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Abstrakt

Abstrakt

Synteticky estrogen 17a-ethinylestradiol (EE2) je hlavni aktivni slozkou
hormonalnich antikoncepénich piipravki. S rostouci spotiecbou hormonalni antikoncepce
ovsem stoupa riziko zpétného negativniho puisobeni EE2 na zivé organismy. EE2 je velmi
ucinny tzv. endokrinni disruptor, coz je latka, kterd svym ucinkem napodobuje pfirozené
hormony. Detailni studium transformace této latky in vivo a in vitro muze piispét
Kk porozuméni jeho negativnich ucinkd. Piedkladana diplomova prace se proto zabyva
studiem metabolismu EE2 u vybranych modelovych organismu.

Ligninolyticka houba Pleurotus ostreatus patii mezi organismy majici slibné
biodegrada¢ni schopnosti vi¢i mnoha polutantim. Proto byla studovana degradace EE2
v souvislosti s moznosti odstranéni této latky ze zivotniho prostiedi. EE2 byl degradovan
houbou P. ostreatus in vivo za vzniku jednoho hydroxylovaného metabolitu, jehoz
estrogenni aktivita je predmétem dal$i studie. In vitro studie byly provadény
s mikrosomalni frakci izolovanou z mycelia této houby. Pfeména EE2 pomoci CYP
zavislych na NADPH nebyla prokazana, ovSem za pouziti KHP jako kofaktoru byl nalezen
metabolit EE2, poukazujici na moznou peroxidasovou aktivitu mikrosomalnich enzymu.
Druhy modelovy organismus, laboratorni potkan, se jevi jako vhodny model pro studium
metabolismu EE2 v lidském organismu. Pfedmétem této ¢asti prace bylo ovéfeni zapojeni
cytochromt P450 do metabolismu EE2 a urceni konkrétnich isoforem zodpovédnych za
pteménu EE2 pouzitim specifickych induktort/inhibitori CYP a potkanich
rekombinantnich systému. Metabolity EE2 byly separovany vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii a identifikovany hmotnostni spektrometrii. CYP potkanich jaternich
mikrosomt katalyzovaly oxidaci EE2 nadva hydroxylované derivaty. Mikrosomy
premedikované induktory CYP podrodin 2B, 2C, 2E a 3A byly zapojeny do ptemény EE2.
Inhibi¢ni studie potvrdily roli CYP2E, 2B a 3A v metabolismu EE2 a potkani
rekombinantni systémy poukazaly i na zapojeni CYP2A. Sledovan byl dale i mozny vliv
EE2 na metabolismus dvou pfirozenych hormond, testosteronu a progesteronu. Vysledky
ukazuji, ze EE2 muze pusobit jako inhibitor aktivity CYP3A a 2C in vitro, zatimco jeho
metabolity mohou modulovat aktivitu CYP2C. Ziskané vysledky pfispivaji k poznani
transformace EE2 in vitro.

Klicova slova: 17a-ethinylestradiol, Cytochromy P450, Endokrinni disruptor,

Pleurotus ostreatus, Laboratorni potkan, Mikrosomalni frakce, Metabolismus



Abtract

Abstract

A synthetic estrogen 17a-ethinylestradiol (EE2) is the main active component of
the hormonal contraceptive pills. The rise of consumption of hormonal contraceptives has
increased the risk of the back negative effects of EE2 to aquatic organisms. EE2 belongs to
the endocrine disruptive compounds known for mimicking natural hormones. A more
detailed examination of the transformation of this compound in vivo and in vitro can
contribute to a better understanding of its negative effects. This master thesis is therefore
devoted to the study of the metabolism of EE2 in two selected model organisms.

The ligninolytic fungus Pleurotus ostreatus is the type of fungi with promising
biodegradation ability to a lot of pollutants. These properties have led to numerous studies
of the degradation potential of P. ostreatus towards EE2, with the possibility of removing
this compound from the environment. EE2 has been degraded by the fungus P. ostreatus
in vivo resulting in one hydroxylated metabolite, which estrogenic activity is in need for
further study. In vitro studies were carried out with a microsomal fraction isolated from the
mycelium of this fungus. The conversion of EE2 in vitro via CYPs dependent on NADPH
has not been demonstrated, however using KHP as a cofactor, there was one metabolite of
EE2 found, suggesting a possible peroxidase activity of microsomal enzymes.

The second approach uses laboratory rat as a model for EE2 metabolism in human
body. The object of this part of thesis was to verify the involvement of CYP in the
metabolism of EE2 and determine the specific isoforms using specific inducers/inhibitors
of CYP and rat recombinant systems. Metabolites of EE2 were separated using high
pressure-liquid chromatography and identified by mass spectrometry. Rat hepatic
microsomes metabolized EE2 to two hydroxylated EE2 derivatives. Microsomes
premedicated by inductors of CYP2B, 2C, 2E and 3A were efficient in the transformation
of EE2. Studies with the inhibitors confirmed the role of CYP2E, 2B and 3A in the EE2
metabolism and rat recombinant CYPs showed on the role of CYP2A. Furthermore, a
possible influence of EE2 on the metabolism of two natural hormones, progesterone and
testosterone, was monitored. Results show that EE2 itself inhibits CYP3A and 2C activity,
while its metabolites could modulate the activity of CYP2C. These obtained results are
useful for understanding the transformation of EE2.

Keywords: 17a-ethinylestradiol, = Cytochrome  P450,  Endocrine  disruptor,

Pleurotus ostreatus, Laboratory rat, Metabolism (In Czech)
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1 Uvod a prehled literatury

1 Uvod a prehled literatury

Vyzkum a dlouhodoby vyvoj novych syntetickych latek je v soucCasné dobé
prioritou mnoha laboratoii po celém svété. Umeéle vytvorena Iéciva jsou v dneSni klinické
praxi hojné vyuzivana a v posledni dobé rostou obavy ohledné duasledku této masivni
spotfeby farmaceutickych vyrobki . Po jejich vyloudeni z lidského organismu dochézi
K hromadéni v zivotnim prostiedi a tyto nahromadéné kontaminanty mohou nasledné
ovlivitovat zivot dalSich organismi. Z mnoha syntetickych latek, které byly do zivotniho
prosttedi uvolnény, se v poslednich letech vyzkumy zamétuji na slouceniny, které
napodobuji Gi¢inky endogennich hormoni a tim méni funkci endokrinniho systému % Do
této skupiny latek oznacovanych jako endokrinni disruptory (z angl. EDc) patii nonylfenol,

bisfenol A, nékteré pesticidy, estrogeny a dalsi slouéeniny s estrogenni aktivitou 3

1.1 Endokrinné disruptivni latky

Endokrinné disruptivni latky lze definovat jako latky, které ovliviiuji syntézu,
sekreci, transport, vazbu a Uc¢inek ptirozenych hormont, které jsou v téle zodpovédné za
udrzovani vnitfniho prostedi, reprodukci, vyvoj a/nebo chovani Zivocichit *>. To ma za
nasledek napodobeni nebo zastaveni ucinku pfirozeného hormonu, zménu hladiny
hormonu ¢&i pfimou G&ast na jeho syntéze ® i pfi velmi nizké koncentraci EDc v fadech
ng. I 8 . Tato extrémné nizka koncentrace, ktera je Casto niz§i nez koncentrace, kterd se
projevuje toxicitou, je analogickd s velmi nizkou koncentraci hormoni v krvi, vyvolavajici
minimalni zmé&nu postacujici k regulaci organi S

Mezi negativni vlivy, které byly prokazany u organismtl vystavenych ucinkim
EDc, patii neplodnost, naruseni ¢innosti endokrinnich Z1az s vnitini sekreci, zvySené riziko
rakoviny, ovlivnéni vyvoje plodu, feminizace samci aj. *°. Kromé& toho dlouhodoba
pfitomnost EDc v prostfedi ma za nasledek zvySené riziko hromadéni v télech vodnich
ivo&icht ™. Posledni studie poukazuji 1 na skutenost, ze EDc mohou ptisobit toxicky na
fytoplankton, coz ma negativni dopad na produkci kysliku, kolobéh a dostupnost zivin pro
vys$si organismy zavislé na fytoplanktonu 12 Jelikoz i stopové koncentrace EDc v Zivotnim
prostfedi mohou mit vyznamny dopad na zivé organismy, je sledovani vyskytu, transportu

a ucinklt EDc prioritou stale vice environmentalnich studii .

11



1 Uvod a prehled literatury

Edc mizeme rozde€lit do dvou zékladnich skupin, na pfirozené a na syntetické.
Detailnéji je mizeme klasifikovat podle jejich ptivodu na pfirozené a exogenni hormony
(napf. fytoestrogeny, pohlavni hormony, 17a-ethinylestradiol), 1éky s vedlejsim
hormonalnim uc¢inkem (naproxen, metoprol aj.), primyslové a bézné chemikalie (ftalaty,
alkylované detergenty, zmé¢kcovadla, rozpoustédla, polychlorované bisfenoly) a vedlejsi
produkty primyslovych procesii (zejména dioxiny a polycyklické aromatické uhlovodiky).
V soucasné dob¢ je zhruba 38 000 latek povazovano za mozné EDc a mnoho dalSich je
testovano 3. Velka pozornost je kladena studiu EDc s estrogennim tuc¢inkem, které
znedistuji vodni ekosystém. Do odpadni vody se tyto latky dostavaji z lidské modi *,
prostiedkd pro osobni hygienu, kosmetickych ptipravku aj. Vyznamnym zdrojem EDc

S estrogennim U¢inkem jsou téz odpady z chovu hospodaiskych zvifat 1>-16

1.1.1 Estrogeny a slouc¢eniny s estrogennim uc€inkem

Estrogeny jsou zodpovédné za regulaci mnoha dulezitych biologickych funkci
17-18

napfi¢ zivo€isnymi druhy. Kromé toho, ze se podileji na reprodukci , maji vliv i na
prevenci pred srdeénimi chorobami °, vznikem roztrousené sklerozy 20 4 nekterymi
neurodegenerativnimi onemocnénimi 2! Dale se podili na metabolismu tukd %, ovliviuji
chut’ k jidlu ® a hraji roli pfi autoimunitni reakei * & v procesu vzniku schizofrenie %.
Nékteré studie uvadsji jejich roli pfi vzniku osteoartrézy 2 a karcinomu prsu 2’.

Ve své struktufe estrogeny obsahuji aromaticky kruh majici velkou afinitu
K estrogennim receptorim. Dale maji dva cyklohexanové kruhy a jeden kruh
17B-estradiol (E2) a estriol (E3). Uvedené estrogeny jsou zobrazeny na Obr. 1, str. 13.

Mechanismus t¢inku estrogenti je dobte prostudovan. Tyto latky se nejcastéji vazi
na specifické intraceluldrni estrogenni receptory, které jsou dvojiho typu, oznacované jako
a a B. Po jejich vazbé dochézi k dimerizaci receptoru a nasledné translokaci do buné¢ného
jddra. To ma za nésledek modulaci transkripce kli¢ovych genil, které maji ve svém
promotoru oblasti specifické vuci pisobeni receptoru. Z literatury jsou znamé studie, které

poukazuji na to, Ze zminéné receptory mohou ovliviiovat 1 expresi gentl, které neobsahuji

tyto oblasti %3,

12



1 Uvod a prehled literatury

Estradiol (E2)

CH3 O
i

Estron (E1) Estriol (E3)

Obr. 1: Vybrané struktury estrogenii. U estradiolu je modre vyznaceno cislovani skeletu,

Cervené jsou ozmaceny funkcni skupiny konkrétnich estrogenii. Vytvoreno v programu

ChemSketch.

Katabolismus estrogend je pfedmétem mnoha studii zejména v souvislosti se
zne€iSténim odpadnich vod. Metabolismus zahrnuje zejména hydroxylaci na riznych
pozicich steroidniho kruhu, nejcastéji v pozicich 2, 4 a 16 2 Hydroxylova skupina pak
miZe byt sulfatovana, methylovana & konjugovana s kyselinou glukuronovou .
Konjugované estrogeny nejsou jiz biologicky aktivni a jsou ¢astecné rozpustné ve vode 3
Tyto konjugaty vSsak mohou byt jiz béhem samotného procesu ¢isténi odpadnich vod
a posléze pii kontaktu s aktivovanym kalem zpétné¢ pievedeny na aktivni estrogeny.
Stépeni vazeb konjugatii je katalyzovano enzymy B-glukuronidasami bakterii pfitomnych
v aktivovaném kalu (napf. Escherichia coli). Tato reakce je nevratna a ma za nasledek

hromadéni volnych estrogent, které zneidtuji Zivotni prostiedi >°°.
9
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1 Uvod a prehled literatury

1.1.1.1 Uginky estrogennich EDc na lidsky organismus

Zvysujici se kontaminace zivotniho prostfedi EDC s estrogennim tucinkem byva
davana do souvislosti s narustajicim vyskytem vyvojovych poruch v lidském organismu
3738, Ohrozeny jsou zejména cilové tkan¢ plodu, kdy mize dochéazet ke vzniku riznych
abnormalit **° V literatufe 1ze nalézt i studie, které poukazuji na skute&nost, Ze pfi¢innou
postupného poklesu produkce spermii u lidské populace na riznych mistech svéta je prave
expozice estrogennim EDc 4041 pyi pokusech s potkany byla testikularni toxicita, ktera
zpusobuje naruSeni spermatogeneze, dokonce jednoznacné prokazana. Analogické ucinky
1ze tedy ocekavat i u ¢loveéka, nutno ale podotknout, Ze detailni znalosti vlivu EDc
s estrogennim u¢inkem na lidské zdravi je zatim velice malo®, jelikoz obecny
mechanismus ucinku EDc na hormondlni metabolismus nebyl zatim pln€ vysvétlen.
Piedpoklada se, Zze EDc se vazi na estrogenni receptory, kde pak vyvolavaji odezvu, ktera
muze byt jind, nez pii vazbé endogenniho hormonu. Receptory mohou poté chemicky

. . . v . . ve ’ . 42
aktivovat nebo inaktivovat, ménit tedy svoji vazbou ptirozeny metabolismus ™.

1.1.2 Synteticky 17a-ethinylestradiol

V  posledni dobé je kladena velka pozornost syntetickému estrogenu
17a-ethinylestradiolu (EE2) v souvislosti pravé s negativnim vlivem na Zivotni prostedi.
EE2 je derivat ptirozeného hormonu 17f-estradiolu a je hlavni aktivni slozkou hormonalni
antikoncepce (kombinovand peroralni antikoncepce), jehoZ ptitomnost zajiSt'uje optimalni
stabilitu a funkénost preparatu ****. Tato forma antikoncepce je nejrozsitengjsi v Evropé
a Severni Americe *°. Ve studii z roku 2010 byl EE2, jakozto aktivni farmaceuticka slozka,
soucasti péti pripravki, které patfily mezi 200 nejprodavangjsich léki v USA *°. Kromé
antikoncepce je tento synteticky hormon pouZzivan i pfi hormondlni substitu¢ni 1écbé
osteopordzy, menstruaénich poruch a rakoviny prostaty *.

