Stanoveni stability 1éCiv v lidském téle pomoci metod
kapilarni elektroforézy

C9320 Metody biochemického vyzkumu - laboratorni cviceni

Kazdy organismus je ve svém zivotnim prostiedi vystaven ptisobeni mnoha chemickych latek.
Proto se v pribchu evoluce vytvoril obranny enzymovy mechanismus, ktery pomoci
metabolické pfemény zvysuje polaritu lipofilnich latek a umoziuje tak jejich vylouceni z téla.
Z pohledu ¢lovéka je vyznamné, Ze stejnym procesem prochazi také aktivni slozky 1é¢iv, tedy
latky zamérné aplikované, kdy aktivita obrannych enzymii vede predevsim ke snizeni uc¢inku
téchto sloucenin. Cytochromy P450 ptedstavuji zakladni pilit enzymového aparatu
zodpovédného za biotransformaci, proto je vztah kandidatni latky a hlavnich lidskych
isoforem cytochromi P450 testovan jiz v ranych fazich vyvoje novych 1é¢iv. Cilem této ulohy
je prezentace rychlého, univerzalniho stanoveni stability modelové slouceniny vici jaternim
cytochromim P450 astanoveni hlavnich isoforem zodpovédnych za jeji metabolismus
metodami kapilarni elektroforézy.

1. Teoreticky uvod

Cytochromy P450 (CYP)

CYP predstavuji pocetnou skupinu enzymt, které byly nalezeny témét ve vSech zivych
organismech. Jednd se o membranové vdzané enzymy, které jsou u ¢lovéka v ramci bunky
lokalizovany v endoplazmatickém retikulu. V téle je jejich nejvys$i mnozstvi v jatrech,
v mensi mife se pak nachazeji v dalSich organech, jako jsou napf. stieva nebo plice.
Zodpovidaji za metabolismus jak endogennich (napf. steroidnich hormont, vitaminu D,
zluovych kyselin, atd.), tak i exogennich latek (napf. 1éCiva, xenobiotika, atd.). Obecna
rovnice jejich funkce je popsdna nize, avSak kromé hydroxylace mohou také katalyzovat
celou fadu dalSich oxidac¢nich, oxygenacnich a redukcnich reakei s vyuzitim molekularniho
kysliku jako oxida¢niho substratu:

CYP
RH + NADPH + H" + 0O,——— ROH + NADP" + H,0

V pribéhu reakce CYP S$tépi molekulu kysliku, kdy jeden ze ziskanych atoml je
inkorporovan do molekuly substratu (RH) a druhy do molekuly vody. Hydroxylovany produkt
reakce (ROH) je poté bud’ jiz dostate¢né polarni a tedy rozpustny ve vodé, aby mohl byt z téla
vyloucen piimo, nebo postupuje do dalSich fazi biotransformace, kdy je na funkéni -OH
skupinu vazana mald molekula endogenniho ptvodu, ktera dale zvySuje polaritu konjugatu
a usnadnuje tak jeho vylouceni. Po reakci dochazi k regeneraci aktivniho mista enzymu, kdy
je oxidovany atom Zeleza hemu redukovéan elektronem z NADPH, ktery na CYP pienasi



NADPH:cytochrom P450 reduktasa. Cely tento proces lze zjednodusen¢ znazornit
nasledujicim schématem:
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Unikatni schopnost CYP, tedy aktivovat a $té€pit molekulu kysliku, vychazi z thiolové vazby
mezi atomem Zeleza hemu a cysteinového zbytku apoproteinu. Prestoze se jedna o sejny hem
jako naptf. u hemoglobinu, zde je centrdlni atom vazan silngji, ¢imz umoziuje pienos
elektronil na dvojnou vazbu molekuly kysliku a jeji rozstépeni.

Na zaklad¢ rozdilt v primérni struktufe apoproteinu bylo u ¢lovéka doposud stanoveno 57
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CYPI1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4, které zodpovidaji za metabolismus az
90 % bezné predepisovanych 1é¢iv. Farmakologicky profil 1éCiva pfimo zavisi na aktivité
CYP. Proto tvoii stanoveni stability kandidatni slouceniny vici pusobeni CYP jiz rutinni
soucast casnych fazi vyvoje novych 1éCiv. Pro in vitro studie 1ze vyuzit nékolik zdroji CYP:
a) rekombinantni CYP, b) lidské jaterni mikrosomy, c¢) celé hepatocyty nebo d) platky jaterni
tkané. Jelikoz jsou béhem casnych fazi vyvoje novych 1€Civ testovany az desetitisice riiznych
latek, je kromé validity také kladen velky diraz na rychlost stanoveni. Z tohoto divodu je
casové naro¢nd prace s celymi hepatocyty nebo vzorky jaterni tkdné¢ nevhodnd. Naopak,
pfestoze prace srekombinantnimi CYP umozZiuje implementaci rychlych analyz, jeji
schopnost napodobit in vivo podminky biotransformace testovanych latek je nizka. Pouziti
lidskych jaternich mikrosomit (human liver microsomes, HLM), tak pfedstavuje urcity
kompromis mezi rychlymi analyzami a dostate¢nou mirou simulace podminek metabolizmu
v lidskych jatrech. HLM tvoii vezikuly o praméru pfiblizné 150 nm ziskané
z endoplazmatického retikula jaternich bunc€k. Ptfi vyrobé je homogenat jaterni tkané
centrifugovan pii 9000 az 12000 x g, HLM jsou poté oddéleny s jednou ze ziskanych frakci.

