UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA

VLIV PRIRODNICH ANTHOKYANU NA BIOTRANSFORMACNI
A ANTIOXIDACNI ENZYMY

DISERTACNI PRACE

Olomouc 2021 Jifi Prokop




UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA

Jiti Prokop

VLIV PRIRODNICH ANTHOKYANU NA BIOTRANSFORMACNI
A ANTIOXIDACNI ENZYMY

DISERTACNI PRACE

Skolitelka: Doc. RNDr. Eva Anzenbacherova, CSc.

Obor: Lékatska chemie a klinickéd biochemie

Disertacni prace byla vypracovana béhem prezencni formy doktorského studia na
Ustavu lékai'ské chemie a biochemie Lékai'ské fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci v obdobi zaii 2015 — bfezen 2021.



Bibliografické informace

Jméno a pfijmeni autora: Mgr. Jiti Prokop

Nazev disertacni prace: Vliv ptirodnich anthokyanti na biotransformacni

a antioxidacni enzymy

Nazev disertacni prace anglicky: ~ The Effect of Natural Anthocyanins on

Biotransformational and Antioxidat Enzymes

Studijni program: Lékatska chemie a klinicka biochemie

Skolitel: Doc. RNDr. Eva Anzenbacherova, CSc.

Rok obhajoby: 2021

Klic¢ova slova v Cesting: anthokyany, biotransformace xenobiotik, faktory

oxidaéniho stresu, cytochromy P450 , kralik, potkan,
slepice

Klic¢ova slova v angli¢ting: anthocyanins, biotransformation of Xxenobiotics,
factors of oxidative stress, cytochromes P450, rabbit,
rat, hen



Prohlasuji, ze jsem disertacni praci vypracoval samostatné s pouzitim uvedené literatury,

kterou cituji. Spoluautofi souhlasi s pouzitim uvedenych vysledkd.

V Olomouci dne

Jiti Prokop



Dékuji vsem pracovnikim Ustavu lékafské chemie a biochemie za rady,
piipominky a vytvofeni konstruktivniho pracovniho prostfedi. Nejvétsi diky chei vyjadiit
své Skolitelce doc. RNDr. Evé Anzenbacherové, CSc. za pomoc a rady poskytnuté mi
v pribeéhu mého postgradudlniho studia a pti sepisovani disertaéni prace. Prof. RNDr.
Pavlu Anzenbacherovi, DrSc. za rady a ptipominky k sepisovani ¢lankd, tvorbé postert
a sepisovani disertacni prace. Mgr. Lence Jourové, Ph.D. za uvedeni do problematiky celé
fady experimentalnich metod a pfipominky k diserta¢ni praci. Mgr. Veronice Tomankové,
Ph.D. za in vitro experimenty, na kterych ¢ast této prace stavi. Mgr. Pavlu Kosinovi, Ph.D.

za uvedeni do problematiky celé fady experimentalnich metod.

Ing. Petru Martinkovi, CSc. (Zemédélsky vyzkumny tstav Kroméfiz, s.r.o.) za
poskytnuti vySlechténych pSenic pro naSe experimenty.
Doc. Mgr. et. Ing. Evé Mrkvicové, Ph.D. a Bc. et. Ing. Ondteji Stastnikovi, Ph.D.

za piipravu a organizaci krmnych experimentt s riznymi odriidami pSenic.

Prof. RNDr. Jitce Ulrichové, CSc., pfednostce Ustavu lékaiské chemie a biochemie,
LF UP, za podporu a poskytnuti vyborného pracovniho zdzemi po celou dobu mého

pusobeni na tomto pracovisti.

Tato prace byla podpofena vnitinimi granty IGA UPOL (IGA LF 2016 12;
IGA_LF_2017_011; IGA_LF_2018 012; IGA_LF_ 2019 015; IGA_LF_2020 022)
Grantovou agenturou Ceské republiky (projekt 303/12/G163), projektem Ministerstva
zemédélstvi  Ceské  republiky (NAZV ~ No  QJ1510206) a  projektem
Toxikologie-infrastruktura (CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_017/0002310).

Dé&kuji rovnéz rodiné za pochopeni, trpélivost a podporu pfii studiu.



Souhrn

Predkladana disertacni prace se zabyva vlivem anthokyana, latek fazenych mezi
polyfenoly, na vybrané jaterni mikrosomalni enzymy metabolismu 1é¢iv a faktory
oxidac¢niho stresu u potkana, slepice a kralika. Anthokyany jsou pfirodni antioxidanty, které
mohou mimo jiné ochrafiovat organismus pfed bunéénym starnutim a vznikem zanétu.

V prvni ¢asti byly anthokyany podavany potkanim Wistar albino ve formé pelet
pfipravenych z pSenic bohatych na anthokyany (ARW) odridy Skorpion nebo UC66049
po dobu 72 dni. Pfedmétem této studie bylo posoudit mozny vliv nejen anthokyani, ale
i dalsich polyfenolu (popf. fenolovych kyselin) spolu s latkami v pSenici bézné obsazenymi
na jaterni cytochromy P450 (CYP) a faktory oxida¢niho stresu. Konzumace pelet
obsahujicich ARW zptisobila 20% zvySeni celkové antioxidacni kapacity (FRAP) plazmy
a rovnéz nariast relativniho mnozstvi —SH skupin, mezi néz fadime nizkomolekularni
a cysteinové thioly; 40% nartst exprese mRNA a aktivity CYP1A2 spolu s 50% poklesem
aktivity a exprese mRNA CYP2B2 u experimentalnich zvifat.

V druhé ¢asti byly anthokyany podavany potkanim Wistar albino ve formé napoje
ptipraveného rozpusténim bortvkového extraktu (Vaccinium myrtillus L.) o dvou
koncentracich (0,15 g - I, 1,5 g - I'Y) v pitné vodé po dobu 29 a 58 dni. Naméfené hodnoty
byly srovnany s kontrolou, kterd byla napajena pouze pitnou vodou. Hodnota FRAP métfena
V plazmé byla o 20 % niZsi u skupiny napdjené nizsi koncentraci bortivkového népoje.
Exprese mRNA a aktivita CYP2E1 byly mirn€ zvySené u obou skupin napdjenych
bortivkovym napojem po dobu 29 dni, ale po 58 dnech byly naopak nekteré aktivity mirné
snizeny (CYP1A2, CYP2CI1 a CYP2El) u skupiny napijené vyS$s§i koncentraci
bortivkového napoje.

Ve tieti Casti byly pelety pfipravené z jiné odridy ARW (Karkulka) podavany
samicim kralika Oryctolagus cunniculus po dobu 61 dni. Namétené vysledky, vyjma
aktivity glutathion-S-transferasy (pokles o 20 %) se vyznamné nelisily od kontroly.

V zavérecné Casti byly pelety pripravené z ARW (Arasajta RU 687-12) podavany
nosnicim (Gallus gallus f. domestica) pfed ukoncenim jejich sntsky po dobu 63 dni.
Hlavnim zadmérem studie bylo sledovat vliv anthokyanii na starS§i organismus a s tim
spojené mozné pozitivni efekty. Slepice krmené peletami obsahujici ARW vykazovaly
zvysené hodnoty antioxidacni kapacity (tj. FRAP) v plazmé; aktivity enzymt podrodin
CYP2D a CYP3A mély zvySené 0 vice nez 40 %.

Ve vSech vySe provedenych experimentech byly sledované zmény parametri

oxida¢niho stresu a aktivit CYP vétSinou mirné a konzumace anthokyanli nezpusobila



7zadné zmény zdravotniho stavu experimentdlnich zvitat, ktery byl po celou dobu

experimentl peclivé sledovan a byl vzdy hodnocen jako dobry.

Kli¢ova slova: anthokyany, biotransformace xenobiotik, cytochromy P450, faktory

oxidacniho stresu, kralik, potkan, slepice



Summary
The aim of this work is to study effects of anthocyanins, substances classified

among polyphenols, on selected liver microsomal enzymes known to metabolize foreign
substances (xenobiotics) and on factors of oxidative stress of rat, chicken and rabbit.
Anthocyanins are natural antioxidants with many positive effects e.g. protecting organism
against aging of cells and inflammation.

In the first experiment, anthocyanins were administered to Wistar albino rats as
pellets composed of anthocyanin rich wheats (ARW) of varieties Skorpion or UC66049
variety for 72 days. The objective of this study was to evaluate possible effects of
anthocyanins and some polyphenols (such as phenolic acids) together with other substances
common to wheats on liver cytochromes P450 (CYP) and factors of oxidative stress. The
consumption of pellets containing ARW caused increase in ferric reducing antioxidant
power (FRAP) and relative values describing amounts of thiol groups of plasma by 20 %.
The mRNA expression and activity of CYP1A2 were increased by 40 %. Experimental
animals exhibited lowered activity and mRNA expression of CYP2B2 by 50 %.

