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ABSTRAKT
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Skolitel: prof. Ing. Barbora Szotakova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vliv seskviterpenti na detoxikacni enzymy v jaternich fezech

Seskviterpeny jsou sekundarni metabolity produkované rostlinami, bakteriemi
a houbami. ZajiStuji preziti a konkurenceschopnost rostliny. Jsou sloZené ze tii
izoprenovych jednotek. Vykazuji protizanétlivy, antimalaricky, antibakteridlni,
antivirovy, antioxidacni, analgeticky, antifungalni, ¢i protimutagenni efekt. Jiz dlouha
léta jsou pouZzivany v lidové medicing a jako kofeni. Cilem této prace bylo zjistit, jak
ovliviiuji vybrané seskviterpeny - a-humulen (HUM), p-karyofylen (CAR)
a karyofylen-oxid (CAO) aktivitu vybranych biotransformacnich enzymi —
karbonylreduktasy 1 (CBRI1), aldoketoreduktasy (AKRI1C9), aldehydreduktasy
(AKR1A1), UDP-glukuronosyltransferasy (UGT), NAD(P)H-chinonoxidoreduktasy 1
(NQO1), glutahion-S-transferasy (GST), sulfotransferasy (SULT) a cytochromu P450
1A1/2, 2B a 3A (CYPI1A1/2, CYP2B/3A). Prace byla provedena na modelu
ultratenkych tkanovych fezli z jater laboratorniho potkana (Rattus norvegicus, kmen
Wistar). Tloustka fezu byla 200-250 um a primér 8 mm. Jaterni fezy byly 30 minut
preinkubovany a nasledné inkubovany v pfitomnosti seskviterpenli
8 a 24 hodin v 12jamkové destice v atmosféfe pneumoxidu. Vzorky fezu a média byly
odebirany po preinkubaci a dale po 8 a 24 hodinach. Koncentrace seskviterpenii byla
10 uM. Bylo zjiSténo ovlivnéni aktivity AKR1A1, CYP2B/3A a NQO1 oproti kontrole.
Aktivita AKR1A1 byla inhibovana CAR a HUM po 8 hodinach inkubace. Aktivita
CYP2B/3A byla inhibovana CAR a HUM po 8 hodinach inkubace a CAO po 24
hodinach inkubace. Aktivita NQO1 byla snizena HUM po 24 hodinach inkubace.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Hana Horackova
Supervisor: prof. Ing. Barbora Szotdkova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Effect of sesquiterpenes on detoxifying enzymes in liver slices

Sesquiterpenes are secondary metabolites produced by higher plants, bacteria and fungi.
They ensure the survival and competitiveness of plants. Sesquiterpenes are composed of
three isoprene units. They possess anti-inflammatory, antimalarial, antibacterial,
antiviral, antioxidant, analgesic, antifungal and anticancer activity. Sesquiterpenes, the
main components of plant essential oils, have been used in folk medicine and as spices
for years. The aim of this diploma thesis was to find out the effect of three structurally
related sesquiterpenes o-humulene (HUM), p-caryophyllene (CAR), and
B-caryophyllene oxide (CAO) on the activities of the main drug-metabolizing enzymes.
Precision-cut tissue slices from the rat liver (Rattus norvegicus) were chosen as model
system. Thickness of the slices was 200-250 pm and diameter 8 mm. Liver slices were
pre-incubated for 30 minutes and then incubated for 8 and 24 hours. Samples of liver
slices and incubation medium were taken upon replacing the medium after pre-
incubation (time 0 hours) and then after 8 and 24 hours. Concentration of sesquiterpenes
was 10 uM. It was found out that activity of aldo-keto reductase AKR1A1, cytochrome
P450 (CYP2B/3A) and NADPH-quinone oxidoreductase 1 (NQO1) was influenced in
comparison to control. Activity of AKR1A1 and CYP2B/3A affected by CAR and
HUM showed decrease after 8 hours of incubation. Activity of CYP2B/3A affected by
CAO showed decrease after 24 hours incubation. Activity of NQO1 affected by HUM

showed decrease after 24 hours of incubation.
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Uvod

V poslednich letech se neustale zvysuje oblibenost a spotieba dopliiki stravy. Casto
jsou kombinovany s lé¢ivymi ptipravky. Mohou byt spravnou volbou jak zefektivnit
1éCbu, snizit riziko vedlejsich ucinki a urychlit celkovou dobu 1éceni. Dopliiky stravy
ale nepodléhaji registraci a nemusi u nich byt provadény klinické zkousky pted
uvedenim na trh. Neni tedy zaruceno, Ze budou obsahovat stanovené mnozstvi aktivni
latky. Na rozdil od interakci 1écivych piipravkd, nejsou interakce mezi dopliky stravy
a léCivy prozkoumany. Mnohé obsazené latky v dopliicich stravy mohou byt
potenciondlnimi induktory, ¢i inhibitory metabolismu 1é¢iv a tim mohou zvySovat
pravdépodobnost vyskytu nezddoucich Gcinki, ¢i snizovat ucinnost 1é¢ivého ptipravku.
Cilem této prace je zjistit mozny vliv vybranych seskviterpenli - a-humulenu,
B-karyofylenu a karyofylen-oxidu na biotransformac¢ni enzymy v jaternich fezech
potkana laboratorniho. Tyto tii seskviterpeny jsou bézné obsaZzeny v dopliicich stravy.
Z 1. faze Dbiotransformace byly sledovany aktivity cytochromu P450 1A1/2
(CYP1A1/2), cytochromu P450 3A (CYP3A), aldoketoreduktasy (AKRI1A1),
aldehydreduktasy =~ (AKR1C9), karbonylreduktasy 1 (CBR1) a NADPH:
chinonoxidoreduktasy 1 (NQO1). Z II. faze biotransformace byly sledovany aktivity
sulfotransferasy (SULT), UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) a glutathion-S-
transferasy (GST).



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou sekundarni metabolity rostlin. Radime je spole¢né se steroidy pod
skupinu isoprenoidi. Nejcastéji se nachdzi vrodech Cactaceae (kaktusovité),
Solanaceae (lilkovité), Lamiaceae (hluchavkovité), Araceae (aronovité), Euphorbiaceae
(pryscovité) a predevsim Asteraceae (hvézdnicovité). Nejsou nezbytné pro zivot jako
primarni metabolity. ZajiStuji pfeziti a konkurenceschopnost rostliny. Nejvétsi vyznam
maji pfi ochrané ptred bylozravymi zivocichy a patogeny. Dale funguji jako atraktanty
pro opylovace a jsou zodpovédné za typickou viini mnoha kvétin, ¢imz pisobi na hmyz
bud’ jako jiz zminéné atraktanty, nebo jako repelenty (Janic¢ek 2017, Chadwick a kol.
2013, MojeChemie).

Jsou obsazeny ve vys$ich rostlinach, ale také v houbach a bakteriich. V rostlin¢ mohou
byt rozprostfeny rovnomérné po téle rostliny, nebo byt nahromadény v kotenech,
hlizach, kife, stonku, plodech a v jejich dalSich ¢astech. Nejvice je vSak nalezneme
v reprodukénich orgénech (kvéty, plody) a v listech v obdobi kvétu. Produkovany jsou
nejcastéji mlécnicemi, nebo, v piipadé tvorby zpiisobené biologickym stresem,
vakuolami. Seskviterpeny tvofi pryskyfice, balzdmy a nejcastéji silice, které jsou také
znamé jako éterické oleje. Pryskyfice vznikaji ze silic, které na vzduchu oxiduji. Smési

silic a pryskyfic jsou pak balzamy (Chadwick a kol. 2013, MojeChemie).

Terpeny tvoii rozmanitou skupinu latek, je zndmo pies desitky tisic struktur. Jejich
vzorec je (CsHg)n, kde n je pocet spojenych izoprenovych jednotek. Dle struktury se déli
na cyklické a acyklické. Podle poctu izoprenovych jednotek je rozdélujeme na
monoterpeny (2 isoprenové jednotky), seskviterpeny (3 isoprenové jednotky), diterpeny
(4 isoprenové jednotky), triterpeny (6 isoprenovych jednotek), tetraterpeny
(8 isoprenovych jednotek) a polyterpeny. Seskviterpeny jsou patnactiuhlikaté, bezbarvé,
lipofilni slouceniny, slozené ze tii izoprenovych jednotek. Vzdy je nalezneme ve formé

1sopentenylového zbytku, protoze Cisty isopren se v ptirode nevyskytuje (Jani¢ek 2017).
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Syntéza je lokalizovana v endoplazmatickém retikulu. Jejich prekurzorem je
farnesyldifosfat. Syntéza probihd bud’ mevalonatovou cestou, nebo deoxyxylulosovou
cestou. Vybér cesty zavisi na organismu, v kterém syntéza probihd, a na vysledné
struktufe. Mevalonatova cesta je typickd pro seskviterpeny a triterpeny. Druha,
deoxyxylulosova cesta, je typicka pro monoterpeny, diterpeny a tetraterpeny. V prvnim
kroku vznikd acetyl-CoA =z acetditu a nésledné¢ Claisenovou kondenzaci vznika
acetoacetyl-CoA pomoci acetoacetyl-CoA-acetyltransferasy. V druhém kroku se ptida
do reakce dalsi acetyl-CoA a vznika (3S)-3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-
CoA) pomoci HMG-CoA-synthasy. Néslednym nejvyznamnéj$im krokem je redukce
HMG-CoA-reduktasou, kdy se odstépuje koenzym A a vznikd mevalonat. Ten se
fosforyluje a dekarboxyluje na isopentenyldifosfat, coz je hlavni prekurzor syntézy
seskviterpenti. Aby mohl isopentenyldifosfat konvertovat na terpeny, musi isomerovat
na dimethylallyldifosfat. Isopentenyldifosfat a dimethylallyldifosfat jsou tedy dvé
hlavni vychozi latky. Rovnovdhu mezi nimi udrzuje pfislusnd isomerasa. Jejich
kondenzaci dle typu ,,hlava k paté‘‘ spolu reaguji na geranyldifostat. Po nasledné reakci
s dalsSim isopentenyldifosfatem vznika farnesyldifosfat, =z kterého jiz vznikaji

seskviterpeny (McMurry 2004, Ledvina a kol. 2009).

V nékterych druzich rostlin vznika velké mnoZzstvi riiznorodych sloucenin, zatimco
v jinych druzich je syntéza ptisné regulovana, aby vedla k stale stejnym produktim. Tak

tomu je piedevsim u tvorby v reakci na biologicky stres (Nguyenova a kol. 2017).

V poslednich letech bylo zjiSténo, Ze seskviterpeny by mohly hrat vyznamnou roli
v 1é¢beé kardiovaskularnich onemocnéni a rakoviny. Déle jim je pfipisovan
antifungalni, protimutagenni, antidiabeticky €1 antiprotozoalni efekt. V lidové mediciné
jsou jiz dlouha léta pouZivany na chfipku, prijem, spaleniny a na zpomaleni
neurodegenerace. Navzdory jejich pozitivnimu vlivu na zdravi neni jasné, jak ovliviuji
metabolismus. Jsou sou€asti béznych produktl jako je kotfeni, kosmetika ¢i potravni
dopliiky. Protoze jsou jako pfirodni latky povazovany za nezavadné a bez vedlejSich
ucink, je dilezité zjistit jejich mozné interakce a vliv na ostatni metabolizované latky,

napiiklad lé¢iva (Nguyenova a kol. 2017).
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1.1.1 Seskviterpeny a antioxidacni systém

V lidském téle vznikaji béhem bunééného metabolismu reaktivni formy kysliku (ROS)
a reaktivni formy dusiku. Nejedna se ale o patologickou tvorbu. Pti nizkych a sttednich
koncentracich maji fyziologickou funkci. Pii vysSich koncentracich funguji opacné,
dochazi k nerovnovaze mezi tvorbou reaktivniho kysliku a jeho odbouravanim a vznika
oxidacni stres. Ten vede k poskozeni DNA, dale k peroxidaci lipidii a denaturaci
proteind. Struktura DNA, lipidd a proteint je porusena a to v§e muze vyustit v zdvazna
onemocnéni jako je rakovina, aterosklerdza, hypertenze, ischemicka choroba, dechové

potize a mnohé¢ dalsi nemoci (Birben a kol. 2012, Lee a kol. 2013).

Kregulaci ROS slouZi antioxida¢ni systém, ktery se skladd z enzymatickych
a neenzymatickych antioxidanti. Jak uz bylo vyse uvedeno, ROS vznika b&hem
bunécného metabolismu z kysliku. Pokud vznikld slou¢enina obsahuje volny elektron,
jde o volny radikal. V druhém piipad¢ jde o neradikdlovy ROS. Pravé volny elektron
zpiisobuje reaktivitu ROS. Volné radikaly interaguji s dal§imi molekulami a tvoti z nich
také radikaly. Dalsi tfeti velkou skupinou ROS je superoxidovy aniont, hydroxylovy
radikal a peroxidovy radikal (Birben a kol 2012).

Ukonceni radikalové reakce nastane, pokud spolu reaguji dva radikaly, protoze vznikne
neradikalova castice. Hlavni eliminacni cestu zajiStuje antioxidacni systém.
Antioxidanty piisobi jako takzvané scavengery, které ptimo vychytavaji volné radikaly,
reaguji snimi a tim preruSuji fetézeni volnych radikalli. Antioxidanty délime na
neenzymatické a enzymatické. Mezi prvni zminéné fadime vitamin C, vitamin E,
glutathion, beta-karoten a koenzym Q. Ty ve své molekule obsahuji funk¢ni skupinu,
ktera je schopna s volnymi radikéaly reagovat. Naptiklad thiolova skupina u glutathionu.
Dale sem také patii vysokomolekularni antioxidanty, které vazi t€zké kovy a ty pak
nemohou katalyzovat radikdlové reakce. Je to naptiklad transferin, laktoferin, feritin,

albumin, ¢i ceruloplasmin (Birben a kol. 2012, Lee a kol. 2013).

Dalsi trovni ochrany pied oxidativnim poSkozenim jsou enzymové antioxidacni
systétmy, které  zahrnujici napf. superoxiddismutasu, katalasu nebo
glutathionperoxidasu. Tyto enzymy katalyzuji reakce, pfi nichZ zanikaji volné radikaly.
Tento antioxidacni systém je indukovatelny v reakci na oxidativni stres, ale i fadou

pfirodnich latek (Birben a kol. 2012, Zajdlova 2016).
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Seskviterpeny maji také funkci antioxidantd. Piasobi dudlnim uclinkem a to jak
oxida¢nim tak antioxida¢nim. Mohou tedy pusobit jako antioxidanty, nebo mohou
naopak zpusobovat oxidativni stres. Za nékterych podminek mohou mit oboji roli. Je

tedy slozité predvidat jejich jednoznacny dopad (Bartikova a kol. 2014).

