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1. UVOD

Cilem biotransformace xenobiotik u zivocichti je pfevedeni cizorodé latky na jeji
hydrofilnéjsi derivat, ktery je poté snadnéji eliminovan ven z téla. Tento krok vsSak
muze byt pfi podani terapeutik do jisté miry nezadouci a proto je metabolismus kazdého
nového l1éCiva intenzivné Studovan. Soucasti téchto studii je stanoveni aktivit
biotransformacnich enzym a testovani vlivu potencialniho 1é¢iva na tyto aktivity.

Nové potencidlni cytostatikum oracin, které se v sou¢asné dob¢ nachazi ve druhé
fazi klinickych studii vykazuje velmi piiznivé terapeutické vlastnosti. Hlavni
biotransformacni cestou oracinu je u savcu redukce karbonylové skupiny, pfi které
vznika 11-dihydrooracin. Tvorbu tohoto metabolitu katalyzuje mnoho rtiznych enzymu
a jeho mnozstvi po inkubaci biologického materialu s oracinem odrazi aktivitu Sirokého
spektra enzymi, které jsou schopny redukovat karbonylovou skupinu xenobiotik.
Redukce oracinu by se tedy mohla vyuzit pro stanoveni celkové aktivity téchto enzymu
a pro sledovani modulace této aktivity vlivem rtiznych faktord. Pro sledovani redukéni
pfemény oracinu byla dosud vyuzZivana pouze HPLC analyza, kterd je vSak pomérné
naroc¢né na provedeni. Jako dal$i pouZitelny zplsob stanoveni mnozstvi dihydrooracinu
Vv biologickém materidlu se jevi spektrofluorimetrie, ktera by vyuzila skute¢nosti, ze

dihydrooracin fluoreskuje, zatimco samotny oracin fluorescenci nevykazuje.



2. TEORETICKA CAST

2.1. SPEKTROFLUORIMETRIE

2.1.1. Princip

Fluorimetrie je vysoce selektivni a citlivd metoda, kterd se vyuziva pro dikaz a
stanoveni n¢kterych latek schopnych za urcitych podminek emitovat luminiscencéni
zéateni. V pripad¢ fluorimetrie jde o fluorescenci, pii které absorpce ultrafialového
zateni vede k excitaci molekuly z vibra¢niho stavu na zakladni elektronové hladiné na
jednu z mnoha vibra¢nich hladin v elektronovém excitovaném stavu. Jde obvykle o
prvni excitovany singletovy stav. Molekula na vysoké vibra¢ni hladiné ztraci pfii
Tento jev se nazyva vibracni relaxace molekuly. Nastane-li pifechod na zakladni
elektronovou hladinu ze singletového excitovaného stavu vyzafenim nadbytecné
energie emisi fotonu, hovofime o zafivém piechodu na zakladni hladinu. Latka tedy
nejdiive absorbuje primarni zafeni, molekuly se dostdvaji do excitovaného stavu, pii
pfechodu do stabiln€jSiho stavu o niz§i energii pak uvoliiuje prebyteCnou energii ve
formé sekundarniho zafeni. Porovname-li energii absorbovaného zéafeni a zéfeni
vyslaného fotoluminiscenci, ma fluorescenéni zafeni niz$i energii a tedy vétsi vinovou
délku. Na rozdil od fosforescence, pifi fluorescenci latka emituje sekundéarni zateni
pouze po dobu puisobeni primarniho zafeni. (Klouda 2003)

Fotoluminiscence jsou schopny zejména velké a pevné rovinné molekuly
s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Proces fluorescence je cyklicky. Pokud neni
fluorofor nevratné zni¢en v excitovaném stavu, potom miZe byt opakované excitovan a
emitovat fluorescencni zafeni, coz je zakladem vysoké citlivosti fluorescencnich

technik. (Fisar 2004)

2.1.2. Fluorescen¢ni spektra

Fluorescenci charakterizuji dvé spektra: emisni a excitacni. Excita¢ni spektrum
vyjadiuje zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce primarniho zafeni
s konstantni intenzitou. Emisni spektrum udava zavislost intenzity fluorescence na

vlnové délce sekundarniho zateni pti konstantnich podminkéch priméarniho zateni.
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Obr. 1. Schéma zativych piechodi mezi elektronove vibra¢nimi stavy.

2.1.3. Vliv prostiedi na absorp¢ni a emisni spektra

V roztocich dochdzi vlivem elektrostatickych interakci mezi molekulami

fluoroforu a rozpoustédla k solvataci fluoreskujicich molekul a tim ke zménam

Vv optickych spektrech. Doba potiebna pro molekuldrni relaxace je mnohem delsi, nez je

rychlost elektronového ptechodu, ale obvykle kratSi, nez doba Zivota excitované¢ho

stavu. K emisi proto dochazi ze stavu, kdy jiz bylo dosazeno rovnovazné konfigurace.

Protoze ¢ast absorbované energie se spotfebuje na relaxaci molekul rozpoustédla kolem

molekuly fluoroforu v excitovaném i zakladnim stavu, je energie emitovaného

fluorescenéniho zafeni mensi, neZ by odpovidalo cisté¢ elektronovému ptechodu.

(Fisar 2004)

2.1.4. Charakteristiky fluorescence

Fluorescenci charakterizuji nasledujici veliciny:

Intenzita = pocet fotoni prochazejicich v daném sméru jednotkovou
plochou za jednotku casu.

Spektralni sloZeni = spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy
interval vinovych délek nebo frekvenci.

