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1. UVOD

Témeét vSechny cizorodé latky neboli xenobiotika (1é¢iva, konzervanty, barviva,
polutanty aj.), slozky potravy a/nebo dopliky stravy podléhaji po absorpci do organismu
metabolické pieméné - biotransformaci. Metabolickym pochodim podléhaji
V neposledni fad¢ i latky télu vlastni — endogenni (napf. cholesterol, steroidni hormony
nebo zlucové kyseliny). VEtSinu premén zajist'uji enzymy, k neenzymatickym preménam
xenobiotik dochazi jen vyjimecné. Béhem téchto reakci dochazi k pfeméné méné polarni
latky na vice polarni slouCeninu v ramci jedné molekuly, jedna se tedy v prvnim kroku
o reakce funkcionalizani. NejvyznamnéjSimi enzymy prvni faze biotransformace
xenobiotik jsou cytochromy P450 (CYP), dale flavinové monoxygenazy (FMO),
reduktazy, monoaminooxiddzy (MAQO) atd. Naproti tomu druhd faze metabolismu
zahrnuje reakce konjugaéni, kdy dochazi ke slou¢eni metabolizované latky s molekulou
télu vlastni, napt. s kyselinou glukuronovou, glutathionem, s 3’-fosfoadenosin-5’-
fosfosulfatem nebo s acetylkoenzymem A, za vzniku jesté polarnéjsiho metabolitu. Tyto
reakce druhé faze metabolismu jsou katalyzovany nejcastéji UDP-glukurono-
syltransferazami, dale glutathion-S-transferazami, sulfotransferazami nebo N-acetyl-
transferazami.

Nutraceutika jsou definovana jako potraviny (strava nebo dopliiky stravy), které
kromé zakladni nutri¢ni hodnoty poskytuji také zdravotni pifinosy. V dneSni dobé piijem
zdravi prospésnych doplnku stravy a ,,superpotravin® (napft. cervena fepa, bortivky, chia
seminka, mlady je¢men, quinoa ¢i kustovnice ¢inska) se t&si stale vétsi oblibé. Pomérné
dobra dostupnost téchto potravin a voln¢ prodejnych piipravkl nejen v 1ékarnach, ale
i e-shopech a v obchodnich fetézcich nabadd konzumenty k nakupovani zdravi
prospésnych produktii bez ohledu na mozné dusledky. Nadmérné pozivani nutraceutik
za soucasné¢ho uzivani lé¢iv mize vést k lékovym interakcim vedoucim ke sniZeni
terapeutickeé davky léciva (v pfipad€ indukce enzymu metabolizujiciho dané 1é¢ivo) nebo
k predavkovani pacienta 1é¢ivem (v pfipad€¢ inhibice enzymu metabolizujiciho dané
1é¢ivo) a tim 1 k zdvaZznym neZddoucim ucinkiim léciva.

Tato prace je zaméfena na studium moznych interakci vybranych nutraceutik,
resp. seskviterpent — B-karyofylenu a jeho metabolitu B-karyofylen oxidu, a-humulenu,
trans- a cis-nerolidolu a farnesolu, s lidskymi jaternimi mikrosomalnimi cytochromy
P450 in vitro. V praci je rovnéz podan nastin mozného mechanismu inhibice enzymové

aktivity CYP seskviterpeny pomoci molekulového modelovani in silico.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Metabolismus xenobiotik

Vsechny zivé organismy, vcetné clovéka, se béhem svého zivota setkéavaji
s cizorodymi latkami — Xenobiotiky (xenos — cizi) ptirodniho (rostlinna barviva,
aromatické latky, sopecny prach atd.) nebo syntetického pavodu (léCiva, kosmetické
piipravky, potravinové aditiva, kontaminanty Zivotniho prostiedi atd.). Rada xenobiotik
do organismu vstupuje bez imyslu ¢lovéka, zatimco podani 1é¢iv, piijem potravy anebo
uzivani doplnka stravy je akci zcela zamérnou (Anzenbacher & Anzenbacherova 2001,

Guengerich 2003, Svihovec et al. 2018).

Xenobiotika mohou vstupovat do lidského organismu vSemi cestami, nejéastéji
gastrointestinalnim traktem (lipofilni latky), dale dychacimi cestami (t¢kavé latky
a aerosoly) nebo kuzi (velmi lipofilni latky). Po absorpci a distribuci xenobiotika
v organismu a po ptipadné biotransformaci dochazi k jeho exkreci nejéastéji moci
a stolici, ale také potem, dechem a matefskym mlékem. Xenobiotikum mulize opustit
organismus i v nezménéné formé (lithium, gentamicin), vétSinou vsak dochazi k jeho
pteméné (biotransformaci) za vzniku polarnéjsiho produktu atim k usnadnéni jeho

exkrece mo¢i nebo Zluéi.

Xenobiotikum muze byt v pribéhu biotransformace biodegradovano (ve vétsing
ptipadi) nebo bioaktivovano. LécCiva, ktera pro vznik vlastni G¢inné latky musi byt
nejprve metabolizovana, nazyvame ,prodrug®“ (prolécivo), napfi.antiagregans -
klopidogrel, antihypertenzivum — enalapril nebo hypolipidemikum — lovastatin. Aktivaci
bohuzel podléhaji i polutanty Zivotniho prostiedi, nejzndméjSim piikladem je aktivace
polycyklického aromatického uhlovodiku benzo[a]pyrenu prostiednictvim CYP1A1/2
a CYP1B1 za vzniku karcinogenniho velmi reaktivniho epoxidu. Dalsim piikladem
nezadouci aktivace mize byt preména alkylacniho cytostatika cyklofosfamidu CYP3A4
a CYP2C9 na akrolein zpuisobujici hemoragickou cystitidu a poskozeni srdce
(Suchy et al. 2004).

Prvni fazi metabolismu xenobiotik rozumime jednoduché nesyntetické reakce,
tzv. funkcionaliza¢ni, které davaji vznik polarnéjsim metabolitim (Anzenbacher
& Zanger 2012). Nejcastéji dochazi k oxidaci (hydroxylaci, oxida¢ni deaminaci,
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dealkylaci, dehalogenaci), redukci, hydrolyze, hydrataci nebo k izomeraci parentni latky.
Nejvyznamnéj$imi enzymy kazalyzujici reakce prvni faze metabolismu jsou CYP, FMO,
reduktazy, MAO, xantinoxidazy/dehydrogenazy, aldehydoxidazy, NADPH oxidazy,
NAD(P)H oxidoreduktazy, dihydropyridindehydrogenazy (Anzenbacher
& Anzenbacherova 2001, Guengerich 2003, Svihovec et al. 2018).

Do druhé faze metabolismu mutize vstupovat jak poldrnéjs$i metabolit vytvoreny
Vv prvni fazi metabolismu, tak i1 nemetabolizované xenobiotikum. Béhem téchto
konjugacnich reakci dochazi ke slouceni xenobiotika nebo metabolitu z prvni faze
s endogenni slouceninou za vzniku jest¢ vice polarniho metabolitu, ktery je snadnéji
vyloucen z organismu (moci, stolici). Nejvyznamnéjsi reakci druhé faze metabolismu
1é¢iv je konjugace s kyselinou UDP-glukuronovou katalyzovanou UDP-glukuronosyl-
transferazami (UGT), dale sulfonace, konjugace s glutathionem, acetylkoenzymem A

s aminokyselinami atd. (viz tabulka 1).

Tabulka 1: Nejvyznamngjsi reakce druhé faze metabolismu xenobiotik.

Konjugacni ¢inidlo Enzymy II. fize metabolismu
UDP-glukuronova kyselina UDP-glukuronosytransferazy
3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat Sulfotransferazy

Glutathion Glutathion S-transferazy
Acetylkoenzym A N-acetyltransferazy
S-adenosylmethionin Methyltransfezazy

Aminokyseliny (glycin, taurin, glutamin)  N-acyltransferazy

Zda xenobiotikum bude podléhat prvni fazi metabolismu nebo druhé fazi nebo

obéma, zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech daného xenobiotika.
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2.2 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1) patii k nejvyznamngj$im enzymtm prvni faze
metabolismu xenobiotik. Podileji se na pfiblizn¢ tfech Ctvrtinach biotransformacnich

dgji.

Cytochromy P450 jsou povazovany za vyvojové velmi staré hemoproteiny.
V pribéhu 1,5 miliardy let se vSechny CYP vyvinuly z jednoho genu archebakterii.
Prehistorické mikroorganismy zfejmé vyuzivaly CYP k hydroxylaci organickych latek,
tedy k ziskani energie. CYP byly nalezeny témét ve vSech organismech Zivocisného

i rostlinného puvodu.

Orgéanova distribuce CYP u clovéka je Siroka, nejvice jsou ovsem CYP
se také vyskytuji v plicich, ledvinach, tenkém stieve, ale také v mozku, v srdci nebo
ve slinivce. Subcelularné jsou CYP lokalizovany ve fosfolipidové dvojvrstvé membrany
hladkého endoplazmatického retikula (viz obr. 1), bunéfnych membranach nebo
ve vnitini membrané mitochondrii (Anzenbacher & Zanger 2012, Svihovec et al. 2018,
Zanger & Schwab 2013).

Komplex Endoplazmatické
Endoplazmatické 1 oxidoreduktaza-Cyp  retikulum
retik ‘ER) B = _
d 2 2 2 -
g k% . o oc i R
o - Y 3 o =
Y o ~
o D & = _
08 e — -

Jadro
Mitochondrie

Cytoplasma

Komplex
oxidoreduktaza-CYP NADPH ==~

CYP ~.
-~ NADPH-P450

oxidoreduktdza
Q0. °°ooo°°
)
Fosfolipidova d
03000090000
dvojvrstva ER { 300

Obrazek 1: Lokalizace CYP v bunice. CYP jsou zakotveny ve fosfolipidové dvojvrstveé

membrany endoplazmatického retikula. NADPH-cytochrom P450 reduktaza pienasi
elektrony na CYP, ktery miZze v pfitomnosti Oz oxidovat xenobiotikum
(Dowd et al. 2017).
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CYP se tadi do skupiny hemovych enzymi, podobn¢ jako napt. peroxidazy nebo
katalazy. Jejich prostetickou skupinou je hem b (ferroprotoporfyrin IX, obr. 2); stejny typ

hemu nalezneme také u hemoglobinu, myoglobinu nebo cytochromi b.

CH
bk

CHs
CH,
/)

Obrazek 2: Chemicka struktura hemu b.

Patym ligandem hemového Zeleza v cytochromech P450 je thioldtova sira
sulthydrylové skupiny cysteinu v aktivnim centru enzymu. Takové uspotfadani zplisobuje
vyjimecné chovani téchto hemoproteini od ostatnich hemovych enzymui (odlisné
spektralni a katalytické vlastnosti). Sestym ligandem hemového Zeleza je atom kysliku

molekuly vody.

Xenobiotikum je za ucasti CYP biotransformovano na polarnéj$i metabolit
nejCastéji cestou oxidace (hydroxylace), jak je zjednoduSené vyjadieno rovnici
(schéma 1). Zvlastni schopnosti CYP je aktivace molekularniho kysliku prostfednictvim
elektronové hustoty ziskané z anionického atomu siry cysteinového zbytku. Molekularni
kyslik obohaceny elektronovou hustotou se rozdéli na dva atomy, jeden kyslik
z aktivované molekuly Oz je vnesen do molekuly xenobiotika za vzniku hydroxylovaného
produktu. Z druhého kysliku vznikd molekula vody. Proto je vétSina reakci

katalyzovanych CYP hydroxylace nebo monooxygenace.

RH + O, + NADPH + H* + 26"~ ROH + H,0 + NADP*

Schéma 1: Obecna reakce katalyzovana CYP.

Katalyticky cyklus CYP je slozity vicekrokovy systém na sebe navazujicich

reakci (obr. 3). V prvnim kroku vstupuje substrat — xenobiotikum, které je navazano
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do aktivniho mista CYP (1.). Hemové zelezo je redukovano (2.) elektronem
z NADPH:cytochrom P450 reduktazy za Ucasti FAD a FMN. V dalSim kroku vaze
redukované hemové Zelezo (Fe?*) molekularni kyslik (3.). Na komplex Fe?*-O; se pienasi

druhy elektron cytochromem bs nebo NADPH:cytochrom P450 reduktazou (4.).

- ROH , Fe* RH@
// k

Fe®* ROH Fe®* RH  NADPH-CYP reduktazar

e~ @
NADPH-CYP reduktaza®x

(7) Fe2* RH

FeO®* RH /
\—HQO Oz @

Fe''-OO0H Fe?*-O, RH
RH™x 775\ NADPH-CYP reduktéza'™

H* Fe®*-0,” RH @ nebo cytochrom bs

®

NADPH-CYP reduktaza®

Obrazek 3: Schématické znazornéni katalytického cyklu CYP (Guengerich 2012).

Dale dochazi k protonaci komplexu Fe?*O" (5.) a k hydrolytickému §t&peni vazby
0-O za tvorby formalniho komplexu FeO3" (6.). Pfesn&jsi popis elektronového rozlozeni
viak predstavuje Fe*'O. Dale dochazi k oddéleni vodiku a vzniku radikdlu (7.),
homolytickym §tépenim vazby Fe-O se uvolni kyslik, ktery se vaZe na radikal za vniku
kone¢ného hydroxylovaného produktu (8.). V poslednim kroku je produkt uvolnén
z vazby na CYP (9.) a tim se CYP navraci do svého piivodniho (Fe®*) stavu (Anzenbacher
& Anzenbacherova 2001, Groves 2005).

Krom¢ hydroxylace a monooxygenace se CYP ucastni 1 jinych
biotransformacénich reakci — napf. sulfoxidace, N-oxidace, dehalogenace, oxidace az
do stupné karboxylovych kyselin, epoxidace na dvojné vazbé, N-dealkylace, oxidacni

deaminace (Anzenbacher & Zanger 2012, Svihovec et al. 2018)

Ke studiu metabolismu xenobiotik se standardné vyuziva jaterni mikrosomalni
systétm CYP, tzv. mikrosomy. Pfipravuji se z jaternich bun¢k diferencidlni centrifugaci
arozbitim endoplazmatického retikula a opét spojenim jeho tlomkt v malé vacky
o velikosti ~0,3 pum. Tyto mikrosomy si zachovavaji schopnost metabolizovat
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xenobiotika i1 diky obsahu dalSich proteini podilejicich se na jejich metabolismu.
Pro komplexng&jsi studium metabolismu xenobiotik se s vyhodou vyuzivaji i kultivované

hepatocyty, jaterni fezy nebo jaterni bundéné linie (Svihovec et al. 2018).

2.2.1 Nomenklatura

Jak vznikl nazev cytochrom P450? Cytochromy jsou obecné enzymy, které ve své
struktufe obsahuji hem (obr. 2). Spojeni P450 vzniklo na zakladé spektralnich vlastnosti
enzymu. Pismeno ,,P* oznaduje, Ze se jedna o pigment. Redukovana forma enzymu (Fe?")
tvofi typicky komplex s oxidem uhelnatym, ktery vykazuje v oblasti Soretova pasu
spektra absorp¢ni maximum pii 450 nm (obr. 4), odtud ¢islovka 450 (Omura & Sato
1964). Ke zduraznéni této charakteristické vlastnosti se vyuziva diferen¢niho uspotadani
(kdy se ve dvojpaprskovém pfistroji umisti do vzorkové kyvety vzorek obsahujici
komplex Fe?*-CO a do srovnavaci kyvety vzorek obsahujici pouze Fe?* bez CO), které
se s vyhodou pouziva i pro stanoveni molarni koncentrace CYP. Neaktivni, denaturovana
forma enzymu dosahuje maxima v oblasti Soretova pasu okolo 420 nm, obdobné jako
vétSina  ostatnich hemoproteini  (Anzenbacher & Zanger 2012, Schenkman
& Jansson 2006).

0.08
0.06 1
0.04
0.02 -+

0 i | :
-0.02 “\_/

-0.04 f
-0.06

Absorbance

400 425 450 475 500
Vinova délka (nm)

Obrazek 4: Diferen¢ni spektrum komplexu redukovaného cytochromu P450 a oxidu
uhelnatého (Schenkman & Jansson 2006) vzniklé odectenim spektra redukované formy

od spektra komplexu redukované formy s navazanym CO.

CYP se vyskytuji v riznych formach (dfive nazyvanych jako isoformy nebo
isozymy), kter¢ jsou zafazeny do rodin a podrodin. Pro spravnou orientaci mezi CYP bylo
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zavedeno systematické nazvoslovi, které¢ formu cytochromu P450 oznacuje jako CYP
(CYtochrom P450). Rodiny cytochromi P450 jsou oznacovany zkratkou CYP a arabskou
Cislici (napi. CYP1, CYP2), do stejné rodiny nalezi CYP, které maji shodnou primarni
strukturu z vice nez nebo alespon ze 40 %. Velka pismena oznacuji jednotlivé podrodiny
(napt. CYP1A, CYP2C), do stejné podrodiny se fadi CYP se shodnou primarni strukturou
z vice nez nebo alespon z 55 %. Posledni ¢islo oznacuje individudlni CYP
(napt. CYP1A2, CYP2C9), ktery by se mél od ostatnich lisit alespon o 3 %
aminokyselinové sekvence (Stiborova et al. 1999, Nelson et al. 1996, Anzenbacher
& Zanger 2012).

V lidském genomu bylo identifikovano 57 forem CYP. Urcité formy CYP
(napt. CYP4, CYP7, CYP24) se podileji na biosyntéze a metabolismu endogennich latek
(cholesterolu, steroidnich hormond, vitamini rozpustnych v tucich, mastnych
a Zlucovych kyselin), jiné se ucastni metabolismu xenobiotik (CYP1, CYP2, CYP3,
CYP4). CYP, které se nejvyssi mérou podileji na biosyntéze a metabolismu xenobiotik,
je témer dvacet — CYP1AL/2, CYP1B1, CYP2A6/7/13, CYP2B6, CYP2C8/9/18/19,
CYP2D6, CYP2E1l, CYP2F1, CYP2J2, CYP3A4/5/7 a CYP4F2 (Anzenbacher
& Anzenbacherova 2001, Guengerich 2005).

7 CYP1A1 (2%)

CYP1A2 (7,9%)
CYP2A6 (2,4%) —__

CYP2B6 (3,6%) ~_

i
CYP2C9 (14,0%)
CYP2C19 (9,6%)

CYP2D6 (15,8%)

CPY3A4/5 (35%)

T CYP2J2 (2%)

CYP2E1 (3%)

Obrazek 5: Relativni dilezitost jednotlivych CYP na metabolismu 1é€iv

(podle Guengerich 2005, Zanger & Schwab 2013).
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2.2.2 CYP1Al/2

Podrodina CYP1A zahrnuje dva zastupce, a to CYP1Al a CYP1A2, ty maji asi
ze 70 % shodnou aminokyselinovou sekvenci. Ackoliv zaujimaji pfiblizné¢ 10 %
z celkovych CYP, oba CYP1A jsou vysoce inducibilni. Genova exprese CYPIA
je regulovana ptes aryl hydrokarbonovy receptor (AhR). Induktory jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAH; napf. 3-methylcholantren, benzo[a]pyren), slozky
cigaretového kouie, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin, B-naftoflavon, dokonce i 1é¢iva

omeprazol a fenobarbital (Belic et al. 2013).

CYP1AL1 je ptedevsim extrahepatalnim enzymem, vyskytuje se v plicich, stieve,
ktzi, v lymfocytech, placenté a mozku; Vv jatrech je vyznamnéji exprimovan po indukeci.
Utastni se zejména metabolismu a aktivace PAH, je typickou benzo[a]pyren
hydroxylazou (Anzenbacher & Anzenbacherova 2001, loannides 2008, Anzenbacher
& Zanger 2012).

CYP1A2 je naopak primarn¢ exprimovan v jatrech, jeho substraty jsou také
aromatické aminy. Oba enzymy se ucastni aktivace kontaminanty zivotniho prostiedi,
zejména prekarcinogeni (PAH, polychlorovanych bifenyld, heterocyklickych
aromatickych amintl), které mohou byt biotransformovany na genotoxické latky.
Napf. kofein, 1é¢iva R-warfarin, paracetamol, theofylin, omeprazol, olanzapin, klozapin,
tricyklicka antidepresiva, propanolol, zolpidem jsou dal$imi substraty enzymu této
podrodiny (Zanger & Schwab 2013, Guengerich 2005). Endogennimi substraty CYP1A2
jsou zejména 17p-estradiol, uroporfyrinogen, bilirubin a melatonin (loannides 2008).
U pacientil se sniZzenou jaterni funkci, cholestdzou nebo se zvySenym C-reaktivnim

proteinem byla pozorovana snizena funkce a exprese CYP1A2 (Klein et al. 2010).