In the second experiment anthocyanins were given to Wistar albino rats in a drink
prepared by dissolution of bilberry extract (BE; Vaccinium myrtillus L.) in the tap water.
Prepared drinks containing 0,15 g - It or 1,5 g - I'* of anthocyanins or tap water (control)
were administered to experimental animals for 29 or 58 days. FRAP measured in plasma
was lowered by 20 % in experimental group drinking lower concentration of bilberry
beverage. mMRNA expression and activity was slightly increased in rats from the 29 day
experiment. On the other hand rats drinking 1,5 g - I'* of bilberry beverage for 58 days had
lowered activities of CYP1A2, CYP2C11 and CYP2EL.

In the next experiment were pellets composed of ARW (variety Karkulka)
administered to female rabbits Oryctolagus cunniculus for 61 days. Results obtained with
rabbits consuming ARW were similar to control. The only exception was glutathion
S-transferase activity, which was lowered by 20 %.

In the final experiment, the laying hens (Gallus gallus f. domestica) were, at the end
of their laying period, fed by pellets containing ARW (Arasajta RU 687-12) for 63 days.
The aim of this study was observation of effects of anthocyanins on older organism together
with their possible beneficial impact. Hens fed by ARW pellets exhibited increased values
of FRAP in plasma and increased activity of CYP2D together with CYP3A by more than
40 %.



Parameters of oxidative stress and CYP activities of all above mentioned
experiments only mildly deviated from control and consumption of anthocyanins did not
caused any changes in health status of experimental animals, which was followed for the

whole experiment and was always good.

Keywords: anthocyanins, biotransformation of xenobiotics, cytochrome P450, factors of
oxidative stress, rabbit, rat, hen
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Seznam zKkratek

1ABT
2IMA
3IMDA
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64-hydroxytestosteron
To-hydroxytestosteron
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alkoholdehydrogenasa
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pSenice bohaté na anthokyany (z angl. anthocyanin rich wheats)
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hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)
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katalasa (z angl. catalase)
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chlorzoxazon

cyklofosfamid (z angl. cyclophosphamide)
NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa
cytochromy P450
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ddH20 destilovana, deionizovana voda

DEX dexametason

DF diklofenak

DIAZ diazepam

DMD N-desmethyldiazepam

dNTP deoxynukleotid trifosfatova smés

DTNB 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoova kyselina)

E2 17p-estradiol
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F1/1 fyziologicky roztok
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FUR furafyllin
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GSH redukovany glutathion
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GST glutathion-S-transferasa

HFC 7-hydroxy-4-(trifluormethyl)kumarin

HPLC vysoce U¢inna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

HPRT1 hypoxanthin fosforibosyltransferasa 1

IDH isocitratdehydrogenasa

ISO trisodna sul kyseliny isocitronové

K3G kyanidin-3-O-glukosid

KET ketokonazol

KUM kumarin

MAO monoaminoxidasa

MDZ midazolam

MEP S-mefenytoin (z angl. S-mephenytoin)

MET metyrapon



MIAN mianserin

MROD 7-Methoxy-O-resorufin

NADH redukovany nikotinamidadenindinukleotid
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RESV resveratrol

RIF rifampicin

RNS reaktivni formy dusiku (z angl. reactive nitrogen species)
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tryptamin
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1) Uvod

Anthokyany, podtiida flavonoidl, jsou pfirodni slouceniny, které zpuisobuji
¢ervenou nebo dokonce fialovou barvu ovoce a zeleniny. Predpoklada se, ze konzumace
anthokyant dokaZe zmirnit nasledky starnuti a zanét, které probihaji v organismu??,
snizit obezitu>* a sni spojené metabolické problémy, 1é¢it néktera poskozeni zraku®®
a zlepsit prostorovou pamét®. Mezi plodiny bohaté na anthokyany patii bortvky, ervené
zeli, brusinky, fedkvicky, maliny, ¢erny rybiz, visné a Cervena jablka, ale také vybrané
odridy barevné psenice. Cilem péstovani pSenic bohatych na anthokyany (ARW), které
plusobi v organismu jako antioxidanty, je snaha o pozitivni vliv na zdravotni stav
konzumentd. PSenice jsou kiizeny tak, aby mohly poskytnout zdroj antioxidant i vV bézné
konzumovaném pecivu jako je chleba’. I kdyZ je dnes psenice bohata na anthokyany
v zapadnich zemich bézné dostupna, dosud nebyly detailné¢ prozkoumany stfednédobé
u¢inky konzumace anthokyant na zvifeci i lidsky organismus. Zavéry nékterych studii
naznacuji, ze vys§i koncentrace polyfenoli mohou v piitomnosti autoxidantti pusobit

&8° coz muze ovlivnit nase zdravi.

prooxidacn

Tato disertacni prace je zaméfena na studium vlivu konzumace potravy s vyssim
obsahem anthokyant na jaterni biotransformaéni enzymy, zejména na cytochromy P450
(CYP) a také na sledovani zmén antioxida¢nich parametri u potkand, kura domaciho
a kraliki. CYP metabolizuji cizorodé latky na polarngjsi metabolity, které obvykle dale
vstupuji do konjugacnich reakci za vzniku polarnich konjugati, které jsou pak vylouceny
z organismu moc¢i nebo zlué¢i. Pokud dojde k negativnimu ovlivnéni aktivit téchto enzymu,
muze se projevit toxicky efekt xenobiotik. Kumulace skodlivych latek v téle mize zptsobit
celou fadu zdravotnich problémi. Naopak pii zvySené aktivité téchto enzymt se mohou
rychleji metabolizovat néktera 1é¢iva, jako warfarin (WARF), diazepam (DIAZ),
paracetamol (APAP) a mize se tak snizit jejich G¢innost. ZvySena aktivita CYP ma za
nasledek také rychlejsi pfeménu nékterych prokarcinogenid na aktivni karcinogenni
molekuly naptiklad u polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAU) a mykotoxina'®. Pi
vyssi aktivité CYP mohou byt produkovany volné radikaly®!, které pii vyssi koncentraci
negativnd piisobi na na$ organismus. Ulohou antioxidant? je udrZeni redoxni rovnovahy
v organismu a zabranéni oxida¢nimu stresu. Sledovani antioxidac¢nich parametrd nam
umoziuje sledovat schopnost naseho organismu bojovat s volnymi radikaly, coz muze

pomoci snizit riziko vzniku chronickych zanétt?® a snizit rozvoj bunééného starnuti’.



2) Teoreticka Cast

a) Studované latky piirodniho puvodu — anthokyany

Anthokyany jsou ve vod¢ rozpustna barviva ptirodniho pivodu s antioxida¢nimi
iinky. Jsou tvoteny anthokyanidiny (Obrazek 1) a cukernou slozkou (napt. O-glykosid)*?,
ktera je vétSinou piipojena v pozici 3- kruhu C. V nékterych piipadech miize byt cukerna
slozka navazana i v poloze 5- nebo 7- na kruhu A. Mezi cukry nejéastéji se vazici na
anthokyanidiny patii glukoza, galaktdza, ramnoza, arabindza a xyl6za ve form¢ mono-, di-

nebo tri- sacharida®.

Obrazek 1: Struktura anthokyanidini. Flavyliovy kation tvofeny kruhy A, B a C je pfi

pH < 2 zodpovédny za ervenou barvu anthokyanidina4.

Jednotlivé anthokyanidiny se navzajem lisi pouze v substituentech R1 a Ry, které

predstavuji atomy vodiku, hydroxylové nebo methoxy skupiny.

ANTHOKYANIDINY R1 R2
KYANIDIN -OH -H
DELFINIDIN -OH -OH
PELARGONIDIN -H -H
MALVIDIN -OCHs -OCHs
PEONIDIN -OCHs -H
PETUNIDIN -OH -OCHs

Tabulka 1: Tabulka anthokyanidini (anthokyanii bez cukerné slozky).

Anthokyany mohou v zavislosti na pH prostfedi ménit svou barvu od ¢ervené barvy

flavyliového kationtu v kyselém prostiedi (pH < 3), pies fialovou barvu neutralni chinoidni



baze ve slabé kyselém prostiedi (pH 6 - 7)*° az po modrou barvu aniontu chinoidni baze
ve slabé zasaditém prostiedi (pH 8,1 u petainu)®®.

SloZeni bézné diety je u jednotlivcli znacné variabilni, a s tim souvisi 1 variabilita
konzumace polyfenolickych latek, napf. anthokyani. Denni piijem anthokyant zavisi na
ro¢nim obdobi, zemé&pisné poloze, 1 na zpisobu stravovani kazdého jednotlivce. Podle
Narodniho prizkumu zdravi a vyzivy ,,National Health and Nutrition Examination Survey*
(NHANES, USA) provedeného v obdobi 2007-2008 byl pramérny piijem anthokyani
11,6 + 1,1 mg za den?’.

