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1 Prehled soucasného stavu problematiky



1.1 Uvod

Lidstvo je v dusledku svého rozvoje ¢im dal vice vystavovano pusobeni
nejruznéjsich cizorodych latek — xenobiotik, at’ uz jsou to potravinaiské chemikalie,
pesticidy, alkaloidy, primyslové latky znecist'ujici Zivotni prostiedi nebo Iéky.
Kvili extensivnimu vyuzivani chemickych latek a z toho prameniciho zneciSténi
zivotniho prostiedi, jsou vSechny zivoc¢isné druhy vice ¢i mén¢ ohrozeny a nékdy
hrozi i jejich vyhubeni. Znalost toho, jak xenobiotika ovliviiuji organismy, je
dulezitym aspektem v boji stimto nebezpec¢im. Detailni poznani toho, jak
xenobiotika pasobi je nutna pro spravné pochopeni oborii jako je farmakologie,
toxikologie, vyzkum rakoviny a mnoha dalSich obort.

Cytochromy P450 jsou enzymy, které jsou primarné odpovédné za
metabolismus xenobiotik v organismech na témét vSech fylogenetickych stupnich
vyvoje. Zucastiuji se také premén latek, které jsou télu vlastni — endobiotik, jako je
napt. pfeména cholesterolu na steroidni hormony a biosyntéza prostaglandini. Role
cytochromiit P450 v biotransformaci endobiotik neni zatim do detailu objasnéna,
nicmén¢ v budoucnosti se ocekava pokrok prave v této oblasti.

Jelikoz velké mnozstvi nezadoucich Gcinki 1éCiv je zpisobeno metabolismem
zprostiedkovanym riznymi formami cytochromti P450, jevi se jako zdsadni poznat
detailn¢ jejich podil na metabolismu. JelikoZ je z hlediska etického a pravniho
nepiipustné provadét preklinické testy na lidech, je uz dlouhou dobu cilem
experimentatori najit takovy zvifeci model, ktery by byl svym metabolismem co
nejvice podobny clovéku. Jako nejpouzivanéjsi modely pii studiu metabolismu
xenobiotik jsou v soucasnosti potkan, kralik, opice, prase a pes. Extrapolace
vysledki ztéchto experimentalnich zvifat (hlavné v pfipadé¢ potkana) neni
jednoduchéd a nardzi na mnohé uskali. Proto je stale Castéji vénovana pozornost
individualnim formdm CYP (a i jinych enzymi zapojenych do biotransformace) u
experimentalnich zvifat s cilem vytipovat nejvhodnéj$i kandidaty pro studium
metabolickych pfemén. Tato prace je pfispévkem k porovnani vlastnosti enzymu
zapojenych do metabolismu 1é¢iv u experimentalnich zvifat (zejména u prasete) a u
¢lovéka. Ukazuje se totiz, Ze prase je vybornym modelem pro studium metabolismu
latek u Cloveéka a pouziva se rovnéz jako experimentalni model v dermatologii.
Velice zajimavé se jevi mozZnost pouziti prasecich organt, hlavné jater pfi tvorbé

bioarteficialnich nahrad.



1.2 Metabolismus xenobiotik

Metabolismus xenobiotik ma piedevs§im za ukol odstranit z organismu latky,
které jsou pro néj potencialné skodlivé. Tento dé€j se v organismu odehrava ve dvou
fazich. Reakce prvni faze maji za cil zvySeni polarity latky. Déje se tak vnesenim
nebo odkrytim funkénich skupin pomoci oxidace, redukce nebo hydrolyzy. Zména
struktury spojena s témito d¢ji mize mit za nasledek také zménu ucinku latky.
Metabolity prvni faze tak mohou byt neti¢inné, stejné ucinné a nebo vice ucinné, jak
je tomu v piipad¢ takzvanych prodrugs. Druha faze metabolismu piedstavuje reakce,
pfi kterych dochazi k vazbé vytvorenych funkénich skupin z prvni faze s funkénimi
skupinami endogennich polarnich molekul (konjugace s Kkys. glukuronovou,
glutathionem, acetylace apod.). Vysledkem konjuga¢nich reakci druhé faze je
vytvoteni polarniho a snadno eliminovatelného produktu. Vytvofené konjugaty
vétSinou nemaji farmakologicky pozorovatelny uc¢inek. V malém poctu pripadi vSak
mohou vést konjugacni reakce ke vzniku U¢innéjSiho metabolitu a podilet se na
toxickych dé&jich. Ne&kdy se do metabolismu xenobiotik zapojuji proteiny
s transportni funkci, jejichz ukolem je pfenaset metabolity z buiky ven do
extracelularniho prostoru. Tyto transportéry jsou exprimovany v ruznych tkanich.
Pro dé&je, kterych se zacastiuji, se pouziva ndzev "metabolismus tieti faze". Vzniklé
metabolity jsou z téla nejcastéji vyluCovany moc¢i nebo zluéi (Martinkova et al.,
2000).

Obr. 1: Schéma biotransformace a exkrece latek (Martinkova et al., 2000).
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Na metabolismu cizorodych latek se v organismu podili celd fada riznych

enzymd, lokalizovanych v riiznych tkdnich a v riznych subcelularnich jednotkach.
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Mezi nejdulezitéjsi enzymové systémy podilejici se na metabolismu xenobiotik patii

cytochromy  P450, flavinové  monooxygenazy,

alkoholdehydrogenazy,

aldehydehydrogenazy, peroxidazy, UDP-glukuronosyltransferazy, sulfotransferazy,

N-acetyltransferazy a dalsi (Parkinson, 1996). V Tabulce 1 jsou znazornény

nejdulezitéjsi biotransformacni systémy a reakce, vcetné jejich subcelularni

lokalizace.

Tab. 1: Nejdulezitéjsi reakce a hlavni biotransformacni

(Parkinson, 1996) ER — endoplasmatické retikulum

enzymy vcetné lokalizace

H,0, zavislé peroxidazy (POD)
Prostaglandin H syntazy (PGS)
Alkoholdehydrogenazy (ADH)
Dihydrodioldehydrogendzy
Aldehyddehydrogenazy(ALDH)
Aldehydoxidaza

redukce NADPH:P450 oxidoreduktaza
Aldehydreduktazy
Ketoreduktazy

Aldehydoxidazy
Aldehyddehydrogenazy
Nitroreduktazy

Azoreduktazy
NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza
Epoxidhydrolazy

REAKCE ENZYMOVY SYSTEM LOKALIZACE
Fazel
oxidace Cytochromy P450 (CYP) ER
Flavinové monooxygenazy (FMO) ER
Monoaminoxidazy (MAO) mitochondrie

ER, extrahepatalné

ER, extrahepatalné
cytosol

cytosol

ER, mitochondrie, cytosol
cytosol

ER

cytosol

cytosol

cytosol

cytosol, ER, mitochondrie
cytosol, ER,stfevni bakterie
ER, stievni bakterie
cytosol

ER, cytosol

hydrolyza Karbonylesterazy/ Amidazy ER, cytosol, mitochondrie
Pseudocholinesterazy cytosol, plazma
Faze 11
glukuronidace UDP-glukuronosyltransferazy (UGT) ER
sulfatace Sulfotransferazy cytosol
konjugace s glutathionem | Glutathion-S-transferazy (GST) cytosol, ER
acetylace N-acetyltransferazy (NAT) cytosol
methylace Methyltransferazy, S-methyltransferazy | cytosol, ER
konjugace s aminokys. Acyltransferazy cytosol, mitochondrie

U obratlovct jsou jatra hlavnim organem, ve kterém probiha biotransformace

xenobiotik. Enzymy ucastnici se metabolismu xenobiotik nejsou ale umistény jen



v jatrech, ale i1 v dalSich organech; hlavné v téch, které jsou mistem primarniho
kontaktu xenobiotika s organismem. Témito organy jsou naptiklad kize, plice, nosni
sliznice, oko a gastroinstestinalni trakt. Biotransformacni enzymy se ale vyskytuji i
v organech, které nejsou v prvni linii kontaktu s xenobiotiky, coz je disledkem toho,
Ze tyto enzymy maji také své fyziologické funkce. Mezi tyto organy patii napiiklad
ledviny, nadledviny, slinivka, slezina, srdce, mozek, varlata, vajecniky, placenta,
krevni desticky, aorta (Krishna a Klotz, 1994; Kapitulnik a Strobel, 1999; Pavek a
Dvotéak, 2008). Jak jiz bylo zminéno, jatra jsou hlavnim orgidnem, ve kterém
probihaji chemické procesy. Nadnesené lze fici, Ze jsou hlavni chemickou tovarnou
téla, nebot” chemicky modifikuji nejen nutrienty, ale i cizorodé¢ latky, které se do
organizmu dostanou riiznymi cestami. Na biotransformaci xenobiotik se podili vice
enzymovych systémi. Tyto enzymy se vyskytuji hlavné v membranach
endoplazmatického retikula (ER) jater, ke kterym maji xenobiotika (vzhledem ke
své lipofilni povaze) ptirozenou afinitu, nebot’ membrany ER jsou tvotfeny lipidovou
dvouvrstvou. Membrany ER po diferencni centrifugaci jaterniho homogenatu
vytvoii drobné uzaviené¢ méchyiky (mikrosomy), které jsou vybornym zdrojem
biotransformacnich enzym a Siroce se pouzivaji ke studiu metabolismu latek.

Mezi nejvyznamnéj$i metabolické systémy patii bezesporu cytochromy P450
(CYP). Je to dano nejen jejich Sirokou substratovou specificitou, ale hlavné
skuteCnosti, Ze jsou ve vysokych koncentracich pfitomny v jatrech, tedy
napt.: ledviny, plice, stievo, mozek, krevni desticky, kostni dfeni. Tyto enzymy se
vyskytuji nejen u vysSich organismd, ale také u prokaryotickych bunck bakterii a u
rostlin, kde jsou zodpovédné za tvorbu barviv a toxini (Anzenbacher a
Anzenbacherova, 2001; Kousalova et al, 2004). CYP hraji také nezastupitelnou
ulohu pfi tvorbé steroidnich hormond, cholesterolu, Zlu¢ovych kyselin, vitamimu D,
eikosanoidll a pii hydroxylaci mastnych kyselin (Hsu et al, 2007; Spiecker a Liao,
2006). Kromé zminénych fyziologickych funkci jsou CYP zodpovédné za vétSinu
hydroxyla¢nich reakci prvni faze metabolismu xenobiotik. Jejich detailni poznani je
tudiz dilezité nejen zpohledu metabolismu 1éCiv, ale také pro objasnéni
mechanismu vzniku karcinogennich metabolitd (Guengerich a Shimada, 1991).
Dalsi z tloh CYP je napt. pfeména neaktivnich forem 1é¢iv (prodrugs) na formy

farmakologicky uc¢inné (Patterson a Murray, 2002).
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1.2.1 Cytochromy P450

1.2.11 Cytochromy P450 - jejich vlastnosti a funkce

Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1) jsou svou povahou hemové proteiny
podobné¢ jako napt. peroxidazy, katalazy, cytochrom c oxidasa a NO syntasa (White
a Marletta, 1992). Evoluc¢né jsou velmi staré, jejich vyvoj trva uz 1,5 miliardy let a
ackoli je jejich substratova specificita velmi rozmanita, vSechny obsahuji vysoce
konzervované sekvence oblasti v blizkosti vazebného mista pro hem. Oznaceni
cytochrom ma vyznam spiSe historicky, nebot’ toto oznaceni je pouzivano pro
enzymy Ucastnici se transportu elektroni (napt. v dychacim fetézci mitochondrif).
Druh4 ¢ast nazvu "P450", vznikla diky objevu pigmentu potkanich jater, ktery byl
v redukované formé po vazbé oxidu uhelnatého schopen absorbovovat svétlo o
vlnové délce 450 nm (mezi jednotlivymi formami se li§i v rozmezi 447-452 nm),
ackoli bézn¢ hemoproteiny absorbuji pii 420 nm (Klingenberg, 1958; Omura a
Sato, 1964).

Hemova skupina cytochromu P450 je hem b (protoporfyrin 1X), podobné
jako u hemoglobinu a myoglobinu; u cytochromi P450 je vSak rozdil v tom, ze
selezo v hemové skuping je oxidované (Fe®"). Dalsi dileZity rozdil spo&iva
v aktivaci molekuldrniho kysliku plisobenim protilehlé¢ho, patého ligandu hemového
Zeleza, kterym je thiolatova sira cysteinového zbytku. Cytochrom P450 plsobi
spolecné s dal§imi enzymy lokalizovanymi v membrané ER. Jsou jimi flavoprotein
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (CYPOR) a cytochrom bs (hemoprotein),
pficemz spole¢né tvoii tzv. jaterni mikrosomdlni monooxygendzovy systém
(Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001).

Monooxygenasova reakce katalyzovand CYP se da souhrnné vyjadfit

nasledujici rovnici:
RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP*
Soucasné s oxygenaci vznika molekula vody, coz vedlo K historickému oznaceni

cytochromi P450 nazvem oxidasy se smiSenou funkci. Reak¢ni cyklus CYP je

pomeérné¢ slozity, struéné ho Ize popsat v n¢kolika krocich (viz. Obrazek 2).
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1. Vazba substratu (RH). Po vazbé substratu dojde ke konformacni zméné,
ktera vede k pfeméné hexakoordinované¢ formy hemu na
pentakoordinovanou a k souc¢asné zméné spinového stavu hemového zeleza
(z nizkospinového na vysokospinovy). Uvedené zmény vedou k usnadnéni
transportu elektronit z NADPH (zprostiedkovava CYPOR) a k redukci Fe*
na Fe®*.

2. Redukce Fe** na Fe**,

3. Vazba kysliku na volné Sesté koordina¢ni misto hemového Zeleza za tvorby
(RH)Fe?*(0y).

4. Druha redukce. V tomto kroku komplex pfijima druhy elektron od CYPOR
nebo cytochromu bs a vznika komplex, ktery 1ze psat jako peroxid.

5. Komplex reaguje se dvéma protony, za vzniku molekuly vody a komplexu
(Fe-0)** RH. Dochézi tak k rozpadu vazby O-O.

6. Tvorba produktu. Atom O vazany na Fe, je navazan na molekulu RH, coz
vede ke vzniku hydroxylované formy substratu (ROH), ktera je produktem
reakce

7. Uvolnéni produktu. Produkt reakce je uvolnén a enzym se vraci do
piivodniho stavu (s oxidovanym Fe** v nizkospinovém hexakoordinovaném

stavu).

Kroky 5-6 jsou odvozeny teoreticky a nebyly dosud jednozna¢né objasnény (lIsin a
Guengerich, 2008).

12



Obr. 2 Katalyticky cyklus cytochromu P450
(http://www.tcm.phy.cam.ac.uk/~mds21/thesis/node49.html)

RH
ROH
FeS+
(7) (1) Fe™
Fo* RH 1st e
ROH 2)
2+
Fe
(6) RH

Vysledkem celého popsaného d¢je je hydroxylovany substrat. Tato reakce je ziejmé
nejdulezitéjsi reakci CYP a mtze byt vychozem krokem pro dalsi reakce (nejcastéji
vazba endogennich molekul pfi II. f4zi metabolismu). Z fyziologického hlediska je
zajimava 1 reakce, pii které dochéazi k odstépeni postranniho fetézce cholesterolu
prostiednictvim nékolikanasobné hydroxylace. Tato reakce je katalyzovana
mitochondrialni formou CYP, jmenovité CYP11A1 (dfive nazyvan CYP450scc)
(Chung et al., 1986). Dalsimi reakcemi typickymi pro jednotlivé formy CYP jsou
napt. N-dealkylace, O-dealkylace, deaminace, dehalogenace a dalsi, kdy se vzdy

Vv prvnim kroku ptedpoklada vznik hydroxylovaného substratu (Parkinson, 1996).
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Priklady reakci katalyzovanych jednotlivymi formami CYP:
» hydroxylace alifatického uhliku — testosteron
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= O-demethylace — kodein

— HO
HiC —0 ‘x =N
CYP206
el - =
0 o
N—CH, M—CHs
HO = HO =

= oxidativni deaminace — amfetamin

CYP2DB

—_— =

CH3 CHa
H,M 0

= Stépeni esteru — loratadin

e I ——— Zl
\
\ 7 7

CYPIAL
O - {\/j *  CHLCHO+CO,

o 07 “CH,
= dehydrogenace

OH
H5C He T

CYP2E1

CH; ——————=  CH,

15



1.2.1.2 Nomenklatura cytochroma P450

Jelikoz se pocet znamych forem CYP neustale rozrusta (k 20.8. 2009 bylo
znamo 11 294 riznych forem CYP u vSech zivych organismil), bylo nutné
navrhnout oteviené a systematické tfidéni. Soucasné nazvoslovi je zalozeno na
podobnosti primarni struktury a je platné od roku 1996 (Nelson et al., 1996).
Vsechny cytochromy P450 dohromady tvoii nadrodinu ozna¢ovanou zkratkou CYP.
Dalsi ¢lenéni je na tzv. rodiny. Rodiny jsou oznacovany arabskou ¢islici ihned za
zkratkou CYP. Aby mohl byt CYP zatazen do stejné rodiny, musi vykazovat 40%
homologii v sekvenci aminokyselin (dodnes je znamo 781 rodin CYP). Dalsi ¢lenéni
je na podrodiny. Podrodiny jsou oznaCovany velkym pismenem. Do stejné
podrodiny fadime CYP které vykazuji alespoit 60% homologii. Poslednim znakem
v nomenklatufe je opét arabska Cislice a urcuje individudlni formu CYP. Naptiklad
nejvyznamnéj$i enzym v metabolismu xenobiotik u ¢lovéka, CYP3A4 je Ctvrtym
¢lenem podrodiny A pattici do rodiny 3. Piehled soucasného stavu nomenklatury je

mozno najit na adrese http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html.

vvvvvv

1.2.2 Nejdulezitéjsi formy lidskych CYP a jejich vlastnosti
Lidsky genom ma 57 genti pro cytochromy P450 a funkce jim

odpovidajicich enzym je alesponi do urcité miry znama. Podle souc¢asnych znalosti
se metabolismu xenobiotik zucastiiuje 15 jednotlivych forem CYP, znichz
nejdilezitéjsi jsou CYP1AIL, CYP1A2, CYPIBI1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2El, CYP3A4, CYP3A5 aCYP4F12. Typickou
vlastnosti téchto CYP je Siroka a piekryvajici se substratova specificita. Naproti
tomu CYP podilejici se na metabolismu endogennich substratl maji substratovou
specificitu zpravidla uz$i (Guengerich et al., 2005). V lidskych jatrech, jako
celkového mikrosomalniho proteinu. V ostatnich tkédnich je jejich obsah nizsi, viz

Tabulka 2.
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Tab. 2: Celkovy obsah CYP ve vybranych tkanich u ¢lovéka (Pelkonen et al.,

2008).
Tkan Obsah CYP
(nmol/mg mikrosomalniho proteinu)
jatra 0,3-0,6
nadledviny 0,23-0,54
tenké stfevo 0,03-0,21
mozek 0,1
ledviny 0,03
plice 0,01
varlata 0,01

Exprese a aktivita nékterych forem CYP vykazuje velkou interindividualni
variabilitu, kterd je zpusobena jednak vlivy okolniho prosttedi - indukce nebo
inhibice xenobiotiky (Honkakoski a Negishi, 2000; Lin a Lu, 2001; Rendic a Di
Carlo, 1997), tak vékem (Sotaniemi et al., 1997), patologickym stavem (Villeneuve
a Pichette, 2004) a genetickymi piedpoklady. Posledné¢ jmenovany faktor je
primdrné dan genetickym polymorfismem CYP, tedy mnozstvim aktivniho CYP
kazdého jednotlivce. Pokud je metabolismus latky zprostiedkovan pouze jednou
formou enzymu, mtiZze geneticky polymorfismus vést ke klinicky vyznamné zméné
ucinku lé¢iva. Pokud se vSak na metabolismu spolupodili vice forem CYP, nema
ovlivnéni jedné z forem vétsinou dopad na hladinu 1é¢iva v organismu (Kirchheiner
et al, 2001). Z hlediska schopnosti biotransformovat ur¢itou latku se lidska populace
obvykle rozdéluje na pomalé (PM), sttedni (IM), normalni (EM) a ultrarychlé (UM)
metabolisatory. K uréeni typu metabolismu latky se pouziva uréeni genotypu napf.
metodou PCR (polymerase chain reaction), RFLP (polymorfismus v délce
restrikénich fragmeti), elektroforetickymi metodami jako je SSCP (analyza
jednovlaknového konformaéniho polymorfismu) a jednak uréeni fenotypu pomoci
metabolismu modelové latky.

U pomalych metabolisatort se v dusledku pifitomnosti defektnich alel 1é¢ivo
nemetabolisuje vibec nebo jen v omezené mife. Tito jedinci jsou vystaveni
nejvetSimu riziku toxicity (kvili vysokym hladindm 1é¢iva) nebo selhani terapie u

1é¢iv, vyzadujicich pro svij Gcinek metabolickou aktivaci (prodrugs). Oznaceni IM
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se u jednotlivych autort 1isi. Nékteii takto oznacuji nositele jedné funkcni a jedné
defektni alely, zatimco jini nositele dvou alel s niz§i metabolickou aktivitou. EM
tvoti vétSinu populace a maji obé alely genu funkcni (tedy koéduji plné aktivni
protein nebo protein s aktivitou snizenou relativné malo) a 1é¢iva tedy metabolisuji
normalné¢. UM maji ve své genetické vybavé vice kopii genu pro dany enzym a
dochazi tedy u nich k jeho vyssi expresi. Tito lidé 1é¢ivo metabolisuji intenzivnéji a
obvykle proto vyzaduji vétsi davky pro dosazeni zadouciho terapeutického efektu.
Nejvyssi mira polymorfismu a s tim spojend rizika jsou popisovana u CYP2D6 a
CYP2C9, naproti tomu u formy CYP2B6 nebyl dosud popsan (Ingelman-Sundberg
atal., 2007).

Nejenom polymorfismus CYP, ale i soucasné uzivani vice 1éCiv nebo
doplikli stravy muize vést ke vzniku nezadoucich tuc¢inka diky alteracim
v metabolismu. Pokud latka funguje jako induktor urcité¢ formy CYP, zvySuje se
mnozstvi aktivniho enzymu a tim se zrychluje metabolismus latek
metabolisovanych touto formou. Pokud latka danou formu CYP inhibuje,
zpomaluje se metabolismus zprostiedkovany touto formou a dochazi ke kumulaci

vvvvvv

induktort, které se uc¢astni metabolismu xenobiotik je shrnut v Tabulce 3.
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Tab. 3: Lidské cytochromy P450 metabolisujici xenobiotika (Daly, 2009;
Gungerich, 1995; Lanza et al, 1999; Pelkonen et al., 2008; Raunio et al., 1995; Wel
et al., 2002; Flockhart DA. Drug Interactions: Cytochrome P450 Drug Interaction
Table. Indiana University School of Medicine (2007).
http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm. 20.7.2009)

CYP  Lokalizace Typicky substrat Typicky induktor

1A1  Dplice, jatra, mozek, polycyklické aromatické PAH,brukvovita zelenina
GIT, lymfocyty, srdce uhlovodiky (PAH)

1A2  jatra, plice arom. aminy, PAH, kofein PAH, B-naftoflavon

1B1 kuze, mozek, srdce, plice, slezina, PAH dioxin

placenta, jatra, ledviny, GIT

2A6 jatra kumarin, nikotin barbituraty,dexametazon

2B6  jatra, srdce cyclophosphamid barbituraty

2C8  jatra, srdce paclitaxel, rosiglitazon barbituraty

2C9/10 jatra NSPZL, PAD, warfarin rifampicin

2C19 jatra, srdce (S)-mephenytoin, diazepam  barbituraty, rifampicin

2D6  jatra, mozek, srdce B-blokatory, antidepresiva -

2E1 jatra, plice, mozek, srdce, endotel, ethanol, paracetamol, ethanol, hladovéni
kostni dfen nitrosaminy,

2F1 plice, nosni sliznice, jatra kumariny, skatol ?

