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SOUHRN

V této diplomové praci byl zkouméan ucinek sibutraminu, inhibitoru zpétného
vychytavani serotoninu a noradrenalin, na expresi mMRNA a hladinu proteini vybranych
cytochromi P450 podilejicich se na metabolizmu xenobiotik. Ucinek byl testovan
Vv primarnich kulturach lidskych hepatocyti a v lidskych néadorovych liniich -
hepatokarcinomové linii HepG2 a stfevni adenokarcinomové linii LS174T. V experimentech
byly pouzity metody kvantitativni reverzni transkripéni polymerazové fetézové reakce
a western blotu s naslednou imunodetekci proteint. Vliv sibutraminu na expresi cytochromu
P450 byl srovnan s puasobenim modelovych aktivatori xenoreceptort, 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxinu a rifampicinu na aryl uhlovodikovy receptor respektive
na pregnanovy X receptor.

Z vysledkd experimentd vyplynulo, ze sibutramin neindukuje expresi vybranych
cytochromii P450, avSak u n¢kterych jedincii mize zvySovat expresi CYP2A6 a CYP2B6.
Lécba sibutraminem proto mize u nékterych pacientti ovlivnit farmakokinetiku nékterych

spole¢n¢ uzivanych 1é¢iv, jez jsou metabolizovany CYP2A6 nebo CYP2B6.



SUMMARY

In this diploma thesis, it was tested the effect of sibutramine, a serotonin-
noradrenalin reuptake inhibitor, on expression of mMRNA and proteins of selected
cytochromes P450, which are involved in metabolism of xenobiotics. The effect was tested
in primary cultures of human hepatocytes and in human carcinoma cells — hepatocarcinoma
cells HepG2 and colon adenocarcinoma cells LS174T. Two methods were used, quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction and western blot with subsequent
imunodetection of proteins. The effect of sibutramine on expression of cytochromes P450
was compared with effect of model activators of xenoreceptors, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioxin and rifampicin on aryl hydrocarbon receptor and pregnane X receptor, respectively.

The results demonstrate that sibutramin does not induce expression of selected
cytochromes P450. However, it can increase the expression of CYP2A6 and CYP2B6
in some individuals. Thus, in certain patients, sibutramine may affect pharmacokinetics
of the drugs, which are taken simultaneously with sibutramine and are metabolized
by CYP2A6 or CYP2B6.
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1. Uvod

Obezita je komplexni choroba charakterizovana poruchou regulace hmotnosti,
ktera vede k hromadéni nadbyte¢ného tuku v téle. Onemocnéni je disledkem spoluptisobeni
zdédénych predispozic a nadmérného piijmu kalorii bez odpovidajici fyzické aktivity.
Pro urCeni stupné obezity slouzi télesny hmotnostni index (body mass index, BMI),
jehoz hodnota koreluje s mnozstvim tuku v téle jednotlivce, muze ¢i zeny. Hodnota BMI
je dana podilem vahy jedince v kilogramech a druhou mocninou jeho vysky v metrech.
Za obézniho ¢loveka je prohlasen ten, jehoz hodnota BMI je vyssi nez 30. Piekroci-li BMI
hodnotu 40, pak hovotfime o extrémni obezité (Devlin et al., 2000).

V soucasnosti se obezita stala celosvétovym problémem. Od roku 1980 do roku 2008
se celosvétové zvysila hodnota BMI u Zen o 0,4 kg/m® a u muzi o0 0,5 kg/m? (Finucane
et al., 2011). V roce 2008 bylo na svété pres 1,5 miliard lidi star§ich 20 let s nadvahou [1].
Celosvétovy trend v narustu nadvahy a obezity byl pozorovan i u déti predskolniho véku.
Od roku 1990 do roku 2010 se jejich piirtstek zvysil o 2,5 % (de Onis et al., 2010).
Z prizkumu provedeného zavérem roku 2010 vyplynulo, ¢ v Ceské Republice Zije
ptiblizné 55 % obcant s nadvahou a obezitou [2].

Jelikoz je s obezitou spojeno riziko vzniku dalSich chorob, jako jsou napfiiklad
kardiovaskularni onemocnéni a diabetes mellitus I1. typu, méli by se obézni lidé snazit svou
vahu v co nejkrat§im case zredukovat. Kromé samotné upravy stravovacich navykl
azvySeni fyzické aktivity je nyni k dispozici i fada potravinovych doplnkd a lékd,
které pomahaji zvysit G€inek zmény Zivotniho stylu. AZ donedavna byl zajimavym
piikladem 1é¢iva sibutramin, jehoz piedepisovani bylo vroce 2010 zakazano.
Dtvodem byla pfevaha negativnich vlivi na pacienty, zejména zvySeni rizika vzniku
kardiovaskularnich ptfihod, jako jsou infarkt myokardu a =zastava srdce [3, 4].
Avsak i pfes tento zakaz, je sibutramin pfitomny Vv nékterych potravinovych doplicich,
které jsou deklarované jako cisté ptirodniho puvodu [5].

Sibutramin podléha v lidském téle metabolickym procesim, jichZ se Vv prvni fazi
ucastni cytochromy P450 (CYPy). Exprese téchto enzymi je kontrolovana xenoreceptory
zejména aryl uhlovodikovym receptorem (AhR), pregnanovym X receptorem (PXR)
a konstitutivnim androstanovym receptorem (CAR). Doposud existuje jen n€kolik publikaci

zaméfenych na interakce sibutraminu s témito receptory. Pfipadna sibutraminem



indukovand zména exprese urcitych CYPd, by mohla vést k nezddoucimu ovlivnéni
metabolismu nékterych spoleéné uzivanych 1é¢iv. Z tohoto divodu je prospé$né zjistit,

zda sibutramin pusobi jako induktor exprese CYPu nebo nikoliv.
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2. Cile prace

1) Wypracovat literarni resersi na dané téma.

2) V primarnich kulturach lidskych hepatocytii po ovlivnéni sibutraminem detekovat
expresi vybranych gent CYPu: 1Al, 1A2, 2A6, 2B6, 2C9 a 3A4 metodou
kvantitativni reverzni transkripéni polymerazové fetézové reakce (gRT-PCR)

a stanovit hladiny proteini CYPa: 1A1, 2A6, 2B6, 2C9 a 3A4 pomoci western blotu.
3) V nadorovych liniich: lidské hepatokarcinomové linii HepG2 a lidské

adenokarcinomové linii LS174T po ovlivnéni sibutraminem detekovat expresi genu

CYP1ALl respektive CYP3A4 metodou gRT-PCR a pomoci western blotu stanovit

hladiny téchto proteint.

4) Shrnuti vysledki.

11



3. Literarni prehled

3.1. Lécba obezity

Prvnim krokem 1é¢by obezity by méla byt redukce hmotnosti. Pacient by mél upravit
svou zivotospravu, zvysit fyzickou aktivitu a snizit pfijem kalorii ve stravé na 1000-
1500 kcal/den. Redukce hmotnosti 0 5-10 % pocateéni vahy zna¢né ptispiva k prevenci
vzniku nemoci spojenych s obezitou (Devlin et al., 2000).

Pokud by zmény v Zivotospravé nepiinaSely kyzeny vysledek, pacientim by mohly
pomoci antiobezitika, jez se pfedepisuji pacientim s BMI vy$§im nez 30
(Champe et al., 2008). Tyto 1éky snizuji chut’ k jidlu nebo zvysuji pocit sytosti, redukuji
vstiebavani zivin nebo zvySuji vydej energie. Léky proti obezité pisobi prevazné skrz
serotoninovy, noradrenergni, dopaminergni nebo kanabinoidni systém receptori v mozku
(loannides-Demos et al., 2011). Piikladem takto pusobicich 1ékd muiize byt sibutramin,
kterému je podrobnéji vénovéna kapitola 3.2. Jiné 1éky redukuji vstiebavani tukl naptiklad
orlistat, ktery inhibuje pankreatické a zaludecni lipasy. Vyznamnou skupinu lékl tvofi
derivaty amfetaminu potlacujici chut k jidlu, mezi né patii naptiklad diethylpropion
a fentermin. U jistych 1ékd byla redukce hmotnosti zjisténa jako vedlejsi efekt, jedna se
0 néktera antidiabetika (napf.: metformin, agonisty glukagon-like proteinu 1, pramlintid),
antidepresiva (napft.: fluoxetin, bupropion) a antiepileptika (napf.: topiramat, zonisamid).
leptin, peptid YY, oxyntomodulin, agonista melanokortinového receptoru 4, lorcaserin
a tesofensin (Glandt et Raz, 2011).

