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SEZNAM ZKRATEK 

 

AMI amiodaron 

AUC0-30h plocha pod křivkou v rozmezí 0 – 30 hodin 

AUC0-∞h plocha pod křivkou v rozmezí 0 – ∞ hodin 

CAR konstitutivní androstanový receptor 

cmax maximální plazmatická koncentrace léčiva 

CYP cytochrom P450 

DEA N-desethylamiodaron 

EcN Escherichia coli Nissle 1917 

EDTA-Na2 disodná sůl kyseliny diethyltetraaminoctové 

EFC 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-kumarin 

EM fenotyp rychlého metabolizátoru 

FAO Organizace pro výživu a zemědělství 

FXR farnesoidní receptor X 

GIT gastrointestinální trakt 

hBD-2 antimikrobiální peptid β-defenzin 2 

HNF hepatocytární nukleární faktor 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

HPRT hypoxantin-guanin fosforibosyltransferáza 

IFN prozánětlivý interferon gama 

IL interleukin, prozánětlivý cytokin 

IM fenotyp středního metabolizátoru 

i. s. vnitřní standard 

K kontrolní skupina 

KTJ kolonie tvořící jednotky, v těchto jednotkách se udává počet bakterií 

Luciferin-ME EGE methylether-ethylenglykolether luciferinu 

LXR jaterní receptor X 

NADH redukovaná forma nikotinamidadenindinukleotidu 

NADPH redukovaná forma nikotinamidadenindinukleotid fosfátu 

OATP transportní polypeptidy organických aniontů 

PAH polycyklické aromatické uhlovodíky 

PBS fosfátový pufr s chloridem sodným, pH 7,4 
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PM fenotyp pomalého metabolizátoru 

PMSF fenylmethylsulfonylfluorid 

PPARα nukleární receptory, které jsou obecně aktivované proliferátory 

peroxizomů 

PVDF membrána polyvinylidendifluoridová membrána 

PXR pregnanový receptor X 

ROS reaktivní formy kyslíku 

SCFA mastné kyseliny s krátkým řetězcem 

SDS dodecylsíran sodný 

sIgA imunoglobulin A sekrečního typu 

t1/2 biologický poločas 

TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylenendiamin 

TBS tris pufr s chloridem sodným, pH 7,4 

TNF-α faktor nádorové nekrózy 

tmax čas při dosažení maximální plazmatické koncentrace 

Tris tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Tween 20 sorbitan-monolaurát polyethylenglykolu, viskózní kapalina 

UDP uridin-5´-difosfát 

UGT uridin-5´-difosfoglukoronosyltransferáza 

UM fenotyp ultrarychlého metabolizátoru 

UV ultrafialové záření 

WHO Světová zdravotnická organizace 

ZO1, ZO2 periferní membránové proteiny těsného spoje 
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1. ÚVOD 

Cizorodé látky, tzv. xenobiotika, jsou látky, které se nachází všude kolem nás a do 

organizmu se mohou dostat např. s potravou, vdechnutím či vstřebáním kůží. Tyto látky 

mohou být přeměněny v organizmu na látky jiné za účasti biotransformačních enzymů. 

Nejdůležitějšími enzymy odpovídajícími za metabolizmus většiny cizorodých látek včetně 

léčiv jsou cytochromy P450 (CYP). Díky enzymům CYP mohou látky ztratit schopnost 

účinku na organizmus anebo naopak získat tento efekt, přičemž hlavním „mechanistickým“ 

úkolem enzymů CYP je přeměnit látku na polárnější, aby mohla být z organizmu vyloučena. 

Samotná xenobiotika však mohou ovlivnit funkci enzymů CYP, a tím ovlivnit působení jiné, 

současně podané látky, která se metabolizuje stejným biotransformačním enzymem. Stejně 

tak mohou xenobiotika ovlivnit aktivitu transportních proteinů, které slouží k usnadnění nebo 

znesnadnění cesty látek přes tkáňové bariéry. 

V posledních letech se řada studií zabývá složkami stravy, které mohou aktivně 

ovlivnit stav organizmu, jako jsou se např. nutraceutika, probiotika či prebiotika. Podle 

definice Světové zdravotnické organizace (WHO) z roku 2002 „jsou probiotika živé 

mikroorganizmy, které jsou-li podány v adekvátním množství, vykazují příznivý vliv na 

zdraví hostitele“ [1]. Tyto mikroorganizmy spolu s komenzálními bakteriemi osidlují střevní 

mikroflóru hostitele a k jejich hlavním účinkům patří schopnost kolonizace a adherence (tedy 

přilnavost ke střevní stěně), antagonistický vliv na patogenní bakterie, schopnost tvorby 

antimikrobiálních substancí a schopnost modulace imunitního systému. Podobně jako 

xenobiotika, o nichž bylo zmíněno výše, se mohou chovat i látky produkované právě 

probiotickými bakteriemi. Tyto látky mohou např. ovlivnit farmakokinetiku současně podané 

látky. Ačkoliv se často mluví o pozitivním působení probiotik na lidský organizmus 

a případně na léčbu onemocnění, existuje rovněž možnost, že probiotické bakterie mohou 

ovlivnit léčbu v negativním smyslu, pokud by ovlivnily farmakokinetické parametry současně 

podaného léčiva. V takovém případě by mohla být léčba daným léčivem neúčinná anebo 

naopak by podané léčivo mohlo mít na organizmus toxické účinky. 

Ve střevním traktu lidského organizmu je zastoupeno 400 – 500 různých druhů 

bakterií, které představují 1 – 3 % tělesné hmotnosti [2]. Každý druh bakterie může na 

organizmus působit jiným způsobem a samotné složení mikroflóry se u jednotlivců může lišit. 

Proto je žádoucí studovat vliv různých druhů bakterií na aktivitu enzymů CYP, a tím se např. 
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vyvarovat nežádoucím efektům při léčbě pacienta a rovněž sledovat případné změny 

farmakokinetických parametrů léčiva. Předkládaná práce je jedním z prvních příspěvků na 

toto téma. 

 

 

2. CÍL PRÁCE 

 

Cílem předkládané disertační práce bylo zjistit, jak a které enzymy CYP jsou 

distribuované po celé délce střevního traktu u potkana a zda mohou na tyto enzymy mít vliv 

perorálně podané probiotické bakterie. Zároveň bylo cílem zjistit, zda probiotické bakterie 

mohou ovlivnit farmakokinetiku současně podaného modelového léčiva. Jako probiotické 

bakterie byly vybrány Escherichia coli Nissle 1917 a Lactobacillus casei, které byly získány 

ze spolupracujícího pracoviště Mikrobiologického ústavu Akademie věd České republiky. 

 

Studium bylo zaměřeno na následující témata: 

 

 Stanovení distribuce biotransformačních enzymů v gastrointestinálním traktu 

potkana. 

 

 Studium vlivu E. coli Nissle 1917 nebo L. casei na aktivitu jaterních enzymů 

CYP u potkana a na expresi jaterních a střevních potkaních CYP jak na úrovni 

proteinu, tak i na úrovni mRNA. 

 

 Zjištění vlivu E. coli Nissle 1917 nebo L. casei na farmakokinetiku současně 

podaného modelového léčiva (diklofenaku nebo amiodaronu). 
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3. TEORETICKÁ ČÁST DISERTAČNÍ PRÁCE 

3.1 Metabolizmus látek 

 

Lidé, zvířata, rostliny, houby i bakterie žijí v prostředí, ve kterém se nachází 

nespočetné množství látek, a stejně tak je mnoho látek přítomno v samotném organizmu. Tyto 

látky, ať už z vnějšího prostředí (tzv. xenobiotika) nebo látky endogenního původu (což 

mohou být např. nasycené i nenasycené mastné kyseliny, eikosanoidy, steroly, steroidy, 

žlučové kyseliny, deriváty vitamínu D3 nebo retinoidy), se mohou přeměňovat na látky jiné 

(tzv. metabolity), které mohou hrát v organizmu jistou úlohu. Xenobiotika (což mohou být 

látky z potravy, léčiva nebo cizorodé látky z okolního prostředí), se do lidského organizmu 

dostanou tak, že se absorbují do krevního řečiště, cévami se pak v organizmu distribuují do 

jater, kde mohou být metabolizovány (jedná se o tzv. biotransformaci) a nakonec proběhne 

exkrece látky z organizmu. Tyto děje mají značný vliv na to, zda se látka dostane k cílovému 

orgánu, tedy na místo působení, a jaké bude její množství. To je především důležité v případě 

léčivé látky, která je podávaná pacientovi. Již během absorpce a distribuce musí látka 

interagovat s dalšími látkami a překonat bariéry, jako je kyselé prostředí žaludku, propustnost 

membrány, transportní proteiny, plazmatické bílkoviny či jiné enzymy, které chrání 

organizmus před škodlivými látkami. Vlastnosti dané látky, způsob podání a dávka rozhodují, 

zda látka bude mít v organizmu žádoucí efekt [3]. 

Metabolizmus látek, ať už xenobiotik či endogenních látek, probíhá za účasti enzymů 

a lze jej rozdělit na dvě fáze, fázi I a fázi II. K první fázi metabolizmu lze zahrnout zejména 

redoxní reakce, kterými se látky stávají polárnějšími. Druhá fáze metabolizmu zahrnuje 

konjugační reakce substrátů s enzymy za dodání energie, kdy vznikne látka ještě více polární 

(s výjimkou methylace, jejíž produkty jsou obecně méně polární a reagují s dalším enzymem 

druhé fáze). Vzniklé metabolity se pak díky polárnější povaze mohou z organizmu vyloučit 

močí, potem či žlučí. Reakce druhé fáze jsou rychlejší než reakce první fáze, proto je 

výsledná rychlost metabolizmu spíše ovlivněna reakcemi fáze I. Ovšem metabolizmus látek 

neprobíhá výlučně fázemi I i II, může probíhat pouze fází I nebo jen fází II, v závislosti na 

vlastnostech dané látky [4,5]. Reakce obou fází metabolizmu jsou shrnuty v Tab. 1. 

Biotransformace látek usiluje především o to, aby byly látky hydrofilnější a mohly se 

dostat mimo organizmus. Je to opět jeden z mechanizmů, jak ochránit organizmus před 

cizorodými látkami. Během tohoto děje může dojít k přeměně farmakologicky účinné látky na 



Stránka | 6 

neúčinnou, nebo naopak k přeměně látky neúčinné (tzv. proléčivo) na látku účinnou. V tomto 

smyslu se však nemusí jednat jen o léčiva, ale také látky z okolního prostředí, které se 

biotransformací mohou přeměnit na karcinogeny, tedy látky, jež mohou vyvolat rakovinné 

onemocnění [6,7]. 

 

3.2 Cytochromy P450 

 

Mezi nejvýznamnější enzymy, které metabolizují endogenní látky i xenobiotika, patří 

cytochromy P450 (CYP). Jedná se o proteiny s hmotností kolem 45 000 Da, které obsahují 

prostetickou skupinu hem b, v němž je atom železa v oxidovaném stavu (Fe
3+

). Tento hemový 

komplex je k proteinu vázán pomocí atomu síry z aminokyselinového zbytku cysteinu. Co se 

týče názvu „cytochrom P450“, zkráceně CYP, označení cytochrom je obecně používáno pro 

enzymy účastnící se transportu elektronů a označení P450 je podle pigmentu, který byl 

nejprve objeven v potkaních játrech a který v redukované formě (po vazbě s oxidem 

uhelnatým) absorbuje viditelné záření o vlnové délce 450 nm [5,8]. Ve skutečnosti se jedná 

o rozmezí 447-452 nm, v závislosti na daném enzymu [4,9]. Cytochromy P450 jsou 

klasifikovány podle primární struktury. V lidském těle je známo 57 aktivních enzymů, které 

jsou rozděleny do 18 rodin. Tyto hemové proteiny se označují číselně podle rodiny (ve které 

mají minimálně 40% podobnost v sekvenci aminokyselin), dále písmenem podle podrodiny 

(ve které jsou si enzymy podobné s více než 55 %) a konečné číslo pak označuje individuální 

formu enzymu, např. CYP3A4 [10,11,12]. 

Tyto proteiny jsou účinnými enzymy, které jsou schopné katalyzovat hydroxylaci 

alifatických i aromatických sloučenin, epoxidaci dvojných vazeb, oxidaci heteroatomů, 

odstranění esterové skupiny či katalyzovat dealkylační nebo dehydrogenační reakce [5,13]. 

Na Obr. 1 jsou znázorněny krystalové struktury CYP3A4 a CYP2C9 samotné nebo 

s navázaným substrátem, tedy látkou, která je schopná se na protein vázat. K výše 

zmiňovaným reakcím však nedochází jen za účasti substrátu a enzymů CYP, nýbrž za účasti 

dalších enzymů, jako jsou flavoprotein NADPH-cytochrom P450 oxidoreduktáza (CYPOR), 

cytochrom b5 nebo mitochondriální ferredoxin a ferredoxin reduktáza [4,14,15]. Obecný 

mechanizmus působení enzymů CYP spočívá v aktivaci molekulárního kyslíku, kdy je jeden 

atom kyslíku „vložen“ do molekuly substrátu a druhý atom kyslíku je použit pro tvorbu 

molekuly vody. Během celého reakčního mechanizmu se spotřebují dva elektrony, jejichž 
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Reakce Enzym Příklady metabolizovaných látek 

 

Fáze I 

 

hydrolýza 

 

 

esteráza famciklovir; oseltamivir; paraoxon; prokain; spironolakton; vinylacetát 

peptidáza aminokyseliny; peptidy 

epoxidhydroláza leukotrien A4; naftalen-1,2-oxid; styren-7,8-epoxid 

redukce 

 

 

 

 

 

 

azo- a nitro- reduktáza chloramfenikol; prontosil 

karbonylreduktáza daunorubicin; haloperidol; pentoxifyllin; prostaglandiny; warfarin 

disulfidreduktáza disulfiram 

sulfoxidreduktáza sulindac 

chinonreduktáza doxorubicin; 6-hydroxydopamin 

reduktivní dehalogenáza halotan; isofluran; methoxyfluran 

NADPH-cytochrom P450 oxidoreduktáza mitomycin C; tirapazamin 

oxidace 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

alkoholdehydrogenáza ethanol 

aldehyddehydrogenáza acetaldehyd; glutamát; chloralhydrát 

aldehydoxidáza famciclovir; methotrexát; nikotin; tamoxifen 

xanthinoxidáza eskuletin; allopurinol 

monoaminoxidáza haloperidol; katecholaminy; zolmitriptan 

diaminoxidáza putrescin 

flavin-monooxidáza chlorpromazin; imipramin; kokain; methamfetamin; nikotin; sulindac 

cytochrom P450 amiodaron; diklofenak; chlorzoxazon; ibuprofen; kumarin; testosteron 

   

 

Fáze II 

 glukuronidace UDP-glukuronosyltransferáza diklofenak; kodein; paracetamol; propranolol; testosteron 

sulfonace (sulfatace) sulfotransferáza dopamin; ethanol; cholesterol; paracetamol; PAH; salicylamid 

konjugace s glutathionem glutathion-S-transferáza diethylmaleát; dichlormethan; trinitroglycerin 

konjugace s aminokyselinou 

 

acylkoenzym A syntáza 

acylkoenzym A: aminokyselina N-acyltransferáza 

kyselina benzoová 

 

acetylace N-acetyltransferáza dapson; isoniazid; kyselina p-aminobenzoová a p-aminosalicylová 

methylace methyltransferáza histamin; L-dopa; 6-merkaptopurin; nikotin 
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Tabulka 1. Reakce I. a II. fáze metabolizmu látek, enzymy (které se účastní zmíněných reakcí) a příklady látek 

(které se těmito enzymy metabolizují) [4]. 

PAH, polycyklické aromatické uhlovodíky. 

 

 

 

zdrojem je redukovaná forma nikotinamidadenindinukleotid fosfátu (NADPH) nebo 

nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) [4]. Jelikož pouze jeden ze dvou atomů kyslíku 

setrvá v molekule substrátu, jsou enzymy CYP také nazývány jako monooxygenázy [5]. 

Schematický mechanizmus působení cytochromů P450 je uveden na Obr. 2. 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

Obrázek 1. Krystalová struktura lidských cytochromů P450 (CYP). 

CYP3A4 (A); CYP3A4 v komplexu s erythromycinem (makrolidové antibiotikum; B); CYP2C9 (C); CYP2C9 

v komplexu s flurbiprofenem (nesteroidní protizánětlivé léčivo; D) [16,17,18,19]. 
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Obrázek 2: Schematické znázornění mechanizmu působení cytochromů P450 (CYP): 

Vazba substrátu (RH) na enzym CYP za vzniku komplexu enzym-RH [1]. Vazba RH bývá doprovázena změnou 

konformace a změnou spinového stavu železa z nízkospinového na vysokospinový. Následně za účasti NADPH-

cytochrom P450 oxidoreduktázy, cytochromu b5 a donoru elektronů (NADPH nebo NADH) probíhá redukce 

oxidačního stavu hemového železa z Fe
3+

 na Fe
2+

 [2]. Redukované hemové železo může reagovat s tripletním 

molekulárním kyslíkem [3]. Jeden elektron z Fe
2+

 a jeden elektron z tripletního kyslíku vytváří meziprodukt 

s vazbou Fe
3+

-O2. Tento meziprodukt je relativně stabilní, ale může disociovat na Fe
3+

 a superoxidový anion. 

Uvolnění superoxidu je doprovázeno vznikem peroxidu vodíku, což je zdroj škodlivých kyslíkových radikálů. 

Meziprodukt po reakci [3] je superoxidový anion, který je vázaný k Fe
3+

 a obsahuje nepárovým elektron na 

posledním kyslíku. Po této reakci následuje druhá redukce za účasti NADPH-cytochrom P450 oxidoreduktázy, 

cytochromu b5 a donoru elektronů (NADPH nebo NAD) [4]. Při této redukci vzniká negativně nabitý železo-

peroxidový komplex. Je třeba vzít na vědomí, že tento komplex je formálně dvojnásobně negativně nabitý, 

a tudíž se pravděpodobně rychle protonizuje za vzniku železo-hydroperoxidový komplexu [5]. Následuje druhá 

protonace za vzniku Fe
5+

 a rozštěpení vazby O-O, při které dochází k odštěpení molekuly vody a vzniku 

reaktivního meziproduktu komplexu železa s atomárním kyslíkem [6]. Komplex lze zapsat tak, jak je uveden ve 

schématu, ale je možné jej napsat i ve formě kation-radikálu, v němž oxidační stav atomu železa je Fe
4+

. 

V konečné fázi dochází k přesunu atomu kyslíku z komplexu železa na RH a vznik R-OH, který je více polární 

než samotný substrát RH. Dochází k uvolnění oxidovaného substrátu a enzym se vrací do původního 

nízkospinového stavu [7]. Enzym je opět připraven reagovat s další molekulou substrátu [5]. 

NADH, redukovaný nikotinamidadenindinukleotid; NADPH, redukovaný nikotinamidadenindinukleotid fosfát. 
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Enzymy tří rodin CYP1-CYP3 se účastní především metabolizmu xenobiotik (tedy 

látek živým organizmům cizí), zatímco cytochromy P450 s vyšším číslem se spíše účastní 

metabolizmu endogenních látek [20]. Podle substrátů lze enzymy CYP také rozdělit na dva 

typy. Enzymy detoxifikačního typu (CYP1-4) metabolizují např. léčiva, aromatické látky 

nebo mastné kyseliny, zatímco enzymy biosyntetického typu (CYP5 a s vyšším číslem) jsou 

zahrnuty do biosyntézy fyziologicky aktivních látek, např. steroidů, hydroxycholesterolů, 

vitamínu D3 či žlučových kyselin [12]. Cytochromy P450 jsou odpovědné za 75 - 80 % reakcí 

I. fáze metabolizmu a za 65 – 70 % clearance klinicky užívaných léčiv [21]. Na Obr. 3 je 

znázorněno procentuální rozdělení klinicky významných forem cytochromů P450 v lidských 

játrech. 

Enzymy metabolizující xenobiotika jsou součástí nejen lidského organizmu, ale jsou 

také nacházeny u bakterií, hub, rostlin a zvířat [5]. Lokalizace těchto enzymů je v buněčné 

membráně endoplazmatického retikula a mitochondrií a vyskytují se v celém organizmu. 

Největší výskyt enzymů CYP je v játrech, kde je jejich obsah 300 pmol/mg proteinu. Dalšími 

orgány s výskytem CYP jsou např. gastrointestinální trakt, kůže, ledviny a nadledviny, 

mozek, plíce nebo srdce. Jelikož je obsah enzymů CYP v játrech největší, metabolizmus látek 

probíhá především v tomto orgánu. Na druhou stranu, gastrointestinální trakt, kde je obsah 

enzymů CYP sice jen 20 pmol/mg proteinu, se nabízí jako první orgán, kde může být látka 

metabolizována po perorálním podání [22]. Pokud se jedná o látku účinnou, může již zde 

ztratit část své účinnosti. 

Výkonnost cytochromů P450 ovlivňují faktory, jako jsou věk, pohlaví a zdravotní stav 

jedince. U ženského pohlaví je vyšší exprese CYP1A2, 3A4 a 7A1, zatímco enzymy 

CYP3A5, 27B1 a enzym druhé fáze UGT2B15 jsou více exprimovány u mužského pohlaví. 

Většina studií ukazuje, že ženy metabolizují léčiva rychleji než muži, a to zejména léčiva, 

která jsou metabolizována CYP3A4. Koncentrace tohoto proteinu v játrech může být totiž 

dvakrát vyšší u žen v porovnání s koncentrací jaterního proteinu CYP3A4 u mužů, značné 

rozdíly jsou i na hladině mRNA. Funkce enzymů je také ovlivněna stářím jedince. 

Cytochromy P450 se plně vyvíjí během 1. roku života. Během života pak dochází jen k 

mírnému zvýšení v expresi a aktivitě cytochromů P450, a to zejména u CYP2C9. U starších 

lidí je naopak funkce těchto enzymů snížena. Další z faktorů, ovlivňujících výkonnost 

enzymů CYP, je zdravotní stav jedince. Např. onemocnění jaterní cirhózou způsobuje 

strukturní změny jater, což vede ke snížení krevního průtoku játry, ke ztrátě funkce 

hepatocytů a ke snížené expresi enzymů CYP. Všechny tyto děje přispívají ke snížení 

kapacity pro metabolizmus léčiv a výsledkem je pak nižší clearance a zvýšené hladiny léčiva 
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nenavázaného na plazmatické bílkoviny. Po dobu infekce, zánětu či jiného onemocnění kolují 

v těle prozánětlivé cytokiny (interleukiny IL-1β a IL-6, faktor nádorové nekrózy TNF-α), 

které působí jako signální molekuly. Ty vyvolávají změny v jaterní genové expresi, která pak 

vede ke snížené expresi mnoha enzymů metabolizujících léčiva [21]. Všechny tyto faktory 

jsou taktéž schematicky znázorněny na Obr. 3. 

 

 

 

Obrázek 3. Procentuální rozdělení klinicky významných forem cytochromů P450 v lidských játrech a faktory 

ovlivňující tyto enzymy [21]. 

Induction, indukce; inflammation, zánět; cholestasis, cholestáza; age, věk; sex, pohlaví; polymorphism, 

polymorfizmus; various diseases, různé nemoci. 

 

 

Aktivitu enzymu CYP ovlivňuje i podaná látka, která je jeho substrátem. Pokud jsou 

podány současně dvě různé látky, které interagují se stejným enzymem CYP, může dojít k 

tzv. lékové interakci. Důsledkem toho může nastat buď indukce exprese, nebo inhibice 

aktivity či exprese metabolizujících enzymů. Inhibitorem může být látka, která je substrátem 

daného enzymu CYP, ale také látka, která se nemetabolizuje daným enzymem CYP a je 

pouze inhibitorem tohoto enzymu (např. chinidin – inhibitor CYP2D6, nikoliv jeho substrát) 

[23]. Mechanizmus inhibice může být buď reverzibilní (nejběžnější forma) nebo ireverzibilní. 

Během reverzibilní inhibice dochází pouze k dočasné inhibici enzymu, zatímco ireverzibilní 

mechanizmus inhibice spočívá v tvorbě reaktivních metabolitů pevně vázaných na příslušný 

enzym. Tyto reaktivní metabolity tak způsobují trvalou ztrátu enzymové aktivity do té doby, 

než se syntetizuje nový enzym. 
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V případě indukce exprese metabolizujících enzymů dochází ke zvýšení koncentrace 

mRNA (díky transkripční aktivaci), následně probíhá zvýšená syntéza proteinu, a v důsledku 

vyšší koncentrace enzymu dochází ke zrychlení metabolizmu samotných indukujících látek 

(autoindukce; vlastnost např. karbamazepinu) nebo současně podaných látek. Zároveň se 

zvyšuje clearance a dochází ke změnám farmakokinetiky léčiv. K indukci metabolizmu je 

zpravidla zapotřebí syntetizovat nový enzym, což trvá řádově hodiny až dny [23,24]. 

Výsledkem zvýšené aktivity enzymu pak může být nedostatečná léčba, protože podaná léčiva 

mohou být účinněji metabolizována a nemusí být dosaženy terapeutické hladiny těchto léčiv. 

Inhibice probíhá naproti tomu téměř okamžitě nebo během několika hodin a vede k 

nežádoucímu zvýšení plazmatické hladiny současně podávaných léčiv metabolizovaných 

stejným způsobem, a to až s toxickými následky. K enzymům schopným indukce patří 

CYP1A1, 1A2, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19 a 3A4, zatímco o CYP2D6 je známo, že indukovatelný 

není. Na druhou stranu, CYP2E1 je indukovatelný už jen stabilizací samotného proteinu 

[21,25]. Indukce exprese enzymu CYP může proběhnout transkripční aktivací prostřednictvím 

nukleárních receptorů (např. pregnanový receptor PXR, konstitutivní androstanový receptor 

CAR, receptor vitamín D3 nebo nukleární faktor HNF4α) [26]. V případě CYP1A, 1B1, 

některých glukuronosyltransferáz (UGT) a glutathion S-transferáz (GST) hraje významnou 

transkripční roli cytosolický aryl-uhlovodíkový receptor (AhR) [21,27,28]. Obecně lze tedy 

říci, že indukce enzymové exprese vede ke zvýšení clearance podaných léčiv a může být 

považována jednak za prospěšnou, ale také za nežádoucí, vede-li např. k urychlenému 

vylučování léčiva, které tak neumožní dosažení terapeutické hladiny. Na druhou stranu 

enzymy podrodiny CYP1A mohou také aktivovat některé látky (např. benzo(a)pyren) na látky 

karcinogenní. Indukce těchto enzymů tak zvyšuje riziko vzniku rakoviny. 

Aktivitu enzymů CYP může ovlivnit i genetický polymorfizmus, což je prokázáno 

u některých lidských enzymů, např. u CYP1A1, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4, 3A5. Genetický 

polymorfizmus je obvykle definován jako geneticky podmíněný rozdíl ovlivňující ≥ 2% 

populace. Jedná se o dědičné změny DNA, které vedou k nedostatečné produkci enzymů 

CYP, nedostatečné indukovatelnosti CYP nebo k syntéze proteinu CYP se změněnou 

katalytickou aktivitou [22]. Jedinci pak na základě těchto změn metabolizují stejná 

xenobiotika různě rychle. Z tohoto důvodu se tito jedinci, tzv. metabolizátoři, klasifikují do 

fenotypových skupin: ultra rychlí (UM), rychlí (EM), střední (IM) a pomalí metabolizátoři 

(PM). UM nesou duplicitní nebo multiplicitní kopie genu určité alely. Naproti tomu IM nebo 

PM nesou v genotypu jednu nebo více nefunkčních alel. EM nesou 2 alely dávající normální 

aktivitu daného enzymu (značená *1) a obvykle zahrnují větší část populace [21,29,30]. Na 
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Obr. 4 je znázorněna fenotypová a genotypová distribuce oxidace alkaloidu sparteinu. Této 

oxidace se účastní enzym CYP2D6. Stanovení bylo provedeno u německé populace 

a zahrnuto bylo 308 jedinců [21,31,32]. Databáze alelických variant genů lidských 

cytochromů P450 je užitečným zdrojem v oblasti farmakogenomiky a je k dispozici na 

webových stránkách http://www.cypalleles.ki.se/, které jsou postupně doplňovány odborníky 

z celého světa [29]. Tato databáze používá klasifikační systém, kde referenční alela (*1) 

kóduje fenotyp aktivního metabolizmu, zatímco variantní alely kódují fenotyp pomalého 

metabolizmu (s nízkou či žádnou aktivitou enzymu k příslušné látce). Variantní alely 

jednotlivých enzymů CYP mohou být příčinou nedostačující léčby nebo mohou vyvolat 

toxické účinky [20], u enzymů CYP s endogenními funkcemi mohou být příčinou samotného 

onemocnění. Fenotypy metabolizátorů jsou používány především k popsání metabolizmu 

léčiv [29] a mohou být stanoveny in vivo za použití selektivních modelových substrátů. 

Zjištění fenotypu pacienta může především usnadnit dávkování léčiva a zabránit tak 

předávkování s možností vzniku toxických účinků. 

 

 

 

Obrázek 4. Fenotypová a genotypová distribuce oxidace alkaloidu sparteinu u německé populace (N = 308) 

[21,31,32]. 

Individuals, jedinci; MRs, metabolický poměr (poměr hladiny parentní látky k hladině metabolitu) pro spartein 

získaný z moče; ultrarapid metabolizer (UM), ultrarychlý metabolizátor; extensive metabolizer (EM), rychlý 

metabolizátor; intermediate metabolizer (IM), střední metabolizátor; poor metabolizer (PM), pomalý 

metabolizátor; duplicated gene, duplicitní gen; normal allele, normální alela; partially defective allele, částečně 

defektní alela; null allele, žádná alela. 
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3.3 Rozdělení enzymů CYP a porovnání jejich vlastností u člověka 

a potkana 

 

 Jak již bylo řečeno výše, enzymy CYP jsou přítomny jak u člověka, tak i u zvířat, 

rostlin, hub a bakterií. Tato práce se zabývá cytochromy P450 u potkana, proto bude detailní 

rozbor enzymů CYP zúžen na člověka a potkana. V Tab. 2 jsou shrnuty lidské cytochromy 

P450 (CYP1-CYP3) s genem, lokalizací, s příklady substrátů, inhibitorů a induktorů. V Tab. 3 

je pak porovnání vybraných lidských forem CYP s potkaními. Práce je navíc zúžena na rodiny 

CYP1-3, protože tyto rodiny se nejvíce týkají metabolizmu xenobiotik. 

 

3.3.1 Lidská rodina CYP1 

 

Enzymy rodiny CYP1 se nachází v různých tkáních a jejich genová exprese bývá 

spojena s aryl-uhlovodíkovým receptorem (AhR), tedy transkripčním faktorem, který je 

aktivován vazbou polycyklických aromatických uhlovodíků (PAH). Tyto aromatické 

sloučeniny jsou obsaženy např. v cigaretovém kouři, vznikají průmyslovým spalováním nebo 

grilováním jídla na dřevěném uhlí. AhR může být také aktivován vazbou přírodních složek 

v potravě (např. v brokolici). Do rodiny CYP1 patří dvě podrodiny, CYP1A a CYP1B. Obě se 

účastní nejen metabolizmu PAH, ale také endogenních látek, jež jsou ligandy receptoru AhR. 

CYP1A1 inaktivuje prostaglandin G2, CYP1A2 oxiduje uroporfyrinogen a melatonin, 

a enzymy CYP1A2 i CYP1B1 se účastní hydroxylace estrogenu [20,27,28]. 

 

3.3.1.1 Podrodina CYP1A u člověka 

 

Do podrodiny CYP1A patří dva enzymy, CYP1A1 a CYP1A2. První z nich je 

v játrech detekovatelný jen v případě indukce tohoto enzymu [11]. K indukci CYP1A ovšem 

dochází velmi často, protože je indukovatelný i látkami ze znečištěného životního prostředí. 

Významnou roli v metabolizmu léčiv hraje v této rodině spíše CYP1A2, který je významně 

exprimován v játrech a účastní se přeměny 10 % klinicky významných léčiv [20,21,33]. Mezi 

substráty CYP1A2 patří aromatické aminy a heterocyklické sloučeniny (např. paracetamol, 

kofein, klozapin, fenacetin, takrin nebo teofylin) na rozdíl od CYP1A1, který preferuje  
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Rodina 

lidských 

cytochromů 

P450 

Gen 

 

 

 

Lokalizace enzymu u člověka 

 

 

 

Příklady substrátů 

enzymu u člověka 

 

 

Příklady inhibitorů 

u člověka 

 

 

Příklady induktorů 

enzymu u člověka 

 

 

CYP1A 

 

 

 

 

 

1A1 

plíce, játra, mozek, GIT, lymfocyty, 

srdce, kůže PAH některé flavonoidy dioxiny, PAH, omeprazol 

1A2 játra, plíce 

aromatické aminy, 

fenacetin, klozapin, 

kofein, PAH, 

paracetamol, takrin, 

teofylin, warfarin 

amiodaron, cimetidin, 

disulfiram, fluvoxamin, 

furafyllin, látky z 

košťálové zeleniny 

β-naftoflavon, 

fenobarbital, 

karbamazepin, PAH, 

omeprazol, rifampicin 

CYP1B 

 1B1 

kůže, mozek srdce, plíce, slezina, 

placenta, játra, ledviny, GIT PAH některé flavonoidy dioxin 

CYP2A 

 

 

 

 

 

 

 

2A6 játra, nosní sliznice, plíce 

bilirubin, butadien, 

kotinin, kumarin, nikotin 

diethyldithiokarbamát, 

ketokonazol, 8-

methoxypsoralen, 

pilokarpin, selegilin 

barbituráty, dexametazon, 

estrogeny, karbamazepin, 

rifampicin 

2A7 - - - - 

2A13 plíce 

benzo[c]fenanthren; 

3,4-dihydroxy-3,4-

dihydro-7,12-

dimethylbenz[a]anthracen β-nikotyrin, menthol ? 