Kapilarni elektroforéza (CE)

Metody CE vyuzivaji k separaci jednotlivych slozek vzorku pohyb nabitych castic ve
stejnosmeérném elektrickém poli. Smér tohoto pohybu je dan celkovym nébojem castice, jeho



rychlost roste s intenzitou aplikovaného elektrického pole a elektroforetickou mobilitou
analytu. Ta v daném prostfedi roste s celkovym nabojem molekuly a klesd s odporem
kladenym okolnim prostfedim, ktery zavisi na viskozit¢ prostiedi a velikosti molekuly.
Prostiedi kapilary s primérem v fadu desitek pm zarucuje, ze nedochazi k opétovnému
promichani separovanych latek konvektivnim proudénim. Taveny kiemen, ze kterého je sténa
kapilary vyrobena, navic obsahuje silanolové skupiny SiO’, stojici tvorbou nabité dvojvrstvy
s kationy ze zédkladniho elektrolytu (BGE) u vzniku elektroosmotického toku (EOF). Pii
tomto elektrokinetickém jevu dochazi vlivem pohybu solvatovanych kationi k toku celého
objemu kapaliny v kapilafe smérem ke katod€. Skutecna (efektivni) mobilita latky je poté
dana souctem vlastni elektroforetické mobility analytu a elektroforetické mobility EOF.
V ptipadé€, Ze mobilita EOF je vys§i neZ mobilita aniond migrujicich proti sméru EOF, lze
detektorem umisténym na katodickém konci kapilary béhem jedné analyzy detekovat jak
kationy, tak 1 aniony.

Metody CE nabizi separace s ucinnosti v fadu aZ nékolika miliont teoretickych pater. Lze s
nimi separovat $iroké spektrum analyt od jednotlivych iontl aZ po celé buiky. Jelikoz jsou
do kapilary pfi analyze davkovany fadové desitky nl vzorku a spotfeba promyvacich roztokl
se pocita v desitkach ml tydné, umoziuji metody CE snizit provozni nédklady na minimum.
Uplnd automatizace analyz navic zrychluje a zjednoduSuje cely proces provedeni
experimentl. Z téchto divoda predstavuje CE vyhodnou techniku pro studium enzymovych
reakci. Pfi praci s HLM je vyznamnd zejména mala spotfeba vzorku, nebot se v zdsad¢ jedna
o vzacny a drahy material, u n¢hoz je z ekonomickych 1 moralnich diivodii nezbytné zamezit
jakémukoliv plytvani.

U komercnich pfistrojii neni mozné libovolné zkracovat délku separacni kapilary. Jelikoz je
detektor v systému zabudovan asymetricky, nekrat§$i moznou separacni drahu ptedstavuje
kapilara o délce vzdalenosti detekéniho okna a vystupniho konce kapildry. Pfi pouZiti této
casti kapilary hovofime o tzv. metoddch zkratkého konce, kdy vzorek je do kapilary
davkovan aplikaci podtlaku na vstupni vialku a pro separaci je polarita elektrod otocena.
Funkci takového systému znazorniuje nasledujici obrazek:
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2. Cile ulohy

Cilem tohoto cviceni je praktické sezndmeni se s technikami CE, studiem enzymovych reakci
pomoci metod CE, moznostmi stanoveni stability 1é¢iv v lidském téle a vyznamem CYP pfii
metabolismu 1éCiv. Podminkou uspéSného absolvovani tlohy bude stanoveni stability
lidokainu va¢i HLM, identifikace hlavnich isoforem CYP, zodpové€dnych za jeho
metabolismus, a zodpovézeni otazek, vychdzejicich z experimentalni ¢asti cviceni.