Anthokyany jsou stejné jako jiné flavonoidy pfijimény do organismu ve formé
glykosida!®!®, Vétsina anthokyand je velmi rychle absorbovéna pies zaludeéni sténu do
krve?® a vylougena do zluéi (prvni anthokyany uz po 20 minutach) jak v pivodni podobg,
tak v podobé metabolitd. Celkova biodostupnost anthokyanti je zdanlivé mala, protoze
organismus je schopen pfijmout jen malé mnozstvi podanych anthokyant (350 pmol)?.

Gonzalez-Barrio a kol.?? srovnali vstfebavani anthokyanti do organismu mezi
dobrovolniky a pacienty s ileostomii. Jejich vysledky prokéazaly, ze anthokyany nejsou do
organismu vstiebavany pres tenké stievo a jsou metabolizovany prevazné v tlustém stieve.
Hodinu a pul od konzumace stravy bohaté na kyanidin-3-O-glykosidy byla hladina
anthokyant@i v plazmé v fadech desitek nmol - 1121, Mysi dostavaly anthokyany peroralné
nebo intraven6zné a po 30 minutach byla hladina anthokyanti vstfebanych ve zluci 3,3 %
celkového mnoZstvi anthokyanti obsazenych v potravé?, Talavéra a kol.? podali potkaniim
Vv potravé extrakt z Cerného rybizu a sledovali organovou distribuci a metabolismus
anthokyantl. Zaludek potkanti obsahoval pouze piivodni anthokyany. V ledvinach, laéniku
a jatrech byly pfitomny pivodni, methylované ikonjugované anthokyany, ale jejich
koncentrace se organ od organu liSily. V potkanich jatrech byly nejhojnéji zastoupeny
methylované anthokyany. V laéniku (stfedni ¢ast tenkého stfeva) a plazmé se nachazely
anthokyanidiny. V mozku se nachazelo vice pivodnich anthokyant (okolo 0,25 %) nez
bylo vylou¢eno v mo¢i (zhruba 0,19 %). Zatimco po oralnim podani byl dominantnim
anthokyanem v jatrech a mukoéze traviciho traktu kyanidin-3-O-glukosid (K3G), po
intraven6zni aplikaci byly v téch samych tkanich pfitomny jeho methylované
a glukuronidované metabolity. Doba, za jakou se odboura polovina K3G, se v zavislosti na
organu pohybuje nékde mezi 0,3 a 1,8 h. Nejvyssi davky anthokyant (stale v fadech desetin
procenta ptivodniho mnoZstvi) se v moéi objevuji do 6 hodin od konzumace jidla?®.

Konzumace pfirodnich antioxidantl (mezi které fadime i anthokyany) prokéazala

pozitivni vliv na zivy organismus?. P¥ikladem mize byt studie, ve které méli dobrovolnici
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konzumujici denné polyfenoly zvysenu priichodnost cév?’. Dalim piikladem mtize byt
snizeni hladiny volnych radikalti a ristu nadorti u experimentdlnich zvitat krmenych
anthokyany?®. Potkani krmeni bataty (obsahujici anthokyany) méli po jidle oproti kontrole

niz§i hladinu cukru v krvi?®.

b) Antioxida¢ni parametry

V posledni dob¢ vzrista zdjem o studium vlivu volnych radikalii a oxida¢niho stresu
na zivé organismy. Na jednu stranu maji volné radikdly celou fadu vyznamnych
fyziologickych funkci, jsou napiiklad vyuzivany v boji proti bakteriim. Naproti tomu
nadbytek reaktivnich forem kysliku (ROS) nebo dusiku (RNS) muize zpusobit vznik fady
onemocnéni®,

Mezi volné radikély patii napt. hydroxylovy radikal (¢OH), superoxidovy radikal
(O2¢"), peroxid vodiku (H202) a oxid dusnaty (NO+). Hlavnim intracelularnim zdrojem ROS
je mitochondrie, kterd pfeméni néco mezi 1 - 2 % piijatého molekularniho kysliku praveé
na volné radikaly®!. V mitochondrii se na tvorbé ROS podili 9 systémii: Komplexy |
(NADH:ubichinon-oxidoreduktasa), II  (substrat:ubichinonoxidoreduktasa) a Il
(ubichinol:ferricytochrom-c-oxidoreduktasa) dychaciho ftetézce, NADH:cytochrom bs
oxidoreduktasa (CYB5R), monoaminooxidasy (MAO), dihydroorotat dehydrogenasa,
glycerol-3-fosfat dehydrogenasa, akonitasa a pyruvatdehydrogenasovy komplex®2. Pokud
tvorba volnych radikali prevazuje nad antioxidacni kapacitou organismu, tak se
organismus dostane do stavu oxida¢niho stresu. Vlivem ¢ehoz jsou poskozovany lipidy,

33 3 mohou se rozvinout rtzné nemoci®

proteiny, DNA, zvySuje se buné¢né starnuti
(artritida, lupus). Oxidac¢ni stres mize byt pii¢inou ischemickych chorob (infarkt, mrtvice),
vysokého krevniho tlaku, neurologickych nemoci (Alzheimerova a Parkinsonova choroba,
svalova dystrofie)® a rakoviny®*,

ROS (*OH, Oz, H202, HOCI) maji i pozitivni roli v organismu, protoze ve
fagolysozomu pomadhaji prostfednictvim respiraéniho vzplanuti odstraiiovat imunitnim
systémem zachycené mikroorganismy, cizorodé Gastice a &asti poskozenych bunék®.
Zvysené hladiny reaktivnich forem kysliku mohou vyvolavat apopt6zu rakovinnych bunék
Vv ramci cilené terapie nadorovych onemocnéni®®,

Pti studiu efektu pfirodnich antioxidanti na oxidacni stres u Zivych organismu se

sleduji antioxidacni parametry systému. Antioxida¢ni parametry muzeme rozd¢€lit na

enzymatické a neenzymatické. Superoxiddismutasa (SOD), glutathion-S-transferasa



(GST), glutathion peroxidasa (GPx), glutathion reduktasa (GSR) jsou zastupci enzymu
oxidaéniho stresu a jsou stanovovany v erytrocytech. Neenzymatické antioxidac¢ni
parametry popisuji zménu hladiny malondialdehydu (TBARS), -SH skupin, redukovaného
glutathionu (GSH) a jsou stanovovany v plazmé popiipad¢ v erytrocytech.

Peroxidasy jsou enzymy oxidujici rizné substraty (donory) pomoci peroxidu vodiku
(akceptoru), ktery je v pribéhu reakce preménén na vodu. Peroxidasy mohou misto
peroxidu vodiku pouzit i organické peroxidy, které pfeménuji na alkoholy. Patii do tfidy
oxidoreduktas a mohou byt rozd¢leny podle kofaktoru aktivniho mista na hemové
a nehemové peroxidasy, jejichz aktivni misto obsahuje namisto hemu cysteinovy nebo
selenocysteinovy zbytek.

Mezi zastupce hemovych peroxidas patii katalasa, ktera se takika vyhradn€ nachazi
Vv peroxisomu. U Zivo¢ichti je katalasa (CAT) tvofena ¢tyfmi podjednotkami, z nichz kazda
obsahuje hemové Zelezo (Fe®"). Prostfednictvim hemového Zeleza CAT preméiiuje dvé

molekuly peroxidu vodiku na vodu a kyslik.

2H,0, —» 2H20 + O2

Tato reakce je dukazem, ze katalasa je jedineCnym zastupcem peroxidas, protoze peroxid

vodiku zde vystupuje jako donor i akceptor elektronti.

Rozsahla skupina hemovych peroxidas je u savct dale rozdélena na eosinofilni peroxidasy,
myeloperoxidasy, laktoperoxidasu a thyroidni peroxidasu. VSechny sav¢i peroxidasy maji

hem v aktivnim misté kovalentné vazany.

Mechanismus oxidace substratl pomoci hemovych peroxidas je mozné zapsat
nasledujicimi rovnicemi:
2AH; + H20, —» 2H.0 + 2 -AH

2-AH —> A+ AH2

Reakéni mechanismus oxidace substrati katalasou a peroxidasami je
nékolikastupiiovy proces®’. Hem Fe3* katalasy redukuje jednu molekulu peroxidu vodiku
na vodu za vzniku kovalentniho Fe** oxyferrylu a kationtu porfyrinového radikélu, a pravé

tento intermedidt stoji za peroxida¢nimi vlastnostmi katalasy. Intermediat v druhém kroku



oxiduje jeden kyslik peroxidu vodiku za vzniku molekularniho kysliku a druhé molekuly
vody=s.