CYP2B 

 

 2B6 

játra, mozek, ledviny, srdce, 

placenta, plíce, nosní sliznice 

bupropion, 

cyklofosfamid, efavirenz, 

propofol, (S)-mefenytoin, 

testosteron, tramadol 

klopidogrel, klotrimazol, 

sertralin 

barbituráty, 

karbamazepin, metamizol, 

rifampicin, statiny 
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CYP2C 

 

 

 

 

 

 

2C8 játra, ledviny 

amiodaron, amodiaquin, 

imatinib, kyselina 

arachidonová, kyselina 

retinová, paklitaxel 

gemfibrozil, kvercetin, 

montelukast, tamoxifen, 

trimethoprim 

barbituráty, fibráty, 

imatinib, paklitaxel, 

rifampicin, statiny 

2C9/10 játra 

celekoxib, diklofenak, 

ibuprofen, rosuvastatin, 

(S)-warfarin, tolbutamid 

amiodaron, flukonazol, 

metronidazol, ritonavir, 

sulfafenazol 

barbituráty, nifedipin, 

prednison, rifampicin, 

statiny 

2C18 kůže, játra 

buprenorfin, diklofenak, 

fenytoin, warfarin ? rifampicin 

2C19 játra, srdce 

amitriptylin, diazepam, 

klopidogrel, propranolol, 

(R)-omeprazol, 

(S)-mefenytoin, 

vorikonazol 

flukonazol, fluvoxamin, 

isoniazid, klopidogrel, 

omeprazol, ritonavir, 

voriconazol 

barbituráty, 

karbamazepin, rifampicin, 

ritonavir 

CYP2D 

 

 2D6 

játra, mozek, duodenum, jejunum, 

srdce 

amitriptylin, bufuralol, 

dextrometorfan, kodein, 

metoprolol, tamoxifen, 

tramadol 

celekoxib, bupropion, 

haloperidol, chinidin, 

metadon - 

CYP2E 

 

 2E1 

játra, nosní sliznice, mozek, srdce, 

kostní dřeň, ledviny, varlata, 

vaječníky, lymfocyty, GIT 

ethanol, chlorzoxazon, 

nitrosaminy, kyselina 

salicylová, paracetamol, 

p-nitrofenol 

diallysulfid, 

diethyldithiokarbamát, 

disulfiram, 

4-methylpyrazol 

aceton, ethanol, 

hladovění, isoniazid 

CYP2F 2F1 plíce, nosní sliznice, játra benzen, kumariny, skatol skatol ? 

CYP2J 2J2 GIT, srdce, kosterní svaly, ledviny 

amiodaron, astemizol, 

cyklosporin A, terfenadin 

ketokonazol, kyselina 

arachidonová, troglitazon ? 

CYP2R 2R1 keratinocyty, varlata vitamín D ? ? 

CYP2S 2S1 GIT, plíce, močové cesty, kůže  eikosanoidy ? dioxin 

CYP2U 2U1 brzlík, mozeček 

mastné kyseliny 

s dlouhým řetězcem ? ? 
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CYP2W 2W1 

tlusté střevo plodu, 

nádorová tkáň tlustého střeva ? ? ? 

CYP3A 

 

 

 

 

3A4/5 

játra, GIT, ledviny, plíce, mozek, 

endotel, placenta, lymfocyty 

atorvastatin, cyklosporin 

A, diazepam, metyrapon, 

midazolam, paracetamol, 

takrolimus, testosteron 

azamulin, erythromycin, 

grapefruitový džus, 

ketokonazol, 

klarithromycin, verapamil 

barbituráty, fenytoin, 

gingko biloba, imatinib, 

karbamazepin, rifampicin, 

statiny 

3A7 játra plodu, endometrium dělohy podobné jako u CYP3A4 podobné jako u CYP3A4 barbituráty, steroidy 

3A43 játra, prostata 

zřejmě podobné jako 

u CYP3A4 

zřejmě podobné jako 

u CYP3A4 

zřejmě podobné jako 

u CYP3A4 
 

Tabulka 2. Přehled lidských cytochromů P450 (CYP1-CYP3) s genem, lokalizací a s příklady substrátů, inhibitorů a induktorů [6,11,21,30,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44]. 

GIT, gastrointestinální trakt; PAH, polycyklické aromatické uhlovodíky; ?, není známo; -, nedetekováno. 

 

 

Rodina Podrodina Lidská forma CYP Potkaní forma CYP 

CYP1 

 

A 1A1, 1A2 1A1, 1A2 

B 1B1 1B1 

CYP2 

 

 

 

 

 

A 2A6, 2A7, 2A13 2A1
*
, 2A2

*
, 2A3 

B 2B6 2B1
*
, 2B2

*
, 2B3

*
, 2B12, 2B15 

C 2C8, 2C9/10, 2C18, 2C19 2C6, 2C7*, 2C11*, 2C12*, 2C13*, 2C22, 2C23 

D 2D6 2D1, 2D2, 2D3, 2D4, 2D5, 2D18 

E 2E1 2E1 

CYP3 A 3A4, 3A5, 3A7, 3A43 3A1/3A23, 3A2*, 3A9*, 3A18*, 3A62 

 

Tabulka 3. Porovnání vybraných lidských forem cytochromů P450 (CYP) s potkaními formami [22,45,46]. 

*rozdíly mezi pohlavími. 
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substráty planární aromatické uhlovodíky. Mezi inhibitory CYP1A2 patří disulfiram, 

furafyllin nebo některé látky z košťálové zeleniny, a mezi induktory CYP1A2 patří např. 

PAH, látky z rostlin z čeledi miříkovitých, z léčiv pak omeprazol nebo rifampicin. Typické 

reakce katalyzované CYP1A2 jsou např. O-deethylace 7-ethoxyresorufinu 

a 7-methoxyresorufinu, O-deethylace fenacetinu a N3-demethylace kofeinu, které se běžně 

používají pro in vitro nebo in vivo stanovení fenotypu. Vysoká hladina CYP1A1 bývá 

u pacientů spojována s kouřením, ovšem na interindividuální variabilitu má vliv zejména 

strava [4,22,47,48], zvláště v dnešní době, kdy je letní grilování velmi populární. 

Na interindividuální variabilitě se samozřejmě může podílet genetický polymorfizmus. 

Např. genotyp CYP1A2*6 je spojený s nefunkčností enzymu, tato alela je však velmi vzácná. 

CYP1A2*1C souvisí s nižší indukovatelností enzymu vyvolanou kouřením u japonské 

populace, naopak CYP1A2*1F je spojena se zvýšenou enzymovou indukovatelností 

u švédských a německých kuřáků, a také u silných švédských a srbských konzumentů kávy 

[11,21]. 

 

3.3.1.2 Porovnání potkaní podrodiny CYP1A s lidskou 

 

Potkaní podrodina CYP1A má stejně označené členy jako rodina lidská. Co se týče 

strukturní podobnosti k lidským enzymům CYP1A, pro CYP1A1 je to podobnost 83% a pro 

CYP1A2 80%. Protein CYP1A1 je u potkana exprimován především v tenkém střevě, 

v játrech je obsažen pouze v nízkých koncentracích, podobně jako u člověka. Naopak protein 

CYP1A2 je, podobně jako u lidí, exprimován zejména v játrech, zatímco v extrahepatálních 

tkáních je exprimován ve velmi nízkých koncentracích nebo vůbec [22]. Enzym CYP1A2 

katalyzuje O-dealkylaci 7-ethoxyresorufinu [4] a tato reakce se využívá ke stanovení aktivity 

CYP1A2 u potkana in vitro. 

 

3.3.1.3 Podrodina CYP1B u člověka 

 

Do podrodiny CYP1B patří jen jedna forma enzymu, CYP1B1, která je exprimována 

v játrech i v extrahepatálních tkáních, ovšem v nádorových buňkách je exprimována ve 

vyšších koncentracích v porovnání s normální tkání. Indukce enzymu CYP1B1 je tedy 

významným faktorem při stanovení rizika vzniku nádorů a to zejména v těch tkání, které jsou 
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citlivé na hormonální změny (např. prostata, prsní tkáň, vaječníky nebo děloha). Je známo, že 

lidský CYP1B1 se účastní 4-hydroxylace estrogenů. Vzniklé metabolity tedy mohou být 

příčinou např. rakoviny prsu [22,49,50]. Na myším modelu byla dokonce objevena 

souvislost mutace genu CYP1B1 a vzniku primárního kongenitálního glaukomu [51]. 

 

3.3.1.4 Porovnání potkaní podrodiny CYP1B s lidskou 

 

Potkaní CYP1B1 je exprimován v játrech a plicích. Podobně jako u lidí je CYP1B1 

jediným enzymem podrodiny CYP1B. Tento enzym není ovšem detailně prozkoumán, a tudíž 

srovnání potkaního enzymu CYP1B1 s lidským enzymem je velice obtížné [22]. 

 

3.3.2 Lidská rodina CYP2 

 

CYP2 je u savců nejrozsáhlejší rodinou cytochromů P450. Do této rodiny patří 

podrodiny CYP2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 2J, 2R, 2S, 2U a 2W. Nejvýznamnější podrodinou je 

však CYP2C, protože se účastní metabolizmu kyseliny arachidonové, některých steroidů 

a především nemalého množství často předepisovaných léčiv. Významnou roli v metabolizmu 

léčiv má také enzym CYP2D6, menší pak enzymy CYP2A6, CYP2A13, CYP2B6, CYP2E1, 

CYP2F1 a CYP2J2. Naopak jiné enzymy jsou sice známy, nicméně jejich funkce není stále 

prozkoumána. Z této rodiny se jedná o CYP2A7, CYP2R1, CYP2S1, CYP2U1 a CYP2W1 

[20]. Vzhledem k tomu, jak je tato rodina rozsáhlá, v jednotlivých kapitolách bude zmíněno 

jen prvních pět podrodin, protože jsou zahrnuty především v metabolizmu xenobiotik a jejich 

funkce je dobře známá. 

 

3.3.2.1 Podrodina CYP2A u člověka 

 

Do podrodiny CYP2A patří CYP2A6 a CYP2A13, a dále katalyticky inaktivní 

CYP2A7. Významnější z nich je CYP2A6, který se vyskytuje v játrech, nosní sliznici 

a plicích [52]. Mezi substráty tohoto enzymu lze zařadit nízkomolekulární látky obsahující 

keto- nebo nitro- skupinu (např. kumarin, kotinin nebo nikotin). Jedná se o jediný enzym 

metabolizující léčiva, který katalyzuje 7-hydroxylaci kumarinu, a tato reakce slouží ke 

stanovení fenotypu in vitro a in vivo. Exprese proteinu CYP2A6 může být rovněž látkami 
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inhibována (např. ketokonazolem nebo 8-methoxypsoralenem) nebo indukována (barbituráty 

či rifampicinem). Alely CYP2A6*2, *3, *4, *5, *6, *9, *12, *17 patří mezi málo aktivní nebo 

neaktivní alely [4,21,53,54]. CYP2A6*12 je hybridní alela CYP2A7/CYP2A6, která koreluje se 

sníženou aktivitou enzymu CYP2A6 in vivo, konkrétně způsobuje 50% snížení koncentrace 

proteinu CYP2A6 a 40% snížení aktivity 7-hydroxylace kumarinu. Distribuce této alely může 

vysvětlit některé interindividuální variability v aktivitě enzymu CYP2A6, které byly objeveny 

u jedinců s fenotypem EM [55]. 

 

3.3.2.2 Porovnání potkaní podrodiny CYP2A s lidskou 

 

Do této podrodiny patří enzymy CYP2A1, 2A2 a 2A3. První dva se vyskytují v játrech 

a katalyzují 7α- (CYP2A1 i CYP2A2) a 15α-hydroxylaci testosteronu (pouze CYP2A2). 

CYP2A1 je dominantní u samic, naopak CYP2A2 je dominantní u samců. CYP2A3 není 

exprimován v játrech, ovšem je detekován v jícnu, plicích a nosní sliznici. Enzymy CYP2A1 

a 2A2 jsou z 60 % homologní k lidskému CYP2A6, ovšem na rozdíl od lidského CYP2A6 

tyto enzymy nekatalyzují (nebo jen velmi málo) 7-hydroxylaci kumarinu [4,22]. 

 

3.3.2.3 Podrodina CYP2B u člověka 

 

K podrodině CYP2B patří geny CYP2B6 a 2B7. CYP2B7 je nefunkční pseudogen, 

jehož mRNA se nachází v plicích. Významnější je funkční gen CYP2B6, který je obsažen 

v játrech, mozku, ledvinách, srdci, placentě, plicích a nosní sliznici, zatímco ve střevě, kůži 

a keratinocytech se vyskytuje v nízkých nebo žádných koncentracích. Jeho hladiny mohou být 

vyšší u kuřáků a alkoholiků [21,56]. CYP2B6 je v tkáních obecně málo exprimován. Jeho 

variabilita v expresi je však zhruba třistanásobná. Většina studií tvrdí, že koncentrační rozdíly 

proteinu CYP2B6 mezi pohlavími nejsou, nicméně některé studie ukazují vyšší koncentrace 

CYP2B6 u žen ve srovnání s muži [22,57,58]. Mezi substráty tohoto enzymu patří látky 

neutrální nebo slabě bazické a většinou lipofilní, zahrnující anestetika a další léčiva (např. 

bupropion, efavirenz, tramadol), drogy, organofosfátové insekticidy (např. chlorpyrifos nebo 

široce používaný repelent s diethyltoluamidem (DEET) jako účinnou látkou) či herbicidy 

[58,59,60]. Hlavním regulátorem CYP2B6 je receptor CAR a k indukci CYP2B6 přispívá 

i PXR. Induktory exprese proteinu CYP2B6 jsou tedy ligandy těchto receptorů (jako je např. 
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rifampicin, barbituráty). Co se týče inhibice exprese CYP2B6, svou roli zde hraje zánět 

v lidských hepatocytech, kdy dochází ke snížení transkripční regulace CYP2B6 jako reakce 

na interleukin 6 (IL-6) a interferon  (IFN). CYP2B6 katalyzuje O-dealkylaci 7-ethoxy-4-

trifluoromethylkumarinu nebo 4-hydroxylaci bupropionu, specifičtější reakcí pro CYP2B6 je 

pak N-demethylace (S)-mefenytoinu. Tyto reakce se běžně používají pro stanovení fenotypu 

in vitro. Potenciální in vivo marker by mohl být efavirenz [58,61,62]. 

Co se týče polymorfizmu, nejběžnější alelou je CYP2B6*6, která se vyskytuje 

u 15 - 60 % populace (u Afričanů, Afrických Američanů, Asiatů, Kavkazanů) v závislosti na 

etnické skupině a přispívá k 50-75% snížení exprese proteinu. Další významnou alelou je 

CYP2B6*18, která se vyskytuje především u africké populace, kde je její výskyt 4-12%. Tato 

alela přispívá k velmi malé až žádné expresi proteinu a protein je k různým substrátům velmi 

málo aktivní. Naopak alely CYP2B6*4 a CYP2B6*22 přispívají ke zvýšení exprese proteinu 

a jeho aktivitě [21,58]. 

 

3.3.2.4 Porovnání potkaní podrodiny CYP2B s lidskou 

 

U potkana existují tři hlavní formy enzymů této podrodiny, CYP2B1, 2B2 a 2B3, 

a pak další dva, CYP2B12 a 2B15, které jsou málo prozkoumané. První dva jsou si strukturně 

velmi podobné (97% shodnost), mají i velmi podobnou substrátovou specifitu, nicméně 

CYP2B1 je mnohem více katalyticky aktivní než CYP2B2. Oba lze detekovat v játrech 

i extrahepatálních tkáních, jako jsou plíce a gastrointestinální trakt (více však v duodenu). 

U potkaní podrodiny CYP2B jsou rozdíly mezi pohlavími, v tomto případě jsou koncentrace 

CYP2B vyšší u samce než u samice. Tento dimorfizmus je možné vysvětlit sekrecí růstového 

hormonu hypofýzy, který potlačuje expresi CYP2B více u samic v porovnání se samci [22]. 

Co se týče CYP2B12 a 2B15, oba se nachází v kůži potkana a substrátem CYP2B12 je 

kyselina arachidonová [63,64]. 

 

3.3.2.5 Podrodina CYP2C u člověka 

 

Tato podrodina se skládá z těchto členů: CYP2C8, 2C9/10, 2C18 a 2C19. 

Nejvýznamnější z nich je CYP2C9, protože je z podrodiny CYP2C nejvíce exprimován 

v játrech a účastní se metabolizmu klinicky významných léčiv. Aktivní místo CYP2C9 je 
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flexibilní, a to vysvětluje jeho širokou substrátovou specificitu [65]. Mezi jeho substráty lze 

obecně zařadit lipofilní a slabě kyselé látky, příkladem mohou být warfarin, phenytoin či 

nesteroidní protizánětlivá léčiva diklofenak nebo ibuprofen [11,21]. Markerem aktivity 

CYP2C9 je 4´-hydroxylace tolbutamidu, 7-hydroxylace (S)-warfarinu nebo 4´-hydroxylace 

diklofenaku. K metabolizmu tolbutamidu přispívá i CYP2C19, proto jsou S-warfarin 

a diklofenak specifičtějšími markery pro stanovení aktivity CYP2C9. Co se týče CYP2C10, 

jeho struktura i substrátová specifita je podobná jako u CYP2C9, proto CYP2C9 a CYP2C10 

bývají často posuzovány společně [11]. CYP2C18 je detekován především v kůži. Tento 

enzym katalyzuje hydroxylaci fenytoinu, 5-hydroxylaci diklofenaku nebo 4´-hydroxylaci 

warfarinu [38,66]. Poslední dvě reakce katalyzuje i enzym CYP2C8, který se nachází zejména 

v játrech. Tento enzym také participuje např. na metabolizmu retinolu, kyseliny retinové, 

kyseliny arachidonové, benzo(a)pyrenu, rosiglitazonu, pioglitazonu, amiodaronu, paklitaxelu 

nebo amodiaquinu. Exprese CYP2C8 může být indukována některými látkami, např. statiny. 

CYP2C19 je detekován v játrech i duodenu a je hlavním enzymem v  metabolizmu inhibitorů 

protonové pumpy (např. omeprazol), rovněž metabolizuje (S)-mefenytoin či antidepresiva 

(např. imipramin) [21]. Je také nutné zmínit nukleární receptory, které hrají významnou 

transkripční roli při indukci CYP2C. Jedná se o PXR, CAR, GR a HNF4α [26]. 

Ukázalo se, že i členové podrodiny CYP2C vykazují polymorfizmus, zejména 

CYP2C19 [22], který se u jedinců vyskytuje jako málo aktivní a způsobuje velkou 

interindividuální variabilitu. Nejvýznamnější alelou s nulovou aktivitou je CYP2C19*2, která 

se vyskytuje výlučně u Kavkazanů. Další alelou je CYP2C19*3, která se primárně vyskytuje 

u Asiatů, a další alely bez aktivity jsou CYP2C19*4 - *8. Ukazuje se, že AUC omeprazolu, 

který je metabolizován CYP2C19, je u jedinců s fenotypem pomalých metabolizátorů 5 - 14 

krát vyšší než u jedinců s fenotypem rychlých metabolizátorů, což komplikuje dávkování 

léčiva. Co se týče polymorfizmu CYP2C8, mezi neaktivní alely patří CYP2C8*5 

a CYP2C8*7. Alela CYP2C8*8 má sníženou aktivitu, zatímco běžné a klinicky významné 

jsou alely CYP2C8*2, CYP2C8*3 a CYP2C8*4. CYP2C8*2 se prakticky vyskytuje jen 

u Afričanů a afrických Američanů. CYP2C9 má 35 odlišných alel, přičemž klinicky 

významné jsou CYP2C9*2 a CYP2C9*3, které se běžně vyskytují u Kavkazanů [21]. Tyto 

alely mají sníženou aktivitu a mohou být u pacientů příčinou zhoršených zdravotních stavů, 

pokud jsou tito pacienti léčeni léčivy, která se metabolizují přes CYP2C9. Příkladem může 

být snížená clearance perorálních antidiabetik, která může vyvolat těžkou hypoglykémii, nebo 

v případě podání warfarinu může dojít v důsledku snížené biotransformace ke krvácení, což je 

známý vedlejší nežádoucí efekt tohoto léku [11]. 
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3.3.2.6 Porovnání potkaní podrodiny CYP2C s lidskou 

 

Potkaní CYP2C je rozsáhlá a velice složitá podrodina. K enzymům této podrodiny 

patří CYP2C6, 2C7, 2C11, 2C12, 2C13, 2C22 a 2C23. Na rozdíl od lidských jater, kde je 

nejvíce zastoupena podrodina CYP3A, nejrozšířenější v potkaních játrech je právě tato 

podrodina CYP2C. U těchto enzymů však existují pohlavní rozdíly. CYP2C12 je více 

exprimován v samičích játrech, stejně jako CYP2C7. CYP2C11 se u nevyspělých potkanů 

nevyskytuje a jeho exprese se rapidně zvyšuje až během puberty pouze u samců (4 - 5 týdnů 

po narození). CYP2C11 je převládající forma enzymů CYP v játrech dospělých samců 

potkanů (obsahující až 50 % celkového obsahu cytochromů P450). Tento enzym však není 

detekován jen v játrech, ale také v nižších koncentracích v ledvinách a tenkém střevě. 

CYP2C11 katalyzuje 2α-hydroxylaci testosteronu a tuto reakci nekatalyzuje žádná lidská 

jaterní forma CYP [4]. Podobně jako CYP2C11, i CYP2C13 je exprimován více u samců než 

u samic. Naopak CYP2C6 se mezi pohlavími neliší a je obsažen v játrech a v nízkých 

koncentracích v tenkém střevě. Další z enzymů potkaní podrodiny CYP2C je CYP2C23, který 

je vysoce exprimován v ledvinách. Předpokládá se, že má důležitou úlohu při vazodilataci 

v ledvinách jako odpověď na jejich zatížení solemi [22]. 

 

3.3.2.7 Podrodina CYP2D u člověka 

 

Do podrodiny CYP2D patří jen jeden funkční gen, a to CYP2D6, který je velice 

významný tím, že byl u něj již v 70. letech minulého století objeven polymorfizmus [32]. 

Díky němu vzniklo rozdělení jedinců na základě fenotypů oxidativního metabolizmu 

substrátů [4,11,32]. Do podrodiny CYP2D je také možné zařadit  pseudogeny CYP2D7 

a CYP2D8. Tyto pseudogeny nejsou schopné produkovat funkční protein, a to díky 

přítomnému nukleotidu T138 v exonu 1 v případě CYP2D7, nebo obsahu mnoha nežádoucích 

mutací v případě CYP2D8. CYP2D7 je navzdory své nefunkčnosti detekovatelný v játrech na 

úrovni mRNA [32]. 

Enzym CYP2D6 je regulován HNF4α a jeho exprese probíhá jak v játrech, tak 

i v enterocytech, v různých oblastech lidského mozku, v pravé srdeční komoře, v duodenu, 

jejunu, avšak ne v ileu a tlustém střevě [32,67]. Exprese proteinu CYP2D6 je prakticky 

nedetekovatelná u ještě nenarozených dětí, nicméně, pouze pár hodin po narození se jeho 

exprese značně zvýší. CYP2D6 metabolizuje 15 – 25 % klinicky užívaných léčiv. Jedná se 
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o látky spíše hydrofilní, bazické a dusíkaté, příkladem může být antiarytmikum propafenon, 

antidepresivum amitriptylin, β-blokátory bufuralol a metoprolol, nebo slabá opioidní 

analgetika tramadol a kodein [32]. Mezi selektivní léčiva, která se používají ke stanovení 

fenotypu CYP2D6, patří debrisochin, dextrometorfan, metoprolol, spartein či tramadol, avšak 

debrisochin a spartein již nejsou v medicíně využívány. Mezi inhibitory patří chinidin nebo 

metadon, co se týče indukce, tuto vlastnost CYP2D6 nevykazuje. U polymorfizmu CYP2D6 

bylo zjištěno, že fenotyp pomalého metabolizátoru může obsahovat 2 nulové alely, tedy alely, 

které kódují nefunkční protein. Na rozdíl od jiných enzymů CYP, u kterých se fenotyp 

pomalého metabolizátoru někdy projevuje jen sníženou aktivitou, u CYP2D6 není 

detekovatelná žádná zbytková aktivita. Nejběžnější nulová alela u Kavkazanů je CYP2D6*4, 

kterou nese 20 – 25 % populace. Na druhou stranu se u CYP2D6 také objevují duplicitní 

alely. Jedna z prvních objevených byla funkční CYP2D6*2. Duplicitní alely jsou také 

u CYP2D6*1, *4, *6, *10, *17, *29, *35, *41, *43 a *45, ale bohužel ne všechny alely 

vytváří funkční geny, což znesnadňuje predikci fenotypu. Dnes je známo více než 80 alel 

enzymu CYP2D6 [21,22, http://www.cypalleles.ki.se/]. 

 

3.3.2.8 Porovnání potkaní podrodiny CYP2D s lidskou 

 

Podrodina CYP2D obsahuje šest proteinů, CYP2D1, 2D2, 2D3, 2D4, 2D5 a 2D18, 

které jsou exprimovány v různých tkáních v závislosti na dané formě. Tyto potkaní proteiny 

jsou si mezi sebou i s lidským CYP2D6 sekvenčně velmi blízké (více než 70% podobnost). 

Mezi potkaními enzymy, v případě CYP2D5 a 2D18 se jedná o více než 95% podobnost 

v sekvenci aminokyselin k CYP2D1 a CYP2D4 (ve stejném pořadí). Potkaní CYP2D1 je 

orthologní k lidskému CYP2D6 (82% podobnost). Navzdory podobnostem těchto enzymů je 

zřejmý rozdíl v inhibici. Příkladem je látka chinidin, která má inhibiční účinek na CYP2D 

u lidí, ovšem ne u potkanů. Zatímco chinin inhibuje potkaní podrodinu CYP2D, u lidí tento 

efekt nemá. Co se týče indukce, podrodina CYP2D, podobně jako u lidí, tuto vlastnost 

nevykazuje [22,32]. U potkaních enzymů CYP2D lze stanovit aktivitu pomocí 1´-hydroxylace 

bufuralolu (reakce je katalyzována všemi enzymy potkaní podrodiny CYP2D) a 1´,2´-

ethenylace bufuralolu (reakce je katalyzována pouze CYP2D4) [68]. Další reakce 

7-hydroxylace propranolu a 4-hydroxylace debrisochinu jsou specifické pro CYP2D2, 

zatímco p-hydroxylace diazepamu je specifická reakce pro CYP2D3 [32]. 
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3.3.2.9 Podrodina CYP2E u člověka 

 

V podrodině CYP2E je u savců znám pouze jediný enzym, a to CYP2E1. Hladiny 

tohoto enzymu jsou nacházeny především v játrech. U nenarozeného dítěte je exprese 

proteinu CYP2E1 sice nedetekovatelná, ale po narození (již po pár hodinách po porodu) se 

exprese proteinu zvyšuje. Enzym CYP2E1 je také v nízkých koncentracích přítomen 

v mozku, nosní sliznici, kůře ledvin, varlatech, vaječnících a v gastrointestinálním traktu. 

Významné hladiny jsou nacházeny rovněž v tkáních kardiovaskulárního systému. Tento 

enzym je známý především proto, že se podílí na metabolizmu ethanolu a acetonu. Obě tyto 

látky, ale i patologické stavy (jako je diabetes mellitus nebo hladovění), indukují expresi 

cytochromu P450 2E1. Enzym CYP2E1 se mimo jiné účastní metabolizmu řady látek, z nichž 

nejvýznamnější je paracetamol. Jedná se o analgetikum a antipyretikum, které se metabolizuje 

přes CYP2E1 na hepatotoxický metabolit N-acetylbenzochinonimin. Při překročení dávek 

paracetamolu anebo současného podání paracetamolu a induktoru CYP2E1 (např. ethanolu) 

může dojít k závažnému poškození jater. K projevům hepatotoxicity může dojít i v případě, 

kdy se enzym CYP2E1 vyrovnává s vysokými dávkami ketonů a mastných kyselin 

u diabetických nebo obézních pacientů. Enzym CYP2E1 je také účinný generátor reaktivních 

forem kyslíku (ROS), jako je superoxidový anion-radikál či peroxid vodíku, a tyto formy mají 

taktéž podíl na poškození buněk. To jsou důvody, proč bývá chronická indukce CYP2E1 

spojována s rizikem vzniku onemocnění (jako je např. rakovina) [69]. 

Substráty CYP2E1 jsou relativně malé, neutrální a relativně hydrofilní molekuly. Mezi 

reakce, kterých se účastní CYP2E1, lze zařadit N1- a N7-demethylaci kofeinu na teobromin 

a teofylin. Kromě ethanolu, acetonu, paracetamolu a kofeinu jsou tímto enzymem 

metabolizovány např. halogenované uhlovodíky, fenacetin anebo chlorzoxazon, který se také 

používá jako selektivní marker aktivity in vitro a in vivo. Je však třeba mít na paměti, že 

6-hydroxylace chlorzoxazonu může být katalyzována i CYP1A1. Ke stanovení fenotypu 

in vitro lze také použít hydroxylaci 4-nitrofenolu. Expresi CYP2E1 ovlivňují HNF1α 

a β-catenin, ovšem regulace exprese proteinu CYP2E1 je velmi složitá, zahrnuje transkripční, 

post-transkripční, translační a post-translační mechanizmy [22]. Aktivitu enzymu CYP2E1 

může však ovlivnit i strava, např. diallylsulfid, který je obsažený v česneku a cibuli. Tato 

látka snižuje aktivitu tohoto enzymu a podobný účinek mají i některé látky obsažené 

v košťálové zelenině [11]. Co se týče genového polymorfizmu, bylo opublikováno pouze 

několik variant s malým nebo žádným dopadem na funkci enzymu CYP2E1 [4,21]. 
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3.3.2.10 Porovnání potkaní podrodiny CYP2E s lidskou 

 

V potkaní podrodině CYP2E je, podobně jako u lidí, pouze jeden člen, CYP2E1. 

Podobnost primární struktury potkaního proteinu CYP2E1 s lidským je  80% a substrátová 

specifita je rovněž podobná. V tomto ohledu je potkan vhodným modelem pro studium 

enzymu CYP2E1 [22]. 

 

3.3.3 Lidská rodina CYP3 

 

Rodina CYP3 má u člověka pouze jednu podrodinu, CYP3A, a v ní 4 enzymy, 

CYP3A4, 3A5, 3A7 a 3A43. Enzymy CYP3A4 a 3A5 jsou nejvíce zastoupenými cytochromy 

P450 v lidských játrech i gastrointestinálním traktu, účastní se metabolizmu jak steroidů, tak 

většiny léčiv. Z těchto důvodů jsou tyto enzymy nejvýznamnější z celé skupiny cytochromů 

P450 [20]. 

 

3.3.3.1 Podrodina CYP3A u člověka 

 

Podrodina enzymů CYP3A hraje velmi důležitou roli v metabolizmu xenobiotik. Má 

rozsáhlou substrátovou specifitu, je indukovatelná a může být také inhibována. CYP3A4 

společně s CYP3A5 je nejrozšířenějším enzymem ze skupiny lidských jaterních enzymů CYP 

a podílí se na přeměně většiny léčiv. Podobnost v sekvenci aminokyselin CYP3A4 a CYP3A5 

je více než 85%. Jejich lokalizace není jen v játrech, ale také v extrahepatálních tkáních, 

zejména v gastrointestinálním traktu, kde často hrají hlavní roli v metabolizmu prvního 

průchodu. Koncentrace proteinu a enzymová aktivita CYP3A se v tenkém střevě směrem 

k tlustému střevu postupně snižuje. I když je koncentrace střevních enzymů podrodiny 

CYP3A (počítány na mg mikrozomálního proteinu) nižší než koncentrace jaterních enzymů 

CYP3A (as o 10 – 50 %), existují jedinci, kteří mají koncentraci střevních enzymů CYP3A 

shodnou s koncentrací jaterních CYP3A, nebo dokonce i vyšší [22]. CYP3A7 je exprimován 

především v játrech plodu a v endometriu dělohy, kde tvoří 50 % obsahu enzymů CYP. Po 

narození se však obsah CYP3A7 mění ve prospěch CYP3A4. Fyziologická funkce CYP3A7 

však není dosud známá. Stejně tak není známá funkce CYP3A43 [20,21]. 
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Protein CYP3A4 má poměrně objemné a flexibilní aktivní místo, což je příčinou jeho 

schopnosti vázat substráty proměnné velikosti [65]. Ukazuje se, že by se substráty mohly 

vázat až na 3 vazebná místa tohoto enzymu, pokud během navázání nedojde k ovlivnění 

struktury enzymu [17]. Takovou látkou, která neovlivňuje strukturu enzymu, může být např. 

metyrapon [65]. Více vazebných míst a jejich flexibilita jsou důvody, proč tento enzym 

metabolizuje tolik léčiv a proč se u něj vyskytuje široká substrátová specificita [17]. 

