicovou ulohu v detoxikaci a usnadiiuje eliminaci mnoha
raznych slou€enin adici (Saghir et al., 2012). GST se spolu s glutathionreduktasou také
podili na ochran¢ organismu pted volnymi radikaly (Ramesh et al., 2012). Lze tedy fici,
ze GST je nejen vyznamnym biotransformacnim enzymem, ale také enzymem

detoxikaénim a antioxida¢nim.

Pfi stanovovani aktivity GST jsem naméfila pétindsobné zvySeni aktivity
u starych potkanii, které bylo provazeno i mirnym zvySenim exprese proteinu GSTa
v jatrech. Narust aktivity tohoto enzymu byl zaznamenan v mnoha dalSich studiich. Kim
et al. (2003) pozorovali zvySeni aktivity u 9-mési¢nich potkanii v porovnani
s 5-tydennimi, podobnych vysledkii dosahli Oztirk & Giimiislii (2004) u potkanti
12-mé&si¢nich v porovnani se 4-tydennimi. ZvySovani aktivity GST s vékem mulze byt
spojeno s nartistem koncentrace organickych hydroperoxidi, jako produktli oxidacniho
poskozeni biomolekul (Oztirk & Gilimislii, 2004). V prubéhu starnuti dochazi
k nariistajicimu poSkozovani organismu oxidaénim stresem, a tudiZz zvySena aktivita
GST, ktera zprostfedkovava detoxikaci sloucenin konjugaci s GSH, miize byt odpovéedi
na tento stres. V pribéhu Zivota se také méni exprese jednotlivych isoforem GST a jen
nékteré znich je mozné ovlivnit enzymovou indukci. Studie ukdzaly na rozdilnou
expresi tii hlavnich isoforem GST (a, p a m) v pribéhu ontogeneze (Tee et al, 1992).
Exprese je ovlivnéna nejen vékem, ale i pohlavim, proto se u starych samcli potkana

miZze jednat také o feminizaci v prabéhu starnuti (Carrillo et al., 2009).
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Pozorované zvySeni exprese proteinu GST u starych potkanll v této praci neni
tak vyrazné jako odpovidajici zvySeni aktivity enzymu, ale to muize byt zplsobeno
pravé rozdilnou expresi isoforem GST, které se nasledné podileji na celkové aktivité
(zde jsem stanovovala expresi isoformy o). Protoze vétSina studii byla provadéna
v odli$ném veku a s pouzitim riznych substratd, nelze vysledky zcela pfesné porovnat,
ale obecné se da fici, ze aktivita GST je v pozdnim staii vyssi nez u potkani velmi

mladych.

Ve studii provedené u clovéka pozoroval Hines (2008) progresivni zvySeni
exprese GSTM v jatrech v zavislosti na véku (prenatalni obdobi az dospélost), zatimco
exprese GSTA zlstala vékem nezménéna. NejvySsi hladina exprese GSTP1 byla
detekovana v jatrech plodu okolo 10.-22. tydne gestace, nasledoval pokles ve druhém a
tietim trimestru. GSTP1 protein byl pfitomen v malém mnoZstvi u novorozencu, ale
nebyl nalezen u dospélych (Saghir et al., 2012). Maurya & Rizvi (2010) pozorovali
signifikantni zvySeni aktivity plazmatické GST jako funkci v€ku u zdravych osob obou
pohlavi ve v€ku 18-85 let. Po korelaci s plasmatickou antioxidacni kapacitou, kterd se
ve zminéné studii snizovala, doSli k zavéru, Ze zvySeni aktivity GST miZe byt

kompenza¢nim mechanismem reagujicim na zvySeni oxida¢niho stresu.

Exprese Gsta mRNA v jatrech myS$i se zvySovala postupné od narozeni do
15.-45. dne zivota. Exprese Gsta je velmi nizka u samicek do 15. dne zivota. U Gstm
byla exprese zaznamenana v pozdéjSim obdobi gestace a zvySovala se do 22. dne Zivota,
poté se exprese nékterych jejich podjednotek snizovala (napt. Gstm2, Gstm3 a Gstm4),

exprese dalSich zlstala nezménéna (Saghir et al., 2012).

