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ANOTACE

Uzivanim mnoha druhii 1éku, a vystavovanim naSeho téla G€inkliim xenobiotik vibec,
zaté¢zujeme télo pochody, kterymi se snazi tyto latky odbourat. Dané xenobiotikum je
V organismu metabolizovano pomoci I. a II. faze biotransformace. Cytochromy P450 patii
organismu. Tyto hemoproteiny se tak uplatituji spolecné s II. fazi biotransformace na

eliminaci xenobiotik z bunék a jejich celkovém odstranéni z organismu.

Hlavnim cilem mé prace bylo optimalizovat metodicky postup stanoveni aktivity
cytochromu 1A2 pomoci metody spektrofotometrické, spektrofluorimetrické a pomoci HPLC
s UV/VIS detekci u riznych bunéénych linii. Zjistili jsme, Ze spektrofotometrickd metoda
neni z divodu malé senzitivity vhodna. U metody HPLC-UV/VIS se nam také z hlediska
nizké citlivosti detekce nedokazalo detekovat aktivitu CYP 1A2. Proto jsme jako nejvhodnéjsi

metodu urcili metodu spektrofluorimetrickou s dobou méfeni aktivity v délce 1 hod.

Optimalizované postupy jsme pouzili pii analyze vzorkil biologického materidlu,
tj. bunécnou linii pochazejici z lidskych bunék hepatocytarniho karcinomu HepG2, linii
lidskych epitelidlnich ledvinnych bunék proximalniho tubulu HK-2 a buné¢nou linii lidského
plicniho adenokarcinomu A549. U vSech tfi linii jsme se zaméfili na stanoveni aktivity CYP
1A2. AZ na bunéénou linii HK-2 se nam podafilo spektrofluorimetricky detekovat aktivitu
CYP 1A2. Sohledem na to lze zavérem fici, ze jsme zavedli a optimalizovali

spektrofluorimetrickou metodu ke stanoveni aktivity CYP 1A2 v podminkach in vitro.

KLiCOVA SLOVA
CYP450; biotransformace xenobiotik; CYP 1A2; fluorimetrie.



ANNOTATION

Our organism has to metabolize a number of drugs and xenobiotics which might impair its
function. The xenobiotics are metabolized through two phases of biotransformation — phase |
and phase Il. Cytochromes P450 are likely the most important detoxification enzymes
participating in phase | of Xxenobiotic biotransformation in human organism. These
hemoproteins play an important role together with phase Il processes in the elimination of
xenobiotics from cells and in their total removal from the body.

The main aim of my work was the optimization of a methodological approach for
determination of cytochrome 1A2 activity using spectrophotometric, spectrofluorimetric
methods and HPLC with UV/VIS detection in cell lines. We have found that
spectrophotometric method is not suitable because of the low detection limit. In addition, we
did not detect CYP 1A2 activity using HPLC-UV/VIS due to low sensitivity. Finally, we have
determined the spectrofluorimetric assay as the most suitable method with 1 h duration of

measurement.

We used the optimized procedures of sample preparation for analysis of CYP activity in a
biological material - human hepatocellular cell line HepG2, proximal tubular epithelial renal
cell line HK-2 and human lung adenocarcinoma cell line A549. We focused on determination
of CYP 1A2 activity in all three cell lines. Except of HK-2 cells, we were able to detect CYP
1A2 activity in both other cell lines fluorimetrically. In conclusion, we introduced and
optimized the spectrofluorimetric method to determine CYP 1A2 activity in vitro.

KEY WORDS
CYP450; biotransformation of xenobiotics; CYP 1A2; fluorometry.
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Uvob

Cytochromy P450 jsou nepostradatelné enzymy, kterymi nasSe télo odbourava piijata
xenobiotika a podili se z velké ¢asti na metabolismu mnoha endogennich latek. Bez spravné
funkce cytochromi by se naSe télo ptehltilo nebezpecnymi latkami, coz by mohlo vést az
k selhani funkce nékterych organi ¢i organismu. Mnozstvi cytochromd a jejich celkovy
vyskyt je z hlediska jednotlivych organti velmi odlisny. Nejvice se jich vyskytuje v jatrech,
které jsou hlavnim centrem metabolickych a biotransformac¢nich procest. Mezi hlavni
genetické rodiny cytochromi, které se vyskytuji v jatrech, jsou CYP 1, CYP 2 a CYP 3.
Z hlediska mnozstvi i funkce jsou nejvyznamnéj$imi podrodinami izoenzymy CYP 1A, 2E a

3A.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Metabolismus a biotransformace xenobiotik

Vétsina latek vstupujicich do organismu slouzi jako zdroj energie nebo jako stavebni
materidl pro vyrobu sloucenin télu vlastnich a lze mezi né zaradit vodu, Ziviny pfijaté z okoli,
vzduch, minerdly, vitaminy a vSechny latky organismu vlastni. Naopak jiné latky vstupujici
do organismu, které neplni zadné fyziologické funkce, se nazyvaji xenobiotika neboli
cizorodé latky (Skalova, BouSova a kol., 2011). Hlavnim zdrojem Xenobiotik je chemicky
pramysl a dale oblasti lidské Cinnosti, kde jsou tyto produkty chemického primyslu
pouzivany. Piiklady vyskytu xenobiotik jsou I1éCiva, pramyslové chemikalie, hnojiva,
pesticidy, odpadni latky znecist'ujici zivotni prostiedi, alkaloidy, kosmetické produkty,
navykové latky, ale i potravinova aditiva (Skalova, BouSova a kol., 2011; Parkinson, 2001;
Matous et al., 2010, Knejzlik a spol., 2000).

Do organismu vstupuji tyto latky zejména plicemi, gastrointestinalnim traktem (GIT) nebo
se vstiebavaji kazi. Dale se dané xenobiotikum dostava do krevniho fecisté, kde muze
interagovat s plazmatickymi proteiny, které mohou slouzit jako transportni molekuly a
umoziuji naslednou distribuci toxické latky do organt, tkani a cilovych bunék (Skalova,
Bousova a kol., 2011; Knejzlik a spol., 2000).

Distribuce cizorodé latky v organismu zavisi na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech.
Mezi tyto vlastnosti patii napt. lipofilita, ktera podporuje jejich snadné vstiebani do téla a
naopak tvoii velkou ptekazku pfi jejich odstranovani. Nejcastéji probiha eliminace cizorodé
latky z organismu moéi, stolici, slinami, potem, dechem nebo matetskym mlékem (Hénninen,
2009; Skalova, Bousova a kol., 2011; Parkinson, 2001).

Hlavnim cilem metabolismu xenobiotik je rychlé zbaveni se latek, které jsou pro
organismus $kodlivé. To probiha pomoci chemickych pfemén (biotransformaci), které jsou
katalyzovany biotransforma¢nimi enzymy. Centrem vyskytu biotransformacénich enzymt jsou
jatra, plice, kiize, nosni sliznice a ledviny. Ukolem biotransformaénich enzymil je pfeména
puvodniho xenobiotika na novou slouceninu s odliSnou chemickou strukturou, tzv. metabolit.
Vzhledem ke zméné struktury metabolitu dochézi i ke zméné fyzikalné-chemickych vlastnosti
a celkové ke zméné biologické aktivity a chovani v organismu. Tento proces umoziuje
zvyseni hydrofility (rozpustnosti ve vod¢) a nasledné zrychlené vylucovani latky, bioaktivaci
puvodni metabolicky neaktivni latky na G¢innou, nebo vylouceni xenobiotika beze zmény

(Martinkova a spol., 2001; Skalova, Bousova a kol., 2011).
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1.1.1 1. faze biotransformace

Biotransforma¢ni reakce se obecné déli do dvou fazi. Cilem prvni faze biotransformace je
zvyseni polarity latky cili jeji lepsi rozpustnost ve vodé, nez tomu je u ptuvodniho xenobiotika.
Diky tomu nedochazi k akumulaci latek v télnich burnikach a jsou dale vylouceny z téla ven.
Mezi chemické pochody, které tento d&j umoznuji, patii oxidace postranniho fetézce,
deaminace, tvorba epoxidd, sulfooxidace, redukce, N-hydroxylace, redukce a hydrolytické
reakce.

Chemické reakce 1. faze biotransformace jsou oxida¢ni, méné¢ potom redukéni a
hydrolytické. Velké mnozstvi xenobiotik Se preménuje pravé oxidacnimi reakcemi, které diky
tomu patfi mezi nejrozsifenéj$i reakce biotransformace xenobiotik. Lze mezi n¢ zaradit
hydroxylace, dealkylace, oxida¢ni deaminace, oxida¢ni dehalogenace, N- a S-oxidace a
oxidace alkoholt a aldehydi. U hydroxylacnich reakci je hlavni funkci zavedeni hydroxylové
skupiny do boc¢niho fetézce nebo do aromatickych jader. Zavedeni hydroxylové skupiny do

aromatického jadra je znazornéno pomoci reakce 1.

OH

[1]

Redukéni reakce nejsou tolik vyznamné jako oxidacni, ale pro urcité strukturni typy
xenobiotik jsou hlavni metabolickou cestou. Nejvyznamnéjsi reakce jsou redukce
nitrosloucenin, azoslouéenin, karbonylovych slouc¢enin a N-oxidi a S-oxidi. Redukce
nitrobenzenu na anilin je znazornéna reakci 2. Dalsi skupinou méné Castych reakci jsou
hydrolyzy. Biotransforma¢ni hydrolyze podl¢haji epoxidy, estery, amidy, hydraziny a
karbamaty. Reakce probihaji bud’ neenzymaticky, nebo za katalyzy hydrolasami.

+
~ - NH,

[2]
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organismu patii cytochromy P450 a oxygenasy (Parkinson, 2001; Knejzlik a spol., 2000;
Skalova, Bousova a kol., 2011).

1.1.2 1I. faze biotransformace

Ve druhé fazi biotransformace probihaji tzv. konjugacni reakce, pfi kterych samotné
xenobiotikum nebo metabolit vznikly v prvni fazi biotransformace reaguje s endogenni
slouc¢eninou, nejcastéji s molekulou kyseliny glukuronové, sulfatové nebo s molekulou

glutathionu. Obecné schéma biotransformace xenobiotik je znazornéno na obr. 3.

/ Faze 11 \

Faze 1
(O] ROH
X— XOH—XOR
P450 S
\\
\ ~ J
\\A

Obr. 1 Obecné schéma biotransformace (upraveno podle Knejzlik a spol., 2000)

Veskeré konjugacni reakce vyzaduji dodani energie. Vysledné konjugaty, které vznikly po
navazani xenobiotika (metabolitu) s konjugacnim ¢inidlem, jsou polarnéjsi latky. Hlavni typy
konjugacnich reakci spolu se zastupci konjugacnich c¢inidel jsou uvedeny v tabulce 1. Vznik
polarnich latek Ize obecné povazovat za spole¢nou vlastnost obou biotransformacnich reakci

(Skélové, Bousova a kol., 2011; Murray, 2001).
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Tabulka 1: Klasifikace hlavnich typt konjuga¢nich reakci (Skalova, BouSova a kol.,
2011; Knejzlik a spol., 2000)

Typ reakce Konjuga¢ni ¢inidlo
Reakce s aktivovanym konjugacnim cinidlem
Glukuronidace UDP-glukuronova kyselina
Konjugace se sacharidy UDP-glukosa
UDP-xylosa
UDP-ribosa
Sulfatace Fosfoadenosilfosfosulfat
Methylace S-adenosylmethionin
Acetylace Acetyl
Detoxikace kyanidi Sulfatova sira

Reakce s aktivovanym xenobiotikem
Konjugace s glutathionem | Glutathion
Konjugace s AK Glycin
Taurin
Glutamova kyselina

1.1.2.1. Glukuronidace

Nejcastéjsi konjugaéni reakce je konjugace s kyselinou glukuronovou (glukuronidace).
Samotna kyselina glukuronova vznika v organismu oxidaci glukosy, ktera musi byt
aktivovana vazbou na uridindifosfat (UDP) za katalyzy enzymem UDP-
glukosadehydrogenasou. Kofaktorem glukuronidace je kyselina UDP-glukuronova (UDP-
GA) a katalyzuje ji UDP-glukonosyltransferasa (UGT). Vznik UDP-GA je znazornéno reakci
3.
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[3] (Testa, Krdmer, 2008)

Glukuronidaci podléhaji slouceniny obsahujici nukleofilni heteroatom (O, N nebo S).
Typickymi substraty jsou alkoholy a fenoly, karboxylové kyseliny (KK) tvofici O-
glukuronidy, primarni, sekundarni a terciarni aminy tvotici N-glukuronidy a thioly pro tvorbu
S-glukuronida (Murray et al., 2001; Parkinson, 2001).

