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TITUL
Stanoveni aktivity cytochromu P450 2E1 v primarnich kulturach hepatocyti

ANOTACE

Tato prace byla zaméfena na zavedeni metody stanoveni aktivity enzymu cytochrom P450
2E1 v primarnich kulturach hepatocyt potkana a mysi pomoci enzymatické pfemény substratu
p-nitrofenolu na p-nitrokatechol. Ke zjisténi optimalni koncentrace p-nitrofenolu pro stanoveni
aktivity cytochromu P450 2E1 bylo nejprve nutno zjistit, zda p-nitrofenol nevykazuje toxické
u¢inky na hepatocyty v primarni kultufe. Mira poSkozeni hepatocytt in vitro byla hodnocena
pomoci aktivity laktatdehydrogenazy v kultivacnim médiu a aktivity celularnich dehydrogenéz

(WST-1 test).

KLiCOVA sLovA
primarni kultury hepatocytt, p-nitrofenol, p-nitrokatechol, cytochrom P450 2E1, aktivita
cytochromu P450 2E1

TITLE
Evaluation of cytochrome P450 2E1 activity in primary cultures of hepatocytes

ANNOTATION

This work was focused on introduction of method for evaluation of cytochrome P450 2E1
activity in primary cultures of rat and mouse hepatocytes by enzymatic conversion of the
substrate p-nitrophenol to p-nitrocatechol. To find the optimal concentration of p-nitrophenol
for evaluation of cytochrome P450 2E1 activity was necessary to exclude the potential toxic
effect of p-nitrophenol on hepatocytes in primary culture at first. Parameters of hepatocyte
damage in vitro were determined by lactate dehydrogenase activity in the culture medium and

activity of cellular dehydrogenases (WST-1 test).

KEYWORDS
primary cultures of hepatocytes, p-nitrophenol, p-nitrocatechol, cytochrome P450 2EL1,
activity of cytochrome P450 2E1
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Uvob

Moderni zivot je spojeny s pouzivanim latek, které jsou cizorodé lidskému organismu. Tyto
latky se nazyvaji xenobiotika. Mezi n¢ se fadi napft. 1éky, pesticidy, potravindiské chemikalie

nebo alkaloidy.

Cytochromy P450 jsou enzymy podilejici se na biotransformaci xenobiotik oxida¢nimi
reakcemi. Cilem biotransformace, ktera se sklada ze dvou fazi, je preménit cizorodé latky

na vice polarni metabolity, které mohou byt 1épe vylouceny z organismu.

Do nadrodiny cytochromi patii cytochrom P450 2E1, ktery se podili na metabolismu 1é€iv.
Nejvyssi aktivita cytochromu P450 2E1 se nachazi v jatrech, proto jsou jaterni bunky volbou
pro stanoveni aktivity a také pro toxikologické testovani. Jelikoz z etickych diivodd nelze
provadét testy na lidech, jako modelové organismy pro testovani metabolismu xenobiotik se
nejcastéji pouzivaji mysi a potkani.

Cilem diplomové prace bylo zavést metodu stanoveni aktivity cytochromu P450 2E1
v primarnich kulturach hepatocyti potkana a mysi pomoci hydroxylace p-nitrofenolu
na p-nitrokatechol za pouziti spektrofotometrickych metod. Tuto reakci zprostfedkovava praveé
cytochrom P450 2E1. Jelikoz byla u p-nitrofenolu prokazana toxicita, prace se také zabyva

testovanim toxicity p-nitrofenolu na jaterni bunky.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 se tfadi mezi hemové proteiny, stejn¢ jako peroxidaza, kataldza, NO
syntdza nebo cytochrom c oxiddza. Oznaleni cytochromu P450 vzniklo po objevu
pigmentového proteinu (pismeno P) M. Klingenbergem v roce 1958 (Klingenberg, 1958).
Tento pigment byl po redukci oxidem uhelnatym schopen absorbovat svétlo s maximem
pii 450 nm (Cislo 450), zatimco ostatni hemoproteiny absorbuji v této oblasti pii 420 nm

(Groves, 2015).

Podobné jako u hemoglobinu nebo myoglobinu se hemova skupina cytochromu P450
vyskytuje v podobé protoporfirinu IX (hem b), avSak centralni atom obsahuje ve formé
oxidovaného Zeleza Fe*'. Protoporfirin IX neboli cyklicky tetrapyrol obsahuje 4 cyklicky
vazand pyrrolova jadra, kterd jsou spojena methinovymi mustky a obsahuji centralné
zabudovany atom Fe*". Toto hemové Zelezo je vazano k atomu siry blizkého cysteinu (Obrazek

1) (Montellano, 2010).

COOH COOH

Obrazek 1: Hemova prostheticka skupina (Pievzato z: Montellano de O., 2010)
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111 Nomenklatura

S vyvojem molekularni biologie v roce 1980 se ukazalo, Ze geny P450 existovaly témér
ve v8ech druzich od prokaryot po savce vcetné lidi. Odvozeni aminokyselinové sekvence vedlo
K prvnimu navrhu systému nomenklatury na zakladé evolu¢ni odlisnosti. Tento evolu¢ni pojem
také naznacil, ze vSechny geny cytochromti jsou odvozeny od jediného ptedka, ktery vznikl
pted vice nez 3 miliardy let. Je znamo 18687 pojmenovanych protein-kédujicich gent P450
majici domnélé funkce, z nichz nalezneme 5442 u zvitat, vice nez 6800 u rostlin, vice nez 4800

u hub, 247 u prvokd, vice nez 1200 u eubakterii, 48 u archebakterii a 2 u vira (Nebert, 1987).

Cytochromy P450 (CYP) jsou seskupeny v rodinach, které jsou oznacené arabskym ¢islem
(napt. CYP3 rodina), kde musi CYP vykazovat homologii v sekvenci aminokyselin vice
nez 40 %. Kazda rodina P450 je dale rozdélena do podrodin oznacovanych velkym pismenem
(napt. CYP3A). Ve stejné podrodiné musi cytochromy vykazovat homologii vice nez 55 %.
Poslednim znakem je dal$i arabska ¢islice, ktera predstavuje jednotlivy enzym (napt. CYP3A4)
(Boussery, 2015). Cytochromy se nachazeji u archei, bakterii, hub, rostlin a zivo¢icht véetné
¢lovéka. Je zndmo 18 savéich CYP enzymd, které jsou kédovany 57 geny Vv lidském genomu.
Nejveétsi zastoupeni cytochromi nalezneme v jatrech, kde zaujimaji 2 % obsahu celkového
mikrosomalniho proteinu. V ostatnich tkanich je jejich obsah niz§i. Hlavnimi CYP enzymy
podilejici se na metabolismu 1é¢iv jsou: CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2EL a CYP3A4 (Nebert, 2013). Zastoupeni téchto enzymt na metabolismu xenobiotik

V jatrech je zndzornéno na obrazku 2.

14



CYP1A2
10%

CYP2A6

CYP3A4/5

35%
CYP2C9

15%

‘ CYP2C19
8%

CYP2E1
4%

CYP2D6
24%

= CYP1A2 = CYP2A6 = CYP2C9 = CYP2C19 = CYP2D6 = CYP2E1 = CYP3A4/5

Obriazek 2: Relativni podil cytochromu P450 na metabolismu xenobiotik (Pfevzato z: Zanger, 2013)

1.1.2 Vlastnosti a funkce

Cytochromy P450 jsou hlavnimi katalyzatory podilejici se na metabolismu cizorodych latek
neboli xenobiotik, jako jsou 1éky, toxiny, karcinogeny a na metabolismu endogennich substratt
jako napf. mastnych kyselin a steroidi. VétSina CYP enzyml se nachdzi v buiikdch
v membranach endoplazmatického retikula (ER). Tato frakce je oznacovana jako

»mikrosomalni CYP* (viz nize).

1.12.1. Mechanismus pienosu elektronii

Cytochromy P450 patii mezi tzv. monooxygenazy neboli oxidazy se smisenou funkci.
Monooxygenazy jsou mikrosomalni enzymy Kkatalyzujici vstup jednoho atomu kysliku
do substratu. Aktivuji molekulu kysliku, pficemz jeden atom je vloZen do substratu a druhy

atom je redukovan na vodu. Mechanismus monooxygenace lze souhrnné vyjadfit rovnici:
RH + O2+ NAD(P)H + H* — ROH + H20 + NAD(P)*

CYP nemohou piijimat elektrony ptimo od NADH nebo NADPH, proto je k redukci hemu
mikrosomalni P450 nezbytné, aby cytochrom P450 reduktaza obsahovala FMN (flavin
mononukleotid) a FAD (flavin adenin dinukleotid) (Coon, 2005). Katalyticky cyklus CYP je
popsan na obrazku 3 (Cederbaum, 2015).
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Prvni krok zahrnuje navazani substratu RH (1). Tato vazba vyvolava strukturalni zmény
spinového stavu hemového Zzeleza z niskospinového na vysokospinovy. Tyto vyvolané
strukturalni zmény vedou ke snadnéj$imu transportu elektronti z NADPH a k redukci Fe*
na Fe?* (2). Kyslik se dale vaze na volné misto hemového Zeleza za tvorby (RH)Fe?*(Oy)
komplexu superoxidu zelezitého (3). Naslednou redukci vznika komplex, tzv. peroxid (4), ktery
reaguje se dvéma protony za vzniku molekuly vody a komplexu RH(Fe-0)*" (5). Touto reakci
dochazi k rozpadu vazby O-O, &imz se ziska molekula vody. Zelezo jako oxidaéni &inidlo
odebird vodik ze substrdtu RH za wvzniku substratového radikdlu R- vazaného
na hydroxyskupinu (6). Pii tvorbé produktu dochazi k vazbé atomu O na substratovy radikal,
coz vede ke vzniku hydroxylované formy substratu ROH (7). Produkt reakce se uvolni

a enzym se vraci do pivodniho stavu s obsahem Fe3* (8).

ROH RH

Fe3*
(ROH)Fe** ® @ RH)Fe*
/% N
(R-)}(Fe-OH)?" (RH)Fe2*
{o oo
RH(Fe-0)** .
(RH)Fe?*(0,)

opy+/ (RH)Fe*(03) @ (RHFe>(03)

YL

H;0,

N —_—

Obriazek 3: Katalyticky cyklus cytochromu P450 (Pievzato z: Cederbaum, 2015)

Uvedena reakce se nazyvad hydroxylace. CYP také katalyzuji fadu dalSich chemickych
reakci, jako mnapt. peroxidace, epoxidace, dealkylace, redukce, dehalogenace apod.
(Obrazek 4) (Aubert, 2011).
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REAKCE

PRIKLAD

Alifaticka hydroxylace

Aromaticka hydroxylace

Epoxidace

M-, O- nebo S-dealkylace

Deaminace

M-hydroxylace

Sulfoxidace

Desulfurace

Oxidativni dehalogenace

R~ CHz—CHy—CHz — R—CH,— CHOH —CHy
O~

R—CH=CH—R' — R—CH—CH—-R!

FI’--{H, 0, S)-CHy — R~{[NHg,0H, SH) + CH0
o
R— CH~NH; — Ft—tn:-H + NHy
0
R~ NH=C = CHy ~— R——NDH--E—L‘.H,
R—S—R— n—ﬁ-n‘

)
S )

n,n}—x — RIHQIFI'"_'XfS
S

R—G-H — R—C-OH — R—C—H + HX
H H

Obrazek 4: Typy reakcei katalyzovanych enzymy cytochrom P450
(Ptevzato a upraveno z: Cederbaum, 2015)

1.1.2.2. Uloha partnerii elektronového pienosu

Cytochromy P450, které se nachazeji u bakterii a v mitochondriich eukaryot, jsou
oznacovany jako 1. typu. Cytochromy v endoplazmatickém retikulu eukaryot neboli
mikrosomalni enzymy se pak oznacuji jako 2. typu. V mitochondriich se nachazi
dvouelektronovy pienosovy systém, ktery se sklada z ferredoxinu, ferredoxin reduktazy
a Z hydrogenovaného nikotin amid adenindinukleotid fosfatu (NADPH). Mikrosomalni
enzymy Vv ER zprostfedkovavaji ptenos elektronti. Hlavnim partnerem elektronového pienosu
je NADPH-cytochrom P450 reduktaza (CPR) obsahujici kofaktory FAD a FMN (Obrazek 5).

V nékterych ptipadech muze také cytochrom bs pisobit jako alternativni darce elektronu, proto

se fadi do cytochromi 2. typu (Xia, 2011).
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NADPH-P450 reductase CYP

NADPH SH, 0,
Cytosol SOH, H,0
Membrane
MH2
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Obriazek 5: Schéma membranového pienosu elektroni cytochromu P450 a NADPH cytochrom P450
reduktazy. Ob¢ reduktazy jsou spojeny mikrosomalni membranou, vétsi ¢asti téchto enzymi vyénivaji do
cytosolu a jsou ptipojeny na membranu prostiednictvim amino konce (Pfevzato z: Cederbaum, 2015)

1.1.3 Vstirebavani xenobiotik

V organismu se xenobiotika dostavaji do krve pokozkou, travicim Ustrojim a respiraénim
systémem. V krevnim feciSti mohou xenobiotika interagovat s plazmatickymi proteiny, jez
slouzi jako transportéry. Krevnim feciStém se pak latky mohou dostat k jednotlivym télnim
bunkam. Mezi krvi a tkdnémi existuji bariéry, které jsou tvoreny buitkami epitelu obsahujici
velké mnozstvi fosfolipidi a lipiddi, proto maji lipofilni latky usnadnény vstup do organismu.
Transport xenobiotik do bunék miZze probihat prostfednictvim volné difuze, aktivnim

transportem nebo endocytosou (Knejzlik, 2000).

1.14 Metabolismus xenobiotik

Metabolismus xenobiotik odstraituje z organismu pfedevsim potencidlné nebezpecné latky
mechanismem, ktery se nazyva biotransformace. Tento d&j probihd pifedevsim v jatrech
(hepaticka biotransformace), ale mtize probihat také ve sttevni sliznici, plicich, ledvinach, kizi,
placent¢ a vplazmé. V jatrech se vétSina biotransformacnich enzyml nachazi
v endoplazmatickém retikulu a v cytosolu. Pokud se jaterni tkan€¢ homogenizuji,
endoplazmatické retikulum bun€k se rozd€li na fragmenty retikula, které pak vytvori

mikrovezikuly zvané mikrosomy. Proto se biotransformacni enzymy v ER oznacuji jako
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mikrosomalni enzymy. Xenobiotika maji ¢asto nepolarni charakter, proto je nutné prevést tyto
latky na jejich polarni metabolity, aby dochazelo ke snadn&jSimu vyluovani stolici a moci

(Boussery, 2015).

Biotransformaci mtzeme rozdélit na dvé zakladni faze. Cilem 1. faze je pfevést nepolarni
slouceninu na polarni pfidanim polarnich funkénich skupin. Faze II. poté zajistuje pfipojeni
endogenniho substratu k vytvofené polarni sloucenin€é za vzniku vice poldrniho konjugatu.
Nékdy se mizeme setkat s popisem III. biotransformacni faze, ktera zahrnuje vylucovani

konjugatu vzniklého ve druhé fazi (Schéma 1) (Hoffmann, 2014; Nies, 2007).
XH ! fze _ X-OH  ## — X-O-konjugat * * — transport

Schéma 1: Faze biotransformace xenobiotik

1.1.4.1. |. biotransformacni faze

Pfi prvni fazi dochazi k pfipojeni funkéni skupiny (napt. -OH, -COOH, -NH> nebo -SH)
uvnitt molekuly ke zvySeni hydrofilnich vlastnosti. K tomuto dé&ji mize dojit prostfednictvim
oxidace (napf. oxidace alkoholi na kyseliny), redukce (napt. redukce ketonli
a aldehydd na alkoholy) nebo hydrolyzy. Nejvyznamnéj$imi substraty hydrolaz jsou estery
a amidy. Hydrolytické enzymy se nachazeji predev§im v membrané hladkého ER. Jak bylo
zminéno vyse, monooxygendzy vyzaduji ke své aktivité molekularni kyslik a redukujici latku.
Pfi reakci se poté jeden atom kysliku objevuje v produktu a druhy v molekule vody. Mezi
enzymy prvni faze zahrnujici oxidoreduktazy patfi nejen monooxygenazy, ale také

alkoholreduktazy, aldehydreduktazy nebo peroxidazy (Zhang, 2012).