Mezi zastupce nehemovych peroxidas patii GPx. Dva glutathiony
(y-glutamylcysteinylglycin) poskytuji volné elektrony a sami se oxiduji na oxo formu
(GSSG). Peroxid vodiku je redukovan GPx 1 na vodu a organicky hydroperoxid, ktery je
redukovan GPx 4 na alkohol®. GSSG je redukovana GSR, kterd jako zdroj energie pro
reakci pouziva redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH + H*)%,

GST, pattici do skupiny transferas, funguje jako ,,neselenova GPx*, kdy pfeménuje
lipidové hydroperoxidy na alkoholy, a zaroven jako enzym druhé faze metabolismu
xenobiotik, kdy GST konjuguje karcinogeny nebo latky znecistujici Zivotni prostredi
s glutathionem, a tim umoziiuje jejich snazsi odstranéni z organismu®.,

Poslednim enzymem charakterizujicim oxidaéni stav organismu je SOD, ktera je
fazena mezi oxidoreduktasy a Katalyzuje pfeménu O2™ na peroxid vodiku a kyslik*2.

TBARS jsou reaktivni formy kyseliny thiobarbiturové, které slouzi k stanoveni miry
peroxidace lipidd (mnoZstvi malondialdehydu) v plazmé, erytrocytech nebo v tkanovém
homogenatu®,
rozpustnosti ve vodé je nejhojnéji zastoupen v bunééném cytosolu**. Stanoveni hladiny
glutathionu v organismu je velice dulezité, protoze, jak jiz bylo uvedeno dtive, glutathion
prostiednictvim GPx redukuje peroxidy®® a prostiednictvim GST tvoii s cizorodymi

latkami konjugaty, které jsou snadnéji odstrafiovany z t&la*!.

¢) Metabolismus cizorodvch latek

Cizorodé latky (xenobiotika) byvaji vétsinou hydrofobni povahy. Po absorpci do
organismu jsou pfeménovany na polarnéjsi metabolity, aby mohly byt vylouceny napf.
moci. Tato pfeména probiha obvykle ve dvou fazich a pfislusSné enzymy se nazyvaji
enzymy 1. a II. faze metabolismu xenobiotik. Mezi enzymy 1. faze patii hlavng CYP*546,
ale také alkoholdehydrogenasa (ADH), esterasy, NADPH:chinon dehydrogenasy, epoxid
hydrolasy a jiné v mensi mife se vyskytujici enzymy*’. CYP jsou hem-obsahujici
monooxygenasy podilejici se na metabolismu jak endogennich latek (prostaglandiny,
steroly a mastné kyseliny), tak latek pro organismus cizich. Cizorodé latky jsou rozmanitou

skupinou, do které patii léciva (DIAZ, fenacetin, ...), (potencialni) karcinogeny



(akrylamid), slozky stravy, skodlivé latky znecist'ujici ptirodu (PAU, pesticidy) a cela rada
dalsich substanci®®.

Ve II. fazi metabolismu xenobiotik metabolit vstupuje do konjugacnich reakci, kdy
se na n&j navaze polarni molekula t€lu vlastni (napf. kyselina glukuronova nebo kyselina
octova) a dojde ke vzniku konjugati, které jsou pak vylouceny z organismu nejcastéji moci
nebo zluci. Mezi enzymy |Il. faze metabolismu xenobiotik patii naptiklad

N-acetyltransferasy, UDP-glukuronyltransferasy, GST a methyltransferasy*°.

I. Cytochromy P450

CYP preméiiuji xenobiotika na polarnéjsi latky, které jsou ve vod¢ 1épe rozpustné.
CYP se nachazeji v mnoha tkanich a bunkach. Nejvyznamnéjsi vyskyt je v membrané
endoplazmatického retikula jaternich bungk®. Vedle detoxifikaéni funkce CYP jsou zndmy
situace, kdy tyto enzymy mohou pilisobit na organismus i negativné. Nekteré latky
podezielé z karcinogenity (napf. akrylamid) jsou pravé CYP pfeménovany na karcinogenni
meziprodukty (napt. glycidamid)®l. Jsou znamy vazné nasledky zp@isobené spoluuzivanim
piirodnich latek jako je grepovy dzus nebo tiezalka s 1é¢ivy*. Zvysend aktivita CYP miize
také zvySovat koncentraci volnych radikala®, které mohou zplisobovat zanéty, starnuti
organismu a neurologické poruchy.

Studie publikované v nedavné dobé prokazaly, Ze anthokyany mohou mirné

ovliviiovat aktivity CYP>3%4,

Jak CYP funguji?

Ptedtim, nez je moZzné cizorodé latky z téla odstranit, tak je potteba zvysit jejich
polaritu. Cely mechanismus, kdy CYP katalyzuji reakce oxidativni pfemény, je zndzornén
na schématu (Obrazek 2). Prvnim krokem je navazani substratu na protein do vazebného
mista pro substraty, které je soucasti aktivniho mista spolu s hemem. Druhym krokem je
redukce komplexu RH-(Fe®*) na komplex RH-(Fe?*). Elektron potiebny pro redukci je
pienesen NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasou z NADPH + H*. V redukovaném
stavu mohou CYP vazat na centralni atom zeleza nékteré ligandy a nejvyznamnéjsim z nich
je oxid uhelnaty (CO). Komplex CYP s CO poskytuje absorpcni maximum pii 450 nm
a pravé podle této vinové délky ziskala cela rodina enzymu nazev - cytochromy P450. Ve
tfetim kroku je molekularni kyslik navazan na komplex RH-(Fe?") za vzniku ternarniho

komplexu. Formalni oxida¢ni stav kysliku ani Zeleza v tomto komplexu ani v dalSich



krocich neni doposud presné¢ znam. Ve ctvrtém kroku je na ternarni komplex
prostiednictvim NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy (nebo NADH:cytochrom bs
oxidoreduktasy a cytochromu bs) pienesen druhy elektron. V patém kroku dojde
k naslednému uvolnéni molekuly vody. V Sestém kroku je pravdépodobné na kyslikovy
atom komplexu navazan vodik odstépeny ze substratu. V sedmém kroku je cely komplex
ptestaveén za vzniku hydroxylovaného produktu. V osmém kroku je hydroxylovany produkt

uvolnén a oxidovana forma CYP je pfipravena na dalsi cyklus oxidace cizorodych latek®.
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Obrazek 2: Zakladni schéma popisujici sérii oxida¢nich reakci katalyzovanych CYP.
RH, substrat; CYPOR, NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa; bs, cytochrom bs; ROH,

produkt. Schéma s drobnymi tipravami pievzato z Dorokhov a kol®®.

Cely proces katalyzovany CYP je moZno zapsat nasledujici chemickou reakci:

R-H + O,+NADPH +H* —»  R-OH + H,0 + NADP*

Ndazvoslovi

Rozdéleni CYP na podrodiny:
Nazvoslovi CYP, které je v soucasné dob¢ pouzivano, je zaloZeno na shodnosti

aminokyselinové sekvence apoproteinu (pofadi aminokyselin). Jednotlivé CYP jsou

8



rozdéleny na rodiny, podrodiny a nakonec na jednotlivé enzymy. Zplsob klasifikace
zavedli Nebert a Nelson®’. Jako ptiklad pro vysvétleni nomenklatury bude v nasledujicim
textu pouzit enzym CYP1A1. Prvni v nazvu je zkratka CYP (superrodina), ktera oznacuje
cytochromy P450. Druha ¢ast nazvu enzymu je arabska Cislice napft. 1, ktera fadi dany
enzym do rodiny 1. Jednotlivé CYP patiici do jedné rodiny maji minimaln¢ 40 % shody ve
své sekvenci aminokyselin. Podle Cytochrome P450 Knowledgebase (2006) existuje 292
riznych rodin CYP®8, Po prvni arabské ¢islici nasleduje pismeno latinské abecedy napt. A,
které¢ fadi zvoleny enzym do podrodiny A. OvSem u nékterych cytochromt P450 je
podrodina znacena i dvojici pismen (napt. CYP4AD u Drosophily Melanogaster). Enzymy
patfici do jedné podrodiny maji sekvenci aminokyselin totoZznou minimalné z55 %.
Jednotlivé enzymy se od sebe 1isi v potfadi druhou arabskou ¢islici napt. 1 oznacujici
konkrétni enzym CYP1ALl. Jednotlivé enzymy napt. CYP1A1l a CYP1A2 se od sebe musi
lisit alespon 3 % ve své sekvenci aminokyselin. Lidé maji 57 gena (vCetné pseudogenti)
CYP®. V dalsich podkapitolach budou blize popsany podrodiny CYP 1A, 1B, 2A, 2B, 2C,
2D, 2E a 3A, které se nejvétsi mérou podileji na metabolismu xenobiotik a jejichz aktivita

a/nebo genova/proteinova exprese byla pfedmétem zdjmu této prace.

1. Podrodina CYP1A

Podrodina CYPIA je tvofena dvéma enzymy a to CYP1A1l a CYP1A2. CYP1Al
se nachazi v plicich, v nékolika extrahepatalnich tkanich, lymfocytech, monocytech®
a Vv niz$i koncentraci v jatrech®’. Naopak CYP1A2 se vyskytuje hlavné v jatrech® a tvofi
asi 13 % vech CYP v tomto organu obsazenych®3%4, Podobnost sekvenci enzymu CYP1A1
a CYP1AZ2 je kolem 70 %.