Produkty vzniklé po glukuronidaci, tzv. B-glukuronidy, se vyznacéuji vysokou polaritou a
rozpustnosti ve vodé, coz vede ke zvySené mife vylucovani produktu, ktery je méné toxicky
neZ puvodni latka. Vylu€ovani probihd moci, zlu¢i nebo obojim. Problémem mize byt
nestabilita nékterych glukuronidt, kdy dochazi ve sttevé ke zpétné resorpci, ktera prodluzuje
ucinek 1éku (Fisher et al., 2000). Nékteré N-glukuronidy jsou nestabilni pfi kyselém pH a
dochazi k jejich neenzymové hydrolyze v mo€ovych cestich, coz zapfi€ini vznik reaktivnich
aminu, které jsou poté karcinogenni (Skalova, Bousova a kol., 2011).

UGT se vyskytuje v hladkém endoplazmatickém retikulu (ER). Nejvyssi aktivity UDP-
glukonosyltransferasy byly zjistény v jatrech, a poté v menSim mnozstvi v plicich, kazi a
tenkém stfeveé. Nadrodina UGT je ¢lenéna do rodin a podrodin podle jejich aminokyselinové
sekvence. Ze ¢tyt rodin, které jsou pfitomné u savcu, jsou pro Cloveka nejdulezitéjsi dve
rodiny a to UGT1 a UGT?2. Tteti rodina UGT8 se vyuziva UDP-galaktosu pfi galaktosylaci
ceramidi, kterd je dilezita pti syntéze glykosfingolipidl a cerebrosidi. Funkce ¢tvrté rodiny

UGT3 neni dosud zndma.
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Enzymy rodin UGT1 a UGT2 vyuzivaji jako substraty bilirubin, steroidy, zlucové
kyseliny, 1éky a mnoho dalsich xenobiotik. Rodina UGT1 je kodovana jednim genem. Rodina
UGT?2 je ¢lenéna do dvou podrodin (UGT2A a UGT2B), které jsou kodovany riznymi geny
(Mackenzie et al., 2008).

Kyselina UDP-glukuronova se podili i na metabolismu bilirubinu. Bilirubin se uvnitf
hepatocytu u dospélého cloveéka navaze na UDP-glukuronovou kyselinu a vznikd z ngj
konjugovany bilirubin, ktery je rozpustny ve vodé a méné toxicky. U novorozencu Se
projevuje nezralost glukuronida¢niho systému relativnim nedostatkem UDP-glukurononé
kyseliny a podili se na patogenezi novorozenecké Zloutenky (Vitek, 2009).

Obecné mize byt aktivita UGT ovlivnéna mnoha faktory. Bylo zjisténo nékolik
genetickych mutaci spojenych s timto enzymem. Relativné Castd byva mutace v promotorové
oblasti pro gen UGT1, ktera vede ke snizeni jeho exprese a tudiz ke snizenému mnoZzstvi
konjugovaného bilirubinu v krvi. Projevem této poruchy je Gilbertiv syndrom. Mutace pifimo
vgenu pro UGT1 muze vést k Crieglerovu-Najjarovu syndromu, ktery se vyznacuje
nepochopnosti konjugovat bilirubin. Nekonjugovany bilirubin pronika u déti do mozku a

zpusobuje t€zké neurologické poruchy (Vitek, 2009; Skalova, BouSové a kol., 2011).

1.1.2.2. Konjugace s glutathionem

Nejvyznamnéjsi konjugaéni reakce je konjugace s glutathionem (GSH). Mechanismus
konjugace GSH s xenobiotikem je znazornén reakci 4. Kofaktorem je tripeptid glutathion,
ktery vznikd z aminokyselin glutamatu, cysteinu a glycinu. Thiolova skupina cysteinu
zajist'uje glutathionu nukleofilni vlastnosti, takze jako substraty pro glutathionovou konjugaci
zde vystupuji elektrofilni xenobiotika, napf. ketony, chinony, a,B3-nenasycené ketony,
arylhalogenidy, aromatické nitro- a aminokyseliny (Parkinson, 2001). K tvorbé GSH
konjugati dochéazi budto neenzymaticky, nebo enzymaticky za pfitomnosti enzymu
glutathion-S-transferas (GST). GST jsou pfitomny ve vétsiné tkani v jatrech, stievech,
ledvinéach, varlatech, nadledvinach, plicich, kde jsou lokalizovany v cytoplazmé& a v ER.
Vétsina vzniklych GSH-konjugatt je z téla vyloucena Zluci, nebo jsou pfeménény na derivaty

merkapturové kyseliny a vylou¢eny moci.
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1.1.2.3. Sulfatace

Zdrojem anorganického siranu je nejCastéji cystein. Pred vstupem do reakce se
anorganicky siran aktivuje na 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat (PAPS), ktery dale slouzi jako
donor siranu. Pfenos sulfoskupiny z PAPS na xenobiotikum probiha podle rovnice 5.
Koncentrace PAPS je v organismu mnohem niz$i, nez koncentrace UDP-glukuronové
kyseliny, coz rozhoduje o rychlosti sulfatace (Parkinson, 2001). Jako substraty pro sulfata¢ni
konjugace slouzi jak endogenni slouceniny (katecholaminy, steroidni hormony, retinol,
vitamin D), tak i xenobiotika (hlavné alkoholy, fenoly, aminy) (Janéova, Siller, 2012;
Parkinson, 2001).

(@)

If f I , N .

PAPS + R—OH MR—O—ﬁ—OH + 3’-fosfoadenosin-5"-fosfat
O

[5]

Produkty sulfatace jsou organické sulfaty, které jsou snadno vylouc¢ené moci nebo zZluéi.
Sulfatace je katalyzovana cytosolickymi sulfotransferasami (SULT), které se vyskytuji
predevsim v jatrech, stfevech, plicich a ledvinach (Parkinson, 2001). Hlavni vyznam u lidi
maji izoformy ze tii rodin a to SULT1, SULT2, SULT4 a SULT6. Tyto rodiny se vyrazné lisi
svoji substratovou specifitou (Jandova, Siller, 2012). Sulfatova konjugace je charakteristicka
pro metabolismus malych, chemicky jednoduchych molekul, které jsou slabé rozpustné

V tucich a vyskytuji se v cytoplazmé (Dostalek a kol., 2006)
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1.1.2.4. Konjugace s aminokyselinami

Xenobiotika a endogenni slouceniny (hlavné ZzluCové kyseliny), které obsahuji
karboxylovou kyselinou, mohou podstoupit konjugaci s aminokyselinami (Skalova, BouSova
a kol., 2011). Nejbéznéjsi konjugacéni AK jsou glycin, taurin a glutamin. Existuji dva hlavni
kroky ke konjugaci xenobiotik obsahujicich aminokyselinu. V prvnim kroku je xenobiotikum
konjugovano vazbou s koenzymem A (CoA) a vdruhém kroku reaguje aktivované
xenobiotikum s aminoskupinou. Katalyzatorem pii navazani CoA jsou acyl-CoA-synthetasy a
tato reakce vyzaduje dodani energie ve formé ATP (Parkinson, 2011). Nejc¢astéjsi konjugacni
AK je glycin a jeho typickym substratem je kyselina benzoova (reakce 6) (Jandova, Siller,
2012). Druhy krok pii konjugaci s AK je katalyzovan N-acyltransferasami. Produkty
konjugace s AK jsou povazovany za metabolicky stabilni a netoxické a byvaji snadno

vylouéeny z téla ven (Parkinson, 2011).

O OH 0 o
AN NN /
Ls—con SN—NH—X
OH
ATP, HSCoA NH,CH,COOH
kyselina benzoova benzoyl-CoA kyselina hippurova

[6]
1.1.2.5. Acetylace

N-acetylace je hlavni cesta biotransformace pro xenobiotika obsahujici aromatické aminy a
hydraziny, které jsou poté pfeménény na aromatické amidy a hydrazidy. Donorem acetylové
skupiny je acetylkoenzym A (obr. 2), ktery se vyskytuje v organismu ve vysoké koncentraci.
N-acetylaci katalyzuji cytosolické N-acetyltransferasy (NAT). U lidi se b&ézné€ vyskytuji pouze
dvé izoformy, ato NAT1 a NAT2 (Parkinson, 2001).
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Obr. 2 Acetyl-CoA

1.1.2.6. Methylace

Methylace je biotransformacni reakce probihajici hlavné u endogennich sloucenin, jako
jsou napft. nukleové kyseliny, proteiny, katecholaminy a estrogeny, a jen ziidka u xenobiotik.
Oproti ostatnim reakcim je methylace jedina konjugacni reakce, pii které dochazi ke snizeni
rozpustnosti sloucenin. Vyjimkou je N-methylace Xenobiotik obsahujicich pyridin (napf.
nikotin), ktery produkuje kvartérni amonné ionty, které jsou hydrofilngjsi. Substraty pro
methylaci mohou podstoupit N-, O- nebo S-methylaci. Ptiklad S-methylace 6-merkaptopurinu
je znazornén reakci 7. Kofaktorem reakce je S-adenosylmethionin (SAM), ktery je primarné
tvofen kondenzaci ATP a L-methioninu. Methylaci katalyzuji enzymy methyltransferasy
(Parkinson, 2001; Jan¢ova, Siller, 2012).

SH S—CHj
N M N
L > s, |H>

[7]
1.2 Cytochrom P450

Cytochromy P450 (CYP450) (EC 1.14.14.1.) se zafazuji mezi hemové proteiny, které se
vyskytuji zejména jako membranové proteiny v endoplazmatickém retikulu a
v mitochondriich. Pismeno ,,P* vV nazvu znamena ,,pigment* a ¢islo ,,450 oznacuje absorpéni
maximum pii 450 nm, které vykazuje cytochrom po redukci a vazbé s oxidem uhelnatym
(Zeldin, Seubert, 2008). Tento hemoprotein je pfitomen téméf ve vSech zivych organismech.
Diky sekvenovani lidského genomu byla prokdzana piitomnost 57 gentt P450 a 58
pseudogent, které jsou rozdéleny do 18 rodin a 44 podrodin (Isin, Guengerich, 2008).
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Kromé savca byl CYP450 identifikovan u rostlin, bakterii i plisni. U savct byl nalezen ve
vSech typech tkani kromé erytrocyti a svalovych bunék. Nejvyssi vyskyt u cloveka je
Vv jaterni tkani, kde probiha nejvétsi Cast detoxikacnich pochodt. Exprese CYP v lidskych
tkanich je uvedeno v tabulce 2 (Skalova, Bousova a kol., 2011; Knejzlik a spol., 2000).

Tabulka 2: Celkové mnozstvi CYP ve vybranych tkanich u ¢lovéka (Pelkonen et al.,
2008)

Tkan Mnozstvi CYP
(nmol/mg mikrozomalniho proteinu)
Jatra 0,3-0,6
Nadledviny 0,23-0,54
Tenké stfevo 0,03-0,21
Mozek 0,1
Ledviny 0,03
Plice 0,01
Varlata 0,01

Cytochromy P450 jsou klicovym enzymem metabolismu xenobiotik, kam patii hlavné
1é¢iva a chemické karcinogeny, ale podili se i na metabolismu endogennich latek, jako jsou
napt. steroidni hormony, mastné kyseliny, vitaminy rozpustné v tucich a biogenni aminy.
Jejich exprese a aktivita je pod kontrolou hormoni, ristovych faktori a transkripénich
faktort. Tyto enzymy katalyzuji pfedev§im reakce oxidacni, peroxida¢ni a redukéni (Zeldin,
Seubert, 2008).

V organismu jsou CYP450 zodpovédné predevSim za reakce I. faze biotransformace
xenobiotik, které vedou k jejich detoxikaci a po reakcich II. faze biotransformace k jejich

eliminaci z bun¢k a celkové odstranéni z organismu (Knejzlik a spol., 2000).

1.2.1 Nazvoslovi

CYP se vyskytuji v nejriznéjsich formach (izoenzymech, izoformach), které jsou zatazeny
do genetickych rodin a podrodin podle miry homologie jejich primarni struktury neboli poradi
aminokyselin (Stiborova a kol., 1999). V soucasnosti bylo popsano né€kolik tisic forem CYP.
Vzhledem k neustalému narustu jejich po¢tu bylo nutné zalozit systematické zafazeni.
Systematické nazvoslovi gent a forem CYP450 tvoti nadrodinu ozna¢ovanou formou zkratky
CYP, za kterym nésleduje arabska &islice, kterd oznacuje Cislo rodiny. CYPs, u kterych byla
nalezena homologie aminokyselinové sekvence jejich proteint vétsi nez 40 %, jsou zafazeny
do stejné rodiny. Za Cislici nasleduje velké pismeno, kterym se oznacuje podrodina. Do stejné

podrodiny se fadi CYPs, u kterych homologie ptesdhne 60 %. Jednotlivé izoenzymy jsou
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o0znaceny arabskym ¢islem za pismenem podrodiny (Guengerich, 2001). Naptiklad CYP 1A2

je druhym ¢lenem podrodiny A patfici do rodiny 1.