Produkty prvni faze se mohou stat jiz dostate¢né polarni a tak mohou byt 1épe vylouceny
ledvinami ¢i zluci. Pokud se polarnimi nestanou, nebo se stanou jen malo polarnimi, mohou se
v nékterych piipadech stat chemicky reaktivnimi a vice toxickymi. Proto dale vstupuji do druhé

biotransformacni faze (Parkinson, 2008).

1.1.4.2. 1. biotransformacni fize

Druha faze biotransformace se sklada z konjugace reaktivnich skupin pfitomnych bud’
v pivodni molekule, nebo v produktu po transformaci v prvni fazi. K této konjugaci funkénich
skupin dochazi s polarnim endogennim substratem, kterym mize byt kyselina glukoronova,
glutathion (GSH), glycin nebo kyselina octova. Enzymy druhé faze zahrnuji napt. UDP-

glukuronyltransferazy, glutathion S-transferazy, acyltransferazy nebo N-methyltransferazy.
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Konjugaty druhé faze jsou obvykle farmakologicky inaktivni. Dané metabolity jsou vice

polarni nez zékladni slouceniny, proto jsou snadnéji vyluCovany ledvinami nebo zluci

(Williams, 2004).

Tyto konjugacni reakce jsou diilezité nejen pro vyluCovani 1éCiva, ale také snizuji toxicitu
1é¢iva. Naptiklad Siroce pouzivany 1ék acetaminofen (N-acetyl-p-aminofenol, znamy také jako
paracetamol obsazeny napt. v Paralenu) je pii nizkych koncentracich odstranovan pifimou
konjugaci enzymem sulfotransferazou nebo glukuronidaci glukuronyl transferazou za vzniku

netoxickych konjugovanych produktt acetaminofenu (Xie, 2014).

Pokud se vSak acetaminofen vyskytuje ve vysokych koncentracich, dojde Kk piekroceni
konjugaéni kapacity a acetaminofen muze byt oxidovan nékolika CYP enzymy, zejména
CYP2E1L, za vzniku reaktivni latky N-acetyl-p-benzochinonimin. Tento reaktivni toxicky
metabolit muze byt odstranén konjugaci s GSH. Pokud vsSak dojde k predavkovani
paracetamolem, hladiny GSH se vy¢erpaji a aktivni chinonimin vytvaii kovalentni slouc¢eniny
S proteiny, zejména s mitochodrialnimi proteiny. Naruseni mitochondrialni bioenergetiky vede
k jaterni nekroze. Toxicita acetaminofenu jednou z hlavnich pti¢in 1ékovych poskozeni jater
(Obrazek 6) (Saito, 2010).
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Obriazek 6: 1. a 1. faze metabolismu acetaminofenu (Pfevzato a upraveno z: Cederbaum, 2015)

Reakce faze I. a faze II. se Casto, ale ne vzdy, vyskytuji sekvenéné. (Naptiklad fenytoin
je nejprve hydroxylovan reakci prvni faze a nasledné konjugovan s kyselinou glukoronovou).
Enzymy podilejici se na reakcich faze I. se nachazi primarné v endoplazmatickém retikulu,
zatimco konjugacni enzymatické systémy II. faze jsou lokalizované piedevsim v cytosolu
(Boussery, 2015).

1.143. Faktory ovliviiujici metabolismus xenobiotik

Mezi faktory, které ovliviuji aktivitu cytochromu P450 a tim 1 metabolismus xenobiotik
patii genetické faktory, vék, pohlavi, mezidruhové rozdily, vyziva, indukce a inhibice,

chorobné stavy, faktory zZivotniho prostfedi a denni zmény (Ogu, 2000).

Genetické faktory — na molekularni tirovni je podstatou mutace genu zodpovidajici
za strukturu ur¢itého cytochromu. Ve vysledku muzeme v populaci nalézt, mimo jedince
s obvyklou rychlosti metabolismu, dva odlisné fenotypy: jedince majici pomaly a rychly

metabolismus.
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V&K —u novorozencl neni systém mikrosomalnich enzymi plné rozvinuty, proto je rychlost
metabolismu velmi nizka. S rostoucim veékem dochédzi k postupnému ubytku hladkého
endoplasmatického retikula, ¢imz se snizuje aktivita enzymil prvni biotransformacni faze

vcetné cytochromu P450.

Pohlavi — rozdily v metabolismu zptsobuji pohlavni hormony. Samci V porovnani se
samicemi metabolizuji xenobiotika mnohem efektivnéji, avSak zvySenou rychlost metabolismu

maji Samice béhem t¢hotenstvi.

Mezidruhové rozdily — nejvice jsou pozorovany u zvitat. Potkani a kralici metabolizuji
xenobiotika rychleji nez lidé. Metabolismus xenobiotik se lisi také mezi etnickymi skupinami.

Naptiklad Eskymaci metabolizuji cizorodé latky mnohem rychleji nez Asiaté (Sullivan, 2001).

VyZziva — snizeny piisun nenasycenych mastnych kyselin a proteinti pti diet€¢ mé za nasledek

pokles aktivity cytochromu P450, coZ se projevuje pomalym odbourdvanim xenobiotik.

Enzymova indukce — jedna se 0 proces, ve kterém cizoroda latka vyvola nebo zvysi expresi

biotransformacénich enzymu.

Enzymova inhibice — charakterizovana poklesem schopnosti cytochromu metabolizovat
xenobiotika. Mezi inhibitorem a cizorodou latkou probihd soutéz o vazbu aktivniho mista.

Pokud se do aktivniho mista navaze inhibitor, dojde k poklesu metabolismu.

Chorobné stavy — jaterni onemocnéni (napf. cirhdza jater, hepatitida, karcinom jater)
snizuje schopnost jater metabolizovat xenobiotika. Kardiovaskuldrni onemocnéni snizuje

pratok krve jatry, coZ brzdi proces biotransformace.

Faktory Zivotniho prostiedi — aromatické uhlovodiky obsazené v cigaretach a chronicky
alkoholismus ptlisobi jako induktory enzymt. Ve vysoké nadmoiské vySce se snizuje proces

biotransformace v disledku snizeni hladiny kysliku vedouci ke snizeni oxidace xenobiotik.
Denni zmény — aktivita biotransformacnich enzymul je maximalni béhem ¢asného rana
a minimalni v pozdnich odpolednich hodindch (Martinez, 2002).
1.15 Polymorfismus

Aktivita cytochromu P450 miZze byt ovlivnéna 2 zdkladnimi faktory — genetickym
polymorfismem zplsobujici zménu genotypu a dale zménou expresi genu, kterd ovliviiuje

zménu fenotypu.
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Termin polymorfismus znamend mnohotvarnost, schopnost zaujimat vice forem. Pokud
dojde k polymorfni zméné ve strukture genu kodujici enzym, vysledkem mize byt vznik
enzymu s pozménénou katalytickou aktivitou. Geneticky polymorfismus piedstavuje stav,
kdy se v populaci vyskytuje vice variant proteind (enzymu) S frekvenci vyskytu 1 %. VSechny
cytochromy P450 podléhaji genetickému polymorfismu. Mutace v genech cytochroma P450
mohou vést k expresi enzymul se snizenou, pozménénou nebo zvysenou aktivitou. Zvysena
metabolicka aktivita enzymu zplsobi rychlejsi rozklad 1é¢iv, coz vede k nedostatecné
koncentraci 1éciva v organismu, ¢imz nemusi byt dosazeno pozadovaného farmakologického
ucinku. Naopak pokud je aktivita enzymu snizena, mohou se néktera 1é¢iva metabolizovat
pomaleji a nasledné muze dojit k pfedavkovani organismu. Polymorfni forma enzymu je

obvykle znacena symbolem * a ¢islem pro alelickou variantu (Preissner, 2013; Slanat, 2002).

1.1.5.1. Polymorfismus cytochromu P450 2E1

Pro gen kodujici CYP2EI bylo popsano malo polymorfnich alel v porovnani s ostatnimi
cytochromy. Nékteré varianty alel CYP2E1 mohou zdvojnasobit riziko vzniku rakoviny jicnu
a rakoviny nosohltanu. Naptiklad vyskyt polymorfni alely CYP2E1*6 mize zvysit riziko
vzniku rakoviny plic. (Hu, 1997). Dalsim piikladem polymorfismu mtize byt napiiklad alela
CYP2E1*1D. Vyskyt alely CYP2E1*1D je uzce spjaty se zvySenym rizikem vzniku karcinomu
jicnu a kone¢niku, coz jsou onemocnéni souvisejici s alkoholismem a koufenim. (Tang, 2010).
Nékteré studie prokazaly, Ze polymorfismy CYP2E1 se vyrazné 1i§i mezi riznymi etnickymi

a rasovymi skupinami (Garte, 2001).

23



1.2 Cytochrom P450 2E1

Cytochrom P450 2E1 (CYP2EL1) je jednim z ¢lenu rodiny/nadrodiny P450, ktery oxiduje
strukturalné rtznorodé skupiny endogennich a exogennich (cizorodych) latek. V roce 1968
bylo zjisténo, ze jaterni mikrosomy obsahuji ethanol oxidujici enzymaticky systém (MEOS)
odlisny od alkoholdehydrogenazy (ADH). V systému byl pozdéji identifikovan CYP2E1
oxidujici ethanol na acetaldehyd (Lieber, 1968). Nejvyssi aktivita CYP2E1 se nachazi v jatrech,
avSak CYP2EI je také exprimovan na nizSich urovnich extrahepatalnich tkanich, kde se
pfedev§im podili na metabolismu endogennich sloucenin. CYP2E1 se vyrazné podili
na metabolismu xenobiotik s cilem tyto cizorodé latky vyloudit z organismu, nicméné pfi tomto
procesu vSak mize dojit ke vzniku toxickych nebo karcinogennich produktii. To znamena,
ze aktivita CYP2E1 miliZe mit vyznamny vliv na lidské zdravi a na metabolismu 1é¢iv (Lieber,

2004).

CYP2EI1 je spojeny s jaterni toxicitou prostfednictvim dvou mechanismii: aktivaci substrata
premé&nujici se na reaktivni metabolity a potencialné tvorbou reaktivnich forem kysliku (ROS,

z angl. Reactive Oxygen Species) viz kapitola 1.2.6. (Lu, 2008).

1.21 Struktura

Cytochromy P450 maji podobné primarni struktury, avSak podstatné se li§i ve velikosti
a tvaru jejich aktivniho mista, pfitomnosti kanald, které umoziuji vstup substratti a vylouceni
metaboliti, a dale faktory urcujici substratovou specifitu. Pro lepsi pochopeni schopnosti
CYP2E1 ucinné vazat a metabolizovat jak slou¢eniny o malé molekulové hmotnosti, tak mastné

kyseliny, byla struktura tohoto enzymu stanovena rentgenovou krystalografii.

Zaklad struktury tvoii proteiny skladajicich se z aminokyselinovych zbytkl. Celkova
struktura CYP2EI se sklada z 12 hlavnich a-Sroubovic a ze 4 B-skladanych listli oznacenych
A-L a B1-B2 v abecednim pofadi od N-konce po C-koncovou oblast (Obrazek 7). Tyto dvé
molekuly o a f CYP2EI1 pfitomné v asymetrické jednotce kazdé struktury jsou témeft identicke,

jako je tomu u proteinovych komplexii se dvéma rtiznymi inhibitory (Porubsky, 2008).
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Obrazek 7: Celkova struktura CYP2E1. Na obrazku je modie znazornén N konec a ¢ervené C konec.
Sroubovice jsou oznafeny za pouziti typického P-450 nazvoslovi. (Pfevzato z: Krissinel, 2004)

Vyznamnym prvkem je tzv. aktivni misto, ve kterém se nachazi hemovy kofaktor obsahujici
centralni atom Zeleza. Jedna se o prosthetickou skupinu, kterd se vaZze na atom siry v blizkosti
aminokyseliny cystein nachazejici se mezi helixy I a L. V aktivnim misté se nachazi dutina
obsahujici molekuly vody, které jsou provazany vodikovymi vazbami. Tato dutina umoziuje

transport protonu béhem katalyzované reakce (Obrazek 8) (Mestres, 2005).

Obrazek 8: Aktivni misto CYP2E1. Cys437 (vyznacen Sed¢) vytvaii vazbu Fe-S spojujici zbytek enzymu
s hemovym kofaktorem, Thr 303 je soucasti I helixu a jeho OH skupina se vodikovou vazbou spojuje
s kyslikovym atomem nejbliz$i aminokyseliny. (Ptevzato z: Porubsky, 2008)
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Zanotené aktivni misto slouzi k navdzani molekuly substratu prostiednictvim cest vstupu
a vystupu, které jsou nejcastéji oznaCovany jako utvary v enzymu spojujici aktivni misto
s povrchem proteinu. Tyto oblasti se oznacuji jako tunely nebo kanaly. Pomoci programu
CAVER mohou byt popsany polohy jednotlivych kanali. Za nejlepsi cestu kanalu je

-----

proteinu (Petiek, 2006).

1.2.2 Exprese cytochromu P450 2E1

Proces, pii kterém dochazi k prepisu genetické informace DNA do struktury proteint, se
nazyva genova exprese a sklada se ze dvou fazi — transkripce a translace. Transkripce zahrnuje
ptepis DNA do molekuly zvané mRNA (messenger RNA) pomoci enzymu RNA-polymerazy.
Nasleduje translace, pti které dochazi k ptekladu genetické informace do sekvence proteinu

(Kocarek, 2008).

Expresi enzymu CYP2El muze ovliviiovat fada endogennich faktor, mezi které patii
naptiklad geneticky polymorfismus, pohlavi, hladiny hormonil a vék a déle také vnéjsi faktory
napiiklad 1é¢iva, zivotni prostfedi nebo chemické latky. Exprese jaterniho enzymu CYP2E1
v mRNA mize byt zvySena jak pii fyziologickém, tak pfi patologickém stavu, napiiklad

pii hladovéni, diabetes, obezité nebo pii dlouhodobém naduzivani alkoholu (Robin, 2005).

Metody, které se pouzivaji ke stanoveni exprese proteinil (tedy i cytochromu P450), jsou
zalozeny na vazbé¢ specifické protilatky se stanovenym proteinem. Mezi tyto metody patii

imunoelektroforéza, western blot nebo imunoprecipitace.

1.2.2.1. Stanoveni exprese proteinii metodou Western blot

Western blot analyza je béZn¢€ pouzivana metoda pro semikvantitativni detekci specifického
proteinu ve vzorku. Zakladnimi kroky je elektroforetickd separace proteinli, pienos
separovanych proteinli a jejich detekce. Proteiny jsou denaturovany a separovany na SDS
polyakrylamidovém gelu a nésledné jsou pfeneseny na membranu. Zde je ptitomnost proteinu
detekovdna primarni protilaitkou namifenou proti danému proteinu. Protein s navizanou
primarni protilatkou je v dal§im kroku rozpoznan sekundéarni protilatkou, kterd se vaze
na protilatku primarni. Tento vznikly komplex je dale detekovan fluorescencné nebo

chemiluminiscenc¢né, v zavislosti na znaceni sekundarni protilatky (Obrazek 9) (Dittmer, 2006).

26



WESTERN BLOT

konjugovany enzym ,J ’ ] cnemllumlrisoenl‘.‘nf

+ signal
“o‘{, 4
sekundamu
pmmatka 0% (o
\ substrat
priméml
pmtilalka

| e b} protein
i E
\\\ e 'vlzuallzace primami protilatky
membrana navazane na protein
pienos.
na membranu L

Imunclogicka detekce proteinu
na membrané

Barveni celkovych protein(

SDS-PAGE electroforéza

Obrazek 9: Schéma metody western blot (Pievzato z: LabGuide, 2014)

1.2.3 Substraty

CYP2E1 metabolizuje mnoho exogennich toxikologicky dillezitych substratl zahrnujici
ethanol, glycerol, tetrachlormethan, paracetamol nebo N-nitrosodimethylamin na toxické
metabolity, coz zptisobuje vyznamné poskozeni bunék (viz kap. 1.1.4.). Tento nezadouci efekt
je provazan konzumaci alkoholu a jeho metabolismem. CYP2E1 metabolizuje také endogenni

slouceniny zahrnujici mastné kyseliny jako je napf. kyselina arachidonové a laurova (Gonzalez,

2005).