Prototypickymi substraty CYP1A wuZivanymi pro studium metabolismu
xenobiotik invitro jsou nejCastéji  7-ethoxyresorufin  (O-deethylace), kofein
(3-demethylace) a pro CYPIA2 charakteristickd O-deethylace fenacetinu
(Zhou et al. 2010). Typickymi inhibitory CYP1A2 jsou napt. furafyllin, fuvoxamin,
7,8-benzoflavon (Guengerich 2005, Anzenbacher & Zanger 2012). Spise nez lékové

N 24

enzymy. Napft. kyselina aristolochova pfitomna v podrazci (Aristolochia championii),
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ktery se hojné¢ uziva v tradi¢ni ¢inské medicin€, mize zpasobit nefropatii, hepatocelularni
karcinom, karcinom hornich moc¢ovych cest nebo nadory moc¢ového méchyte (Han et al.
2019). Derivaty této kyseliny vykazuji cytotoxicitu vic¢i n€kterym nadorovym liniim

(Stiborova et al. 2017, Wang et al. 2017).

223 CYP1B1

Jedinym zastupcem podrodiny CYP1B je CYP1B1, s CYPIA je homologni asi
ze 40 %. U ¢loveka byl izolovan z linie keratinocytu, v nizkych hladinach je exprimovan
ve zdravych extrahepatdlnich tkanich, vysokych hladin dosahuje v nadorovych tkanich,
zejména v benignich nadorech prsu a délohy. Substraty CYP1B1 jsou PAH, aromatické
aminy a fada steroidnich hormont v¢etné 17p-estradiolu (4-hydroxylace). Modelovou
reakei je také O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Specifickymi inhibitory CYP1B1 jsou
a-naftoflavon, 7,8-benzoflavon a 2-ethynylpyren, nekompetitivnim inhibitorem se zda
byt polyfenol resveratrol ptitomny v ¢erveném hroznovém vingé. Z klinického hlediska
je vyznamna, podobné jako u CYPIA, aktivace prokarcinogend timto enzymem

(Guengerich 2005, Anzenbacher & Zanger 2012, loannides 2008).

2.2.4 CYP2A6

Tento CYP je zejména hepatalnim enzymem se zastoupenim asi 4 %.
Je exprimovan také v ledvinach, nosohltanu nebo dychacich cestach. Nejvyznamnéj$im
substratem CYP2AG6 je nikotin, ktery je C-oxidovan na neaktivni konitin (viz obr. 6)

(Guengerich 2005).

Prototypickou reakci CYP2A6 je 7-hydroxylace kumarinu. Pro studium
metabolismu in vivo mtze byt pouzit jako substrat kofein, kdy je sledovana konverze
1,7-dimethylxantinu na kyselinu 1,7-dimethylmocovou. Dal§imi vyznamnymi substraty
CYP2A6 jsou methoxyfluran, halotan, losigamon, kyselina valproova, letrozol,
disulfiram, tegafur, doxifluridin a (+)-cis-3,5-dimethyl-2-(3-pyridyl)thiazolidin-4-on
hydrochlorid (SM-12502) (Nunoya et al. 1996).
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> ostatni primarni
metabolity nikotinu
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trans-3-hydroxykonitin
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Obrazek 6: Hlavni cesta metabolismu nikotinu u ¢lovéka. CYP2A6 je hlavnim enzymem
katalyzujicicim oxidaci nikotinu na nikotin-iminiovy iont, ktery je déle oxidovan

na konitin (loannides 2008).

CYP2A6 je indukovateny rifampicinem nebo fenobarbitalem, typickymi
inhibitory jsou methoxsalen, pilokarpin, mentol, naftalenové a nikotinové derivaty nebo
grapefruitovy dzus (loannides 2008). Genovy polymorfismus zahrnuje varianty S nizkou
katalytickou aktivitou (*2), s Gplnou ztratou katalytické aktivity (*12), ale také s deleci
genu (*4). Nizka aktivita CYP2A6 je spojovana s niz$im rizikem vzniku rakoviny plic

u kurakt (Guengerich 2005, Murphy 2017).
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2.2.5 CYP2B6

CYP2B6 je primarné exprimovan v jatrech (0,3 %), vyskytuje se také v mozku,
ledvinach, srdci, placenté a dychacich cestach. Substraty CYP2B6 je fada latek zahrnujici

1éC¢iva, polutanty zivotniho prostfedi i endogenni latky, zejména steroidy.

NejvyznamnéjSimi substraty CYP2B6 z oblasti 1é¢iv  jsou cyklofosfamid,
pethidin, ketamin, propofol, bupropion, efavirenz a selegilin. Za prototypickou reakci pro
studium metabolismu 1é¢iv in Vitro se povazuje nejen 4-hydroxylace bupropionu
a O-deethylace 7-ethoxy-4-trifluoromethylkumarinu, ale také O-deethylace 7-ethoxy-
kumarinu, O-debenzylace benzyloxyresorufinu a O-depenthylace pentoxyresorufinu
(Guengerich 2005, loannides 2008, Zanger & Schwab 2013). Tiklopidin, bifonazol,
thiotepa, klopidogrel, klotrimazol, itrakonazol, sertralin, raloxifen a 17-a-ethinylestradiol
jsou znamymi inhibitory tohoto enzymu. CYP2B6 je velmi inducibilni, vykazuje
az 300nasobnou indukovatelnost. Nejvyznamnéjsimi induktory jsou napf. karbamazepin
cyklofosfamid, dexamethason, efavirenz, fenobarbital, fenytoin, primidon, rifampicin
tamoxifen anebo vigabatrin. CYP2B6 je pickvapive nejvice polymorfni, nékteré varianty
mohou vést ke zvySeni enzymatické aktivity, fada variant v§ak koduje defektni gen. Tento
fakt mlze souviset napf. se zpomalenym metabolismem léciva proti HIV efavirenzu.
CYP2B6 je také schopen aktivovat aflatoxin B1 na vysoce karcinogenni latky

(loannides 2008).

2.2.6 CYP2C8

Tento enzym je exprimovany zejména V jatrech (6-7 % z CYP) a v ledvinach, také
se vyskytuje v pohlavnich zlazach, mozku, déloze, prsu, vaje¢nicich a duodenu. CYP2C8
je polymorfni (byla popsana napt. pomalejsi konverze antimalarika amodiachinu u *2)
a je inducibilni napt. cyklofosfamidem, dexametazonem, rifampicinem, barbituraty ale
I statiny, napt. atorvastatinem (Gerbal-Chaloin et al. 2001, Guengerich 2005, Zanger
& Schwab 2013). Z hlediska metabolismu 1éCiv je vyznamna biotransformace cytostatika

paklitaxelu (taxolu; obr. 7) za vzniku 6a-hydroxy metabolitu. Tuto typickou reakci Ize
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vyuzit pro studium metabolismu in vitro (loannides 2008, Rahman et al. 1994). Taxol
se uplatiluje nejcasteji  k 1écbé karcinomu prsu, vajecnikli, de€lozniho cipku
a u bronchialnich karcinomt. Obvykle se kombinuje s dalsimi cytostatiky,

napf. s cisplatinou (Tsuda et al. 2016).

Obrazek 7: Chemicka struktura taxolu SmnaznaCenou pozici 6a-hydroxylace
(podle loannides 2008).

Dal$imi vyznamnymi substraty z oblasti 1é¢iv jsou napt. troglitazon, verapamil,
rosiglitazon, cerivastatin, amiodaron, dapson, loperamid, ale také cytostaticky pusobici
pfirozeny metabolit retinolu kyselina all-trans retinova. Na rozdil od CYP2C9 neni
sulfafenazol silnym inhibitorem enzymové aktivity CYP2C8, ale jsou jimi spisSe
gemfibrozil, kvercetin, montelukast a trimethoprim. Pravé inhibice katalytické aktivity
CYP2C8 genfibrozilem muze vést az k rhabdomyolyze (Backman et al. 2016,
Guengerich 2005, loannides 2008, Zanger & Schwab 2013).

2.2.7 CYP2C9

CYP2C9 je jednim z farmakologicky nejvyznamnéjsich CYP a také jednim
Znejvice exprimovanych CYP v jatrech. Utastni se metabolismu fady 1éGiv
(napf. fenytoin, kyselina valproova, losartan, tolbutamid, ibuprofen, amitriptylin),

zejména antikoagulancia warfarinu (loannides 2008). Biotransformace warfarinu
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prostiednictvim CYP je slozity proces za ucasti nckolika forem CYP (CYP3A4,
CYP1A1/2, 2C8/18/19) a 7-hydroxylace S-warfarinu CYP2C9 je jen jednou z n¢kolika
cest (Kaminsky & Zhang 1997). Nesteroidni antirevmatikum diklofenak je
prototypickym substratem tohoto enzymu a standardné se uziva ke studiu metabolismu
in vitro. Specifickym inhibitorem reakci CYP2C9 je sulfafenazol, aktivitu CYP2C9 mutize
také ovlivilovat amiodaron nebo flukonazol. Barbiturdty a rifampicin jsou schopny
indukovat expresi CYP2C9, navic je tento enzym polymorfni, ¢imz muize dochazet
k mnoha Iékovym interakcim. Tzv. pomali metabolizatofi, se snizenou katalytickou
aktivitou enzymu, jsou nositeli alel *2 a *3. Tato fakta mohou mit velky dopad pfi
antikoagulacni 1é¢bé warfarinem a zptisobovat tak krvacivé stavy pacientli nebo naopak

1é¢ba warfarinem nemusi byt dostate¢né G¢inna (Van Booven et al. 2009).

S-warfarin

CYP2C9—»
CYP2CY mummlpy 7 O CYP2CS8
+ €<— CYP2C18

CYP2C19

8
R-warfarin

CYP3A4
T~

CYP2C19 10

CYP1A1 » o

CYP1A2
. < CYP2C9
7 o CYP2C18
: o)

CYP1A1,//ﬂ

CYP1A2 t

CYP2C8
CYP1A1l
CYP1A2
CYP2C19

Obréazek 8: Chemicka struktura R- a S-enantiomeri warfarinu a pozice hydroxylace
warfarinu metabolizovanych lidskymi CYP, Sipky silnou ¢arou naznacuji majoritni cestu

metabolismu, Sipky tenkou ¢arou minoritni cestu (podle Kaminsky & Zhang 1997).
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2.2.8 CYP2C19

CYP2C19 se ucastni metabolismu 1é¢iv asi z 10 %. 4-hydroxylace S-mefenytoinu,
reakce typického substratu, byla cestou pro odhaleni genetického polymorfismu —
pomalych (alely *2 az *8) aextensivnich (alela *17) metabolizatord. Tento
polymorfismus také souvisi s rychlosti metabolismu inhibitoru protonové pumpy —
omeprazolem, resp. S-omeprazolem, nebo s aktivaci antikoagulancia klopidogrelu
na jeho ucinny 2-oxo metabolit. Dal§imi substraty CYP2C19 jsou napt. amitriptylin,
imipramin, citalopram, moklobemid, R-warfarin, diazepam, lansoprazol a ranitin,
z endogennich latek napt. melatonin a progesteron. Obdobné jako ostatni ¢lenové
podrodiny CYP2C podléha indukci napt. kyselinou acetylsalicylovou, barbituraty,
karbamazepinem, dexamethasonem, rifampicinem nebo tfezalkou teckovanou
(Hypericum perforatum). Vzhledem k 95% homologii s CYP2C9 je tada inhibitord
CYP2C19 totozna (Anzenbacher & Anzenbacherova 2001, Anzenbacher & Zanger 2012,
Zanger & Schwab 2013).

2.2.9 CYP2D6

Tento CYP je jeden z nejdilezitéjSich enzymi metabolismu 1é¢iv, Gcastni se
metabolismu pfiblizné 25 % 1é¢iv metabolizovanych CYP. Jednd se zejména
o antiarytmika (napt. propafenon), [-blokatory (napi. bufuralol, metoprolol),
antidepresiva (napf. amitriptylin, citalopram), antipsychotika (napf. risperidon,
haloperidol), dale také kodein, tamoxifen, duloxetin, ondasetron atd. (Zanger
& Schwab 2013, loannides 2008). CYP2D6 je exprimovan piedevsim v jatrech a tvofi
ptiblizné¢ 5 % z celkovych CYP. V nizkych hladindch se vyskytuje také v plicich
a v mozku (Guengerich 2005).

CYP2D6 neni pravdépodobné inducibilni, zato vykazuje zatim nejvyrazné&jsi
poznany geneticky polymorfismus ze vsech CYP. Populaci Ize podle fenotypu a rychlosti
metabolismu rozdé€lit do 4 skupin — pomali (PM), intermediarni (IM), rychli (extensivni;
EM) a ultra-rychli metabolizatofi. Vétsina jedinct (kavkazské) populace (asi 65-80 %)
patii k rychlym metabolizatorim, u nichz probiha metabolismus pfedpoklddanou cestou.

U5-10 % jedinct, PM, probihd zpomalené odbourdvani latek metabolizovanych
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CYP2D6, napt. O-demethylace tramadolu, N-demethylace loperamidu (Kadiev
et al. 2008) nebo nemusi dochéazet k dostate¢né aktivaci proléciva, napt. O-demethylaci
kodeinu na morfin (Stamer & Stiiber 2007) a tito jsou tedy ohrozeni vy$§im vyskytem
nezadoucich uc¢inkt. Naopak u jedinci ze skupiny UM (5-10 %) muze dochazet
Kk intenzivnéj§imu metabolismu, rychlej§imu odbouravani 1é¢iva a tim k nedosazeni
terapeutického efektu, napt. u antidepresiv (Kirchheiner et al. 2004), ale také ke vzniku
nezadoucich ucinkd, napt. depresi dechu u opioidu (Kadiev et al. 2008, Zanger
et al. 2008, Zourkova et al. 2006).

V klinické praxi se vyuziva stanoveni fenotypu pomoci dextromethorfanu jako
substratu in vivo, kdy se sleduje pomér dextromethorfanu a jeho metabolitu. Lze také
stanovit genotyp pomoci tzv. ,,long-range PCR“ (XL-PCR) a PCR pro polymorfismus
délky restrik¢énich fragmentt (PCR-RFLP) (Gaedigk et al. 2008, Gaedigk et al. 2017).

Vzhledem k tomu, ze CYP2D6 neni ziejmé inducibilni, klinicky vyznamné
nezéadouci ucinky plynou z genového polymorfismu nebo inhibice katalytické aktivity
CYP2D6. Nejznaméjsim inhibitorem aktivity CYP2D6 je chinidin, ale také bupropion,
fluoxetin haloperidol, metadon (Zanger & Schwab 2013), amiodaron a jeho metabolity
(McDonald et al. 2015).

Geneticky polymorfismus

Ultrarychli metabolizatofi
Rychli metabolizatoti

Intermediarni metabolizatofi

Oo0OoOm

Pomali metabolizatori

AN

vysoka € > nizka
Metabolicka aktivita enzymu

Pocet jedinct

Obrazek 9: Relativni pocet jedinct S riznou rychlosti metabolismu 1é¢iv v dasledku

genového polymorfismu (Martinkova et al. 2018).
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2.2.10 CYP2E1

Jedinym zastupcem podrodiny CYP2E je hepatalni CYP2EI1, vyskytuje se také
Vv ledvinach, mozku, nosni sliznici, jicnu, tenkém stievé€, kostni dfeni a lymfocytech. Jeho
procentudlni podil na ucasti metabolismu 1é¢iv je sice maly (asi 2-3 %), ale neméné
vyznamny. Podili se totiz na biotransformaci nizkomolekuldrnich organickych sloucenin,
zejména alkoholu, organickych rozpoustédel (aceton, diethylether, glycerol, isopropanol,
butanol, acetonitril), aromatickych latek (benzen, fenol, nitrofenol, pyridin, anilin)
a halogenovanych uhlovodiki (tetrachlormethan, chloroform, vinylchlorid), jejichz
metabolity mohou zplsobovat hepatotoxicitu. Mezi vyznamné substraty patii také
halogenova anestetika, paracetamol a kofein. Jako specifické markerové substraty
se uzivaji p-nitrofenol a myorelaxans chlorzoxazon. Indukci CYP2EI zpiisobuje abtzus
alkoholu a acetonu, isoniazid, pyrazol, ale také hladovéni. Uzivani paracetamolu
po abtizu alkoholu se zasadné nedoporucuje pravé z diivodu indukce aktivity CYP2E1
a tim spojenou tvorbou hepatotoxickych adukt; viz obr. 10 (Gonzales 2007, Guengerich
2005, loannides 2008, Zanger & Schwab 2013).

CH, CHs Fi
N X0 HN/KO HN X0
UDP-glukuronosyltransferaza sulfotransferaza
(UGT) (SULT)
o_ 0
o . OH Nt
™\ CgHgOs 4 //S\\
paracetamol o
glukuronidace (acetaminofen) sulfatace

cytochromy P450 (CYP2E1, CYP3A4, CYP1A2)

cyklooxygenaza (prostaglandin H syntaza)

glutathion S-transferaza

—— > kovalentni vazba na proteiny
(GST) (jatra, ledviny)
SG

OH 0o

N-acetyl-p-benzochinonimin

Obrazek 10: Schéma biotransformace paracetamolu vcetné vzniku hepatotoxického

N-acetyl-p-benzochinoniminu (Svihovec et al. 2018).
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Biotransformace paracetamolu (acetaminofenu) asi z 10 % probiha smérem
k polarni reaktivni slouc¢eniné¢ N-acetyl-p-benzochinoniminu (NAPQI; obr. 10), ktera
je schopna se pevné, kovalentné vazat na proteiny jater a pusobit tak hepatotoxicky.
Zejména u stavi s nedostatkem glutathionu nebo i po abtzu alkoholu v kombinaci
S paracetamolem miize dochazet k projeviim toxicity. Doporucena denni davka je proto
u dospé€lého jedince maximalné 3 g. U déti je doporucend denni davka paracetamolu
zavisla na véku a hmotnosti ditéte. U¢innym antidotem pii pfedavkovani paracetamolem
je prekurzor glutathionu N-acetylcystein (Anzenbacher & Anzenbacherova 2001,
Svihovec et al. 2018).

Specifickym inhibitorem CYP2EL je diethyldithiokarbamat, aktivitu tohoto
enzymu lze také inhibovat disulfiramem, 4-methylpyrazolem, diallylsulfidem obsazenym
v ¢esneku a cibuli a latkami obsazenymi v brukvovité zeleniné (hlavkové a pekingské
zeli, hlavkova a ruzickova kapusta, kvétak, brokolice, kedlubna nebo romanesco).
Aktivace prokarcinogent i genovy polymorfismus CYP2EL1l byvaji spojovany
se zvySenou piitomnosti alkoholové cirhozy jater, nadort jicnu a plic (Gonzales 2007,

Guengerich 2005, loannides 2008, Zanger & Schwab 2013).

2.2.11CYP3A4/5

NejvyznamnéjS$imi enzymy metabolismu 1€¢iv jsou bezesporu enzymy naleZici
do podrodiny CYP3A. Hlavnimi zastupci jsou CYP3A4 a CYP3AS5, které maji z vice nez
85 % podobnou aminokyselinovou sekvenci, jejich substrdtovd specifita se znacné

prekryva, ovSem z hlediska vyznamnosti je sttedem zajmu CYP3AA4.

CYP3A4 se vyskytuje piedevsim v jatrech, je také extrahepatalnim enzymem,

nalezneme jej napt. v tenkém a tlustém stievé, v ledvinach, placenté, plicich a mozku.

CYP3A4 se diky plastickému aktivnimu mistu ucastni metabolismu vice nez 50 %
1é¢iv podavanych v humanni medicing. Z tohoto zavratného mnozstvi sloucenin lze
jmenovat napf. statiny (simvastatin), finasterid, cyklosporin, indinavir a sildenafil,
z endogennich latek napt. cholesterol, kortizol, zlu¢ové kyseliny, estradiol a progesteron.

Aktivni misto CYP3A4 je nejen plastické a flexibilni (Anzenbacherova et al. 2000,
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Hendrychova et al. 2011), ale také pristupné substratim (Ekroos & Sjogren 2006).
Pomoci softwara CAVER (Petick et al. 2006), MOLE (Petiek et al. 2007) a nejnovéji
CCCPP (Computing Cavities, Channels, Pores and Pockets; Benkaidali et al. 2019) byly

nalezeny ptistupové kanaly ve struktuie CYP3A4, z nichz dva jsou hlavni.

FR6 FRT g FRS FR5

FR9

Obrazek 11: Molekula CYP3A4. V simulacich molekulového modelovani bylo
identifikovano deset flexibilnich oblasti (FR1 - FR10), které jsou znazornény Cervené,
helixy jsou oznaceny modrymi pismeny. Tyrkysové je zobrazen hem s oranzové

zbarvenym atomem zeleza (Hendrychova et al. 2011).