Jsou ti1 hlavni mechanismy antioxidacniho piisobeni. Za prvé pfimo vychytavaji ROS,
déle chelatuji kovové ionty a nakonec zvysuji ¢innost antioxida¢nich systému. Diky
druhému zminénému mechanismu zabranuji vzniku dalSich moznych volnych radikali.
Takto plisobi naptiklad ferritin, transferin a ceruloplasmin. Vychytavani ROS je dano
jejich schopnosti poskytovat elektron. Antioxidacni ucinek ovSem nebyl potvrzen
u vSech seskviterpenti, napiiklad u a-humulenu byl prokazan pouze slaby tc¢inek (Lee

akol. 2013).

Pro antioxidacni aktivitu seskviterpent je nutné pfitomnost n¢kterych funkénich skupin.
Hydroxylové, a,B-nenasycené karbonylové skupiny a laktonové skupiny. Hydroxylova
skupina a a,B-nenasycend karbonylova skupina zodpovidaji za vychytavani volnych

radikall. Chelata¢ni schopnost naopak souvisi s pfitomnosti laktonové skupiny.

Jednou z moZnych pficin kancerogeneze je praveé oxidacni stres. Nadorové buiiky navic
produkuji vice ROS nez zdravé buiniky. Maji ovSem deficit antioxidacnich enzymi
oproti zdravym buikdm a pifi piekroceni urCité hladiny ROS dochazi k apoptoze
(Bartikova a kol. 2014, Lee a kol. 2013). Diky tomu seskviterpenova prooxidacni
aktivita skryva potencial v 1é€bé nadorovych onemocnéni, navic mize piisobit pfimo

a pouze v nadorovych bunkéch (Zajdova 2016, Chadwick a kol. 2013).
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1.1.2 Alfa-humulen

CHs
CHj

CHs

H3C

Obrazek 1- Struktura a-humulenu

Synonymem pro a-humulen (HUM) je o-karyofylen, chemickym nazvem 2,6,6,9-
tetramethylcykloundeka-1,4,8-trien. Je to monocyklicky seskviterpen sumarniho vzorce
CisHza. Je Siroce rozsifen, nejvice je obsahov€ zastoupen ve chmelu otacivém (Humulus
lupulus, Cannabaceae). Chmel otaivy je vytrvald rostlina rozsifend po celé Evropé.
Jeho sekundarni metabolity jsou ¢asto déleny na chmelové pryskytice, chmelové silice
a chmelové polyfenoly. Seskviterpeny nalezneme v silicich. Pravé ty jsou odpovédné za
typické aroma piva (Steenackers a kol. 2015, Nguyenovd a kol. 2017,

www.chemicalbook.com).

Casto se nachéazi v rostlinach spoleéné se svym izomerem B-karyofylenem. Je pouzivan
v lidové mediciné a déale je obsaZen v kofeni. Mimo chmel ho nalezneme napitiklad
v zézvorniku 1ékatském (Zingiber officinale, Zingiberaceae), v konopi setém (Cannabis
sativa, Cannabaceae), v tabaku virginském (Nicotiana tabacum, Solanaceae) v bazalce
pravé (Ocimum basilicum, Lamiaceae), v dobromysli obecné (Origanum vulgare,
Lamiaceae), v rozmarynu l¢katském (Rosmarinus officinalis, Lamiaceae), v borovici
lesni (Pinus sylvestris, Pinaceae) ¢i v peprovniku ¢erném (Piper nigrum, Piperaceae),

kde je druhou nejvic zastoupenou slozkou hned po nerolidolu (Nguyenova a kol. 2017).

-----

ucinky a urychluje hojeni (Fernandes a kol. 2007).

Jeho znacné mnozstvi bylo také nalezeno v asijském stromu voskovniku cCerveném

(Myrica Rubra). Ten je pouzivan v tradi¢ni ¢inské a japonské medicingé. Ve studii
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Ambroze a kol. (2015) byl zkouméan vliv seskviterpentl ze silice voskovniku ¢ervené¢ho
na nadorové bunky a jejich schopnost snizovat toxicitu antracyklinového cytostatika
doxorubicinu. Nejcasteéjsim nezddoucim ucinkem doxorubicinu je kardiotoxicita. Dale
na ng&j vznika tolerance. Obsah HUM se v silici Myrica rubra pohybuje okolo 22 %.
U n¢j a dalSich seskviterpenti byl zjistén antiproliferativni vliv na intestinalni
a kolorektalni nadorové buiiky. Nejvice sensitivni se jevily CaCo2 bunky. Ty tvoii fadu
bunck u kolorektalniho adenokarcinomu. HUM déle v kombinaci s doxorubicinem
zvysil jeho pro-oxidativni efekt a tim zlepsil jeho ucinnost, protoze nadorové bunky
jsou velmi citlivé na latky, které zvysuji ROS. V neposledni tadé HUM zvysil
akumulaci doxorubicinu v nadorovych buiikéch a také u paclitaxelu v MCF-7 (karcinom
prsu), DLD-1 (kolorektalni karcinom) a L-929 (mysi fibroblastové buiiky). BohuZel
samotny HUM tento ucinek nevykazuje. Jednd se o synergicky efekt zplsobeny
veskerymi obsazenymi seskviterpeny ve voskovniku cerveném (Myrica Rubra). Tato
studie potvrdila antiproliferativni G¢inky HUM a navic zjistila moznost pouzit ho

ke zkvalitnéni 1écby doxorubicinem (Ambroz a kol. 2015).

Mechanismem jeho protirakovinného ptsobeni je pravdépodobné indukce apoptdzy
nadorovych bunék. Déle zpisobuje depleci glutathionu, coz vede ke zvySeni mnozstvi
ROS. Toto prooxidativni plisobeni by mohlo byt divodem jeho protinadorové piisobeni

(Nguyenova a kol. 2017).

Pti studiu seskviterpenti z brazilského kete Cordia verbenaceae (Fernandes a kol. 2007)
byly u HUM zjistény protizanétlivé €¢inky. HUM inhiboval enzym cyklooxygenasu,
ktera konvertuje kyselinu arachidonovou na prostaglandiny
a tromboxany. Dale vyznamné inhiboval tvorbu prostaglandinu E2 v modelu zanétu
u mysi (indukovanou vpichnutim karagenu). HUM dokonce sniZzoval edém vznikly po
podani histaminu. Dal$im zajimavym zjiSténim bylo, Ze HUM sniZoval produkci TNF

o a IL-1B po peroralnim podani.
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1.1.3 Beta-karyofylen a karyofylenoxid

HC H \CH; HsC_ M
H3C O H3C

/ CH3

H H
H.,C H,C

Obrazek 2-Struktura karyofylenoxidu (vlevo) a -karyofylenu (vpravo)

B-karyofylen (CAR) je bicyklicky seskviterpen s chemickym nazvem trans-(1R,95)-8-
methylen-4,11,11-trimethylbicyklo[7.2.0]undec-4-en. Spolu  sjeho  derivatem
a chemoprotektivni u¢inky. Jsou obsaZeny v pouzivaném kotfeni, tvoii soucast
kosmetickych piipravki a také se uzivaji v lidové mediciné. CAR, molekulovym
vzorcem CisHas je bledé¢ zlutd olejovitd kapalina. Karyofylenoxid (CAO) ma
molekulovy vzorec CisH»40 a jedna se o krystalicky bily prasek. Vznika z CAR oxidaci
na epoxid. Tato oxidace probihd pii skladovani chmelu za pfistupu vzduchu,
¢i ptrivedenim k varu se sladem a ma vliv na aroma piva. Ob¢ latky mlizeme najit
v chmelu otacivém (Humulus lupulus, Cannabaceae), v citroniku limonovém (Citrus
limon, Rutaceae), v bazalce pravé (Ocimum basilicum, Lamiaceae), v dobromysli
obecné (Origanum vulgare, Lamiaceae), v rozmarynu lékatském (Rosmarinus
officinalis, Lamiaceae) a kminu kofenném (Carum carvi, Apiaceae). CAO kromé svého
potencialu zlepSovat protinddorovou 1é€bu ma také antifungalni a insekticidni ucinek.
Dokéaze redukovat expresi prokancerogennich geni a proteini a také zvysit pocet
proapoptickych latek (Nguyenové a kol. 2017, Oda a kol. 2011, www.ncbi.nlm.nih.gov,

www.chemicalbook.com).

Ve studii Ambroze a kol. (2015) zabyvajici se silici z voskovniku ¢erveného (CAR
43 % a CAO 3 %) CAR stejné jako HUM zvySoval ucinnost paclitaxelu v nékterych
bunéénych liniich, napt. MCF-7 (karcinom prsu), DLD-1 (kolorektalni karcinom)
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a L-929 (mysi fibroblastické bunky) a také zvySoval jeho intracelularni akumulaci,
nejspiSe zvySenim membranové propustnosti. Dale CAO zvySoval cytotoxicky efekt
paclitaxelu a doxorubicinu v bunécné linii odvozené od lidského mnohocetného
myelomu a od nadoru prostaty. U CAR nebyla objevena vyznamna aktivita, ale CAO
v zavislosti na koncentraci inhiboval proliferaci nddorovych buné¢k, kdy nejcitlivéji se
jevily CaCo-2 buiikky. CAO pusobil pro-oxidaén¢ jak sam tak v kombinaci
s cytostatikem doxorubicinem. ZlepSoval jeho ucinnost, akumulaci v kolorektalnich

nadorovych bunkach a snizoval jeho toxicitu.

U CAR byly prokazany také protizanétlivé ucinky (Fernandes a kol. 2007). Stejné jako
HUM snizoval tvorbu prostaglandinu E2 a inhiboval cyklooxygenasu-2. CAR
zmenSoval edém indukovany vpichem karagenu, ale neovlivnil edém vznikly po vpichu
histaminu. CAR inhiboval tvorbu TNF &, ale na rozdil od HUM neinhiboval tvorbu
IL-B.

1.2 Biotransformace

Denné se nase tclo setkdva s mnozstvim cizorodych latek, xenobiotik, které se absorbuji
a distribuuji po téle. Tyto latky jsou cCasto lipofilni, coz umoziuje jejich dobrou
absorpci. Lipofilita je ale piekdzkou pro eliminaci latek. Proto dochazi v téle
k metabolismu latek, béhem kter¢ho se latky stavaji hydrofilnéjSimi. Metabolismus
cizorodych latek se skladd z né€kolika fazi. V 1. fazi dochazi ke konverzi latek na
hydrofilné;jsi metabolity, dale ve II. fazi metabolity konjuguji s endogennimi latkami za
vzniku konjugati a ve III. fazi dochazi k transportu konjugatli ptes membrany. Termin
biotransformace zahrnuje I. a II. fazi. Biotransformace je chemické pfeména latky, ktera
vétSinou vede ke sniZeni jeji toxicity a k jejimu lepSimu vylouceni z téla. Ma vliv také
na biologickou aktivitu latky. Latka se béhem ni vétSinou stdva inaktivni, ale
v nékterych piipadech se miize stat aktivnéjSi nebo ziskat zcela jinou aktivitu.
Biotransformace probihd v jatrech, plicich, kiizi a v mnoha dalSich tkénich v téle.
V jatrech je lokalizovdna v endoplazmatickém retikulu nebo v cytosolu. Dulezitymi
katalyzatory biotransformace jsou enzymy. Enzymy snizuji aktivaéni energii reakce.
Vétsina je syntetizovana konstitutivné. U nékterych enzymt zavisi syntéza na mnoZzstvi
xenobiotik v téle. Ta mohou tvorbu enzymu indukovat a tim zvySovat jeho aktivitu.

Aktivita miize byt také naopak sniZena inhibici xenobiotikem. Existuje plno faktorti
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ovlivitujicich ~ biotransformaci  xenobiotik. Délime je na  interindividudlni
a intraindividudlni. Mezi interindividualni patii pohlavi, genetické faktory a Zivoc¢isny
druh. Mezi druhé zminéné pak fadime vek, hormonalni vlivy, patologické stavy, stres,

vyzivu a indukci a inhibici enzymu (Skalova, Bousova a kol. 2011).

Nize jsou popisovany biotransformacni enzymy, u kterych byly stanovovany aktivity

be&hem praktické ¢asti diplomové prace.

1.2.1 Prvni faze biotransformace

Tato faze zahrnuje tfi druhy reakci. Oxidaci, hydrolyzu a redukci. Dochazi pouze
k malému snizeni lipofility. Do molekuly latky se zavadi polarni funkéni skupina (-OH,
-NH,, -COOH). Nejcastéji probihajici reakci je u ¢lovéka oxidace. Hlavnim enzymem

je cytochrom P450 (Skalova, Bousova a kol. 2011).

1.2.1.1 Cytochromy P450

Obrazek 3-Struktura CYP1A2

Cytochromy P450 (CYP) jsou mikrosomalni enzymy, které hraji hlavni roli
v detoxikaci xenobiotik, aktivaci prokarcinogend, ale také v syntéze nékterych
endogennich latek. Eukaryotni CYP jsou vazany jako membranové proteiny. Jsou
exprimovany v endoplasmatickém retikulu. Mezi endogenni latky, na jejichz syntéze se
CYP podileji, patii cholesterol, zlu€ové kyseliny, mastné kyseliny, prostacykliny,

tromboxany a steroidni hormony (Williams a kol. 2000).
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CYP tvofi nadrodinu hemoproteini. Jejich ndzev je odvozen ze zjiSténi, Ze
v redukovaném stavu a pokud tvoii komplex s oxidem uhelnatym, vykazuji v UV-
viditelném spektru maximum pii vinové délce 450 nm. Nejvyssi hladiny CYP jsou
v jatrech, v gastrointestinalnim traktu, v plicich a v ledvinach. Jejich vyskyt je ale
rozsifen do vSech tkani. Podili se az ze 2/3 na vSech biotransformacnich reakcich I. faze

biotransformace (Anzenbacher a Anzenbacherova 2003).

Ve srovnéni s ostatnimi biotransforma¢nimi enzymy vykazuji CYP nizsi substratovou
specifitu. V jatrech jsou nejvice exprimovany formy CYP 3A4, 2C9, 2C8, 2E1 a 1A2.
CYP 1A1, 1Bl a 2J2 jsou naopak exprimovany hlavné¢ extrahepatalné. Exprese je
ovlivnéna hormony, vékem, pohlavim, genetickym polymorfismem, indukci

xenobiotiky a regulaci cytokiny (Zanger a Schwab 2013).

Nadrodina CYP je rozdélena na rodiny, podrodiny a dle primarni struktury na jednotlivé
¢leny. Cytochromy se 40% shodnosti v sekvenci aminokyselin patii do jedné rodiny. Ta
se znac¢i prvni Cislici. Cytochromy, které se shoduji z vice jak 55 % v sekvenci
aminokyselin, patii do stejné podrodiny. Ta je pak znacena pismenem. Jednotlivé
isoformy jsou znaceny druhou ¢islici. Existuje nékolik tisic genti, které koduji CYP. Pro
lidsky organismus jich existuje 57 a je identifikovano 36 lidskych isoforem CYP, ale
odhaduje se, ze by mohlo existovat az 50 lidskych isoforem. Pro srovnani potkani maji
isoforem 47 (Anzenbacher a Anzenbacherova 2003, Lewis 2000, Skalova, BouSova

2013).

