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Abstrakt

Palmatin je kvartérni protoberberinovy alkaloid, ktery se vyskytuje napft. v rostlinach
Coptis chinensis a Corydalis yanhusuo, pouzivanych v tradi¢ni ¢inské mediciné
zejména diky svym hepatoprotektivnim, antidiabetickym a analgetickym vlastnostem.
Tato prace se zabyva studiem vlivu palmatinu na aktivitu aryluhlovodikového
receptoru (AhR) a expresi cytochromti P450 1Al a 1A2 (CYPIAl1 a CYPIA2)
Vv lidské hepatomové linii HepG2 a primarnich kulturach lidskych hepatocyti.
Kolorimetrickym testem MTT bylo ovéfeno, ze palmatin neni cytotoxicky k buitkam
HepG2 ani klidskym hepatocytim. Pouze pii nejvySsi testované koncentraci
palmatinu 50 pumol.I" byl zaznamenan pokles viability bunék HepG2 na 92 %.
Prosttednictvim exprese reportérového genu bylo zjiSténo, ze palmatin aktivuje AhR a
zvySuje aktivitu promotoru genu CYP1Al v transfekovanych bunkich HepG2.
V bunikkach HepG2 byla po inkubaci s palmatinem detekovana zvySend hladina mRNA
CYPI1AL i aktivita enzymu CYP1A1 ve srovnani s kontrolou. ZvySeni v§ak nebylo tak
vyrazné jako u 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu, nejsilngjsiho aktivatoru AhR.
V lidskych hepatocytech palmatin zplsobil pouze slabé zvySeni hladin mRNA
CYP1A1 a CYP1A2, pficemz neovlivnil aktivitu enzyml CYP1A. Z provedené studie
vyplyva, ze palmatin v netoxickych koncentracich aktivuje signalni drahu AhR, ktera
vede ke zvysené expresi CYP1A1 v buiikach HepG2, zatimco v primarnich kulturach

lidskych hepatocytt je vliv palmatinu zanedbatelny.
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Abstract

Palmatine is a quaternary protoberberine alkaloid, occuring in plants such as Coptis
chinensis and Corydalis yanhusuo that are used in traditional Chinese medicine mainly
due to its hepatoprotective, antidiabetic and analgesic properties. The aim of this thesis
was to examine the effect of palmatine on the activity of aryl hydrocarbon receptor
(AhR) and on the expression of cytochromes P450 1Al and 1A2 (CYP1Al and
CYP1A2) in the human hepatoma HepG2 cells and primary cultures of human
hepatocytes. The colorimetric MTT test confirmed that palmatine is non-cytotoxic to
HepG2 cells and human hepatocytes. Only in concentration 50 umol.I"* palmatine
caused decrease in viability of HepG2 cells to 92 %. Using the gene reporter assays
we found that palmatine activates AhR and enhances promoter activity of CYP1Al
gene in transfected HepG2 cells. In HepG2 cells, palmatine also significantly
increased mRNA levels of CYP1A1 and activity of CYP1AL. However, the effect of
palmatine was weaker than effect of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine, the most
potent activator of AhR. In human hepatocytes palmatine caused only weak increase
in CYP1Al and CYP1A2 mRNA levels, while the enzyme activity of CYP1A
remained unchanged. This study shows that palmatine at nontoxic concentrations
activates AhR signaling pathway leading to an increased expression of CYP1Al in

HepG2 cells, whereas this effect is negligible in primary cultures of human



hepatocytes.
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1 Uvod

Tato diplomova prace se zabyva studiem vlivu protoberberinového alkaloidu palmatinu
na expresi cytochromi P450 1A (CYP1A). Palmatin a dal$i protoberberinové alkaloidy,
pfedstavuji hlavni bioaktivni slozky v extraktech z nékterych rostlin vyuzivanych
v tradi¢ni ¢inské medicin€, napi. Coptis chinensis a Corydalis yanhusuo. Produkty
z téchto rostlin jsou dostupné bez lékaiského predpisu a lidé je mohou kombinovat
sjinymi léky bez pifedchozi porady slékafem (Khan et al., 2013). Je tedy nutné
studovat mozZné interakce (indukce ¢i inhibice) pfirodnich latek s jinymi 1éCivy a
s enzymy metabolizujicimi xenobiotika, zejména s cytochromy P450. Vliv palmatinu na
aryluhlovodikovy receptor dosud nebyl zkouman v lidskych hepatomovych buikach ani
v lidskych hepatocytech. Jelikoz berberin, alkaloid strukturné velmi podobny palmatinu,
zpiisobuje aktivaci aryluhlovodikového receptoru (AhR) v lidskych hepatomovych
bunkach (Vrzal et al., 2005), rozhodli jsme testovat, zda i palmatin zptsobuje aktivaci
AhR a ovliviiuje expresi CYP1A.

Cytochromy P450 (CYP) jsou monooxygenasy zapojené do metabolismu
endogennich latek i xenobiotik, jako jsou 1é¢iva nebo environmentalni kontaminanty.
Nékteré cytochromy P450 jsou zodpoveédné za bioaktivaci urcitych xenobiotik na
mutagenni  ¢1  karcinogenni  latky  zpisobujici chemickou  karcinogenesi.
NejvyznaméjSimi enzymy zapojenymi do chemické karcinogenese jsou CYPIAL,
CYPI1A2 a CYPIBI. Genova exprese cytochromti P450 1A je fizena prostfednictvim
AhR. Jedna se o ligand-dependentni transkripcni faktor zapojeny v signalni draze
metabolické aktivace prokarcinogenli na karcinogeny. Z toho divodu miize zvySena
exprese cytochromi P450 1A predstavovat rizikovy faktor pro chemicky indukovanou
karcinogenezi (Vrzal et al., 2004). Mezi typické induktory AhR jsou fazeny
polychlorované bifenyly (PCB), polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) a dioxiny
(Veldhoen et al., 2008).

Exprese cytochromii P450 1A je studovana ve dvou biologickych systémech. Jedna
se o lidskou hepatomovou linii HepG2 a primarni kultury lidskych hepatocyti. Jelikoz
by mohl byt palmatin pro bunky cytotoxicky, je testovan jeho vliv na viabilitu bunék, a
to v bunétné linii HepG2 a v primarnich kulturach lidskych hepatocytd pomoci MTT
testu. Vliv palmatinu na aktivaci AhR a aktivaci genu CYP1Al je ov€fovan expresi

reportérového genu v transfekovanych buiikach HepG2. Prostiednictvim real-time PCR



je sledovana exprese CYP1A1 a CYP1A2 na Grovni mRNA. Pomoci western blotu je

sledovéana exprese téchto enzymii na urovni proteinu. Enzymaticka aktivita CYPIAI a

CYP1A2 je métena metodou EROD.
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2 Alkaloidy

Alkaloidy pfedstavuji velmi rozsédhlou skupinu rostlinnych sekundarnich metabolita
s rozmanitou strukturou, biologickymi vlastnostmi a distribuci v pfirod¢ (Roberts a
Wink, 1998). Zaujimaji také vyznamné misto v medicinalni chemii (Maiti a Kumar,
2007). Obecna definice alkaloidu byla navrzena takto: ,,Alkaloid je cyklicka sloucenina
obsahujici dusik v negativnim oxidaénim stavu, jehoz distribuce je v Zivém organismu
omezena.”“ Tato definice zahrnuje jak alkaloidy obsahujici dusik jako soucast
heterocyklického systému, tak alkaloidy obsahujici exocyklicky dusik (Roberts a Wink,
1998).

V rostlinach vytvateji alkaloidy obranny systém proti patogentiim a bylozravcim,
slouzi jako atraktanty organismii uzite¢nych pro rostlinu (napf. opylovaci), maji
protektivni uc¢inky viéi abiotickému stresu (UV zafeni) a reguluji hospodateni s vodou
a mineralnimi Zivinami. Clovékem jsou vyuZivany v rtiznych aplikacich jako barviva,
viing, koteni, ochucovadla a 1é¢iva (Briskin, 2000).

Jednu znejvétsich a nejriznorodéjSich skupin alkaloidi tvofi isochinolinové
alkaloidy. Biogeneticky jsou odvozeny od aminokyseliny tyrosinu a maji ptiblizné 2500
definovanych struktur, jejichz spolenym znakem je heterocyklicky isochinolinovy
skelet (Obr. 1) (Sato a Yamada, 2008). Isochinolinova kostra tvoii zakladni stavebni
prvek pro protoberberinové, benzylisochinolinové, benzofenanthridinové, protopinové a

mnohé dalsi alkaloidy (Grycova et al., 2007).
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Obr. 1 Isochinolinovy skelet, ktery tvoifi zakladni kostru protoberberinovych,
benzylisochinolinovych, benzofenanthridinnovych a dalSich alkaloidt.



2.1 Protoberberinové alkaloidy

Protoberberinové alkaloidy zaujimaji relativné pocetnou skupinu alkaloidl
S terapeutickym potencidlem, vyskytujicich se ve dvou strukturnich variantach, bud’
jako kvartérni sul nebo jako tatrahydroforma (Obr. 2) (Grycova et al, 2007). Chemicky
predstavuji tfidu organickych kationtli, jejichz reaktivita je dana citlivosti polarni
iminiové vazby C=N" k nukleofilnimu ataku, nasledovanému tvorbou aduktii se

substituenty na uhliku v poloze C-8 (Grycova et al., 2007; Gao et al., 2005).

N
Kvartérni forma Tetrahydroforma
Obr. 2 Dvé strukturni varianty protoberberinovych alkaloidi - kvartérni forma a

tetrahydroforma.

Mezi nejvyznaméjsi protoberberinové alkaloidy je fazen berberin, palmatin a koptisin
(Obr. 3). Strukturné jsou si tyto alkaloidy velmi podobné, maji tetracyklickou strukturu,
lisi se pouze v charakteru substituenti na benzenovych jadrech. Palmatin je
tetrasubstituovany alkaloid se ¢tyfmi methoxy skupinami navazanymi v poloze C-2, C-
3, C-9 a C-10. Berberin ma v poloze C-9 a C-10 také navazané methoxy skupiny, na
benzenovém jadie A ma vSak dioxolovy kruh. Koptisin obsahuje ve své struktuie dva
dioxolové kruhy navazané na benzenovém jadie A a D. Jelikoz je ve struktute
palmatinu, berberinu i koptisinu benzenové jadro B castecné saturovano, dochazi
k mirné deformaci téchto molekul (Giri et al., 2006a). Kvartérni amoniovy kation a
témet planarni struktura umoziuji protoberberinovym alkaloidiim vazbu k nukleofilnim

a anionickym skupindm aminokyselin v biomolekulach, enzymech a raceptorech. Tyto



alkaloidy se mohou vazat napt. K mikrotubulim, mohou inhibovat rizné enzymy a
interkalovat se do DNA (Schmeller et al., 1997).

Vyskytuji se v mnoha rostlinnych ¢eledich, naptiklad Papaveraceae, Ranunculaceae,
Rutaceae a Berberidaceae (Gao et al., 2005) a vykazuji celou fadu biologickych a
farmakologickych u€inkl. Berberin mé& napf. antimikrobidlni, protizdnétlivé a
protirakovinné u¢inky, palmatin pasobi jako analgetikum a ma antiarytmické,
antimalarické a sedativni u¢inky (Shin et al., 2000). Diky schopnosti interkalovat se do

DNA byla u palmatinu i berberinu potvrzena cytotoxicka aktivita proti fadé nadorovych

bunéénych linii (Kettmann et al., 2004).

Palmatin

Berberin Koptisin

Obr. 3 Chemicka struktura tii nejvyznamnéjsi protoberberinovych alkaloid.



2.2 Biosyntéza protoberberinovych alkaloidi

Biosyntéza isochinolinovych alkaloidi zacind oxidaci tyrosinu enzymem
tyrosinhydroxylasou na dihydroxyfenylalanin. Tyrosin a dihydroxyfenylalanin jsou
konvertovany na piislusné aminy — tyramin a dopamin (Facchini a De Luca, 1995).
Nésledn¢ dochdzi ke kondenzaci téchto dvou meziprodukti enzymem
norkoklaurinsynthasa za vzniku (S)-norkoklaurinu, centralniho prekursoru pro syntézu
vSech benzylisochinolinovych alkaloidi (Samani a Facchini, 2002). Norkoklaurin je
konvertovan na koklaurin prostiednictvim enzymu (S)-adenosylmethionin:norkoklaurin-
6-O-methylatransferasy. Preménou koklaurinu (S)-adenosylmethionin:koklaurin-N-
methyltransferasou vznika N-methylkoklaurin  (Choi et al., 2002), ktery je
transformovan na 3’-hydroxy-N-methylkoklaurin enzymem hydroxylasa a nakonec na
(S)-retikulin ~ za  katalytického  pusobeni  (S)-adenosylmethionin:3’-hydroxy-N-
methylkoklaurin-4'-O-methylatransferasy (Morishige et al., 2002). (S)-retikulin je
centralnim meziproduktem, ktery je dale vychozim krokem k syntéze mnoha druhli
isochinolinovych alkaloidi, jako jsou protoberberinové (palamatin, berberin),
benzofenanthridinové (sanguinarin) nebo morfinanové alkaloidy (morfin, thebain).

Biosyntéza berberinu z (S)-retikulinu zahrnuje konverzi jeho N-methylové skupiny
na methylenové mustky spojené s (S)-skoulerinem skrze ptisobeni enzymu
retikulinoxidasa (Dittrich a Kuchan, 1991). Nasleduje pieména (S)-skoulerinu na (S)-
tetrahydrokolumbamin enzymem (S)-adenosylmethionin:skoulerin-9-O-
methyltransferasa. (S)-tetrahydrokolumbamin je pfeménovan enzymem
P450:kanadinsynthetasa na tetrahydroberberin. Finalnim krokem biosyntézy berberinu
je preména tetrahydroberberinu na berberin enzymem (S)-tetrahydroberberinoxidasa
(Sato a Kumagai, 2013).

Biosyntéza palmatinu (Obr. 4) se 1isi od biosyntézy berberinu ve zplsobu piemény
meziproduktu (S)-tetrahydrokolumbaminu. Tento krok miize mit dvé cesty biosyntézy.
Prvni cestou dochéazi k syntéze kolumbaminu. Kolumbamin je biosyntetizovan na
palmatin enzymem (S)-adenosylmethionin:kolumbamin-O-methyltrasnferasou
(CoOMT), ktery katalyzuje pienos S-methylové skupiny (S)-adenosylmethioninu na 2-
hydroxylovou skupinu kolumbaminu za kone¢ného vzniku palmatinu. Druha cesta vede
ke vzniku (S)-tetrahydropalmatinu. Mechanismus této drahy vSak jesté neni zcela

objasnén (Morishige et al., 2002).
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Obr. 4 Biosynteticka draha palmatinu z aminokyseliny L-tyrosinu. L-tyrosin je fadou dil¢ich
rakci pfeméenovan na centralni meziprodukt S-tetrahydrokolumbamin, ktery je pfeménovan na
kolumbamin. Na kolumbamin je nasledné¢ pienaSena 2-hydroxylova skupina (S)-
adenosylmethioninu za katalytického ptisobeni enzymu (S)-adenosylmethionin:kolumbamin-O-
methyltrasnferasa (COOMT) a vzniku palmatinu. Mechanismus biosyntetické drahy palmatinu

ptes (S)-tetrahydropalmatin neni zcela objasnén (Pfevzato a upraveno podle Morishige et al.,
2002).