1.2.2 Reakéni cyklus cytochromu P450

Hemové proteiny CYP450 maji ve své molekule navazany hem b (protoporfyrin IX).
Rozdily oproti ostatnim hemoproteinim jsou, ze zelezo v hemové skupin€ je oxidované na
Fe**. Protoporfyrinovy skelet je &aste¢nd vazan hydrofobnimi silami a prostfednictvim
thiolatové siry cysteinového zbytku v aktivnim centru enzymu (paty ligand Zeleza
protoporfyrinu IX). Toto uspofadani umoziuje vyjime¢né chovani hemoproteind a odliSuje je
od ostatnich hemoproteinii. Sestym ligandem je atom kysliku molekuly vody (Anzenbacher,
Anzenbacherova, 2001; Stiborova a kol., 1999). Fe** se v CYP450 vyskytuje ve dvou
spinovych formach. Za béznych podminek existuje CYP450 v nizkospinové formé, ve kterém
je hemové Zelezo popsano jako Fe®* s péti 3d valencnimi elektrony. Pfi vazbé hydrofobnich
substrati dojde k posunuti molekul vody a k destabilizaci vazby mezi vodou a Zelezem, coz

CYP450 tvoii hlavni skupinu enzymu, které se podileji na oxidaci 1éCiv a jinych
xenobiotik a to pomoci oxidas se smiSenou funkci (Guengerich, 2001). Tyto reakce umoziuje
enzymovy systém monooxygenas cytochromu P450, ktery se nachazi v eukaryotickych
bunkach navazadn v membrané¢ hladkého ER nebo v mitochondriich. Jako terminalni oxidasu
obsahuje tento systém hemoprotein CYP450, ktery spoluplsobi s dalSimi enzymy
lokalizovanymi v ER napi. s NADPH:CYP reduktasou a NADH:cytochrom bs reduktasou.
NADPH:CYP reduktasa je enzym, ktery pienasi elektrony z NADPH na mikrosomalni CYP.
Jedna se o flavoprotein slozeny z jednoho flavinmononukleotidu (FMN) a jednoho
flavinadenindinukleotidu (FAD). Jejich vzajemna ptitomnost umoziuje molekule enzymu
fungovat jako déli¢ elektronového paru a redukovat tak CYP450 v prvni a druhé redukci
reakéniho cyklu CYP450. V druhé redukci reakéniho cyklu mtze byt funkce NADPH:CYP
reduktasy zastoupena NADH:cytochrom b5 reduktasou. Jedna se také o flavinovy protein
s vyjimkou, ze vyuziva jako koenzymu NADH. Obecny mechanismus monooxygenasové

reakce katalyzované CYP450 lze vyjadrit reakei (reakce 8),

RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP*
[8]

kde RH je substrat a ROH je hydroxylovany produkt (Stiborova a kol, 2004).
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Reakéni cyklus CYP450 probihd urCitym mechanismem, ktery se sklada alespon
z osmi krokt. Schematicky je znazornén na obr. 3 (Stiborova a kol., 2004). Nejprve dojde
k vazbé substratu na enzym v kroku 1. Po vazb¢é se méni konformace molekuly enzymu (Fe
vhemu zformy hexakoordinované na pentakoordinovanou formu) a spinovy stav
(z nizkospinového na vysokospinovy). V kroku 2 dochazi k redukci z Fe** cytochromu P450
na Fe** pomoci pienosu elektronu z NADPH-CYP reduktasy. V kroku 3 dochazi k vazbg
molekularniho kysliku na volné Sest¢ koordinacni misto hemového zeleza za tvorby
(RH)Fe?*(0,). Druhé redukce probiha v kroku 4, kde komplex prijima druhy elektron od
NADPH-CYP reduktasy a nebo v nékterych piipadech od zminéného NADH:cytochromu b5
reduktasy a vznika ferro-superoxidovany komplex. V kroku 5 komplex reaguje se dvéma
protony za vzniku molekuly vody a komplexu (Fe-O)**RH. Dochazi tim k rozpadu vazby O-
O. V kroku 6 vznika produkt ROH. Atom O vazany na Fe je navazén na molekulu RH, coz
vede ke vzniku hydroxylované formy substratu (ROH), kterd je produktem celé reakce.
Kuvolnéni produktu dochazi v kroku 7 a enzym se vraci do svého piavodniho stavu
(Guengerich, 2001; Groves, 2005).

RH

3
Fe™

ROH

(7) (1 re*

Obr. 3 Reak¢ni cyklus cytochromu P450
(http://www.tcm.phy.cam.ac.uk/~mds21/thesis/node49.html)
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1.2.3 Nejvyznamnéjsi izoformy CYP

Vyznamnost CYP450 piitomnych v lidskych tkanich se bere z hlediska mnozstvi
metabolismu cizorodych latek. Tyto cizorodé latky mohou byt ve vétSiné piipadd toxickeé.
Z jaternich CYP450 jsou v procesu metabolismu xenobiotik nejvyznamnéjsi izoenzymy CYP
1A2, 2A6, 2D6, 2C (2C8, 2C9, 2C18 a 2C19), 2E1 a 3A4 (obr. 12). Z CYP450 ptitomnych ve
vysoké koncentraci V jinych tkanich (ledviny, plice, kiize, tkané¢ GITu) jsou nejvyznamngjsi
v preméné xenobiotik CYP 1A1, 2B6, 2E1 a 3A4. Nejvyssi zastoupeni maji izoformy
CYP450 3A4 a dale izoenzymy podrodiny 2C, 1A2 a 2E1. Mnozstvi jednotlivych CYP450
nelze jednoznaéné povazovat za stalou. Jejich mnozstvi a aktivita je zavisla na mnoha
faktorech, jako je napt. geneticky polymorfismus, chemické a fyzikalni polutanty zivotniho
prosttedi, vyziva, vék, koufeni, konzumace alkoholu a 1é¢iva. Geneticky polymorfismus se
velmi lisi u rdznych lidskych ras a populaci (Stiborova a kol., 1999). Jednotlivé izoenzymy
preménuji rizné substraty. Jejich specifita je velmi Sirokd a Casto dochazi i k prekryvu

(Zeldin, Seubert, 2008).

CYP 2D6
2%

CYP 2E1
9%

CYP 2C9/19
25%

CYP 2B6
1%
CYP 2A6
6%

Graf 1: Obsah jednotlivych izoenzym CYP v jatrech ¢lovéka (upraveno dle Gundert-
Remy a kol., 2014).
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Tabulka 3: Typické substraty lidskych jaternich izoenzymu a jejich metabolické cesty

(Lewis, 2003; Zanger, Schwab, 2013; Guengerich, 2001)

CYP Substraty Metabolicka cesta
1A2 | Kofein N-3 demethylace
7-Methoxyresorufin O-demethylace
Takrin 7-hydroxylace
7-Ethoxyresorufin O-deethylace
Aflatoxin B1 8,9-epoxidace
Estradiol 2-hydroxylace
Melatonin 6-hydroxylace
2-Amino-1-methyl-6-fenylimidazo[4,5-b]pyridin [ N-hydroxylace
Theofylin N-3 demethylace
2E1  |4-Nitrofenol 2-hydroxylace
Chlorzoxazone 6-hydroxylace
Anilin 4-hydroxylace
Paracetamol N-oxidace
Butadien 1,2-epoxidace
Ethanol 2-hydroxylace
3A4 [Midazolam 1-hydroxylace
Testosteron 66B-hydroxylace
Nifedipin Oxidace
Progesteron 66-hydroxylace
Paracetamol Oxidace
Erythromycin N-demethylace
Cholesterol 43-hyroxylace
Kortisol 66B-hydroxylace
Fenacetin O-deethylace
Triazolam 4-hydroxylace
Chinin 3-hydroxylace
1231 CYP 1Al

Podrodina CYP 1A se u ¢loveéka vyskytuje ve dvou formach a to ve formé¢ CYP 1Al a
CYP 1A2 (Wei, Caccavale et al., 2002). CYP 1Al se nachazi ve velmi malé koncentraci
Vv jatrech, ale naopak ve vysoké koncentraci V jinych tkanich napt. v plicich, placenté, mozku
a srdci. Patfi mezi enzymy, které hraji kli¢ovou roli v bioaktivaci polyaromatickych
uhlovodiku (PAU). PAU se hojné vyskytuji v tabdkovém kouii. CYP 1Al byl detekovan ve
vysoké koncentraci v plicich kutékd, kde souvisi s vysokym rizikem rakoviny plic (Wei,
Caccavale et al., 2001). Jeho zvySené koncentrace byly nalezeny i Vv dalSich nadorovych

tkanich, napt. buniky nadoru prsu a plicniho karcinomu (Stiborova a kol., 1999).
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1.2.3.2 CYP 1A2

CYP 1AZ2 je typicky jaterni enzym. Tvoii téméf 15 % z CYP450 v lidskych jatrech. Ma
velmi Sirokou substratovou specifitu (Stiborova a kol., 1999). Mezi vyznamné substraty se
zatazuji aromatické aminy a heterocyklické slouceniny. Nejéastéj$imi xenobiotickymi
substraty jsou kofein, chlorzoxazon, 7-ethoxyresorufin, 7-methoxyresorufin a polycyklické
aromatické uhlovodiky, které se vyskytuji v cigaretovém kouii. Mezi endogenni substraty se
zatazuje Kyselina arachidonova, prostaglandiny, estrogeny, melatonin a kyselina retinova
(Zanger, Schwab, 2013; Anzenbacher, Anzenbacherova, 2001). Mezi induktory patii
brukvovitd zelenina. K vyraznému zvysSeni aktivity CYP 1A2 dochéazi pii konzumaci
hamburgerti grilovanych na difevéném uhli (Anzenbacher, Anzenbacherova, 2001). Vyssi
aktivita tohoto izoenzymu byla spojena se zvySenym rizikem rakoviny tlustého stieva

(Guengerich, 2001).

1.2.3.3 CYP 2E1

CYP 2E1 se uplatituje v metabolismu toxikologicky diilezitych latek s malou molekulovou
hmotnosti (Lewis, 2003). Jeho typickymi substraty jsou xylen, benzen, chloroform,
trichloretylen, metylchlorid, vinylchlorid, styren a acetaldehyd. Déle také né&které 1éky napf.
halotan, paracetamol, fenacetin nebo chlorzoxazon, ktery se pouziva pro zjisténi jeho aktivity
(Loizou, Cocker, 2001). Ke zjisténi aktivity CYP 2EI se také Casto pouziva p-nitrofenol
(reakce 9) (Chang, Crespi, Waxman, 2006). Ptiklady typickych substratd jsou znazornény
v tabulce 3. Nejvic se CYP 2E1 vyskytuje v jatrech a méné v mozku, nosni sliznici, kife

nadledvin, varlatech, vaje¢nicich, travicim traktu a srde¢ni tkani (Zanger, Schwab, 2013).

OH OH
OH
CYP 2E1
S
+ +
_/N\ _/N\
o~ Yo o~ Yo

[9]

CYP 2E1 je znam i pod nazvem ,.ethanolem-indukovand forma®. Je indukovan také za
riznych patofyziologickych podminek, napf. cukrovka, obezita, konzumace alkoholu a
hladovéni. Chronické uzivani alkoholu vede k rychlej§i biotransformaci xenobiotik. Pfi

oxidaci ethanolu pomoci CYP 2E1 dochazi k tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS), které
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prispivaji k poskozeni jaternich bun€k. Tato chronickd konzumace alkoholu byla uznana jako
hlavni faktor pro vznik rakoviny jicnu (Zanger, Schwab, 2013). Naopak aktivitu tohoto
izoenzymu snizuji nékteré slozky potravy, jako napt. diallylsulfid pfitomny Vv ¢esneku a
cibuli, nebo ke snizeni aktivity dochazi po konzumaci brukvovité zeleniny (Anzenbacher,
Anzenbacherova, 2001; Louzou, Cocker, 2001).

1234 CYP 3A4

CYP 3A4 je nejvyznamngj$im a nejdilezitéjsSim CYP450. Neni to jen pro jeho mnozstvi
vyskytujici se v jatrech, ale proto, Ze je zapojen do vétSiny znamych cest v metabolismu 1éCiv,
jako jsou napt. acetaminofen (paracetamol), nifedipin, erytromycin, kodein, cyklosporin A a
diazepam (Anzenbacher, Anzenbacherova, 2001). Vyskytuje se tedy zejména Vv jatrech a
V mens$i mife potom v tenkém stieve, plicich, zaludku, tlustém stievé a v nadledvinach. CYP
3A4 substraty byvaji bud’ neutrdlni, nebo slab& bazické s relativné vysokou molekulovou
hmotnosti a velkou strukturdlni rozmanitosti (Lewis, 2003). Typickymi substraty jsou
aflatoxiny, polycyklické aromatické uhlovodiky, aromatické aminy a steroidni slouceniny

(testosteron, progesteron, kortisol). 63-hydroxylace testosteronu je uvedena v reakci 10.