MoZnym feSenim pro pacienty, na které piedepsané Iéky neucinkovaly,
je chirurgicky zakrok. AvSak toto feSeni s sebou nese riziko zdravotnich komplikaci.
Nicméné je tento zplisob zhubnuti prozatim nejicinnéjsi, po operaci ztraci pacient 25-40 %
své puvodni vahy. Nejcastéji provadénymi operacemi jsou zaludecni bypass a podvazani

zaludku (Devlin et al., 2000).
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3.2. Sibutramin

Sibutramin (N-1-[1-(4-chlorophenyl)cyclobutyl]-3-methylbutyl-N, N-dimethylamin
hydrochlorid monohydrat) je jednim z antidepresiv inhibujici zpétné vychytavani serotoninu
a noradrenalinu. Mechanismus jeho pusobeni a struktura jsou znazornény na Obr. ¢. 1
(Glandt et Raz, 2011).

presynapticka postsynapticka
membrana membrana

l

C . :
zakon&eni @ . zakondeni
T l dendlaii @ serotonin, noradrenalin
C ° 1
U J receptor
zpétné vychytani % sibutramin

-HCl - H,0
- PN
zakonéeni l zakonéent c
neuritu L4 . dendritu
‘e ® l

W/

zpétné vychytani

Obrazek ¢. 1: Mechanismus plsobeni sibutraminu

(Nakresleno podle Coutinho, 2009)

Tento 1ék byl v 80. letech vyvinut k 1é¢bé depresi firmou Abbott Laboratories,
avSak prvni klinické zkouSky ukézaly, ze u obéznich pacientl S depresemi doslo
po podavani sibutraminu k ubytku hmotnosti. Proto byl pozdéji v roce 1997 sibutramin
schvalen jako antiobezitikum Spravou potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration,
FDA) ve Spojenych statech Americkych (Luque et Rey, 2002). Jako 1é¢ivo pro redukei vahy

byl distribuovany pod nékolika obchodnimi nazvy (Ectiva, Meridia, Raductil, Reductil,
Sibutral a dalsi).
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Lék je uréen pro pacienty s BMI > 30 kg/m? nebo > 27 kg/m? pokud dany pacient ma
diagnostikovan  n¢ktery  zrizikovych  faktori napfiklad diabetes, dyslipidémii
nebo hypertenzi. Denni davka 1éku byva 5, 10 nebo az 15 mg [6]. Davka 15 mg sibutraminu
omezi denni piijem energie o 310 kcal. (Chapelot et al., 2000).

3.2.1. Metabolizmus sibutraminu

Sibutramin je podavan per o0s, vstieban gastrointestindlnim traktem a nasledné
metabolizovan jaternimi cytochromy P450 (viz kap. 3. 3.) na dva aminové metabolity M
N-{1-[1-(4-chlorofenyl)cyklobutyl]-3-metylbutyl}-N-metylamin a M, 1-[1-(4-chlorofenyl)
cyklobutyl]-3-metylbutylamin, které maji hlavni farmakologickou aktivitu [6].
Oproti sibutraminu metabolity M; a M; inhibuji silngji vychytavani serotoninu (5-
hydroxytryptaminu, 5-HT) i noradrenalinu (Connoley et al., 1999). Po podani jedné 15 mg
davky sibutraminu se v krevni plazmé pacienta nachazi v riznych koncentracich sibutramin
(3-8 ng/ml), metabolit M; (2-3 ng/ml) a metabolit M, (6-8 ng/ml) podle Abolfathi et al.,
2004. Nasledné jsou metabolity M1 a M, pievedeny hydroxylaci a glukuronidaci

na neaktivni metabolity, které jsou vylouc¢eny mo¢i z té€la (Link et al., 2006).

3.2.2. Pisobeni sibutraminu

Sibutramin piisobi v CNS, kde snizuje chut’ k jidlu, a tim zmenSuje i mnoZstvi
energie pfijaté télem. Cilem Gcinku sibutraminu je homeostaticky systém, ktery stabilizuje
mnozstvi tuku v téle. Tento systém reaguje na signaly vyvolané jidlem v gastrointestindlnim
traktu a na signaly o mnozstvi ulozenych triglyceridt v adipocytech. V CNS sibutramin
blokuje presynaptické zpétné vychytavani 5-HT anoradrenalinu, a tim aktivuje pro-
opiomelanokortinové (POMC) neurony, lokalizované v obloukovitém jadie hypotalamu,
prostfednictvim 5-HT receptori. POMC neurony maji dulezitou roli pfi energetické
homeostazi, protoze dorucuji signal hladu do paraventrikularniho jadra hypotalamu
i do ostatnich kli¢ovych ¢asti mozku. Produkty téchto neuronti, pro-opiomelanokortin
a peptid oznacovany jako kokain-amfetaminem regulovany transkript (CART), inhibuji
pfijem stravy. Sibutraminem zplisobené sniZeni energetického pfijmu usti v mirny pokles
hmotnosti a zaroven vede k sympatické odpovédi, jejimz vysledkem je mirné zvySeni

srde¢ni ¢innosti a krevniho tlaku (Bloom et al., 2008).
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3.2.3. U¢inky sibutraminu

vvvvv

ucinky. Ro¢ni 1é¢ba zvysuje ubytek hmotnosti o 4,3 kg oproti placebu (Padwal et al., 2003).
Uzivani sibutraminu pfiznivé ovlivitluje koncentraci HDL cholesterolu, snizuje koncentraci
triglyceridi a glukozy (Rucker et al., 2007). U nékterych pacienti dochazi ke zvyseni
krevniho tlaku a pulzu, jako disledek pisobeni sibutraminu na sympaticky nervovy systém.
Avsak s ubyvajici té€lesnou hmotnosti jsou tyto vedlejsi ucinky spolecné s rizikem vzniku
onemocnéni spojenych s obezitou snizeny (Lean, 2001).

Pro zjisténi negativnich ucinkt sibutaminu byla provedena rozsahla studie
Sibutramine Cardiovascular Outcome Trial (SCOUT). Pacientim byla podavana davka 10-
15 mg sibutraminu. Primérna délka 1écby trvala 3,4 rok a hmotnost pacientii 1é¢enych
sibutraminem se snizila primérné o 1,7 kg. Vysledkem této studie bylo, Ze u pacientu,
kteti méli jiz dfive kardiovaskularni potize, do$lo po dlouhodobé 1é¢bé sibutraminem
ke zvySeni rizika infarktu myokardu a zastavy srdce, avSak nikoli smrti zplsobené
kardiovaskularnim onemocnénim nebo smrti z jiné pfi¢iny (James et al., 2010).

Na zaklad¢ vysledki SCOUT studie bylo ptedepisovani sibutraminu zakazano,
nejprve 21. ledna 2010 v Evropé [3] a pozdéji 8. fijna 2010 v USA [4]. Nicmén¢ i pfes tyto
zakazy jsou na trhu stale dostupné potravinové dopliky obsahujici sibutramin [5, 7].
Napiiklad u produktu Herbal Flos Lonicerae (Herbal Xenicol) byl zjistén dvojnasobné vyssi

obsah sibutraminu oproti predepsané denni davce [8].

3.3. Cytochromy P450

Organismem pfijata 1é¢iva mohou byt eliminovana v nezménéné podobg,
jde ptevazné o hydrofilni latky, nebo mohou podléhat biotransformaci, kdy se jedna o latky
prevazné lipofilni povahy. Biotransformacni procesy lé¢ivo degraduji nebo aktivuji
na farmakologicky u¢innou formu. Tyto procesy rozdélujeme na tfi faze, béhem kterych
dochézi ke specifickym enzymatickym reakcim nebo k transportu metabolith. V prvni fazi
jejichz podstatou je inkorporace jednoho atomu kysliku do substratu a redukce druhého
atomu kysliku na vodu. Touto reakci polarizuji molekulu xenobiotika a pfipravuji ji tak
k dalsim reakcim, jez posléze usnadiuji jeji export a eliminaci z organismu (Dostalek et al.,
2006).
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Cytochromy P450 byly objeveny v roce 1958 v jaternich mikrosomech prasat a krys
jako pigmenty vazajici oxid uhelnaty (Garfinkel, 1958; Klingenberg, 1958),
toto pojmenovani dostaly az pozdéji v roce 1962. Nazev byl odvozen od absorp¢niho
maxima vinové délky redukované formy derivatu s oxidem uhelnatym, cozje 450 nm
(Omura et Sato, 1962). Po strance strukturni jsou cytochromy hem proteiny cytochromu b
obsahujici protoporfyrin IX (Hodgson et al., 2010).

S ptibyvajicim mnozstvim objevenych forem CYPu byla roku 1987 zavedena jejich
nomenklatura. Na zaklad¢ podobnosti v aminokyselinové sekvenci se CYPYy fadi do rodin
(znacenych cCislem) se shodou vyssi nez 40 % a podrodin (znacnych pismenem) se shodou
vyssi nez 55 % sekvence. Ptikladem oznaceni mize byt CYP1Al, kdy posledni ¢islo
oznacuje poradi objevu enzymu s odlisnou substratovou specifitou. Geny podrodiny CYPu
se nachazeji na stejném chromozomu ve stejném klastru a nesegreguji, proto se predpoklada
jejich puvod duplikaci genti (Nebert et al., 1991).