3  Zastupci protoberberinovych alkaloidi

3.1 Palmatin

Palmatin (C1oH2»04N"; 7,8,13,13a-tetrahydro-2,3,9,10-tetramethoxyberberinium) je
kvartérni protoberberinovy alkaloid, jehoz krystaly maji syté¢ zluté zbarveni, je

rozpustny ve vod¢ a jeho bod tani je roven hodnoté 221 °C (Bhadra a Kumar, 2011).

3.1.1 Biologicka aktivita palmatinu

JiZ od pradavna je palmatin vyuzivan v tradi¢ni ¢inské, indické a korejské mediciné€ jako
hlavni bioaktivni slozka 1éCivych preparati, napi. Rhizoma Coptidis, Rhizoma
Corydalis, Radix Tinosporae a Cortex Phellodendri. Casté uziti je déno jeho
antipyretickym, antifotooxidativnim, antivirdlnim, antibakterialnim, antimykotickym,
ucinkem (Khan et al., 2013; Hu et al., 2010; Ma a Ma, 2013). Kromé vySe zminiovanych
vlastnosti, diky kterym nachazi palmatin vyuziti v medicinalni chemii, byva také
pouzivan jako fluorescencni sonda DNA, RNA a enzymi v biochemickém vyzkumu
(Ou-Yang et al., 2012).

Charakteristickou vlastnosti palmatinu je jeho schopnost reagovat s nukleovymi
kyselinami. DNA je cilem mnoha molekul s terapeutickym indexem (Bhadra a Kumar,
2011). Latky sni reaguji prostfednictvim nekovalentnich modifikaci, jako je
interkalace, vazba do zafezu nebo ji modifikuji kovalentné formou alkylace, cross-linku
a modifikace bazi (Giri et al., 2006a; Maiti a Kumar, 2007). Palmatin se vaze na DNA
mechanismem interkalace k homo- a heteropolymerim bazi AT protfednictvim
elektrostatickych interakci. Ve struktufe palmatinu se interkalace uCastni pouze
benzenova jadra C a D, benzenova jadra A a B se nachazeji mimo rozsah malého zafezu
Sroubovice DNA (Bhadra a Kumar, 2011). Molekuly RNA hraji dbleZitou roli v
biologickych procesech, maji schopnost vytvafet rozmanité struktury, konformace, a
proto se stejn¢ jako molekuly DNA, stdvaji hojnym cilem a receptorem pro interakci

s 1écivy (Giri et al., 2006a; Giri et al., 2006b). S molekulami RNA palmatin reaguje



prostiednictvim vazby k poly(A) konci mMRNA. Na jednovlaknové molekuly RNA se
palmatin vaze k poly(l) a poly(G), na dvouvlaknové struktury RNA se palmatin vaze
specificky k poly(A) a poly(U). V piipadé t-RNA byly po vazbé palmatinu pozorovany
jeji konformaéni zmény, tepelna stabilizace a indukce optické aktivity. Sila vazby
palmatinu je ovlivnéna polohou a typem substituentd na jeho skeletu. Pfikladem je
demethylovany derivat palmatinu, palmatrubin, ktery mé na uhliku C-9 navdzanou OH-
skupinu a je vazan k nukleovym kyselindm silnéji nez samotny palmatin (Islam et al.,
2007; Islam a Kumar, 2008; Islam et al., 2009).

Bylo prokazéno, ze palmatin uplatiuje své cytotoxické ucinky vici rakovinnym
bunéénym liniim. Napfiklad vykazuje cytotoxicitu vici lidskym leukemickym buitkdm
HL-60 (Giri et al., 2006b; Kuo et al., 1995). Toxicita palmatinu souvisi s jeho
schopnosti vytvaret ternarni komplex s DNA topoisomerasou I nadorovych bunék a tim
zabranovat enzymu vykondavat spravnou funkci. DNA topoisomerasy jsou jaderné
enzymy schopné naruSit a opét uzaviit cukr-fosfatovou kostru DNA, ¢imz zabraiuji
jejimu piekrouceni. Eukaryoticka DNA topoisomerasa II katalyzuje uvolnéni
pozitivniho a negativniho nadSroubovicového vinuti a méd schopnost Stépit obé vldkna
DNA (Kim et al., 1998). DNA topoisomerasa I ma schopnost rozstépit pouze jedno
vlakno DNA (Kettmann et al., 2004).

Palmatin vykazuje fototoxické vlastnosti vic¢i keratinocytim HaCaT. Spolu
S berberinem a hydrastinem ptedstavuji hlavni G¢innou slozku preparatii ze suSeného
kofene nebo oddénku Hydrastis canadensis L, které se pouzivaji zejména k 1écbé
koznich onemocnéni a o¢nich infekei. Pfi lokalni aplikaci vSak mtze dojit k nezadouci
fototoxické reakci mezi obsazenym alkaloidem a svétlem. Inbaraj et al. (2001) zjistili,
7e berberin a palmatin v kombinaci s UVA zafenim zpisobuje pokles viability
keratinocytt HaCaT porusenim jejich membrany. Oba alkaloidy totiz v téchto
podminkach produkuji reaktivni kyslikové formy (ROS) jako je superoxidovy radikal,
hydroxylovy radikal a singletovy kyslik (‘Oy). Jejich cytotoxicita vi¢i HaCaT
keratinocytim je ovlivnéna koncentraci ptislusnych alkaloidl, pifitomnosti svétla a
prostiedim. Pokud jsou buiiky vystaveny palmatinu a berberinu o koncentracich do 50
umol.I™ a reakce se odehrava bez Gcasti svétla, nedochazi k poskozeni keratinocytil. Ve
vodném roztoku palmatin ani berberin nevykazuji fototoxické ucinky, v ethanolu a
dichlormethanu vSak produkuji ROS. Reakce se ucastni dialkoxybenzenova skupina a
isochinolinova skupina (Obr. 5) (Inbaraj et al., 2001; Inbaraj et al., 2006; Hirakawa a

Hirano 2008). Fototoxicka vlastnost palmatinu i berberinu miize byt vyuzita proti

10



bunéénym liniim lidskych nddorovych bunék. Jejich vazba k DNA nadorovych bunék,
prostiednictvim elektrostatickych sil, vede Kk tvorb¢ fluorescenéniho intramolekularniho
komplexu a zpisobuje oxidaéni stres skrz svétlem indukovanou produkci 'O,.

Kritickymi misty této produkce jsou lipidové a mitochondridlni membrany.

dialkoxybenzenova skupina

OR
isochinolinovéa skupina OR
AN
i
H,CO Z
OCHa,

Obr. 5 Funk¢ni skupiny ucastnici se fototoxické reakce palmatinu (Pfevzato a upraveno podle
Hirakawa a Hirano, 2008).

Palmatin ~ spolu  sberberinem vykazuje kompetitivni  inhibici  hovézi
tyrosinhydroxylasy Ucastnici se biosyntézy katecholaminu dopaminu. Z tohoto hlediska
jsou vyuzivany jako sedativum (Shin et al., 2000).

Krom¢ biologickych w¢inkli vin vitro podminkach, vykazuje palmatin také
biologickou aktivitu in vivo, naptf. se ucastni regulace metabolickych procesi
Vv hepatocytech potkanti blokaci K* kanalki, coz ma za nasledek pokles koncentrace
extracelularnich K" iontll. K nebezpeénému naristu koncentrace extracelularnich K*
ionth dochéazi napt. pfi hypoxii a ischemii, coz vede k hyperpolarizaci membrany
jaternich bun¢k a nasledné muze tento jev vyustit az v bunécnou smrt. Modulace
aktivity K kanalki prostiednictvim palmatinu tedy vede k oddaleni bunééné smrti
(Wang et al., 2003). Ovlivnéni K* kanalki palmatinem se da také vyuzit k vyvolani
apoptosy palmatinu v lidskych hepatomovych bunkach (Nietsch et al., 2000). Kromé
regulace K* kanalkii, reguluje palmatin také Ca®* kanalky v lidskych hepatocytech. Tyto
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kanalky prostiednictvim hormont a rustovych faktort hraji vyznamnou roli v regulaci
metabolismu léCiv, transportu zlucovych kyselin, anorganickych inotti, buné¢ného rastu
a diferenciace. Ca*" kanalky jsou aktivovany poklesem koncentrace Ca®* v lumen
endoplasmatického retikula iniciovaného odtokem Ca?" iontd a nazyvaji se Icrac
(z angl. vyrazu Ca® release-activated Ca®* current). Palmatin efektivné inhibuje Icrac @
tim chrani hepatocyty pfed nadmérnym odtokem Ca®" jonti iniciovanym poSkozenim
hepatocyti latkami jako je napf. tetrachlormethan (Bhadra a Kumar, 2011; Rychkov et
al., 2001; Wang et al., 2003).

Je zndmo, Ze palmatin inhibuje sekreci Cl” iontli distalniho tlustého stieva potkani,
aktivovanou jak Ca*, tak prostfednictvim cAMP. Inhibice sekrece Cl je
zprostfedkovana zasahem palmatinu do sekreCnich drah Ca®* a cAMP a jeho
ovlivnénim signalni drahy téchto signalnich molekul. Transport Cl™ pies stfevni epitel
hraje klicovou roli v regulaci vylu¢ovani vody a je piisn¢ regulovan hormonalnimi,
parakrinnimi a nervovymi mediatory. Pravé zvySeni sekrece Cl° mad za nasledek
nadmérny transport vody z krve do lumenu stieva doprovazeny t€zkymi prajmy (Wu et

al., 2008).

3.1.2 Absorpce a distribuce palmatinu

Po oradlnim podéni podléhad palmatin rychlé pasivni absorpci pfedev§im v horni ¢ésti
gastrointestindlniho traktu vcetné¢ dutiny Ustni, jicnu a Zaludku. Pokud se nachazi
v extraktu Rhizoma Coptidis, vykazuje mensi toxické G¢inky nez palmatin izolovany
v Cisté formée z tohoto extraktu (Ma a Ma, 2013).

V disledku  pasobeni elektrostatickych interakci zplsobenych piitomnosti
benzenového jadra, na kterém se nachazeji dvé sousedni methoxy skupiny, dochazi po
absorpci palmatinu k jeho vazbé na sérovy albumin, ktery je zodpovédny za transport
exogennich i endogennich ligandi k cilovym molekulam (Zhang et al., 2011). V této
formé je nasledné distribuovan do zaludku, jater, slinivky, sleziny, stfev, ledvin, mozku,
srdce, varlat a d€lohy. Ve tkanich je koncentrace palmatinu mnohem vys§i nez
v krevnim ob&éhu (Ma et al., 2010; Liu et al., 2010). Tento fakt naznacuje, Ze v absorpci
alkaloidtl jsou zapojeny mechanismy aktivniho transportu (Ma a Ma, 2013). Jelikoz je

palmatin také substratem transportéru P-glykoproteinu, ktery pumpuje 1éCiva ven
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z tkani, musi mit tyto mechanismy aktivniho transportu vysokou ucinnost (\Wang et al,

2005).

3.2 Berberin

Berberin  (CyH1sO4N™;  7,8,13,13a-tetrahydro-9,10-dimethoxy-2,3-methylendioxy
berberinium) patii mezi nejvice rozsitené alkaloidy v rostlinné {isi, jeho krystaly jsou
zlut¢ zbarveny a je rozpustny ve vod¢ (Bhadra a Kumar, 2011). Ptedstavuje
polycyklicky systém s mirn¢ deformovanym tvarem molekuly. Jeho charakteristické
absorp¢éni maximum reprezentuji ¢tyti vinové délky 230, 267, 344 a 420 nm. Jedna se o
velmi stabilni molekulu, jelikoz ani pfi znaéném kolisani pH nebo teploty nedochézi
k ovlivnéni jeho absorpéniho spektra (Maiti a Kumar, 2006). Vyskytuje se piedevsim
v kofenu, oddenku a kife mnoha rostlinnych druhd, které se nachazeji v deviti
botanickych celedich (Papaveraceae, Berberidaceae, Rutaceae, Rununculaceae,
Menispermaceae, Rubiaceae, Rhamnaceae, Magnoliaceae, Annonaceae) (Vannerstrom
a Klayman, 1988; Zuo et al., 2006). Nejvice je zastoupen v rostlinach Berberis asristata
DC, Berberis vulgaris L a Hydrastis canadensis L (Vrzal et al., 2005).

Diky své antimikrobidlni a antisekre¢ni aktivit¢ byl berberin jiz od pradavna
pouzivan v tradi¢ni ¢inské mediciné k 1é¢be prijmu, zanéth gastrointestindlniho traktu a
jako antibiotikum. V poslednich desetiletich je také zkouman jako latka pusobici
cytotoxicky viéi rakovinnym bunéénym liniim (Kuo et al., 1995). Berberin, stejn¢ jako
palmatin, reaguje s molekulami DNA prostfednictvim parcialni interkalace s bazemi AT
(Bhadra et al., 2008). Berberin ma schopnost inhibovat aktivitu enzymu
cyklooxygenasa 2 (COX-2). Tato inhibice neni zpisobena pfimou blokaci syntézy
COX-2, ale je dana pravé schopnosti berberinu interagovat s DNA a inhibovat tak
aktivitu promotoru COX-2. COX-2 je inducibilni isoformou enzymu cyklooxygenasa,
tzn., ze se nevyskytuje v bunkach za fyziologickych podminek, ale je exprimovéana pfi
zanétlivych stavech. ZvySena exprese COX-2 je pozorovana u bunék rakoviny tlustého
stteva a vyslednd nadprodukce prostaglandinii zptisobuje rozvoj a progresi rakoviny
tlustého stieva. Slouceniny, které vykazuji schopnost inhibovat transkripcni aktivitu
COX-2, maji chemopreventivni vlastnost proti vzniku nadoru tlustého stieva (Fukuda et

al., 1999). Berberin vykazuje schopnost indukovat apoptosu u bunek lidské
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promyleocytarni leukemie (HL-60). U téchto bunék berberin potlacuje proliferaci, coz
vede k bunééné smrti indukci apoptosy. Tento efekt zavisi na schopnosti berberinu
interkalovat se do DNA néadorovych bunék. Interakce zptisobuje konformaéni zmeény ve
struktufe DNA a zmény ve struktufe chromatinu (Kuo et al., 1995). V klinické praxi se
nejcastéji pouziva berberin ve formé chloridu nebo sulfatu (Ye et al., 2009).