Mnoho substrati pro CYP2E1 spliiuje platnost kinetické rovnice (Schéma 2). Jako prvni
ptipad metabolismu substratu byla uvedena oxidace p-nitrofenolu (pNP) (Koop, 1986). Obecné
Ize enzymovou reakci popsat vazbou strukturni jednotky substratu na bilkovinnou c¢ast
aktivniho centra, ¢imZ vytvofi komplex enzym-substrat. Nasledné dochazi k oslabeni
chemickych strukturnich vazeb substrdtu a vzniku vazeb novych, coz zpiisobi rozpad

vytvofeného komplexu na enzym a produkty (Collom, 2013).

Km knat
ES —=E+P

E+S

Schéma 2: Pribéh enzymové reakce: E = enzym, S = substrat, Km = Michaelisova konstanta,
Kcat = katalyticka konstanta (Ptevzato z: Collom, 2013)
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S ohledem na exogenni latky, CYP2E1 metabolizuje Sirokou $kalu hydrofobnich slou¢enin,
jako jsou rozpoustédla, aromatické uhlovodiky, alkoholy a nitrosaminy. N¢které nitrosaminy
jsou v8ak povazovany za karcinogenni latky. Mezi dalsi karcinogenni latky patii napf. benzen,
styren, tetrachlormethan, vinyl chlorid a dalsi. CYP2EI se také podili na metabolismu 1ékd,
jako chlorzoxanon a jiz zminény acetaminofen (Tabulka 1). 6-hydroxylace chloroxazonu
se oznacuje za specifickou enzymovou reakci, kterd mize byt pouzita ke zjisténi aktivity
CYP2EI1 u lidi v¢etné alkoholiki. Podobné jako chlorzoxanol je i p-nitrofenol bézné pouzivan
v modelovych reakcich pro stanoveni aktivity CYP2EL (viz kapitola 1.3) (Girre, 1994).

Tabulka 1: Substraty metabolizovany/aktivovany CYP2E1

Alkoholy, aldehydy, acetaldehyd, ethanol, butanol, propanol, methanol, glycerol, pentanol, aceton,
ketony acetol, 2-butanon

Aromatické slouceniny | acetaminofen, anilin, benzen, chlorzoxanon, fenol, pyridin, p-nitrofenol, toluen,

pyrazol
Mastné kyseliny kys. arachidonova w-1 a -2 hydroxylace, kys. laurova -1 hydroxylace
Alkany a alkeny acetoacetat, 1,3 butadien, chloroform, N,N-dimethylacetamid, N,N-

dimethylformamid, ethan, ethylkarbamat, thioacetamid, trichloroethylen, vinyl
chlorid

Nitrosaminy azoxymethan, N,N-diethylnitrosamin, N,N-dimethylInitroamin,
methylazoxymethanol, N-nitrosopyrrolidin

Redukovatelné kyslik, chrom VI, t-butylhydroperoxid, tetrachlormethan

substrdaty

(Pfevzato a upraveno z: Cederbaum, 2014)

1.24 Indukce aktivity cytochromu P450 2E1

Mechanismus indukce zna¢i zvySenou aktivitu enzymu. CYP2E1 muze byt indukovan
alkoholem a mastnymi  kyselinami.  Alkohol je pfednostné metabolizovan
alkoholdehydrogendzou. Nicméné¢ CYP2ElI po indukci zvySuje tvorbu toxickych
meziprodukti, jako je acetaldehyd, acetat a volné radikaly. Kromé toho CYP2E1 metabolizuje

mastné kyseliny vytvarejici o-hydroxylované mastné kyseliny (Leung, 2013).

V disledku vytvareni toxickych metaboliti aktivita CYP2E1 v jatrech koreluje se stupném
poskozeni jater u pacientd s alkoholickou steatohepatitidou (ASH) a také s nealkoholickou
steatohepatitidou (NASH) (Mahli, 2015).
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ASH je relativné Casté jaterni onemocnéni charakterizované steatézou a zanétem u pacientd,
ktefi naduzivaji alkohol. Tito pacienti maji Spatnou prognozu: az u 50 % pacientd dojde
k rozvoji jaterni cirh6zy. NASH je jaterni onemocnéni s histologickou podobnosti s ASH
u pacientli, ktefi neuzivaji alkohol. Vznik je Casto spojovan s metabolickym syndromem

a s obezitou. ASH a NASH se vyznacuji indukci aktivity CYP2EL (Van der Wier, 2015).

1.25 Inhibice aktivity cytochromu P450 2E1

Inhibice enzymu vede ke snizeni jeho aktivity a nasledné k omezeni biotransformace
substratu. Tato inhibice metabolismu napfi. 1é¢iva mize vést k jeho nahromadéni v organismu
a nasledn¢ se mohou projevit jeho toxické ucinky na organismus. Obecné Ize inhibici rozlisit
na reverzibilni (vratnou) a ireverzibilni (nevratnou). Pii reverzibilni inhibici dochazi
K rovnovaze mezi enzymem a inhibitorem a komplexem enzym-inhibitor. Ireverzibilni inhibice
je naopak charakterizovana pevnou vazbou inhibitoru k enzymu, ¢imz dochazi ke zméné
chemické struktury a ztraté funkce enzymu. Reverzibilni inhibici Ize rozd¢lit na kompetitivni,
ktera brani vazbé substratu na aktivni centrum enzymu, nekompetitivni, pfi niZ se inhibitor vaze
na jiné misto, nez je vazebné misto pro substrat, a dale akompetitivni, pti které dochazi k vazbé
inhibitoru na komplex enzym-substrat, coz zamezuje pieméné substratu na produkt (Berg,
2002).

Vroce 2015 bylo pii testovani homologt ftady alifatickych primarnich alkohold,
sekundarnich  alkohold, aldehydti, ketoni a karboxylovych kyselin prokazéano,
ze inhibice aktivity CYP2E] je primarné fizena lipofilicitou, neboli rozpustnosti v tucich. Mezi
nejucinngjsi inhibitory CYP2EI se fadi napt. 4-methylpyrazol, chlormethiazol, dialyldisulfid
a disulfiram. Oxidovana forma disulfiramu (zvaného Antabus) je aldehyd dehydrogenasovy

inhibitor, ktery se pouziva u pacientt v protialkoholni 1é¢bé (Van der Wier, 2015).

1.2.6 NeZadouci doprovodné jevy cytochromu P450 2E1

Jelikoz katalytickd aktivita enzymu CYP2E1 vyzaduje aktivaci kysliku, dochéazi k tvorbé
reaktivnich forem kysliku jako je superoxidovy anion (Oz™), peroxid vodiku (H202)
a hydroxylovy radikal (-OH). CYP2El je mnohem nachyln&jsi k produkci ROS, neZ jiné
cytochromy P450. ROS jsou toxické pro buiiky, protoZe reaguji s makromolekulami, denaturuji
bilkoviny, inaktivuji enzymy a zplsobuji poskozeni DNA a RNA. ROS jsou také dilezité
VvV pfenosu signalu a jsou zapojeny do dilezitych metabolickych drah. AvSak vysoka

koncentrace ROS pusobi skodlive (Lu, 2008).
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Cetné studie (Leung, 2013) ukézaly, Ze zvysena aktivita CYP2E1 je provazena nadprodukci
ROS. Zvysenou produkci ROS je navozen oxidaéni stres (Obrazek 10), ktery vede k poskozeni
bunck a nasledné mlze vést k apoptdze ¢i nekroze. Tvorba ROS je klicem k progresi ztukovaténi
jater ke steatohepatitidé¢ (Mahli, 2015). Existuji tfi hlavni mista uvniti hepatocytt pro tvorbu

ROS, a to mitochondrie, peroxisomy a hladké endoplasmatické retikulum.

V téle se nachézi antioxida¢ni obranné mechanismy (enzymatické a neenzymaticke), které
udrzuji fyziologické hladiny ROS, ¢imz zabranuji bunénému poskozeni. Tyto mechanismy
zahrnuji glutathion, glutathionperoxidazu, superoxiddismutazu, hemoxygenazu, ceruloplasmin,

feritin, vitaminy A, E a C, kyselinu mocovou a bilirubin (Aubert, 2011).

Antioxidanty

Mastne w-hydroxylované (napr. GSH)
kyseliny mastné kyseliny »
Oxidacni stres
H_q—_____"____.'r
f
\CYP2E1 ROS

e

Alkohol "/GDE\ Acetaldehyd Peraxidace lipid,

NADPH\'&\}__::,{:‘P_, NADP* \

| \ mitochondridlni dysfunkce,

MAD" N;D H 7 poskozeni DNA

Obrazek 10: Tvorba ROS. (Pfevzato a upraveno z: Leung, 2013)
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1.3 Stanoveni aktivity

V biologickém materidlu se enzymy nachézeji ve velmi nizkych koncentracich, proto
je lze ptimo stanovit velmi obtizné. Ke stanoveni se vyuziva katalytické uc¢innosti enzymu pfi
nepiimém stanoveni kinetickou metodou neboli na zéklad¢ rychlosti, jakou enzym katalyzuje

pfeménu substratu na produkt.

1.3.1 Vyjadrovani katalytické aktivity

Aktivita enzymu se vyjadiuje v katalech. Tato jednotka enzymové aktivity se oznacuje katal
(kat) a vyjadfuje mnozstvi enzymu, které katalyzuje pieménu 1 molu substratu
za 1 sekundu. JelikozZ je tato jednotka pfili§ velika, prakti¢téjsi je vyjadieni v mikrokatalech
(ukat) = 10° kat, nanokatalech (nkat) = 10° kat nebo pikokatalech = 10712 Kat.
Specificka aktivita se obvykle vyjadifuje jako umol substratu pieménéného na produkt
za 1 minutu na mg enzymu. Jedna se o mnozstvi produktu vytvoieného enzymem v daném Case

za danych podminek na miligram enzymu (El-Yassin, 2012).
1.3.2 Faktory ovliviiujici aktivitu enzymu
Mezi faktory ovliviiujici aktivitu enzymu patii koncentrace substratu, pH, iontova sila
a pfitomné soli a teplota.

1.3.2.1. Viiv koncentrace substrdatu

Rychlost (v) tvorby produktu je zavisla na koncentraci substratu, coz popisuje rovnice

Michaelis-Mentelové:

- Vnmx ) S
K m | S

kde [S] je koncentrace substratu, v je méfena rychlost, Vmax je maximalni teoreticka rychlost
pii nekone¢né koncentraci substratu a Km je Michaelisova konstranta. Km charakterizuje
koncentraci substratu, pii které je rychlost enzymové reakce rovna poloviné maximalni

rychlosti (Obrazek 11) (Johnson, 2011).
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Obrazek 11: Enzymova kinetika. Kiivka zavislosti rychlosti reakce (V) na koncentraci substratu [S] podle
rovnice Michaelis-Mentenové. (Pfevzato z: Xie, 2013)

1.32.2. Vliv pH

Enzymy jsou aktivni pouze v ur¢itém rozsahu pH. Rozsah miize byt Siroky napt. hodnoty
pH 5 az 10 nebo Uzky napf. hodnota pH kolem 1. V rozsahu je optimalni hodnota takova,
pfi které je dosazeno nejvyssi aktivity (nejvyssi hodnota pro Vimax) (Obrazek 12). Uéinek pH je
obecné testovan pii vysoké koncentraci substratu (Bisswanger, 2014).

pH — optimum
Vmax

Aktivita enzymu

pH

Obrazek 12: Krivka optimalni hodnoty pH
Cerna kfivka znazorfiuje hodnotu pH v maximu, coZ je optiméalni pH, zelena oblast charakterizuje
fyziologické rozmezi a Cervena linie popisuje Sirsi kiivku stability enzymu
(Ptevzato a upraveno z: Bisswanger, 2014)
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1.3.2.3. Vliv teploty

Teplota ovlivituje aktivitu enzymu stejnym zptisobem jako dals$i chemické reakce. Teplotni
zavislost se velmi podoba zavislosti pH — S rostouci teplotou roste rychlost piemény substratu
na produkt. Trojrozmérna struktura enzymu je tepelné citliva a po piekroc¢eni uréité teploty
dochazi k denaturaci enzymu, coz ma za nasledek snizeni az zastavu tvorby produktu. Nékteré
enzymy (napi. alkohol dehydrogendza) pomalu denaturuji i pii fyziologické teploté (37°C)
(Bisswanger, 2014).

1.3.24. Vliv iontové sily a soli

Kazdy enzym reaguje jedineCnym zpisobem na obsah soli. VétSina z nich je inhibovana
pfi vysoké koncentraci soli (> 0,5 mol/l). Pfirozend intracelularni iontova sila je obvykle

v rozmezi od 0,15 do 0,2 mol/l (Scopes, 2002).

1.3.3 Metody pro méreni aktivity

Metody stanoveni katalytické aktivity enzymi Ize podle principu detekce substratu nebo
produktu rozdélit do n€kolika skupin (Tabulka 2). Princip stanoveni je v8ak totozny - stanoveni
zmény koncentrace substratu nebo produktu v €ase. NejbéznéjSimi metodami ke stanoveni

enzymu jsou spektrofotometrie a chromatografie (viz nize) (Grieshaber, 2008).

Tabulka 2: Rozdéleni metod pro méreni aktivity enzymi

Optické Elektrochemické
Spektrofotometrie Potenciometrie
Fluorimetrie Amperometrie
Polarimetrie Polarografie
Luminiscence Konduktometrie

(Pievzato z: Grieshaber, 2008)

1.3.3.1. Spektrofotometrie

Touto metodou lze stanovit aktivitu enzymu na zakladé absorbovani svétla roztokem
pfi rizné vinové délce. Pokud se toto svétlo nachdzi ve viditelné oblasti, 1ze vidét zménu barvy
testu a tyto testy se uz nazyvaji kolorimetrické. Velmi Casto se pii spektrofotometrickych
testech pouziva svétlo v UV oblasti. Spole¢né koenzymy NADH a NADPH absorbuji UV
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svétlo pouze v jejich redukované formé a nikoliv v oxidované formé. Cytochromy vyuZzivajici
NADH jako substrat by proto mély byt testovany v UV oblasti pfi vinové délce 340 nm.
Pti spektrofotometrii musi byt zména koncentrace substratu nebo produktu za jednotku casu
pifimo timérna zmén¢ absorbance. Toto je splnéno, pokud plati Lambert-Beeriiv zakon, ktery

definuje vztah absorbance a stanovované koncentrace:
A=¢€-c-d

kde A je absorbance, € molarni absorpéni koeficient (cm?mmol), ¢ koncentrace (mol/l)

a d tloustka absorbujici vrstvy (cm) (Vodrazka, 1991).

Spektrofotometrii lze pouzit ke stanoveni aktivity CYP2E1 sledovanim tvorby
p-nitrokatecholu z p-nitrofenolu izolovanymi jaternimi mikrosomy. Produkt se testuje
pti vinové délce 535 nm po okyseleni reakéni smési kyselinou trichloroctovou a néslednou

alkalizaci 2 M NaOH (Chang, 2006).

1.3.3.2. Fluorimetrie

Fluorescence je jev, kdy molekula vyzatuje svétlo o specifické vinové délce po absorbovani
svétla jiné vlnové délky. Fluorimetrické testy pouzivaji pro métfeni enzymové reakce rozdil
fluorescenci substratu a vzniklého produktu. Tyto testy jsou mnohem citlivéjsi nez
spektrofotometrické, avSak mohou byt ruSeny ptisobenim necistot a nestabilitou nékterych
fluorescenénich sloucenin po vystaveni svétlu. Pfikladem téchto reakci je opét pouziti
nukleotidovych koenzymi NADH a NADPH. Zde mohou byt oxidacni reakce nasledovany

poklesem fluorescence a redukéni reakce naopak jejim zvySenim (Tothova, 2010).