CYP vykazuji monooxygenasovou aktivitu, ale ucastni se 1 ne-monooxygenasovych
reakci. Naptiklad pfi  syntéze tromboxanu a prostacylinu vykazuje CYP
oxidoreduktasovou aktivitu. Kofaktorem monooxygenasovych reakci je NADPH

(Anzenbacher a Anzenbacherova 2003).

NejvyznamnéjSim zastupcem je CYP3A4, ktery metabolizuje polovinu ze vSech
znamych 1é¢iv. Dal§imi vyznamnymi enzymy jsou CYP2D6, CYP2C9, CYPIA1
a CYP1A2 (Lewis 2000). CYP1A1 je zastoupen piedevSim v extrahepatdlnich tkanich
a CYPIA2 je nejvice exprimovan v jatrech. Oba enzymy jsou zodpovédné za aktivaci
a detoxikaci polycyklickych aromatickych uhlovodikli, aromatickych amint
a polychlorovanych bifenylt. Indukce téchto enzymii je tedy nezadouci, protoZe
prispiva k toxickému efektu zminénych polutanti. Indukce je zptisobena vazbou latek

na receptory pro aromatické uhlovodiky. Znamy je vliv koufeni na indukci téchto
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enzyml a nasledny slaby ucinek theofylinu. Mezi znamé inhibitory pak patii
klaritromycin a cirpofloxacin (Nebert a kol. 2004, Androutsopoulos a kol. 2009,
Skalova, Bousova 2013).

1.2.1.2 Chinonoxidoreduktasa 1
Cytosolickd chinonoxidoreduktasa 1 (NQO1) chrani télo pfed Skodlivym vlivem

chinonti a dalSich elektrofilii. Chinony jsou reaktivni slouCeniny, které nalezneme
v ptirodé, dale jsou obsazeny v automobilovych exhalacich, cigaretovém koufi, ale také
jsou soucasti mnoha jidel. NQOI je flavoenzym, ktery katalyzuje dvouelektronovou
redukci chinonti na hydrochinony. Zabrainuje tak jednoelektronové redukei chinonil
cytochromem P450 na superoxid, ktery pak v téle zpisobuje oxidacni stres. Jako
kofaktor reakce vyuzivd NQOI1 jak NADH, tak NADPH (Faig a kol 2000, Jaiswal
2000).

Obrazek 4-Struktura NQO1

Krom¢ hlavni funkce, detoxikace chinonti, aktivuyje NQOI1 redukci néckterad
chemoterapeutika, napiiklad mitomyciny ¢i benzochinony. Jind jsou redukci

deaktivovana, naptiklad antracykliny (Faig a kol. 2000).

NQOLI je vSudypfitomna v lidském organismu, ale jeji hladiny se v riznych tkanich 1isi.
Mnoh¢é nadory, naptiklad plic, tlustého stieva, jater ¢i prsu, vykazuji nadmérnou expresi
tohoto enzymu. Tim se NQO1 stava idealnim cilem pro vyvoj cytostatik (Faig a kol.
2000).
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Exprese genu pro NQOI je indukovatelnd antioxidanty, oxidanty, tézkymi kovy
a radiacnim a UV zafenim. Indukci zplisobuji pfedevsim elektrofilni slouceniny. Mezi

inhibitory patii naptiklad dikumarol (Jaiswal 2000, Cullen a kol. 2003).

NQOI také hraje roli antioxida¢niho enzymu. Vytvaii antioxida¢ni formy ubichinonu
a o-tokoferolu béhem oxidacniho stresu. Diky témto protektivnim ucinkiim bylo

navrzeno, ze NQOI funguje jako chemoprotektivni enzym (Cullen a kol. 2003).

1.2.1.3 Aldoketoreduktasa 1C

Aldoketoreduktasa 1C (AKRIC) patfi do nadrodiny aldoketoreduktas. Pro jejich
strukturu je charakteristické usporddani a-helixi a B-skladanych listd do tzv. (o/P)8-
soudk. Obecné katalyzuji oxidoredukéni reakce za pfitomnosti pyridinovych
nukleotidii. Tuto skupinu enzymi nenalezneme pouze u lidi, ale vyskytuje se také
u rostlin, kvasinek, prvokl a zvirat. V lidském téle bylo identifikovano 15 rodin

aldoketoreduktas. Jejich molekulova hmotnost se pohybuje mezi 30 a 40 kDA (Barski
a kol. 2008).

Obrazek 5-Struktura AKR1C1

AKRIC tvoii podrodinu ¢tyt lidskych hydroxysteroiddehydrogenas (AKR1C1-4). Ty
spolu sdili 86% homologii. VSechny nalezneme v jatrech, ale kazdy enzym ma odlisnou
extrahepatalni distribuci. Mezi substraty patii steroidy a prostaglandiny (Barski a kol.

2008).

AKRIC je zapojena do metabolismu estrogenli a androgent. Chovd se jako
17-ketosteroidreduktasa a zplsobuje zvySeni hladiny estradiolu a pokles hladiny
progesteronu. Tim se podili na vzniku androgen- a estrogen-dependentnich onemocnéni,

napiiklad rakoviny prsu a prostaty. SniZzeni hladiny progesteronu je zplisobeno
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inaktivaci progesteronu na 20o-hydroxyprogesteron. Diky tomuto plsobeni muize

nedostatek tohoto enzymu zptisobit opozdény porod (Rizner 2012, Barski a kol. 2008).

AKRI1C je déale znama jako dihydrodioldehydrogenasa. Katalyzuje pfeménu trans-
dihydrodiolti, proximalnich karcinogenti, v aromatickych uhlovodicich na piislusné
katecholy. Ty jsou nestabilni a podléhaji na vzduchu autooxidaci. Na konci oxidacnich
procestt vznikd plné oxidovany o-chinon a superoxidovy anion radikal. O-chinony

mohou v téle piisobit cytotoxicky a genotoxicky (Barski a kol. 2008, Penning 1993).

Ve studii Davise a kol. (2009) povazuji AKR1C za mozny cil pti 1é¢bé rakoviny
prostaty, prsu, plic ¢i mocového méchyie. Uplatnily by se jeho selektivni inhibitory,

jako adjuvantni 1écba v kombinaci s klasickou chemoterapii nebo jako chemoprotekce.

1.2.1.4 Aldehydreduktasa 1A1

Obrazek 6-Struktura AKR1A1

Aldehydreduktasa 1A1 (AKR 1Al) je enzym, znamy také pod nazvem
alkoholdehydrogenasa a aldoketoreduktasa. AKRI1A1l patii do nadrodiny aldo-
ketoreduktas, které byly popsany vyse.

AKRI1A1 katalyzuje redukci karbonylovych sloucenin na jejich ptisluSné alkoholy.
Kofaktorem potfebnym pro jeji funkci je NADPH, ktery se béhem reakce méni na
NADP". Je obsaZena ve vétsing lidskych tkani. Nejvyssi hladiny nalezneme v ledvinach

a v jaternich hepatocytech. Niz$i hladiny pak nalezneme v buiikdch tenkého stteva, plic,
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mozku ¢i v placenté. Celkové se AKRIA1 vyskytuje ve vSech eukaryotnich buiikédch
(Barski a kol. 1999).

AKR 1A1 ma Siroké spektrum substratii. Mezi substraty patii sacharidy, glukuronidy,
kortikosteroidni hormony a riizné xenobiotické aldehydy a ketony, kde lze zminit
naptiklad p-karboxybenzaldehyd, p-nitrobenzaldehyd, pyridin-3-aldehyd, ¢i pyridin-4-
aldehyd. Mezi endogenni substraty patii glyceraldehyd ¢i mevalonat. AKR1A1 hraje
stejn¢ jako AKRI1C roli v oxidaci trans-dihydrodiold na o-chinony (Boohren a kol.

1998, Palackal a kol. 2001).

Dle Boohrena a kol. (1998) AKR1A1 spolec¢né s aldézareduktasou piispivaji k rozvoji
komplikaci diabetu. To je zplsobeno katalyzou redukce glukézy na sorbitol.
V minulosti byly zkouméany léky, které tyto enzymy inhibovaly. Ty vSak byly neucinné

a mely mnozstvi nezadoucich ucinku.

1.2.1.5 Karbonylreduktasa

Obrazek 7-Struktura CBR

Karbonylreduktasa (CBR) patii do tfidy oxidoreduktas, které jsou soucasti nadrodiny
dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR). Tato nadrodina obsahuje ptes 3000
¢lenti, ktefi patii do rtiznych Zivoc¢iSnych druhl. Z toho 60 ¢lend nalezneme u lidi.
Proteiny SDR maji strukturné neménnou N-koncovou ¢ast, kterd vaze NAD(H), nebo
NADP(H) jako kofaktor. Dalsi je variabilni C-koncova ¢ast, ktera vaze substrat (Keller
a kol. 20006).
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CBR je cytosolicky, NADPH-dependentni monomer, ktery katalyzuje redukci mnoha
endogennich a exogennich karbonylovych sloucenin na pfislusné alkoholy.
Nejvyznamnéj§im a nejdéle znamym zastupcem je CBRI1. Nejvyssi hladiny enzymu
v lidské tkéani byly nalezeny v parenchymatickych bunkéch jater, epitelialnich buiikach
zaludku a tenkého stfeva, v ledvinach a v mnohych nervovych buiikach. Hlavnimi
endogennimi substraty jsou steroidy, prostaglandiny a alifatické aldehydy a ketony.
Dale CBR1 katalyzuje redukci mnoha xenobiotickych chinond. Ty vznikaji v téle
z polycyklickych aromatickych uhlovodikti, které jsou castymi primyslovymi
polutanty. Z vyznamnych substrati je také nutno zminit antracyklinova

chemoterapeutika, doxorubicin a daunorubicin (Forrest a kol. 2001).

V lidském genomu byly identifikovany tii SDR geny pro kodovani karbonylreduktas
CBRI1 (SDR2ICI), CBR3 (SDR21C2) a CBR4 (SDR45C1). CBR2, homotetramer je
exprimovan u mysi, moréat a prasat. Zadny k nému homologni enzym nebyl u ¢lovéka
nalezen. Zviteci CBR2 vykazuje nizkou identitu v aminokyselinové sekvenci s CBR1.
Zajimavosti je, ze lidskd dikarbonyl/L-xylulosoreduktasa byla pfilezitostné nazyvéana
CBR2. To je dano jeji vysokou identitou (68 %) s CBR2 a jednd se také
o homotetramer. OdliSuji se ale v substratové specifit¢ a citlivosti k inhibitorim

a v tkanové distribuci (Malatkova a kol. 2010).

CBR3 mé 71% shodu v aminokyselinové sekvenci s CBR1. Byla objevena nedévno,
a proto o ni neni zatim dostatek informaci. Obecné¢ ma na rozdil od CBRI1 uzsi
substratovou specifitu a 1i§i se od sebe ve tvaru aktivniho mista. Skladd se
z 277 aminokyselin a stejné jako CBRI1 je cytosolickym, monomernim NADPH-
dependentnim enzymem. Na rozdil od CBRI1 nevykazuje prostaglandin-9-keto
reduktasovou ani prostaglandin-15-hydroxydehydrogenasovou aktivitu. 3-Keto-steroid
reduktasovou aktivitu vykazuje pouze nizkou. Ackoliv se soudilo, ze ma CBR3 vysokou
aktivitu k menadionu, zjistilo se, Ze aktivitu nemd, nebo jen velmi nizkou. CBR3 hraje
minimélni roli v metabolismu xenobiotik. Jejimi substraty jsou chinony s orto-
substituci a slouceniny podobné isatinu a oracinu (Pilka a kol. 2009, Malatkova a kol.

2010).

CBR4 ma odlisnou substratovou specifitu od CBR1 a CBR3. Je charakterizovana jako
chinonreduktasa a identifikovana jako strukturni ¢ast heterotetramerni-ketoacyl

thioester reduktasy. Vykazuje nizkou identitu v sekvenci aminokyselin s ostatnimi CBR
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(<30 %). Jina je také jeji lokalizace. Nalezneme ji totiz v mitochondridlnim matrixu.
Exprimovana je v ledvinach a jatrech. Hladiny tohoto tetrameru jsou znatelné nizsi nez
hladiny CBR1. Vykazuje NADPH-dependentni reduktasovou aktivitu pro orto- a para-
chinony. Nejznaméjsi substraty jsou 9,10-fenantrenchinon a 1,4-benzochinon. Stejné
jako CBR3 vykazuje pouze nizkou aktivitu k menadionu. Nejvét§im rozdilem je
neschopnost redukovat jiné karbonylové slouceniny nez jsou chinony. Velice neddvno
byla CBR4 identifikovana jako soucast lidské mitochondridlni syntézy mastnych

kyselin (Malatkova a kol. 2010).

1.2.2 Druha faze biotransformace

Druh4 faze je zdsadni pro zvySeni hydrofility xenobiotika. Béhem ni reaguji metabolity
I. faze s endogennimi slou¢eninami. Navazuje na 1. fazi, ale existuji pfipady, kdy latka
vstupuje rovnou do II. faze biotransformace. Naptiklad morfin mize rovnou konjugovat
s kyselinou glukuronovou, ale miize také nejdiive podléhat hydrolyze. Do této faze patti
glukuronidace, sulfatace, acetylace, metylace, konjugace s glutathionem a konjugace

s aminokyselinami (Skalova, BouSova a kol. 2011).

1.2.2.1 UDP-glukuronosyltransferasa

Obrazek 8- Struktura UDP-glukuronosyltransferasy
UDP-glukuronosyltransferasa (UGT) katalyzuje pfenos kyseliny glukuronové
z kyseliny UDP-glukuronové na funkéni skupiny substrati. Vysledkem reakce jsou
O-, N-, C- a S-glukuronidy. Kofaktorem reakce je tedy UDP-glukuronova kyselina.
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Rychlost jeji tvorby a dostupnost mizou snizovat rychlost glukuronidace. Mezi
xenobiotické substraty patii naptiklad fenoly, alifatické, aromatické kyseliny
a karboxylové kyseliny. Mezi endogenni substraty patii zluCové kyseliny, pohlavni
hormony, thyroidni hormony, vitaminy rozpustné v tucich a serotonin. UGT je
mikrosomalni glykoprotein vazany na vnitfni membranu v lumen endoplasmatického
retikula. To umoziuje piimy pfistup k metabolitim prvni faze biotransformace. Toto
umisténi ma také svoji nevyhodu. Omezuje ptistup kyseliny glukuronové a substrata
k aktivnimu mistu enzymu. UGT se exprimuje v jatrech, v Zzaludku, ve stfevech,

v ledvinach, v mozku ¢i v kiizi (Kianga a kol. 2005, Letelier a kol. 2005).

Lidskd nadrodina UGT zahrnuje 2 rodiny enzymu, UGT1 a UGT2. Déle zahrnuje
3 podrodiny a to UGTI1A, UGT2A a UGT2B. V kazdé rodin€ spolu sdili enzymy
50% homologii a v kazdé podrodin€ 60% homologii (Kianga a kol. 2005).