3A4/5 jatra, GIT, ledviny, plice, mozek, Ca-blokatory,steroidy, steroidy, barbituraty
endotel, placenta, lymfocyty taxol,cyklosporin, makrolidy

3AT7 plod, placenta, (jatra) podobné 3A4 steroidy,barbituraty

4F2/3  jatra, leukocyty, ledviny deriv. kys. arachidonové, warfarin ?

NSPZL — nesteroidni protizanétliva 1é¢iva, PAD — peroralni antidiabetika, PAH - polycyklické

aromatické uhlovodiky

Pro porovnani dileZitosti jednotlivych jaternich forem CYP na metabolismus

cizorodych latek mtze slouzit Obrazek 3.
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Obr. 3: Praimérny podil jednotlivych forem CYP na celkovém obsahu CYP
Vv jatrech c¢lovéka (A) a primérny podil jednotlivych forem CYP na metabolismu

1é¢iv (B). Upraveno podle Guengerich (2003).

A 208 [ 2a6 [ 200 [ BA4/57 | 2E1 | 1a2 {2018 Yogs
-5% | ~10% | »15% | sage, | ~15% | »10% | <5% | <5%
B ostatni =——p» . CYP2E1

=1% 1%

T
CYP2C9 CYP3A4 CYP2D6 (cypPiA2
18% 52% 23% 5%

Kvantitativni zastoupeni jednotlivych CYP miize, ale také nemusi korelovat
sjejich podilem na mnozstvi metabolisovanych 1é¢iv. Naptiklad CYP3A4 je
enzymem nejvice zastoupenym a také metabolisuje nejvétsi podil 1é¢iv. Naproti
tomu CYP2D6 se na celkovém obsahu jaternich CYP podili z necelych 5%, ale
metabolisuje zhruba ¢tvrtinu vSech 1éCiv, u kterych je pribéh metabolismu dosud

popsan.

1221 CYP1Al/2

Podrodina 1A se u c¢lovéka (stejné tak u vétSiny savcil) sestava ze dvou
forem, jmenovité¢ CYP1A1l a CYP1A2. Prvni jmenovana forma je extrahepatalni a
Vv jaterni tkani se vyskytuje jen po indukci, napt. koufenim. CYP1A2 se vyskytuje
hlavné v jatrech, ale jeho pfitomnost byla zjisténa i v plicich (Wei et al., 2002).
CYP1A2 byl poprvé izolovan z jater potkana po indukci methylcholantrenem
(Sladek a Mannering, 1966) a dlouhou dobu byl oznacovan jak P-448 (absorbéni
maximum po vazbé CO). Ziejmé nejznaméjsi funkci této podrodiny je preména
nékterych xenobiotik na karcinogeny. CYP1A1 katalyzuje napt. hydroxylaci a
epoxidaci benzo[a]pyrenu a CYP1A2 se ucastni N-hydroxylace aromatickych amini
a metabolismu aflatoxinu B1, coz ve svém dusledku vede k tvorbé reaktivnich
nukleofilnich produktii a nasledné genotoxicité. Tyto latky jsou pfitomny napf.
Vv cigaretovém koufi a v grilovaném mase. Mezi typické substraity CYP1A2 patii

latky strukturdln€é odvozené od plandrnich aromatickych aminti a amidt (Lewis,
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2004). Z 1é¢iv sem patii kofein (marker aktivity in vivo), theofylin, clozapin, takrin,
tizanidin, melatonin, duloxetin, imipramin, ondasetron, naproxen, terbinafin a R-
warfarin (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001; Pelkonen et al., 2008). Mezi latky
inhibujici aktivitu CYP1A2 patii napi furafylin, fluvoxamin, ciprofloxaxin, a také
hormondlni substituéni terapie (estadiol valerat + levonorgestrel) (Laine et al.,
1999). Hladiny CYP1A2 mohou byt snadno zvyseny polycyklickymi aromatickymi
uhlovodiky, aromatickymi aminy (pfitomny v cigaretovém kouii a grilovaném
mase), indoly (indol-3-karbinol pfitomny v brukvovité =zelening€), nékterymi
flavonoidy, rifampicinem, barbituraty a napf. omeprazolem. Indukce CYP1A2 je
fizena pres jaderny receptor, vazajici polycyklické aromatické uhlovodiky, proto
AhR — "arylhydrocarbon receptor” (Nguyen a Bradfield, 2008).

Podobné jako u jinych CYP, i u CYP1A2 je popsan vyskyt polymorfismu.
Podle soucasnych poznatki se vSak zda, Ze jeho vliv na enzymovou aktivitu je
aktivity tohoto enzymu, kterd se zjiStuje fenotypizaci pomoci markerového
substratu (kofein). Ackoli bylo v této oblasti vynaloZeno velké usili, nelze tuto
variabilitu vysvétlit polymorfismem v genu CYP1A2 (Jiang et al. 2006, Ingelman-
Sundberg et al., 2007). V literatufe jsou popsany interakce antipsychotika clozapinu
s ciprofloxacinem. Mechanismus této interakce spociva v inhibici CYP1A2 diky
ciprofloxacinu a vede ke zvySeni hladin clozapinu s moznym rozvojem toxicity
(napf. agranulocytoza) (Brouwers et al., 2009). V piipad¢ terapie duloxetinem, ktery
je napt. indikovan pro 1é¢bu diabetické periferni neuropatie byla provedena studie u
28 pacienti a ukézala, Ze kufici (8 pacientll), maji diky indukci CYP1A2
prokazatelné niz§i plasmatické hladiny duloxetinu. Je nutné tento fakt proto

zohlednit pfi 1é€beé a zvysit davku v priméru o 15% (Fric et al., 2008).

1.2.2.2 CYP2B6

CYP2B6 byl dlouhou dobu ptehlizenou formou, nebot’ nebyly diikazy o jeho
vlivu na metabolismus xenobiotik. Obrat nastal v poslednich letech, kdy bylo
zjisténo, Ze se podili na metabolismu dualezitych 1éCiv, mezi jinymi je to napf.
bupropion, cyclophosphamid, ifosfamid, pethidin, ketamin a propofol, efavirenz a
nevirapin. Dilezity je i jeho podil na bioaktivaci prokarcinogenti (Smith et al.,
2003). Jako markerovy substrat in vivo pro tuto formu se zda byt vhodny bupropion,

jelikoz je intenzivné metabolisovan pravé CYP2B6 za tvorby hydroxybupropionu
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(Turpeinen et al., 2006). Mezi inhibitory této formy patii thioTEPA, ticlodipin a
clopidogrel. Induktory jsou napf. barbiturdty a rifampicin a indukce je fizena pies
CAR (konstitutivni androstanovy receptor) a PXR (pregnanovy X receptor). Gen
pro lidsky CYP2B6 je vysoce polymorfni, defektni alely CYP2B6*6, CYP2B6*16 a
CYP2B6*18 vedou ke snizeni metabolické aktivity enzymu. Posledni dvé
jmenované se vyskytuji v ¢erno$ské populaci s frekvenci 7-9%. Velmi vzacné se
vyskytuje alela CYP2B6*28, ktera vede k tvorbé zkraceného a tudiz nefukéniho
enzymu v pozici 378 (arginin) (Rotger et al., 2007; Wang et al., 2006). CYP2B6 je
celkové velmi malo prozkoumanym enzymem a do budoucna se da ocekavat velky

zajem o studium tohoto enzymu (Ingelman-Sundberg et al, 2007).

1.2.2.3 CYP2C

Do této podrodiny patii nékolik forem, jsou jimi CYP2C8, CYP2C9/10,
CYP2C19

12231 CYP2C8

CYP2CS8 je exprimovan hlavné v jatrech, kde se podili na metabolismu 1é¢iv
rozlicnych struktur. Mezi jeho substraty patii perordlni antidiabetika repaglinid,
troglitazon, rosiglitazon, antiarytmikum amiodaron, kancerostatikum paclitaxel, déle
napt. all-trans retinova Kyselina a cerivastatin. Jako marker aktivity je udavana
60-hydroxylace paclitaxelu, nicméné jeho pouziti in vivo je nevhodné kvuli jeho
toxicité. Inhibitory jeho aktivity jsou quercetin, ktery se pouziva pii in vitro
experimentech a také hypolipidemikum gemfibrozil. V jeho souvislosti je zajimavé
zminit pfipad cerivastatinu, ktery byl vroce 2001 stazen ztrhu kvili vyskytu
pfipadt fatalni rhabdomyolyzy. U nékterych pacientll byla zfejmé& hlavni ptic¢inou
inhibice CYP2C8 soucasné¢ podanym gemfibrozilem. U této formy byly také
objeven polymorfismus, ale jeho klinické dasledky nejsou jesté zcela objasnény.
Celkoveé vzato CYP2C8 je pomérné malo prozkoumanou formou CYP (Ingelman-
Sundberg et al., 2007; Lundblad et al., 2005).

1.2.2.3.2 CYP2C9 (CYP2C9/10)
CYP2C9 je exprimovan hlavné v jatrech a jeho hladina je nejvyssi mezi
enzymy podrodiny CYP2C. Podili se na metabolismu zhruba 15 % vsech 1é¢iv, jsou

jimi napf. nesteroidni antirevmatika, peroralni antidiabetika, antiepileptika,
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antikoagulancia, blokatory receptoru pro angiotensin aj (viz Tabulka 4). Jeho
markerovou aktivitou je 4'-hydroxylace diclofenaku a 4’-hydroxylace tolbutamidu
(Walsky a Obach, 2004). CYP2C10 se jen velmi nepatrné 1isi od CYP2C9 v jeho
struktufe a substratové specificité (Guengerich, 1995), a proto jsou tyto dva enzymy
povazovany za jednu formu. Substraty této formy jsou slabé anionické a znacné
lipofilni (Smith et al., 1997). Je znamo vice nez 30 ruznych alel genu CYP2C9,
z nichz nejveétsi vyznam maji CYP2C9*1 (nemutovany, tzv. wild-type), CYP2C9*2
a CYP2C9*3 (mutovan¢). U CYP2C9*2 je mutace zpusobena zaménou C—T
V kodénu 144, coz vede k zaméné argininu za cystein a u CYP2C9*3 vede zména
A—C vkodonu 359 k zamén¢ izoleucinu za leucin (Kirchheiner a Brockmoller,
2005). Obe¢ tyto mutace vedou k proteinim se snizenou metabolickou aktivitou, a to
hlavn¢ v ptipadé CYP2C9*3, kdy zpiisobuje pokles aktivity az o 90% ve srovnani s
nemutovanym CYP2C9 (Takahashi et al., 1998; Thijssen a Ritzen 2003).
CYP2C9*2 a CYP2C9*3 se vyskytuje hlavné u kavkazské populace s frekvenci 11,
respektive 7%. Vyskyt téchto alel je niz§i u ¢ernochii a u asiatl nebyl CYP2C9*2
dosud nalezen (Scordo et al., 2001; Schwarz, 2003)

Tab. 4: Léciva, uvadéna jako substraty, inhibitory a induktory CYP2C9. Upraveno
podle Flockhart DA. Drug Interactions: Cytochrome P450 Drug Interaction Table.
Indiana University School of Medicine (2007).
http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm. 20.8.2009 a Pelkonen et al., 2008.

substraty inhibitory induktory
amitriptylin celecoxib | amiodaron fenofibrat aprepitant
diklofenak fluoxetin fluconazol fluvastatin barbituraty
flurbiprofen fluvastatin | fluvoxamin isoniazid bosentan
glibenclamid glipizid lovastatin phenylbutazon extrakt tiezalky te¢kované
glimepirid glyburid p.o. kontraceptiva probenicid | karbamazepin
ibuprofen indomethacin | sertralin sulfamethoxazol rifampin
irbesartan lornoxicam | sulfaphenazol teniposid ritonavir
losartan meloxicam voriconazol zafirlukast

naproxen nateglinid

phenytoin piroxicam

rosiglitazon tamoxifen

tolbutamid torsemid

S-warfarin
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http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31celecoxib
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31diclof
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31fluoxetine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31fluvastatin
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31fluvastatin
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#glipizide
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#glimepiride
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31glyburide
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31ibupro
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31irbesartan
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#lornoxicam
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31losart
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#meloxicam
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#nateglinide
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31phenyt
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31piroxicam
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31rosiglitazone
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31tamoxi
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#tolbutamide
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31torsem
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#31s-warf
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32amioda
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32fenofibrate
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#fluconazole
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32fluvas
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32fluvoxamine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32isonia
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32lovast
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32phenyl
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32proben
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32sertraline
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32sulfameth
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32teniposide
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32voriconazole
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#32zafirl
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#33secobarbital
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2C9.htm#33rifampin

Kromé polymorfismu mé vliv na metabolismus zprostiedkovany CYP2C9 také
podani inhibitord a induktord CYP. Ve studii Sandberga et al., (2004), provedené u
126 zdravych dobrovolniki, byla u Zenské casti dobrovolnic uzivajici peroralni
kontraceptiva pozorovana niz8i oxidace losartanu, kterou nebylo mozno vysvétlit
vyskytem variantnich alel. Rifampicin muZze indukovat metabolismus
zprostfedkovany CYP2C9 a nasledné tim snizovat plazmatické koncentrace (S)-
warfarinu, ktery je substratem CYP2C9 (Niemi et al., 2003).

Vliv polymorfismu je asi nejvice prozkouman u S-warfarinu, vzhledem k jeho
uzkému terapeutickému profilu. Ve studii Higashiho et al., (2002), ktera zahrnovala
185 pacientd léCenych warfarinem (31,4% byli nosi¢i alespont jedné mutované
alely), bylo ukazano, ze tito pacienti jsou vystaveni 2,3x vysSimu riziku krvacivych
stavll a potiebuji praimérmné o 95 dni del$i dobu K nastaveni spravného davkovani.
Meta-analyza zahrnujici 9 studii a 2775 pacientl prokdzala, ze pacienti s alesponl
jednou mutantni alelou jsou vystaveni 2,26x vys$Simu riziku krvacivych stavi a je u
nich tfeba redukovat davky. Konkrétné u nosi¢t CYP2C9*2 0 17% tj. 0 0,85 mg
(0,6 az 1,11 mg) a u nosict CYP2C9*3 o0 37% tj. o 1,92 mg (1,24 az 2,47 mg).
Neposkytla v§ak dostatek dikazi pro to, zda je ekonomicky vyhodné, aby pacienti
1é¢eni warfarinem byli rutinné testovani na stanoveni genotypu. U 1é¢by warfarinem
ma navic jesté vliv genotyp komplexu vitamin K epoxid reduktazy 1 (VKORCL1)
(Sandeson et al., 2005).

Dalsi dulezitou skupinou Iéku u nichz bylo testovano, zda je polymorfismus
CYP2C9 rizikovym faktorem jsou nesteroidni antirevmatika. Vztah polymorfismu a
vzniku typickych nezadoucich G¢ini podani NSPZL (ulcerace a krvaceni v GIT,
nefropatie) byl podrobena nékolika studiim. S nejvétsi pravdépodobnosti je vsak
vznik nezadoucich G¢inkl spojen s davkou a druhem 1é¢iva a ne s polymorfismem
CYP2C9. Nejvyznamnéjsi interakci je soucasné uzivani kumarinovych

antikoagulancii (Martin et al., 2001; Vonkeman et al., 2006).

1.2.2.33 CYP2C19

CYP2C19 je dalSim clenem podrodiny CYP2C. Je exprimovan hlavné
Vv jatrech a podili se na metabolismu napft. antidepresiv, inhibitori protonové pumpy
(jsou zéaroven inhibitory) a nékterych antiepileptik. CYP2C19 je vysoce polymorfni,
v kavkazské populaci se vyskytuji 3 % pomalych metabolisatorti a zhruba 20 %
v asijské populaci (Ingelman-Sundberg et al., 1999). Geneticky polymorfismus
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CYP2C19 je znam uz pomérn¢ dlouho dobu, a to podle individualnich rozdili
v metabolismu S-mephenytoinu (marker aktivity in-vitro) (Kupfer and Preisig,
1984). Ke vzniku fenotypu pomalého metabolisatora vede zména G—A v poloze
681, exonu 5 (alela CYP2C19*2). Druha inaktivni alela vznika zménou G—A
v poloze 636, exonu 4 (alela CYP2C19*3) (De Morais et al., 1994). Kombinace
obou alel zahrnuje 99% vsech ptipadti pomalych metabolisatorti v asijské populaci
a 87% u bélocht (Xie et al., 2001). Fenotyp pomalého metabolisatora nemusi byt
spojen jen s vyskytem nezadoucich ucinkd, jak je obvyklé. Pomali metabolisatoii
CYP2C19 mohou ze svého "defektu" profitovat pii 1écbé inhibitory protonové
pumpy, diky vys$§im plazmatickym hladindm a zvySené efektivité 1écby (Kawamura
et al., 2007). Vliv fenotypu pii 1é€bé antidepresivy neni tak nazorny jako u 1é¢by
inhibitory protonové pumpy. Vztah dévka-ucinek totiz neni u antidepresiv tak
jednoznaény. Byl naopak pozorovan vys§i vyskyt nezadoucich Uc¢inka
(anticholinergni, sedativni, kardiotoxicita) u pacientl s fenotypem PM lécenych
amitriptylinem (Steimer et al., 2005). Nedavno byla popsana interakce mezi
antiagregaénd pusobicim clopidogrelem (Plavix®), ktery je &asto uZivan s Kys.
acetylsalicylovou a inhibitory protonové pumpy, které jsou v tomto piipadé
podavany kvuli snizeni rizika krvaceni do GIT. Clopidogrel je prodrug, ktery je na
aktivni metabolit pfeménovan pomoci CYP2C19. Soucasné uzivani inhibitort
protonové pumpy (metabolisovanych za ucasti CYP2C19), miZe snizit efekt
clopidogrelu a zpusobit zvySeny vyskyt kardiocerebralnich piihod (Khalique a
Cheng-Lai, 2009).

1.2.24 CYP2D6

CYP2D6 je enzym, u kterého byl genovy polymorfismus objeven jako prvni,
a je vtomto sméru nejvice studovanym enzymem. Uz v 70-tych letech byly
publikovany studie, které poukdzaly na rozdilnou terapeutickou odpovéd’ pacientli
lé¢enych antiarytmikem sparteinem a antihypertenzivem debrisochinem (Ingelman-
Sundberg et al., 2007). Ackoli je v jatrech zastoupen jen ze 4% z celkového obsahu
CYP, podili se na metabolismu piiblizné 25% vSech 1&Civ z riznych
farmakoterapeutickych skupin (viz Tabulka 5). Tato forma navic neni inducibilni
zadnou znamou latkou (Foster et al., 2007). K 25.8.2009 bylo znadmo 75 alel genu
CYP2D6 (www.cypalleles.ki.se). Zastoupeni typl polymorfismu CYP2D6 se velmi

li$i napfi¢ etnickymi skupinami, nejvyssi vyskyt pomalych metabolisatort
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(minimélni nebo Zadna aktivita enzymu) je zaznamendn v béloSské populaci (cca
7%) a zodpovédnou alelou je CYP2D6*4, zatimco nejmensi je u asijské populace
(kolem 1%). U asijské populace je velice Casta alela CYP2D6*10 a je také
zodpovédna za snizenou aktivitu enzymu CYP2D6 (fenotyp intermediarnich
metabolisatorti s mirné sniZzenou aktivitou CYP2D6). U ¢ernos$ské populace je za
tento fenotyp zodpovédna alela CYP2D6*17. Co se tyce ultrarychlych
metabolisatorl, nejvyssi vyskyt byl zaznamenan u obyvatel zemi Perského zalivu,
Oceanie (21%) a u obyvatel Etiopie (29%). Vysoky vyskyt tohoto fenotypu je dan
evolu¢né a zfejmée souvisi s dietnimi faktory. V evropské populaci je nejvyssi vyskyt
severo-jizni gradient souvisejici s migraci obyvatelstva. V Ceské republice je
prevalence vyskytu pomalych metabolisatorti 6,7% a ultrarychlych 3,1% (Buzkova
et al., 2008). U CYP2D6 byly pozorovany i rozdily v ramci pohlavi z nichz vyplyva,
ze aktivita tohoto enzymu je niz$i u zen (Franconi et al., 2007). Vysoky pocet alel
tohoto genu ¢ini genotypizaci rizikovych pacientl velice obtiznou, ackoli uz existuji
dostupné metody (napf. AmpliChip® firmy Roche,
http://www.roche-diagnostics.cz/produkty/pcr/amplichip.aspx uréeny pro stanoveni
polymorfismu CYP2D6 a CYP2C19). V klinické praxi se spiSe vyuziva stanoveni
fenotypu pomoci metabolismu modelové latky, napt. dextromethorfanu, pficemz se
metabolismus) (Frye, 2004). Geneticky polymorfismus nebo inhibice CYP2D6 ma
samoziejmé zavazné klinické disledky. Jako ptiklad mize slouzit kodein, ktery je
nejcastéji uzivan jako antitusikum a analgetikum. Jeho analgeticky ucinek spociva
v O-demethylaci na analgeticky aktivni morfin (ktery neni vyznamné metabolisovan
zadnou z forem CYP). Kodein sdm o sobé ma 300-krat nizsi afinitu k p receptorim
nez morfin (Armstrong a Cozza, 2003b). Tato konverze probiha jednak v jatrech, ale
I v CNS, kde je CYP2D6 také ptitomen (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001). To
muze mit vyznam pii in-situ metabolismu 1é¢iv, kdy se mize spolupodilet na
celkovém analgetickém efektu (Chen et al.,, 1990). Jedinci, ktefi maji fenotyp
pomalych metabolisator a/nebo ti, ktefi souCasné uzivaji inhibitory CYP2D6,
(napf. bupropion, cimetidin, fluoxetin, paroxetin, citalopram) tedy neprofituji
z konverze kodeinu na morfin.

Podobné situace miiZze nastat i pii terapii tramadolem, ktery je velmi casto

predepisovan k terapii stfedné silnych bolesti. Jako analgetikum funguje dvojim
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mechanismem. Samotny tramadol, jenz je racemickou smési (+) a (-) tramadolu,
inhibuje reuptake serotoninu a noradrenalinu, zatimco jeho metabolit (+)-O-
desmethyltramadol, ktery vznikd za Gcasti CYP2D6, plisobi na p-opioidni receptory.
Pacienti s fenotypem pomalych metabolisatorti vzhledem k CYP2D6 nebo ti, ktefi
uzivaji inhibitory CYP2D6, netvoii tento aktivni metabolit a neodpovidaji
dostate¢né na 1écbu (Stamer a Stiiber, 2007).

Nejen pomaly metabolismus ale i fenotyp rychlého metabolisatory ma sva
rizika. Jako ptiklad mize slouzit selhani terapie antidepresivy, kdy je tieba pouzit
vy$8i davky k dosazeni terapeutického efektu (Thuerauf a Lunkenheimer, 2006).
Vroce 2006 byl popsan piipad, kdy u kojici matky s duplikovanou alelou
CYP2D6*2%2 vedouci k fenotypu ultrarychlého metabolisatora, doslo po podani
zvysené davky kodeinu ke smrti kojence diky otravé morfinem (Koren et al., 2006).