Koncentrace berberinu v plasmé je velmi nizka, jeho biologicka dostupnost ¢ini
pouze 1 %. Berberin je obtizné vstfebatelny diky malé mite absorpce stievni sténou. Po
peroralnim podani je polovina davky pfimo vyloucena stolici, zatimco druhd polovina
podléha eliminacnim reakcim (Liu et al.,, 2010). Qiu et al. (2008) gzjistili, Ze
Vv gastrointestindlnim traktu je berberin relativné stabilni ponévadz ani 4 hodiny po
peroralnim podani zde nejsou detekovany jeho metabolity. Pii podani berberinu
intraperitonealni injekci byly detekovany stejné metabolity jako pifi podani per 0s, coz
znamena, ze jeho metabolity jsou tvofeny spiSe po absorpci (Liu et al., 2010). Z
charakteru metabolitd detekovanych v moci potkant a lidi je zfejmé, ze berberin je
metabolizovan zejména Stépenim dioxolového kruhu nebo demethylaci. Redukénimi
produkty berberinu jsou tetrahydroberberin a dihydroberberin, které nejsou jiz dale
metabolizovany, dal$imi produkty jsou jatrorrhizin-3-sulfat, demethylenberberin-2-
sulfat a thalifendin-10-sulfat (Zuo et al., 2006).

Berberin je ucinnou latkou v 1éCbé sekre¢nich prdjmu, protoze brani sekreci
epitelialnich elektrolytt ve stfevnim traktu potkant a kralikd (Wu et al., 2008). Berberin
ma také sedativni a vasodilata¢ni (hypotensni) efekt. Tento efekt je velmi podobny s
ucinky agonistli a-adrenoreceptoru a je dan jeho schopnosti zvySovat hypotensni G¢inky
acetylcholinu. V pripad¢ testovani na kralicich bylo zjisténo, ze berberin zpusobuje
hypotensi blokaci a-adrenoreceptorti, avSak pii testovani na psech zahrnuje tento ucinek
piimé piisobeni na cévy nezavislé na adrenergnich, histaminergnich a cholinergnich

receptorech (Jang, 1953; Shin et al., 2000).

3.3 Koptisin

Koptisin (C19H1:0:N"; 6,7 dihydro-bis(1,3)benzodioxolo (5,6-a: 4’5 -g) chinolizinium)
je alkaloid nachézejici se v mnoha rostlinnych druzich, nejcastéji je ale izolovan

z kotene Coptis japonica nebo Chelidonia majus (Tanabe et al., 2005). Stejn¢ jako
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strukturng pifibuzny palmatin a berberin, vykazuje koptisin celou fadu biologickych
antipyretické a antifotooxidativni G¢inky in vitro i in vivo (Lee et al., 2012). Inhibuje
aktivitu acetylcholinesterasy a H*, K'-ATPasy. Nejvyznamné;jsi aktivitou je jeho vliv na
bunky cév hladkého svalstva. Koptisin inhibuje jejich proliferaci mnohem G¢innéji nez
berberin nebo palmatin (Suzuki et al., 2010). Proliferace téchto bun€k hraje dulezitou
roli v patologii hypertense, aterosklerdzy a restendzy po angioplastice. Svou
antiproliferativni aktivitu vykonava koptisin zastavenim bunééného cyklu v GO/G1 a
G2/M fazi. Potlacuje indukci cyklinu D1v buiikdch stimulovanych sérem urychlenim
jeho proteolyzy, coz vede k zastaveni buné¢ného cyklu v GO/G1 fazi. Kromé& toho také
zabraniuje progresi buné€k v G2/M fazi inhibici polymerizace tubulinu v nizsi
koncentraci nez, kterd je potfebna pro zastaveni bun€k v GO/G1 fazi bunééného cyklu

(Tanabe et al., 2005).

3.4 Jatrorrhizin

Jatrorrhizin (C2oH20NO,™; 2,9,10-trimethoxy-5,6-dyhydroisochinolino[2,1-b]-
bisochinolin-7-ium-3-ol) (Obr. 6) ma oranzove zbarvené krystaly a je rozpustny ve vode
(Bhadra a Kumar, 2011). Strukturné¢ se li§i od palmatinu, berberinu a koptisinu tim, ze
ve své struktufe ma navazanou hydroxylovou skupinu. Jeho biologické uc¢inky souvisi
napt. se schopnosti blokovat aktivitu a-adrenoreceptorti, ¢imz zprostiedkovava své
hypotenzni a antiarytmické u¢inky. Vyraznou vlastnosti je jeho plisobeni proti témét
vSem druhtim plisni a v neddvné dob¢ byla zjisténa i jeho antimikrobidlni aktivita a
hypoglykemicky efekt (Han a Fang, 1989; Vollekova et al., 2003; Yan et al., 2005;
Wang et al., 2008). Jatrorrhizin ma také schopnost vazat se k DNA, ale na rozdil od

palmatinu a berberinu nema vazebnou specifitu k ur¢ité bazi (Bhadra a Kumar, 2011).
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Obr. 6 Strukturni vzorec alkaloidu jatrorrhizinu.

3.2 Koralyn

Kromé piirodnich protoberberinovych alkaloidii byl pfipraven také synteticky
protoberberinovy alkaloid koralyn (C2,H204N"; 5,6,7,8,13,13a-hexadehydro-8-,methyl-
2,3,10,11- tetramethoxy berberinium) (Obr. 7). Na uhliku C-8 protoberberinového
skeletu ma koralyn navazanou methylovou skupinu, a tak mé na rozdil od berberinu a
palmatinu planarni strukturu (Bhadra a Kumar, 2011). Koralyn ptfedstavuje nadéjnou
slou€eninu piisobiciho proti rakoving, jelikoz vykazuje velmi nizkou toxicitu a je silnym
inhibitorem lidské topoisomerasy I (Gatto et al., 1996). Interkaluje se také do DNA, kde
se specificky paruje s bazemi GC. Pravé interkalace je faktorem zodpovédnym za
antileukemickou aktivitu koralynu. Koralyn ma také schopnost inhibovat aktivitu

reverzni transkriptasy RNA virti zptsobujicich nddory (Bhadra a Kumar, 2011).

OCHj;
OCH5
H,CO AN \‘
+
HsCO N A
CHj
Koralyn

Obr. 7 Strukturni vzorec syntetického alkaloidu koralynu.
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3.6 Farmakologické vyuziti protoberberinovych alkaloidi

Palmatin a dalsi protoberberinové alkaloidy jsou obsazeny v rGznych IéCivych
rostlinach a pfipravcich. Nejvice jsou obsazeny v Rhizoma Corydalis (Obr. 8) a
Rhizoma Coptidis (Obr. 9). Rhizoma Corydalis je suSena hliza rostliny Corydalis
yanhusuo W. T. Wang z rostlinné &eledi Papaveraceae. Rostlina bézné roste v Cing,
Japonsku a na Sibifi. Vyuziva se k podpote spravného krevniho ob&hu, tlumeni bolesti
hlavy a na hrudi, k 1é¢bé zanéti a onemocnéni pokozky. Nejvyznamnéjsimi slozkami
Rhizoma Corydalis jsou protoberberinové alkaloidy palmatin, tetrahydropalmatin,
koptisin a dehydrokorydalin. Dale obsahuje tetrahydroberberin, skoulerin, korydalin a
mnoho dalSich alkaloidli. Alkaloidy palmatin a koptisin maji schopnost inhibovat
agregaci krevnich destic¢ek. Déle inhibuji vapenaté ionty vstupujici do buriky a zabranuji

tak odumfeni neuront po ischemické reperfuzi u potkanti (Wagner et al., 2011).

Obr. 8 Vzhled susené hlizy Corydalis yanhusuo (Ptevzato z
http://www.epharmacognosy.com/2012/04/corydalis-tuber-yanhusuo-corydalis.html)

Rhizoma Coptidis (nazyvan také jako Huang Lian) je suseny oddenek nékolika druhti
rostliny koptis z ¢eledi Ranunculaceae. Jedna se o oddének z Coptis chinensis Franch
(koptis ¢insky), Coptis dletoidea C.Y. Cheng et Hasio a Coptis teeta Wallse. Rhizoma
Coptidis je soucasti 1é¢ivych preparati jako je napt. Zuo-Jin-Wan, Huang-Lian-Lie-Du-
Tang a Gegen-Huanggin-Huanglian-Tang. Jiz od pradavna je uzivan Vv tradi¢ni Cinské
medicing jako 1ék pro 1é¢bu diabetu, a to diky schopnosti snizovat hladinu cukru v Krvi.
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Déle je Rhizoma Coptidis vyuzivan pro 1écbu gastroenteritidy, sekre¢niho prijmu a
bfisniho tyfu. Pfi ordlnim podani pozitivné ovliviiuje riziko vyskytu rakoviny a
kardiovaskularnich chorob stimulaci krevniho ob&hu, snizuje horeCku, ma antivirové,
antibakterialni, antimykotické, antiproliferativni, antioxidativni a
hypocholesterolemické ucinky (Jung et al., 2008; Yang et al., 2010; Ma a Ma, 2013).
Rhizoma Coptidis s charakteristickym Zlutym zbarvenim, obsahuje celou fadu alkaloida
jako bioaktivni slozky. Mezi nejvyznamnéjsi patii palmatin, berberin, koptisin, dale pak
epiberberin, jatrorrhizin a kolumbamin (Jung et al., 2008). Obsah zastoupeného
palmatinu, berberinu a koptisinu v Rhizoma Coptidis tvofi asi 60 % z celkové frakce

obsahujici alkaloidy, pficemz mnozZstvi celkovych alkaloidi a mnoZstvi tii

nejvyznamnéjSich alkaloidu slouzi jako kontrola kvality produkti z koptise ¢inského
(Yanetal., 2008; Teng et al., 2014).

Obr. 9 Vzhled nadzemni a kotfenové ¢asti rostliny Coptis chinensis Franche (Pievzato z
http://www.bencaodao.com/zhongcaoyao/H/20090522/65.html).

Po peroralnim podani Rhizoma Coptidis lidem je mozno v moci identifikovat
nemetabolizovany berberin a 11 metabolitti alkaloidt. Jedna se o dehydrokorydalmin-
10-O-sulfat, 3,10-demethylpalmatin-10-O-sulfat, 2,3,10-trihydroxyberberin-2-O-sulfat,
jatrorrhizin-3-O-sulfat, demethylenberberin-2-O-sulfat, kolumbamin-2-O-B-D-
glukuronid, berberrubin-9-0O-B-D-glukuronid, jatrorrhizin-3-O-B-D-glukuronid,
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groenlandicin-3-O-B-D-glukuronid,  dehydrocheilanthifolin-2-O-B-D-glukuronid  a
thalifendin-10-O-B-D-glukuronid. Kromé berberinu se jiné nemetabolizované alkaloidy
v mo¢i nevyskytuji. Tento jev poukazuje na fakt, Ze alkaloidy Rhizoma Coptidis jsou in
vivo zna¢né metabolizovany a jejich metabolity jsou tak jedinou existujici formou
v lidském téle. Béhem prvni fdze metabolismu xenobiotik jsou protoberberinové
alkaloidy v téle metabolizovany odstépenim dioxolového péticetného kruhu nebo
demethylaci. V druhé fazi biotransformace xenobiotik podléhaji sulfonylaci nebo
konjugaci s kyselinou glukuronovou. Tyto metabolity jsou velmi polarni a jsou snadno
vylu¢ovany (Yang et al., 2010).

Jako bézné€ pouzivané techniky k separaci a exktrakci alkaloidi z rostlin jsou
pouzivany soxhletova extrakce, macerace za pokojové teploty a refluxni extrakce.
V dnesni dob& se k extrakci bioaktivnich latek z rostlinného materidlu vyuziva takeé
modernéjsich metod. Jednou znich je ultrazvukem asistovand extrakce. Jedna se o
metodu, kterd na rozdil od jinych modernich technik, jako je superkriticka fluidni
extrakce a extrakce podporovand mikrovinnym ohfevem, dovoluje vyssi proniknuti

Produkty c¢inské mediciny maji dlouholetou tradici pouziti a jejich ucinnost byla
prokdzana i v klinické praxi. Ve vétSin€ pripadi jsou léciva z téchto produkti podavana
peroralné, 1 kdyZ jejich biologicka dostupnost je Casto Spatnd. Jednim z hlavnich divodi
je fakt, ze alkaloidy obsazené¢ v téchto preparatech jsou biotransformovany

Vv gastrointestinalnim traktu nebo jatrech (Yang et al., 2010).
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4  Cytochromy P450

Cytochromy P450 ptedstavuji velmi vyznamny systém enzymil metabolizujicich rtizné
endogenni substraty (napf. steroidy) a xenobiotika (napf. 1éCiva) (Han et al., 2011).
Hraji tedy velmi dileZitou roli napf. pfi detoxifikaci organismu, chrani télo pied
vystavenim Skodlivym latkdm z zivotniho prostfedi a tim minimalizuji poskozeni
organismu témito latkami (Xu et al., 2005). Jsou lokalizovany V hladkém
endoplasmatickém retikulu a vyskytuji se nejcastéji v jatrech, ale i v extrahepatalnich
tkanich jako je mozek, ledviny, plice, stfevni sliznice, lymfocyty, placenta atd. Kromé&
hladkého endoplasmatického retikula jsou cytochromy P450 lokalizovany také
v mitochondriich (Han et al., 2011).

Vyraz cytochrom P450 se poprvé objevil v literature v roce 1962 jako mikrosomalni
membranoveé vazany hemoprotein, v t¢ dobé sneznamou fyziologickou funkci, ale
zndmym charakteristickym absorpénim maximem. Nésledné objasnéni jeho funkce
vroce 1963 vedlo k rozsifeni vyzkumu tohoto hemoproteinu (Omura a Sato, 1962).
Evoluéné ptedstavuji cytochromy P450 velmi staré hemoproteiny, které se zde vyskytly
jesté diive nez hemoglobin (Stiborova et al., 1999). V dnes$ni dobé piedstavuje nazev
cytochrom P450 souhrnné oznaceni pro rozsahlou nadrodinu hemoproteint, které se
béhem biologické evoluce diverzifikovaly z jediného ancestralniho proteinu
archaebakterii do mnoha forem a mizeme jej nalézt u bakterii, rostlin, Zivo€icht a lidi
(Omura, 1999). I kdyZz se mezi cytochromy P450 u prokaryot a eukaryot vykytuji
znacné strukturni a substratoveé specifické rozdily, obsahuji tyto proteiny konzervované
sekvence aminokyselin pobliz oblasti pro vazebné misto hemu. Cytochromy P450 maji
specifické katalytické a spektralni vlastnosti, které je odliSuji od ostatnich hemoproteinii
(Stiborova et al., 1999).