CH, OH CH, OH

CHj CHj

CYP 3A4
—_—

OH

[10]

CYP 3A4 je indukovan barbituraty, rifampicinem a dexamethazonem (Stiborova a kol.,
1999). Inhibiéni ucinky byly prokazany u azolovych antimykotik a u grapefruitového dzusu
(Anzenbacher, Anzenbacherova, 2001). Dalsi klinicky vyznamné inhibitory jsou antibiotika
(klarithromycin), antidepresiva (fluvoxamin), blokatory vapnikovych kanalti (verapamil),

steroidy a jejich modulatory (gestoden) a n¢které druhy bylinek (Zhou, 2008).
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1.3 Metody stanoveni aktivity izoforem cytochromu P450

Nejcastéjsi metodou, kterou lze stanovit aktivitu jednotlivych izoforem CYP450, je
Vv dnesni dob¢ pouzivana vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) ve spojeni s UV,
elektrochemickou a fluorescen¢ni detekci, nebo i ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS).
Dal$imi velmi vyznamnymi metodami jsou spektrofotometrické a spektrofluorimetrické

metody (Kone¢ny, Glatz, 2006).
1.3.1 Metody stanoveni aktivity CYP 2E1

1.3.1.1. Spektrofotometrické stanoveni aktivity CYP 2E1

P-nitrofenol (PNF) spolu s chlorzoxazonem byly ureny jako selektivni substraty pro
stanoveni aktivity izoformy CYP 2E1 v jaternich mikrozomech. V piipadé PNF lze
spektrofotometrickou metodou stanovit mnozstvi vzniklého metabolitu p-nitrokatecholu,
ktery se nachazi pfimo v reak¢éni smési. PNF je v kyselém prostiedi bezbarvy, ale v zasaditém
prostiedi je jasné zluty s absorpénim maximem v oblasti 405 nm. Vznikly metabolit p-
nitrokatechol ma ve formé soli riZzovofialovou barvu s absorpénim maximem v oblasti 510
nm. Diky témto vlastnostem se miize snadno sledovat metabolismus PNF pomoci
spektrofotometru. (Blevins, 2008).

Chlorzoxazon je 1¢ék, ktery se pouziva kulevé od bolestivych onemocnéni svalové
soustavy, jako jsou napi. svalové kiece. V téle je tento 1€k hydroxylovan na metabolit 6-
hydroxychlorzoxazon, ktery podléha glukuronidaci a je vyloucen ledvinami, coz svéd¢i o
minimalnim vlivu na dal$i eliminac¢ni cesty. Proto se chlorzoxazon pouziva jako vysoce

selektivni sonda vhodna pro stanoveni aktivity CYP 2E1 u lidi (Ernstgard et al., 2004).

1.3.1.2. Stanoveni aktivity CYP 2E1 vysokoacinnou kapalinovou

chromatografii

Kromé& HPLC/UV lze pouzit i HPLC s elektrochemickou detekci. Substratem ke zjisténi
aktivity CYP 2EL1 v jaternich mikrozomech je opét PNF. Jedna se o velmi citlivou, rychlou a
jednoduchou metodu. Postup se skladd zenzymatické reakce zastavené Kyselinou
trichloroctovou, vysraZeni proteinu, odstfedénim a konecnou analyzou metaboliti na koloné
sreverzni fazi. Elektrochemicka detekce umoznuje detekci velmi nizké koncentrace az 0,5
pmol p-nitrokatecholu, coZ je o dva az tfi fady citlivéjsi nez HPLC/UV. Dalsi vyhodou je, ze
vSechny slozky reakce jsou komeréné dostupné (Mishin et al., 1996; Watt et al., 1997).
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1.3.1.3. Spetrofluorimetrické stanoveni aktivity CYP 2E1

Fluorescen¢ni metoda je zalozena na méfeni zafeni emitované¢ho molekulami, které piesly
do excitovaného stavu diky absorpci zafeni o vhodné vinové délce. Po navratu zpét do svého
zékladniho vibra¢niho stavu vyzafi molekula piebytek své energii ve form¢ fotonu. Pro
kazdou latku jsou charakteristick¢ dvé vlnové délky, a to excitacni a emisni. Proto je tato
metoda v urovani koncentrace urcité latky efektivngjsi a citlivéjsi nez spektrofotometrické
metody (Kas a spol., 20006).

U meéteni aktivity CYP450 2E1 je velmi dulezité vybrat selektivni substrat. Pouze nékteré
molekuly mohou byt pouzity jako selektivni substraty (sondy) pro jednotlivé izoenzymy.
Vétsinu téchto substrati doprovazi po reakci jesté HPLC separace pro detekci metabolita.
Spektrofluorimetrické metody tuto separaci metaboliti nevyzaduji. Vyuzivaji substrati, které
nevykazuji zadnou nebo velmi malou fluorescenci, ale produkuji velmi vysoce fluorescen¢ni
metabolity ve vodnych roztocich. Vybér fluorescencnich sond je naro¢ny. Sonda nesmi mit
omezenou rozpustnost ve vodé, nizkou tvorbu metabolitli, vysoké pozadi fluorescence, nizky
pomer signalu k Sumu, nebo i excita¢ni vinovou délku v UV oblasti. Jako vhodné sondy pro
stanovené aktivity 2E1 byly vybrany rizné O-alkyl derivaty resorufinu, fluorescein, 7-

hydroxykumarin, hydroxyquinolin a 4-methylsulfonylfuran.
1.3.2 Metody stanoveni aktivity CYP 1A2

1.3.2.1. Spektrofotometrické stanoveni aktivity CYP 1A2

v

4-hydroxylace acetanilidu poskytuje nejspolehlivéjsi detekci enzymatické aktivity CYP
1A2. Soucasné metody pouzivaji ke stanoveni aktivity CYP 1A2 HPLC s UV detekci nebo
radioaktivné znafené substraty. Nevyhody metody HPLC jsou drahé vybaveni a pomala
analyza. Pouziti radioizotopl je spojeno se zdravotnimi riziky a S vedenim zédznamu o praci s
radioizotopy. 4-hydroxylace acetanilidu je reakce, kde se vyuziva odstépeni N-acetyl skupiny
z reakéniho produktu 4-hydroxylacetanilidu nasledovaného derivatizaci 4-aminofenolu, ktery
vznika jako produkt hydrolyzy s fenolem. Po této reakci dojde ke vzniku modrého komplexu,
ktery je lehce stanovitelny spektrofotometricky. Detekéni limit je az 0,1 nmol 4-
hydroxyacetanilidu (Shertzer et al., 2008).
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1.3.2.2. Stanoveni aktivity CYP 1A2 vysokoudinnou kapalinovou

chromatografii

Aktivity CYP 1A2 lidskych jaternich mikrozomt a hepatocytd vyzaduje selektivni substrat
pro odliSeni od ostatnich izoforem P450. Fenacetin pfedstavuje vhodnou latku pro posouzeni
aktivity CYP 1A2. Jedna se o pomérné vysoce selektivni substrat, ktery tvoii jeden hlavni
primarni metabolit, acetaminofen (= paracetamol) a to pomoci O-deethylace (reakce 11).
Aktivita CYP 1A2 za tvorby acetaminofenu se mtize méfit pomoci HPLC. V celém systému
méfeni se napiiklad vyuziva gradientu mobilni faze u HPLC systému s UV detektorem.
M¢fteni probiha se pii 254 nm (Polasek et al., 2006).

9 i
T L
HeC” SNH HaC™ “NH

CYP 1A2
—_—
O CHs OH

1.3.2.3. Spektrofluorimetrické stanoveni aktivity CYP 1A2

[11]

Aktivitu izoformy CYP 1A2 v jaternich bunkach Ize stanovit pomoci tvorby resorufinu,
coz je latka, ktera vykazuje vysokou fluorescenci, a proto ji mizeme méfit touto metodou.
Resorufin vznika pii 7-methoxyresorufin-O-demethylaci (MROD), ktery je hlavnim
substratem CYP 1A2, ptipadné pii 7-ethoxyresorufin-O-deethylaci (EROD), ktery je hlavnim
substratem CYP 1A1. Detekce MROD probiha pii excita¢ni vinové délce 530 nm a emisni
vinové délce 580 nm. U MROD je detekce zalozena na spektrofluorometrickych metodach,
ale muze byt také méfena pomoci HPLC s fluorescenéni detekei (Chang, Waxman, 2006).

Dalsi substrat, ktery mize byt pouzit ke zjisténi aktivity izoformy CYP 1A2 pomoci
fluorescence, je 3-kyano-7-ethoxykumarin (CEC). Jeho metabolitem je kyano-
hydroxykumarin. CEC se povazuje za lep$i substrat z hlediska vy$si miry metabolismu a
niz§imu pozadi fluorescence nez 7-methoxyresorufin (MER). Aktivita CYP 1A2 se u obou

substratli stanovuje piimo v burnikach (Donato et al., 2004).
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1.3.3  Metody stanoveni aktivity CYP 3A4

1.3.3.1. Stanoveni aktivity CYP 3A4 vysokouclinnou kapalinovou

chromatografii

Jednoducha, rychla a selektivni metoda pro pfimé stanoveni aktivity izoformy CYP 3A4
Vv jaternich mikrozomech je metoda HPLC s UV/VIS detekci, ktera vyuziva substratu
testosteronu. Testosteron je vysoce selektivni substrat, ktery se pfeménuje diky CYP3A4
v piitomnosti NADPH na 6-3-OH-testosteron. Tato metoda byla pouzita ke stanoveni aktivity
CYP3A4 6B-hydroxylaci prostfednictvim kvantifikace 6-B-OH-testosteronu. Separace
produktu muze napiiklad probihat po extrakci pomoci chromatografie s obracenou fazi, kdy
mobilni fazi mize byt smés methanolu a kyseliny trichloroctové. Detekce probiha pii 240 nm
(Baati et al., 2012).

1.3.3.2. Luminescen¢ni stanoveni aktivity CYP 3A4

Luminescen&ni metoda vyuziva P450-Glo™ pro méfeni aktivity CYP450. Substraty P450-
Glo™ (proluciferiny) jsou pomoci CYP450 enzymi pievedeny na luciferinové produkty (obr.
4, reakce A). D-luciferin se vytvaii a je detekovan béhem druhé reakce po reakci
s luciferinovym detekénim ¢inidlem. Mnozstvi vzniklého svétla v reakci B je pfimo tmérné
aktivit¢ CYP450. Tyto testy jsou idealni pro méfeni inhibice jednotlivych CYP, kvantifikaci
aktivity rekombinantnich CYP ¢i charakterizaci aktivity nativnich CYP nebo po jejich

indukci.
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A.  P450-Glo™ substrat (proluciferin)

CYP enzym

N

B. \>—R

S

Luciferin detekéni €inidlo

Obr. 4 Pfemé&na P450-Glo™ substratu cytochromem P450 (upraveno dle Mary Sobol,
2007)

Pro izoformu CYP 3A4 jsou k dispozici 4 rizné substraty ke stanoveni aktivity. Luciferin
izopropylacetal neboli Luciferin-IPA je vysoce selektivni a citlivy substrat pouze pro
izoformu CYP 3A4. Luciferin-PPXE je selektivni pro izoformy CYP 3A4, CYP 3A5 a CYP
3A7. Luciferin 6 benzylether neboli Luciferin-BE je selektivni pro izoformy CYP 3A4, CYP
3A7 a CYP 4F12. Luciferin-PFBE je selektivni pro izoformy CYP 3A4, CYP 3A5 a CYP
3A7. Vyhody téchto metod jsou rychlost, zjednoduseni metody, vétsi citlivost, zadna
fluorescen¢ni interference, stabilita signalu a buné¢né propustnost.

Metoda je provadéna, jak uz bylo dfive zminéno ve dvou krocich. V prvnim kroku jsou
CYP450 enzym a substrat P450-Glo™ promichéany ve fosfore¢nano-draselném pufru a reakce
se zah4ji ptidavkem NADPH. V druhém kroku je luciferinovy produkt, ktery vznikl v prvnim
kroku detekovan jako luminiscenéni signdl. Nejprve se piida luciferinové detekeni €inidlo,
které zastavi CYP reakci a iniciuje luminiscen¢ni signal, ktery je ptimo umérny CYP aktivité.
Poté probiha detekce luminometrem.

Substraty P450-Glo™ a produkty reakce jsou bun&né propustné a proto se mohou pouzit
k detekci aktivity CYP 3A4 v bunkach (Mary Sobol et al., 2007).
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2 CIL PRACE

1.) Zavést a optimalizovat stanoveni intracelularni aktivity 1A2 izoenzymu cytochromu
P450.

2.) Optimalizovat piipravu biologického materialu pro stanoveni aktivity daného CYP.
3.) Nasledn¢ bylo nasim cilem zavedenou metodu, popi. vice metod (HPLC/UV/FL/MS

nebo spektrofluorimetrické metody) vyuzit ke stanoveni aktivity CYP v bunéénych

liniich.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 PRISTROJE A POMUCKY

Analytické vahy ARJ 120-4M (Kern, SRN)

Elektronicka multipipeta (Eppendorf, Xstream, Germany)
Hamilton davkovaci jehla 25 pl (Hamilton, Rumunsko)

HPLC: LC systém s dvéma LC-20ADXR pumpami, analytickd kolona Kinetex EVO
C18 100A s poréznimi ¢asticemi (150 x 2,1 mm, 5 um; Phenomenex, USA).