Mezi prvni pouzivané substraty pro stanoveni aktivity CYP1Al patfil
benzo[a]pyren (BaP; 3-hydroxylace)®. Specifickym substratem CYP1A1 je 7-Ethoxy-O-
resorufin (ETRR), ktery podléha deethylaci za vzniku fluorescenéniho produktu
resorufinu®®%’, Exprese mMRNA CYP1A1 v jatrech je oproti CYP1A2 velmi mala, a proto
nema roli vyznamného metabolizatora podavanych 1é&iv®e.

CYP1A2 metabolizuje APAP®, theofylin™, kofein’, fenacetin (PHEN)"2, a celou
fadu aromatickych a heterocyklickych amind. Nespecifickym substraitem CYP1A2 je
R-WARF, ktery je metabolizovan na 6- a 8-hydroxywarfariny”®. CYP1A2 metabolizuje
zhruba 4 % 1é¢iv na trhu’®.

CYP1A2 je sndze indukovatelny ve srovnani s CYP1A1l pifi pouZiti niZSich

koncentraci induktord’. Oba enzymy mohou byt v riznych organismech indukovéany
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cigaretovym koufem’®, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD), heterocyklickymi
aminy, mezi néz patii omeprazol (OM)’" a polychlorovanymi bifenyly (PCB)’8. Kouieni
cigaret, konzumace pecCeného masa nebo rostlin z celedi brukvovité, PAU,
heterocyklickych amini a usilovné cvi¢eni’® patii mezi induktory enzym@ podrodiny
CYP1A.

Piikladem inhibitori obou enzymi jsou a-naftoflavon (aNF) a ellipticin®®. Mezi
inhibitory specifické pouze pro CYP1Al patii 1-(propyn-1-yl)pyren a 2-(propyn-1-

yl)fenanthren®,

2. Podrodina CYP1B

Podrodina CYP1B ma jediného zastupce a to CYP1B1, ktery mize byt zodpovédny
za vznik nadord sleziny, prostaty, plic, prsu, vaje¢niki, stfev, délohy nebo brzliku®!.

Pro stanoveni aktivity tohoto enzymu je mozno pouzit substrat 174-estradiol (E2),
ktery je pravé CYP1BI metabolizovan na 4-hydroxyestradiol®. Aktivita CYP1B1 miize
byt rovnéz stanovena spole¢né s CYP1AL, pomoci inhibitord 1-(propyn-1-yl)pyrenu nebo
2-(propyn-1-yl)fenanthrenu®®, a po podani substritu ETRR je mozno stanovit
O-deethylacni aktivitu CYP1B1. Katalyticka aktivita CYP1B1 se pohybuje mezi aktivitami
enzym CYP1A1 a CYP1A2%, Podobné jako enzymy podrodiny CYP1A metabolizuje
CYP1B1 PAU, nitro-PAU, aromatické a heterocyklické aminy®! na karcinogeny®.

CYP1B1 muze byt indukovan PCB8! a cigaretovym kouiem, ktery ale zptisobuje
adové nizs$i hodnoty indukce CYP1B1 oproti enzymiim podrodiny CYP1A'®,

Inhibitory CYP1B1 jsou oNF (v zavislosti na koncentraci)®, 2-ethynylpyren®,
resveratrol (RESV)® a 2,4,3',5'-tetramethoxystilben (TMS)®.

3. Podrodina CYP2A

Podrodinu lidskych CYP2A tvoii tfi enzymy CYP2A6, CYP2A7 a CYP2A13.
Enzymy podrodiny CYP2A jsou lokalizovany v jatrech, ale i v jinych extrahepatalnich
tkdnich. Genova podobnost mezi jednotlivymi enzymy podrodiny CYP2A je velice vysoka.
Gen CYP2AG je z 97 % shodny s CYP2A7 a z 85 % s CYP2A13%.

CYP2A6 tvoii okolo 4% vsech CYP piitomnych v jatrech®”. Specifickym
substratem pro CYP2A6 je kumarin (KUM)®, Stanovit aktivitu CYP2AG in vivo je mozné
po podani kofeinu a mirou aktivity je Vtomto piipadé pomér metaboliti

1,7-dimethylxantinu a 1,7-dimethyl modové kyseliny®® v moci. Mezi dal§i substraty
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CYP2A6 patii primyslové chemikalie jako alkoxyétery (terc-butyl methyl éter)®,
1,3-butadien (karcinogen, rovnéz metabolizovany CYP2E1)%L.

CYP2A6 a CYP2A7 jsou schopny metabolizovat N-nitrosodiethylamin®93,

Enzymy podrodiny CYP2A jsou indukovatelné rifampicinem (RIF)*, PB%,
nikotinem a DEX®3, ale jsou velmi malo indukovany barbituraty®.

Mezi inhibitory CYP2A6 patii diethyldithiokarbamat (DDC)%, tranylcypromin
(TCP) a tryptamin (TRM)%®. 8-methoxypsoralen inhibuje aktivitu CYP2A6%

a CYP2A13%, ale ne CYP2AT.

4. Podrodina CYP2B

U cloveéka existuji dva zastupci podrodiny CYP2B, a to CYP2B6 a CYP2B7.
CYP2B6 je nejvice exprimovan v jatrech®® a je rovnéz piitomen v plicich®.

CYP2B6 zaujima néco mezi 2 az 10 % viech CYP pFitomnych v jatrech!® a zeny
maji oproti muziim vyssi aktivitu, expresi mRNA a proteinovou expresi tohoto enzymu®,
Substraty pouzivanymi k stanoveni aktivity CYP2B6 jsou 7-Pentoxy-O-resorufin
(PROD)!®  a 7-ethoxy-4-(trifluormethyl) kumarin (EFC)!®. Enzym CYP2B6 je
vyznamnym metabolizatorem cyklofosfamidu (CPD)*®%,

Slou¢eniny schopné indukovat podrodinu CYP2B jsou fenobarbitaly (PB)'%,
efavirenz (antivirotikum proti HIV/AIDS)!?, isofluoran (anestetikum)!%®, S-mefenytoin
(MEP; 1ék proti izkosti)*®°.,

Specifickym inhibitorem lidského CYP2B6 je N,N',N"-triethylenthiofosforamid
(TEPA)MC,  dalsimi specifickymi inhibitory jsou 2-isopropenyl-2-methyladamantan
(2IMA), CPDM0, ketamin®?, propofol!, tamoxifen (TAM)H2
a 3-isopropenyl-3-methyldiadamantan (3IMDA)3, Protilatka proti potkani CYP2BI

inhibuje rovnéz aktivitu metabolismu EFC u lidi**.

5. Podrodina CYP2C

Enzymy CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 a CYP2C19 jsou soucasti podrodiny
CYP2C!5, kterd tvoii okolo 20 % viech CYP piitomnych v jatrech® a metabolizuje zhruba
16 % vsech na trhu dostupnych 16¢iv®e,

Mezi substraty CYP2CS patii paklitaxel (a-hydroxylace)!*" 118,

Aktivita lidského CYP2C9 je stanovena pomoci diklofenaku (DF;

4'-hydroxylace)!®.CYP2C9 je druhym nejvice exprimovanym CYP vyskytujicim se
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v jatrech®®. Fenylbutazon je inhibitorem CYP2C9'?%. Velké opatrnosti je potfeba pfi
uzivani WARF, protoze je krom& CYP2C9 metabolizovan rovnéz CYP1A2 a CYP3A47,
Vzhledem ke genovému polymorfismu CYP2C9, je nutné pii davkovani WARF zohlednit

genotyp pacienta!?

. CYP2C9 rovnéz metabolizuje nékteré karcinogeny napi. BaP®.