Cytochromy P450 se nachazi u rostlin, zivo¢ichti a mikroorganismut. U ¢lovéka bylo
objeveno celkem 57 CYPu v ruznych organech napiiklad v jatrech, ledvinach, plicich,
mozku, nadledvinkach, tenkém stfevé, kuzi a dalsich. CYPy jsou v bunikach vazany
na membrany endoplazmatického retikula nebo na wvnitini membranu mitochondrii.
V jatrech je lokalizovano 15 forem CYPu zrodin 1-3, které se podili na metabolismu
xenobiotik. Ostatni CYPy syntetizuji endogenni latky napfiklad steroidni hormony, zluc¢ové
kyseliny a cholesterol (Seliskar et Rozman, 2007).

3.3.1. Vybrané podrodiny cytochromii P450

Nasledujici kapitoly jsou vé€novany charakteristikdm vybranych podrodin CYPu

metabolizujici xenobiotika.

3.3.1.1. Podrodina 1A

Do podrodiny CYPu 1A tadime zastupce CYP1A1 a CYP1A2, které maji z 80 %
shodnou aminokyselinovou sekvenci (Zhou et al., 2009). CYP1Al se nachazi v nizkém
zastoupeni v jatrech (Schweikl et al., 1993), zatimco CYP1A2 v tomto organu zastupuje
13 % CYPu (Shimada et al., 1994).

Z endogennich latek obé formy metabolizuji steroidni hormony, z exogennich latek
metabolizuji mnoho prokarcinogenti a mutagent napiiklad benzo(a)pyren, aflatoxin B1 a 2—

acetylaminofluoren, a proto muize zvySend aktivita téchto CYPU vyvolat nadorové
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onemocnéni (Rendic, 2002). Vyznamnym exogennim substratem CYP1AZ2 je kofein (Butler
et al., 1989).

CYP1Al a CYP1A2 jsou indukovany polyaromatickymi uhlovodiky, jejichZ zdrojem
je napiiklad maso upravené za vyssich teplot na dfevném uhli. Vyznamnym induktorem je
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) podle Kalow et al., 1991, dale latky obsazené
Vv cigaretovém koufi naptiklad benzo(a)pyren (Hockley et al., 2007) a latky v nékterych
druzich zeleniny napiiklad v brokolici (Kall et al., 1996). Expresi i aktivitu CYP1Al
inhibuje harmin obsazeny napfiklad v harmale stepni (Peganum harmala) podle ElI Gendy
etal., 2012. Naopak aktivitu CYP1A2 inhibuje naptiklad antiepileptikum karbamazepin
(Masubuchi et al., 2001).

Geny CYP1A1 a CYP1A2 se nachazi na chromozomu 15q24.1 [9]. U obou forem byl
popsan geneticky polymorfismus a doposud bylo uvedeno na webovych strankach Komise
pro nomenklaturu alel cytochromi P450 celkem 11 variant alel CYP1AL a 21 variant alel
CYP1A2 [10].

3.3.1.2. Podrodina 2A

Jednim vybranym zastupcem z podrodiny 2A je forma CYP2A6, kterd se nachazi
Vv jaterni tkani, kde pfedstavuje 1-10 % z celkového poctu CYPu (Pelkonen et al., 2000).
Tato forma se podili na metabolismu estrogentt (Rendic, 2002). CYP2A6 je odpovédny
za hydroxylaci rostlinné latky kumarinu (Yun et al., 1991) a také za metabolizaci nikotinu
na kotinin (Nakajima et al., 1996). Dale také metabolizuje kyselinu valproovou, tamoxifen
a propofol. CYP2AG6 se také podili na metabolismu prokarcinogenti jakou jsou naptiklad
aflatoxin B1 a mnozstvi nitrosamint (Di et al., 2009). Induktorem exprese této formy CYP
je rifampicin (Rae et al., 2001) a inhibitorem enzymu je 8-methoxypsoralen (Méaenpaa
et al., 1994).

Gen kodujici CYP2A6 se nachazi na chromozomu 19q13.2 (Fernandez-Salguero
etal.,, 1995). Bylo popsano nékolik alelovych variant tohoto genu, naptiklad varianta
CYP2A6*35 spojena s nizsi aktivitou CYP2A6 (Al Koudsi et al., 2009).

3.3.1.3. Podrodina 2B

Vyznamnym zastupcem podrodiny 2B je forma CYP2B6, ktera je lokalizovana
Vv jatrech, mozku, stfevech, ledvinach a v malém zastoupeni v plicich (Gevrot et al., 1999).
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Z endogennich latek CYP2B6 metabolizuje steroly, mastné kyseliny a steroidni hormony
(Rendic, 2002). Ucastni se metabolismu mnoha 16¢iv, mezi ktera fadime cyklofosfamid,
tamoxifen, bupropion a sibutramin (Mo et al., 2009). Pravé studii Bae a kol. (2008) bylo
odhaleno, ze CYP2B6 pteménuje sibutramin na dva aktivni metabolity M; a M,. CYP2B6 je
vysoce indukovatelny fenobarbitalem, rifampicinem a klotrimazolem (Faucette et al., 2004).
CYP2B6 inhibuji trombolytické 1éky klopidogrel a tiklopidin (Richter et al., 2004) nebo
také rostlinné terpenoidy citral a geraniol (Seo et al., 2008).

U genu CYP2B6 lokalizovaném na chromozomu 19q13.2 (Fernandez-Salguero et al.,
1995) bylo popsano celkem 29 alelickych variant [11]. Ve studii Chunga a kol. (2011),
ktera se zabyvala vlivem genotypu CYP2B6 na farmakokinetiku sibutraminu a jeho
metabolitli, byla zjiSténa pravdépodobnéd asociace alely CYP2B6*6 sniz8i clearanci

metabolitu M.

3.3.1.4. Podrodina 2C

Podrodina 2C tvofi 20 % z celkového mnozstvi jaternich CYPa (Shimada et al.,
1994). Vyznamnym zastupcem je CYP2C9, ktery metabolizuje né€které endogenni latky
steroidy, melatonin, retinoidy, kyselinu arachidonovou (Mo et al., 2009) a dulezita 1é¢iva
jako je lék pro diabetiky tolbutamid, antikonvulzivum fenytoin, antikoagulant warfarin
a dalsi (Zhou et al., 2009). Induktorem exprese CYP2C9 je rifampicin (Rae et al., 2001)
a inhibitory jeho aktivity jsou ketokonazol a sulfafenazol (Baldwin et al., 1995).

CYP2C9 byl zamapovan na chromozom 10g24 (Mo et al., 2009). U CYP2C9 byly
zjistény dva typy mutantnich alel CYP2C9*2 a CYP2C9*3, které zpusobuji snizeny

metabolismus nékterych 1é¢iv napiiklad warfarinu (Takahashi et Echizen, 2001).

3.3.1.5. Podrodina 3A

vvvvvv

mérou podili na metabolismu xenobiotik i endogennich substrati. Clenové podrodiny tvoii
30 % jaternich CYPu, pticemz nejvice zastoupenou formou je CYP3A4 (Pelkonen et al.,
2008). Kromé jater se nachazi v tenkém stfevé a ledvinach (Zhou et al., 2008).

CYP3A4 ma velice Sirokou substratovou specifitu. Metabolizuje vice nez 50 %
bézn€¢ uzivanych I1éCiv, jako jsou naptiklad antiarytmika, statiny, fibraty, opioidy,
antidepresiva, makrolidova antibiotika a mnoho dalsich (Rendic, 2002). | sibutramin je
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podle udaji z ptibalového letaku 1éku Meridia metabolizovan timto CYP [6]. K substratim
CYP3A4 tadime také endogenni latky, piikladem mulze byt testosteron, progesteron,
androstenedion a ZluGové kyseliny (Pelkonen et al., 2008). CYP3A4 se podili
i na metabolizmu prokarcinogenti, bioaktivuje hepatokarcinogen aflatoxin B; (Aoyama
et al., 1990).

Pfikladem induktord exprese CYP3A4 mize byt fenobarbital (Martin et al., 2003),
rifampicin (Lake et al., 1997) a dexametazon (McCune et al., 2000). Klinicky vyznamnymi
inhibitory CYP3A4 jsou fungicidni azoly (ketokonazol a itraconazol), antimikrobidlni latky
(clarithromycin, erythromycin a ritonavir), antihypertenziva (verapamil a diltiazem) a také
nekteré slozky rostlin a potravin jako je naptiklad grapefruitovy dzus obsahujici bergamotin
(Pelkonen et al., 2008).