Geny lidskych cytochromi P450 jsou vysoce polymorfni. Tento polymorfni
charakter do zna¢né miry ovlivituje odezvu na jednotliva 1éCiva a nezadouci Gcinky.
Mezi varianty polymorfismu patii inzerce a delece nukleotidl, missense mutace, mutace
ovlivilujici genovou expresi a aktivitu hlavné u CYP1Al, CYP1A2, CYP2AG6,
CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D (Ingleman-Sundberg et al., 2007).
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4.1 Nazvoslovi cytochromii P450

Nézev cytochrom P450 je odvozen od jeho charakteristického absorpéniho maxima,
které je 450 nm, pokud se cytochrom nachazi v komplexu s oxidem uhelnatym. Od
roku 1991 je nazev tvoien zkracenym tvarem CYP, ktery je nasledovan arabskou ¢islici
vyjadiujici ¢islo rodiny (napt. CYP1). Cislo rodiny je zaroveii spojeno s funkci enzymu.
Cytochromy P450, které tvoii jednu rodinu, by mély mit ze 40 % shodnou sekvenci
aminokyselin v ptekryvajicich se ¢astech. Rodina je dale ¢lenéna na podrodinu podle
vyssi sekvenéni podobnosti, kterd je v tomto ptipad€ 55 %. Podrodiny jsou oznacovany
pismeny (napt. CYP1A, CYP2E atd.). Nasledn¢ jsou jednotlivi ¢lenové podrodiny
znaeni opét arabskou cislici (napf, CYP1Al, CYPIBI). Sekvence novych clent
podrodiny by se méla lisit o vice jak 3% (Azenbacher a Azenbacherova, 2001).

4.2 Cytochromy P450 jako monooxygenasy

Cytochromy P450 vystupuji jako termindlni oxidasy multislozkového fetézce
transportujiciho elektrony. Tyto enzymy katalyzuji inkorporaci atomu kysliku,
pochézejiciho z molekularniho kysliku, do struktury endogenniho nebo exogenniho
substratu (napf. environmentalni polutanty, 1éCiva, steroidy, eikosanoidy atd.). Pivodné
hydrofobni substraty jsou tak transformovany na reaktivnéjsi hydrofilni slouceniny
(Hudecek et al., 2000). Katalyticky cyklus cytochromii P450 obsahuje né¢kolik pomérné
slozitych dil¢ich kroka (Obr. 10). Pro tento cyklus je nutna pfitomnost i dalSich slozek,
které spolupracuji s cytochromem P450. Mezi tyto slozky patii cytochrom b5, FMN,
FAD, fosfolipidy a  NADPH:cytochrom-P450-reduktasa  (Siller,  2010).
K monooxygenacni reakci jsou vyzadovany také redukéni ekvivalenty jako je NADH a
NADPH. Eukaryotni cytochromy P450, mikrosomalni i mitochondrialni, vyzaduji
k monooxygenaci jako donor elektront NADPH, zatimco prokaryotni cytochromy P450
pfijimaji elektrony z koenzymu NADH (Omura, 1999).

Katalyzac¢ni reakce cytochromi P450 je zahajena v endoplasmatickém retikulu, kde
dochazi k vazbé substratu na enzym a pienosem elektroni z NADPH na enzym
NADPH:cytochrom-P450-reduktasa a nasledn¢ na cytochromy P450. V mitochondriich

se uskuteCnuje prenos elektront zNADPH na Fe-S protein nebo na
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ferredoxinreduktasu. Dochazi tak k redukci cytochromu P450, ktery aktivuje molekulu
kysliku (Stiborova et al., 1999). Jeden atom kysliku z této molekuly je v¢lenén do
molekuly pfislusného substratu a druhy je redukovan na molekulu vody (Hudecek et al.,

2000). Donorem atomarniho kysliku muzou byt také peroxokyseliny a peroxidy
(Stiborova et al., 1999).

P450 RH (substrat)

ROH
(oxidovany
substrat) 7 1

e (z NADPH
cytochrom P450
reduktasy)

2

\i{
¢ (z NADPH cytochrom P450

H* reduktasy nebo cytochromu b5)

H‘ng -
~ S 3 /_ O
H*

Obr. 10 Katalyticky cyklus cytochromu P450. Reakce je zahdjena vazbou substratu na enzym a
nasledné jsou elektrony pienaseny z NADPH na NADPH:cytochrom P450-reduktasa a na
cytochrom P450. Tim dojde k redukci cytochromu P450, ktery aktivuje molekulu kysliku. Jeden
atom kysliku z této molekuly je v¢lenén do molekuly substratu, druhy atom je redukovan na
molekulu vody (Pfevzato a upraveno podle Siller 2010).

4.3 Biotransformace xenobiotik

Jak jiz bylo uvedeno, u sloucenin, které jsou substraty cytochromt P450 dochazi
K biotransformaci na vice polarni produkty, které pak diky tomu mohou byt v ylouceny
zorganismu a nedochazi k jejich bioakumulaci (Stiborova et al., 1999). Neékteré

substraty, jako jsou polychlorované bifenyly nebo dioxiny, vSak mohou byt
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prostfednictvim urcitych cytochromit P450 metabolizovany na genotoxické latky, které
se pak vazou na nukleové kyseliny a proteiny a mohou tak zprostfedkovavat chemicky
indukovanou karcinogenezi (Tab. 1) (Ciolino et al., 1999). Studium metabolismu
xenobiotik tedy umoziiuje modulovat ucinek 1éciv, ale také snizovat jejich vedlejsi
ucinky (Stiborova et al., 1999).

Biotransformace  xenobiotik  probihd nejCastéji na  cytosolarni  strané
endoplasmatického retikula jater (Vrzal et al., 2004) a je rozdélena do dvou fazi. Prvni
faze zahrnuje transformaci xenobiotika odhalenim nebo naopak de novo vytvoienim
funkéni skupiny, ¢imz dochdzi ke zvySeni polarity metabolitu. Nejvyznamnéjsi reakce
prvni faze biotransformace je hydroxylace, tvorba epoxidi, dealkylace, deaminace a
desulfurace. Hlavnimi enzymy, které se Uc€astni této faze, jsou cytochromy P450,
vykonavajici pfedevsim hydroxylaci a z toho diivodu funguji jako hydroxylasy. Druhé
faze se ucastni predev§im enzymy ze skupiny transferas (Jancova et al., 2010). Patii
sem sulfotransferasy (SULT), UDP-glukuronyltrasferasy (UGT),
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa (NQO), N-acetyltransferasy (NAT), glutation-S-
transferasy (GST), epoxidhydrolasy (EPH) (Xu et al, 2005), ale také razné
methyltransferasy, napf. thiopurin-S-methyltransferasa (TPMT) nebo katechol-O-
methyltransferasa (COMT) (Obr. 11). Oxidované produkty v druhé fazi tedy podléhaji
konjugaci s malymi hydrofilnimi endogennimi molekulami kyseliny glukuronové,

glutathionu, cysteinu, acetatu nebo sulfatu (Vrzal et al., 2004).

NAT

TPMT

OSTATNI

suLT
UGT

Obr. 11 Zastoupeni n€kterych enzymu ucastnicich se II. faze metaboliSmu xenobiotik. GSTs
(glutation-S-transferasy), NATs (N-acetyltransferasy), TPMT (thiopurin-S-methyltransferasa),
SULTs (sulfotransferasy), UGTs (UDP-glukuronyltransferasy) (Pfevzato a upraveno podle
Jancova et al., 2010).
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Tab. 1 Lidské cytochromy P450 metabolizujici xenobiotika. (Pfevzato a upraveno podle
Azenbacher a Azenbacherova, 2001; Stiborova et.al., 1999; Belitsky a Jakubovska, 2007)

Izoforma Lokalizace Substrdat Induktor
karcinogenni nekarcinogenni
CYP1Al jatra, plice, hydrofébni nekarcinogenni PAH
mozek, srdce, polycyklické PAH (benzo[a]pyren),
lymfocyty, aromatické dioxiny
gastrointestinalni | whlovodiky (PAH) (TCDD),
trakt (GIT) omeprazol
CYP1A2 jatra PAH, aromatické kofein PAH
aminy, aflatoxiny, (benzo[a]pyren),
azoslouceniny, 4- dioxiny
aminobifenyl (TCDD),
koufeni,
omeprazol,
polychlorované
bifenyly
CYP1B1 jatra, ledviny, dioxin PAH dioxin
mozek, srdce,
pokozka,
placenta, plice,
slezina, GIT
CYP2A6 jatra steroidy, kumarin a jeho barbituraty,
cyklofosfamid, derivaty dexamethason
aflatoxiny,
nitrosaminy
CYP2B6 jatra, srdce nikotin, kumarin a jeho barbituraty,
cyklofosfamid, derivaty dexamethason
aflatoxiny,
nitrosaminy
CYP2D6 jatra, srdce, antidepresiva, f3- debrisoquin -
mozek blokatory
CYP3A4 jatra, ledviny, aflatoxiny, barbituraty, rifampicin,
lymfocyty, cyklosporin, blokatory Ca erytromycin,
placenta, mozek, steroidy, taxol kanalkd fenobarbital,
plice, endotel, (nifedipin) dexamethason,
GIT klofibrat
CYP3A5 jatra, ledviny, heterocyklické estrogeny steroidy,
lymfocyty, aminy, barbituraty
placenta, mozek, dihydrodioly
plice, endotel,
GIT
CYP2E1 jatra, plice, chloroform, uretan, etanol, aceton,
mozek, endotel, | benzen, nitrosamin, toluen,
kostni dfen, srdce vinylchlorid, hladovéni
akrylamid, styren,
akrylonitril
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4.4 Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je transkripcni faktor patfici do rodiny transkrip¢nich
faktort helix-loop-helix/Per-ARNT-Sim. Kontroluje transkripci velkého mnozstvi genu,
napf. transkripci genli enzymil U€astnicich se biotransformace xenobiotik a endogennich
substratd, jako jsou CYP1AI, CYP1A2, CYP1BI, UGT, NQO a GST (Vrzal et al.,
2004). Lidsky gen pro AhR je lokalizovan na chromozomu 7. Nachazi se zde 12 exon,
Které koduji 848 aminokyselin proteinu s molekulovou hmotnosti 96 147 Da (Vrzal et
al., 2004). Poprvé byl AhR identifikovan Polandem a jeho skupinou v jatrech mysi a
potkant. Experimentem bylo zjiSténo, Ze cytosolarni frakce jater téchto zivocichii
obsahuje malé ostrivky vysoce afinitnich stereospecifickych vazebnych mist pro
reverzibilni vazbu 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (TCDD) (Obr. 12) (Poland a
Glover, 1976).

AhR miize byt aktivovan endogennimi nebo exogennimi ligandy. Mezi endogenni
ligandy patii metabolity tryptofanu, metabolity hemu, slozky potravy atd. Exogennimi
ligandy jsou hlavné halogenované aromatické uhlovodiky, jako jsou dioxiny (napf.
TCDD) a polychlorované bifenyly nebo polycyklické aromatické uhlovodiky (napf.
benzo[a]pyren) (Veldhoen et al., 2008). Benzo[a]pyren je latka znedistujici Zivotni
prostiedi, ktera je produkovana v cigaretovém koufi a je soucasti zplodin koksovacich
peci. Dale je benzo[a]pyren obsazen ve spaleném jidle a je puivodcem malignich
onemocnéni, jako je rakovina plic, hrtanu a atheroskleréza (Uno et al., 2014). TCDD je
latka vysoce toxickd pro zivotni prostfedi, kterd vznikd jako wvedlejsi produkt
prumyslové vyroby a spalovanim odpadii (Safe, 2001). TCDD je rozpustny v tucich,
dochazi k jeho bioakumulaci v tukové tkani a jeho polocas rozpadu je u dospélych lidi
7-12 let. Vysoka kratkodoba expozice zplsobuje poSkozeni jater a chlorakné, zatimco
dlouhodoba expozice v nizsich davkach je spjata s imunodeficienci, diabetem, rtiznymi
typy rakoviny, involuci brzliku, epitelialni hyperplazii a teratogenezi (Mimura et al.,
1997; Prokopec et al., 2013).

Cl O Cl

Cl O Cl

Obr. 12 Chemicka struktura 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (TCDD)
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AhR se nachédzi v cytoplasm¢ v multiproteinovém komplexu, ve kterém je
asociovany se dvéma Hsp90 (heat shock protein 90) a malym proteinem p23. Po
navazani ligandu na AhR dochazi k disociaci téchto komponent a translokaci do jadra
(Vrzal et al., 2004; Mimura et al., 1997). TCDD vytvaii spolu s cytoplasmatickym AhR
komplex ligand-receptor, ktery se poté translokuje do jadra, kde dimerizuje s jadernym
translokatorem aryluhlovodikového receptoru (ARNT) (Prokopec et al., 2013). Tento
heterodimer rozpoznava a vaze se na DNA v misté sekvence DRE (dioxine responsive

elements) a tim aktivuje transkripci ptislusnych gent (Mimura et al., 1997) (Obr. 13).

TCDD-AhR [ ARNT

| bRE [cYP1A1| |

zvysena hladina CYP1A1

\ mRNA

jaderna RNA

cytoplasma

toxicka odezva

Obr. 13 Signalni draha vedouci k odezvé AhR na TCDD. TCDD se jako ligand vaZe na AhR za
vytvofeni komplexu TCDD-AhR, ktery je translokovan do jadra, kde dimerizuje s jadernym
translokatorem aryluhlovodikového receptoru. Tento dimer rozpoznava na DNA sekvenci DRE
a aktivuje transkripci mRNA pfislusnych geni (Pfevzato a upraveno podle Mandal P.K., 2005).
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45 Cytochromy P450 1A

Mezi ¢leny této podrodiny patii dva izoenzymy, CYP1A1l a CYP1A2 (Okamoto et al.,
1993). Tyto enzymy katalyzuji oxygenaci heterocyklickych aromatickych aminti/amidi,
polycyklickych aromatickych uwhlovodikii, demethylaci aminoazobarviv, dealkylaci
kofeinu, fenacetinu a dalSich terapeutickych latek. Oxidace piirodnich latek
prostfednictvim téchto dvou enzymu vede ke vzniku produkti, které jsou vice polarni a
dochazi tak k jejich zvySené exkreci a udrzovani chemické homeostazy téla. Naopak
oxidace heterocyklickych aminti a polycyklickych aromatickych uhlovodikti zptisobuje
tvorbu arenoxidd, diolepoxida ¢i dal$ich reaktivnich forem vytvaiejicich adukty s DNA
a proteiny, které pak formuji tumor (Ma a Lu, 2007).

CYP1A prostiednictvim N-hydroxylace metabolicky aktivuji 2-amino-1-methyl-
6-fenylimidazo[4,5-b]pyridine, ktery vznika pii piipravé potravy bohaté na proteiny za
vysokych teplot. Aktivovany metabolit se vaze k DNA a poskozuje ji (Wilkening et al.,
2003).

45.1 CYP1Al

Cytochrom P450 1Al (Obr. 14) se vyskytuje piedevsim v plicich, mozku, srdci,
lymfocytech a gastrointestinalnim trakt, ale je indukovatelny i v jatrech. Jeho indukci
vyvolavaji prokarcinogeny, jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky,
polychlorované bifenyly a dalsi latky. Jelikoz CYP1Al zplsobuje pfeménu téchto
prokarcinogenti na karcinogeny, jeho inhibice pfirodnimi latkami mize hrat roli
v prevenci rozvoje rakoviny (Vrzal et al., 2005).