Vycet moznych rizik pii uzivani 1é¢iv metabolisovanych CYP2D6 by byl
nekonecny. Do budoucna lze vSak v této oblasti ocekdavat urcity utlum, jelikoz firmy
uvadéjici na trh nova 1éCiva se cilené vyhybaji latkdm jejichz metabolismus je

ovlivném CYP2D6 (Ingelman-Sundberg et al., 2005).
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Tab. 5: Latky, uvadéné jako substraty, inhibitory a induktory CYP2D6. Upraveno
podle Flockhart DA. Drug Interactions: Cytochrome P450 Drug Interaction Table.
Indiana University School of Medicine (2007).
http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm. 20.8.2009 a Pelkonen et al., 2008.

substraty inhibitory induktory
alprenolol amitriptylin amiodaron bupropion nejsou znamy
amphetamin aripiprazol cimetidin celecoxib

atomoxetin bufuralol chlorpheniramin chlorpromazin

carvedilol clomipramin cinacalcet citalopram

kodein debrisochin clemastin clomipramin

desipramin dexfenfluramin | diphenhydramin doxepin
dextromethorphan duloxetin | doxorubicin duloxetin
encainid flecainid escitalopram fluoxetin
fluoxetin fluvoxamin H,-antihistaminika halofantrin

haloperidol chlorpheniramin | hydroxyzin chinidin

chlorpromazin imipramin kokain levomepromazin
lidocain  metoclopramid methadon metoclopramid
methoxyamphetamin midodrin moclobemid
metoprolol mexiletin norfluoxetin paroxetin
minaprin  nebivolol perphenazin ranitidin
nortriptylin ondansetron ritonavir sertralin
oxykodon paroxetin terbinafin ticlopidin

perphenazin perhexilin
phenacetin phenformin
promethazin propafenon
propranolol risperidon
spartein thioridazin
timolol tamoxifen
tramadol venlafaxin

zuclopenthixol

1.2.25 CYP2E1

Ackoli je obsah CYP2E1 v jatrech pomérné vysoky, metabolisuje jen malé
procento 1é¢iv. Jeho typickymi substraty jsou latky lipofilni s malou molekulou.
Tento enzym je znam hlavné v souvislosti s biotransformaci ethanolu a
paracetamolu. Mezi jeho dal$i substraty patii napi. halogenované uhlovodiky a
organicka rozpostédla (aceton, acetonitril, benzen, chloroform). Podili se také na
metabolismu inhalacnich anestetik jako jsou halotan, enfluran, izofluran

a sevofluran, mezi jeho dalSi substraty dale patii napf. isoniazid, disulfiram a
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http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41alprenolol
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41amitriptyline
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41amphet
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41aripiprazole
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41atomoxetine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41bufuralol
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41carvedilol
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41clomipramine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41codeine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41desipr
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41dexfen
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41dextromethorphan
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41duloxetine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41encainide
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41flecainide
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41fluoxe
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41fluvox
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42red-ha
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41chlorpheniramine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41chlorpromazine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41imipra
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41lidocaine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41metoclopramide
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41methoxyamphetamine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41metoprolol
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41mexillitene
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41minapr
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41nebivolol
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41nortriptyline
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41ondans
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41oxycodone
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41paroxetine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41perphe
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41perhexiline
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41phenacetin
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41phenformin
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41promethazine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41propaf
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41propanolol
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41risperidone
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41sparteine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41thiori
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41timolol
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#31tamoxi
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41tramadol
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41venlafaxine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#41zuclopenthixol
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42amiodarone
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42bupropion
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#cimetidine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42celecoxib
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42chlorpheniramine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42chlorprom
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#cinacalcet
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42citalopram
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#clemastine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42clomipramine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#diphenhydramine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42doxepin
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42doxoru
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#duloxetine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42escitalopram
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42fluoxetine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#histamineH1
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42halofantrine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#hydroxyzine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42quinidine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42cocain
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42levomepromazine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42methadone
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42metoclop
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#12midodrine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42moclob
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42paroxe
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#perphenazine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42ranitidine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42ritona
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#sertraline
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42terbinafine
http://medicine.iupui.edu/Flockhart/2D6.htm#42ticlopidine

nitrosoaminy (Gonzalez, 2005; Guengerich a Shimada, 1991). Jako marker aktivity
in vivo se pouziva chlorzoxazon (myorelaxans) (Yamazaki et al., 1995). Inhibitory
této formy CYP jsou napt. disulfiram, dfive pouzivany k odvykani alkoholismu a
dialylsulfid obsazeny v ¢esneku (Yang et al., 2001). Induktory CYP2EI jsou napf.
ethanol, aceton a patologické stavy jako je diabetes a hladovéni (Kocarek et al.,
2000; Lieber, 2004; Song, 1996). CYP2E1 se ucastni i aktivace prokarcinogent,
napf. nitrosaminu (Clapper, 2000) a tvorby volnych kyslikovych radikali vedouci
k poskozeni tkani (Gonzalez 2005). Narozdil od jinych CYP, indukce této formy
neni zprostfedkovana vazbou ligandli na jaderné receptory, ale podili se na ni
faktory jako stabilizace mRNA a proteinu (Lieber, 1999). Velmi studovanou
problematikou je metabolismus paracetamolu v souvislosti s CYP2EL. Paracetamol
je velmi Casto uzivan jako analgetikum, at’ uz samotny, nebo v kombinacich. Zhruba
96% podané davky je pfimo konjugovano s kyselinou glukuronovou nebo s
aktivnim sulfatem. Zbytek je metabolisovan pomoci CYP2E1 a v men$i mife i
CYP1A2 a CYP3A4 na toxicky metabolit N-acetyl-p-benzochinonimin. Ten je za
normalnich okolnosti konjugovan s glutathionem. V pifipadé deplece glutathionu
dojde ke kovalentni vazbé na proteiny a ireversibilnimu poskozeni jater, pokud neni
podéano antidotum (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001; Hersh a Moore, 2004).
Jelikoz za tvorbu toxického metabolitu je zodpovédny hlavné CYP2EI
(indukovatelny ethanolem) a u chronickych konzumenti alkoholu navic byva
sniZzena plasmaticka koncentrace glutathionu, bylo provedeno nékolik studii, které
zkoumaly vztah mezi indukci CYP2E1 a hepatotoxicitou paracetamolu. Jejich
vysledkem bylo zjiSténi, Ze paracetamol v terapeutickych déavkach (4g/den)
nezpusobuje vétSinou hepatotoxicitu (Critchley et al., 1983; Dart et al, 2000;
Slattery et al., 1996). I ptesto FDA doporucuje sniZzeni davky paracetamolu u

konzument alkoholu az na 2 g denn¢.

1.2.2.6 CYP3A4 (CYP3A4/5/7)

Clenové podrodiny CYP3A jsou nejvice zastoupenymi formami CYP
v lidskych jatrech, a také se podili na metabolismu nejvétsiho poctu 1é¢iv. Jejich
podil na metabolismu 1é¢iv pouzivanych v klinické praxi je zhruba 52%
(Guengerich, 2003). Dalsimi enzymy této podrodiny jsou CYP3AS, ktery je
podobn¢ jako CYP3A4 exprimovan i extrahepatalné (napf. v tenkém stieve), ale

narozdil od CYP3A4 je jeho celkovy pfinos k metabolismu zprostfedovanému
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CYP3A pouze minimani (Floyd et al., 2003). Forma CYP3A7 je formou fetalni, jeji
exprese zacind mezi 50 az 60-tym dnem od poceti a jeji aktivitu postupné nahrazuje
forma CYP3A4 (zhruba v 6. mésici od porodu). U fetu se CYP3A7 ucastni
metabolismu endogennich substrati jako jsou steroidy, retinoidy a derivaty
zlucovych kyselin. Samoziejmé se tato forma podili na metabolismu xenobiotik,
které se do fetu dostanou z vnéjsiho prostiedi (Stevens et al., 2003).
jim metabolisovanych 1é¢iv je extrémné Siroké (viz Tabulka 6), od malych molekul
po velké, coz ukazuje na velkou flexibilitu jeho vazebného mista (Skopalik et al.,
2008). Bohuzel, tato forma patii k mén¢ stabilnim formam CYP s komplikovanym
mechanismem 0¢inku, coZz ma za nasledek naro¢nost’ in vitro studii (Anzenbacher
and Anzenbacherova, 2001). Podobné jako jiné formy CYP, i CYP3A4 vykazuje
interindividualni variabilitu, ktera se mezi jednotlivci muze lisit az 10-krat (Floyd et
al., 2003; Rodriguez-Antona et al., 2005). Tato variabilita mize byt zpisobena jak
genetickym polymorfismem, tak indukci nebo inhibici. U formy CYP3A4 bylo
nalezeno nékolik mutantnich alel genu pro CYP3A4, které se projevuji sniZenou
aktivitou této formy (http://www.cypalleles.ki.se). Byla nalezena i alela
(CYP3A4*20), ktera vede ktvorbé stopkodonu a tudiz k tvorbé nefunkéniho
proteinu, ktery neobsahuje hem. Vyskyt této alely je velmi vzacny (<0.06%
v kavkazské populaci) a u heterozygotii se projevuje fenotypem IM. Fenotyp bez
CYP3A aktivity nebyl dosud nalezen, ziejmé diky fyziologickym funcim CYP3A
(Westlind-Johnsson et al., 2006).

Mnoho latek indukuje CYP3A4. Induktory jsou ligandy receptori PXR,
CAR a GR (glucocorticoid receptor) a naslednd vyssi exprese proteinu vede ke
klinicky zévaznym disledkim. Jednim z pfikladi miize byt podani zdanlivé
neskodnych doplikt stravy, napt. extraktu tiezalky teckované (Hypericum

perforatum, L.), uzivané jako mirné sedativum. Tato rostlina obsahuje celé spektrum

indukuje i P-glykoprotein, coz je pfenase¢ Vv buiikach zptisobujici 1ékovou rezistenci
- MDR (multi-drug resistence) (Mannel, 2004). Klinickym duasledkem jejiho uzivani
muZe byt napt. selhani perordlnich kontraceptiv vedouci k téhotenstvi (Barnes et al.,
2001). Jsou taktéz popsany piipady pacientli po transplantacich organa lécenych
cyclosporinem a uzivajicich extrakt z tfezalky. Indukce CYP3A4 a P-glykoproteinu

muze V takovychto pfipadech vést k subterapeutickym koncentracim cyclosporinu a
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naslednému odmitnuti transplantatu (Turton-Weeks et al., 2001). Také indukce
CYP3A4 rifampicinem zptsobuje urychleni metabolismu methadonu a snizeni jeho
plazmatickych koncentraci, coz ma za nasledek projev symptomll z vysazeni
(Lotsch et al., 2002).

Inhibice aktivity CYP3A4 ma taktéz zavazné klinické dusledky. U
hypertenznich pacienti IéCenych blokatory vapnikovych kanall je tieba se vyhnout
soucasnému podani makrolidovych antibiotik, napt. clarithromycinu. Ten funguje
jako silny inhibitor CYP3A4 a soucasné podani s nifedipinem muze vést k masivni
vazodilaci vedouci k obéhovému selhani s fatalnimi nasledky. Azithromycin tuto
interakci nezplisobuje a je vhodnou terapeutickou alternativou (Geronimo-Pardo et
al., 2005). Pacienti uzivajici azolova antimykotika by neméli byt soucasné lé¢eni
inhibitory hydroxymethylglutaryl koenzym A reduktdzy, napf. simvastatinem.
Azolova antimykotika obecné jsou silnymi inhibitory CYP3A4, coz vede
k vysokym hladinam statinii v plasm¢. Tato interakce zpuisobuje rhabdomyolyzu,
ktera mize mit za nasledek poskozeni kosterniho svalstva a akutni renalni selhani
(Shaukat et al., 2003). CYP3A4 se také vyskytuje v tenkém stieve, a i zde mize
dochazet k jeho inhibici. Ptikladem budiz inhibice furanokumariny obsazenymi
Vv grapefruitovém dzusu. Podani 250 ml dZzusu jednu hodinu ptfed uzitim 50 mg
sildenafilu zvySuje jeho biologickou dostupnost az o 25%. Ackoli se tato interakce
muze jevit jako velice Zadouci, nelze ji zodpovédné doporucit, jelikoZ
farmakokinetika sildnafilu se mize stat hute predvidatelnou a mize dojit k rozvoji

nezéadoucich ucinka (Jetter et al., 2002).
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Tab. 6: Nejcastéji uvadéné substraty, inhibitory a induktory CYP2C9. Upraveno

podle Flockhart DA. Drug Interactions: Cytochrome P450 Drug Interaction Table.

Indiana

University

School of

Medicine

(2007).

http://medicine.iupui.edu/flockhart/table.htm. 20.8.2009 a Pelkonen et al., 2008.

substraty inhibitory induktory
alfentanil methadon amiodaron barbituraty
alprazolam midazolam aprepitant carbamazepin
amlodipin nateglinid carambola (Averrhoa carambola) | efavirenz
aprepitant nelfinavir cimetidin glukokortikoidy
aripiprazol nifedipin ciprofloxacin modafinil
astemizol nisoldipin clarithromycin nevirapin
atorvastatin nitrendipin delaviridin oxcarbazepin
buspiron ondansetron | diethyl-dithiocarbamat phenytoin
cerivastatin pimozid diltiazem pioglitazon
cilostazol propranolol erythromycin rifabutin
cisaprid progesteron fluconazol rifampicin
clarithromycin quetiapin fluvoxamin tiezalka teCkovana
cyclosporin risperidon grapefruitovy dzus troglitazone
dapson ritonavir gestoden
dexamethason saquinavir chloramphenicol
dextromethorfan | salmeterol imatinib
diazepam sildenafil indinavir
diltiazem simvastatin itraconazol
domperidon sirolimus ketoconazol
docetaxel sorafenib mibefradil
eplerenon sunitinib mifepriston
erythromycin tamoxifen nefazodon
estradiol tacrolimus nelfinavir
felodipin taxol norfloxacin
fentanyl telithromycin | norfluoxetin
finasterid terfenadin ritonavir
haloperidol testosteron saquinavir
hydrocortison torisel telithromycin
chinidin trazodon verapamil
chinin triazolam voriconazol
chlorpheniramin | verapamil
imatinib vincristin
indinavir zaleplon
irinotecan ziprasidon
kodein zolpidem
kofein
kokain
lercanidipin
lidocain
lovastatin
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http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#pimozideSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#propranololSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#progesteroneSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#quetiapineSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#risperidoneSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#ritonavirSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#saquinavirSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#salmeterolSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#sildenafilSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#simvastatinSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#sirolimusSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#sorafenibSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#sunitinibSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#tamoxifenSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#tacrolimusSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#taxolSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#telithromycinSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#terfenadineSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#testosteroneSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#toriselSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#trazodoneSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#triazolamSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#verapamilSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#vincristineSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#zaleplonSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#ziprasidoneSub
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#zolpidemSub
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http://en.wikipedia.org/wiki/Averrhoa_carambola
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http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#fluconazoleInh
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#fluvoxamineInh
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#gestodeneInh
http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/3A457references.asp#imatinibInh
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1.2.2.7 CYP2A6

CYP2A6 je formou, kterd je v jatrech exprimovana jen minimalné. Tato
forma se podili na metabolismu malych planarnich molekul, z nichz nejzndméjsi je
nikotin a kumarin, pfi¢emz oba se pouzivaji jako markerové substraty (Hukkanen et
al., 2005). Tato forma se podili na bioaktivaci karcinogeni, jmenovité aflatoxinu By
a nitrosamind. I tato forma je zna¢né polymorfni, hlavné u obyvatel Orientu, kde az
20% této rasy vykazuje fenotyp pomalého metabolisatora. Alelami zodpovédnymi
za tento fenotyp u heterozygott jsou hlavné¢ CYP2A6*2, CYP2A6*4 a CYP2A6*5. |
asiaté maji vyssi vyskyt fenotypu PM (kolem 12%). U kavkazské rasy tento fenotyp
vykazuje méné nez 1% populace (Raunio et al., 2001). Homozygyti postradaji
aktivitu CYP2A6 Upln€ a obvykle netoleruji nikotin a maji silnou averzi
k cigatovému koufi (Sellers et al., 2000). U Japoncu byl také prokazan vztah PM
fenotypu a nizS§iho vyskytu rakoviny plic, kvili niz§i bioaktivaci karcinogenii

(Kamataki et al., 2005; Miyamoto et al., 1999).

vvvvvv

1.2.3 Nejdiilezitéjsi enzymy Il1.faze metabolismu xenobiotik

II. faze metabolismu zahrnuje glukuronidaci, sulfataci, acetylaci, methylaci,
konjugaci s glutathionem a konjugaci s aminokyselinami (glycin, taurin, glutamat).
Reakce faze II vedou ke zvySeni hydrofility a pfispivaji tak k snadngjsi eliminaci
xenobiotik. VétSina enzyml této faze je cytosolicka, s vyjimkou UDP-
glukuronosyltransferas (UGT), které se nachazeji v mikrosomalni frakci.
V minulosti byla vénovana velkd pozornost enzymiim prvni faze a enzymy faze II
byly pon¢kud opomijeny. Tyto enzymy jsou ale neméné dulezité, protoze
metabolisuji nékteré endogenni substraty a podileji se na vzniku lékovych interakci

(Parkinson, 1996).

1231 Glukuronidace

U savcu je glukuronidace hlavni konjugaéni reakce druhé faze metabolismu
xenobiotik. Reakce je katalyzovana UDP-glukuronosyltransferasami a jako kofaktor
vyzaduje uridin difosfatglukuronovou kyselinu (UDP-GA). Je zodpovédna za
konjugaci zhruba 35% vsech 1éciv podléhajicich konjuga¢nim reakcim. Podili se

rovnéZ na metabolismu endogennich substratil, jako jsou napf. steroidni hormony,
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bilirubin, hormony $titné zlazy, zluc¢ové kyseliny a lipofilni vitaminy. VetSina UGT
je exprimovana v jatrech, ale vyskytuji se i v jinych organech jako jsou plice,

ledviny, GIT, prostata, mozek, placenta a nosni sliznice (Tukey a Strassburg, 2000).

Nazvoslovi UGT je zalozeno na podobnosti primarni struktury. UGT jsou
rozdéleny do dvou rodin (UGT1 a UGT2) a 3 podrodin (UGT1A, UGT2A a
UGT2B), ptic¢emz enzymy v jednotlivych rodinach sdili 50% a v podrodinach 60%
sekvence (Burchell, 2003). K28. 8. 2009 bylo znamo 21 forem UGT
(http://www.pharmacogenomics.pha.ulaval.ca/sgc/ugt alleles/). UGT se podileji na
konjugaci velkého poctu latek, ale jen malo z nich ma své specifické substraty. Ve
vétsSingé pripadd se na konjugaci latky podili vice forem téchto enzymu. Piehled
substratl, induktorti a inhibitorti jednotlivych forem UGT je moZno nalézt na

http://www.mhc.com//Cytochromes//UGT//UGTTable. HTML

12311 Nejdulezitéjsi formy UGT

Fyziologicky velmi dilezita forma je UGT1A1, zodpovédna za konjugaci
bilirubinu. Tato forma je indukovatelnd phenobarbitalem, ¢ehoZz se vyuziva u
morbus Gilbert a Crigler-Najjar II syndromu, coz jsou stavy spojené s hereditarni
hyperbilirubinemii. Podstatou téchto onemocnéni je polymorfismus v exonech 2-
5genu pro UGT1A1 vedouci ke snizené expresi enzymu. Indukce UGT1AL vede
Kk vyssi expresi enzymu a snizeni plazmatickych koncentraci volného bilirubinu. U
Crigler-Najjar I syndromu neni detekovatelna zadna exprese UGT1A1 a ani zadna
terapeuticka odpoveéd’ na 1écbu phenobarbitalem. Pacienti s touto formou syndromu
Casto umiraji béhem prvnich meésicti zivota kvili hromadéni bilirubinu v CNS a
nasledné nekroze neurond (Kiang et al., 2005; Kraemer a Scheurlen, 2002).

Klinicky dulezitou formou je UGT2B7, ktera je zodpovédna za konjugaci
morfinu. Tato forma tvofi morfin-3-glukuronid, jenz postrada jakoukoli
analgetickou aktivitu a morfin-6-glukuronid, ktery je zhruba 50-krat analgeticky
ucinnéjs$i neZ morfin samotny. Tento piiklad je jednim z méala, kdy konjugacni
reakce faze I vede k vyssi aktivité, neZz vykazuje matetska latka. Jeji aktivita mtze
byt inhibovana napf. diclofenakem a ranitidinem, ale je v podstaté nemozné
predpoveédét klinické disledky takovéto inhibice, vzhledem k mnoZstvi alternativ

které mohou nastat (Armstrong a Cozza, 2003a; Coller et al., 2009).
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Forma UGT1AG®6 je jedna ze dvou nejvice exprimovanych forem u savcu a je
koindukovana spolu s CYP1A2 ligandy pies AhR (napf. polycyklické aromatické
uhlovodiky) (Emi et al., 1995), cehoz se vpraxi vyuzivd pifi stanoveni
environmentalni zatéze organismu (Miinzel et al., 1999). V praxi je stanoveni
aktivity UGT1A6 (i vzhledem Kk jednoduchosti metody) nedilnou soucasti
toxikologického vyzkumu. Jejimi markerovymi substraty jsou planarni molekuly
jako napt. p-nitrophenol a 4-methylumbelliferon (Hanioka et al., 2001), dale se
podili na konjugaci paracetamolu (Bock a Kohle, 2005) a ucastni se i konjugace
polyfenolil, napft. silybinu (Obréazek 4) (D’Andrea et al., 2005).

Obr. 4: Struktura silybinu

124 Experimentalni modely metabolismu xenobiotik

Jednim z cili experimentalni farmakologie je najit vhodny model pro
predikci metabolismu xenobiotik u ¢loveéka. Detailni pochopeni metabolickych cest
u experimentalnich zvifat je zdsadni pro vcasné odhaleni mozZnych neZadoucich
ucinkl zprostiedkovanych enzymy metabolismu 1é¢iv, hlavné cytochromy P450.
| Z tohoto dlivodu je vé€novana velkd pozornost jednotlivym enzymatickym forméam
u experimentélnich zvifat s cilem najit vhodny modelovy systém. Castym modelem
jsou Vv soucasnosti lidské formy rekombinantnich CYP heterologné exprimované
Vv hostitelskych buiikach, napt. v bakteriiich. Tyto modely jsou vSak vhodné spise
pro testovani inhibi¢niho vlivu latky na aktivitu ur¢ité formy CYP. Lepsim modelem

jsou mikrosomalni frakce jaterniho homogenatu experimentalnich zvifat a cloveéka.

35



V soucasnosti jsou velmi Casto pouzivané izolované kultury hepatocytt, jelikoz tyto
modely umoznuji zkoumat vliv ienzyml druhé faze aumoziiuji mnohem
komplexné&jsi pohled na metabolismus xenobiotik. Vzhledem k problematickému
ziskavani lidskych hepatocyti predstavuji zviteci bunky Vv prvnich fazich vyvoje
1é¢iv vhodnou alternativu. |z tohoto divodu je nutné poznat vlastnosti zvifecich
CYP ai dalsich enzymt ucastnicich se biotransformacnich reakci (Guillouzo, 1998;
Soars et al., 2007). V dalsi c¢asti bude popsano stu¢né porovnani nejvice
pouzivanych experimentalnich zvifat s ohledem na metabolismus Xxenobiotik.
Nejcastéji pouzivanymi modely jsou potkan, kralik, pes, opice a prase. V souvisloti
s prasetem (nebo miniprasetem) se uvazuje o moznosti, ze by prase mohlo slouzit

jako vhodny zdroj tkani a organti pro xenotransplantace (Cooper et al., 2002).

1241 Potkan

Vzhledem Kk ¢astému pouziti potkana coby laboratorniho zvifete, byly
potkani CYP mezi prvnimi izolovanymi a chakterizovanymi CYP, jmenovité byla
izolovana forma CYP1A2 (Guengerich et al., 1982; Ryan et al., 1980). Tato forma
je evoluéné velmi zachovala u vSech zivocisnych druhii a mé taktéz velmi podobnou
substratovou specificitu. Podili se na biotransformaci aromatickych amint,
polycyklickych aromatickych uhlovodikii a jinych planarnich xenobiotik. Tato
forma je inducibilni polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky, napt. 3-
methylcholantrenem (Guengerich, 1995), nebo také B-naphthoflavonem (Bock et al.,
1990). Narozdil od ¢loveéka, furafylin je u potkana pouze slabym
"mechanism-based” inhibitorem této formy. Jako markerovy substrat in vitro se u
¢loveka Casto pouziva 7-ethoxyresorufin, ale v piipadé potkana je O-dealkylace 7-
methoxyresorufinu zprostfedkovana CYP1A2 vhodnéjsi (Parkinson, 1996). Také
potkani CYP2E1 je vysoce podobny lidskému, at’ uz inducibilitou ethanolem a
acetonem, nebo tim Ze biotransformuje organickd rozpostédla a nitrosaminy
(Guengerich, 1997; Anzenbacher and Anzenbacherova, 2001). Souhrné lze fici, Ze
potkan muze slouzit jako vhodny modelovy organismus pro metabolismus
xenobiotik zprostitedkovany t€émito dvéma formami CYP.