Regulace CYP3A je zprostředkována různými signálními cestami (např. za účasti 

HNF1α, HNF4α, PXR, CAR, FXR, LXR, glukokortikoidního receptoru, receptoru pro 

vitamín D či PPARα). Molekulární podstatou indukce enzymu CYP3A je navázání ligandu na 

jaderný receptor PXR a následná aktivace transkripce genů CYP3A. Tuto transkripci mohou 

vyvolat malé molekuly, ale i receptor CAR. Naopak přes CAR může působit PXR, 

a regulovat tak CYP2B geny. Tyto křížové reakce mezi transkripčními faktory vytvářejí 

ochrannou vrstvu před škodlivými látkami z vnějšího prostředí (jako jsou rostlinné metabolity 

nebo léčiva se sklonem k lékovým interakcím) [20]. Ke stanovení aktivity CYP3A in vitro lze 

použít atorvastatin, midazolam nebo testosteron [70]. Ke stanovení aktivity CYP3A in vivo se 

používá 6β-hydroxylace kortizolu. Stanovení se provádí v moči, nicméně poměr hladin 6β-

hydroxykortizolu a kortizolu se během dne mění, nejvyšší hladiny jsou mezi 17. a 21. 

hodinou. Je také možné stanovit koncentraci 
14

CO2
 
v dechu pacienta po podání [C

14
-N-

methyl]-erythromycinu anebo stanovit koncentraci midazolamu či nifedipinu v krevní plazmě 

po podání těchto látek. Jako vhodný marker stanovení aktivity CYP3A in vivo se zdá být i 4β-

hydroxycholesterol [4,71,72,73,74]. 

Co se týče genového polymorfizmu, 2 – 9 % kavkazské populace vlastní funkční alelu 

CYP3A4*1B. Pacienti, kteří nesou tuto alelu, mohou vyžadovat vyšší dávky léčiva, 

metabolizovaného přes CYP3A4 (např. cyklosporin A) [21,75]. Alela CYP3A4*22 je naopak 

spojena se sníženou aktivitou enzymu. Na aktivitu enzymu CYP3A4 má zřejmě také vliv 

polymorfizmus PPARα. CYP3A5 je polymorfní pouze u 5 až 10 % Kavkazanů, naopak 

u Afričanů a Afroameričanů se polymorfizmus CYP3A5 ukazuje u více než 60 % populace. 

Běžně se vyskytující deficitní alela je CYP3A5*3, u Afričanů pak ještě CYP3A5*6. Funkční 

alela CYP3A5*1 se vyskytuje jen u malé části kavkazské populace. A co se týče proteinu 

CYP3A7, jeho zvýšenou expresi má na svědomí alela CYP3A7*1C [21]. 
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3.3.3.2 Porovnání potkaní podrodiny CYP3A s lidskou 

 

Enzymy CYP3A1, 3A2, 3A9, 3A18, 3A23 a 3A62 patří do potkaní podrodiny 

CYP3A. Analýzou genu CYP3A1 bylo zjištěno, že enzym CYP3A23 je identický s CYP3A1. 

Podrodina CYP3A je u potkana rozdílná mezi pohlavími. CYP3A2 a CY3A18 jsou specifické 

formy pro samčí pohlaví, zatímco CYP3A9 je převládající formou u samic. CYP3A62 je 

převládající formou v gastrointestinálním traktu a má podobný substrátový profil jako potkaní 

enzym CY3A9 a lidský enzym CYP3A4. Naopak CYP3A1 a CYP3A2 byly detekovány jen 

v játrech. V obou tkáních, jaterní i střevní, se nacházejí CYP3A9 a CYP3A18. Hlavní potkaní 

jaterní CYP3A forma, CYP3A1, není indukovatelná rifampicinem, což je typický lidský 

induktor CYP3A4. Z toho důvodu není potkan vhodným modelem pro studium indukce 

CYP3A4. Dokonce některá léčiva, která jsou metabolizována lidským CYP3A4 (např. 

nifedipin), nejsou substráty potkaního enzymu CYP3A1 [22]. 

 

3.4 Střevní mikroflóra lidského organizmu 

 

Kromě cizorodých látek je organizmus také atakován mikroorganismy, přičemž 

samotný organizmus je hostitelem obrovského množství mikroorganismů. Toto množství 

představuje 1 – 3 % tělesné hmotnosti. Mikroorganismy osidlují ústa, nos, genitálie, trávicí 

trakt a povrch celého těla [2]. Kůže sice pokrývá velkou plochu hostitele (přibližně 2 m
2
) [76], 

nicméně mukózní povrch trávicího traktu je díky výběžkům, tzv. klkům, větší než povrch 

kůže (činí 200 - 300 m
2
), a je tak významným místem pro osidlování bakterií [77,78]. 

Hmotnost střevních bakterií je propočítána na přibližně 1 kg [79]. Množství mikroorganizmů 

se po celé délce trávicího traktu mění a tuto distribuci bakterií lze ukázat na třech hlavních 

částech trávicího traktu, a těmi jsou: 

(I) žaludek, který je osídlený 10
1
 – 10

3
 KTJ/ml obsahu, zahrnující kvasinky a rod 

Lactobacillus a Streptococcus, 

(II) tenké střevo (jejunum a ileum), které je osídlené 10
4
 – 10

8
 KTJ/ml obsahu, 

zahrnující např. rod Bacteroides, Bifidobacteria, Escherichia coli, Fusobacteria, 

Lactobacillus a Streptococcus, 

(III) tlusté střevo, které obsahuje nejrozsáhlejší mikrobiální populaci z celého těla, 

obsahuje 10
10

 - 10
12

 KTJ/ml obsahu [80]. 
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Jak je vidět, nejvíce bakterií se nachází v tlustém střevě. Je to dáno tím, že peristaltika 

tlustého střeva je na rozdíl od žaludku pomalejší, je zde vyšší pH a nízký oxidačně-redukční 

potenciál. Na změny v počtu a typu bakterií, tedy na změny ve složení tzv. bakteriální flóry, 

mají po celé délce trávicího traktu vliv různé faktory, jako jsou: 

(I) faktory zprostředkované fyziologickými podmínkami hostitele (stáří, stres, 

zdravotní stav, etnické prostředí), 

(II) faktory zprostředkované trávicími podmínkami hostitele (pH prostředí, sekrece 

imunoglobulinů nebo žluče, peristaltika gastrointestinálního traktu, sekrece 

mucinu, redoxní potenciál), 

(III) faktory mikrobiální (schopnost bakterie přilnout ke střevní stěně, tzv. adheze, dále 

pohyb a tvar bakterie, schopnost bakterie kolonizovat) 

(IV) mikrobiální interakce (komunikace bakterie s okolím, tvorba metabolitů, 

přítomnost antimikrobiální složky, nutriční požadavky) 

(V) složení potravy (nestravitelné složky stravy, kontaminace patogeny, užívání léků) 

[77,80]. 

 

Střevní epitel je první vrstvou gastrointestinálního traktu, která je nepřetržitě ve styku 

s potravními antigeny, střevními komenzálními bakteriemi a potenciálními patogeny, které 

vstupují do organizmu hostitele z přijímané potravy. Je tedy tzv. střevní bariérou, která chrání 

hostitele před vstupem nežádoucích látek a mikroorganizmů do organizmu. Tato střevní 

bariéra se skládá mimo jiné z resorpčních enterocytů, pohárkových buněk, které produkují 

hlen, a dále Panethových buněk, které produkují antimikrobiální peptidy [81]. Je utěsněna tzv. 

apikálním spojovacím komplexem (znázorněn na Obr. 5.), který se skládá z těsného 

a adhezního spoje. Tyto spoje jsou zajišťovány transmembránovými proteiny (jako jsou např. 

klaudiny, okludiny), dále periferními membránovými proteiny (např. ZO1) a regulačními 

molekulami. Tyto spoje tak propojují buňky střevního epitelu, utěsňují paracelulární prostor, 

umožňují mezibuněčnou komunikaci a transepiteliální transport iontů a látek, které nejsou 

schopny přes membránu projít prostou difuzí [82]. Střevní bariéra je zároveň chráněna 

hlenovitou vrstvou, která je tvořena „nataženými“ silně glykosylovanými glykoproteiny, tzv. 

muciny, dlouhými 40 - 70 nm. Muciny mohou být uvolňovány pohárkovými buňkami (jak již 

bylo zmíněno výše) anebo např. žaludečními foveolárními mukózní buňkami. Je důležité, aby 

tato mukózní vrstva byla hydratovaná, neboť v případě velké viskozity může přispět ke 

střevnímu onemocnění [79]. Co se týče Panethových buněk, jejich umístění je na dně 

Lieberkühnových žlázek po celé délce tenkého střeva, přičemž jejich největší počet se nachází 
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Obrázek 5. Snímek z elektronové mikroskopie (A) a odpovídající schéma spojovacího komplexu v buňce 

střevního epitelu (B). 

Pod mikroklky se nachází buňky plazmatické membrány, které k sobě přiléhají těsným a adhezním spojem, 

v nichž interagují transmembránové proteiny klaudiny, okludiny a E-kadherin, dále periferní membránový 

protein ZO1, F-aktin a funkční proteiny α-catenin 1 a β-catenin. Spojení buněk také zajišťují desmozomy, tedy 

buněčné spoje, které se nachází pod apikálním spojovacím komplexem. Toto spojení je zajištěno interakcemi 

mezi kadheriny dezmogleinem či dezmokolinem, připevňujícími proteiny (např. dezmoplakinem) a keratinovými 

vlákny [82,83]. 

Adherens junction, adhezní spoj; claudin, transmembránový protein patřící do rodiny klaudinů; desmocollin, 

transmembránový protein dezmokolin; desmoglein, transmembránový protein dezmoglein; desmoplakin, protein 

dezmoplakin, který souží jako kotva; desmozome, buněčný spoj desmozom; E-cadherin, transmembránový 

protein E-kadherin; F-actin, globulární strukturní protein F-aktin, důležitý pro tvorbu cytoskeletálních 

proteinových vláken; microvilli, mikroklky, tenké a dlouhé výběžky cytoplazmy, které zajišťují dostatečně velký 

povrch pro absorpci a sekreci látek v tenkém střevě; MLCK, kináza lehkých řetězců myosinu, významná při 

kontrakci hladkého svalu; myosin, označení pro skupinu proteinů řazených mezi tzv. molekulární motory, které 

se podílí na svalovém stahu, aktivním vnitrobuněčném transportu váčků a pohybu membrán; occludin, 

transmembránový protein patřící do rodiny okludinů; tight junction, těsný spoj; ZO1, periferní membránový 

protein těsného spoje. 

 

 

v ileu [81]. Kromě tenkého střeva mohou být Panethovy buňky detekovány i v žaludku 

a tlustém střevě. Jejich hlavní úlohou je syntetizovat enzym lysozym, sekreční fosfolipázu A2 

a antimikrobiální peptidy α-defenziny, které mohou interagovat s bakteriemi, žijícími v lumen 

střeva. Panethovy buňky tak mohou významně přispět k ovlivnění střevní mikroflóry [84, 85]. 

Ovšem samotný střevní epitel není dostatečnou obranou před patogeny, které se snaží 

proniknout do organizmu. Důležitou roli zde také hraje imunitní systém, který se snaží 

rozeznat patogenní bakterii od té nepatogenní (schematicky znázorněno na Obr. 6). 

Významnou úlohu na sliznicích hraje imunoglobulin A sekrečního typu (sIgA). Jeho 

produkce je zprostředkována B-lymfocyty a plazmatickými buňkami v submukózních 

vrstvách. Hlavní funkcí sekrečního IgA je pomoci vyplavit antigeny a potenciální patogenní 
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Obrázek 6. Interakce komenzálních bakterií se střevním imunitním systémem. 

Lumen tenkého střeva je od lamina propria odděleno vrstvou epitelu, která překrývá střevní klky a útvary 

obsahující nahromaděnou lymfatickou tkán, tzv Peyerovy pláty. Střevní epitel je pokryt mukózní vrstvou, která 

přispívá k obraně proti patogenům či antigenům. Proti škodlivým mikroorganizmům bojují i Panethovy buňky, 

nacházející se na dně Lieberkühnových krypt. Jejich hlavní boj proti patogenům spočívá v tvorbě 

antimikrobiálních proteinů. Transport antigenů zajišťují M-buňky, což jsou specializované enterocyty, které 

endocytózou pohltí vzorky z prostředí a transportují je na opačnou stranu do Peyrova plátu. V subepiteliálních 

vrstvách jsou pak antigeny zpracovány buňkami prezentujícími antigen (např. dendritickými buňkami) 

a předloženy lymfocytům, nebo jsou přímo rozpoznány antigenně specifickými receptory lymfocytů B. Slizniční 

dendritické buňky mohou také vysílat své výběžky mezi epiteliální buňky až do lumen zažívacího traktu 

a aktivně vychytávat vzorky pozřených antigenů. V případě komenzálních bakterií dochází k jejich přilnutí 

k apikální straně enterocytů přes specializované fimbrie (tedy vlasovitými útvary na povrchu bakterie), nastává 

upevnění těsného mezibuněčného spoje a indukce cytokinů, tedy signální proteinů účastnící se imunitní 

odpovědi. Do lumen střeva může být taktéž vyplavena dimerická protilátka imunoglobulin A sekrečního typu 

(sIgA), která se váže na antigeny a potenciálně patogenní mikroorganizmy za účelem jejich odstranění 

z organizmu hostitele [79,86]. 

Bacterial pilli, bakteriální vlákénka, tzv. fimbrie, potřebná k přichycení bakterie; B cell, B-lymfocyt; dendritic 

cell, dendritická buňka; enterocyte, střevní buňka; epithelial stem cell, střevní kmenová buňka; follicle, 

měchýřek; follicle associated epithelium, měchýřek spojený se střevním epitelem; goblet cell, pohárková buňka; 

IgA-producing plasma cell, plazmatická buňka produkující protilátku imunoglobulin A; intraepithelial 

lymphocyte, imunitní buňka lymfocyt uvnitř střevního epitelu; macrophage, imunitní buňka makrofág; 

mesenteric lymph node, mezenterická mízní uzlina; mucus, hlen; Paneth cell, Panethova buňka; Peyer's path, 

Peyerův plát; sIgA, protilátka imunoglobulin A sekrečního typu; T cell, T-lymfocyt; Treg cell, regulační T-

lymfocyt; villus, střevní klk. 

 

 

mikroorganizmy z lumen střeva, a to především blokací jejich přístupu k epiteliálním 

receptorům, jejich zachycením v mukózní vrstvě a jejich odstraněním za pomoci peristaltické 

a mukociliární aktivity. Tento proces se někdy nazývá imunitní exkluze. Důležité je, že 

sekreční IgA neaktivuje komplement, který by mohl poškozovat sliznici. Nicméně 

imunokomplexy obsahující IgA mohou být zachyceny např. dendritickými buňkami a vtaženy 

tak do sliznice. Tato aktivní reakce, zvaná někdy imunitní eliminace, může vést (na rozdíl od 

imunitní exkluze) k poškození tkání (např. u mikrobiálních střevních zánětů) [79,87]. Svou 
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roli ve střevním imunitním systému hrají také Peyerovy pláty, tedy útvary obsahující 

nahromaděnou lymfatickou tkáň. Jejich funkce spočívá v kooperaci M-buněk a lymfocytů 

[88]. Imunitní odpověď na antigen podaný na sliznice je závislá na povaze antigenu, ale také 

na genetickém pozadí jedince, které se podílí na skladbě mikroprostředí sliznic a druhu 

imunitní reakce. Střevní bariéru lze před veškerými negativními faktory ochránit, např. 

některými zdraví prospěšnými bakteriemi (tzv. probiotiky), které mohou posílit protektivní 

funkci střevní bariéry zvýšením produkce cytoprotektivních molekul. 

Střevní mikroflóra hraje významnou roli v trávení potravy, produkci krátkých 

mastných kyselin a nepostradatelných vitamínů, ale je také důležitá ve vývoji střevního 

imunitního systému a v odolnosti vůči patogenním mikroorganizmům [89,90]. Osídlení 

sliznic bakteriemi je tedy důležité již v počátcích života. Dynamika osidlování se liší podle 

způsobu porodu (císařský řez vs. fyziologický porod) a poporodních podmínek [79], ale také 

podle výživy, tedy zda je novorozenec krmen mateřským mlékem či nikoliv [91,92]. 

 

3.5 Probiotické mikroorganizmy 

 

Název probiotikum vzniklo z řeckého „pro bios“, což znamená „pro život“. Termín 

probiotikum byl poprvé použit ale až v roce 1965 autory Lilly a Stillwellem, kteří popisovali 

látky vylučované jedním mikroorganismem, a tyto látky stimulovaly růst dalších 

mikroorganizmů. Jednalo se tedy o opačný jev než v případě použití antibiotik [93,94]. 

Bakteriemi a obecně imunitou se zabýval také Ilja Iljič Mečnikov, který získal v roce 1908 

Nobelovu cenu za výzkum a poznání imunity. Tento ruský biolog předpokládal, že bakterie 

obsažené v jogurtu, které se účastní mléčného kvašení, potlačují ve střevech hnilobní typ 

kvašení. Ze svých předpokladů tedy vyvodil, že konzumace jogurtů s účinnými bakteriemi 

hraje roli v udržování si zdraví. Jeho teorie se osvědčila u bulharských rolníků, kteří 

konzumovali jogurt obsahující druh bakterií Lactobacillus [95]. 

Desítky let se mnoho vědců snažilo lépe porozumět prospěšným mikroorganismům, 

a z toho důvodu byla probiotika definována několikrát, vždy jinak. Dnes existuje pouze jedna 

definice, která je schválená Organizací pro výživu a zemědělství (FAO), Světovou 

zdravotnickou organizací (WHO) a Mezinárodní vědeckou společností pro probiotika 

a prebiotika. Tyto organizace definují probiotika jako živé mikroorganismy, které příznivě 

ovlivňují zdravotní stav hostitele, pokud jsou aplikovány v adekvátním množství [1]. Mezi 

prospěšné účinky probiotik lze zařadit: 
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(I) modifikaci střevní mikroflóry, 

(II) přilnavost ke střevní stěně se schopností zabránit tak přilnavosti patogenů nebo 

aktivaci patogenů, 

(III) modifikaci proteinů přijatých z potravy za pomocí střevní mikroflóry, 

(IV) modifikaci schopnosti bakteriálních enzymů, zvláště těch, které mají něco 

společného s indukcí nádorů, 

(V) ovlivnění střevní mukózní propustnosti [80]. 

 

Na základě těchto pozitivních efektů mají probiotika využití v prevenci a léčbě 

různých gastrointestinálních onemocnění (např. prevence urogenitálních onemocnění, 

zmírnění zácpy, prevence cestovatelského a postantibiotického průjmu, snížení 

hypercholesterolémie, prevence rakoviny tlustého střeva a močového měchýře, prevence 

osteoporózy a potravinových alergií [96,97]. Probiotické mikroorganizmy jsou dostupné 

v potravních doplňcích (příklady jsou zobrazené na Obr. 7), ale vyskytují se i v potravinách, 

jako je mléko a mléčné produkty, kváskový chléb či masné výrobky. Obsah bakterií je 

v produktu původní anebo jsou tyto 

bakterie do produktu přidávány. 

Minimálním množství probiotických 

bakterií za účelem získání cíleného 

efektu je zapotřebí, aby v 1 g produktu 

bylo 10
6
 – 10

7
 KTJ živých bakterií. 

Pokud 100 g fermentovaného mléčného 

produktu obsahuje v čase konzumace 

minimálně 10
8 
KTJ živých bakterií, 

ještě neznamená, že se stejné množství  

 

 

Obrázek 7. Příklady probiotických 

potravních doplňků dostupných v České 

republice. 

živých bakterií dostane do tlustého střeva, že tam zůstane a bude mít pozitivní efekt [98]. 

 

Na probiotické mikroorganizmy jsou kladena bezpečnostní kritéria, díky nimž je 

u nich nutné stanovit: 

(I) Zařazení bakterie, to znamená, že musí být známo, o jaký rod, druh a kmen 

bakterie se jedná. 

(II) Míru bezpečnosti, to znamená, že musí být známo, zda je bakterie nepatogenní 

a netoxická a zda je původem lidská. 
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(III) Obecné vlastnosti bakterie, které se zjišťují na základě testů in vitro. Posuzuje se 

genetická stabilita, odolnost bakterie vůči kyselému prostředí, odolnost vůči 

žlučovým kyselinám, schopnost adheze k lidským epiteliálním buňkám a mukózní 

vrstvě, schopnost kolonizace, hemolytická aktivita, antimikrobiální aktivita proti 

potenciálně patogenním bakteriím, schopnost snížit adhezi patogenní bakterie 

k povrchům, schopnost štěpit soli žlučových kyselin, schopnost modulovat 

imunitní systém, životaschopnost ve zvýšeném počtu bakterií, odolnost vůči 

spermicidům (důležité zvláště u probiotik pro vaginální použití) a odolnost vůči 

antibiotikům. Bezpečnost by se měla také otestovat na zvířecích modelech 

a výsledky by měly korelovat s výsledky testů in vitro. V poslední řadě je nutné 

provést klinické hodnocení z důvodu zjištění případných vedlejších účinků [99]. 

 

Dalším důležitým bodem jsou technologické aspekty. Probiotický kmen by se měl 

adaptovat na vhodného přenašeče nebo substrát, který je schopný se fermentovat (např. 

mléko). Finální produkt by pak měl mít přijatelnou trvanlivost a přijatelné senzorické 

vlastnosti (barva, chuť, aroma, struktura). V případě potravních doplňků jsou vhodné 

enterosolventní obaly, které chrání probiotický obsah před vlivem žaludeční kyseliny. Počet 

živých probiotických bakterií deklarovaných v produktu by měl setrvat i po datu spotřeby 

v dostatečném množství, přičemž bakterie by si měly udržet metabolickou aktivitu [80]. 

V produktu může být obsažen pouze jeden probiotický kmen anebo kombinace probiotických 

kmenů, přičemž kombinace více probiotických kmenů nemusí být vždy tou nejlepší volbou. 

 

Vhodnou volbou může být kombinace probiotického kmene s prebiotikem, kdy se 

jedná o tzv. synbiotikum. Prebiotika jsou totiž nestravitelné složky potravy 

(fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy, inulin), které selektivně stimulují růst a aktivitu 

jednoho nebo omezeného počtu bakterií v tlustém střevě, a tím potenciálně zlepšují zdraví 

hostitele [100]. Účinek prebiotik spočívá v tom, že nejsou strávena a absorbována v tenkém 

střevě, a tudíž prochází trávicím traktem od místa podání až do tlustého střeva, kde jsou 

kompletně fermentována střevními bakteriemi. Produktem jsou pak mastné kyseliny 

s krátkým řetězcem, které jsou přeměněny na energii (účinky prebiotik v gastrointestinálním 

traktu jsou shrnuty v Tab. 4). Dostupná energie z nestravitelné cukerné složky je zhruba 

2 kcal/g. Ovšem pokud je prebiotikum podáváno ve vysokých dávkách může u hostitele 

vyvolat průjem [101]. 
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Po celém světě se používá mnoho probiotických kmenů, především kmeny rodu 

Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus a Saccharomyces. Nicméně v této práci bude 

detailněji popsán pouze rod Lactobacillus, konkrétně druh Lactobacillus casei, a dále pak 

kmen Escherichia coli Nissle 1917. L. casei byl vybrán na základě jeho častého využití 

v potravinářských výrobcích. E. coli Nissle 1917 byl zvolen na základě toho, že je tento kmen 

velice dobře prozkoumaný a jako jeden z mála je součástí probiotického přípravku, 

registrovaného v České republice (Mutaflor). 

 

Vlastnosti prebiotik 

v horní části 

gastrointestinálního 

traktu 

(žaludek, tenké střevo) 

odolnost vůči trávení 

zpomalování vyprazdňování žaludku 

urychlení pohybu potravy v trávicím traktu 

snížení absorpce glukózy, snížení glykemického indexu 

hyperplazie epitelu tenkého střeva 

stimulace sekrece hormonálních peptidů v tenkém střevě 

Vlastnosti prebiotik 

ve spodní části 

gastrointestinálního 

traktu 

(tlusté střevo) 

 

 

 

jako potrava pro mikroorganizmy v tlustém střevě 

jako substrát pro fermentaci v tlustém střevě 

tvorba konečných produktů fermentace (především SCFA) 

stimulace sacharidového štěpení 

okyselení obsahu tlustého střeva 

hyperplazie epitelu tlustého střeva 

stimulace sekrece hormonálních peptidů v tlustém střevě 

pozitivní vliv na velikost stolice 

regulace tvorby stolice (frekvence a konzistence) 

urychlení pohybu stolice ke konečníku 

Tabulka 4. Vlastnosti a vliv prebiotik na gastrointestinální trakt [99]. 

SCFA, mastné kyseliny s krátkým řetězcem. 

 

 

3.5.1 Rod Lactobacillus 

 

Bakterie rodu Lactobacillus jsou nejvíce užívanými ze všech probiotických bakterií 

[102]. Jedná se o širokou a heterogenní taxonomickou jednotku, obsahující více než 100 

různých kmenů [99]. Z hlediska taxonomického zařazení patří tento rod (společně i s dalšími 
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rody, jako jsou Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Paralactobacillus, 

Pediococcus a Streptococcus) do čeledi Lactobacillaceae [103]. 

Bakterie rodu Lactobacillus jsou rovné nebo mírně zakřivené grampozitivní tyčky 

nebo kokotyčky. Jsou chemoorganotrofní a nevytváří spóry ani flagely [97,104]. Vyznačují se 

striktně fermentativním typem metabolizmu a v kultivačním prostředí vyžadují přítomnost 

cukrů, aminokyselin, peptidů, esterů mastných kyselin, solí, derivátů nukleových kyselin 

a vitamínů skupiny B. Ve vztahu ke kyslíku jsou laktobacily anaerobní, fakultativně 

anaerobní nebo mikroaerofilní. Produkují organické kyseliny, především kyselinu mléčnou 

(proto se jim také říká bakterie mléčného kvašení). Produkcí těchto kyselin dochází ke snížení 

pH prostředí, ve kterém se nachází, a to je důležité pro ochranu sliznice před invazí jiných 

mikroorganizmů. Kromě toho mohou laktobacily produkovat peroxid vodíku, který rovněž 

inhibuje jiné bakterie [105]. Některé laktobacily mohou ovlivnit střevní mikroflóru dalšími 

látkami, jako jsou např. bakteriociny, které mohou mít antibakteriální účinky [106]. 

Lactobacily se běžně vyskytují v mléce a mléčných produktech, masných výrobcích, 

pekařském droždí, siláži, kravském hnoji, v bachoru přežvýkavců či jako častá komenzální 

mikroflóra pochvy, trávicího traktu a dutiny ústní člověka a zvířat. Některé druhy laktobacilů 

se užívají ve formě čistých startovacích kultur k výrobě jogurtů, kefírů a zápar [107]. 

Významně se však také mohou projevovat při rozkládání potravin, zejména piva, vína, 

ovocných šťáv, mléčných a masných výrobků nebo marinovaných ryb, což se projeví zákalem 

a pachutí [108]. 

 

Lactobacillus acidophilus Lactobacillus farciminis Lactobacillus paracasei 

Lactobacillus amylolyticus Lactobacillus fermentum Lactobacillus paraplantarum 

Lactobacillus amylovorus Lactobacillus gallinarium Lactobacillus pentosus 

Lactobacillus alimentarius Lactobacillus gasseri Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus aviaries Lactobacillus helveticus Lactobacillus pontis 

Lactobacillus brevis Lactobacillus hilgardii Lactobacillus reuteri 

Lactobacillus buchneri Lactobacillus johnsonii Lactobacillus rhamnosus 

Lactobacillus casei Lactobacillus kefiranofaciens Lactobacillus sakei 

Lactobacillus crispatus Lactobacillus kefiri Lactobacillus salivarius 

Lactobacillus curvatus Lactobacillus mucosae Lactobacillus sanfranciscensis 

Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus panis Lactobacillus zeae 

Tabulka 5. Seznam taxonomických jednotek rodu Lactobacillus navržených pro status kvalifikovaného 

předpokladu bezpečnosti [99]. 
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Kromě prospěšných vlastností (jako je např. přilnavost k buňkám, kompetice 

s patogeny o epiteliální adhezi či odolnost vůči antibiotikům) se ukazuje, že by tyto bakterie 

mohly mít příznivý účinek na vůni masa z nevykastrovaných prasat. V takovém mase se totiž 

vyskytuje látka skatol (3-methylindol), která vytváří nepříjemný zápach. Ovšem při in vitro 

testech bylo zjištěno, že bakterie rodu Lactobacillus mají schopnost odstranit skatol z média 

[109]. Podobně některé bakterie tohoto rodu mohou mít schopnost vychytávat těžké kovy, 

čímž by se mohl např. vyřešit problém s bioakumulací těžkých kovů u ryb [110]. Teď už je 

jen otázkou budoucnosti, zda budou tyto bakterie využitelné i v těchto oblastech. V Tab. 5 je 

zobrazen seznam laktobacilů navržených pro status kvalifikovaného předpokladu bezpečnosti. 

 

3.5.1.1 Lactobacillus casei 

 

Přesněji se jedná o druh Lactobacillus casei, protože zahrnuje několik kmenů 

(63 kmenů bylo testováno Huang et al. [111]). V takovém případě není snadné uvádět obecné 

účinky tohoto druhu, neboť ne každý bakteriální kmen stejného druhu má stejné účinky na 

zdraví hostitele. Může být alespoň zmíněno, že se jedná o bakterie mléčného kvašení, které se 

nachází v ústech a střevech lidského těla. Nicméně v gastrointestinálním traktu dlouho 

nepřežívají, proto by se dalo říci, že se jedná o alochtonní (tedy nepůvodní) bakterie [112]. Do 

těla hostitele se zřejmě dostávají z potravy (např. z mléka, jogurtu, sýrů, fermentovaných oliv 

či klobás). Tyto mikroorganizmy jsou hodně využívány v potravinářském průmyslu,

nicméně jako startovací kultura do mléčných 

produktů vhodné nejsou, protože v mléce rostou 

velmi pomalu. Kvůli riziku kontaminace je 

vhodnější použít jako starter jinou probiotickou 

bakterii. Z hlediska efektivity a ceny se zdá být 

vhodné užití zeleného čaje, který stimuloval růst 

kolonií L. casei [107,113,114]. Co se týče účinků 

bakterií Lactobacillus casei, tyto bakterie mohou 

mít příznivý vliv na průjem, dále snižují 

závažnost a zkracují dobu trvání průjmu. Mohou  

 

Obrázek 8. Bakterie Lactobacillus casei 

tak např. stimulovat imunitní systém střeva a zmírňovat příznaky Crohnovy nemoci [113]. 

Dále mohou např. snižovat mutagenitu v močovém měchýři [115] nebo inhibovat produkci 
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protilátky IgE, která se podílí na alergických reakcích [116]. Prevence vzniku alergických 

reakcí je zejména důležitá v dětském věku. 

 

3.5.2 Kmen Escherichia coli Nissle 1917 

 

Rod Escherichia coli zahrnuje gram-negativní, fakultativně anaerobní tyčinkovité 

bakterie, pohybující se pomocí bičíků. Rod Escherichia coli zahrnuje patogenní kmeny, ale 

také nepatogenní a probiotické kmeny. Mezi ty probiotické patří kmen Escherichia coli Nissle 

1917 (EcN; sérotyp O6:K5:H1), který byl poprvé izolován ze stolice vojáka během první 

světové války. Izoloval jej německý lékař a bakteriolog Alfred Nissle, který zjistil, že tento 

kmen má antagonistický účinek na střevní patogeny [117]. Charakteristickou

vlastností gram-negativních bakterií je, že 

obsahují lipopolysacharid (LPS) na vnější 

straně buněčné membrány. V případě LPS 

bakterií kmene EcN se jedná o klíčovou 

komponentu hrající roli v bezpečnosti 

těchto bakterií. Skládá se totiž 

z hydrofobní složky lipidu A, obsahujícího 

difosforylovaný hexaacylovaný disacharid, 

a tetradekasacharidu, obsahujícího pouze 

jednu opakující se jednotku, která udává 

sérologicku specifitu bakteriálního druhu, 

 

Obrázek 9. Bakterie Escherichia coli Nissle 1917 

v tomto případě O6 [118, 119]. O-řetězec (O-chain, Obr. 10) se většinou skládá z několika 

opakujících se oligosacharidových jednotek, a to díky přítomnému funkčnímu genu wzy, který 

kóduje O6-antigen polymerázu. Bakterie kmene EcN mají gen wzy nefunkční, a tudíž mají na 

konci polysacharidového řetězce pouze jeden pentasacharid. Díky této skutečnosti jsou tyto 

bakterie citlivé k obranným mechanizmům v krevním séru [119]. Sérologické označení K5 

vyjadřuje, že bakterie EcN mohou vytvářet extracelulární kapsli (neboli obal bakterie), díky 

němuž mohou být bakterie odolné vůči obranným mechanizmům v krevním séru. Ovšem bylo 

zjištěno, že v přítomnosti lidského séra jsou bakterie EcN obrannými mechanizmy velice 

rychle usmrceny. Jedná se tedy o bezpečné netoxické bakterie. Sérotyp H1 vyjadřuje 

přítomnost bičíků na povrchu bakterie. S jejich pomocí je bakterie velice pohyblivá, a to 

dokonce i ve viskózní mukózní vrstvě gastrointestinálního traktu [117]. Přítomnost bičíků  
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Obrázek 10. Struktura lipopolysacharidu bakterie E. coli Nissle 1917, obsahující specifický O6-řetězec, 

oligosacharidové jádro (typ R1) a lipid A, který je spojený s vnější buněčnou membránou bakterie [119]. 