V plicich je =zvySend exprese genu CYP1lAl vyvolana prostiednictvim
polycyklickych aromatickych thlovodiki (PAH) obsazenych napftiklad v cigaretovém
kouti. PAH jsou pomoci CYP1AI transformovany na mutagenni latky tvotici adukty
krokt karcinogenese plic je mutace tumor supresorového genu p53 a onkogenu K-ras.
Zvyseni genové exprese enzymu CYP1AL1 je tedy vyznamné spojeno s rizikem rozvoje
rakoviny plic (Tekpli et al., 2012).
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Vlokusu genu CYP1Al bylo identifikovano né¢kolik jednonukleotidovych
polymorfismi. Alela CYP1A1 m1 ma mutaci T—>C v 3" nekodujici oblasti. Tato mutace
je spojovana se zvysenou aktivitou enzymu. Alela CYP1A1l m2 obsahuje ptechod A—>G
v exonu 7, ktery zplsobuje substituci aminokyseliny Val za Ile ve vazebném misté
hemu a vysledkem je zvySena aktivita mikrosomalniho enzymu. Alela CYP1A1 m3 ma
mutaci v intornu 7. Polymorfismus m4 zpisobuje zaménu aminokyseliny Thr za Asn ve
vazebném mist¢ hemu. Bylo prokazéno, ze genotyp CYPI1A1l zavisi na etnickém
puvodu. Naptiklad polymorfismus CYP1A1 m1l a CYP1Al m2 se vyskytuje mnohem

vyraznéji u Asiatll ve srovnani s Evropany a Afroamericany (Song et al., 2001).

Obr. 14 Krystalova struktura cytochromu P450 1Al v komplexu s a-naftoflavonem (Pievzato
podle http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=418V).
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45.2 CYP1A2

Cytochrom P450 1A2 (Obr. 15) je na rozdil od CYP1A1 lokalizovan pouze v jatrech,
kde je exprimovan konstitutivné. Jeho substratova specifita je pomérné vysoka,
metabolizuje pfiblizné 5 % vsech 1é¢iv (Ingleman-Sundberg a Rodriguez-Antona 2005).
Mezi nejcastéji metabolizovand xenobiotika patii kofein, theofylin, fenacetin nebo
paracetamol (acetaminofen) (Azenbacher a Azenbacherova, 2001). Paracetamol,
léc¢ivum pouzZivané jako analgetikum a antipyretikum, je prostiednictvim CYP1A2
biotransformovan na elektrofilni N-acetyl-p-benzochinon imin (NAPQI) (Tonge et al.,
1998). Pokud je paracetamol uzivan v doporué¢enych davkach, jedna se o bezpecny Iék,
je-li v8ak pfijiman v nadmérném mnozstvi, zptisobuje masivni jaterni nekrozy (Zaher et
al., 1998). Tato toxicita je zpuisobena biotransformaci acetaminofenu prostiednictvim
zvySené exprimovaného CYP1A2 (Obr. 16). Za normalnich podminek je NAPQI
detoxifikovan konjugaci s glutathionem (GSH). Pfi poziti nadmérné davky je vsak
veskery celularni GSH vycCerpan a dalSi produkovany NAPQI vytvari adukty
s hepatocelularnimi proteiny (Tonge et al., 1998).

Obr. 15 Krystalova struktura cytochromu P450 1A2 v komplexu s a-naftoflavonem (Ptevzato
podle http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2H14).
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Obr. 16 Reakéni schéma metabolické biotransformace paracetamolu prostiednictvim CYP1A2.
Za normalnich podminek dochazi k detoxifikaci N-acetyl-p-benzochinon iminu (NAPQI)
glutationem. Pokud je zvySena exprese CYPIA2 pozitim nadmémé davky paracetamolu,
dochazi k poskozeni jater (Pfevzato a upraveno podle Azenbacher a Azenbacherova, 2011).
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Experimentalni Cast
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5  Material a chemikalie

5.1 Chemikalie

1-bromo-3-chloropropan (BCP, Sigma-Aldrich)

Dimethylsulfoxid (DMSO, 0,1 %, Sigma-Aldrich)

Dikumarol (10 pmol.1*, Sigma-Aldrich)

Dithiothreitol (DTT, Bio Basic Inc.)

Dodecylsiran sodny (SDS, Sigma-Aldrich)

Dulbecco’s Eagle modified medium (DMEM, Invitrogen)

7-ethoxyresorufin (ER, 8 pmol.I"", Sigma-Aldrich)

Isopropanol (Lach-Ner)

High Capacity cDNA Reverse Transcrition Kit (Applied Biosystems )

jetPEI® transfekéni ¢inidlo (7,5 mmol.l™, Polypus transfection™)

Kozi polyklonalni protilatka proti CYP1A1 (G-18) (Santa Cruz Biotechnology)
Kozi polyklonalni protilatka proti aktinu (I-18) (Santa Cruz Biotechnology)
Krali¢i sekundarni protilatka I1gG znafend kienovou peroxidasou (Santa Cruz
Biotechnology)

Luminol (Santa Cruz Biotechnology)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT, 5 mg.ml™, Sigma-
Aldrich)

Peroxosiran amonny (APS, Bio Basic Inc.)

Plasmid pDRE-luc (dar od Dr. L. Poellingera, Stockholm, Svédsko)

Plasmid p1Al1-luc (Promega)

RNase-free H,O (Applied Biosystems)

RT Master Mix (Applied Biosystems)

TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems)

N,N,N N -tetramethylethylendiamin (TEMED, Bio Basic Inc.)

TRI Reagent Solution (Applied Biosystems)

Trypsin (Sigma-Aldrich)

Trypanova modi (Sigma-Aldrich)

standardy BSA (Thermo Scientific)
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2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD, Ultra Scientific)

5.2 Roztoky

PBS: 135 mmol.I" NaCl, 2,7 mmol.I" KCI, 9 mmol.I" Na;HPO,, 1,5 mmol.I"* K;HPO,,
pH 7,4

15 % Triton X-100: 5 ml Triton X-100 + 32,5 ml PBS

0,1 % Triton X-100: 0,3 ml Triton X-100 + 44,7 ml PBS

75 % ethanol: 33,75 ml bezvodého ethanolu + 11,25 ml RNase-free H,O

¢inidlo BCA: 10 ml reagent A + 0,2 ml reagent B (50:1), 13 ml reagent A + 0,26 ml
reagent B (50:1)

Lyzaéni pufr: 50 mmol.I" Tris, 1 mmol.I"" NaF 1 mmol.I"* EDTA, 1 mmol.I" NazVOy,,
1 mmol.I"* fenylmethylsulfonylfluorid, inhibitor proteas Complet (Roche Diagnostics),
0,2 % SDS, 1 % Triton X-100, pH 7,4

Towbiniv transferovy pufr: 25 mmol.I" Tris, methanol (20 %), 192 mmol.I™* glycin,
pH 8,3

Tris-buffered saline (TBS): 0,1 mol.I"* Tris + 0,137 mol.I"* NaCl, pH 7,4
Tris-buffered saline/Tween-20 (TBS/T): 0,1 mol.I* Tris + 0,137 mol.I* NaCl +
Tween-20 (0,05 %), pH 7,4

Tris-buffered saline/Tween-20/5% mléko (TBS/T/5 % mléko): 0,1 mol.I™* Tris +
0,137 mol.I™ NaCl + Tween-20 (0,05 %), + 5 % susené odtuénéné mléko

5.3 Pristroje

centrifuga Minispin® (Eppendorf)

luminometr Single tube luminometer FB12 (Berthold)
nanofotometr NanoPhotometer™ Pearl (Implen)
odsavacka Aspiration Station (Gilson Safe)

set pro elektroforézu/ Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad)

western blot

spektrofotometr Infinite®M200 Pro (Tecan)
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termomixér Thermomixer Comfort (Eppendorf)

tiepacka DuoMax 1030 (Heidolph)

vahy Instrument ACB 600 H

vodni lazen OLS 200 (Grant)

vortex Vortex mixer VX-200 (Labnet)

zatizeni pro PCR LightCycler® 480 Instrument Il (Roche Diagnostics)

5.4 Studované latky

Palmatin chlorid (PAL) - (N0.311615) - zakoupen od firmy Sigma-Aldrich (St.Louis,
USA)

PAL 50 mmol.I"* (22,1635 mg palmatin chlorid + 1 ml DMSO)
PAL 25 mmol.I* (100 pl PAL (50 mmol.I") + 100 ul DMSO)
PAL 10 mmol.I" (40 pl PAL (50 mmol.I™") + 160 ul DMSO)
PAL 1 mmol.I* (20 pl PAL (10 mmol.I™") + 180 ul DMSO)

Ve vSech experimentech byl palmatin (Obr. 17) studovan ve Cctyfech finalnich

koncentracich 1, 10, 25, 50 },tmol.l'1

Obr. 17 Chemicka struktura testovaného alkaloidu palmatinu.
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5.5 Biologicky material

5.5.1 Buiitky HepG2

(No. 85011430) - zakoupeny od firmy ECACC, Salisbury, UK. Pochézeji z jaterni
biopsie 15-ti leté¢ho chlapce se zcela diferencovanym hepatocelularnim karcinomem.
Jedna se o lidskou hepatomovou bunécnou linii, ktera je uzivana jako in vitro model,
napf. pii testovani latek pro jejich toxicitu, vlastnosti a moznosti rizika rozvoje rakoviny
(Wilkening et al., 2003). Bunky HepG2 sekretuji celou fadu vyznamnych plasmatickych
bilkovin, napf. albumin, transferin, plasminogen, 1-antitrypsin, a2-makroglobulin atd.,
ale 1 enzyml. Neexprimuji enzym CYP1A2, ale pouze CYP1Al (Wilkening et al.,
2003).

5.5.2 Priméarni kultury lidskych hepatocyti

Vzorky lidské jaterni tkdn¢ byly ziskany od multiorgdnovych darcti s normalni jaterni
histologii a zpracovany dle protokolli, které byly schvaleny etickou komisi Fakultni
nemocnice Olomouc.
Bunky primarnich kultur lidskych hepatocytli obsahuji v membrané endoplasmatického
retikula enzymy biotransformace xenobiotik a vylucuji do média plazmatické bilkoviny
a proteiny akutni faze (Kosina et al., 1999).
V této diplomové praci byly pouZity kultury hepatocytti pochézejici od ¢ctyt darct:

e kultura LH45 - 46-ti lety muz

e kultura LH47 - 65-ti lety muz

e kultura LH48 - 17-ti leta divka

e kultura LH49 — 38 lety muz
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6 Metody

6.1 Kultivace bunék HepG2

Lidska hepatomova bunéc¢na linie HepG2 byla péstovana v médiu DMEM, do kterého
bylo piidano 100 pug.ml™ streptomycinu, 100 U.ml™ penicilinu, 1 % neesencialnich
aminokyselin a 10 % hovéziho sérového albuminu. Kultivace probihala v inkubatoru pfi
teplot¢ 37 °C a v atmosfére obsahujici 5 % CO,, kde dochédzelo k rGstu bunék
V monovrstveé po dobu n€kolika dnti.

Pted dosazenim konfluence byly bunky pasdzovany. Pasdzovani bylo realizovano
odstranénim média z bun¢k a naslednym dvojnasobnym promytim buné¢k PBS. Pro
uvolnéni bunék z povrchu kultiva¢ni nddoby byl pouzit enzym trypsin, se kterym byly
bunky inkubovany v inkubatoru po dobu 7 min (37 °C, 5 % CO,). Po inkubaci bylo
k bunikam ptidano 5 ml sérového média a byly pfeneseny do nové kultiva¢ni nadoby.
V experimentech byly pouzivany buniky ze 4. — 15. pasaze.

Aby byla zjisténa koncentrace bunék, byly pocitany pod mikroskopem. Bunky byly
barveny trypanovou modii a naneseny na Biirkerovu komirku, kde byly pocitany pii

pctinasobném fedéni (20 pl bun€k + 80 pl trypanové modii).

Vztah pro vypocet koncentrace bunék (X):
X = pocet bun€k x 5 (fedéni) x 10 000 [b/ml]

Buiiky byly vysety pfi koncentraci 1x10° b/ml na 24-jamkovou desku a po jednodenni
stabilizaci knim bylo pfidano cerstvé médium spolu s palmatinem ve Ctyfech
testovanych koncentracich (1, 10, 25, 50 umol.1™), 0,1 % (v/v) DMSO jako negativni
kontrola a TCDD (5 nmol.I™) nebo 1,5 % (v/v) Triton X-100 jako pozitivni kontrola.

6.2 Kaultivace lidskych hepatocytii

Izolované lidské hepatocyty byly kultivovany v kultivaénim médiu s pfidavkem 5%

hovéziho sérového albuminu. Buiiky byly vysety pii koncentraci 1,3x10° bun&k/ml na

36



kolagenem pokryté kultivacni desky a po 24 hod stabilizaci bylo médium odsato a
k bunikkam bylo pfidano médium bez obsahu séra. Dale byl k buitkam pfidan palmatin
v koncentraci 1, 10, 25, 50 pmol.I", 0,1 % (v/v) DMSO jako negativni kontrola a TCDD
(5 nmol.I™) nebo 1,5 % (v/v) Triton X-100 jako pozitivni kontrola.

6.3 MTT test

Viabilita bun¢k HepG2, po ptidani ¢tyf riznych koncentraci alkaloidu palmatinu (1, 10,
25 a 50 umol.I""), 0,1 % DMSO jako negativni kontroly a 1,5 % Tritonu X-100 jako
pozitivni kontroly, byla stanovovana kolorimetricky prostiednictvim MTT testu. Test je
zalozen na redukci Zlut¢ho MTT na modrofialovy formazan zivymi builkami, které
nemayji poSkozené mitochondrie (Wan et al., 1994). Buniky HepG2 na 24-jamkové desce
byly nejprve promyty 1 ml PBS, poté byl pfidan 1 ml média s obsahem MTT (0,5
mg.ml™) a buiiky byly 24 hod inkubovany v inkubétoru pi teploté 37°C a atmosféte 5%
COs,. Po inkubaci bun¢k bylo médium odsato a bunky byly rozpustény v 0,5 ml DMSO
spfidavkem 1 % amoniaku. Vznikly modrofialovy formazan byl stanovovan
spektrofotometricky pii vlnové délce 540 nm. M¢éfeni bylo provadéno ve tiech
opakovanich. Primérnd hodnota absorbance byla pouZita pro vypocet viability bun¢k,

kdy buiiky s ptidavkem DMSO piedstavovaly 100% viabilitu.

Vztah pro vypocet viablity:

o bilits — A (PAL) — A (TritonX) 100 (%
viabilita =~ N T Tritonxy 100 ()

A absorbance
UT .. kontrola
PAL ............... palmatin
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6.4 Exprese reportérového genu

Pro testovani byly uzity dva plasmidy, p1Al-luc a pDRE-luc. Plasmid pDRE-luc byl
pouzit k tomu, aby bylo zjisténo, zda dojde k aktivaci AhR testovanymi latkami a
obsahoval pouze vazebné misto pro AhR a reportérovy gen luciferasy. Plasmid plAl-
luc obsahoval na 5" konci usek (-1566 az +73) pro lidsky gen CYP1Al a reportérovy
gen luciferasy. Tento plasmid byl naklonovan do vektoru Kpnl-HindllI-pGL3 a slouzil
ke zjiSténi, zda bude aktivovana transkripce genu CYP1A1 testovanymi latkami.