Antioxida¢ni systém se u aerobnich organismi podle v§eho vyvinul k ochrané
bunék pied oxida¢nim poskozenim zplisobenym oxidanty produkovanymi v prubéhu

kyslikového metabolismu (Bakala et al., 2012).

Jednim z hlavnich antioxida¢nich enzymd je superoxiddismutasa. Tento enzym
katalyzuje dismutaci O, na molekularni kyslik a peroxid vodiku, ktery je obratem
metabolizovan na netoxickou vodu a kyslik za pomoci enzymt katalasy a peroxidasy
(Kim et al, 2003). Ackoliv H»O, neni radikdlem, miize byt rovnéz pireménén
Fentonovou reakci na hydroxylovy radikal, ktery je velmi reaktivni (Maurya & Rizvi,

2007). SOD také disponuje protizanétlivou aktivitou (Oztiirk & Giimiislii, 2004).
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V aktivit¢ SOD jsem nepozorovala prakticky zadny rozdil mezi skupinou
starych a mladych potkanl. Ve studii, kterou provedli Ramesh et al. (2012), bylo
pozorovano signifikantni sniZzeni aktivity SOD u ro¢nich potkanich samci kmene
Sprague-Dawley v porovnadni s dvoumési¢nimi. Je tedy mozné, ze aktivita SOD se
v dospélosti snizuje (pfi¢inou mize byt ROS-indukovana degradace enzymu nebo jeho
redukovand syntéza) a ve stafi se op€t dostdva na ptivodni hladinu pravé diky nartistu
oxidacniho stresu, mnozstvi ROS a snahou organismu o jejich odstranéni. Naopak
Lankin et al. (1981) pozorovali zvySovani aktivity s vékem (od narozeni do stati dvou
let). ZvySeni aktivity bylo demonstrovano i ve studii, kterou provedli Kim et al. (2003),
kteti srovnavali 5-tydenni a 9-mési¢ni potkany a rozdil v aktivité jaterni SOD mezi nimi
byl dvojnasobny (v mozku byla aktivita SOD vys8i pouze o jednu tfetinu). Uvadi také,

ze aktivity antioxida¢nich enzymi pravdépodobné klesaji u velmi starych zvitat.

U jiného zvifectho modelu, zlatého kiecka, aktivita SOD s veékem klesala
(6-tydenni v porovnani s 2,5-letymi) (Vishwas et al., 2013). U cloveka se aktivita SOD

s v€kem signifikantné zvySovala (Maurya & Rizvi, 2007).

DalSim z antioxidac¢nich enzym je katalasa, kterd je rovnéZz soucasti diilezitého
obranného systému odstranujiciho Skodlivé ROS in vive. Je kliCovym enzymem
podilejicim se na vychytavani H,O, (Bakala et al., 2012). Ve svém aktivnim miste
obsahuje hem, ma jeden z nejvétSich obratii a podili se také na reprodukénich reakcich
(Yang et al., 2013). Hladina katalasy v organismu je izce spjata s bunécnou odpovedi
na rizny oxidacni stres (Kim et al., 2003). Katalasa ne zcela zndmymi mechanismy

spojuje cytoplasmu a peroxisomy (Murakami et al., 2013).

U katalasy byl patrny pokles aktivity ve stafi, ktery nebyl statisticky vyznamny.
Aktivita klesla oproti skupiné mladych potkanti sice jen o jednu pétinu, piesto by tento
rozdil mohl byt dilezity, pravé vzhledem k vyznamu katalasy v systému antioxidacni
obrany. Snizeni jeji aktivity muiZe vyustit v nartist hladiny peroxidu vodiku a tim
k inhibici SOD. Tento pokles mtiZze byt zplisoben zvySujicim se oxidacnim poSkozenim
a také glykaci enzymu, ktera vede v konecném disledku k naruseni funkce katalasy

(Bakala et al., 2012).