1.2.2.2 Glutathion-S-transferasa

Tabulka 9- Struktura GST

Glutathion-S-transferasa katalyzuje konjugaci redukovaného glutathionu s endogennimi
latkami a xenobiotiky. Jeji aktivita je indukovana v odpovédi na oxida¢ni stres a po
expozici xenobiotikem. Nevysvétlitelné zvySeni jeji syntézy pozorujeme u mnoha
nadord. Glutathion-S-transferasa se v pfirod€ vyskytuje nejen v lidském organismu, ale

také v kvasinkach, bakteriich, rostlinich a u zvifat. Vykazuje 1 peroxidasovou
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a isomerasovou aktivitu. Odstranuje reaktivni kyslikové radikaly a regeneruje proteiny

s SH-skupinou (Nebert a kol. 2004, Omiecinsky a kol. 2010).

Glutathion, y-glutamylcysteinylglycin je kofaktorem glutathion-S-transferasy. Jeho
v-glutamyl peptidovd vazba zajistuje specificitu pro interakci s glutathion-S-
transferasou. Béhem konjugace latek stimto tripetidem vznikaji konjugaty bud’
neenzymaticky, ¢i enzymaticky pomoci glutathion-S-transferasy. Glutathion je silny
nukleofil a reaguje s elektrofilnimi slouceninami tim, Ze mezi nimi vznikne
thioetherovy miistek. Konjugaci s glutathionem podléha velké mnozstvi latek, u kterych
probiha eliminace zluci. U savcil jsou konjugaty Casto dale metabolizovany hydrolyzou
a N-acetylaci ve stfevé nebo v ledvinach. Tim vznikaji GST konjugaty zndmé jako

merkapturové kyseliny, které jsou vylucovany moci (Lu 2012, Bladeren 2000).

Glutathion-S-transferasa se vyskytuje v cytosolu - GST, dale v mikrosomech (MAPEG-
Membrane-Associated Proteins in Ficosanoid and Glutathione metabolism)
a mitochondriich. Mezi témito rodinami jsou zna¢né rozdily. Naptiklad GST je
dimericky enzym, zatimco MAPEG je trimer, ktery ma funkci membranové vazanych
proteint. Sav¢i GST se d€li na osm tiid a to Alpha (o), Mu (p), Pi (), Sigma (o), Theta
(0), Kappa (x), Omega (®) a Zeta (). Dalsi ¢tyfi rodiny Beta (), Delta (5), Phi (o)
a Tau (1) nalezneme u bakterii, hmyzu a v rostlindch (Sheehan a kol. 2001, Sherratt

a kol. 2002).

Mezi substraty GST patii epoxidové slouceniny, alkylhalogenidy, arylhalogenidy,
isothiokyanaty, chinony a a,B-nenasycené karbonylové slouceniny. GST muze také
katalyzovat metabolismus latek, z kterych vznikaji toxict€jsi konjugaty, nez byly
substraty. Pfikladem mohou byt alkylhalogenidy s kratkym fetézcem (Sherratt a kol.
2002).
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1.2.2.3 Sulfotransferasa

Obrazek 10- Struktura SULT

Sulfotransferasa (SULT) katalyzuje pienos sulfonové skupiny z 3-'fosfoadenosin-5'-
fosfosulfatu (PAPS) na akceptorovou skupinu endogenni ¢i exogenni latky.
Z biologicky aktivnich latek katalyzuje SULT pfeménu napiiklad steroidnich hormonti,
tyreoidalnich hormonti ¢i katecholaminli na neaktivni nebo méné aktivni slou€eniny.
Navazand sulfonova skupina brani jejich vazbé na nuklearni receptory (Negishi a kol.

2001).

PAPS funguje jako univerzalni donor sulfonové skupiny a je biologicky aktivni formou
anorganického siranu. PAPS je tvofen z ATP a siranu pomoci dvou enzymu, ATP-
sulfurylasy a adenosin-5'-fosfosulfatkinasy. SULT obsahuje dvé aktivni mista. Do
prvniho mista se vaZze donor sulfatové skupiny, PAPS. Do druhého mista se vaze

substrat, ktery je akceptorem sulfatové skupiny (Alnouti a kol. 2007).

Na zékladé lokalizace miizeme SULT rozdélit do dvou hlavnich tfid. Prvni nalezneme
v cytosolu a druhou tvoii membranové proteiny. V cytosolu se vyskytuje jako volny
protein a katalyzuje konjugaci s malymi molekulami naptiklad steroidy, biologickeé
aminy a lé¢iva. Tato forma sulfonuje endogenni a exogenni slouceniny a je vyznamna
pro biotransformacni proces. Ve formé membranovych proteinit je SULT vazana na
Golgiho aparat. Tato forma se pak podili na posttranslacnich modifikacich lipida,

sacharid a proteinti (Negishi a kol. 2001).

SULT dé€lime na zakladé potfadi aminokyselin ve struktufe na pét rodin. SULTI,
SULT2, SULT3, SULT4 a SULTS. I pies podobnost v jejich struktufe se lisi

substratovou specificnosti a citlivosti k inhibitoriim (Alnouti a kol. 2006).
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1.2.3 Mezidruhové rozdily

U jednotlivych zivocichi se lisi obsah i zastoupeni enzymu. Rozdil mize byt v typu
enzymu ¢i v odlisné isoformé enzymu. Jind muze byt také exprese enzymu
a katalyticka aktivita. Dva enzymy s ruznou strukturou mohou katalyzovat stejné
reakce u rtiznych zivocichil. Zvifeci modely jsou nejcastéji pouzivany pro preklinicky
vyzkum a in vitro studie. Je dilezité si uvédomit rozdily mezi zvifaty a ¢lovékem.
Spravny vybér zivocisného druhu je dilezity pro kvalitni extrapolaci vysledki.
Hlodavci jsou pouzivani pro jejich kratky pohlavni cyklus, kdy se za kratkou dobu
narodi velké mnozstvi zvitat, a to umoznuje proveditelnost mnoha studii. Na druhou
stranu, velkd zvitata ziji déle a jsou vhodna pro dlouhodobé¢jsi studie a jsou také
podobnéjsi lidem. Hlavnimi faktory, které ovliviuji farmakokinetiku studie, jsou vaha
a vék pouzitého zvitete. Dle alometrického Skéalovani plati, ze anatomicke, fyziologické
a biochemické rozdily u savct jsou funkci jejich télesné hmotnosti. Je zjisténo, Ze
pomér mnozstvi enzymu na télesnou hmotnost zvifete je vyssi u mensich zvirat. Mala

zvifata maji tedy rychlejsi metabolismus nez lidi (Martignoni a kol. 2014).

Nejvice prozkoumanymi enzymy z hlediska mezidruhovych rozdilti jsou cytochromy
P450 (CYP). Primarni struktura CYP je déna poradim aminokyselin a mezidruhové
rozdily v ni jsou pomérné¢ malo Casté. Nicméné¢ i malé zmény v potfadi aminokyselin
mohou prohloubit rozdily v substratové specifité a katalytické aktivité. Tim padem, jsou
to predevsim rozdily v isoformach CYP, co zptisobuje hlavni interindividualni rozdily

v metabolismu (Martignoni a kol. 2014).

CYPIA si zachovéavaji velkou podobnost napfi¢ raznymi Zivo¢iSnymi druhy.
U potkanii, mysi, psit a opic jsou z vice jak 80 % identické s lidskymi. CYP1A2 je
exprimovan predevSim v jatrech. Nalezneme ho u lidi, mysi 1 potkant. U lidi tvoii az
13 % z celkového obsahu CYP a je zapojen do metabolismu méné nez 4 % 1é¢iv. U opic
silnd (Martignoni a kol. 2014). Lidska rodina CYP3A je slozena ze Ctyt isoforem.
CYP3A4, -3A5, -3A7 a -3A43. U potkant existuji isoformy CYP3AI1, -3A2, -3A9,
-3A18, -3A23 a -3A62. CYP3A23 je identicky s CYP3AIl. Exprese téchto enzymul
u potkant je zavisla na pohlavi. Naptiklad CYP3A2 a 3A18 je sam¢i enzym a CYP3A9
je dominantni formou u samic. Nové¢ byl objeven CYP3A62, ktery odpovida lidskému

CYP3A4 a CYP3AO9 u potkanil. Jeho nejvyssi hladiny jsou ve stfevech. Potkani nejsou
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dobrym modelem pro studium indukei lidského metabolismu CYP3A4. Typicky lidsky
induktor rifampicin neni induktorem CYP3A1, obdoby lidského CYP3A4. Také nekteré
substraty CYP3A4 nejsou CYP3A1 metabolizovany (Martignoni a kol. 2014).

Mezidruhové rozdily u konjugacénich a redukénich enzymt jsou prozkoumany méné nez
u cytochromii. Napiiklad ve studii Szotakové a kol. (2004) byla porovnavana aktivita
konjugacnich a redukénich enzymii mezi ¢tyifmi druhy hospodaiskych zvifat oproti
specifickym substratim. Zkoumany byly enzymy u skotu, ovci, koz a prasat.
U konjugac¢niho enzymu UGT vykazoval nejvyssi aktivitu ov¢i enzym. Aktivita UGT
u skotu, koz a prasat byla srovnatelna. Dale aktivita GST u koz a ovci byla vyssi nez

u skotu a prasat.

V jiné studii Szotdkové a kol. (2013) byl zkouman inhibi¢ni efekt antokyanidinli na
aktivitu CBR, GST a UGT u lidi a potkant. Zatimco aktivity CBR1 a GST byly

srovnatelné u potkant a lidi, aktivita UGT byla u lidi tfikrat vyssi jak u potkand.

Aktivitu UGT porovnaval u lidi a potkant také Komura a Iwaki (2011). Ti zkoumali
vliv. UGT na vice substrati. Celkové vysledky ukazuji, Ze pokud se jedna
o glukuronidaci ve stfevnich mikrosomech, byla aktivita lidského UGT tfikrat vyssi nez
u potkant. Nicméné u jaterniho metabolismu nebyly u obou druhii nalezeny zmény

aktivity.

Také existuji obecné mezidruhové rozdily v biotransformaci xenobiotik. Naptiklad
kocka, lev, ¢i rys (obecné kockovité Selmy) nejsou schopni glukuronidovat nékteré
slouceniny, které se bézn¢ vylucuji jako glukuronidy. Daéle je u psti potlacena acetylace
arylamin. DalSim mezidruhovym rozdilem je sniZeni N-hydroxylace a tvorby

mekapturonové kyseliny u morcat (Watkins a Klaassen, 1986)

Gregus a kol. (1983) zkoumal mezidruhové rozdily u enzymt 1. a II. féaze
biotransformace. NejmenSi mezidruhové rozdily byly nalezeny u SULT. Jeji nejvyssi
aktivitu mél kralik a morce. Kralik mél také nejvyssi aktivitu N-acetyltransferasy. V jeji

aktivité byly ale vétsi mezidruhové rozdily nez u SULT.

Je tedy vidét, Zze mezidruhové rozdily existuji napfi¢ ZivociSnymi druhy. Zavisi také na
substratu, ktery je metabolizovan. Snad bude toto téma v dalSich letech jesté vice

prozkoumano a extrapolace dat bude presné€jsi a snadnéjsi.
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1.3 Tkanové rezy

Dle reportu vzniklého pro European Centre for the Validation of Alternative Methods
(EVCAM) se objevily tkanové fezy poprvé v roce 1920. Prvni krajeni fezii se provadélo
bud’ rué¢né nebo jednoduchymi krajeci, jako byl Stadie-Riggs mikrotom. V dnesni dobé
patii mezi nejpouzivanéjsi tkanové krajece Krumdieck Tissue Slicer MD4000 a tkanovy
kraje¢ Brendel-Vitron. Prvni zminény umoznuje automatické krajeni oproti druhému,
kde je kazdy tez krajen ru¢né. Tkanovy kraje¢ Krumdieck Tissue Slicer MD4000 ma
ale dvé nevyhody. Je drazs$i a nedovoluje nepietrzité okysliCovani média. Nicméné
nebyly nalezeny zéasadni rozdily ve funk¢nosti a zivotaschopnosti pfipravenych fezi.
Nejnovejsim typem tkanového krajece je Leica VT1200 S, ktery ma vibrujici Cepel
mikrotomu. Nedavné studie ukézaly, ze fezy pfipravené timto typem krajece mély

reprodukovatelnéjsi tlouStku, nebyly ale nalezeny rozdily v zivotaschopnosti fezu

(de Graaf a kol. 2010, Bach a kol. 1996).

Pro tkanové fezy je charakteristické, Zze maji presn¢ definovany tvar a tloustku.
Nejcastéji se pouzivaji ke studiu endogenniho metabolismu, biotransformace
xenobiotik, bunééné fyziologie a toxikologie. Rezy se také pouzivaji ke studiu ischemie

a reperfuze poskozenych tkani.
Vyhody tkanovych rezi:

e Obsahuji vSechny druhy bun€k ve svém pfirozeném uspofddani, bunky si
zachovavaji membrany a intracelularni polarizaci.

e Je zachovéna jejich mezibunéénd komunikace a bunééné interakce.

e [ze je vyuzit u velkého mnozstvi organt, jak solidnich, tak nesolidnich.

e Pouzivani této metody vede k redukci mnozstvi potfebnych laboratornich zvitat.

e K jejich izolaci neni nutné pouzivat proteolytické enzymy. Ty mohou porusovat

tkanové bilkoviny.
Nevyhody tkanovych fezi:

e Finanéné narocné.
e Nutnost Cerstvé tkané.

e Nizka Zivotaschopnost fezil (hodiny az dny).
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K této studii byly vyuzity jaterni tkanové fezy. Hepatocyty obsahuji nejvétsi bunéénou
frakci a predstavuji az 80 % objemu jater, ale tvofi jen 60 % vSech jaternich bunék.
Zbylych 40 % tvoii Kupfferovy bunky, endotelidlni buiiky cévniho fecisté, epitelidlni
bunky Zlucovodii, kmenové burky, buniky imunitniho systému a dal§i. Metoda pfipravy
musi byt standardizovana pro kazdy typ orgdnu, proto se postupy v piipravé fezu lisi.
Vsechny tkanové fezy musi mit dobrou Zivotaschopnost a reprodukovatelnost. VIiv na
to maji jejich hlavni parametry. Témi jsou tloustka fezu a tvar fezu. VIiv ma takeé

spravny vybér inkubacniho média (de Graaf a kol. 2010, Krumdieck 2013).