1.3.3.3. Chemiluminiscence

Chemiluminiscence je emise svétla vyvolané chemickou reakci. Neékteré enzymové reakce
produkuji svétlo, které mlize byt métené pro detekci tvorby produktu. Tyto typy testl byvaji

extrémn¢ citlivé (Rossomando. 1990).

1.3.3.4. Radiometrie

Radiometrické testy sleduji zaclenéni radioaktivné znacené latky do substratid nebo jeji
uvolnéni ze substrati. Nejcastéji pouzivanymi izotopy jsou 14 C, 32 P, 35 S a 125 I. Jelikoz
radioaktivni izotopy umoznuji specifické oznaceni jednoho atomu substratu, jsou tyto testy

extrémné citlivé a specifické. Testy se pouzivaji v biochemii a jsou ¢asto jedinym zptisobem
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meéfeni specifické reakce v komplexu smési enzymi produkovanych pii lyze bunék.

Radioaktivita se m&fi s pouzitim scintilaéniho pocita¢e méfici ionizujici zareni (Pavelka, 2010).

1.3.3.5. Chromatografické metody

Chromatografické testy méii vysledny produkt rozdélenim reak¢éni smési na jednotlivé
slozky pomoci chromatografie. Obvykle je k tomu pouzivdna vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC), avsak mtze byt pouzita i jednodussi technika chromatografie na tenké
vrstvé ¢i jiné typy chromatografie. Citlivost chromatografickych metod mize byt navySena

oznacenim substrati/produktu radioaktivni nebo fluorescenéni znac¢kou (Eisenthal, 2002).

Princip HPLC je uveden na obrazku 13. Jednd se o separa¢ni metodu, kterad je zalozena
na separaci latky mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi. Mobilni faze
je vzdy kapalna a stacionarni faze je ukotvena v koloné. Vzorek je davkovan davkovacim
ventilem a poté je unaSen mobilni fazi, kterd unasi slozky vzorku na separacni kolonu.

Po prichodu kolonou jsou slozky vzorku detekovany na detektoru (Kupiec, 2004).

Kolona
Chromatogram

W

Davkovaci

zafizeni

-L Vyhodnocovaci zarizeni
Zasohnik
mobilni faze Vzorek
Cerpadio Detektor

Odpad

Obrazek 13: Schéma HPLC (Pfevzato a upraveno z: Www.waters.com)

1.34 Stanoveni aktivity cytochromu P450 2E1

Bylo prokazano, ze oxidace p-nitrofenolu na p-nitrokatechol (pNC) je velmi rychlym,
jednoduchym a relativné specifickym testem pro stanoveni katalytické aktivity CYP2EL.
Tato metoda byla poprvé uvedena v roce 1975 (Chrastil, 1975). Reinke a Moyer ukazali,

ze hydroxylace p-nitrofenolu je mikrosomalni oxidaci, ktera muze byt indukovana ethanolem.
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Dosli k zavéru, ze p-nitrofenol mize byt uzitecnym substratem pro studovani zmeén

metabolickych reakei 1€kt zptisobenych ethanolem (Reinke a Moyer, 1985).

Nasledn¢ Koop jasné prokazal, ze u kralikii to byl pravé ethanol-indukovatelny P450
isoenzym 3a (star$i terminologie pro CYP2EL), ktery byl zodpovédny za narast pii oxidaci
p-nitrofenolu po 1é¢bé ethanolem. V dalsich studiich Koop rozsifil tyto studie z kralikt

na potkany, mysi a kiecky (Koop, 1986).

1.3.4.1. P-nitrofenol

P-nitrofenol (nazyvany také 4-nitrofenol) patii mezi fenolové slouceniny obsahujici

nitroskupinu na opa¢né strané od hydroxylové skupiny na benzenovém kruhu (Obrazek 14).

OH

NO,

Obrazek 14: VVzorec p-nitrofenolu (Pievzato z: Elbarbry, 2006)

Jedna se o latku zluté barvy v krystalickém stavu, ktera se pouziva k vyrobé 1ékia (napf.
acetaminofenu), fungicidd a barviv. P-nitrofenol je toxicky. Vdechnuti nebo jeho poziti drazdi
dychaci cesty, oc¢i a kuizi. Také mize zptsobit zluté zbarveni ktize, methemoglobinemii (modré
rty, usi, nehty), bolest hlavy, nevolnost, zdvraté¢ nebo dokonce bezvédomi, proto je dilezité
s touto latkou pracovat opatrn€ a s pouzitim ochrannych pomticek. U této latky vSak nebyly

zjistény karcinogenni ucinky (U. S. Public Health Service, 1992).

1.3.4.2. P-nitrokatechol

P-nitrokatechol vznika jako produkt pii hydroxylaci p-nitrofenolu prostfednictvim enzymu
CYP2EI. Tato reakce je uzitenym metabolickym ukazatelem ptitomnosti funkéniho enzymu
CYP2EI. Nékteré jaterni mikrosomalni isoenzymy cytochromu P450 dale katalyzuji redukci
p-nitrokatecholu na p-aminofenol. Toxicita byla zjisténa také u p-nitrokatecholu. Kontakt
s touto latkou miize zpusobit podrazdéni kiize, o¢i a dychacich cest. Stejné€ jako u p-nitrofenolu

zde nebyly zjistény karcinogenni ucinky (www.pubchem.cz).
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1.3.4.3.

Oxidace p-nitrofenolu

Reakce se obvykle provadi v 1,5 ml zkumavkach Eppendorf a probiha pii 37°C v tiepaci

vodni lazni 0 objemu 0,1 ml obsahujici 100 mM fosfore¢ného pufru, 0,2 mM pNP a mikrosomy

s definovanym mnozstvim proteinu (0,2-1 mg). Za¢atek reakce zahrnuje pfidani 1 mM NADPH

a konec reakce nastane po 10-20 min. (pfi praci s jaternimi mikrosomy) ptidanim 1 % kyseliny

trichloroctové. Tato smés se nasledné centrifuguje pii 5000 g po dobu 10 min., vysrazeny

protein se odstrani a vznikly supernatant se pievede do Cisté zkumavky, ke které se ptida

0,1 ml roztoku NaOH. Absorbance vzniklého razovo-zlutého p-nitrokatecholu se urcuje

pfi vlnové délce 510 nm ve spektrofotometru. Koncentrace p-nitrokatecholu se urcuje bud’

z extinké&niho koeficientu 9,53 mM “}/cm, nebo ze standardni k¥ivky p-nitrokatecholu obsahujici

nulové

kontroly. Kontroly

zahrnuji  vynechani mikrosomi, pNP nebo NADPH

a nebo vynechani pfidavku kyseliny trichloroctové pted NADPH (Obrazek 15) (Cederbaum,

2014).

Alktivita CYP2E1

(LM pNC/min/mg protein)

2.5+

2.0+

1.5

1.0+

0.5

=

cmm——g==== 0k

-

40 60
Koncentrace pNP (uM)

Obrazek 15: Aktivita CYP2E1L. Horni kiivka popisujici zavislost aktivity CYP2E1 ziskané na zakladé
premény p-nitrofenolu (pNP) na p-nitrokatechol (pNC) v potkanich mikrosomech a dolni kiivka popisujici

kontrolni mikrosomy. (Pfevzato z: Van de Wier, 2015)

37



1.4 Modelové systémy pro testovani enzymové aktivity

Jatra jsou hlavnim mistem metabolismu a biotransformace 1€kt v téle. Klasické testovani
zahrnuje metody in vivo, coz v piekladu z latiny znamena ,,v zivém téle”. Tyto testy probihaji
Vv celych organismech, v nichz se sleduje interakce organismu s cizorodou latkou, ktera
zahrnuje toxokinetické procesy, mezi néz patii napi. vstup do téla nebo vylu¢ovani. Velikou
nevyhodou téchto testi jsou mezidruhové rozdily ve  vstiebavani latek
a metabolismu. Modelovy organismus mize byt vice nebo méné citlivy nez organismus lidsky.
Jelikoz z etickych diivoda nelze testovat latky in vivo na lidech, byly vyvinuty metody testovani

in vitro a rovnéz in vivo na laboratornich zvitatech (Page, 2012).

In vitro znamena v piekladu ,,mimo t€lo* nebo ,,ve zkumavce®, piesny pieklad znamena
,»ve skle“. Snahou modeld in vitro je napodobovat mista pisobeni xenobiotik, jako jsou bunky

a tkang, které by se chovaly podobné jako v situaci in vivo (Bhanushali, 2010).

14.1 Jatra

Jatra patfi mezi nejvetsi organ lidského téla — u dospélého jedince vazi cca 1500 g. Plni
celou fadu dulezitych funkci, mezi néz patii predev§im metabolické, vaskularni,
biotransformacni a imunitni funkce, ale také tvorba a vylu€ovani Zluci. Jatra maji také funkci
zasobni, napf. skladovani vitamini A, Bi2, D a K. Zasobnim zdrojem energie je jaterni

glykogen.

Zakladni morfologickou jednotkou jater je jaterni lalicek (lobulus) o velikosti pfiblizné 0,8-
2 mm. Jatra mohou obsahovat 50 000-100 000 lalac¢ka. Tyto jaterni lalicky obsahuji sinusoidy,
do kterych ptivadi Ziviny a okysli¢enou krev jaterni tepny a vétve portalni Zily nachéazejici se
uvnitf lalokt. Sinusoidy jsou obklopeny hepatocyty a prostor mezi endotelem krevnich sinusoid
a hepatocyty se nazyva Disseho prostor, v némz probihd vyména latek mezi krvi a hepatocyty.
Funk¢ni jednotkou jater je tzv. portalni acinus, ktery nejlépe popisuje vztah mezi metabolickou

aktivitou jater, krevni perfuzi a patologickymi stavy (Ehrmann, 2014).

Hepatocyty jsou parenchymové buriky obsahujici centraln€ uloZené jadro a tvoii 60 % jater.
V jatrech miizeme nalézt také neparenchymové buniky zaujimajici ptiblizn€ 30 % jater, mezi
které¢ se tadi jaterni hvézdicovit¢ bunky (Itovy bunky), Kupfferovy buiky (makrofagy),

sinusoidlni endotelialni buiiky a epitelové buiiky zluéovych cest (Cervinkova, 2005).
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1.4.2 Klasické modely in vitro

Hlavnimi modely pro testovani toxicity in Vitro jsou jaterni fezy, perfundovana jatra,
izolované mikrosomy, stabilizované buné¢né linie a primarni kultury hepatocyti (Soldatow,

2013). Vyhody a nevyhody téchto modeli udava tabulka 3.

Tabulka 3: Vyhody a omezeni jaternich modeld in vitro

Model Vyhody Nevyhody

Izolovand Funkce blizka organu in vivo Kratkodoba Zivotaschopnost (2-3 hod.)

perfundovand jdtra Zachovana lobularni struktura Vylucovani zlu¢i klesa po 1-3 hod.
Funk¢éni Zlu€ové kanalky Bez studie lidskych jater
Mozny sbér Zluci Vhodné jen pro jatra malych zvitat
Kratkodobé kinetické studie Bez redukce poctu pouzitych zvirat

Jaterni Fezy Zachovana lobularni struktura Zivotaschopnost: 6 hod. az 2 dny
Detekovatelné intralobularni uc¢inky Neni mozny sbér zIluci

Mozné studie v lidskych jatrech

Izolované hepatocyty | Ziskani z celych jater nebo z biopsie | Kratkodoba Zivotaschopnost (2-4 hod.)

Funkce blizka metodé in vivo Bez Zlucovych kanalkt
Kryoprezervace
Primdrni kultury Funkce vyjadiené po dobu nékolik Piedéasné fenotypové zmény
hepatocytii dnt za urcitych podminek Zmeéna zluéovych kanalkd

Indukce/inhibice enzymu
metabolizujicich 1é¢iva

Mezidruhové studie

Jaterni bunécné linie | Neomezeny podet bungk Genotypova nestabilita

Zachované jen nékteré funkce Riizné aktivity enzymi

(Upraveno a pievzato z: Guillouzo, 1998)

1.4.2.1. Jaterni iezy

Rezy jaterni tkané mohou byt p¥iznivym modelem, jelikoZ udrzuji strukturu jater, obsahuji
vSechny typy bunék nalezené in vivo, maji dobrou in vitro/in vivo korelaci metabolismu
xenobiotik a udrzuji specifickou aktivitu cytochromu. Dal§imi vyhodami je snadné pfiprava
vzorkl a nizké ndklady na technické vybaveni. Pfipravené vzorky lze skladovat kryoprezervaci,
jelikoz jaterni fezy mohou zlstat metabolicky aktivni po dobu 2 az 3 dnt. Pro zvySeni
zivotaschopnosti bun€k a sniZzeni degenerativni zmény ve tkéni v priabéhu obdobi kultivace
je dulezité vyuziti kultivacnich podminek, které zahrnuji tlak kysliku a médium (Groneberg,
2002; Guillouzo, 1998).
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1.4.2.2. Primarni kultury hepatocytit

Vétsina systémt pro kultivaci hepatocytii zahrnuje 2D jednovrstevné kultury zalozené
na potahovani povrchii extracelularni matrici, jako je napt. kolagen (Obrazek 16). Za téchto
podminek si hepatocyty ponechaji specifické funkce jako metabolismus cukrii nebo syntézu

proteint az né€kolik dni (Chow, 2010).

Obrazek 16: 2D kultivace na Petriho misce, buiiky se nachazeji v jednovrstevném a plochém
usporadani. (Pfevzato z: Chow, 2010)

Pro testovani toxicity in vitro jsou primarni kultury hepatocyti velmi vyhodnym modelem.
Jejich funkéni aktivita pretrvava po dobu 24-72 hodin, mohou byt pouzity k indukci enzymu
I K inhibi¢nim studiim. Primarni kultura neboli primokultura se sklada z bunék odebranych
pfimo z organismu. Builky se obvykle ziskavaji z tkang. PouZiti lidskych hepatocytl je z fady
divodu velmi obtizné, proto se Castéji vyuzivaji hepatocyty z potkanich ¢i mySich jater.
Nevyhodou primarnich kultur hepatocytli je vysoka ztrata aktivity jejich biotransformacnich
enzymu a také jejich dediferenciace k metabolismu fetalnich hepatocytu. Dediferenciace
hepatocytt je dilezitym limitem tohoto in vitro systému. Funkéni kapacita jaternich bunék
rychle klesa v prabéhu prvnich 24-48 hodin kultivace. Ke zpomaleni dediferenciace
primokultury je dobré zvolit vhodné kultiva¢ni podminky a pftiblizit se in vivo stavu. Proto se
nejcasteji hepatocyty kultivuji metodou ptichyceni na plastové povrchy kultivacnich nadob.
Tento zpusob kultivace se nazyva tzv. ,,monolayer, neboli rist v jedné vrstvé (Obrazek 17)

(Bachmann, 2015; Lecluyse, 2001).
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Obriazek 17: Morfologie kultivovanych hepatocyti v pribéhu ¢asu od 4 hodin (a) do 24 hodin (b).
Po 24 hodinach kultivace se buniky §ifi v typickém ristu tzv. monolayeru a spoje mezi butikami jsou linearni.

143 Alternativni modely

Nedavny vyvoj v oblasti testovani hepatotoxicity in vitro zahrnuje specialni 3D kultivaéni
systémy, smiSené kultury rtiznych typt bunék s hepatocyty (tzv. kokultivace) a diferenciaci

kmenovych bunék do linie jaternich bunék.
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1.4.3.1. Mnohobunécné sféroidy

Tyto mnohobunécné sféroidy hepatocyti byly vyvinuty na zakladé predpokladu, ze by tyto
bunééné agregaty mohly lépe napodobovat vlastnosti jaterni tkané. Jednd se o neuplné
napodobeniny 3D modell a vznikaji pti kultivaci v nddobach s nepfilnavym povrchem. Praveé
diky 3D struktuie je jejich vyhodou vysoky pocet mezibunéénych interakei, coz vede k udrzeni
funkéni polarity bunék. Nevyhodou sféroidi je jejich tendence shlukovat se dale az do vzniku

velkych agregatt, ve kterych dochazi ke smrti bunék. (Page, 2012; Lin, 2008).