EE2 jako ucinny endokrinni disruptor miize svym u¢inkem napodobovat endogenni
hormony a tim ménit jejich metabolismus ***. Nezavislé laboratofe a instituce po celém
svété (napi. Narodni centrum pro toxikologicky vyzkum) oznacily EE2 jakoZto

neji&inngjsi estrogenni disruptor */.
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Organismy jsou vystaveny pusobeni EE2 v prostfedi ve kterém ziji, ¢i se s touto

031 Ve vodnim ekosystému byl EE2 detekovan

latkou setkaji skrze potravni fetézec
v riiznych koncentracich (5,7-30,8 ng. I') a jeho vyskyt byl potvrzen nejen v odpadnich,
ale 1 v povrchovych vodach, v nékterych fekach a dokonce i v pitné vodé. Nejvice
znedisténé oblasti se nachézeji v Cing, kde koncentrace EE2 ve vodnich tocich dosahuje az
30,8 ng. I *2. V USA se miizeme setkat s hodnotami kolem 4,7 ng. I'* *, Nezanedbatelné
koncentrace EE2 byly detekovany v odtocich &isti¢ek odpadnich vod (COV) ve Svédsku
(4,5 ng. I'") a ve Velké Britanii (7 ng. ') *. Pravé diky nedostate¢nému &isténi odpadnich
vod jsou tyto odtoky hlavnim zdrojem EE2 a estrogennich sloucenin obecné >**°. Mnoho
studii uvadi, ze u nékterych vodnich zivocichli se mlize negativni vliv EE2 projevit uz pfi

koncentraci kolem 1 ng. It #4557

. Jednim z téchto negativnich vlivli je feminizace samct
ryb, kterd mize vést az k selhdni reprodukcnich schopnosti. Dal§im disledkem expozice
této latce je zména chovani vodnich zivocichli vedouci k riziku zvySené umrtnosti, coz
méZe mit vliv na zhrouceni celé populace ryb v rozmezi nékolika generaci **™°. Dale bylo
prokdzéno, ze u vodnich Zivocich EE2 ovliviluje aktivitu dvou enzymd,
acetylcholinesterasy a glutathion-S-transferasy ®°. U nékterych druhi sladkovodnich ryb
EE2 narusuje rovnovahu mezi programovanou bunécnou smrti (apoptosou) a bunécnou
proliferaci 4901

EE2, jehoz struktura je zobrazena na Obr 2., ma 11-17x vys$i estrogenni ucinek ve

srovnani s pfirozenym E2 %2

Obr. 2: Struktura EE2 véetné mapy elektronové hustoty. Cervené jsou vyznaceny

hydroxylové skupiny. Vytvoreno v programu ChemSketch.

15



1 Uvod a prehled literatury

Z vyse uvedené¢ho vyplyva, ze EE2 je velmi stabilni analog estrogenii ptsobici
negativné na zivotni prostfedi, proto se posledni studie zaméiuji na moznosti odstranéni

této slouceniny z vodniho ekosystému pomoci degradace rliznymi systémy 6263,

1.1.2.1 Moznosti premény 17a-ethinyestradiolu

EE2 je velmi odolny vici degradaci diky piitomnosti acetylinové skupiny ve své
struktufe, kterd snizuje UCinnost degradac¢nich enzymua. V porovnani s ostatnimi
estrogennimi slouceninami je navic EE2 nejvice hydrofobni sloucenina a tudiz dochazi
Gasto k jeho sorpci v procesu Eisténi odpadnich vod *%. V COV byla zjisténa riizna mira
eliminace EE2 pohybujici se v rozmezi 0% - 90 % >0 Tento rozdil je dan mnoha faktory,
napf. geologickym umisténim COV, provoznimi podminkami &i mirou zneisténi piitoku.

Dosud ptevazuji dva zptsoby odstranéni EE2 z odpadnich vod a to sorpce na pevné
nosice a biodegradace piisobenim mikroorganismu %.

Biodegradace EE2 probiha diky mikroorganismiim ptitomnym v aktivovaném kalu
v COV. EE2 je degradovan v malé mite®®, oviem pokud jsou v aktivovaném kalu p¥itomny
nitrifika¢ni bakterie, dochazi k uplné degradaci EE2 b&éhem Sesti dnt za vzniku velmi

polarnich metaboliti, jejichz struktura viak nebyla identifikovana

. Mikroorganismy
metabolizujici EE2 vyuzivaji steroidni skelet jako zdroj energie a/nebo uhliku % Bakterie
oxidujici amoniak a heterotrofni bakterie jsou schopné degradovat EE2 i ostatni estrogeny
%869 \/ roce 2004 byla izolovéana z aktivovaného kalu COV bakterie Rhodococcus equi
a Rhodococcus zopfii, které degraduji EE2 s velmi vysokou u¢innosti (odstranéni 100 mg.I"
! EE2 béhem 24 hodin) "°. V roce 2007 se podatilo navrhnout celou katabolickou drahu
degradace EE2 a to u izolované ¢isté kultury kmene Sphingobacterium JCRS5. Od té doby
lze v literatuie dohledat nékteré identifikované produkty této degradace EE2. Hayan a kol.
objasnili strukturu dvou polarnich organickych kyselin, produktd katabolické drahy EE2.
Identifikace téchto produkti byla provedena metodou LC-IT-MS (méfeno v negativnim
médu ESI) ™. Nitromonas europia patii k dal§im mikroorganisméim degradujicim EE2,
u kterého byly identifikovany metabolity tohoto syntetického estrogenu. Struktury

nékterych identifikovanych produkti degradace EE2 jsou uvedeny v Tab. 1, str. 17.
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Tab. 1: Prehled transformace EE2 a jeho degradacnich produktii, upraveno dle 2,

Bakterialni
degradace
EE2

Degradace
pomoci Fas

Fyzikalné -
chemicka
degradace

Transformace EE2 Struktura produktu
Spingobacterium EE2 degradovan na | TSCH,
sp. JCRP 2-hydroxy-2,4-dien HO. o
valerovou kyselinu |
0
- HSC O.HECH
Autotrofni bakterie MO(Vij,Ikace EE2
oxidujici amoniak odstraner_nm kruhu Aza npc
vzniku ETDC
H5C

Scenedesmus
guadricauda

Ankistrodesmus
braunii

Oxidace

Ozonizace

Katalyticka
oxidace

Transformace EE2 konci
tvorbou 17a-ethinyl-1,4
estradien-10,17p-diol-3-onu

Transformace EE2 za
vzniku 6-a-
hydroxyethinylestradiolu

Hoe M

oyt ia " =CH
EE2 mtize byt oxidovan,

coz vede k vytvoreni
semichinoidni formy

Ozonizaci vznika napf.
produkt estra-1,3,5(10)-
trien-17-on,2,3-
bis[(trimethy)oxyl]

Abioticka oxidace EE2 za
vyuziti iontd Mn** davé
vznik dehydrogena¢nimu
produktu
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Biotransformace EE2 byla také prokazdna u nékolika druhti fas (struktura
vybranych produkti je opét uvedena v Tab. 1, str. 17). V tomto piipadé dochazi ke vzniku
glykosidl, ketonli a hydroxyderivati EE2. Greca a spol. identifikoval zminéné degradacni
produkty za pouZiti kombinace technik GC-MS, FT-IR a FT-NMR .

Autooxidace a fotodegradace jsou dal§imi moznostmi tentokrat fyzikalné-chemické
premény EE2. Nékteré oxidacni produkty jiz byly identifikovany za pouziti technik NMR
a MS, a jsou téZ uvedeny v Tab. 1, str. 17 ™.

Za zminku stoji 1 moznost vyuziti ligninolytickych hub pro biodegradac¢ni tucely.
Ligninolytické houby (téz houby bilé¢ hniloby) maji unikatni schopnost kompletné rozlozit
bunécnou sténu. Jsou tedy schopné degradovat i velmi odolné polymery jako je celuldza,
hemiceluldza a lignin . Nazev houby bilé hniloby pochédzi pravé ze skutetnosti, e po
rozlozeni ligninu se zpfistupni bile zabarvena celuldza, ktera pak slouzi jako zdroj uhliku
pro houbové mycelium “°. Krom¢ degradace téchto piirodnich latek jsou ligninolytické
houby schopné degradovat i syntetické polutanty. Kvuli moznosti odstranéni vybranych
EDc z prostiedi jsou proto studované i v této praci s

Modelovym organismem ligninolityckych hub je Phanerochaete chrysosporium
a mezi dal$i zastupce s degradacnim potencialem patii houby Trametes versicolor, Irpex
lacteus a Pleurotus ostreatus "*®. Pleurotus ostreatus (hliva ustii¢na) nachéazi v posledni
dobé své uplatnéni prave jako alternativni model studia metabolismu cizorodych latek 8183,

Za ucelem degradace EE2 byly studovany extracelularni enzymy uvedenych
vybranych ligninolytickych hub (peroxidasy, oxidasy), které jsou zodpovédné za rozklad
ligninu, jak je uvedeno vyse. Z vysledkli nezavislych studii vyplynulo, Ze pro uspésnou
pfeménu EE2 je potfeba zapojeni jak extracelularnich, tak intracelularnich enzymovych
systémi, vcetné¢ cytochromi P450 8 Rada autori se pokousela stanovit degradacni
produkty a navrhnout mechanismus transformace EE2. Nicmén¢ se dosud nepodafilo cely
mechanismus dostatecné popsat a proto je biodegradace za pouziti ligninolytickych

enzymi €i celych kultur hub stale ve fazi vyzkumu 328587

18



1 Uvod a prehled literatury

1.1.2.2 Metabolismus 17a-ethinylestradiolu v lidském organismu

EE2 je metabolizovan vice zplsoby a existuji velké rozdily v rychlosti a zpiisobu
pfemény EE2. Hlavni oxida¢ni metabolickd cesta v lidském organismu probiha zejména
Vv jatrech, kdy dochéazi k hydroxylaci na aromatickém kruhu. Majoritni primarni oxidacni
produkt je 2-hydroxyethinylestradiol, ktery muze byt posléze methylovan za vzniku
sekundarniho metabolitu 2-methoxyethinylestradiolu. Minoritnimi metabolity EE2 jsou
hydroxyderivaty na pozicich 4, 6 a 16 v poloze « steroidniho kruhu ®®. Hydroxylace EE2
na pozici C16 neni tak castd z dGvodu sterické zdbrany ethinylové skupiny na uhliku
v pozici 17. Omezeni 16-hydroxylace je pii¢inou rozdilného metabolismu syntetického
170-ethinylestradiolu oproti pfirozenému hormonu 17p-estradiolu **®*%. Na Obr. 3 je

uvedené schéma pievladajiciho metabolismu EE2 v lidském organismu **.

2-hydroxy-EE2 \

2-methoxy-EE2

EE2 \

w—CH

EE2-3-glukuronid EE2-3-sulfat

Obr. 3: Majoritni lidska metabolicka cesta EE2. Zvyraznén je hlavni metabolicky produkt
2-hydroxy-EE2, vytvoreno v programu ChemSketch dle 1
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Dalsi moznosti ptemény EE2 je pieskupeni jedné ethynilové skupiny do D kruhu
druhé steroidni molekuly (D-homoanulace) a nasledné odstranéni v podobé CO; % n vivo
muze také dochazet k odstranéni ethinylové skupiny na pozici C17, ovSem tato
metabolicka cesta se uskuteciiuje s velmi malou pravdépodobnosti %,

Nepfeménény EE2 a jeho majoritni hydroxylované metabolity jsou posléze v
jatrech konjugovany na biologicky neaktivni sulfatované (enzym sulfotransferasa 1E1 *)
nebo glukuronidové (uridin difosfat glukuronosyltransferasa 1A1 %) sloudeniny.
EE-3-glukuronid a EE-17-glukuronid jsou rychle vylouc¢eny ledvinami a nedochazi k jejich
cirkulaci. Oproti tomu sulfatované konjugaty jsou pfitomny v mnohem vyssi koncentraci a
pii enterohepatalnim obéhu mohou byt caste¢né rozstépeny, coz poskytuje malé mnozstvi
cirkulujictho nekonjugovaného 17a-ethinylestradiolu. Vylouceni vSech produktl
metabolismu EE2 véetné zbytkového nepfeménéného mnozstvi EE2 pak probiha moci
a Casteénd i vykaly .

Hydroxylace je jednou z reakci prvni faze biotransformace. Mezi nejvyznamngéjsi
enzymy katalyzujici tyto reakce patii cytochromy P450 (CYP), proto jiz prvotni studie

ptedpokladaly zapojeni cytochromil P450 pti metabolismu syntetického EE2 9798,

1.2 Cytochromy P450

CYP (EC 1.14.14.1) jsou hemoproteiny Siroce rozsifené napti¢ vsemi organismy.
Jedna se o hlavni enzymy zapojené do metabolickych procesti endogennich i exogennich
latek. Jsou to mikrosomalni monooxygenasy se smiSenou funkci (z angl. ,,mixed function
oxidases®, MFO), kde funguji jako termindlni oxidasy. SmiSend funkce mikrosomalnich
monooxygenas zahrnuje (krom¢ aktivace) inkorporaci jednoho atomu kysliku (Oz) do
molekuly substratu, zatimco druhy atom je redukovan za vzniku molekuly vody.
Enzymovy aparat monooxygenas je vicesloZkovy, obsahujici hydroxylasové komponenty a
komponenty umoziujici transport elektronti. Dulezitou slozkou MFO sytému je téz
fosfolipidovda membrana, ve které jsou vysSe uvedené komponenty zakotveny. Postupny
pfenos elektroni na CYP zprostiedkovava enzym NADPH:cytochrom P450

oxidoreduktasa %1%

. Komponenty MFO systému jsou zobrazeny na Obr. 4, str. 21.
Nézev ,,cytochrom‘ P450 neni pfesny, ovSem je pouzivan (jiz od objeveni tohoto

enzymu v 60. letech minulého stoleti) i piesto, Ze se nejedna o cytochrom v pravém slova
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vvvvvv

101102 - gpojeni P450 je pouzivano diky absorb&énimu maximu redukované formy CYP
s navazanym oxidem uhelnatym pii 450 nm. CYP se rozdé€luji do genetickych rodin
a podrodin podle shody primarni struktury. Rodiny CYP se shoduji ptiblizné ve 40 %,
podrodiny v 55-60 %. Nazev konkrétniho cytochromu P450 je tvofen Cislem (pfislusnost

k rodin¢), nasleduje velké pismeno (podrodina) a dal$i ¢islo oznacuje pfislusny enzym
99,101

NADPH:cytochrom P450

- oxidoreduktasa

Ribose

|

rhospham % Cytochrom b
Phosphate osphate’

|

:!Ibnnl

cytochrom P540

Obr. 4 : Usporadani MFO v membrané endoplasmatického retikula, prevzato a upraveno

dle 103

Systém cytochromt P450 vyskytujici se u eukaryotickych organismi je vazan na
fosfolipidovou dvojvrstvu endoplasmatického retikula nebo se nachazi v mitochondriich.
Do membrany jsou zakotveny pomoci N-termindlni hydrofobni domény, ktera je tvofena
20-30 aminokyselinami. Hydrofilni C-terminalni doména, ktera je orientovana do cytosolu,
je zodpovédna za katalytickou funkci cytochromt P450 104 Dale CYP obsahuji ve své
struktufe neproteinovou slozku a to porfyrinovy skelet, Fe-protoporfyrin IX (hem b).
Porfyrinovy skelet je zde vazan €aste¢né hydrofobnimi silami 1 prostfednictvim thiolatové

siry sulthydrylové skupiny aminokyseliny cysteinu, ktery je pfitomny v aktivnim centru
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105 (Obr. 5). Sestym ligandem je pak

enzymu jakozto paty ligand protoporfyrinu IX
molekula vody vazana prostiednictvim jednoho atomu kysliku. Toto neobvyklé usporadani
odliSuje CYP od ostatnich hemoproteini spektralnimi (charakteristické spektrum)

a katalytickymi vlastnostmi *.

COOH COOH

Obr. 5: Struktura ¢asti hemu b cytochromii P450. lont zeleza je vazan dusiky pyrolovych

Jader a prostrednictvim thiolatové siry cysteinu prevzato z 106

CYP katalyzuji biotransformaci Sirokého spektra latek, zejména se ucastni
oxida¢nich, hydroxylacnich, epoxida¢nich, dealkylacnich a dechloraénich reakci 107,
Substratova specifita cytochromiit P450 je velmi Sirokd (organické slouceniny jako jsou
ruzné uhlovodiky, aminy, fenoly ale i 1é¢iva a parafarmaceutika) ovSem existuji i CYP
které metabolizuji jen maly pocet substratl (biosyntéza endogennich hormonti a steroidi).
Kromé& inaktivace cizorodych latek mohou tyto enzymy fadu nereaktivnich latek
preménovat na karcinogenni a mutagenni metabolity, proto je studiu cytochromt P450

kladena velka pozornost 99,105
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1.2.1 Katalyticky mechanismus cytochromui P450

Obr. 6 znazoriiuje celkové schéma reakéniho cyklu cytochromti P450. V prvnim

kroku dochazi k vazb& substratu (RH) do aktivniho mista v blizkosti Fe'"

[1], kdy je Sesty
ligand zeleza (zde molekula vody) vytlaCen a molekula enzymu je konformacné
pozmeénéna [2]. V dalSim kroku cytochrom P450 piijima jeden elektron (ktery je poskytnut
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasou) a Fe'" je redukovan na Fe' [3]. V tomto stavu
muze dojit k vazbé molekuly O, (¢i molekuly CO) na iont Zeleza [4] a vzniku nestabilniho
komplexu. Po piijmuti dalSiho elektronu (NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa ci

NADH: cytochrom bs oxidoreduktasa) je kyslik aktivovan na peroxidovy anion [5].