Fluorescen¢ni in situ hybridizaci byla zjisténa lokalizace CYP3A4 na chromozomu
7921.1 (Inoue et al., 1992). U tohoto genu bylo popsano vice jak 20 mutaci,
avsak s neur€itou vyznamnosti. V in vitro podminkach byly popsany alely se snizenou (*8,
*11, *13, *17), zadnou (*20) nebo zvySenou (*18A) metabolickou aktivitou CYP3A4.
Avsak jejich nizké frekvence vyskytu neumoziuje popsat zndmé rozdily v aktivite¢ CYP3A4
mezi jednotlivymi jedinci. Pfedpoklada se, ze rozdily v expresi CYP3A4 jsou zplsobeny
variabilitou gent koédujicich proteiny ucastnicich se regulace exprese CYP3A4 (Bozina
et al., 2009).

3.4. Requlace cytochromu P450

Z hlediska metabolismu je regulace CYPu velice dilezitym déjem, ktery ovliviiuje
farmakokinetiku xenobiotik. CYPy reguluje nékolik mechanismi, nejvyznamnéj$im z nich
je aktivace exprese gend pro CYPy prostiednictvim jadernych receptor. Dale jsou CYPy
regulovany na drovni mRNA, zvySenou translaci nebo stabilizaci mRNA.
Nezanedbatelny mechanismus regulace probiha i na urovni proteint, kdy rtzné latky

aktivuji nebo inhibuji jednotlivé CYPy (Hodgson et al., 2010).

3.4.1. Jaderné receptory

Jaderné receptory tvoifi nejveétsi skupinu transkripnich faktorti regulujici rtizné
biologické procesy veetné metabolismu. Tyto receptory jsou charakterizovany vysoce
konzervovanymi oblastmi: DNA vazebnou doménou (DBD) a ligand vazebnou doménou
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(LBD). DBD se nachazi na N-konci a obsahuje aktiva¢ni funkci-1 (AF-1). Tuto doménu
tvoii dva a-helixy a dva zinkové prsty, které zajist'uji specifitu vazby na DNA a dimerizaci
receptoru. Na rozdil od DBD, je LBD umisténa na C-konci a obsahuje AF-2 vazici
koaktivatory. Ob¢é domény spojuje tzv. hinge oblast nesouci jaderny lokaliza¢ni signal
(NLS). Aktivita jadernych receptort je fizena vazbou ligandt, malych lipofilnich molekul,
které mohou byt endogenniho nebo exogenniho ptivodu. Ligandy se v cytosolu bunky vazi
na LBD, to zpusobi konforma¢ni zmeénu, pti které se odhali NLS a cely komplex se
translokuje do jadra. Zde dohazi k dimerizaci nasledné vazbé na responzivni elementy
v promotorech genu a aktivaci exprese (Staudinger et Lichti, 2007).

Exprese CYPu je regulovana nékolika jadernymi receptory. Geny rodiny CYP1 jsou
transkriptné aktivovany prostfednictvim aryl uhlovodikového receptoru (AhR).
Zatimco indukce exprese gent rodin CYP2 a CYP3 mize byt aktivovana i nékolika riznymi
jadernymi receptory, jakymi jsou naptiklad pregnanovy X receptor (PXR), konstitutivni
adrostanovy receptor (CAR), glukokortikoidni receptor a receptor vitaminu D (Pavek
et Dvorak, 2008).

3.4.1.1. Aryl uhlovodikovy receptor

Aryl uhlovodikovy receptor se UcCastni nejlépe popsaného mechanismu indukce
exprese CYPii. Tento receptor nalezi do rodiny transkripcnich faktori s charakteristickymi
strukturalnimi motivy bHLH (basic helix-loop-helix) a PAS (Per-Arnt-Sim; kde Per
znamena Drosophila period clock protein, Arnt je AhR nuclear translocator a Sim je
Drosophila single-minded protein). Motiv bHLH se nachazi v N-koncové oblasti a ucastni
se vazby receptoru na DNA a heterodimerizaci receptoru. PAS doména ptiléhajici k C-konci
bHLH motivu a slouzi jako povrch K vytvofeni heterodimeru s dal$im proteinem
obsahujicim PAS doménu (Zhou et al., 2009).

AhR se nachazi v cytosolu buniky v komplexu se dvéma chaperony heat-shock
proteiny 90 (Hsp90), ko-chaperonem p23 a X-associated protein 2 (XAP2), které zajist'uji
spravné slozeni a stabilizaci AhR (Petrulis et Perdew, 2002). Typickymi ligandy AhR jsou
hydrofobni, polycyklické aromatické uhlovodiky. Ptfikladem lignadi muze byt dioxin
TCDD, 3-metylcholantren, benzo(a)pyren a p-naftoflavon (Murray et al., 2005).
AhR s ligandem vytvaii v jadie heterodimer s Arnt a cely komplex ligand-AhR/Arnt se
vaze na responzivni elementy (DRESs) podle Denison et Nagy, 2003), které se nachazi

v promotorové oblasti geni CYP1Al, CYP1A2 a CYP1Bl1l a jsou charakterizované
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nesymetrickou sekvenci 5°-T/GnGCGTG-3‘. Na heterodimer vazany na DNA se vazi jesté
dalsi molekuly koaktivatortu (naptiklad koaktivator steroidniho receptoru 1, SRC-1), TATA-
vazebny protein (TBP), TBP-asociované faktory (TAFs) a nakonec RNA polymeraza (RNA
pol II). Poté je zahajena transkripce CYPui viz Obr. ¢. 2 (Pavek et Dvorak, 2008).

N -

—>
ligand
AhRR
degradace
CYP1A1
CYP1A2
CYP1B1 AhR

AP IAP RPN
Jadro DRE vazebné misto
Cytoplasma (TNGCGTG)

Obrazek €. 2: Schéma indukce exprese genit CYP1 prostfednictvim AhR

(Nakresleno podle Pavek et Dvotak, 2008)

Po aktivaci exprese nebo také pokud nedojde k heterodimerizaci nebo navazani
heterodimeru na DNA, je rozpoznana jaderna exportni sekvence (NES) receptoru a AhR je
dopraven zpét do cytoplazmy. Exportovany komplex AhR je ubiquitinovan a degradovan
v proteazomu (Denison et Nagy, 2003).

Preneseni signalu z AhR je negativné zpétnovazebné regulovano, pomoci inhibice
represorem AhR (AhRR). Doposud se piedpokladaji dva mechanismy pasobeni AhRR.
V prvnim mechanismu AhRR soutézi s AhR o vazbu na DREs, avSak bez uplatnéni
kompetice AhR a AhRR o Arnt. Komplex Arnt-AhRR véazany na DREs mize navazat ko-
represory  a histondeacetylasy, jejichz piasobeni vede k inaktivaci transkripce.
Druhy mechanismus je nezavisly na kompetitivni vazbé s Arnt nebo DREs. Jedna se
o transrepresi pravdépodobné dimerem AhRR-Arnt. Prozatim neni ziejmé, jestli se Arnt
transreprese UcCastni a také zda AhRR netvoii komplex s jinymi proteiny nebo dokonce jestli

transrepresi nezajistuje sam (Hahn et al., 2009).
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3.4.1.2. Pregnanovy X receptor

V roce 1988 byl Kliewerem a spolupracovniky objeven PXR, ktery je rozhodujicim
Cinitelem pii regulaci exprese CYP3A4 (Lehmann et al., 1998). Bylo zjisténo, ze PXR ma
velkou LBD a proto je schopen vazat Sirokou Skalu ligandi (Watkins et al., 2001),
mezi které patii piirozené se vyskytujici steroidy pregnenolon a progesteron, syntetické
glukokortikoidy a anti-glukokortikoidy (Kliewer et al., 1998). Mezi duilezité ligandy PXR
patii 1éCiva jako je antibiotikum rifampicin (Goodwin et al., 1999).

Bez navazaného ligandu mtize PXR setrvavat jak v cytoplazmé, tak i v jadfe bunky
jak je znazornéno na Obr. ¢. 3. Vcytoplazmé se nachazi v komplexu s Hsp90
a cytoplazmatickym CAR retenénim proteinem (CCRP). AvSak v jadie je vazan ve formé
heterodimeru s retinoid X receptorem (RXR) a korepresorovym komplexem obsahujici
SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors) na PXR responzivni
elementy (PXRRE). Mediator SMRT vaze histon deacetylasu (HDAC), ktera deacetylaci
histont kondenzuje chromatin a vede tak k transkrip¢ni represi gent (Pavek et Dvorak,
2008).

koaktivatory

CYP2A6
CYP2B6
CYP2C9

ligand
napf.
RIF b
CYP3A4
woplasma //

Obrazek €. 3: Schéma indukce exprese genii CYP1 prostfednictvim PXR

(Nakresleno podle Pavek et Dvotak, 2008)

V piitomnosti ligandu PXR v jadie vymeéni korepresorovy komplex za koaktivatorovy
a PXR v cytoplazmé vytvori hetorodimer PXR/RXR (Pavek et Dvorak, 2008). Ten je

translokovan do jadra a vaze se na PXRRE, ktery se nachazi na 5°-flanking regionu
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CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9 a CYP3A4 a obsahuje motiv piimé, pievracené nebo obracené
repetice 5°-AG(G/T)TCA-3¢, oddélené¢ 3 - 6kb usekem (Kliewer et al., 2002; Itoh et al.,
2006). Na komplex ligand-PXR/RXR se vaze SRC-1, ktery usnadniuje tvorbu transkripéniho
komplexu obsahujiciho RNA pol II a také prichyceni histon acetyltransferasy (HAT),
ktera dekondenzuje chromatin a umozni transkripci genti (Pavek et Dvorak, 2008).