1.4.3.2. 3D kultivacéni systémy

3D kultivacni systémy se v poslednich letech vyvijely ve snaze prodlouzit dobu kultivace
a zachovat funkci hepatocyti. Buiiky, které tvofi odlisné tkané, maji razné fyziologické
vlastnosti, jelikoZ jsou vystaveny jinym koncentracim kysliku, signalnim molekuldm
a faktorim jako je teplota, mechanicky stres apod. Interakce hepatocytll s trojrozmérnym
prostiedim zachovava jejich funkci a mezibunééné komunikace prostiednictvim tight a gap

junctions (Meng, 2010; Derda, 2011). Obrazek 18 porovnava buiky kultivované ve 3D a 2D.

2D cell culture 3D cell culture

Obrazek 18: Porovnani kultivovanych bunék ve 2D a 3D. Bunky kultivované 2D (A,B) — klasicka plocha
morfologie, riist bunék na povrchu kultivaéni nadoby do prostoru. Burnky kultivované 3D (C,D) — buiky si
uchovavaji kubickou morfologii a 3D strukturu. (Pfevzato z: www.reprocell-europe.com)

42



1.4.3.3. Kokultivace hepatocytii

Kokultury hepatocyti se obvykle skladaji z hepatocytl jedné bunécné linie, ktera zahrnuje
jaterni buiiky, mimojaterni epitelialni a endotelialni buniky nebo fibroblasty. Kokultury mohou
byt také pfipraveny z neparenchymalnich bunc¢k zahrnujici Kupfferovy bunky nebo
hvézdicovité buiiky. PouZzitim kokultivace hepatocytii s neparenchymovymi jaternimi buitkami

vvvvvv

in vitro (Krause, 2009).

1434, Kmenové buriky

Béhem poslednich let se vyzkum vyznamné soustfedil na vyuziti kmenovych bunék.
Kmenové bunky ptedstavuji obnovitelny zdroj bunék a mohou poskytnout velky pocet funkéné
ekvivalentnich bun¢k. Dospélé kmenové buiiky se ziskdvaji nejcastéji z kostni dfen¢, avSak ve
starnouci kostni dfeni se jich nachazi ¢im dal méné a ztraceji schopnost se délit (proliferovat).
Dalsi skupinu piedstavuji pluripotentni kmenové buniky, které se mohou pieménit
(diferenciovat) v jakykoliv bunéény typ pfitomny v té€le. Takovymi bunikami jsou naptiklad
embryonalni bunky ziskané z embryi ve stadiu blastocysty nebo moruly, avSak kvuli zni¢eni
embryi vyvolava tento zplisob ziskdni kmenovych buné€k etické problémy. Kmenova buiika
uméle vytvofena z oby€ejné somatické (t€lni) buniky dospélého jedince se nazyva indukovana
pluripotentni bunika. Vyhodou je jejich schopnost neomezeného mnozeni a také fesi eticky

problém tykajici se experimentt s lidskymi embryi (Bhanushali, 2010; Soldatow, 2013).
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1. Ptiprava a prace s primarnimi kulturami hepatocytti potkana a mysi, stanoveni denzity
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2. Priprava a zpracovani vzorkii hepatocyti mysi a potkana pro testovani toxicity

p-nitrofenolu a stanoveni zakladnich parametri poSkozeni hepatocytt in vitro

3. Zavedeni spektrofotometrického stanoveni aktivity cytochromu P450 2E1 v primarnich

kulturéch hepatocytli s vyuzitim p-nitrofenolu jako substratu

4. Stanoveni optimalni koncentrace p-nitrofenolu pro stanoveni aktivity cytochromu P450

2E1 v primarnich kulturach hepatocytt

44



3 METODICKA CAST

3.1 Pouzité roztoky

e Roztok A

8 g NaCl; 0,4 g KCI; 0,0977 g MgS0..xH20; 0,1206 g Na2HPO4.12H,0; 0,06 g KH2PO4;
2,188 g NaHCOs3; 0,19 g EGTA.

Vse bylo doplnéno do 1000 ml destilovanou vodou.

e Roztok B

4,8 g NaCl; 0,24 g KCI; 0,05862 g MgS0a4.xH-0; 0,07236 g NaHPO4.12H,0; 0,036 g
KH2PO4; 0,3528 g CaCl».2H20, 1,314 g NaHCO.

Vse doplnéno do 600 ml destilovanou vodou; obvykle se pouziva 0,2 g surové kolagendzy
do 200 ml recirkula¢niho roztoku. Pozn.: mnozstvi surové kolagenazy mize byt upraveno podle

aktivity pouzivané Sarze.

e Roztok C (Krebs — Henseleitovo médium)

6,9 g NaCl; 0,36 g KCI; 0,1441 g MgSO4.xH20; 0,13 g KH2POg4; 0,374 g CaCl,.2H20;
2g NaHCOs; 0,9 g glukédzy, doplnény do 1000 ml destilovanou vodou pro infuze. 1,333 g

albuminu do 100 ml C roztoku pro préci s izolovanymi bunikami.

« Kolagen (Collagen from Rat tail, Sigma-Aldrich)

e Williamsovo E médium kompletni

Fetalni bovinni sérum (FBS — 6 %), glutamin (mmol/l), penicilin (100 1U/ml), streptomycin
(10 mg/ml), inzulin (0,08 IU/ml), prednisolon (0,5 pg/ml) a glukagon (0,008 pg/ml).

e VWilliamsovo E médium inkompletni

Neobsahuje FBS.
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e p-nitrofenol (pNP) (p-nitrophenol, Sigma-Aldrich)

Zasobni roztok o koncentraci 10 mmol/l a 20 mmol/I.

o p-nitrokatechol (pNC) (p-nitrocatechol, Sigma- Aldrich)

Zasobni roztok o koncentraci 10 mmol/I.

e Trypanova mod¥ (Trypan blue solution, Sigma-Aldrich)

Kat. ¢. 93595 — 0,4 %, for microscopy.

o Diagnosticky kit LDH (DiaSys)
Cinidlo R1: LDH FS DGKC, 800 ml
Cinidlo R2: LDH FS DGKC, 200 ml

Cinidla byla natedéna v poméru 1:4.

« Bradford ¢inidlo (Bradford Reagent, Sigma Aldrich)

50 mg Briliant blue bylo smichano s 25 ml etanolu (95 %) a 50 ml H3POs. Vse bylo

promichéano, doplnéno do 500 ml destilovanou vodou a prefiltrovano.

e Kiyselina trichloroctova (TCA) (Trichloroacetic acid, Sigma Aldrich)

Roztok o koncentraci 20 %.

e Hydroxid sodny (NaOH) (Sodium Hydroxide, Sigma Aldrich)

Roztok o koncentraci 2 mol/l.

« WST-1 ¢inidlo (Cell proliferation reagent, Roche)

Cinidlo bylo nafedéno inkompletnim Williamsovym E médiem v poméru 1:10.
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3.2 Priprava primarnich kultur hepatocyti

3.2.1 Izolace hepatocyti

K danym pokustm byli pouzivani samci albino potkani kmene Wistar a samci mysi kmene
C57BI/6J. Otevieni dutiny bfisni bylo provedeno chirurgickym V stiihem a do vena cava
inferior byl aplikovan heparin ve fyziologickém roztoku. Pfes portalni zilu, ktera byla kovovou
kanylou napojena na perfizni aparaturu, bylo roztokem A (slozeni viz 3.1) provedeno
promyvani jater. Kvuli riziku poskozeni jater tlakem byla vena cava inferior po zacatku perfuze
rozstfihnuta. Poté byla jatra perfundovéana roztokem B obsahujici kolagendzu, ktera rozklada

kolagenova vlakna. Tato jaterni recirkulaéni perfaze u potkana trvala 14 minut (Obrazek 19).

Sternum - e

Vodni lazen

duta Zila

Perfuzni pumpa Perflzni Roztok
pufr | kolagenazy

Obrazek 19: Jaterni perfiuze. (Upraveno a pievzato z: Shen, 2012)

Nasledné byla jatra vlozena do kadinky s roztokem C (obsahujici albumin), ve které doslo
K rozvolnéni jater. Jemnym tfenim jater v kadince byla ziskana suspenze hepatocytu, ktera byla

pies vrstvy gazy prefiltrovana do centrifugacni zkumavky.

Centrifugace probihala 5 minut pii 500 otackach (28 g) pii 4°C a po odliti supernatantu byl
znovu do zkumavky pfidan roztok C a cely proces byl proveden znovu dvakrat. Zkumavka
s vyslednou suspenzi bun¢k byla vlozena do nadoby s ledem a ihned bylo provedeno pocitani
viability a denzity hepatocytl. Izolace hepatocytli mysi byla provedena obdobné s menSimi

modifikacemi jako izolace hepatocytli potkana.
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3.2.2 Stanoveni viability hepatocyti

Po izolaci bylo nutné zjistit pocet mrtvych a zivych buncék. Hepatocyty, které mély
poskozenou plazmatickou membranu, v sob¢ hromadily barvivo Trypanovou modt, proto byly
zbarveny do modrofialova, zatimco zZivé hepatocyty zlstaly bezbarvé. Na podloznim sklicku
bylo smichano 10 pl 100 krat natedéné suspenze bun¢k (0,99 ml kompl. Williamsova E média
+ 0,01 ml resuspendovanych bunék) s 10 pl Trypanové modii a nasledné piikryto krycim
sklickem. V 10 zornych polich byly bunky spocitany a vysledné mnozstvi bylo udavéano
v procentech. Za optimalni viabilitu pro dal$i zpracovani byl povazovan vysledek nad 90 %

u hepatocytd potkana a nad 85 % u mysich hepatocytd.

3.2.3 Uréeni denzity hepatocyti

K pocitani bunék byl pourit automaticky piistroj Cellometer™, auto T4 propojeny
s pocitatem. Postup stanoveni byl nasledovny: do c-chipu bylo napipetovano 20 pul 100 krat

natedénych bunék a vysledek byl uveden v milionech bunék/ml.

3.2.4 Priprava monovrstvy hepatocyti

Prace s buiikkami a roztoky byla provedena v lamindrnim boxu a s pouzitim ochrannych
pomucek. Do jamek mikrotitraénich destic¢ek tzv. well plate (WP) bylo pipetovano takového
mnozstvi kolagenu, aby dno jamek bylo pokryté. Nasledné po 10 minutach byl kolagen odsan
zpét do lahvicky. Dale bylo do jamek pipetovano stejné mnoZstvi neutraliza¢niho roztoku
(inkompletni Williamsovo E médium) a po cca 5-10 minutach byla desticka vyklepnuta. Poté
byl do jamek pipetovan piislusny objem natedéné bunécné suspenze hepatocyti (Tabulka 4).
V 96 jamkové desti¢ce slouzil prvni a posledni slupec jako slepy vzorek, zde proto buné¢na
suspenze nebyla pipetovana. DestiCky byly vlozeny do CO: inkubatoru (37°C, 5 % COg,
100 % relativni vlhkost vzduchu) na cas potiebny k prichyceni hepatocytii ke kolagenu

(minimalné 2 hod.).

Tabulka 4: Objemy pro prislu$né desti¢ky

Pocet jamek | Pipetovany Denzita bunék | Pocet bunék
desticek objem [ml] [mil/ml] [mil/ml]

6 2 0,5 1

12 0,8 0,5 04

96 0,1 0,33 0,033
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3.25 Piiprava kalibrace p-nitrokatecholu

Kalibracni fada byla ptipravena podle Tabulky 5. Ze zadsobniho roztoku pNC o koncentraci
10 mmol/l byl podle vzorce: c;-V; =c, -V, vypocten piidavek pro koncentraci
100 umol/l. Pro objem 1 ml byl piidavek 10 pul pNC + 990 ul inkompletniho Williamsova E
média. Ostatni hodnoty koncentraci byly pfipraveny dvojkovym fedénim. Posledni slepy

vzorek zahrnoval pouze ptidani 500 pl inkompletniho Williamsova E média.

3.2.6 Piiprava kalibrace p-nitrofenolu

Zasobni roztok pNP o koncentraci 10 mmol/l byl podle vzorce: ¢, - V; = ¢, - V, nafedén
na koncentraci 1 mmol/l o objemu 40 ml, ze kterého byla poté pripravena kalibra¢ni fada
0 koncentraci 100; 200; 300; 400 a 500 pmol/l o objemu 20 ml (Tabulka 5). Ptislusné objemy
pNP byly fedény inkompletnim Williamsovym médiem E. Slepy vzorek obsahoval inkompletni

Williamsovo E médium.

Tabulka 5: Kalibrace p-nitrokatecholu a p-nitrofenolu

Kalibrace pNC Kalibrace pNP

Koncentrace Koncentrace | Objem | Pridavek | Pridavek

[umol/l] [umol/l] [ml] pNP WE [ml]
[m]

100 100 20 2 18

50 200 20 4 16

25 300 20 6 14

12,5 400 20 8 12

6,25 500 20 10 10

3,125 0 20 - 20

1,5625

0
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3.3 Spektrofotometricka méreni

3.3.1 Aktivita laktatdehydrogenazy

Enzym laktatdehydrogenaza (LDH) se sklada ze dvou podjednotek M a H. Kombinaci téchto
podjednotek vznikd 5 isoenzymi — Ma, MsH, M2Hz, MHs a Hjs. Meéfeni aktivity
laktatdehydrogenazy V kultivaénim médiu se vyuziva KurCeni stupné poskozeni bunck
Vv kultuie, jelikoz pii poSkozeni bunééné membrany bunék dochazi kuniku LDH
do kultiva¢niho média. Laktatdehydrogenaza katalyzuje reakci, pii které dochazi k preméné
laktatu na pyruvat, coz zpusobuje narlst koncentrace NADH+H®, ktery je nasledné

spektrofotometricky zméfen. (Obrazek 20).

o)
e LDH
o + a 0 .
HaC + NAD HaC + NADH + H
-
OH OH
Laktat Pyruvat

Obrazek 20: Reakce katalyzovana LDH (Pievzato z: www.aaltoscientific.com)

Pro testovani aktivity LDH byly pouzity vzorky kultiva¢niho média hepatocyti potkana
a mysi po 1 h a 2 h inkubaci s koncentracemi pNP 0,1; 0,2; 0,5; 1 a 2 mmol/l. Do 96 WP
mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 10 ul vzorku. Vybrané jamky byly ponechany pro slepy
vzorek, kalibraci pNC/pNP (pro zjisténi mozné interference) pro LDH kalibrator. Po pfidavku
250 pl ¢inidla LDH byla desticka kineticky zméfena na pfistroji Tecan Infinite M200 pfi vinové
délce 340 nm.

3.3.2 Test WST-1

Jako marker buné¢né viability se pouziva méfeni aktivity bunéénych dehydrogenaz pomoci
testu WST-1 (4-(3-(4-iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio)-1,3-benzendisulfonat). Jen
aktivni zivé bunky jsou schopné redukce tetrazoliové soli (WST-1) na barevny formazan

a zména absorbance je detekovana spektrofotometricky (Yin, 2013) (Obrazek 21).

50



I O/ NO: I @\ O/ NO:
s N Dehydrogenase N NIH
N/ N /\ > N N

SO:Na mPMS-H mPMS SO:;Na
NAD ’MADH
SO:Na SO:Na
WST-1 Formazan

Obrazek 21: Mechanismus redukce WST-1. S tvorbou meziprodukti elektrontt (mPMS) je WST-1
redukovan bunéénymi dehydrogenazy na barevny formazan. (P¥evzato z: Yin, 2013)

Ke stanoveni aktivity WST byly pouzity desticky 96 WP se vzorky potkanich hepatocytt
po 1 h a2 hinkubaci s pNP o koncentracich 0; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1 a 2 mmol/l a mysich
hepatocytt po 2 h inkubaci s pNP o koncentracich 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mmol/I.

1 ml WST-1 ¢inidla bylo smichano s 10 ml inkompletniho Williamsova E média (fedéno
11x). 96 jamkové desticky byly po inkubaci vyklepnuty a do vSech jamek bylo pipetovano
100 ul ptipraveného WST-1 ¢inidla. Pro slepy vzorek byly pouzity jamky bez hepatocyti. Ihned
byla na pfistroji Tecan zméfena absorbance pfi vinové délce 440 nm v ¢ase 0 h a nasledné po
1 h a 2 h inkubaci (37°C, 5 % CO>). Pro vyhodnoceni grafu byl vypoc¢itan narist absorbance

v ¢ase 1 h a2 h, tzv. delta = absorbance 1 h resp. 2 h minus absorbance v ¢ase 0 h.