Polarizace = smér kmitani elektrického vektoru elektromagnetické viny.
Doba dohasinani = wvnitini doba zivota excitovaného stavu, z néhoz
dochdazi k emisi; Gizce souvisi s pochody vedoucimi k nezafivé deaktivaci

tohoto stavu.



e Koherenc¢ni vlastnosti = vztahy mezi fazemi svételnych vin.(Fisar 2004)

2.1.5. Instrumentace

K méfeni fluorescence se pouzivaji nejcastéji dvoupaprskové spektrofotometry,
jejichz schéma je znazornéno na obr.2. Zdroj musi poskytovat dostateéné intenzivni
zéateni v ultrafialové nebo viditelné oblasti. NejCastéji jako zdroj primarniho zéateni
slouzi vysokotlaka xenonova obloukova lampa, nebo laser. Paprsek ze zdroje je
rozdélen rotujicimi zrcadlovymi segmenty na dva. Z jednoho paprsku je vhodna vinova
délka vymezena prvnim (excitatnim) monochromatorem nebo filtrem. Tento excitacni
paprsek pak vstupuje do kyvety se vzorkem, kde vyvolava fluorescenéni emisi. Ta je
sledovana v pravém thlu ke zdrojovému paprsku. Emitované zateni prochdzi emisnim
monochromatorem nebo filtrem, jimz se izoluje vlnovd délka pro meéfeni. Jako
srovnavaci paprsek slouzi druhy paprsek ze zdroje, ktery je pfed métenim zeslaben. Oba
paprsky se méfi ve fotonasobicich, jejichz signal je srovndvan a vyhodnocovan.
(Klouda 2003)

Pii méfeni emisnich spekter fluorescence je excitaéni monochroméator nastaven
na pevnou Vvinovou délku budiciho zafeni. Pfi méfeni excitacnich spekter je pevné
nastavena vlnova délka na emisnim monochromatoru. Kromé vinovych délek excitace a
emise se b&zné nastavuji jesté¢ Sitky Stérbin obou monochromatord, které ovliviuji

citlivost a spektralni rozliSeni daného méteni.(Fisar 2004)

9

Obr. 2. Schéma spektrofluorimetru (1- zdroj, 2- excitaéni monochromator, 3- kyveta se
vzorkem, 4- zeslabovac paprsku, 5- emisni monochromator, 6, 7- fotonasobice, 8- zesilovac,
9- vyhodnocovaci zatizeni).



2.2. ORACIN

2.2.1. Vlastnosti a chemicka struktura

Oracin,  6-(2-(2-hydroxyethyl)-aminoelthyl)-5,11-dioxo-5,6-dihydro-11H-
indeno(1,2-c)isochinolin, je nové potencidlni cytostatikum, které¢ se v soucasné dobé
nachazi ve I1.fazi klinickych testti. Z jeho chemické struktury vyplyva, Ze hlavni zptisob
ucinku spociva v interkalaci s molekulou nukleové kyseliny, podobné¢ jako u
protinddorovych antibiotik ze skupiny anthracyklinti. Nicméné Siroké spektrum nadort
(napt. sarkom S37, pevna forma Ehrlichova sarkomu atd.), které jsou na oracin citlivé
neni vysledkem pouze tohoto jediného mechanismu tc¢inku, ktery se projevuje inhibici
syntézy DNA a RNA, nasledovanou snizenim obsahu proteini v nddorovych bunkach
(M¢lka 1993). Byly prokazany také jiné mechanismy, omezujici rist nadorovych bunék.
Tykaji se inhibice topoisomerasy II, ktera byla izolovana z jader bun€k Ehrlichova
karcinomu (Miko et al. 2002), stimulace aerobni spotieby glukosy a, v men§im rozsahu,
tvorby laktatu, ktery indukuje apoptéozu nadorovych bunék (Mélka 1993). Hlavnimi
vyhodami tohoto nového chemoterapeutika je moznost perordlni administrace, rizné
mechanismy ucinku, absence kardiotoxicity, negativni vysledky v Amesové testu
mutagenicity, velmi nizka hepatotoxicita a pfiznivé farmakokinetické vlastnosti (Wsol
et al. 2005).

Diky dutlezit¢é biologické aktivit¢ a pozitivnim vlastnostem, byla
biotransformace oracinu intenzivné¢ studovéna. Tyto studie odhalily karbonylovou
redukci oracinu na dihydrooracin (DHO), jako hlavni cestu metabolismu jak u béznych
laboratornich zvirat, tak u ¢lovéka (Wsol et al.1996; Szotakova et al.1996; Wsol et al.
2000). Vzhledem k tomu, ze DHO vykazuje fluorescen¢ni vlastnosti, mohl by byt

vhodnym substratem pro spektrofluorimetrické stanoveni aktivity redukénich enzymu.

2.2.2. Redukce oracinu v mikrosomalnich a cytosolickych frakcich potkanich jater
Redukce oracinu byla nejprve studovana z hlediska ptispévku NADPH

dependentniho cytochromu P450, ktery hraje duleZitou roli v redukci nékterych

xenobiotik nesoucich karbonylovou skupinu. Jednim z nejbéznéjSich prostredka ke

zjisténi role P450 v biotransformaénim procesu je vyuziti inhibitort a induktori.

Kyslik je dulezitym inhibitorem reduktasové aktivity cytochromu P450, proto bylo pfi

studiich pozorovano zna¢né zvySeni produkce DHO v anaerobnich podminkach. Pro

vyhodnoceni vlivu cytochromu P450 na redukci oracinu byl pouZit oxid uhelnaty, jehoZz



vazba na cytochrom P450 ptekvapivé zvySuje vynos DHO. Toto pozorované zvySeni
tvorby DHO muize byt vysvétleno inhibici reoxidace DHO na oracin, ktera je
pravdépodobné katalyzovana cytochromem P450. Zraznych induktori potkaniho
cytochromu P450, pouze 3-methylcholantren zptsobuje zna¢nou stimulaci produkce
DHO a inhibitor cytochromu P4501A, a-naftoflavon, vyznamné snizuje jeho redukéni
aktivitu. Z téchto poznatkl je zfejmé, ze ucast cytochromu P450 v redukci oracinu je
dilezita pouze po indukci P4501A.

11B-Hydroxysteroid dehydrogenasa je dalsi NADPH dependentni enzym,
ktery se ucastni této redukce v mikrosomalnich frakcich. Jako inhibitor HSD byla
pouzita kyselina 18B-glycyrrhetinova. Inkubaci s touto latkou se snizila produkce
DHO ve srovnani s neinhibovanou reakci. Pouzitim metyraponu, substratu 118-HSD
bylo prokazano, ze hlavnim mikrosomdlnim enzymem, ktery katalyzuje mikrosomalni
karbonylovou redukci oracinu je pravdépodobné 113-HSD.

Cytosol také hraje roli vredukci oracinu, pficemz je stejné¢ jako u
mikrosomil preferovan koenzym NADPH a anaerobni podminky. Na prvni pohled se
zda, Ze je cytosolickd redukce niz§i neZ u mikrosomt (mnozstvi DHO je vztaZzeno na
mg proteinil), ale piepocitame-li produkci DHO na mg jaterni tkané, je redukce
v cytosolickych frakcich az 7x vyssi. Podle prokazané citlivosti na quercitrin se zda, ze
enzymem zodpovédnym za tvorbu DHO v jaternim cytosolu je karbonyl reduktasa
(Szotakova et al. 2000).