Expresi indukovanou PXR inhibuje jaderny receptor pojmenovany jako small
heterodimer partner (SHP). Tento receptor postrada DBD a vaze se piimo na PXR,
tim zpusobuje represi genu aktivovanych PXR (Ourlin et al., 2002). Naopak aktivovany
PXR inhibuje expresi SHP, coz umozni transkripci PXR regulovanych gent (Li et Chiang,
2006).
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4. Material a metodika

4.1. Pouzité chemikalie

Nazev chemikalie Firma Katalogové ¢islo
akrylamid/bis-akrylamid 40 % Bio Basic A0007
APS Sigma-Aldrich MKBC7986
bovinni sérovy albumin Bio Basic ADO0023
Bradfordovo ¢inidlo B2916
bromfenolova modf Sigma-Aldrich B0126
deoxycholat sodny 30970
dNTP: dATP 4026
dCTP 4028
dGTP Takara 4027
dTTP 4029
DMSO 99,9 % D8418
DTT _ _ 43815
Dulbecco’s Modified Eagle’s medium Stgma-Aldrich D6546
EDTA EDS
FBS PAA A15-104
glycerol Bio Basic GB0232
KCI Lachner 30076-AP0
L-glutamin Sigma-Aldrich G6392
Light Cycler® 480 Syber Green | Master Roche Diagnostic 04 707 516 001
MEM non-essential amino acid solution 100x Sigma-Aldrich M7145
metanol 99,97 % 20038-AT0
Na,HPO,.12H,0 Lach-Rer 30061-AP0
Page Ruler TM Plus Prestained Protein Ladder Thermo Scientific 26619
penicilin - streptomycin ] . P4333
ponceau S rouge Sigma-Aldrich P3504
protilatka primarni:
aktinu (1-19), kozi polyklonalni IgG sc-1616
CYP1A1 (G-18), kozi polyklonalni IgG sc-9828
CYP2A6 (F16 P2 D8), mysi monoklonalni IgG; Santa Cruz Biotechnology sc-53615
CYP2B6 (H-110), krali&i polyklonélni IgG sc-67224
CYP2C9/19 (C-21), kozi polyklonalni IgG sc-23436
CYP3A4 (HL-3), mysi monoklonalni IgG sc-53850
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Nazev chemikalie Firma Katalogové ¢islo
protilatka sekundarni:

kozi proti-mysi IgG-HRP . sc-2005

kralic¢i proti-kozi IgG-HRP Santa Cruz Blotechnology Sc-2768

kozi proti-krali¢i IgG-HRP sc-2004
random primer (6 mer) Takara 3801
reakéni pufr M-MuLV RT Finnzymes F-572B
reverzni transkriptaza M-MuLV RT RNase H’ Thermo Scientific F-572S
RNasovy inhibitor Takara 2311A
rifampicin Sigma Aldrich R8883
RNase free water Bio Basic DD1005
SDS Sigma-Aldrich L3771
sibutramin Sigma-Aldrich R8883
suSené mléko 1,3 % Laktino® Promil
TBS 10x Bio Basic A0027
TCDD Sigma-Aldrich 48599
TEMED TB0508
Tris ] ] TB0194
Tris-Glycin pufr 10x Blo Basic A0029
Tris-Glycin-SDS pufr 10x A0031
Tri Reagent Molecular Research Center | TR 118
Triton X-100 T8787
trypanova modf Sigma-Aldrich T6146
Tween20 P137-9
Western Blotting Luminol Reagent Santa Cruz Biotechnology Sc-2048

Tabulka €. 1: Sekvence jednotlivych F a R primerti k pfisluSnym genim

Gen Sekvence F primeru Sekvence R primeru

CYP1A1l | 5- TCCGGGACATCACAGACAGC-3’ 5’- ACCCTGGGGTTCATCACCAA-3"
CYP1A2 | 5’-CATCCCCCACAGCACAACAA-3’ 5"-TCCCACTTGGCCAGGACTTC-3" ™
CYP2A6 | 5°-TGCAAGGGCTGGAGGACTTC-3’ 5’-AGGGTGGTGCTGACGGTCTC-3" @
CYP2B6 | 5°-GGCCATACGGGAGGCCCTTG-3’ 5’-AGGGCCCCTTGGATTTCCG-3°®
CYP2C9 | 5°- TCCTATCATTGATTACTTCCCG-3’ 5- AACTGCAGTGTTTTCCAAGC-3* @
CYP3A4 | 5°-TTCAGCAAGAAGAACAAGGACAA-3> | 5>-GGTTGAAGAAGTCCTCCTAAGC-3"®
GAPDH | 5’-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3’ 5’-GGTCGGAGTCAACGGATTTGGTCG-3" ¥

Pouzité zdroje: 1 - Dvorak et al., 2008; 2 - Onica et al., 2008; 3 - Monreau et al., 2007; 4 - Duret et al.,
2006; 5 - Pavek et al., 2007. Sekvence byly nasyntetizovany firmou Genri-Biotech.
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4.2. Pouzité roztoky

4x delict pufr:
1,5M Tris-HCl o pH 8,8
72,6 g Tris
400 ml ddH,0O

Kultivacni médium pro HEPG2 a LS174T:
500 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM)
5 ml L — glutamin
5 ml neesencidlnich aminokyselin
5 ml penicilin/streptomycin
50 ml FBS

2x loading pufr:
2,5 ml 4x zaostfovaci pufr
4 ml 10% SDS
2 ml glycerol
2 mg bromfenolova modf
0,31 gDTT
10 ml dH,0

Lyzacni pufr RIPA:
150mM NacCl
10mM Tris (pH 7,2)
0,1% SDS
1% Triton X-100
1% deoxycholat sodny
5mM EDTA

1x migracni pufr:

100 ml 10x Tris-Glycin—SDS pufr
900 ml H,O
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10x PBS:
40 g NaCl
1 g KCI
16,05 g Na;HPO,4.12H,0
1 g KH,PO,4.12H,0
500 ml dH,0O
upravit pH na 7,4

Ponceau S:
0,5 g Ponceau S
5 ml kyselina octova

100 ml dH,0

1x TBS/Tween:
100 ml 10x TBS
900 ml dH,0
500 pl Tween20

1x transferovy pufr:
100 ml 10x Tris-Glycin pufr
200 ml metanol
700 ml dH,0

4X zaostrovaci pufr:
0,5M Tris-HCl o pH 6,6
24 g Tris
400 ml ddH,0
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4.3. Pouzité laboratorni pristroje

Nazev pristroje | Typ pristroje Firma

centrifuga Centrifuge 5415 R Eppendorf

cycler Light Cycler 2.0 Roche

flow box ESCO Class Il Type A2 Labculture
inkubator Contherm Mitre 4000 Series Contherm Scientific
mikroskop HT-NIB-100 All Pro Corporation
spektrofotometr NanoDrop 1000 Spectrophotometer | Thermo Scientific
spektrofotometr Infinite M260 Tecan

termoblok Accublock Digital dry bathe Labnet International
ttepacka Mini Rocket MR-1 Biosan

véha ABS 80-4 Kern & Sohn

vodni lazen LCB 22D Labtech

vortex Reax Top Heidolph
vyvolavaci automat | XR 24 PRO Diirr

4.4, Biologicky material

Jako biologicky materidl byly pouzity jak primarni kultury lidskych hepatocytt,
tak i komer¢ni nadorové linie. Primarni kultury lidskych hepatocyt byly ziskany resekci
od multiorganovych darcu, ktefi byli celkem tfi. Vzorky byly oznaceny jako HH2 (muz,
64 let), LH36 (muz, 53 let) a LH38 (muz, 58 let). Primarni kultury lidskych hepatocytd byly
pouzity pro studium indukce exprese geni CYPIAI, 1A2, 2A6, 2B6, 2C9, 3A4
a pro stanoveni hladiny proteint CYP1A1, 2A6, 2B6, 2C9 a 3A4. Z komerc¢nich kultur byly
pouzity lidské hepatokarcinomové linie HepG2 (ECACC, 85011430) a lidské
adenokarcinomové linie LS174T (ECACC, 87060401) pro studium exprese genu
a stanoveni hladiny proteinu CYP1A1 respektive CYP3A4.