3. Princip ulohy

Jak jiz bylo uvedeno vyse, v rdmci screeningu kandidatnich sloucenin jsou testovany enormni
pocty riznych chemickych latek. Proto klasicky postup studia enzymovych reakci, pii kterém
je vreakéni smési sledovan ubytek substratu nebo vznik produktu, neni pro tyto ucely
vhodny. Pro kazdou z testovanych latek by v takovém ptipadé musela byt optimalizovana
vlastni metoda, coZz by cely proces neudrZitelné¢ prodluZovalo. Vratme se tedy k obecné
rovnici funkce CYP:

CYP
RH + NADPH + H" + O,——— ROH + NADP' + H,0

Jak je vidét, substraty a produkty reakce jsou u kazdé testované latky jiné, avsak NADPH
slouzi jako zdroj elektronu u vSech reakci bez rozdilu. Tato uloha tak bude zaloZena na
stanoveni aktivity CYP pomoci sledovani produkce NADP' v reakéni smési. Jedna se
o univerzalni pfistup, kdy neni nutné znat elektroforetickou mobilitu testované latky nebo
jejiho metabolitu. NADP" je dobfe méfitelné standardnim UV-VIS detektorem s absorp&nimi
maximy pii vlnové délce 200 a 280 nm.

Pii vyhodnocovani vysledki musi byt vzato vpotaz, z¢ NADP" je produkovano
1 nespecificky bez pfitomnosti substratu:

NADPH + H" + 0,— NADP" + H,0,
2NADPH + 2H' + O,— NADP" + 2 H,0

Z tohoto ditivodu budou analyzovany dvé sady vzorkd. V prvni bude reakéni smés tvorena
pouze HLM a NADPH. Mnozstvi NADP" v této sérii bude predstavovat blank zohlediiujici
nespecifickou produkci. V druhé pak bude analyzovana plnd reakéni smés slozena z HLM,
NADPH a substratu. Rozdil v produkci NADP" mezi sadami bude statisticky vyhodnocen,
kdy vyznamné vysSi produkce ve druhé sérii analyz prokazuje biotransformaci substratu
aktivitou CYP.

Reakéni smési budou inkubovany v tzv. off-line uspofadani. To znamena ve vialce na
ttepacce, kdy vzniklé produkty budou nadavkovany do kapilary a analyzovany az po ukonceni
reakce pfidavkem acetonitrilu. Spolu s acetonitrilem bude do roztoku ptfidavan i ftalat
draselny, ktery bude slouzit jako interni standard, jehoZz pouziti vyznamné zvySuje



opakovatelnost stanoveni. Pfi vyhodnocovani vysledkl tedy bude méfena relativni plocha
piki NADP" stanovena jako podil absolutnich ploch pikit NADP" a interniho standardu.

4. Pracovni postup

A. Stanoveni stability lidokainu

Chemikalie:

inkubaéni pufr (10 mM fosfatovy pufr pH 7,4)

separacni pufr (20 mM fosfatovy-tetraboratovy pufr pH 8,6)
0,1 M NaOH, vodny roztok

4 mg/ml HLM, roztok ptipraveny v inkuba¢nim pufru

4 mM NADPH, roztok pfipraveny v inkuba¢nim pufru

20 mM lidokain, roztok pfipraveny v inkuba¢nim pufru

150 uM ftalat draselny, roztok pfipraveny v acetonitrilu

Postup:

Oznacte 6 mikrozkumavek, kdy 3 znich budou pouZity pro inkubaci blankli (B) a 3 na
inkubaci plnych reakénich smési (RS). Roztoky jednotlivych slozek reakcénich smési
rozpipetujte do mikrozkumavek podle nasledujici tabulky:

B RS Vysledna koncentrace
HLM 25 ul 25 ul 1 mg/ ml
Lidokain X 25 ul 5mM
Inkubacni pufr 50 ul 25 ul X

Mikrozkumavky uzaviete a nechte 5 minut preinkubovat na tfepacce pfi teploté¢ 37 °C
arychlosti michani 450 rpm. Poté spustte reakci pfidavkem 25 ul NADPH (finalni
koncentrace 1 mM) a nechte za vyse uvedenych podminek inkubovat 30 minut.

Béhem této doby spust'te podle instrukci obsluhy pfistroj, vlozte do karuselu vialky naplnéné
potiebnymi roztoky, promyjte kapilaru 10 minut roztokem 0,1 M NaOH, 10 minut
deionizovanou vodou, 10 minut BGE a 5 minut deionizovanou vodou, a nahrajte metodu
CVICENI_NADP.M. Zkontrolujte, Ze nastaveni metody odpovidd nasledujicim hodnotam:
celkova délka kapilary 48,5 cm, efektivni délka kapilary 8,5 cm, teplota kapilary 37 °C,
davkovani vzorku 3 sekundy tlakem -50 mbar, separacni napéti -30 kV, detekce pti 200 a 280
nm. Poté bude CE systém pfipraven k méteni.