HPLC/MS: LC/UV systém s SPD-20A UV detektorem, s dvéma LC-20ADXR pumpami,
autosamplerem SIL-20ADXR (Shimadzu, Japan), kolonovy termostat LCO 102 (ECOM,
CR), QTRAP 4500 MS (AB SCEIX, USA), analyticka kolona Kinetex EVO C18 100A

S poréznimi ¢asticemi (150 x 2,1 mm, 5 pm; Phenomenex, USA).
Inkubator (Major Science, USA)

Laboratorni sklo (baiky, kadinky) (Simax, Fisherbrand; CR, UK)
Lednice s mrazakem (-20 °C) Electrolux 3046 (SRN)
Mikrozkumavky o objemu 200 pl, 1,5 a 2 ml (Neptune, Mexiko)
Mikrozkumavky s 0,22 um s nylonovym filtrem o objemu 2 ml (Costar, USA)
Pipety Finnipipette (Thermo corporation, Finsko)

Rotacni tfepacka Heidolph (Reax top, SRN)
Spektrofoto-/spektrofluorimetr Infinite M200 (Tecan, Rakousko)
Spektrofluorimetr Aminco.Bowman 2 (Thermo, USA)

Ttepacna na mikrotitracni desticky (IKA, Némecko)

Vyhtivana tfepacka na mikrotitracni desticky (Biosan, LotySsko)
96-jamkové mikrotitracni desticky (Nunc, Dansko)

384-jamkové mikrotitracni desticky (Nunc, Dansko)

Software: ACD/ChemSketch, i-control 1.6, Microsoft Office Word 2010, Microsoft Office
Excel 2007, Clarity
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3.2 CHEMIKALIE

Acetonitril (CH3CN, Mr = 41,05, Sigma-Aldrich, SRN)

Bovinni sérovy albumin (>95 %, Sigma.Aldrich, SRN)

Brilliant Blue G-250 (C47H4sN3NaO-S,, Mr = 854,02, Sigma-Aldrich, SRN)
Dimethylsulfoxid (C,HgOS, Mr = 78,13, Sigma-Aldrich, USA)
Deionizovana voda (G < 0,1 uS)

Ethanol (C,HsOH, Mr = 46,07, Merck, SRN)

Kyselina trihydrogenfosfore¢na (H3PO4, 85%, Mr = 98, Sigma-Aldrich, SRN)
Kyselina metafosfore¢na (HPO3, Mr = 79,98, Sigma-Aldrich, SRN)
Lyzaéni pufr (Fisher Scientific, USA)

LDH reagencie R1 (DiaSys, Germany)

LDH reagencie R2 (DiaSys, Germany)

Methanol (CH4O, Mr = 32,04, Sigma-Aldrich, SRN)

Methoxyresorufin (C13HgNO3, Mr = 227,22, Sigma-Aldrich, USA)

Resorufin sodny (C12HgNNaO3z, Mr = 235,17, Sigma-Aldrich, USA)
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3.3 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI KONCENTRACE
PROTEINU DLE BRADFODRA

3.3.1 Princip

Princip metody stanoveni proteini dle Bradforda spoc¢iva v navazani Comassie Brilliant
Blue G-250 k proteinu, ktera zptisobi posun absorpéniho maxima barviva. Vazba barviva na
bilkovinu je velmi rychly proces, pifi kterém dochéazi ke zméné absorpéniho maxima ze 465

nm na 595 nm, coz se projevuje zménou barviva z ¢ervené na modrou (Bradford M. M.;

1976).

3.3.2 Priprava roztoki

Roztok dle Bradforda

K 50 mg Brilliant Blue G-250 piidame 25 ml ethanolu (95%) s 50 ml kyseliny fosfore¢né
(85%) a po rozpusténi doplnili do 500 ml deionizovanou vodou a piefiltrovali. Pfipraveny

roztok jsme skladovali v lednici pti 4 °C.

Kalibraéni Fada standardd bovinniho sérového albuminu (BSA) pro stanoveni

koncentrace proteini dle Bradforda

V' 1 ml deionizované vody jsme rozpustili 10 mg BSA (95%) a tim pfipravili zasobni
roztok, ktery jsme déle fedili na roztok o koncentraci 1 mg/ml BSA. Takto pfipraveny zasobni
roztok jsme dale vyuzili k pfipravé roztokti do kalibra¢ni fady o koncentraci 0, 10, 50, 70,

100, 250, 500 pg/ml BSA dle tabulky 4.

Tabulka 4: Ptiprava kalibra¢nich standardit BSA

Koncentrace standardniho . Objem deionizované
roztoku BSA [pg/ml] Objem roztoku BSA [ul] : vody [ul]
1000 100 (10 mg/ml BSA) 900
500 500 (1 mg/ml BSA) 500
250 250 (1 mg/m BSA) 750
100 200 (1 mg/ml BSA) 1800
70 700 (100 ug/ml BSA) 300
50 500 (100 png/ml BSA) 500
10 100 (100 pg/ml BSA) 900
0 0 1000

40




3.3.3 Postup

Do mikrotitraéni desticky jsme pipetovali 10 pl zkazdého standardniho roztoku
piipravené kalibra¢ni fady a 10 pl blanku (deionizovana voda). K roztokiim jsme piidali 300
ul roztoku dle Bradforda a poté vlozili desticku do spektrofoto-/spektrofluorimetru Infinite
M200. Nastavili jsme teplotu méfeni na 21 °C. Takto ptipravené roztoky jsme nechali

inkubovat 10 minut a poté jsme proméfili absorbanci pii 595 nm.
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Graf 2: Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni koncentrace proteint dle Bradforda (0-1000
pg/ml BSA).
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Graf 3: Linearni ¢ast kalibra¢ni zavislosti pro stanoveni proteint dle Bradforda (0-100
pg/ml BSA).

3.4 Optimalizace stanoveni aktivity CYP 1A2 pomoci substratu 7-

methoxyresorufinu

3.4.1 Princip

Aktivita izoformy CYP 1A2 v jaternich bunkach se stanovuje na zakladé O-demethylace
7-methoxyresorufinu na jeho fluorescenéni produkt resorufin (reakce 16). Reakce je

detekovana pii excitacni vinové délce 530 nm a emisni vinové délce 580 nm (Chang,

Waxman, 2006).
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42



3.4.2 Priprava roztoku

7-methoxyresorufin (10 mM)

Ve 440 ul DMSO jsme rozpustili 1 mg 7-methoxyresorufinu. Pfipraveny roztok jsme

rozpipetovali do 200 pl mikrozkumavek a skladovali v mrazéku pii -20 °C.
5% kyselina metafosfore¢na (MPA)

Ve 100 ml deionizované vody jsme rozpustili 5 g MPA. Pfipraveny roztok jsme skladovali

V lednici pii 4 °C.
Priprava mobilni faze

Pro vSechna méfeni byla pouzita mobilni faze, kterd byla slozena z deionizované vody

(40 %) a acetonitrilu (60 %).

3.4.3 Priprava vzorkl bunééné linie HK-2, HepG2 a A549

Kazda bunécna linie byla kultivovana v kultivaénim médiu s fenolovou cerveni po dobu
24 hod. Poté bylo kultivaéni médium vyménéno za kultivacni médium bez fenolové Cervené.

Dale jsme postupovali podle kapitoly 3.4.4.

3.4.4 Stanoveni aktivity CYP 1A2 u bunéénych linii HK-2, HepG2 a A549

vV médiu pomoci spektralnich metod

Po ziedéni zasobniho roztoku 7-methoxyresorufinu pomoci deionizované vody jsme si
pfipravili koncentrace tak, aby kone¢na koncentrace V jamce byla 4, 8, 20 a 40 uM 7-
methoxyresorufinu. Ke vzorkiim i ke slepym vzorkiim vybrané bunééné linie jsme pipetovali
10 ul 7-methoxyresorufinu o dané koncentraci a detekovali fluorescenci pfi excitacni vinové
délce 535 nm a emisni vlnové délce 582 nm po dobu 3 hodin pomoci spektrofoto-
Ispektrofluorimetru Infinite M200.

Dale jsme si fedénim zasobniho roztoku 7-methoxyresorufinu pomoci deionizované vody
ptipravili koncentraci tak, aby kone¢na koncentrace v jamce byla 40 uM MER. Ke vzorkiim
bun¢k HK-2 (HepG2, A549) se 100 pul média jsme piidali 10 pl 7-methoxyresorufinu. 10 pl
kazdé koncentrace 7-methoxyresorufinu jsme piidali také ke slepym vzorkiim. Nejprve jsme
promé&iovali vzorky spektrofotometricky, kdy Amax je u resorufinu 575 nm. Podminky méteni
jsou uvedeny v tabulce 5. Nasledné jsme cely postup zopakovali po pfidani 40 uM substratu
7-methoxyresorufinu a vzorky bunék i slepé vzorky proméfili fluorimetricky na spektrofoto-
/spektrofluorimetru Infinite M200 pfi excita¢ni vinové délce 535 nm a emisni vlnové délce

582 nm. Podminky méfeni jsou uvedeny v tabulce 6. Po promé&feni jsme odebrali 40 pl média
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od bunék a 40 pl média od slepého vzorku do mikrozkumavek na pozdéjsi méfeni na HPLC,
kdy do doby analyzy byly zamrazeny pfi -20 °C.
Tabulka 5: Podminky spektrofotometrického stanoveni aktivity CYP 1A2

Interval méfeni 1 min
Pocet cyklu 61
Teplota méteni 37 °C
Vlnova délka absorbance 575 nm

Tabulka 6: Podminky spektrofluorimetrického stanoveni aktivity CYP 1A2

Interval métfeni 1 min
Pocet cykla 61
Teplota méteni 37 °C
Vlnova délka excitace 535 nm
Vinova délka emise 582 nm

3.5 Optimalizace metody ke stanoveni aktivity CYP 1A2 pomoci
HPLC/UV-VIS a LC/MS

3.5.1 Deproteinace vzorku pied méirenim

Ke vzorktim, které byli zamraZeny, po rozmrazeni ptidame 5% MPA v poméru ke vzorku
1:2. Poté jsme vzorek s MPA nechali inkubovat po dobu 10 minut. Roztok jsme dale filtrovali
a centrifugovali v mikrozkumavkach s nylonovym filtrem (10000g, 5 minut, 4 °C). Ziskany

vzorek jsme uchovavali v lednici pii 4 °C do analyzy na HPLC.

352 HPLC/UV-VIS aLC/MS

Pro stanoveni aktivity CYP 1A2 jsme pouzili vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
s UV/VIS detektorem. Konkrétné se jedna o LC systém, ktery obsahuje dvé pumpy, degasser,
kolonu se stacionarni fazi (silikagel s C18 s poréznimi ¢asticemi) a kolonovy termostat. Jako
mobilni faze byla pouzita vzdy Cerstva deionizovana voda a acetonitril (40:60; v/v). Zvolili

jsme nastfik 2,5 pl. Odezva detektoru byla sledovana pii vinové délce 535 nm.

Jako dalsi metodu jsme zvolili vysokoucinnou kapalinovou chromatografii propojenou
s hmotnostnim spektrometrem (LC/MS). Konkrétné se jednalo o Shimadzu LC systém, ktery
obsahuje dvé pumpy, autosampler, kolonu se stacionarni fazi (silikagel s C18 a poréznimi
casticemi), kolonovy termostat a UV detektor. Kapalinovy chromatograf je spojen
s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500 s elektrosprejem AB SCIEX.
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Jako mobilni faze byla pouzita Cerstvad deinizovana voda s acetonitrilem (40:60; v/v).

Podminky méfeni LC/MS detekce jsou uved

Tabulka 7: Podminky méfeni na LC/MS

eny v tabulce 7.

Mobilni faze 60 % ACN (B), 40 % DV (A)
Kolona Kinetey EVO, C18, 150 x 3 mm, 5 um
Mnozstvi davkovaného vzorku 1ul

Teplota 30°C

Priitok mobilni faze 0,2 ml/min

Polarita Pozitivni

Rozsah m/z 50 — 300

R\ychlost skenovani 10 000 Da/s
Deklasteracni potencial, DP 0V

Kolizni energie, CE 10V

Vstupni potencial, EP 10V

Napéti iontového spreje 4500 V

Teplota na zdroji 200° C
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4 \/YSLEDKY

4.1 Optimalizace spektrofotometrické a spektrofluorimetrické metody

ke stanoveni aktivity CYP 1A2

4.1.1 Absorpéni spektra resorufinu a 7-methoxyresorufinu

Aktivita CYP 1A2 v jaternich bunkach se stanovuje na zaklad¢ O-demethylace 7-
methoxyresorufinu, ktery se pfeménuje na fluorescen¢ni produkt resorufin. Tento produkt
mizeme detekovat pomoci spektrofotometrické metody, spektrofluorimetrické metody nebo
pomoci HPLC.