2.2.3. Stereospecificka redukce oracinu v potkanich extrahepatalnich tkanich

Jatra jsou hlavnim mistem metabolismu xenobiotik Vv téle, nicméné vétSina
1é¢iv podstupuje také metabolismus v extrahepatalnich tkanich. Rozsah a stereospecifita
redukce oracinu na DHO byly testovany v mikrosomalnich a cytosolickych frakcich
jater, ledvin, srdce, plic, stény tenkého a tlustého stieva a caeca. Stejné tak byla
sledovana bakterialni redukce ve stievech. Mnozstvi DHO enantiomerii bylo métfeno
pomoci HPLC s pouZitim chirdlni kolony. Reduktivni biotransformace oracinu byla
vétsinou stereospecificka pro (+)-DHO, ale procenta enantiomert se mezi jednotlivymi
tkanémi a subcelularnimi frakcemi vyznamné lisila (od 56% (+)-DHO v srde¢nich
mikrosomech do 92% (+)-DHO v jaternim cytosolu. Stereospecifita pro (-)-DHO byla
pozorovana u bakterialni redukce v lumen tenkého stieva, caeca a tlustého stfeva. Posun

pomeéru (+)-DHO/(-)-DHO z 90:10 (v jaternich subcelularnich frakcich) na 60:40 (in-



Vivo) potvrzuje dulezitost prispévku extrahepatického metabolismu na celkovou

biotransformaci oracinu na DHO (Szotakova et al. 2003).

2.2.4. Piispévek aldo/ketoreduktas na metabolismus oracinu u ¢lovéka

Stejné jako u potkana i u ¢lovéka je hlavnim enzymem zodpovédnym za
karbonylovou redukci oracinu v mikrosomech 11B-hydroxysteroid dehydrogenasa typu
1. Na karbonylové redukci oracinu v jaternim cytosolu se dale podili tfi enzymy
z nadrodiny aldo/ketoreduktas. O AKRIC je znamo, ze hraji dilezitou roli
v metabolismu eobiotik, jejich schopnost metabolizovat xenobiotika byla prokazana
pouze V nékolika malo ptipadech. V ptipad¢ konverze oracinu na dihydrooracin se
jedna o AKR1C1, AKRIC2 a AKRIC4, pficemz AKRICI1 je zodpovédna za tvorbu
obou DHO enantiomert (+)-DHO i (-)-DHO v procentualnim poméru 97:3 a ma
vys$si aktivitu ve srovndni s AKR1C2 a 1C4, které jsou vyhradné stereospecifické pro
(+)-DHO.

Fakt, ze produkce (-)-DHO je pouze 3%, prestoze bylo prokazano, ze se
V cytosolu vytvofi vice nez 10% tohoto enantiomeru poukazuje na piispévek jinych,

dosud neznamych enzymu s vyssi aktivitou pro produkci (-)-DHO (Wsol et al.2005)

Obr. 3. Oracin

HO

Obr. 4. Dihydrooracin



2.3. ENZYMY REDUJICI KARBONYLOVOU SKUPINU

Védecké vyzkumy ukazuji, ze vétSina xenobiotickych aldehydl a ketonti je u
savcu enzymaticky metabolizovana redukénimi cestami (Felsted, Bachur 1980).
Redukce karbonylové skupiny je vyznamnym krokem v 1. fazi biotransformace mnoha
riznych aromatickych, alicyklickych a alifatickych xenobiotik  obsahujicich
karbonylové skupiny vcetné¢ farmakologicky ucinnych latek. Z farmakologického
hlediska je redukce karbonylové skupiny vyznamna v mnoha inaktivac¢nich procesech u
1é¢iv obsahujicich karbonylovou skupinu, dale mohou byt latky redukei karbonylové
skupiny aktivovany ¢i toxifikovany (Maser 1995).

Redukce méni fyzikalné-chemické vlastnosti molekuly, coz mé za nasledek vliv
na rozdé€lovaci koeficient. Tim se méni intracelularni distribuce, tkanova distribuce,
permeabilita membran, vaznost proteinti a farmakologicka distribuce. Tato metabolicka
zména milze vést ke zméné farmakologického a toxikologického ucinku daného agens
(Felsted, Bachur 1980).

Redukce karbonylové skupiny xenobiotik je pievazné katalyzovana
cytosolickymi a mikrosomalnimi NAD(P)H dependentnimi enzymy patficimi do tfi
proteinovych nadrodin:

1. dehydrogenasy/reduktasy se sttedné dlouhym fetézcem (MDR)

2. dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR)

3. aldo/ketoreduktasy (AKR)
(E.C.1.1.1.21) a karbonylreduktasa (E.C.1.1.1.184) spole¢né
s hydroxysteroiddehydrogenasami  (HSD)  30-HSD  (E.C.1.1.1.50), 3B-HSD
(E.C.1.1.1.51), 17B-HSD (E.C.1.1.1.62), 30/20B-HSD (E.C.1.1.1.53), 200-HSD
(E.C.1.1.1.149) a 11B-HSD (E.C.1.1.1.146) (Maser 1995).



2.3.1. Aldo/ketoreduktasy

Aldo/ketoreduktasy (AKR) reprezentuji Sirokou rodinu oxidoreduktas.
Nachézeji se u obratlovcli, bezobratlych, rostlin, protozoi, hub, eubakterii a
archebakterii, coz dokazuje, e se jedna o prastarou nadrodinu enzymi. Clenové
nadrodiny AKR jsou monomerni proteiny v délce pfiblizné 320 aminokyselin, které
vazi NAD(P)H. AKR se tcastni metabolismu Sirokého spektra substrati (Jez, Penning
2001). Zahrnuji aldehydreduktasy, aldosoreduktasy, dihydrodioldehydrogenasy a
hydroxysteroiddehydrogenasy.

Enzymy ndlezici do nadrodiny AKR maji Casto n€kolik nazvi v zavislosti na
substratoveé specifité. Napt-. lidska  AKR1C4 neboli lidska 3a-
hydroxysteroiddehydrogenasa typ I je také znama jako dihydrodioldehydrogenasa 4 a
chlordeconreduktasa, diky své enzymatické aktivit¢ vici insekticidu chlordeconu
(Breyer-Pfaff, Nill 2000).