Nepatrny pokles aktivity CAT zaznamenali i Bakala et al. (2012)
v mitochondriich ziskanych z jater potkana. In vitro byl také prokazan vysoky pokles

aktivity katalasy po modifikaci fruktézou. Paradoxné ovSem glykace methylglyoxalem
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aktivitu enzymu mirné zvySovala (Bakala et al., 2012). Ramesh et al. (2012) pozorovali
signifikantni pokles aktivity CAT v jatrech, ledvinach, srdci 1 plicich potkanl starych
dvanact mésicli v porovnani s dvoumésicnimi a poukézali na jednu z dalSich moznych
pfiCin - redukovanou hladinu NADPH. NADPH je potfebny pro regeneraci katalasy
z inaktivni formy. Negativni korelaci enzymu s procesem starnuti pozorovali i Vishwas
et al. (2013) ve studii s kiecky. Naopak Kim et al. (2003) nezaznamenali Zadny rozdil
mezi aktivitou katalasy u potkanti starych 5 tydn a 9 mésict v jatrech, ale v mozku
ano. Zmény v aktivit¢ CAT ve tfech vekovych skupinach potkanti prokézali Oztiirk &
Guimiislii (2004), ktefi pozorovali signifikantni pokles (p < 0,01) u 6-mésic¢nich potkant

oproti mesi¢nim a roénim. U ro¢nich potkanii pak byla aktivita CAT nejvyssi.

Mezi antioxidacni enzymy patii i systém peroxidas. Redoxni reakce hraji
dilezitou roli na rtiznych urovnich bunéénych funkci, zahrnujicich odpovéd’ na stres a
bunéény rist. Thioredoxinreduktasa a thioltransferasa jsou dulezitou soucésti obrany
pfed oxida¢nim stresem, reguluji bunécnou proliferaci a expresi gent prostfednictvim
aktivace transkripnich faktori. Peroxidasy také katalyzuji dehydrogenaci mnozstvi
organickych sloucenin, napt. fenoll, aromatickych amini, hydrochinont a dalSich (Kim

et al., 2003).

Stejn¢ jako u SOD se i aktivita peroxidasy mezi skupinou mladych a starych
potkanli minimaln¢ liSila, kdy jsem u starych potkani pozorovala 5% pokles aktivity.
Superoxidovy radikdl se zda byt kliCovym modulatorem aktivity myeloperoxidasy
(Davies et al., 2008). Za dismutaci O," je zodpovédny enzym SOD, u néhoZ jsem
nezaznamenala zménu v aktivit¢ v pribéhu starnuti, a lze tedy predpokladat, ze se

nezménila hladina O, a tim regulace myeloperoxidasy.

Kim et al. (2003) pozorovali nepatrné zvyseni aktivity thioltransferasy v mozku
9-mésicnich potkanli v porovnani s 5-tydennimi, ackoliv v jatrech se aktivita tohoto
enzymu nezmé&nila. U thioredoxinreduktasy se aktivita v jatrech o jednu tfetinu zvysila,
v mozku zlstala stejnd. Tyto enzymy se tedy mohou podilet na aspektu starnuti

rozdilng.

Oztiirk & Glimiislii (2004) sledovali aktivitu Se-GSH-peroxidasy u mésicnich,
6-mésicnich a rocnich potkanti. Nejvy$si aktivitu vykazoval enzym u mési¢nich
potkand, sedminasobny pokles pak nastal u 6-mésicnich a u ro¢nich se aktivita opét