Buiikky HepG2 byly pied dosazenim konfluence uvolnény ze stény kultivacni nadoby
trypsinem a pieneseny do 1 ml média bez séra. Nasledn¢ byly tyto buiiky transfekovany
210 ng pDRE-luc nebo p1A1-luc pouzitim jetPEI® transfekéniho &inidla. Transfekované
buiiky byly vysety na 24-jamkovou desku v mnozstvi 8,3x10* bunék/jamka a
inkubovany ptes noc v inkubatoru (37 °C, 5% CO,). Po inkubaci bylo k bunkam
v kazdé jamce pfidano 1 ml sérového média s obsahem 0,1 % DMSO (negativni
kontrola), palmatinu (1, 10, 25 a 50 pmol.I") nebo TCDD (5 nmol.I?%, pozitivni
kontrola). Takto piipravené buiiky byly analyzovany na luminometru FB 12 pouzitim
systému ke stanoveni aktivity luciferasy. Ziskané hodnoty luminiscence byly nasledné

pouzity pro vypocet nasobkii zmén oproti kontrole.

6.5 1Izolace celkové RNA ze vzorki

Médium buiiek, po inkubaci s palmatinem (1, 10, 25 a 50 umol.I"), 0,1% DMSO
(negativni kontrola) a TCDD (5 nmol.I"}, pozitivni kontrola), bylo odsato a byl piidan 1
ml TRI Reagentu, ktery zpusobil lyzi bun¢k. Lyzat byl prenesen do 1,5 ml zkumavek,
vortexovan a ponechan 5 min stat. Pokud se se vzorky nepracovalo ihned, byly
uchovavany pro dalsi praci v mrazaku pfi teploté -80 °C.

Do zkumavek se vzorkem bylo napipetovano 100 pl BCP, vzorky byly silné
vortexovany po dobu 15 s, inkubovany 10 min pii pokojové teploté a centrifugovany 10
min pii 4 °C a 1200g (Minispin). Po centrifugaci byla vodna faze odebrana do
zkumavek a bylo k ni ptidano 500 ul isopropanolu. Néasledné probéhlo opét vortexovani
po dobu 10 s, inkubace po dobu 10 min a centrifugace 8 min pii 4 °C a 1200 g
(Minispin). Po odsani supernatantu byl k peletu bun€k ptidan 1 ml 75 % ethanolu, aby
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doslo k jeho uvolnéni. Vzorek byl poté jesté dale centrifugovan 5 min pii 4 °C a 7500g
(Minispin). Poté byl pipetou odstranén veskery ethanol, pro jehoz dokonalé odstranéni
byl vzorek 30 s centrifugovan pii 4 °C. Pelet byl susen nékolik minut na vzduchu a

rozpustén v 35 ul vody bez obsahu ribonukleas a byla stanovovana koncentrace RNA.

6.6 Stanoveni koncentrace RNA

Na nanofotometr byly napipetovany 2 pl H,O bez obsahu ribonukleas a probéhlo
vynulovani pii 260 nm. Nasledn¢ byly vlozeny vzdy 2 ul vzorku izolované RNA a byla
stanovovana koncentrace RNA v ng/ul a pomér Azso/Azgo. Tento pomér by mél byt
v rozsahu 1,8 - 2,2.

6.7 Reverzni transkripce (RT)

Do 1,5 ml zkumavek byl napipetovan takovy vypocitany objem izolované RNA, aby
mnozstvi této RNA v kazdé zkumavce ¢inilo 2 pg. Nasledné byl objem doplnén do 10
ul vodou bez obsahu ribonukleas. K této smési bylo ptidano 10 pl RT MasterMixu a po
kratké centrifugaci byly vzorky inkubovany 10 min pfi 25 °C a poté 2 hod pii 37 °C
v termomixeru pii 0 rpm. Thned po inkubaci byly vzorky opét kratce centrifugovany a
nafedény. Pokud se se vzorky nepracovalo ihned, byly uchovavany v mrazaku pti -20

°C.

SloZeni a objem latek v MasterMixu na 1 reakci - celkovy objem 10 ul:

2 ul pufru pro RT

0,8 ul ANTPs (fedéni 25x)
2ul primeru

4,2 ul vody bez obsahu RNas
1 pl MultiSsribe RTasy

MasterMix byl pfipraven vzdy pro vSechny vzorky najednou tésné pred pouzitim.
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6.8 Kvantitativni real-time PCR

Vzorky cDNA byly rozmrazeny na ledu, vytemperovany na pokojovou teplotu, kratce
centrifugovany (15 s) a vortexovany. Dale byla pfipravena smés 5 ul TagMan Universal
PCR Master Mixu a 0,5 pul a TagMan Gene Expression Assays (fedéni 10:1). Obé smési
obsahovaly specifické primery a TagMan sondu vazici se do malého zaiezu DNA,
znacenou fluoresceinem. Na desku pro PCR bylo napipetovano 4,5 pl fedéného vzorku
c¢DNA a piidano 5,5 pl smési TagMan MasterMix/TagMan GEx Assay. Deska byla
prekryta folii a centrifugovana 2 min pii 1500 g. Nasledné byla spusténa analyza na
ptistroji LightCycler 480 (Roche). ID pro CYP1Al: Hs00153120_m1, pro CYP1AZ2:
Hs010703369_m2, pro 18S: Hs99999901 s1 a pro GAPDH: Hs99999905-m1.

Amplifikace probihala pfi ndsledujicim nastaveni programu:
2 min pi1 50°C

10 min pti 95°C

15 s pii 95°C (40 cykll)

1 min pii 60°C (40 cykla)

Hodnoty C+ byly stanoveny pomoci analyzy druhého deriva¢niho maxima. Zmény

Vv genove expresi byly vypocteny pouzitim 2AAC

vhledem k hladinim GAPDH mRNA a 18S rRNA.

1 a vysledky byly normalizovany

Vztah pro vypocet druhého derivaé¢niho maxima (v):

AUT = Cpcyp) — CpcaPDH)
APAL = Cp(cyp) — Cp(caPDH)
AACt= APAL - AUT

y= Z—AACT

6.9 Gelova elektroforéza (SDS-PAGE), Western blot

Z bungk, které byly po dobu 24 hod inkubovény s palmatinem (1, 10, 25 a 50 pmol.I™),
0,1 % DMSO (negativni kontrola) a TCDD (5 nmol.I"*, pozitivni kontrola), bylo odsato
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médium a byly dvakrat promyty PBS. Poté byl pfidan 1 ml PBS a bunky byly
seskrabany do 1,5 ml zkumavky. Nasledn¢ byla suspenze centrifugovana 3 min pii 1600
g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a precipitat lyzovan v 100 pl lyzacniho pufru. Lyzat
byl udrzovan 30 min na ledu za ob¢asného protfepavani a poté centrifugovan pii 4 °C
po dobu 10 min a 16 000 g. V supernatantu bylo stanovovano mnozstvi proteinu
metodou BCA. Na 96-jamkovou desku bylo napipetovano 19 ul H,O + 1 ul vzorku
nebo 20 ul standardu. Do vSech jamek bylo poté ptidano 200 ul ¢inidla BCA a deska
byla dana na 30 min do inkubatoru (37 °C, atmosféra 5% CO;). Po uplynuti 30 min byla
méfena absorbance pfi vinové délce 562 nm. Z naméfené absorbance standardii byla
nasledné sestavena kalibracni piimka a podle ni vypocten objem vzorku s mnozstvim
proteinu 30 pg pro rozdéleni pomoci gelové elektroforézy (SDS-PAGE).

Podle tab. 2 byl ptipraven délici gel (10 %) a zaostiovaci gel (4%). Polymerace
déliciho gelu byla zahajena pridavkem 10 % peroxosiranu amonného (APS) a po
rychlém promichani byl gel nanesen mezi odmasténé sklenéné desky (1,5 cm). Poté byl
gel pievrstven n-butanolem a ponechan tuhnout. Po 30 min byl n-butanol odstranén,
vymyt pomoci ddH,O a gel byl vysuSen filtranim papirem. Polymerace zaostfovaci
gelu byla opét zahajena ptidavkem APS, po promichani byl zaostfovaci gel nanesen na
délici gel, byl do né&j vlozen hiebinek a gel tuhl dalSich 30 min pfi laboratorni teploté.
Po ztuhnuti byl zgelu odstranén hiebinek a skla sgelem byla vloZzena do
elektroforetické komurky, do které byl nalit elektrodovy pufr. Do jamek bylo naneseno
2,5 pl standardu molekulovych hmotnosti a vypocitany objem vzorkd. Po uzavieni
aparatury byla elektrodova komiurka piipojena ke zdroji konstantniho proudu 0,03 A a
poté byl zdroj navysSen na proud 0,06 A. Po ukonceni déleni proteini byl gel vyjmut ze
skel a pted pfenesenim na blot byl ponofen do Towbinova pufru.

Transfer proteinli z gelu na membranu byl realizovan pomoci elektroblotingu. Byla
pfipravena membrana (polyvinylidendifluoridovd membrana - Immobilion P) o
velikosti gelu — 8,5 x 6,5 cm, ktera byla nejprve hydratovana 15 s v methanolu, 2 min
v ddH,0 a 2 min v Towbinov¢ transferovém pufru. Nasledné na sebe byly uspotadany
tyto vrstvy: pruhledna deska — houbicka — filtr — membrana — gel — filtr — houbicka —
cerna deska, které byly vloZzeny do blotovaci kazety, v uspofadani kdy cerna deska
smétuje k cerné a byl ptidan Towbinlv transferovy pufr. Uzaviena kazeta byla vloZena
na led a piipojena ke zdroji konstantniho produ 0,4 A na 2 hod. Po uplynuti 2 hod byla

membrana vyjmuta z blotovaci kazety a inkubovana 5 min v Towbinové transferovém
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pufru. Blokovani probihalo 2 hod pfi pokojové teplot¢ v TBS/T pufru a 5 % suseném

odtuénéném mléce.

Tab. 2 Objemy slozek pro piipravu déliciho a zaostiovaciho gelu (hodnoty uvedeny v ml).

Typ gelu TAE AA/BIS dd H,O SDS TEMED APS
pufr 38,6%0/1,4% 10%

Délici (10%) 5,00 5,00 9,80 0,20 0,02 0,20

Zaostiovaci 1,66 0,88 4,06 0,066 0,01 0,05

(4%0)

Proteiny CYP1A1/2 byly detekovany pfidanim kozi polyklonalni protilatky proti
CYP1A1l (G-18), aktin byl detekovan pomoci kozi polyklonalni protilatky proti aktinu
(1-19). Detekce probihala tak, ze do dvou zkumavek (pro CYP1Al a pro aktin) bylo
napipetovano 5 ml 5 % BSA v TBS/T (10 ml TBS/T + 0,5 g BSA) a 10 pl primarni
protilatky a obsah téchto zkumavek byl aplikovan na membrany. Inkubace s
protilatkami probihala pfes noc. Nasledujici den byly membrany proplachnuty 5 x 5 min
v TBS/T a primarni protilatky byly detekovany sekundarni protilatkou. Pro detekci
primarni protilatky byly opét pouzity dvé zkumavky. Do kazdé znich bylo
napipetovano 5 ml 5 % BSA v TBS/T a 2,5 ul krali¢i sekundarni protilatky znacené
kfenovou peroxidasou Vv ptipadé CYP1A1/2, v piipadé aktinu 1 ul krali¢i sekundarni
protilatky znac¢ené kienovou peroxidasou. Inkubace se sekundarni protilatkou probihala
po dobu 1,5 hod a po uplynuti této doby byla membrana proplachnuta 6 x 5 min
v TBS/T a ptenesena ve svislé poloze mezi folie. Na membranu byl aplikovan substrat
pro kienovou peroxidasu (3 ml luminolu + 3 ml H,O;) a stimto substratem byla
membrana inkubovana 2 min. Membrana ve folii byla poté pienesena na fotografickou
kazetu a ve fotokomote byla po tm¢é probihajici chemiluminiscen¢ni reakce detekovana

na fotopapir.

6.10 EROD test

V bunééné kultufe HepG2 a primarnich kulturach lidskych hepatocyta byla
fluorimetricky meéfena aktivita enzymti CYP1A jako deethylasova aktivita 7-

ethoxyresorufinu.
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Bunky, které byly inkubovany 24 hod s palmatinem (1, 10, 25 a 50 umol.l'l), 0,1%
DMSO (negativni kontrola) a TCDD (5 nmol.I"%, pozitivni kontrola), byly promyty PBS.
Nasledn& bylo pridano 0,75 ml média bez séra s obsahem ethoxyresorufinu (8 mmol.I™)
a dikumarolu (10 mmol.I"), které bylo pfipraveno smichanim 5 ml média s 5 pl
ethoxyresorufinu a 5 ul dikumarolu. Dikumarol zde pisobi jako latka blokujici aktivitu
cytosolarniho enzymu diaphorasa, kterda mé podobnou aktivitu jako CYP1A (Keyes et
al., 1984). S témito latkami byly buiiky inkubovany po dobu 30 min Vv inkubatoru pfi
teplot¢ 37°C a vatmosféte 5% CO,. Poté byla spektrofotometricky meétena
fluorescence vzniklého resorufinu v médiu pfi nastaveni excitani vinové délky 530 nm
a emisni vlnové délky 585 nm.

Dale bylo stanovovano mnozstvi celkového proteinu v jamce metodou Bradfordové.
Médium bylo odsato a bunky proplachnuty PBS. Poté byly buiiky rozpustény a lyzat byl
pfenesen do 1,5 ml zkumavky a dan na 10 s do ultrazvukové lazné. Do kazdé jamky
bylo naneseno 9 pl H,O a 1 pl vzorku. Do 6 jamek bylo naneseno 10 pul standardu BSA
se vzrustajici koncentraci. Nasledné bylo do vSech jamek ptidano 200 pl Bradfordova
¢inidla a latky s nim byly inkubovany po dobu 5 min. Po 5 minutach bylo mnoZstvi
proteinu stanovovano spektrofotometricky pfi vinové délce 595 nm.

Hodnoty fluorescence byly standardizovany vic¢i stanovenému mnozstvi proteind a

vysledky byly nésledné pouzity pro vypocet nasobkli zmén oproti kontrole.