Diky této mnohocetnosti nazvii pro jednotlivé ¢leny AKR, navrhli Jez a Penning
(2001) rozsifovatelny nomenklaturni systém, ktery je zaloZzen na identité¢ sekvence
aminokyselin. Na hladiné 40% aminokyselinové identity byla nadrodina AKR
roz¢lenéna do jednotlivych rodin, zna¢enych arabskymi c¢islicemi (AKR1 apod.). Na
hladin€ 60% identity aminokyselinové sekvence se rozliSuji podrodiny znacené velkymi
pismeny.

AKR se podle Jeze a Penninga (2001) ¢leni do dvanacti rodin AKR1-12. Rodina
AKRI1 zahrnuje pét podrodin, oznafenych velkymi pismeny:

1.sav¢i aldehydreduktasy (AKR1A)

2.aldosoreduktasy (AKR1B)

3.hydroxysteroiddehydrogenasy (AKR1C)

4.A*-3-ketosteroid-5p-reduktasy (AKR1D)

S.rostlinné aldehydreduktasy (AKR1E) (Jez et al. 1997a).

2.3.1.1. HYDROXYSTEROIDDEHYDROGENASY

Hydroxysteroiddehydrogenasy jsou NAD(P)(H)-dependentni oxidoreduktasy,
které zprosttedkovavaji preménu sekundarnich alkoholll na ketony na steroidnim jadie a
postrannim fetézci. Podstatnou roli téchto enzyml je ochrana organismi pred
poskozenim akumulaci toxickych karbonylovych slou¢enin (Maser, Oppermann 1997).

Nachazeji se jak v mikrosomech, tak v cytosolu.



2.3.1.2. ALDEHYDREDUKTASY

Subcelularni lokalizace aldehydreduktas je primarné cytosolickd a v nékterych
piipadech také mitochondridlni. Jejich molekulova hmotnost se pohybuje mezi 29 000
az 44 000 v nativni 1 denaturované form¢, coz ukazuje na monomerni strukturu enzymii.
Ketoreduktasy jsou v distribuci a oblasti molekulovych hmotnosti srovnatelné
s aldehydreduktasami (Testa 1995).

Aldehydreduktasy katalyzuji NADP(H)-dependentni redukce Sirokého spektra
aldehydi na pfislusné alkoholy. K jejich fyziologickym funkcim patii metabolismus
aldehydickych neurotransmitert produkovanych monoaminooxidasou, detoxikace
reaktivnich aldehydickych intermediati a osmoregulace (Allan, Lohnes 2000).

Aldehydreduktasa byla poprvé ziskana zjater potkana a charakterizovana
Mannem v roce 1961. Prvni enzym z lidské tkané byl ziskdn z jater a charakterizovan
Wermuthem v roce 1977. Aldehydreduktasa je rozsifena mezi vSemi druhy savcu a
ptaku, byla také detekovana u plazii, obojzivelnikd, ryb, hmyzu, kvetoucich rostlin a
hub. Nejvyssi hodnoty aldehydreduktas byly u savcl zjistény v kufe ledvin a jatrech.

Urcité hodnoty aktivity jsou v§ak naméfitelné ve vSech tkanich (Barski et al. 1996b).

2.3.1.3. ALDOSOREDUKTASY

Aldosoreduktasy byly zjiStény v mnoha Zivocisnych tkanich a jsou zapojeny
v konverzi glukozy na sorbitol (kofaktorem je NADPH), ktery je déale pfeménovan na
fruktézu sorbitoldehydrogenasou s NAD" jako kofaktorem. Tato metabolicka cesta je
nazyvana polyolovou a je alternativni cestou glukézového metabolismu (Seo et al.
2000). Aldosoreduktasa vykazuje vysokou aktivitu pro glyceraldehyd s nizsi aktivitou
pro pentosy a hexosy a je téz klicovym enzymem v oxidativni deaminaci
sympatoneuralniho neurotransmiteru norepinefrinu. Aldehydreduktasa zde muze
aldosoreduktasu nahradit, ale jeji redukcni aktivita je mnohem nizsi (Kawamura et al.
1999).

2.3.1.4. KETOREDUKTASY
Dalsi skupinou karbonylreduktas jsou ketoreduktasy. Ketoreduktasy jsou casto
zminovany, ale zfidka dobfe charakterizovany. Zahrnuji o- a  fB-

hydroxysteroiddehydrogenasy, riizné prostaglandinreduktasy a mnoho dalSich (Testa
1995).



Tyto enzymy jsou priméarné lokalizovany v cytosolu, nejvice aktivni jsou
Vv jatrech a ledvinach (Felsted, Bachur 1980). V oblasti molekulovych hmotnosti jsou
srovnatelné¢ s aldehydreduktasami. Aromatické ketony jsou témito reduktasami
redukovany mnohem vice nez alifatické ketony. Aldehydy jsou také vhodnymi substraty

pro ketoreduktasy a proto jsou nazyvany karbonylreduktasami (Testa 1995).
2.3.2. Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym ietézcem (SDR)

Cytosolicka karbonyl reduktasa a mikrosomalni 11B-
hydroxysteroiddehydrogenasa-1 jsou dva nejstudovanéjsi enzymy redukujici
karbonylovou skupinu xenobiotik zrodiny SDR, ktera je jednou z nejvétSich
proteinovych podrodin soucasnosti. VéEtSina znamych struktur spadajicich do skupiny
SDR jsou rozpustné proteiny s délkou monomeru okolo 270 aminokyselinovych zbytka
a jsou popisovany jak mono-, tak oligomerni formy. Aktivni misto zahrnuje
katalytickou triddu s vysoce, ale ne striktn€ zachovanymi zbytky Ser-Tyr-Lys.
(Oppermann, Maser 2000)

2.3.3. Dehydrogenasy/reduktasy se stfedné dlouhym retézcem (MDR)

Hlavni funkci enzymi ndlezicich do nadrodiny MDR je oxidace alkohold,
redukce chinonti a dehydrogenace/redukce endogennich sloucenin. Jako koenzym slouzi
predev§im NAD(H). Struktura zahrnuje nejcastéji okolo 370 aminokyselinovych zbytk
a aktivni misto je tvofeno Zn?*, His a Ser. V soucasnosti je identifikovano vice nez 500
riznych struktur — ¢lent MDR, mezi néz patii i vétSina alkoholdehydrogenas.