 

 

slouží ovšem také k adhezi bakterií k epiteliálním buňkám a hrají významnou roli v produkci 

antimikrobiálního peptidu β-defenzinu 2 (hBD-2), který působí proti střevním patogenům 

[120, 121]. Bakterie EcN vykazují na svém povrchu tři typy fimbrií (F1A, F1C a tzv. „curli“ 

fimbrie), které zajišťují adhezi ke střevním buňkám a umožňují tak schopnost buněk se 

kolonizovat. Za přežití a kolonizaci těchto bakterií mohou také různé způsoby příjmu železa, 

které je pro ně velmi důležité. Bakterie EcN totiž produkují široké spektrum sideroforů, tedy 

afinitních látek, které umožní přesun železa do bakterie aktivním transportním mechanizmem. 

Bakterie také tvoří tzv. mikrociny, které antagonisticky působí proti střevním 

patogenům. Kmen EcN byl zřejmě na základě působení mikrocinů objeven Alfredem Nissle 

(jak již bylo zmíněno výše). Kromě antimikrobiálních účinků mají tyto bakterie také 

protizánětlivé účinky (inhibice interleukinů IL-2, IL-5, IL-6, interferonu IFNγ a faktoru 

nádorové nekrózy TNFα) a protektivní, protože vytváří svými koloniemi a produkcí celulózy 

tzv. biofilm na střevní stěně hostitele. Bakterie EcN mohou tento biofilm tvořit při 37 °C na 

rozdíl od jiných kmenů E. coli, které jsou schopné tvořit biofilm při nižších teplotách 

(≤ 30°C) [117]. Protektivní účinek EcN spočívá také (kromě indukce produkce hBD-2) ve 
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zvýšené expresi periferního membránového proteinu těsného spoje ZO-2 [122, 123], čímž 

přispívá k obnově porušeného střevního epitelu. 

Bakterie kmene Escherichia coli Nissle 1917 jsou svými vlastnostmi probiotické 

mikroorganizmy, které jsou vhodné k prevenci a léčbě nejrůznějších nemocí. Jejich účinnost 

v léčbě onemocnění gastrointestinálního traktu byla prokázána již před desítkami let 

v klinických studiích, příkladem může být léčba ulcerózní a kolagenní kolitidy [124,125,126], 

Crohnovy choroby [127], pouchitidy [128], chronické zácpy [129] nebo profylaxe proti 

osídlení patogeny a zlepšení imunity novorozenců a předčasně narozených dětí [130,131,132]. 

 

V teoretické části této práce je ukázáno, jak mohou bakterie střevní mikroflóry 

ovlivňovat imunitní systém hostitele. Ovšem jejich působení není omezeno jen na 

imunomodulační nebo toxický účinek, samy mohou také metabolizovat cizorodé látky, 

podobně jako je to u enzymů metabolizmu xenobiotik. Otázkou je, zda samy také neovlivňují 

expresi metabolizujících enzymů, což by pak mohlo mít dopad např. ve změně 

farmakokinetiky současně podaného léčiva. Složitost problematiky střevní mikroflóry může 

zpochybňovat význam užívání probiotik, protože v produktech nemusí být dostatečný počet 

bakterií, nemusí být vhodný kmen nebo kombinace kmenů pro dané použití, protože tyto 

kmeny se mezi sebou mohou lišit, a to i ty, které jsou stejného druhu. Mohou různě ve střevě 

adherovat (vázat se na specifické místo) a mohou mít různé specifické imunologické účinky 

[133]. 

 

Cílem práce bylo jednak studium exprese enzymů metabolizmu xenobiotik 

v gastrointestinálním traktu včetně jater u potkana v přítomnosti i absenci probiotických 

bakterií a vliv těchto bakterií na farmakokinetiku modelového léčiva. Tato tématika je 

předmětem pěti přiložených prací. Další kapitoly disertační práce proto sledují metody, 

výsledky a diskusní partie uvedených prací. 
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4.2 Chemikálie, materiál a přístrojové vybavení 

 

4.2.1 Chemikálie 

 

Většina chemikálií byla zakoupena od firmy Sigma-Aldrich (Praha, česká republika). 

Nicméně, byly rovněž použity látky získané od jiných firem. Na celkovou anestezii pro 

experimentální zvířata byl použit fentanyl (Fentanyl Torrex inj., Chiesi CZ, Praha, Česká 

republika), dexmedetomidin (Dexdomitor inj., Orion, Espoo, Finsko) a diazepam (Apaurin 

inj., Krka, Novo Mesto, Slovinsko). Diklofenak, který byl použit ke stanovení 

farmakokinetiky u potkana, byl v tabletách od firmy Dr.R.Pfleger (Myogit 25, Bamberg, 

Německo). Inhibitory proteáz cOmplete byly získány od firmy Roche (Mannheim, Německo), 

inhibitor serinových proteáz fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) a dithioničitan sodný byly 

koupeny od firmy Fluka (Buchs SG, Švýcarsko), substrát Luciferin-ME EGE byl zakoupen od 

firmy Promega (Madison, Wisconsin, USA), glycerol, acetonitril a methanol byly získány od 

firmy Merck (Praha, Česká republika). Dichlormethan, dimethylsulfoxid, disodná sůl kyseliny 

diethyltetraaminoctové, ethanol, hydrogenfosforečnan disodný, dihydrogenfosforečnan 

draselný, hydroxid draselný, chlorid sodný, chloroform, izopropylalkohol, kyselina chloristá, 

kyselina chlorovodíková, kyselina mravenčí, kyselina octová, n-butanol, sacharóza a síran 

hořečnatý byly zakoupeny od firmy Lach-Ner (Neratovice, Česká republika). Plynný oxid 

uhelnatý a plynný dusík dodala firma Linde Gas (Praha, Česká republika). Dále byly použity 

vývojka a ustalovač pro vyvolání fotografických filmů od firmy Kodak (Rochester, New 

York, USA), rentgenové filmy Medix XBU od firmy Foma (Hradec Králové, CZ), BCA 

protein kit na stanovení koncentrace proteinu od firmy Pierce (Rockford, Illinois, USA) 

a chemiluminiscenční činidlo Western Blotting Luminol Reagent kit od firmy Santa Cruz 

Biotechnology (Heidelberg, Německo). Stabilizační roztok RNA later
®
 a set na izolaci 

mRNA (RNeasy
®
 Plus Minikit) byly od firmy Quiagen (Germantown, Maryland, USA). Další 

sety pro stanovení exprese mRNA v tkáních byly zakoupeny od firmy Roche (Mannheim, 

Německo). Potkaní primery byly designovány na našem pracovišti a syntetizovány firmou 

Invitrogen (Life Technologies, divize Praha, Česká republika). Sekvence jednotlivých 

primerů jsou uvedeny v jednotlivých publikacích (publikace 2 a 3). Co se týče protilátek, 

rabbit anti-rat CYP3A1, mouse anti-rat 2B1/2, 2C6 a CYP3A1 byly získány od firmy Abcam 

(Cambridge, Velká Británie). Dále byly použity protilátky goat anti-rat CYP1A1, rabbit anti-
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rat CYP1A2 a CYP2E1 od firmy Daichi Pure Chemicals (Tokyo, Japan) a rabbit anti-rat 

CY2C11 od firmy (Acris, Herford, Německo). Všechny použité chemikálie byly čistoty p.a., 

chemikálie používané pro systém HPLC byly čistoty HPLC gradient grade. 

 

4.2.2 Přístroje 

 

V experimentech byly použity analytické váhy GR-202 (A&D Company Europe, 

Griesheim, Německo), laboratorní pH metr Schott CG 843 se skleněnou elektrodou (Schott 

AG, Mainz, Německo), homogenizátor DIAX 900 (Heidolph, Schwabach, Německo), 

centrifugy Minispin a 5804 R (Eppendorf, Říčany u Prahy, Česká republika), chlazené 

centrifugy Z 323 K (Hermle labortechnik, Wehingen, Německo) a Jouan BR4i (JOUAN, 

Unterhaching, Německo), ultracentrifuga Optima
TM

 LE-80K s rotory 50.4 Ti a 70.0 Ti 

(Beckman Coulter, Pasadena, Kalifornie, USA), spektrofotometr Varian Cary UV VIS 4000 

(Varian, Mulgrave, Victoria, Austrálie), TECAN Infinity 

absorbance/fluorescence/luminescence reader (Tecan Austria, Grödig, Rakousko), aparatury 

Miniprotean II a Mini Trans-Blot Cell se zdrojem Power Pac 200 (Bio-Rad, Praha, Česká 

republika), magnetická míchačka MR 1000 (Heidolph, Schwabach, Německo), Flow Box 

SCS – I (Merci, Brno, Česká republika), spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, 

Wilmington, Delaware, USA), Mastercycler ep Gradient S (Eppendorf, Říčany u Prahy, 

Česká republika), LightCycler
®
 480 (Roche, Mannheim, Německo), vodní lázeň WB 14 

(Memmert, Schwabach, Německo), ultrazvuková vana (KRAINTEK CZECH, Hradec 

Králové, Česká republika) a systémy HPLC s UV a fluorescenční detekcí (Shimadzu LC-20A 

Prominence, Kyoto, Japonsko; Dionex, Sunnyvale, California, USA). 

 

4.2.3 Experimentální zvířata 

 

Všechny experimenty byly provedeny in vivo. Jako modelové zvíře ke všem 

experimentům byly použity samice (v publikaci 1) nebo samci (v publikaci 2,3,4) potkana 

kmene Wistar z konvenčního chovu (Velaz, Únětice, Česká republika). Experimentální 

zvířata byla po dovozu přibližně 2 týdny aklimatizována a krmena standardní dietou ad 

libitum. 
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4.2.4 Software 

 

Všechen používaný software byl v českém jazyce; MS Excel 2007 (Microsoft, Praha, 

Česká republika), Statistica (StatSoft ČR, Praha, Česká republika), Elfoman (Semecky Inc., 

Praha, Česká republika), LC Solution (Shimadzu, Kyoto, Japonsko), Chromeleon (Dionex, 

Sunnyvale, California, USA), Varian Cary WinUV (Varian, Mulgrave, Victoria, Austrálie), 

software pro použití přístroje TECAN Infinity (Tecan Austria, Grödig, Rakousko), 

LightCycler
®
 480 SW 1.5.1 (Roche, Mannheim, Německo). 

 

4.3 Metody 

 

4.3.1 Odběr potkaních orgánů 

 

Studované enzymy, cytochromy P450, se nacházejí především v játrech, ale také 

v dalších orgánech. Vzhledem k tomu, že se tato práce zabývá především vlivem 

probiotických mikroorganizmů, jejichž působení je zejména v gastrointestinálním traktu, 

střevo bylo vybráno (stejně jako játra) jako vhodný orgán pro odběr za účelem studia enzymů 

metabolizující léčiva. 

Orgány byly odebrány po usmrcení experimentálního zvířete, dle schválených 

etických postupů. Jaterní tkáň byla opláchnuta v „homogenizačním“ pufru (obsahující 0,25 M 

sacharózu, 1 mM EDTA-Na2, 0,2 mM PMSF, pH 7,4), střevní tkáň byla opláchnuta ve 

fyziologickém roztoku, obsahující tabletu směsi inhibitorů proteáz (cOmplete, Roche). Střevo 

bylo rozděleno na několik částí, protože zastoupení jednotlivých forem cytochromů P450 se 

po celé délce střeva mění. Celé střevo bylo rozděleno na dvanáctník (duodenum), 1.část 

lačníku (proximální část, jejunum A), 2. část lačníku (distální část, jejunum B), kyčelník 

(ileum), slepé střevo (caecum), tračník (část tlustého střeva, colon). Rozdělení je zobrazeno na 

Obr. 11. Po opláchnutí, vypláchnutí a osušení byly orgány zamraženy a uschovány na -70°C. 
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Obrázek 11. Zobrazení rozdělení částí potkaního střeva ihned po jeho odběru. 

 

 

4.3.2 Izolace potkaních mikrozomů z jaterní a střevní tkáně 

 

Mikrozomy jsou váčkovité útvary, které vznikají při dezintegraci endoplazmatického 

retikula in vitro (nejsou tedy běžně přítomny v živých buňkách). Tyto útvary obsahují mimo 

jiné enzymy cytochromy P450, proto bylo nezbytné mikrozomy izolovat za účelem stanovení 

exprese proteinu jednotlivých forem cytochromů P450 a stanovení jejich aktivit (viz 

publikace 1, 2, 3). 

Orgány, z nichž byla mikrozomální frakce izolována, byly nejprve na ledu 

rozmraženy, poté osušeny, zváženy a následně v „homogenizačním“ pufru (viz Odběr 

potkaních orgánů) rozstříhány a homogenizovány. Z homogenizované suspenze byla 

následnou frakční centrifugací za použití centrifugy Z 323 K (Hermle labortechnik) 

a ultracentrifugy OptimaLE-80K (Beckman Coulter) získána mikrozomální frakce [134,135]. 

Tato frakce byla ovšem ještě čištěna „promývacím“ pufrem (obsahujícím 0,5 mM TRIS 

a 0,15 M KCl, pH 7,4) a opět ultracentrifugována (60 min při 125 000 g, při 4°C). 

 

4.3.3 Stanovení koncentrace proteinu a cytochromů P450 v potkaních mikrozomech 

 

Před použitím mikrozomů pro jednotlivé metody (viz dále) je zapotřebí 

v mikrozomální frakci stanovit koncentraci celkového proteinu a koncentraci cytochromů 

P450. Celková koncentrace proteinu byla stanovena metodou, která využívá sodné soli 

kyseliny bicinchoninové (BCA) a roztoku síranu měďnatého (CuSO4). Protein, přítomný 
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v mikrozomální frakci, redukuje v zásaditém prostředí Cu
2+

 na Cu
1+

. Následně vzniklé Cu
1+

 

ionty se po vazbě s BCA detekují spektrofotometricky při vlnové délce 562 nm [136]. 

K tomuto stanovení byl použit BCA Protein Assay kit (Pierce Company) a spektrofotometr 

TECAN Infinity reader (Tecan). Ke kvantifikaci byla provedena kalibrační křivka za použití 

hovězího sérového albuminu (jako standardu). Stanovení bylo provedeno třikrát. 

Stanovení koncentrace cytochromů P450 se taktéž provádí spektrofotometricky. Po 

přidání dithioničitanu sodného k mikrozomální frakci dochází k redukci hemového železa 

cytochromů P450. Pokud je následně mikrozomální suspenze probublána plynným oxidem 

uhelnatým, vznikají komplexy Fe
2+

-CO, jejichž absorpční maximum je při vlnové délce 450 

nm. Koncentrace cytochromů P450 se získá z diferenčního spektra redukovaných enzymů 

CYP a redukovaných enzymů CYP v komplexu s CO metodou podle Omury a Sata [8]. V této 

práci bylo stanovení koncentrace enzymů CYP provedeno pouze u mikrozomů získaných 

z jaterní tkáně. Výtěžek mikrozomální frakce z částí gastrointestinálního traktu byl nízký 

(přibližně 200 µl), z toho důvodu se toto stanovení u střevní mikrozomální frakce 

neprovádělo. Diferenční spektrum bylo získáno ze spektrofotometru Varian Cary UV VIS 

4000 (Varian) a vypočítaná koncentrace byla použita pro další stanovení (viz dále). Množství 

enzymů CYP v mikrozomální frakci lze také vyjádřit jako specifický obsah, tj. poměr 

koncentrace enzymů CYP k celkové koncentraci proteinu. 

 

4.3.4 Stanovení aktivity vybraných forem potkaních jaterních cytochromů P450 

 

Ke stanovení aktivity cytochromů P450 byla použita mikrozomální frakce pouze 

z jater, nikoliv ze střev. Jak již bylo zmíněno výše, výtěžek mikrozomální frakce získaný 

z jednotlivých částí gastrointestinálního traktu byl totiž velmi nízký. Aktivity vybraných 

jaterních cytochromů P450 byly stanoveny již zavedenými enzymologickými metodami 

založenými na analogii lidských a potkaních forem enzymů CYP a jejich příslušných 

substrátů. 

Princip stanovení spočívá v inkubaci reakčního systému při 37°C (obsahujícího 

mikrozomální frakci s enzymy CYP, dále NADPH nebo enzymový systém generující 

NADPH [137,138,139] a příslušný substrát) a detekci vzniklého metabolitu či metabolitů. 

Délka inkubace se liší podle enzymu CYP a příslušného substrátu. Po stanovené době 

inkubace se reakce zastaví, po zastavení reakce nastane vysrážení přítomných proteinů 

v reakční směsi. Po úpravě vzorku je pak provedena detekce metabolitu. 
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Ke stanovení aktivit vybraných enzymů CYP byly použity tyto substráty: 

7-ethoxyresorufin (substrát lidského i potkaního CYP1A), kumarin (substrát lidského 

CYP2A6), 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-kumarin (substrát lidského CYP2B6), diklofenak 

(substrát lidského CYP2C9), bufuralol nebo methylether-ethylenglykolether luciferinu 

(luciferin-ME EGE; substrát lidského CYP2D6 a potkaního CYP2D1), chlorzoxazon (substrát 

lidského i potkaního CYP2E1), testosteron (substrát lidského CYP3A4). Množství metabolitů 

bylo měřeno spektroskopicky na přístroji TECAN Infinity reader (Tecan) anebo pomocí 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC, Shimadzu) s UV či fluorescenční detekcí. 

Stručné údaje o podmínkách inkubace a o detekci stanovované látky jsou shrnuty na 

následující straně v Tab. 6. Stanovení těchto aktivit je také stručně popsáno v publikacích 1 

a 3. Výsledky byly vyhodnoceny pomocí statistického softwaru Statistica (StatSoft ČR). 

K vyhodnocení byla použita analýza rozptylu a Studentův t-test na hladině významnosti 0,05. 
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Stanovení aktivity odpovídající 

lidskému enzymu CYP CYP1A CYP1A CYP2A6 

Sledovaná reakce O-dealkylace resorufinu O-dealkylace resorufinu 7-hydroxylace kumarinu 

Potřebné množství enzymů CYP 35 pmol 35 pmol 35 pmol 

Substrát 2,5 µM 7-ethoxyresorufin 2,5 µM 7-ethoxyresorufin 10 µM kumarin 

Doba inkubace mikrozomální 

frakce se substrátem a NADPH 

při 37°C 

15 min 

 

15 min 

 

15 min 

 

Metoda stanovení fluorescenční detekce  HPLC s fluorescenční detekcí fluorescenční detekce  

Metoda podle literatury [137] [140] [141] 

Stanovení aktivity odpovídající 

lidskému enzymu CYP CYP2B6 CYP2C9 CYP2D6 

Sledovaná reakce O-deethylace EFC 4´-hydroxylace diklofenaku 6´-dealkylace luciferin-ME EGE 

Potřebné množství enzymů CYP 35 pmol 35 pmol 20 pmol 

Substrát 60 µM EFC 16 µM diklofenak 30 µM luciferin-ME-EGE 

Doba inkubace mikrozomální 

frakcese substrátem a NADPH 

při 37°C 

15 min 

 

25 min 

 

30 min 

 

Metoda stanovení fluorescenční detekce  HPLC s UV detekcí luminiscenční detekce  

Metoda podle literatury [142] [138] [143] 
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Stanovení aktivity odpovídající 

lidskému enzymu CYP CYP2D6 CYP2E1 CYP3A4 

Sledovaná reakce 1´-hydroxylace bufuralolu 6´-hydroxylace chlorzoxazonu 6β-hydroxylace testosteronu 

Potřebné množství enzymů CYP 67,3 pmol 160 pmol 100 pmol 

Substrát 25 µM bufuralol 2,5 µM chlorzoxazon 100 µM testosteron 

Doba inkubace mikrozomální 

frakce se substrátem a NADPH 

při 37°C 

20 min 

 

20 min 

 

20 min 

 

Metoda stanovení HPLC s fluorescenční detekcí HPLC s UV detekcí HPLC s UV detekcí 

Metoda podle literatury [139] [144] [145] 

 

Tabulka 6. Podmínky inkubace a metody detekce metabolitu pro stanovení aktivity vybraných cytochromů P450 (CYP). 

EFC, 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-kumarin; luciferin-ME EGE, methylether-ethylenglykolether luciferinu. 
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4.3.5 Stanovení exprese jednotlivých forem CYP na úrovni proteinu 

 

Stručný popis stanovení exprese CYP na úrovni proteinu je zmíněn v publikacích 1, 2 

a 3. Tato část se tedy bude zabývat detailnějším popisem jednotlivých metod. 

 

4.3.5.1 Elektroforéza SDS-PAGE 

 

Mikrozomální frakce izolovaná z jaterní nebo střevní tkáně jednotlivých 

experimentálních zvířat byla zředěna fosfátovým pufrem (100 mM roztok KH2PO4, pH 7,4) 

a smíchána v poměru 1:1 se „vzorkovacím“ pufrem, obsahující 62,5 mM Tris s upraveným 

pH na 6,8, 10% (v/v) glycerol, 4% (v/v) merkaptoethanol, 2% (w/v) SDS, 10% 

bromfenolovou modř). Merkaptoethanol způsobil rozštěpení disulfidových můstků mezi 

proteinovými řetězci, a tím umožnil rozbalení proteinu. Naopak SDS poskytl všem proteinům 

záporný náboj, aby mohly všechny proteiny migrovat během elektroforézy stejným směrem. 

Bromfenolová modř sloužila k obarvení vzorku. Takto připravený vzorek byl ještě vložen do 

vodní lázně horké 95°C na 5 min, centrifugován 5 min při 600 x g, a poté byl aplikován na 

polyakrylamidový gel. Tento gel se skládal z dělícího (spodního) gelu, obsahujícího 8% (w/v) 

akrylamid, 0,375 M Tris s pH 8,8, 0,1% SDS (w/v), 0,05% (w/v) (NH4)2S2O8 a 0,05% (v/v) 

TEMED, a dále ze zaostřovacího (horního) gelu, obsahujícího 4% (w/v) akrylamid, 0,125 M 

Tris s pH 6,8, 0,1% (w/v) SDS, 0,05% (w/v) (NH4)2S2O8 a 0,1% (v/v) TEMED. Na 

polyakrylamidový gel bylo aplikováno vždy 10 µg proteinu u jaterních vzorků nebo 35 µg 

proteinu u střevních vzorků. Gely s aplikovanými vzorky byly vloženy do aparatury 

Miniprotean II se zdrojem Power Pac 200 (Bio-Rad) a zality dělícím „running“ pufrem, 

obsahujícím 25 mM Tris, 192 mM glycin a 0,1% (w/v) SDS. Elektroforéza probíhala za 

konstantního napětí 120 V po dobu 5 minut, a poté za konstantního napětí 180 V po dobu 40 

min. 

 

4.3.5.2 Western blot analýza (imunoblot) 

 

Separované proteiny z elektroforézy byly přeneseny na polyvinylidendifluoridovou 

(PVDF) membránu pomocí aparatury Mini Trans-Blot Cell se zdrojem Power Pac 200 (Bio-

Rad) a „přenosového“ pufru (obsahující 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 20% (v/v) methanol). 
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Přenesené proteiny byly na PVDF membráně zablokovány pomocí roztoku TBS s 0,05% 

roztokem TWEEN 20 a 6 % nízkotučného mléka. Poté byla membrána inkubována s primární 

protilátkou po dobu 60 min při laboratorní teplotě a za stálého míchání. Po 60 min byla 

membrána promyta roztokem TBS s 0,05% roztokem TWEEN 20, a poté byla inkubována se 

sekundární protilátkou (konjugovanou s křenovou peroxidázou) po dobu 60 min při 

laboratorní teplotě a za stálého míchání. Po 60 min byla membrána opět promyta roztokem 

TBS s 0,05% roztokem TWEEN 20. Detekce proteinů s navázanými protilátkami byla 

provedena pomocí chemiluminiscenčního činidla WB Luminol Reagent (Santa Cruz 

Biotechnology). Jednotlivé protilátky, používané ke stanovení exprese proteinů jednotlivých 

forem CYP, jsou zmíněny v sekci Chemikálie a v jednotlivých publikacích (1, 2, 3). 

 

4.3.5.3 Vyhodnocení a statistické zpracování výsledků 

 

Denzitometrické vyhodnocení bylo provedeno pomocí software Elfoman (Semecky 

Inc.). Data byla vyhodnocena Studentovým t-testem na hladině významnosti 0,05. Statistická 

analýza dat byla provedena softwarem Statistica (StatSoft ČR). 

 

4.3.6 Stanovení exprese jednotlivých forem CYP na úrovni mRNA 

 

Exprese mRNA v potkaní jaterní a střevní tkáni byla stanovena pomocí kvantitativní 

polymerázové řetězové reakce v reálném čase (real-time PCR). Odebrání jaterních a střevních 

vzorků bylo provedeno ihned po usmrcení experimentálních zvířat, dle schválených etických 

postupů. Vzorky byly vloženy do stabilizujícího roztoku RNA later
®
 a uskladněny na -70°C. 

Izolace mRNA byla provedena podle postupů firmy Quiagen, ve kterých byly použity 

komerční sety od stejné firmy. Pro stanovení exprese mRNA jednotlivých forem enzymů 

CYP byly použity především nespecifické primery (LightCycler
®
 480 SYBR Green Master I 

mix) od firmy Roche, pro stanovení exprese CYP1A1, 2E1 a 3A9 mRNA byla použita 

TaqMan
®
 sonda (Roche; www.universalprobelibrary.com), která je specifičtější než primer 

SYBR Green. Použité primery byly navrženy na našem pracovišti a syntetizovány firmou 

Invitrogen (Life Technologies). Sekvence jednotlivých primerů a detailnější postup stanovení 

exprese mRNA jednotlivých forem CYP jsou uvedeny v publikacích 1 a 2. 
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Vzorky byly změřeny na přístroji LightCycler
®
 480 a vyhodnocení dat bylo provedeno 

pomocí softwaru LightCycler
®
 480 SW 1.5.1, který je součástí přístroje. Data byly 

normalizovány k hypoxantin-guanin fosforibosyltransferáze (HPRT) a analyzovány 

Studentovým t-testem na hladině významnosti 0,05 pomocí statistického softwaru Statistica 

(StatSoft ČR). 

 

4.3.7 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 

 

4.3.7.1 Stanovení koncentrace diklofenaku v potkaní krevní plazmě 

 

Diklofenak je látka, která patří do skupiny léčiv zvaných nesteroidní protizánětlivé 

léčivé přípravky a je indikována především ke zmírnění zánětu a bolesti pohybového aparátu. 

Protože tato látka patří mezi dostupné a často předepisované léky, byla zvolena jako 

modelové léčivo pro studium vlivu probiotických bakterií na farmakokinetiku léčiva. 

Krevní plazma byla získána z krve experimentálních zvířat, dle schválených etických 

postupů, a byla uskladněna na -70°C. Rozmražena byla opět až v den stanovení 

plazmatických hladin diklofenaku. Ke 100 µl krevní plazmy bylo přidáno 50 µl 1M kyseliny 

fosforečné, která umožnila uvolnění diklofenaku z plazmatických proteinů. Po promíchání 

byly ke směsi přidány 2 ml dichlormethanu. Tato směs byla 15 s promíchávána a poté 

centrifugována při 1600 x g po dobu 5 min při 4°C pomocí centrifugy Jouan BR4i. Poté bylo 

odebráno 1,5 ml spodní vrstvy skleněnou pipetou a toto množství bylo odpařeno pod plynným 

dusíkem při 40°C. Odparek byl rozpuštěn ve 150 µl 50% methanolu. 50 µl takto připraveného 

vzorku bylo nastříknuto do systému HPLC (Shimadzu). K separaci látek byla použita reverzní 

stacionární fáze C18, 250 x 4 mm i.d., s velikostí částic 5 μm (LichroCart, Merck, Darmstadt, 

Germany) s předklonou od stejné firmy (C18, 4 x 4 mm i.d., velikost částic 5 μm). Separace 

probíhala při 30°C. Dále byla použita mobilní fáze s obsahem 10mM HClO4/CH3OH/ACN 

(20/70/10) a průtokem 1 ml/min. Jednotlivé složky byly eluovány isokraticky. Separovaný 

diklofenak byl detekován průtokovým absorpčním spektrofotometrem při 280 nm. 

Plazmatické koncentrace diklofenaku byly vypočítány z kalibrační křivky. 
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4.3.7.2 Stanovení koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu N-desethylamiodaronu 

v potkaní krevní plazmě 

 

Amiodaron (AMI) je látka, která byla vybrána jako další modelové léčivo pro studium 

vlivu probiotických bakterií na farmakokinetiku léčiva. AMI je antiarytmikum, které je 

indikováno k léčbě supraventrikulárních i komorových arytmií a metabolizuje se v těle na 

další látky pomocí enzymů CYP. Jeho velkou nevýhodou jsou závažné nežádoucí účinky 

[146]. Jeho hlavní metabolit je N-desethylamiodaron (DEA), který je taktéž účinný jako jeho 

parentní látka [147]. Obě látky, AMI i DEA, byly stanoveny v potkaní krevní plazmě pomocí 

HPLC (Dionex). 

Krevní plazma byla získána z krve experimentálních zvířat, dle schválených etických 

postupů, a byla uskladněna na -70°C. Rozmražena byla opět až v den stanovení 

plazmatických hladin AMI a DEA. Ke 100 µl krevní plazmy bylo přidáno 5 µl 0,02 mM 

trifluoperazinu dihydrochloridu, jako vnitřního standardu. Vzorek byl vysrážen přidáním 

300 µl acetonitrilu a tato směs byla centrifugována při 18 400 x g po dobu 5 min a při 4°C. 

Následně byl supernatant opatrně převeden do čisté skleněné zkumavky a odpařen pod 

plynným dusíkem při 40°C. Odparek byl poté rozpuštěn ve 100 µl 50% methanolu. 30 µl 

takto připraveného vzorku bylo nastříknuto do systému HPLC. Příprava standardních roztoků 

a HPLC podmínky stanovení jsou detailně popsány v publikaci 4. 

Vzhledem k tomu, že tato metoda nebyla na pracovišti zavedena, bylo nutné nejprve 

metodu zavést a provést validaci. Byla provedena kalibrační křivka s koncentracemi 0,1, 0,2, 

0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,8 a 1,6 µg/ml amiodaronu a 0,02, 0,05, 0,07, 0,1, 0,2, 0,3 a 0,4 µg/ml 

N-desethylamiodaronu v čisté potkaní krevní plazmě. Stanovení bylo provedeno osmkrát, aby 

mohla být vypočítána přesnost a správnost měření. Tato data byla získána z výsledků 

měřených v rámci jednoho dne, ale také mezi dny. Ke stanovení hodnoty výtěžku pro obě 

látky byly měřeny také kalibrační křivky se stejnými koncentracemi bez krevní plazmy a bez 

přípravy vzorku. Také byl u obou látek stanoven limit kvantifikace, tedy nejmenší možná 

odezva, která je desetkrát větší než šum (u odezev detekovaných pod touto hranicí nemusí 

získaná hodnota odpovídat správné koncentraci). 
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5. VÝSLEDKY 

 

V této kapitole jsou uvedeny výsledky studií tak, jak logicky následovaly. Jsou zde 

proto uvedena data z nepublikovaných experimentů spolu s výsledky, které již byly 

publikovány. 

Práce se zaměřuje především na studium vlivu probiotických bakterií na expresi 

proteinů CYP a aktivity CYP. Vzhledem k tomu, že největší množství enzymů CYP se 

nachází v játrech, první výsledky budou ukázány právě z tohoto orgánu. 

 

V prvním experimentu byla použita bakteriální suspenze probiotického kmene E. coli 

Nissle 1917 (EcN), která byla podávána samicím potkana kmene Wistar v dávce 10
11 

KTJ. 

Tato suspenze byla podávána experimentálním zvířatům orálně žaludeční sondou přímo do 

žaludku. Detailní postup experimentu byl následující: První skupině (kontrolní; N = 4) byl 

podáván žaludeční sondou pouze fyziologický roztok každý den po dobu 14 dní. Druhé 

skupině (N = 4) byla podávána probiotická suspenze každý den taktéž po dobu 14 dní. Třetí 

skupině (N = 4) byla podána pouze jedna dávka EcN, a to 14. den experimentu. Čtvrté 

skupině (N = 3) byl podáván lipopolysacharid probiotické bakterie EcN (LPS) v dávce 150 

µg/ml PBS. Tento lipopolysacharid byl experimentálním zvířatům podáván opět žaludeční 

sondou každý den po dobu 14 dní. Po 14 dnech byli všichni potkani usmrceni dle schválených 

etických postupů a následně jim byla odebrána jaterní tkáň. Z jaterní tkáně byly připraveny 

mikrozomy, které byly použity na stanovení exprese proteinů CYP a na stanovení jejich 

aktivity. Celý experiment je popsán v publikaci 1. 

V jaterních mikrozomech byla stanoveny exprese proteinů CYP1A2, 2C6, 2C11, 2E1 

a 3A1. Ze stanovení bylo zjištěno, že změny byly v expresi proteinů CYP1A2, 2C6, 2C11 

a 3A1. Western bloty se změnami v expresi proteinů jsou zobrazeny v publikaci 1 (Fig. 2) 

a graficky znázorněny níže na Obr. 12. CYP2C11 se vyskytuje zejména u samců [4,148] 

a v tomto experimentu byly použity samice. Z toho důvodu jsou proužky nebo tzv „bandy“ 

exprese proteinu CYP2C11 na western blotu slabé, a proto nebyl tedy CYP2C11 vybrán pro 

grafické znázornění výsledků, i když byla u tohoto proteinu detekována změna. Data jsou 

vyjádřena relativně vždy ke kontrolní skupině. 
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Obr. 12. Porovnání expresí potkaních jaterních proteinů CYP1A2, 2C6 a 3A1 bez nebo s aplikací probiotického 

kmene E. coli Nissle 1917 (EcN) nebo jen jeho lipopolysacharidu (LPS). Každá skupina byla porovnána jen 

s první, tedy kontrolní skupinou (K). 