Potkan neni vhodnym modelem pro metabolismus zprostfedkovany CYP3A
podrodinou. Potkani CYP3AI, hlavni forma podrodiny CYP3A u potkana neni
inducibilni rifampicinem, coz je silny induktor CYP3A u ¢lovéka (Lu a Li, 2001). Je

ale, podobné¢ jako u ¢lovéka, indukovatelny dexamethasonem (Kishida et al., 2008).
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Biotransformace midazolamu, zprostfedkovana potkani CYP3A2 také vykazuje
velkou variabilitu v zavislosti na kmenu (Wistar a Sprague-Dawley) a na pohlavi
(Bruyere, 2009). Dalsim rozdilem je minimalni exprese CYP3A1l a CYP3A2
v tenkém stfevé potkana; u Clovéka je metabolismus zprostiedkovany intestinalni
CYP3A4 dilezity a napf. inhibice derivaty furanokumarinii vede k obrovskym
rozdilim ve farmakokinetice nékterych 1é¢iv (Aiba et al., 2003; Anzenbacher a
Anzenbacherova, 2001). Nejvice zastoupnou podrodinou CYP v jatrech potkana je
CYP2C, zastoupena napi. CYP2C6, 2C7, 2CI11, 2C13, 2C23. Zda se, ze tato
podrodiny piebira nékteré funkce lidské CYP3A4. Hydroxylace testosteronu je u
potkana zprostfedkovana CYP2CI11, ale 4'-hydroxylace S-mephenytoinu, typicka
pro lidsky CYP2C19 je u potkana metabolisovana CYP3A1 (Chovan et al., 2007).
Formy CYP2A1 a CYP2A2 jsou u potkana zodpovédné za hydroxylaci testosteronu
vV polohdch 7 a 15, zatimco lidskd orthologni forma CYP2A6 tuto aktivitu
nevykazuje. Rozdil je i v metabolismu kumarinu, u c¢lovéka je hydroxylovan
Vv poloze 7 a nasledné konjugovan s Kyselinou glukuronovou a vylouc¢en. U potkana
je biotransformovan na kumarin 3,4-epoxid, ktery je pro tento druh hepatotoxicky
(Vassallo et al., 2004). U ¢lovéka je CYP2D6 zodpovédny za metabolismus zhruba
25% 1é¢iv a je o ném zndmo, ze neni inducibilni a navic vykazuje znacnou
interindividudlni variabilitu. U potkana vykazuje podrodina CYP2D (CYP2DI,
CYP2D2, CYP2D3 a CYP2D4) také znacnou interindividalni variablitu, jeji aktivita
zjiStovand pomoci metabolismu diazepamu vykazuje rozdily i rdmci jednotlivych
kmeni (Sakai et al., 2005). Navic je potkani CYP2D je inducibilni
3-methylcholantrenem. Dalsim rozdilem je zfejmé inhibice, zatimco u Clovéka je
inhibitorem chinidin, u potkana je to u formy CYP2D1 jeho levotoéivy
diastereoizomer chinin (Parkinson 1996; Zuber et al., 2002). Celkové vzato, potkan

neni vhodnym modelem pro latky metabolisované CYP2D6.

1.24.2 Kralik

Kralik je jako experimentalni model pouzivan velmi dlouho. Uz Anickov
v roce 1913 dokazal, ze kralik je vhodnym modelem pro studium atherosklerézy u
Cloveéka (Anickov, 1913). Kralik se také vyuziva pro testovani potencialnich 1éciv
z oblasti dermatologie a oftalmologie. Prvnimi sav¢imi cytochromy P450, které byly
izolovany a charakterizovany byly pravé enzymy krali¢ci. Tyto enzymy byly
0znaceny P450LM2 (odpovida CYP2B4) a P450LM4 (odpovida CYP1A2) (Haugen
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a Coon, 1976; van der Hoeven et al., 1974). Podobn¢ jako u potkana, i CYP1A2
vykazuje podobné vlastnosti, véetné indukovatelnosti (Hashimoto a Imai, 1976),
substratové specificity a aktivace prokarcinogeni (Stoilov et al., 2001). Forma
CYP2E1 je podobné jako u cloveéka zodpovédnd za metabolismus inhalacnich
anestetik a alloxanem vyvolany diabetes indukuje tuto formu (Aring et al., 2005). U
funkce lidské CYP3A vcetné oxidace steroidnich hormonti (Tukey et al., 1985).
Krali¢i forma CYP3A je podobné¢ jako u Clovéka je exprimovand i ve stieve a je
inhibovatelna flavonoidem quercetinem (Choi a Li, 2005). Lidsky CYP2D6 zatim
nema u kralika svij orthologni enzym. Zatim jsou zndmy jen geny 2 forem,
CYP2D23 a CYP2D24, ale proteiny dosud nebyly charakterizovany (Yamamoto et
al.,, 1998). Celkov¢ vzato, diky velkym rozdilim ve vlastnostech CYP2C, 3A a
neznalosti CYP2D je kréalik jako model biotransformace 1é€iv u clovéka malo

vhodnym organismem.

1243 Pes

Vyuziti psa (beagle), coby experimentalniho modelu neni piili§ ¢asté, hlavné
kvuli etickym divodim. Psi CYP1A2 vykazuje velkou interindividudlni variabilitu.
Byly nalezeny i mutace v genu pro psi CYP1A2, které vedou zhruba u 10-15%
beagll k nulové aktivité¢ CYP1A2 (Kamimura, 2006; Tenmizu et al., 2004; Tenmizu
et al., 2006). Ciprofloxacin a i jiné fluorochinolony inhibuji, podobné jako u
¢loveka, ethoxyresorufin O-deethylaci typickou pro CYP1A2 (Regmi et al., 2005).
Indukce CYP1A2 je u psa zprostfedkovana jak omeprazolem, tak B-naftoflavonem,
tedy stejnymi induktory jako u clovéka (Jayyosi et al., 1996; Lu a Li, 2001).
V ptipadé¢ indukce CYP2El1 nebyly pozorovany Zzadné vyznamné zmény
v biotransformaci p-nitrophenolu a chlorzoxazonu, coz jsou typické substraty
CYP2EL. Je tedy velmi pravdépodobné, Ze mechanismus indukce této formy je jiny
nez u ¢lovéka (Graham et al., 2002). Vzhledem k ¢astému polymorfismu CYP1A2 a
rozdilnému mechanismu indukce CYP2El neni pes vhodnym modelem pro
metabolismus latek zprostiedkovany témito dvéma formami CYP. Zajimavou
formou CYP u psa je CYP2D15, ktery tvoii zhruba 15% vsech psich jaternich CYP
(Roussel et al., 1998). Pti pouziti propranololu jako substratu se ukazalo, ze pes a
¢lovék tvoii prednostné 4-hydroxylovany metabolit a 1i8i se tim od potkana, ktery

tvori téméf vyhradné 7-hydroxylovany metabolit (Fujita et al., 1993; Ishizuka et al.,
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2006). CYP2D15 také vykazuje aktivitu vuci bufuralolu a dextromethophanu, coz
jsou oba typické substraty lidské CY2D6. Inhibitory této formy jsou jak chinin
(typicky pro potkana), tak chinidin (typicky pro ¢loveka) (Roussel et al., 1998). Ze
vSech experimentalnich zvifat je pes ziejm¢ nejvhodnéjsim kandidatem na testovani
latek u nichz se ocekava vliv CYP2D6. Podrodina CYP2C je u psa zastoupena
CYP2C21 a CYP2C41. Zatimco druhd jmenovana je exprimovana jen u nékterych
jedincti (cca 45%), CYP2C21 je exprimovan u vSech (Graham et al., 2003).
Substratova specificita této podrodiny je odlisna od lidské, CYP2C21 je zodpovédny
za 16a-hydroxylaci testosteronu a zadna z psich CYP2C nevykazuje S-mephenytoin
4'-hydroxylaci typickou pro CYP2C19 (Shou et al., 2003). Podrodina CYP3A, u psa
zastoupena formou CYP3A12 vykazuje urCité spolecné vlastnosti s lidskou
CYP3A4. Jsou jimi jednak hydroxylace testosteronu (u psa v poloze 6-B) a také
inhibice ketokonazolem (Lu et al., 2005). Také rifampicin, ale na rozdil od ¢lovéka
ne dexamethason, je schopen indukovat CYP3A12 (Lu a Li, 2001). Zajimavym
enzymem u psa je CYP2BI11, ktery je jako jediny savéi CYP schopen metabolisovat
polychlorované bifenyly (Guengerich, 1997). Tato forma také Kkatalyzuje
N;-demetylaci midazolamu a diazepamu a jeji aktivita je selektivné inhibovana

N-(alpha-methylbenzyl-)-1-aminobenzotriazolem (Lu et al., 2005).

1244 Opice

Uz Charles Darwin ptedpovédél, ze ¢lovek a lidoopi jsou si vyvojoveé nejbliz
(Darwin, 1871) a moderni metody jeho domnénku potvrdily (The Chimpanzee
Sequencing and Analysis Consortium, 2005). Lidoopi vSak nejsou z divoda
etickych, finan¢nich nebo z dGvodu narocnosti chovu pifili§ c¢asto vyuZivani.
Mnohem vice se vyuziva opic uzkonosych (v anglické literatufe oznaCovani jako
cynomolgus monkeys), hlavné¢ makakt (Maccaca rhesus, Z.; Macaca fascicularis,
R.) a opic ploskonosych (v anglické literatufe oznacovani jako marmoset monkeys),
hlavné kosmana bélovousé¢ho (Callithrix jacchus, L.). U tzkonosych opic byla
popsana mald exprese CYP1A2, ale podobné jako u clov€éka je tento enzym
indukovatelny B-naftoflavonem (Berthou et al., 1992; Bullock et al., 1995). LepSim
modelem je v tomto piipadé kosman, jehoz CYP1A2 vykazuje vlastnosti podobné
lidské form¢ (Sakuma et al., 1997). V ptipadé¢ CYP2A, tuzkonosé opice vykazuji
stejnou substratovou specificitu a indukovatelnost jako ¢lovék a zdaji se byt dobrym

modelem (Pearce et al., 1992). CYP3A8 a CYP3A5 maji sice u makaka

39



substratovou specificitu podobnou ¢lovéku (Uno et al., 2007), ale maji jiny
mechanismus indukce, jelikoz na rozdil od clovéka jsou indukovatelné
3-methylcholantrenem (Komori et al., 1992). V piipadé podrodiny CYP2C, ktera u
makakii zahrnuje CYP2C20, CYP2C43, CYP2C75 a CYP2C76 se zda, Ze by makak
mohl byt vhodnym modelem. Clenové této podrodiny totiz metabolisuji podobné
substraty jako lidské CYP2C, jmenovité paclitaxel, tolbutamid a S-mephenytoin
(Uno et al., 2006; Mitsuda et al., 2006). | v ptipadé glukuronidace se makak zda byt
dobrym modelem (Barbier a Bélanger, 2003).

1.2.45 Prase (miniprase)

Prase se uz dlouho vyuzivd jako experimentalni organismus napf.
v dermatologii (Kerrigan et al., 1986). Zda se vsak, ze by mohlo slouzit i jako
vyborny model v oblasti experimentalni farmakologie jako modelovy organismus
metabolismu 1éCiv. V prase¢ich mikrosomech totiz byly nalezeny vSechny hlavni
enzymové aktivity CYP typické pro lidské formy (Anzenbacher et al., 1998;
Monshouwer et al., 1998). I kdyZ ne vSechny prase¢i CYP byly osekvenovany a
prozkoumany detailng, jejich spektrum se stale rozrista. V piipadé CYP1A2 byla
stejné jako u ¢loveéka zjisténa indukce polychlorovanymi bifenyly a f-naftoflavonem
(Lu a Li, 2001). Prase¢i CYP1A2 také metabolisuje markerové substraty lidského
CYP1A2, methoxyresorufin a ethoxyresorufin podobné jako ¢loveék, a zda se tedy,
7e by prase mohlo byt vhodnym modelem (Matal et al., 2009a; Messina et al.,
2008). Rozdily oproti ¢lovéku jsou ziejmé v substratové specificit¢ CYP2D. U
prasete byly zjiSt€ny pozitivni korelace mezi metabolismem dextromethorfanu a
bufuralolu a hladinami CYP2B stanovenymi imunochemicky. Také orfenadrin,
inhibitor lidské CYP2B, inhiboval u prasete metabolismus dextromethorfanu a
bufuralolu (Skaanild a Friis, 2002). CYP2E1 byl u izolovan u miniprasete a detailné
prozkouman (Baranova et al., 2005). Bylo zjisténo, Ze vykazuje vlastnosti podobné
lidskému CYP2EL. V rekonstituovaném systému tento enzym vykazoval aktivitu
vaci typickym substratim lidské formy, tj. p-nitrofenolu a chlorzoxazonu. Potvrdila
se 1 inhibice enzymovych aktivit CYP2El pomoci diethyldithiokarbamatu,
typického inhibitoru lidskych CYP. TaktéZ analyza pomoci Western blottingu
ukazala jeho imunoreaktivitu s protilatkami proti lidskému P450 2E1 (Baranova et
al., 2005). Podobn¢ jako u ¢lovéka hydroxyluje bupropion, a zda se ze by mohl byt
u prasete vhodnym specifickym substratem (Skaanild a Friis, 2007). Z podrodiny

40



CYP2D byl u prasete izolovan CYP2D25, ktery katalyzuje 25-hydroxylaci vitaminu
Ds; (Axén et al., 1992). ¢cDNA klon kodujici miniprase¢i CYP2D21 vykazuje
podobnost primarni struktury aminokyselin 78,3% (vi¢i CYP2D6) a rekombinantni
enzym vykazuje také 1'-hydroxylaci bufuralolu (Sakuma et al., 2004), coZ je typicka
aktivita CYP2D6. Celkové je podrodina CYP2D u prasete malo prozkoumana, zda
se ale, ze vykazuje vlastnosti odlisné od lidské CYP2D6 (Anzenbacher et al., 1998).

Nejvyznamngjsi formou CYP u c¢lovéka je forma CYP3A4. U prasete je
podrodina CYP3A zastoupena tiemi dosud znamymi enzymy: CYP3A22, CYP3A29
a CYP3A39. Hlavni formou u prasat a miniprasat je CYP3A29 a jejich CYP jsou
Z 99% identické. Proto je také v literatufe pouzivano souborné oznaceni (mini)prase
(Soucek et al., 2001). Tato forma, jak se zda, vykazuje vlastnosti velmi podobné
lidské orthologni formé¢ CYP3A4. Je indukovatelnd rifampicinem a fenobarbitalem
(Monshouwer et al., 1998; Myers et al., 2001; Shang et al., 2009) a metabolisuje i
podobné substraty, naptf. byla zjiSténa typickd oxiddzova aktivita nifedipinu
(Anzenbacher et al., 1998; Soucek et al., 2001). Prase¢i mikrosomy také vykazuji
6B-hydroxylaci testosteronu, taktéz typickou aktivitu CYP3A4 (Anzenbacher et al.,
1998; Szotakova et al., 2004). Podobna je i tkanova distribuce, exprese CYP3A29
mRNA byla u miniprasete zjisténa hlavné v jatrech a v mensi mife pak v tenkém
stieve, ledvinach a v kizi (Shang et al., 2009). Pon¢kud sloztéjsi je situace v ptipadé
podrodiny CYP2C. U prasete je eximovano vice forem CYP2C, napi. CYP2C32,
CYP2C33, CYP2C34, CYP2C49, ale detailni informace o jejich indukovatelnosti a
substratech chybi (Nissen et al., 1998). Ve studii provedené na mikrosomech z 20
riznych prasat bylo dokazano, ze prase metabolisuje substraty odpovidajici lidskym
CYP2C8, CYP2C9 a CYP2C19. Témito testovanymi latkami byly paclitaxel,
tolbutamid a omeprazol, nicméné podle vysledkli experimentu se zd4, Ze u prasete je
za metabolismus vSech tfi latek zodpovédny jen jeden enzym, a to forma
odpovidajici lidské CYP2C9 (Skaanild a Friis, 2008). CYP2A je u prasete zastoupen
formou CYP2A19, ktera ma zfejmé€ podobnou substratovou specificitu jako
orthologni CYP2A6. V mikrosomalni frakci byla potvzena korelace mezi
mnozstvim CYP2A19 a biotransformaci typickych substratii, jmenovité nikotinu a
kumarinu (Skaanild a Friis, 2005). V rekonstituovaném systému tento enzym takeé
vykazoval 7-hydroxylaci kumarinu a jeho aktivita byla inhibovana

8-methoxypsoralenem, inhibitorem této formy u ¢loveéka (Matal et al., 2009a).
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12451 Prase a metabolismus skatolu

Skatol (3-methylindol — 3MI) (Obrazek 5), je pfirozené se vyskytujici
mikrobialni metabolit tvofeny z tryptofanu v gastrointestnalnim traktu piezvykavca
(Yokoyama a Carlson, 1979), lidi (Fordtran et al., 1964) a prasat (Jensen et al.,
1995), ktery se vyskytuje ve stolici. 3MI je po své aktivaci CYP na elektofilni
metabolity schopen poSkozovat plicni tkan (Bray a Kubow, 1985), ackoli u ¢lovéka
nebyly dosud provedeny detailni studie (Skordos et al., 1998). Clovék mize byt
vystaven vlivu 3MI bud’ diky absorpci z GIT, pobytem v nevétranych prostorach
v zeméd¢lstvi (napf. veptiny) nebo i vdechovanim cigaretového kouie (Diaz et al.,
1999; Upadhyay a Holbrook 2004). Prasata, na rozdil od jinych zvifat, nejsou
K toxicit¢ 3MI vnimava, coz naznacuje, ze mohou metabolisovat skatol odli$né
(Thornton-Manning et al., 1998). U clovéka se na metabolismu skatolu podili
nékolik forem CYP; v in vitro studiich s rekombinatnimi enzymy byl prokazan podil
CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP2EL, CYP2F2 a CYP2F3 (Lanza a Yost, 2001).
U prasete ma 3MI velky vliv na produkci masa. Nekastrovani samci totiz v 5-10%
procentech ptipadi hromadi skatol a androstenon v tuku. Jejich maso se v dusledku
zapachu (v anglické literatuie boar-taint), jehoz je skatol hlavni pfi¢inou, stava
nepozivatelné, coz zpisobuje znacné hospodaiské ztraty (Bak et al., 1995). Neni
dosud znamo, pro¢ jen urcité procento samcii hromadi 3MI; diivodem muize byt 1
nizka exprese nebo aktivita enzymt metabolisujicich tuto latku. Dle dosud znamych
vysledkti metabolity skatolu k zapachu nepfispivaji (Diaz a Squires, 2000a). U
prasat se na metabolismu 3MI podili CYP2E1 a CYP2A19, ale uvazuje se i o roli
dal§ich enzymi. Az dosud vSak byly pfistupy k objasnéni CYP zapojenych do
biotransformace 3MI nepiimé, spocivajici v pouziti protilatek a inhibitorti forem
CYP. Tyto vysledky vSak nemusi byt Gplné, i vzhledem ktomu, ze inhibitory
nemusi vzdy inhibovat jen jednu formu CYP ale mohou ¢astecné ovliviiovat i jinou
(Terner et al., 2006). Tyto poznatky jen vyzdvihuji nutnost objasnit podil dané
formy CYP pouZitim jeho ¢isté formy, napf. v rekonstituovaném systému. Izolace
Cistych praseCich CYP, tak jak je popsana dale v této praci, mtze pak pomoci
K objasnéni metabolismu této a mnoha dalSich latek s nimiz se experimentalni
organismy mohou potkat. Vyzkum prasecich biotransformacnich enzym je dilezity
I ztoho pohledu, Ze prase mize byt potencidlnim donorem hepatocyti
Vv bioarteficialnich nahradach jater, jakychsi "obdob” umélych ledvin (Couzin 2000;
Desille et al., 1999).
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Obr. 5: Struktura skatolu

1.2.45.2 Prase a bioartificialni jaterni nahrady (BAL)

Transplantace jater je posledni moznosti 1écby u pacienti s jaternim
selhanim. Navzdory tomu, Ze jatra jsou organem s obrovskou samoobnovovaci
schopnosti, mnoho pacienti umira jesté dfive, nez se dockaji vhodného darce.
Bohuzel, ani transplantace jater neni bez rizik a t¢lo pfijemce nemusi transplantat
vzdy pfijmout. U akutniho jaterniho selhani, zplsobeného napi. léky nebo
hepatitidami, by v nékterych piipadech stacilo poskytnout jatrim ¢as na regeneraci
nebo pieklenout u chronickych pacienti ¢as k nalezeni vhodného darce (van de
Kerkhove et al., 2004b). K feSeni téchto problému bylo navrzeno vice pfistupd.
Nejjednodussim bylo napojeni jater jiného biologického druhu, prasete, na jaterni
ob¢h cloveka (Levy et al., 2000). Je skutecnosti, Ze u xenotransplantace od jinych
zivoci$nych druhtl, se stdle nejvice uvazuje o praseti. Ackoli je prase ¢loveéku po
fyziologické strance podobné, existuji v nékterych funkcich velké rozdily. Jatra
nejsou jen organem biotransformacnim, ale syntetizuji obrovské mnoztvi enzymu a
regulacnich faktorti. Velmi problematickym se v soucasné dobé jevi napt. odlisné
vlastnosti proteintt komplementu. Pii xenotransplantaci prase€ich jater ¢lovéku by
tak pfi aktivaci alternativni cesty mohl prase¢i komplement likvidovat endotel
kapilar v organech, s naslednym poskozenim téchto organt (Robson et al., 1995).
DalS§im potencidlnim problémem by mohly byt odliSné vlastnosti praseciho
albuminu (Hammer, 2004), jako hlavniho proteinu lidské plasmy a také potencialni
riziko pfenosu praseCich endogennich retrovirti. Tato otdzka je velmi intenzivné
studovana, nebot’ pienos novych retroviri by mohl mit nésledky srovnatelné
s pandemii HIV/AIDS. Ackoli za tisice let souziti lidi a prasat nebyl takovyto pienos
in vivo potvrzen, v in vitro experimentu s kulturou primarnich lidskych hepatocytt a

infikovanych prasecich bunék byla po 8-10 dennim kontaktu prokézana ptitomnost
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praseciho retroviru v lidskych buiikach (Friihauf et al., 2009). Dal§i z moznosti je
vyslechténi transgennich prasat, i kdyz je vyzkum v této oblasti teprve v zacatcich
(Poncelet et al., 2009). Pouziti multipotentnich kmenovych bunék, které by se
Vv jatrech mohly diferencovat na zdravé hepatocyty, je taktéz do budoucna nadéjné
(Strain a Neuberger, 2002). Bohuzel vyzkum v této oblasti narazi také na otazky
politické, ndbozenské a pravni, a tak je pouziti lidskych kmenovych buiiek spise
hudbou budoucnosti.