(Oppermann, Maser 2000)



3. CILE PRACE

Cilem ptedlozené bakalatské prace bylo:

1) Proméfit absorpéni spektra vodnych roztokt dihydrooracinu a oracinu pomoci

spektrofotometru.
2) Proméfit fluorescenéni emisni a excita¢ni spektra dihydrooracinu a oracinu a
vybrat nejvhodné€js$i excitacni a emisni vlnové délky pro meéfeni zavislosti

intenzity fluorescence na koncentraci sledované latky.

3) Zméfit zavislost intenzity fluorescence na koncentraci dihydrooracinu ve

vodném roztoku Vv rozmezi 0,5 — 50 uM.
4) Zjistit vliv oracinu na intenzitu fluorescence dihydrooracinu .

5) Zjistit vliv biologického materialu (cytosolu a mikrosomil) na intenzitu

fluorescence dihydrooracinu.



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. CHEMIKALIE, PRISTROJE A POMUCKY

Chemikalie :
e Dihydrooracin
e Oracin
e Redestilovana voda
e Cytosol

e Mikrosomy

Piistroje:
e Spektrofotometr Helios
e Spektrofluorimetr Perkin Elmer
e Spektrofluorimetr AMINCO — Bowman serie 2
e Analytické vahy

e Ultrazvukova lazen Bandelin - sonorex

Pomiicky:
e Sklenéné lahvicky
e Automatické pipety
e Bunicina
e Kfemenné kyvety
o Lzicky
e Alobal

e parafilm



4.2. PRIPRAVA VODNYCH ROZTOKU ORACINU A DHO

Zasobni roztoky oracinu a dihydrooracinu o koncentraci 500 uM byly
pfipraveny rozpusténim vypoctené navazky téchto latek v 10 ml redestilované vody
S pouzitim ultrazvukové lazné. Sklenéné lahvicky s jednotlivymi roztoky byly obaleny
alobalem, aby se zabranilo fotolyze vzorku.

Vypocet navazky oracinu: V =10 ml =0,01 I
Mr = 370,85 g/mol
c =500 uM
n=c.V=500.10°.0,01=5.10"° mol
m=n.M=5.10"°.370,85=1,854 .10* g = 1,85 mg

Vypocet navazky DHO: vV =0,011
Mr = 372,85 g/mol
c =500 uM
n=c.V=500.10°.0,01=5.10° mol
m=n.M=5.10°.372,85=1864,25.10° g = 1,86 mg

(V — celkovy objem roztoku, Mr — molekulova hmotnost, ¢ — vysledna koncentrace

roztoku, n — latkové mnozstvi, m — hmotnost).

4.3. MERENI ABSORPCNICH SPEKTER ORACINU A DHO

Absorpcni spektra (zavislost absorbance na vlnové délce zareni) byla métena u
pfipravenych 500 uM zésobnich roztokti oracinu a dihydrooracinu pomoci
spektrofotometru HELIOSb. Méfeni probihalo za laboratorni teploty a na pfistroji byly

nastaveny tyto parametry:

Pocatecni vinova délka: 200.0 nm
Koncova vinova délka: 800.0 nm pro oracin, 500.0 nm pro dihydrooracin
Sitka pasma: 2.0 nm

Interval dat: 1.0 nm



4.4. MERENI FLUORESCENCNICH EMISNICH A EXCITACNICH
SPEKTER

Fluorescen¢ni spektra byla méfena u 2,5 uM roztoku dihydrooracinu, ktery byl
ptipraven z 0,05 ml zésobniho roztoku a 9,95 ml redestilované vody.
Parametry piistroje: Zdroj primarniho zafeni: 150 W xenonova lampa
Siika Stérbiny monochromatorii: 4,0 nm
Rozsah vinovych délek pro méieni emis. spektra: 350 — 800 nm
Rozsah vinovych délek pro méfeni ex. spektra: 280 — 370 nm
Emisni spektrum DHO bylo nejprve méfeno pii konstantni excitaéni vinové
délce 340 nm a podruhé pii konstantni excita¢ni vinové délce 359 nm.
Excita¢ni spektrum DHO bylo méfeno pii konstantnich hodnotdch emisniho

zateni a to nejdiive pti 385 nm a poté pii 408 nm.

4.5. MERENI KALIBRACNI KRIVKY

Roztoky pro méfeni kalibracni kiivky byly pfipraveny fedénim 500 uM

zasobniho roztoku dihydrooracinu podle nésledujici tabulky:

Tab. 1. Objemy zasobniho roztoku DHO a redestilované vody pro piipravu kalibra¢nich

roztokil.
koncentrace | zasobni roztoku DHO | redestilovana voda
(LM) (ml) (ml)
0,5 0,01 9,99
1,0 0,02 9,98
2,0 0,04 9,96
2,5 0,05 9,95
5,0 0,10 9,90
10,0 0,20 9,80
25,0 0,50 9,50
50,0 1,00 9,00




U kazdého z téchto roztokl byla na spektrofluorimetru zmétena intenzita fluorescence
pfi excitacni vinové délce rovné 359 nm a vinové délce emisniho zafeni 408 nm a znovu
pii excitacni vlnové délce 341 nm a emisni vinové délce 385 nm . Ze zévislosti intenzity
fluorescence na koncentraci roztoku DHO byly sestrojeny grafy pro jednotlivé
kombinace vlnovych délek excitace a emise a vybrany hodnoty téchto veli€in, pfi
kterych byla intenzita fluorescence vyssi. Tyto parametry poté byly pouzity pro dalsi

meéfeni.

4.6. STUDIUM VLIVU ORACINU

Zasobni roztok oracinu o koncentraci 0,1 mol/l byl pfipraven rozpusténim
vypoltené navazky ve 2ml redestilované vody. Tento roztok byl piidavan do
jednotlivych kalibra¢nich vzorkt (koncentrace od 0,5 do 50 uM) podle tabulky a poté
byly zméteny tii zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci DHO v roztoku (pro
jednotlivé koncentrace ptidaného oracinu).

Vypocet navazky oracinu: V =2 ml=0,002 |
Mr = 370,85 g/mol
c=0,1 mol/l
n=c.V=0,1.0,002=0,0002
m=n.Mr=0,0002 . 370,85 =0,0742 g

Tab. 2. Hodnoty ptidaného oracinu a jeho vysledna koncentrace v roztoku.