K, kontrolní skupina; LPS 14x, aplikace lipopolysacharidu kmene E. coli Nissle 1917 po dobu 14 dní; EcN 1x, 

aplikace probiotického kmene E. coli Nissle 1917 pouze 1 den; EcN 14x, aplikace probiotického kmene E. coli 

Nissle 1917 po dobu 14 dní; *, p < 0,05; ***, p < 0,001 

 

 

 

V jaterních mikrozomech byly také změřeny aktivity, které odpovídají lidským 

CYP1A, 2A6, 2B6, 2C9, 2D6 a 3A4. Tyto aktivity byly vyjádřeny vždy relativně ke kontrolní 

skupině a jsou zobrazeny taktéž v publikaci 1 (Fig. 3). Změny v aktivitách CYP (s použitím 

substrátů typických pro lidské formy) nebyly statisticky významné s výjimkou CYP2C, kdy 

trend ke zvýšení aktivity vlivem LPS i EcN byl zřejmý a u LPS dokonce signifikantní. 

Vzhledem k tomu, že práce byla zaměřena především na studium interakce 

mikrobiomu s enzymy a s procesy v gastrointestinlním traktu, bylo v další etapě přikročeno ke 

studiu intestinálních enzymů CYP. V prvním kroku bylo třeba získat informace v zastoupení 

jednotlivých CYP. Toto bylo u jater zbytečné, protože výsledky studií o expresi různých 

forem jaterních CYP u potkanů jsou k dispozici v literatuře [22,135]. Je známo, že se obsah 

jednotlivých forem enzymů CYP mění po celé délce gastrointestinálního traktu [46]. Bylo 

tedy zapotřebí nejprve stanovit exprese vybraných forem CYP v jednotlivých částech střeva 

u zdravého, neléčeného samce potkana kmene Wistar z konvenčního chovu (Obr. 13-17), 

který byl naším experimentálním modelem. Ukázalo se, že např. forma CYP3A1 (orthologní 

lidské formě CYP3A4) se vyskytuje podél celého potkaního střeva. 
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Obrázek 13. Exprese potkaního proteinu CYP1A1 po celé délce střeva. 

 

 

 
Obrázek 14. Exprese potkaního proteinu CYP2B1/2 po celé délce střeva. 

 

 

 
Obrázek 15. Exprese potkaního proteinu CYP2C6 po celé délce střeva. 
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Obrázek 16. Exprese potkaního proteinu CYP2E1 po celé délce střeva. 

 

 

 
Obrázek 17. Exprese potkaního proteinu CYP3A1 po celé délce střeva. 

 

 

Třetím tématem práce, popsaným ve druhé publikaci, bylo zjištění vlivu probiotického 

kmene EcN na expresi potkaních střevních CYP jak na úrovni proteinu, tak i na úrovni 

mRNA. Suspenze probiotického kmene EcN byla podávána tentokráte samcům potkana 

kmene Wistar (N = 6) v dávce 10
10 

KTJ. Tato suspenze byla podávána experimentálním 

zvířatům orálně žaludeční sondou přímo do žaludku každý den po dobu sedmi dní. Kontrolní 

skupině (N = 4) byl podáván žaludeční sondou pouze fyziologický roztok. Osmý den byli 

všichni potkani usmrceni postupem schváleným etickou komisí a následně jim byla odebrána 

jaterní i střevní tkáň. Z obou tkání byly připraveny mikrozomy, které byly použity na 

stanovení exprese proteinů CYP. Celý experiment je popsán v publikaci 2. 
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Nejprve byla stanovena exprese proteinu CYP1A2, 2C6, 2E1 a 3A1 v jaterních 

mikrozomech (Obr. 18). U jaterních vzorků nebyly zjištěny významné rozdíly. Poté byla 

stanovena exprese proteinu CYP1A1 (Obr. 19), 2B1/2 (Obr. 20), 2C6 (Obr. 21), 2E1 

(Obr. 22) a 3A (Obr. 23) v mikrozomech získaných z jednotlivých částí střevní traktu. 

Stanovení bylo provedeno u všech potkanů. 

 

 

Obrázek 18. Porovnání exprese potkaních jaterních proteinů CYP1A2, 2C6, 2E1 a 3A 

bez (N = 4) a s (N = 6) aplikací probiotického kmene E. coli Nissle 1917 (EcN). 

 

 

 
Obrázek 19. Porovnání exprese potkaního proteinu 

CYP1A1 v různých částech tenkého střeva bez 

(N = 4) a s (N = 6) aplikací probiotického kmene E. 

coli Nissle 1917 (EcN). 

 
Obrázek 20. Porovnání exprese potkaního proteinu 

CYP1B1/2 v různých částech tenkého střeva bez 

(N = 4) a s (N = 6) aplikací probiotického kmene E. 

coli Nissle 1917 (EcN). 

 
Obrázek 21. Porovnání exprese potkaního 

proteinu CYP2C6 ve slepém a tlustém (colon) 

střevě bez (N = 4) a s (N = 6) aplikací 

probiotického kmene E. coli Nissle 1917 (EcN). 

 
Obrázek 22. Porovnání exprese potkaního 

proteinu CYP2E1 v různých částech tenkého střeva 

bez (N = 4) a s (N = 6) aplikací probiotického 

kmene E. coli Nissle 1917 (EcN). 
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Obrázek 23. Porovnání exprese potkaního proteinu CYP3A po celé délce střevního traktu bez (N = 4) a s 

(N = 6) aplikací probiotického kmene E. coli Nissle 1917 (EcN). Tlusté střevo je myšleno colon. 

*, p < 0,05. 
 

 

V tomto experimentu byly použity starší potkani (s hmotností 400 – 580 g), proto byl 

pokus opakován s mladšími potkany (s hmotností přibližně 300 g). Na Obr. 24 a 25 jsou 

zobrazeny exprese proteinů CYP pouze v caecu a colon. Jedná se o exprese proteinu CYP2C6 

a CYP3A. U proteinu CYP2C6 byl výsledek potvrzen, ovšem v případě proteinu CYP3A 

došlo v colon u starších potkanů k opačnému (ale nesignifikantnímu) trendu, tj. nárůstu 

exprese proteinu. 

 

 

  
Obrázek 24. Porovnání exprese potkaního proteinu CYP2C6 a CYP3A u mladších a starších jedinců, bez 

(N = 4) a s (N = 6) aplikací probiotického kmene E. coli Nissle 1917 (EcN). Stanovení bylo provedeno ve 

slepém střevě (caecum). Šipky naznačují trend změny po aplikaci EcN v porovnání s kontrolní skupinou. 

*, p < 0,05. 
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Obrázek 25. Porovnání exprese potkaního proteinu CYP2C6 a CYP3A u mladších a starších jedinců, bez 

(N = 4) a s (N = 6) aplikací probiotického kmene E. coli Nissle 1917 (EcN). Stanovení bylo provedeno v 

tlustém střevě (colon). Šipky naznačují trend změny po aplikaci EcN v porovnání s kontrolní skupinou. 

**, p < 0,01. 

 

 

Exprese proteinů CYP u starších potkanů byly rovněž porovnány s jejich expresí 

mRNA. Konkrétně se jedná o CYP2B1/2, 2C6, 2E1 a 3A1. Získaná data jsou zobrazena 

v publikaci 2 (Fig. 3-6). Na úrovni mRNA došlo u starších potkanů rovněž k nárůstu 

(signifikantnímu) exprese mRNA CYP3A1 v tlustém střevě. 

 

Třetí publikace (tedy čtvrté téma práce) popisuje experiment, který má podobný 

design jako je v publikaci 2. Místo probiotického kmene EcN byl zde použit jiný, a to 

Lactobacillus casei. Bakteriální suspenze tohoto kmene byla podávána samcům potkana 

kmene Wistar (N = 6) v dávce 10
10 

KTJ každý den po dobu sedmi dní. Kontrolní skupině 

(N = 6) byl podáván každý den fyziologický roztok. Opět zde byla použita žaludeční sonda, 

která umožnila vpravit bakterie L. casei nebo fyziologický roztok až do žaludku zvířete. 

V tomto experimentu bylo provedeno stanovení aktivity jaterních enzymů CYP, které 

odpovídají lidským CYP1A, 2C9, 2D6, 2E1 a 3A4. Tyto aktivity byly vyjádřeny vždy 

relativně ke kontrolní skupině a jsou zobrazeny v publikaci 3 (Fig. 2). Dále byly stanoveny 

exprese jaterních proteinů CYP1A2, 2C6, 2C11, 2E1 a 3A1 a taktéž exprese mRNA CYP2C6, 

2C11, 2E1 a 3A1. Výsledky jsou zobrazeny v publikaci 3 (Fig. 3). Stejně tak byly stanoveny 

exprese proteinu i mRNA v jednotlivých částech střeva pro CYP1A1, 2B1/2, 2C6, 2E1 a 3A 

(v případě stanovení proteinu byla použita protilátka proti CYP3A1, nicméně pro stanovení 

mRNA byla použita specifická sonda proti CYP3A9, protože bylo zjištěno, že v potkaních 

samčích střevech je větší koncentrace CYP3A9). Grafy s výsledky jsou opět zobrazeny 

v publikaci 3 (Fig. 4). Zde stojí za zmínku, že po aplikaci L. casei byl detekován trend ke 

snížení exprese proteinu i mRNA  CYP1A1 po celé délce potkaního střeva. 
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Dalším (pátým) cílem této disertační práce bylo zjistit, zda mohou probiotické bakterie 

ovlivnit farmakokinetiku současně podaného léčiva. Jako první modelové léčivo byl 

(v nepublikované studii) vybrán diklofenak, a to z toho důvodu, že je v lékárnách běžně 

dostupný a patří mezi často předepisované léky. Samcům potkana kmene Wistar (N = 6) byla 

každý den podávána bakteriální suspenze kmene EcN v dávce 7 × 10
8
 KTJ po dobu sedmi 

dní. Kontrolní skupině (N = 4) byl do žaludku každý den podáván fyziologický roztok taktéž 

po dobu sedmi dní. Osmý den byla všem potkanům podána suspenze diklofenaku v jedné 

dávce 10 mg/kg potkana. Bakteriální kmen, fyziologický roztok i suspenze diklofenaku byla 

potkanům podána do žaludku žaludeční sondou. Všichni potkani byly uvedeni do celkové 

anestezie směsí fentanylu (40 µl/kg), metedomidinu (200 µl/kg) a diazepamu (5 mg/kg), 

podáním i.m. Po 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 5, 7 a 8 hodinách bylo všem potkanům odebráno 300 µl krve 

z vena jugularis do stříkačky s 20 µl 0,2M EDTA-Na2. Po 8 hod. byli všichni potkani 

standardně usmrceni. Z odebrané krve byla získána krevní plazma, která byla uskladněna na 

-70°C. Na Obr. 26 je zobrazen chromatogram vzorku s diklofenakem. Tento vzorek byl 

odebrán potkanovi po 3 hodinách od aplikace suspenze diklofenaku. 

 

 
Obrázek 26. Chromatogram získaný z potkaní krevní plazmy. Vzorek byl odebrán 

po 3 hodinách od aplikace suspenze diklofenaku. 

 

 

Po změření všech vzorků a dosazení získaných hodnot do grafu, kde je závislá 

proměnná koncentrace diklofenaku a nezávislá proměnná hodina odebrání vzorku, byla 

získána farmakokinetika léčiva. Průměrné hodnoty pro farmakokinetiku diklofenaku s a bez 

aplikace EcN jsou graficky zobrazeny na Obr. 27. 
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Obrázek 27. Porovnání farmakokinetik diklofenaku u potkana s (N = 6) a bez 

(kontrolní skupina; N = 4) aplikace probiotického kmene E. coli Nissle 1917 (EcN). 

Každý bod představuje průměr ± směrodatná odchylka. 

 

 

Byly také stanoveny farmakokinetické parametry, díky nimž lze lépe rozhodnout, zda 

na úrovni farmakokinetiky došlo ke změně či nikoliv. Přehledná tabulka (Tab. 7) 

s vypočítanými farmakokinetickými parametry je zobrazena níže, výsledky neukazují 

významné změny ve farmakokinetice diklofenaku. 

 

Stanovovaná látka Diklofenak 

Aplikace 

E. coli Nissle 1917 

(N = 6) 

Fyziologický roztok 

(N = 4) 

t1/2 [h] 2,14 ± 1,94 2,94 ± 2,48 

cmax [µg/ml] 1,34 ± 0,48 1,14 ± 0,33 

tmax [h] 1,75 ± 1,03 1,75 ± 0,90 

AUC0-24h [h*µg/ml] 14,51 ± 5,55 14,34 ± 3,53 

Tabulka 7. Farmakokinetické parametry u potkana po orální aplikaci diklofenaku (v jedné dávce 10 

mg/kg) s nebo bez (kontrolní skupina) aplikace probiotického kmene Escherichia coli Nissle 1917. 

t1/2, biologický poločas; cmax, maximální plazmatická koncentrace léčiva; tmax, čas při dosažení cmax; 

AUC, plocha pod křivkou. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměry ± směrodatná odchylka. 

 

 

Jako další modelové léčivo byl vybrán amiodaron (AMI), a to z toho důvodu, že se 

jedná o látku, která může vyvolat závažné nežádoucí účinky a navíc inhibuje transportní 

protein P-glykoprotein, který se mimo jiné nachází ve střevě. Vzhledem k tomu, že hladiny 

amiodaronu v krevní plazmě nebyly dosud na našem pracovišti měřeny, bylo nutné metodu na 
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HPLC zavést a validovat ji. V Tab. 8 je přehled informací týkajících se validace metody, tedy 

linearita kalibrační křivky, přesnost a správnost metody a také limit kvantifikace. 

 

Parametr Amiodaron N-desethylamiodaron 

Rozmezí koncentrací kalibrační křivky (µg/ml) 0,1 – 1,6 0,02 – 0,4 

Korelační koeficient linearity r = 0,9961 r = 0,9990 

Limit kvantifikace (µg/ml) 0,05 ± 0,008 0,018 ± 0,003 

Výtěžnost (%) 75 85 

Přesnost – v rámci jednoho dne (%) 

0,1 µg/ml 3,65 

 0,4 µg/ml 8,36 

 0,8 µg/ml 7,78 

 0,05 µg/ml 

 

2,85 

0,1 µg/ml 

 

3,84 

0,4 µg/ml 

 

6,85 

Přesnost – v rámci dní (%) 

0,1 µg/ml 14,78 

 0,4 µg/ml 9,91 

 0,8 µg/ml 4,59 

 0,05 µg/ml 

 

8,51 

0,1 µg/ml 

 

1,47 

0,4 µg/ml 

 

12,01 

Správnost – v rámci jednoho dne (%) 

0,1 µg/ml 89,09 

 0,4 µg/ml 96,99 

 0,8 µg/ml 100,10 

 0,05 µg/ml 

 

90,18 

0,1 µg/ml 

 

96,75 

0,4 µg/ml 

 

98,80 

Správnost – v rámci dní (%) 

0,1 µg/ml 90,01 

 0,4 µg/ml 96,90 

 0,8 µg/ml 96,69 

 0,05 µg/ml 

 

107,59 

0,1 µg/ml 

 

96,65 

0,4 µg/ml 

 

111,28 
Tabulka 8. Parametry validace metody na stanovení amiodaronu a jeho metabolitu N-desethylamiodaronu 

v potkaní krevní plazmě. 

 

 

Farmakokinetika AMI byla stanovena celkem u 60 samců potkana kmene Wistar. 

Prvním 30 potkanům (kontrolní skupina) byl do žaludku aplikován fyziologický roztok 

a dalším 30 potkanům byla aplikována bakteriální suspenze EcN v dávce 7 × 10
8
 KTJ. 
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Bakteriální suspenze i fyziologický roztok byl potkanům podán žaludeční sondou přímo do 

žaludku jednou denně po dobu sedmi dní. Osmý den byla všem potkanům podána suspenze 

hydrochloridu amiodaronu (opět žaludeční sondou) v jedné dávce 50 mg/kg. Po 0, 1, 2, 3, 4, 

5,5, 7, 9, 14, 22 a 30 hodinách byly potkani uvedeni do celkové anestezie směsí fentanylu 

(40 µl/kg), metedomidinu (200 µl/kg) a diazepamu (5 mg/kg), podání bylo i.m. Po daném 

intervalu jim byla odebrána krev z bifurkace aorty tak, že jeden bod farmakokinetiky 

odpovídá jedné trojici potkanů. Jako protisrážlivé činidlo byla použita 0,2M EDTA-Na2 

(57 µl/1 ml krve). Z krve byla získána krevní plazma, která byla použita ke stanovení AMI 

a DEA pomocí HPLC. Chromatografický profil AMI, jeho metabolitu N-desethylamiodaronu 

(DEA) a vnitřního standardu trifluoperazinu ve vzorku po 3 hod. od aplikace amiodaronu 

hydrochloridu je zobrazen v publikaci 4 (Fig. 1). Grafické znázornění jednotlivých 

farmakokinetik pro obě látky, AMI a DEA, a farmakokinetické parametry jsou taktéž 

zobrazeny v publikaci 4 (Fig. 2, Table S1). Vzhledem k tomu, že výsledky experimentu s EcN 

naznačují existenci významných rozdílů ve farmakokinetice v důsledku přítomnosti 

probiotika, byl tento experiment proveden ještě jednou, ovšem probiotický kmen EcN byl 

vyměněn za neprobiotický referenční kmen E. coli ATCC 25922 (v dávce 7 × 10
8
 KTJ). 

Grafické znázornění jednotlivých farmakokinetik pro AMI a DEA a farmakokinetické 

parametry jsou sice zobrazeny v publikaci 4 (Fig. 3, Table S2), nicméně jsou zobrazeny 

i v této práci na Obr. 28, 29, 30 a 31. 

 

Obrázek 28. Porovnání farmakokinetik amiodaronu u potkana s a bez (kontrolní 

skupina) aplikace probiotického kmene Escherichia coli Nissle 1917 (EcN). 

Každý bod představuje průměr ± směrodatná odchylka; N = 3. 
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Obrázek 29. Porovnání farmakokinetik N-desethylamiodaronu u potkana s a bez 

(kontrolní skupina) aplikace probiotického kmene Escherichia coli Nissle 1917 

(EcN). Každý bod představuje průměr ± směrodatná odchylka; N = 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obrázek 30. Porovnání farmakokinetik amiodaronu u potkana s a bez (kontrolní 

skupina) aplikace nepatogenního neprobiotického kmene Escherichia coli 

ATCC 25922. Každý bod představuje průměr ± směrodatná odchylka; N = 3. 
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Obrázek 31. Porovnání farmakokinetik N-desethylamiodaronu u potkana s a bez 

(kontrolní skupina) aplikace nepatogenního neprobiotického kmene Escherichia coli 

ATCC 25922. Každý bod představuje průměr ± směrodatná odchylka; N = 3. 

 

 

Farmakokinetika AMI byla provedena taktéž s probiotickým kmenem L. casei 

(nepublikované výsledky). Design experimentu byl stejný jako v předchozím případě. 

Experimentální zvířata vážila průměrně 270 g a počet bakterií v jedné dávce bylo 1,5 × 10
9
 

KTJ. Jednotlivé farmakokinetiky pro AMI a DEA jsou zobrazeny na Obr. 32 a 33. 

 

 
Obrázek 32. Porovnání farmakokinetik amiodaronu u potkana s a bez (kontrolní 

skupina) aplikace probiotického kmene L. casei. Každý bod představuje 

průměr ± směrodatná odchylka; N = 3. 
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Obrázek 33. Porovnání farmakokinetik N-desethylamiodaronu u potkana s a bez 

(kontrolní skupina) aplikace probiotického kmene L. casei. Každý bod představuje 

průměr ± směrodatná odchylka; N = 3. 
 

 

Byly také stanoveny farmakokinetické parametry pro AMI a DEA, které jsou 

přehledně uvedeny v Tab. 9. Parametry farmakokinetiky AMI a DEA nebyly ovlivněny 

aplikací L. casei s jednou výjimkou, a to s výrazným prodloužením doby potřebné k dosažení 

maximální koncentrace (tmax) AMI a DEA u potkanů po aplikaci L. casei. 

 

 

Stanovovaná látka Amiodaron N-desethylamiodaron 

Aplikace L. casei 

Fyziologický 

roztok L. casei 

Fyziologický 

roztok 

t1/2 [h] 5,04 ± 0,59 6,16 ± 1,27 9,98 ± 2,12 10,78 ± 4,16 

cmax [µg/ml] 0,62 ± 0,15 0,77 ± 0,01 0,05 ± 0,02 0,05 ± 0,00 

tmax [h] 5,00 ± 0,71 2,7 ± 0,94 5,00 ± 0,71 4,67 ± 1,70 

AUC0-(22)30h [h*µg/ml] 5,94 ± 1,12 6,70 ± 0,58 0,52 ± 0,09 0,51 ± 0,04 

AUC0-∞h [h*µg/ml] 6,06 ± 1,12 6,90 ± 0,67 0,69 ± 0,11 0,71 ± 0,16 

Tabulka 9. Farmakokinetické parametry u potkana po orální aplikaci amiodaronu (v jedné dávce 50 mg/kg) 

s nebo bez (kontrolní skupina) aplikace probiotického kmene L. casei. 

t1/2, biologický poločas; cmax, maximální plazmatická koncentrace léčiva; tmax, čas při dosažení cmax; AUC, plocha 

pod křivkou. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměry ± směrodatná odchylka; N = 3. Hodnoty tučně zvýrazněné 

jsou významně odlišné od kontroly. 
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Výsledky v této disertační práci ukazují, že probiotické mikroorganizmy nemají 

jednoznačný efekt na enzymy metabolizující léčiva a ani nevykazují obecný, stejný či 

podobný vliv na farmakokinetiku současně podané látky. 

 

6. DISKUZE 

 

Probiotické bakterie jsou využívány především v potravinářském a farmaceutickém 

průmyslu, kde jsou přidávány např. do mléčných produktů nebo potravních doplňků. 

V odborné veřejnosti jsou diskutovány otázky, zda je možné současně s probiotiky užívat 

probiotika jiná, bylinné čaje anebo dokonce léky, zda mohou probiotika ovlivnit léčbu 

pacienta nebo v horším případě, zda by mohla probiotika způsobit toxické účinky současně 

podané látky. Tato disertační práce vznikla jako pokus přispět k poznání této problematiky 

s cílem zjistit, zda mohou mít probiotické bakterie vliv na enzymy metabolizující léčiva a zda 

mohou způsobit změny ve farmakokinetice současně podané látky. 

První publikace se zabývá vlivem probiotického kmene Escherichia coli Nissle 1917 

na expresi proteinů cytochromů P450 a na jejich aktivitu v potkaních samičích játrech. Tento 

bakteriální kmen byl experimentálním zvířatům podáván 14 dní nebo 1 den. Ze získaných dat 

bylo zjištěno, že nedošlo k významným změnám v expresi proteinu CYP1A2, 2C6, 2E1 

a 3A1, jen k mírnému zvýšení exprese proteinu CYP1A2 a CYP2C6 a k mírnému snížení 

exprese proteinu CYP3A1. Co se týče aktivit vybraných enzymů, nebyly detekovány 

statisticky významné změny v aktivitě odpovídající lidským enzymům CYP1A, 2A6, 2B6, 

2C9, 2D6 a 3A4. Experimentálním zvířatům byl taktéž podán lipopolysacharid tohoto 

probiotického kmene a ukázalo se, že tato část bakterie měla značný vliv na expresi proteinu 

CYP1A2 (zvýšená exprese proteinu po podání LPS v porovnání s kontrolní skupinou; 

p < 0,001), ovšem nikoliv významný vliv na aktivitu tohoto proteinu (stanovení aktivity bylo 

provedeno pomocí nespecifického substrátu 7-ethoxyresorufinu, který je metabolizován jak 

lidským, tak i potkaním enzymem CYP1A1/2 [4,135]). Dále se ukázalo, že LPS způsobil 

mírné zvýšení v expresi proteinu CYP2C6 po podání LPS v porovnání s kontrolní skupinou 

a taktéž bylo detekováno statisticky významné zvýšení v aktivitě odpovídající lidskému 

enzymu CYP2C9 ve srovnání s kontrolní skupinou (p < 0,05). Při tomto stanovení byla 

pozorována zvýšená 4´-hydroxylace diklofenaku, za kterou odpovídá také potkaní CYP2C6 

i CYP2C11 [135,149]. Opačný efekt byl pozorován u proteinu CYP3A1, u kterého byla lehce 

snížena exprese proteinu po podání LPS ve srovnání s kontrolní skupinou, a stejný efekt byl 
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pozorován u aktivity odpovídající lidskému enzymu CYP3A4. Exprese jaterních proteinů 

CYP byly také stanoveny u samců potkana kmene Wistar, kterým byl aplikován probiotický 

kmen EcN každý den po dobu sedmi dní (viz publikace 2). Výsledky nepotvrdily zvýšení 

v expresi proteinu CYP1A2 a 2C6 (jako tomu bylo u samic), ale bylo potvrzeno jemné snížení 

v expresi proteinu CYP3A. Publikace 1 tedy hovoří o tom, že probiotický kmen EcN nemá 

zásadní vliv na aktivitu a expresi potkaních jaterních cytochromů P450. 

Další otázkou je, zda mohou probiotika ovlivnit obsah a aktivitu CYP, tedy hlavních 

enzymů metabolizující léčiva, v gastrointestinálním traktu. Vzhledem k tomu, že je zejména 

tento orgán osidlován bakteriemi a zároveň zde dochází k prvnímu kontaktu xenobiotik 

s enzymy, které je metabolizují, byla provedena studie vlivu probiotického kmene EcN na 

střevní enzymy CYP. Touto studií, ve které byly tentokráte (ale i v těch následujících 

studiích) použiti samci potkana kmene Wistar, se zabývá publikace 2. Stanovením exprese 

vybraných proteinů cytochromů P450 v jednotlivých částech střevního traktu bylo potvrzeno, 

že koncentrace CYP se po celé délce střeva mění [46]. Naše výsledky ukazují, že v tenkém 

střevě (v duodenu, jejunu a ileu) je vysoká koncentrace enzymů CYP1A1 a 2B1/2, zatímco 

CYP2E1 je ve vysokých koncentracích jak v tenkém střevě, tak i ve slepém střevě. Naopak 

CYP2C6 se nachází především v tlustém střevě (ceaceum i colon). Enzym CYP3A1 je 

lokalizován ve zřetelně detekovatelných koncentracích po celé délce potkaního střeva. Na 

základě těchto informací bylo provedeno stanovení exprese jednotlivých proteinů CYP 

v takovém segmentu střeva, kde je vysoká koncentrace sledovaného proteinu. 

Publikace 2 popisuje vliv probiotického kmene EcN na expresi proteinu i mRNA 

vybraných cytochromů P450. Po sedmi dnech aplikace bakterií EcN potkanům byly 

detekovány ve střevě změny v expresi mRNA i proteinu CYP3A v porovnání s kontrolní 

skupinou. Na úrovni proteinu došlo k významnému snížení exprese CYP3A v duodenu 

a caecu, naopak v colon byl zvyšující se trend v expresi proteinu. Na úrovni mRNA byla 

detekována změna pouze v colon, ve kterém došlo (stejně jako u epxrese proteinu) 

k významnému nárůstu exprese mRNA CYP3A1 (v duodenu nebyla stanovena exprese 

mRNA z důvodu příliš malé části tkáně). Různé změny v různých částech střevního traktu 

vedly k provedení dalšího experimentu, tentokráte s mladšími potkany (v předchozím 

experimentu vážili potkani průměrně 490 g, v následujícím experimentu vážili potkani 

přibližně 300 g). Výsledky exprese proteinů CYP z tohoto experimentu potvrdily výsledky 

z předchozího experimentu, kromě proteinu CYP3A. Po týdenní aplikaci bakterií EcN měli 

mladí potkani po celé délce střevního traktu sníženou expresi CYP3A. Dle těchto výsledků se 

ukazuje, že stáří potkana by mohlo mít vliv na expresi proteinu CYP3A. 
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Otázkou ale je, zda tyto relativně malé změny mohou vést k významnějším změnám 

na úrovni farmakokinetiky současně podaného léčiva. Tím jsme se zabývali v dalších 

experimentech, ve kterých byly studovány farmakokinetiky modelových léčiv po aplikaci 

probiotik. Po sedmidenní aplikaci bakterií kmene EcN potkanům nenastaly žádné změny ve 

farmakokinetice protizánětlivého a analgetického léčiva diklofenaku. Jinak tomu bylo po 

aplikaci EcN a podání amiodaronu. V tomto případě byly detekovány změny ve 

farmakokinetice tohoto antiarytmického léčiva. Amiodaron byl v krevní plazmě stanoven 

nově zavedenou a úspěšně validovanou metodou pomocí HPLC a bylo zjištěno, že 

sedmidenní aplikace EcN způsobila zvýšení plazmatické koncentrace amiodaronu u potkana 

ve srovnání s kontrolními potkany. AUC0-30h pro amiodaron byla 1,4x vyšší a AUC0-30h pro 

jeho hlavní metabolit N-desethylamiodaron byla dokonce 1,6x vyšší. V případě 

farmakokinetiky N-desethylamiodaronu byl navíc čas k dosažení maximální plazmatické 

koncentrace o 2,5 hodiny prodloužen v porovnání s kontrolními vzorky. Tyto výsledky jsou 

uvedeny v publikaci 4 a není snadné vysvětlit, jakým mechanizmem bakterie působily, aby 

došlo k takové změně ve farmakokinetice. Mechanizmus působení těchto bakterií lze odvodit 

na základě jejich vlastností, které byly popsány ve studiích in vitro. Bakterie kmene EcN 

vytváří ve střevě organické kyseliny s krátkým alifatickým řetězcem (zejména kyselinu 

octovou), které snižují pH prostředí a které jsou ochotně střevním epitelem vstřebány [150]. 

Mohou tak pozitivně přispět k lepší absorbci amiodaronu, který se rozpouští se v rozmezí pH 

3,5 – 5,5 [151,152]. Bakterie kmene EcN dále snižují sekreci prozánětlivého cytokinu TNFα 

(faktor nádorové nekrózy) [117], který způsobuje snížení hladin mRNA membránových 

transportních proteinů OATP (transportní polypeptidy organických aniontů) [153]. Snížením 

sekrece TNFα se pravděpodobně zvýší hladina mRNA těchto OATP, což by opět mohlo 

přispět k lepší resorpci amiodaronu z lumen střeva. Amiodaron se totiž váže na influxní 

transportér OATP2B1, který se mimo jiné nachází v enterocytech, a díky němu se snadněji 

dostává ke krevnímu řečišti [154]. Zajímavá je také skutečnost, že transportér OATP2B1 je 

aktivnější právě v kyselém prostředí [155]. Vzhledem k tomu, že bakterie kmene EcN snižují 

pH prostředí produkcí již zmíněnými organickými kyselinami, mohou rovněž tímto způsobem 

přispět k lepšímu vstřebávání amiodaronu z gastrointestinálního traktu. Dalším možným 

vysvětlením zvýšených plazmatických koncentrací amiodaronu po podání bakterií kmene 

EcN by mohla být snížená exprese proteinu CYP3A ve střevním traktu, která byla zjištěna 

u stejně starých potkanů. Amiodaron se totiž u potkana metabolizuje na N-desethylamiodaron 

mimo jiné přes CYP3A1 [147,156] a v případě snížené exprese střevního proteinu CYP3A se 

část amiodaronu nestačí přeměnit na N-desethylamiodaron již ve střevě, a proto se větší část 
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amiodaronu dostane do krevního oběhu (v porovnání s kontrolní skupinou). Podobný efekt 

byl pozorován v literatuře [157], kde byl použit ovšem patogenní lipopolysacharid kmene E. 

coli a antibiotikum telithromycin, které se taktéž metabolizuje cestou přes potkaní CYP3A1/2. 

I v tomto experimentu z literatury byly nalezeny zvýšené plazmatické koncentrace látky 

(v tomto případě antibiotika) po podání patogenního LPS v porovnání s kontrolou. 

Na základě lepšího vstřebání amiodaronu z lumen střeva se zřejmě více amiodaronu 

dostalo krevním řečištěm do jater (ve srovnání s kontrolou), kde tato látka byla metablizována 

(cestami přes CYP1A1, 1A2, 2C6, 2C11, 2D1, 2D2 a 3A1 [147,156]). Pravděpodobně proto 

vzniklo více metabolitu N-desethylamiodaronu a tento jev se projevil zvýšenou hodnotou jeho 

AUC0-30h. K vyšším plazmatickým koncentracím N-desethylamiodaronu by mohla také 

přispět zvýšená aktivita odpovídající lidskému enzymu CYP2C9 (u potkana se jedná 

o aktivitu CYP2C6 a CYP2C11), která byla ovšem zjištěna po podání LPS EcN samicím 

potkana kmene Wistar v porovnání s kontrolou. 

Pro srovnání vlivu probiotického kmene EcN na farmakokinetiku amiodaronu 

s vlivem neprobiotických bakterií E. coli byl proveden experiment, kdy byl potkanům 

podáván nepatogenní neprobiotický kmen E. coli ATCC 25922. Experiment byl realizován 

stejně jako v předchozím případě, ale výsledky získané z tohoto experimentu byly odlišné. 