Obr. 6: Schéma reakcniho cyklu cytochromii P450. R-H znaci substrat, R-OH pak produkt
monooxygenace. Oboustrannd modra Sipka znazornuje moznost vzniku plné aktivované

v . ’ v s v . v 108
formy pres alternativni cestu vyuzivajici peroxoslouceniny, prevzato z
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Tato pln¢ aktivovana forma umoziuje rozstépeni vazby biatomické molekuly kysliku, kdy
je jeden atom kysliku redukovan za soucasného uvolnéni molekuly vody [5-6]. Druhy
atom kysliku zOstdva vazan na Fe za vzniku ferrioxenového komplexu. Vytvoreny
reaktivni kyslikovy radikal je schopen odstépit atom vodiku z molekuly substratu [7]
a vznika radikal substratu a hydroxylovy radikal vazany na Fe hemu. Vzniklé radikaly se
rekombinuji a tvofi se produkt (ROH) a nativni forma CYP [7-1]. Alternativni moZnosti
vzniku plné aktivované formy cytochromu P450 (Sipka vedouci ze stavu [2] do stavu [5])

je vyuziti peroxidl ¢i peroxokyselin jako zdroju kysliku i elektrona 109411,

1.2.1.1 Modulace aktivity cytochromta P450

Nékteré CYP je mozné indukovat, tj. zvysit jejich expresi podanim induktoru.
Induktory mohou byt cizorodé latky, 1é¢iva, steroidni latky, antibiotika aj. Proces indukce
zahrnuje nejcastéji zvySeni translace, transkripce, stabilizaci mRNA a stabilizaci proteinu

112

¢i ovlivnéni jeho degradace ~“. U cytochromi P450 byly popsany rizné specifické

induktory. Mezi nejzndm¢jsi induktory vybranych lidskych a potkanich forem cytochromii
P450 patii B-naftoflavon (indukce CYP1A1l a 1A2 u potkani), fenobarbital (CYP2B1
u potkant), ethanol (CYP2E1 u potkant a lidi) a pregnenolon-16a-karbonitril (PCN)
(CYP3A u potkant i lidf) ™.

Kromé indukce lze aktivitu cytochromii P450 také inhibovat. Nékteré inhibitory
ireverzibilné poskozuji hem, jiné inhibuji reverzibilné mechanismem kompetitivni ¢i
nekompetitivni inhibice. Specifické inhibitory pro urCit¢ CYP lIze vyuzit ke studiu
metabolismu riznych substrati. Jednd se o napt. elipticin pro CYP1Al, sulfofenazol

(CYP2C8-10), diethyldithiokarbamat (CYP2E1), diamantanové slouceniny (CYP2B) ¢i
ketokonazol (CYP3A) *°.

1.2.2 Systém cytochromui P450 v burikach hub

CYP, nalezené v bunikach hub, reprezentuji velkou skupinu enzymi s nékterymi

zajimavymi katalytickymi vlastnostmi 116

. Tyto enzymy katalyzuji kromé zékladnich
bunéénych procesti (pfeména hydrofobnich intermediatd primarniho a sekundarniho

metabolismu) také pfeménu mnoha polutantii 1,
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Systém cytochromi P450 je rozdélen do 10 tiid, z hlediska vyuziti proteind, které
prenaseji elektron na CYP. V bunikach hub byly nalezeny tii tfidy cytochromi P450, které

jsou schematicky znazornény na Obr. 7.

NAD(P)H: CYP NAD(P)H: CYP
oxidoreduktasa oxidoreduktasa
CYP
+ NAD(P)H CYP
NAD(P)H NAD(P)™ \ NAD(P)*
N, / cyt. bs

|I _17\"'._ ‘\-..‘ - .“ > A
“'\_FAD \7"-“"' Y hem . T

900000 x\\ FMN /)\ /,/- OO0 ho 83 “\-_ I-'., " 200000006

trida T1
NAD(P)H oxidoreduktasa-
P450 monooxygenasa CYP CYP
+ NAD(P)*

READNED ) NAD(P)H / (P)
NAD(P)H f N

— — ‘\ ( )

FAD — FMN:V ~% =3

Q 17 o \-/.I"'i//\\ hem s
T OO0 M:Trvl/zly x ll\l—_r"_ '7‘[/'-’ OO0
trida VIIT trida TX

Obr. 7: Schematické zndzornéni tri zakladnich uspordadani MFO systému nalezenych
V bunikach hub. Trida Il je nejbéznéjsi skupina eukaryotickych cytochromii P450
vyuzivajici pro prenos elektronii NADPH:CYP oxidoreduktasu nebo NADH:cytochrom bs
oxidoreduktasu. Fuzni proteiny patrici do tridy VIII jsou katalyticky sobéstacné
flavocytochromy spojené k reduktasové doméné. V pripadé tridy IX jsou elektrony
ZNAD(P)H prendseny primo na CYP bez pritomnosti dalsiho redukcniho partnera.

y 116
Prevzato a upraveno dle ~.
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1 Uvod a prehled literatury

Oproti savéim cytochromiim P450, kde jsou jejich biochemické vlastnosti dobie
prozkoumany, je zatim studium houbovych cytochromii P450 stale ve fazi vyzkumu.
Izolace aktivnich cytochromii P450 z buné¢k hub je velice obtizny proces vzhledem k nizké
stabilit¢ proteinu a vyzaduje optimalizovanou metodu izolace 18 Blizsi prozkoumani
téchto enzymii bylo tudiz provedeno metodami molekularni biologie (heterologni exprese
a klonovani). Témito technikami byl genom hub detailn¢ prozkoumén. Zatim bylo
identifikovano 276 rodin cytochromt P450, kodovanych vice nez 6000 geny 19 Nekteré
houbové CYP jsou Casto prvnimi ¢leny nové rodiny.

Predpoklada se, ze houbové cytochromy participuji na oxidaci xenobiotik a ucastni

se degradace mmnoha syntetickych polutantd napf. toluenu *2°*?! fenantrenu ®,

benzo[a]pyrenu *#, kyseliny benzoové 2 aj.

1.2.3 Cytochromy P450 a metabolismus 17a-ethinylestradiolu
u savcu

Hydroxylaéni enzymy podilejici se na metabolismu EE2 byly izolovany z krali¢ich,
potkanich a lidskych jater 124-125

V prvotnich studiich bylo zjisténo, ze EE2 je v lidském organismu primarné
metabolizovan CYP3A4 '®. Pozdgji bylo prokazano také zapojeni dalSich forem
cytochromi P450 do metabolismu EE2. Wang piedpovédél, ze na 2-hydroxylaci EE2
lidskymi jaternimi mikrosomy se podili zejména CYP2C9 a CYP3A4, zatimco CYP2CS,
2C19, CYP1A2 a CYP1B1 se podili na oxidaci EE2 v mensi mife. Zapojeni dalSich forem
cytochromil P450 (2A6, 2B6, 2D6 a 2E1) do metabolismu EE2 je oproti vySe uvedenym
zanedbatelné *?’. Z dalsich studii, zabyvajicich se rekombinantnimi CYP, vyplynulo, e
rekombinantni CYP1A1 vykazuje vyssi katalytickou aktivitu nez rekombinantni CYP3A4
a 2C9 . Oproti tomu imunoinhibi¢ni studie jaternich potkanich enzymovych systému
s protilatkami proti cytochromim P450 ukazuji, ze 2-hydroxylace EE2 je katalyzovana
predeviim CYP2C a CYP2E a v tomto piipadé nebylo zjisténo zapojeni CYP1A1 %,

Pii oxidaci acetylenové casti EE2 CYP mize dochdzet ke vzniku nestabilniho
a reaktivniho acetylovaného oxidu, ktery je silnym nukleofilem. Tato latka se miZze zpé&tné

kovalentné vazat na protein cytochromu P450 nebo alkylovat prosthetickou skupinu hemu

a pusobi tedy jako sebevrazedny substrat 128 Bylo popsano, zZe takto jsou inhibovany
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1 Uvod a prehled literatury

CYP3A4, 2B1 a 2B6 lidského i potkaniho jaterniho mikrosomalniho systému in vitro
129132 " TIreverzibilni inhibice CYP3A4 zahrnuje vy3e zmingnou destrukci hemu
a kovalentni vazbu na apoprotein. U CYP2B6 dochézi pouze k modifikaci apoproteinu .
Naopak CYP2C19 1*3¥133 2C8 '** EE2 inhibuje reverzibilng. Dosud nebyly publikovéany
vysledky, které by ukazovaly na puasobeni EE2 jakozto induktoru lidskych forem
cytochromi P450. Zatim bylo zjiSt€éno nepatrné zvyseni aktivity zprostfedkované EE2

pouze u potkanich cytochromit P450 136437,
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2 Cil diplomové prace

2 Cil diplomové prace

Cilem ptedkladané diplomové prace je studium metabolismu 17a-ethinylestradiolu
in vitro mikrosomalnim systémem vybranych modelovych organismi (ligninolytické
houby Pleurotus ostreatus a laboratorniho potkana). V ramci této prace byly feSeny

nasledujici problematiky:

Studium metabolismu 17a-ethinylestradiolu in vivo a in vitro mikrosomalnim

systémem houby Pleurotus ostreatus.

Studium metabolismu 17a-ethinylestradiolu in vitro mikrosomalnim systémem

modelového organismu laboratorniho potkana.
v'Identifikace metaboliti 17a-ethinylestradiolu.
v Uréeni konkrétnich enzymu zapojenych do metabolismu
17a-ethinylestradiolu za pouziti specifickych induktord a inhibitort

cytochromii P450.

v’ Zjisténi vlivu 17a-ethinylestradiolu na metabolismus pfirozenych hormona

testosteronu a progesteronu.
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3 Material

3 Material

3.1 Material a chemikalie

Houbova kultura Pleurotus ostreatus 3004 ze sbirky CCBAS byla poskytnuta
Mikrobiologickym ustavem AV CR, v.v.i.

Jaterni mikrosomalni systém laboratornich potkanti kontrolnich i premedikovanych
induktory CYP (ethanolem, fenobarbitalem, pregnenolon-16-a-karbonitrilem a Sudanem 1)
byl izolovan v laboratofi katedry biochemie PfF UK a poskytnut pro experimenty v ramci
této diplomové prace. Premedikace potkanti a nasledna izolace potkani mikrosomalni
frakce nebyla soucasti této diplomové prace. Adamantan byl poskytnut Prof. Petrem
Hodkem, Ph.D.

Pouzité chemikalie a rozpoustédla pochazeji z téchto zdroju:

Cayma Chemical, USA: 6B-hydroxytestosteron

Gentest BD Bioscience, USA: potkani rekombinantni cytochromy P450 v Supersomech™
Fluka, Svycarsko: testosteron, kumen hydroperoxid

J.T. Baker, USA: acetonitril (pro HPLC)

Lab-Scan, Polsko: methanol (pro HPLC)

Lach-ner, CR: dichlormethan, ethylacetat, KH,PO,, sacharosa

Lachema, CR: EDTA Na,, Na,S;0, Na,COs. (H20), NaHCQO3, vinan sodno-draselny,
MgC|2

Linde, CR: kapalny dusik
Merck, Némecko: ethanol
Oxoid, USA: Malt-extract Broth

Penta, CR: agar, ethylacetat, glycerol (bezvody), KOH, Na,HPO,. 12 H,O, NaOH,

methanol
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Roche, Svycarsko: inhibitory proteas (tablety Complete protease inhibitor, inhibice

serinovych, cysteinovych a metalo proteas)
Serva, USA: dithiothreitol
Sevapharma a.s., CR: hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, USA: 1-aminobenztriazol,

16a-hydroxytestosteron,

160-hydroxyprogesteron, 17a-ethinylestradiol, a-naftoflavon, diethyldithiokarbamat,

dimethylsulfoxid, ketokonazol, glukosa-6-fosfat, glukosa-6-fosfat dehydrogenasa, NADP™,

phenacetin, progesteron, sulfafenazol

Thermo Scientific, USA: Microplate BCA Protein Assay

Kit

Vsechny chemikalie byly Cistoty p.a., pokud neni uvedeno jinak

3.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy
40 SM-200 A
AE 240

Autoklav

Falcon
Automatické pipety

Centrifugy

K-23, vykyvny rotor

K-24, thlovy rotor

Ultracentrifuga LE-80 K, thlovy rotor Ti 45
Centrifuga 5418, tihlovy rotor

Centrifuga EBA 270 Hettich, vykyvny rotor

Spectrafuge™ Mini centrifuga
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Pesa, Svycarsko

Mettler, Svycarsko

LTE Scientific, Velka Britanie

Biohit, Finsko

Janetzki, Némecko
Janetzki, Némecko
Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko
Hettich, Némecko

Labnet, Japonsko



3 Material

Homogenizatory
dle Pottera a Elvehjema
Ultra-Turrax T18

Inkubatory

IR 1500

Thermomixer Compact
Orbi-safe TS NetWise
Termostat PCH-2, Grant-bio
Termostat LS-1V

pH metr

ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou

Trepacky

Yellow line os 2 basic
Mikroshaker MS 1
Minishaker

MS analyza

hmotnostni detektor Waters LCT, ESI, ToF
hmotnostni detektor FLEX Ill, NALDI, ToF
Predvazky

KERN EW 600-2M

Ultrazvukova lazen
ELMAsonic E30H
Sonikator UC 005AJ1

Spektrofotometr
Specord M 40
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IKA Labortechnik, Némecko

Flow Laboratories, Némecko
Eppendorf, Némecko
Gallenkamp, Velka Britanie
P-Lab, Ceska republika
VLM, Némecko

HANNA instruments,USA

IKA, Némecko
IKA Labortechnik, Némecko
Schoeller Pharma, CR

Waters MS, Velka Britanie

Bruker-Daltonics, Némecko

Kern, Némecko

P-Lab, Ceska republika
Tesla, Ceska republika

Carl-Zeiss Jena, Némecko
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Systém HPLC

pumpa: Dionex pump P580

ASI-100 Automated Sample Injector

UV/VIS Detektor UVD 170S/340S

Degasys DG-1210 Dionex

termobox pro kolonu: COLUMN OVEN LCO 101
ptedkolona: Nukleosil 100-5 C18

kolona: Nukleosil 100-5 C18 HD; 4 x 250 mm
program: Chromeleon™ 6.11 build 490

Systém UPLC

vysokotlakové Cerpadlo: Acquity

Acquity UPLC davkovac

Acquity UPLC DAD detektor diodového pole
kolona: Acquity UPLC BEH C18, 2,1 x 50 mm
program: MassLynx V4.1

Vakuova odparka
SpeedVac DNA 110
RVO 200 A
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Waters, CR
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4.1 Studium metabolismu 17a-ethinylestradiolu
modelovym organismem P. ostreatus

4.1.1 Priprava kultivaéniho média a inokula houby P. ostreatus

Kultiva¢ni medium MEG (1% glukosa (w/v), 0,5 % Malt-extrakt Broth (w/v),
doplnéno do 1 | deionizovanou vodou) bylo ptipraveno do Erlenmayerovych banck
a sterilizovano vlhkou parou pod tlakem v autoklavu (121 °C, 25 minut, 0,15 kPa) Pro
ptipravu inokula houby P. ostreatus bylo pouzito 20 ml MEG media v 250 ml
Erlenmayerovych barkach, do kterého byly aplikovany tfi agarové disky o priméru 8§ mm
s myceliem houby P. ostreatus. Agarové disky byly vyfiznuté z Petriho misek porostlych
7 denni houbovou kulturou. Banky s takto pfipravenymi kulturami rostly v temnu,
stacionarné pii 28 °C po dobu 7 dni. Po kultivaci byly kultury homogenizovany za
sterilnich podminek a vznikly homogenat byl pouzit pfi o€kovani kultur jako inokulum.
Ptiprava inokula byla provedena RNDr. Katefinou Svobodovou, Ph.D. na
Mikrobiologickém tstavu AV CR, v.v.i.