1.3.1 Tloustka fezu

Tloustka fezu je prvnim vyznamnym faktorem, ktery ovliviluje Zivotaschopnost fezu.
Potiebna velikost je dana dalSim pouzitim fezu. Naptiklad lehce tlustsi fezy jsou vhodné
pro naslednou kryoprezervaci. Pokud je tfez pfili§ silny (nad 500 um), nemusi byt
dostatecné okysli¢en ve vSech svych vnitinich vrstvach. To zpiisobi zformovani skupiny
mrtvych bunék uprostied fezu. Opacné, piilis tenky fez (pod 100 um) mize byt kiehky
a trhat se. To hrozi pfedev§im u ultratenkych tkanovych fezd. Jejich tloustka se

pohybuje pod 100 um. U jaternich fezl je optimalni tloustka 200-250 pm.

Meéfeni tohoto parametru mlzZe byt provadéno mikroskopicky nebo pomoci
Krumdieckova tkanového krajece, kdy je meéfena tlouStka behem krajeni

tloustkomérem. Posledni moznosti je jeji urceni dle hmotnosti fezu (Krumdieck 2013).

1.3.2 Tvar a ptiprava fezu

Je nutné pfipravit fezy, které budou mit stejny tvar. Tato uniformita je dilezitd pro

presné vysledky.

Pro Krumdiecktv tkanovy krajec jsou z potiebné tkdn€ vytvoteny pomoci ostré kovové
trubicky cylindrickd jadra. Na vybér jsou tvofitka o priméru 3, 5, 8, 10 a 15 mm. V této
studii mély véaleCky primér 8 mm. Valecky pfipravime rotaci a zatlatenim kovové
trubicky do tkané. ValeCky musi byt uchovavany na ledu v chladném izotonickém
roztoku. ValeCky jsou nasledné vlozeny do drzaku tkané. Ten musi mit stejny rozmér

jako tkan, coz zajiSt'uje jeji imobilizaci. Dale jsou zatiZzeny pistem. To také znemoZziuje
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pohyb vélecku a vznikaji fezy o shodném kruhovém tvaru a shodné tloustce. Takto
imobilizovany valecek sméfuje kolmo k Cepeli mikrotomu. Maly pist nasledné svoji

tihou posouva tkan smérem ke krajeci (Krumdieck 2013).

Nesolidni tkan¢ se nejprve musi zakotvit v agaroze. S takto vzniklou solidni strukturou
se dale manipuluje stejné jako se solidni tkani. Agar6za se také hodi pro tkané ¢i organy

o velikosti 3-5 mm.

Nejvyhodnéjsi rozmér tkan€ byl uréen metodou pokus omyl (Krumdieck 2013).

1.3.3 Fyziologické médium

Dal$im nutnym postupem je spravné konzervovat tkan€ pred a po krdjeni. Médium by
mélo byt optimalizovano pro kazdy typ tkan€. Tkanovy kraje¢ je naplnén médiem
a krajeni a vSechen pohyb fezu probihd v médiu. I1zotonické médium zabranuje zménadm
tonicity. Také tkan lubrikuje a tim omezuje mechanické poruseni fezu. Jeho optimalni
teplota se pohybuje mezi 2 a 4°C. To je teplota, kdy jsou nejnizsi naroky tkéné€ na kyslik

a je nejnizsi pravdépodobnost hypoxie tkang. Po celou dobu krijeni musi byt tedy

udrzovana teplota v tomto rozmezi.

Déle diky lehkému proudu média jsou fezy pifesouvany samovolné do pfipravené
nadoby. Vybérem spravného média mohou fezy prezit hodiny aZz dny (Krumdieck 2013,

de Graaf a kol. 2010).

1.3.4 Preinkubace

Nazory na preinkubaci se 1isi, dle Bacha a kol. (1996) je preinkubace nutna. Je to déano
odli$nou iontovou rovnovahou chladného uchovavaciho média a inkubaéniho média.
Dale muze uchovavaci médium obsahovat antioxidanty, které mohou potencialné
reagovat. Dle jeho doporuceni je vhodné u kratkodobych metabolickych studii
preinkubovat 10-30 minut a ménit médium kviili zméndm pH. U dlouhodobych studii

doporucuje 1-2 hodiny, aby se ustalila hladina draselnych iontt.

Dle Fischera a Vickerse (2013) neni preinkubace nutnd, pokud je inkubace delsi jak

24 hodin. Pouze v ptipadé, Ze bude zkoumdna v médiu ptitomnost riznych bunéénych
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komponent, je preinkubace doporucena i u dlouhodobé inkubace. U kratkodobych

(<6 h) a sttednédobych (<12 h) inkubaci doporucuji preinkubovat fezy 1-2 hodiny.

1.3.5 Inkubace

Inkubace zajistuje piistup zivin a kysliku do fezu a tim udrzuje neménnou stavbu
a funkci tkané. Kritickym parametrem je tloustka a tvar fezu, které maji vliv na difuzi
kysliku a zivin z média do tkén€. Dale je nutné vybrat spravny inkubacni systém.
Existuje vice inkubacnich systémil. Spravny vybér zavisi na typu tkané, druhu
zivocCicha, inkubac¢ni dob¢ a druhu média. Pro kratkodobé inkubace (<12 h) mohou byt
fezy v oscilacnich bankach ¢i vice jamkovych destickach. Pti delsi inkubaci mtize byt
fez ukotven na pevny nosi¢ a dale byt vloZen do rotacni ploSiny. Inkubace muze byt
kratkodoba, stifednédoba a dlouhodoba. Kratkodoba trva do 8 hodin, stfednédoba do
24 hodin a dlouhodoba nad 24 hodin. Doba inkubace ma vliv na obsah zivin v médiu.
Stfednédoba a dlouhodobé inkubace jsou vhodné ke studiu metabolismu po expozici

chemickou latkou (Bach a kol. 1996).

Inkuba¢ni médium obsahuje vitaminy, mineraly, sacharidy, aminokyseliny, dale miize
obsahovat antibiotika, antimykotika. Nékdy se ptidava fetalni teleci sérum. Hodnota pH
média by méla byt udrzovana pomoci vhodného pufru (Bach a kol. 1996, Fisher,

Vickers 2013, de Kanter a kol. 2002).

1.3.5.1 Dynamicka organova kultivace

Rez je vyjmut zuchovavaciho média pomoci Zpachtle a je umistén doprostied
titanového sitka, které je situovano uvnitt teflonového ¢i titanového valce. Pokud jsou
pouzity dva fezy, musi mezi nimi byt mezera alespont 4 mm, aby se fezy neptekryvaly.
Pro lepsi Zivotaschopnost je doporuovano doprostied sitka vlozit filtr z derivatu
celulozy a na néj nasledné polozit fez. Pokud jsou fezy dva, kazdy ma sviyj filtr. U jater
se vkladda do kazdého valce po jednom ftezu. Valec je horizontdln€¢ upevnén do
scintila¢ni sklenéné lahvicky o objemu 20 ml naplnéné 1,7 ml média. Okysliceni je
zajiSténo vyvrtanym centralnim otvorem o priméru 1 mm do lahvicek. Tato velikost je
optimalni pro pfistup kysliku a pfitom omezuje evaporaci média. Vialky jsou vloZeny
do dynamického organového kultivaéniho inkubatoru, ktery je predehiaty na 37°C

a provzdusnény 95 % O, a 5 % CO,. Inkubator lahvickami otac¢i a to zpusobuje rotaci
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fezu uvnitt valecku. Je dilezité kazdych 24 hodin vyménit médium, aby se doplnily

ziviny a odstranil odpad (Fisher, Vickers 2013).

1.3.5.2 Ponoteny inkubacni systém

Dalsim systémem je inkubace fezu ve vice jamkovych destickach. Pocet jamek miize
byt 6, 12, 24 a do kazdé jamky lze umistit jeden aZ tii fezy. Rezy lze také umistit do
Erlenmeyerovych ban€k. Pocet vlozenych fezli zdvisi na objemu banky. Naplnéné vice
jamkové desticky nebo Erlenmeyerovy banky jsou vloZzeny do inkubatoru

a protiepavany. Vymeéna plynii zavisi na velikosti plochy rozhrani médium-vzduch.

Oba typy systémil byly porovnany a bylo zjisténo, Ze ponofené inkubacéni systémy jsou

pro studium metabolismu dostacujici (de Kanter a kol. 2002, Fisher, Vickers 2013).

1.3.6 Homogenizace

Pfi studiu metabolismu s tkdflovymi fezy je tkan inkubovana v rtiznych inkubacénich
systémech. Po inkubaci mohou byt xenobiotika a metabolity xenobiotika zachyceny
1 v tkanovém fezu. Z média bychom nezjistili jejich spravné hladiny. Je proto nezbytné
fez homogenizovat v inkubacnim médiu. Vznikne homogenat, ktery obsahuje vSechny

metabolity latky 1 zkouSenou latku samotnou (Lake, Price 2013).

1.3.7 Zivotaschopnost fezil
Zkouska Zivotaschopnosti fezli je zéasadni pro zjisténi kvality a pouzitelnosti fezu.

Existuje velké mnozstvi metod pro jeji méteni.

Prvni a v této studii pouzitou metodou je stanoveni Uniku enzymt do média. Enzymy se
uvoliiuji po poruSeni cytoplasmatické membrany z poskozenych bunck. U fez jater,
plic a ledvin se Casto uplatiiuje unik laktatdehydrogenasy a alkalické fosfatasy. V této
studii byla méfena pravé laktatdehydrogenasa. Alanin- a aspartdtaminotransferasy se
pouzivaji pro jaterni fezy a gama-glutamyltranspeptidasa pro fezy ledvin.
Zivotaschopnost se vyhodnocuje jako procento z celkového mnozstvi obsahu enzymu

v fezu (de Kanter a kol. 2002).
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Dalsi metodou je pouziti svételného mikroskopu. Pomoci néj sledujeme, zda byla
porusena vnitini stavba tkané. Touto metodou bylo zjiSténo, ze si fezy zachovavaji
normalni stavbu az po dobu 7 dnli. To znamena, Ze jsou bohaté na mitochondrie, hrubé

endoplasmatické retikulum a jsou zachovany vSechny organely (Fisher a Vickers 2013).

Lehce méritelnym a praktickym parametrem je hladina ATP. Ukazuje jaka je vnitini
energie fezu. Rezy jsou totiz funkéné aktivni a obnovuji a zachovévaji si bun&nou
energii. Tim, ze jsou aktivni, probiha stale dopliiovani hladin glutathionu a udrzovani
intracelularnich hladin drasliku. Pomér oxidované a redukované formy glutathionu se
pouziva prilezitostné ke studiu oxidac¢niho stresu. Obsah draselnych iontii je ovlivnén
porusenosti cytoplasmatické membrany a udava funkénost Na/K-ATPasy (de Kanter

a kol. 2002, Fisher a Vicker 2013).

Dalsi castou metodou je tzv. MTT test. Hodnoti metabolickou pfeménu 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu (MTT). Tato reakce probiha
v mitochondriich Zivych bundk pomoci dehydrogenas. Zluty a ve vodé rozpustny MTT
se redukuje na fialovy, ve vodé nerozpustny formazan. Vyhodnocuje se

spektrofotometricky (Cervenkova a kol. 2001).

36



2 Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda mohou seskviterpeny
a-humulen, p-karyofylen a [p-karyofylen-oxid ovliviiovat aktivitu
a expresi vybranych biotransformacnich enzymu v jaternich fezech.
K tomu bylo nutné provést tyto kroky:
o Piipravit precizni fezy z jater potkana pomoci pfistroje
Krumdieck Tissue Slicer.
o Inkubovat fezy svybranymi seskviterpeny (o-humulen
a B-karyofylen a karyofylen-oxid).
o Pripravit subceluldrni frakce z jaternich feza.
o Stanovit aktivitu biotransformac¢nich enzymii.

o Vyhodnotit a statisticky zpracovat vysledky.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Materialy

3.1.1 Biologicky material

Rezy byly piipraveny z jater laboratorniho potkana (Rattus norvegicus, kmen

Wistar). Jednotlivé vahy potkant byly 480 g, 370 g, 380 g, 320 g, 370 g a 400 g.

Primérna vaha byla 386,66 g.

3.1.2 Chemikalie

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

1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), Aldrich

2-naftol, Aldrich

3% trichloroctova kyselina, Penta

3'-fosfoadenosin-5'-fosfat (PAP), Sigma

Acenaftenol, Aldrich

Cytochrom C, Serva

D-glukoza, Riedel-de-Haén

Dikumarol, Aldrich

DL-glyceraldehyd, BDH

Ethoxyresorufin-O-deethylasa, BioChemica

Glutathion redukovany (GSH), Sigma
Hydrokortison-21-hemisukcinat, Sigma

karyofylen-oxid, Sigma

Menadion, Aldrich

Methoxyresorufin-O-deethylasa, BioChemica
Nikotinamidadenindinukleotid redukovany (NADH), Merck
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovany (NADPH), Merck
p-nitrofenol, Fluka

p-nitrofenylsulfat, Sigma

Roztok bicinchoninové kyseliny, Sigma

Roztok hovéziho sérového albuminu 20%, Sigma
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Slovasol, Sigma-Aldrich

tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Penta

UDP-glukuronové kyselina (UDP-GA), Sigma

a-humulen, Aldrich

B-karyofylen, Sigma

B-karyofylen-oxid,

Dalsi chemikalie Cistoty p.a.: NAHCOj (Penta), NA,CO; (Penta), CuSO4.6 H,O
(Lachema), NaOH (Lachema), MgCl, (Sigma), dimethylsulfoxid (Sigma)

3.1.3 Piipravované roztoky

0,9% roztok NaCl
K-fosfatovy puft, pH 6,0
K-fosfatovy puft, pH 6,5
K-fosfatovy pufr, pH 7.4
Krebs-Henseleitiv pufr
Na-fosfatovy puftr, pH 6,5
Upravené medium RPMI-1640
TRIS/HCL pufr, pH 7,4
TRIS/HCL puftr, pH 7,5
TRIS/HCL puft, pH 8,7
TRIS/HCL puft, pH 8,9

3.1.4 Pfistroje

Analytické vahy Sartorius CP225D

Centrifuga Thermo Scientific Heraeus Biofuge Stratos

CO2 inkubator Heraeus- Heracell cell

Hluboko mrazici box Thermo Scientific Jouan VXE SERIES
Laboratorni magnetickd michacka IKA MS 2 MINISHAKER
Laminarni box BioAir AURA 2000 M.A.C.

Spektrofotometr Tecan Infinite M 200 Scholler
Thermomixer Comfort Eppendorf

Tkéanovy kraje¢ Krumdieck Tissue Slicer MD400
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Ttepacka Heidolph Unimax 1010

Ultrazvukovy homogenizator - BANDELIN SONOREX RK31
Stolni centrifuga — EPPENDORF CENTRIFUGE 5415D

pH metr — Ino LAB WTW/ PH ELECTRODE BLUELINE 24 pH
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3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Ptiprava Krebsova-Henseleitova pufru

Krebstv-Henseleitiiv pufr je pouzivan pii krajeni a uchovavani tez. Nejdiive byl

rozpu$tén CaCl,.2H,0O v redestilované vodé. Poté v ni byly rozpustény vSechny zbylé

slozky. Tyto dva roztoky se smichaly. Chlorid vapenaty se piidava oddé€lené€, aby se

predeslo moznému vykrystalizovani uhli¢itanti z pufru. Nasledné bylo nastaveno pH na

hodnotu 7,4 pomalym ptidavanim 1 M roztoku NaOH. Takto pfipraveny pufr musi byt

uskladnén pifi 4 °C po dobu maximalné¢ 24 hodin. Pfed pouzitim by se mél

zreoxygenovat a pH by mélo byt zkontrolovéno a ptipadné upraveno.