Průběh farmakokinetické křivky amiodaronu a N-desethylamiodaronu po podání E. coli 

ATCC 25922 se v tomto případě nezměnil (ve srovnání s kontrolní skupinou). Na těchto 

experimentech bylo tedy ukázáno, že bakterie stejného rodu (E.coli) nemusí mít stejné 

vlastnosti a stejný vliv na farmakokinetiku současně podaného stejného léčiva (amiodaronu). 

Stejně tak bylo ukázáno, že jeden kmen bakterie (EcN) nemusí působit stejným způsobem na 

různé současně podané látky (viz Výsledky). 

 

Tato disertační práce také dokumentuje výsledky experimentu s jinými probiotickými 

bakteriemi, L. casei. Experimenty byly provedeny stejným způsobem jako v případě bakterií 

kmene EcN. Byla studována aktivita enzymů a exprese proteinů i mRNA cytochromů P450 

jak ve střevech, tak i v játrech samce potkana kmene Wistar (publikace 3). Po sedmidenní 

aplikaci probiotického kmene L. casei nedošlo ke statisticky významným změnám v aktivitě 

jaterních CYP, stejně tak nebyly pozorovány žádné významné změny v expresi proteinu 

a mRNA jaterních CYP v porovnání s kontrolními potkany. Naopak ve střevním traktu 

způsobil L. casei snížení (p < 0,05) v expresi duodenální mRNA CYP3A9 (v duodenu nebyla 

stanovena exprese proteinu z důvodu malé části tkáně). Dále bylo detekováno významné 

snížení (p < 0,05) nebo snižující se trend v expresi proteinu CYP1A1 od jejuna po colon 
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a významné snížení (p < 0,05) v expresi mRNA CYP1A1 taktéž od jejuna po colon po 

sedmidenní aplikaci L. casei v porovnání s kontrolní skupinou. Zajímavé je, že po podání 

L. casei bylo stanoveno snížení exprese CYP2E1 mRNA (p < 0,001), nikoliv proteinu, a to 

pouze ve slepém střevě. 

Cytochromy P450 1A se účastní metabolizmu polycyklických aromatických 

uhlovodíků, které jsou přítomny např. ve znečištěném prostředí, v tabákovém kouři nebo se 

dostávají do grilovaného masa na dřevěném uhlí. Enzymy CYP1A přeměňují tyto látky na 

kancerogeny, a tudíž podávání probiotického kmene L. casei by mohlo působit preventivně 

proti vzniku nádorového bujení. Z literatury je známo, že probiotika L. casei produkují 

polysacharid, který potlačil karcinogenezi v tlustém střevě u myší snížením syntézy 

prozánětlivého cytokinu interleukinu IL-6 [158,159]. Specifický polysacharid L. casei by tak 

mohl hrát důležitou roli v protizánětlivém působení rovněž u chronických střevních 

zánětlivých onemocnění. 

U bakterií L. casei byl také sledován jejich vliv na farmakokinetiku amiodaronu 

(nepublikované výsledky). I v tomto případě lze pozorovat změny ve farmakokinetice 

amiodaronu po podání L. casei v porovnání s kontrolní skupinou, ovšem ne tak výrazné, jako 

v případě použití bakterií kmene EcN. Po aplikaci L. casei došlo k nevýznamnému poklesu 

AUC0-30h pro amiodaron a k výraznému posunu času k dosažení maximální plazmatické 

koncentrace amiodaronu (přibližně o 2 hodiny později). Farmakokinetické parametry jeho 

hlavního metabolitu N-desethylamiodaronu nebyly ale po podání L. casei změněny. Lze tedy 

říci, že navzdory změnám v expresi proteinu i mRNA CYP1A1 po aplikaci bakterií L. casei, 

tyto probiotické bakterie nemají zásadní vliv na průběh farmakokinetiky amiodaronu. 

 

Výsledky předkládané disertační práce včetně publikací 1-4 ukazují, že probiotika 

mohou mít vliv na farmakokinetiku současně podaného léčiva; ale nevykazují obecný, stejný 

či podobný vliv, protože zřejmě velmi záleží jak na vlastnostech podaného probiotika, tak na 

vlastnostech interagujícího léčiva a v neposlední řadě i na aktuálním stavu organizmu. Je 

rovněž skutečností, že všechny tyto experimenty in vivo byly provedeny na laboratorních 

zvířatech a výsledky z těchto experimentů nelze jednoznačně a přímo vztahovat na člověka. 

Nicméně, výsledky této práce upozorňují na možnost, že podávání probiotických bakterií 

může ovlivnit působení (např. biodostupnost) současně podaného léčiva. 
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7. ZÁVĚRY 

 

V této disertační práci byl na experimentálním modelu potkana především sledován 

vliv administrace probiotických bakterií E. coli Nissle 1917 a L. casei na expresi vybraných 

jaterních a střevních CYP jak na úrovni proteinu, tak i mRNA, a případně aktivity těchto 

enzymů. Byl rovněž studován vliv obou probiotik na farmakokinetiku současně podaného 

léčiva diklofenaku nebo amiodaronu. 

 

Z výsledků jednotlivých experimentů in vivo vyplývají následující poznatky a závěry: 

 

 Hladiny jednotlivých vybraných enzymů CYP se po celé délce střevního traktu 

potkana mění. V tenkém střevě se nacházejí především formy CYP1A1 

a 2B1/2, zatímco enzym CYP2E1 je významně přítomen jak v tenkém střevě, 

tak i ve střevě slepém. Naopak forma CYP2C6 se nachází především v tlustém 

střevě (caecum i colon). Enzym CYP3A1 je lokalizován ve zřetelně 

detekovatelném množství po celé délce potkaního střeva. 

 

 Probiotický kmen E. coli Nissle 1917 nezpůsobil významnou změnu 

v enzymové aktivitě vybraných jaterních CYP potkana. Podobně tomu bylo 

i u probiotických bakterií L. casei. Vzhledem k tomu, že enzymové aktivity 

byly určovány se substráty typickými pro lidské formy CYP, přenos výsledků 

na člověka je vždy určitou aproximací. 

 

 Probiotický kmen E. coli Nissle 1917 neměl významný vliv na expresi jaterních 

proteinů CYP u potkana. Bylo detekováno pouze mírné snížení v expresi 

jaterního proteinu CYP3A1. Nicméně, po podání E. coli Nissle 1917 potkanovi 

byly v porovnání s kontrolní skupinou nalezeny významné změny (p < 0,05) 

v expresi proteinu CYP3A po celé délce střevního traktu. U ostatních proteinů 

(CYP1A1, 2B1/2, 2C6 a 2E1) exprese nebyla ovlivněna. 

 

 Po podání probiotické bakterie L. casei experimentálnímu zvířeti nedošlo ke 

změnám exprese vybraných jaterních CYP jak na úrovni proteinu, tak 

i mRNA, naopak ve střevním traktu tyto bakterie způsobily snížení v expresi 
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duodenální mRNA CYP3A9 a významné snížení nebo snižující se trend 

v expresi proteinu CYP1A1 od tenkého střeva (jejunum) po střevo tlusté 

(colon). Stejně tak bylo po aplikaci L. casei detekováno významné snížení 

v expresi mRNA CYP1A1 od tenkého střeva (jejunum) po tlusté střevo 

(colon). L. casei měl také vliv na snížení exprese CYP2E1 mRNA ve slepém 

střevě.  

 

 Podání E. coli Nissle 1917 by tak mohlo ovlivnit metabolizmus současně 

podaných látek, které podléhají přeměně prostřednictvím CYP3A, zatímco 

podání L. casei by mohlo ovlivnit metabolizmus těch současně podaných látek, 

které podléhají přeměně za účasti CYP1A. 

 

 Podání probiotického kmene E. coli Nissle 1917 neovlivnilo farmakokinetiku 

diklofenaku, zatímco v případě současného podání E. coli Nissle 1917 

a amiodaronu způsobilo zvýšení AUC0-30h pro amiodaron a jeho hlavní 

metabolit N-desethylamiodaron. Navíc v případě farmakokinetiky metabolitu 

N-desethylamiodaronu byl čas k dosažení maximální plazmatické koncentrace 

posunut v porovnání s kontrolní skupinou o 2,5 hodiny (v čase později). 

Zvýšené plazmatické koncentrace obou látek způsobené podáním E. coli Nissle 

1917 by tak mohly za určitých okolností ovlivnit odpověď organizmu. Toto 

zvýšení není však tak dramatické, aby bylo klinicky významné. V případě 

současného podání L. casei a amiodaronu nenastala významná změna ve 

farmakokinetice amiodaronu a jeho metabolitu. 
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8. SOUHRN 

 

Cílem předkládané disertační práce bylo zjistit, zda probiotické bakterie, Escherichia 

coli Nissle 1917 a Lactobacillus casei, ovlivňují cytochromy P450 (zkráceně CYP, 

nejdůležitější enzymy metabolizmu cizorodých látek včetně léčiv) v játrech a ve střevě 

potkana. V první části práce byla sledována enzymová aktivita, exprese mRNA a exprese 

proteinů jednotlivých forem CYP (k tomu byla rovněž provedena studie distribuce CYP 

v potkaním střevě) po premedikaci oběma probiotiky. Ve druhé části práce bylo studováno, 

jestli aplikovaná probiotika mohou alterovat farmakokinetické parametry modelových léčiv 

(amiodaronu a diklofenaku).  

V předběžné studii distribuce forem CYP v potkaním střevě bylo zjištěno, že se 

zastoupení jednotlivých vybraných enzymů CYP po celé délce střevního traktu potkana mění. 

V tenkém střevě se nachází především CYP1A1 a 2B1/2, zatímco CYP2E1 je ve vysokých 

koncentracích jak v tenkém střevě, tak i ve slepém. Naopak CYP2C6 se nachází především v 

tlustém střevě (caecum i colon). Enzym CYP3A1 je lokalizován ve zřetelně detekovatelných 

koncentracích po celé délce potkaního střeva. Po aplikaci probiotického kmene E. coli Nissle 

1917 bylo v porovnání s kontrolní skupinou stanoveno významné snížení v expresi proteinu 

CYP3A po celé délce střevního traktu a po aplikaci probiotických bakterií L. casei bylo 

především detekováno významné snížení nebo snižující se trend v expresi proteinu i mRNA 

CYP1A1 od tenkého střeva po střevo tlusté. Podání E. coli Nissle 1917 by tak mohlo ovlivnit 

metabolizmus současně podaných látek, které podléhají přeměně za účasti CYP3A, zatímco 

podání L. casei by mohlo ovlivnit metabolizmus současně podaných látek, které podléhají 

přeměně prostřednictvím CYP1A. Na druhé straně, podání E. coli Nissle 1917 i L. casei 

nezpůsobilo významnou změnu v aktivitě a expresi jaterních proteinů CYP v játrech, kde je 

největší zastoupení enzymů CYP.  

Podání probiotického kmene E. coli Nissle 1917 neovlivnilo farmakokinetiku 

současně podaného léčiva diklofenaku, nicméně byly detekovány významné změny ve 

farmakokinetice jiného léčiva amiodaronu. Zvýšení AUC0-30h pro amiodaron (přibližně 

o 50 % proti výsledkům získaným u nepremedikovaných potkanů) a pro jeho hlavní metabolit 

N-desethylamiodaron (rovněž přibližně o 50%) po aplikaci E. coli Nissle 1917 by mohlo mít 

i důsledky na účinek léčiva, zejména u predisponovaných pacientů. Na druhou stranu nebyla 

významně ovlivněna farmakokinetika amiodaronu současně podávaným probiotikem L. casei. 
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Výsledky získané v předkládané disertační práci ukazují, že probiotika mohou mít vliv 

na farmakokinetiku současně podaného léčiva, ale nevykazují obecný, stejný či podobný vliv, 

protože zřejmě velmi záleží jak na vlastnostech podaného probiotika, tak na vlastnostech 

interagujícího léčiva a v neposlední řadě i na aktuálním stavu organizmu. 

 

9. SUMMARY 

 

The aim of this work was to find if probiotic bacteria E. coli Nissle 1917 and 

Lactobacillus casei influence cytochromes P450 (abrev. CYP, the most important enzymes of 

metabolism of xenobiotics inc. drugs) in liver and in the gastrointestinal tract of experimental 

model (Wistar rat). In the first part of this thesis, enzyme activities, the expression of the 

mRNA as well as the protein expression of the individual CYP forms after premedication of 

animals by both the above mentioned probiotics were determined. Before start of this, a study 

on the distribution of CYP forms along the gastrointestinal tract of the rat has been examined. 

The second part of this work has been focussed on the studies of possible changes in 

pharmacokinetic parameters of the model drugs (amiodarone, diclofenac) induced by 

premedication of animals by both E. coli Nissle 1917 and L. casei. 

In the preliminary study on the distribution of CYP enzymes along the rat intestine it 

has been found that the relative contribution of the individual selected CYP forms is changed 

along the rat gastrointestinal tract. Whereas in the small intestine there are the CYP1A1 and 

CYP2B1/2 present, the CYP2E1 form has been detected in high level both in the small 

intestine and in the caecum. On the contrary, the CYP2C6 was detected mainly in the caecum 

and in the colon. The CYP3A1 enzyme has been detected in all areas of the rat intestine. 

Application of the E.coli Nissle 1917 has led to a decrease of the expression of the CYP3A1 

protein along the gastrointestinal tract; on the other hand, the premedication of animals with 

L. casei was reflected in a significant lowering or a clear trend (depending on the respective 

part of the rat intestine) to lower values of the CYP1A protein as well as mRNA expression. 

In other word, the administration of E. coli Nissle 1917 could affect the intestinal metabolism 

of drugs by CYP3A enzyme(s); the L. casei might be able to influence the biotransformation 

of drugs by CYP1A proteins present in the intestine. On the contrary, the content of the CYP 

enzymes in the liver has not been affected by administration either of E. coli nor L. casei. 
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Regarding the pharmacokinetics of the drugs studied, the administration of probiotic 

E. coli Nissle 1917 did not affect the pharmacokinetic parameters of concomitantly taken drug 

diclofenac; however, there were detected significant changes in pharmacokinetics of other 

drug amiodarone. An increase of the AUC0-30h for amiodarone and for its main metabolite 

N-desethylamiodarone after application of E. coli Nissle 1917 by one half has been observed 

(whereas the non-probiotic strain was not able to produce a comparable effect). In fact, the 

results indicate that administration of a probiotic could, at least in predisposed patients, alter 

pharmacokinetic parameters of concomitantly taken drugs. On the other hand, the 

pharmacokinetics of amiodarone was not affected by probiotic L. casei. 

Results presented in this thesis show that probiotics can exhibit an effect on 

pharmacokinetics of concomitantly taken drugs; however, this effect is apparently not 

a general, same or similar one. Most probably, it is because it depends on many factors as the 

properties of the administered probiotics, properties of the interacting drug and least but not 

least on the current state of the organism. 
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Abstract OBJECTIVES: The aim of the study was to find, whether probiotic Escherichia coli 
Nissle 1917 O6:K5:H1 (EcN) influence the amount and activity of cytochromes 
P450 (CYP) in rat liver. 
DESIGN: Live bacterial suspension of EcN was applied to the female Wistar rats 
in single dose or for 14 days consecutively. The bacterial lipopolysaccharide (LPS) 
isolated by phenol extraction from the EcN was given to the rats for 14 days as 
well. Control rats were treated with the saline solution daily for 14 days. Relative 
amount of CYP2C6, CYP2C9 (corresponding to rat CYP2C11), CYP3A1 and 
CYP1A2 protein expression in rat liver microsomes was determined by Western 
blotting. For the determination of six CYP activities (corresponding to human 
CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP3A4, CYP2C9 and CYP2D6) fluorescence, 
luminescence or absorbance detection was used.
RESULTS: The data presented show that the changes of the total content of the 
CYP enzymes in rat liver are not significant after administration of the probiotic 
for 1 or 14 days as well as of the LPS. Western blots revealed a slight increase in 
CYP2C6 protein expression; level of another rat CYP2C protein (readings with 
anti-human CYP2C9 antibody corresponding to the rat CYP2C11) as well as of 
CYP1A2 was elevated after administration of LPS; a small decrease was observed 
with CYP3A1 protein. Changes in activities of CYP forms are not significant, only 
the activity of rat CYP2C forms in liver microsomal samples of rats given free LPS 
appeared to exhibit a small, but significant tendency to increase.
CONCLUSION: The results show that the p.o. administration of probiotics to rat 
does not markedly influence the rat hepatic CYP enzymes.
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Abbreviations & Units:
CYP – cytochrome P450
EcN – probiotic E. coli Nissle 1917 O6:K5:H1
EFC – 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-coumarin
ETR – 7-ethoxyresorufin
HPLC – high performance liquid chromatography
LPS – bacterial lipopolysaccharide

INTRODUCTION

The processes of absorption in the digestive tract are a 
key step in the oral delivery of a drug. Orally admin-
istered drugs have to pass epithelial cell layer consist-
ing of enterocytes (in the case of small intestine) or 
colonocytes (in the colon). Intestinal cells have a vari-
ety of specific features as tight junctions, influencing 
paracellular permeability, or a presence of a variety of 
drug transporters or enzymes metabolizing xenobiotics 
which can effectively affect the entry of drugs into the 
bloodstream (Krizkova et al. 2008).

Another factor which can affect the absorption of 
drug from gastrointestinal tract is bacterial composi-
tion of the gut. Gut bacterial (commensal) microflora 
consists of about hundred trillions of cells of more than 
five hundred different bacterial species which can be 
divided as being either beneficial or potentially patho-
genic due to their metabolic activities and fermentation 
end-products (Guarner & Malagelada, 2003). On the 
other hand, probiotics – contrary to the commensal 
microorganisms – can be defined as “live microorgan-
isms which, when administered in adequate amounts, 
confer a health benefit on the host” (www.fao.org/es/
ESN/Probio/probio.htm). The effects of probiotics 
should be hence beneficial including e.g. prevention 
of antibiotic-associated diarrhea, eradication of C. dif-
ficile infection and enhancement of intestinal immunity 
(Preidis & Versalovic, 2009). However, being present 
in the intestine, the probiotics could in principle also 
interfere with processes determining bioavailability of 
orally administered drugs, namely, with drug biotrans-
formation by enzymes acting in the gastrointestinal 
tract and in the liver.

Among enzymes involved in drug metabolism, cyto-
chromes P450 are the most important being responsible 
for more than three quarters of known biotransforma-
tion pathways during the first phase of drug metabo-
lism (Evans & Relling, 1999). The aim of this work 
was to prove whether the presence of probiotic bacte-
ria (Escherichia coli strain Nissle 1917) in the gut may 
influence the amount and activity of cytochrome P450 
(abbrev. CYP) enzymes. The probiotic E. coli strain 
Nissle 1917 has been reported to maintain remission 
of ulcerative colitis and pouchitis or to prevent colitis 
in different murine models of colitis (Rembacken et al. 
1999; Schultz et al. 2004). To date, several reports on the 
influence of probiotic bacteria and of the lipopolysac-
charide endotoxin derived from them on activities of 
liver CYP enzymes were published (reviewed in Yang 
& Lee, 2008). However, the doses applied as well as the 

route of administration did not correspond to the usual 
route in the man being intravenous or intraperitoneal 
instead of oral. Hence, there is a need of obtaining the 
data on possible effect of probiotics on drug metaboliz-
ing enzyme activities which will help in evaluating the 
possibility of probiotic-drug interaction in the man.

MATERIAL AND METHODS

Material. All reagents and chemicals were obtained 
from Sigma-Aldrich (Prague, Czech Republic) if not 
stated otherwise. The CYP3A1 and CYP2C6 antibod-
ies were purchased from Abcam (Cambridge, UK). 
Anti-rat CYP1A2 antibody was obtained from Daichi 
Pure Chemicals (Tokyo, Japan). Anti-human CYP2C9 
antibody was acquired from BD Gentest (Woburn, 
MA). The chemiluminiscence kit for Western blotting 
(Immun Star) was purchased from Bio-Rad (Hercules, 
CA), and the nitrocellulose membrane was obtained 
from Amersham Biosciences UK, Ltd. (Little Chal-
font, Buckinghamshire, UK). Luciferin-ME EGE was 
obtained from Promega (through East Port Scientific, 
Prague, CZ), Miniprotean electrophoresis and Western 
blotting apparatus was purchased from Bio-Rad (Her-
cules, CA). The TECAN Infinity absorbance/fluores-
cence/luminescence reader (Tecan, Vienna, Austria) 
was used for detection of the respective spectral data. 
HPLC-UV analyses were performed on Shimadzu 
LC-20A Prominence (Kyoto, Japan).

Methods
Preparation of samples. Live bacterial suspension of E. 
coli Nissle 1917 O6:K5:H1 (abbrev. EcN) was applied 
to female Wistar rats (1011 CFU/dose, orally). Four rats 
were stressed by oral application of the saline solution 
daily for 14 days. This group was used as control. The 
probiotic was applied daily to four animals for 14 days; 
four rats were given the probiotic only once, the last 
day of the experiment. To evaluate the effect of bacte-
rial lipopolysaccharide (abbrev. LPS), the LPS isolated 
by phenol extraction from the same E. coli strain Nissle 
was given orally to fourth group of animals as an EcN-
free supernatant containing 150 µg of free LPS per mL. 
The LPS was applied to three rats daily for 14 days.

After 14 days the rats were sacrificed and livers were 
removed and weighted. The liver samples were frozen 
in liquid nitrogen and stored at -70 °C until used. The 
protocol of the experiment was approved by the insti-
tutional Ethics Committee. For preparation of liver 
microsomes, the liver samples were rinsed in cold 0.25 
M sucrose in 1 mM EDTA (pH 7.4). The tissue was then 
homogenized and subjected to differential centrifuga-
tion to obtain the microsomal fraction according to 
standard procedures (Bruyere et al. 2009).

Determination of total protein and cytochrome P450. 
Total protein content was determined by bicinchoninic 
acid method with a standard BCA Protein Assay kit 
(Pierce, Rockford, IL). Determination was done in three 
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parallels using a calibration curve using bovine serum 
albumin as a standard. Differences between determina-
tions were below 15%. Cytochrome P450 content was 
determined by the method described by Omura & Sato, 
(1964).

Western blotting. Microsomal proteins from liver (10 
µg) were separated on 8%-SDS (w/v) polyacrylamide gel 
electrophoresis and then transferred electrophoretically 
onto nitrocellulose membranes according to the method 
of Towbin et al. (1979). Immunodetection of CYP was 
achieved by anti-rat CYP1A2, anti-rat CYP2C6 and 
anti-rat CYP3A1 as the primary antibodies. For detec-
tion of CYP2C11, the anti-human CYP2C9 antibody 
was used. The bands were visualized with respective 
peroxidase-conjugated secondary antibodies and their 
relative intensity was evaluated with Elfoman (Semecky 
Inc., Prague, Czech Republic) software.

Determination of activities of individual CYP forms. 
The activities and relative amounts of selected CYP 
enzymes were followed by established enzymological 
techniques based on analogy between human and rat 
forms and their respective substrates: 7-ethoxyreso-
rufin O-deethylation (substrate of CYP1A2) (Chang 
& Waxman, 1998, Sistkova et al., 2008); 7-ethoxy-4
-(trifluoromethyl)-coumarin O-deethylation (sub-
strate of CYP2B6) (Donato et al. 2004); diclofenac 
4´-hydroxylation (substrate of CYP2C9) (Crespi et al. 
1998), coumarin 7-hydroxylation (substrate of CYP2A6) 
(Soucek, 1999); luciferin-ME EGE 6´-dealkylation 
(substrate of CYP2D6) (Promega Technical Bulletin 
No. 325, http://www.promega.com); and testosterone 
6β-hydroxylation (substrate of CYP3A4) (Guengerich 
et al. 1986). Tecan Infinite reader was used for fluo-
rescence detection of products of 7-ethoxyresorufin 
O-deethylation (excitation at 535 nm, emission at 585 
nm), 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-coumarin O-deeth-
ylation (excitation at 410 nm, emission at 510 nm), cou-
marin 7-hydroxylation (excitation at 360 nm, emission 
at 465 nm) and for luminescence detection of product 
of luciferin-ME EGE 6´-dealkylation. The metabo-
lites of diclofenac 4´-hydroxylation and testosterone 
6β-hydroxylation were measured by an HPLC with UV 
detection using C-18 analytical reversed phase column 
(250 x 4 mm i.d., 5 µm particle size, Merck, Darm-
stadt, Germany). To the determination of metabolite 
of diclofenac 4´-hydroxylation was used mobile phase 
consisted of two solvents, A (2 mM perchloric acid in 
an acetonitril in a ratio 7:3 (v/v)) and B (methanol) with 
the following gradients: 0 min, 30% B; 20 min, 100% B; 
22 min, 100 % B; 23 min, 30% B; 33 min, 30% B. The 
flow rate was set at 1 ml/min. The temperature of oven 
was set at 50°C and absorbance was monitored at 280 
nm. Testosterone 6β-hydroxylation was measured in an 
isocratic mode. Mobile phase contained 64% methanol 
and the flow rate was set at 1 ml/min. The temperature 
of oven was set at 30°C and absorbance was monitored 
at 245 nm; 50 µl of samples were injected. Enzyme 
activities were expressed both as nmol product/min/mg 

microsomal protein and as nmol product/min/nmol 
total CYP, i.e. as specific CYP activity.

RESULTS AND DISCUSSION

Total content of protein and of the CYP enzymes; West-
ern blot analyses of protein expression of individual CYP 
forms. Application of probiotic Escherichia coli  Nissle 
1917 either once, or for 14 consecutive days as well as 
application of LPS-containing supernatant did not lead 
to significant changes in the protein content in livers 
of experimental animals (Tab. 1). Similarly, also the 
total content of the CYP enzymes did not change mark-
edly; the specific content of cytochrome P450 enzymes 
expressed as ratio of total CYP to total protein content 
shows only a tendency to decrease in samples from rats 
given E. coli for 14 days or from rats to which the LPS 
was administered (Fig. 1). Hence, the main functional 
parameters of the liver microsomal drug metabolizing 
CYP system do not indicate any significant influence of 
probiotic which could alter the ability of these systems 
to metabolize concomitantly administered drugs.

Western blots have shown minor, however detect-
able changes in expression of CYP proteins (Fig. 2A, B, 
C). The expression of rat CYP2C forms, CYP2C6 and 
human CYP2C9-like rat protein, according to literature 
data (Wang et al. 2009) and according to BLAST (www.

Figure 1. The total content of the cytochrome P450 (CYP) is 
expressed as nmol CYP/mg protein. The rats were treated with 
bacterial lipopolysaccharide daily for 14 days (Free LPS) and 
E. coli Nissle 1917 in single dose (1xEcN) or daily for 14 days 
(14xEcN). Control rats were treated with the saline solution for 
14 days. The bars express the ± S.D. (N=4).

Table 1. The protein content in rat liver microsomes obtained after 
treatment with bacterial lipopolysaccharide daily for 14 days (Free 
LPS) and E. coli Nissle 1917 in single dose (1xEcN) or daily for 14 
days (14xEcN). Control rats were treated with the saline solution 
daily for 14 days.

Protein [mg/ml]

Average S.D.

Saline solution 33.30 4.33

Free LPS 33.89 3.44

1xEcN 33.37 5.36

14xEcN 30.60 4.11
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ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) structurally corre-
sponding to CYP2C11 (Fig. 2A), exhibits a slight 
increase in expression in samples obtained after 
administration of the LPS, and, in the case of 
CYP2C6, a slight increase in protein expression 
also after administration of the probiotic strain 
in comparison to control.

For the CYP3A1 protein (Fig. 2B), a small 
degree of decrease is observed for all samples 
(after treatment with LPS, the probiotic for 1 

or 14 days). On the contrary, an apparent increase of 
CYP1A2 protein (Fig. 2C) can be traced after adminis-
tration of LPS; application of probiotic for 1 or 14 days 
caused only minor changes relatively to the controls. 
In a summary, the differences in expression of CYP 
proteins after administration of probiotic or LPS are 
not uniform, some forms exhibit a slight increase in 
expression (CYP2C proteins, CYP1A2), other a minor 
decrease (CYP3A1).

Enzyme activities of liver microsomal CYP forms. Fig. 
3A shows all six activities determined (using substrates 
prototypic of the corresponding human CYP forms) 
in liver microsomal samples obtained after treatment 
of experimental animals with bacterial LPS. A rela-
tively significant increase (p < 0.05) of activity has been 
observed with diclofenac, substrate of human CYP2C 
(2C8, 2C9, 2C10, 2C18, 2C19) as well as of rat CYP2C 
forms (2C6, 2C11) (Masubuchi et al. 2001; Bruyere et 
al. 2009). The increase in this CYP2C activity is in line 
with an observed increase in CYP2C protein expres-
sion (Fig. 2A). Similarly, also a decrease in the CYP3A4 
prototypic activity (testosterone 6β-hydroxylation) is in 
line with the results of Western blots (expression of rat 
CYP3A1, Fig. 2B); a slight but nonsignificant increase 
in the CYP1A2 prototypic activity (7-ethoxyresorufin 
O-deethylation) most probably reflects a correspond-
ing increase in expression of the CYP1A2 protein (Fig. 
2C).

Fig. 3B shows all six activities determined in liver 
microsomal samples again, but obtained after treat-
ment of experimental animals with only single dose 
of EcN. Changes of CYP activities are not significant 
even in the case of diclofenac (the substrate of human 
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C10, CYP2C18 and CYP2C19 
as well as of rat CYP2C6 and CYP2C11) (Masubuchi et 
al. 2001; Bruyere et al. 2009). A tendency of a decrease 
of the CYP3A4 prototypic activity (testosterone 

Figure 2. Western blots of expression of cytochromes P450 
(CYP) from rat liver. Expression of CYP2C6 and human 
CYP2C9-like rat protein CYP2C11 (A), CYP3A1 (B) and 
CYP1A2 protein (C) are shown. The rats were treated 
with bacterial lipopolysaccharide daily for 14 days (Free 
LPS), and E. coli Nissle 1917 in 1 dose (1xEcN) or daily 
for 14 days (14xEcN). Control rats were treated with the 
saline solution for 14 days.

Figure 3. Specific activities of CYP enzymes in rat liver microsomes 
after treatment with bacterial lipopolysaccharide daily for 
14 days (Free LPS; A) and E. coli Nissle 1917 in a single dose 
(1xEcN; B) or daily for 14 days (14xEcN; C). Control samples were 
obtained by treatment with the saline solution for 14 days. The 
activity of rat CYP2C form (corresponding to human CYP2C9) 
significantly increased vs. control (“*” p < 0.05) after application 
free LPS (A). The results presented as means ± S.D., N = 4; ETR, 
7-ethoxyresorufin; EFC, 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-coumarin.
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6β-hydroxylation) is in line with the results of West-
ern blots (Fig. 2B). A slight increase in the CYP1A2 
prototypic activity (7-ethoxyresorufin O-deethylation) 
is correspondent with an increase in expression of the 
CYP1A2 protein (Fig. 2C).

Fig. 3C represents similar changes of activities of CYP 
enzymes as described in the former cases. These samples 
were obtained after application of EcN to experimental 
animals daily for 14 days. The greatest change of CYP 
activity is with diclofenac 4´-hydroxylation (substrate 
of rat CYP2C6 and CYP2C11 protein); however, this 
change is statistically not significant. The figure shows 
also a decrease of the CYP3A4 prototypic activity (tes-
tosterone 6β-hydroxylation) and a very slight increase 
of the CYP1A2 prototypic activity (7-ethoxyresorufin 
O-deethylation) which is in line with an observed 
increase of levels of expressed CYP1A2 protein (Fig. 
2C).

In a summary, six substrates of CYP enzymes was 
used to find changes of specific rat CYP activities after 
administration of bacterial LPS for 14 days, and EcN in 
only single dose or daily for 14 days consecutively. The 
activity of rat CYP2C forms (CYP2C6 and CYP2C11) 
in liver microsomal samples of rats given LPS contain-
ing supernatant appeared to exhibit an increase. A 
tendency of a decrease in the CYP3A4 activity and of 
the CYP3A1 protein expression is apparent for testos-
terone 6β-hydroxylation. This conclusion is important 
for evaluation of possible changes in drug metabolism 
after intake of the probiotics in human food showing 
that there is most likely either little or no influence of 
probiotics to liver drug metabolism by CYP enzymes.
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Abstract OBJECTIVEs: The aim of the study was to find whether probiotic Escherichia 
coli Nissle 1917 O6:K5:H1 (EcN) influences the expression of cytochromes P450 
(CYP) in the rat intestine. DEsIGN: Live bacterial suspension of EcN was admin-
istered to healthy male Wistar rats daily for 7 days. Control group of rats was 
stressed by oral application of the saline solution daily for 7 days as well. Sections 
of the duodenum, jejunum, ileum, caecum and colon have been taken from each 
experimental animal. With all individual samples, microsomal fraction has been 
prepared and expression of selected CYPs was determined by Western blotting. 
The levels of expression of CYPs were also evaluated by mRNA using real-time 
PCR. REsULTs: It was found that there are changes in expression of CYP enzymes 
studied along the intestine. CYP1A1, 2B1/2 and 2E1 are present mainly in the 
duodenum and jejunum; on the other hand, CYP2C6 is expressed mainly in the 
caecum and colon. CYP3A was found all over the rat intestine. The results show 
that there are no prominent differences between control samples and samples 
with EcN, only the expression of CYP3A protein in the duodenum appears to 
exhibit a clear tendency to decrease. In the case of the colon, a significant increase 
in the expression of CYP3A (most likely CYP3A1) after treatment of rats with 
EcN was found. CONCLUsION: This in vivo study revealed that the levels of colon 
CYP3A could be significantly increased in rats treated with probiotic EcN. On 
the contrary, the expression of CYP3A in the duodenum decreased. However, the 
changes in the expression of CYP enzymes are probably not as extensive to be 
clinically important in man; hence, most likely the probiotic EcN has little influ-
ence on the intestinal drug metabolism by CYP enzymes.
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Abbreviations:

CYP - Cytochrome P450
EcN - Probiotic E. coli Nissle 1917 O6:K5:H1
LPS - Bacterial lipopolysaccharide

InTRoducTIon

The epithelial lining of the intestine is a complex and 
dynamic tissue that is responsible for maintaining the 
barrier and absorptive functions of the gastrointesti-
nal tract (Kojima et al. 2004). Probiotics are microbial 
organisms which, when they are administered in ade-
quate amounts, have beneficial effects on the gastroin-
testinal tract (Schlee et al. 2007).