4.1.2 Degradace 17a-ethinylestradiolu houbou P. ostreatus in vivo

Degradace EE2 in vivo byla popsana a pozorovana v ramci experimentt
provedenych v bakalaiské praci **®. Degradace byla v tomto piipadé stanovena z ubytku
substratu EE2. Pro potvrzeni vySe zminéné degradace byl experiment konany v ramci
bakalaiské prace zopakovan a byla sledovana tvorba metaboliti EE2.

Bylo ptipraveno osm Erlenmayerovych ban¢k o objemu 250 ml s 20 ml MEG
media. Do kazdé banky bylo sterilné pipetovano inokulum P. ostreatus do vysledné
koncentrace 5 % (v/v). Kultury rostly 7 dni v temnu, stacionarn¢ za piistupu vzduchu pii
28 °C. Po 7 dnech kultivace byla polovina kultur sterilizovana vlhkou parou pod tlakem
v autoklavu (121 °C ,25 minu,) a tato sada slouzila jako negativni kontrola degradace. Poté
byl do vSech ban¢k piidan roztok EE2 v DMSO do vysledné¢ koncentrace 0,034 mM.
VSechny banky byly dale inkubovany za stejnych podminek a probihajici reakce byla
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zastavena u poloviny kultur po 24 hodinach a u druhé poloviny po 48 hodinach pfidanim
ethylacetatu.

Kultury hub byly homogenizovany (Ultra-Turrax T18) a okyseleny 200 ul 1 M
HCI. Homogenat byl pieveden do uzaviratelné sklenéné banky a EE2 a jeho metabolity
byly extrahovany ve tfech krocich 20 ml ethylacetatu. Extrakce byla urychlena tiepanim 15
minut (Yellow line os 2 basic). Baiky byly nasledné 15 minut sonikovany v ultrazvukové
lazni (sonikdator UC 005AJ1) a ponechany stat pfi laboratorni teploté do oddéleni vodné
a organické faze. Organickd faze byla odebrana sklenénou stiikackou do uzaviratelné
srdcovité banky. Spojené extrakty byly zahustény na finélni objem 2 ml (vakuova odparka
RVO 200 A) pii teploté¢ lazné¢ 40 °C. ZahusStény extrakt byl piesusen pies kolonku
s bezvodym NaySOj4 a eluovan 3 x 3 ml ethylacetatu. Tento extrakt byl analyzovan HPLC
(kap. 4.3.4).

4.1.3 Extrakce kultivacniho média P. ostreatus

Pro zjisténi Gspésnosti premény EE2 béhem kultivace s houbou P. ostreatus byl
zjistovan zbytkovy obsah EE2 v kultiva¢nim médiu. Po 14 dnech rastu (kap. 4.2.1), kdy
byly dva dny kultury vystavené piisobeni EE2, bylo béhem filtrace houbového mycelia
odebrano a spojeno 30 ml média ze tiech riznych banék. K vzorku média (5 ml) bylo
pfidano 2 ml ethylacetatu a extrakce byla urychlena intenzivnim tfepanim po dobu 10
minut (Yellow line os 2 basic, rychlost 6). Po extrakci byla smé&s 5 minut sonikovana
(ELMAsonic E 30 H). Pro lepsi oddéleni vodné a organické faze byla nasledné smés
centrifugovana (EBA 270 Hettich, 5min, 4000 RPM). Horni organicka faze byla odebrana
do cisté mikrozkumavky a ke zbylé vodné fazi bylo znovu pfiddno 2 ml ethylacetatu
a predchozi postup byl zopakovan. Spojené odebrané extrakty byly odpafeny do sucha na
vakuové odparce (CentriVap Concentrator, Labconco, USA). Takto ptipravené vzorky byly
pted analyzou HPLC rozpusStény v 50 pl acetonitrilu, sonikovany 1 minutu a stoceny

(Spectrafuge™ Mini centrifuga).
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4.1.4 Identifikace metabolitt

Metabolity EE2 tvotené houbou P. ostreatus in vivo (kap 4.1.2) byly separovany
pomoci HPLC (kap. 4.3.4) a identifikovany na hmotnostnim spektrometru NALDI-
ToF/ToF ultra FLEX Il (Bruker-Daltonics) na AV CR, v.v.i. doc. RNDr. Miroslavem
Sulcem, Ph.D.

4.2 Studium degradaéniho potencialu mikrosomalni
frakce houby P. ostreatus

4.2.1 Kultivace P. ostreatus

Kultury byly pfipraveny v Erlenmayerovych baiikéch (60 ban¢k) o objemu 500 ml.
Do kazdé¢ banky s 90 ml MEG media (1% glukosa (w/v), 0,5 % Malt-extrakt Broth (w/v),
doplnéno do 1 | deionizovanou vodou) bylo sterilné pipetovano 5 ml inokula houby
P. ostreatus, které bylo pfipraveno postupem uvedenym vySe. Kultury rostly 14 dni
V temnu, stacionarn¢ za pristupu vzduchu pti 28 °C. Pro zjisténi piipadného vlivu EE2 na
indukci exprese mikrosomalnich enzymu byly pfipraveny kultury, do kterych bylo po
12 dnech rastu ptidano 100 pl 45 mM roztoku EE2 v DMSO pod narostlou kulturu houby

P. ostreatus.

4.2.2 lzolace mikrosomalni frakce

Izolace mikrosomadlni frakce houby P. ostreatus probihala diferen¢ni centrifugaci

39 s mirnou modifikaci. Narostlé houbové mycelium P. ostreatus bylo po

dle postupu
14 dnech kultivace (kap 4.2.1) piefiltrovano ptes nylonovou tkaninu. Mycelium bylo
promyto dostatecnym mnozstvim mixovaciho pufru (pH 7,2: 100 mM KH,PO,4, 100 mM
Na,HPQO,4.12H,0, 16 % (v/v) glycerol, 250 mM sacharosa, 1,5 mg/ml BSA, 0,77 mg/ml
DTT (v dH20), 0,37 mg/ml EDTA, 0,04 mg/ml PMSF v CH30H) a po ¢astech zmrazeno

tekutym dusikem. Zmrazené mycelium bylo rozdrceno na jemny praSek v tfeci misce

s tlouckem a takto rozdrcené mycelium bylo pfevedeno do 400 ml mixovaciho pufru

35



4 Metody

s dvéma tabletami inhibitoru proteas (Complete protease inhibitor). Nasledné byla smés
homogenizovana homogenizatorem dle Pottera-Elvehjema. Homogenat byl 10 minut
centrifugovan (Janetzki K-23, 3000 RPM) ve vykyvném rotoru 4x 70 ml pii 4 °C.
Supernatant byl nasledné centrifugovan 20 minut (Janetzki K-24, 13 000 RPM) v thlovém
rotoru 6 x 35 ml pii 4 °C. Ziskany supernatant byl z kyvety odlit bez kontaminace lehce
sedlou vrstvou mitochondrii a dale centrifugovan 75 minut (ultracentrifuga Beckman,
45 000 RPM) v thlovém rotoru Ti 45 pii 4 °C. Supernatant (cytosol) byl zmrazen a ulozen
pii -80 °C a peleta byla homogenizovana s 40 ml uchovavaciho pufru (pH 7,2: 50 mM
KH,POy4, 50 mM Na;HPO,4.12H,0, 25 % (v/v) glycerol). Naslednou centrifugaci trvajici 75
minut (ultracentrifuga Beckman, 60 000 RPM) v uhlovém rotoru Ti 70 pii 4 °C byla
ziskdna mikrosomdlni frakce, kterd byla resuspendovadna se V co nejmen$im mnoZstvi
uchovéavaciho pufru a rehomogenizovana. Findlni mikrosomalni preparat byl zmrazen
tekutym dusikem a ulozen pii teploté -80 °C.

Z izolované mikrosomalni frakce kontrolni (MF) i frakce vystavené plisobeni EE2
(MFgg2) byl odebran vzorek pro stanoveni proteind a stanoveni koncentrace cytochromu

P450.

4.2.3 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace proteind v izolovanych mikrosomalnich frakcich byla stanovena
metodou BCA *°*. Nejprve byly vzorky MF vhodné& nafedény destilovanou vodou
a nasledné zpracovany dle navodu komercniho setu Microplate BCA Protein Assay Kit.
Do mikrotitracni desticky bylo pipetovano 9 pl slepého vzorku (destilovand voda),
standardu ¢i vhodné natedéného vzorku dle ptiloZzeného navodu. Do kazdé jamky bylo
ptidano 260 pl ¢inidla, které bylo ptipraveno vzdy Cerstvé nafedénim bezprostiedné pred
pouzitim. Tento roztok obsahoval 50 dila ¢inidla A (pH 11,25: 2 % (w/v) Na,CO3.H,0,
0,95 % (w/v) NaHCOs, 0,4 % (w/v) NaOH, 0,16 % (w/v) vinan sodno-draselny), v némz
byla rozpusténa bicinchoninova kyselina tak, aby jeji vysledna koncentrace v 51 dilech
byla 1% (w/v) a 1 dil ¢inidla B (4 % (w/v) CuSO4.5H,0). Mikrotitraéni desticka byla
nasledné 30 minut inkubovana pii 37 °C (IR 1500). Po temperovani desti¢ky na laboratorni

teplotu byla zméfena absorbance vzorkii pii 562 nm pomoci ¢teCky mikrotitraénich
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desticek a pfislusna koncentrace proteini byla automaticky vyhodnocena pomoci

programu KIM 32.

4.2.4 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Koncentrace cytochromu P450 v mikrosomalnich preparatech byla stanovena
metodou popsanou dive ** za vyuziti charakteristické absorpce komplexu cytochromu
P450 s CO vredukovaném stavu pii vinové délce 450 nm. Mikrosomy byly vhodné
natedény pufrem (pH 7,5: 100 mM KH,PO4 2 % (v/v) glycerol) na celkovy objem 2 ml
a ke vzorkiim bylo pfidano 3 mg Na,S,;0,4 k redukci cytochromu P450. Po 5 minutach stani
pii laboratorni teploté byl vzorek rozdélen do dvou maskovanych semimikrokyvet po 1 ml
a byla zmé&fena zakladni linie. Poté byla vzorkova kyveta 2 minuty probublavana oxidem
uhelnatym a nasledné bylo zméfeno diferen¢ni spektrum v rozsahu 400-490 nm (Specord
M 40). Méteni bylo po 2 minutach a promichani obou kyvet zopakovano. Ze ziskanych

spekter byla vypocitana koncentrace cytochromu P450 podle vzorce:

Aso—Auso o gx
Coypaso = —22—29 fedéni [uM]

€450- 490
C cypsso: molarni koncentrace cytochromu P450
Ass0-490: absorbance cytochromu P450 a inaktivni formy 420
I: opticka draha kyvety [cm]

¢: molarni extinkéni koeficient [0,091 pM™. cm™]

4.2.5 Degradace 17a-ethinylestradiolu mikrosomalni frakci houby
P. ostreatus

Pro stanoveni degrada¢niho potencidlu izolované mikrosomalni frakce houby
P. ostreatus byly pouZity mikrosomy kontrolni i mikrosomy vystavené piisobeni EE2. Tato
¢ast prace navazovala na experimenty provadéné v ramci bakalaiské prace 138,

Inkubace probihala ve sklenénych zkumavkach kvuli eliminaci sorpce EE2 na jiné
materialy vzhledem k jeho hydrofobnimu charakteru **3. Celkovy objem inkubaéni smési

¢inil 500 pl a vzorky byly pripraveny vzdy paralelné.
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Slozeni inkubacni smési bylo nésledujici:

v 1,5 mg/ml proteini mikrosomalni frakce
20 uM EE2 (4mM zasobni roztok v DMSQO)
v 10 mM MgCl,, 10 mM glukosa-6-fosfat, 1 mM NADP", 1 U/ml glukosa-6-

\

fostat dehydrogenasa (NADPH-generujici systém)
v' 50 mM fosfatovy pufr (pH 7,2: 50 mM KH,PO4, 50 mM Na,HPO,4.12H,0)

Kontrolni inkubaéni smés neobsahovala NADPH-generujici systém nebo
obsahovala pouze EE2 a pufr. Negativni kontrolou byla smés, ktera obsahovala mikrosomy
inaktivované povaienim (termostat LS-1, 2 hodiny, 100 °C). Ptipraveny byly i smési, které
obsahovaly inhibitory houbovych CYP (1-aminobenztriazol a piperonyl butoxid) a to
Vv desetindsobném nadbytku vici EE2.

Reakce byla zahajena pfidanim 50 pl NADPH-generujiciho systému. Inkubace
probihala za mirného tfepani pti 400 RPM, 37 °C a za pfistupu vzduchu 1 hodinu
(Thermomixer Compact, 450 RPM). Nasledné byla reakce ukonéena pfidanim 1 ml
ethylacetatu a intenzivné promichana. Do vSech smési bylo ptidano 5 pul 1 mM roztoku
fenacetinu v methanolu, ktery slouzi jako vnitini standard pro naslednou analyzu HPLC.
Inkubaéni smés byla pfevedena do sklenénych centrifugacnich zkumavek a extrahovédna
dvakrat intenzivnim tfepanim 5 minut (Yellow line os 2 basic, rychlost 6). Po extrakci byla
smés 5 minut sonikovana a centrifugovana (EBA 270, Hettich, 5min, 4000 RPM). Horni
organicka faze byla odebrana do ¢isté mikrozkumavky a odpatfena do sucha na vakuové
odparce (CentriVap Concentrator, Labconco). Takto pfipravené vzorky byly pied HPLC
analyzou rozpustény v 50 pl acetonitrilu, sonikovany 1 minutu a stodeny (Spectrafuge™

Mini centrifuga, 10 s).

4.2.5.1 Degradace 17a-ethinylestradiolu mikrosomalni frakci P. ostreatus
v pritomnosti kumen hydroperoxidu

Pro posouzeni degradace EEZ2 v pfitomnosti peroxidu, ktery miize slouzit
v nékterych pripadech jako donor kysliku a elektronti pro CYP, byl do inkubacnich smési,
ptipravenych podle podminek uvedenych v kap. 4.2.5, ptidavan kumen hydroperoxid
(KHP) misto NADPH-generujiciho systému.
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Slozeni inkubac¢ni smési o celkovém objemu 500 pl bylo nasledujici:

v 1,5 mg/ml proteini mikrosomalni frakce

v 20 uM EE2 (4mM zasobni roztok v DMSO)

v 10 mM nebo 100 mM roztok KHP v H,0

v" 50 mM fosfatovy pufr (pH 7,2: 50 mM KH,PO4, 50 mM Na,HPO,4.12H,0)

Kontrolni vzorky obsahovaly pouze KHP v pufru nebo mikrosomy bez piidavku
KHP. Reakce byla zahajena ptidanim 50 pl (10 nebo 100 mM) KHP a probihala 30 minut
dle podminek uvedenych v kap. 4.2.5. Dalsi postup byl totozny s postupem uvedenym
v kap. 4.2.5.