Pro stanoveni enzymové aktivity CYP3A4 in vitro se uziva fada specifickych
substratd, jakymi jsou napf. testosteron, midazolam, nifedipin, erytromycin a lidokain.
CYP3A4 je ale také schopen aktivace karcinogent, napt. aflatoxin B: za tvorby vysoce
mutagennich epoxidi, které jsou dalSimi déji kovalentné vazany na baze DNA a tvoii
typické adukty (Guengerich et al. 1998). Cela podrodina CYP3A je indukovatelna
dexamethasonem a rifampicinem; zajimava je rovnéz indukce aktivity CYP3A4 (Moore
et al. 2000) tfezalkou teCkovanou (Hypericum perforatum). Inhibice aktivity CYP3A4

muze vést k zdvaznym lékovym interakcim. Z téchto inhibitort, obdobné jako substrati,
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je cela fada, za zminku stoji napt. troleandomycin, erythromycin, ketokonazol, makrolidy
a antivirotika. Z piirodnich latek 1lze uvést naptf. furanokumariny piitomné

v grapefruitovém dzusu nebo kavapyrony obsazené v pepiovniku opojném (Kava kava)

(Fujita 2004, He et al. 1998, Mathews et al. 2002).

2.3 Flavinové monooxygenazy

Dalsi vyznamné enzymy ucastnici se metabolismu xenobiotik, FMO, jsou
lokalizovany Vv hladkém endoplazmatickém retikulu hepatocytt. Substraty téchto
biotransformacnich enzymul jsou zejména slouceniny obsahujici ve své molekule
nukleofilni heteroatom (dusik, siru, fosfor) nebo nékteré anorganické ionty
(HS, I, CNS). Na rozdil od CYP, také monooxygenaz, dochazi k navazani substratu
k FMO pouze v jediném kroku reakce a také koenzym NADP® je pfimo navazéan

na enzym béhem celého katalytického cyklu (Anzenbacher & Zanger 2012).

Huménnich FMO existuje pét forem, avsak v hepatocytech je nejvice zastoupena
forma FMO3. Substraty mohou byt napt. nikotin, thiobenzamid, efedrin, amfetamin,
N-methylamfetamin, klozapin, dapson, moklobemid, olanzapin, tamoxifen atd.
Zajimavosti je, ze metabolizace tercialnich aminli je cestou detoxikace, ovSem
N-hydroxylované metabolity priméarnich a sekundarnich amini mohou mit toxicky efekt

(Phillips & Shephard 2017, Phillips & Shephard 2019).

Mira N-oxidace endogenniho trimethylaminu mutize byt indikatorem zdravotniho
stavu  Clovéka.  ZvySend  hladina  trimethylamin-N-oxidu  je  spojovéna
s kardiovaskuldrnimi onemocnénimi, nemocemi ledvin, neurologickymi poruchami

a dokonce i rizikem vzniku rakoviny (Chhibber-Goel et al. 2017).

FMO nejsou na rozdil od CYP indukovatelné, interindividualni rozdily jsou dany
genetickou vybavou nebo fyziologickym stavem jedince. Také FMO nepodléhaji tak
jednoduse jako CYP irreverzibilni inhibici cizorodymi latkami, mohou byt vSak
inhibovany indoly pfitomnymi v brukvovité zelenin¢ a oxidem dusnatym (Phillips

& Shephard 2019).
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2.4 Peroxidazy

Vétsina peroxidaz jsou podobné jako CYP hemoproteiny. Radi se k nej-
vyznamnéj$im antioxidantim, rozkladaji totiz toxicky peroxid vodiku, organické
hydroperoxidy a mohou metabolizovat i n€kterd xenobiotika. U ¢loveka se vyskytuji
zejména v krevnich elementech — erytrocytech, leukocytech atrombocytech. Tato
rozsahla nadrodina enzymu zahrnuje mj. myeloperoxidazy, eosinofilperoxidazy, délozni
peroxidazy, laktoperoxiddzy, thyroidni peroxidazy prostaglandin H syntazy
(cyklooxygenazy). Peroxidazy jsou schopné xenobiotika také aktivovat. Ptikladem muize
byt tvorba karcinogenniho epoxidu z aflatoxinu B1 (podobné jako u CYP) nebo tvorba

hepatotoxického NAPQI z paracetamolu (Anzenbacher & Zanger 2012).

2.5 Aminoxidazy

Do této nadrodiny enzymi se fadi mitochondrialni monoaminoxidazy (MAO),
cytosolické diaminoxidazy a polyaminoxiddzy. Aminoxidazy katalyzuji oxidaéni
deaminaci biogennich amind (serotonin, putrescin, spermin, histamin) 1 néktera
xenobiotika (napft. propanolol). Jsou zapojeny do metabolismu primérnich, sekundéarnich
a terciarnich aminti. Z klinického hlediska jsou vyznamné inhibitory MAO s vyuzitim
jako antidepresiva. Podle monoaminové teorie se piedpokladd, Ze depresivni poruchy
jsou dusledkem nedostatku neurotransmitert (noradrenalin, dopamin, serotonin)
v synapsich CNS. Inhibitory MAO (selegilin, moklobemid) blokuji enzym a tim
biodegradaci neurotransmitert (Hayes & Kruger 2014, Svihovec et al. 2018).

2.6 Konjuga¢ni enzymy

Reakce druhé faze metabolismu xenobiotik katalyzuji tzv. konjugacni enzymy.
Metabolit vytvofeny v prvni fazi metabolismu nebo Xxenobiotikum samotné mohou
reagovat sendogenni slouceninou za vzniku konjugitu - mnohem polarnéjsiho
metabolitu, ktery je snadné€ji eliminovan. Tyto procesy katalyzuji mikrosomalni nebo
cytosolické transferazy, které jsou exprimovany nejen v jatrech, ale témét ve vSech
organech. Konjugaci dochazi ke snizeni biologickych ucinki i toxicity xenobiotik. Témto

konjugacnim reakcim podléhaji i endogenni latky, napf. hormony, cholesterol, Zlu¢ové
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kyseliny atd. Konjuga¢ni enzymy jsou indukovatelné a mohou byt i inhibovany, obdobné

jako enzymy prvni faze metabolismu.

NejvyznamnéjSimi  konjuga¢nimi reakcemi je konjugace s kyselinou
glukuronovou, tedy glukuronidace, dale konjugace s glutathionem, sulfatace za tcasti
3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfatu (PAPS), N-acetylace a methylace; viz tabulka 1
(Jancova et al. 2010).

2.6.1 Glukuronidace

40-70 % podavanych 1é¢iv u ¢lovéka podléha konjugaci s kyselinou uridin-5"-
difosfo-a-D-glukuronovou (UDPGA) za ucasti UDP-glukuronosyltransferaz (UGT).
Této reakci podléhaji obecné alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny, aminy, amidy,
thioly. Z1éCiv lze uvést napt. paracetamol, kodein, morfin, naloxon, oxazepam,
propanolol, diklofenak, ibuprofen, valproat, diethyldithiokarbamat; z endogennich latek
napt. bilirubin, steroidni hormony, hormony §titné Zlazy, zlu¢ové kyseliny a vitaminy
rozpustné v tucich (Cashman et al. 1996, Kiang et al. 2005). Vzniklé glukuronidy jsou
vice polarni a téméf vzdy méné toxické, s Zadnym nebo niz§im biologickym ucinkem,
nez parentni latka. Vyjimkou je vznik reaktivnich alergizujicich acylglukuronid
vzniklych glukuronidaci nesteroidnich antiflogistik (Ritter 2000). Glukuronidy jsou
vylu€ovany moc¢i nebo Zlu¢i. Nékreré nestabilni glukuronidy mohou byt ve stievé
hydrolyzovany plsobenim [-glukuronidaz, resorbovany zpét do krevniho fecisté

a zpusobit tak prodlouzeny ucinek nékterych 1éciv.

Nadrodina UGT je ¢lenéna do rodin a podrodin podle aminokyselinové sekvence
obdobné¢ jako CYP. U c¢lovéka jsou nejvyznamnéjsi enzymy z rodiny UGT1 a UGT2.
Rodina UGTL1 zahrnuje 9 ¢leni (UGT1A1, UGT1A3-10); rodina UGT2 je rozdélena
do dvou podrodin (UGT2A a UGT2B). Zatimco podrodinu UGT2A zastupuje pouze
jediny enzym UGT2AI1, podrodina UGT2B ma sedm c¢lent (UGT2B4, UGT2B7,
UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17, UGT2B28). Nejvétsi zastoupeni UGT lze
nalézt v jatrech, vyskytuji se ale rovnéz i extrahepatalné (Hayes & Kruger 2014, Jancova
et al. 2010, Anzenbacher & Zanger 2012).

Nekteré latky, napt. rifampicin, fenobarbital nebo B-naftoflavon, jsou schopna

zvysit expresi UGT. Naopak jind 1éCiva (napf. flukokonazol, analgetika, nesteroidni
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antiflogistika, antivirotika, antikonvulziva, anxiolytika, sedativa) mohou enzymovou
aktivitu UGT inhibovat.

UGT jsou geneticky polymorfni, snizend exprese UGT1Al mulze vést
k onemocnénim spojenym s metabolismem bilirubinu. Gilbert-Meulengrachtiv syndrom
postihuje asi 10 % populace a charakterizuje jej hyperbilirubinemie. Crigler-Najjarav
syndrom je pomérné¢ vzacné onemocnéni, kdy v disledku zcela neaktivni UGT1Al
nedochazi ke konjugaci bilirubinu. Volny bilirubin pronika snadno pies
hematoencefalickou bariéru a poskozuje mozek s fatdlnimi dasledky. Lécbou je fotolyza
bilirubinu, podavani fenobarbitalu a transplantace jater (Janova et al. 2010,
Strassburg 2010).

2.6.2 Konjugace s glutathionem

Konjugace sendogennim tripeptidem glutathionem (GSH) za ucasti
cytosolickych glutathion-S-transferaz (GST) se také fadi k nejvyznamnéj$im reakcim
druhé faze metabolismu. Glutathion je schopen tvofit konjugaty s elektrofilnimi
xenobiotiky (PAH, epoxidy, a,f-nenasycenymi ketony, alkylhalogenidy, arylhalogenidy,
izokyanaty asreaktivnimi formami kysliku). Léiva konjugovana s GSH jsou
napt. cisplatina, cyklofosfamid, morfin, paracetamol, simvastatin, spironolakton,
thiotepa. Rovnéz vznikaji polarngjsi a témét vzdy méné toxické metabolity nez parentni
latka. I v tomto piipadé ale existuje vyjimka a to 1,2-dibromethan, ktery konjugaci s GSH
tvofi nestabilni ion reaktivni s DNA. Konjugaty s GSH jsou vylucovany zlu¢i nebo, jako
derivaty kyseliny merkapturové, moc¢i. Barbituraty, PAH, extrakt z jinanu dvoulalo¢ného
(Ginkgo biloba), brukvovita zelenina i extrakt z grapefruitu jsou induktory GST, naopak
bilirubin, Zlu¢ové kyseliny, kyselina linolenovd, indometacin nebo kvercetin mohou
aktivitu GST inhibovat. Nedostatek GSH v organismu mize vést ke zvySené toxicité
nékterych 1é¢iv, napt. paracetamolu (Hayes & Kruger 2014, Jancova et al. 2010,
Anzenbacher & Zanger 2012, Williamson et al. 1997).

2.6.3 Sulfatace

Cytosolické sulfotransferazy (SULT) katalyzuji konjugaci sulfonylového zbytku

(SO3H nebo obecné aniontu SOg37), pochazejiciho z univerzalniho donoru PAPS,
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s nukleofilnimi xenobiotiky nebo endogennimi latkami obsahujicimi O, N nebo S ve své
molekule. Pojmenovani SULT tedy neni v podstaté spravné, protoze dochazi k pienosu

sulfonatu, nikoliv sulfatu (SO4H) (Anzenbacher & Zanger 2012).

Sulfataci podléhaji obecné alkoholy, fenoly a aminy, z endogennich latek
katecholaminy, steroidni hormony a hormony §titné Zlazy. Sulfonaty jsou opét polarné;si
nez parentni latka a jsou snadné&ji vyluCovany moci nebo zlu¢i. Nekteré nestabilni
sulfonaty mohou podléhat hydrolyze za vzniku reaktivnich produktt a vytvaret tak adukty
s DNA (Surh 1998).

Nadrodina SULT je rozdélena do tii rodin (SULT1, SULT2 a SULT3). Mnoha
xenobiotika podléhaji soucasné sulfonaci i glukuronidaci v zavislosti na jeho koncentraci,
u niz8i koncentrace xenobiotika dochdzi spise k sulfonaci, u vyssi spise ke glukuronidaci.
Glukokortikoidy a klofibrat plsobi indukéné na aktivitu SULT. S interindividudlni
variabilitou v aktivit¢ SULT koreluje genovy polymorfismus SULT1A1, ktery mize hrat
roli i vrozvoji nadort plic, mocového méchyie (Hayes & Kruger 2014, Jancova
et al.2010, Anzenbacher & Zanger 2012).

2.6.4 N-acetylace

Xenobiotické aminy a hydraziny jsou konjugovany s acetylkoenzymem A
za katalyzy cytosolickych N-acetyltransferaz (NAT). U c¢loveéka existuji dvé rodiny
NAT1 a NAT2 s vysokou homologii (87 %). NAT2 se vyskytuje zejména v jatrech
a ve stievech, zatimco NATI1 je exprimovana téméf ve vSech tkdnich. Vibec prvnim
popsanym genovym polymorfismem biotransformaénich enzymt byl polymorfismus
NAT2 pii acetylaci antituberkulotika isoniazidu. U pomalych metabolizatorii muze
dochazet ke kumulaci léCiva v organismu a ke vzniku nezadoucich ucinkd,
napf. hepatitidy, neurotoxické poruchy, karcinomu moc¢ového méchyie (Agindez 2008,

Hayes & Kruger 2014, Jancova et al. 2010, Anzenbacher & Zanger 2012).

2.6.5 Methylace

Methylaci podléhaji zejména endogenni latky, méné casto xenobiotika. Konjugaci

s S-adenosylmethioninem za tucasti rdznych methyltransferaz dochazi piekvapiveé
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ke vzniku lipofilngjsich metabolitd. Fenoly jsou methylovany mikrosomalnimi
fenol-O-methyltransferazami, methylaci  katecholi  katalyzuji cytosolické
katechol-O-methyltransferazy (COMT). Substraty COMT jsou nejen endogenni latky
(adrenalin, noradrenalin, dopamin), ale i n¢ktera 1é¢iva majici ve své struktuie katechol,
napt. antihypertenziva, antiastmatika, antiparkinsonika (Shield 2004). Neurologicka
onemocnéni noradrenalinového nebo dopaminergniho systému (napi. schizofrenie,
Parkinsonova choroba) a sklony Kk alkoholismu mohou souviset s genovym
polymorfismem COMT (Tiihonen et al. 1999). Cytosolicka thiopurin-S-methyl-
transferdiza (TPMT) se podili na S-methylaci nékterych thiopurinovych [é¢iv
(6-merkaptopurin, azathioprin, 6-thioguanin). Genovy polymorfismus tohoto enzymu
mize zpusobovat u pomalych metabolizatori kumulaci 1é¢iva v hematopoetické tkani
a zavaznou myelosupresi 1 s fatalnimi nasledky. Rychli metabolizatofi jsou naopak
ohrozeni nedosazenim terapeutické hladiny v plazmé (Ujiie et al. 2008, Jancova

et al. 2010).

2.7 Nutraceutika

Nutraceutika (nazev  vznikl kombinaci slov ,nutrition® - vyzZiva
a ,,pharmaceutical® - 1é¢ivy) jsou definovana jako potraviny (strava nebo dopliky
stravy), které krom¢ zékladni nutricni hodnoty poskytuji také zdravotni pfinosy. Néktera
nutraceutika maji pfiznivy vliv na zdravotni stav ¢lovéka, jind mohou vyrazné podporovat
fyzicky vykon, dal$i zase snizovat riziko vzniku nékterych nemoci. Rozséhla skupina
nutraceutik zahrnuje latky rostlinného plvodu, zejména produkty sekundarniho
metabolismu, napt. fenolové kyseliny, lignany, fytosteroly, karotenoidy, glukosinolaty,
flavonoidy, terpeny, také mineraly a stopové prvky, vitaminy, alkaloidy, oligosacharidy,
polysacharidy, aminokyseliny, latky bilkovinné povahy, mastné kyseliny ¢i strukturované

tuky, dokonce i zivé bakterie — probiotika (Kohout 2010, Gupta 2016).
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2.7.1 Terpeny

Terpeny jsou latky pfirodniho ptvodu, produkty sekundarniho metabolismu
rostlin, tvofeny spojenim dvou nebo vice molekul nenasyceného uhlovodiku isoprenu.
Uloha produkti sekundarniho metabolismu v rostlinich neni znama, pravdépodobné
se jednd o detoxikaci rostlin, o ochrannou funkci rostliny pfed napadenim Sktdci
¢i o feromony. Dalsimi divody mohou byt tvorba rustovych latek nebo latek
se specifickou ulohou pii reprodukci rostlin (barviva, vung), popiipadé jako latky
inkrustujici a impregnujici. Rada téchto latek ovliviiuje Zivotni funkce lidského

organismu, jsou tedy latkami a¢innymi.

V zavislosti na poctu isoprenovych jednotek a také podle poctu uhlikt v molekule
délime terpeny na monoterpeny (10 uhlikli), seskviterpeny (15 uhlikl), diterpeny
(20 uhliktr), triterpeny (30 uhlik(), tetraterpeny (40 uhlik) a polyterpeny
(n pocet uhlikl).

10-20 uhlikaté terpeny tvoii podstatnou ¢ast silic, pryskyfic a hotéin. Vyssi
terpeny jsou pevného skupenstvi a v rostlinach se vyskytuji volné nebo vazané (saponiny,

karoteny, lykopen, kaucuk, gutaperca).

Terpeny, fenylpropany, acetogeniny, sirné¢ i dusikaté slouceniny jsou soucasti
rostlinnych silic. V rostlinnych organech se koncentruji ve Zlaznatych trichomech (mata,
meduiika), v silicnych kandlcich plodl (anyz, fenykl) nebo v sili¢nych buiikach (pept).
Jehli¢naté stromy Pinaceae obsahuji silice ve vech organech rostlinného téla. Spole¢nou
vlastnosti silic je lipofilni charakter, z cehoz se odviji technologie ziskavani silic -

extrakci pomoci tukt, destilaci vodni parou nebo lisovanim za studena.

Pro farmaceutické ti¢ely jsou vhodné silice rostlin z ¢eledi Apiaceae (mifikovité),
Astraceae (hvézdnicovité), Lauraceae (vaviinovité), Myrtaceae (myrtovité), Pinaceae
(borovicovité) a Zingiberaceae (zazvornikovité). Silice se uzivaji zejména jako
stomachika, karminativa, rubefaciencia, antiflogistika, expektorancia, diuretika,
dezinfekéni a antiseptické prostfedky, také jako korigencia chuti a viin¢ ve farmacii,
potravinafstvi, likérnictvi iv parfumerii (Bakkali et al. 2006, Burt 2004, Potuzak

& Potuzakové 2006).
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2.7.2 Seskviterpeny

Seskviterpeny obsahuji vyssi rostliny, zejména celedi Asteraceae (hvézdnicovité),
Cactaceae  (kaktusovité), Solanaceae (lilkovité), Lamiaceae (hluchavkovité),
Araceae (aronovité), Piperaceae (pepiovnikovité) a Euphorbiaceae (pryScovité)
(Paduch et al. 2007), ale i nékteré houby (Allomyces macrogynus, Blastocladiaceae)
(Pommerville et al. 1990), bakterie a nékteré moiské bezobratlé organismy (Le Bideau
et al. 2017).

Seskviterpeny vykazuji rtznorodé biologické ucCinky, zajimavé je jejich
Nekteré seskviterpeny jsou schopny zasahovat do bunééného cyklu nadorovych linii nebo
pusobit synergicky s jinymi protinddorovymi lé¢ivy (Ambroz et al. 2015, Ambroz
et al. 2017).

2.7.2.1 pB-karyofylen

Bicyklicky seskviterpen B-karyofylen (KAR) je jednim z nejvice rozsifenych
seskviterpentl v rostlinné #i3i. Casto se vyskytuje jako trans- izomer ((E)-B-karyofylen)
ve smési se svymi dal§imi izomery iso-karyofylenem ((Z)-B-karyofylenem)
a a-humulenem (a-karyofylenem). Je obsazen ve velmi dobfe znamych bylinach,
resp. kotenich — hiebicku, bazalce, dobromysli, zazvoru, maté, ale 1 v konopi, tabaku
a borovicich. KAR vykazuje fadu zajimavych biologickych uc¢inkd. Vyznamny
je antiprolifera¢ni a cytototoxicky efekt pozorovany na bunétnych liniich, ale také

antioxidacni, antimikrobialni a chemo-protektivni u¢inky (Fidyt et al. 2016).