Jaterni néhrady jsou konstruovany s cilem pomoci pacientovi preckat cas
nezbytny pro nalezeni vhodného darce jater. Bylo navrhnuto mnoho pfistupi feSeni
a zkonstruovano vice typu ptistrojii. Jsou to mimotélni systémy, které jsou pfipojeny
k pacientovu krevnimu ob¢hu, pti¢emz krev nebo plasma pacienta prochazi t€émito
systémy. V zésad¢ se d€li na arteficidlni (umélé) a bioarteficidlni (polo-umélé).
Artificidlni systémy jsou zalozeny na prichodu plasmy ¢i krve pies dialyzacni
jednotku. V klinické praxi se vyuziva napt. systtm MARS (Molecule Adsorbent
Recirculating System) zalozeny na dialyze plasmy proti roztoku albuminu a
odstraniuje vodu, latky hydrofilni a latky vazané na albumin (Stange et al., 1993;
Stange et al., 2002). V roce 2008 Kantola et al., (2008), publikoval studii zahrnujici
113 pacientt s akutnim jaternim selhdnim, ktefi mezi lety 2001-2007 podstoupili
terapii s MARS. Vysledkem bylo, ze pacienti ktefi podstoupili tuto terapii
vykazovali vys$§i miru samoobnoveni Cinnosti jater (49% vs 17% ve skupiné
kontrol), a jen 29% nakonec potiebovalo transplantaci jater oproti 57% pacientd
Vv kontrolni skuping.

BAL jsou vzasadé zalozeny na bioaktivni hmoté, reprezentované
isolovanymi hepatocyty lidského nebo zvifeciho pivodu. Tyto systémy byly
vyvinuty nejen napodobovat detoxifika¢ni funkci jater, ale také napodobit jejich
dal$i funkce, napf. metabolismus nutrient, funkci cytochromti P450 a syntézu
proteint. I zde bylo vyvinuto né¢kolik systému. Tyto systémy obsahuji bud’ lidské
(linie C3A) nebo prase¢i hepatocyty (linie podle Demetriou). Systém obsahujici
lidské hepatocyty (ELAD — Extracorporeal Liver Assist Device) zatim podle
dostupnych dat nema pozitivni vysledky jak u pst (Sussman et al., 1992), tak u lidi
(Ellis et al., 1996).

Slibnéjsimi se zdaji byt vysledky dosazené se systémy obsahujicimi praseci
hepatocyty. Systém AMC-BAL (Amsterdam Medical Center — Bioartificial Liver),

vyvinuty V roce 1997 (a stale zdokonalovany) skupinou kolem Chamuleaua (van de
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Kerkhove et al., 2005) vykazoval v klinickych studiich pozitivni vysledky. U
pacientli bylo zaznamenéno snizeni hladin bilirubinu, amoniaku a také zlepSeni
neurologickych a hemodynamickych stavii. 11 pacientiim z 12 testovanych pomohl
tento systém piezit do doby, nez se dockali transplantace a jeden pacient nakonec
ptezil i bez transplantace (van de Kerkhove et al., 2002; van de Kerkhove et al.,
2004a). Dosud nejvétsi studie byla publikovana v souvislost s pouzitim systému
HepAssist™ (Obrazek 6), ktery FDA schvalila pro I, I a III fazi klinickych
zkousek. Tento systém obsahuje praseci hepatocyty a je doplnén kolonou obsahujici
aktivni uhli a kombinuje tak prvky arteficialnich a bioarteficialnich jaternich nahrad
(Rozga et al., 1993). Tento systém, ktery obsahuje 7 mld prasecich hepatocytu, byl
pouzit V randomizované, kontrolované, multi-centrické studii (11 pracovist v USA a
9 v Evropé ) u celkového poctu 171 pacientd (86 kontrol a 85 BAL ) s akutnim
jaternim selhdnim. 30 dni preZilo 71% pacientll s BAL a 62% kontrol. Po vylouceni
pacienta s primarni nefunk¢nosti jater bylo preziti 73% s BAL versus59% u
kontrol. Pteziti pacientd snahlym jaternim selhanim bylo signifikantné vyssi
u pacientd sBAL Vv porovnani s kontrolami. Navic tento systém snizuje 0 67% riziko
smrti pred transplantaci u pacientd s otravami léky a nebo jedy. Tato studie
demonstruje bezpecnost totoho systému a zlepSeni preziti u pacienti s nahlym

jaternim selhanim (Demetriou et al., 2004).

Obr. 6: BAL bioreaktor (Demetriou et al., 2004)

| BAL TREATMENT | =

CROSS-SECTION OF

SOLLOwW P seasanAs | BAL BIOREACTOR

THROUGH WHICH PLASMA FLOWS
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Ackoli je pouziti lidskych hepatocyti v BAL dosud malo prozkoumané a
V této oblasti intenzivni vyvoj. BAL zalozené na prasecich hepatocytech zatim
poskytuji vhodnou, bezpe¢nou a dostupnou alternativu a v piipadé pokroku v oblasti
genového inZenyrstvi a vyslechténi transgennich prasat by mohly tyto systémy
nahradit lidské buniky uplné¢.

Vysledky této prace a prace dalSich laboratofi ukazuji na vysoky stupen
podobnosti lidskych a praseCich CYP. Cilem pfedkladané prace bylo pfispét, byt

omezené, K dalSimu poznani v oblasti studia vlastnosti prase¢ich CYP.
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2 Cile diserta¢ni prace
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ziskat cisty CYP1A2 a CYP2A19 z jaterni mikrosomalni frakce

bunécného homogenatu prasete v Cisté forme

ovefit vlastnosti ziskanych enzymu (tj. jejich imunoreaktivitu,
aktivitu  vaci typickym substratim a inhibitorim lidskych

ortholognich forem v rekonstituovaném systému)

V rekonstituovaném systému ovéfit vliv izolovanych forem CYP na

metabolismus skatolu
zjistit zakladni kinetick¢é parametry UGT1A6 jako jednoho

vvvvvv

potkana s prototypovymi substraty této formy
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3 Material a metody
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3.1 Material

Cytochrom bs a prase¢i CYP2E1 byly darem Doc. Anzenbacherové a Dr.
Baranové-Jandové, 2-merkaptoetanol, DL-isocitrat, glycin, persiran amonny,
briliantova modi R 250, bromfenolova modf, isocitratdehydrogenasa (IDH),
akrylamid, kyselina cholova, L-a-dilauroylfosfatidylcholin (DLPC),
N,N'-methylen-bis-akrylamid, oktyl-agarosa CL-4B, dodecylsiran sodny (SDS),
N,N,N’,N’-tetramethylethylenendiamin (TEMED), TRIS-HCI, Triton X-100 PC,
Tween 20, NADP, kumarin, 7-hydroxykumarin, 7-methoxyresorufin (MERR),
7-ethoxyresorufin  (ETRR), resorufin, uridindifosfat glukuronova kyselina
(UDP-GA), p-nitrofenol (p-NP), 4-methylumbelliferon (4-MU), p-nitrophenyl
glukuronid, 4-methylumbelliferyl glukuronid, furafyllin, diethyldithiokarbamat
(DEDC), 8-methoxypsoralen, dialyzacni membrana, skatol, indol-3-carbinol,
3-methyloxindol, 2-aminoacetophenon, triethanolamin a silybin byly dodany firmou
Sigma-Aldrich, Praha, CZ. BCA protein kit (Pierce, Rockford, IL),
butylhydroxytoluen (BHT), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Fluka, Buchs SG,
Svycarsko), dithioni¢itan sodny (Fluka, Buchs SG, Svycarsko), glycerol, acetonitril,
methanol (Merck, Praha, CZ), EDTA-2H,0, dihydrogenfosfore¢nan draselny,
hydroxid draselny, chlorid vépenaty, chlorid hofecnaty, dihydrogenfosfore¢nan
sodny, hydrogenfosforecnan sodny, sachardza, kyselina chlorista, kyselina
mravenci, dimethylsulfoxid, kyselina octova, ethanol (Lach-Ner, Neratovice, CZ),
oxid uhelnaty, dusik (Linde-Gas, Wiesbaden, Némecko), GBX Fixer and
Replenisher, GBX Developer and Replenisher (Kodak, dodava Sigma-Aldrich,
Praha, CZ), Western Blotting Luminol Reagent kit (Biotechnology, Santa Cruz,
CA), nitrocelulozovd membréana Hybond-P (Amersham, Little Chalfont, Velka
Britanie), rentgenovy film Medix XBU (Foma, Hradec Kralové, CZ), rabbit anti-
human CYP1A2 protilatka (Acris Antibodies, Hiddenhausen, Némecko), goat anti-
rat CYP1A2 protilatka (Daichi Pure Chemicals, Tokyo, Japonsko, dodava 1.T.A.-
Interact, Praha, CZ), mouse anti-human CYP2AG6 protilatka (BD Biosciences, San
Jose, USA, dodava ILT.A.-Interact, Praha, CZ), lidskd NADPH:cytochrom
P450 oxidoreduktaza (P450 reduktaza), lidsky CYP1A2, CYP2EI1 (Panvera-
Invitrogen, Carlsbad, USA), lidské jaterni mikrosomy (Biopredic, Rennes, Francie)
byly vyrobeny resp. dodany uvedenymi firmami. Jatra z experimentalnich zvifat
(pes, potkan, opice) byla ziskana dle schvalenych etickych postupti, praseci jatra

byla ziskana z jatek (Masonava, Olomouc), membrany E. coli s exprimovanym

50



CYP2A6 byly darem Dr. Pavla Soucka, Statni zdravotni Gstav, Praha, CR),
isolovany CYP2A6 piipraveny podle Soucek, (1999) byly darem Doc.
Anzenbacherové. 3-hydroxy-3-methyloxindol poskytl laskavé Dr. Garri Yost
(Department of Pharmacology and Toxicology, University of Utah, Salt Lake City,
UT). Hydroxyapatit byl vyroben srazenim podle Levina (Levin, 1962).

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. vhodné pro praci s biologickym

materidlem a pro HPLC stanoveni.

3.2 Pristroje

Chlazena centrifuga Z 323 K (Hermle, doddav4d Biotech, Praha, CZ),
ultracentrifuga Optima™ LE-80K (Beckman, dodava Biotech, Praha, CZ), rotor 70
Ti (Beckman, dodava Biotech, Praha, CZ), magneticka michacka MR 1000
(Heidolph, Némecko), ultrazvukovy homogenizator (IKA, Praha, CZ), Potter-
Elvehjemiv homogenizator s teflonovym pistem, sklenéné kolony 40x4 cm, 20x2
cm, automaticky sbéra¢ frakci LKB 2111 MultiRac (Pharmacia, Uppsala, Svédsko),
UV-VIS spektrofotometr Cary 4000 (Varian, Palo Alto, CA), HPLC systém VP-
class (Shimadzu, Kyoto, Japonsko), HPLC systém Shimadzu LC-20A Prominence
(Kyoto, Japonsko), hmotnostni spektrometr LCQ Fleet (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA), kolona LiChroCART LiChrospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm
I.D. s naplni 5 um) (Merck, Praha, CZ), aparatura pro SDS PAGE MiniProtean Il
(BioRad, Hercules, CA), aparatura pro Western Blotting MiniTransBlot (BioRad,
Hercules, CA), elektricky zdroj PowerPac 200 (BioRad, Hercules, CA), cela pro
ultrafiltraci (Millipore, Praha, CZ), ultracentrifugacni zkumavky (Immunotech,
Praha, CZ), vodni lazen WB 14 (Memmert, Némecko), ultrazvuk (Tesla, Praha,
CZ), sonikator (Dynatech, Brno, CZ)

3.3 Software

MS-Excel 2003 (Microsoft™), ISIS-Draw (MDL® Information systems,
www.mdli.com), Sigma Plot 8.0.2 (SPSS, Chicago, IL)

3.4 Rekrystalizace kyseliny cholové

Komer¢né dodavana kyselina cholova obsahuje piimési zluCovych barviv

a proto musela byt provedena jeji rekrystalizace. 100 g kys. cholové bylo rozpusténo
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v 750 ml 50% (v/v) ethanolu a na vodni lazni se za stalého michani bylo pfivedeno k
varu. Po ptidavku 12g aktivniho uhli, 0,5¢ EDTA, 5g kiemeliny byla sm¢s jeste
nékolik minut udrzovana pti varu. Horka smés byla co nejrychleji ptefiltrovana pies
fadné vyhratou Bilichnerovu nélevku a filtrat se nechal pies noc krystalizovat pfi
pokojové teploté. Vyloucené krystalky pak byly oddéleny od matecného louhu
filtraci (vytézek cca 50-90 %). Z 50g rekrystalizované kyseliny cholové byl
ptipraven 20% zasobni roztok v 250 ml vody s 4,9 g NaOH (stalé michani, postupné
ptidavan NaOH) (Philips a Shephard, 1998).

3.5 Jaterni tkan

Jatra byla ziskdna z prasat z mistnich jatek (Masonava, Olomouc). Zvitata
(kastrovani samci, vék 9 meésicti, hmotnost zhruba 100 kg) byla porazena pod
veterinarnim dohledem. Zvifatim nebyla poddna zadna latka indukujici jaterni
mikrosomalni enzymy. Jatra byla umisténa do homogeniza¢niho pufru (viz dale)

a poté byla uchovavana pii teploté -80 °C v hlubokomrazicim boxu az do pouziti.

3.6 Piiprava jaterni mikrosomalni frakce prasete

Jaterni tkan (100-120Qg) byla zvazena a nechana rozmrznout na ledu, pak
byla nakréjena se na kostky cca 1 cm?, které byly promyty v roztoku o sloZeni: 0,25
M sacharéza, ImM EDTA, 0,2 mM PMSF (inhibitor serinovych protedz) a 20 uM
BHT (antioxidant), pH 7,4 (homogenizac¢ni pufr). Homogenizace prasecich jater
byla provedena v nozovém mixéru s ptidavkem vychlazeného homogenizac¢niho
pufru 0 objemu rovnajicimu se trojnasobku hmotnosti jaterni tkan¢. Mikrosomalni
frakce jaterniho homogenatu byla ziskana frakéni centrifugaci (Lake, 1990).
Homogenat byl centrifugovan pii 4000 x g, 10 minut pfi 4 °C. Ziskany supernatant
byl slit a dale centrifugovan pti 11 000 x g, 25 minut pii 4 °C. Supernatant byl opét
slit a centrifugovan (ultracentrifuga) pii 105 000 x g, 60 minut pii 4 °C. Ziskany
sediment byl rehomogenizovan Vv promyvacim pufru o slozeni: 0,5 mM TRIS, 0,15
M KCI, 20% (v/v) glycerol, pH 7,4 v poméru 0,2 ml pufru na 1g vychozi jaterni
tkang. Suspenze byla znovu podrobena centrifugaci pii 105 000 X g, 60 min a 4 °C.

Ziskana mikrozomalni frakce (sediment) byla bohata na cytochromy P450 ale i jiné
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enzymy. Byla pouzita k izolaci forem CYP1A, CYP2A19 a k dal$im experimentim
(Philips and Shephard, 1998).

3.6.1 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Obsah cytochromu P450 byl vypocitan z diferen¢niho spektra redukovaného
cytochromu a redukovaného cytochromu v komplexu s oxidem uhelnatym (Omura
and Sato, 1964). Postup lze pouzit jak pro cytochromy obsazené v mikrosomech, tak
pro izolované formy. V pfipadé vysoké koncentrace P450 lze vzorek ziedit pufrem
(50 mM KH,PO4, 20% (v/v) glycerol, pH 7,4) tak, aby jeho absorbance byla kolem
0,1 (v ptipad€¢ jaternich mikrosomli to odpovidd pfiiblizn€ dvacetindsobnému
zfedéni). Pii stanoveni bylo do dvou kyvet pfiddno malé mnozstvi dithioni¢itanu
sodného (1-3 mg), které zredukuje CYP. Nasledné byl vzorek promichan a rozdélen
do dvou spektrofotometrickych kyvet. Byla zaznamenana zakladni linie od 380 do
500 nm. Vzorkova kyveta byla poté opatrné probublana pomalym proudem malych
bublin oxidu uhelnatého po dobu asi 20 sekund a pak bylo zaznamenano spektrum.
Komplex redukovaného CYP s oxidem uhelnatym mé charakteristické absorbéni
maximum pii 450 nm. K vypoctu koncentrace byla pouzita hodnota molarniho

absorb&niho koeficientu esso - 490= 91 mM™.cm™ (Omura and Sato, 1964).

3.6.2 Stanoveni obsahu proteinu

Obsah proteinu byl méfen metodou, ktera je zaloZena na principu redukce
Cu?* proteinem v zéasaditém prostiedi (biuretova reakce). Vznikly Cu'* se detekuje
kolorimetricky po vazbé s bicinchoninovou kyselinou (BCA) (Smith et al., 1985).
V ptitomnosti proteinii v bazickém prostiedi vznika fialové zbarveny komplex,
ktery je tvofen chelataci dvou molekul BCA s médnym iontem. Tento komplex
absorbuje pfi 562 nm. Je s vyhodou, Ze pii tomto zptisobu méfeni obsahu proteinu
nevadi detergenty pouzivané kizolaci CYP. Jako standard byl pouzit hovézi
albumin (BSA). K méteni byl pouzit set od firmy Pierce (dodava firma TopBio,
Praha, CZ).
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3.7 Solubilizace mikrosomi

Izolované prasec¢i mikrosomy byly nafedény na koncentraci proteinu
2 mg/ml v pufru o kone¢ném slozeni 0,1 M KH,PO,; 1 mM EDTA, 20% (v/v)
glycerol, 0,1 mM PMSF a 20 uM BHT pH 7,25 anésledné solubilizované za
postupného piidavani 20% (v/v) roztoku cholatu sodného za stalého michani pti
4°C. Po poslednim piidavku choldtu byl roztok promichavan jesté 30 minut.
Solubilizat se poté pielil do kyvet a byl podroben ultracentrifugaci za nasledujicich
podminek: 105 000 x g, 90 minut a 4 °C. Supernatant vzniklého solubilizatu byl
nasledné aplikovan na pfedem ekvilibrovanou kolonu oktyl-agar6zy (Philips and
Shephard, 1998). lIzolace forem CYP 2A19 a 1A byla provedena podle postupu,

ktery je zjednodusené vyobrazen na Obrazku 7.

Obr. 7: Schéma modifikovaného postupu purifikace forem CYP

jaterni mikrosomy

supernatant solubilizatu mikrosomu

chromatografie na oktyl-agaréze

i

chromatografie na hydroxyapatitu

/N

CYP1A CYP2AI19

3.8 Chromatografie supernatantu solubilizatu na oktyl-agaroze

Kolona o rozmérech 40x2,6 cm byla naplnéna 200 ml suspenze oktyl-
agardzy, ktera byla odvzdusnéna pomoci vakuové vyvévy a byla suspendovéana v
ekvilibracnim pufru obsahujicim 0,1 M KH;PO;, 1 mM EDTA, 20% (v/v)
glycerolu, 0,6% (v/v) cholatu sodného, pH 7,25. Kolona byla umisténa do chlazené

mistnosti  (4°C) anechala se vytemperovat. Vytemperovana kolona byla
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ekvilibrovana ekvilibratnim pufrem pii pritoku 1 ml/min. Poté byl nanesen
supernatant solubilizatu. Po naneseni byla kolona promyta promyvacim pufrem (0,1
M KH;PO4, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, 0,42% (v/v) cholat sodny, pH 7,25)
do poklesu absorbance pti 417 nm na nulu s cilem odstranit cyochrom P420. Eluce
byla provedena elu¢nim pufrem, ktery mél slozeni jako ekvilibra¢ni, s tim rozdilem,
ze byla snizena koncentrace cholatu na 0,33% (v/v) a byl pfidan 0,06% (v/v) Tritonu
X-100PC. FEluované¢ frakce o objemu zhruba 20 ml byly sbirany pomoci

automatického sbérace frakci umisténého taktéz v chlazené mistnosti.

3.9 Dialyza izolovanych frakei

Frakce isolované z oktyl-agarozy byly zahustény ultrafilraci a posléze
dialyzovadny pomoci membrany umisténé v dialyzaénim pufru [5 mM KHPO,,
0,05 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, pH 7,4], jehoZ objem se rovnal 20-ti nasobku
objemu frakci. Dialyzaéni pufr se ménil kazdych 8 hod, celkem tfikrat. Cela

procedura byla uskute¢néna v chlazené mistnosti pii 4°C.

3.10 Chromatografie na hydroxylapatitu

Hydroxylapatit byl suspendovan v dialyza¢nim pufru a nalit do kolony (1
cm® na 20 nmol P450). Stejnym roztokem byl pak sloupec hydroxylapatitu
ekvilibrovan, a to 10-ti nasobkem objemu sloupce. Po naneseni vzorku byla kolona
promyta dialyza¢nim pufrem o trojnasobku objemu sloupce. Eluce byla provedena
linedrnim gradientem iontové sily postupnym smichanim 10 mM KH,PO,, 0,05
mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, 0,3% Triton X-100 PC (v/v), pH 7,4 astejnym
pufrem, v kterém ale byla zvySena koncentrace fosfaitu na 300 mM. Frakce
o objemu zhruba 1 ml byly sbirany automatickym sbéracem. Tento postup byl
opakovan az do ziskani Cistych forem CYP2A19 a CY1A.

3.11 Odstranéni detergentu

Triton X-100, ktery nelze oddialyzovat, byl odstranén extenzivnim
promyvanim vzorku cytochromu P450 adsorbované¢ho na kolon¢ hydroxylapatitu
roztokom 5 mM KH,;PO, 0,05 mM EDTA a20% (v/v) glycerolem, pH 7,4
do poklesu absorbance pii 280 nm. Po odstranéni detergentu byl vzorek eluovan

stejnym pufrem, v kterém vSak byla koncentrace fosfatu zvysena na 500 mM. Poté
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byly vzorky zahustény pomoci ultrafiltrace a uschovany v hlubokomrazicim boxu

pro dalsi experimenty pii teploté -80 °C.
3.12 Charakterizace cytochromu P450

3.12.1  Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Vzorky izolovanych frakci byly analyzovany pomoci SDS-PAGE v
aparatuie Miniprotean II se zdrojem Power Pac 200 za stalého napéti 180 V po dobu
50 minut (Laemmli, 1970). Separa¢ni (spodni) gel obsahoval 8% (w/v) akrylamidu,
0,375 M TRIS-HCI pH 8,8, 0,1% SDS (w/v), 0,05% (w/v) (NH;)2S,0s, 0,05% (v/v)
TEMED. Startovaci (horni) gel obsahoval 4% (w/v) akrylamidu, 0,125 M TRIS-HCI
pH 6,8, 0,1% (w/v) SDS, 0,05% (w/v) (NH4).S;0s, 0,1% (v/v) TEMED.
Elektrodovy pufr byl slozen z 25 mM TRIS-HCI, 192 mM glycinu, pH 8,3 s 0,1%
(w/v) SDS. Vzorkovy pufr mél slozeni 62,5 mM TRIS-HCI pH 6,8, 10% (v/v)
glycerol, 4% (v/v) merkaptoetanol, 2% (w/v) SDS. Proteiny byly barveny 0,1%
(w/v) roztokem Coomasie Blue R-250 v 40% (v/v) methanolu a 10% (v/v) kyseliné
octové po dobu 20 minut za jemného michani. Gel byl odbarvovan v odbarvovaci
lazni o slozeni 25% (v/v) ethanol a 10% (v/v) kyselina octova po dobu 30 minut za
jemného michani. Odbarvené gely byly fixovany v roztoku skladajiciho se z 25%

etanolu a 3% (v/v) glycerolu po dobu 24 hodin.

3.12.2  Western blotting

Pienos proteinli z gelu na nitrocelulézovou membranu byl uskutecnén
Vv aparatufe MiniTransblot se zdrojem PowerPac 200 pii konstantnim proudu 350

mA, 1 hodinu za intenzivniho chlazeni ledem. PouZity ptenosovy pufr mél sloZeni

0,025 M TRIS, 0,192 M glycin pH 8,1-8,4 s 20% (v/v) methanolem.

Po ukonceni pfenosu proteinli byla membrana blokovanéd pies noc v TBS
pufru pH 7,4 s 0,05% (v/v) Tween 20 a 0,2% (v/v) mlékem pii 4 °C. Pfed inkubaci
S primarni protilatkou byla membrana dvakrat promyta TBS pufrem pH 7,4 s 0,05%
(v/v) Tween 20.