Nejprve jsme proméfili absorpéni spektra standard resorufinu a 7-methoxyresorufinu,
abychom zjistili jejich absorpéni maxima. Roztoky byly pfipravovany v deionizované vodé.
Z grafu 4 vyplyva, ze absorpéni maximum 7-methoxyresorufinu je Amax = 478 nm a u
resorufinu je Amax = 575 nm. Tyto vinové délky jsme nasledné vyuzili pifi dalSich
spektrofotometrickych analyzach.
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Graf 4: Absorp¢ni spektra 7-methoxyresorufinu (MER) a resorufinu (RES).
(MER (2 uM); RES (2 uM))
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4.1.2 Optimalizace stanoveni aktivity CYP 1A2 pomoci spektralnich

metod

Podle predchoziho zjisténi absorpcnich maxim jsme nastavili hodnoty vinové délky u
spektrofotometrické metody a zjistovali ptredpokladany narist absorbance odpovidajici
aktivit¢ CYP 1A2 po inkubaci MER s bunkami. K tomuto pokusu jsme vyuzili buné¢nou linii
HepG2, kde jsme predpokladali vysokou aktivitu tohoto cytochromu. Jak je z grafu 5 patrné,
narast absorbance nebyl viditelny ani po hodinové inkubaci. Kromé téméi nulového nartistu
absorbance jsme také nalezli u slepého vzorku nértst absorbance odpovidajici 83 % signalu
vzorku. Z toho vyplyva, ze slepy vzorek nelze téméf odlisit od signalu vzorku u bunécné linie
HepG2, u niz je predpokladana vysoka aktivita CYP 1A2. Vzhledem k témto skute¢nostem
jsme od dal$iho pouziti spektrofotometrické metody detekujici aktivitu CYP 1A2 upustili.
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Graf 5: Spektrofotometrické stanoveni aktivity CYP 1A2.
(HepG2 buiiky; 7-methoxyresorufin (MER; 40 pM). Cas méfeni 0-60 min pii A = 575
nm., praimér + SD, n = 2; pivodni data piiloha 1.)

Dalsi metodou, kterou jsme pouzili ke zjisténi aktivity CYP 1A2, je metoda
spektrofluorimetrickd. S optimalizaci spektralnich metod se poji i zvoleni vhodné koncentrace
substratu 7-methoxyresorufinu, kterou budeme dale pouzivat u vSech metod. Nejprve jsme
zvolili koncentraci substratu 8 uM a poté i dalsi koncentrace - a to 4 uM, 20 uM a 40 uM.

Srovnani fluorescence RES vzniklého z MER 0 téchto koncentracich po inkubaci s buné¢nou
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linii HepG2 je znazornéno na grafu 6. MiZeme vidét, Ze k nejvy$Simu nartstu intenzity

fluorescence dochazi u koncentrace 40 uM 7-methoxyresorufinu.

30000

25000 —

o
'%20000 -
§ —c=4uM
3 —c=8uM
S 15000 H
= c=20uM
g —c =40 uM
<%10000-
£

5000 A

0 LI N N N N N N I N L L B O I N B I S N B L

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
t [min]

Graf 6: Optimalizace koncentrace standardu 7-methoxyresorufinu
(HepG2 buiiky; 7-methoxyresorufin (4, 8, 20 a 40 pM). Cas méfeni 0-60 min. pii Aex/Aem
=535/582 nm.)

Fluorescen¢ni signal jsme detekovali po dobu 60 minut. Po tomto ¢asovém intervalu jiz
nedochézelo k vyrazné zmeéné signalu u bunék HepG2 (graf 7). Pfi srovnani s piedchozi
metodou jsme zde nalezli (graf 8) vyrazné odliSeni fluorescen¢niho signalu odpovidajiciho
aktivit¢ CYP 1A2 u bun¢k od slepého vzorku bez bunék. Signal vzorku bez buné€k tvoii po 60
minutach méteni 31 % signalu vzorku s buiikami. Dale je z grafu 8 patrné, ze nejvyrazngjsi
vzestup signalu u bunék mizeme zaznamenat béhem pocatecnich intervali méfeni, kdy u
vzorku s bunkami doslo k nardstu fluorescence po prvnich 10 minutach méfeni o 11000 IF, po

dal$ich 10 minutach o 2700 IF a mezi 20. a 30. minutou méieni o 1500 IF.
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Graf 7: Spektrofluorimetrické stanoveni aktivity CYP 1A2.
(HepG2 buiiky; 7-methoxyresorufin (MER; 20 pM). Cas méfeni 0-180 min. pfi Aex/Aem =
535/582 nm.)
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Graf 8: Spektrofluorimetrické stanoveni aktivity CYP 1A2.

(HepG2 buiiky; 7-methoxyresorufin (MER; 40 pM). Cas méfeni 0-60 min. pii Aex/Aem =

535/582 nm.)
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4.2 Optimalizace metody stanoveni aktivity CYP 1A2 pomoci
HPLC/UV-VIS a LC/MS

4.2.1 Stanoveni standardu resorufinu a 7-methoxyresorufinu

Pted stanovenim aktivity CYP 1A2 u bun¢k jsme jednotlivé standardy promeétovali
pomoci HPLC s UV/VIS detekci a zjistovali jejich chovani v ndmi zvolené mobilni fazi.
Nejprve jsme pouzivali jako mobilni fazi smés fosfatového pufru s acetonitrilem, ale zjistili
jsme, Ze zde dochazi k nezadoucim ucinkim v chovani standarda (graf 9, 10). Proto jsme
misto smési s fosfatovym pufrem pouzili jako mobilni fazi smés deionizované vody
S acetonitrilem, kterd se ukazala byt optimalni pro separaci standardd RES a MER pfi jedné
analyze, coz bylo i cilem optimalizace metody. Veskeré podminky meéfeni a retencni Casy

obou standardii jsou uvedeny v tabulce 8.

Reten¢ni Cas standardu resorufinu je 1,97 min (graf 11) a reten¢ni Cas standardu 7-

methoxyresorufinu je 2,25 min (graf 12).

Tabulka 8: Podminky méteni na HPLC

Mobilni faze 60 % ACN (B), 40 % DV (A)
Kolona Kinetex, EVO, C18, 150 x 3 mm, 5 um
Mnozstvi ddvkovaného vzorku 2,5 ul

Teplota 30 °C

Prutok mobilni faze 0,2 ml/min

Reten¢ni ¢as RES 1,97 min

Reten¢ni ¢as MER 2,25 min

Vinova délka 535 nm
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Graf 9: Detekce 7-methoxyresorufinu pomoci HPLC.
(7-methoxyresorufin (8 uM). Cas méfeni 0-5 min. pfi A= 254 nm. MF: 70% ACN + 30 %
fosfatovy purf (30 mM); SF: silikagel s C18 a poréznimi ¢asticemi.)
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Graf 10: Detekce resorufinu pomoci HPLC.
(Resorufin (50 pM). Cas méfeni 0-3,5 min. pii A = 254 nm. MF: 50% ACN + 50 %
fosfatovy pufr (30 mM); SF: silikagel s C18 a poréznimi ¢asticemi.)

51



210 - 1,97

-10g0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
t [min]

T T T T T T T T T p—p—

Graf 11: Stanoveni resorufinu (RES) pomoci HPLC.
(Resorufin (RES; 40 uM). Cas méfeni 0-5 min. pii A= 535 nm. MF: 60% ACN + 40 %
DV; SF: silikagel s C18 a poréznimi ¢asticemi.)
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Graf 12: Stanoveni 7-methoxyresorufinu (MER) pomoci HPLC.
(7-methoxyresorufin (MER; 40 uM). Cas méfeni 0-5 min. pii A= 480 nm. MF: 60% ACN
+ 40 % DV, SF: silikagel s C18 a poréznimi ¢asticemi.)
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4.2.2 Detekce resorufinu a 7-methoxyresorufinu pomoci hmotnostni

spektrometrie

Hmotnostni spektrometrii jsme vyuzili k potvrzeni struktur nami méfenych standardu.
Udavana molekulovd hmotnost resorufinu sodného je 235,15 a molekulovd hmotnost 7-
methoxyresorufinu je 227,22. Tato molekulovd hmotnost byla nalezena v MS spektru MER
(graf 14), ale u RES (graf 13) jsme nebyli schopni ji detekovat. Toto muze ukazovat na
velkou nestabilitu molekuly resorufinu sodného, kdy dojde k odstépeni sodného kationu a
vznikne samotna molekula resorufinu. Molekulova hmotnost resorufinu je 214, kterou vidime
na MS spektru. Intenzivni pik na grafu 13 sm/z 78,5 odpovida fragmentované molekule

resorufinu, kdy dojde k odstépeni obou postrannich aromatickych jader.
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Graf 13: MS spektrum standardu resorufinu (RES).
(RES (8 uM); Mr =235,17; MF: 60% ACN + 40 % DV, SF: silikagel s C18 a poréznimi
Casticemi.)
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Graf 14: MS spektrum standardu 7-methoxyresorufinu (MER).

(MER (8uM); Mr = 227,22; MF: 60% ACN + 40 % DV; SF: silikagel s C18 a poréznimi
Casticemi.)

4.3 Porovnani spektrofluorimetrické metody s metodou HPLC/UV-VIS
pro stanoveni aktivity CYP 1A2 u bunék

Pomoci spektrofluorimetrické metody jsme optimalizovali stanoveni aktivity CYP 1A2 u
bunécénych linii HepG2, A549 a HK-2. Vidéli jsme zfetelny narist hodnot fluorescenéniho
signalu odpovidajici aktivit¢ CYP 1A2 u bunécné linie HepG2 a mirny nartst signalu u
bunécné linie A549. U obou téchto linii jsme dokazali odlisit signal vzorku od signélu pozadi.
U bunééné linie HK-2 jsme tento rozdil nedokazali zaznamenat.

Metodou HPLC se spektrofotometrickym detektorem jsme stanovovali aktivitu CYP 1A2
u zvolenych bunéénych linii pomoci detekce koncentrace vzniklého RES. Ale u Zadného ze
vzorkll bunééné linie jsme nebyli schopni jeho koncentraci pomoci HPLC detekovat. Hodnoty
se tedy nejspiSe pohybovaly pod mezi detekce, a proto nemohla byt HPLC metoda porovnéna

s metodou spektrofluorimetrickou.

54



4.4 Vyuziti spektrofluorimetrické metody pro stanoveni aktivity CYP

1A2 u bunéénych linii

Optimalizovanou a zavedenou spektrofluorimetrickou metodu jsme aplikovali na
stanoveni aktivity CYP 1A2 ve tfech typech bunék —a to v HepG2, A549 a HK-2.

Nejvyssi aktivitu CYP 1A2 jsme zaznamenali u bunéné linie HepG2 (graf 15). Z grafu
Ize jasné odlisit fluorescenéni signal odpovidajici aktivit¢ CYP 1A2 u bunék oproti signalu
slepého vzorku. Nizsi aktivitu CYP 1A2 vykazuje bunééna linie A549 (graf 16), kdy u této
bunécné linie dokazeme stale odlisSit signal bunck od signalu slepého vzorku. Nejnizsi signal,
respektive, nulova aktivita CYP 1A2 byla zaznamenana u buné¢né linie HK-2 (graf 17). U

této linie jsme jiz nedokazali odlisit signal bunék od signalu slepého vzorku.
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Graf 15: Stanoveni aktivity CYP 1A2 pomoci substratu MER v bunkach linie HepG2.
(HepG2 bunky; 7-methoxyresorufin (MER; 40 uM). Cas méfeni 0-60 min. pii Aex/Aem =
535/582 nm.)
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Graf 16: Stanoveni aktivity CYP 1A2 pomoci substratu MER v burikach linie A549.
(A549 bunky; 7-methoxyresorufin (MER; 40 uM). Cas méfeni 0-60 min. pii Aex/Aem =
535/582 nm, pramér + SD, n = 3; pivodni data pfiloha 2 - 2.1 a 2.2.)
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Graf 17: Stanoveni aktivity CYP 1A2 pomoci substratu MER v bunkach linie HK-2.
(HK-2 buiiky; 7-methoxyresorufin (MER; 40 pM). Cas méfeni 0-60 min. pti Aex/Aem =
535/582 nm, primér + SD, n = 3; ptivodni data pfiloha 2 - 2.3 a 2.4.)
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Zménu intenzity fluorescence jsme porovnavali pii prvni 10 minutich méfeni. V tabulce 9
muzeme vidét potvrzeni zjisténi z predchozich méfeni u graft 15, 16 a 17, kde se zména
intenzity fluorescence u bunék HepG2 znacné lisi od zmény intenzity fluorescence slepého
vzorku, coz nam ukazuje na vysokou aktivitu CYP 1A2. U bun¢k A549 je zména intenzity
fluorescence, tedy aktivita CYP 1A2, niz$i neZ u bunééné linic HepG2 a u bunééné linie HK-2

jsme potvrdili aktivitu nejnizsi, respektive nulovou.