4.3 Studium metabolismu 17a-ethinylestradiolu
mikrosomalnim systémem laboratorniho potkana

Pro prvotni studium metabolismu EE2 in vitro byly nejprve pouzity mikrosomy
izolované z jater nepremedikovaného laboratorniho potkana (kontrolni mikrosomy).
Inkubaéni smési o celkovém objemu 500 pl byly pfipraveny vzdy ve dvou

paralelnich vzorcich ve sklenénych zkumavkach. Slozeni inkubacni smési bylo nasledujici:

v 0,5uM CYP

v' 20 uM EE2 (4mM zasobni roztok v DMSO)

v 10 mM MgCl,, 10 mM glukosa-6-fosfat, | mM NADP", 1 U/ml glukosa-6-
fosfat dehydrogenasa (NADPH-generujici systém)

v' 100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4: 100 mM KH,PQOy,)

Mnozstvi rozpouStédla DMSO nepiesdhlo 0,5 % objemu inkubaéni smési.
Kontrolni inkuba¢ni smés neobsahovala NADPH-generujici systém nebo obsahovala
pouze EE2 a pufr. Reakce byla zahdjena pfidanim 50 pl NADPH-generujiciho systému.
Inkubace probihala v riznych ¢asovych intervalech a to 0 min, 5 min, 10 min, 15 min,
30 min a 60 min, za stalého tfepani (Thermomixer Compact, 450 RPM) pii 37°C a za
pfistupu vzduchu. Probihajici reakce byla nasledné zastavena pfiddnim 1 ml ethylacetatu a

dale byla zpracovana jako v kap. 4.2.5.
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Pro optimalizaci dalSich experimentl byla v rdmci studia metabolismu EE2
stanovena Michaelisova konstanta Km pfemény EE2 jaternimi kontrolnimi mikrosomy
potkana. Inkubaéni smési byly pfipraveny analogicky, jak je uvedeno vySe. SloZeni

inkubacni smési bylo nasledujici:

v 0,5uMCYP

v 5; 10; 20; 50; 100; 200; 400 uM EE2

v 10 mM MgCl,, 10 mM glukosa-6-fosfat, | mM NADP", 1 U/ml glukosa-6-
fostat dehydrogenasa (NADPH-generujici systém)

v' 100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4:100 mM KH,POy,)

Inkubace probihala 15 min za stalého tiepani (Thermomixer Compact, 450 RPM)
pii 37°C a za pfistupu vzduchu. Nasledujici postup je totozny s postupem uvedenym
v kapitole 4.2.5. Spojené extrakty byly odpafeny do sucha. Vzorky byly nasledné

rozpus$tény v 50 pl acetonitrilu a analyzovany pomoci HPLC.

4.3.1 Identifikace metabolitil 17a-ethinylestradiolu UPLC-MS

Pro kvalitativni stanoveni a identifikaci metaboliti vzniklych pifeménou
17a-ethinylestradiolu byly pouzity vzorky pfipravené podle podminek uvedenych
v kapitole 4.3. Koncentrace EE2 ve smési byla 200 uM scilem ziskat vétsi vytézky
metabolitd pro jejich identifikaci.

Odpatené vzorky byly rozpustétny v 50 ul ACN, sonikovany 2 minuty
v ultrazvukové lazni a centrifugovany 2 min pii 13 000 RPM (Centrifuga mini-spin,
Eppendorf). Pro separaci UPLC (Waters Acquity UPLC system) a naslednou analyzu
hmotnostnim detektorem s elektrosprejem bylo odebrano 30 pl supernatantu. Nastiik
vzorku na kolonu ¢inil 3 pl a vzorky byly separovany na koloné¢ Acquity UPLC BEH C 18
(50 mm x 2,1 mm, velikost ¢astic kolony 1,7 um) za pouziti gradientové eluce pfii
prittokové rychlosti mobilni faze 0,4 ml. min™. SloZeni mobilni faze bylo: (A) kyselina
mravenci:voda v poméru 0,1:99,9 (v/v) a (B) 100 % ACN. Gradient probihal za
nasledujicich podminek: 0 min 95 % (A), 12 min 50 % (A), 15 min 30 % (A) a nasledné
17 min 0% (A) pfi teploté 25 °C. Vzorky byly detekovany v oblasti 200-600 nm (Acquity
UPLC DAD detektor).
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Pro detekci a analyzu metaboliti byl pouzit hmotnostni detektor (Waters LCT
Premiex XE) s elektrosprejem s ortogonalnim uspofadanim analyzatorem doby letu
(ToF, Waters MS, UK) sionizaci ESI+ i ESI-. Napéti na vstupnim kuzelu bylo 40 V
a pritok plynu na vstupnim kuzelu 50 L.h™. Napéti na sprejové kapilate bylo + 2500 V.
Pouzita teplota bloku iontového zdroje byla 120 °C a teplota desolvata¢niho plynu, kterym
byl dusik, byla 350 °C a pritok desolvata¢niho plynu &inil 800 L.h™. Cas skenu byl 0,1
sekund a Casova prodleva mezi skeny 0,01 s. Data byla zpracovana za pouziti programu

MassLynx V4.1 (Waters, USA) RNDr. Terezou Tylovou, Ph.D. na AV CR, v.v.i.

4.3.2 Urceni isoforem cytochromi P450 zodpovédnych za
metabolismus 17a-ethinylestradiolu

Pro urceni isoforem cytochromti P450 zodpovédnych za metabolismus EE2 byly
zvoleny experimenty s indukovanymi mikrosomy a inhibi¢ni studie.

V piipad¢ indukce bylo pracovano s mikrosomy izolovanymi ze zvifat
premedikovanych specifickymi induktory jednotlivych forem CYP. Potkani byly
premedikovani fenobarbitalem, Sudanem 1, ethanolem a pregnenolon-16a-karbonitrilem
(PCN). Jako kontrola slouzily mikrosomy izolované z nepremedikovanych zvitat. Tyto
mikrosomy byly poskytnuty laboratoti katedry Biochemie, Univerzity Karlovy v Praze.
Koncentrace CYP v danych mikrosomalnich preparatech a indukce formy konkrétniho
CYP je uvedena v Tab. 2.

Tab. 2: Koncentrace indukovanych CYP vV mikrosomdlnich preparatech.

Koncentrace CYP Indukce

Mikrosomy [uM] cyp
kontrolni 16,4 -
Sudan | 33,1 1A
ethanol 16,7 2E1
PCN 62,0 3A
fenobarbital 20,9 2B, 2C
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Slozeni inkubacni smési o vysledném objemu 500 pl bylo nasledujici:

<\

v

0,5uM CYP

50uM EE2 (10 mM zasobni roztok v DMSO)

10 mM MgCl,, 10 mM glukosa-6-fosfat, 1 mM NADP", 1 U/ml glukosa-6-
fosfat dehydrogenasa (NADPH-generujici systém)

100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4:100 mM KH,POy,)

Postup piipravy inkubaéni smési je analogicky postupu uvedenému v kap. 4.3.

Kontrolni vzorky neobsahovaly NADPH-generujici systém nebo obsahovaly pouze EE2

a pufr ¢i mikrosomy inaktivované povafenim (termostat LS-/, 2 hodiny, 100 °C). Reakce

byla zah4jena pfidanim 50 ul NADPH-generujiciho systému. Nasledny postup je totozny

s postupem uvedenym v kap. 4.2.5.

V ptipad€ inhibi¢nich studii byly pouZity specifické inhibitory konkrétnich forem

CYP, které jsou uvedené v Tab. 3 v¢etné rozpoustédla, ve kterém byly rozpustény. Slozeni

inkubacéni smési o vysledném objemu 500 pl bylo nésledujici:

ASRNER NN

0,5uM CYP

50uM EE2 (10 mM zasobni roztok v DMSO)

50, 100, 500 puM inhibitor "3

10 mM MgCl,, 10 mM glukosa-6-fosfat, 1 mM NADP", 1 U/ml glukosa-6-
fosfat dehydrogenasa (NADPH-generujici systém)

100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4: 100 mM KH,PO,)

Tab. 3: Prehled pouzitych inhibitorii CYP véetné prislusného rozpoustédla a inhibované

isoformy CYP.
. . Inhibovana isoforma
Inhibitor Rozpoustédlo CYP
a-naftoflavon methanol:ethylacetat (2:3) 1A
adamantan methanol 2B
sulfafenazol ethanol 2C
diethyldithiokarbamat voda 2A2E1
ketokonazol ethanol 3A

42



4 Metody

Postup pfipravy inkubacni smési je analogicky postupu uvedenému Vv kap. 4.3.
Nasledny postup je totozny s postupem uvedenym v kap. 4.2.5

V dalsi ¢asti prace byl podrobnéji zkouman mechanismus inhibice metabolismu
EE2. Inkubac¢ni smési piipravené podle podminek uvedenych vyse byly rozdéleny na dvé
sady. Prvni sada, ktera obsahovala MF a inhibitor, byla 10 minut preinkubovana
s NADPH-GS a nasledné po piidani EE2 15 minut inkubovédna podle vyse uvedenych
podminek. Druha sada vzorka byla nejprve preinkubovana 10 minut (MF a inhibitor) bez
NADPH-GS a po preinkubaci byl NADPH-GS piidan spolu s EE2 a smés byla 15 minut
inkubovana jako predchozi sada. Nasledny postup je totozny s postupem uvedenym v kap.
4.2.5.

4.3.3 Metabolismus 17a-ethinylestradiolu potkanimi
rekombinantnimi cytochromy P450 v Supersomech™

Pfi studiu metabolismu EE2 Supersomy™ mély inkuba¢ni smé&si objem 250 ul a

sloZeni bylo nasledujici:

v 50 pmol CYP

v" 50 uM EE2 (10 mM zéasobni roztok v DMSO)

v" 10 mM NADPH

v' 100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4: 100 mM KH,PO,)

Vzorky byly inkubovany 30 min za stalého tiepani (Thermomixer Compact,
450 RPM) pti 37°C a za ptistupu vzduchu. Reakce byla ukoncena ptidanim 1 ml
ethylacetatu a intenzivnim protiepanim. Do vSech smési bylo pfidano 5 pl 1 mM roztoku
fenacetinu v methanolu. Inkubac¢ni smés byla extrahovana dvakrat intenzivnim tfepanim 5
minut (Thermomixer Compact, 1400 RPM). Po extrakci byla smés 2 minuty sonikovana a
centrifugovana (Centrifuga 5418, 12000 RPM). Nasledny pracovni postup byl totozny
S postupem uvedenym V kapitole 4.2.5.
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4.3.4 Separace metaboliti 17a-ethinylestradiolu vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC)

Metabolity EE2 (kapitoly 4.1, 4.2 a 4.3) byly separovany vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) na obracené fazi s UV/VIS detekci. Vzorky byly
rozpustény v 50 pl acetonitrilu, nastfik vzorku na kolonu ¢inil 30 ul a jednotlivé latky byly
separovany na kolon¢ Nucleosil C 18 HD (250 x 4,6 mm, velikost ¢astic kolony 5 pum,
predkolonka C18) za pouziti gradientové eluce s ménici se pratokovou rychlosti mobilni
faze. Slozeni mobilni faze odpovidalo (A) 20 % ACN a (B) 80 % ACN. Gradient probihal
nasledng: 0 min 10 % (B) pritok 0,8 ml. min™, 25 min 50 % (B) 1 ml. min*, 30 min 100 %
(B) 1 ml. min™!, 37 min 10 % (B) 0,8 ml. min™, 40 min 10 % (B) pritok 0,8 ml. min™.
Analyza vzorku trvala 40 min a probihala pfi teploté 35 °C. Mobilni faze byla pfipravena
do sklenénych lahvi a pfed pouzitim byla sonikovéana v ultrazvukové lazni kvili odstranéni
vzduchu. Latky obsazené v extraktech byly detekovany pii vinové délce 280 nm a jejich
plocha byla vztazena k plose piku vnitiniho standardu fenacetinu jako korekce extrakce.

Standard EE2 a fenacetinu o objemu 50 ul v ACN obsahoval 6,8 mM roztok EE2
v DMSO a 1 mM roztok fenacetinu v metanolu. Pfed analyzou byl standard promichan

a stocen.

4.4 Studium vlivu 17a-ethinylestradiolu na metabolismus
vybranych prirozenych hormonii

4.4.1 Vliv 17a-ethinylestradiolu na metabolismus testosteronu

Pro studium vlivu EE2 na metabolismus testosteronu byly pouZity jaterni
mikrosomy z nepremedikovanych potkant. Reakéni smési byly pfipraveny v paralelnich

vzorcich za podminek uvedenych v kapitole 4.3.
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Slozeni reak¢nich smési bylo nasledujici:

0,5uM CYP

50 uM EE2 (10 mM zasobni roztok v DMSO)

50 uM testosteron (10 mM zasobni roztok v CH3OH)

10 mM MgCl,, 10 mM glukosa-6-fosfat, 1 mM NADP", 1 U/ml glukosa-6-

D NN NN

fostat dehydrogenasa (NADPH-generujici systém)
v' 100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4: 100 mM KH,PO,)

Kontrolni inkubaéni smés neobsahovala NADPH-generujici systém nebo
obsahovala pouze testosteron, EE2 a pufr. Pfipravena byla i smés bez pridavku EE2
a reak¢éni smés, ktera obsahovala misto EE2 rozpoustédlo DMSO. Reakce byla zahajena
pfiddinim 50 pul NADPH-generujiciho syst¢ému do kazdé smési. Inkubace probihala
15 minut, za stalého tfepani, pti 37 °C za pfistupu vzduchu (Thermomixer compact,
450 RPM). Pro stanoveni vlivu EE2 na aktivitu CYP3A byly v dalSich experimentech
mikrosomy preinkubovany (10 min, 37 °C) s 50 uM EE2 v ptitomnosti nebo bez NADPH-
GS.

Probihajici reakce byla nasledné ukoncena ptidanim 100 pl vodného roztoku 1 M
Na,CO3-2 M NaCl a intenzivnim protiepanim. Po ptidavku 1 ml dichlormethanu bylo do
vSech smési pfidano 5 ul 1 mM roztoku fenacetinu v methanolu. Inkuba¢ni smési byly
pfevedeny do sklenénych centrifugacnich zkumavek a extrahovany dvakrat 1 ml
dichlormethanu a tiepanim 5 minut (Yellow line os 2 basic, rychlost 6). Smés byla nasledné
1 minutu sonikovana a centrifugovana (EBA 270, Hettich, 5min, 4000 RPM). Dolni
organicka faze byla odebrana do ¢ist¢ mikrozkumavky a odpatfena do sucha na vakuové
odparce. Vzorky byly pied analyzou HPLC rozpustény v 30 pl methanolu, sonikovany

2 minuty a sto¢eny (Spectrafuge™ Mini centrifuga, 10 s).

4.4.2 Vliv 17a-ethinylestradiolu na metabolismus progesteronu

Ke studiu vlivu EE2 na metabolismus progesteronu byly pouzity kontrolni potkani
mikrosomy. Postup pfipravy inkubacnich smési byl analogicky s postupem uvedenym
v kapitole 4.4.1.
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Slozeni inkuba¢ni smési o vysledném objemu 500 pl bylo nasledujici:

0,5 uM CYP

50 uM EE2 (10 mM zasobni roztok v DMSO)

50 uM progesteron (10 mM zasobni roztok v CH3OH)

10 mM MgCl,, 10 mM glukosa-6-fosfat, 1 mM NADP", 1 U/ml glukosa-6-

D NN NN

fostat dehydrogenasa (NADPH-generujici systém)
v' 100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4: 100 mM KH,PO,)

Krom¢ vyse uvedené smési byla pouzita i kontrolni inkubaéni smés, ktera
neobsahovala NADPH-generujici syst¢ém a smés kterd obsahovala pouze progesteron
a pufr. Dalsi inkubacni smés byla ptipravena bez ptidavku EE2 a kontrolni reakéni smés
obsahovala misto EE2 rozpoustédlo DMSO. Reakce byla zahijena ptidanim 50 pl
NADPH-generujiciho systému a postup inkubace, preinkubace, terminace reakce

a nasledné extrakce je totozny s postupem uvedenym v kapitole 4.4.1.