zvysila a to pétinasobné.
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7. ZAVER
1. Stanovila jsem specifické aktivity 4 isoforem CYP v mikrosomdlnich frakcich
ziskanych z jater potkant starych 6 tydnd a 21 mésicli a porovnala rozdily mezi
obéma skupinami. Pfestoze byla specifickd aktivita CYP1Al ve skupin€ starych
potkanli témét dvojnasobné vyS$i nez u mladych potkanid, nebyl tento rozdil
statisticky vyznamny. To bylo zifejmé zplsobeno velkou interindividuélni
variabilitou patrnou ve skupiné starych potkanli. Naopak u isoforem CYP1A2,
CYP2B a CYP3A specificka aktivita s vékem klesala. Tento pokles byl statisticky
vyznamny jen u isoforem CYP2B a CYP3A, kde doslo ve skupiné starych potkant
k témét pétinasobnému respektive dvojndsobnému snizeni aktivity. VEtSi rozdily
v aktivité mezi jednotlivei dané skupiny jsem zaznamenala jen u CYP3A u starych

potkanti.

2. Stanovila jsem specifické aktivity GST, SOD, CAT a Px v cytosolickych frakcich
ziskanych z jater potkant starych 6 tydnd a 21 mésicl a porovnala rozdily mezi
obéma skupinami. Specifickd aktivita GST byla ve skupiné€ starych potkanli pétkrat
vy$§i nez ve skupiné mladych potkant, tento rozil byl statisticky vyznamny. Rozdily
v absolutnich hodnotach specifické aktivity GST mezi jednotlivci obou skupin se
s vékem zvétSovaly. Specifické aktivity SOD, CAT a Px se s v€kem vyznamné
neménily, a také rozdily v aktivit¢ mezi jednotlivei v obou skupinach byly

minimalni.

3. Ove¢rila jsem expresi proteinu GST v cytosolickych frakcich ziskanych z jater
potkanli starych 6 tydni a 21 mésici pomoci imunoblottingu se specifickou
protilatkou proti GSTa. Ve vzorcich doslo k oznac¢eni dvou bandli s molekulovou
hmotnosti kolem 26 kDa, které ziejm¢ odpovidaji dvéma riznym podjednotkdm
tohoto enzymu. Byly patrné rozdily mezi jednotlivei v obou skupinidch. Po
zprumérovani hodnot denzity a jejich normalizaci na mnoZstvi housekeeping
proteinu B-aktinu v obou skupindch jsem nalezla jen nesignifikantni zvySeni exprese
tohoto enzymu ve skupiné starych potkand, které ovsem nemize vysvétlit vyrazny

narust specifické aktivity tohoto enzymu.
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ALT

APS

AST

BFM

bis AA

BROD

BSA

CAT

CDNB

CYP

DMSO

EGF

ER

EROD

FMO

GHS

GPx

GST

HGF

LPO

8. SEZNAM ZKRATEK
Akrylamid
Alaninaminotransferasa
Alkalicka fosfatasa
Peroxodisiran amonny
Aspartataminotransferasa
Bromfenolova modf
Bis-akrylamid
Benzyloxyresorufin
Bovinni sérovy albumin
Katalasa
1-chloro-2,4-dinitrobenzen
Cytochrom P450
Dimethylsulfoxid
Epidermalni ristovy faktor
Endoplazmatické retikulum
Ethoxyresorufin
Flavinové monooxygenasy
Glutathion
Glutathionperoxidasa
Glutathion-S-transferasa
Ristovy faktor pro hepatocyty

Lipoperoxidace
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MAP kinasa
MROD
NADPH
NADP"
OPD
PAGE
PROD
Px

ROS
SDS
SOD
SNPs
TBS
TBST
TEMED
TRIS
UDP

VR

Mitogeny aktivovand proteinkinasa

Methoxyresorufin

Nikotinamidadenindinukleotid fosfat (redukovana forma)
Nikotinamidadenindinukleotid fosfat (oxidovana forma)
O-fenylendiamin dihydrochlorid

Polyakrylamidova gelova elektroforéza
Pentoxyresorufin

Peroxidasy

Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
Dodecyl siran sodny

Superoxiddismutasa

Jednoduchy nukleotidovy polymorfismus

TRIS pufr

Smés TRIS pufru a Tweenu 20
N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Uridin difosfat

Volné radikaly
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