Vztah pro vypocet ndsobkll zmén oproti kontrole (UT):

fluorescence (vzorek)
c (vz) protein
fluorescence (UT)
¢ (UT) protein

nasobky UT =
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7 Vysledky

7.1 Vliv palmatinu na viabilitu bunék HepG2 a primarnich kultur lidskych
hepatocyti

U testovavaného alkaloidu palmatinu byla nejprve hodnocena jeho moZzna cytotoxicita
vici lidskym hepatomovym buiikdm HepG2 a priméarnim kulturdm lidskych hepatocyta
pomoci redukéniho testu MTT. Palmatin byl testovan v koncentracich 1, 10, 25 a 50
umol.I". Koncentrace byly zvoleny pravé takto, jelikoZ berberin, alkaloid strukturng
velmi podobny palmatinu, v téchto koncentracich ovliviiuje aryluhlovodikovy receptor
a indukuje expresi CYP1A (Vrzal et al., 2005). Buniky HepG2 a primarni kultury
lidskych hepatocytti byly po dobu 24 hod inkubovany s palmatinem a kontrolami a poté
byl sledovan vliv na viabilitu. Bylo zji§téno, ze po 24 hod inkubaci zpisobuje palmatin
mirny pokles viability bunék HepG2 na 92 %, a to pouze Vv nejvyssi testované
koncentraci 50 pmol.I™* (Obr. 18) V priméarnich kulturach lidskych hepatocytd byl i po
24 hod inkubaci vliv palmatinu na viabilitu bun€k zanedbatelny (Obr. 19).

bunky HepG2

120,00 - 104,82
92,01

100,00 - !
80,00 -
60,00 -
40,00 -
20,00 -
0,00 -

PAL1 PAL10 PAL 25 PAL 50 Triton

koncentrace (umol.I%)

viabilita (% kontroly)

Obr. 18 Vliv palmatinu na viabilitu buné¢k HepG2. Buiikky HepG2 byly inkubovany s 0,1 %
DMSO (UT, negativni kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50 umol.1") a 1,5 % Tritonem
X-100 (pozitivni kontrola). Viabilita byla stanovena spektrofotometricky prostfednictvim MTT
testu pti vinové délce 540 nm. Data jsou vyjadiena viici kontrole, kterd predstavuje viabilitu 100
%.
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Obr. 19 Vliv palmatinu na viabilitu primarnich kultur lidskych hepatocytt. Lidské hepatocyty
byly inkubovany s 0,1 % DMSO (UT, negativni kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50
umolI™) a 1,5 % Tritonem X-100 (pozitivni kontrola). Viabilita byla stanovena
spektrofotometricky prostrednictvim MTT testu pfi vinové délce 540 nm. Data jsou vyjadrena
vici kontrole, ktera predstavuje viabilitu 100 %.

7.2 Vliv palmatinu na aktivitu AhR a transkripci CYP1Al
V transformovanych bunkach HepG2

V tomto experimentu byl testovan vliv palmatinu na aktivitu AhR a néslednou
transkripci CYP1Al. Bunky HepG2 byly transfekovany dvéma plasmidy. Plasmidem
pDRE-luc, ktery obsahoval pouze vazebné misto pro AhR zatimco plAl-luc mél
inkorporovan promotor pro CYP1A1. Buiiky byly inkubovany 24 hod s palmatinem (1,
10, 25 a 50 umol.I™), 0,1 % DMSO (negativni kontrola) a TCDD (5 nmol.l™, pozitivni
kontrola), ktery patii mezi nejsilngjsi aktivatory AhR (Vrzal et al.,, 2004). TCDD
aktivoval pDRE-luc 48-krat silnéji nez kontrola, zatimco plAl-luc byl prostiednictvim
TCDD aktivovan 32-krat silnéji nez kontrola. Palmatin, ve srovnani s TCDD, aktivoval
oba plasmidy mnohem slabé&ji. Nejsilngj$i byla tato aktivace pii nejvyssi testované
koncentraci palmatinu 50 pmol.I":, kdy byla zvySena aktivita pDRE-luc 2,2-krat a
aktivita p1Al-luc 2,7-krat (Obr. 20).
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Obr. 20 Vliv palmatinu na transkripéni aktivitu bunék HepG2 transfekovanych plasmidem
pDRE-luc a p1Al-luc. Bunky byly transientné transfekovany plasmidy pDRE-luc a p1Al-luc a
nasledné inkubovany 24 hod s 0,1 % DMSO (UT, negativni kontrola), palmatinem (PAL - 1,
10, 25 a 50 pmol.1"") a TCDD (5 nmol.I*, pozitivni kontrola). V bunéénych lyzatech pak byla
luminometricky stanovovana aktivita luciferasy.

7.3 Vliv palmatinu na hladinu mRNA CYP1A u bunék HepG2 a primarnich
kultur lidskych hepatocyti

Podrodina CYP1A obsahuje dva izoenzymy, CYPIAl a CYP1A2. Jelikoz bunky
HepG2 neexprimuji enzym CYPIA2, byl vtéto bunééné linii méfen pouze vliv
palmatinu na hladinu mMRNA CYP1Al. Pro sledovani zmén hladiny mRNA byla
pouzita metoda kvantitativni real-time PCR. Vysledky ukazuji, Ze jiz po 8 hod inkubaci
palmatin o koncentraci 50 pmol.I™ zvysuje genovou expresi CYP1A1 v buiikach HepG2
(Obr. 21). Hladina mRNA zde byla zvysena 2,6-krat. TCDD po 8 hod zvySuje hladinu
MRNA 12,6-krat ve srovnani s kontrolou. Tyto vysledky byly normalizovany na mRNA
GAPDH. Vysledky byly také normalizovany na 18S rRNA. V tomto pfipad¢ zvySoval
palmatin o nejvyssi testované koncentraci 50 pmol.I"* hladinu mRNA 2,6-krat a TCDD
17-krat. Po 24 hod inkubaci bun¢k HepG2 s palmatinem byla hladina mRNA vyznamné
zvysena, a to od koncentrace 10 umol.I" (Obr. 22). Pokud se jednd o normalizaci

na mMRNA GAPDH, palmatin v koncentracich 10, 25 a 50 umol.l'1 zvySoval hladinu
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MRNA 3,1-krat, 4,5 krat a 6,8 krat ve srovnani s kontrolou. TCDD po 24 hod inkubaci
zvySoval hladinu mRNA CYP1A1 484,5-krat. Pii normalizaci na 18S rRNA zvySoval
palmatin v koncentraci 10, 25 a 50 pmol.I* po 24 hod expresi CYP1A1 2,8-krat, 3,9-
krat a 6,4-krat. TCDD zvysoval expresi CYP1A1 418,5-krat. ZvysSeni exprese mRNA
CYP1Al v bunikach HepG2 je tedy zavislé jak na testované koncentraci palmatinu, tak
na délce jeho inkubace s témito butikami.

V primarnich kulturach lidskych hepatocytii byl po 24 hod inkubaci pozorovan mensi
vliv palmatinu na expresi CYP1A nez v buinkach HepG2. Ovlivnéni této exprese
latkami se liSilo v zavislosti na pouzité¢ kultufe lidskych hepatocyti. Vysledky byly
normalizoviny na mMRNA GAPDH a 18S rRNA. V primarnich kulturdach lidskych
hepatocyti TCDD vyznamn¢ zvySoval expresi CYP1AL i CYP1A2. Vyraznéjsi zvySeni
bylo pozorovano u MRNA CYP1Al, i pfesto vSak toto zvySeni nebylo tak vyrazné jako
u bun¢k HepG2. Pti normalizaci na mRNA GAPDH zvysoval TCDD expresi genu
CYP1A1 119-krat az 167-krat, exprese genu CYP1A2 byla zvySena 55-két az 82-krat. V
kulturach LH45 (Obr. 23), (Obr. 27) a LH49 (Obr. 30), (Obr. 28) zpisoboval palmatin
v koncentraci 1-50 pmol.I" pouze nepatrné zvyseni hladiny mMRNA CYP1AL i
CYP1A2. Mimé zvyseni mMRNA CYP1Al i CYP1A2 zptsoboval palmatin
v koncentraci 50 pmol.I"* u kultur LH47 (Obr. 24), (Obr. 28) a LH48 (Obr. 25), (Obr.
29). Exprese vSak byla zvySena pouze dvojnisobné az trojnasobné ve srovndni
s kontrolou. Velmi podobné zmény exprese CYP1Al a CYP1A2 byly zjistény pfi
normalizaci na 18S rRNA. TCDD zvySoval hladinu mRNA CYP1A1 102-krat az 210-
krat, hladina mMRNA CYP1A2 byla zvysena 58-krat az 70-krat. Palmatin o koncentraci
50 umol.I" zvy3oval hladinu mMRNA CYP1 v kulturich LH45 a LH48 1,2-krat a 2,1-
krat, hladina mMRNA CYP1A2 byla zvySena 1,6-krat a 1,7-krat ve srovnani s kontrolou.
Zvyseni exprese MRNA CYP1Al a CYP1A2 vprimarnich kulturdch lidskych
hepatocyti je ovlivnéno koncentraci palmatinu a typem pouzité kultury lidskych

hepatocytu.
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Obr. 21 Vliv palmatinu na expresi mMRNA CYP1A1l v bunikdch HepG2. Buiky HepG2 byly
inkubovany 8 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50
umol.I") a TCDD (5 nmol.I", pozitivni kontrola). Ovlivnéni hladiny mRNA CYP1A1 bylo
zjistovano prostiednictvim kvantitativni real-time PCR a normalizovano ha mRNA GAPDH a
18S rRNA.
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Obr. 22 Vliv palmatinu na expresi mMRNA CYP1ALl v bunikach HepG2. Buiiky HepG2 byly
inkubovany 24 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50
umol.I") a TCDD (5 nmol.I", pozitivni kontrola). Ovlivnéni hladiny mRNA CYP1A1 bylo
zjistovano prostfednictvim kvantitativni real-time PCR a normalizovano na mMRNA GAPDH a
18S rRNA.
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Obr. 23 Vliv palmatinu na expresi mRNA CYP1Al v primarnich kulturach lidskych
hepatocytli. Lidské hepatocyty (LH45) byly inkubovany 24 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni
kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50 umol.I") a TCDD (5 nmol.I"* pozitivni kontrola).
Ovlivnéni hladiny mRNA CYP1Al bylo zjistovano prostfednictvim kvantitativni real-time
PCR a normalizovano na mMRNA GAPDH a 18S rRNA.
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Obr. 24 Vliv palmatinu na expresi mMRNA CYP1Al v primarnich kulturach lidskych
hepatocytll. Lidské hepatocyty (LH47) byly inkubovany 24 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni
kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50 pmol.1"*) a TCDD (5 nmol.I*, pozitivni kontrola).
Ovlivnéni hladiny mRNA CYP1Al bylo zjistovano prostfednictvim kvantitativni real-time
PCR a normalizovano na mMRNA GAPDH a 18S rRNA.
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Obr. 25 Vliv palmatinu na expresi CYP1Al mRNA v primarnich kulturdch lidskych
hepatocytti. Lidské hepatocyty (LH48) byly inkubovany 24 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni
kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50 pmol.I'Y) a TCDD (5 nmol.I", pozitivni kontrola).
Ovlivnéni hladiny mRNA CYP1A1l bylo zjistovano prostfednictvim kvantitativni real-time
PCR a normalizovano na mRNA GAPDH a 18S rRNA.
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Obr. 26 Vliv palmatinu na expresi mRNA CYP1Al v primarnich kulturdch lidskych
hepatocytti. Lidské hepatocyty (LH49) byly inkubovany 24 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni
kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50 pmol.I'Y) a TCDD (5 nmol.I", pozitivni kontrola).
Ovlivnéni hladiny mRNA CYP1Al bylo zjistovano prostfednictvim kvantitativni real-time
PCR a normalizovano na mRNA GAPDH a 18S rRNA.
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Obr. 27 Vliv palmatinu na expresi mRNA CYP1A2 v primarnich kulturach lidskych
hepatocytt. Lidské hepatocyty (LH45) byly inkubovany 24 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni
kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50 pmol.1"*) a TCDD (5 nmol.I*, pozitivni kontrola).
Ovlivnéni hladiny mRNA CYP1A2 bylo zji§tovano prostfednictvim kvantitativni real-time
PCR a normalizovano na mRNA GAPDH a 18S rRNA.
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Obr. 28 Vliv palmatinu na expresi mRNA CYP1A2 v primarnich kulturdch lidskych
hepatocytti. Lidské hepatocyty (LH47) byly inkubovany 24 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni
kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50 pmol.I'Y) a TCDD (5 nmol.I", pozitivni kontrola).
Ovlivnéni hladiny mRNA CYP1A2 bylo zjistovano prostfednictvim kvantitativni real-time
PCR a normalizovano na mRNA GAPDH a 18S rRNA.
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Obr. 29 Vliv palmatinu na expresi mRNA CYP1A2 v primarnich kulturach lidskych
hepatocytt. Lidské hepatocyty (LH48) byly inkubovany 24 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni
kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50 umol.I'"") a TCDD (5 nmol.I", pozitivni kontrola).
Ovlivnéni hladiny mRNA CYP1A2 bylo zjistovano prostfednictvim kvantitativni real-time
PCR a normalizovano na mMRNA GAPDH a 18S rRNA.
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Obr. 30 Vliv palmatinu na expresi mMRNA CYP1A2 v primarnich kulturach lidskych
hepatocytt. Lidské hepatocyty (LH49) byly inkubovany 24 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni
kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50 pmol.I'Y) a TCDD (5 nmol.I*, pozitivni kontrola).
Ovlivnéni hladiny mRNA CYP1A2 bylo zjistovano prostfednictvim kvantitativni real-time
PCR a normalizovano na mRNA GAPDH a 18S rRNA.
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7.4 Vliv palmatinu na enzymovou aktivitu a mnozstvi proteinu CYP1A v
buiikach HepG2 a primarnich kulturach lidskych hepatocytia

Vliv palmatinu na expresi proteinu v buiikach HepG2 a v primarnich kulturach lidskych
hepatocytli byl detekovan pomoci western blotu uzitim protilatky proti CYP1Al a
CYP1A2. Jako srovnavaci protein byl pouzit aktin, ktery je zdkladni slozkou
cytoskeletu eukaryot a je tedy konstitutivné exprimovan ve vSech bunkach (Hall, 1998).
Pii inkubaci po dobu 24 hod zvySoval TCDD mnozstvi proteinu CYP1Al a CYP1A2.
Palmatin za téchto podminek nezpiisoboval zmény v mnozstvi proteinu CYP1Al u

bun¢k HepG2 ani v mnozstvi CYP1AL/2 u lidskych hepatocytt (Obr. 31).
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Obr. 31 Vliv palmatinu na expresi proteini CYP1A bunék HepG2 (A) a primarnich kultur
lidskych hepatocytt LH 47 (B) a lidskych hepatocyti LH49 (C). Bunky byly inkubovany s
TCDD (5 nmol.I™, pozitivni kontrola), 0,1 % DMSO (UT, negativni kontrola) a s palmatinem
(PAL - 1, 10, 25 a 50 pumoll™). Bun&né lyzaty obsahujici 30 pg proteinu/jamka byly
analyzovany pomoci western blotu. CYP1A1 A CYP1A2 a aktin byly detekovany pomoci
protilatek, které byly vizualizovany chemiluminiscencné. Na obrazku jsou ukazany
reprezentativni vysledky.