Informace o biotransformaci KAR jsou prozatim chudg, pfi experimentu in vivo
na kralikovi bylo zjisténo, ze KAR je konvertovdn na meziprodukt
(-)-karyofylen-5,6-oxid (obr. 12), ktery je dale pfeménén na [10S-(-)-14-
hydroxykaryofylen-5,6-oxid] nebo je hydroxylovan na karyofylen-5,6-oxid-2,12-diol
(Fidyt et al. 2016).
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Obrazek 12: Metabolismus KAR in vivo (Fidyt et al. 2016).

2.7.2.2 p-karyofylen oxid

Epoxidovy derivat KAR p-karyofylen oxid (KAO) je nejcastéji ptitomen
v medunce, kminu, hiebicku, chmelu, bazalce, dobromysli, levanduli, rozmarynu,
skofici, Salvéji atd. Jeho nejvétsim zdrojem je ovSem hiebickovec srd¢ity (Syzygium
antimykotické, insekticidni, antioxidaéni a antivirové u¢inky (Boulogne et al. 2012, Fidyt
et al. 2016, Chavan et al. 2010, Pan et al. 2016, Park et al. 2011).

2.7.2.3 a-humulen

Dalsi izomer KAR, o-humulen (HUM), je také v pfirod¢ Siroce rozsifeny.
Nejvyssi obsah HUM je ve chmelovych S$isticich. K nejvyznamnéj$im biologickym
apoptozu a snizenim hladiny buné¢ného glutathionu zvySovat tvorbu reaktivnich forem

kysliku, tato prooxidacni aktivita muze byt zapojena v cytotoxicit¢ vi¢i nadorovym
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bunkam (El Hadri et al. 2010, Fernandes et al. 2007, Legault et al. 2003, Rogerio
et al. 2007).

2.7.2.4 Nerolidol

Tento alkenylovy seskviterpen se vyskytuje ve dvou izomerech, cis-nerolidol
(cNER) a trans-nerolidol (tNER). NER je obvyklou soucasti fady potravin, silic
exotickych rostlin (Myrocarpus frondosus, Fabaceae; Melaleuca Quinquenervia,
Myrtaceae; Citrus aurantium, Rutaceae) akosmetickych produkti. Obdobné jako
cyklické seskviterpeny, oba izomery NER plisobi antioxidacné, antibakterialné,
protizdnétlivé, neuroptotektivné, antihelminticky, antiparaziticky a protinadorové,

jsou také ucinné proti malarii (AbouLaila et al. 2010, Javed et al. 2016, Saito et al. 2016,
Silva et al. 2017).

2.7.2.5 Farnesol

Acyklicky seskviterpen farnesol (FAR) je soucasti esencialnich oleji vice ¢i méné
exotickych rostlin (napt. Myrocarpus frondosus, Fabaceae; Abelmoschus moschatus,
Malvaceae; Jasminum, Oleaceae; Rosa, Rosaceae atd.). K biologickym u¢inkim patii
pusobeni (Joo & Jetten 2010, Ku & Lin 2015, Ku & Lin 2016, Lee etal. 2015,
Santhanasabapathy & Sudhandiran 2015, Sziics et al. 2013).
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2.8 Vyznam studia interakci doplinki stravy a soucasné

podavanych 1éCiv

V soucasné dobé¢ klade okoli na cloveéka stale vétsi tlak Kuzivani zdravi
prospésnych potravin, tzv. ,superpotravin®, dopliki stravy a aplikaci lidové
(alternativni) mediciny. Snadna dostupnost tohoto zbozi nejen v 1ékarnach a kamennych
obchodech, ale zejména v e-shopech, mtze vést k nadmérné konzumaci nutraceutik bez
hlubsich znalosti o moznych lékovych interakcich a bez ohledu na mozné zdravotni
dasledky. Bylinné ptirodni latky jsou Castou soucésti zejména tradi¢ni ¢inské mediciny,

v

ktera je stale oblibenéjsi 1 v nasich zemich.

Lékové interakce jsou definovany jako zména farmakodynamickych nebo
farmakokinetickych vlastnosti nebo projevii 1é¢iva zptisobena soucasnym podanim jiného

1€¢iva, vlivem slozek potravy nebo zvyklostmi (napt. koutenim).

Interakce nutraceutik a soucasné podavanych 1é¢iv na zaklad¢ farmakokinetiky
mohou nastat v kterémkoli kroku procesu absorpce, distribuce, metabolismu anebo
exkrece (ADME). Soucasné pozita strava muze ovlivnit, snizit (anticholinergikum
propantelin) nebo zvysit (anthelmintikum triclabendazol) absorpci 1é¢iva. Mnoha 1é¢iva
je vhodné uZzivat pted jidlem (fenoxymethylpenicilin, levotyroxin, Zelezo) a jind s jidlem
nebo po jidle (cefuroxil axetil, rivaroxaban). Néktera 1é¢iva mohou soutéZit se soucasné
pozitou stravou bilkovinné povahy o aktivni transportni mechanismus
(antiparkinsonikum levodopa). Dieta s extrémné nizkym obsahem proteinii mize vést
K hypoalbuminémii, mize se tak zvySovat volna frakce nékterych 1é¢iv a dochazet
ke vzniku nezadoucich ucinkt, napt. krvaceni u uzivani warfarinu (Fender & Dobrev
2019). Sodik a lithium soutézi v ledvinach o tubularni resorpci, vysoky pfijem sodiku
z kuchynské soli snizuje plazmatickou koncentraci lithia, naopak strava chuda na sodik
zpusobuje zvyseni koncentrace lithia (Dusek & Vecetova-Prochazkova 2015). ZvySena
kyselost moci, zpisobena nadmérnym piijmem vitaminu C, mize ovliviiovat reabsorpci
nékterych 1éCiv charakteru slabych kyselin (barbituraty) nebo miZze dokonce vést
ke krystalurii (amoxicilin) a poskozeni ledvinovych tubull pacienta (Fogazzi et al. 2003,

Kvétina & Grundmann 2003).
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Nejvyznamnéj$imi a nejcastéjSimi lékovymi interakcemi na farmakokinetickém
principu jsou interakce na Grovni metabolismu. Aktivita enzymatického systému CYP
muze byt zvySena na zékladé indukce po opakovaném podani nékterych 1éciv
(napf. barbituraty, dexamethason, fenytoin, karbamazepin, rifampicin (CYP3A4);
primidon (CYP2C, CYP3A) atd.), pozitim stravy (napf. brukvovita zelenina (CYP1A2),
zensen (CYP3A4)), napoju (Caj pripraveny z ttezalky teCkované, Hypericum perforatum
(CYP3A4)), doplnktt  stravy (napf. preparaty obsahujici jinan dvoulalo¢ny,
Ginkgo biloba (CYP3A4)) nebo také kouienim cigaret (CYP1A1/2). Nasledkem indukce
enzyml dochdzi k rychlejsi metabolické pfeméné daného IéCiva nebo jiného léciva
metabolizovaného stejnym enzymem. Miuze se tak snizit UCinek fady 1éciv,
typicky imunosupresiv indukci CYP3A4 tfezalkovymi preparaty (Deng et al. 2008a,
Perlik 2008, Zanger & Schwab 2013).

Enzymaticka aktivita CYP miZe byt inhibovana také, napf. cimetidinem
(CYP1A2); makrolidy, azolovymi antimykotiky, verapamilem, diltiazenem (CYP3A4);
fluoxetinem (CYP2C9, CYP2D6), zpfirodnich latek je CYP3A4 inhibovan
grapefruitovym dzusem, CYP2E1 allicinem obsazenym v cesneku nebo gingeroly
ptitomnymi v zazvoru (CYP2C9/19, CYP3A4). Snizuje se tak biotransformace souc¢asné
podavanych 1é¢iv (napft. tolbutamidu, fenytoinu, warfarinu, midazolamu atd.), coZ miize
vést ke kumulaci 1é¢iva v organismu az K intoxikaci a vzniku zavaznych nezadoucich

uc¢inkl (Cho & Yoon 2015, Leite et al. 2016, Perlik 2008).

Zmén¢ znamych piikladd z posledni doby lze zminit napfiklad interakci
cytarabinu a daunorubicinu v 1é¢bé akutni myeloidni leukémie se soucasnym uzivanim
trapatky nachové (Echinacea purpurea). Trapatka, nutraceutikum pomérn¢ ¢asto uzivané
ke zvySeni obranyschopnosti organismu, naopak snizuje t¢innost 1é¢by indukei enzymu

metabolizujiciho tato chemoterapeutika, CYP3A4 (Spagnuolo 2015).

Jak vyplyva z uvedenych ptikladi, pii studiu vlastnosti nutraceutik je tieba sledovat
mozné interakce nutraceutik s léCivy, zejména témi, kterd jsou piemeénovana

prostfednictvim enzymu prvni fdze metabolismu 1é¢iv, tedy CYP.
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2.8.1 Metody studia lékovych interakci

Ke studiu interakci nutraceutik ¢i 1é¢iv (obecné xenobiotik) l1ze pouzit tii zakladni
pristupy — in vivo, in vitro a in silico. Podle doporuc¢eni Food and Drug Administration
(fda.gov) a evropské European Medicines Agency (ema.europa.eu) musi kazdé nové

zavadéné 1€¢ivo projit dikladnym testovanim.

U metod in vivo Ize uvést studie na octomilkach (Drosophila), na hlisticich
(Nematoda), na larvalnich stadiich ryb a obojzivelnikd a v neposledni fadé na modelu
laboratorniho zvifete - mys, potkan, morce, kralik, slepice, pes, koza, ovce, miniprase,
prase (Badyal & Desai 2014). V ramci klinického hodnoceni 1é¢iva studie in populo
na zdravych dobrovolnicich nebo nemocnych pacientech mize byt studie 1ékovych
interakci provadéna za striktné danych podminek (fda.gov, ema.europa.eu). Ve vétsiné
ptipadu se ale jedna o prospektivni studie zaméfené na rozbor dat ziskanych v klinické

praxi (van Puijenbroek et al. 2000).

V laboratornich podminkach jsou Casto uzivané in vitro metody za pouziti
izolovanych enzymu, subceluldrnich frakci (napf. mikrosomdlni frakce jaterniho
bunééného homogenitu), feztl tkani, primarnich bunéénych kultur, bunéénych linii anebo
kmenovych bunék. Principem je vzdy sledovani zmény dostupného parametru v disledku
podavani potencidlné interagujicich latek. U CYP a analogicky dalSich enzymu
je sledovéna exprese riznych forem, jak na urovni mRNA (metodou PCR), tak exprese
proteinli (metodou Western Blotting) a rovnéZ i zmény aktivit pfisluSnych enzymi.
VétSina studii se provadi s mikrosomdlni frakci jaterniho bunééného homogenatu
(mikrosomy) a ma charakter studia inhibice aktivit nejdulezitéjSich forem CYP

zvolenymi nutraceutiky (Grizzle et al. 2019).

2.8.2 Metody studia lékovych interakei in vitro

2.8.2.1 Inhibice CYP

Situace, kdy dochazi k inhibici enzymové aktivity biotransformacnich enzymd,
mohou vést kzavaznym 1ékovym interakcim v disledku zvySeni plazmatické
koncentrace 1éCiv, ktera jsou metabolizovana stejnymi (inhibovanymi) enzymy. Inhibice
enzymové aktivity je pomérné rychly proces, mize nastoupit fadové beéhem nekolika

hodin. Nejzavaznéjsi jsou duasledky inhibice enzymové aktivity CYP3A4 (ucastni
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se metabolismu vice nez 50 % podavanych 1é¢iv) a CYP2D6 (metabolizuje asi 25 %
podavanych 1é¢iv). Tabulky 2- 4 shrnuji typické inhibitory CYP3A4, CYP2D6 a CYP2C.

U proléciv (prodrug), ktera ke svému terapeutickému ucinku vyzaduji
metabolickou aktivaci, mtize v pfipad¢ inhibice biotransformacniho enzymu dojit
ke snizeni terapeutické davky v dasledku nedostate¢né pfemény prodrug na Géinnou
latku, napt. O-demethylace kodeinu na morfin pomoci CYP2D6 (Stamer & Stiiber 2007)
nebo 2-oxidace klopidogrelu prosttednicvim CYP2C19 (Sangkuhl et al. 2010).

Tabulka 2: Piehled typickych inhibitort CYP3A4 (Zanger & Schwab 2013, Pelkonen
et al. 2008).

Azamulin Bromokryptin Klaritromycin
Cimetidin Clotrimazol Midazolam
Cyklosporin Danazol Mikonazol
Diltiazem Ergotamin Nefazodon
Erytromycin Etinylestradiol Nifedipin
Flukonazol Fluoxetin Nikardipin
Fluvoxamin Gestoden Omeprazol
Irinotekan Progesteron Ritonavir
Saquinavir Troleandomycin Verapamil
Vorikonazol Ketokonazol Isoniazid

Grapefruitovy dZus

Tabulka 3: Piehled typickych inhibitort CYP2D6 (Zanger & Schwab 2013, Pelkonen
et al. 2008).

Amiodaron Bupropion Celecoxib
Cimetidin Cinacalcet Citalopram
Difenhydramin Doxorubicin Doxepin
Duloxetin Escitalopram Fluoxetin
H1-antihistaminika Halofantrin Haloperidol
Hydroxyzin Chinidin Chlorpheniramin
Chlorpromazin Klemastin Levomepromazin
Kokain Methadon Metoklopramid
Midodrin Moklobemid Norfluoxetin
Paroxetin Perfenazin Ranitidin
Ritonavir Sertralin Terbinafin
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Tabulka 4: Piehled typickych inhibitord forem CYP2C (Zanger & Schwab 2013, Niwa
& Yamazaki 2012).

Gemfibrozil Montelukast Trimethoprim
Bisfenol A Amiodaron Flukonazol
Naringenin Nonylfenol Vorikonazol
Sulfafenazol Vorikonazol kyselina tienylova
Klopidogrel Fluoxetin Fluvoxamin
Naringenin Omeprazol Tiklopidin

(+)-N-3-benzyl-nirvanol (—)-N-3-benzyl-fenobarbital

2.8.2.2 Mechanismy inhibice

RozliSujeme tfi typy inhibi¢nich reakci: reversibilni, quasi-reversibilni
a irreverzibilni. Podle svych fyzikalné-chemickych vlastnosti mize inhibitor vykazovat

vice typt mechanismu inhibice.

Reversibilni inhibice zpiisobuji ¢asto latky, které obsahuji ve své struktufe atom
dusiku (imidazoly, pyridiny, chinoliny). Tyto inhibice jsou dale Kklasifikovany
na kompetitivni, nekompetitivni, smiSené nebo akompetitivni. Kompetitivni inhibitor
se vaze do aktivniho mista enzymu a brani vazbé¢ substratu. VétSinou se strukturné podoba
substratu. Nekompetitivni inhibitor se vdZe na jiné misto enzymu, zpisobi ale
konformacéni zménu aktivniho mista a tim znemozni vazbu substratu. Situace, kdy miize
dojit k vazbé inhibitoru na enzym, k vazbé inhibitoru na komplex enzym-substrat nebo
také k vazbé substratu na komplex enzym-inhibitor, je nazyvana jako smiSena inhibice.
V tomto ptipad€é jsou ovlivnény obé zakladni charakteristiky enzymové reakce,
maximalni rychlost reakce i Michaelisova konstanta (Lin & Lu 1998, Segel 1993,
Cornish-Bowden 2012).

Quasi-reversibilni inhibice jsou zptsobeny produkty produkovanymi v pribéhu
enzymatické reakce, tzn. ze vytvoiené metabolity maji schopnost inhibovat aktivitu CYP.
In vitro Ize tyto inhibi¢ni reakce zvratit, in vivo vSak musi byt enzym obnoven de novo.
Typickym ptikladem tohoto ,,sebevrazedného® substratu je troleandomycin, uZivany jako
specificky inhibitor CYP3A4 (Lin & Lu 1998).

Irreverzibilni inhibitory také maji schopnost inhibovat enzymovou aktivitu svymi
vlastnimi metabolity, tyto reakce jsou nazyvany tzv. mechanism based. Inaktivace

je nevratna, Casové a koncentraéné zavisla (nejcastéji oznaCovana anglicky jako
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,time-dependent inhibition*). Rovnéz v tomto ptipad¢é musi byt enzym obnoven de novo
(Kamel & Harriman 2013, Riley et al. 2007).

2.8.2.3 Indukce CYP

Na rozdil od inhibice, indukce enzymové aktivity nastupuje pomaleji a pietrvava
az v tadu tydnt. Indukei enzymové aktivity enzymu se zrychluje biotransformace 1é¢iv,
tim miize dojit ke snizeni plazmatické koncentrace 1é¢iva pfeménovaného indukovanym
enzymem a Kk nedostatetnému terapeutickému efektu. Naopak zesileny farmako-
dynamicky efekt je pozorovan u proléciv, ktera jsou vétsi mérou metabolizovana

na vlastni aktivni species prave indukovanou formou.

Indukce CYP je regulovana zejména aryl hydrokarbonovym receptorem (AhR),
pregnanovym X receptorem (PXR) a konstitutivnim androstanovym receptorem (CAR).

AhR je vysoce exprimovany transkrip¢ni faktor indukujici expresi zejména rodiny
CYP1 (CYP1A1/2, CYP1BI1). Po vazbé induktoru (typicky PAH) na AhR dochézi
k pfesunu do jadra a tvorbé heterodimeru, ktery se vaze na xenobiotika responzivni

elementy genil pro CYP a aktivuje tak transkripci (Hukkanen 2012).

PXR zprosttedkovéava indukci fady CYP (CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8/9/19
a CYP3A4), nekterych enzymii druhé faze metabolismu xenobiotik a také dulezitych
transportérii. Je exprimovan zejména v jatrech a tenkém stfevé. Induktory jsou velmi
riznorodé latky z oblasti 1éCiv (statiny, rifampicin, klotrimazol, tamoxifen), nékteré
endogenni (steroidy, zluové kyseliny) a piirodni latky, napt. hyperforin obsazeny

v tiezalce teckované (Hukkanen 2012, Kliewer et al. 2002, Kojima et al. 2007).

CAR, podobné jako PXR, se podili na regulaci genti pro CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C8/9/19, CYP3A4, nékterych enzymti druhé faze metabolismu a také transportéra
1é¢iv. Rovnéz je exprimovan v jatrech, ale také v ledvinach. Na rozdil od jinych
receptort, je CAR schopen aktivace bez ligandu, jevi tedy konstitutivni aktivitu.
Po navazani induktoru na CAR se tento pfesouva z cytosolu do jadra, kde dochézi
k heterodimerizaci s retinoidnim X receptorem a vazbé vzniklého komplexu

na xenobiotika responzivni elementy DNA (Tolson & Wang 2010).
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2.8.3 Metody studia lékovych interakci in silico

Molekulové modelovani in silico, pouzité v této praci, je vypocetni nastroj,
pomoci n¢hoz 1ze modelovat biologické systémy na arovni atomu. Tyto metody poskytuji
unikatni informace v atomovém rozliSeni a mohou byt doplitkem k experimentalnim
vysledkiim. Molekulové modelovani umoziuje pochopit nékteré zakonitosti inhibi¢nich
reakci, nahlédnutim do aktivniho mista CYP ptedvidat 1ékové interakce, odhadnout
ptistupnost, velikost a flexibilitu aktivniho mista, odhalit ve struktufe makromolekuly
proteinu CYP pfistupové a vystupni kanaly pro substraty a rovnéz produkty enzymové
reakce apod. (Otyepka et al. 2012).

Metodou molekulové dynamiky 1ze modelovat biologické systémy v ¢ase. Tyto
casové intervaly jsou velmi kratké, fadové se jednd o pikosekundy az stovky nanosekund,
u mensich systémi dokonce i mikrosekundy. Delsi ¢asové obdobi tak umoziuje

pozorovat zmé&ny konformace proteinti (Hendrychova et al. 2012).