Escherichia coli are microorganisms which can be 
pathogenic (causing a wide range of gastrointestinal 
infections) and nonpathogenic (used as a probiotic 
against a variety of intestinal disorders) (Hancock et 
al. 2010). Both nonpathogenic and pathogenic E. coli 
strains are able to colonize the gut and are well adapted 
to the conditions found in the large intestine. Esche-
richia coli Nissle 1917 with serotype O6:K5:H1 (abbrev. 
EcN) is a typical example of a nonpathogenic strain 
which is marketed under the name Mutaflor (Groz-
danov et al. 2004). These gramnegative bacteria possess 
a lipopolysaccharide (LPS) which is a key component 
of their outer membrane. LPS chemical structure com-
prises three regions: a lipid (called lipid A), an internal 
oligosaccharide bound to lipid A by 3-deoxy-D-manno-
octulosonic acid, and specific O-chain bound to the 
internal oligosaccharide (Brabetz et al. 2000; Pupo & 
Hardy 2009). However, the EcN has a special O6 anti-
gen oligosaccharide corresponding to the so-called 
biological repeating unit which is assembled on a lipid 
carrier and then polymerized in the O-antigen. A 
defect in the O-antigen polymerase gene may result in 
the inability of the enzyme to produce a polysaccharide 
and thus give rise to a semirough-type LPS, like LPS of 
EcN. (Grozdanov et al. 2002).

According to the literature data, probiotics can ame-
liorate the function of liver in humans with hepatic 
cirrhosis (Lata et al. 2006), they can assist in a therapy 
of a habitual constipation and diverticular illness of 
colon and in a therapy of a mycotic infection, nonspe-
cific intestinal inflammation and they are suitable to a 
regeneration of an inestinal microflora after therapy by 
antibiotics (Stibůrek et al. 2009). Probiotics have a wide 
spectrum of the use; however, they could, in principle, 
also interfere with processes determining bioavailabil-
ity of orally administered drugs, namely, with drug bio-
transformation by cytochrome P450 (CYP) enzymes. 
These enzymes are monooxygenases metabolizing 
xenobiotics and endogenous substrates (Anzenbacher 
& Anzenbacherová 2001; Hodek et al. 2009) and they 
in fact comprise the major drug-metabolizing enzyme 
system in humans, accounting for the metabolism of 
many clinically useful medications (Bai & Liu 2005). 
The CYP enzymes are localized mainly in the liver as 

well as in the other tissues and organs such as the intes-
tine (Paine et al 2006; Křížková et al. 2008). Therefore 
the aim of this work was to prove whether the presence 
of probiotic bacteria EcN in the rat gut may influence 
the expression of intestinal CYP enzymes.

MATERIAL & METHodS

Material
All reagents and chemicals were obtained from Sigma-
Aldrich CZ (Prague, Czech Republic) if not stated 
otherwise. Other chemicals as sodium chloride, potas-
sium chloride, hydrochloric acid, potassium hydroxide, 
EDTA, sucrose and methanol, which were used for 
isolation of microsomal fraction and Western blotting, 
were purchased from Lach-Ner (Neratovice, Czech 
Republic). Glycerol that was used as a cryoprotectant 
was obtained from Merck (Prague, Czech Repub-
lic). Protease inhibitor cocktail tablets were obtained 
from Roche (Mannheim, Germany). Mouse anti-rat 
CYP3A1, 2B1/2 and 2C6 monoclonal antibodies were 
purchased from Abcam (Cambridge, UK). Goat anti-
rat CYP1A1 polyclonal and rabbit anti-human CYP2E1 
monoclonal antibodies were obtained from Daiichi 
Pure Chemicals (Tokyo, Japan). Rabbit anti-rat Villin 
polyclonal antibody was purchased from Santa Cruz 
Biotechnology (Heidelberg, Germany). The chemilu-
miniscence kit for Western blotting (Immun Star) was 
purchased from Bio-Rad (Hercules, CA) and the nitro-
cellulose membrane was obtained from Amersham 
Biosciences UK, Ltd. (Little Chalfont, Buckingham-
shire, UK) and Miniprotean electrophoresis and West-
ern blotting apparatus was purchased from Bio-Rad 
(Hercules, CA). The TECAN Infinity absorbance/fluo-
rescence/luminescence reader (Tecan, Vienna, Austria) 
was used for detection of the respective spectral data.

Preparation of samples
Live bacterial suspension of probiotic E. coli Nissle 
1917 O6:K5:H1 (abbrev. EcN) was administered (1010 

CFU/dose, orally) to male Wistar rats (body weight 
400–580 g). Four rats were stressed by oral application 
of the saline solution daily for 7 days. This group was 
used as the control one. The probiotic was applied daily 
to six animals for 7 days as well.

After 7 days the rats were sacrificed. The duodenum, 
jejunum, ileum, caecum and colon were removed and 
weighted. The intestinal samples were frozen on the 
dry ice and stored at –70 °C until used. The protocol 
of the experiment was approved by the institutional 
Ethics Committee. For preparation of intestinal micro-
somes, the intestinal samples were rinsed in cold 0.25 M 
sucrose in 1 mM EDTA (pH 7.4) with a phenylmeth-
anesulfonyl fluoride and a protease inhibitor cocktail. 
The tissue was then homogenized and subjected to dif-
ferential centrifugation to obtain the microsomal frac-
tion according to standard procedures (Lake 1990).
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Determination of total protein
Total protein content was determined by bicinchoninic 
acid method with a standard BCA Protein Assay kit 
(Pierce, Rockford, IL). Determination was done in three 
parallels using a calibration curve with human serum 
albumin as a standard. Differences between determina-
tions were below 15%. Content of CYP was determined 
by the method described by Omura and Sato (1964).

Western blotting
Microsomal proteins from all various parts of the 
intestine (35 µg) obtained from all experimental rats 
were separated on 8%-SDS (w/v) polyacrylamide gel 
electrophoresis and then transferred electrophoreti-
cally onto nitrocellulose membranes according to the 
method of Towbin et al. (1979). Immunodetection 
of CYP was achieved by anti-rat CYP1A1, anti-rat 
CYP2C6, anti-human CYP2E1, anti-rat CYP2B1/2 and 
anti-rat CYP3A1 as the primary antibodies. For refer-
ence, a villin was detected using a polyclonal antibody 
(1:500). The bands were visualized with respective 
peroxidase-conjugated secondary antibodies and their 
relative intensity evaluated with Elfoman (Semecky 
Inc., Prague, Czech Republic) software.

RNA isolation and real-time PCR procedures
A sample of about 30 mg of each rat intestinal tissue 
was stabilized in RNA later® (Quiagen, Germantown, 
MD, USA) and subsequently homogenized with 
homogenizer Diax 900, Heidolph, Kelheim, Germany). 
The sample was then applied onto the QIAshredder 
columns to eliminate tissue microparticles. RNA was 
isolated with use of RNeasy® Plus Minikit (Quiagen, 
Germantown, MD, USA) enabling degradation of con-
taminating genomic DNA. One microgram of each iso-
lated RNA was subjected to reverse-transcription using 
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, 
Mannheim, Germany) with random hexamer primers. 

New synthesized cDNA was applied for real-time PCR 
using Light Cycler® 480 SYBR Green Master I mix in 
a Light Cycler 480 (Roche, Mannheim, Germany) with 
the following thermal cycling conditions: preincubation 
for 10 min at 95 °C, followed by 45 cycles of 95 °C for 
10 s, 58 °C for 15 s and 72 °C for 15 s for denaturation, 
annealing and elongation. All samples for real-time 
PCR were prepared in triplicates. Rat primers were 
designed in our laboratory and synthesized by Invitro-
gen (LifeTechnologies, division Prague, Czech Repub-
lic). Absolute quantification method was applied for 
obtaining gene expression data. The following primer 
sequences were used:

CYP2B1/2 Fw: 5´-TCC CAG GGA GCC CCA CTG GAT CCC A-3´
CYP2B1/2 Rev: 5´-GAA CCC AGA GAA GAA CTC AAA CAC CTG G-3´
CYP2C6 Fw: 5´-GCC TTG TGG AGG AAC TGA GG-3´
CYP2C6 Rev: 5´-GCA CAG CCC AGG ATA AAC GT-3´
CYP2E1 Fw: 5´-CCA AGG GTA CAG TTG TGA TTC CAA C-3´
CYP2E1 Rev:5´-CAA CAC ACA CAC GCT TTC CTG CAG A-3´
CYP3A1 Fw: 5´-GTG CTC CTC TAC GGA TTT GGG A-3´
CYP3A1 Rev: 5´- TCC ACA TCG AAT TTC CAT AAA CCC-3´

RESuLTS And dIScuSSIon

Application of probiotic EcN to rats for 7 consecutive 
days led to a result showing no changes in the protein 
content in all parts of the intestine of experimental ani-
mals (Figure 1).

Representative Western blots have shown that the 
expression of CYP enzymes differed through individual 
parts of the intestine (Figure 2). The expression of rat 
CYP3A was found all over the intestine (from duode-
num to colon) of all experimental animals. The relative 
content of imunoreactive CYP3A protein in the duo-
denum of rats after treatment with EcN was lowered to 
approximately 60 % compared with control samples. 
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Fig. 1. The protein content in the intestinal microsomes in rats 
after treatment with probiotic Escherichia coli Nissle 1917 (EcN). 
Control rats were treated with the saline solution. The results are 
presented as means ± S.D.; N ≥ 4.

Fig. 2. Representative Western blots of all analyzed P450 enzymes. 
CYP3A: two immunoreactive bands were detected after 
incubation with CYP3A1 antibody used. The double band was 
detected in all samples as well as in the liver (data not shown), 
suggesting cross-reactivity with other isoforms of the CYP3A 
family. For data evaluation, the density of both bands was taken 
and named CYP3A. For reference, a villin was detected using a 
polyclonal antibody (data not shown).
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This result has not been confirmed by real-time PCR 
method, because the whole duodenum (very small part 
of the intestine) was used for Western blotting experi-
ment. The changes in the expression of CYP3A in the 
jejunum (the longest part of intestine, therefore it was 
divided into two parts, A and B), ileum and caecum 
after administration of probiotic EcN were not mark-
edly changed and these findings were also supported by 
results obtained by real-time PCR method (Figure 3). 
On the other hand, a statistically significant change 
in protein expression was found in the case of the 
CYP3A enzyme in the colon of rats pretreated with 
EcN (Figure 2). The CYP3A form level was increased 
on average by about 50 % in comparison to the CYP3A 
protein level in control samples. Also, real-time PCR 
analysis detected significantly higher levels of CYP3A1 
mRNA in these samples (Figure 3).

The expression of cytochrome P450 2B1/2 was 
detected by Western blotting mainly in the duodenum, 
jejunum and ileum; its presence in the caecum and 
colon was not detected (Figure 2). The expression of 
CYP2B1/2 in rats after treatment with probiotic EcN 
was slightly increased compared with control samples. 
This statistically nonsignificant change was however 

not proved by real-time PCR method, where no promi-
nent changes were detected (Figure 4).

Similarly, the CYP2E1 enzyme is present mainly in 
the duodenum and jejunum. It was also detected in the 
ileum, but in the lower extent (Figure 2). No significant 
changes in the expression of CYP2E1 were found in the 
duodenum, jejunum and ileum in rats after adminis-
tration of EcN in comparison to control samples. The 
same results were obtained by Western blotting as well 
as by real-time PCR method (Figure 5).

In case of the CYP2C6, a small decrease in protein 
level was observed only in the caecum (after treat-
ment with probiotic EcN) (Figure 2). The caecum is 
the major site of expression of the CYP2C6 enzyme, 
however, the change in the expression of CYP2C6 was 
detectable, but not significant. A nonsignificant change 
in the expression of CYP2C6 was also confirmed in the 
real-time PCR experiment (Figure 6).

Expression of the CYP1A1 enzyme was also studied 
in all parts of the intestine. The CYP1A1 protein was 
detected in the duodenum, jejunum, ileum, and colon 
by Western blotting (Figure 2). No significant changes 
in the expression of CYP1A1 were found after treat-
ment of rats with probiotic EcN. Changes in the expres-
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Fig. 3. The CYP3A1 mRNA level in the rat jejunum, caecum and 
colon after treatment of probiotic Escherichia coli Nissle 1917 
(EcN) daily for 7 days. Control rats were treated with the saline 
solution for 7 days as well. The CYP3A1 mRNA level in the colon 
in rats after administration of EcN significantly increased vs. 
control (* p<0.05). The results are presented as means ± S.D.; N 
≥ 4.

Fig. 4. The CYP2B1/2 mRNA level in the rat jejunum and ileum after 
administration of Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) daily for 7 
days. Control rats were treated with the saline solution for 7 
days as well. The results are presented as means ± S.D.; N ≥ 4.

Fig. 5. The CYP2E1 mRNA level in the rat jejunum and ileum after 
treatment of probiotic Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) daily for 
7 days. Control rats were treated with the saline solution for 7 
days as well. The results are presented as means ± S.D.; N ≥ 4.

Fig. 6. The CYP2C6 mRNA level in the rat caecum after 
administration of probiotic Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) 
daily for 7 days. Control rats were treated with the saline 
solution for 7 days as well. The results are presented as means ± 
S.D.; N ≥ 4.
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sion of CYP1A1 were not measured by real-time PCR 
method either.

It should be noted here that the experiments were 
performed in vivo with rat experimental model and 
this is why the results have shown in principle a great 
variability. The greatest differences among the biologi-
cal samples within one group were with expression of 
the CYP1A1. Despite the variability among the biologi-
cal samples, the tendencies and statistical significance 
are clear. For example, a measurable decrease in the 
expression of CYP3A in the duodenum and as well 
as an increase in CYP3A expression in the colon after 
treatment of rats with probiotic EcN could be seen. In 
fact the rat CYP3A forms (3A1, 3A2, 3A9, 3A18 and 
3A23) are similar to human CYP3A4 and CYP3A5 
(Matsubara et al. 2004). The human CYP3A4 is known 
as the most important CYP enzyme of drug metabolism 
in humans (Anzenbacher & Anzenbacherová 2001). 
The human CYP3A4 is a major CYP enzyme present 
in critical tissues such as the liver, gastrointestinal tract, 
brain (Tanaka 1999). Therefore, there could be a risk of 
potential drug interaction of probiotic with concomi-
tantly administered drugs metabolized by this enzyme. 
However, the changes in the expression of CYP3A form 
(most likely CYP3A1) in the duodenum and colon 
found in this work will have probably no relevance in 
clinical practice. In addition, the question whether any 
other factors (such as age or sex) influence an action of 
probiotic EcN in the gut (for example by change in the 
expression of CYP enzymes) has not been answered yet. 
These questions are very important, because nowadays 
the consumption of probiotics became more popular 
among people of all age.

In conclusion, in this work, the influence of pro-
biotic EcN on the expression of intestinal CYP1A1, 
2B1/2, 2C6, 2E1 and 3A was studied. This in vivo study 
revealed that treatment of rats with EcN did not have 
a prominent influence on the expression of intestinal 
CYP enzymes. However, the results indicate that the 
levels of colon CYP3A1 could be significantly increased 
in rats treated with probiotic EcN. On the contrary, 
the expression of CYP3A in the duodenum apparently 
decreased. This conclusion is important for evaluation 
of possible changes in the intestinal drug metabolism 
after administration of the probiotics in human food.
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Abstract

The growing interest in the composition and effects of microbiota raised the question how drug pharmacokinetics could be
influenced by concomitant application of probiotics. The aim of this study was to find whether probiotic E. coli strain Nissle
1917 (EcN) influences the pharmacokinetics of concomitantly taken antiarrhythmic drug amiodarone (AMI). Live bacterial
suspension of probiotic EcN (or non-probiotic E. coli strain ATCC 25922) was applied orally to male Wistar rats for seven
days, while a control group of rats was treated with a saline solution. On the eighth day, the amiodarone hydrochloride was
administered as one single oral dose (50 mg/kg) to all rats (N = 60). After 0, 1, 2, 3, 4, 5.5, 7, 9, 14, 22, and 30 hours, blood
samples were taken from the rat abdominal aorta. The plasma level of AMI and its metabolite N-desethylamiodarone (DEA)
was determined using the HPLC with UV detection. Administration of EcN led to a 43% increase of AMI AUC0-30 in
comparison with control samples. However, this effect was not observed if EcN was replaced by a reference non-probiotic E.
coli strain. Thus, EcN administration was most probably responsible for better drug absorption from the gastrointestinal
tract. Plasma levels of DEA were also increased in plasma samples from animals treated with EcN. This change was again not
found in the experiment with the reference non-probiotic strain. Higher DEA levels in samples from EcN-treated rats may be
explained either by better absorption of AMI and/or by an increased activity of CYP2C forms, known to participate in
metabolism of this drug, after EcN administration. In this paper, it is documented that concomitantly taken probiotic EcN
may modulate pharmacokinetics of a drug; in this case, it led to an increased bioavailability of AMI.
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Introduction

Most of epithelial surfaces of human body such as the skin and

the mucosa are colonized by a vast number of microorganisms,

which are collectively known as microbiota or microbiome. Our

microbiota contains trillions of bacterial cells and most of them

never cultivated by classical methods, and represents a complex

ecosystem with enormous microbiota diversity. Molecular biolog-

ical methods had allowed revolutionary advance in microbiolog-

ical research: the components of the human microbiota started to

be analysed and identified. Our microbiome is producing

enormous quantity of molecules able to interact with the host;

however, the role of these molecules remains to be elucidated.

Molecular analytical methods bring every day new pieces of

knowledge about the major bacterial groups present in various

body compartments, their changes during ontogeny, and their

alterations in patients with organ and systemic disease when

compared with healthy subjects, as well as other features of the

microbiota. The largest number of bacteria resides in the digestive

tract, with the highest density in the colon. Bacteria present in the

intestine participate in nutrition and metabolism processes. The

effect of the microbiota on the macroorganism started to be

elucidated in a number of functional studies [1]. The role of

microbiota and the function of mucosal barrier in maintaining

human health were recently appreciated. There is a growing

interest concerning the role of microbiota in etiopathogenesis of

inflammatory and neoplastic diseases [2]. However, the studies

concentrated on the microbiota influence on drug pharmacoki-

netics are still very sparse.

Based on the growing evidence of the importance of microbiota

for health, the efforts to affect the composition of microbiota in an

optimal direction are gathering momentum. In recent years, there

has been considerable progress in understanding the mechanisms

of probiotic action and in the future this should help to select

suitable bacterial strains which could beneficially affect mucosal

barrier function, immune responses, and suppression of inflammation
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[3]. The knowledge of the effects of simultaneous administration of

drugs and probiotics on drug pharmacokinetics is still very limited.

The complexity of mechanisms by which the fate of orally

administered drugs could be affected by probiotics is discussed in

recently published comprehensive review Stojančevic et al., 2013 [4].

The importance of both, human and commensal microbiota

components in drug efficacy and toxicity was recently documented

and pointed out Haiser et al., 2013 [5].

The aim of our study was to analyse the effect of probiotic

bacteria applied orally on a drug (amidarone) pharmacokinetics in

a rat model. The gram-negative bacterium of Escherichia coli Nissle

1917 of serotype O6:K5:H1 (EcN) is a fecal isolate with a

lipopolysaccharide (LPS) consisting of a bisphosphorylated hex-

aacyl lipid A and a tetradecasaccharide containing one E. coli O6

antigen repeating unit. EcN was shown to have immunomodulat-

ing properties without showing immunotoxic effects [6,7]. It has

been used as a probiotic agent in medicine for the treatment or

prevention of intestinal disorders and diseases since the early 1920s

[8] and is commercially available [9]. For example, EcN can be

used in treatment of diverticulosis, non-ulcer dyspepsia, antibiotic

– associated colitis, intestinal mycoses, chronic constipation,

inflammatory bowel disease, protracted or chronic recurrent

diarrhea, or, primarily, in the treatment of irritable bowel

syndrome [10]. The administration of EcN is safe and well

tolerated [11].

On the other hand, the unlimited use of probiotics may lead to

unwanted side-effects [12]. Thus, a question arises whether these

microorganisms are safe when a drug is taken. For example, it is

not known if the probiotic EcN (and other probiotics as well) can

affect the pharmacokinetics of concomitantly taken drugs. In this

paper, the antiarrhythmic drug amiodarone (AMI) was used to

study whether the probiotic EcN can affect AMI pharmacokinet-

ics. AMI is a drug used for treatment of ventricular tachycardia

and ventricular fibrillation [13,14] and is metabolized by

cytochrome P450 enzymes (CYPs) [15,16]. N-desethylamiodarone

(DEA) is its main, less active metabolite. Because of its long half-

life (on an average 58 day) [17], AMI organ toxicity is potentially

more severe and difficult to manage than toxic reactions of other

drugs with shorter half-lives [18]. The combination of AMI with

probiotics like EcN could, in principle, influence its pharmacoki-

netics and hence become another factor influencing bioavailability

of AMI.

The current work belongs to first studies dealing with the

potential influence of probiotic bacteria on pharmacokinetics of a

drug. In 2008, studies were published showing changes of

gliclazide pharmacokinetics in diabetic rats pre-treated by a

mixture of three probiotics (L. acidophilus, L. rhamnosus and

Bifidobacterium lactis) in suspension prepared from freeze-dried

probiotic powders mixed with HPLC water (Al Salami et al. [19]).

They have found that in presence of probiotics, the biodistribution

of gliclazide in rats was suppressed; however, in the diabetic

animals, the effect was just the opposite [19]. The authors

suggested an alteration of regulation of the mucosal transporting

systems [20]. In the most recent literature, there is only a note on

increased azoreductase activity during concomitant administration

of sulfasalazine (SSZ) and mixture of three probiotic bacteria [21];

however, pharmacokinetic parameters of the drug as well as of its

metabolite were not significantly different from control rats given

SSZ alone. Also, according to Kunes et al. [22], the pharmaco-

kinetics of 5-aminosalicylic acid in rat was not significantly

changed by EcN medication compared to control animals. Our

current studies demonstrate an increase in bioavailability of a drug

(AMI) after premedication of rats with probiotic EcN bacteria,

documented here for the first time.

Materials and Methods

Chemicals
All reagents and chemicals were purchased from Sigma-Aldrich

CZ (Prague, Czech Republic), except for sodium chloride and

EDTA used for preparation of the saline solution or for sampling,

respectively, which were obtained from Lach-Ner (Neratovice,

Czech Republic).

Ethics Statement
The experiment was carried out in accordance with the Act

No. 359/2012 Coll. on the protection of animals against abuse.

All procedures with animals were approved by the Ethics

Committee, Ministry of Education, Czech Republic.

Study design and sampling
Live bacterial suspension of probiotic Escherichia coli Nissle 1917

in a phosphate buffered saline was applied intragastrically

(0.76109 CFU/dose) to male Wistar rats (body weight 230–

258 g, average weight 254 g, nine weeks old). The probiotic

suspension was administered daily to thirty animals for seven days.

Another group of thirty rats (body weight 222–258 g, average

weight 250 g, nine weeks old) were stressed by oral application of a

saline solution daily for seven days as well. This group was used as

the control. On the eighth day, the suspension of amiodarone

hydrochloride in water was applied as one single oral dose

(50 mg/kg) to all rats (N = 60). After 0, 1, 2, 3, 4, 5.5, 7, 9, 14, 22,

and 30 hours, blood samples were taken from the rat abdominal

aorta. The reference, non-pathogenic but non-probiotic strain of

E. coli ATCC 25922, was also used in this study. This strain of E.

coli was administered also intragastrically (0.76109 CFU/dose) to

thirty male Wistar rats (body weight 314–354 g, average weight

320 g, ten weeks old). This group was compared with another

group of thirty rats (body weight 296–360 g, average weight 312 g,

ten weeks old) stressed by oral application of the saline solution.

The experiment with this reference strain was performed using the

same protocol as described above for the E. coli Nissle 1917 strain.

Subsequently, 7 ml blood samples with 0.2 mol/L EDTA were

centrifuged and the plasma samples were frozen at 270uC.

Preparation of biological samples
In a 1.5 ml Eppendorf tube (Sarstedt, Nümbrecht, Germany),

100 mL of the plasma sample was mixed with 5 mL of an internal

standard solution of 0.02 mmol/L trifluoperazine dihydrochlo-

ride. After deproteinization by the addition of 300 ml acetonitrile,

the mixture was centrifuged at 18 4006 g at 4uC for 5 min. The

supernatant was carefully transferred to a clean test tube and

evaporated under nitrogen at 40uC. The residue in the test tube

was dissolved in a 100 mL of the methanol: water (1:1) mixture.

Thirty mL of this prepared sample was then analyzed by HPLC.

Preparation of standards
AMI and DEA were dissolved in the mixture of acetonitrile:

water (1:1). Plasma standards were prepared by the addition of an

appropriate volume of AMI and DEA to drug-free plasma to

obtain final concentrations of 0.1 to 1.6 mg/mL of AMI, and 0.02

to 0.4 mg/mL of DEA. The stock solution of the internal standard

trifluoperazine dihydrochloride was prepared by dissolving in

water to a final concentration of 0.02 mmol/L; 5 mL of this

solution was added to each sample. Control samples for

determination of the intra-day and inter-day determinations of

precision and accuracy were prepared by the addition of AMI and

DEA to drug-free plasma to obtain concentrations of 0.1, 0.4, and

Effect of Probiotic on Drug Pharmacokinetics
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0.8 mg/mL of AMI and 0.05, 0.1, and 0.4 mg/mL of DEA,

respectively. All samples were stored at 270uC.

HPLC conditions
HPLC-UV analyses were performed on the Ultimate 3000

system (Dionex, Sunnyvale, California, USA). The plasma levels of

AMI and DEA were obtained using a Kinetex PFP column

(15064.6 mm ID) with a 2.6 mm particle size (Phenomenex,

Torrance, California, USA) protected by a Security Guard

(462 mm ID) precolumn with a C18 reverse phase of the same

origin. The mobile phase for separation of AMI, DEA, and

internal standard (trifluoperazine) consisted of 24 mmol/L acetic

acid with 8.2 mmol/L triethylamine: methanol: acetonitrile

(3:6:16 (v/v)) delivered at a flow-rate of 1 mL/min at 40uC. The

typical run time was 12 min. The separated components were

detected by UV detector at 242 nm [23]. The internal standard

was used for the construction of AMI and DEA calibration curves.

For calibration, the following ranges of concentration levels were

chosen: AMI, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8 and 1.6 mg/mL, and

DEA, 0.02, 0.05, 0.07, 0.10, 0.2, 0.3 and 0.40 mg/mL. Linear

regression gave the values of the coefficient of determination

r2 = 0.9961 for AMI, and r2 = 0.9990 for DEA. The average

recovery for AMI and for its metabolite DEA was 75% and 82%,

respectively. The coefficient of variation of the precision and the

accuracy determination (intraday and interday) was less than 15%.

The limit of AMI and DEA quantitation was determined as

0.050 mg/mL and 0.018 mg/mL, respectively, established as a

peak signal to noise of baseline ratio equivalent to 10:1. Data

collection, integration, and calibration were accomplished using

the Chromeleon Chromatography Data System Version 6.80

(Dionex, Sunnyvale, California, USA).

Results

Figure 1 shows a typical HPLC chromatogram to document the

separation of AMI, DEA, and trifluoperazine (an internal

standard). Amiodarone pharmacokinetics was obtained from both

EcN probiotic-premedicated experimental animals as well as

animals with the administration of the non-probiotic E. coli strain.

Results of both of these experiments, i.e. two types of AMI

pharmacokinetics, were compared to data obtained in a control

experiment when no bacteria were administered to experimental

animals, just the AMI. Fig. 2A shows the experimental data for

AMI and Fig. 2B for its main metabolite DEA after EcN

premedication, while Figs. 3A and 3B document the time course of

the AMI and DEA pharmacokinetics obtained with a non-

probiotic strain administration. Based on these pharmacokinetics

data, it can be seen that the administration of probiotic EcN

bacteria has led to increased bioavailability of the drug.

The pharmacokinetic parameters (i.e. the time required to

reduce the maximal level of a drug (cmax) to one half, t1/2; time

needed to reach the maximal level of the respective drug tmax; area

under the curve for 30 hours, i.e. time of the experiment, AUC0-

30; or the AUC extrapolated to infinity, AUC0-‘) were derived

from the plasma level vs. time curve for AMI and DEA and are

shown in Table S1 and Table S2. The increased plasma levels

of AMI were observed after EcN administration to rats

(AUC0-30 = 9.3160.65 h.mg/mL) in comparison with samples

from the control rats (AUC0-30 = 6.5260.60 h.mg/mL). On the

other hand, the administration of reference non-probiotic strain of

E. coli ATCC 25922 did not markedly affect the pharmacokinetics

of AMI in the rat (AUC0-30 = 7.3760.53 h.mg/mL) in comparison

with the application of saline solution to the control rats

(AUC0-30 = 6.7460.56 h.mg/mL).

In the case of amiodarone metabolite DEA, the peak

concentration of DEA after application of EcN to rats (Fig. 2B)

was higher (cmax = 0.0960.01 mg/mL) and shifted by more than

2.5 hours in comparison with control samples

(cmax = 0.0660.01 mg/mL). Its peak concentration, as well as the

pharmacokinetic plasma level vs. time course, was not markedly

changed after the administration of reference strain of E. coli

ATCC 25922 in comparison with control samples, as documented

in Fig. 3B.

Discussion

The experiments discussed here were performed in vivo with

experimental animals as models to assess the influence of probiotic

bacteria on the drug pharmacokinetics. As demonstrated by our

results (Figs. 2A, 2B), the pharmacokinetics of AMI and its

metabolite DEA in animals treated with probiotic E.coli bacteria

markedly differ from the data obtained from control animals. The

AUC0-30 of AMI was 1.4 times higher in the rat plasma from EcN-

treated animals in comparison with the treatment using saline

solution (a control). Also, the pharmacokinetics of its main

metabolite DEA exhibited a different time course, with maximum

levels shifted by more than 2.5 hours to a longer time interval;

moreover, the AUC0-30 was 1.6 times higher in EcN-treated

animals.

Interestingly, these changes in drug pharmacokinetics were not

observed with the non-probiotic strain of the E. coli bacteria

(ATCC 25922). In this case, the pharmacokinetics of both the

AMI as well as its main metabolite did not markedly differ

(Figs. 3A, 3B).

The reasons for increased bioavailability of orally applied AMI

due to administration of the probiotic EcN are difficult to explain

as there are several simultaneously occurring phenomena which

are based on the properties and local effects of the probiotic as well

as the drug. Moreover, the current knowledge about the detailed

mechanisms of EcN action and effects as well as about the

regulation of expression and function of the corresponding

proteins is scattered and obtained usually in vitro and under

various conditions being thus only an approximation of processes

occurring in vivo. Hence, the attempts to elucidate the effects

obtained in this work remain to a great extent speculative.

Nevertheless, on the basis of data known from the literature it is

possible to delineate two ways which may suggest an explanation.

Figure 1. Chromatographic profile of three compounds in
biological sample: trifluoperazine (an internal), amiodarone, N-
desethylamiodarone. Legend Fig. 1: i.s.: an internal standard
trifluoperazine (8.32 min); amiodarone (9.31 min); N-desethylamiodar-
one (10.11 min). The HPLC chromatogram was obtained from the rat
blood plasma sample taken 3 hours after amiodarone application.
doi:10.1371/journal.pone.0087150.g001

Effect of Probiotic on Drug Pharmacokinetics

PLOS ONE | www.plosone.org 3 February 2014 | Volume 9 | Issue 2 | e87150



First, there is a decrease of local pH in the intestine due to the

presence of EcN [24]. This effect has been attributed to

production of short chain fatty acids. Amiodarone, a weak base

(pKa of AMI is 8.7 at 37uC [25,26]), is then better ionized in lower

pH which may facilitate its movement across the mucosal layer

and finally its disposition. Intestinal mucosal layer is known to be a

barrier to lipophilic drugs and the ionization of a drug may have a

positive effect on its diffusion through mucus [27]. Another

attempt to explain better disposition of amiodarone may be based

on an increased expression of the Oatp2B1 (Slco2B1) transporter

known to mediate the influx of amiodarone in the intestinal cells

[28]. The expression of this transporter was shown to be regulated

by levels of proinflammatory cytokine TNF-alpha [29]. It may be

speculated that in response to lowered levels of this cytokine in

presence of EcN (for a review, see [30]), the expression of the

Oatp2B1 transporter may be in turn higher leading to better

bioavailability of this drug. In fact, also the changes in gliclazide

permeation in diabetic and normal rats after premedication with

probiotics were ascribed to changes in regulation of mucosal

transporting systems [20].