Poté byla membrana inkubovana s primarni protilatkou. V piipad€ detekce
CYP1A2 byly pouzity protilatky rabbit anti-human CYP1A2 a/nebo goat anti-rat
CYP1A2, obé v fedéni 1:1000. V piipadé detekce CYP2A19 byla pouzita protilatka

mouse anti-human CYP2A6 ve stejném fedéni jako v pifedchozim piipadé.
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Protilatky byly nafedény v pufru o nésledujicim slozeni: TBS pufr pH 7,4 s 0,05%
(v/v) Tween 20 a0,2% (v/v) mléko a byly inkubovany 1 hodinu pfi laboratorni
teplot¢ za mirného michéni. Po prob¢hnuti inkubace nasledovalo dvoji promyti

membrany s TBS pufrem pH 7,4 s 0,05% (v/v) Tween 20.

Inkubace se sekundarnimi protilatkami konjugovanymi s peroxidazou
(anti-rabbit a anti-goat IgG v piipadé CYP1A2 nebo anti-mouse 1gG pro CYP2A19)
byla provedena v pufru, ktery obsahoval TBS pH 7,4 s0,05% (v/v) Tween 20
a 0,2% (v/v) mléko. Inkubace probihala pii laboratorni teploté¢ po dobu 1 hodiny za
mirného michani. Po promyti 3x TBS pufrem pH 7,4 s 0,05% (v/v) Tween 20 byla

prevedend vizualizace probéhlé imunochemické reakce.

Detekéni roztok A a B (Western Blotting Luminol Reagent) byl smichan
tésné pred pouzitim v poméru 1:1. Mnozstvi pouzitych roztokli bylo 2 ml od
kazdého. Inkubace membrany vtomto roztoku trvala 1 minutu bez michani.
Po inkubaci byl odsan piebytecny detekéni roztok a membrana byla zabalena do

folie nacez probéhla expozice na svétlocitlivy film v tmavé komofte.
3.13 Stanoveni enzymovych aktivit izolovanych CYP

3.13.1  Rekonstituovany systtm s CYP1A2 - dealkylace 7-

ethoxyresorufinu a 7-methoxyresorufinu

Jak 7-ethoxyresorufin O-deethylace (EROD), tak 7-methoxyresorufin O-
demethylace (MROD) byla provedena v rekonstituovaném systému, ktery obsahoval
25 pmol of CYP1A2 (lidsky nebo praseci), 75 pmol CYPOR a 100 pmol
cytochromu bs (1:3:4). Po 10 minutach pii pokojové teploté bylo piidano 10 pmol
L-a-dilauroylphosphatidylcholinu (DLPC), ptipraveného sonikaci 4,66 mg DLPC
v5 ml H,O za soucasného chlazeni v ledové tfisti. Po 20 minutach pii pokojové
teploté byl piidan substrat o kone¢né koncentraci 0-32 puM v reakéni smési a
NADPH generujici systém o konecném slozeni: NADP" 0,8 mM, isocitrat 5,8 mM,
isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml a MgSO, 8 mM. Na doplnéni objemu do 100 ul
byl pouzit 100 mM fosfatovy pufr pH 7,4. Reak¢ni smés byla poté inkubovana pfi
37°C po dobu 15 minut a nasledné zastavena piidavkem 200 pl methanolu. Po
centrifugaci pfi 300 x g po dobu 10 min byla zmétena fluorescence 200 pl
supernatantu v mikrotitraénich destickach (excitace 535 nm, emise 585 nm).

Soucasn¢ byly pfipraveny standardy resorufinu (0-100 puM) a slepé vzorky, které
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byly analyzovany stejnym zpusobem. Pro méfeni EROD a MROD aktivity v
mikrosomech (lidskych i1 prase€ich) byla pouzita metoda Changa a Waxmana

(Chang a Waxman, 1998).

3.13.2  Rekonstituovany systém s CYP2A19 — hydroxylace kumarinu

v poloze 7

Hydroxylace kumarinu byla studovana v rekonstituovaném systému, ktery
obsahoval 25 pmol CYP2A19 izolovaného z prasecich jater, 75 pmol CYPOR, a
100 pmol cytochromu bs (1:3:4). Po 10 minutach pii pokojové teploté bylo
ptidano 10 pmol DPLC, pfipraveného sonikaci 4,66 mg DLPC v5 ml H,O za
soucasného chlazeni v ledové tfisti. Po 20 minutach pfi pokojové teploté byl ptidan
substrat o kone¢né koncentraci 0-64 uM v reakéni smési a systém generujici
NADPH o konetném sloZzeni: NADP"™ 0,8 mM, isocitrat 5,8 mM,
isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml a MgSO, 8 mM). Na doplnéni objemu do 100 pl
byl pouzit 100 mM fosfatovy pufr pH 7.,4. Reakéni smés byla poté inkubovana pfi
37°C po dobu 15 minut a nasledné =zastavena piidavkem 200 pul
methanolu. Reakéni smés pak byla centrifugovana pti 18 400 x g po dobu 10 minut
a nasledn¢ byla zmétfena fluorescence 200 pl supernatantu v mikrotitracnich
destickach (excitace 360 nm, emise 465 nm). Soucasné byly pfipraveny standardy
7-hydroxykumarinu (0-100 uM) a slepé vzorky, které byly analyzovany stejnym
zpusobem. Urceni aktivity CYP2A6 (CYP2A19) v mikrosomech bylo provedeno
podle zavedenych metod (Waxman a Chang, 1998).

3.13.3  Inhibice 7-ethoxyresorufin O-deethylace pomoci furafylinu

V rekonstituovaném systému

Inhibice EROD bDbyla provedena v rekonstituovaném systému, ktery
obsahoval 25 pmol of CYP1A2 (lidsky i praseci), 75 pmol CYPOR, a 100 pmol
cytochromu bs (1:3:4). Po 10 minutach pfi pokojové teploté bylo pfidano 10 pmol
DPLC, ptipraveného sonikaci 4,66 mg DLPC v 5 ml H,O za soucasného chlazeni
Vv ledové tfisti. Po 20-ti minutach pii pokojové teploté byl pfidin NADPH generujici
systém o koneéném slozeni: NADP® 08mM, isocitrat 5,8 mM,

isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml a MgSO, 8 mM) a také specificky inhibitor
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furafylin (Kunze a Trager, 1993) v koneénych koncentracich 0; 0,5; 1; 2; 5; 25; 50;
100 uM. Objem byl doplnén 100 mM fosfatovym pufrem pH 7,4. Po preinkubaci,
kterd trvala 15 minut a probihala pii 37°C, se piidal substrat v koncentraci
odpovidajici Ky. Celkovy objem reakéni smési byl 100 pl. Doba inkubace byla 15
min piti 37 °C. Reakce byla zastavena piidavkem 200 pul methanolu. Po centrifugaci
ptfi 300 x g po dobu 10 min byla zméfena fluorescence 200 pl supernatantu v
mikrotitracnich destickach (excitace 535 nm, emise 585 nm). Soucasné¢ byly
piipraveny standardy resorufinu (0-100 uM) a slepé vzorky, které byly analyzovany

stejnym zptisobem.

3.13.4  Inhibice  7-hydroxylace  kumarinu Vv rekonstituovaném
systému

Inhibice hydroxylace kumarinu byla studovana v rekonstituovaném systému,
ktery obsahoval 25 pmol of CYP2A19, 75 pmol CYPOR, a 100 pmol cytochromu
bs (1:3:4). Po 10 minutach pii pokojové teploté bylo piidano 10 pmol DPLC,
ptipraveného sonikaci 4,66 mg DLPC v 5 ml H,O za soucasného chlazeni v ledové
tfisti. Po 20-ti minutach pii pokojové teploté byl soucCasné piidan specificky
inhibitor 8-methoxypsoralen (Koenigs et al., 1997) v kone¢nych koncentracich 0;
0,1; 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 uM a substrat kumarin o koncentraci odpovidajici K.
Objem byl doplnén 100 mM fosfatovym pufrem pH 7,4. Po preinkubaci, ktera trvala
30 minut a probihala pti 37 °C, byl pfidan NADPH generujici systém o kone¢ném
slozeni NADP® 0,8 mM, isocitrat 5,8 mM, isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml a
MgSQO4 8 mM). Celkovy objem reakéni smési byl 100 pl. Doba inkubace byla 15
min pii 37 °C. Reakce byla zastavena piidavkem 200 ul methanolu. Po
centrifugaci pf1 18 400 x g po dobu 10 min byla zmétena fluorescence 200 pl
supernatantu v mikrotitracnich desti¢kach (excitace 360 nm, emise 465 nm).
Soucasné byly pfipraveny standardy 7-hydroxykumarinu (0-100 uM) a slepé

vzorky, které byly analyzovany stejnym zptisobem.
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3.14 Biotransformace skatolu prase¢imi CYP

3.14.1  Inkubace skatolu s prase¢imi jaternimi mikrosomy

3 mg jaterniho mikrosomalniho proteinu bylo smichano s 0,7 mM skatolem,
1 mM EDTA a smés byla nechana 3 minuty k preinkubovaci pii 37 °C. Poté byl
pridan systém generujici NADPH o kone¢ném slozeni NADP* 0,8 mM, isocitrat 5,8
mM, isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml a MgSO, 8 mM. Celkovy objem reak¢ni
smési byl doplnén 50 mM fosfatovym pufrem pH 7,4 na 500 pul a smés byla
inkubovdna 90 min pii 37 °C v digestofi. Po prob&hnuti inkubace byla reakce
zastavena pridavkem vychlazeného acetonitrilu o objemu 500 pl a smés byla 30s
vortexovana. Pfi ptipravé slepych vzorkl byl jaterni protein smichan s acetonitrilem
thned. Po centrifugaci pii 3000 x g po dobu 20 min bylo odebrano 200 pl k HPLC
analyze na kolon¢ LIChroCART LiChrospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm I.D. s
naplni 5 pm), nastiik 50 pl. Slozeni mobilni faze bylo nasledujici: faze A 100mM
K/HPO, pufr pH 3,9 a faze B acetonitil. Eluce probihala podle gradientu: 0 min,
90% A; 6 min, 80% A; 12 min, 70% A, 18 min, 30 % A; 25 min, 10% A; 26 min
90% A; 35 min 90% A. Prutok byl 1,2 ml/min s UV detekci pfi 250 nm (Diaz et al,
1999). Tato metoda byla pouzita i pro experimenty s izolovanymi enzymy. Tvorba
metabolitl byla ovéfena srovnanim retencénich casti se standardy a také
prostfednictvim vzorkid se standardy. Koncentrace metabolitii byla vyhodnocena

pomoci kalibra¢nich kiivek.

3.14.2 Rekonstituovany systém se skatolem sizolovanymi CYPIA,
2A19 a 2E1

Inkubace byla provedena v rekonstituovaném systému, ktery obsahoval 25
pmol CYP izolovaného z prasecich jater (1A, 2A19, 2E1), 75 pmol CYPOR, a 100
pmol cytochromu bs (1:3:4). Po 10 minutach pii pokojové teploté bylo ptidano 10
pmol DPLC, ptipraveného sonikaci 4,66 mg DLPC v5 ml H,O za soucasného
chlazeni v ledové tfisti. Po 20 minutach pfi pokojové teploté byl pfidan skatol 0,7
mM a 1 mM EDTA o kone¢né koncentraci v reakéni smési a smes se nechala 3
minuty preinkubovat pti 37 °C. Pak se ptidal systém generujici NADPH o kone¢ném
slozeni: NADP® 0,8 mM, isocitrat 5,8 mM, isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml a
MgSO, 8 mM. Na doplnéni objemu do 250 pl byl pouzit 50 mM fosfatovy pufr pH

7,4. Smés byla inkubovana 90 min pii 37 °C v digestofi. Po prob&hnuti inkubace
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byla reakce zastavena piidavkem studeného acetonitrilu o objemu 250 pl a smés
byla 30s vortexovdna. Pii pfipravé slepych vzorkli byl enzym smichan
s acetonitrilem ihned. Po centrifugaci pti 3000 x g po dobu 20 min bylo odebrano

200 ul k HPLC analyze podle postupu uvedeného vyse.

Stejné experimenty byly provedeny i s lidskymi formami CYP, forma
CYP2A6 byla ziskana izolaci zmembran E. coli dle postupu popsaného
V literatuie (Soucek, 1999).

3.14.3 Inhibice tvorby metaboliti skatolu v rekonstituovaném

systému s prasecimi izolovanymi CYP

3.14.3.1 Inhibice s CYP1A2

Inkubace byla provedena v rekonstituovaném systému, ktery obsahoval 25
pmol CYP izolovaného z prasecich jater, 75 pmol CYPOR, a 100 pmol cytochromu
bs (1:3:4). Po 10 minutach pii pokojové teploté bylo ptidano 10 pmol DPLC,
ptipraveného sonikaci 4,66 mg DLPC v 5 ml H,O za soucasného chlazeni v ledové
tfiSti. Po 20 minutich pfi pokojové teplot¢ byla pfidana EDTA o kone¢né
koncentraci v reakéni smési 1 mM. Zirovein byl pfidan furafylin o konecné
koncentraci 70 pM a systém generujici NADPH o kone¢ném slozeni: NADP"
0,8 mM, isocitrat 5,8 mM, isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml a MgSO, 8 mM. Na
doplnéni objemu do 250 pl byl pouzit 50 mM fosfatovy pufr pH 7,4. Po 30 min
preinkubace byl piidan skatol o kone¢né koncentraci 0,7 mM. Smés byla
inkubovana 90 min pii 37 °C v digestofi. Po probéhnuti inkubace byla reakce
zastavena piidavkem studeného acetonitrilu o objemu 250 pl a smés byla 30s
vortexovana. Pfi ptipravé slepych vzorkt byl enzym smichan s acetonitrilem ihned.
Po centrifugaci pti 3000 x g po dobu 20 min bylo odebrano 200 ul k HPLC analyze

podle postupu uvedeného vyse.

Identicky experiment byl proveden i s lidskou formou CYP1AZ2.

3.143.2 Inhibice s CYP2A19

Inkubace byla provedena v rekonstituovaném systému, ktery obsahoval 25
pmol CYP izolovaného z prasecich jater, 75 pmol CYPOR a 100 pmol cytochromu
bs (1:3:4). Po 10 minutach pii pokojové teploté bylo ptidano 10 pmol DPLC,

pfipraveného sonikaci 4,66 mg DLPC v 5 ml H,O za soucasného chlazeni v ledové
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tfisti. Po 20 minutach pii pokojové teploté bylo pfidano 1 mM EDTA, 50 uM
8-methoxypsoralen a 0,7 mM skatol o kone¢né koncentraci v reakéni smési. Po 3
minutové preinkubaci byl pfidan systém generujici NADPH o kone¢ném slozeni:
NADP" 0,8 mM, isocitrat 5,8 mM, isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml a MgSO,
8 mM. Na doplnéni objemu do 250 pul byl pouzit 50 mM fosfatovy pufr pH 7.4.
Smés byla inkubovana 90 min pti 37 °C v digestofi. Po probéhnuti inkubace byla
reakce zastavena ptidavkem studeného acetonitrilu o objemu 250 pl a smés byla 30s
vortexovana. Pii piipravé slepych vzorki byl enzym smichan s acetonitrilem ihned.
Po centrifugaci pii 3000 x g po dobu 20 min bylo odebrano 200 ul k HPLC analyze

podle postupu uvedeného vyse.

Identicky experiment byl proveden i s lidskou formou CYP2AG.

3.14.3.3 Inhibice s CYP2E1

Inkubace byla provedena v rekonstituovaném systému, ktery obsahoval 25
pmol CYP izolovaného z prasecich jater, 75 pmol CYPOR, a 100 pmol cytochromu
bs (1:3:4). Po 10 minutach pii pokojové teploté bylo piidano 10 pmol DPLC,
ptipraveného sonikaci 4,66 mg DLPC v 5 ml H,O za soucasného chlazeni v ledové
tfisti. Po 20 minutach pfi pokojové teploté bylo pfidino 1 mM EDTA o konecné
koncentraci v reakéni smési. Zaroven byl pfidan DEDC o koneéné koncentraci 25
uM a systém generujici NADPH o kone¢ném slozeni: NADP" 0,8 mM, isocitrat
5,8mM, isocitratdehydrogenaza 0,3 U/ml a MgSO4 8 mM. Na doplnéni objemu do
250 pl byl pouzit 50 mM fosfatovy pufr pH 7,4. Po 30 min preinkubace byl pfidan
skatol o kone¢né koncentraci 0,7 mM. Smés byla inkubovana 90 min pii 37 °C
v digestofi. Po probéhnuti inkubace byla reakce zastavena pifidavkem studeného
acetonitrilu o objemu 250 pl a smés byla 30s vortexovana. Pti piipravé slepych
vzorkt byl enzym smichan s acetonitrilem ihned. Po centrifugaci pti 3000 x g po

dobu 20 min bylo odebrano 200 pl k HPLC analyze podle postupu uvedeného vyse.

Identicky experiment byl proveden i s lidskou formou CYP2EL.

3.15 Stanoveni enzymové kinetiky UGT1A6 v jaterni mikrosomalni

frakci €lovéka, prasete, potkana, psa a opice
Enzymova kinetika tvorby glukuronidii byla stanovena s pouzitim p-
nitrofenolu (p-NP) a 4-methylumbelliferonu (4-MU) jako substratii. Koncentrace
obou substrati v experimentech byla 0, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 a 3000 uM.
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Inkubace byla provedena vV sklenénych zkumavkach a obsahovala 10ug
mikrosoméalniho proteinu vyse zminénych species (pied pouzitim byly mikrosomy
sonikovany 3x10s za soucasné¢ho chlazeni ledem), substrat (p-NP nebo 4-MU),
10mM MgCl, v koneé¢ném objemu 400ul 50mM TRIS-HCI pufru pH 7,4. Po 1 min
preinkubaci pfi  37°C byla reakce =zahiajena piidavkem 3mM uridin
5'-difosfoglukuronové kyseliny (UDPGA) a smés se nechala pfi této teplote
inkubovat po dobu 15 min. Poté byla reakce zastavena ptidavkem 50ul 15% (w/v)
studené kyseliny chloristé a centrifugovana pti 16 000 x g po dobu 10 min pii 4 °C.
Pii piiprave slepych vzorku byla kyselina chlorista ptidana ihned po mikrosomalni
frakei. 200pul supernatantu bylo poté analyzovdno pomoci HLPC s UV detekci za
nasledujicich podminek: mobilni faze 25 mM triethanolamin—acetonitril (80:20,
v:v), kolona LiChroCART LiChrospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm L.D. s naplni 5
um), nasttik 50 pl, isokraticka eluce, prutok 1ml/min, ¢as analyzy 20 min. pH vodné
faze bylo upraveno na 2,1 pomoci 60% kyseliny chloristé. Detekce probihala pti
vinovych délkach 318 nm (4-MU glukuronidy) a 305 nm (p-NP glukuronidy).
Kalibraéni kiivky metaboliti byly pfipraveny fedénim ze zasobnich roztoki

(Hanioka et al, 2001).

3.16 Stanoveni glukuronidi silybinu v jaterni mikrosomalni frakci

¢lovéka, prasete, potkana, psa a opice

SloZeni reakéni smési bylo nasledujici: 350 pg jaterniho mikrosomélniho
proteinu (pied pouzitim byly mikrosomy sonikovany 3x10s za soucasného chlazeni
ledem), 3 mM UDPGA, 5 mM MgCl,, 50 uM silybin v celkovém objemu 100 pl
100 mM K/PO4 pufru pH 7,4 (reakce byla zahajena ptidavkem UDPGA). Po 30 min
inkubace pi1 37 °C byla reakce zastavena ptidavkem 200 upl vychlazeného
methanolu. Poté se reakéni smés centrifugovala pii 3000 x g po dobu 5 min. 200 pl
supernatantu bylo odebrano a vysuSeno pod proudem dusiku a poté rozpusténo
v 100 pl mobilni faze A. Pti pfipravé slepych vzorki byl methanol pfidan ihned po
mikrosomalni frakci. Glukuronidy byly detekovany pomoci HPLC s UV detekci,
s mobilni fazi o sloZeni: faze A 0,1% kys. mravenéi, acetonitril, methanol (84 : 13,5
: 2,5) a faze B 0,1% kys. mravenci, acetonitril, methanol (68 : 29 : 3). Byla pouzita
kolona LiChroCART LiChrospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm L.D. s naplni 5 um),
nastiik 50 pl. Detaily metody pouzité k detekci metaboliti dosud nebyly

63



publikovany (Jan¢ova a kol., publikace v piiprave). Glukuronidy silybinu byly
charakterizovany pomoci standardi a pomoci LC-MS (Matal et al, 2008).

Jako zasobni roztok silybinu byl pouzit roztok o koncentraci 25 mM v 60%

dimethylsulfoxidu.
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4

Vysledky
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4.1 Piiprava mikrosomu a solubilizace

CYPIA2 a CYP2A19 byly izolovany zjaterni mikrosomalni frakce
neindukovanych prasat. V této fazi je problémem vysoky obsah glykogenu, proto se
po ultracentrifugaci musi v kyvetach velice opatrné uvolnit mikrosomy usazené na
vrstvé glykogenu, ktery by pozdé€ji zpusoboval nizké vytézky pii solubilizaci
mikrosomi.

Mikrosomy byly pro potieby izolace pfipraveny tiikrat, vzdy ze 100 g jater
skladovanych pfi -80°C. Cilem bylo ziskat dostatecné mnozstvi CYP v solubilizatu,
nebot’ diky solubilizaci je vysledné mnozstvi CYP nizsi. V tabulce 7 je uvedena
charakteristika izolovanych mikrosomi (Ms) pied a po solubilizaci. Solubilizace
mikrosomil byla provedena pomoci cholatu sodného, coZ je iontovy detergent. Jejim
cilem je lepsi uvolnéni CYP z fosfolipidovych membran endoplasmatického retikula
a nasledn¢ lepsi chromatografické déleni. Po ultracentrifugaci byl supernatant
solubilizatu, obsahujici celkem 807 nmol CYP (viz Tabulka 7), nanesen na sloupec
oktylagar6zy 4B (OcA). Vytézek solubilizace se pohyboval kolem 77% celkového
obsahu CYP.

Tab. 7: Charakteristika tii izolaci mikrosomi (Ms;, Ms;, Ms3), koncentrace
proteinu, specificky obsah a dalsi charakteristiky.

Ms; | Ms; | Ms; | celkem

¢ CYP (uM) 22,2 19,36 | 12,5
¢ proteinu (mg/ml) 37,8 | 15,7 | 23,8
specificky obsah (nmol CYP/mg) 0,59 (0,6 |0,53
objem isolovanych Ms (ml) 24 |25 |22 |71
nmol CYP v isolovanych Ms 533 | 234 | 275 | 1042
nmol CYP v supernatantu solubilizatu | 420 | 177 | 210 | 807
vytezek solubilizace (%) 79 |76 |76 |77

4.2 Chromatografie na oktyl-agaroze

Oktyl- agarosa je nosic, ktey je svou povahou vhodny pro zachyceni proteint
hydrofobni povahy a je tudiz vyuzivan pro izolaci CYP. Jedna se hydrofobni
interak¢ni chromatografii, pti které se vyuzivaji pufry s vysokou iontovou silou,
které podporuji hydrofobni interakce mezi proteiny a Cg fetézcem vazanym na
agarose. Retence proteint zavisi na zastoupeni hydrofobnich aminokyselin v jejich
struktufe (valin, leucin, izoleucin a methionin). Keluci byl pouzit piidavek

neiontového detergentu (Triton X-100PC). Na kolonu byl aplikovan supernatant

66



solubilizatu, celkem 807 nmol CYP a po naneseni celého objemu byl protekly
roztok zachycen pro zjisténi mnozstvi nezachyceného CYP. Poté byl sloupec OcA
(100 cm®) promyt 250 ml promyvaciho pufru a protekly roztok byl op&t zachycen.
V proteklém solubilizatu bylo spektrofotometricky zméfeno mnoztvi CYP
s vysledkem 7 nmol. V proteklém promyvacim pufru nebyl detekovan zadny CYP.
Na kolon¢ tedy bylo zachyceno 800 nmol CYP. Poté nasledovala eluce za pouziti
eluéniho pufru se snizenym obsahem cholatu sodného na 0,33% (v/v) a s obsahem
0,66% (v/v) Tritonu X-100PC. U jednotlivych frakci byla zmétena absorbance pii
417 nm (absorbuje hem). Vysledkem je typicky chromatograficky profil, kdy se
enzymy déli na zékladé své hydrofobicity do dvou piki (viz Obrazek 8).
K identifikaci forem cytochromt P450 v jednotlivych frakcich byla pouzita SDS-
PAGE a nasledny Western blotting.