4.4.1. Kultivaéni podminky

Pro kultivaci nadorovych linii HepG2 a LS174T bylo pouzito komeréni DMEM
médium obohacené o dalsi slozky viz kap. 4.2. Primérni kultury lidskych hepatocyt byly
po izolaci (Pichard-Garcia et al., 2002) kultivovany v ISOM médiu (Isom et al., 1985)
obohaceném o 2 % fetdlniho teleciho séra na kultivacnich deskach pokrytych kolagenem

(BD Biosciences). Nasledujici den bylo médium vymeénéno za bezsérové a po 48h
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stabilizaci byly kultury pfipravené k oSeteni. Jak nadorové linie, tak i primarni kultury
lidskych hepatocyti byly kultivovany pii 37 °C, 5% CO; a 95% vlhkosti.

Kultury hepatocytti i nadorové linie byly oSetieny médiem obsahujicim riznou
koncentraci sibutraminu 5, 10 nebo 25 ng/ml. Testované koncentrace SIB byly zvoleny
na zaklad¢é plazmatické koncentrace SIB a jeho metaboliti po uziti jedné 15 mg davky SIB
(viz kap. 3.2.1). Jako negativni kontrola byly pouzity buiiky oSetiené médiem obsahujicim
0,1% dimethylsulfoxid (DMSO), jako pozitivni kontrola bunky oSetfené 5nM TCDD
nebo 10uM rifampicinem (RIF) v zavislosti na studovaném CYPu. Takto oSetfené kultury

byly inkubovany 24 hodin pro izolaci mMRNA nebo 48 hodin pro izolaci proteint.

4.5. 1zolace RNA z bunéénych kultur

Z jednotlivych kultur byla po 24h inkubaci vyizolovana RNA pomoci Tri Reagentu.
Po odstranéni kultivaéniho média a po promyti bunék 1 ml 1x PBS, byly buiky zlyzovany
pfidanim 1 ml Tri Reagentu. K lyzidtu v mikrozkumavkich bylo ptfiddno 200 pl
chloroformu. Mikrozkumavky byly ru¢né ttepany po dobu 1 min, nasledné byly inkubovany
5 min pfi laboratorni teploté¢ a poté byly centrifugovany (13000 rpm, 4 °C, 15 min).
Centrifugaci doSlo k separaci na dvé faze oddélené rozhranim. Spodni Cervena fenol-
chloroformova faze a interfaze obsahovala DNA a proteiny. Horni bezbarva vodna faze
obsahovala RNA. Vodni faze s RNA byla pifenesena do Ccistych mikrozkumavek,
precipitovana 500 pl isopropanolu a lehce vortexovana. Nasledné inkubovana 5 min
pfi laboratorni teploté a poté centrifugovana (13000 rpm, 4 °C, 13 min). Po centrifugaci byl
supernatant odstranén, bily pelet obsahujici RNA byl promyt 1 ml 75% etanolu
a centrifugovan (13000 rpm, 4 °C, 15 min). Jestlize byl pelet po centrifugaci stale viditelny,
byl ptfedchozi krok zopakovan. Pelet byl vysuSen ve flowboxu a rozpusStén v 10—
20 pl RNase free water.

Koncentrace a Cistota vyizolované RNA byly zjistény pomoci spektrofotometru
NanoDrop 1000. Pro jedno meéfeni byly pouzity 2 pl vzorku. Koncentrace RNA byla
zjisténa absorbanci vzorku pti 260 nm. U vzorku byla zméfena také Cistota RNA (pomér
absorbanci vzorku pifi 260 nm a 280 nm), ktera se pohybovala v rozmezi hodnot 1,5 a 2,0.
Vzorky s vysokou koncentraci RNA byly nafedény na koncentraci pfiblizné¢ 2000 ng/pl

a opét proméieny.
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4.5.1. Prepis RNA do cDNA

Vzorky vyizolované RNA byly nafedény s RNase free water tak, aby vysledny
roztok obsahoval 1000 ng RNA na objem 5 pl. K takto nafedénym vzorkim byl pfidan 1 ul
random primerti o koncentraci 100 pmol/ul. Vzorky byly poté inkubovany 5 min pii 65 °C,
zchlazeny na ledu, kratce centrifugovany a bylo k nim pfidano 6 pl mixu. Slozeni mixu viz
Tab. ¢. 2. Vzorky s mixem byly kratce centrifugovany, inkubovany 1 h pii 42 °C,
poté 10 min pfi 65 °C a zchlazeny na ledu 2 min. Nasyntetizovana cDNA byla ziedéna 48 pl

RNase free water, zvortexovana a uchovana pii -20 °C.

Tabulka €. 2: SloZeni mixu pro piepis RNA do cDNA

Slozka Objem pro 1 reakci [ul]
reverzni transkriptaza 0,6
RNasovy inhibitor 0,3
dNTP [10mM] 0,6
10x reakéni pufr 1,2
H,0 3,3
Celkovy objem 1 reakce [pl] 6

4.5.2. Kvantitativni reverzni transkrip¢ni polymerazova retézova reakce

Nasyntetizovana cDNA byla pouZita jako templat pro kvantitativni reverzni transkrip¢ni
polymerazovou fetézovou reakci gRT-PCR. Reakce pro jednotlivé vzorky byly provedeny
v dubletech. Pro qRT-PCR byl pfipraven mix (viz Tab. ¢. 3), sekvence jednotlivych primert
jsou uvedeny v Tab. ¢. 1. Mix byl rozpipetovan po 7 ul do kapilar v chladicim bloku.
Kmixu byly pfidany 3 pl cDNA. Uzaviené kapilary byly centrifugovany 1 min
pti 1500 rpm, poté byly umistény do Light Cycleru, na kterém byl nastaven teplotni
a Casovy pribéh reakce pro viz Tab. ¢. 4.

Nasledné byla vypocitana relativni kvantifikace z hodnot Ct (cycle threshold), tj. poctu
cyklt, pfi kterém fluorescence vzorku prekrocila prahovou hodnotu (threshold).
Vypocet byl proveden pomoci metody delta delta Ct (AACy). Pro jednotlivé vzorky
a kontroly byla vypocitana hodnota ACy odeétenim aritmetického priméru Ct pro urdity
CYP od aritmetického praméru Ct pro GAPDH (house keeping gen). Pro ziskani hodnoty
AACt byla od ACy vsech vzorki a kontrol odeCtena hodnota ACt negativni kontroly
(DMSO). Po dosazeni hodnoty AACt do vztahu x = 27°4°T, byla ziskana hodnota x, tj.

nasobek indukce oproti negativni kontrole (fold induction). Hodnoty relativni kvantifikace
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exprese byly statisticky vyhodnoceny studentovym T-testem pomoci programu Microsoft

Excel.

Tabulka ¢. 3: Slozeni mixu pro gRT-PCR

Slozka Objem pro 1 vzorek [pl]
F + R primery [5pM] 1
Syber Green 2
ddPCR H,0 4
Celkovy objem pro 1 vzorek [pl] 7

Tabulka €. 4: Teplotni a asovy prabéh qRT-PCR

Teplota pro . Pocet cykli pro
Proces Cas
CYP/ GAPDH CYP/ GAPDH
aktivace polymerazy 95°C 10 min 1x
denaturace 95°C 10s
annealing 65°C/68°C 7s 35x / 30x
elongace 72°C 17s
analyza teploty tani - 1x

Poznamka: u CYP2AG6 probihal annealing pii 70°C

4.6. Izolace proteinu

Po 48 hodinové kultivaci bunék bylo médium odstranéno a buiiky promyty 1x PBS.
Do jamek kultivaéni desky byl ptidan 1 ml 1x PBS, bunky byly seskrabany a suspenze byly
pieneseny do mikrozkumavek, které byly centrifugovany (4500 rpm, 5 min). Supernatant
byl odebran a k peleté bylo pfidano 150 pl lyzaéniho pufru RIPA. Nasledovalo vortexovani
po dobu 10 minut, centrifugace (13000 rpm, 4 °C, 13 min) a odebrani supernatantu.

Koncentrace proteint v supernatantu byla stanovena metodou Bradfordové.

4.6.1. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS

Vyizolované proteiny byly separovany elektroforézou v polyakrylamidovém gelu
Vv pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE). Pro separaci byl ptipraven PA gel

slozeny ze dvou gelt o rizném zesitovani: horni gel tzv. zaostfovaci se 4% zesitovanim
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a spodni gel tzv. délici s 10% zesitovanim (slozeni viz Tab. ¢. 5). Vzorky proteini byly
smichany s H,O a s 2x LB v poméru 1:1, aby vysledné mnozstvi proteinu ve vSech vzorcich
stejné. Takto piipravené vzorky byly zvortexovany, centrifugovany, inkubovany
v termobloku 5 min pii 95 °C a zchlazeny. Nasledné byly vzorky napipetovany do PA gelu,

pro odecteni molekulové hmotnosti rozseparovanych proteinti byly ptidany 3 pl markeru.