Tabulka 1-SloZeni Krebsova-Heseleitova pufru

Koncentrace (mM) | Mr (g/mol) | Gramy/21 pufru

Chlorid sodny (NaCl) 116 58,44 13,56

Chlorid draselny (KC1) 4.1 74,56 0,686
Hydrogenuhlicitan sodny (NaHCO3) 25.1 84,01 4,3

Siran hoteénaty (MgS04.7 H20) 1.00 246,48 0,572
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4) 1,16 136,09 0,316

Dihydrat chloridnu vapenatého CaCL2.2H20 |2,5 147,02 0,736
D-glukéza 25 180,16 9

HEPES 20 238,31 9,532
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3.2.2 Ptiprava inkuba¢niho média

Nejdiive byl ptipraven 100 uM roztok insulinu v odmérné bance. Insulin je nerozpustny

ve vode¢, ale rozpousti se v kyselinach. Proto byla navazka insulinu rozpusténa v péti

kapkéch kyseliny octové a doplnéna destilovanou vodou na objem 5 ml. Nasledné se

vSechny komponenty rozpustily v RPMI-1640 médiu v laminadrnim boxu. Roztok byl

doplnén na objem 100 ml a pH bylo nastaveno na hodnotu 7,4 pomoci 1M NaOH.

Nakonec byl roztok zfiltrovan ve sterilnim prostiedi.

Tabulka 2-Latky na doplnéni RPMI média

Konecéna koncentrace Mr
Fetéalni hovézi sérovy albumin 5%
L-methionin 0,5 mM 149,2 g/mol
Insulin 1 uM 5807 g/mol
Hydrokortison 21-hemisukcinat 0,01 mM 484,5 g/mol
Gentamicin 50 pg/ml 50 mg/ml
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3.2.3 Piiprava ultratenkych tkanovych tezi

Nejprve byl pripraven Krebsiv-Henseleittiv pufr. Byl provzdusnén pneumoxidem
(95 % O2/5 % CO2) a nasledné jim byl naplnén krajec. Ptichystaly se nizky, ubrousky,
sacek pro potkana, box s ledem a 3 kadinky. Jedna na fezy, druhd na jatra a tieti byla na
valecky. Dale byla potieba Petriho miska vylozend filtraénim papirem pro ptipravu
valeckll z jater potkana. Tkéanovy kraje¢ byl pfipojen k vodni lazni, aby voda 4 °C
cirkulovala kraje¢em. Potkan byl uspany etherem a nasledné usmrcen vykrvenim.
Ziskand jatra byla tiikrdt omyta Krebsovym-Henseleitovym pufrem. Z jater byly
vytvoteny valecky zatlatenim a rotaci vrtadku do tkang. Tvofitko mélo primér 8§ mm.
Vzniklé valecky byly uchovany na ledu v izotonickém roztoku. Pomoci pinzety byly
valeCky pfesunuty do drzdku tkané v Krumdieckové krajeci a byly pfipraveny fezy

o tloustce 200-250 pm.

Obrizek 11 - Umisténi valeckii z jater potkana do Krumdieckova tkanového krajece
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Obrazek 12 - Tkanové fezy po vyplaveni z tkafiového krajece proudem média

3.2.4 Preinkubace a inkubace feza

Do kazdé jamky 12jamkové desticky bylo napipetovano 1,3 ml inkubaéniho média.
Ptipravené fezy byly vlozeny do jednotlivych jamek. V kazdé jamce byl pravé jeden
fez. Desticky byly vlozeny do inkubatoru (37 °C), kde byla nachystana orbitalni
ttepacka nastavena na 70 RPM. Na tifepacce byl poloZzen box syceny pneumoxidem
(95 % 0O2/5 % CO»), ten zajisStoval zvyseny piivod kysliku do inkubatoru. Pred kazdou
inkubaci byla provedena preinkubace. Ta probihala pti 37 °C v atmosféte pneumoxidu.
Rezy byly preinkubovany v suplementovaném RPMI médiu bez pfitomnosti
zkoumanych seskviterpeni. Po 30 minutach bylo vyménéno médium. Nésledné

probéhla inkubace s médiem, které obsahovalo zkoumané seskviterpeny.

Obrazek 13- Jamkové desti¢ky s tkanovymi Fezy potkana béhem inkubace
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3.2.5 Odbér vzorku a homogenizace

Byly pfipraveny mikrozkumavky do ledu. Rezy a médium byly po 8 a 24 hodinich
inkubace odebrany do pfipravenych mikrozkumavek a knim bylo napipetovano
500 ul 0,1 M sodno-fosfatového pufru opH 7,4. Rezy byly ve zkumavce
homogenizovany pomoci homogenizacni tyCinky. Poté bylo od kazdého fezu odebrano
450 pl homogenatu do novych mikrozkumavek. Ty byly vlozeny do centrifugy, kde
byly mikrozkumavky po dobu 20 minut, pti 10000 G a 4 °C staeny. Vznikl
supernatant s obsahem cytosolu a mikrosoml. Ten byl odebran, ptelit do cisté
zkumavky a co nejrychleji rozpipetovan po 190 ul do dalSich mikrozkumavek a umistén

do hluboko mraziciho boxu (-80 °C).

3.2.6 Stanoveni koncentrace proteinu

Stanoveni bilkovin bylo provedeno BCA metodou. Principem této metody je reakce
proteinti s Cu®" v alkalickém prostiedi. M&d'naté ionty se redukuji na méd’né ionty. Ty
vytvaii v prostiedi kolem pH 10 stabilni modrofialovy komplex s bicinchoninovou
kyselinou (BCA). Intenzita zabarveni komplexu je pfimo imérnd mnozstvi bilkovin.

Meéfteni probihé spektrofotometricky pfi vinové délce 562 nm.
Reakcni roztoky

o Roztok A: NaHCOj3, Na,CO3;, BCA v 0,1 M NaOH
o Roztok B: 4% CuS0O4.6 H,O

o Pracovni roztok C: pfipravime smichanim roztoku A s roztokem B v poméru

50:1

Kalibracni krivka

Standard pro vytvofeni kalibra¢ni kiivky byl 0,1% roztok hovéziho sérového albuminu
(BSA). Do 6 mikrozkumavek jsme napipetovali kalibracni vzorky o pfesné znamé

koncentraci bilkovin. Z ndmi namétfenych hodnot absorbance jsme nasledné vytvofili

kalibra¢ni kiivku.
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Tabulka 3- fedéni standartu

Koncetrace 0,1% roztok BSA | Destilovana voda
1 0 pg/ml 0 pl 100 pl
2 200 pg/ml 20 pl 80 ul
3 400 pg/ml 40 pul 60 ul
4 600 pg/ml 60 pl 40 pl
5 800 pg/ml 80 ul 20 pul
6 1000 pg/ml 100 pl 0 ul

Vzorky byly 5x fedény destilovanou vodou. Do kazdé jamky 96jamkové GAMA
desticky s kulatym dnem bylo pipetovano 10 pl vzorku a poté bylo pfidano 200 pl
pracovniho roztoku C pomoci multikandlové pipety. Jako slepy vzorek jsme pouzili

10 pl destilované vody.

Nésledné byla provedena inkubace v Thermomixeru Eppendorf trvajici 30 minut pii
37 °C. Béhem inkubace byly vzorky promichavany. Poté se zmé&fila absorbance vzorka
pfi vlnové délce 562 nm na spektrofotometru Tecan Infinite M 200. Z rovnice smérnice

kalibra¢ni kiivky byla dopocitana koncentrace proteinu.

3.2.7 Stanoveni aktivity cytochromu P450

Princip metody je zaloZen na pfidani substratu (ethoxyresorufin), relativné specifického
pro isoformu CYPIA1l (¢astetné CYP1A2, pomér EROD/MROD 6,5) nebo pro
isoformu  CYP2B/3A  (benzyloxyresorufin), k supernatantu. KaZzdd isoforma
metabolizuje svij specificky substrat na fluoreskujici produkt — resorufin. Méfi se

ptirtstek fluorescence na Tecanu.
Roztoky:

o 0.1 M TRIS-HCL pufropH 7.4

o 0,1 M MgCl,
o 0.5 mM ethoxyresorufin v DMSO

o 50 mM NADPH vTRIS-HCL pufru (4 mg NADPH/100 pl)
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o 0,5 mM resorufin v DMSO:

e pfed pouzitim nafedit vodou na 0,5 uM — 10 pl 0,5 mM resorufinu

a 9,99 ml pufru.
Substraty:

o benzyloxyresorufin

o ethoxyresorufin

Tabulka 4-Pi‘ehled enzymi CYP a jejich substrati

Substrat Enzym Isoforma
BROD benzyloxyresorufin | benzyloxyresorufin 3A,2B
O-dearylasa
EROD ethoxyresorufin ethoxyresorufin-O- | 1Al, ¢astecné 1A2
deethylasa

Reakcni smés

o Smichame 18,2 ml pufru, 1 ml MgCl,, 100 ul ethoxyresorufinu a 200 pl
NADPH.

o MnoZstvi na jednu desticku.

Do kazdé jamky ve sloupci pipetujeme 10 pl nefedéného vzorku a pfiddme 195 pl
mastermixu multikandlovou pipetou. Do jednoho sloupce desticky napipetujeme 10 pl
0,5 uM resorufinu multikanalovou pipetou a 190 ul pufru multikandlovou pipetou.
Zméfime excitacni fluorescenci (A= 530nm) na Tecanu. Desticku inkubujeme 30 minut
pii 37 °C a po uplynuti této doby znovu méfime pfirtistek emisni fluorescence

(A=585nm) na Tecanu.
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3.2.8 Stanoveni aktivity NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy 1

Principem metody je spektrofotometrické stanoveni redukce cytochromu c¢ pfi vinové
délce 550 nm v ptitomnosti NADH ¢i NADPH a menadionu (elektronovy akceptor).
Zaznamenava se narust absorbance redukovaného cytochromu c. Aktivita NQOI1

odpovida aktivit¢ inhibované dikumarolem. Ten je zndmy inhibitor tohoto enzymu.

Roztoky:

o TRIS/HCI pufr 50 mM o pH 7.5:

e 0,606 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu rozpustime cca v 80 ml
redestilované vody. 1 M HCL upravime pH na 7,5 a doplnime na 100 ml.
o TRIS/HCI pufr s BSA (0,2188%):

e 00,1094 g BSA rozpustime v 50 ml pufru.
o Cytochrom ¢ 308 uM:

e 0,05 g cytochromu ¢ rozpustime v 10 ml pufru.
o NADH 4 mM:
e 00,0043 g rozpustime v 1,5 ml redestilované vody.

o NADPH 4mM.

e 0,005 g rozpustime v 1,5 ml redestilované vody.

o Menadion 2mM:

e 00,0017 g rozpustime v 5 ml ethanolu.
o Dikumarol 2mM:

e 0,00336 g rozpustime v 5 ml DMSO.

Reakcni smés:

o Bez inhibitoru: Smichame 7,68 ml TRIS/HCI1 + BSA, 3 ml cytochromu c, 600 pl
NADH/NADPH, 60 pl menadionu a 60 ul DMSO.

o S inhibitorem: Smichame 7,68 ml TRIS/HCI + BSA, 3 ml cytochromu c, 600 pl
NADH/NADPH, 60 pul menadionu a 60 pl dikumarolu.

o Mnozstvi odpovida na Y4 destiCky s inhibitorem a %2 desticky bez inhibitoru.
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Ptedehiejeme Tecan na 37 °C. Do 6 jamek 96jamkové GAMA desticky napipetujeme
10 pl vzorku a do dvou jamek 10 pl slepého vzorku. (0,1 M Na-fosfatovy pufr o pH
7,4). Multikanalovou pipetou pfidame 190 ul mastermixu s a bez inhibitoru do desticky.

Meéfime rozdil absorbance mezi 4. a 1. minutou méfeni.
Vypocet aktivity NQOI (nmol/min/ml):

AA *Vc=1000
e-1-Vv

a =

AA- rozdil absorbance vzorku a slepého vzorku za 1 minutu
Ve- celkovy objem reakéni smési - 0,2 ml

€- molarni absorp¢ni koeficient (eNapH= 28 mM"-cm™)

1- vyska jamky - 0,9 cm

Vv- objem vzorku - 0,01 ml

aNQOIZa neinhib.rce — @ inhib.rce

3.2.9 Stanoveni aktivity aldoketoreduktas

Principem metody stanoveni aktivity redukénich enzymi je méfeni vzristu absorbance
zplisobené preménou NADP' na NADPH pii 340 nm za laboratorni teploty (37 °C).
Aktivitu reduktas lze vyjadfit pomoci vzrGstu absorbance a molarniho absorpéniho
koeficientu NADPH = 6220 M'.cm™. Jednotka enzymové aktivity je definovéana jako
oxidace 1 mol NADPH/min pii 25 °C.

Roztoky:

o Pufr—0,1 M TRIS/HCL pufr o pH 8.9:

e 121 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu rozpustime v 70 ml
redestilované vody a upravime pH na 8,9 a doplnime na 100 ml.

o Acenaftenol 0.1 M:

e Rozpustime v poméru 17,02 mg/ml DMSO
o NADP' 20 mM:

e Rozpustime 23,6 mg v 1,5 ml redestilované vody.
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Reakcni roztok:

o Smichdme 178 pl pufru s 2 pl acenaftenolu a 10 ul NADP". Mnozstvi plati pro

jednu jamku.

Do Sesti jamek vkazdém sloupci 96jamkové GAMA desticky napipetujeme 10 pl
cytosolu. Do zbylych dvou napipetujeme 10 ul slepého vzorku (Na-fosfatovy pufr o pH
7,4). Multikanalovou pipetou ptiddme 190 pl mastermixu do kazdé jamky. Pomoci
pfistroje Tecan Infinite M 200 zméfime vzrist absorbance pfi vinové délce 340 nm po

dobu 5 minut.
Vypocet aktivity AKRI1C (nmol/min/ml):

_AA*VC*lOOO
a= e-1-Vv

AA- rozdil absorbance vzorku a slepého vzorku za 1 minutu
ENADPH- 6,22 1’1’11\/1_1.C1’1’1_1

I- vyska jamky — 0,75 cm

Vc- objem reakéni smési — 0,2 ml

Vv- objem vzorku — 0,010 ml

3.2.10 Stanoveni aktivity aldehydreduktasy

Principem stanoveni aktivity redukénich enzymi je meéfeni poklesu absorbance
zpusobené preménou NADPH na NADP' ve vzorku pfi vinové délce 340 nm za
laboratorni teploty (37 °C). Aktivitu reduktas lze kvantitativné vyjadfit pomoci poklesu
absorbance a molarniho absorpéniho koeficientu NADPH = 6220 M™.cm™. Jednotka

enzymové aktivity je definovana jako oxidace 1 mol NADPH/min za dané teploty.