Tabulka 9: Porovnani zmény intenzity fluorescence u jednotlivych bunéénych linii

A TF/min u A IF/min u
Typ linie bunck [IF] slepych vzork
[IF]
HepG2 3473 2462
A549 3071 +£261,2 2444 + 964,6
HK-2 2145 + 196,5 2359 + 253.8

Graf 18 znazoriiuje priméry jednotlivych zmén intenzit fluorescence odpovidajicich
aktivit¢ CYP 1A2 do patnacté minuty méfeni. Na grafu vidime klesajici aktivitu CYP 1A2 u
jednotlivych bunéénych linii. Dale mizeme srovnat zmény intenzit fluorescence bunék se
zménou intenzit fluorescence slepych vzorkd, kde zaznamenavame vyrazny odstup u bunék

HepG2, vs. mensi rozdil signdlu u bunék A549 a nulovy rozdil u bunék HK-2.
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Graf 18: Primérna zména intenzit fluorescence u jednotlivych bunéénych linii.
(7-methoxyresorufin (MER; 40 uM), primér z ¢asu méfeni prvnich 15 minut, praimér +

SD, n = 1-3; ptivodni data ptiloha 3 - 3.1 - 3.6.)
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5 DISKUzE

7-methoxyresorufin je jeden ze substrati, ktery se pouziva k charakterizaci
biotransformacni aktivity CYP 1A2. Po probéhnuti O-demethylace 7-methoxyresorufinu za
katalyzy CYP 1A2 vznika fluorescencni produkt resorufin, ktery mizeme detekovat. Metod
detekce je nckolik, nejcastéji se vyuziva metoda spektrofluorimetrickd a metoda HPLC
s fluorescen¢ni detekci. Nejednd se ale o specifickou reakci cytochromu 1A2, protoze
jednotlivé izoenzymy mohou pireménovat stejné substraty. I pfes odlisnost izoenzymi CYP
1A2 a CYP 1Al se specifita jejich substrath mulze prekryvat kvili podobnostem mezi
aktivnimi misty téchto cytochromii (Chang, Waxman, 2006; Zamaratskaia, Zlabek, 2009).

Cilem mé diplomové prace bylo optimalizovat jednotlivé kroky piipravy pro stanoveni
intracelularni aktivity izoenzymu CYP 1A2 pomoci spektralnich metod a HPLC. Pii préci
jsme vychazeli ze standardnich postupil, pfi kterych jsme nejprve optimalizovali piipravu
biologického materidlu, poté koncentraci substratu a ndsledné dobu inkubace a detekce, po

kterou jsme mnoZzstvi vzniklého produktu méftili (Lake et al., 2009).

K optimalizaci naseho postupu jsme méli k dispozici jako biologicky materidl bunécné
linie HepG2, A549 a HK-2, u kterych jsme zjistovali aktivitu CYP 1A2 ptimo v bunkach.
VétSina autori stanovuje aktivitu CYP 1A2 v mikrozomech a to pfedev§im v jaternich
mikrozomech (Zamaratskaia, Zlabek, 2009). Jaterni mikrozomy maji vysoky obsah

cytochromii P450, a proto se CYP aktivita v nich detekuje snaze.

Pomoci nami zvoleného substratu 7-methoxyresorufinu, Ize stanovit aktivitu CYP 1A2
nejen Vv bunkach, coz bylo i cilem mé prace, ale také v jiz zminénych mikrozomech
(Zamaratskaia, Zlabek, 2009). V mikrozomech lze dale stanovit aktivitu CYP 1A2 i pomoci
substratu  7-ethoxyresorufinu. Produktem téchto reakci je resorufin, ktery mlZeme
fluorescenéné detekovat (Turpeinen et al., 2006; Wanwimolruk, Wanwimolruk, 2006).
Resorufin ale neni jedinym fluorescen¢nim produktem, pomoci kterého lze stanovit aktivitu
CYP 1A2. Kyano-hydroxykumarin, ktery vznikd ze substratu 3-kyano-7-ethoxykumarinu,
zafazujeme také do produktd, pomoci kterych muzeme fluorescencné aktivitu CYP 1A2
stanovit (Donato et al., 2004). Dalsim substratem, ktery lze pouzit ke stanoveni aktivity CYP
1A2 v mikrozomech jater, je fenacetin, kde pomoci O-deethylace vznikd znamy produkt
acetaminofen (paracetamol). Tento produkt 1ze pak detekovat pomoci HPLC s UV detektorem
(Polasek et al., 2006).
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V naSi praci jsme nejprve zacali optimalizaci vhodné koncentrace substratu 7-
methoxyresorufinu. Pocatecni koncentraci 7-methoxyresorufinu jsme zvolili 8 uM v souladu
s pracemi ostatnich autord (Lake et al., 2009; Donato et al., 1993). Kvuli vysledkim
s nedostate¢nou senzitivitou jsme vSak také testovali koncentrace v rozsahu 1-50 uM MER,
coz bylo v souladu s praci dalSich autorti (Zamaratskaia, Zlabek, 2009). Aktivitu CYP 1A2 u
bunécénych linii jsme poté v ramci téchto pokust stanovovali pfi vybranych koncentracich 4,
20 a 40 uM MER. Z vysledkti vyplynulo, Ze jako optimalni se jevila koncentrace 40 uM
MER. Dochdzelo zde knejvy$simu a nejrychlejSimu narastu fluorescencniho signalu
odpovidajiciho aktivit¢ CYP 1A2. Proto jsme tuto koncentraci pouzivali pii vSech dalSich
meéfenich.

S optimalizovanou koncentraci jsme testovali také optimalni dobu fluorimetrického
meéteni, kdy jsme zjistili, ze po 60 min méfeni jiz nedochédzi ke zméné fluorescencéniho signalu

u bunék. Proto jsme i tuto dobu méfeni stanovili jako maximalni a optimalni.

Déle jsme testovali optimalni metody detekce. Moznosti detekce vzniklého produktu
resorufinu je nékolik - spektralni ¢i HPLC s mnoha typy detekei (Chang, Waxman, 2006;
Murray et al., 1993). My jsme si zvolili metody - spektrofotometrickou,
spektrofluorimetickou a HPLC s UV detekci.

Z divodu moznosti spektrofotometrického stanoveni jinych substratii typickych ke
stanoveni aktivity CYP 1A2 jsme vyuzili méfeni zmény absorbance i u naseho substratu
7-methoxyresorufinu. Dal$im takovym substratem je napf. acetanilid, kde po probéhnuti
reakce 4-hydroxylace dojde ke vzniku produktu 4-hydroxyacetanilidu, ktery lze piimo
detekovat pomoci HPLC s UV detekci nebo pomoci derivatizace 4-aminofenolu dojde ke
vzniku modrého komplexu, ktery lze spektrofotometricky stanovit (Shertzer et al., 2008). Po
detekci produktu resorufinu vzniklého ze substratu 7-methoxyresorufinu u naSich bun&cnych
linii jsme ale zjistili, Ze je tato metoda z divodu nizké sensitivity nevhodna. Nedochazelo zde
k Zadné detekovatelné zméné absorbance a ani jsme nebyli schopni odlisit absorp¢ni signal

buné¢k od signélu slepého vzorku.

Druhou metodou, kterou jsme stanovovali aktivitu CYP 1A2 v buiikich byla metoda
spektrofluorimetrickd (Chang, Waxman, 2006; Lake et al, 2009). Tato metoda se ukézala byt
velmi vhodnd pro méfeni aktivity CYP 1A2. Vidéli jsme zfetelny nartst hodnot
fluorescenéniho signdlu odpovidajici aktivit¢ CYP 1A2 u bunééné linie HepG2 a mirny narast
signdlu u bunécné linie A549. U obou téchto linii jsme dokdzali odlisit signal vzorku od

signalu pozadi. U buné¢né linie HK-2 jsme tento rozdil nedokéazali zaznamenat.
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Dalsi metodu, kterou jsme pouzili k detekci vzniklého mnozstvi produktu resorufinu a tim
tedy i1 ke zjisténi aktivity CYP 1A2, je metoda HPLC, kde jsme méli k dispozici UV/VIS
detektor. Nejprve jsme se veénovali problému separace standardi resorufinu a 7-
methoxyresorufinu od sebe. Zvolili jsme mobilni fazi smés acetonitrilu s fosfatovym pufrem
v souladu s odbornou praci (Zamaratskaia, Zlabek, 2009). Zjistili jsme ale, ze dochazi
Kk negativni fragmentaci obou molekul v pfitomnosti fosfatového pufru, a proto jsme ho
nahradili deionizovanou vodou. Po stabilizaci chovani obou standardi v mobilni fazi bylo
naSim cilem odliSeni téchto standardi, které se ndm podatilo v mobilni fazi slozené ze smési
acetonitrilu s deionizovanou vodou (60:40; v/v). Toto prostiedi jsme vyuzili ke stanoveni
aktivity CYP 1A2 u bunéénych linii pomoci detekce vzniklého produktu resorufinu. U
zadného ze vzorkli bunétné linie jsme ale nebyli schopni jeho koncentraci pomoci
HPLC/UV/VIS detekovat. Hodnoty se tedy nejspiSe pohybovaly pod mezi detekce. Ke
zjisténi aktivity CYP 1A2 by pravdépodobné bylo vyhodnéjsi pouzit citlivéjsi fluorescencni
detektor (Lake et al., 2009; Burke et al., 1994).

Zavedenou spektrofluorimetrickou metodu stanoveni aktivity CYP 1A2 jsme vyuzili pro
potvrzeni vyskytu CYP 1A2 u testovanych bunécnych linii. M¢li jsme k dispozici bunéénou
linii pochézejici z lidskych bunék hepatocytarniho karcinomu HepG2, linii lidskych
epitelidlnich ledvinnych bunék proximalniho tubulu HK-2 a buné¢nou linii lidského plicniho
adenokarcinomu A549. Izoenzymy patfici do podrodiny CYP 1A se od sebe odlisuji
z hlediska vyskytu v jednotlivych organech. CYP 1A2 se vyskytuje zejména v jatrech
(Stiborova akol., 1999). Izoenzym CYP 1Al se vyskytuje ve velmi malé koncentraci

Vv jatrech, ale naopak ve vysoké koncentraci v plicich (Wei, Caccavale et al., 2001).

Vzhledem k bunéénym liniim, které jsme méli k dispozici, jsme v souladu s praci ostatnich
autort zjistili, ze CYP 1A2 aktivita se u bunécné linie HepG2 vyskytuje v nejvyssi mife (Choi
et al., 2014). K nasemu piekvapeni jsme z literatury zjistili, Ze u bunééné linie A549 se udajné
CYP 1A2 nevyskytuje, ale byl zaznamenan vyskyt izoenzymu CYP 1A1 (Hukkanen et al.,
2000). Vysvétleni pro tento rozpor naSich a publikovanych tdaji je moznost, Ze vlivem
prekryti specifit substratli, o kterém se zminuji autofi (Zamaratskaia, Zlabek, 2009), mohlo
U buné&tné linie A549 dojit k Castecné detekci aktivity CYP 1Al namisto 1A2. Posledni
testovanou bunécnou linii byly bunky HK-2, u nichz v naSich experimentech ale aktivita CYP
1A2 nebyla zaznamenana. V literatuie ale vyskyt CYP 1A2 potvrzen byl (Arbillaga et al.,
2007), proto moznym vysvétlenim tohoto rozporu muize byt rozdilny fenotyp kultivovanych
bunck, nebo opét prekryv substratové specifity mefené u ostatnich autorii (Arbillaga et al.,

2007).
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6 ZAVER

V mé praci jsme optimalizovali jednotlivé kroky postupu piipravy vzorka pro stanoveni
aktivity CYP 1A2. V ramci optimalizace jsme jako nejvhodnéjsi metodu stanoveni aktivity
CYP 1A2 zvolili spetrofluorimetrickou metodu pii dobé trvani analyzy 1 hodinu. Jako
nejvhodnéjsi u ¢inidla 7-methoxyresorufinu jsme urcili koncentraci 40 pM.

Zavedené a nami optimalizované postupy u jednotlivych metod jsme vyuzili pro prikaz
aktivity a vibec samotné piitomnosti cytochromii CYP 1A2 v biologickém materidlu. Ve
vzorcich bunééné linie HepG2 a A549 jsme prokazali ptfitomnost CYP 1A2. Ve vzorcich

bunééné linie HK-2 jsme aktivitu CYP 1A2 nezaznamenali.
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8 PRILOHY

Piiloha 1: Hodnoty absorbance resorufinu ziskané testovanim na HepG2 buiikach

pomoci spektralnich metod.