Tabulka ¢. 5: Slozeni déliciho a zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE

10% délici gel | 4% zaostiovaci gel
Slozka
Objem
H,O 7,8 ml 3,74 ml
délici /zaostrovaci pufr 4 ml 1,5ml
akrylamid 4 ml 600 pl
10% SDS 160 pl 60 pl
TEMED 16 pl 6 ul
APS 160 pl 45 ul

Separace Vv elektroforetické aparatufe naplnéné migracnim pufrem probihala
VvV jednom zaostfovacim gelu o tloustce 1,5 mm pii konstantni hodnoté proudu 10 mA
pfiblizné 20 min, kdy doslo k zakoncentrovani proteinti do uzkého pruhu v misté rozhranni
mezi gely. Nasledna separace v jednom délicim gelu probihala pii konstantni hodnoté
proudu 20 mA po pfiblizné 40 min, béhem ni doslo k rozdéleni proteini podle jejich

molekulové hmotnosti.

4.6.2. Western Blot

Metoda western blot slouzi k navazani proteini z gelu na membranu
z polyvinylidendifluoridu (PVDF). V prvnim kroku byla PVDF membrana (Immobilon®-P
Transfer Membranes, Millipore, kat. ¢. IPVH00010) hydratovana v metanolu, promyta
v dH20 a ponotfena na 5 min do dH,0. Délici gel s proteiny byl umistén do tzv. sendvice,
ktery byl slozen z né€kolika vrstev: houbicky, filtracniho papiru, déliciho gelu, PVDF
membrany, filtraéniho papiru a houbicky. VSechny vrstvy byly navlhceny transferovym
pufrem. Pfipraveny sendvi¢ byl umistén do transferové komory obsahujici transferovy puft.

Transfer probihal 90 min pfi konstantnim proudu 300 mA.
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Po skonceni transferu byla membrana vyjmuta, promyta v dH,O, obarvena
Vv ponceau S, opét promyta v dH,O a ususena na filtraénim papife. Obarvenim v ponceau S

doslo k Cervenému reverzibilnimu zviditelnéni jednotlivych prouzkl proteinii.

4.6.3. Imunodetekce proteini

Z PVDF membrany byla vyfezdna oblast odpovidajici proteiniim o molekulové
hmotnosti 36 az 73 kDa. Vyftiznuty prouzek PVDF membrany byl hydratovan v metanolu
a promyt v dH,O. Ponceau S bylo odstranéno z PVDF membrany transferovym pufrem.
Nasledn¢ byla PVDF membrana promyta v dH,0 a poté v 1x TBS/Tween. PVDF membrana
byla blokovana v 5% roztoku suSeného mléka v 1x TBS/Tween po dobu 1 h.

Poté byla na membranu nanesena primarni protilatka (Ab) v 5 ml 5% BSA
v 1x TBS/Tween v poméru viz Tab. ¢. 6. Membrana v roztoku primarni Ab byla umisténa
pies noc na tiepacku do lednice.

Druhy den byla membrana tfikrat po 15 min promyta v 1x TBS/Tween.
Nasledovalo naneseni sekundarni Ab konjugované s kienovou peroxidasou v 5 ml roztoku
2,5% suseného mléka v 1x TBS/Tween v poméru viz Tab. ¢. 6. Membrana se sekundarni Ab
byla inkubovéna na tfepacce pti laboratorni teploté¢ po dobu 1 h. Opét nasledovalo promyti
membrany tfikrat po 15 min v 1x TBS/Tween.

Membrana byla vloZzena do vyvoldvaci kazety a rovnomérné pievrstvena 500 pl
detekéniho substratu luminolu, ktery vznikl smichanim slozek A a B v poméru 1:1.
Takto pokryta membrana byla inkubovana pii laboratorni teploté 3 min, poté byl substrat
odstranén. Signal z membrany byl zachycen na fotograficky film (Amersham Hyperfilm™
ECL, Ge Healthcare Limited, kat. ¢. 28906837) a vyvolan automatem (XR 24 PRO, Diirr).

Tabulka €. 6: Pomér fedéni primarnich a sekundarnich Ab proti jednotlivym CYPum

Pomér redéni
Detekovany CYP
primarni Ab | sekundarni Ab
1A1 1:500 1:5000
2A6 1:250 1:1000
2B6 1:500 1:5000
2C9 1:500 1:7000
3A4 1:1000 1:2000
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5. Vysledky

5.1. Vliv_sibutraminu na_expresi vybranych CYPi Vv primarnich kulturach lidskych
hepatocytii

Ve tfech primarnich kulturach lidskych hepatocyta (HH2, LH36, LH38) byl

zkouman ucinek tii koncentraci SIB (5, 10 a 25 ng/ml) na indukci exprese mRNA Sesti genil

pro CYPy: 1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C9 a 3A4. Zaroven byly detekovany hladiny proteint

téchto CYPu. Protein CYP1A2 nebyl samostatné detekovan, protoze je pravdépodobné,

ze kvali vysoké homologii s proteinem CYP1lAl, se protilatka proti CYP1Al vaze
i na CYP1A2. Prosrovnani uc¢inku sibutraminu byla exprese geni CYPu indukovana
pusobenim modelovych induktort 5nM TCDD pro CYP1Al, CYP1A2 a 10 uM RIF
pro CYP2A6, 2B6, 2C9 a 3A4. Protoze byl testovany SIB rozpustén v DMSO, byly bunky
slouzici jako negativni kontrola inkubovany s 0,1% DMSO. Pro izolaci mRNA trvala
inkubace hepatocytil s latkami 24 h, zatimco pro izolaci protein 48 h.

Metodou gRT-PCR byly ziskany hodnoty relativni exprese. Hladiny proteini CYPu
byly analyzovany western blotem s naslednou imunodetekci. Spravnost davkovani proteint
byla ovéfena imunodetekci aktinu. Hodnoty relativni kvantifikace exprese a western blot
analyzy jsou shrnuty v tabulce ¢. 7.

Z ptedlozenych dat v tab. ¢. 7 je patrné, ze sibutramin neni vyznamnym induktorem
vybranych CYPu s vyjimkou CYP2A6 v LH38 a CYP2B6 v HH2, kdy v obou ptipadech
zvySena exprese mRNA korelovala se zvySenou hladinou proteint. U ostatnich vzorka
nebyla indukce CYPu zaznamenana, i kdyzZ u CYP1Al v LH38 byla exprese mRNA
statisticky vyznamné odliSna od negativni kontroly, na urovni proteini nebyl tento rozdil

detekovan.
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Tabulka ¢. 7: Relativni kvantifikace exprese mRNA vybranych CYPu a jejich western blot
analyza v primarnich kulturach lidskych hepatocytd HH2, LH36 a LH38

CYP1lA1l CYP1A2
OSetreni HH2 LH36 LH38 HH2 LH36 LH38
DMSO 10 10 10 10 10 10
TCDD 12,5% 37,7% 27,3* 18,8* 31,0% 17
SIB5 0,4 0.7 13 0.8 11 0,6
SIB10 0,6 05 ND 0.9 11 ND
SIB 25 0,5 0,4 1,7* 0.8 08 0,9
CYFLAL
—.'-":I Hia . b
. DMS TODD 5 JEK] x5
SIB
CYP2A6 CYP2B6
HH2 LH36 LH38 HH2 LH36 LH38
DMSO 10 10 10 10 10 10
RIF 2,5% 4,3% 3.4% 2 5% 6,4* 0,8
SIB5 0,7 16 09 11 16 0,8
SIB10 0,8 17 ND 16 16 ND
SIB 25 0,6 08 2,0 4,6% 0,6 0,9
jiﬁ! !: - r— - I\\.-|.--|:|"!-|:
LH3& ) i - HH2 - - e
DMS0 RIF 3 10 3 DMS0 RIF % -
SIB SIB
CYP2C9 CYP3A4
HH2 LH36 LH38 HH2 LH36 LH38
DMSO 10 10 10 10 10 10
RIF 3,3* 2.7% 08 6,3* 58 5% 7.0
SIB5 0,7 11 06 0,6 0.9 0,9
SIB10 0,7 11 ND 08 0.9 ND
SIB 25 05 08 1,0 0,4 0,6 0,9
CYP2C0 p— CYPFIAL —
TiTe > — — - LH3S —
DMSO RIF 5 10 25 DMSO RIF 5 10 15

SIB

sIB

*- statisticky vyznamné odli$ny vysledek od negativni kontroly (p < 0,05),

ND — neni definovano, nepodafilo se vyizolovat dostatecné mnozstvi mRNA
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5.2. Vliv sibutraminu na expresi vybranvch CYPua v nadorovych liniich

V HepG2 linii byl zkouman ucinek tii koncentraci SIB (5, 10 a 25 ng/ml) na expresi
MRNA a hladinu proteinu CYP1A1, naopak ucinek na CYP3A4 byl zkouman v LS174T
linii. Uginek sibutraminu byl srovnan s pisobenim 5nM TCDD na expresi CYPIAI
a 10 uM RIF na CYP3A4. Jako negativni kontrola byly opét pouzity buiikky inkubované
5 0,1% DMSO. Pro izolaci mRNA trvala inkubace bunék nadorovych linii s latkami 24 h,
zatimco pro izolaci proteinti 48 h. Jak hodnoty relativni kvantifikace exprese ziskané qRT-

PCR, tak i analyzy western blot obou nddorovych linii shrnuje Obr. €. 4.