Aktivita CYP2C19 se stanovuje s pomoci DIAZ (N-demethylace)!??. Lécivo
thalidomid, pivodné podavané jako sedativum a antiemetikum, téz oznacované jako
Contergan, znamé svym teratogennim efektem je 5- a 5'-hydroxylovano CYP2C19%%,
V neposledni fadé CYP2C19 metabolizuje steroidy’?*. CYP2C19 je polymorfni
a obvzvlasté u Asiatii se projevuje jeho snizena aktivital®®. Pfi podavani 1é¢iv musi byt
postupovano individudlné u kazdého pacienta (napf. podavani OM pacientim
s onemocnénim traviciho traktu)'?®,

CYP2C8, CYP2C9 a CYP2C19 jsou podobné jako celd fada vySe zminénych
enzymii CYP indukovény PB a RIF®8,

OM, inhibitor protonovych pump uzivany pii gastrointestindlnich potizich,
a trans-retinova kyselina jsou metabolizovany v§emi vySe uvedenymi zastupci podrodiny
CYP2C®®,

Nékteré derivaty sulfafenazolu (SULF) inhibuji vétSinu enzymii podrodiny

CYP2C?,

6. Podrodina CYP2D
Podrodina CYP2D je u lidi tvofena enzymem CYP2D6, ktery je lokalizovan

128 3 plicich!?, Je jednim

predevs§im v jatrech a v men$im mnozstvi je pfitomen téz v mozku
Z hlavnich enzymt podilejicich se na I. fazi metabolismu xenobiotik a byl prvnim CYP,
u kterého byl nalezen geneticky polymorfismus s detnymi alelickymi variantami**°. Tento
enzym zaujima sice jen okolo 5 % viech CYP obsazenych v jatrech®®, ale je schopen
katalyzovat preménu zhruba 25 az 30 % vsech 1é¢iv metabolizovanych CYP'™. Rozdily
v aktivité tohoto enzymu mezi jednotlivci jsou zpisobeny genetickym polymorfismem?3!,
Velké rozdily v genetické variabilit¢ CYP2D6, napi. u jednotlivych etnik, mohou
zpusobovat nemalé komplikace pti podavani 1éciv. Z tohoto diivodu je na misté obezietnost
pii predepisovani latek suzkym terapeutickym oknem jako je debrisochin
(antihypertensivum)®32, Zvlasté pii podavani antipsychotik a neuroaktivnich latek™®® je

potieba zohlediiovat genotyp a fenotyp kazdého jednotlivce.
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CYP2D6 je jedinym enzymem superrodiny CYP, u které¢ho nebyla indukce
presvédéive prokazanal (snad jen stimulace haloperidolem)®.

Mezi substraty CYP2D6 je mozno zafadit bufuralol (BUF; 1'-hydroxylace)®3,
desmethylcitalopram (N-demethylace)*®’, debrisochin (hydroxylace)**> a mianserin
(MIAN) metabolizovany na 8-hydroxy-N-desmethylmianserin®38,

Inhibitorem CYP2DG6 je chinidin (QND)*°, 5-fluoro-2-[4-[(2-fenyl-1H-imidazoyl-
5-yl)methyl]-1-piperazinyl]pyrimidin n¢kdy oznacovany i SCH66712 (nekompetitivni
inhibice)%.

7. Podrodina CYP2E
Podrodina CYP2E je tvofena jedinym zastupcem, a to enzymem CYP2EI1, ktery
metabolizuje zhruba 2 % vsech 1é¢iv na trhu’®. Tento enzym je piitomenv plicich!®, jicnu,

tenkém stievel*t

CYP™,

, mozku'*? a nejhojnéji v jatrech, kde tvoii okolo 6 % viech pfitomnych

Pro stanoveni aktivity tohoto enzymu in vitro je ¢asto pouzivany jako specificky
substrat chlorzoxazon (CLX, svalovy relaxant), ktery je hydroxylovdn na
6-hydroxychlorzoxazon (6-OHCLX)¥344 mezi dalsi substraty patiéi 4-nitrofenol (4NF;
hydroxylace)*°.

CYP2E1l se ucastni metabolismu endogennich latek i xenobiotik. Prikladem
endogennich substratii jsou mastné kyseliny (jako je kyselina arachidonoval®®. Tento
enzym metabolizuje i nekteré dalsi bézné se vyskytujici latky, napfiklad ethanol (EtOH).
Zde ziskava na vyznamu obzvlasté pii silné intoxikaci, kdy dojde k saturaci ADH nebo
Ujedinc s jejim deficitem'”. CYP2E1 metabolizuje jen malou skupinu
nizkomolekularnich 1é¢iv, jako jsou halotan'*® a isofluoran'#® (anestetika).

Latky indukujici CYP2E1 u lidi jsou ethanol a aceton®”.

Inhibitory CYP2E1 jsou 4-methylpyrazol®® nebo methylen chlorid®®. Inhibitory
ADH a aldehyd dehydrogenasy (napf. antabus-disulfiram) jsou schopny inhibovat rovnéz
CYP2E1'®!, Dokonce nékteré latky obsazené v brukvovité zelening, ¢esneku nebo cibuli
piisobi jako inhibitory CYP2E11%21%3, Podanim protilatky proti potkani CYP2E1 byl u lidi
metabolismus CLX stfedné inhibovan (30 — 60 %)*4,

Problémy, které miiZze v organismu zptisobovat CYP2EI jsou zvySeny oxidaéni
stres?® 1% a preména APAP na hepatotoxicky N-acetyl-p-amino-benzochinon imin
(NAPQI)S®,
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8. Podrodina CYP3A
Mezi zastupce podrodiny CYP3A u c¢loveéka patii enzymy CYP3A4, CYP3AS,
CYP3A7 a CYP3A43. CYP3A4 je v téle nejrozsitenéjsim enzymem CYP a vyskytuje se

1

v zaludku, tlustém stievé!*! a méné v nadledvinkach®™’. Ze vsech CYP obsazenych

V jatrech je néco mezi 25 az 30 % tvoieno pravé CYP3A4™* a podil podrodiny CYP3A
Vv tenkém stievé je jeste vyssite,
V soucasnosti nejde vyvratit, ani potvrdit, jestli je exprese nebo aktivita CYP3A4

|63

ovlivnéna pohlavim. Piikladem popisujici nulovy vliv je studie Shimady a kol.*, zatimco

jiné studie pozorovaly vyssi aktivitu CYP3A4 u Zen zpisobenou hladinami hormont
v obdobi menstruace, téhotenstvi a menopauzy*>%16°,

Pro studium aktivity CYP3A4 in vitro se vyuziva jako specificky substrat
testosteron (TST; 64-hydroxylace)!®l. Pro in vivo studie se ¢asto pouzivd midazolam
(1'-hydroxylace)®2,

Substratt CYP3A4 je nepfeberné mnozstvi. Piikladem mohou byt 1éc¢iva
dihydropyridiny'®®, néktera antiarytmika (amiodaron, QND)®* imunosupresiva
(cyklosporin)'®®, 1éky proti poceti (17a-ethynylestradiol)!®®, statiny (lovastatin)!®’ nebo
antivirotika (indinavir)!%, Mezi substraty CYP3A4 je mozné fadit i karcinogeny (aflatoxin
B1)!%°. Nespecifickym substraitem je WARF, ktery piisobenim CYP3A4 podléha

10-hydroxylaci”.

t171 2

DEX je latka potvrzena jako induktor!’, substrat}’* i inhibitor (v tenkém stievé!’
a jatrech”). Podobné je na tom prenylovany floroglucinol hyperforin, obsazeny v tfezalce,
zpusobujici jak indukei, tak inhibicil™* CYP3A4.

Induktory CYP3A4 jsou efavirenz (antivirotikum)'’®, RIF (antibiotikum)!®,

177 8

barbituraty'”’, ale i latky obsazené v Zensenu'’®,
Selektivnim inhibitorem CYP3A4 je gestoden (GSD)"®, ktery snizuje aktivitu CYP
0 60 %. Dalgimi inhibitory jsou ketokonazol (KET)!¥®, triacetyloleandomycin (TAO).
Protilatka proti potkani CYP3A2 zpusobila u lidi stfedni inhibici (30 - 60 %) metabolismu
TSTH4,
CYP3A4 metabolizuje vice nez 50 % 1éCiv vyskytujicich se na trhu, a proto je
nezbytné pii podavani 1éCiv zohlednovat interakce s pfirodnimi latkami (grepovy dzus,

tfezalka) a s dalsimi 1é¢ivy82183,
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Il. Mezidruhové rozdily CYP mezi ¢lovékem, potkanem, kralikem a kurem

1. Podrodina CYP1A

Podrodina CYP1A maé velkou mezidruhovou podobnost. Podobnost mezi lidskym
a potkanim CYP1A1 je 83 % a CYP1A2 je 80 %°". Podobnost mezi lidskym a krali¢im
CYP1A1 je 88 % a CYP1A2 je 90 %84 Oba enzymy jsou studovany z diivodu jejich ui¢asti
na metabolismu karcinogenti, zejména PAU a arylamidi.

CYP1AL1 je jak u lidi, tak u potkani obsazen V jatrech v malém mnozZstvi a je ve
vy$§im mnozstvi soudasti extrahepatalnich tkani jako tenké stievo'®8/(u potkani
dominantni)!®8, plice®?, placental® a ledviny!®. U lidi byla nalezena velika variabilita
v aktivité¢ CYP1A1, ktera miiZze byt zplisobena indukci latkami pfitomnymi v cigaretovém
koufi, nebo také latkami piijimanymi s potravou®®?.

CYP1A2 je u potkan i lidi nejvice zastoupen Vv jatrech a v extrahepatalnich tkanich
se nachazi v niz§im mnozstvil®!%2, Stejné jako u lidi jsou u potkand enzymy podrodiny
CYP1A indukovany PAU®’. OM u potkanti, na rozdil od 1idi**®, neindukuje hladinu CYP1A

194

proteinu*". Zptsobeny efekt je, stejné jako u CYP3A, ptikladem regulace genové exprese

zavislé na druhu zivo¢icha®’. Schopnost inhibice CYP1AZ2 furafyllinem (FUR) je u potkant
az tisicinasobné nizsi nez u lidi'*.