4.4.3 Separace metabolitd testosteronu a progesteronu
vysokoucéinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)

Metabolity testosteronu a progesteronu obsazené v extraktech byly separovany
a jejich obsah stanoven vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na obracené fazi
(Dionex pump P580, ASI-100 Automated Sample Injector). Nastiik vzorku na kolonu ¢inil
20 pl a jednotlivé latky byly separovany na koloné Nucleosil C18 (250 x 4,6 mm, velikost
¢astic kolony 5 pm, predkolonka C18) za pouZziti izokratické eluce s konstantnim pritokem
mobilni faze a to 0,7 ml.min™ pro testosteron a 0,5 ml.min™ pro progesteron. Slozeni
mobilni faze bylo nasledujici: 75 % methanol a 25 % destilovana voda. Analyza trvala
25 min a probihala pfi teploté¢ 35 °C. Mobilni faze byla pfipravena do sklenénych lahvi
a pred pouzitim byla sonikovana v ultrazvukové lazni. Latky obsazené v extraktech byly
detekovany pfi vlnové délce 254 nm a jejich plocha byla vztazena k ploSe piku vnitiniho

standardu fenacetinu.
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Standard EE2 a fenacetinu obsahoval 6,8 mM roztok EE2 v DMSO a 1 mM roztok
fenacetinu v methanolu. Standard testosteronu/progesteronu obsahoval 10 mM roztok
ptislusného hormonu. Komerc¢ni standardy metabolith testosteronu,
6p-hydroxytestosteronu a 16a-hydroxytestosteronu, byly pfipraveny z 2 mM zasobnich
roztokd a standard komer¢niho derivatu 16a-hydroxyprogesteronu byl ptipraven z 1 mM

zasobniho roztoku. Pfed analyzou byl standard promichan a stocen.
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5 Vysledky

5.1 Studium metabolismu 17a-ethinylestradiolu
modelovym organismem P. ostreatus

5.1.1 Degradace 17a-ethinylestradiolu in vivo

Bylo zjisténo, ze EE2 je houbou P. ostreatus degradovan v podminkach in vivo. Po
2 dnech inkubace bylo v kultiva¢nim médiu (kap. 4.1.3) detekovano pouze 17 % EE2 jak
ukazuje Obr. 8.

< 100 -
=
= 80 -
E
)§ 60 ,
=
£
\g 40 4
<
2
Z 20 - 1
)
: ]
a 0 -
Oh 48 h

Doba inkubace

Obr. 8: Ubytek EE2 v kultivacnim médiu po 48 hodindch inkubace.

Casovéa zavislost degradace EE2 v podminkach in vivo byla sledovéna v ramci
bakalaiské prace *%, kde byl potvrzen bytek EE2 v zavislosti na Gase inkubace. S cilem
nalézt metabolity EE2, vznikajici v podminkach in vivo, byla v ramci diplomové prace
zvolena 24 hodinova a 48 hodinova kultivace. Po separaci HPLC byl nalezen jeden
metabolit EE2 (Obr. 9 str. 49). EE2 byl eluovan v 25 minuté a PA v 11 minuté analyzy.

Met 1, ktery se nevyskytoval v zadném kontrolnim vzorku, m¢l reten¢ni ¢as 18 min.
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Obr 9: HPLC chromatogram kontrolniho vzorku (A) a vzorkuin vivo 24 hodinové
inkubace EE2 s kulturou P. ostreatus (B). V grafu je patrna shoda piku odpovidajici EE2
v 25 minuté a fenacetin (PA) v 11 minute (A1 B).

Jak ukazuje Obr. 9 ve vzorku in vivo 24 hodinové inkubace EE2 s kulturou
P. ostreatus se objevuji nové piky, z toho v 18 minuté¢ Met 1. Pik 2 ve 14 minuté se
vyskytoval u vsech kontrolnich vzorkl a i u extraktii z kultivaéniho média (kap. 5.1.1).
Jeho nizka tvorba u vzorku in vivo 24 hodinové inkubace EE2 s kulturou P. ostreatus miize
znacit jeho preménu do nékteré z latek nachazejici se za EE2. Ostatni piky se vyskytovaly

v kontrolnich vzorcich a jedna se nejspiSe o ¢asti biologického materialu.
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5.1.2 Identifikace metabolitu

Identifikace metabolitu EE2, ktery byl ziskan z experimentu in vivo (kap. 5.1.1)

byla provedena doc. RNDr. Miroslavem Sulcem, Ph.D. za pouziti hmotnostni
spektrometrie NALDI-ToF/ToF. Met 1 byl identifikovan jako hydroxylovany EE2.
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Obr. 10: Hmotnostni spektrum EE2 (A) a Met 1 OH-EE2 (B) vytvoreného houbou
P. ostreatus in vivo a identifikovaino NALDI-ToF-MS. Cervené jsou zobrazeny molekulové
ionty s navazanym H* a s odstépenou molekulou H,O. Fialové je vyznacen iont OH-EE2

S navazanym

H.
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Obr 10, str. 50 zobrazuje hmotnosti spektrum standardu EE2 a jeho
hydroxylovaného metabolitu. Na Obr. 10 (A) je vyznac¢en majoritni signal, ktery odpovida
molekulovému iontu 279,45 substratu EE2 po fragmentaci molekuly vody [M-H,O+H]".
Ostatni piky odpovidaji pozadi NALDI teré¢iku. Podobn¢ jako v piipadé substratu byl
nalezen na Obr. 10, str. 50 (B) pik, ktery svoji hmotnosti 277,48 odpovida molekulovému
iontu OH EE2 snavazanym vodikem po ztraté dvou molekul vody [M-2H,O+H]".
Molekulovy pik s hmotou 313,37 odpovida OH EEZ2 snavazanym atomem vodiku
[M+H]". Podobné vysledky poskytlo i kontrolni méfeni MS provedené s MALDI ionizaci
s DHB matrici provedené doc. RNDr. Miroslavem Sulcem, Ph.D. na AV, CR, v.v.i.

5.1.3 Degradace 17a-ethinylestradiolu in vitro

Pii studiu metabolismu EE2 ligninolytickou houbou P. ostreatus in vitro bylo
pracovano s MF izolovanou z mycelia, ktera byla/nebyla vystavena pusobeni EE2 pii
kultivaci. Izolace MF byla provedena postupem optimalizovanym v ramci piedchozi
bakalafské prace *®. MF byla izolovana ze 14 denni kultury houby P. ostreatus. Byla
ziskana MF nevystavena pusobeni EE2 (MF) a frakce exponovana EE2 (MFgg2). MF byla
charakterizovéana stanovenim koncentrace CYP a koncentrace proteint.

Koncentrace cytochromu P450 v izolované MFg byla 2,50 + 0,22 uM a u MFgg;
1,92+ 0,22 nuM. Koncentrace proteind byla 24,19 + 0,70 mg/ml u MFk a 25,48+0,93
U MFggo.

Degradace EE2 mikrosomalnim syst¢émem houby P. ostreatus byla studovana

v pfedchozich experimentech v ramci bakalaiské prace 138

. Postup analyzy vzorku ale
nezahrnoval extrakci ethylacetatem a nebyly nalezeny zadné metabolity EE2. Pozorovan
byl pouze tbytek EE2 v inkubacnich smésich nezavisle na pouzité mikrosomalni frakci.
V ramci diplomové prace bylo pristoupeno k dalsim degrada¢nim experimentim s cilem
overit preménu EE2 in vitro a blize prozkoumat mechanismus ptemény EE2. Pro separaci
EE2 byla vyvinuta HPLC metoda, popsana v kap. 4.3.4. HPLC chromatogram standardu

je zobrazen na Obr. 11 (A), str. 52.
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Obr. 11: HPLC chromatogram standardu EE2 a fenacetimu (PA) p#i pouZiti metody
uvedené v kap. 4.3.4, teplota 35°C , detekce 280 nm (A) a HPLC chromatogram vzorku
MF houby P. ostreatus s EE2 a GS (B). Za danych experimentdlnich podminek nebyla

pozorovdana zmena oproti kontrolnim vzorkiim.

Jako vnitini standard byl pouzit PA. Detekce probihala pfi vlnoveé délce 280 nm.
EE2 byl eluovan v retenénim ¢ase 23 minut a PA v ¢ase § minuty.

Za danych experimentalnich podminek enzymy mikrosomalni frakce houby
P. ostreatus nekatalyzovaly pteménu EE2 za pfitomnosti NADPH. Metabolity EE2 nebyly
pozorovany (Obr. 11, B). Inhibitory houbovych CYP 1-ABT a PBi nemély vliv na

charakter spektra.
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5 Vysledky

5.1.3.1 Degradace 17a-ethinylestradiolu in vitro a vliv kumen hydroperoxidu

Protoze peroxidy mohou byt alternativni donory kysliku v katalytickém cyklu CYP
(viz str. 24), byl do inkubacnich smési misto NADPH ptidan KHP. Na Obr. 12 jsou
uvedeny chromatogramy znazorfiujici analyzu kontrolniho  vzorku s kumen
hydroxyperoxidem (KHP) a inkubacni smési obsahujici MFgg; V ptitomnosti KHP. Pik,
vyznaceny na Obr. 12 B, ktery se v kontrolnich vzorcich nevyskytoval, by mohl byt
metabolit EE2.
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Obr. 12 : HPLC chromatogram kontroly s KHP (A) a vzorku obsahujici MFeg; houby
P. ostreatus s KHP (B). Pravdépodobny metabolit EE2 je zvyraznén cervené. Ostatni piky
(1,3,4) A i B nepochdzeji z metabolismu EE2 jedna se pravdépodobné o rozpadové latky
KHP.
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5 Vysledky

Potvrzeni tohoto vysledku by mohla poskytnout analyza UPLC/MS, ktera v ramci
predkladané prace vzhledem Kk nizké tvorbé tohoto metabolitu nebyla provedena, protoze
jiz nebyla k dispozici dalsi izolovand MF. Z ¢asovych divodi uz v ramci diplomové prace
nemohlo byt pfistoupeno ke kultivaci  novych  houbovych  kultur  houby
P. ostreatus a k izolaci MF. KHP ma tedy vliv na degradaci EE2, ovSem detailng;si

vysledky jsou predmétem dalSiho studia.

5.2 Studium metabolismu 17a-ethinylestradiolu
mikrosomalnim systémem laboratorniho potkana

Druhym modelovym organismem pro studium metabolismu EE2 Vv ramci této
diplomové prace byl laboratorni potkan. V experimentech bylo pracovano s mikrosomy,
kde jsou CYP majoritné zastoupeny. Jako hlavni produkt ptemény EE2 v lidském
a potkanim organismu je v literatufe uvadén 2-hydroxyderivat EE2 (viz str. 19). V ramci
predkladané diplomové prace byly nalezeny tii metabolity EE2 po inkubaci této slouceniny
s MF v piitomnosti NADPH, které jsou zobrazeny na Obr. 13, str. 55.

Detekce probihala pfi vinové délce 280 nm a EE2 byl eluovan za danych
experimentalnich podminek ve 23 minuté¢ HPLC analyzy.

Metabolity M x a M y m¢ly reten¢ni ¢asy 10 minut a 19 minut (majoritni metabolit
y), Obr. 13, str. 55. Majoritni metabolit y se tvofil témét ve 2,5-krat vétsim mnozstvi, nez
metabolit x. Tieti metabolit (M z) pravdépodobné nevznikd transformaci CYP, ale

neenzymatickou pfeménou EE2, jelikoZ byl nalezen i v kontrolnich vzorcich s mikrosomy.
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Obr. 13: HPLC chromatogram kontroly (A) a vzorku inkubacni smési obsahujici EE2, MF
nepremedikovaného laboratorniho potkana a NADPH-GS (B). Piky oznacené M x, M y
a M z jsou metabolity EE2. Ostatni piky nepochdzeji z metabolismu EE2.
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5 Vysledky

5.2.1 Identifikace metabolitd 17a-ethinylestradiolu systémem
UPLC-MS

Identifikace obou metaboliti EE2 (M y a M X) a jednoho transformac¢niho produktu
abiotické degradace (M z) byla realizovana metodou UPLC-MS. M¢ieni bylo provedeno
RNDr. Terezou Tylovou, Ph.D. na AV CR, v.v.i. Na zakladé hmotnostni analyzy byly
identifikovany oba metabolity EE2 jako jeho hydroxyderivaty (x-OH EE2) s tim, Zze se
jedna o rtizné izomery (hmotnostni spektra jsou pro oba metabolity stejna). Obr 14, str. 57
zobrazuje hmotnosti spektrum metabolitu y s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim modu
(ESI+) i v negativnim modu (ESI-). Majoritni pik na ose m/z odpovida svoji hmotnosti
295,17 molekulovému iontu y-OH EE2 s navazanym vodikem po fragmentaci molekuly
vody [M-H,0+H]". Molekulovy pik s hmotou 313,18 odpovid4d y-OH EE2 s navazanym
atomem vodiku [M+H]" (Obr 14, str. 57 A). Majoritni pik na ose m/z s hmotnosti 357,18
odpovida molekulovému iontu y-OH EE2 snavazanym aduktem kyselinou mravenci
a s odstépenym atomem vodiku [M+HCOOH-H]". Druhy oznaceny molekulovy iont svoji
hmotou 311,17 je y-OH EEZ2 s odstépenym atomem vodiku [M-H]" (Obr 14, str. 57 B).

Hmotnostni spektrum tfetiho transformac¢niho produktu (M z) s ionizaci
elektrosprejem v pozitivnim méodu (ESI+), ktery byl nalezen i v kontrolnich vzorcich, je
zobrazeno na Obr. 15, str. 58. Majoritni pik na ose m/z odpovida svoji hmotnosti 277,16
molekulovému iontu EE2-2H snavazanym vodikem po fragmentaci molekuly vody
[M-H,O+H]". V negativnim moédu (ESI-) kionizaci nedoslo. Tento metabolit byl
identifikovan jako dehydrogenovany derivat EE2. Vzhledem k jeho nizké tvorbé, ktera
byla blizko limitu detekce, nebyl tento metabolit dale studovan.
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Obr. 14: Hmotnostni spektrum majoritniho metabolitu y-OH EE2 vytvoreného ve vzorku
MF laboratorniho potkana méreno ESI+(A) a ESI-(B). Fialové je vyznacena hmota
metabolitu s navdazanym (A) a s odstépenym (B) H*. Cervené jsou zobrazeny majoritni piky

s odstépenou molekulou H>0O (A) a s navdazanym aduktem kyseliny mravenci (B).
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Obr. 15: Hmotnostni spektrum M z Vytvoreného ve vzorku MF laboratorniho potkana

méreno ESI+.Cervené je zobrazen majoritni s pik odstépenou molekulou H,O.