Roztoky:

o Pufr—0.1 M K-fosfatovy pufr o pH 6.0:

e Smichame 0,1 M K,HPO, s 0,1 M KH,POy, tak, aby pH bylo 6,0.
o DL-glyceraldehyd 1 M:

e Rozpustime v DMSO v poméru 0,009008 g/ml.
o NADPH 4 mM:

e Rozpustime ve vodé v poméru 3,33 mg/ml.
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Reakcni smés:

o Smichame 178 pl pufru s 2 ul DL-glyceraldehydu a 10 ul NADPH. Mnozstvi

plati pro jednu jamku.

Do 6 jamek 96 jamkové GAMA desticky napipetujeme 10 pl vzorku a do dvou jamek
napipetujeme 10 pl slepého vzorku (Na-fosfatovy pufr o pH 7,4). Do kazdé jamky
pfidame multikanalovou pipetou 190 pl mastermixu. Absorbanci méfime pii vlnové

délce 340 nm po dobu 5 minut v pfistroji Tecan Infinite M 200.
Vypocet aktivity AKRIAI (nmol/min/ml):

_AA*VC*lOOO
N e-1-Vv

a

AA- rozdil absorbance vzorku a slepého vzorku za 1 minutu

-1 -1
ENADPH- 6,22 mM .cm

I- vyska jamky — 0,75 cm
Vc- objem reakéni smési — 0,2 ml
Vv- objem vzorku — 0,010 ml

3.2.11 Stanoveni aktivity karbonylreduktasy 1

Principem metody je inkubace subcelularni frakce se substratem menadionem.
Menadion je redukovan karbonylreduktasou 1 a tato redukce je doprovazena oxidaci
NADPH. Ta je fotometricky zaznamenavana jako pokles absorbance. Aktivitu reduktas
1ze vyjadfit pomoci poklesu absorbance a molarniho absorpéniho koeficientu NADPH=

6220 M .cm™.
Roztoky:

o Pufr-0.1 M K-fosfatovy pufr o pH 7.4:

e 8,71 g K;HPO, rozpustime v 500 ml destilované vody. 2,72 g KH,PO4
rozpustime v 200 ml destilované vody. Oba roztoky slévame do dosazeni
pH 7,40.
o Menadion:

e 8,61 mgrozpustime v 1 ml ethanolu
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o NADPH:

e 6,25 mg rozpustime v 1,5 ml redestilované vody
Reakcni roztok:

o Smichame 178 pl pufru, 2 pl menadionu, 10 pl NADPH. Mnozstvi
odpovida na jednu jamku.

Do 6 jamek 96 jamkové GAMA desticky napipetujeme 10 pl vzorku a do dvou jamek
10 ul slepého vzorku (0,1 M Na-fosfatovy pufr o pH 7,4). Desticku preinkubujeme
5 minut pti 37 °C. Pfidame 190 pl mastermixu multikanalovou pipetou do kazdé jamky.

Me¢éiime pokles absorbance po dobu 5 minut pii vinové délce 340 nm.
Vypocet aktivity (nmol/min/ml):

_AA*VC*lOOO
a= e-1-Vv

AA- rozdil absorbance vzorku a slepého vzorku za 1 minutu
Ve- celkovy objem reakéni smési - 0,2 ml

&- molarni absorpéni koeficient (exabpr= 6220 M .cm™))

l- vyska jamky - 0,75 cm

Vv- objem vzorku - 0,01 ml

3.2.12 Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy
Zasobni roztoky:
o Substrat: 2,5 mM p-nitrofenol (odpovida rozputéni 3,5 mg v 10 ml destilované

vody)

o Konjugaéni ¢inidlo: 10 mM UDP-glukuronové kyselina (odpovida rozpusténi

6,46 mg v 1 ml destilované vody)
o Detergent: Slovasol
o Tris/HCI pufr o pH 7.4: 0,5 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu rozpustime

v 10 ml destilované vody. Upravime pH na 7,4 pomoci 1 M HCI a doplnime na
objem 15 ml pomoci destilované vody. Nakonec v celém objemu pufru

rozpustime 24,4 mg MgCl,.
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o Deproteinizaéni roztok: 3% trichloroctova kyselina

o Neutraliza¢ni roztok: 1 M NaOH

Postup:

o Mikrozkumavky si pfipravime na led. Rozmrazime vzorky o zndmé koncentraci
proteinli. Odpipetujeme potfebné mnozstvi vzorku a pfiddme takovy objem
detergentu, aby byl pomér detergent:protein — 1:2. Promichame a nechame
inkubovat v lednici 20 minut. Do kazdé¢ mikrozkumavky napipetujeme 50 ul
pufru, 20 ul UDP-GA (vzorek) nebo vody (slepy vzorek), 20 pl p-nitrofenolu
a 10 pl mikrosomit s detergentem. Inkubacéni smés promichdme a dame
inkubovat do thermomixeru na 20 minut pfi teplot¢ 37 °C. Pfenddme zpét na led
a pfidame 50 pl TCA, promichdme a stoime na centrifuze (5000 ot/min,
5 minut). Do kazdé jamky 96jamkové desticky napipetujeme 50 pl roztoku
NaOH a do prvni jamky destilovanou vodu. Do jamek s NaOH pieneseme 50 pl
inkubaéni smési. Méfime absorbanci pfi 405 nm. Koncentraci konjugovaného

pNF vypocitame z e= 18,3 mM.em™.

_AA*VC*lOOO
 g-1-Vy

a

AA- rozdil absorbance vzorku a slepého vzorku
Vc- celkovy objem reakéni smési - 0,2 ml

€- molarni absorp¢ni koeficient - € = 18,3 mM"-cm"
l- vyska jamky - 0,55 cm

Vv- objem vzorku - 0,01 ml
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3.2.13 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

Principem této metody je konjugace glutathion s 1-chlor-2,4-dinitrobenzenem (CDNB)

za vzniku barevného S-2,4-dinitrofenylglutathionu.

Cl DHS
i MO j H

Sl =
| . HOOC._ ﬁJJLN HT_NVGDGH

7 H

NH, >
NO,
GST
Y
(@]
.

.5 0
A)[ + HCL
ON" " NO,
Obrazek 14- Tvorba GSH-CDNB konjugatu

Roztoky:

o 0,1 M Na-fosfatovy pufr o pH 6.5:

e Navazime 1,79 g NaHPO4 do 50 ml odmérné baiky a doplnime
redestilovanou vodou.
e Navazime 1,56 g NaHPO4 do 100 ml odmérné banky a doplnime
redestilovanou vodou.
e Smichame v poméru 1:3 a upravime pH na 6,5.
o Roztok GSH: 5,15 mM GSH v 0,1 M Na-fosfatovém pufru o pH 6,5 (jedna
desticka)
e Navazime 7,92 mg GSH a rozpustime v5 ml 0,1 M Na-fosfatového
pufru o pH 6,5
o Roztok CDNB: 51,5 mM CDNB v ethanolu (jedna desticka)
e Navazime 5,22 mg CDNB a nechame rozpustit v 0,5 ml ethanolu.
o Master mix:
e Napipetujeme 4 ml GSH, 0,4 ml CDNB a 15,6 ml 0,1 M Na-fosfatového

pufru. Vse pfipravime tésn¢ pied stanovenim.
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Do 6 jamek v kazdém sloupci napipetujeme 6 pl nefedéného vzorku a do dvou jamek
napipetujeme 6 pl sodno-fosfatového pufru o pH 6,5. Pouzijeme 96jamkovou desticku
Greiner s plochym dnem. Nasledné¢ napipetujeme od kazdé jamky multikanalovou
pipetou 194 ul reakéni smési. Absorbanci zméfime na spektrofotometru Tecan Infinite

M 200 pii vinové délce 340 nm.

Jednotka enzymové aktivity je definovana jako mnozstvi enzymu katalyzujici pfeménu
1 pmol S-2,4-dinitrofenyl-glutathionu za 1 minutu. Specifickd aktivita je vyjadfena jako

pocet jednotek na 1 mg proteinu.
Vypocet aktivity GST (nmol/min/ml):

_AA*VC*lOOO
a= e-1-Vv

AA- rozdil absorbance vzorku a slepého vzorku za 1 minutu
Ve- celkovy objem reakéni smési - 0,2 ml

€- molarni absorp¢ni koeficient (€ = 9,6 mM-1-cm-1)

1- vyska jamky - 0,55 cm

Vv- objem vzorku - 0,006 ml

3.2.14 Stanoveni aktivity sulfotransferasy

Principem méfeni aktivity SULT je tvorba p-nitrofenolu z p-nitrofenylsulfatu. Dochazi

k ptenosu sulfonové skupiny z 3’-fosfoadenosin-5’-fosfatu na 2-naftol.

Roztoky:

o 50 mM K-fostatovy pufr o pH 6.5
o 50 mM MgCl,: Navazime 0,01525 g MgCl,.6 H,O a rozpustime jej v 1,5 ml

redestilované vody.

o 20 uM 3'fosfoadenosin-5'-fosfat (PAP): 2 mM zasobni roztok nafedime 100x

o 50 mM p-nitrofenylsulfat: 0,01930g rozpustime v 1,5 ml redestilované vody
o STOP rozok: 0,25 M Tris-HCL pufr o pH 8.7

55



Reakcni smés:

o Master mix v mnozstvi pro jednu desticku vznikl smichdnim 5,9 ml pufru (50
mM K-fosfatovy pufr o pH 6,5), 1 ml 50 mM chloridu hofe¢natého, 1 ml 20 uM
3’-fosfoadenosin-5’-fosfatu, 1 ml 50 mM p-nitrofenylsulfatu a 100 pul 10 mM
2-naftolu.

o Do 6 jamek v kazdém sloupci GAMA desticky bylo napipetovano 10 pl vzorku
a do dvou jamek v kazdém sloupci bylo napipetovano 10 ul 0,1 M sodno-
fosfatového pufru o pH 7,4. Ten slouzil jako slepy vzorek.

o Do vsech jamek bylo napipetovano 90 ul reakéni smési multikanalovou pipetou.

o Desticka se protfepala a nasledné byla inkubovéana 10 minut pii 37 °C
v Thermomixeru.

o Po inkubaci byla zastavena reakce ptidanim 100 pl 0,25 M Tris-HCI pufru o pH
8,7.

o Absorbance byla métena pii vinové délce 405 nm.

o Jednotka enzymové aktivity U je definovana jako mnozstvi enzymu katalyzujici
vznik 1 pmol p-nitrofenolu za 1 minutu. Specificka aktivita je vyjadiena jako

pocet jednotek/mg proteinu.

p-Nitrophenyl  pap 2-Naphthyl
sulfate sulfate

p-Nitrophenol  PAPS 2-Naphthol

Obrazek 15- tvorba p-nitrofenolu z p-nitrofenylsulfatu

Vypocet aktivity SULT (nmol/min/ml):

_AA*VC*IOOO
a= e-1-Vv

AA- rozdil absorbance vzorku a slepého vzorku
Ve- celkovy objem reakéni smési - 0,2 ml

€- molarni absorp¢ni koeficient - € = 18,2 mM"'-cm’!
1- vyska jamky - 0,9 cm

Vv- objem vzorku - 0,01 ml
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni koncentrace bilkovin

Po zméteni absorbance jsme odecetli od absorbance jednotlivych koncentraci (200 —
1000 pg/ml) absorbanci roztoku o koncentraci 0 pg/ml (slepy vzorek). Z téchto hodnot
jsme vytvorili kalibra¢ni kiivku. Ta ndm poskytla rovnici linearni regrese, podle které

jsme vypocitali koncentraci bilkovin.

Kalibracni krivka ¥ = 0,0006959x
R? =0,9969360

0,8

0,7

0,6 e
&

o 0,5
g o4 o * A
2 03 *
.<n 0,2 —— Linearni (A)
or |
0 . . . . . .

0 200 400 600 800 1000 1200

Koncentrace bilkovin pg/ml

Obrazek 16- Kalibrac¢ni kifivka stanoveni BCA bilkovin
Vzorek:

Byla zméfena absorbance pro kontrolni vzorek po 8 a 24 hodinové inkubaci (K8, K24,
bez seskviterpenu), pro vzorek po 8 hodinové inkubaci s karyofylenem (CARS), pro
vzorek po 8 hodinové inkubaci s karyofyleneoxidem (CAOS8), pro vzorek po 8 hodinové
inkubaci s humulenem (HUMS), pro vzorek po 24 hodinové inkubaci s karyofylenem
(CAR24), pro vzorek po 24 hodinové inkubaci s karyofyleneoxidem (CAO24) a pro
vzorek po 24 hodinové inkubaci s humulenem (HUM?24). Od kazdé absorbance byla
odectena absorbance slepé¢ho vzorku. Vysledek byl vynasoben zfedénim naSich vzorkii.
Vzorky byly u dvou méfeni 5x ziedénya u jednoho méfeni 10x ziedény. Nasledné byla
pomoci rovnice linedrni regrese vypoctena koncentrace bilkovin pro jednotlivé

seskviterpeny a kontrolni vzorek.
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Tabulka 5- Koncetrace bilkovin ve vzorcich

Koncentrace (mg/ml)

Datum K8 CARS8 CAO8 HUMS K24 CAR24 | CAO24 | HUM24
6.12.2016 1,55 1,42 1,55 1,53 1,23 1,27 1,24 1,24
8.11.2016 1,67 1,75 1,61 1,69 1,35 1,26 1,20 1,40
6.3.2017 1,40 1,34 1,25 1,46 1,37 1,21 1,08 1,16

Pritmér-SD 1,53+ 1,50+ 1,38+ 1,60+ 1,32+ 1,25+ 1,17+ 1,27+
0,11 0,18 0,16 0,10 0,07 0,03 0,07 0,10

Koncentrace bilkovin se snizuje s delSim ¢asem inkubace. Koncentrace bilkovin ve

vzorcich inkubovanych se seskviterpeny je nizsi nez koncentrace v kontrolnim vzorku.

Vyjimka je u humulenu po 8 hodinové inkubaci. Prvni a druhé méteni jevilo podobné

vysledky. Pii tfetim méteni byly zjistény mensi hodnoty oproti prvnim dvéma mefenim.
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4.2 Vliv a-humulenu, B-karyofylenu a karyofylen-oxidu

na biotransformacni enzymy

Seskviterpeny byly testovany v koncentracich 10 uM. Jejich vliv na aktivitu enzymt

L.a II. fze biotransformace byl porovnavan s aktivitou enzymi v kontrolnich fezech. Ty

byly inkubovany bez ptitomnosti seskviterpentl.