Pfidany objem zasobniho
roztoku oracinu

Vysledny objem zasobniho
roztoku oracinu

Vysledna koncentrace
oracinu v roztoku

(0)) (0)) (uM)
2,5 2,5 100
15 4,0 160
15 5,5 220




4.7. STUDIUM VLIVU CYTOSOLU A MIKROSOMU

K jednotlivym kalibra¢nim roztoktim 0 objemu 2,5 ml a koncentracich 0,5; 1; 2;
2,5; 5; 10; 25 a 50 uM bylo piidavano rostouci mnozstvi cytosolu (mikrosomi).

Nasledn¢ byla zmétena zavislost intenzity fluorescence na koncentraci roztok.

Tab. 3. Pfidany a vysledny objem cytosolu (mikrosomti) v roztoku.

Objem ptidaného cytosolu | Vysledny objem cytosolu
(mikrosomi) (mikrosomt) v roztoku
(nh (1)
1 1
1 2
3 5
5 10
10 20
10 30
10 40
10 50




5. VYSLEDKY

5.1. ABSORPCNI SPEKTRA

U jednotlivych vodnych roztokti dihydrooracinu a oracinu o koncentraci 500 uM

byla zmétena absorpcni spektra, ktera jsou uvedena na obrazku 5 a 6.
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Obr. 5. Absorp¢ni spektrum vodného roztoku oracinu S maximy absorbance pti
vilnovych délkach: 230 nm, 280 nm a 350 nm.
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Obr. 6. Absorpéni spektrum vodného roztoku dihydrooracinu S maximy absorbance pfi

vlnovych délkach: 214 nm, 238 nm, 343 nm.



5.2. EXCITACNI A EMISNI SPEKTRA

Excitacni a emisni spektra byla méfena u 2,5 uM roztoku dihydrooracinu
pomoci spektrofluorimetru. Vysledky méfeni ptfi rtizné vinové délce excitace resp.

emise demonstruji obrazky 7 — 10.
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Obr. 7. Emisni spektrum dihydrooracinu pii excitaci 340 nm. Maxima odpovidaji

vlnovym délkam: 385 nm, 408 nm a 680 nm.
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Obr. 8. Emisni spektrum dihydrooracinu pfi excitaci 359 nm. Maximum odpovida

hodnoté 408 nm.
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Obr. 9. Excita¢ni spektrum dihydrooracinu pfi emisi 385 nm. Maximum odpovida

vlnové délce 340 nm.
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Obr. 10. Excitaéni spektrum dihydrooracinu pii emisi 408 nm. VInova délka maxima

odpovida hodnoté 359 nm.



5.3. ZAVISLOST INTENZITY FLUORESCENCE NA KONCENTRACI
DIHYDROORACINU

Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci dihydrooracinu v roztoku byla

meéfena na spektrofluorimetru pii hodnotach excitace 340 nm a 359 nm a emise 385 nm

a 408 nm a vysledky jsou uvedeny v tabulce 4 a 5 a na obrazku 11, 12 a 13.

Tab. 4. Fluorescen¢ni signal pro jednotlivé kalibraéni roztoky pti vinové délce excitace 359 nm

a vinové délce emise 408 nm.

¢ (uM)

0,5

1,0

2,0

2,5

5,0

10,0

25,0

50,0

signal

1,006

1,718

5,223

6,22

11,78

25,66

52,32

52,24

fluorescenéni signal
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Obr. 11. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci dihydrooracinu pii excitaci

359 nm a emisi 408 nm.




Tab. 5. Fluorescen¢ni signal pro jednotlivé koncentrace dihidrooracinu pii vinové délce

excitace 340 nm a emise 385 nm.

¢ (uM)

0,5

1,0

2,0 2,5 5,0 10,0 25,0

50,0

signal

-0,474

-1,105

1846 | 2,658 | 5831 | 11,280 | 25,100

35,510

fluorescencni signal

10 20 30 40 50 60

koncentrace

Obr. 12. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci dihydrooracinu pfi excitaci

340 nm a emisi 385 nm.
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Obr. 13. Porovnani zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci DHO.




5.4. VLIV ORACINU NA INTENZITU FLUORESCENCE DHO

Po ptidani urc¢itého mnozstvi zdsobniho roztoku oracinu o koncentraci 0,1 mol/l
(viz tab. 2.) byla pomoci spektrofluorimetru zmétena zavislost intenzity fluorescence na
koncentraci dihydrooracinu a bylo sledovano snizeni fluorescen¢niho signalu pro rizné

koncentrace ptidaného oracinu. Vysledky shrnuji tabulky 6 - 8 a obrazky 14 - 17.

Tab. 6. Hodnoty fluorescence pro jednotlivé roztoky DHO po ptidani 100 pM oracinu.

c(uM) | 05 1,0 2.0 25 5,0 100 ]250 50,0

signal | -0,255 0,364 [1299 |1331 |6,591 |15,700 | 33,790 | 54,750
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Obr. 14. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO s piidavkem 100 pM
oracinu.




Tab. 7. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé koncentrace DHO po pridani roztoku

oracinu o koncentraci 160 uM.

c(uM) |05 1,0 2,0 2,5 5,0 10,0 25,0 50,0
signal | -0,196 |-0,115 | 0,394 0,497 3,668 9,147 20,750 | 37,070
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Obr. 15. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO pro pfidani 160 uM

oracinu.

Tab. 8. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé koncentrace DHO po piidani

220 uM roztoku oracinu.

¢ (uM)

0,5

1,0

2,0 2,5 5,0 10,0 25,0

50,0

signal

-0,051

-0,366

0,128 0,159 3,49 |7,410 |17,270

26,130

koncentraci 220 uM.
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Obr. 16. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po pfidani oracinu o
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Obr. 17. Porovnani vlivu rizné koncentrace ptidaného oracinu na intenzitu

fluorescence DHO.



55. VLIV BIOLOGICKEHO MATERIALU NA INTENZITU
FLUORESCENCE DIHYDROORACINU

K jednotlivym kalibraénim roztoklim dihydrooracinu bylo postupné ptidavano
ur¢ité mnozstvi biologického materialu (cytosolu, mikrosomu) (viz. tab. 3.) a pomoci
spektrofluorimetru byla méfena zavislost intenzity fluorescence na koncentraci
dihydrooracinu. Vliv Dbiologického materialu byl posuzovan podle zmén ve

fluorescencnich signalech.
5.5.1. Vliv cytosolu
Vysledky testovani vlivu cytosolické suspenze na intenzitu fluorescence

dihydroracinu jsou uvedeny v tabulkach 9-16 a na obrazcich 18 -25.