5.2.2 Casova zavislost premény 17a-ethinylestradiolu cytochromy
P450 potkanich mikrosomu

Byl sledovan vliv doby inkubace na pfreménu EE2 a tvorbu obou metabolitli
(y-OH EE2, x-OH EE2) mikrosomy nepremedikovanych potkant po dobu az 60 minut
(Obr. 16, str. 59). Z grafu lze ur¢it, Ze dochazelo k linearnimu ubytku mnozstvi EE2 az do
15 minuty inkubace. Na Obr. 17, str. 59 jsou zobrazeny vysledky znazornujici tvorbu obou
metabolith EE2 v zavislosti na dobé inkubace. Vysledky ukazuji, ze tvorba obou
metaboliti linearné vzrastala po dobu 10-15 minut inkubace. Delsi doba inkubace se jevila
bez vlivu na pfirtstek obou metabolitt. Pro dalsi experimenty byla zvolena doba inkubace

15 minut.
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Obr. 16: Casova zavislost premény EE?2 katalyzoviana CYP potkanich mikrosomii.
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Obr. 17: Zavislost tvorby metabolitit EE2 (x-OH EE2 nahore, y-OH EE2 dole) na dobé

inkubace méreno s mikrosomy nepremedikovanych potkanii.
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5.2.3 Uréeni Km premeény 17a-ethinylestradiolu

Kinetika pfemény EE2 byla studovana s pouzitim mikrosomt nepremedikovanych
potkanti za podminek uvedenych v kap. 4.3. Byl sledovan pfirtstek tvorby hlavniho
metabolitu y-OH EE2, vzhledem k jeho vyssi tvorbé. Na Obr. 18 je uvedeny graf kinetiky
pfemény EE2 a reciproky vynos danych hodnot. Z reciprokého vynosu dle Lineweavera
a Burka byla stanovena Michaelisova konstanta Km pfemény EE2 jaternimi mikrosomy
potkana 20 uM. Pro dalsi experimenty byla zvolena koncentrace substratu 2,5 x vySsi nez
Km (aby byl enzym substratem nasycen a rychlost reakce udavala aktivitu enzymu) tedy 50
uM EE2.
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Obr. 18: Kinetika premény EE2 nepremedikovanymi jaternimi mikrosomy v zavislosti na
koncentraci substratu 10, 20, 50, 100 200 a 400 uM (A). Dole (B) je uveden reciproky

vynos danych hodnot, ze kterého byla vypocitana Km.
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5 Vysledky

5.2.4 ldentifikace isoforem cytochromi P450 zodpovédnych za
metabolismus 17a-ethinylestradiolu

5.24.1 Vliv induktorit cytochromG P450 na  metabolismus
17a-ethinylestradiolu

K identifikaci forem cytochrom P450 podilejicich se na metabolismu EE2 byly
vyuzity specifické induktory konkrétnich forem cytochromi P450. Byly pouzity
mikrosomy potkanti premedikovanych fenobarbitolem (indukce podrodiny CYP2B a 2C),
Sudanem | (CYP1A), ethanolem (CYP2E1) a pregnenolon-16a-karbonitrilem (CYP3A).
Kontrolni mikrosomy pochazely z nepremedikovanych zvifat. Metabolity EE2 tvofené
v inkubacénich smésich byly separovany HPLC podle podminek uvedenych v kap. 4.3.4.

Na Obr. 19 je znazornén vliv induktort CYP vzhledem ke Kkontrolnim

mikrosomum.
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Obr. 19: Viiv induktorii cytochromii P450 na tvorbu dvou metabolitit EE2 pri pouZiti
mikrosomii nepremedikovanych potkanii a premedikovanych Sudanem | (CYP1A)
fenobarbitalem (PB), (CYP2B,2C) ethanolem (EtOH) (CYP2E1l) a pregnenolon-/6o-
karbonitrilem (PCN) (CYP3A).
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Jak je z grafu patrné (Obr. 19, str. 61), formace majoritniho metabolitu y-OH EE2
byla zvysena pii pouziti mikrosomt potkanti premedikovanych ethanolem (CYP2EL) a to
0 45 % vzhledem ke kontrole. U mikrosomt premedikovanych PB (CYP2B/C) se jednalo
0 32 % narast.

Zvysend tvorba minoritniho metabolitu x-OH EE2 byla pozorovdna pii pouziti
mikrosomi potkanid premedikovanych fenobarbitalem (CYP2B/C) a PCN (CYP3A).
Nartst oproti kontrolnim mikrosomim je 56% u mikrosomi potkana premedikovanych
fenobarbitalem a 47% u mikrosoma potkana premedikovanych PCN. Mikrosomy potkana
indukovaného ethanolem a Sudanem I jsou mén¢ ucinné oproti kontrolnim mikrosomtim
a tvorba metabolitu x-OH EE2 je zde niz$i vzhledem ke kontrolnim mikrosomtim.

Z dosazenych vysledkl lze usuzovat, Ze na metabolismu EE2 se podileji zejména

cytochromy podrodiny 2B, 2C a 2E a ¢aste¢né téz CYP 3A.

5.2.4.2 Vliv inhibitort cytochromi P450 na metabolismus
17a-ethinylestradiolu

Dalsi metodou pro zjiSténi zapojeni konkrétnich isoforem CYP podilejicich se na
metabolismu EE2 bylo pouziti specifickych inhibitorit CYP. Byly vybrany inhibitory
CYP1A  (o-naftoflavon), 2B  (adamantan), 2C  (sulfafenazol),  2A/2El
(diethyldithiokarbamat) a 3A (ketokonazol). K odliseni typu inhibice byly zvoleny dva
pfistupy. V prvnim piipadé byly inkubaéni smési obsahujici potkani jaterni mikrosomy se
specifickym inhibitorem 10 minut preinkubovany s NAPDH podle podminek uvedenych
v kap. 4.3.2. V druhém ptipadé byly preinkubovany mikrosomy s inhibitorem za stejnych
podminek jako v prvnim ptipad€, ovSem bez pifitomnosti NADPH. V obou ptipadech byl
EE2 pfidan do inkubaéni smési po 10 minutové preinkubaci.

Vysledky ukazuji (Obr. 20, str. 63), ze tvorba majoritniho y-OH EE2 byla
inhibovana adamantanem a ketokonazolem pii pouziti obou typt protokoli. Pfi
preinkubaci s NADPH byl jejich inhibi¢ni G¢inek prohlouben, adamantan inhiboval se
100 % ucinnosti, ketokonazol s 63 % ucinnosti vzhledem ke kontrole. Pii absenci NADPH
béhem preinkubace inhibovaly oba inhibitory ze 75 % vzhledem ke kontrolam. Ostatni
inhibitory (a-naftoflavon, DDTC a sulfofenazol) neovlivnily pfeménu EE2 smérem

k tvorbé y-OH EE2 pii preinkubaci mikrosomt bez NADPH, naopak slab& tvorbu tohoto
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metabolitu stimulovaly. Po preinkubaci s NADPH inhibovaly DDTC (75 %)
a sulfafenazol (82 %) vzhledem ke kontrolam.

Ziskané vysledky v této studii ukazuji, ze CYP2B a 3A by mohly byt zapojeny do
tvorby metabolitu y-OH EE2.
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Obr. 20: VIiv inhibitorii CYP na tvorbu metabolitu y-OH EE2 s preinkubaci s nebo bez
NADPH V potkanich jaternich mikrosomech. PouZité inhibitory byly adamantan,
a-naftoflavon (a-NF), ketokonazol (KK), diethyldithiokarbamat (DDTC) a sulfafenazol

(sulfafen.).

Na obrazku 21, str. 64 jsou uvedeny vysledky ze stejného experimentu pro tvorbu
metabolitu x-OH EE2. VSechny pouzité inhibitory sniZzovaly tvorbu tohoto metabolitu,
avSak s rGznou ucinnosti. Pfi preinkubaci v pfitomnosti NADPH inhibovaly nejsilnéji
adamantan (inhibitor CYP2B) a to se 100 % t¢innosti a DDTC (inhibitor CYP2E1) s 61 %
ucinnosti. Bez preinkubace s NADPH byla jejich inhibi¢ni schopnost snizena. Toto zjiSténi
je vsouladu s moznosti, ze béhem preinkubace se mohou tvofit reaktivnéj$i metabolity
téchto inhibitort, které inhibuji CYP 2B, 2A a 2E1. Ketokonazol (inhibitor CYP3A) a a-

naftoflavon (inhibitor CYP1AT1) vykazovaly inhibi¢ni u¢inek pti pouziti obou
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typti protokolii. Ketokonazol inhiboval tvorbu x-OH EE2 v obou pfipadech téméi s 60 %
ucinnosti, a-naftoflavon pouze s 20 % ucinnosti. To poukazuje na zapojeni CYP1A a 3A
Vv procesu tvorby x-OH EE2. V piipadé pouziti inhibitoru sulfafenazolu (inhibitor 2C),
nemohl byt metabolit x-OH EE2 detekovan, jelikoz piti HPLC analyze sulfafenazol a jeho

metabolity byly eluovany ve stejném case jako tento metabolit.
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Obr. 21: Inhibice tvorby metabolitu x-OH EE2 vybranymi inhibitory CYP pri preinkubaci
snebo bez NADPH V potkanich jaternich mikrosomech. Sulfafenazol (#) interferoval s

X-OH EE2, nemohla byt tedy jeho plocha vyhodnocena.

Vysledky potvrdily roli CYP 3A a zaroven poukéazaly i na moznou roli CYP 1A
V tvorbé metabolitu X -OH EE2.
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5.24.3 Oxidace 17a-ethinylestradiolu potkanimi  rekombinantnimi
cytochromy P450 Supersomalniho ™ systému

DalSim pfistupem zvolenym pro ovéteni identifikace CYP participujicich na
oxidaci EE2 bylo pouziti potkanich rekombinantnich CYP exprimovanych
v Supersomech™. Konkrétn& byly pouzity CYPIA1, 1A2, 2A1, 2A2, 2B1, 2C6, 2C11,
2D1, 2D2, 2E1, 3A1, 3A2. Inkubacni smési byly piipraveny podle postupu uvedeného
v kapitole 4.3.3. V tomto piipadé probihala oxidace EE2 svelmi malou ucinnosti
(Obr. 22). Efektivita pfemény byla niz$i ve srovnani s kontrolnimi mikrosomy s vyjimkou
CYP 2A2 a 2C6. Kromé& CYP1A1 katalyzovaly hydroxylaci EE2 na minoritni metabolit
X-OH EE2 vsechny formy cytochromi P450, kdy nejvétsi efektivitu vykazovaly formy
CYP2A2 a 3A2. Pfeména EE2 na metabolit y-OH EE2 byla pozorovana u 2C6/2C11 a
Castetné¢ 2D1 a 3Al1/2. Mnozstvi y-OH EE2, katalyzované¢ CYP2C6, bylo téméf
dvojnéasobné oproti kontrolnim mikrosomim.

Vysledky z této ¢asti prace ukéazaly na roli CYP2C6 a CYP 2C11 v oxidaci EE2 na
y-OH EE2 a potvrdily roli CYP3A. V piipadé metabolitu x-OH EE2 byla potvrzena role
CYP2A2 a 3A2. Uloha CYP1A1 a 2B nebyla v tomto experimentu ovéfena.
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Obr. 22: Oxidace EE2 potkanimi rekombinantnimi cytochromy P450 v Supersomech™ a

mikrosomy nepremedikovanych potkanii (MS).
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5.3 Studium vlivu 17a-ethinylestradiolu na metabolismus
pfirozenych hormonu

Dale byl sledovan vliv syntetického EE2 na metabolismus dvou vybranych
steroidnich hormont testosteronu a progesteronu. 6f-hydroxylace progesteronu
a testosteronu je specificka pro aktivitu CYP3A ', zatimco 21o- a 16a-hydroxylace
progesteronu je katalyzovana CYP2C '*. Pro studium piipadné inhibice metabolismu
testosteronu a progesteronu EE2 bylo opét vyuzito dvou pfistupti. V prvnim piipad¢ byly
mikrosomy preinkubovany s EE2 a NADPH, v druhém piipadé bez NADPH a testosteron

¢1 progesteron byl vzdy piidan aZ po preinkubaci.

5.3.1 Vliv 17a-ethinylestradiolu na metabolismus testosteronu

Nejprve byl sledovan ucinek EE2 na 6B-hydroxylasovou aktivitu mikrosomut
nepremedikovanych potkanti. Tato reakce je specifickd pro CYP3A. Vysledky (Obr. 23)
naznaCuji, ze v ptipadé postupu preinkubace s NADPH dochazi k inhibici tvorby
metabolitu 6p-hydroxytestosteronu a to s 50 % ucinnosti. Pokud byly vzorky inkubovany
bez pritomnosti NADPH, nebyl shledan vliv EE2 na tuto reakci oproti kontrole.
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Obr. 23: Viiv pridavku EE2 na 6f-hydroxylaci testosteronu u jaternich mikrosomii

nepremedikovamych potkanii.
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Ziskané vysledky ukazuji na skute¢nost, ze 6B-hydroxylaci testosteronu mohou
inhibovat metabolity EE2, vytvorené pti inkubaci EE2 s NADPH a mikrosomalni frakci.

5.3.2 Vliv 17a-ethinylestradiolu na metabolismus progesteronu

Na Obr. 24 jsou uvedeny vysledky tvorby tfi znamych metabolitd progesteronu po
inkubaci s rizné preinkubovanymi vzorky u kontrolnich mikrosomu, které pochazely
z nepremedikovanych zvirat. Tvorba metabolitd 16a-hydroxyprogesteronu
a 21a-hydroxyprogesteronu je snizena pii preinkubaci s EE2 a NADPH, bez preinkubace
S NADPH nebyl inhibi¢ni vliv pozorovan. Oproti tomu inhibice tvorby metabolitu
6B-hydroxyprogesteronu byla pozorovana pii pouZiti obou postupli a to shodné s 67 %

uéinnosti.
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Obr. 24: Viiv pridavku EE2 na tvorbu metabolitii progesteronu.
Z grafu Ize vy¢ist, Ze EE2 mize pusobit jako reverzibilni inhibitor 6B-hydroxylace

progesteronu, jelikoz tvorba metabolitu 6B-hydroxyprogesteronu je lehce pozastavena

oproti kontrole nezavisle na preinkubac¢nim pfistupu.
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Synteticky estrogen 17a-ethinylestradiol (EE2) je aktivni slozkou hormonalnich
peroralnich pilulek, které jsou v soucasnosti nejoblibenéj$i a nejrozsifenéjsi formou

antikoncepce ***°. EE2 je vylucovan z organismu ve formé& konjugatti (glukuronidové,

94-95

sulfatované ), které jsou biologicky neaktivni ', a aste¢nd i v nepfeménéné podobé&

4596 V procesu cisténi odpadnich vod dochazi k nedokonalému odstranéni téchto

konjugatu, které mohou byt nasledné pfeménény zpét na volny EE2. ZvySujici se
koncentrace EE2 zejména v odpadnich a povrchovych vodach ma silny negativni G¢inek na

Zivotni prostiedi **°. EE2 pusobi jako EDc (endokrinn& disruptivni latka), napodobuje

147-149

pfirozené hormony a narusuje pfirozenou ¢innost hormondlnich Zlaz . Prokédzané

negativni G¢inky byly nalezeny u vodnich organismua 49,58-61,150

38,41,151

a predpoklada se, ze EE2
muze mit i negativni vliv na lidsky organismus

Nejenom V posledni dobé jsou proto zkoumany moznosti odstranéni EE2 ze
zivotniho prostfedi °. Rozsifeni soucasnych znalosti o transformaci EE2 je dileZité pro
sledovani pfipadnych negativnich u¢inkt EE2 na lidsky organismus. Proto bylo cilem této
diplomové prace studium metabolismu EE2 u dvou vybranych modelovych organismtl.
Prvni modelovy organismus, ligninolyticka houba P. ostreatus, znama pod ceskym nazvem
hliva ustfi¢na, patii mezi organismy majici slibné biodegrada¢ni schopnosti 8182152 Druhy
modelovy organismus, laboratorni potkan, slouzil jako model studia metabolismu EE2
V lidském organismu.

V prvni Casti pfedkladané diplomové prace bylo navazano na piedchozi studium
degradacniho potencidlu ligninolytickych hub, ktery byl studovan v ramci bakalaiské prace

138 Ligninolytické houby produkuji extracelularni ligninolytické enzymy (peroxidasy,

76,153

oxidasy), které umoziuji rozkladat lignin . Kromé& toho degraduji houby bilé hniloby

. s . onr o 154-157
1 velkou Skélu environmentéalnich polutanti >415

77,157

, jsou proto studované kvili moznosti
odstranéni vybranych EDc z prostiedi . Predpoklada se, ze degradace EDc vyzaduje
kromé& vySe zminénych extracelularnich enzymti 1 zapojeni intracelularnich enzymatickych
systémii . OvSem nékteré studie uvadsji, 7e pii degradaci polutanti nemusi byt
V pocatecni fazi extracelularni ligninolytické enzymy vzdy zapojeny, klicovou roli by tedy
hraly intracelularni enzymy, zejména CYP *™°. V ramci této prace byl proto studovan

degradaéni potencial vici EE2 jak in vivo, tak in vitro. Cajthaml a kol.® studovali
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8 ligninolytickych hub a jejich schopnost odstranit EE2 z kultivacniho média, kdy nejvétsi
efektivitu pfemény vykazovaly houby Irpex lacteus, Pleurotus ostreatus a Pycnoporus
cinnabarinus. Jako vhodny modelovy zastupce ligninolytickych hub pro studium
degradace EE2 byl proto vybran P. ostreatus, ktery vykazoval degradac¢ni potencial
I vjinych studiich vypracovanych v laboratofi environmentalni biotechnologie, na AV,
CR, V.V 161_162.