Cas méfeni Priimérna
absorbance od abrorbance
L, Absorbance
podani 7- _ resorufinu resorufinu + SD
methoxyresorufinu
[min]
0 0,1143 | 0,1177 | 0,1160 =+ 0,002
5 0,1126 | 0,1185 | 0,1155=+0,004
10 0,1129 | 0,1212 | 0,1170 + 0,006
15 0,1128 | 0,1207 | 0,1167 +0,006
20 0,1109 | 0,1209 | 0,1159 + 0,007
25 0,1111 | 0,1183 | 0,1146 + 0,005
30 0,1129 | 0,1202 | 0,1165 + 0,005
35 0,1114 | 0,1196 | 0,1154 + 0,006
40 0,1133 | 0,1203 | 0,1168 + 0,005
45 0,1141 | 0,1219 | 0,1178 0,006
50 0,1171 | 0,1215 | 0,1193 +0,003
55 0,1198 | 0,1233 | 0,1215+ 0,002
60 0,1179 | 0,1260 | 0,1220 =+ 0,006
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Piiloha 2: Hodnoty intenzit fluorescence resorufinu ziskané testovanim na bunéénych
liniich pomoci spektroflurimetrické metody.

Priloha 2.1: Hodnoty intenzit fluorescence resorufinu ziskané testovanim na buikach
A549 pomoci spektroflurimetrické metody.

Cas méfeni intenzity 0w s .
fluorescence od ' Primérna intenzita
podini 7- Intenz_lta fluorevscence fluorescence
methoxyresorufinu resorufinu u bunék A549 resoruf:mu +SDu
bunck A549 [IF] bunék A549
[min] LIF]
0 7609 7627 7871 7702 + 146,3
5 10496 | 11511 | 11214 11074 + 521,8
10 12822 | 13162 | 12885 12956 + 180,9
15 14218 | 14569 | 14443 14410+ 177.8
20 14893 | 15249 | 14842 14995 + 221,7
25 15252 | 15871 | 15399 15507 + 323,4
30 15607 | 16264 | 15909 15927 + 328,9
35 15869 | 16513 | 15938 16107 + 353,6
40 16085 | 16510 | 16703 16433 + 316,2
45 16504 | 16837 | 16699 16680 + 167,3
50 16676 | 17060 | 16828 16855 + 193,4
55 16772 | 17185 | 16964 16974 + 206,7
60 17098 | 17182 | 16878 17053 + 157,0

Priloha 2.2: Hodnoty intenzit fluorescence resorufinu ziskané testovanim slepych
vzorki u bunécéné linie A549 pomoci spektroflurimetrické metody.

Cas méfeni intenzity Primérna intenzita
fluorescence od Intenzita fluorescence fluorescence
podani 7- resorufinu u slepych vzorkt | resorufinu + SD u
methoxyresorufinu u A549 slepych vzorka
slepych vzorka A549 [IF] A549
[min] [1F]
0 8135 7528 7625 7763 +326,1
S 11035 | 10166 | 11421 10874 + 642,8
10 12665 | 11944 | 12947 12519+ 517,3
15 13383 | 12894 | 13968 13415 + 537,7
20 13326 | 13309 | 14321 13652 + 579,4
25 13767 | 13659 | 14489 13972 £ 451,3
30 13862 | 13941 | 14525 14109 + 362,1
35 14347 | 14194 | 14902 14481 £ 372,5
40 14461 | 14387 | 15303 14717 £ 508,8
45 14225 | 14202 | 15318 14582 + 637,8
50 14622 | 14674 | 15538 14945 £ 514,5
55 14953 | 14649 | 15742 15115 + 564,1
60 14977 | 14654 | 15647 15093 + 506,5
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Priloha 2.3: Hodnoty intenzit fluorescence resorufinu ziskané testovanim na bunkach
HK-2 pomoci spektroflurimetrické metody.

Cas méfeni intenzity
fluorescence od podani
7-methoxyresorufinu u

Intenzita fluorescence
resorufinu u bunék HK-2

Pramérna intenzita
fluorescence
resorufinu £ SD u

bunék HK-2 [IF] bunék HK-2
[min] [IF]

0 4683 | 4620 4721 4675+ 51,0
5 10089 | 9764 10143 9999 + 205,0
10 11729 | 11321 | 11483 11511 +£205,4
15 12626 | 12141 | 12084 12284 + 297.8
20 13376 | 12775 | 12549 12900 + 427.,4
25 13673 | 13095 | 13150 13306 +319,0
30 14090 | 13349 | 13421 13620 + 408,6
35 14440 | 13659 | 13877 13992 + 403,0
40 14405 | 13864 | 13878 14049 + 308,4
45 14650 | 13891 | 14054 14198 + 399.,6
50 14633 | 14128 | 14107 14289 + 297.8
55 14465 | 14048 | 14206 14240 + 210,5
60 14614 | 14111 | 13954 14226 + 344.8

Piiloha 2.4: Hodnoty intenzit fluorescence resorufinu ziskané testovanim na slepych
vzorki u bunééné linie HK-2 pomoci spektroflurimetrické metody.

Cas méfeni intenzity
fluorescence od podani
7-methoxyresorufinu u

Intenzita fluorescence
resorufinu u slepych

Prumérna intenzita
fluorescence
resorufinu = SD u

slepych vzorka HK-2 Vzork[lllFﬁlK-Z slepych vzorkt HK-2
[min] [IF]
0 4696 4873 | 4437 4669 +219,3
5 10230 | 10044 | 9456 9910 +404,0
10 11619 | 11432 |10624 11225 + 528,8
15 12185 | 12149 |11688 12007 £277,1
20 12744 | 12817 |12242 12601 +313,0
25 13305 | 13080 |12834 13073 + 235,6
30 13543 | 13704 |13238 13495 + 236,7
35 13695 | 14191 |13454 13780 + 375,8
40 14053 | 14368 |13886 14102 +244.8
45 14177 | 14517 | 14008 14234 +£259,2
50 14113 | 14389 |14054 14185+ 178,8
55 14106 | 14335 |14361 14267 + 140,3
60 14106 | 14268 |14189 14188 + 81,0
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Priloha 3 : Hodnoty zmén intenzit fluorescence u jednotlivych bunéénych linii.
Priloha 3.1 : Hodnoty intenzit fluorescence resorufinu u vzorku bunéénych linii
HepG2 a A549.

Primérna intenzita
fluorescence A549

[IF]

4631 +£317,2
7702 +119,5
9258 + 172,5
10380 + 418,8
11074 + 426,1
11611 + 266,9
11998 + 364,3
12417 + 3222
12690 + 461,2
12956 + 147,7
13344 +142,8
13604 + 233,8
13806 + 287,6
14141 + 203,6
14410 + 145,2
14489 + 194,9

Intenzita
fluorescence
HepG2 [IF]

Cas od podani 7-
methoxyresorufinu
u bunék [min]

Intenzita fluorescence
A549 [IF]

7892
11365
13275
14332
15299
15861
16707
16871
18026
17775
18902
19086
19106
19535
19969
20779

4254

7609

9027

9788

10496
11238
11534
12018
12047
12822
13227
13293
13413
13919
14218
14368

4610
7627
9441
10698
11511
11846
12424
12807
13105
13162
13545
13856
14092
14411
14569
14764

5030
7871
9307
10653
11214
11750
12035
12426
12919
12885
13260
13665
13915
14094
14443
14335
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Piiloha 3.2 : Hodnoty intenzit fluorescence resorufinu u vzorkii bunécné linie HK-2.

Cas od podani 7-
methoxyresorufinu
u bunék [min]

Intenzita fluorescence
HK-2 [IF]

Prumérna intenzita
fluorescence HK-2

[IF]

4683
6677
7972
8936
9414
10089
10243
10793
11018
11472
11729
11840
12043
12401
12356
12626

4620
6693
7756
8506
9361
9764
10163
10382
10754
11015
11321
11590
11801
11953
11975
12141

4721
7088
8479
8984
9471
10143
10376
10718
11005
11127
11483
11750
11677
11928
11934
12084

4675+ 51,0
6820 + 232,8
8069 + 371,1
8809 + 263,2

9416 £ 55,5
9999 + 205,0
10261 + 107,6
10631 +218,9
10926 + 148,8
11205 + 238,2
11511 + 205,4
11727 + 126,6
11840 + 186,1
12094 + 266,2
12088 + 232,7
12284 + 297,8
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Piiloha 3.3 : Hodnoty intenzit fluorescence resorufinu u slepych vzorkia bunécénych
linii HepG2 a A549.

Cas od podani 7- . o x .
methoxyresorufinu fi Intenzita Intenzita fluorescence Prumérna intenzita
, . | fluorescence fluorescence A549
u slepych vzorkii HepG2 [IF] A549 [IF] [IF]
[min]

0 7553 6418 | 5452 | 4087 5319 + 956,3
1 10015 8135 | 7528 | 7625 7763 £266,2
2 11251 9673 | 8648 | 9395 9239 +432.8
3 11329 10447 | 9743 | 10754 10315 + 423,2
4 11793 11035 | 10166 | 11421 10874 + 524.,8
5 12158 11301 | 10750 | 12072 11374 +£ 5422
6 12590 11726 | 11369 | 12400 11832 +427,5
7 12880 12092 | 11576 | 12611 12093 + 4225
8 12725 12147 | 11510 | 12763 12140+ 511,6
9 13272 12665 | 11944 | 12947 12518 +422.3
10 13054 12672 | 12177 | 13451 12767 + 524,4
11 13416 12634 | 12356 | 13400 12797 + 441,5
12 13513 12796 | 12457 | 13632 12962 +493,8
13 13536 13066 | 12795 | 13620 13160 + 3433
14 13559 13383 | 12894 | 13968 13415 + 439,0
15 13664 13093 | 13137 | 13909 13380 + 347,7

Piiloha 3.4 : Hodnoty intenzit fluorescence resorufinu u slepych vzorki bunééné linie
HK-2.

Cas od podani 7- oy - .
. . Prumeérna intenzita
methoxyresorufinu | Intenzita fluorescence
, . fluorescence HK-2
u slepych vzorku HK-2 [IF]
. [IF]
[min]

0 4696 4873 4437 4668 + 219,3
1 7345 7109 6627 7027 + 366,0
2 8521 8335 8078 8311+ 2224
3 9320 9041 8819 9060 + 251,0
4 9582 9518 8961 9354 + 341,6
5 10230 | 10044 | 9456 9910 + 404,0
6 10622 | 10283 | 9663 10189 + 486,3
7 10823 | 10516 | 10128 10489 + 348.3
8 11077 | 10822 | 10326 10742 + 381,9
9 11373 | 11139 | 10609 11040 +391,4
10 11619 | 11432 | 10624 11225 + 528,8
11 11481 | 11679 | 11130 11430 + 278,0
12 11753 | 11703 | 11350 11602 +219,7
13 12068 | 12017 | 11201 11762 + 486,5
14 12053 | 11954 | 11395 11801 + 354,8
15 12185 | 12149 | 11688 12008 + 277,1
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Piiloha 3.5 : Hodnoty zmén intenzit fluorescence u vzorku jednotlivych bunéénych
linii HepG2, A549 a HK-2.

Cas zmény A intenzity fluorescence/min [IF]
intenzity
ﬂ‘ilo{)ejﬁzice HepG2 A549 HK-2
[min]

1 3473,0 3071,0 21447
1910,0 1556,0 1249,7
3 1057,0 1121,3 739,7
4 967,0 694,0 606,7
5 562,0 537,7 583,3
6 846,0 386,3 262,0
7 164,0 419,3 370,3
8 1155,0 273,3 294,7
9 -251,0 266,0 279,0
10 1127,0 387,7 306,3
11 184,0 260,7 215,7
12 20,0 202,0 113,7
13 429,0 334,7 253,7

14 434,0 268,7 -5,7
15 810,0 79,0 195,3
16 382,0 209,0 282,7

Primérna
zmena
intenzity 830 +882,9 630 + 753,3 494 + 531,1
fluorescence
[IF]
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Piiloha 3.6 : Hodnoty zmén intenzit fluorescence u slepych vzorku jednotlivych
bunéénych linii HepG2, A549 a HK-2.

C_as zm_é ny A intenzity fluorescence/min [IF]
intenzity
fluorescence
u slepych HepG2 A549 HK-2
vzorku
[min]
1 2462,0 2443,7 2358,3
1236,0 1476,0 1284,3
3 78,0 1076,0 748,7
4 464,0 559,3 293,7
5 365,0 500,3 556,3
6 432,0 457,3 279,3
7 290,0 261,3 299,7
8 -155,0 47,0 252,7
9 547,0 378,7 298,7
10 -218,0 248,0 184,7
11 362,0 30,0 205,0
12 97,0 165,0 172,0
13 23,0 198,7 160,0
14 23,0 2547 38,7
15 105,0 -35,3 206,7
16 231,0 117,0 105,7
Primeérna
zmena
intenzity 397 £+ 646,9 511 + 649,3 465 + 589,5
fluorescence
[IF]
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