Reakci ukoncete ptidavkem 100 pl 150 pM roztoku ftalatu draselného v acetonitrilu.
Ziskanou smés dobie promichejte na vortexu a potom 10 minut centrifugujte pti 12 100 x g.
Z kazdé mikrozkumavky odeberte po 50 ul supernatantu a pieneste do konickych vialek, které



uschovejte v chladici lazni pti 2 °C. Timto zptisobem bude minimalizovan rozklad NADPH
a tedy tvorba NADP" béhem méieni.

Kazdy vzorek zméite dvakrat. Ze ziskanych zaznami urcete plochy pikt analyti a vysledky
zapiste do tabulky, kterd bude pfipravena na pocitaci v laboratofi. Pomoci statistick¢ho
programu GraphPad Prizm urcete shodu rozptylt B a RS. Pokud budou rozptyly vyhodnoceny
jako shodné, uréete shodu produkce NADP" vB a RS pomoci dvouvybérového t-testu.
V ptipadég, Ze rozptyly budou vyznamné rozdilné, pouzijte Welschilv t-test.

Na zakladé ziskanych vysledk vypliite ptislusné polozky v odpovédnim archu.

B. Stanoveni hlavnich isoforem CYP zodpovédnych za metabolismus
lidokainu

Sérii experimentt s piidavkem specifickych inhibitort jednotlivych isoforem CYP lze stejnou
metodou stanovit, které isoformy se vyznamnou mérou podileji na metabolismu studované
latky. Pokud bude produkce NADP" vreakéni smési s piidavkem inhibitoru testované
isoformy vyznamné nizs$i nez produkce v RS z predchazejici ¢asti ulohy, je dana isoforma
(spolu)zodpovédna za metabolismus studované latky. Pokud bude produkce shodna, nehraje
zadnou vyraznéjsi roli.

Chemikalie:

inkubacni pufr (10 mM fosfatovy pufr pH 7,4)

separacni pufr (20 mM fosfatovy-tetraboratovy pufr pH 8,6)

0,1 M NaOH, vodny roztok

4 mg/ml HLM, roztok pfipraveny v inkubacnim pufru

4 mM NADPH, roztok ptipraveny v inkuba¢nim pufru

20 mM lidokain, roztok pfipraveny v inkuba¢nim pufru

20 uM a-naftoflavon (inhibitor CYP1A2), roztok pfipraveny v inkuba¢nim pufru
1 mM diethyldithiokarbamat (inhibitor CYP2AG6), roztok piipraveny v inkuba¢nim pufru
6 uM sulfafenazol (inhibitor CYP2C9), roztok pfipraveny v inkubacnim pufru

20 uM metoklopramid (inhibitor CYP2D6), roztok pfipraveny v inkuba¢nim pufru
4 uM Ketakonazol (inhibitor CYP3A4), roztok piipraveny v inkuba¢nim pufru
150 uM ftalat draselny, roztok pfipraveny v acetonitrilu

Postup:

Oznacte 2 mikrozkumavky pro kazdou testovanou isoformu CYP. Do vSech poté napipetujte
25 ul roztoku lidokainu, 25 ul roztoku HLM a 25 pl roztoku pftislusSného inhibitoru.
Mikrozkumavky vlozte do tfepacky a nechte 5 minut preinkubovat pii teplot¢ 37 °C
arychlosti michdni 450 rpm. Reakci spustte ptidavkem 25 pl roztoku NADPH, smés
v mikrozkumavce fadné promichejte na vortexu a nechte inkubovat ptfi vySe popsanych
podminkach 30 minut. Reakci ukoncete ptidavkem 100 pl 150 pM roztoku ftalatu draselného



v acetonitrilu. Vyslednou smés promichejte na vortexu a 10 minut centrifugujte pti 12100 x g.
Z kazdé mikrozkumavky odeberte po 50 pl supernatantu a pieneste do konickych vialek, které
uschovejte v chladici lazni pti 2 °C.

Nastaveni CE metody bude stejné jako pii pfedchazejicim stanoveni stability lidokainu viici
HLM.

Kazdy vzorek zméite dvakrat, stanovené plochy pikit NADP" zapiste do pfipravené tabulky,
kterd bude k dispozici na pocitaci v laboratofi. Stejnym zplsobem jako v predchazejicim
experimentu stanovte, zda byla produkce NADP" v jednotlivych vzorcich vyznamné odlisna
od dfive stanovené produkce NADP" v RS bez ptidavkl inhibitorl. Ze ziskanych vysledkd
stanovte, které isoformy CYP zodpovidaji za metabolismus lidokainu, a vypliite otazky
v odpovédnim archu.