Obr. 8: A - Chromatograficky profil z oktyl-agar6ézy, B — elektroforéza frakci
z oktylagardzy (Ms = mikrosomy, Sol-apl = protekly solubilizat, B-apl = protekly
promyvaci pufr), C — Western blot frakci z oktyl-agarézy s pouzitim anti-rat
CYP1A2 protilatky. Cisla na obrazcich odpovidaji ¢islim frakei
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Pfitomnost enzymu reagujiciho s protilatkou proti potkanimu CYP1A2 je
z Western blotu patrna hlavné v piku 2. Vsechny frakce z piku 2, tj. 36-60 byly
pospojovany, zahustény a nasledné dialyzovany, aby mohly byt podrobeny
chromatografii na hydroxylapatitu. Celkovy obsah CYP v téchto frakcich byl 270

nmol.

4.3 Chromatografie na hydroxylapatitu (HA)

Hydroxylapatit je Siroce pouzivany sorbent pro separaci riznych forem CYP
(Anzenbacherova et al., 2005; Baranova et al., 2005). Kombinuje Vv sob¢
mechanismy adsorpéni a ionexové chromatografie. Komeréné dodavany
hydroxylapatit se diky své velké kiehkosti dodavé vysrazeny na ¢asticich silikagelu
nebo agar6zy. Pro naSe pouziti se vSak ukéazal jako nevhodny a proto byl
hydroxylapatit pfipraven v laboratofi (Levin, 1962). Jeho dal§im pouzitim je finalni
odstranéni detergentu z nacisténych forem enzymd.

Zahu$téné a dialyzované frakce z druhého piku OcA byly podrobeny
chromatografii na hydroxylapatitu. Mnozstvi sorbentu bylo lem?® na 20 nmol CYP,
tzn. e v tomto piipadé bylo pouzito zhruba 14 cm® HA. Eluce CYP byla provedena
linearnim gradientem iontové sily (10 mM KH,PO,4, 0,05 mM EDTA, 20% (v/v)
glycerol, 0,3% Triton X-100 PC (v/v), pH 7,4 a stejnym pufrem, v kterém ale byla
zvySena koncentrace fosfatu na 300 mM). Frakce o objemu zhruba 1 ml byly
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sbirany automatickym sbéracem. Elu¢ni profil z HA chromatografie je znazornén na
Obrazku 9. Dle vysledk Western blottingu a SDS-PAGE bylo zjisténo, ze CYP1A2
18, takze frakce srelativné vySSim obsahem CYPI1A lze ziskat v prvni tfetiné
chromatografie. V této fazi jsme provedli Western blot s mysi protilatkou proti
lidské CYP2AG6 (u prasete CYP2A19) a zjistili jsme, Ze tento protein je pfitomen
spise ke konci elu¢niho spektra, tj. ve vzorcich ziskanych eluci za vyssi iontové sily
(odpovidajici 150 az 300 mM fosfatu). Sdruzovanim frakci bohatych na zminéné
CYP a opakovanou chromatografii téchto vzorkti byly ziskany homogenni preparaty

prasecich forem CYP1A2 a CYP2A19.

Obr. 9: A - Chromatograficky profil zHA, B — Western blot z frakci
izolovanych z HA s pouzitim protilatek anti-rat CYP1AZ2 a anti human-CYP2A6
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Po ziskani Cistych forem izolovanych CYP (Obrazek 10), byly tyto enzymy
naneseny na sloupec HA a promyvéany ekvilibratnim pufrem s cilem odstranit
neiontovy detergent. Promyvani se provadélo do poklesu absorbance pfi 280 nm na
hodnotu nizsi nez 0,001. Vzorky nanesené na sloupci HA pak byly uvolnény 300
mM fosfatem a zahustény. Celkové mnozstvi izolovanych proteinti bylo 7 nmol
CYPIA2 a 11,4 nmol CYP2A19, coz predstavuje 0,7% z celkového mnozstvi CYP
v piipadé CYP1A2 a 1,1% v ptipadé¢ CYP2A19. Ze ziskanych vysledkl vSak nelze
délat zavéry ohledné skute¢ného podilu téchto enzymt v jaterni mikrosomalni frakci
vzhledem ke ztratam a také vzhledem k tomu, Ze ne vSechny frakce obsahujici tyto

enzymy byly pouZity pro jejich ziskani.

Obr. 10: A - SDS-PAGE prasecich jaternich mikrosomu (vlevo) a ziskaného
CYP1A2 (vpravo). B - SDS-PAGE praseéich jaternich mikrosomii (vlevo) a
ziskaného CYP2A19 (vpravo)

gl | B
!

Ziskané cisté formy byly rozpoznany komeréné dostupnymi protilatkami anti-rat
CYP1A2 a anti-human CYP1A2 v piipadé prase¢iho CYP1A2 a anti-human
CYP2AG6 v piipad¢ praseciho CYP2A19. Naopak nevykazovaly zadnou pozitivitu
Vv ptipadé pouziti protilatek proti CYP2B6, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 a 4A1.
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4.4 Stanoveni enzymovych aktivit izolovanych CYP

44.1 Stanoveni aktivity CYP1A2 — dealkylace 7-ethoxyresorufinu a

7-methoxyresorufinu

7- methoxyresorufin a 7- ethoxyresorufin jsou povazovany za prototypové
substraty pouzivané in vitro u podrodiny CYPIA u riznych zivoc¢isnych druht
(Guengerich, 1997), vcetné¢ prasete (Chirulli et al.,, 2007). Dealkylace téchto
substratl.  byla zméiena jak v rekonstituovaném systému s pouzitim lidského a
prase¢iho enzymu, tak v jaterni mikrosomalni frakci podle metody Changa a
Waxmana (Chang a Waxman, 1998). Byly stanoveny kinetické parametry reakci a
hodnoty Ky @ Vimax byly vycéisleny pomoci softwaru SigmaPlot metodou nelinearni

regrese. Ziskané vysledky u prasete byly porovnany s témi u ¢lovéka (Obrazek 11 a

Tabulky 8 a 9).

Obr. 11: Kinetika 7-deethylace ethoxyresorufinu v rekonstituovaném systému (A) a

kinetika 7-demethylace methoxyresorufinu v rekonstituovaném systému (B) u

Clovéka (e) a u prasete (0)
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Tab. 8: Hodnoty Ky and Vimax pro O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu v lidskych a
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prasecich mikrosomech a v rekonstituovaném systému s pouzitim CYP1A2.

mikrosomy rekonstituovany systém
prase clovek prase Clovek
Km (M) 09+0,1 | 24+£0,9 1,2+0,2 53+0,9
\/
(pmol/minmol p450) 77,5+22 | 1355+8,1 | 331,6 £ 10,1 | 812 +£423
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Tab. 9: Hodnoty Ky and Vmax pro O-demethylaci 7-methoxyresorufin v lidskych a

prasecich mikrosomech a v rekonstituovaném systému s pouzitim CYP1A2.

mikrosomy rekonstituovany systém
prase Clovek prase Clovek
Kwm (uM) 0601 | 39+1 42+0,8 6,2+1,6
Vmax 81,2+2,5| 86,4+ 7,3 | 660,5+40,8 | 359,2+30,6
(pmol/min/nmol P450)

Praseci a lidsky CYP1A2 vykazuji vysokou miru podobnosti v kinetickych
parametrech. Zajimavosti je, ze prase¢i enzym vykazuje v rekonstituovaném
systému vyS$§i Vimax pro MROD, coZ naznacuje, ze by 7-methoxyresorufin mohl byt
lep$im markerem aktivity CYP1A2 nez bézné pouzivany 7-ethoxyresorufin (Matal
et al., 2009a; Messina et al., 2008).

4.4.2 Stanoveni aktivity CYP2A6/19 - hydroxylace kumarinu

v poloze 7

Stanoveni aktivity CYP2A6/19 bylo provedeno pomoci markerového
substratu kumarinu, pficemz CYP2A6/19 katalyzuje jeho hydroxylaci v poloze 7
(Skaanild a Friis, 2005). V piipadé lidské formy CYP2A6 byly Dr. Sou¢kem dodané
membrany E. coli s exprimovanym CYP2A6 a enzym izolovany z téchto membran
byl pouzit k experimentim. Hydroxylace kumarinu byla méfena v rekonstituovaném
systému s pouzitim praseciho enzymu a také v jaterni mikrosomalni frakci podle
metody Waxmana a Changa (Waxman a Chang, 1998). Byly stanoveny kinetické
parametry reakci a hodnoty Ky a Vmax byly vy¢isleny pomoci softwaru SigmaPlot
metodou nelinearni regrese. Ziskané vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 12 a v
Tabulce 10.
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Obr. 12: Kinetika hydroxylace kumarinu v poloze 7 v rekonstituovaném systému u

¢lovéka (@) a u prasete (0)
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Tab. 10: Hodnoty Ky and Vmax pro 7-hydroxylaci kumarinu v lidskych a prasecich

mikrosomech a v rekonstituovaném systému s prase¢im CYP2A19.

mikrosomy rekonstituovany systém
prase Clovek prase clovek
Km (uM) 12,3+1,1 10,1 £1,2 22,2+34 -

Vmax 371,6 £ 13,1 | 1054, 7+ 6,1 | 1659,3 £108,5 -
(pmol/min/nmol P450)

443 Inhibi¢ni experimenty s izolovanymi CYP v rekonstituovaném
systému

Inhibi¢ni experimenty byly provedeny v rekonstituovaném systému s cilem
ovefit citlivost izolovanych CYP1A2 a CYP2A19 K jejich specifickym inhibitoram.
Pouzité inhibitory furafylin a 8-methoxypsoralen se pouzivaji jako specifické
inhibitory aktivity CYP1A2 resp. CYP2A6 u cloveka (Kunze a Trager, 1993;
Koenigs et al., 1997). U ortholognich forem jinych zivocisnych druh@i nemusi
inhibitory vzdy vykazovat ucinnost, nicméné v piipadé prasec¢i formy CYP2A19
byla také popsana inhibice jeho aktivity 8-methoxypsoralenem (Li et al., 2006).
Stejné¢ tak je popsana inhibice 7-dealkylace resorufinu u prase¢iho CYP1A2
furafylinem (Zamaratskaia a Zlabek, 2009). Reakce byly provedeny pii stalé
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koncentraci substratu rovné Ky a vzristajici koncentraci inhibitoru. Hodnoty 1Csp

byly vypocteny pomoci softwaru SigmaPlot. Prib¢h inhibice je znazornén na
Obrazku 13.

Obr. 13: Prabéh inhibice ethoxyresorufin O-deethylace v rekonstituovaném
systému u Clovéka (prazdné krouzky) a u prasete (plné krouzky)
furafylinem a inhibice 7-hydroxylace kumarinu v rekonstituovaném
systtmu s CYP2A19 (plné trojuhelniky) 8-methoxypsoralenem.
Inhibice je vyjadiena jako zustatek aktivity (kontrola = 100%).
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Vysledky inhibi¢nich experimentd naznacuji Vv obou praseCich CYP
podobnou miru citlivosti izolovanych enzymi vic¢i specifickym inhibitorim
pouzivanych u lidskych forem. Hodnoty ICsp pro inhibici této aktivity furafylinem
jsou u prasete 18.6 uM a u ¢lovéka 7.7 uM. V piipadé CYP2A19 je hodnota ICs

pro inhibici 7- hydroxylace kumarinu 8-methoxypsoralenem rovna 4.9 uM.

45 Biotransformace skatolu

Experimenty se skatolem byly provedeny scilem objasnit podil
jednotlivych forem na tvorbé metabolith této latky. U ¢lovéka se na metabolismu
skatolu podili n¢kolik forem CYP, v in vitro studiich byl s rekombinatnimi enzymy
prokazan podil CYP1A1, CYP1A2, CYPIBI1, CYP2E1, CYP2F2 a CYP2F3 (Lanza
a Yost, 2001). U prasete vsak dosud podobné experimenty nebyly provedeny.

Dosud byly vSechny experimenty u prasete provadény v mikrosomalni frakci

jaterniho homogenatu a podil jednotlivych CYP na tvorbé metabolitl byl urCovan
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pomoci inhibitori forem riznych CYP, vice ¢i méné specifickych (Babol et al.,

1998; Diaz a Squires, 2000a).

45.1 Biotransformace skatolu v jaterni mikrosomalni frakci prasete
Pfi experimentu s praseCimi mikrosomy byly detekovany Ctyii metabolity,
jmenovité 3-hydroxy-3-methyloxindol, indol-3-carbinol (I13C), 3-methyloxindol
(3MOI), a 2-aminoacetofenon. Na Obrazku 14 je zobrazen typicky chromatogram

analyzy reak¢ni smeési.

Obr. 14: Chromatogram inkubace skatolu s prase¢imi jaternimi mikrosomy
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45.2 Biotransformace  skatolu v rekonstituovaném  systému
s CYP1A2, CYP2E1 a CYP2A6/19 u ¢lovéka a prasete

Experimenty v rekonstituovaném systému byly provedeny s cilem objasnit
podil jednotlivych forem CYP na biotransformaci skatolu. V rekonstituovanych
systémech se zminénymi enzymy byly detekovany dva metabolity, jak u lidskych
tak prase¢ich forem. Jednalo se o 3-methyloxindol a indol-3-carbinol. U ¢lovéka, a
stejné tak u prasete, byl CYP1A2 schopen tvofit oba tyto metabolity. Rozdily byly u
enzymi CYP2E1 a CYP2A6/19. CYP2EI u ¢lovéka tvofil oba metabolity, zatimco
u prasete jen 3MOI, a to v mensi miie nez u ¢lovéka. CYP2A19 u prasete tvofil oba
metabolity, zatimco CYP2A6 u clovéka jen 3MOI a v daleko mensi mife nez

v ptipadé¢ u prasete. Zdad se tedy, ze CYP2A6/19 a CYP2El maji v ptipadé
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metabolismu skatolu navzijem opacnou funkci. Aktivita pouzitych enzymu byla
vyjadiena jako mnozstvi tvofeného metabolitu/min/nmol P450. Vysledky jsou
shrnuty v Tabulce 11. Na Obrazku 15 je pak zobrazen chromatogram inkubace
skatolu s prase¢im CYP1AZ2.

Tab. 11: Aktivita CYP1A2, 2E1 a 2A6/19 v rekonstituovaném systému u ¢lovéka a

prasete vuci skatolu.

prase clovek
3MOI 13C 3MOI 13C
(nmol (nmol (nmol (nmol
produktu/min/nmol produktu/min/nmol produktu/min/nmol produktu/min/nmol

P450) P450) P450) P450)

CYP1A2 1,65 0,32 3,65 2,72
CYP2E1 1,47 - 5,15 0,12

CYP2A19/2A6 2,99 0,44 0,1 -

Obr. 15: Chromatogram inkubace skatolu s prase¢im CYP1AZ2.
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3-methyloxindol a
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indol-3-carbinol

Jako dalsi diukaz, ze vySe zminéné formy tvofi dané metabolity, byly

provedeny inhibi¢ni experimenty v rekonstituovaném systému. Vysledem byl

76



minimalné 70-ti procentni pokles v mnozstvi tvofenych metaboliti. Vysledky jsou
shrnuty v Tabulce 12 a jsou znazornény jako procenta mnozstvi tvorenych

metabolitii v porovnani s kontrolou.

Tab. 12: Inhibi¢ni vliv 50 uM furafyllinu (CYP1A2), 25 uM 8-methoxypsoralenu
(CYP2A6/2A19) a 30 uM diethyldithiocarbamétu (CYP2EL) na tvofené mnozstvi
I3C a 3MOI v reakéni smési s piislusSnym inhibitorem. Hodnoty jsou zobrazeny jako

procenta mnozstvi tvofenych metabolitd v porovnani s kontrolou.

prase Clovék
3MOI | 13C | 3MOI | 13C
CYP1A2 181 (11.2| 53 | 0.7
CYP2E1 29.5 - 20.6 | 254
CYP2A19/2A6| 0.2 | 0.9 | 29.1 -

4.6 Stanoveni enzymové kinetiky UGT1A6 v jaterni mikrosomalni

frakci ¢lovéka, prasete, potkana, psa a opice

Stanoveni tvorby glukuronidii specifickych substrati UGT1A6 bylo
provedeno v mikrosomalni frakci jaterniho homogenatu ¢lovéka, prasete, potkana,
psa a opice. Byly provedeny experimenty s 4-MU a p-NP, které mély za cil urcit,
zda je prase (nebo jiny modelovy organismus) vhodny pro studium metabolismu
latek zprostiedkovaném timto enzymem. Vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 16 a

17 a souhrnné v Tabulce 13.

Tab. 13: Mezidruhové srovnani tvorby 4-MU a p-NP glukuronida

pNP-glukuronid 4-MU-glukuronid
K (uM) (nmol/n\l/iﬂj);xg prot) Kn(uM) (nmol/r:lligxtg prot)
Clovék | 62,6+ 14,2 447+3,9 82,1+7,3 271,3£5,7
prase 60,7 +£16,3 28,6 + 1,7 80,7+ 13,5 360,3+ 14,3
opice 66+13 153,3+7,3 57,1+12,4 191,9+9,2
potkan | 365,9+69,9 85,5+5,4 119,7 £ 20,6 446,5+ 19,8
pes 136,5+ 15,7 185,4+5,6 72,7+4,7 240,1 £3,6
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Obr. 16: Enzymova kinetika tvorby glukuronidi 4-MU v mikrosomalni frakci
vybranych organismi. Cloveék (prazdné krouzky), pes (plné krouzky),
prase (prazdné trojuhelniky), opice (plné trojuhelniky) a potkan (plné

Ctverce).
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Obr. 17: Enzymova kinetika tvorby glukuronidti p-NP v mikrosomalni frakci
vybranych organismi. Clovek (prazdné krouzky), pes (plné krouzky),
prase (prazdné trojuhelniky), opice (plné trojihelniky) a potkan (plné

ctverce).
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Vysledky ukazuji, podobné jako je tomu u enzymi I. faze metabolismu (Bogaards et
al., 2000), ze prase (alespon dle hodnot Ky) je tomto ptipadé vhodnym modelovym

organismem a vykazuje podobny prubéh enzymové kinetiky jako ¢lovek.
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4.7 Stanoveni glukuronidu silybinu v jaterni mikrosomalni frakci

¢lovéka, prasete, potkana, psa a opice

V dal$i ¢asti prace bylo pfistoupeno ke studiu tvorby glukuronidii pomoci
modelové latky silybinu. Tato latka je z hlediska enzym I1. faze zajimava tim, ze je
tvofena dvéma diastereoizomery (A a B) a umoziiuje tvorbu glukuronida v pozicich
7 a 20 (viz Obr. 4.). Cilem prace bylo zjistit, zda vibec, anebo do jaké miry tvori
mikrosomalni frakce vybranych modelovych organismt glukuronidy této latky.
Zavérem pak bylo cilem zhodnotit zda jednotlivé systémy mohou byt pouzity jako
model pro studium metabolismu II. faze. Vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 18 a

v Tabulce 14.

Obr. 18: Chromatogramy smési glukuronidu silybinu u ¢lovéka, opice, psa, potkana
a prasete. M1+M2 (silybin A-7-B-D-glukuronid + silybin B-7-B-D-
glukuronid), M3 (silybin A-20-B-D-glukuronid), M4 (silybin B-20-B-D-
glukuronid), SA (silybin A), SB (silybin B).
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Tab. 14: Pomér jednotlivych glukuronidii vici celkovému obsahu glukuronidd u
jednotlivych species.

pomér jednotlivych glukuronidd k celkovému mnozstvi (%)

A+B-7-B-D-glukuronid A-20-B-D-glukuronid B-20-B-D-glukuronid
Elovek 77.1 5 17.9
prase 30 34.8 35.2
potkan 69.6 23.9 6.5
opice 55.8 19 25.2
pes 69.4 11.6 19

Z vysledku vyplyva, ze co se tyCe spektra tvofenych glukuronidl silybinu jsou
¢loveéku nejblize opice a pes, u nichZ je predominantni A+B-7-B-D-glukuronid.
Prase naopak jako jediné tvoii relativné vyrovnané spektrum vsech téi metaboliti,
coz mnaznaCuje moznost ucasti vice forem UGT nebo jejich riznou
(stereo)specificitu. Co se ale tyce celkového mnozstvi tvofenych glukuronidi, neni

mezi jednotlivymi druhy zasadni rozdil (+ 20%).
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Diskuse
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Ackoli jsou vysledky prezentované v této praci tématicky plvodem
z ruznych oblasti farmakologie a biochemické farmakologie, maji za sviij spole¢ny
cil prispét k poznani metabolickych podobnosti/rozdilli u experimentalnich zvitat
(hlavné u prasete) a u ¢lovéka. Podobné jako vysledky, i diskuse prezentovanych
vysledki bude proto rozdélena na nékolik oblasti:

1. izolaéni postupy vedouci k ziskani purifikovanych forem prasec¢ich CYP

2. zjisténi enzymovych aktivit ziskanych prasec¢ich CYP vici prototypovym

substratim a porovnani téchto vlastnosti s lidskymi formami CYP
3. porovnani biotransformace skatolu u ¢lovéka a prasete

4. mezidruhové srovnani aktivit UGT1A6 a glukuronidace silybinu

Ad 1) Prase¢i CYPLA2 a CYP2A19 byly ziskany z jaterni mikroSomalni
frakce. Byl pouzit postup, ktery vychazel z metodiky navrZzené Guengerichem et al.,
(1982), ktera byla aplikovana pro izolaci miniprase¢iho CYP2E1 (Baranova et al.,
2005). Pii tomto postupu se mikrosomalni membrany solubilizuji iontovym
detergentem, v tomto pifipadé cholatem sodnym. Nasledné se vzorky aplikuji na
agar6zové nosiCe s cilem nejdfive odd¢lit frakce obsahujici hlavné cytochromy
P450, a poté izolovat danou formu. Prvnim krokem frakcionace je pouziti
hydrofébni afinitni chromatografie, kde se jako sorbentu vyuziva agarosa
s navazanymi hydrofobnimi skupinami (hexyl-, oktyl-, lauryl-, aminooktyl-, fenyl-),
tyto sorbenty pak maji riznou miru afinity k CYP (Imai a Sato, 1974), jelikoz
cytochromy P450 jsou svou povahou hydrofobni proteiny. Podle prace Guengeriche
et al., (1986) se jako nejvhodné&jsi sorbent k izolaci cytochromti P450 pouziva oktyl-
agarosa. Rozdilem oproti praci Baranové et al. (2005), je pouziti odliSného
neintového detergentu pouzivaného k chromatografii na oktyl-agarose. Vzhledem
k nedostupnosti diive pouzitého Tritonu N-101 byl pouzit detergent jemu nejvice
podobny, a to Triton X-100 PC. Pii frakcionaci vzorkl na oktyl-agaréze tento
detergent vykazoval velmi dobrou ucinnost a chromatografie probihala dle
predpokladii. Tento detegent vSak po aplikaci vzorku na kolonu komeréniho
hydroxylapatitu, vazané¢ho na ¢asticich agarosy zpusobil to, Ze se vzorek nezachytil
a sloupcem protekl. Byl proto pouzit hydroxylapatit vyrobeny srazenim podle
Levina (Levin, 1962). Tento nosi¢ vykazoval pro naSe pouziti mnohem lepsi
vlastnosti, a bylo tedy mozno pokracovat v isolacich prase¢ich CYP. ldentifikace

forem CYP v prubehu purifikacniho procesu byla provadéna pomoci elektroforézy
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v polyakrylamidovém gelu s naslednym Western blottingem. Proteiny byly jasné
rozpoznany komercnimi protilatkami. V ptipadé CYP2A19 byla pouzita mysi
protilatka proti lidskému CYP2AG6. V piipad¢ identifikace CYP1A2 byla pouzita
kozi protilatka proti potkani CYP1A2 a také krali¢i protilatka proti lidskému
CYPI1A2, i kdyz tato vykazovala slabsi odezvu. Protilatka proti potkani CYP1A2
byla pouzita proto, jelikoz prokazatelné¢ reaguje s praseci orthologni formou
(Monshouwer et al., 1998; Skaanild a Friis, 1997; Messina et al., 2008). Vysledkem
opakovanych chromatografii na hydroxylapatitu bylo ziskani c¢istych forem
praseCich CYP1A2 a CYP1A19. V predkladané praci se osvédcil tento postup. Jeho
vyhodou je ziskéani Cisté formy enzymu; nevyhodami lze uvést pomérné vysoké
ztraty enzymu (az 95%), zplusobené nutnosti vybéru cCistych frakci a casovou
naroc¢nost (v fadu mésict).