In vivo degradace EE2 houbovou kulturou byla pozorovana v ptedchozi bakalaiské
préaci. Po 24 hodinach inkubace bylo detekovano 48 % EE2 a po 48 hodindch pouze 5 %
vici kontroldm. Degradace byla ovSem v obou pfipadech stanovena pouze z ubytku
substratu EE2. Ve smési, kde teoreticky miize dochéazet k sorpci EE2 na proteiny obsazené
v inkuba¢ni smési, byla nejprve v ramci predkladané prace potvrzena degradace in vivo
a byly hledany produkty degradace. Byla ovéfena schopnost ligninolytické houby
P. ostreatus transformovat EE2 in vivo, a to stanovenim tbytku EE2 v kultivaénim médiu
po 2 dnech, kdy byl tedy EE2 transformovan velmi G¢inné. HPLC analyzou inkubaéni
smési obsahujici EE2 a kulturu P. ostreatus byl nalezen a identifikovan MS jeden
metabolit. Nalezeny metabolit byl hydroxylovany EE2, kdy ptesna pozice OH skupiny je
predmétem dalsi studie. Ziskany vysledek je v souladu s vysledky v praci Kfesinové %,
kde autofi kromé jinych metabolitti identifikovaly v kultufe in vivo také hydroxylovany
EE2. In vivo pokusy potvrdili slibné biodegrada¢ni schopnosti P. ostreatus vici EE2, jak
jiz bylo zminé&no v jinych studiich *001%,

Jelikoz byla diskutovana i mozna role houbovych cytochromi P450 pfi
metabolismu EE2 ', bylo vdalsi &asti diplomové prace piistoupeno K izolaci
mikrosomalni frakce houby P. ostreatus a ke studiu degrada¢niho potencialu samotné MF.
Izolovana byla mikrosomalni frakce kontrolni a frakce vystavena pii kultivaci plsobeni
EE2, s cilem indukovat enzymy, které by mohly degradaci EE2 prohloubit, jak jiz bylo
v literatufe popsano i u jinych substrati 2. 1zolace houbovych cytochromil P450 je velmi
obtizny proces vzhledem k jejich nizké stabilité a nizké Grovni exprese 8, piesto byla
V izolovanych mikrosomalnich preparatech detekovéana aktivni forma cytochromu P450
i kdyz jeho koncentrace byla velmi nizka. Indukce mikrosomalnich enzymt, které by se
mohly degradace zucastnit, nebyla prokazana. V piedchozich experimentech, Vv rdmci

bakalaiské prace, nebyla transformace EE2 pln¢ vysvétlena a interpretace vysledkt nebyla
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. <, 138
zcela jednoznacna

, proto bylo vramci ptredkladané prace navazano na studium
degradacniho potencialu MF houby P. ostreatus. V naslednych degrada¢nich
experimentech byly hledany metabolity EE2 a pfipadné mély byt porovnany s metabolitem
nalezenym v in vivo pokusech. Za danych experimentalnich podminek, Vv inkuba¢nich
smésich obsahujicich EE2, MF a NADPH, nebyly pozorovany degrada¢ni produkty ani
nebyl shledan ubytek EE2. Inhibitory houbovych CYP (1-ABT a PBi) nemély vliv na
preménu EE2. V tivahu je ale nutno brat i samotnou u¢innost houbovych cytochroma P450
vzhledem K jejich nizké stabilité a nizké Grovni exprese. Studie, které se zabyvaly tlohou
cytochromi P450 v bunikdch hub pfi metabolismu EDc a které predpovédély klicovou roli
téchto enzymu, pouzivaly nepifimé dikazy, zejména inhibovaly inkubacni smési
specifickymi inhibitory cytochromii P450 a to vyie zmindnymi 1-ABT anebo PBi 161164,
Tento typ dikazu zapojeni houbovych cytochromti P450, ktery je casto pouzivan
122-123165-186 homusi byt oviem vzdy spolehlivym ukazatelem nezbytné role téchto enzymi.
Konkrétng inhibitor PBi vykazuje inhibiéni vlastnosti i viigi celé fadé peroxidas **', miize
tedy inhibovat i ligninolytické enzymy, které jsou houbami bilé hniloby Casto sekretovany
do media’®®*®. V posledni fadé je také nutné podotknout, Ze v literatufe zatim neni znama
studie, ktera by prokazala degradaci EE2 za pouziti izolované mikrosomalni frakce
ligninolytické houby, coz bylo pfedmétem piedkladané diplomové prace.

V degradac¢nich experimentech byl do nékterych smési ptidavan koenzym NADPH.
V ptipadé absence koenzymu NADPH byly pozorovany zmény pii HPLC analyze
v chromatogramu, ovSem interpretace vysledki je velmi obtizna vzhledem
k nesymetrickému rozlozeni piku. V tomto pifipadé je potieba detailngjsi studie, ovSem
pokud by byla potvrzena domnénka, ze absence NADPH v degradacnich experimentech by
mohla vést k u¢inng&jsi preméné EE2 MF houby P. ostreatus, mohlo by to poukazovat na
existenci neobvyklych forem houbovych CYP, které maji NADPH, jakoZto donor
elektront vdzany na jednu z proteionovych domén, coZ je popsano v praci Sona a kol. 1o,
V dals§im experimentu byl misto koenzymu NADPH piidavan KHP, ktery slouzi jako
kofaktor pfi peroxidasové aktivite¢ CYP. V tomto ptipadé byl nalezen moZny transformacni
produkt EE2, jehoz mnozstvi bylo ov§em velmi nizké a proto identifikace pomoci UPLC-
MS nebyla vzhledem k nedostatku izolované MF a z casovych duvodu provedena.
Predmétem dal$i studie proto mtze byt pravé vliv  KHP na metabolismus EE2

katalyzovany CYP houbou P. ostreatus a piipadné¢ samotné mikrosomdlni frakce na
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degradaci EE2 a jinych EDc. Role houbovych CYP nebyla tedy v téchto experimentech
plné objasnéna, ovSem P. ostreatus se jevi jako vhodny kandidat studia biotransformace
EE2 in vivo v praxi.

Druhym modelovym organismem pro studium metabolismu EE2 in vitro byly
samci laboratornich potkanti kmene Wistar. Cilem této casti piedkladané prace bylo
identifikovat konkrétni formy mikrosomalnich CYP podilejici se na transformaci EE2
a analyzovat metabolity EE2, pfispét tedy k detailnéj§imu prozkoumani metabolismu EE2
in vitro u savcu.

Nejprve byla ovétena schopnost degradace EE2 MF laboratorniho potkana. EE2 byl
pfeménovan na téi metabolity. Uvedené metabolity byly nasledné charakterizovany MS
a z charakteru ziskanych spekter byly identifikované jako y-OH EE2 (majoritni metabolit),
X-OH EE2 (minoritni metabolit), kdy se jednalo o rtzné izomery. Treti metabolit,
dehydrogenovany EE2, vznikal neenzymovou pfeménou a jelikoz jeho mnozstvi bylo
blizko limitu detekce, nebyl dale vyhodnocovan. Majoritni metabolit y-OH EE2 by
s nejvetsi pravdépodobnosti mohl byt 2-hydroxyethinylestradiol, hlavni produkt pfemény
EE2 . Minoritni metabolit x-OH EE2 by dle jeho chromatografickych vlastnosti mohl

byt 4-hydroxyethinylestradiol '

. Nicmén¢, identifikace presné pozice hydroxylové
skupiny (napf. uzitim techniky nukledarni magnetické rezonance) by mohlo byt také
pfedmétem dalSich studii.

CYP jsou enzymy inducibilni, 1ze tedy v mikrosomalni frakci zvysit zastoupeni
danych isoforem pouzitim specifickych induktorti. Prvnim zvolenym pfistupem pro
identifikaci  konkrétnich forem CYP bylo tedy pouziti mikrosomi potkant
premedikovanych fenobarbitalem (indukce podrodiny CYP2B a 2C '), Sudanem |
(induktor CYP1A *"#173) ethanolem (CYP2E1 ™), pregnenolon-16a-karbonitrilem (CYP
3A ') a mikrosomy nepremedikované, tedy kontrolni. Stimulace tvorby obou metaboliti
EE2 byla pozorovéana u mikrosomt premedikovanych PB. V piipadé mikrosomu potkani
premedikovanych EtOH byla zvysena tvorba pouze y-OH EE2, Xx-OH byl nejucinnéji
pfeméilovan mikrosomy potkant premedikovanych PCN. Z téchto vysledki vyplynulo
zapojeni CYP podrodin 2B, 2C, 2E a 3A do metabolismu EE2, coz koresponduje
s vysledky jinych autort, ktefi ptedpoveédéli zapojeni piedevsim formy CYP3A, CYP2C
aCYP 2E "7,
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Pro dalsi uptesnéni, které formy CYP se ucastni metabolismu EE2, byl v dalsi casti
prace sledovan vliv specifickych inhibitordt CYP. Pouzity byly inhibitory CYP1A
178) 179) 180), 2A/2E1

(diethyldithiokarbamat '®') a 3A (ketokonazol ®). Zaroveti byl studovan i mechanismus

(a-naftoflavon , 2B (adamantan , 2C  (sulfafenazol
inhibice, kdy byly mikrosomy s danym inhibitorem 10 minut preinkubovany s NADPH
a vysledky porovnany s postupem, kdy byly mikrosomy preinkubovany s inhibitorem bez
NADPH. Tento postup je vyuzivan pro zjisténi, zda je v procesu inhibice uc¢inny samotny
inhibitor ¢i jeho metabolity, tedy zda mize pusobit jako tzv. ,,sebevrazedny substrat®.
Inhibitor a-NF (inhibice CYP 1A), ktery stimuloval tvorbu metabolitu y-OH EE2, ma
kromé& inhibi¢niho vlivu na CYPIA také stimulacni vliv na jinou formu CYP, konkrétné
pusobi jako aktivator CYP3A. Vysledky naznalily dalezitou roli CYP3A zejména pfi
hydroxylaci na y-OH EE2 (pravdépodobné 2-OH EE2), coz se shoduje s vysledky jinych

o 98,126

autor , ale zaroven potvrzuji 1 zapojeni dalSich forem CYP a to zejména CYP2E, 2B

do metabolismu EE2'%1%

. Déle vysledky z inhibi¢nich studii naznacili zapojeni CYP1A
a 3A v procesu tvorby minoritniho metabolitu x-OH EE2, jelikoz dané inhibitory (a-NF
a ketokonazol) inhibovaly shodn¢ pii pouziti obou protokolt, kdy se pravdépodobné miize

jednat o mechanismus reverzibilni inhibice. Oproti tomu Vv prub¢hu preinkubace inhibitora

adamantanu a DDTC s NADPH by se mohly tvofit reaktivnéjsi metabolity inhibitoru, které
maji veétsi inhibiéni vliv na metabolismus EE2 nez samotny inhibitor, jelikoz jejich
inhibi¢ni schopnost byla v tomto ptipad€ zvysSena.

Souhrnné vysledky z inhibi¢nich a indukénich studii predpovédéli roli CYP1A, 2A,
2B, 2E1 a 3A v procesu tvorby x-OH EE2 zatimco tvorba majoritniho metabolitu y-OH
EE2 byla pozorovana u CYP 2C, 3A a castetné CYP 2B a 2E1. Tato zjisténi nejsou
vrozporu s literaturou, nicméné je nutné podotknout, Ze interpretace vysledk
z inhibi¢nich studii miZe byt n€kdy obtizna, jelikoZ u urcitého substratu jeden inhibitor
muze byt efektivnéjsi nez druhy.

Dalsim krokem pro potvrzeni, které CYP se podileji na metabolismu EE2, bylo
vyuziti potkanich rekombinantnich CYP. Pfeména EE2 byla v tomto pfipadé velmi mala.
Uvedené vysledky potvrdily zapojeni podrodiny CYP3A, 2A a zaroven ukazuji i na roli
CYP2C.
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V posledni casti prace byl sledovan mozny vliv EE2, exogenni EDc, na
metabolismus dvou vybranych steroidnich hormont, které patii mezi endogenni EDc.
Zatim je znamo jen malo informaci ohledn¢ G¢inkii EDc na metabolismus steroidnich
hormonii **. VIiv EE2 na metabolismus testosteronu a progesteronu bylo sledovano
prostiednictvim 6B-hydroxylace progesteronu a testosteronu, coz je reakce specificka pro
aktivitu CYP3AM* a 21 hydroxylace progesteronu, kterd je katalyzovana CYP2C *.
Inhibice oxidace obou hormoni EE2 byla opét sledovana dvéma pftistupy. V prvnim
pfipad¢ byla inkubacni smés preinkubovana s NADPH a EE2, v druhém ptipadé bez
NADPH, kdy byly oba hormony ptidany az po nésledné preinkubaci. Tento zvoleny
pfistup mize objasnit, zda EE2 plsobi jako reverzibilni inhibitor nebo jako inaktivator
Cyp 130131

EE2 za danych experimentalnich podminek inhiboval metabolismus testosteronu
pouze V ptritomnosti NADPH pii preinkubaci. Pozorovany inhibi¢ni vliv mulze byt
zpusoben tvorbou reaktivnéjSiho metabolitu EE2 vznikajiciho pouze v pfitomnosti
substratu (testosteronu), kdy se tento metabolit mize kovalentné vazat na CYP3A.
Podobny zavér lze najit i ve studii Lina *?°, ktery zjistil, 7¢ EE2 inaktivuje 6p-hydroxylaci
testosteronu u lidského CYP3A4.

V ptipadé progesteronu byla tvorba metabolitu  6B-hydroxyprogesteronu
inhibovana oproti kontrole nezavisle na preinkubacnim protokolu. Inhibice
21- a 160- hydroxylace progesteronu byla pozorovana pouze pii preinkubaci s NADPH.
Tyto vysledky naznacuji, Zze EE2 ptisobi jako inhibitor aktivity CYP3A (6p-hydroxylace
progesteronu), zatimco jeho metabolity mohou ovliviiovat aktivitu CYP2C
(21- a 160- hydroxylace progesteronu). Tyto vysledky se shoduji s vysledky jinych autori
186, ktefi naznacili, Zze EE2 se muze kovalentné vazat na CYP2C11.

Vzhledem k ziskanym poznatkiim a diky klinickému vyznamu této latky by méla

byt studiu metabolismu EE2 kladena velka pozornost.

73



7 Souhrn

7 Souhrn

Vysledky dosazené v této diplomové praci lze shrnout nasledovné:

v

Ligninolyticka houba P. ostreatus je schopna efektivné degradovat EE2 in vivo, kdy

byl nalezen jeden hydroxylovany metabolit EE2.

In vitro degradace EE2 za pouziti samotné izolované mikrosomalni frakce P. ostreatus
nebyla pozorovana. Ulohu CYP v mechanismu degradace se tedy nepodafilo objasnit.

Pravdépodobné je nutna kooperace vice enzymovych systémi nez samotnych CYP.

EE2 byl metabolizovan potkanim mikrosomalnim systémem na dva hydroxylované

metabolity.

Vysledky z indukénich a inhibiénich studii ptedpovédély dilezitou roli CYP3A, CYP
2A, 2B a 2C v metabolismu EE2 in vitro.

Z metabolickych studii s pfirozenymi hormony vyplynulo, ze EE2 muze pisobit jako

inhibitor aktivity CYP3A in vitro, zatimco jeho metabolity mohou modulovat aktivitu
CYP2C.
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