Tab. 9. Hodnoty fluorescence pro jednotlivé roztoky DHO obsahujici 1ul cytosolu

c(uM) | 05 1,0 2.0 25 5,0 100 ]250 50,0

signal | 2619 |32/5 |7,839 |7582 |32550 |54,430 |54,440 | 54,430

60 -

50
40 1
30
20

fluorescencni signal

10 A

0 10 20 30 40 50 60

koncentrace

Obr. 18. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po ptidani 1pul cytosolu.




Tab. 10. Hodnoty fluorescencniho signalu pro jednotlivé koncentrace DHO s 2 pl cytosolu.

¢ (uM)

0,5

1,0

2,0

2,5

5,0

10,0

25,0

50,0

signal

5,929

3,932

6,077

7,134

21,310

54,370

54,210

54,400
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Obr. 19. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po pfidani 2 pl cytosolu.

Tab. 11. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po pfidani 5 pl cytosolu.

¢ (uM)

0,5

1,0

2,0

2,5

50

10,0

25,0

50,0

signal

6,564

3,689

6,175

6,643

19,910
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54,430

54,270
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Obr. 20. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po ptidani 5 pl cytosolu.




Tab. 12. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po ptfidani 10 ul

cytosolu.
c(uM) (0,5 1,0 2,0 2,5 5,0 10,0 25,0 50,0
signal | 0,694 1,492 2,276 0,865 8,569 15,080 | 52,870 | 13,760

]
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Obr. 21. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po piidani 10 pl

cytosolu.

Tab. 13. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po ptidani 20 ul

cytosolu.

¢ (uM)

0,5

1,0

2,0

2,5

5,0

10,0
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signal

0,850

1,092

1,116
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Obr. 22. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO pro ptidani 20 pl

cytosolu.




Tab. 14. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po pfidani 30 ul

cytosolu.

¢ (uM)

0,5

1,0

2,0

2,5 50 10,0 25,0

50,0

signal

1,053

0,671

2,025

1,497 6,672 |13,170 | 34,600
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Obr. 23. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po pfidani 30 pl

cytosolu.

Tab.15. Hodnoty

cytosolu.

fluorescencniho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po pfidani 40 pl

¢ (uM)

0,5

1,0

2,0

2,5 5,0 10,0 25,0

50,0

signal

2,116

1,140

1,369

1545 14978 |12,130 | 28,710
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Obr. 24. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po pfidani 40 pl

cytosolu.




Tab. 16. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po pfidani 50 ul
cytosolu.

c(uM) | 05 1,0 2.0 25 5,0 100 ]250 50,0

signal | 179 |0840 [2,334 1393 |3,1/8 |9,668 |21,450 | 15,280
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Obr. 25. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po ptidani 50 pl

cytosolu.

5.5.2. Vliv mikrosomii
Vysledky testovani vlivu mikrosomalni suspenze na intenzitu fluorescence

dihydroracinu jsou uvedeny v tabulkach 17 — 24 a na obrazcich 26 - 33.

Tab. 17. Hodnoty fluorescenéniho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po ptidani 1 pl

mikrosomu.

c(uM) |05 1,0 2,0 2,5 5,0 10,0 25,0 50,0

signal | 0925 |135 |[2922 |4,027 |18,390 |32,350 | 54,940 | 54,900
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Obr. 26. Zavislost int. fluorescence na koncentraci DHO pro pfidani 1 pl mikrosomd.

Tab. 18. Hodnoty fluorescenéniho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po ptidani 2 pl

mikrosomu.

¢ (uM)

0,5

1,0
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signal
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1,420
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Obr. 27. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po pfidani 2 pl

mikrosomu.




Tab. 19. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po ptidani 5 pl

mikrosomu.

c(uM) | 05 1,0 2.0 25 5,0 100 ]250 50,0

signal | 5800 |2306 |[3,615 |3691 10,850 |30,700 | 54,930 | 54,830
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Obr. 28. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po piidani 5 pl

mikrosomu.

Tab. 20. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po pfidani 10 pl

mikrosomu.

c(uM) |05 1,0 2,0 2,5 5,0 10,0 25,0 50,0

signal | 5945 3246 3352 4290 |12,640 |[29,730 |52,76 |55,13
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Obr. 29. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po piidani 10 pl

mikrosomu.




Tab. 21. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro roztoky DHO po ptidani 20 ul mikrosomti.

c(uM) | 05 1,0 2.0 25 5.0 100 |250 50,0

signal | 7,149 4,441 3,110 |3,754 ]9,015 |28,570 | 53,660 | 54,730
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Obr. 30. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po piidani 20ul

mikrosomu.

Tab. 22. Hodnoty fluorescenéniho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po ptfidani 30 pl

mikrosomu.

c(uM) | 05 1,0 2.0 25 5,0 100 ]250 50,0

signal | 12580 | 4,915 |6,174 4540 |10,560 |23,830 | 54,730 | 54,950
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Obr. 31. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po pfidani 30 pl

mikrosomu.




Tab. 23. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po ptfidani 40 pl

mikrosomu.

c(uM) | 05 1,0 2.0 25 5,0 100 ]250 50,0

signal | 15570 | 5,823 |[6,310 |5123 ]9,960 |23,750 | 54,950 | 54,790
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Obr. 32. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po piidani 40 pl

mikrosomu.

Tab. 24. Hodnoty fluorescen¢niho signalu pro jednotlivé roztoky DHO po pfidani 50 pl

mikrosomu.
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Obr. 33. Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci DHO po piidani 50 pl

mikrosomu.



6. DISKUSE

Cilem této prace bylo zjistit, zda je spektrofluorimetrie pouzitelna pro stanoveni
aktivity nékterych enzymi redukujicich karbonylovou skupinu. Aktivita vtomto
piipadé odpovidd intenzité fluorescence produktu vznikajiciho pii redukci. Pro tuto
studii byl wvybran dihydrooracin, metabolit vznikajici enzymatickou redukci
karbonylové skupiny nového potencialniho cytostatika oracinu. Hlavnim divodem jsou
jeho vyhodné fyzikalné-chemické vlastnosti: dobra rozpustnost ve vodé a hlavné
schopnost fluorescence.

Vprvni fazi byla proméfena absorpCni spektra zasobnich roztokl
dihydrooracinu a oracinu. Ob¢ tato spektra vykazovala tfi vyznamnéj$i maxima
Vv ptiblizné podobnych oblastech vinovych délek, pficemz maxima vodného roztoku
dihydrooracinu odpovidala niz§im hodnotam vlnovych délek nez absorpcni maxima
roztoku oracinu.