Metody studia 1ékovych interakci in silico zahrnuji predikce moznosti 1ékovych
interakci za pouziti software, jako je napt. DDI Predictor (ddi-predictor.org), piipadné
k predikci data o typu a sile interakci resp. inhibici interagujicich latek (simulation-
plus.com). V ptedkladané praci jsme se zaméfili na relativné ptiméjsi piistup, kdy na
zaklad€ znalosti struktury a vlastnosti aktivnich mist enzymi byla modelovéna interakce
studovanych latek s CYP3A4 (studie in vitro ukazaly relativné silnou inhibici tohoto

enzymu nékterymi seskviterpeny).
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3. CILE PRACE

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo zhodnotit interakce vybranych seskviterpenti
(B-karyofylenu, pB-karyofylen oxidu, a-humulenu, trans-nerolidolu, cis-nerolidolu
a farnesolu) s nejvyznamnéj$imi enzymy metabolismu xenobiotik, véetné 1é¢iv, tedy
s cytochromy P450. Cilem bylo (i) zjistit inhibi¢ni potencial daného nutraceutika,
tj. schopnost ovlivnit katalytickou aktivitu enzymd, (ii) charakterizovat mechanismus,
kterym nutraceutikum p¥ipadné enzymy inhibuje, a (iii) pokusit se posoudit mozné riziko
1ékovych interakei v piipadé soucasné poddvanych lé¢iv metabolizovanych stejnymi

enzymy.

Studium interakci seskviterpend s cytochromy P450 bylo zaméfeno zejména

na nasledujici témata:

e Sledovani vlivu vybranych seskviterpenii na enzymovou aktivitu cytochromi
P450 obsazenych v mikrosomalni frakci lidskych jater in vitro

e Oveéfeni vysledki ziskanych in vitro experimenty pomoci metod in silico
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4, EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Chemikalie a pristrojové vybaveni

4.1.1 Chemikalie

Smésné jaterni lidské mikrosomy, Biopredic International (Rennes, Francie):
mikrosomalni frakce byla ziskana v souladu s etickymi pravidly zemé puvodu. Smésné
jaterni mikrosomy byly ziskany od 10 muzt a 7 zen. Dalsi detaily o enzymovych
aktivitdich jednotlivych CYP jsou dostupné na oficidlnim webu spolecnosti
(www.biopredic.com).

Koncentrace P450 = 14,55 umol-I*!

Koncentrace proteinu = 25,0 mg-ml

Testované latky byly obdrzeny od pani prof. RNDr. Lenky Skalové, Ph.D.
z Katedry biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK, Hradec Kralové (piivodem
Sigma Aldrich, Praha, C2):

B-karyofylen (KAR), B-karyofylen oxid (KAO), a-humulen (HUM), trans-nerolidol
(tNER), cis-nerolidol (cNER), farnesol (FAR)

H,C CHj HsC «CH3
H3C HsC .
/ o
H,C H,C
p-karyofylen B-karyofylen oxid
H,;C
— / CHj3
CH,
CH,4
o-humulen

Obrazek 13: Struktura cyklickych seskviterpent (Nguyen et al. 2017).
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CHy CHs HO  CH,
Hsc)\MCHZ H3C

trans-nerolidol

. . _~CH,
cis-nerolidol
N N
HsC N OH
farnesol

Obrazek 14: Struktura necyklickych seskviterpenti (Spi¢ékova et al. 2017).

Dalsi pouzité chemikalie:
Abcam (Cambridge, UK): Midazolam (MD2Z)

Fluka (Buchs, Svycarsko): ethoxyresorufin (ETRR), 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-
kumarin (EFC), 4"-hydroxydiklofenak (OH-DF)

Chemos CZ (Praha, Ceskd republika): paklitaxel

Sigma Aldrich (Praha, CZ): bufuralol (BUF), diklofenak (DF), 1’-hydroxybufuralol
(OH-BUF), 6-hydroxychlorzoxazon (OH-CLX), 1’-hydroxymidazolam (OH-MD2Z),
7-hydroxykumarin ~ (OH-KUM),  7-hydroxy-4-(trifluorometyl)kumarin ~ (HFC),
6a-hydroxypaklitaxel, chlorzoxazon (CLX), kumarin (KUM), S-(+)-mefenytoin (MEF),
isocitratdehydrogenaza (IDH), kyselina DL-isocitronova (ISO), [-nikotinamid-
adenindinukleotid fosfat (NADP™), resorufin (RR), testosteron (TST), trizma base

Lach-Ner  (Neratovice, CZ): dihydrogenfosfore¢nan  draselny (KH2POs),
dihydrogenfosforecnan sodny (NaH2POas), hydroxid draselny (KOH), hydroxid sodny
(NaOH), chlorid draselny (KCl), chlorid sodny (NaCl), chloroform (CHCIs), kyselina
fosfore¢na (H3sPOs), kyselina chlorista (HCIO4), kyselina octova (CH3COOH), siran
hofec¢naty hepta hydrat (MgSOs - 7 H20), uhli¢itan sodny (Na2COs)

Linde Technoplyn (Praha, CZ): dusik, oxid uhelnaty
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Penta (Praha, CZ): kyselina chlorista (HCIO4), kyselina mravenci (HCOOH), kyselina
octova (CH3COOH)

Toronto Research Chemicals Inc. (Toronto, Kanada): 4-hydroxymefenytoin

Ultrafine (Manchester, UK): 6p-hydroxytestosteron (OH-TST)

VWR (Fontenay-sous-Bois, Francie): acetonitril, methanol, propan-2-ol, dichlormethan

Pouzité chemikalie byly cistoty p. a. anebo HPLC gradient grade.

4.1.2 Pristrojové vybaveni

analytické vahy GR-202 (Schoeller Instruments, Praha, Ceské republika)
centrifuga BR4i (Jouan, Saint Nazaire, Francie)

centrifuga Eppendorf mini spin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
koncentrator vzorkit TERMOVAP TV 10 (ECOM, Praha, Ceska republika)

magnetickd michacka Heidolph MR 1000 (Fischer Scientific, Pardubice,
Ceska republika)

pH metr Schott CG 843 (Fischer Scientific, Pardubice, Ceské republika)

such4 lazett Major Science MD-02N (Biotech, Praha, Ceska republika)

ultrazvuk K 10 (Kraintek, Podhajska, Slovensko)

vodni lazet WB 14 (Memmert, Schwabach, Némecko)

vortex Heidolph Reax Top (Fischer Scientific, Pardubice, Ceska republika)

zafizeni pro p¥ipravu &isté a ultradisté vody Watrex Ultrapur (Watrex, Praha, Ceska
republika)

spektrofluorimetr Tecan Infinite M200 (Schoeller Instruments, Praha, Ceska republika)
spektrofotometr Helios-Epsilon (Spectronic Unicam, Cambridge, Velka Britanie)
spektrofotometr Shimadzu UV-2401 PC (Shimadzu, Tokyo, Japonsko)

spektrofotometr Varian UV VIS 4000 (Varian Cary, Canberra, Australia/Amedis, Praha,
Ceska republika)

syst¢tm HPLC Shimadzu (Tokyo, Japonsko): odplyniova¢ DGU-20AS5R, automaticky
davkova¢ SIL-20ACXR, modul pro komunikaci CBM-20A, detektor diodového pole
UV/VIS SPD-M20A, fluorescen¢ni detektor RF-20, termostat kolony CTO-20AC

47



apumpa LC-20ACXR; kolony se stacionarni fazi C18 LiChroCART 250 x 4 mm,
velikost ¢astic 5 pm a Chromolith® HighResolution (Merck, Darmstadt, Némecko)

Software:

Microsoft office 2016 (Microsoft, Praha, Ceska republika)
TECAN Infinity (Tecan Austria, Grodig, Rakousko)
Sigma plot v. 12 (SPSS, Chicago, IL, USA)

LabSolution (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Statistica 12 (StatSoft CR, Praha, Ceské republika)
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4.2 Metody

4.2.1 Stanoveni enzymovych aktivit riznych isoforem CYP pomoci

markerovych substrati

Stanoveni aktivit individudlnich CYP bylo provadéno podle metod pouzitych
Vv nasi laboratofi; popis metod je zde uveden vzhledem Kk tomu, ze metody byly upraveny
na podminky laboratofe. Koncentra¢ni fada testovanych latek (KAR, KAO, HUM, tNER,
cNER, FAR) byla v rozmezi 0, 5, 10, 25, 50 a 100 umol-I"t, Analyzy byly vzdy provadény
Vv duplikatech ve dvou nezavislych stanovenich. Vyhodnoceni vysledki bylo realizovano

pomoci softwaru Sigma Plot v. 12.0.

4.2.1.1 Stanoveni enzymové aktivity CYP1A2 (O-deethylace 7-ethoxyresorufinu)

Stanoveni enzymové aktivity CYP1A2 se provadi pomoci markerového substratu
7-ethoxyresorufinu (ETRR). Dochazi k jeho deethylaci za vzniku fluorescen¢niho
produktu resorufinu, ktery se detekuje spektrofluorimetricky za excitace pii 535 nm

a sledovani emise pii 585 nm.

N N
X X
NS o
CH4CH,0 o o Ho o

CYP1A2

—_—

7-ethoxyresorufin resorufin

Obrazek 15: Schéma enzymatické reakce vzniku resorufinu pusobenim CYP1A2

na 7-ethoxyresorufin.

Reakéni smés o celkovém objemu 100 ul obsahovala 35 pmol CYP, ETRR
o koncentraci 5,2 pmol-I?, testovanou latku o vzristajici koncentraci a 100 mmol-I*
KH2PO4, pH 7,4. Systém generujici NADPH (NADP* 0,8 mmol-I?, isocitrat
5,8 mmol-I", isocitrat dehydrogenaza 0,3 units/ml a Mg?* 8 mmol-I) byl ptidan
po 30 min preinkubaci pii 37 °C. Reakce byla zastavena po 15 min inkubaci pii 37 °C
ptidavkem 200 ul methanolu. Po centrifugaci pii 14000 rpm pti 4 °C byl supernatant

ptrepipetovan do vialek pro HPLC. Analyza metabolitu (resorufinu) byla realizovana
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pomoci HPLC Shimadzu (kolona LichroCart: C18, 250 x 4 mm i.d., ¢astice o velikosti
5 um, Merck, Darmstadt, Némecko; s predkolonou 4 x 4 mm i.d., 5 um) s isokratickou
eluci, 50 pl nastiiku, teplotou kolony 25 °C a s prutokem mobilni faze 0,8 ml/min.
V 6,2. minuté byl identifikovan a kvantifikovan resorufin. Mobilni fazi byla smés
25 mmol-I" Na,HPO4 0 pH 7,0 a 100 % methanol v poméru 58:42 (Donato et al. 2004,
Morse & Lu 1998).

4.2.1.2 Stanoveni enzymové aktivity CYP2A6 (7-hydroxylace kumarinu)

Enzymova aktivita CYP2A6 se stanovuje pomoci substratu kumarinu, ktery
je hydroxylovan za vzniku fluorescenéniho produktu 7-hydroxykumarinu. Produkt

se detekuje spektrofluorimetricky za pouziti excitaéni vlnové délky 325 nm a emisni

vinové délky 450 nm.
X X
N\ \
o7 o _CYP2A6 40 o o
kumarin 7-hydroxykumarin

Obrazek 16: Schéma enzymatické reakce CYP2A6 a kumarinu za vzniku

7-hydroxykumarinu.

Reakéni smés, jejiz objem byl pufrem (100 mmol-I"t KH,POa, pH 7,4) doplnén
na 100 ul, obsahovala 35 pmol CYP, kumarin o koncentraci 15 umol-I* a testovanou
latku. Po 30 min preinkubaci pfi 37 °C byl pfidan systém generujici NADPH (NADP*
0,8 mmol-I", 1ISO 5,8 mmol-I?, IDH 0,3 units/ml a Mg?* 8 mmol-IY). Reakce byla
zastavena po 15 min inkubaci pii 37 °C ptidavkem 200 pl methanolu. Po centrifugaci pfi
14000 rpm pii 4 °C byl supernatant piepipetovan do vialek pro HPLC. Analyza
7-hydroxykumarinu byla realizovana pomoci HPLC Shimadzu (kolona LichroCart: Cus,
250 x 4 mm i.d., ¢astice 0 velikosti 5 um, Merck, Darmstadt, Némecko; s piredkolonou
4x 4 mm id., 5 pum) sisokratickou eluci, 5 pl nastfiku, teplotou kolony 25 °C
a s prutokem mobilni faze 1,0 ml/min. Ve 3,8. minuté byl identifikovan a kvantifikovan
metabolit. Mobilni fazi byla smés 0,5 % kyseliny octové a acetonitrilu v poméru 60:40
(Soucek 1999).
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4.2.1.3 Stanoveni enzymové aktivity CYP2B6 (O-deethylace 7-ethoxy-4-[tri-

fluoromethyl]-kumarinu)

Pro stanoveni enzymové  aktivity CYP2B6 se uzivd  substrat
7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)kumarin (EFC). Dochazi k O-deethylaci za vzniku
fluorescenéniho  produktu 7-hydroxy-4-(trifluoromethyl)kumarinu  (HFC), ktery

se detekuje spektrofluorimetricky s excita¢ni vinovou délkou 410 nm a emisni vinovou

délkou 510 nm.
i ]
F—C—F F—C—F
AN | N
A~ | N CYP2B6 HO 0 Xg
H3C o o o —
7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)kumarin 7-hydroxy-4-(trifluoromethyl)kumarin

Obrazek 17: Schéma enzymatické reakce pfemény EFC vlivem CYP2B6 na HFC.

100 pl reakéni smési obsahovalo 35 pmol CYP, EFC o koncentraci 15 pmol-I7,
inhibitor o vzristajici koncentraci a pufr 100 mmol-I* KH2PO4 o pH 7,4. Nasledovala
30 min preinkubace pti 37 °C, po niz byl ptidan systém generujici NADPH (NADP*
0,8 mmol-I?,1SO 5,8 mmol-I*%, IDH 0,3 units/ml a Mg?* 8 mmol-I%). Po 15 min inkubaci
pii 37 °C byla reakce zastavena ptidavkem 200 ul methanolu. Nasledovala centrifugace
pii 14000 rpm pii 4 °C, po které byl supernatant prepipetovan do vialek pro HPLC.
Analyza HFC byla realizovdna pomoci HPLC Shimadzu (kolona Chromolith:
monolitickd, 100 x 4,6 mm i.d., Merck, Darmstadt, Némecko; s ptfedkolonou 5 x 4,6 mm
i.d.) s isokratickou eluci, 5 ul nastiiku, teplotou kolony 30 °C a s prutokem mobilni faze
0,8 ml/min. Ve 4,9. minuté byl identifikovan a kvantifikovan HFC. Mobilni fazi byla
smés 20 mmol-I"t Na;HPO4 0 pH 7,5 a 100 % acetonitrilu v poméru 7:3 (Donato et al.
2004, Morse & Lu 1998).
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4.2.1.4 Stanoveni enzymové aktivity CYP2C8 (6a-hydroxylace paklitaxelu)
Pro stanoveni enzymové aktivity CYP2C8 se uziva substrat paklitaxel (taxol).

UV/VIS detekei pti 230 nm se sleduje 6a-hydroxylovany metabolit.

i ) i ;7 H .
o HaC
cYP2cs w  d
H 0““-
OH

paklitaxel 6a-hydroxypaklitaxel

Obrazek 18: Schéma enzymatické reakce pifemény paklitaxelu vlivem CYP2C8

na 6a-hydroxypaklitaxel.

200 pl reakéni smési obsahovalo 70 pmol CYP, paklitaxel o koncentraci
45 umol-I?, inhibitor o vzriistajici koncentraci a pufr 100 mmol-I* KH2PO4 o pH 7,4.
Nasledovala 30 min preinkubace pii 37 °C, po niZ byl pfidan systém generujici NADPH
(NADP* 0,8 mmol-I, ISO 5,8 mmol-I?, IDH 0,3 units/ml a Mg?* 8 mmol-I). Po 15 min
inkubaci pfi 37 °C byla reakce zastavena piidavkem 50 pl ledového acetonitrilu
za nasledného zchlazeni reakéni smési na ledu. Nésledovala centrifugace pfi 14000 rpm
pti 4 °C, po které byl supernatant piepipetovan do vialek pro HPLC. Analyza HFC byla
realizovana pomoci HPLC Shimadzu (kolona LichroCart: Cig, 250 x 4 mm i.d., ¢astice
o0 velikosti 5 pm, Merck, Darmstadt, Némecko; S ptedkolonou 4 x 4 mm i.d., 5 pm)
s gradientovou eluci (0-14. min 60 % B, 14.-17. min 10 % B, 17.-23. min 100 % B,
23.-31. min 60 % B), 50 ul nastfiku, teplotou kolony 45 °C a s prutokem mobilni faze
0,8 ml/min. V 9,9. minuté byl identifikovan a kvantifikovan 6a-hydroxylovany
metabolit. Mobilni fazi A byl 10% methanol, jako mobilni faze B byl pouzit 100%
methanol (Crespi et al. 2006a).
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4.2.1.5 Stanoveni enzymové aktivity CYP2C9 (4 -hydroxylace diklofenaku)

Diklofenak jako specificky substrat slouzi pro stanoveni enzymové aktivity

CYP2C9, kdy je sledovan vznik 4’-hydroxylovaného derivatu.

i
o CH,—C—ONa
CH,—C—ONa cl
Cl
CYP2C9 NH
NH _—
Ci OH
Cl
diklofenak 4’-hydroxydiklofenak

Obrazek 19: Schéma enzymatické pfemény diklofenaku na 4’-hydroxylovany metabolit.

200 pl reakéni smesi obsahovalo 35 pmol CYP, inhibitor o vzristajici koncentraci,
systém generujici NADPH (NADP* 0,8 mmol-I?, ISO 5,8 mmol-I?, IDH 0,3 units/ml
aMg?* 8 mmol-I*) apufr 100 mmol-I* KH2POs o pH 7.4. Specificky substrat
diklofenak, o vysledné koncentraci 20 pmol-I*, byl piidan po 30 min preinkubaci pfi
37 °C. Po 25 min inkubaci pti 37 °C byla reakce zastavena ptidavkem 50 pl smési
acetonitrilu a kyseliny octové v poméru 94:6. Nasledovala centrifugace pti 14000 rpm pii
4 °C, po které¢ byl supernatant prepipetovan do vialek pro HPLC. Analyza HFC byla
realizovana pomoci HPLC Shimadzu (kolona Chromolith: 100 x 4,6 mm i.d.,
monolitickd, (Merck, Darmstadt, Némecko), s piedkolonou 5 x 4,6 mm i.d.)
s gradientovou eluci (0-7. min 20 % B, 7.-15. min 40 % B, 15.-15,5. min 90 % B,
15,5.-18, min 100 % B, 19.-23. min 20 %B), 50 ul nastfiku, teplotou kolony 30 °C
a s prutokem mobilni faze 1,0 ml/min. V 6,55. minuté byl pomoci UV detekce pti 280 nm
identifikovan a kvantifikovan 4’-hydroxylovany metabolit. Mobilni fazi A byla smés
2,85 mM HCIO4 a acetonitrilu v poméru 7:3, jako mobilni faze B byl pouzit 100%
methanol (Crespi et al. 2006b).
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4.2.1.6 Stanoveni enzymové aktivity CYP2C19 (hydroxylace S-(+)-mefenytoinu)

Pro wurCeni enzymové aktivity CYP2C19 se wuzivd markerovy substrat

S-(+)-mefenytoin. Dochazi k 4"-hydroxylaci substratu za vzniku 4’-hydroxymefenytoinu.

CH

s
CH O N
o W 3 N\ Wéo
=0 N
HyC N
/l ........ N
HsC H  CYyp2cig
—_—
OH
S-(+)-mefenytoin 4’-hydroxymefenytoin

Obrazek 20: Schéma enzymatické reakce 4’-hydroxylace S-(+)-mefenytoinu CYP2C19.

Reakéni smés o objemu 200 ul obsahovala 50 pmol CYP, inhibitor o vzrustajici
koncentraci, systém generujici NADPH (NADP* 0,8 mmol-I?, 1SO 6 mmol-I?,
IDH 0,3 units/ml a Mg?* 8 mmol-1") a pufr 100 mmol-I" KH2PO4 0 pH 7,4. Po 30 min
preinkubaci pti 37 °C byla reakce zapocata ptidavkem S-(+)-mefenytoinu o vysledné
koncentraci 28 umol-I". Nasledovala 25 min inkubace pii 37 °C, po které byla
enzymaticka reakce zastavena pridavkem 20 pl 1 mol-I"* HCI. Po vifivé extrakci reakéni
smési po dobu 15 sekund do 2 ml dichlormethanu byla smés centrifugovana 5 min pfi
3000 rpm. 1,5 ml spodni faze extraktu bylo odpipetovano do sady Cistych zkumavek
anasledn¢ odpafeno dusikem. Odparek byl rozpustén ve 150 pl mobilni faze
(100 mmol-I* KH2PO4 0 pH 2 / acetonitril v pomé&ru 71:29) a pienesen do vialek pro
HPLC. UV detekce pti 200 nm byla realizovana pomoci HPLC systému Shimadzu
(kolona LichroCart: 250 x 4 mm i.d., (Merck, Darmstadt, Némecko), s predkolonou
4x4mm id., 5 pum) Sisokratickou eluci, 50 pl nastfiku, teplotou kolony 40 °C
a s pratokem mobilni faze 1,2 ml/min. V 3,85. minuté€ byl identifikovan a kvantifikovan

4’-hydroxylovany metabolit (Crespi et al. 2006c).
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4.2.1.7 Stanoveni enzymové aktivity CYP2D6 (1'-hydroxylace bufuralolu)

Substrat bufuralol slouzi pro stanoveni enzymové aktivity CYP2D6. Bufuralol

je CYP2D6 hydroxylovan za vzniku fluorescenéniho produktu 1’-hydroxybufuralolu.