U kura je CYP1A4 podobny substratovou specifitou lidskému CYP1Al
(metabolizuje ETRR; 7-Benzyloxy-O-resorufin, BROD%), zatimco CYPIAS je podle
metabolizovanych substratd podobnéjsi lidskému CYPI1A2 (7-Methoxy-O-resorufin,
MROD; uroporfyrinogen, UROY’; arachidonova kyselina; TAM!%)1%1%  Sekvence
aminokyselin kufecich CYP1AS5 a CYP1A4 jsou blizsi lidskému CYP1Al, ale ani jeden
Z nich neni s lidskym CYP1A ortologni*®"1%,

Kralici jsou stejné jako 1idé schopni metabolizovat ETRR® a kofein’. Pti aplikaci
protilatek proti lidskému CYP1A nebo aNF, inhibitor podrodiny CYP1A, doslo jak u lidi,
tak u kralikG k velmi silné inhibici (80 - 100 %) metabolismu ETRR!*. Naopak FUR
(specificky inhibitor lidské CYP1A2)?® inhiboval metabolismus ETRR u kralikii pouze

slabé (15 - 30 %). Z toho muze plynout, Ze kralici metabolizuji ETRR vice prostiednictvim

CYP1Al.
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2. Podrodina CYP1B

CYP1B1 je vice exprimovana v nadorech nez ve zdravé tkani?®*?%2 U potkant je
exprese mRNA CYP1BI1 prokazana v jatrech a plicich?®. U lidi a hlodavet miize CYP1B1
preménovat latky jako PAU (BaP) na latky vyvolavajici poskozeni DNA a toxicitu?®. Stale
neni dostatek informaci pro podrobn&jsi srovnani lidského a potkaniho CYP1B1. Lidé®,
stejné jako potkani samice?®* metabolizuji E2.

Studie Kietzové a kol.?® provedena na krali¢ich blastocystach starych 5 a 6 dnd,
prokazala, ze podani PCB miize podle stadia vyvinu embrya ovlivnit expresi MRNA
CYP1B1. Vyse uvedena studie potvrzuje, ze kralici maji CYP1BI.

Studie Goldstonea a kol.?% provedena na kufatech prokazala p¥itomnost sekvence
MRNA pfipominajici sekvenci lidského CYP1B1. Expreiment provedeny na kiepelkach?®’
potvrdil schopnost Zivocichti fazenych stejné jako kur do podtiidy ptaci transformovat

substraty b&zné metabolizované lidskymi CYP1A1, 1A2 a 1B1 (ETRR, MROD)?®%,

3. Podrodina CYP2A

U potkani ma podrodina CYP2A (CYP2A1, 2A2, 2A3) odlisnou substratovou
specifitu nez u lidi, metabolizuje steroidy (7a- a 15a-hydroxylace)?®. Potkani méli po
podani 3-methylcholantrenu (3MC) a pyrazolu (PYR) indukovanu expresi mRNA V jicnu,
ledvinach a vzdalené &asti tenkého stieva?lf.

Aktivita kufeciho CYP reagujiciho na protilatku proti lidskému CYP2A6 byla
stanovena prostiednictvim KUM (7-hydroxylace)?*.

Kralici maji v podrodin€é CYP2A dva zastupce CYP2A10 a CYP2A11, ktefi se
podileji na metabolismu KUM?2, V in vitro experimentu doslo pii pouZiti protilatky proti
lidskému CYP2AG6 u krali¢iho CYP2A pouze k stfedni inhibici (30 - 60 %) metabolismu
KUM oproti velmi silné inhibici (80 - 100 %) u lidi*'*. Pokud byl podavan pilokarpin
(PILO; inhibitor a substrat CYP2A6 a CYP3A4)?*3, tak byl metabolismus KUM velmi silng
inhibovén (80 - 100 %) pouze u kralika.

4. Podrodina CYP2B

Podrodina CYP2B je u potkand tvofena enzymy CYP2B1, 2B2, 2B3. Potkani
CYP2B1 a CYP2B2 jsou téméi totozné a maji velmi podobnou substratovou specifitu?4,
Nekteré substraty CYP2B6 jsou bézné vyuzivany jako substraty potkanich enzymi
CYP2B1 a kralicich CYP2B4?%2®, PROD je substrat CYP2B1/2 u potkant?’.
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Selektivnim substratem pro studium in vitro aktivity CYP2B1 je bupropion (BUPR)?%8,
dal§im substratem je EFC?°. Exprese podrodiny CYP2B v jatrech je vyssi u samcti??,
Podrodina potkanich CYP2B je silné indukovana PB a DEX (ligand PXR)?L. 2IMA
a 3IMDA inhibuji aktivitu CYP2B2!13,

Studie zabyvajici se vlivem metalaxylu (pesticid) na rizné kultury hepatocytl
potvrdila, ze kufeci primarni hepatocelularni rakovinné bunky vytvoiené podévanim
diethylInitrosaminu??? jsou schopny metabolizovat PROD (substrat CYP2B1) a BROD
(substrat CYP2B2)?%3,

Protilatka proti potkanimu CYP2BI1 stfedné inhibovala (30-60 %) u kralika
metabolismus EFC!'4. U kréliki je za metabolismus EFC zodpovédny CYP2B4, ktery je

indukovéan PB74224,

5. Podrodina CYP2C

U potkanti je podrodina CYP2C tvofena enzymy CYP2C6, 2C7,2C11, 2C12, 2C13,
2C22 a 2C23%. Potkani maji oproti lidem v jatrech nejhojnéji zastoupeny enzymy pravé
podrodiny CYP2C, které metabolizuji latky od steroidd (hydroxylace), pftes
dihydropyridiny (oxidace) a diazepiny (N-demethylace)?”® az po DF (hydroxylace)??®.
U potkant se zastoupeni jednotlivych enzymi CYP2C li§i mezi pohlavimi. Dospélé
potkani samice maji oproti dospélym samctim v jatrech vyS$s$i koncentraci CYP2C12
aCYP2C7%". U samcti jsou naopak vice exprimovany enzymy CYP2C112%

a CYP2C13%° CYP2C11 je ve vyznamnych mnozstvich obsazen i v potkanim mozku??°,

Naopak CYP2C6 a CYP2C23 jsou rovnomérné zastoupeny jak u samic, tak u samcti?*C,
Zatimco CYP2C6 je exprimovan v jatrech a méné v tenkém stievé potkant’®, tak
CYP2C23 je ve vysoké koncentraci obsazen v ledvinach. Exprese potkani podrodiny
CYP2C muize byt potladena podavanim 1ékii proti rakoving jako jsou CPD?% a cisplatina
(CIS)?3. Latky ovliviwjici hladinu TST v Krvi, jako je DEX, PB%* a ethanol snizuji expresi
potkaniho CYP2C11 v jatrech®.

Podrodina CYP2C u ptaka obsahuje i enzymy pivodné oznatované CYP2H1
a CYP2H2%, protoze pfi jejich objevu se predpokladalo, Ze jsou specifické pro podtiidu
ptaci, ale pozd&ji Kubota a kol.?®* prokazali, ze se svou sekvenci nejvice podobaiji
podrodiné CYP2C u lidi. Ptaci obecné jsou schopni metabolizovat diklofenak a u kura
domaciho jsme pozorovali pik odpovidajici 4'-hydroxydiklofenaku (4'OHDF), ale
podavani tohoto 1é¢iva ptakiim, obzvlasté masozravym (napf. Gyps bengalensis), muze
zvite usmrtit?*®, PB indukuje ptaci CYP2C45%,
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Kralici podobné jako potkani metabolizuji velké mnozstvi substrati

prostiednictvim enzymil podrodiny CYP2C (u lidi je to CYP3A)™

piikladem je 64-hydroxylace TST, za kterou je u kralikd zodpovédny CYP2C3'®°, Kralici

. NejvyznamnéjSim

podobn¢ jako lidé metabolizuji DF na 4'OHDF, enzymem zodpovédnym za tuto pfeménu
je CYP2C5%'. Zatimco metabolismus DF na 4'OHDF byl ulidi podianim SULF silng&
inhibovén (60 - 80 %), tak kralici metabolizovali DF poiad stejné'“,