Samotné  spektrofluorimetrické stanoveni  dihydrooracinu se ponékud
zkomplikovalo. Puvodné mélo méfeni probihat na spektrofluorimetru Perkin-Elmer,
uzpiisobeném 1 pro pouziti mikrotitracnich destic¢ek, které by umoznily rychlejsi analyzu
pfi vétsim poctu vzorki a nékolikandsobné nizsi spotiebu analyzovaného materialu. Po
celodennim netspésném méteni vsak byla odhalena zavazna porucha tohoto pfistroje a
bylo tedy nutné ve studii pokracovat na katedfe fyzikdlni chemie se
spektrofluorimetrem Aminco Bowman, zde uz méfeni probihalo bez vétSich problémi.

Prométfenim excitacnich a emisnich fluorescenénich spekter byly ziskany dvé
rizné kombinace vlnovych délek pro méfeni zavislosti intenzity fluorescence na
koncentraci dihydrooracinu: hodnota excitacni vlnové délky 340 nm a emisni vlnové
délky 385 nm a druhd kombinace odpovidajici hodnotam excitace 359 nm a emise 408
nm. Poté byla zméfena zavislost intenzity fluorescence na koncentraci dihydrooracinu
pro obé mozné kombinace vinovych délek a byly porovnany fluorescenéni signaly. Na
zakladé€ toho byly vybrany hodnoty pro dalsi méfeni a to: vinova délka excitace 359 nm
a vlnova délka emise 408 nm, v tomto ptipade totiz byla intenzita fluorescence téméet
dvojnéasobna.

ProtoZze pfi testovani aktivity reduk¢nich enzymi bude ve vzorku pfitomen i
nezreagovany substrat oracin, bylo tfeba zjistit jakym zplisobem ovliviiuje intenzitu

fluorescence dihydooracinu a tedy 1 jeho spektrofluorimetrické stanoveni. Porovnanim



naméfenych zavislosti bylo zjisténo, ze oracin pfitomny v roztoku v koncentraci 100
uM  vyznamné snizuje fluorescencni signdl u fady roztokdi dihydrooracinu do
koncentrace 25 uM, pfiCemz fluorescencni signal 50 puM roztoku DHO ziistava
nezménény. 160 uM oracin uz snizuje intenzitu fluorescence u vSech kalibra¢nich
roztoktt DHO a 220 uM mnozstvi oracinu piitomné v roztoku zpasobuje snizeni signalu
na polovinu. Da se tedy piedpokladat, ze mnozstvi oracinu vyssi nez 300 uM stanoveni
zcela znemozni.

Vsechny piedchozi kroky se soustfedily pouze na méfeni intenzity fluorescence
Cisttho vodného roztoku dihydrooracinu, coz neni pro prokazani pouzitelnosti
spektrofluorimetrie pro stanoveni aktivity enzymu dostate¢né. Bylo tedy nutné posoudit
vliv biologického materialu, v tomto ptipad¢ jaterniho cytosolu a mikrosomt. Ziskané
vysledky se navzdjem dosti liSily. Zatimco u 0,5 pM a 10 uM roztokti DHO velmi malé
mnozstvi cytosolu (do 5 ul) vyvolalo zvySeni fluorescencniho signalu, u ostatnich
roztokll s vyssi koncentraci DHO k vyrazné&jSi zméné intenzity fluorescence nedoslo. Po
pfidani vétSiho mnozstvi cytosolu (10 pul — 50 pl) uz dochazelo ke znaénému snizeni
fluorescencniho signdlu s vyrazngj§im poklesem u roztokd dihydrooracinu o
koncentraci 50 uM. V pfipadé mikrosomii byl opét pozorovan vzestup hodnot
fluorescen¢niho signalu u 0,5 uM roztokli dihydrooracinu, hodnoty intenzity
fluorescence u ostatnich kalibra¢nich roztokt dihydrooracinu vsak nebyly piilis

ovlivnény ani po pfidani 50 pl mikrosomd.

Ze ziskanych vysledkua tedy vyplynulo, Ze pti spektrofluorimetrickém stanoveni
mnozstvi dihydrooracinu v biologickém materidlu je vyhodné vyuzit pro méfeni
excitani a emisni vlnové délky pfi kterych je intenzita fluorescence nejvyssi, coz
umozni stanoveni DHO 1 v pfitomnosti pomérn€é vysokého mnozstvi oracinu, ktery
snizuje fluorescencni signal. Vliv biologického materidlu je nejednotny, zavisi ve velké

mife na koncentraci dihydrooracinu v roztoku, coz je tfeba brat pii méteni v tvahu.



7. ZAVER

Tato studie, jejimz cilem bylo zjistit moznosti vyuziti spektrofluorimetrické
metody pro stanoveni aktivity reduktas oracinu v mikrosomalni a cytosolické frakci
jaterniho homogenatu, ptinesla fadu vysledki. Po jejich zpracovani a vyhodnoceni jsem

dospéla k témto zavérim:

e Nejvyhodnéjsi nastaveni vinovych délek pro spektrofluorimetrické stanoveni
dihydrooracinu je: vlnova délka excitace 359 nm a vlnova délka emise 408 nm.
Pti téchto hodnotéch je fluorescencni signal nejvyssi.

e Pfitomnost oracinu v analyzovaném vzorku zpusobuje sniZeni fluorescen¢niho
signalu dihydrooracinu. Pfi koncentraci oracinu vyssi nez 300 uM jiz mnoZzstvi
dihydrooracinu spolehlivé stanovit nelze.

e Vliv biologického materialu na intenzitu fluorescence dihydrooracinu je
nejednoznacny. Zatimco mikrosomy stanoveni vyznamnéji nerusi, cytosol
zpusobuje vyrazné snizeni fluorescenéniho signalu.

e Spektrofluorimetrické stanoveni dihydrooracinu by bylo mozné vyuzit pro
testovani aktivit mikrosomalnich redukénich enzymii pfi volbé konstantni

koncentrace substratu oracinu pfiblizné do 150 pM.



8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AKR
DHO
HSD
MDR
SDR

aldo/ketoreduktasy

dihydrooracin

hydroxysteroiddehydrogenasa
dehydrogenasy/reduktasy se stiecdné dlouhym fetézcem

dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
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