CYP2D6

HsC
39 CHs

cH, © NH  cH, HO™ Moy O 7" TNH

HO HO

bufuralol 1’-hydroxybufuralol

Obrazek 21: Schéma enzymatické reakce premény bufuralolu na 1’-hydroxybufuralol.

200 pl reakéni smési obsahovalo 67 pmol CYP, bufuralol (14,3 umol-I?),
inhibitor a pufr 100 mmol-I? KH2PO4 0 pH 7,4. Pied zapodetim reakce pfidavkem
systému generujiciho NADPH (NADP* 0,5 mmol-I*, 1ISO 4 mmol-I*, IDH 0,2 units/ml
aMg?* 5mmol-I") byla reakéni smés preinkubovana po dobu 30 min pii 37 °C.
Enzymaticka reakce byla zastavena po 20 min inkubaci pii 37 °C ptidavkem 20 pl 70%
HCIO4. Nasledovala centrifugace 10 min pifi 14000 rpm. 150 pl supernatantu bylo
odpipetovano do vialek pro HPLC. Metabolit byl detekovan fluorescencné pomoci HPLC
systému Shimadzu (kolona LichroCart: 250 x 4 mm i.d., (Merck, Darmstadt, Némecko),
s piedkolonou 4 x 4 mm i.d., 5 um) s gradientovou eluci, 5 pl nasttiku, teplotou kolony
45 °C a s pratokem mobilni faze 1,5 ml/min; excita¢ni filtr 252 nm a emise pii 302 nm.
V 4,5. minut¢ byl identifikovan a kvantifikovan 1’-hydroxylovany metabolit
(Crespi et al. 2006d).
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4.2.1.8 Stanoveni enzymové aktivity CYP2E1 (6p-hydroxylace chlorzoxazonu)

Enzymova aktivita CYP2E]1 se stanovuje pomoci substratu chlorzoxazonu, ktery

je CYP2E1 6B-hydroxylovan.

Cl H
cl H N
CYP2E1
%\O \O
o HO ©

chlorzoxazon 6B3-hydroxychlorzoxazon

Obrazek 22: Schéma enzymatické reakce 6p-hydroxylace chlorzoxazonu.

V reakéni smési, jejiz objem c¢inil 1000 pl, bylo obsaZzeno 160 pmol CYP,
inhibitor, systém generujici NADPH (NADP*0,5mmol-I%, 1SO 3,5 mmol-I?,
IDH 0,2 units/ml a Mg?* 5 mmol-I"t) a pufr 100 mmol-1"t KH2PO4 0 pH 7,4. Po 30 min
preinkubaci pii 37°C byl k reakéni smési piiddn substrat chlorzoxazon
0 vysledné koncentraci 26 pmol-I?. Enzymaticka reakce byla zastavena po 30 min
inkubaci pifi 37 °C ptidavkem 50 pl 42,5% H3POs4. Smés byla extrahovana po dobu
20 sekund do 2 ml smési propan-2-ol/chloroform (v poméru 15:85) a centrifugovana
10 min pfi 2000 rpm. Do sady cistych zkumavek byl odpipetovan a nasledné odpafen
dusikem 1 ml spodni faze extraktu. Odparek byl rozpustén ve 200 pl mobilni faze
(0,5% kyselina octova a acetonitril v poméru 3:1) a piepipetovan do vialek pro HPLC.
UV detekce pti 287 nm byla realizovana pomoci HPLC systému Shimadzu (kolona
Chromolith: 100 x 4,6 mm i.d., monoliticka, (Merck, Darmstadt, Némecko),
s predkolonou 5 x 4,6 mm i.d.) s isokratickou eluci, 50 ul nastfiku, teplotou kolony 30 °C
a s prutokem mobilni faze 1,0 ml/min. V 2,5. minuté byl identifikovan a kvantifikovan

6p-hydroxylovany metabolit (Lucas et al. 1996).
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4.2.1.9 Stanoveni enzymové aktivity CYP3A4 (6p-hydroxylace testosteronu)

Stanoveni enzymové aktivity CYP3A4 se provadi za pouziti metody

6B-hydroxylace testosteronu.

CYP3A4
—_—

OH

testosteron 6p-hydroxytestosteron
Obrazek 23: Schéma enzymatické reakce, kdy je testosteron 6f3-hydroxylovan vlivem

CYP3A4.

V reakéni smési bylo obsazeno 100 pmol CYP, inhibitor, systém generujici
NADPH (NADP* 0,5 mmol-I, 1ISO 4 mmol-I"%, IDH 0,2 units/ml a Mg?* 5 mmol-I?)
apufr (100 mmol-I* KH2PO4 o pH 7,4) dopliujici objem reakéni smési na 500 pl.
Testosteron o vysledné koncentraci 100 umol-I™ byl k reakéni smési piidan po 30 min
preinkubaci pti 37 °C. Nasledovala 20 min inkubace pii 37 °C, po které byla enzymaticka
reakce zastavena pridavkem 100 ul smési 1 mol-1t Na,COs a 2 mol-I" NaCl. Smés byla
extrahovana do 2 ml dichlormethanu po dobu 15 sekund a centrifugovana 5 min pfi
3000 rpm. Extrakt (1 ml spodni faze) byl odpipetovan do sady cistych zkumavek
anasledné¢ odpafen dusikem. Odparek byl rozpuStén ve 200 pl mobilni faze
(64% methanol) a ptepipetovan do vialek pro HPLC. Produkt byl detekovan pii 245 nm
pomoci HPLC systému Shimadzu (kolona LichroCart: 250 X 4 mm i.d., 5 um (Merck,
Darmstadt, Némecko), s predkolonou 4 x 4 mm i.d., 5 um) s isokratickou eluci, 50 pl
nastiiku, teplotou kolony 30 °C a s prutokem mobilni faze 0,6 ml/min. V 7. minuté byl

identifikovan a kvantifikovan 6f3-hydroxylovany metabolit (Guengerich et al. 1986).
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4.2.1.10 Stanoveni enzymové aktivity CYP3A4 (1’-hydroxylace midazolamu)

Dalsi moznosti stanoveni enzymové aktivity CYP3A4 je pouziti jiného

specifického substratu CYP3A4 midazolamu, je sledovana 1’-hydroxylace této latky.

HO
N N
H3C\(/ \\(/
N N
CYP3A4/5
_—
_~=N _~=N
Cl Cl
O F O F
midazolam 1’-hydroxymidazolam

Obrazek 24: Schéma enzymatické pfemény midazolamu na 1°-hydroxymidazolam

za ucasti CYP3A4.

V reakéni smési bylo obsazeno 12,56 pmol CYP, inhibitor, systém generujici
NADPH (NADP* 0,5 mmol-I?, 1ISO 4 mmol-I*}, IDH 0,2 units/ml a Mg? 5 mmol-I)
apufr (100 mmol-I"* KH,PO4 0 pH 7,4) dopliujici objem reakéni smési na 100 pl.
Midazolam o vysledné koncentraci 2,2 umol-I* byl k reakéni smési ptidan po 30 min
preinkubaci pii 37 °C. Nasledovala 20 min inkubace pti 37 °C, po které byla enzymaticka
reakce zastavena pridavkem 100 pl vychlazeného methanolu. 150 ul supernatantu bylo
odpipetovano do vialek pro HPLC. Metabolit byl detekovan pti 240 nm pomoci HPLC
syst¢tmu Shimadzu (kolona Chromolith: 100 x 4,6 mm i.d., monolitickd, (Merck,
Darmstadt, Némecko), s ptredkolonou 5 x 4,6 mm i.d.) s isokratickou eluci, 50 ul nastiiku,
teplotou kolony 30 °C a spritokem mobilni faze 0,8 ml/min. V 10. minuté byl
identifikovan a kvantifikovan 1°-hydroxylovany metabolit (Ghosal et al. 1996, Jufica

et al. 2007, Kronbach et al. 1989).

58



6961 /e }3 yoequony
1002 e je esunp
9661 e je |esoyo wu 0¥ ‘AN njoueyaw |1 oQ| 00} 95‘zl | @oelAxolphAy-,| wejozepiw 2t Pve
9861 1e j@ youabuang wu SHZ ‘AN [OeN/£OO%eN |1 001 00S 001 | @oejAx0lpAy-dg U0I3}S0}S3) 001 Ve
9661 e jo seon wu /8Z ‘AN YOdeH %S'Z¥ M 0S 000} 09} | @%eAxolpAy-gg | uozexoziolyo 9z =4
WU ZOE "W WU ZGg ‘X8
P900Z e 3o Idsa1 lupuaosalony YOIOH %04 1 0Z 002 19 aoe|AxoIpAy-, | |o[einyng eyl 9az
29002 e o Idsai1d wu 00Z ‘AN [OH yI-low | 1 og 00¢ 0S aoe|AxolpAy- ¢ | ulojAusjewl(+)-S 8C 610¢
d900c e je Idsa1 wu 08z ‘AN HOODEHO/NOV M 0 00T Ge aoe|AxoIpAy- Yeusjopiip 0z 602
B900¢ fe j@ Idsa1D wu 0gZ ‘AN njujuoyeoe |1 oG 002 0/ | @oelAxoipAy-ng |oxeyijoed GY 802
Q661 N @ osIo Wwu QLG 'Wa ‘WU QL 'X®
¥002 /e }@ ojeuoQ |upuadsalony njoueylsw |1 0oz 00} Ge aoejAyjeap-0 043 Gl 9de
WU QG "Wa (WU GZg X8
6661 a2n0S luguaosalonjy njoueyaw |1 00z 00} G¢ aoe|AxoipAy-/ uLewIny Gl ave
Q661 N @ osIo WU GgG "'Wa WU GEG 'Xd
00z e j@ ojeuoq Juguaasalonyy njoueylew |1 0oz 00l ol aoejAylesp-0 uinisalhxouys-; Z's FA
() (lowu) dAD (,-I'low)
20BlID 20y8)ap 2o)eal walqo dAD BUBAOZA|BIEY jelnsqns njelnsqns dAD
gosndz 1UBAB)SEZ ¥ O[pIUI) ugyeay | yesqo aoyeay Mjoyoads 90EIIUSIUOY

(exyads 1se[qo dAO[BIFRIN A 80%318P = AN ‘[1411U0B%e = NOV utrewny(jAylswoloni)-y-Axo1e-/ = D43)

"Yod)uaLWILIadXd

yorurewid A Auoaourys K1AQ 2191y ‘(WH]) JAOUUIN B ISI[OBUDIN AJRISUOY OUPOYy MZIq AJAQ miensqns [YIANOIJ10ads 90BIIUIIUOY

onznod ‘g AD TuslouteuzAAlou niadp s Yv4 & YANO YAN? ANH ‘OV UV o3yereyur nipmys 1id goLuspasod pojous pafyald S ey[nqeL,

59



4.2.2 Insilico metody: Molekulové modelovani

Struktury ligandi (MDZ, TST, KAO, tNER) byly pfipraveny pro dokovaci
proceduru pomoci softwarového balicku MarvinSketch 15.1.5.0
(http://www.chemaxon.com). Molekulové modelovani bylo provedeno pomoci
programového balicku Autodock Tools (Sanner 1999). Program Autodock Vina (Trott
& Olson 2010) byl pouzit pro ukotveni ligandi do mfizky obsahujici celou strukturu
proteinového modelu CYP3A4 soustfedéného na enzymatické centrum blizko kofaktoru
hemu. Krystalova struktura enzymu CYP3A4 (PDBID: 5A1R) byla pouzita ke konstrukci
dokovacich templati enzym/protein. Afinita k enzymu byla odhadnuta za pouziti
Gibbsovy volné energie (AG) reakce E + L = EL, kde L znamena ligand (substrat nebo
inhibitor), E enzym a EL komplex enzym-ligand. Je tfeba poznamenat, ze AG = -RT In K,
kde R je univerzalni plynova konstanta, T termodynamicka teplota a K rovnovazna

konstanta interakce.
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5. VYSLEDKY

5.1 Stanoveni inhibi¢niho vlivu testovanych latek na aktivitu
vybranych CYP v lidské jaterni mikrosomalni frakci

V prvnim kroku experimentu byly stanoveny hodnoty konstant Michaelise-
Mentenové (Km) a Vmax pro specifické substraty jednotlivych CYP (ethoxyresorufin,
kumarin, EFC, paklitaxel, diklofenak, S-(+)-mefenytoin, bufuralol, chlorzoxazon,
testosteron a midazolam). Vysledné koncentrace substratii pouzité v experimentech byly

blizké vypoctené Km (viz tabulka 5).

Dale byl sledovan inhibi¢ni vliv Sesti vybranych seskviterpent - B-karyofylenu
(KAR), B-karyofylen oxidu (KAO), a-humulenu (HUM), trans-nerolidolu (tNER),
cis-nerolidolu (cNER) a farnesolu (FAR) na enzymovou aktivitu deviti forem
nejvyznamngéj$ich CYP pro metabolismus 1é¢iv (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4), za pouziti vySe zminénych

specifickych substrati.

Potenciélni inhibi¢ni vliv KAR, KAO, HUM, tNER, cNER a FAR na enzymovou
aktivitu CYP byl testovdn v koncentracnim rozmezi 0, 5, 10, 25, 50 a 100 umol-l‘l.
Zasobni roztoky seskviterpenti byly ptipraveny jako 200 mmol-I" v dimethylsulfoxidu.
Kontrolni vzorky pro odecteni vlivu rozpoustédla na aktivitu CYP byly pfipraveny
obdobnym zplsobem tak, aby procentudlni obsah rozpoustédla byl stejny jako

Vv testovanych vzorcich a soucasné nepiekro¢il 1 % v/v (Chauret et al. 1998).
V ptipad¢, Ze inhibice enzymové aktivity prekrocila 50 % a mohla byt v ur€itych
pfipadech vyznamna, byly dale provedeny studie k vysvétleni mechanismu inhibice.

Ktomu byly pouzity dva typy vynosu, podle Dixona a Lineweavera—Burka
(Cornish-Bowden 2004, Segel 1993).
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5.1.1 Stanoveni inhibice enzymové aktivity jednotlivych CYP
seskviterpenem B-karyofylenem (KAR)

Analyza stanoveni inhibi¢niho vlivu seskviterpenu KAR na enzymové aktivity
deviti nejvyznamnéjsSich CYP (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4) v lidské jaterni mikrosomalni frakci byla

provadéna, jak je popsano vyse.

B-karyofylen neovlivnil vyznamné enzymové aktivity jednotlivych CYP, pouze
v ptipadé CYP3A4 a specifického substratu midazolamu (MDZ) B-karyofylen snizil
katalytickou aktivitu CYP3A4 piiblizné¢ na 50 %. Enzymové aktivity CYP2A6
a CYP2C19 ovlivnil velmi mirng, v obou piipadech doslo ke sniZeni katalytické aktivity
ptiblizné na 70 % (obr. 25).

B-karyofylen

L g g b g

120

= 0umolH?!
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Alctivita (%)

CyplA2 CYP2ZAG  CYP2B& CYP2CE CYP2CB® CYP2C19 CYP2D6 CYP2E1 CYP3AE  CYP3AE

TsT MDZ

Obrazek 25: Stanoveni inhibi¢niho vlivu B-karyofylenu na enzymové aktivity CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l a CYP3A4
v lidské jaterni mikrosomalni frakci. Hodnoty v grafu vyjadiuji aritmetické priméry

+ smérodatné odchylky (N = 4).

TST = testosteron; MDZ = midazolam
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5.1.2 Stanoveni inhibi¢niho vlivu p-karyofylen oxidu (KAO)
na enzymové aktivity jednotlivych CYP

Stanoveni inhibi¢niho vlivu epoxidu KAO na enzymové aktivity deviti
nejvyznamngéjSich CYP (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4) v lidské jaterni mikrosomalni frakci byla, jak je uvedeno
vyse. Vysledné koncentrace markerovych substrati CYP Vv reakéni smési byly blizké
zjisténé konstanté Km a koncentracni rozmezi KAO v reakéni smési bylo, jak je uvedeno

v kap. 5.1.

B-karyofylen oxid mirn¢ snizil katalytické aktivity CYP2A6, CYP2C8
a CYP2C109 pii nejvyssi koncentraci 100 pmol-I? piiblizné na 60 %. V piipadé CYP3A4
a substratu MDZ byla tato enzymova aktivita snizena az na 28 %, zatimco v piipadé

markerového substratu testosteronu (TST) byla enzymové aktivita CYP3A4 ovlivnéna

méné, na 63 % (obr. 26).
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Obrazek 26: Stanoveni inhibi¢niho vlivu B-karyofylen oxidu na enzymové aktivity
CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2El
a CYP3A4 v lidské jaterni mikrosomalni frakci. Hodnoty v grafu vyjadiuji aritmetické

pruméry + smérodatné odchylky (N = 4).
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V ptipad¢ inhibicniho vlivu KAO na enzymovou aktivitu CYP3A4
(substrdt MDZ) byla stanovena inhibi¢ni koncentrace, 1Cso = 14,3 pmol-I". Nasledovaly
experimenty pro vysvétleni typu inhibice, byl sledovan inhibi¢ni vliv KAO
na katalytickou aktivitu CYP3A4 pii Ctyfech koncentra¢nich trovnich specifického
substratu MDZ (0,5 Km, Kum, 2 Km a 4 Kw). Z téchto dat byly sestrojeny vynosy (obr. 27
a 28) podle Dixona a Lineweavera—Burka (Segel 1993), diky kterym byla vypoctena
inhibi¢ni konstanta, Ki = 46,6 umol-I"t. Oba vynosy nejspise odpovidaji smigenému typu
inhibice (Segel 1993, Cornish-Bowden 2012).
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a - 0,5Ky
>
z ® = 1Ky
= 0.05- = 2Ky
) / - 4KM
N
i
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-0.05- KAO [umol-I1]

Obrazek 27: Dixondv vynos inhibi¢niho vlivu KAO na enzymovou aktivitu CYP3A4 za
pouziti markerového substratu MDZ (0,5 Km = 1,1 umol-It; Ky = 2,2 umol-I?;
2 Km=4,4 umol-I; a4 Ky=8,8umol-I?).
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Obrazek 28: Lineweaverav—Burktv vynos inhibi¢niho vlivu KAO na enzymovou aktivitu
CYP3A4 za pouziti markerového substratu MDZ.
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5.1.3 Stanoveni inhibi¢niho efektu a-humulenu (HUM) na enzymové
aktivity jednotlivych CYP

Izomer KAR a KAO, a-humulen, byl také testovan pro jeho potencialni inhibi¢ni
vliv na katalytickou aktivitu nejvyznamnéjsich CYP (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4) v lidské jaterni
mikrosomalni frakci. Vysledné koncentrace markerovych substrati CYP v reakéni smési
byly blizké zjisténé konstanté Km a koncentra¢ni rozmezi HUM v reakéni smési bylo

0 - 100 pmol-I2.

o-humulen nemél téméf Zadny vliv na katalytickou aktivitu jednotlivych CYP.
Pouze v ptipadé CYP2B6 a CYP2C19 byla velmi mirné snizena enzymova aktivita CYP
a to ptiblizné na 70 % (obr. 29).

o-humulen
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Obrazek 29: Stanoveni inhibi¢niho vlivu a-humulenu na enzymové aktivity CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4
Vv lidské jaterni mikrosomalni frakci. Hodnoty v grafu vyjadfuji aritmetické praméry

+ smérodatné odchylky (N = 4).
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5.1.4 Stanoveni inhibice na enzymovych aktivit jednotlivych CYP

trans-nerolidolem (tNER)

U prvniho zéstupce necyklickych seskviterpenii tNER byl sledovan inhibi¢ni vliv
na enzymové aktivity deviti nejvyznamnéjsich CYP (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4) v lidské jaterni
mikrosomalni frakci. Koncentracni rozmezi tNER V reakéni smési bylo stejné jako

v piedchozich experimentech (kap. 5.1).