Ad 2) Po izolaci CYP1A2 a CYP1A19 se pristoupilo k ovéfeni jejich
funkcnosti v rekonstituovaném systému. Enzymové aktivity byly méfeny
Vv rekonstituovaném systému s micelami syntetického fosfolipidu
dilauroylfosfatidylcholinu. Jako zdroj NADPH byl pouzit systém generujici
NADPH  obsahujici enzym isocitratdehydrogenasu. Pomér komponent
monooxygenazového systému (CYP, CYPOR a cytochrom bs) 1:3:4 vychazel
z obecné platnych podminek pro rekonstituci lidskych forem CYP (Philips a
Shephard, 1998). Gen ¢i protein CYP1A2 byl uz v minulosti charakterizovan u
vicero zivocisnych druhti (Distlerath et al., 1985; Guengerich et al., 1982; Sakuma et
al., 1997; Sakuma et al., 1998) a pomérné nedavno také u prasete (Messina et al.,
2008; Matal et al., 2009a). K posouzeni aktivity prase¢iho CYP1A2 byly pouzity
dva typické substraty této formy, 7-methoxyresorufin a 7-ethoxyresorufin
(Zamaratskaia a Zlabek, 2009; Messina et al., 2008). Dle o¢ekavani, praseéi protein
vykazoval typické katalytické vlastnosti této formy a byl schopen oba tyto substraty
biotransformovat. Kinetické parametry prase¢iho enzymu byly velmi podobné tém u
¢loveka. Toto plati zvlasté o hodnotach Ky a to jak v ptipadé MERR, tak v pfipadé
ETRR. V piipadé hodnot Vma se ukazalo, ze u MROD vykazuje praseci enzym
vys$$i hodnoty nez enzym lidsky, coz naznacuje, Ze u prasete je 7-methoxyresorufin
lepSim markerem aktivity CYP1A2 nez 7-ethoxyresorufin, coz je vlastnost 1 potkani
orthologni formy (Parkinson, 1996). Podobné vysledky byly zjiStény 1 v préci
Messina et al., (2008). V pripadé méfeni markerovych aktivit CYP1A2

v mikrosomalni frakci jaterntho homogenatu byly u prasete pozorovany nizsi
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hodnoty Vmax, jak u MEROD tak u EROD, coz ukazuje na procentualné nizsi
zastoupeni této enzymové formy v jatrech prasete v porovnani s ¢lovékem (Messina
et al., 2008). Byla provedena i inhibice EROD pomoci specifického, “mechanim-
based” inhibitoru CYP1A2, furafyllinu (Kunze a Trager, 1993). Bylo prokazano, ze
tato aktivita je inhibovana, coz je dal$im dikazem o podobnosti prase¢i a lidské
formy. V praci Messina et al., (2008) byl gen prase¢iho CYP1A2 sekvenovan a bylo
zjisténo, ze je z 85% identicky s lidskym. Byly téz analyzovany sekvence mist
urcujicich substratovou specificitu (substrate recognition sites), SRS a bylo zjisténo,
ze podobnost je od 75 % pro SRS1 az po 100 % u SRS6. Signifikantni rozdil byl
nalezen v pozici 382 aminokyselinové sekvence, kde je u prasete valin, zatimco u
¢lovéka leucin. Tato mutace v SRSS je u ¢lovéka odpoveédna za zménu v substratové
specificité (nasledné snizeni EROD a zvySeni MEROD) (Liu et al. 2004). Toto
zjisténi je tak moznym vysvétlenim vyS$i Vimax u MEROD u prase¢itho CYP1A2.
Ackoli nebyl nami izolovany CYP1A2 sekvenovan, na zdkladé¢ imunoreaktivity,
aktivit¢ vici typickym substratim této formy a citlivosti vici specifickému
inhibitoru se nepochybné jednd o CYP1A2. Celkové vzato, prase¢i CYP1A2
vykazuje, jak bylo zjiSténo v naSich experimentech a také u dalSich autort,
vlastnosti velmi podobné lidské formé a prase by tak mohlo slouzit jako vhodny
modelovy organismus pfi studiu potencialnich 1é¢iv metabolisovanych touto formou
(Chirulli et al., 2007; Messina et al., 2008).

Dal8im izolovanym enzymem byl CY2A19, jenz odpovida lidské CYP2A6.
Tato forma je u ¢lovéka odpovédna za metabolismus nikotinu a 7-hydroxylaci
kumarinu. Stejné substraty metabolisuje i prase¢i CYP1A19 (Skaanild a Friis,
2005). V minulosti byla sekvenovana prase¢i cDNA této formy (Kojima a
Morozumi, 2004; Skaanild a Friis, 2005), nicméné aZz dosud nebyl protein izolovan.
U nami izolované formy byly zjiStény kinetické parametry v rekonstituovaném
systému, vysledky byly porovnany s témi u ¢lovéka a bylo zjisténo, Ze enzymy
vykazuji témét shodné hodnoty K. V piipadé hodnot Vinax vykazuje lidsky enzymy
Vvy$§i hodnoty (zhruba 2,5-krat), nicméné ob& enzymové formy jsou schopny
markerovy substrat pfeménovat. Podle dosazenych vysledkii 1ze fici, Ze prase by
mohlo byt vhodnym modelem pro studium metabolismu latek zprostiedkovanym
CYP2A6. Podobn¢ jako v ptipadé CYP1A2, byl proveden experiment se
specifickym inhibitorem této lidské formy (Koenigs et al., 1997) a bylo zjisténo, zZe

aktivita CYP2A19, meéfena jako 7-hydroxylace kumarinu, je inhibovana
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8-methoxypsoralenem. Tato forma také vykazovala pii Western blottingu
imunoreaktivitu vuc¢i protilatce vuci lidské orthologni form¢. Imunoreaktivita,
citlivost vici specifickému inhibitoru a zjisténd schopnost pfeménovat typicky
substrat lidské formy jsou vysledky, které jasné hovoii o podobnosti lidské a praseci
formy CYP2A, a zda se, ze by i tato forma prase¢iho enzymu mohla slouzit jako
model pfi studiu metabolismu a toxicity latek u c¢lovéka (Matal et al., 2009a;
Skaanild a Friis, 2005).

Ad 3) Nami izolované enzymy byly spolu s prase¢im CYP2EI1 pouzity
v rekonstituovaném systému k objasnéni biotransformace skatolu. Tato latka je
tvofena bakteridlni mikroflorou vV gastrointestinalnim  traktu ptezvykavcu
(Yokoyama a Carlson, 1979), lidi (Fordtran et al., 1964) a prasat (Jensen et al.,
1995). Skatol je po své metabolické aktivaci CYP na elektofilni metabolity schopen
cilen¢ poskozovat plicni tkan, ackoli u ¢lovéka detailni studie dosud chybi (Skordos
et al., 1998). Clovék mize byt vystaven vlivu skatolu bud’ diky absorpci z GIT,
pobytem v uzavienych, $patné vétranych zemédélskych budovach (napi. vepiiny)
nebo i vdechovanim cigaretového kouie, jehoz je skatol jednou ze slozek (Diaz et
al., 1999; Upadhyay a Holbrook 2004). Dosud také nebyla popsana zadna
fyziologicka funkce skatolu. Hlavnim a nezddoucim efektem je u skatolu fakt, ze se
hromadi v tukové tkani nekastrovanych samcti a zpusobuje tak velmi nepfijemny
zapach masa té€chto zvifat. To zplisobuje znacné hospodaiské ztraty v zemich, kde se
prasata rutinné nekastruji (severské zemé, Velka Britanie). V minulosti bylo
provedeno nékolik studii majici za cil ur€it jednotlivé formy CYP odpovédné za
metabolismus skatolu, jelikoZz metabolity skatolu zapach masa nezpisobuji (Diaz a
Squires, 2000a). Tyto studie byly provedeny pomoci specifickych inhibitord a
jejich vysledkem byl ptfedpoklad, Ze CYP2El a CYP2AI19 jsou zapojeny do
biotranformace skatolu (Babol et al., 1998; Diaz a Squires, 2000a; Terner et al.,
2006). Nicméng, ptimé dikazy s pouzitim ¢istych enzymovych forem nebyly dosud
publikovany. Vi se také, Ze hladiny skatolu v tuku negativné koreluji s aktivitami
praseC¢ich CYP2E1l a CYP2A19 (Friis et al., 1995; Diaz a Squires, 2000a;
Zamaratskaia et al., 2009). Vysledky vsak byly ziskany nepifimymi metodami a
nemusely byt zcela spolehlivé, napt. vzhledem k tomu, Ze inhibitory nemusi vzdy
v mikrosomalni frakci ¢i hepatocytech inhibovat jen jednu formu CYP, ale mohou
castecné ovliviiovat i jinou (Terner et al., 2006). Tyto poznatky jen vyzdvihuji

nutnost objasnit podil dané formy CYP pouzitim jeho Cd&isté formy, napf.
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v rekonstituovaném systému. Pouziti Cistych lidskych a praseCich CYP
V rekonstituovaném systému, tak jak je ukazano v této praci, muze pomoci
k objasnéni metabolismu skatolu.

Dle nasich dosazenych vysledka prase¢i CYP1A2, 2E1 a 2A19 jsou schopny
Vv rekonstituovaném systému tvofit dva metabolity, indol-3-karbinol a 3-
methyloxindol. Z dfive publikovanych praci vyplyva, ze 3MOI je jednim z hlavnich
metabolitl skatolu (Diaz et al., 1999). U prasete se zda byt CYP2A19 pii tvorbé
(viz Tabulka 11). Dilezitost CYP2A19 v biotransformaci skatolu byla také
potvrzena V praci Diaze a Squirese (2000a), provadéné V mikromalni frakci
jaterniho homogenatu. U ¢loveka ma tato forma zfejmé pouze minoritni vyznam ve
srovnani s ostatnimi pouzitymi enzymy. Neni bez =zajimavosti, Ze aktivita
CYP2A19, métena jako 7-hydroxylace kumarinu, vykazuje u prasete obrovskou
interindividualni variabilitu (az 196-ti nasobnou) a také mnozstvi CYP2A19 se lisi
az 600-krat (Diaz a Squires, 2000a). Tato extrémni variabilita mize byt disledkem
bud’ genetického polymorfismu ale spiSe regulace na trovni transkripce (Skaanild a
Friis, 2005). Aktivity CYP2A19 a také CYP2EI jsou také zavislé na mnoZstvi
testikularnich hormond (Doran et al., 2002; Gillberg et al., 2006; Zamaratskaia et
al., 2009).

Prase¢i CYP1A2, jak bylo poprvé zjisténo v naSich experimentech (Matal et
al., 2009b), také tvoii dva vySe zminéné metabolity, ackoli dosud nebyl zadny dukaz
potvrzujici roli CYP1A2 v metabolismu skatolu. Na druhou stranu, tento vysledek
neni tak prekvapivy, jelikoZ tyto 3MOI a I3C jsou tvofeny i lidskou formou tohoto
enzymu, coz uz bylo dfive potvrzeno senzymy exprimovanymi v bakteridlnich
membranach (Lanza a Yost, 2001) a také vzhledem k podobnosti lidské a praseci
formy CYP1A2 popsané zde v této praci a také jinymi autory (Messina et al., 2008).
Naznak toho, Ze i dalsi, dosud nepopsané prasec¢i formy CYP jsou zapojeny do
metabolismu skatolu byl popsan v praci Ternera et al., (2006), provadéné na kultute
prasecich hepatocytl. V této praci bylo zjisté€no, Ze tvorba 3MOI a také dalsiho
metabolitu, 3-hydroxy-3-methyloxindolu, neni zcela ovlivnéna inhibitory CYP2A19
a CYP2E1l. Tvorba 3-hydroxy-3-methyloxindolu je katalyzovana pfedevsim
aldehyd-oxidazou (cytosolicky enzym pfitomny v hepatocytech) a mnozstvi tvorené
CYP obsazenymi v mikrosomalni frakci je zanedbatelné (Diaz a Squires, 2000b) a

tudiz vliv inhibitor nemusel byt ptili§ patrny. V piipadé 3MOI, jak bylo ukdzano
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V nasi praci, se na jeho tvorbé podili CYP1A2, coz koreluje jak s faktem, Ze tvorba
tohoto metabolitu neni ovlivnéna inhibitory CYP2E1 a CYP2AI19, tak s faktem, ze
jinych nez CYP2E1 a CYP2A19 na tvorbu I3C, mozna 1 diky tomu, Ze tento
metabolit je pouze minoritni (Diaz et al., 1999). Celkové vzato, diive naznaceny
podil dalSich CYP na metabolismu skatolu u prasete byl ndmi potvrzen s tim, ze Se
na metabolismu skatolu (podobné jako u ¢lovéka), podili CYP1A2.

V piipad¢é praseCtho CYP2E1 bylo zjisténo, Ze se podili pouze na tvorbé
3MOI, zatimco u clovéka tvoii také I3C, jenz je vSak u prasete méné dilezitym
metabolitem. Podle nami zjisténych vysledkli se zda, ze podil CYP2A6/19 a
CYP2E1l na metabolismu skatolu je u ¢lovéka a prasete obracen. Lidsky CYP2E1
totiz tvofi oba metabolity, zatimco praseci forma jen jeden a analogicky obracené
vysledky plati pro lidsky CYP2AG6 a prase¢i CYP2A19.

Ackoli jsou tyto vysledky dilezitym pfinosem pro studium metabolismu
skatolu u prasete jako experimentalniho modelu ve farmakologii, stile nejsou
vSechny metabolické cesty objasnény. V experimentu s pouzitim jaterni
mikrosomalni frakce byly detekovany C¢tyfi metabolity, a to 3-hydroxy-3-
methyloxindol,  indol-3-carbinol  (13C), 3-methyloxindol  (3MOI) a
2-aminoacetofenon. V praci Diaze et al., (1999), bylo nalezeno dokonce sedm
metabolitl. Naproti tomu v experimentech s kulturou hepatocyti byly detekovany
metabolity tfi (Terner et al., 2006). Moznym vysvétlenim je, Ze metabolit vznikly
pusobenim jednoho enzymu se nasledné stava substratem pro enzym dalsi. Je tak
nanejvys pravdépodobné ocekavat podil dalSich enzymd, a to nejen cytochromu
P450, véetné enzymt druhé faze metabolismu.

Ad 4) V posledni fazi naSich experimenti bylo pfikro¢eno k pokusim
senzymy druhé faze metabolismu. Pro zacatek experiment byly vybrany
glukuronosyltransferazy, nebot’ u savci je glukuronidace hlavni konjugacéni reakce
druhé faze metabolismu xenobiotik. Je zodpovédna za konjugaci zhruba 35% vsech
1é¢iv. Forma UGT1AG je jedna ze dvou nejvice exprimovanych forem u savcu a je
koindukovana, spolu s CYP1A, ligandy receptoru AhR (napf. polycyklickymi
aromatickymi uhlovodiky) (Emi et al., 1995). Toho lze v praxi vyuzit pfi stanoveni
environmentalni zatéze organismi (Miinzel et al., 1999). Stanoveni aktivity
UGTT1AG je soucasti toxikologického vyzkumu. Jejimi markerovymi substraty jsou

planarni molekuly jako napft. p-nitrofenol a 4-methylumbelliferon (Hanioka et al.,
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2001). UGT1AG se dale podili na konjugaci paracetamolu (Bock a Kohle, 2005) a
ucastni se 1 konjugace polyfenoll, napt. silybinu (D’Andrea et al., 2005). Tato
forma byla vybrana i proto, ze ma své markerové substraty, coz neni u vSech UGT
obvyklé vzhledem ke znacné se prekryvajici substratové specificité¢ (Kiang et al.,
2005).

V ndmi provedenych experimentech jsme zkoumali kinetické parametry
UGT1A6 Vjaterni mikrosomalni frakei scilem zjistit, ktery z pouzitych
experimentalnich modelil (pes, potkan, opice, prase) se svymi vlastnostmi nejvice
podoba ¢lovéku (Matal et al., 2008). Pokusy byly provedeny i proto, Ze ackoli je
relativné dobie prozkouman metabolismus prvni faze, znalosti o enzymech druhé
faze u nejcastéjSich experimentalnich zvifat zna¢né pokulhavaji. Z dosazenych
vysledkit  vyplyva, ze nejvhodnéj§im modelem pro studium metabolismu
zprostiedkovaném formou 1A6 se zda byt prase. Vykazuje totiz kinetiku nejvice
podobnou ¢loveéku, a to minimalné v hodnotach Ky, pficemz hodnoty Vmyax jSOU Si
taky velice podobné. Dobrym modelem se zda byt téz opice (Maccaca rhesus).
UGT1AG6 je vsak jen jedna z mnoha glukuronosyltransferaz obsazenych v jaterni
mikromalni frakci. Abychom si udé€lali lepsi pfedstavu o celkové glukuronidaci
probihajici v jatrech, byl vybrdn substrat, o némz je zndmo, Ze se na jeho
glukuronidaci podili vice forem UGT, a to silybin jehoz metabolismus u ¢lovéka je
intenzivné studovan (Jancova et al, 2007). Cilem spoluprace pak bylo ziskat
informaci o mezidruhovych rozdilech v metabolismu silybinu u ¢loveka, prasete,
potkana, opice a psa. U kazdého se sledovanych species byl nakonec zjistén jiny
metabolicky profil v tvorbé pfisluSnych glukuronidd. U vSech druhlt kromé prasete
byla predominantni tvorba 7-substituovanych glukuronidi. Naopak u prasete, jako
jediného modelu, byla tvorba vSech ¢tyf metaboliti pomérné vyrovnana. Vzhledem
k dosaZzenym vysledkiim Vv ptipad¢ glukuronidace silybinu se idealnim modelem pro
experimentalni farmakologii zaméfenou na metabolismus xenobiotik ve 2. fazi zda
byt opice a pes. Co se tyce celkového mnozstvi tvofenych glukuronidi, nebyl mezi
jednotlivymi druhy pozorovan zasadni rozdil a lze fict, ze v tomto ohledu jsou si
vSechny pouzité experimentalni modely rovnocené.

Ptredlozena dizertacni prace je malym ptispévkem k hodnoceni vlastnosti
biotransformacnich enzymt se zamétenim hlavné na cytochromy P450 u clovéka a
prasete. Z vysledki této prace vyplyva, ze prase je vhodnym modelem pro studium

metabolismu xenobiotik zprostiedkovanym zejména jaternimi mikrosomalnimi
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cytochromy P450 (CYP3A29, CYP2E1, CYP2A19, CYP1A2) u ¢loveka. Z hlediska
vhodnosti jednotlivych experimentalnich modelti je ale tfeba uvést, ze zalezi
pfedev§im na cesté metabolismu dané studované latky. Z tohoto pohledu ziejmé
prase neni vhodnym modelem pro metabolické pfemény zprosttedkované formami
CYP2C ¢i CYP2D, ktré se podle udaji z literatury lisi vlastnostmi od lidskych
protéjskii (Skaanild a Friis, 2002, 2008). Piedlozend prace pfinasi rovnéz dalsi
poznatky vyuzitelné pro hodnoceni vlastnosti praseCich bunc¢k ¢i orgénd v
bioarteficialnich nahradach jater nebo do budoucna k xenotransplantacim
(Demetriou et al., 2004; Hammer, 2004; Strain a Neuberger, 2002)
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Kombinaci chromatografickych metod zahrnujici hydrofobni afinitni
chromatografii a ionexovou adsorb¢ni chromatografii byl ziskan
CYP1A2 a CYP2A19 zjaterni mikrosomalni frakce bunécného

homogenatu prasete v Cisté formée.

Izolované enzymy vykazovaly charakteristické¢ vlastnosti ptislusné
jejich formam. Pomoci Western blottingu byla ovéfena jejich
imunoreaktivita s protilatkami proti potkanimu CYP1A2, resp.
lidskému CYP2A6. V rekonstituovaném systému vykazoval
CYPI1A2 aktivitu vici typickym substratim této formy. CYP2A19
vykazoval taktéz aktivitu vicéi typickému substratu lidské formy,
kumarinu. Enzymové aktivity obou CYP byly vyznamné snizeny za

pouziti inhibitorti ortholognich forem znamych u ¢lovéka.

V rekonstituovaném systému byl ovéfen podil izolovanych forem
CYP na metabolismu skatolu. Pouzité enzymy (CYP1A2, 2A6/19,
2E1) byly jak u ¢loveka, tak u prasete zodpovédny za tvorbu dvou
metabolitd, a to 3-methyloxindolu a indol-3-karbinolu. U prasete se

podle mnozstvi tvofenych metabolitd zda byt pro metabolismus

to formy CYP1A2 a CYP2EL.

Byly zjistény kinetické parametry jedné zhlavnich forem
glukuronosyltransferas, formy UGT1ABG, se substraty 4-MU s p-NP.
Ziskané vysledky ukazuji na podobnost vlastnosti této formy u
Clovéka a u prasete jako experimentalniho modelu. V ptipadé
glukuronidace silybinu se jako nejleps§im modelem zda byt opice a

pes.
Ziskané vysledky ukazuji na podobnost biotransformacnich procest

u prasete a ¢lovéka a podporuji mozné vyuziti prasecich hepatocyti

pfi konstrukei bioateficidlnich jaternich néhrad.
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8 Seznam zkratek
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3MI
3MOI
4-MU
AhR

BAL
BHT
CAR
CYP
CYPOR
DEDC
DLPC
EM
ER
EROD
ETRR
GR
HA
13C
IDH

MDR
MERR
MROD
Ms
NADPH
p-NP
NSPZL
OcA
PAD
PAH
PM

skatol

3-methyloxindol

4- methylumbelliferon

receptor pro polycyklické aromatické uhlovodiky (arylhydrocarbon
receptor)

bioarteficialni jaterni nahrady
butylhydroxytoluen

konstitutivni androstanovy receptor

cytochrom P450

NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
diethyldithiokarbamat
L-a-dilauroylfosfatidylcholin

extensivni metabolisator

endoplazmatické retikulum

O-deethylace 7-ethoxyresorufinu
7-ethoxyresorufin

glukokortikoidni receptor (glucocorticoid receptor)
hydroxylapatit

indol-3-karbinol

isocitrat dehydrogenasa

intermediarni metabolisator

mnohocetna lékova rezistence (multi-drug resistence)
7-methoxyresorufin
O-demethylace7-methoxyresorufinu

mikrosomy

redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat
p-nitrofenol

nesteroidni protizanétliva 1éciva

oktyl-agardza 4B

peroralni antidiabetika

polycyklické aromatické uhlovodiky

pomaly metabolisator
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PMSF fenylmethylsulfonylfluorid

PXR pregnanovy X receptor

SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

SRS mista urcujici substratovou specificitu (substrate recognition sites)
TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

UDP-GA uridin difosfatglukuronova kyselina

UGT UDP- glukuronosyltransferasy

UM ultrarychly metabolisator

VKORC1 komplex vitamin K epoxid reduktazy 1
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