3.3.3 Aktivita cytochromu P450 2E1

Enzym CYP2E1 zprostiedkovava hydroxylaci p-nitrofenolu na p-nitrokatechol (Obrazek
22). Tato reakce se vyuZziva ke stanoveni aktivity CYP2E], jelikoz je tato metoda jednoducha

a reakeni slozky jsou levné a komeréné dostupné (Elbarbry, 2006).
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OH OH
OH
CYP2EI
R

<

p-Nitrophenol (PNP)  4-Nitrocatechol (4NC)

Obrazek 22: Reakce katalyzovana CYP2EL. (Pfevzato z: Elbarbry 2006)

Ke stanoveni aktivity CYP2E1 byly pouzity 6 WP desticky. Po 2 h kultivaci hepatocytu,
potiebné k jejich piichyceni, resp. po dalsich 24 h kultivace hepatocytd bylo do 6 WP desticek
pipetovano 1,2 ml pNP o koncentracich 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mmol/l. Jako slepy vzorek

(0 mmol/l) bylo pouzito inkompletni Williamsovo E médium.

Desti¢ky byly inkubovany podobuOh1h,2h,3h,4h(37°C, 5% CO2). V kazdém Casovém
intervalu bylo z desti¢ek piepipetovano 200 ul do zkumavky eppendorf o objemu 1,5 ml
a ke kazdému vzorku bylo pfidano 40 pl kyseliny trichloroctové k deproteinaci vzorku.
Vsechny zkumavky byly nasledné promichdny na vortexu a sto¢eny pti 20 000 g. Do nové 96-
jamkové mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 200 pl supernatantu, nasledné bylo ptidano
100 pl ¢inidla NaOH a vSe bylo spektrofotometricky zméfeno spektrometrem Tecan pri
vybranych vinovych délkach 348 nm, 405 nm, 420 nm, 510 nm a 535 nm (rtizné vinové délky
dle literarnich udaju pro pNP a pNC) (Allis, 1994; Duescher, 1993).

Aktivitu CYP2E1 jsme nejprve zamysleli stanovit méfenim vzniku produktu pNC.
Vzhledem k problémum pfi stanoveni aktivity CYP2EI touto metodou jsme se rozhodli pro
dalsi spektrofotometrickou metodu, a to méfeni ubytku substratu pNP v Case. Pii méieni
produktu pNC vysledky nejspis ovliviiovaly jiné vzniklé produkty ze substratu pNP (Obrazek
23), proto ndm metoda méteni ubytku substratu pNP poskytla mnohem piesnéjsi vysledky nez

pii stanoveni ptirtistku produktu pNC.
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N(_):

HO
4-nitrophenol

NADPH + H* + O,
nitrite + NADP' + H,0
: :(_)
O

| 4-benzoguinone

NADPH + H*
NADP*
OH
HO" :

hvdroquinone

Obrazek 23: Reakce vzniku nespecifickych produktii ze substratu pNP. (Pievzato z: Moss, 2006)

3.4 Stanoveni mnoZstvi proteinu

Mnozstvi proteinu (mg/ml) bylo stanoveno ve vzorcich hepatocytii mysi a potkana s pNP
o koncentraci 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mmol/l. Vzorky (6 WP) byly natedény s 1 ml destilované
vody a promichany. Poté byl obsah desticek seskrabnut a pipetovan do zkumavky eppendorf
o objemu 1,5 ml Nasledné byly vzorky sto¢eny (10 000 g) po dobu 5 min.
Ze zkumavek bylo pipetovano 10 ul do nové 96 WP desticky, ptidano 300 ul Bradfordova
¢inidla, poté byla desticka protfepana a po 10 min. inkubaci ve tm¢ zmétena spektrometrem
Tecan pfi 595 nm. Soucasné byla také prométena kalibrace, ktera byla pfipravena podle

Tabulky 6. K vytvofeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit bovinni sérovy albumin.
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Tabulka 6: Kalibrace pro pFripravu proteini

Koncentrace | Objem kalibracniho | Objem destilované
[ug/ml] roztoku fulf vody [ul]

25 50 1950

50 100 1900

100 200 1800

200 400 1600

300 500 1250

400 800 1200

500 1000 1000

3.5 Mikroskopie

Pro nafoceni bunék byl pouzit digitalni fotoaparat Olympus NO E-600, ktery byl pfipojeny
k mikroskopu Olympus IX51. Bunky byly pozorovany ve fazovém kontrastu pii zvétSeni
objektivu 40x.

351 Vyuziti fazového kontrastu

Fazovy kontrast umoziuje lepSi rozliSeni a kontrast oproti klasickému svételnému
zobrazeni. Vyhoda fazového kontrastu spociva v moznosti detailniho zobrazovani Zivych
bunéénych a tkanovych kultur bez nutnosti barveni. Princip je zaloZzen na posunu faze svétla
od pfimého odrazu svételného zdroje o % vlnové délky. Vysledny obraz vnimame jako tmavé

objekty na svétlém pozadi (Olympus Microscopy Resource Center, 2012).

3.6 Statistické vyhodnoceni

Pomoci uvedenych testi byla naméfena data graficky zobrazena v programu Microsoft
Excel 2013 a dale zpracovana statistickymi testy v programu GraphPad Prism 7. Nejprve byly
vysledky vyhodnoceny testy normality (D’Agostiniv a Pearsontv test). VSechna data
vykazovala nenormalni rozdé€leni, proto byly pro statické vyhodnoceni pouzity neparametrické

testy — Kruskal-Wallistv test nasledovany Dunnetovym post hoc testem.
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4 \VYSLEDKOVA CAST

4.1 Aktivita laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu

41.1 Aktivita laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu hepatocyti
mysi kultivovanych 2 h a nasledné exponovanych p-nitrofenolu po dobu
2h

Aktivita LDH v kultivaénim médiu hepatocyti mySi kultivovanych 2 h a nasledné
vystavenych 2 h pusobeni pNP byla signifikantné zvySena od koncentrace pNP 0,4 mmol/l
(p <0,01). O néco vyssi narust aktivity byl zaznamenan pti nejvyssi testované koncentraci pNP

0,5 mmol/l (p < 0,001).

* %k
700,00

400,00

600,00 o
500,00 [
300,00 .
200,00
100,00
0,00
K 01 02 03 0,4 05

Koncentrace pNP [mmol/l]

Aktivita LDH [1U/]

Graf 1: Aktivita LDH — hepatocyty mysi — kultivace 2 h — 2 h expozice pNP
(nenormalni rozdéleni; neparametricky test; **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. K; n = 3)
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4.1.2 Aktivita laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu hepatocyti
mySi Kkultivovanych 24 h a nasledné exponovanych p-nitrofenolu po
dobu 2 h

Hepatocyty, které byly nejprve kultivovany po dobu 24 h v CO2 inkubatoru a teprve poté
vystaveny uU¢inku pNP po dobu 2 h, vykazovaly signifikantni narast aktivity LDH
Vv kultiva¢nim médiu az od koncentrace 0,5 mmol/l (p < 0,01).

200,00
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160,00
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Koncentrace pNP [mmol/I]

Aktivita LDH [1U/]

Graf 2: Aktivita LDH — hepatocyty mysi — kultivace 24 h — 2 h expozice pNP
(nenormalni rozdéleni; neparametricky test; **p < 0,01 vs. K; n = 3)
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4.1.3 Aktivita laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu hepatocyti
potkana kultivovanych 2 h a nasledné exponovanych p-nitrofenolu po
dobu 1lh

Aktivita LDH v kultivaénim médiu hepatocytii potkana kultivovanych 2 h a nasledné
vystavenych pNP po dobu 1 h byla zvysena od koncentrace pNP 0,5 mmol/l (p < 0,001).
900,0
800,0 -

700,0

600,0

® %k
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500,0
400,0
300,0
200,0
100,0

0,0

K 0,1 0,2 0,5 1

Koncentrace pNP [mmol/I]

Aktivita LDH [1U/]

Graf 3: Aktivita LDH — hepatocyty potkana — kultivace 2 h — 1 h expozice pNP
(nenormalni rozdé€leni; neparametricky test; ***p < 0,001 vs. K; n = 6)
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414 Aktivita laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu hepatocyti
potkana kultivovanych 2 h a nasledné exponovanych p-nitrofenolu po
dobu 2 h

Po vystaveni 2 h kultivovanych hepatocyti potkana ucinku pNP po dobu 2 h doslo
k signifikantnimu nardstu aktivity LDH v kultivatnim médiu od koncentrace 0,5 mmol/l
(p <0,001).

1600,0

%k %k k
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Graf 4: Aktivita LDH — hepatocyty potkana — kultivace 2 h — 2 h expozice pNP
(nenormalni rozdéleni; neparametricky test; ***p < 0,001 vs. K; n = 6)
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4.1.5 Aktivita laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu hepatocyti
potkana kultivovanych 24 h a nasledné exponovanych p-nitrofenolu po
dobu 1lh

Potkani hepatocyty po 24 h kultivaci, které byly vystaveny uc¢inku pNP po dobu 1 h,
vykazovaly signifikantni narist aktivity LDH v kultivaénim médiu od koncentrace 1 mmol/I
(p < 0,05). O néco vyrazngjsi narust aktivity LDH byl zaznamenan pii koncentraci pNP
2 mmol/l (p < 0,001).
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Graf 5: Aktivita LDH — hepatocyty potkana — kultivace 24 h — 1 h expozice pNP
(nenormalni rozdéleni; neparametricky test; *p < 0,05, ***p < 0,001 vs. K; n = 6)
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4.1.6 Aktivita laktatdehydrogenazy v kultivaénim médiu hepatocyti
potkana kultivovanych 24 h a nasledné exponovanych p-nitrofenolu po
dobu 2 h

Hepatocyty potkana po 24 h kultivaci byly vystaveny G¢inku pNP po dobu 2 h. Zde doslo
K vyraznému nardstu aktivity LDH v kultivaénim médiu od koncentrace pNP 1 mmol/l
(p <0,001). Velmi vyrazny narust aktivity byl pozorovan pti koncentraci 2 mmol/l (p < 0,001).
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Graf 6: Aktivita LDH — hepatocyty potkana — kultivace 24 h — 2 h expozice pNP
(nenormalni rozdé€leni; neparametricky test; ***p < 0,001 vs. K; n = 6)
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4.2 Stanoveni viability hepatocyti (WST-1 test)

4.2.1 Aktivita bunéénych dehydrogeniaz hepatocyti  mysSi

kultivovanych 24 h a nasledné exponovanych p-nitrofenolu po dobu 2 h

Pro provedeni WST-1 testu byly pouzity hepatocyty mysi po 24 h kultivaci v CO2
inkubatoru, které byly vystaveny G¢inku pNP po dobu 2 h. Aktivita bunéénych dehydrogenaz
byla stanovena v case 0 a 60 minut. K poklesu aktivity bunéénych dehydrogenaz doslo
od koncentrace pNP 0,3 mmol/l (p < 0,01). Vyrazny pokles absorbance byl zaznamenan
u koncentrace pNP 0,4 a 0,5 mmol/I (p <0,001).
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Graf 7: Test WST-1 — hepatocyty mysi — Kultivace 24 h — 2 h expozice pNP, rozdil absorbanci v ¢ase
60 a 0 min. (nenormalni rozdéleni; neparametricky test; **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. K; n = 8)
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4.2.2 Aktivita bunéénych dehydrogenaz hepatocyti potkana

kultivovanych 24 h a nasledné exponovanych p-nitrofenolu po dobu 1 h

Po vystaveni 24h kultivovanych hepatocytii potkana ucinku pNP po dobu 1 h doslo
k vyraznému poklesu absorbance od koncentrace 0,5 mmol/l (p <0,001).
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Graf 8: Test WST-1 — hepatocyty potkana — kultivace 24 h — 1 h expozice pNP, rozdil absorbanci v ase
60 a 0 min. (nenormalni rozdéleni; neparametricky test; ***p < 0,001 vs. K; n=8)
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4.2.3 Aktivita bunéénych dehydrogenaz hepatocyti potkana

kultivovanych 24 h a nasledné exponovanych p-nitrofenolu po dobu 2 h

Po 2 h expozici 24h kultivovanych hepatocyti potkana p-nitrofenolu byl zaznamenan
o mnoho vyrazngj$i pokles absorbance od koncentrace 0,5 mmol/l (p < 0,001) v porovnani

s 1 h expozici.
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Graf 9: Test WST-1 — hepatocyty potkana — kultivace 24 h — 2 h expozice pNP, rozdil absorbanci v ase
60 a 0 min. (nenormalni rozdéleni; neparametricky test; ***p < 0,001 vs. K; n = 8)
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4.3 Morfologické zmény hepatocyti

4.3.1 Vliv p-nitrofenolu na morfologii hepatocyti mysi

Kontrolni hepatocyty byly inkubovany 24 h bez ptidavku pNP. Po inkubaci byly buiky
pozorovany pod mikroskopem ve fazovém kontrastu a byly zde viditelné neposSkozené bunécné

membrany, jadra s jadérky a mirn€ granulovana cytoplazma (Obrazek 24).

Obriazek 24: Kontrolni hepatocyty mysi, kultivace 24 h

(Fazovy kontrast, 40x zvétseni objektivu)

Po 2 h expozici hepatocyti 0,5 mM pNP nebyly pozorovany znamky vyrazného
morfologického poskozeni bunék (Obrazek 25).

Obrazek 25: Vliv 2h expozice 0,5 mM pNP — hepatocyty mysi

(Fazovy kontrast, 40x zvétseni objektivu)
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Vliv pNP na morfologii bunék byl prokazan po 2 h expozici hepatocyti pNP 0 koncentraci
1 mmol/l. Pod mikroskopem byl pozorovan vysoky stupeinn granulace, poSkozené bunécné

membrany a viditelna kondenzovana jadra bez jadérek (Obrazek 26).

Obrazek 26: Vliv 2 h expozice 1 mM pNP — hepatocyty mysi

(Fazovy kontrast, 40x zvétseni objektivu)

4.3.2 Vliv p-nitrofenolu na morfologii hepatocyta potkana

Kontrolni hepatocyty byly inkubovany 2 h po pfichyceni bun€k bez pfidavku pNP. Pod
mikroskopem ve fazovém kontrastu byly viditelné neposkozené bunééné membrany, jadra

s jadérky a mirn€ granulovana cytoplazma (Obrazek 27).

Obrizek 27: Kontrolni hepatocyty potkana, kultivace 2 h

(Fazovy kontrast, 40x zvétSeni objektivu)
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Po 24 h kultivaci u kontrolnich hepatocytii bylo pozorovdno vytvofeni souvislého
monolayeru, hepatocyty byly dobie ohrani¢ené od okoli s dobie viditelnymi jadry a jadérky

a s granulovanou cytoplazmou (Obrazek 28).

Obrazek 28: Kontrolni hepatocyty potkana, kultivace 24 h

(Fazovy kontrast, 40x zvétSeni objektivu)

Stejné jako u mysich hepatocytti nebyly po 2 h expozici hepatocytti potkana 0,5 mM pNP
pozorovany zndmky vyrazného poskozeni bunék (Obrazek 29).

Obrazek 29: Vliv 2 h expozice 0,5 mM pNP — hepatocyty potkana

(Fazovy kontrast, 40x zvétseni objektivu)
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Morfologické zmény hepatocytli byly pozorovany po 2 h expozicil mM pNP. Pod
mikroskopem byla viditelnd kondenzovana jadra bez viditelnych jadérek, vysoky stupen
granulace, zakulacovani bunck a jejich odlu€ovani od kolagenu a poskozené bunécné

membrany (Obrazek 30).

Obrazek 30: Vliv 2 h expozice 1 mM pNP — hepatocyty potkana

(Fazovy kontrast, 40x zvétseni objektivu)

Vyrazné morfologické zmény hepatocytti byly viditelné po 2 h expozici 2 mM pNP. Byl
pozorovatelny vysoky stupeii kondenzace jader, vymizeni jadérek a poskozeni bunécné

membrany (Obréazek 31).