Trans-nerolidol pfi 100 pmol-I koncentraci v reakéni smési mirng ovlivnil
enzymovou aktivitu CYP2C19, kterd byla pii nejvyssi koncentraci snizena na 50 %.
Katalyticka aktivita CYP3A4 za pouziti specifického substratu TST trans-nerolidolem
byla ovlivnéna, pti 100 umol-I"t koncentraci v reakéni smési doslo k jejimu sniZeni
azna28 % (obr. 30). V piipadé¢ substratu MDZ nebyla aktivita CYP vyznamné

ovlivnéna.
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Obrazek 30: Stanoveni inhibi¢niho vlivu trans-nerolidolu na enzymové aktivity
CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2El
a CYP3A4 v lidské jaterni mikrosomalni frakci. Hodnoty v grafu vyjadiuji aritmetické

pruméry + smérodatné odchylky (N = 4).
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V tomto piipadé byla také stanovena inhibi¢ni koncentrace, ICso = 46,3 umol-I?,
jako kvantifika¢ni ukazatel inhibi¢niho vlivu tNER na enzymovou aktivitu CYP3A4
(substrat TST). Rovnéz byly provedeny experimenty pro urceni typu inhibice, v tomto
ptipadé¢ pii Ctyfech koncentra¢nich urovnich specifického substratu TST (0,5 Km, K,
2 Km a 4 Kv). Z téchto dat byly sestrojeny vynosy podle Dixona a Lineweavera—Burka
(Segel 1993) a byla vypoétena inhibiéni konstanta, Ki = 32,5 pmol-I"t. Oba vynosy po
srovnani moznosti a s ohledem na diagnostickd kritéria lze pfipsat smiSenému typu

inhibice; obr. 31 a 32 (Kotyk & Horak 1977).

0,5 Ky,
1K,
2 Ky,
4Ky,

Ftose
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Obrazek 31: Dixondv vynos inhibi¢niho vlivu tNER na enzymovou aktivitu CYP3A4
za pouziti markerového substratu TST (0,5 Km = 50 pmol-I?; Ky = 100 pmol-I?;
2 Km =200 umol-I"; a 4 Ky =400 pmol-I%).
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Obrazek 32: Lineweaveriv—Burkidv vynos inhibi¢niho vlivu tNER na enzymovou aktivitu

CYP3A4 za pouziti markerového substratu TST.
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5.1.5 Stanoveni inhibi¢niho vlivu cis-nerolidolu (cNER) na enzymové
aktivity jednotlivych CYP

Dalsim studovanym seskviterpenem byl izomer nerolidolu cNER. Stanoveni
inhibiéniho vlivu na enzymové aktivity deviti nejvyznamnéjSich CYP (CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l a CYP3A4)
v lidské jaterni mikrosomalni frakci bylo provedeno, jak je uvedeno v kap. 5.1. v¢etné

koncentrace markerovych substratti a koncentraci CNER Vv reak¢éni smési.

Cis-nerolidol neovlivnil vyznamné enzymové aktivity testovanych CYP.
Nicméng, Vv piipadé CYP3A4 a substraitu MDZ byla tato enzymova aktivita snizena
na 45 %, zatimco v ptipad¢ markerového substratu TST byla enzymova aktivita CYP3A4

ovlivnéna méng, na 65 % (obr. 33).
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Obrazek 33: Stanoveni inhibi¢niho vlivu cis-nerolidolu na enzymové aktivity CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4
v lidské jaterni mikrosomalni frakci. Hodnoty v grafu vyjadiuji aritmetické priméry

+ smérodatné odchylky (N = 4).
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5.1.6 Stanoveni inhibi¢niho vlivu farnesolu (FAR) na enzymové aktivity
jednotlivych CYP
Posledni testovanou latkou byl FAR. Stanoveni inhibi¢niho vlivu na enzymové
aktivity deviti nejvyznamnéjSich CYP (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS,

CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4) v lidské jaterni mikrosomalni
frakci bylo stejné jako u ostatnich latek (viz kap. 5.1).

Farnesol témét neovlivnil enzymové aktivity testovanych CYP. Pouze v ptipadé

CYP2AG byla snizena katalyticka aktivita tohoto enzymu na 45 % (obr. 34).
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Obrazek 34: Stanoveni inhibi¢niho vlivu farnesolu na enzymové aktivity CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4
v mikrosomalni frakci. Hodnoty v grafu vyjadiuji aritmetické priméry + smérodatné

odchylky (N = 4).
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Obrazek 35: Souhrnné vysledky inhibi¢niho vlivu seskviterpeni KAO a tNER
na enzymovou aktivitu CYP3A4 v lidské jaterni mikrosomalni frakci; substrat
midazolam (A) a substrat testosteron (B). Data byla analyzovana pomoci jednosmérného
ANOVA testu a poté Scheffého post hoc testu. Hodnoty v grafu vyjadiuji aritmetické
pruméry + smérodatné odchylky (N =4, * p <0,05; # p <0,01; + p <0,001; i p <0,0001).
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5.2 Molekulové modelovani interakce s CYP3A4

Cilem molekulového modelovani bylo na urovni aktivniho mista CYP3A4 piispét
k vysvétleni vyssiho inhibi¢niho vlivu KAR na enzymovou aktivitu tohoto enzymu
za pouziti specifického substratu MDZ a niz§iho inhibi¢niho vlivu v ptfipadé¢ TST.
Obdobné tomu tak bylo u tNER, kde byl pfi experimentech in vitro tento jev pozorovan

rovnéz, ale s vyssi i€innosti inhibice 6B-hydroxylace TST a nizsi u substratu MDZ.

5.2.1 Interakce p-karyofylen oxidu a trans-nerolidolu s aktivnim
mistem CYP3A4

Molekularni dokovani bylo pouzito pro analyzu interakci dvou seskviterpent
(KAO a tNER) a dvou substrati (MDZ a TST) v aktivnim mist¢ CYP3A4. Byly
provedeny dokovaci experimenty pro kazdou molekulu do krystalové struktury CYP3A4
a zjistény hodnoty volné energie. Gibbsova volna energie odrazi afinitu molekuly
ligandu k aktivnimu mistu a souvisi s rovnovaznou konstantou. Niz§i hodnota Gibbsovy
volné energie odpovida vyssi afinit¢ k ligandu (zjednodusené pevnéjsi vazhg).
Studované seskviterpeny vykazovaly podobné hodnoty vazebné energie v rozmezi

od -6,6 do -7,6 kcal/mol (viz tabulka 6).

Tabulka 6: Gibbsova volna energie (AG, kcal/mol) interakce testovanych latek

s vazebnym mistem CYP3A4.
A - Gibbsova volna energie pro interakci samotnych slou¢enin s CYP3A4

B - Gibbsovy volné energie interakce substrati v piitomnosti testovanych seskviterpent
v aktivnim mist¢ CYP3A4.

A

Testované latky KAO tNER MDZ TST
AG (kcal/mol) -7,6 -6,6 -9,8 -6,6

B

Testované latky MDZ | MDZ+KAO TST | TST+HINER
AG (kcal/mol) -9,8 -4.5 -6,6 -3,6
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Testované molekuly se vazi nad hemem (obr. 36), interaguji krom¢ hemu vétSinou
s aminokyselinami I-helixu na obrazcich nalevo od hemu. Protoze se seskviterpeny vazi
do podobné polohy jako prototypické substraty (MDZ a TST), mohou blokovat pfistup
substratii k hemu a inhibovat enzym. Tato myslenka je potvrzena hodnotami Gibbsovych
volnych energii interakce MDZ a TST s CYP3A4 (-9,8 a -6,6 kcal/mol, viz tabulka 6),
které jsou blizké vazebné energii seskviterpentl. Konkuren¢ni vazebné polohy substrat
a seskviterpenti zfejmé prispély k experimentalné pozorované inhibici. Je vsak tfeba
poznamenat, Ze za fyziologickych podminek je tfeba vzit v tivahu dalsi faktory, napft.
skuteCnost, ze katalytickd aktivita CYP3A4 bude ovlivnéna aktudlnimi lokalnimi
koncentracemi interagujicich slouCenin ataké molekularni dynamikou obou

interagujicich partnert (Berka et al. 2013, Paloncyova et al. 2014, Srejber et al. 2018).
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Obrazek 36: Preferovana orientace samotnych studovanych molekul (KAO, tNER, MDZ
a TST) uvniti aktivniho mista CYP3A4 (PDB ID: 5A1R), jak bylo doloZeno dokovacim
experimentem. CYP3A4 jereprezentovan sekundarnimi  strukturnimi  prvky
(nalevo od hemu je umistén helix 1 jako zlutd spirala), hem je znazornén zelenym

ty¢inkovym modelem a ligandy ty¢inkovym a kulickovym modelem.
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Dale byla provedena dokovaci studie ukazujici vazbu substratli v pfitomnosti
vazanych seskviterpent. Seskviterpeny, které byly schopné inhibovat aktivitu enzymu
CYP3A4, byly KAO (inhibujici vyznamné 1’-hydroxylaci MDZ; viz obr. 26) a tNER
(inhibujici 6B-hydroxylaci TST; viz obr. 30). Na obr. 37 je znazornéna vazba MDZ
Vv ptitomnosti KAO dokumentujici pfemisténi MDZ ze stiedu aktivniho mista, zatimco
KAO obsazuje prostor nad hemem. To vysvétluje inhibici 1'-hydroxylace MDZ
a je dolozeno zménou AG MDZ z -9,8 kcal/mol na -4,5 kcal/mol, coz ukazuje na snizeni

vazebné afinity MDZ (tabulka 6).

Obrazek 37: Vazba MDZ v ptitomnosti KAO uvniti aktivniho mista CYP3A4 (PDB ID:
5A1R). CYP3A4 je reprezentovan sekundarnimi strukturnimi prvky, hem je znazornén
zelenym ty€inkovym modelem, ligandy tyCinkovym a kulickovym modelem;

midazolam modie, B-karyofylen oxid oranzove.

Obdobné¢, ptitomnost inhibujici molekuly tNER v aktivnim misté ovlivnila vazbu
TST. tNER zpusobil posun TST z ptavodniho vazebného mista (srv. polohu TST
naobr.36 a 38), coz vedlo k inhibici 6B-hydroxylace TST akezméné AG TST
z -6,6 kcal/mol na -3,6 kcal/mol, tedy opét ke snizeni afinity TST k enzymu (tabulka 6).
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Obrazek 38: Vazba TST v pritomnosti tNER uvnitf aktivniho mista CYP3A4 (PDB ID:
5A1R). CYP3A4 je reprezentovan sekundarnimi strukturnimi prvky, hem je znazornén
zelenym tyCinkovym modelem, ligandy tyC¢inkovym a kulickovym modelem;

testosteron zluté, trans-nerolidol lila.
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6. DISKUZE

Ackoli jsou nutraceutika latkami piirodniho ptavodu, poskytujici nejen zakladni
nutricni hodnotu, ale i zdravotni pfinosy, mohou u ¢lovéka zna¢nou mérou interagovat
S enzymovymi systémy ucastnicimi se biotransformace 1é¢iv. Vzhledem k peroralnimu
uzivani nutraceutik muze k interakci s enzymy metabolismu 1é¢iv dochazet na vsech
urovnich metabolické cesty - absorpce, distribuce, metabolismu anebo exkrece (ADME).
Nejvyznamnéjsi jsou interakce na urovni metabolismu 1éCiv s enzymy, které se zasadné
podileji na biotransformaci vétSiny podavanych 1é¢iv — s lidskymi jaternimi cytochromy

P450 (CYP).

Nejproslulejsi interakci nutraceutik s CYP je inhibice intestinalniho CYP3A4
grapefruitovym dzusem (He et al. 1998). Byl popsan ptipad z jara roku 2019, kdy 51-lety
muz béhem 1é¢by metadonem vypil asi 0,5 litru grapefruitového dzusu denné. Ziejmé
v disledku inhibice CYP3A4 doSlo k toxickému navySeni plazmatické koncentrace
metadonu, nasledkem ¢ehoz nastoupily nezadouci G¢inky opioidi — atlum dechu (Ershad
et al. 2019). Pepin et al. uvedli ve své publikaci, ze piti kyselych napoji (pomerancového
nebo grapefruitového dzusu) mulze zpisobit pomalejsi rozpousténi acalabrutinibu
v zaludku a zpusobit tak netplnou absorpci 1é¢iva in vivo (Pepin et al. 2019). Enzymovou
aktivitu CYP3A4 ziejm& muze ovliviiovat vice druht citrusovych plodu. Theile et al.
(2017) popsal dva priklady, kdy u pacientii 1é¢enych takrolimem byla nahle zjisténa
asi 2,5x vyssi plazmaticka koncentrace takrolimu nez v ptedchozich métenich. Pacienti
uvedli zvySeny piijem klementinek (Citrus clementina) Vv podzimnim obdobi.
Po ukonceni konzumace klementinek byla hladina takrolimu v plazmé pacientt
asi béhem 14 dni navracena do normalu. Vzhledem k nepiebernému mnozstvi 1é¢iv
biotransformovanych CYP3A4 miize mit piti grapefruitového dzusu a nadmérna

konzumace citrusovych ploda se soucasnym uzivanim l1é¢iv nedozirné disledky.

Dalsi velmi dobfe znamou interakci nutraceutik s CYP je soucasné uzivani 1é¢iv
a tirezalky teckované (Hypericum perforatum). Ttezalka teckovana je bylina Siroce
uzivana u psychickych poruch (Fujita 2004). K dostani je v ¢ajich (porcovanych nebo
sypanych) samostatn¢ nebo ve smési s jinymi bylinami (obvykle s kozlikem lékarskym
(Valeriana officinalis), medunkou lé¢kaiskou (Melissa officinalis) apod.) nebo jako lihova
tinktura. Ve formé tablet nebo tobolek byva spolu s dal§imi nutraceutiky uzivana

pii depresich, anxidznich stavech, nespavosti, bolestech hlavy, bolestech svalu,
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hypertenzi nebo béhem menopauzy (Gupta 2016). Jedna z G¢innych slozek trezalky,
hyperforin, je ligandem PXR a spousti zvysenou expresi CYP3A4 (Anzenbacher
& Zanger 2012). ZvySena enzymova aktivita CYP3A4 muaze vést k rychlejSimu
odbouravani 1éciv (napft. cyklosporin A, fenobarbital, fenytoin, peroralni kontracepce),
ke snizeni terapeutického uc¢inku daného 1é¢iva a ke vzniku nezddoucich efekti.
Vzhledem k faktu, ze cilovou skupinou produkti (,,¢istici ¢aj*, ,,zensky ¢aj) s obsahem
trezalky jsou zejména Zeny, které mohou soucasné uzivat peroralni kontracepci, uzivani
ttezalkovych doplilkkii stravy u nich muize vyvolat inter-menstruacni a nepravidelné
menstruani  krvaceni nebo nezadana tcéhotenstvi (Berry-Bibee etal. 2016,
Chrubasik-Hausmann et al. 2019, Opletal 2016). Dalsi G¢inna latka tiezalky teCkované,
hypericin, vykazuje fototoxicitu nejen na pokozce, ale miize také poSkozovat zrak. Je tedy
dulezité béhem uzivani dopliku stravy obsahujicich tfezalku teCkovanou chranit zrak

pfed nadmérnym oslunénim (He at al. 2004).

Kofen tfapatky nachové (Echinacea purpurea) je nutraceutikum ¢asto uzivané pro
podporu imunity, zejména béhem nachlazeni. Ttapatka je k dostani ve formé caji
(samostatné nebo ve smési), sirupu ¢i kapek. Tablety, tobolky nebo pastilky vétSinou
obsahuji smés trapatky a dalSich nutraceutik (napf. vitamin C, ZenSen, zinek)
podporujicich imunitu Clovéka. Lékové interakce soucasné podavanych 1éCiv s timto
doplitkem stravy prameni ze schopnosti tfapatky inhibovat enzymovou aktivitu CYP1A2.
Nezadouci Uc¢inky tedy mohou nastat pfi souasném uZivani paracetamolu, warfarinu,

diazepamu, theofylinu a dalSich 1é¢iv metabolizovanych timto enzymem (Opletal 2016).

Jinan dvoulalo¢ny (Ginkgo biloba) je velmi oblibenym dopliikem stravy uzivanym
jako nootropikum, pfi 1é¢bé tinnitu, zavratich, ztraty paméti, poruchy koncentrace atd.
Nejcastéjsi 1ékova forma jinanu jsou tablety nebo tobolky (i v kombinacich,
napft. S luteinem, lecitinem, tfapatkou nebo hot¢ikem), je k dispozici i ¢aj nebo tinktura.
Protidestickové pusobeni jinanu miize zesilovat antikoagulacni efekt 1é¢iv snizujicich
srazlivost krve (Opletal 2016). Obdobné 1ékové interakce lze ofekavat pii kombinaci
¢esneku (Allium sativum L.) nebo ZenSenu (Panax ginseng) s warfarinem a dal$imi
antitrombotiky (Agbabiaka et al. 2017). Je také znama schopnost slozek jinanového listu
indukovat expresi CYP3A v lidskych hepatocytech (Deng et al. 2008a).
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Z vyse uvedenych duvodu je studium moznych I1ékovych interakci nutraceutik
s enzymy metabolismu 1éCiv velice dulezité. Predkladana disertacni prace byla zamétena
na interakce vybranych nutraceutik, resp. seskviterpenu (B-karyofylenu (KAR),
B-karyofylen oxidu (KAO), a-humulenu (HUM), trans-nerolidolu (tNER), cis-nerolidolu
(cNER) a farnesolu (FAR)) s enzymy metabolismu xenobiotik prvni faze - s cytochromy
P450. Cilem bylo zjistit schopnost vybranych seskviterpenti ovliviiovat katalytickou
aktivitu enzymu, charakterizovat mechanismus, kterym popiipad¢ nutraceutikum enzymy
inhibuje, a pokusit se posoudit mozné riziko lékovych interakci v pfipadé soucasné

podavanych 1é¢iv metabolizovanych stejnymi enzymy.

Lécebny potencial vySe zminénych seskviterpent je vysoky. Tyto pfirodni latky
vykazuji vyznamné biologické ucinky, zejména antiproliferani a cytotoxicky efekt,
antioxidacni, antimikrobidlni, chemo-protektivni, antimykoticky, antiparatizicky
a protizanétlivy Gcinek (Bartikova et al. 2014, Gupta 2016). Né&které seskviterpeny maji
schopnost zasahovat do bunécného cyklu nadorovych linii anebo pisobit synergicky
s dal§imi protinadorovymi 1é¢ivy (Ambroz et al. 2015, Ambroz et al. 2017). Jsou soucasti
farmaceuticky vyznamnych silic vyssich rostlin (Asteraceae, Cactaceae, Solanaceae,
Lamiaceae, Araceae, Piperaceae a Euphorbiaceae) (Paduch et al. 2007), n¢kterych hub
(Allomyces macrogynus, Blastocladiaceae) (Pommerville etal. 1990), bakterii

a nékterych moiskych bezobratlych organismut (Le Bideau et al. 2017).

Vzhledem k sirokému rozsiteni seskviterpent v rostlinné tisi jsou seskviterpeny
béznou soucasti stravy anebo doplnka stravy ¢loveéka. Uziti bylin obsahujicich tyto latky
je bézné v kuchyni at’ v ptipravé pokrmu (hiebicek, bazalka, dobromysl, zazvor, kmin,
rozmaryn, skofice), nebo uzivani ve formé¢ napoji (mata, meduika, Salv€j, chmel),

¢i jinym zptisobem (konopi, tabak, borovice).

Studium interakci seskviterpen s cytochromy P450 bylo zaméfeno zejména
na sledovani vlivu seskviterpenii KAR, KAO, HUM, tNER, cNER a FAR na enzymovou
aktivitu cytochromtt P450 (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4) obsazenych v lidské jaterni mikrosomalni
frakci in vitro a ovéteni vysledku ziskanych experimenty in vitro pomoci metod in silico.
Studium interakei seskviterpentt s CYP bylo provedeno za pomoci znamych zavedenych

metod dle literatury (viz tabulka 5).
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Experimentalni vysledky ukazuji, ze B-karyofylen (KAR) neovlivnil vyznamné
enzymové¢ aktivity jednotlivych CYP, pouze v ptipadé CYP3A4 a specifického substratu
midazolamu (MDZ) KAR pii koncentraci 100 pmol-I? v reakéni smési mimé snizil
katalytickou aktivitu CYP3A4 piiblizn€ na 50 % plvodni aktivity. Enzymové aktivity
CYP2A6 a CYP2C19 byly timto seskviterpenem ovlivnény mirn€, v obou piipadech
doslo ke snizeni katalytické aktivity pfiblizné na 70 % ptvodni aktivity (obr. 25).

a-humulen téméf neovliviioval katalytickou aktivitu jednotlivych CYP. Pouze
v ptipadé CYP2B6 a CYP2C19 byla mirn€¢ snizena enzymova aktivita téchto CYP
a to ptiblizn¢ na 70 % puvodni aktivity (obr. 29).

cvwr

(viz dale). Pouze v ptipadé CYP3A4 asubstratu MDZ byla tato enzymova aktivita
snizena na 45 %, zatimco v piipadé markerového substratu testosteronu (TST) byla
enzymova aktivita CYP3A4 cNER snizena méné (na 65 %). Na rozdil od tNER, vSak
byla vice ovlivnéna enzymov4 aktivita CYP3 A4 za pouziti substratu MDZ, neZ tomu bylo
v ptipadé TST (obr. 33).