Vliv palmatinu na enzymovou aktivitu CYP1Al bunék HepG2 (Obr. 32) a na
aktivitu CYP1A1/2 primarnich kultur lidskych hepatocyta (Obr. 33) byl méten jako vliv
na deethylasovou aktivitu 7-ethoxyresorufinu (EROD). Bunky byly inkubovany 24 hod
s palmatinem v koncentracich 1, 10, 25 a 50 pmol.I*, 0,1 % DMSO jako negativni
kontrolou a TCDD (5 nmol.I"™") jako pozitivni kontrolou. M&kenim bylo zjisténo, Ze u
bunék HepG2 dochazi po 24 hod expozici ke zvysSeni deethylasové aktivity, a to
v zavislosti na koncentraci palmatinu. JiZ od nejnizsi testované koncentrace 1 umol.l'1
dochazelo k mirnému zvysSeni této aktivity, ktera byla 1,4-krat vysSi ve srovnani
s kontrolou. P testované koncentraci 10 pmol.I"* byla tato aktivita 1,7-krat vysi,
v piipadé koncentrace 25 umol.I* byla aktivita 2-krat vy3§i a pfi nejvyssi testované
koncentraci 50 pmol.I™ byla aktivita zvy3ena az 2,6-krat. TCDD zvy3oval tuto aktivitu
az 50-krat vice nez kontrola. V primarnich kulturach lidskych hepatocyti zptsoboval
palmatin téméf zanedbatelné zmeény aktivity EROD. TCDD zde vykazoval 31 nasobné

zvyseni ve srovnani s kontrolou.
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Obr. 32 Vliv palmatinu na enzymovou aktivitu CYP1AL v buikach HepG2. Buniky HepG2 byly
inkubovany 24 hod s 0,1% DMSO (UT, negativni kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50
umol.I') a TCDD (5 nmol.I?, pozitivni kontrola). Po inkubaci byl fluorimetricky méfen vliv na
enzymovou aktivitu CYP1Al jako vliv na aktivitu EROD. Hodnoty fluorescence byly
standardizovany va¢i stanovenému mnozstvi proteinu a pouzity pro vypocet nasobkl zmén
oproti kontrole.
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Obr. 33 Vliv palmatinu na enzymovou aktivitu CYP1A1/2 v primarnich kulturach lidskych
hepatocytt. Lidské hepatocyty (LH45, LH47, LH48 a LH49) byly inkubovany 24 hod s 0,1%
DMSO (UT, negativni kontrola), palmatinem (PAL - 1, 10, 25 a 50 umol.I") a TCDD (5 nmol.I
! pozitivni kontrola). Po inkubaci byl fluorimetricky mé&fen vliv na enzymovou aktivitu
CYP1A1/1A2 jako vliv na aktivitu EROD. Hodnoty fluorescence byly standardizovany vici
stanovenému mnozstvi proteinu a pouZity pro vypocet nasobkt zmén oproti kontrole.
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8 Diskuze

Palmatin je protoberberinovy alkaloid, ktery ptedstavuje hlavni bioaktivni slozku tady
rostlin, jako je napf. Coptis chinensis, Corydalis yanhusuo nebo Enantia chlorantha.
Palmatin  vykazuje predevSim analgetické, protizanétlivé, antidiabetické a
hepatoprotektivni ucinky, a proto jsou suSené¢ kotfeny nebo oddenky téchto rostlin
vyuzivany jako soucast 1écivych preparati (Khan et al., 2013). Ma schopnost reagovat
s nukleovymi kyselinami prostfednictvim interkalace a stava se tedy cilem studii, jak
tyto interakce ovliviiuji genovou a proteinovou expresi jednotlivych typu bunék (Bhadra
a Kumar, 2011).

CYP1Al a CYP1AZ2 jsou izoenzymy pattici do podrodiny CYP1A, které maji ze 70
% shodnou sekvenci aminokyselin, ale 1isi se lokalizaci (Lo et al., 2013). CYP1A1 se
Vv malych mnoZstvich nachéazi v jatrech, kde je exprimovan inducibilné¢ a ve vys$si
koncentraci je pfitomen v extrahepatalnich organech. Naopak CYP1A2 je Vv jatrech
exprimovan konstitutivné. Oba enzymy metabolizuji celou fadu substrati, jako jsou
xenobiotika (napt. paracetamol, benzo[a]pyren, theofylin atd.) a endogenni slouceniny
(napt. eikosanoidy, bilirubin, kyselina arachidonovéd atd.). Vyznamné se podili na
metabolické aktivaci prokarcinogenli na karcinogenni latky. Aktivuji témét 90 % latek
vyvolavajicich rakovinu (Rendic a Di Carlo, 1997). Genova exprese CYP1A je fizena
prostfednictvim aryluhlovodikového receptoru (AhR). Jedna se o ligand-dependentni
transkripcni faktor, ktery se nachazi v cytosolu v multiproteinovém komplexu a je
aktivovan fadou exogennich a endogennich substrati. Mezi typické exogenni aktivatory
patii polycyklické aromatické uhlovodiky (benzo[a]pyren) a halogenované aromatické
uhlovodiky (TCDD) (Vrzal et al., 2004). TCDD je ligandem s nejvyssi afinitou k AhR a
zarovein je jeho nejsilngjS§im aktivatorem. Po navdzani ligandu na AhR dochézi
k vytvofeni komplexu ligand-AhR a K uvolnéni AhR z multiproteinového komplexu.
Nov¢ vytvofeny komplex ligand-AhR je translokovan do jadra kde dimerizuje
s jadernym translokatorem aryl uhlovodikového receptoru (ARNT). Tento dimer se
nasledn¢ vaze na DNA v misté¢ sekvence DRE (dioxine responsive elements) a spousti
tak genovou expresi geni kodujicich enzymy CYP1ALl a CYP1A2 (Puga et al., 2009).

V této praci byly nejprve ovéfovany mozné cytotoxické ucinky palmatinu viici
bunkam lidské hepatomové linie HepG2 a primarnim kulturam lidskych hepatocytt
uzitim MTT testu. Principem tohoto testu je pfeména MTT na modrofialovy formazan

prostiednictvim zZivych bunck s neposkozenymi mitochondriemi. Aktivita mitochondrii
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je pfimo timérna poctu zivotaschopnych bunék (Van Meerloo et al., 2011). Palmatin
nevykazoval pokles viability vaéi lidskym hepatocytim. Pouze u bunék HepG2
zpusoboval palmatin v nejvyssi koncentraci 50 umol.l'1 snizeni viability na 92 %.

Exprese reportérového genu byla testovana za pouziti dvou plasmidi, které byly
transfekovany do bun¢k HepG2. Plasmid pDRE-luc obsahoval pouze vazebné misto pro
AhR a plasmid p1Al-luc obsahoval promotor genu CYP1ALl. Bylo zjisténo, ze palmatin
vyznamné aktivuje AhR a zvySuje aktivitu promotoru genu CYP1A1l. Jelikoz ovlivnéni
hladiny mRNA v disledku odpovédi na stimuly slouzi jako dikaz toho, Ze genova
exprese byla spusténa ¢i umléena (Vrzal et al., 2005), byl testovan vliv palmatinu na
hladinu mMRNA CYP1A. Po 24 hodinové inkubaci zpusoboval palmatin v koncentraci
10, 25 a 50 pmol.I"* zvyseni hladiny mRNA CYP1A1 u bundk HepG2. Hladina mRNA
vsak nebyla ovlivnéna tak vyznamné jako u TCDD, ktery je znaAmym aktivatorem AhR.
Tento efekt na hladinu mRNA CYP1Al bun¢k HepG2 byl jiz difive pozorovan i u
jinych isochinolinovych alkaloidii véetné berberinu (Vrzal et al., 2005; Vrba et al.,
2011). T kdyz ma protoberberinovy alkaloid berberin, stejné jako palmatin,
tetracyklickou strukturu, zplsobuje mnohem vyraznéjsi zvySeni exprese CYP1Al
MRNA (Vrba et al., 2014). Mira zvyseni je ovlivnéna strukturou alkaloidu. Palmatin ma
ve své struktufe navazany Ctyii methoxy skupiny v polohach 2, 3, 9, 10, avSak berberin
ma misto dvou methoxy skupin v poloze 2, 3 methylendioxy skupinu tvofici planarni
1,3-dioxolovy kruh, ktery je strukturné blizsi dioxintim. Planarni struktura umoziuje
snazsi uchyceni k proteinim a latky s touto strukturou ¢asto vystupuji jako agonisté
AhR (Hallgren a Darnerud 2002; Behre et al.,, 2012). Palmatin se svou mirné
deformovanou strukturou tedy funguje jako parcidlni agonista AhR. I kdyZ byla pomoci
real-time PCR pozorovana v buiikich HepG2 zvysSena exprese CYPIAI na urovni
mRNA, nezpisoboval palmatin zvySenou expresi CYP1Al na arovni proteinu, kterd
byla detekovana western blotem. Metodou EROD bylo piesto zjisténo malé, ale
vyznamné zvyseni aktivity CYPIA1. Tento rozpor je pravdépodobné zpiisoben malou
citlivosti western blot analyzy. I kdyz jsme detekovali zvysenou aktivitu CYP1A1, jinou
studii bylo zjisténo, ze palmatin inhibuje aktivitu lidského rekombinantiho CYP1AL s
ICso = 8,71 pumol.I"* (Lo et al., 2013). Lze se proto domnivat, Ze koncentrace palmatinu
v intaktnich buikach po 24 hod inkubaci nedosahuje hodnot potiebnych K inhibici
enzymu CYP1Al.

Primarni kultury lidskych hepatocytii exprimuji celé spektrum biotransformacnich

enzymu prvni i druhé faze metabolismu xenobiotik véetné CYPLA2 a piedstavuji tak
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vhodny in vitro bunéény model pro studium lidskych biotransformaénich reakci (Kosina
et al., 1999; Wilkening et al., 2003). V této diplomové praci byly pouzity Ctyfi rizné
kultury lidskych hepatocyta (LH45, LH47, LH48 a LH49). U vSech ¢ty kultur
palmatin, na rozdil od TCDD, zptisoboval pouze slabé zvyseni hladiny mRNA CYP1A1l
a CYP1A2. Vliv palmatinu zavisel na pouzité kultufe lidskych hepatocyti a byl
mnohem slabsi neZz v bunkac HepG2. U lidskych hepatocytii nebyly zaznamenany
Zmény mnozstvi proteinu ani enzymové aktivity CYP1A.

Z vysledkt vyplyva, ze palmatin aktivuje AhR a zvySuje expresi CYP1A v buikach
HepG2, ale ne v lidskych hepatocytech. Rozdilny ucinek palmatinu v téchto bunéénych

modelech muze souviset s biotransformaci palmatinu v hepatocytech.
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9 Zavér

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda protoberberinovy alkaloid palmatin ovliviiuje
expresi geni CYP1Al a CYP1A2 vlidské hepatomové linii HepG2 kultivované
v monovrstvé a primarnich kulturach lidskych hepatocyti. Vysledky byly vzdy
srovnavany s negativni kontrolou, kterou piredstavoval 0,1 % DMSO a jako pozitivni
kontrola byl zvolen TCDD (5 nmol.I™).

Nejprve bylo pomoci kolorimetrického MTT testu ovéfovano, zda palmatin
nevykazuje cytotoxické tcéinky vici testovanym bunikam. Bylo zjisténo, ze palmatin
v koncentracich 1, 10 a 25 pmol.I™ nesnizuje viabilitu bungk HepG2 ani lidskych
hepatocyti a neni pro né tedy cytotoxicky. Palmatin v koncentraci 50 pmol.I*
zpusoboval mirny pokles viability na 92 % u bun¢k HepG2. Vliv na aktivaci AhR a na
aktivaci transkripce byl ovéfovan expresi reportérového genu pomoci plasmidi pDRE-
luc a plAl-luc, které byly transfekovany do bunék HepG2. Vysledky ukazaly, ze
palmatin aktivuje AhR a zptsobuje transkripci genu CYP1AL. Vliv palmatinu na expresi
CYP1A1l a CYP1A2 na arovni mRNA byl testovan prostfednictvim real-time PCR,
pficemz hodnoty byly normalizovany na GAPDH mRNA a 18S rRNA. Vysledky
ukazuji, ze palmatin vyznamn¢ zvySuje hladinu mRNA CYP1Al v buitkkach HepG2 a
zvySeni je zavislé na dobé inkubace palmatinu s buitkami. Lidské hepatocyty
vykazovaly slabé zvySeni mRNA CYP1Al a CYPIA2, které bylo ovlivnéno typem
pouzité kultury lidskych hepatocytii. Western blot analyzou byl sledovan vliv palmatinu
na expresi CYPLA na turovni proteinu. Palmatin nezptisoboval zvySeni mnozstvi
proteinu v primarnich kulturach lidskych hepatocytd ani v bunkach HepG2. Enzymova
aktivita byla méfena fluorimetricky metodou EROD, kterou byla sledovana
deethylasova aktivita enzymi CYP1A. V bunkach HepG2 byla tato aktivita zvySena
vlivem palmatinu, u lidskych hepatocytli nebyla zaznamenana zddna zmeéna aktivity
enzymil.

Ze ziskanych vysledki tedy vyplyva, Ze pasobenim palmatinu na buinky HepG2
dochazi k aktivaci aryluhlovodikového receptoru, zvysené expresi mMRNA CYP1Al a
ke zvySené enzymové aktivit¢ CYP1Al. Tento vliv palmatinu vSak nebyl zjistén u
lidskych hepatocytti. Jelikoz priméarni kultury lidskych hepatocytli exprimuji celé

spektrum biotransformacénich enzymii, divodem muize byt metabolizace palmatinu.
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11 Seznam pouzitych zkratek

AhR
APAP
APS
ARNT
BCP
BSA
COMT
COX-2
CYP1Al
CYP1A2
ddH,0
DMEM
DMSO
DOPA
DRE
ER
EROD
GIT
GSH
GST
HepG2
HL-60
Hsp90
IQA

LH

aryluhlovodikovy receptor
acetaminofen

peroxosiran amonny

translokator aryluhlovodikového receptoru
1-bromo-3-chlorpropan

hovezi sérovy albumin
katechol-O-methyltransferasa
cyklooxygenasa 2

cytochrom P450 1Al

cytochrom P450 1A2

dvojnasobné deionizovana voda (double deionized H,0)
Dulbecco’s Eagle modified medium
dimethylsulfoxid

dihydroxyfenylalanin

dioxine responsive element
7-ethoxyresorufin
7-ethoxyresorufin-O-deethylasa
gastrointestinalni trakt

glutathion

glutathion-S-transferasa

lidska hepatomova bunéc¢na linie
bunky lidské promyelocytarni leukémie
heat shock protein

isochinolinové alkaloidy

lidské hepatocyty
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MTT
NAT
NAPQI
NQO
PAH
PAL
PBS
PCB
PCR
ROS
SAM
SDS
SULT
TBS
TCDD
TEMED
TPMT
UGT

uT

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
N-acetyltransferasa

N-acetyl-p-benzochinon imin
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa

polycyklické aromatické uhlovodiky

palmatin

fyziologicky roztok upraveny fosfatem na pH 7,4
polychlorované bifenyly

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
reaktivni kyslikové formy

S-adenosylmethionin

dodecylsiran sodny

sulfotransferasa

Tris pufr (Tris-buffered saline)
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

N,N,N N -tetramethylethylendiamin
thiopurin-S-methyltransferasa
UDP-glukuronyltransferasa

kontrola
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