Obriazek 31: Vliv 2 h expozice 2 mM pNP — hepatocyty potkana

(Fazovy kontrast, 40x zvétSeni objektivu)
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4.4 Stanoveni aktivity cytochromu P450 2E1

4.4.1 Stanoveni vzniku produktu p-nitrokatecholu

Ke stanoveni aktivity byla sestrojena kalibra¢ni kiivka pNC s koeficientem spolehlivosti
R?=10,999.
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Graf 10: Kalibra¢ni k¥ivka pNC, 0 — 100 pmol/l, R? = 0,999
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Po vystaveni 24h kultivovanych potkanich hepatocytd G¢inku pNP po dobu 2 h byl
pozorovan narast vzniklého produktu pNC az pii koncentraci 1 a 2 mmol/l (p < 0,05). Nicméné
nariist koncentrace pNC byl velmi nizky.
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Graf 11: Stanoveni vzniku produktu pNC — hepatocyty potkana — kultivace 24 h — 2 h expozice pNP (37°C,
5 % CO>) (nenormalni rozdéleni; neparametricky test; *p < 0,05 vs. K; n = 6)
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4.4.2 Interference produkta p-nitrofenolu

Po proméfeni absorpéniho spektra (250 — 595 nm) na spektrometru Tecan Infinite M200 ve
vzorku odebraném od hepatocyti potkana exponovanych 0,2 mM pNP po dobu 2 h (Vzorek
0,2 mM pNP) a jeho porovnani s Cistym médiem (Blank) resp. s médiem s 0,2 mM pNP
(Kalibrace pNP 0,2) je ziejmé, ze pNP se nepifeménuje pouze na pNC, ale je dale metabolizovan
na jiné produkty. Z grafu 12 je patrné, ze samotny p-nitrofenol (Kalibrace PNP 0,2) maximalné
absorbuje pii vinové délce 405 nm. Vzorek média odebrany z hepatocytii exponovanych
0,2 mM pNP vykazuje zvysenou absorbanci v oblasti vinové délky 300 — 320 nm, coZ je nejspis
specifické pro dalsi produkty vznikajici metabolismem p-nitrokatecholu. V této oblasti zvySené
neabsorbuje ani samotny pNP, ani samotné kultivaéni médium. Z grafu je téz patrné, Ze ve
vzorku z hepatocytt exponovanych pNP jiz byla vétsina pNP pfeménéna na produkty, nebot’

absorbance pii 405 nm je obdobna jako u samotného kultivaéniho média (Blank).
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Graf 12: Méteni absorpéniho spektra kultiva¢nich médii s a bez pNP, které byly, resp. nebyly piedtim
v kontaktu s hepatocyty; 250 — 595 nm; méfeni po 5 nm
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443

Stanoveni 1ubytku substratu p-nitrofenolu

hepatocytech

vV mysich

Pro vypocet aktivity byla sestrojena kalibra¢ni kiivka pNP s koeficientem spolehlivosti

R? =0,9986.
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Graf 13: Kalibra¢ni kiivka pNP, 0 — 400 umol/l pNP, R?= 0,9986
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Graf 14 znéazornuje ubytek substratu pNP v ¢ase (min.) vztazeny na mnozstvi bunécného
proteinu (mg) v mysSich hepatocytech. Po 1 h expozici 2h kultivovanych hepatocyti
p-nitrofenolu doslo K nejvyssimu poklesu absorbance pii 405 nm pii koncentraci pNP 100
a 200 pmol/l (p < 0,001). O néco mensi tbytek absorbance byl pozorovan pii koncentraci 300
umol/l (p < 0,001) a 400 umol/l (p < 0,01). Nejmensi mnozstvi substratu pNP bylo
spottebovano pii koncentraci 500 pumol/I.

Nejvetsi ubytek pNP byl zaznamenan po 2. h expozice hepatocytii pNP pii koncentraci 300

cvwr

dano kompletnim spotfebovanim substratu.

1,6
% %k %k
1’4 * %k %k
T
£

1,2

' * Kk
=
E [
=
E
g 0,8
£ ok m Cas 0 - 60 min.
o v
%_ 0,6 T m Cas 60 - 120 min.
g |
=
£ 04
<

0,2 I

S O
K 100 200 300 400 500
0,2

Koncentrace pNP [umol/I]

Graf 14: Stanoveni ubytku substratu pNP ve 2h kultivovanych mysich hepatocytech exponovanych pNP po
dobu 1 ha2h(37°C, 5 % COy)
(nenormalni rozdéleni; neparametricky test; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. K (resp. 0); n = 3)
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44.4 Stanoveni ubytku substratu p-nitrofenolu v potkanich
hepatocytech

Stejné jako v kap. 4.3.2 byla pro vypocet aktivity sestrojena kalibra¢ni kiivka pNP, zde
s koeficientem spolehlivosti R? = 0,9999.
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Graf 15: Kalibra¢ni kiivka pNP, 0 — 400 pmol/l pNP, R? = 0,9999
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Graf 16 popisuje ubytek substratu pNP v ¢ase. Nejvetsi aktivita byla zaznamenana po 1 h
expozici hepatocytli potkana pNP o koncentraci 100 a 200 pmol/l (p < 0,001), jelikoz se zde
Zmetabolizovalo nejvétsi mnozstvi substratu. Naopak nejnizsi aktivita byla viditelnd u vzorki
s pNP o koncentraci 500 pmol/1, kde bylo metabolizovano velmi malé¢ mnozstvi pNP. V dalSich
casovych intervalech pak aktivita klesala.
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Graf 16: Stanoveni ubytku substratu pNP v 24h kultivovanych potkanich hepatocytech exponovanych pNP
po dobu 1-4 h (37°C, 5 % CO»)
(nenormalni rozdéleni; neparametricky test; **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. K (resp. 0); n = 12)
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5 DISKUZE

Cytochrom P450 2E1 je enzym patfici do nadrodiny cytochromt P450, ktery se podili
na metabolismu endogennich (steroidy, vitaminy, mastné¢ kyseliny) a exogennich (I¢ky,
karcinogeny, toxiny) chemickych latek. CYP2E] je pievazné exprimovan v jatrech a v mensim
rozsahu i v plicich. Jednou z metod stanoveni aktivity CYP2El je méfeni hydroxylace
p-nitrofenolu na p-nitrokatechol. Tato metoda, ktera byla poprvé uvedena v roce 1975, je velmi
rychla a reakéni slozky jsou komeréné dostupné v porovnani s jinymi metodami. Avsak kvili
prokazané toxicité p-nitrofenolu bylo dulezité nejprve zjistit, od jaké koncentrace pusobi

p-nitrofenol toxicky na primarni kultury hepatocyta (Elbarbry, 2006).

Ke stanoveni aktivity CYP2E1 v primarnich kulturach byly pouzity hepatocyty potkana
kmene Wistar a hepatocyty mySi kmene C57B1/6J. K prikazu toxicity p-nitrofenolu byly
méfeny aktivity LDH v kultiva¢nim médiu, aktivity bunéénych dehydrogenaz (WST-1 test)
a sledovany morfologické zmény pomoci mikroskopie s fAzovym kontrastem. Pro stanoveni
aktivity CYP2EI byla pouzita metoda hydroxylace p-nitrofenolu na p-nitrokatechol s pouzitim

spektrofotometrického méteni vzniklého produktu, resp. ubytku substratu.

Cilem této prace bylo stanovit aktivitu enzymu CYP2E1 v primarnich kulturach hepatocytt
potkana a mysi, a také zjistit hodnotu koncentrace p-nitrofenolu, ktera vykazuje toxické G¢inky
na hepatocyty po 1 h a 2 h expozici. Naméfena data byla zpracovana v programu Microsoft

Excel a déle byla tato data vyhodnocena ve statistickém programu GraphPad Prism 7.

Aktivita LDH po inkubaci hepatocytti potkana a mysi s p-nitrofenolem stoupa v zavislosti
s rostouci koncentraci p-nitrofenolu. Tento narGst aktivity znamena unik LDH z hepatocyti
a signalizuje tedy poskozeni bunééné membrany téchto bunék. Princip stanoveni aktivity LDH
spo¢iva v méfeni nariistu koncentrace vzniklého NADH+H" v reakci, pti které LDH katalyzuje

preménu laktatu na pyruvat.

Po 1 h a 2 h expozici 2h kultivovanych hepatocytt potkana pNP, bylo pozorovano zvyseni
aktivity LDH pii koncentraci 0,5 mmol/l (Graf 3, Graf 4). K mirnému nartstu aktivity LDH
doslo u 24h kultivovanych hepatocyti potkana po 1 h a 2 h expozici pNP o koncentraci
1 mmol/l a vyrazny nartst byl pozorovan pii koncentraci pNP 2 mmol/l (Graf 4, Graf 5).
V porovnani s myS§imi hepatocyty bylo tedy prokdzano, Ze mysi hepatocyty vykazuji vyssi
citlivost k pNP, jelikoz naruast aktivity LDH byl u 2h kultivovanych hepatocyti mysi pozorovan
po 2h expozici pNP o koncentraci 0,4 mmol/l (Graf 1) a u 24h kultivovanych hepatocyti mysi
byl nartist aktivity LDH zaznamenan pfti koncentraci pNP 0,5 mmol/l (Graf 2).
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VéEtsi nartst aktivity LDH byl zaznamenan ihned po ptichyceni bunék. Mozny divod je
nedostateéné prichyceni bunék ke kolagenu, ne zcela odeznély izolacni stres ¢i vySsi
metabolicka aktivita ,,Cerstvych® hepatocyti. S dobou kultivace dochazi k dediferenciaci

a poklesu exprese nékterych biotransformac¢nich enzymii.

Pro uréeni viability neboli Zivotnosti bun¢k byl proveden WST-1 test. Pouze aktivni zivé
bunky jsou schopné redukovat WST-1 ¢inidlo na barevny formazan. Na grafech 7-9 mtzeme
pozorovat, Ze s rostouci koncentraci p-nitrofenolu se aktivity bunéénych dehydrogenaz vyrazné
snizuji v disledku poskozeni hepatocytu. Vyrazny pokles aktivity WST u 24h kultivovanych
my¢ich hepatocyti po 2 h expozici pNP byl zaznamenan pii koncentraci 0,4 a 0,5 mmol/l, coz
dokazuje toxicky u¢inek p-nitrofenolu na hepatocyty.

Po 1 h expozici pNP u 24h kultivovanych potkanich hepatocytii doslo k signifikantnimu
poklesu aktivity pii koncentraci 0,5 mmol/l (p < 0,001), ov§em zde nebyl testovan vliv pNP
0 koncentraci 0,3 a 0,4 mmol/l. Nizké aktivity bunéénych dehydrogenaz lze pozorovat po
expozici pNP s vysokymi koncentracemi (1 mmol/l a 2 mmol/l), coz potvrzuje ptitomnost
malého mmnozstvi zivych bunék. Nejvétsi pokles aktivity bunéénych dehydrogenaz byl
zaznamenan po 2 h inkubaci s pNP, coz signalizuje, Ze delsi doba pisobeni p-nitrofenolu

na hepatocyty ma za nasledek rychlejsi odumirani bunék.

Morfologické zmény hepatocytli potkana a mysi po expozici vybranych koncentraci pNP
také prokazuji toxicky ucinek p-nitrofenolu. Pro pozorovani bunék byla pouzita mikroskopie
s fazovym kontrastem. V porovnani s kontrolnimi hepatocyty potkana a mysi (Obrazek 24,
Obrazek 27, Obrazek 28), které nebyly vystaveny U¢inku p-nitrofenolu, a tudiz nebyly
poskozené (neporusend bunééna membrana, dobfe viditelna jadra a polyedricky tvar bunék) je
patrné, Ze ¢im vétsi koncentrace p-nitrofenolu na hepatocyty pusobi, tim véEtsi je viditelné

poskozeni bunék.

Po 2 h expozici hepatocyti mysi a potkana 0,5 mM pNP nedoslo k viditelnému
morfologickému poskozeni bun¢k (Obrazek 26, Obrazek 29). Mysi hepatocyty po 2 h expozici
1 mM pNP vykazovaly vysoky stupeii granulace, viditelna kondenzovana jadra bez viditelnych
jadérek a poskozeni bunécné membrany. Morfologické zmény hepatocytt potkana také nastaly
az po 2 h expozici hepatocyt potkana 1 mM pNP (Obrazek 30), kde bylo viditelné poskozeni
bunéné membrany, vysoky stupen granulace a pfitomnost kondenzovanych jader bez jadérek.
Vysoky stupen poSkozeni bunék byl znatelny po 2 h expozici hepatocytt potkana 2 mM pNP

(Obrazek 28). Zde bylo pozorovano vymizeni jadérek a vyrazné poskozeni bunécné membrany.
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Stanoveni aktivity CYP2E1 v primarnich kulturach hepatocytii potkana a mysi bylo nejprve
provedeno métenim vzniku produktu pNC. Vzhledem k problémim pfi stanoveni aktivity
CYP2E1, které zahrnovaly pfedevS§im pfeménu pNP na jiné nespecifické produkty, byla

zvolena dalsi spektrofotometrickd metoda, a to méteni ubytku substratu pNP v Case.

Graf 11 popisuje vznik produktu pNC po 2 h expozici potkanich hepatocytti p-nitrofenolem,
avSak je zde zaznamenan velmi nizky nartst koncentrace vzniklého pNC. Zjisténi tak nizké
koncentrace p-nitrokatecholu by mohlo znamenat bud’ velmi nizkou (téméf nulovou) aktivitu
CYP2E1 nebo vznikaji dalsi produkty s absorpénim maximem v jiné vinové oblasti. Navic
aktivita enzymu CYP2E1 by byla dle vysledkti pNC nejvétsi pii koncentraci pNP 1 a 2 mmol/l,
které jsou ovSem toxické a zpusobuji signifikantni poSkozeni hepatocytti v primarni kultute.
Nartst absorbance pNC u téchto toxickych koncentraci pNP by mohl byt zpiisoben praveé
zminovanou toxicitou. Alespon ¢aste¢na aktivita mikrosomalnich systému (CYP2E1) by mohla
pretrvavat i za téchto podminek, ale dalsi biotransformacni systémy by jiz mohly byt

inaktivovany uplné (napf. ty, které jsou zodpovédné za dal$i metabolismus pNC).

Velmi nizky narust produktu pNC vysvétlujeme dalsim metabolismem pNC. Na grafu 12 je
ziejmé, ze samotny p-nitrofenol vykazuje absorpéni maximum pii vinové délce 405 nm
(Kalibrace pNP 0,2), av§ak vzorky s pNP 0,2 mmol/l vykazuji interferenci v rozmezi 300-320
nm. Pravdépodobné se jedna o stav, kdy zbylé Zivé bunky metabolizuji p-nitrofenol na dalsi
produkty, které pravé vtomto rozmezi vinovych délek interferuji. Schéma metabolismu
p-nitrofenolu, které zpracoval G. P. Moss (Moss, 2006) popisuje reakce premény p-nitrofenolu
na 1,4-benzoquinone a dale na hydroquinone. Po dohledani maximalni absorpce téchto
sloucenin bylo ziejmé, Ze se pravdépodobné jedna prave o tyto latky, jelikoz 1,4-benzoquinone

absorbuje pti vinové délce 300 nm a hydroquinone pii 290 az 300 nm.