Farnesol (FAR) témé&f neovlivnil enzymové aktivity testovanych CYP. Pouze
v piipadé CYP2AG6 byla u nejvyssi pouzité koncentrace 100 umol-I? snizena katalyticka
aktivita tohoto enzymu (na 45 %, obr. 34).

B-karyofylen oxid (KAO) ovlivnil enzymové aktivity fady CYP (CYP2AG,
CYP2C8 a CYP2C19), u nejvyssi pouzité koncentrace 100 umol-I? pfiblizné na 60 %
puvodni aktivity (obr. 26). V piipadé CYP3A4 a ptemény prototypického substratu MDZ
na 1’-hydroxymidazolam byla tato enzymova aktivita sniZena aZz na 28 %
(ICs0 = 14,3 pmol-I"), zatimco v piipadé markerového substratu TST nebyla tato aktivita
CYP3A4 vyznamné ovlivnéna (na 63 % pavodni aktivity). Nasledujici experimenty pii
Styfech koncentraénich trovnich specifického substratu MDZ (0,5 Ky = 1,1umol-I?,
Km=2,2umol-I?, 2 Ky=4,4 pmol-1" a 4 Ky = 8,8 umol-1") pak poskytly vysledky pro
zjisténi typu inhibice. Z téchto dat byly sestrojeny vynosy podle Dixona a Lineweavera—
Burka (Segel 1993) a byla vypoctena inhibi¢ni konstanta (Ki = 46,6 pmol-1"?). Analyza
inhibi¢niho mechanismu naznacuje smiseny typ inhibice (obr. 27 a 28). SmisSena inhibice
je ptipadem, kdy dochézi (do rizné miry) k vazbé€ inhibitoru na enzym, ale rovnéz k vazb¢
inhibitoru na komplex enzym-substrat, a dokonce i k vazbé substratu na komplex enzym-

inhibitor. Jsou tedy ovlivnény ob¢ zakladni charakteristiky enzymové reakce, maximalni
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rychlost i Michaelisova konstanta. Takovy stav je popisovan (Cornish-Bowden 2004,
Segel 1993) jako stav s prvky kompetitivni i nekompetitivni inhibice a oznacuje se jako
inhibice smiSena. Pod oznafenim ,,smiSena inhibice* je mozné zahrnout de facto rizné
typy inhibice; je mozné tak oznacit i akompetitivni inhibici a rovnéZz nekompetitivni
inhibici ve staciondrnim stavu. Ze srovnani s diagnostickymi kriterii vyplyva nejspise

oznaceni jako smiSena inhibice (Kotyk & Horak 1977).

Trans-nerolidol (tNER) pii 100 umol- It koncentraci v reakéni smési mirné ovlivnil
enzymovou aktivitu CYP2C19, kterd byla snizena pfiblizné na 50 % plvodni aktivity
(obr. 30). tNER také ovliviioval enzymovou aktivitu CYP3A4, ale odliSnym zptsobem
nez KAO. tNER pii 100 umol-It koncentraci v reakéni smési inhiboval enzymovou
aktivitu CYP3A4 (substrat TST) na 28 % ptivodni aktivity (ICso = 46,3 pmol-I). Rovnéz
byly provedeny experimenty pii ¢tyfech koncentraénich arovnich specifického substratu
TST (0,5 Km =50 umol-I", Ky =100 pmol-1?, 2 Ky = 200 umol-I?, a 4 Km = 400 pmol-I7%).
pro identifikaci typu inhibice. Sestrojené vynosy (obr. 31 a 32) podle Dixona
a Lineweavera—Burka (Segel 1993) vypovidaji opét 0 smiSeném typu inhibice
(Ki = 32,5 umol-I'Y). Obdobné jako v ptipadé KAO se jedna nejspise 0 smisenou inhibici,
ktera ovliviiuje katalytické vlastnosti enzymu, a to jak maximalni rychlost enzymové
reakce, tak afinitu substratu k enzymu (Cornish-Bowden 2004, Segel 1993, Kotyk
& Horak 1977).

Zajimavosti je, Ze oba seskviterpeny KAO a tNER maji schopnost inhibovat
enzymovou aktivitu CYP3A4, ale kazdy vici riznym prototypickym substrataim (MDZ
a TST). KAO se siln¢ vazal do aktivniho mista pro substrat MDZ, coz doklada in silico
vypoctena hodnota Gibbsovy volné energie AG = -7,6 kcal/mol. Poté ptistupujici substrat
MDZ jiz nebyl schopen pevné vazby do aktivniho mista enzymu, dikazem
je snizeni Gibbsovy volné energie midazolamu z -9,8 kcal/mol na -4,5 kcal/mol
v ptitomnosti KAO (tabulka 6). tNER interaguje s CYP3A4 v podobné oblasti aktivniho
mista enzymu (AG = -6,6 kcal/mol). Proto je vazebna energie TST v pfitomnosti
inhibitoru tNER také sniZena a to témét o polovinu (z -6,6 kcal/mol na -3,6 kcal/mol,
viz tabulka 6).

Tyto rozdily ve schopnosti KAO a tNER inhibovat enzymovou aktivitu CYP3A4
Ize vysvétlit riznou specifitou CYP3A4 vuci riznym substratim (TST a MDZ)

arozdilnou vazbou daného substratu v aktivnim mist¢ enzymu. Preména MDZ
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na 1’-hydroxymidazolam je vice inhibovana pisobenim KAO (ICso = 14,3 umol-I?), nez
je tomu v piipadé 6p-hydroxylace TST trans-nerolidolem (ICso = 46,3 umol-I?).
Nicméné rozdil v inhibi¢nich koncentracich ICsp je nevelky, zhruba trojnasobny.
Inhibi¢ni konstanty jsou v obou piipadech velmi podobné (Kixao) = 46,6 pmol-I?,

(Kigner) = 32,5 pmol-I1), coz vypovida o podobné specifité inhibi¢nich reakci.

Inhibi¢ni studie s KAR, KAO, HUM, tNER, cNER a FAR nebyly, kromé nasich
vysledkt, dosud publikovany. Lnénickova et al. pozorovali indukci exprese CYP2B
a CYP3A in vivo podavanim KAO a tNER mysim v davce 50 mg/kg (Lnéni¢kova
et al.2018). Naopak experimentalni vysledky Sadibolové et al., kde sledovali vliv
totoznych seskviterpeni KAR, KAO, HUM, tNER, cNER a FAR na aktivitu enzymi
prvni faze metabolismu pomoci jaternich fezli, uvadéji, Ze, ackoliv jsou zminované
seskviterpeny agonisty PXR, nevyvoldvaji zvySeni exprese enzyma prvni faze

metabolismu (Sadibolova et al. 2019).

Pimkaew et al. provadéli obdobné experimenty se slozkami kurkumy (Curcuma
longa). Zjistili, ze seskviterpeny zedederon a germakron zpusobuji hepatotoxicitu
a indukuji expresi (zfejmé aktivaci CAR a PXR) CYP2B6 a CYP3A4 v kultivovanych
lidskych hepatocytech (Pimkaew et al. 2013a, Pimkaew et al. 2013b). Dale zedederon
a germakron mirn¢ inhibuji enzymovou aktivitu lidskych jaternich mikrosomalnich CYP
(CYP2B6 a CYP3A4). Zatimco v naSich experimentech nebylo ovlivnéni enzymové
aktivity CYP2B6 seskviterpeny pozorovano, experimentalni vysledky inhibi¢nich studii
s CYP3A4 in vitro koreluji s nasimi vysledky. Pimkaew et al. pozorovali inhibici
enzymoveé aktivity CYP3A4 za pouziti specifického substraitu midazolamu
(ICs0(zederon) = 9,9 umol-1"t a ICso(germakron) = 2,5 umol-I), ale pfeména substratu TST
nebyla inhibovdna, podobné& jako v pfipad¢ inhibi¢cniho vlivu KAO na CYP3A4

zjisténého v nasich experimentech.

Dalsi studie zaméfena na interakce slozek divoké kurkumy (Curcuma aromatica
Salisb.) uvadi inhibi¢ni vliv seskviterpenu (4S,5S)-(+)-germakron-4,5-epoxidu
na enzymovou aktivitu ¢istych lidskych CYP za pouziti odli$nych specifickych substrati,
nez jaké byly aplikovany Vv nasich experimentech: CYP3A4; substrat 7-benzyloxy-4-
(trifluoromethyl)-kumarin ~ (1Cso = 1 pmol-I"), CYP2C9; substrat 7-methoxy-4-
(trifluoromethyl)-kumarin (ICso = 7,6 pmol-I") a CYP1A2 3-kyano-7-ethoxykumarin
(ICso = 33,2 umol-I") (Bamba et al. 2011).
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Podobn¢ jako v pfipadé KAO a tNER (Lnénickova et al.2018) a zedederonu
a germakronu (Pimkaew et al. 2013b), a-bilobalid, seskviterpen ptitomny v listech jinanu
dvoulalo¢ného (Ginkgo biloba), signifikantné zvySoval expresi CYP2B a CYP3A
v primarni kultufe potkanich ilidskych hepatocyti (Deng et al. 2008b), avSak
neinhiboval vyznamné enzymovou aktivitu CYP in vitro (von Moltke et al. 2004). Jiny
seskviterpen a-bisabolol, slozka esencialniho oleje hefmanku (Matricaria recutita L.) ma
schopnost inhibovat enzymovou aktivitu CYP2C9 (ICso = 46,1 umol-I"), CYP2D6
(ICs0 = 2,2 umol-I") a CYP3A4 (ICso = 15,8 umol-I") (Ganzera et al. 2006).

Hodnoceni moznosti interakei seskviterpenti s podanymi [éCivy je obtizné,
pfedevsim vzhledem k tomu, Zze data o hladindch téchto latek v lidské krevni plazmé
nejsou k dispozici; z pokustt na modelovych experimentalnich zvitatech jsou data
ukazujici plazmatické koncentrace u mysi okolo 25 pmol-I" pfi podani mnoZstvi
a-humulenu 150 mg/kg (Chaves et al. 2008). Takové hladiny by po pfevodu mohly
odpovidat pomérim u c¢lovéka; nicméné, dalsim faktorem ztézujicim pfimé uvahy
Vv tomto smyslu je rozdil v obsahu latek (Casto o n¢kolik fadt) v jednotlivych kultivarech
rostlin (Gupta 2016).

Tato disertacni prace se soustfedila na studium interakci vybranych seskviterpent
(B-karyofylenu  (KAR), B-karyofylen oxidu (KAO), a-humulenu (HUM),
trans-nerolidolu (tNER), cis-nerolidolu (cNER) a farnesolu (FAR)) na katalytickou
aktivitu enzymu prvni faze metabolismu cytochromu P450 (CYP) in vitro a in silico.
Ze ziskanych experimentalnich vysledkii vyplyva, ze testované seskviterpeny KAO
a tNER maji schopnost ovliviiovat enzymovou aktivitu nejvyznamnéjSiho enzymu prvni
faze metabolismu, CYP3A4. Pisobi vSak na enzymovou aktivitu CYP3A4 rozdilnym
zpusobem. KAO snizoval schopnost CYP3A4 preménovat specificky substrat midazolam
(MDZ) na 1’-hydroxymidazolam, zatimco tNER branil metabolické preméné
testosteronu (TST) na jeho 6B-hydroxyderivat. Tyto interakce byly potvrzeny
experimentem insilico, kdy se Gibbsova volna energie (AG) substratu MDZ
v ptitomnosti KAO snizila z -9,8 kcal/mol na -4,5 kcal/mol. Obdobn¢ byla AG substratu
TST v ptitomnosti tNER sniZzena z -6,6 kcal/mol na -3,6 kcal/mol.

Vysledky in vitro i in silico ukazuji, Ze v pfipadé nadmérné konzumace stravy
a doplnkt stravy obsahujicich seskviterpeny KAO a tNER by mohlo dojit k ovlivnéni
katalytické aktivity CYP3A4 a z toho plynoucim neZddoucim lékovym interakcim. Tyto
uvahy by bylo ale nutné ovétit detailnéjsimi studiemi in vivo.
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7. ZAVER

V této disertatni praci byly sledovany interakce vybranych seskviterpent
B-karyofylenu (KAR), B-karyofylen oxidu (KAO), a-humulenu (HUM), trans-nerolidolu
(tNER), cis-nerolidolu (cNER) a farnesolu (FAR) s nejvyznamné&jS$imi enzymy prvni faze
metabolismu - cytochromy P450 (CYP), s cilem gzjistit inhibi¢ni potencial daného
nutraceutika, charakterizovat mechanismus, kterym nutraceutikum pfipadné enzymy
inhibuje, a pokusit se posoudit mozné riziko lékovych interakci v pfipadé soucasné

podavanych 1é¢iv metabolizovanych stejnymi enzymy.

Experimenty in vitro byly realizovany pomoci lidskych jaternich mikrosomalnich
CYP za pouziti prototypickych substrati odrazejicich enzymovou aktivitu deviti
nejvyznamnéjSich CYP (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4). Metodiky detekce metabolitli specifickych substrati
byly v souladu se svétovou literaturou. Nékteré vysledky experimentd byly potvrzeny

metodou molekulového modelovani in silico.

Z vysledkt jednotlivych experimentl vyplyvaji nasledujici poznatky:

e Seskviterpen p-karyofylen oxid vykazuje schopnost interagovat s lidskym
jaternim mikrosomalnim CYP3 A4 za pouziti specifického substratu midazolamu.
Hodnota inhibi¢ni konstanty K; 46,6 umol-I"? indikuje relativné specifickou
interakci B-karyofylen oxidu s CYP3A4. B-karyofylen oxid se chova jako smiseny

inhibitor.

e Seskviterpen trans-nerolidol rovnéz vykazuje schopnost interagovat s lidskym
jaternim mikrosomalnim CYP3A4, ovSem za pouziti specifického substratu
testosteronu. Obdobné jako v piedchozim piipadé, hodnota Ki 32,5 umol-I*
indikuje relativné specifickou interakci trans-nerolidolu s CYP3A4 a rovnéz

se trans-nerolidol chova jako smiSeny inhibitor.
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e Interakce dvou seskviterpent B-karyofylen oxidu a trans-nerolidolu s CYP3A4
byly ovéteny a potvrzeny experimentem in silico. Hodnota Gibbsovy volné
energie (AG) interakce substratem midazolamem byla v ptitomnosti f-karyofylen
oxidu snizena z -9,8 kcal/mol na -4,5 kcal/mol. Obdobné byla AG V ptipadé
substratu testosteronu Vv piitomnosti trans-nerolidolu snizena z -6,6 kcal/mol

na -3,6 kcal/mol.

Vysledky in vitro a in silico experimentl v predkladané disertacni praci naznacuji,
ze v piipadé nadmérné a neuvazené konzumace stravy a doplika stravy obsahujicich
seskviterpeny B-karyofylen oxid a trans-nerolidol by mohlo dojit ke sniZeni katalytické
aktivity CYP3A4. Vzhledem k velkému vyznamu CYP3A4 v metabolismu xenobiotik
mohou z téchto interakci plynout nezadouci ucinky soucasné podavanych 1éciv
biotransformovanych CYP3A4. Tyto domnénky by bylo ov§em nutné ovéfit detailngj$imi

experimenty in vivo.

83



8. SOUHRN

Cilem piedkladané disertacni prace bylo posoudit mozné interakce vybranych
nutraceutik, resp. seskviterpenti — B-karyofylenu (KAR), B-karyofylen oxidu (KAO),
a-humulenu (HUM), trans-nerolidolu (tNER), cis-nerolidolu (cNER) a farnesolu (FAR)
S lidskymi jaternimi mikrosomalnimi cytochromy P450 in vitro, zjistit inhibi¢ni potencial
dan¢ho nutraceutika, charakterizovat mechanismus, kterym nutraceutikum piipadné
enzymy inhibuje a také nastinit mechanismus mozné inhibice enzymové aktivity CYP

seskviterpeny pomoci molekulového modelovani in silico.

Experimenty in vitro byly realizovany pomoci lidskych jaternich mikrosomalnich
CYP za pouziti prototypickych substrati odraZejicich enzymovou aktivitu deviti
nejvyznamngéjSich CYP (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4). N¢které vysledky experimenti byly potvrzeny metodou

molekulového modelovani in silico.

Z vysledku jednotlivych experimenti vyplyva, ze seskviterpen KAO vykazuje
schopnost interagovat s lidskym jaternim mikrosomalnim CYP3A4 za pouziti
specifického substratu midazolamu (K; = 46,6 umol-I7). Seskviterpen tNER je rovnéz
schopen interagovat s lidskym jaternim mikrosomalnim CYP3A4, ovSem za pouziti
specifického substratu testosteronu (Ki = 32,5 umol-I"). V obou piipadech se jedna
0 smiSeny typ inhibice. Testované seskviterpeny KAR, HUM, cNER a FAR
nevykazovaly vyznamny inhibi¢ni vliv na enzymovou aktivitu CYP.

Interakce dvou seskviterpenti KAO a tNER s CYP3A4 byly ovéfeny a potvrzeny
experimentem in silico. Gibbsova volna energie (AG) substratu midazolamu byla
v piitomnosti KAO snizena z -9,8 kcal/mol na -4,5 kcal/mol. Obdobné byla AG substratu
testosteronu v pfitomnosti tNER snizena z -6,6 kcal/mol na -3,6 kcal/mol.

Vysledky in vitro a in silico experimentt v predkladané disertacni praci naznacuji,
ze v ptipadé nadmérné a neuvdzené konzumace stravy a doplilkd stravy obsahujicich
seskviterpeny KAO a tNER by mohlo dojit ke snizeni katalytické aktivity CYP3A4.
Vzhledem k velké vyznamnosti role CYP3A4 v metabolismu xenobiotik mohou z téchto
interakci plynout nezddouci U€inky soucasné podavanych 1é€iv biotransformovanych

CYP3A4. Tyto tvahy by bylo ale nutné ovéfit detailnéj$imi studiemi in vivo.
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9. SUMMARY

The aim of this work was to determine possible interactions of some
nutraceuticals, resp. sesquiterpenes — B-caryophyllene (KAR), B-caryophyllene oxide
(KAO), a-humulene (HUM), trans-nerolidol (tNER), cis-nerolidol (cNER) and farnesol
(FAR) with human liver microsomal cytochromes P450 in vitro, to determine inhibitory
potential of the this nutraceuticals, eventually to characterize the mechanism of inhibition
and also to outline the mechanism of possible inhibition of CYP enzyme activity by

sesquiterpenes using in silico molecular modeling.

In vitro experiments were performed using human liver microsomal CYPs and
their prototypic substrates reflecting enzyme activity of the nine major CYPs (CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 and CYP3A4).

Some results of experiments were confirmed by in silico molecular modeling.

It can be concluded based on the results that sesquiterpene KAO has the ability
to interact with human liver microsomal CYP3A4 using a specific substrate of midazolam
(Ki = 46.6 pmol-I"). Sesquiterpene tNER is also able to interact with human liver
microsomal CYP3A4, but using testosterone as a specific substrate (Ki = 32.5 umol-I?%).
In both cases a mixed type of inhibition was found. Sesquiterpenes KAR, HUM, cNER
and FAR no significant inhibitory effect on the enzyme activity of the CYPs was found.

The interaction of two sesquiterpenes KAO and tNER with CYP3A4 was verified
and confirmed by in silico experiment. The Gibbs free energy (AG) of the midazolam
substrate was reduced from -9.8 kcal/mol to -4.5 kcal/mol in the presence of KAO.
Similarly, the AG of testosterone substrate in the presence of tNER was reduced

from -6.6 kcal/mol to -3.6 kcal/mol.

The results of in vitro and in silico experiments in the presented thesis suggest that
excessive and ill-considered consumption of dietary supplements and food supplements
containing sesquiterpenes, KAO and tNER, could lower the catalytic activity of CYP3A4.
Due to the important role of CYP3A4 in the metabolism of xenobiotics, these interactions
may result in adverse effects of simultaneously administered CYP3A4 drugs
biotransformed by CYP3A4. However, these hypotheses should be verified by more

detailed in vivo studies.
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