AMI is metabolized to the main active metabolite DEA by

CYP1A1, 1A2, 2C8, 2C19, 2D6, and 3A4 enzymes in humans

and by CYP1A1, 1A2, 2C6, 2C11, 2D1, 2D2, and 3A1 enzymes

in rats [15,16]. Following the administration of AMI in the

presence of EcN, increased plasma levels of DEA were observed in

comparison with control samples. The higher cmax value and its

shift to longer time intervals (approximately by 3 h) are probably

caused by a better disposition of AMI, which is discussed above.

Moreover, moderately increased activity of the liver CYP2C forms

after administration of EcN found in our earlier study [31] may

contribute to increased levels of the DEA. These changes were

observed again only in the experiment with EcN administration

while no changes were found in the experiment with the reference

non-probiotic E. coli strain ATCC 25922 application.

In conclusion, this study shows an effect of administration of a

probiotic strain, here the Escherichia coli Nissle 1917, on the

pharmacokinetics of amiodarone in rats. Increased drug absorp-

tion caused by this probiotic can be the result of the interplay of

various factors influencing regulation of transport systems in the

intestine including metabolic reactions and changes in intestinal

microbiota composition [4,32]. Interestingly, on the contrary, the

Figure 2. Influence of E. coli Nissle 1917 on the pharmacokinetics of amiodarone (A) and N-desethylamiodarone (B). Legend Fig. 2A:
Pharmacokinetics of amiodarone with or without (control group) probiotic E. coli Nissle 1917 pre-treatment. Each point is presented as means 6 S.D.;
N = 3. Legend Fig. 2B: Pharmacokinetics of N-desethylamiodarone (metabolite of amiodarone) with or without (control group) probiotic E. coli Nissle
1917 pre-treatment. Each point is presented as means 6 S.D.; N = 3.
doi:10.1371/journal.pone.0087150.g002

Figure 3. Influence of a non-probiotic bacteria on the pharmacokinetics of amiodarone (A) and N-desethylamiodarone (B). Legend
Fig. 3A: Pharmacokinetics of amiodarone with or without (control group) non-probiotic E. coli ATCC 25922 pre-treatment. Each point is presented as
means 6 S.D.; N = 3. Legend Fig. 3B: Pharmacokinetics of N-desethylamiodarone (metabolite of amiodarone) with or without (control group) non-
probiotic E. coli ATCC 25922 pre-treatment. Each point is presented as means 6 S.D.; N = 3.
doi:10.1371/journal.pone.0087150.g003
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non-probiotic strain of these bacteria does not possess the

properties leading to a better bioavailability of amiodarone. In

conclusion, concomitantly taken probiotic EcN may modulate the

pharmacokinetics of AMI as well as its metabolite DEA by

increasing the bioavailability of this drug. The changes caused by

the probiotic are probably not so prominent that they are likely to

be important in clinical use except perhaps for the time delay in

reaching the concentration maximum. It should be mentioned

here that the results obtained cannot be directly extrapolated to

other drugs or probiotic bacteria due to apparent complexity of

the processes in the intestine. In other words, there may be similar

or even greater effects observed with other drugs and microbiota

or, in other cases, no influence of probiotics on pharmacokinetics

of a drug may be seen. In the case of AMI and EcN, on the basis of

results described here it can be reasonably expected that the

simultaneous uptake of the EcN strain and this drug would most

probably pose no harm to the patient.
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Table S1 Pharmacokinetic (PK) parameters in rats
after oral administration of amiodarone (50 mg/kg)

with or without (control group) probiotic E. coli Nissle
1917 pre-treatment. Legend Table S1: AMI: amiodarone;

DEA: N-desethylamiodarone; t1/2: half-life; cmax: maximum drug

concentration; tmax: time to reach cmax; AUC: area under the

curve. Results are expressed as mean 6 S.D., N = 3. Values of

parameters significantly differing from controls are in bold.
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Table S2 Pharmacokinetic parameters in rats after oral
administration of amiodarone (50 mg/kg) with or
without (control group) non-probiotic E. coli ATCC
25922 pre-treatment. Legend Table S2: AMI: amiodarone;

DEA: N-desethylamiodarone; t1/2: half-life; cmax: maximum drug

concentration; tmax: time to reach cmax; AUC: area under the

curve. Results are expressed as mean 6 S.D., N = 3.

(DOC)
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Table S1. Pharmacokinetic (PK) parameters in rats after oral administration of amiodarone (50 mg/kg) with or without 

(control group) probiotic E. coli Nissle 1917 pre-treatment. 

Determined compound AMI DEA 

Application E. coli Nissle 1917 Saline solution E. coli Nissle 1917 Saline solution 

t1/2 [h] 11.19 ± 1.34 8.63 ± 0.91 6.92 ± 1.93 11.38 ± 2.76 

cmax [µg/mL] 0.82 ± 0.02 0.78 ± 0.16 0.09 ± 0.01 0.06 ± 0.01 

tmax [h] 3.83 ± 1.18 3.50 ± 1.47 8.33 ± 0.94 5.50 ± 1.22 

AUC0-30h [h
.µg/mL] 9.31 ± 0.65 6.52 ± 0.60 0.97 ± 0.10 0.60 ± 0.03 

AUC0-∞h [h
.µg/mL] 10.47 ± 0.67 7.06 ± 0.50 1.03 ± 0.08 0.72 ± 0.05 

AMI: amiodarone; DEA: N-desethylamiodarone; t1/2: half-life; cmax: maximum drug concentration; tmax: time to reach cmax; AUC: area 

under the curve. Results are expressed as mean ± S.D., N = 3. Values of parameters significantly differing from controls are in bold. 

 



Table S2. Pharmacokinetic parameters in rats after oral administration of amiodarone (50 mg/kg) with or without (control 

group) non-probiotic E. coli ATCC 25922 pre-treatment. 

Determined compound AMI DEA 

Application E. coli ATCC 25922 Saline solution E. coli ATCC 25922 Saline solution 

t1/2 [h] 11.00 ± 2.71 7.08 ± 0.69 7.86 ± 0.33 7.32 ± 1.31 

cmax [µg/mL] 0.66 ± 0.16 0.84 ± 0.18 0.05 ± 0.01 0.04 ± 0.01 

tmax [h] 3.17 ± 1.65 3.67 ± 2.36 6.50 ± 0.70 6.00 ± 1.40 

AUC0-30h [h
.µg/mL] 7.37 ± 0.53 6.74 ± 0.56 0.60 ± 0.09 0.54 ± 0.01 

AUC0-∞h [h
.µg/mL] 8.70 ± 0.23 7.27 ± 0.50 0.66 ± 0.11 0.59 ± 0.02 

AMI: amiodarone; DEA: N-desethylamiodarone; t1/2: half-life; cmax: maximum drug concentration; tmax: time to reach cmax; AUC: area 

under the curve. Results are expressed as mean ± S.D., N = 3. 
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Seznam zkratek
ABC transportéry – transportní proteiny (adeno-

sin triphosphate-binding cassette transporters)

ABS – Antley-Bixlerův syndrom

BSEP – exportní pumpa solí žlučových kyselin

CAH – kongenitální adrenální hyperplazie

CAR – konstitutivní androstanový receptor

CETP – cholesterol-ester transfer protein

CYPs – cytochromy P450

HMG–CoA – 3-hydroxy-3-methylglutarylkoen-

zym A

OATP1B1 – transportní polypeptid organických 

aniontů 1B1

PCSK 9 – protein konvertáza subtilisin/kexin typ 9

POR – gen kódující NADPH-cytochrom P450-

reduktázu

PPAR – nukleární receptory, které jsou obecně 

aktivované proliferátory peroxizomů

PXR – pregnanový receptor X

Cholesterol a jeho důležité funkce 
v lidském těle

Cholesterol je steroidní látka, která se v orga-

nizmu účastní různých biochemických cest (1). 

Podílí se na stavbě buněčných membrán, a to 

zejména na její fluiditě (2), dále je substrátem pro 

syntézu biologicky významných látek, jako jsou 

oxysteroly, žlučové kyseliny nebo steroidní hor-

mony (3, 4). Cholesterol je regulátorem genové 

transkripce, degradace proteinů, enzy mových 

aktivit a bývá zapojený do programované bu-

něčné smrti a transdukce signálu (5). Cholesterol 

je tedy pro lidský organizmus nesmírně důleži-

tý. Je syntetizován de novo (600–900 mg/den) 

z acetylkoenzymu A a jeho biosyntéza probíhá 

u lidí prakticky ve všech tkáních, přičemž nejvíce 

v játrech a mozku (5, 6). Cholesterol se do organi-

zmu dostává také z přijímané potravy. Množství 

přijímaného cholesterolu by mělo dosahovat 

300–500 mg/den (5). Zvýšený příjem choleste-

rolu, a tím zvýšené hladiny cholesterolu v or-

ganizmu, má za následek zvýšení rizika vzniku 

aterosklerózy a dalších kardiovaskulárních one-

mocnění.

Enzymy metabolizující cholesterol
Cytochromy P450 (CYPs) jsou hemové pro-

teiny, které jsou odpovědné za přeměnu ne-

malého množství látek v těle. Vyskytují se pře-

devším v játrech, ale nacházejí se také v dalších 

tkáních, jakou jsou např. plíce, ledviny, gastro-

intestinální trakt, kůže, mozek nebo nadledviny 

(7). V lidském těle je dosud známo 57 aktivních 

genů, které jsou rozděleny do 18 rodin. Aby mezi 

označením těchto enzymů nevzniklo nedorozu-

mění, označují se číselně podle rodiny. V každé 

rodině jsou enzymy, které mají minimálně 40% 

podobnost v sekvenci aminokyselin. Pokud je 

mezi enzymy podobnost větší než 55 %, řadí 

se společně do podrodiny, která se označuje 

písmenem. Konečné číslo pak označuje indivi-

duální gen, např. CYP3A4 (8). CYPs metabolizují 

exogenní látky, jako jsou léčiva nebo nečistoty 

životního prostředí, ale také endogenní látky. 

Mezi ně patří např. cholesterol, který je těmito 

hemovými proteiny metabolizován na steroidní 

hormony a žlučové kyseliny. Tvorby žlučových 

kyselin se účastní především CYP7A1, dále pak 

CYP27A1, 8B1, 39A1, 3A4 a 46A1. Naopak enzy-

my CYP11A1 a CYP17A1 se podílejí na tvorbě 

gestagenů, estrogenů, glukokortikoidů i mi-

neralokortikoidů. Biosyntéza glukokortikoidů 

a mineralokortikoidů probíhá dále za přítom-

nosti CYP21A2 a CYP11B, zatímco biosyntézu 

pohlavních hormonů umožňuje CYP19A1. Již 

samotný cholesterol vzniká působením enzy-

mu CYP51 a jeho prekurzor 7-dehydrochole-

sterol se postupně přeměňuje za účasti CYP2R1, 

CYP27A1 a CYP27B1 na kalcitriol, tedy aktivní 

formu vitaminu D (9, 10). Metabolizmus chole-

sterolu zahrnuje tedy několik biochemických 

cest, ve kterých hrají důležitou roli cytochromy 

P450 (obrázek 1).

Léčba zvýšené plazmatické hladiny 
cholesterolu

Cholesterol je pro lidský organizmus nezbyt-

nou látkou, nicméně pokud jsou jeho hladiny 

v krevní plazmě vysoké, zvyšuje se riziko vzniku 

kardiovaskulárního onemocnění. Biosyntéza 

cholesterolu je řízena jeho příjmem v potravě, 

proto jedna z léčebných metod snížení plaz-

matické hladiny cholesterolu je dodržování 

správné životosprávy. Mezi registrovaná léčiva, 

vhodná pro léčbu hypercholesterolémie, patří 

statiny (atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, 
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1Ústav farmakologie, Lékařská fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
2Ústav molekulární a translační medicíny, Lékařská fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

Cytochromy P450 (CYPs) jsou enzymy, které se podílí nejen na metabolizmu léčiv, ale také na přeměně řady endogenních látek, mj. 
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consists mainly in replacement therapy; however, without the early testing of the individual markers, the treatment may not be sufficient.
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rosuvastatin, simvastatin). Jejich mechaniz-

mus účinku spočívá v inhibici aktivity 3-hydroxy-

-3-methylglutarylkoenzym A (HMG-CoA) reduk-

tázy, která se podílí na biosyntéze cholesterolu 

(5, 11). Dalšími používanými hypolipidemiky jsou 

fibráty (ciprofibrát, fenofibrát), což jsou ago-

nisté receptorů PPARα. Nukleární receptory PPAR 

mají funkci transkripčních faktorů, které regulují 

expresi genů. Obecně jsou tyto receptory akti-

vované proliferátory peroxizomů, jako jsou např. 

právě fibráty (11). Účinná je také kyselina nikoti-
nová, nicméně její přínos nepřevážil rizika léčby, 

a proto byla její registrace pozastavena. Pro sní-

žení plazmatické hladiny cholesterolu by mohlo 

být účinné snížení absorpce cholesterolu nebo 

zvýšení jeho eliminace. Klíčovou roli v absorp-

ci cholesterolu zaujímá specifický transportní 

protein Niemann-Pick C1-Like 1. Mezi inhibitory 

tohoto transportního proteinu se řadí ezetimib. 

Jeho působením dochází ke snížení absorpce 

cholesterolu v tenkém střevě a zároveň k blokaci 

zpětné reabsorpce cholesterolu vyloučeného 

z hepatocytů do žluče (12). Ezetimib sice nemá 

významný pozitivní vliv na kardiovaskulární one-

mocnění, nicméně jeho hypolipidemický účinek 

se využívá při dysfunkci ABCG5/8 transportérů. 

Tyto ABC transportní proteiny (Adenosin triphos-

phate-binding cassette transporters) se starají 

o zpětnou exkreci absorbovaného cholesterolu. 

Působí tedy jako effluxní pumpy, které snižují 

absorpci cholesterolu z lumen střeva, zatímco 

v játrech naopak zvyšují jeho exkreci do žluče 

(13). Případná mutace a následná deplece ex-

prese ABCG5/8 transportérů má za následek au-

tozomálně recesivní onemocnění zvané sitoste-

rolémie, u níž pacienti vykazují zvýšené plazma-

tické hladiny sterolů, a především jsou ohroženi 

předčasným rozvojem aterosklerózy a zvýšeným 

rizikem vzniku kardiovaskulárního onemocnění. 

Toto onemocnění je sice velmi vzácné a na ce-

lém světě je asi 100 případů, nicméně podávání 

vyšších dávek fytosterolů, tedy přírodních stero-

lů, by mohlo mít při nerozpoznané sitosterolémii 

nepříznivé účinky (14). V současné době jsou 

testovány látky, které inhibují cholesterol-ester 

transfer protein (CETP), a tím v organizmu způ-

sobí zvýšení hladiny HDL cholesterolu a snížení 

hladiny LDL cholesterolu. Tuto strategii ke sníže-

ní rizika vzniku kardiovaskulárního onemocnění 

využívají látky anacetrapib a evacetrapib, které 

jsou stále ve třetí fázi klinického testování (15). 

Stejně tak jsou ve třetí fázi klinického testování 

látky, které inhibují protein konvertázu subtilisin/

kexin typ 9 (PCSK 9). Tyto inhibitory snižují de-

gradaci LDL-receptorů, a tím dochází ke snížení 

plazmatické hladiny LDL cholesterolu (16). Mezi 

doplňky základní farmakoterapie lze zahrnout 

silymarin, což je směs přírodních flavonoidů 

z ostropestřce mariánského, jež má antisklero-

tické a hepatoprotektivní účinky (17). Je také 

možné podat probiotické mikroorganizmy rodu 

Lactobacillus nebo Bifidobacterium, u nichž 

se ukazuje, že mají hypocholesterolemický úči-

nek (18, 19). Tyto účinky silymarinu i probiotik 

se opírají o experimentální data; nicméně, co 

se týče klinického hodnocení, v případě sily-

marinu není dostatek důkazů, zda má tato látka 

opravdu takový efekt u lidí. Naproti tomu určitá 

probiotika se zdají být vhodná jako doplněk zá-

kladní farmakoterapie hypercholesterolémie (19). 

Jedna z možností snížení hladiny cholesterolu by 

mohla být také kompetitivní inhibice CYP51, kte-

rý se podílí na biosyntéze cholesterolu. Bohužel, 

u látek, ovlivňujících aktivitu tohoto enzymu, 

převažovaly nežádoucí účinky, a proto se tyto 

látky nepoužívají ke snížení hladiny cholesterolu 

u člověka, nýbrž především k léčbě mykotických 

onemocnění (5).

Obrázek 1. Schématické znázornění biosyntézy cholesterolu a jeho metabolizmu: biochemické cesty za účasti cytochromů P450 směřující k syntéze 

žlučových kyselin, mineralokortikoidů a glukokortikoidů, gestagenů, androgenů, estrogenů a vitaminu D.

Acetyl-CoA – acetylkoenzym A; HMG-CoA – 3-hydroxy-3-methylglutarylkoenzym A; CYP – cytochrom P450
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Enzymová insufi cience při tvorbě 
žlučových kyselin a její léčba

Jedna z možných cest degradace chole-

sterolu probíhá v játrech za vzniku žlučových 

kyselin (5). I při biosyntéze žlučových kyselin jsou 

nezbytné cytochromy P450. V případě jejich dys-

funkce by mohlo dojít k akumulaci cholesterolu 

v játrech, a tím ke zvýšenému riziku vzniku kar-

diovaskulárního onemocnění. První krok v bio-

syntéze žlučových kyselin je zprostředkován ja-

terním mikrozomálním enzymem CYP7A1. Jedná 

se o neutrální, nebo tzv. klasickou, cestu syntézy 

žlučových kyselin, ve které dochází k hydroxylaci 

cholesterolu v poloze 7α (20). CYP7A1 je rychlost 

limitující a především iniciačně regulační enzym 

v syntéze žlučové kyseliny cholové a chenode-

oxycholové (21). Porucha funkce CYP7A1 není 

u lidí smrtelná, nicméně jeho nefunkčnost vede 

ke zvýšení plazmatické hladiny celkového a LDL 

cholesterolu, k nahromadění cholesterolu v já-

trech (5, 20), k akumulaci hepatotoxických ne-

nasycených monohydroxylovaných žlučových 

kyselin (22) a ke zvýšení progrese aterosklerózy 

(23). Je třeba brát v úvahu, že lidé se sníženou 

aktivitou CYP7A1 mají nižší odpověď na podání 

atorvastatinu, který snižuje hladinu cholesterolu 

v krvi. Pro stimulaci funkce a aktivity enzymu 

CYP7A1 mohou pomoci látky se schopností 

snižovat absorpci žlučových kyselin v ileu, jako 

jsou cholestyramin a kolestipol. Tato hypo-

lipidemika ze skupiny pryskyřic jsou schopna 

ve střevě vázat žlučové kyseliny, a tím bránit 

jejich zpětnému vstřebávání. Nicméně, kromě 

zpětného vstřebávání žlučových kyselin mohou 

také stejným mechanizmem zabránit vstřebá-

vání lipofilních látek, jako jsou např. vitaminy 

rozpustné v tucích, a tím vést k jejich nedostatku.

Žlučové kyseliny mohou být také tvořeny 

cestou alternativní, neboli tzv. kyselou, která je 

katalyzována enzymem CYP27A1, a následně pak 

CYP7B1. Inaktivace enzymu CYP27A1 vede ke sní-

žení produkce žlučových kyselin (především 

kyseliny chenodeoxycholové), ke zvýšení tvorby 

cholestanolu v mozku a šlachách, a také ke zvý-

šení tvorby žlučových alkoholů. Důsledkem toho 

se u této populace může rozvinout onemocnění 

zvané cerebrotendinální xantomatóza, tedy one-

mocnění, které se klinicky projevuje předčasnou 

demencí, ataxií, šedým zákalem a vznikem xan-

tomů (20). V takovém případě se při léčbě podá-

vá samotná kyselina chenodeoxycholová nebo 

v kombinaci se statiny. Aby byla léčba účinná, je 

zapotřebí tuto nemoc včas diagnostikovat (24).

CYP7B1 je na rozdíl od předcházejícího en-

zymu CYP27A1 obsažen v endoplazmatickém 

retikulu buněk v mnoha tkáních, přičemž je nej-

více exprimován v mozku a ledvinách (20). Jedná 

se o 7α-hydroxylázu, která oxiduje 25- a 27-hyd-

roxycholesterol na příslušné metabolity. CYP7B1 

hraje roli nejen v syntéze žlučových kyselin, ale 

také v metabolizmu steroidních hormonů, re-

ceptorových ligandů estrogenu, a také v produk-

ci imunoglobulinu. Díky tomu má tento enzym 

široké spektrum substrátů a v každé obsažené 

tkáni vykonává různé fyziologické funkce (25). 

Při ztrátě funkce CYP7B1 dochází v séru i moči 

k akumulaci celkových oxysterolů (20). Defekt 

v genu CYP7B1 vede u novorozených dětí k sel-

hání jater, a to z důvodu zvýšené koncentrace 

kyseliny 3β-hydroxychol-5-en-24-ové, u dětí 

a dospělých dochází k progresivní neuropatii 

až spastické paraplegii. Pro toto onemocnění 

není dosud známá specifická léčba (25).

CYP8B1 je dalším enzymem, který se podílí 

na vzniku žlučových kyselin. Polymorfizmus jeho 

genu není dosud spojován s žádnou nemocí 

(20), nicméně porucha aktivity CYP8B1 by moh-

la vést k modifikaci syntézy žlučových kyselin 

a změně ve vylučování cholesterolu. Aktivitu 

tohoto enzymu je možné zvýšit cholestyrami-
nem nebo kolestipolem (jako v případě u nízké 

aktivity CYP7A1).

Přestup cholesterolu přes hematoencefalic-

kou bariéru z CNS do krevní plazmy umožňuje 

CYP46A1, který je lokalizován především v mozku, 

kde hydroxyluje cholesterol na 24-hydroxycho-

lesterol (26). Samotný cholesterol přes hemato-

encefalickou bariéru projít nedokáže, nicméně 

jeho oxidovaná forma projít může. Zajímavé je, 

že transkripční aktivita CYP46A1 není regulována 

cholesterolem, oxysteroly, žlučovými kyselinami 

ani dalšími látkami hrajícími roli v rovnováze cho-

lesterolu. Bylo zjištěno, že up-regulaci transkrip-

ce CYP46A1 způsobuje pouze oxidativní stres 

(27). Polymorfizmus genu CYP46A1 je spojený 

s Alzheimerovou chorobou (20), která je v sou-

časnosti léčena především kognitivy – inhibitory 

acetylcholinesterázy a butyrylcholinesterázy (do-
nezepil, galantamin, rivastigmin) nebo se po-

dává antagonista N-methyl-D-aspartátového 

receptoru (memantin).
CYP3A4 je nejvíce zastoupeným enzymem 

z řady cytochromů P450 v játrech a je také odpo-

vědný za přeměnu většiny léčiv. CYP3A4 metabo-

lizuje cholesterol na 4β-hydroxycholesterol, který 

je dále pravděpodobně metabolizován na žlučo-

vé kyseliny přes CYP7A1, CYP27A1 nebo CYP46. Jak 

se ukazuje, 4β-hydroxycholesterol by mohl být 

endogenním markerem aktivity CYP3A4. Studie 

totiž ukazují, že pacienti s vyšší aktivitou CYP3A4 

mají vyšší plazmatické hladiny 4β-hydroxychole-

sterolu (28). Stejně tak se používá i kortizol, jehož 

metabolit 6β-hydroxykortizol se stanovuje v mo-

či pacienta společně s parentní látkou. CYP3A4 

přeměňuje další steroidní látky, jako je např. tes-

tosteron, jehož metabolit 6β-hydroxytestosteron 

se používá ke stanovení enzymové aktivity CYP3A 

in vitro. Informace o aktivitě tohoto enzymu je 

pro farmakologa i lékaře velmi důležitá, protože 

může pomoci předejít předávkování pacienta, 

případně usnadní úpravu dávkování podávaného 

léčiva během léčby.

Enzymová insufi cience při tvorbě 
steroidních hormonů a její léčba

Cholesterol je také metabolický prekurzor 

všech steroidních hormonů. Metabolizmus 

v tomto případě probíhá odlišným způsobem 

než v případě vzniku žlučových kyselin, nicméně 

i zde hrají významnou roli cytochromy P450. 

Mezi ně patří např. CYP11A1, který se nachází 

především v nadledvinách, vaječnících, var-

latech, placentě a mozku. Zajišťuje první krok 

v biosyntéze steroidních pohlavních hormonů 

a hormonů kůry nadledvin (29). Jeho úkolem je 

odštěpení postranního řetězce z molekuly cho-

lesterolu za vzniku pregnenolonu, který podléhá 

dalším reakcím za vzniku androgenů, estrogenů, 

gestagenů nebo kortikosteroidů. Tyto hormony 

jsou velmi důležité při zvládání stresu a zátěže, 

v krvi udržují normální hladinu cukru nebo udr-

žují rovnováhu minerálních látek, zajišťují správ-

ný vývoj pohlavních orgánů a jsou nezbytné pro 

reprodukci. Mutace v genu CYP11A1 by mohla 

vést k narušení biosyntézy těchto důležitých 

hormonů. Onemocnění, jehož hlavním rysem 

je porucha biosyntézy steroidních hormonů 

kůry nadledvin, tedy glukokortikoidů i minera-

lokortikoidů, se nazývá kongenitální adrenální 

hyperplazie (CAH) (30). Jedná se o autozomálně 

recesivní onemocnění, které vzniká především 

mutací v genu CYP21A2 nebo CYP11B a prevalen-

ce tohoto onemocnění je v Evropě 1 : 15 000–

20 000 živě narozených dětí (31). Více než 90 % 

pacientů tohoto onemocnění má poruchu funk-

ce 21-hydroxylázy, tedy CYP21A2, a v případě 

této příčiny onemocnění dochází ke zvýšení 

hladiny 17-hydroxyprogesteronu, androsten-

dionu a testosteronu, snížení hladiny kortizolu 

a ve vážných případech k nedostatku aldostero-

nu. 5–8 % pacientů onemocnění CAH má poru-

chu funkce 11β-hydroxylázy, tedy CYP11B, která 

způsobuje nedostatečnou přeměnu 11-deoxy-

kortizolu na kortizol a 11-deoxykortikosteronu 

na kortikosteron. Dochází tak opět ke snížení 

produkce kortizolu a ostatních glukokortikoidů 

(32). Nedostatek aldosteronu způsobuje ztrátu 

sodíku z ledvin, dochází k hypovolemii a hyper-
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kalemii. Nedostatek kortizolu má za následek 

slabou srdeční kontraktilitu a cévní tonus. Díky 

hormonu melanokortinu se objevuje hyper-

pigmentace pokožky, především na genitáliích. 

V důsledku negativní zpětné vazby se zvyšuje 

produkce kortikoliberinu, a tedy i kortikotropi-

nu, jehož výsledkem je akumulace steroidních 

prekurzorů. Pacienti s CAH se neobejdou bez 

hormonální substituční terapie. Běžně se podává 

glukokortikoid hydrokortizon, případně mine-

ralokortikoid fludrokortizon. Kojenci s nemocí 

CAH se díky fyziologické mineralokortikoidní 

rezistenci léčí vysokými dávkami fludrokorti-

zonu, nicméně mezi 12. a 18. měsícem života 

by měla být dávka bezpečně snižována, aby 

se předešlo hypertenzi. Je tedy důležité sledovat 

krevní tlak, množství elektrolytů v krevní plazmě 

a plazmatickou aktivitu reninu. Pacientům se sol-

nou poruchou CAH je také potřeba dodat sodík 

ve formě solných tobolek.

CYP17A1 je klíčovým enzymem v biosyn-

téze kortizolu, ale také pohlavních steroidních 

hormonů. Má totiž funkci 17α-hydroxylázy 

i 17,20-lyázy. Porucha funkce 17α-hydroxylázy 

je příčinou onemocnění CAH, nicméně tato 

příčina je vzácná. Vyskytuje se pouze u 1 % pa-

cientů s CAH. Nízká nebo žádná aktivita CYP17A1 

má za následek snížené nebo neměřitelné hla-

diny pohlavních hormonů. Dívky s poruchou 

CYP17A1 se rodí s normálními genitáliemi, nic-

méně nedochází u nich k vývoji dělohy a vej-

covodů. Chlapci se rodí s ženskými genitáliemi 

z důvodu nekompletního nebo žádného vývoje 

mužských genitálií (32). Ženský pohlavní hormon 

se doplňuje ve formě 17α-ethinylestradiolu ne-

bo jeho prekurzoru mestranolu. Při nedostatku 

mužského pohlavního hormonu se perorálně 

podává testosteron undekanoát.

Aktivita CYPs je také dána přítomností genu 

NADPH-cytochrom P450-reduktázy (POR), jehož 

deficit by mohl způsobit inhibici cytochromů 

P450 nebo také vznik Antley-Bixlerova syndro-

mu (ABS) (33). ABS je neobvyklé onemocnění 

novorozenců projevující se kraniosynostózou 

s hypoplazií středové části obličeje a dysplazií 

uší a nosu. Deformace postihují i kosti konče-

tin. Může být také narušena tvorba steroidních 

hormonů, zejména pohlavních, jejímž důsled-

kem je narušený vývoj pohlavních orgánů (34). 

Prevence proti tomuto geneticky podmíněnému 

onemocnění v současné době není, nicméně je 

třeba se vyvarovat podávání flukonazolu během 

těhotensví. Flukonazol může totiž vyvolat ABS 

u dětí, jejichž matky tento lék užívaly ve vyšších 

dávkách v raném stadiu těhotenství. Léčba ABS 

se řeší chirurgickými a ortopedickými zákroky (20).

Vliv léčiv na metabolizmus 
cholesterolu a lékové interakce

Ovlivnění funkce cytochromů P450 nemusí 

být jen geneticky podmíněné, ale může být 

vyvolané podanými léčivy. Příkladem může 

být inhibice CYP11B, tedy enzymu, důležitého 

pro tvorbu kortikosteroidů. Může být selek-

tivně inhibován celkovým anestetikem eto-
midátem nebo jinými léčivy, jako jsou me-
tyrapon či amino glutetimid. Některá léčiva 

mohou inhibovat vylučování solí žlučových 

kyselin z  jater do žluče prostřednictvím ex-

portní pumpy solí žlučových kyselin (BSEP). 

Léky, jako cyklosporin A, glibenklamid nebo 

bosentan, mohou tuto pumpu inhibovat pří-

mo v hepatocytu, čímž mohou snížit sekreci 

solí žlučových kyselin do střeva a způsobit tak 

vznik cholestatického onemocnění (35). K léčbě 

cholestázy se pak používá cholestyramin, ale 

může se také použít antibiotikum rifampicin, 

které je silným agonistou pregnanového re-

ceptoru X (PXR) a způsobuje inhibici genové 

transkripce CYP7A1, čímž dojde ke snížení bio-

syntézy žlučových kyselin (36, 37).

Podané léčivo může mít nežádoucí účinek 

na metabolizmus cholesterolu, ovšem účinek 

léků podávaných s cílem ovlivnit hladinu chole-

sterolu nebo jeho metabolitů v lidském těle může 

být ovlivněn také jiným, současně podávaným, 

léčivem. Aktivace nukleárních receptorů, vyvola-

ná podanými léčivy, může být příčinou indukce 

transportních proteinů a enzymů metabolizují-

cích léčiva a způsobit tak farmakokinetické léko-

vé interakce. Mezi příklady klinicky významných 

interakcí rifampicinu prostřednictvím kompetice 

ve vazbě na PXR patří cyklosporin A, fenobar-
bital, midazolam, verapamil nebo warfarin. 

Vysokou aktivitu k PXR receptoru má i přírodní 

sedativum hyperforin, který je obsažený v ex-

traktu třezalky tečkované (Hypericum perforatum). 

Již v nízkých koncentracích významně indukuje 

jaterní i střevní CYP3A4 a CYP2C9, a tím může 

ovlivnit biotransformaci jiných léčiv (např. některá 

kontraceptiva, digoxin, warfarin) (38). Statiny, 

které se používají k terapii hypercholesterolé-

mie, jsou ligandy PXR, ale také konstitutivního 

androstanového receptoru (CAR) a metabolizují 

se přes CYP3A4. Pacienti by se tedy měli vyhnout 

látkám, které působí přes tyto nukleární recep-

tory anebo inhibují aktivitu CYP3A4 (antibiotika 

klarithromycin a erythromycin, azolová an-
timykotika). Inhibice CYP3A4 může způsobit 

akumulaci statinů v těle a zvýšit tak výskyt jejich 

nežádoucích účinků, především na kosterní sval. 

Navíc všechny statiny jsou substráty transportní-

ho proteinu OATP1B1, tedy i na této úrovni může 

dojít k lékovým interakcím (39, 40). Je tedy nutno 

brát v úvahu možnost vzniku interakce vyvolané 

jak současně podaným léčivem, tak i podanou 

přírodní látkou, a snažit se tak zamezit vzniku 

nežádoucích účinků.

Závěr
Metabolizmus cholesterolu zahrnuje různé 

biochemické cesty, v nichž hrají významnou 

roli enzymy z rodiny cytochromů P450 (CYPs). 

Aktivita CYPs může být ovlivněna různými fak-

tory, mj. lékovými interakcemi a genetickými 

vlivy. Může tak dojít ke vzniku geneticky determi-

novaných onemocnění, a rovněž k manifestaci 

nežádoucích účinků.

Tato práce vznikla na základě zahraniční stá-

že Zuzany Matuškové v laboratoři prof. Zangera 

(Institut klinické farmakologie Dr. Margarete-

Fischer-Bosch, Stuttgart, Německo). Autoři děkují 

za podporu projektům CZ.1.07/2.4.00/17.0015, GAČR 

13-10813S a IGA UPOL LF_2014_008.
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