Presngjsi vysledky nam tedy poskytla spektrofotometricka metoda stanoveni Ubytku
substratu pNP v ¢ase (min.) na mnoZstvi bunééného proteinu (mg). Nejvyssi narlst aktivity
CYP2E1 byl pozorovan po 1 h kultivaci mysich hepatocyt pti koncentraci pNP 100 a 200
umol/l (Graf 14). Z grafu je patrné, Ze vétSina 100 pumol/l pNP se zmetabolizoval jiz za prvni
hodinu, proto po 2. h expozice (60-120 min.) nebyl zaznamenan tak vyrazny ubytek pNP jak
za 1 h. Po 2 h kultivaci byla aktivita enzymu vyssi u koncentraci 300 a 400 pmol/l. Tim lze
dokazat, ze ¢im menSi koncentrace substratu, tim rychleji dochazi k pfeméné na produkt.
Nejnizsi aktivita byla zaznamendna pii koncentraci 500 pmol/l, jelikoz tato koncentrace

vykazuje toxické piisobeni na hepatocyty.
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V porovnani S potkanimi hepatocyty je aktivita CYP2E1l o trochu vyssi v mysich
hepatocytech. Celkové je aktivita cytochromi P450 vyssi u mysi, ve studii (Martignoni, 2006)
je zaznamenana také vyssi aktivita cytochromu P450 u mysi v porovnani s potkanem, avSak
zde byla stanovena aktivita enzymu CYP3A. Na grafu 16 popisujicim tubytek substratu pNP
Vv potkanich hepatocytech v pribéhu 4 hodin Ize pozorovat nejvyssi aktivitu pti koncentraci
pNP 100 a 200 pmol/l, stejn€ jako v mySich hepatocytech, avSak hodnoty jsou o mnoho nizsi.
I na tomto grafu je ziejmé, ze s délkou expozice stanovena aktivita enzymu klesa, nebot’ se
vSechen substrat zmetabolizuje jiz za prvni hodinu. OvSem pii koncentraci 400 pmol/l je

fv v

koncentraci 500 umol/l, a to kvili toxickému ucinku.

Studie (Elbarbry, 2006) wuvadi, Ze ackoliv mnoho laboratoifi vyuziva metodu
spektrofotometrického stanoveni produktu p-nitrokatecholu, analytickd citlivost a mozna
interference ostatnich fenolovych sloucenin omezuje ucinnost této spektrofotometrické
metody. Pravé¢ nizka analyticka citlivost vyzaduje vyssi koncentrace mikrosomalnich proteinti
K zajisténi méfitelné hladiny produktu p-nitrokatecholu. V dasledku toho nedoporuéuji tuto
metodu k méfeni aktivity CYP2E1 v jaternich tkanich, jelikoz je zde aktivita CYP2EI nizka
a zdroje tkani jsou limitujici. Naproti tomu uvadi, Zze metoda HPLC s UV detekci vykazuje
oproti spektrofotometrické metode vyssi citlivost (témét 20krat), avSak je zdlouhava a vyZaduje
pracné a ¢asov€ narocné extrakce reakéni smési a vypatrovani vzorku, coz mize vést ke vzniku

chyb.

Metoda HPLC ke stanoveni aktivity CYP2E1 v mikrosomech zalozena na pouziti
chlorzoxanonu jako substratu byla poprvé publikovana v roce 1989 (Peter, 1989). Tato metoda
byla cca 10krat vice citlivd neZ metoda hydroxylace pNP. Ptesnéjsi vysledky pro stanoveni
aktivity CYP2EI by bylo mozné ziskat pravé metodou HPLC, nicméné nase laboratot k tomuto

stanoveni bohuzel nema k dispozici vybaveni.

Ke stanoveni aktivity CYP2EI lze také misto p-nitrofenolu pouzit jiné substraty. Naptiklad
kinetické méfeni anilinu, ktery se metabolizuje na 4-aminofenol a dale na indofenol, jehoz
konecnou koncentraci lze stanovit pomoci HPLC s detekci absorbance pii 630 nm (Hartman,
2015) nebo hydroxylaci chlorzoxanonu na mén¢ toxicky 6-hydroxychlorzoxanon, ktery lze také
detekovat pomoci HPLC (Duescher, 1993).

Pro stanoveni aktivity CYP2EI lze také kromé& primérnich kultur hepatocytii vyuzit lidské

bunécné linie HEP-G2 (human hepatocellular carcinoma neboli lidské jaterni nadorové bunky).
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Tyto buiiky jsou Casto pouzivany jako model hepatocyti pro Sirokou skdlu metabolickych
studii. Nicmén¢ bunky HEP-G2 nejsou povazovany za vhodny model pro studie tykajicich se
funkce hepatocytl, které jsou spojeny s metabolickymi procesy souvisejicich s oxidaci etanolu,
jelikoz in vitro bylo u bunék HEP-G2 prokazano, Ze ztraceji vétSinu své schopnosti exprimovat

enzymaticky aktivni molekuly CYP2E1 (Balusikova, 2013).
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6 ZAVER

Toxicita pNP byla stanovena na zaklad¢ aktivity LDH, WST-1 testu a stanovenim
morfologickych zmén hepatocyt potkana a mysi. Toxicky vliv pNP na hepatocyty mysi byl
prokazan od koncentrace pNP 0,4 mmol/l (LDH, WST-1) a na hepatocyty potkana byl prokazan

od koncentrace 0,5 mmol/l (LDH, WST-1). Zmény v morfologii hepatocytii potkana a mysi
nam poskytly informace, Ze na bunky piisobi toxicky pNP od koncentrace 1 mmol/I.

Aktivitu CYP2EL jsme se nejprve pokusili stanovit spektrofotometricky métenim vzniku
produktu pNC v hepatocytech mysi a potkana. Pi¥i méfeni tohoto produktu byly vysledky
pravdépodobné ovlivnény dalsim metabolismem pNC na blize nespecifikované produkty. Proto
jsme piesli k spektrofotometrickému stanoveni ubytku substratu pNP, které nam poskytlo
presnéjsi vysledky. Hepatocyty mysi i potkana vykazovaly nejvétsi aktivitu pii koncentraci
PNP 100 a 200 pmol/l. Tyto koncentrace Ize tedy povaZovat za optimalni pro stanoveni aktivity
CYP2EL. Je tfeba vSak zdlraznit, Ze je nutné méfit v ¢ase 30 min. nebo 1 h, jelikoZz pti delSim
meéfeni (po 2 h) je jiz pro stanoveni nedostatek substratu. Nejnizsi aktivita byla zaznamenana
pti koncentraci 500 umol/l, coz vysvétluje jiz zminény toxicky ucinek pNP. Porovnanim
vyslednych grafii bylo patrné, Ze aktivita CYP2EI je vys§i u mysi nez u potkand.

Zavérem lze fici, ze metoda hydroxylace p-nitrofenolu na p-nitrokatechol se zda byt velmi
rychlou metodou ke stanoveni aktivity CYP2E1, nicméné pro spektrofotometrickém stanoveni
je tieba mit k dispozici vétsi mnozstvi bunek. Pro presnéjsi stanoveni aktivity by bylo lepsi

vyuzit naptiklad metodu HPLC.
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PRILOHY

PRILOHA A

Souhrn udajt pro testy LDH (méfena aktivita LDH), WST-1 (méfena delta absorbance)

v myS$ich hepatocytech (n — poet méfeni, AVG — aritmeticky primér, STD — smérodatna

odchylka)
LDH t=2h, 2h n | AVG STD LDHt=2h,24h | n | AVG STD
Kontrola 3 | 275,16 7,01 Kontrola 3 196,82 14,88
pNP 0,1 mmol/l | 3 | 249,64 43,05 pNP 0,1 mmol/l 3 | 104,56 18,36
pNP 0,2 mmol/l 3 | 237,57 10,57 pNP 0,2 mmol/l 3 196,05 16,03
pNP 0,3 mmol/l | 3 | 331,07 38,80 pNP 0,3 mmol/Il 3 | 118,01 5,59
pNP 0,4 mmol/l | 3 | 497,19 59,71 pNP 0,4 mmol/l 3 | 127,29 10,44
pNP 0,5 mmol/l 3 | 573,67 79,57 pNP 0,5 mmol/l 3 | 165,42 17,42
WST t = 60min, | n | AVG STD
2h, 24h
Kontrola 8 | 0,755275 | 0,188363
pNP 0,1 mmol/l 8 |0,82025 | 0,212029
pNP 0,2 mmol/l 8 | 0,680875 | 0,146945
pNP 0,3 mmol/l 8 | 0,4028 0,100982
pNP 0,4 mmol/l | 8 | 0,020538 | 0,004844
pNP 0,5 mmol/l 8 | 0,0137 0,003357

Udaje pro stanoveni aktivity CYP2E1 (méfen tbytek substratu pNP v ¢ase) v mysich

hepatocytech (n — pocet méteni, AVG — aritmeticky primér, STD — smérodatna odchylka)

pNP ¢as 1h n | AVG STD pNP ¢as 2h n | AVG STD
Kontrola 3 | -0,01614 | 0,003602 | Kontrola 3 [0,005421 | 0,001162
pNP 100 pmol/l 3 | 1,317365 | 0,033455 | pNP 100 umol/1 3 | 0,219657 | 0,005703
pNP 200 pmol/1 | 3 | 1,431296 | 0,015064 | pNP 200 umol/l | 3 | 0,907625 | 0,020794
pNP 300 umol/l | 3 | 0,934315 | 0,13646 | pNP 300 umol/l |3 | 1,082977 | 0,091029
pNP 400 umol/l | 3 | 0,580073 | 0,073047 | pNP 400 umol/l | 3 | 1,013588 | 0,04207
pNP 500 umol/l | 3 | 0,115541 | 0,374028 | pNP 500 umol/1 | 3 | 0,424924 | 0,121474
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PRILOHA B

Souhrn dajt pro testy LDH (méfena aktivita LDH), WST-1 (méfena delta absorbance)

v potkanich hepatocytech (n — pocet méteni, AVG — aritmeticky pramér, STD — smérodatna

odchylka)

LDHt=1h, 2h n | AVG STD LDH t=2h, 2h n | AVG STD
Kontrola 6 | 371,2 53,19418 | Kontrola 6 |420,6 57,90156
pNP 0,1 mmol/l 6 | 377,0 51,9574 | pNP 0,1 mmol/l 6 | 420,4 45,10341
pNP 0,2 mmol/l 6 | 431,8 67,41007 | pNP 0,2 mmol/I 6 | 473,8 38,00871
pNP 0,5 mmol/l 6 | 545,0 57,75573 | pNP 0,5 mmol/l 6 | 7354 96,36379
pNP 1 mmol/l 6 | 648,4 66,49744 | pNP 1 mmol/I 6 | 1217,2 91,50608
pNP 2 mmol/l 6 | 706,8 55,88711 | pNP 2 mmol/I 6 | 1335,7 141,8192
LDHt=1h,24h | n | AVG STD LDHt=2h,24h | n | AVG STD
Kontrola 6 | 129,9 22,03431 | Kontrola 6 | 165,55 29,67555
pNP 0,1 mmol/l 6 | 138,1 25,21678 | pNP 0,1 mmol/I 6 | 163,8 29,83602
pNP 0,2 mmol/Il 6 | 139,7 25,81961 | pNP 0,2 mmol/l 6 |184,1 72,89161
pNP 0,5 mmol/l 6 | 151,2 18,94206 | pNP 0,5 mmol/I 6 |232,1 52,35568
pNP 1 mmol/l 6 | 174,0 10,12257 | pNP 1 mmol/I 6 | 4194 72,47131
pNP 2 mmol/l 6 | 225,7 10,23495 | pNP 2 mmol/I 6 | 8439 54,06654
WST t = 60min, | n | AVG STD WST t = 120min, | n| AVG STD

1h, 24h 1h, 24h

Kontrola 8 | 0,145439 | 0,055775 | Kontrola 8| 0,423837 | 0,155343
pNP 0,025 mmol/l | 8 | 0,161602 | 0,03731 | pNP 0,025 mmol/l | 8| 0,4939 0,111254
pNP 0,05 mmol/l | 8 | 0,140701 | 0,043267 | pNP 0,05 mmol/I 8| 0,444587 | 0,095088
pNP 0,1 mmol/l | 8 | 0,139239 | 0,048531 | pNP 0,1 mmol/l 8| 0,431262 | 0,113708
pNP 0,2 mmol/l 8 | 0,105939 | 0,035639 | pNP 0,2 mmol/l 8] 0,346025 | 0,117929
pNP 0,5 mmol/l | 8 | 0,055126 | 0,007363 | pNP 0,5 mmol/l 8| 0,145187 | 0,043315
pNP 1 mmol/I 8 | 0,044152 | 0,006291 | pNP 1 mmol/I 8| 0,071087 | 0,011024
pNP 2 mmol/l 8 | 0,043552 | 0,003904 | pNP 2 mmol/l 8| 0,06465 | 0,006304
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WST t = 60min, | n | AVG STD WST t = 120min, | n| AVG STD

2h, 24h 2h, 24h

Kontrola 8 | 0,339394 | 0,039135 | Kontrola 8| 0,948162 | 0,091064
pNP 0,025 mmol/l | 8 | 0,365657 | 0,073103 | pNP 0,025 mmol/l | 8| 1,118637 | 0,163044
pNP 0,05 mmol/l | 8 | 0,336019 | 0,058297 | pNP 0,05 mmol/I 8] 1,11225 | 0,251459
pNP 0,1 mmol/l 8 | 0,396257 | 0,211174 | pNP 0,1 mmol/l 81 1,148687 | 0,38568
pNP 0,2 mmol/l 8 | 0,239544 | 0,102965 | pNP 0,2 mmol/l 8] 0,746287 | 0,271543
pNP 0,5 mmol/l 8 | 0,036832 | 0,004705 | pNP 0,5 mmol/l 8| 0,073737 | 0,010241
pNP 1 mmol/I 8 | 0,038995 | 0,009165 | pNP 1 mmol/l 8/ 0,08755 | 0,015186
pNP 2 mmol/l 8 | 0,022469 | 0,013769 | pNP 2 mmol/l 8| 0,063062 | 0,013626

Udaje pro stanoveni aktivity CYP2E1 (méfen ubytek substratu pNP v &ase) V potkanich

hepatocytech (n — poc¢et méfeni, AVG — aritmeticky pramér, STD — smérodatna odchylka)

pNP ¢as 1h n AVG STD pNP ¢as 2h n | AVG STD
Kontrola 12 | 0,03578 | 0,00531 | Kontrola 12 | -0,00796 | 0,01013
pNP 100 umol/1 | 12 | 1,16254 | 0,094157 | pNP 100 pumol/l | 12 | 0,542674 | 0,03965
pNP 200 umol/l | 12 | 1,199393 | 0,148588 | pNP 200 umol/1 | 12 | 0,795214 | 0,052283
pNP 300 umol/l | 12 | 0,756347 | 0,144434 | pNP 300 pmol/l | 12 | 0,571125 | 0,055205
pNP 400 umol/1 | 12 | 0,09167 | 0,229708 | pNP 400 umol/1 | 12 | 0,264721 | 0,116514
pNP 500 pmol/l | 12 | -0,1863 | 0,354794 | pNP 500 umol/1 | 12 | 0,217523 | 0,117011
pNP ¢as 3h n | AVG STD pNP ¢as 4h n | AVG STD
Kontrola 12 | 0,000876 | 0,006775 | Kontrola 12 | -0,01491 | 0,002334
pNP 100 umol/1 | 12 | 0,173907 | 0,015492 | pNP 100 umol/1 | 12 | 0,003335 | 0,004405
pNP 200 umol/l | 12 | 0,541557 | 0,046519 | pNP 200 umol/l | 12 | 0,276937 | 0,037662
pNP 300 pumol/l | 12 | 0,51322 | 0,057505 | pNP 300 umol/l | 12 | 0,454016 | 0,067602
pNP 400 pmol/l | 12 | 0,169173 | 0,082748 | pNP 400 umol/1 | 12 | 0,418184 | 0,092007
pNP 500 pmol/l | 12 | -0,18761 | 0,095882 | pNP 500 umol/l | 12 | 0,06408 | 0,117079
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Udaje pro stanoveni aktivity CYP2EI (méfen vznik produktu pNC v ¢ase) v potkanich
hepatocytech (n — pocet méfeni, AVG — aritmeticky primér, STD — smérodatna odchylka)

pNC cas 2h n | AVG STD
Kontrola 6 | -0,0000235 | 0,0039542
pNP 0,1 mmol/l | 6 | 0,000371 | 0,003514
pNP 0,2 mmol/l | 6 | -0,00049 0,001948
pNP 0,5 mmol/l | 6 | 0,002202 | 0,003063
pNP 1 mmol/l |6 | 0,038134 | 0,006624
pNP 2 mmol/l |6 | 0,034867 | 0,006996

93