4.2.1 Ovlivnéni cytochromu P450 2B/3A

Rezy ovlivnéné B-karyofylenem a a-humulenem vykazovaly snizeni specifické aktivity
CYP2B/3A (BROD) po 8hodinové inkubaci. Rezy ovlivnéné karyofylenem-oxidem
nevykazovaly zadnou zménu specifické aktivity BROD. Rezy ovlivnéné karyofylenem-

oxidem po 24hodinové inkubaci vykazovaly sniZeni specifické aktivity BROD. Rezy

ovlivnéné B-karyofylenem a a-humulenem nevykazovaly zadnou zménu specifické

aktivity BROD po 24hodinové¢ inkubaci.

Tabulka 6- Specificka aktivita BROD v kontrolnich a HUM, CAR a CAO ovlivnénych vzorcich

Specificka aktivita BROD (pmol/mg/min)

K CAR CAO HUM
8 hod 0,098+0,011 | 0,076+0,001* | 0,089+0,002 0,069+0,005*
24 hod 0,076+0,002 0,083+0,007 | 0,061+0,006* 0,073+0,006

* Statisticky vyznamny rozdil ve srovnéni s kontrolou (Studenttiv t-test, p < 0,05)
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Obrazek 17- Ovlivnéni specifické aktivity BROD po 8 a 24hodinové inkubaci

* Statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (Studentlv t-test, p <0,05)

4.2.2 Ovlivnéni NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy 1

Rezy ovlivnéné B-karyofylenem, humulenem a karyofylen-oxidem po 8hodinové

inkubaci nevykazovaly Zadnou statisticky vyznamnou zménu specifické aktivity NQO1.

Rezy ovlivnéné humulenem po 24hodinové inkubaci vykazovaly snizeni specifické

aktivity NQOI1. Rezy ovlivnéné B-karyofylenem a karyofylen-oxidem po 24hodinové

inkubaci nevykazovaly Zadnou zménu specifické aktivity NQOI1.

Tabulka 7- Specificka aktivita NQO1 v kontrolnich a HUM, CAR a CAO ovlivnénych vzorcich

Specificka aktivita NQO1 (nmol/mg/min)

K CAR CAO HUM
8 hod 8,64+1,81 7,65+2,51 7,98+1,25 5,37+1,78
24 hod 12,26+1,37 9,16£1,37 9,29+£1,68 4,73+1,52%*

** Statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (Studenttv t-test, p < 0,01)
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Obrazek 18- Specificka aktivita NQO1 po 8hodinové a 24hodinové inkubaci

** Statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (Studentiv t-test, p < 0,01)

4.2.3 Ovlivnéni aldoketoreduktasy

Rezy ovlivnéné B-karyofylenem, humulenem a karyofylen-oxidem po 8hodinové

inkubaci a ftezy ovlivnéné [-karyofylenem, humulenem a karyofylen-oxidem po

24hodinové inkubaci nevykazovaly Zadnou zménu specifické aktivity AKR1C9.

Tabulka 8- Specificka aktivita AKR1C v kontrolnich a HUM, CAR a CAO ovlivnénych vzorcich

Specificka aktivita AKR1C (nmol/mg/min)

K CAR CAO HUM
8 hod 2,75+0,29 3,70+1,04 2,99+0,29 3,46+0,43
24 hod 3,13+0,49 2,43+0,26 3,27+0,58 2,69+1,05
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Obrazek 19- Ovlivnéni specifické aktivity AKR1C

4.2.4 Ovlivnéni aldehydreduktasy

Rezy ovlivnéné p-karyofylenem a humulenem vykazovaly pokles specifické aktivity

AKRI1AL1 po 8 hodinach inkubace. Rezy ovlivnéné karyofylen-oxidem po 8 hodinich

inkubace a fezy ovlivnéné B-karyofylenem, humulenem a karyofylen-oxidem po

24hodinové inkubaci nevykazovaly Zadnou zménu specifické aktivity AKR1A1.

Tabulka 9- Specificka aktivita AKR1A1 v kontrolnich a HUM, CAR a CAO ovlivnénych vzorcich

Specificka aktivita AKR1A1 (nmol/mg/min)

K CAR CAO HUM
8 hod 9,43+0,32 6,32+0,97** 7,81£2,33 6,79+1,35*
24 hod 7,62+1,33 6,35+0,96 9,16+2,28 6,97+1,76
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Obrazek 20- Ovlivnéni specifické aktivity AKR1A1

*Statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (Studentiv t-test, * p < 0,05,

**p <0,01)

4.2.5 Ovlivnéni karbonylreduktasy

Rezy ovlivnéné PB-karyofylenem, a-humulenem a karyofylen-oxidem nevykazovaly

Zzadnou zménu specifické aktivity CBR po 8hodinové inkubaci ani po 24hodinové

inkubaci.

Tabulka 10- Specificka aktivita CBR v kontrolnich a HUM, CAR a CAO ovlivnénych vzorcich

Specificka aktivita CBR (nmol/mg/min)

K CAR CAO HUM
8 hod 20,95+6,42 24.29+5.73 23,43+7.25 23,50+5,56
24 hod 23,08+5,85 25,96+6,33 24,95+4,92 25,99+7,90
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Obrazek 21- Specificka aktivita CBR po 8 a 24hodinové inkubaci

4.2.6 Ovlivnéni UDP-glukuronosyltransferasy

U tohoto enzymu prob&hlo pouze jedno méfeni. Aktivita UGT nebyla nalezena.
Rozhodli jsme se tedy nepokracovat v dalSich métenich. Z tohoto divodu nejsou pro

UDP-glukuronosyltransferasu dostupné vysledky.

4.2.7 Ovlivnéni glutathion-S-transferasy

Rezy ovlivnéné B-karyofylenem, humulenem a karyofylen-oxidem po 8hodinové
inkubaci a ftezy ovlivnéné [-karyofylenem, humulenem a karyofylen-oxidem po

24hodinové inkubaci nevykazovaly Zadnou zménu specifické aktivity GST.

Tabulka 11- Specificka aktivita GST v kontrolnich a HUM, CAR a CAO ovlivnénych vzorcich

Specificka aktivita GST (nmol/mg/min)

K CAR CAO HUM

8 hod

328,68+45,95

321,16+43,11

329,60+27,84

331,58+51,22

24 hod

343,52+18,20

383,194+26,94

337,32+31,79

345,60+47,50
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Obrazek 22- Ovlivnéni specifické aktivity GST

4.2.8 Ovlivnéni sulfotransferasy

Rezy ovlivnéné B-karyofylenem a o-humulenem a karyofylen-oxidem nevykazovaly

zadnou zménu specifické aktivity SULT po 8hodinové inkubaci ani po 24hodinové

inkubaci.

Tabulka 12- Specificka aktivita SULT v kontrolnich a HUM, CAR a CAO ovlivnénych vzorcich

Specificka aktivita SULT (nmol/mg/min)

K CAR CAO HUM
8 hod 8,81+0,88 8,13+0,77 8,34+0,52 8,47+0,57
24 hod 8,09+0,44 8,90+0,45 7,78+0,34 8,61+0,66
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Obrazek 23- Specificka aktivita SULT po 8 a 24hodinové inkubaci
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5 Diskuze

V poslednich letech se zvySuje spotieba potravnich dopliikl a také roste obliba rostlinné
a alternativni mediciny. Tim se znac¢né zvySilo riziko interakei s léCivy. Mnohé
interakce jiz byly objeveny. Napftiklad vliv ostropestice marianského (Silybum
marianum) na snizeni ucCinku warfarinu. Dale trezalka teCkovana (Hypericum
perforatum) jako znamy induktor cytochromu P450 3A4. Zrychluje odbourdvani
nékterych antiepileptik, antipsychotik ¢i kontracepce. Déle jinan dvoulalo¢ny (Ginkgo

biloba) velmi Casto interaguje s 1éCivy, napiiklad s jiz zminénym warfarinem.

Seskviterpeny jsou sekundarni metabolity rostlin, kde tvofi vyznamnou soucast silic.
Jsou produkovany vSemi organy rostliny a zajiSt'uji jeji pieZiti. Maji mnoho pozitivnich
ucink.  Naptiklad  protizanétlivy,  antibakteridlni, antivirovy, antifungalni,
protimutagenni, antidiabeticky ¢i antiprotozoalni efekt. Mohou se chovat jako
antioxidanty i oxidanty. Rostliny, v nichz jsou obsazeny, se ¢asto pouzivaji v lidové
mediciné a jako kofeni. Bohuzel je nedostatek informaci o jejich vlivu na
biotransformaéni enzymy. Je dilezité tento vliv prozkoumat a zlepsit tak piehled

o moznych interakcich.

V této studii byl zkoumén vliv tii strukturné podobnych cyklickych seskviterpend,
a-humulenu, B-karyofylenu a karyofylen-oxidu na biotransformacéni enzymy v jaternich
fezech potkana. Ty mély 8 mm v priméru a tloustku 200-250 pum. Rezy byly
inkubovany se seskviterpeny po dobu 8§ a 24 hodin. Zkoumané enzymy byly z I. 1 II.

faze biotransformace.

Na toto téma neni velky pocet studii. Ty, které existuji, se li§i ve vysledcich. Ve studii
Nguyenové a kol. (2017) zkoumali inhibi¢ni vliv o-humulenu, p-karyofylenu
a karyofylen-oxidu na cytochrom P450 i dal§i biotransformacni enzymy v jaternich
subcelularnich frakcich ¢lovéka a potkana. Byl zjistén znacny inhibicni vliv vSech tii
seskviterpenti na cytochrom P450 1A1/2 (EROD) a cytochrom P450 2B/3A (BROD).
Dale byly zkoumany nékteré redukéni a konjugaéni enzymy. Nebyla zaznamenana

zmeéna aktivity téchto enzym?.

Déle Lnénickova a kol. (2017) se =zabyvali vlivem karyofylen-oxidu na
biotransformacni enzymy u mysi in vivo. Zjistili vliv na cytochrom P450 2B (PROD)

a cytochrom P450 2B/3A (BROD). Vliv na cytochrom P450 3A (EROD) nebyl
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detekovan. Déle byly opét zkoumany redukéni enzymy. Zadna zména aktivity AKR1A1
ani AKRIC nebyla objevena. U CBR1/3 byla po 6 hodinach od podéni aktivita lehce
inhibovana. U konjuga¢nich enzymt SULT, GST a UGT také nebyla zaznamenana

zadna zména aktivity.

Studie dos Santose a kol. (2015) se zabyvala vlivem silice z Piper tuberculatum na
cytochrom P450 1A1/2 (EROD) a cytochrom P450 2A ( (ECOD). Silice z této rostliny
obsahuje az 13 % karyofylenu. Silice inhibovala aktivitu cytochromu P450 1A1/2
(EROD). Cytochrom P450 2A (ECOD) nebyl ovlivnén.

Zarybnicky (2016) zkoumal vliv a-humulenu a B-karyofylenu na SULT, NQO1 a UGT
v jaternich fezech potkana. HUM inhiboval NQOT1 po 24 hodinach inkubace a SULT po
3 hodinach inkubace. SULT byl také inhibovan CAR po 3 hodinach inkubace.

V této diplomové praci bylo také sledovano ovlivnéni biotransformacénich enzymu
v jaternich fezech potkana. DosSlo ke snizeni aktivity AKR1A1, BROD a NQOI.
Aktivita AKRIA1 byla inhibovana CAR a HUM po 8 hodinach inkubace. Vliv CAR
byl vyznamnéjs$i nez HUM. Specifické aktivita BROD byla snizena CAR a HUM po 8
hodinach inkubace a CAO po 24 hodinach inkubace. Aktivita NQO1 byla velmi
vyznamné snizena HUM po 24 hodinach inkubace. Na rozdil od jinych studii nebyl
zjistén vliv na cytochrom P450 1A1/2 (EROD), ale byla zjiSténa inhibice AKR1A1.
Zadna ze zminénych studii nezjistila vliv na AKR1C9 a UGT. Obecné lze ¥ici, Ze

vSechny studované aktivity enzymi se bud’ neménily, nebo se sniZily.

Na toto téma neprobéhlo mnoho studii, ale z dostupnych informaci lze usoudit, ze
seskviterpeny maji ptredevSim inhibi¢ni vliv na nékteré biotransformacni enzymy.
Studie se pomérné shoduji v ovlivnéni aktivity cytochromu P450 2B/3A (BROD). Dale
existuje vice vysledkl pro cytochrom P450 1A1/2 (EROD) a NQOI. Lze tedy ocekavat
pfi uzivani doplikd stravy s obsahem karyofylenu, karyofylen-oxidu ¢i humulenu
sniZeni aktivity cytochromu P450 2B/3A (BROD), cytochromu P450 1A1/1A2 (EROD)

a NQOI. Vliv seskviterpentl na ostatni enzymy je nejednoznacny.

Je dulezité si uvédomit, ze kazdé méfeni je zatizeno chybami méfeni a ze byly pouzity
rozdilné modelové systémy. Také je dilezité pifipomenout, ze existuji znacné

mezidruhové rozdily mezi potkany a lidmi. Ovlivnéni enzymi u lidi nemusi byt stejné
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jako u potkanti. Nicméné je dilezité dal zkoumat interakce mezi pfirodnimi latkami

a enzymy a tim minimalizovat rizika a maximalizovat ¢inek farmakoterapii.
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r 4
6 Zavér
Cilem této prace bylo zjistit, zda mohou seskviterpeny o-humulen, B-karyofylen
a P-karyofylen-oxid ovlivilovat aktivitu a expresi vybranych biotransformacnich
enzymi v jaternich fezech. K tomuto ucelu byly vytvofeny potkani tkanové tezy

o pruméru 8§ mm a prumérné tloust’ce 200-250 um. Kontrolni vzorky byly inkubovany

bez seskviterpentl. Ostatni fezy byly inkubovany se sekviterpeny 8 a 24 hodin.

Byly zkoumany biotransformacni enzymy cytochrom P450 1A1/2 (EROD), cytochrom
P450 2B/3A  (BROD), NQOI, AKRIA, AKRIC, CBR, SULT, GST
a UGT. Vysledky ukazaly snizeni aktivity AKR1A1, cytochromu P450 2B/3A (BROD)
a NQOI1. Nejvétsi ovlivnéni aktivity bylo zaznamenano u cytochromu P450 2B/3A
(BROD). Jeho aktivita byla inhibovana CAR a HUM po 8 hodinach inkubace a CAO po
24 hodinach inkubace. Dale byla aktivita AKRIA1 inhibovana CAR a HUM po 8
hodinach inkubace. Vliv CAR byl vyznamnéjsi nez HUM. Aktivita NQO1 byla
inhibovana HUM po 24 hodinach inkubace.
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Seznam zkratek

AKRIAT — aldehydreduktasa

AKRI1C — aldoketoreduktasa

BROD - benzyloxyresorufin O-dearylasa
CAR - karyofylen

CAO - karyofylen-oxid

CBR - karbonylreduktasa

CYP — cytochrom

EROD - ethoxyresorufin-O-deethylasa
GST — glutathion-S-transferasa

HUM - humulen

ROS — reaktivni formy kysliku

SULT — sulfotransferasa

UGT — UDP-glukuronosyltransferasa
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