Exprese mRNA CYP1LAL v HepG2 linii Exprese mRNA CYP3A4 v 1.8174T linii
2 000 1573.8% 14 4 10,0*
' 12
=] 1 500
% g 10 4
] g
g 1000 2 ¥4
£ =
£ = 6
12 &
7.1*
8 D41 3 4 0,8
a1 L8 Hmw X S s
D s . H -
CxS0 TCDD SIBS SIB 10 SIB 25 0 A . | \ L
DMSO RIF SIB5 SIB10 SIB 25
Topar > B — L | o
P DMSO TCDD 5 10 25 DMSO RIF 5 10 25
SIB SIB

Obrazek ¢. 4: Exprese a hladina proteini CYP1A1 a CYP3A4 v nadorovych liniich
Nalevo je graf ilustrujici indukci exprese mRNA CYP1A1 v HepG2 linii a napravo indukci exprese mRNA
CYP3A4 v LS174T linii. Pfislusné vysledky western blot analyz jsou umistény pod grafy.
Smérodatné odchylky hodnot jsou vypocteny z dubletu méteni. *- statisticky vyznamné odlisny vysledek

od negativni kontroly (p < 0,05). Obdobné vysledky byly ziskany v dalSich dvou nezavislych pokusech.

Na Obr. ¢. 4 je vidét, Ze v HepG2 linii doslo ke statisticky vyznamné indukci exprese
mRNA CYP1A1 ptsobenim SIB o koncentraci 5 ng/ml. Tato signifikance byla potvrzena
jen u jednoho ze tiech nezavislych opakovani a predstavuje tak spiS experimentalni
variabilitu neZ vlastni G¢inek sibutraminu. PfisluSnd western blot analyza zvySeni hladiny

proteinu CYP1AL nepotvrdila. V LS174T linii sibutramin neindukoval expresi CYP3A4.
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V této linii byly detekovany stejné hladiny proteinii jak u pozitivni kontroly (RIF),

tak i u ostatnich vzorku.
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6. Diskuze

V této praci byla zkoumana schopnost sibutraminu indukovat expresi cytochromi
P450 podilejicich se na metabolizmu lé¢iv v primarnich kulturach lidskych hepatocytt
a v lidskych nadorovych liniich HepG2 a LS174T. Primarni kultury lidskych hepatocytl
poskytuji uzite¢ny model pro studium metabolizmu xenobiotik in vitro, jelikoz buiiky maji
aktivni veSkeré biotransformacni drdhy typické pro hepatocyty a navic odrazeji
polymorfismus gent kodujici jednotlivé komponenty metabolismu. Primarni kultury
lidskych hepatocyti tedy umoziuji testovat vliv nejen sibutraminu, ale také jeho metabolita.
Na druhou stranu bunky lidskych nadorovych linii maji nékteré biotransformacni procesy
potlaceny, ale i pfes to jsou dostateénym modelem pro testovani indukéni schopnosti latek
aktivovat expresi gent skrz jaderné receptory.

Z ptedlozenych vysledkii vyplyva, Ze SIB neni induktorem vybranych CYPu
V primarnich kulturach lidskych hepatocytli, ani v nadorovych liniich HepG2 a LS174T.
Lze soudit, ze tento 1ék nezplisobuje mezilékové interakce indukci enzymii metabolizujici
xenobiotika. Nicméné ve dvou ruznych vzorcich hepatocyti byla detekovana indukce
CYP2A6 a CYP2B6 a to jak na tirovni mRNA, tak i proteinu. Jednim z moznych vysvétleni
tohoto fenoménu mize byt genovy polymorfismus biotransformaénich enzymu,
Vv jehoz dusledku je SIB v téchto kulturach odlisné biotransformovan. Piikladem muze byt
neddvno popsana alelova varianta CYP2B6*6, jejiz pfitomnost asociovala s niZsi clearanci
sibutraminovych metabolitd (Chung et al., 2011). At uz jako dasledek delsi doby expozice
¢i kvalitativni nebo kvantitativni zmény obsahu metaboliti, jejich pfitomnost miize
indukovat expresi CYP2B6 a zarovei také CYP2A6, protoze exprese téchto CYP1 je fizena
podobnymi mechanismy.

Jestlize SIB muze u nékterych jedincii ovliviiovat expresi CYP2A6 a CYP2B6,
pak by mél byt zvazen vliv spole¢né uzivanych 1é¢iv, jez ovliviuji tyto CYPy. Jako piiklad
muze slouzit protidestickovy 1ék klopidogrel, ktery inhibuje katalytickou aktivitu CYP2B6
a zabranuje tak tvorb¢ aktivnich metabolitii SIB timto CYPem (Bae et al., 2011).

38



7. Zavér

V této diplomové praci jsem zkoumala ucinek sibutraminu na expresi vybranych
cytochromu P450. Jednalo se o CYPy rodin 1-3, jez maji vyznamny podil na metabolismu
xenobiotik. Vliv sibutraminu jsem testovala na dvou odlisnych modelech, pouzila jsem
primdrni kultury lidskych hepatocytt a také lidské nadorové linie HepG2 a LS174T.

V primarnich kulturach lidskych hepatocyti jsem stanovila vliv SIB na expresi
MRNA CYPu: 1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C9 a 3A4 a také na hladinu jejich proteint. V HepG2
linii jsem otestovala vliv SIB na expresi mMRNA CYP1Al a na hladinu jeho proteinu,
obdobné jsem v LS174T linii zkoumala vliv na CYP3A4. U¢inek sibutraminu byl v obou
modelech srovnadn s uU¢inkem modelovych aktivatorii xenobiotickych receptort.
Pro transaktivaci exprese CYPu podrodiny 1A aryl uhlovodikovym receptorem byl pouzit
TCDD, zatimco druha a tieti rodina CYPu byla transaktivovana rifampicinem skrze
pregnanovy X receptor.

Z ptedlozenych vysledkG vyplyva, Ze sibutramin neindukuje expresi CYPu,
avsak u nékterych  jedinci  muze  zvySovat expresi CYP2A6 a CYP2B6.
Terapie sibutraminem tak muze u nékterych jedinct ovliviiovat farmakokinetické vlastnosti
1éCiv, jez jsou uzivany spoleéné stimto Iékem a jsou metabolizovany CYP2A6

nebo CYP2B6.
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9. Seznam pouzitvch zkratek a symbolu

5-HT
Ab

AF
AhR
AhRR
APS
Arnt
bHLH
BMI
BSA
CAR
CCRP
cDNA
CYP
dNTP
DBD
DMEM
DMSO
DREs

F primer
FBS
ECACC
GAPDH
HAT
HDAC
HDL
HepG2
HH2
Hsp90
LB

5-hydroxytryptamin

protilatka

aktivacni funkce

aryl uhlovodikovy receptor

represor aryl uhlovodikového receptoru
persiran amonny

AhR nuclear translocator

basic helix-loop-helix

body mass index, télesny hmotnostni index
bovinni sérovy albumin

konstitutivni adrostanovy receptor

reten¢ni protein konstitutivniho adrostanového receptoru
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
cytochrom P450
deoxyribonukleotidtrifosfat

DNA vazebna doména

Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
dimethylsulfoxid

dioxin odpovédné elementy

piimy primer

fetalni bovinni sérum

The European Collection of Cell Cultures
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
histon acetyltransferasy

histon deacetylasy

lipoprotein s vysokou hustotou

lidska hepatokarcinomova linie

vzorek lidskych hepatocytl

heat-shock protein o velikosti 90 kDa

loading pufr
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LBD
LH36/38
LS174T
M
MRNA
NES

p23

PA

PAS

PBS

Per
PVDF
PXR
PXRRE
gRT-PCR
R primer
RNA pol 11
RIF
RXR
SDS
SDS-PAGE
SHP

SIB

SIM
SMRT
SRC-1
TAFs
TBP
TBS
TCDD
TEMED
XAP2

ligand vazebna domain

vzorky lidskych hepatocyt

lidska adenokarcinomova linie

metabolit sibutraminu

mediatorova ribonukleova kyselina

jaderna exportni sekvence

prostaglandin E syntasa 3

polyakrylamid

Per-Arnt-Sim

fosfatovy pufr s chloridem sodnym

Drosophila period clock protein
polyvinylidendifluorid

pregnanovy X receptor

odpovédné elementy pregnanového X receptoru
kvantitativni reverzni transkripéni polymerazova fetézova reakce
zpétny primer

RNA polymeraza II

rifampicin

retinoidni X receptor

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
small heterodimer partner

sibutramin

drosophila single-minded protein

silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptors
koaktivator steroidniho receptoru 1
TBP-asociované faktory

TATA-vazebny protein

tris pufr

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamin

X-associated protein 2
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