6. Podrodina CYP2D

Potkani podrodinu CYP2D tvoii enzymy CYP2D1, 2D2, 2D3, 2D4, 2D5 a 2D18%%,
Sekvence DNA jednotlivych zastupci CYP2D u lidi a potkand je podobna z vice nez
70 %?°. Potkani CYP2D5 a CYP2DI1 maji navzdjem podobnou aminokyselinovou
sekvenci jako CYP2D18 a CYP2D4 a to vice nez z 95 %24, V jatrech, ledvindch a mukoze
tenkého stfeva jsou nejvice zastoupeny enzymy CYP2D2 a CYP2D3. Naopak CYP2D4
a CYP2D18 jsou navic piitomny vV mozku, nadledvinkach, vaje¢nicich a varlatech?*!. Cela
potkani podrodina CYP2D je schopna metabolizovat bufuralol na 1'-hydroxybufuralol?*.,
Potkani CYP2D4 metabolizuje MIAN na 8-hydroxy-N-desmethylmianserin. MIAN je
U podrodiny potkani CYP2D metabolizovan na rtizné produkty podle pfevazujici isoformy
CYP2D®, U potkan stejné jako u lidi neni podrodina CYP2D indukovana®’. Specificky
inhibitor lidskych CYP2D6 QND u potkanti takika viibec nesnizoval metabolismus BUF
(1'-hydroxylace), specifického substratu CYP2D6'%. Naopak isomer chininu (QNN)
U potkanti prokazal slabé inhibi¢ni pisobeni na CYP2D4,

U slepic je hlavnim zastupcem podrodiny CYP2D enzym CYP2DA49, ktery ma
252 - 57 % podobnou sekvenci aminokyselin jako ostatni zastupci podrodiny CYP2D.
Metabolizuje BUF na 1'-hydroxybufuralol. Slepici CYP2D49 nemetabolizuje debrisochin.
Chinon u kufeciho CYP2D49 neprokazal zadné inhibiéni u&inky?*2,

Podrodina enzymi CYP2D je u kraliki tvofena dvéma zastupci CYP2D23
a CYP2D24, ktefi metabolizuji BUF?*, Kralici stejné jako lidé metabolizuji BUF na
1'-hydroxybufuralol. Pti podani QND nebo protilatky proti lidskému CYP2D6 nebyl

metabolismus bufuralolu u kralik® nijak ovlivnén®4,

7. Podrodina CYP2E
Tuto podrodinu tvoii pouze jediny zastupce a to CYP2E1. Sekvence mysi DNA
CYP2EL1 je z 92 % shodna s potkani, ze 79 % s lidskou a z 80 % s krali¢i?**. Aktivita
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CYP2E1 je u potkanii indukovana ethanolem a acetonem®1%° Potkani metabolizuji
prostiednictvim CYP2E1 organicka rozpoustédla, APAP a nitrosaminy, z tohoto divodu
jsou potkani dobrym modelem pro studium ovlivnéni CYP2EI u lidi’*. Experimenty na
potkanech také prokézaly, Ze obezita nebo cukrovka mohou ovliviiovat expresi CYP2E12%°,
DDC je uc¢inny (nekompetitivni) inhibitor metabolismu CLX jak u potkant, tak u jinych
zivogisnych druhti?4®.

Studie Sinclairové a kol.?*” prokézala, Ze kufata jsou schopna stejné jako jini
obratlovci metabolizovat 4ANF'#°, Protoze byl metabolismus 4NF indukovan acetonem?*
a ethanolem?, ale nebyl indukovan glutethimidem (induktor CYP2D6)*°, tak bylo
prokazano, ze CYP2E1l byl zodpovédny za jeho metabolizaci. DalSim substratem
metabolizovanym CYP2EI u celé fady Zivocichi je CLX. Experiment provedeny na

kadenach?®!

prokazal, ze minimaln€ jedna skupina podttidy ptaci je schopna tento susbtrat
metabolizovat.

U kraliki mize CYP2E1 metabolizovat anilin®?, i kdyz dojde k deleci 3 az
29 aminokyselin?®%4, Podobny jev byl pozorovan i u lidi, kde doslo k deleci
21 aminokyselin?®, CLX je u kraliki stejné jako u lidi metabolizovan na 6-OHCLX',
Induktory krali¢i CYP2E1 jsou ethanol a PB®®. Pokud je do reakéni smési piidana
protilatka proti potkani CYP2EI, tak je u kralikd metabolismus CLX pouze slabé

inhibovan*.

8. Podrodina CYP3A

U potkant je tato podrodina tvofena enzymy CYP3A1, 3A2, 3A9, 3Al18, 3A23
a 3A62%°7%1 podle srovnani genetické sekvence je CYP3A1 totozna s CYP3A23%2,
Podobné jako enzymy podrodiny CYP2C i enzymy CYP3A jsou rozdilné exprimovany
U samcii a samic potkani. CYP3A22% a CYP3A18%* jsou CYP specifické pro samce,

264 Dalsim vyznamnym enzymem

zatimco CYP3A9 je vice zastoupena u samic
z podrodiny CYP3A je CYP3A62. Je pritomny v travicim Ustroji, a je velice podobny
lidskému CYP3A4 apotkanimu CYP3A9. CYP3Al a CYP3A2 byly nalezeny jen
v jatrech®’, ale CYP3A9 a CYP3A18 jsou zastoupeny jak Vv jatrech, tak v tenkém stieve?®®,
Pro studium metabolismu 1é¢iv lidskymi CYP3A nejsou potkani nejvhodnéj$im zvifecim
modelem, protoze napf. RIF indukuje podrodinu jaternich CYP3A u lidi a u kralikd, ale ne
upotkani a kufat (dokonce i pii koncentraci 50 pumol - I1)1%26 Dalsim diikazem
nevhodnosti pouziti potkanil pro studium metabolismu lidskych CYP3A je fakt, Ze jeden

ze specifickych substrati lidského CYP3A4 nifedipin (blokator kalciovych kanall), neni
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metabolizovdn potkanim jaternim CYP3A1%’. Potkani na rozdil od lidi metabolizuji
midazolam na 4-hydroxymidazolam?®. Mezi induktory potkanich CYP3A patii DEX
a pregnenolon 16a-karbonitril (PCN) (oba silné aktivatory PXR)?°. Rozdily v indukci
CYP3A mezi druhy jsou zptsobeny 70 — 75 % odliSnostmi v doméné PXR vazici ligandy,
proto je velice obtizné snazit se ze studie na jiném ZzivocisSném druhu (napf. potkan)
predpokladat metabolismus dané latky u ¢lovéka®®®. In vitro a in vivo inhibitorem CYP3A
u potkantl je stejné jako u ¢lovéka KET?7

PB a MET indukuji aktivitu kufeciho CYP3A37%%. Podobné jako u potkani je
i ukufat substritem CYP3A ERY a TAO®2 Kufata metabolizuji rovnéz TST
(64-hydroxylace)®®® a MDZ (1'-, 4- hydroxylace)?’t. Sekvence aminokyselin lidského
CYP3A4 vykazuje 60% podobnost s kufecim CYP3A372%6, KET u kufat inhiboval
1'-hydroxylaci midazolamu (oviem pii nasobné koncentraci nez u lidi)?".

Podrodina CYP3A je u kralik@i indukovana podanim RIF?"2 nebo DEX?"3, U kralikt
je CYP2C3 hlavnim enzymem zodpovédnym za 6f-hydroxylaci TST. Preména TST na
6-hydroxytestosteron (6OHTST) nebyla u kraliki podanim protilatky proti potkanimu
CYP3A2 nijak ovlivnéna'®. Naopak podani KET?™ zpiisobilo u kraliki, podobné jako
u lidi, stiedni inhibici 6p-hydroxylace TST™*. Kralici podobné jako lidé metabolizuji
midazolam na 1'-hydroxymidazolam prostiednictvim enzym@ podrodiny CYP3AZ2™,

RovnéZ jsou schopni metabolizovat ERY?',
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CYP1A CYP1B CYP2A CYP2B CYP2C | CYP2D | CYP2E CYP3A
PAU®
PB% pBL0e PB ethanol .
oM pCB8! RIF78 DEX' | ind
RIF MEP® RIF?7 aceton®71%° !
TCDD™
119
dlovek | ETRR®S" PHEN™ 282 KUM®8 EFCL04 D?AleZZ BUFY® | CLXM3M4 | TSTI6LMDZ!2 |
MROD?2% PAUSL kofeing® PROD!® | 10 \rrs | MIANEE | ANFS ERY27
FUR% 80 TMS |  DDC® TEPAL0 GSD'™™
aNF", 127,278 139 180 .
KET! oNFS8 RESV® | TCP.TRM® | 2pMADAL | SULF QND '}I'<AE\(-I)-181 inh
TCDD"® ethanol RIF?72 .
RIFZ SNF,3MC® PB?! ><>< PR pexze | Ind
ETRR,PHEN?5 DF237 cLX" MDZ27
krdlik | ofein™ TBZ272 KUM™ EFCH toris | BUFS 1 i gryzs | SUP
FUR2® 4 1ABT280 " .
OCNF114 PILO 2PMADA113 KET inh

Tabulka 2a: Mezidruhové srovnani induktori, substrati a inhibitori CYP u ¢lovéka a kralika obecného. PAU, polycyklické aromatické
uhlovodiky; OM, omeprazol; PCB, polychlorované bifenyly; PB, fenobarbital; RIF, rifampicin, MEP, mefenytoin; HAL, haloperidol; DEX
dexametason; ETRR, 7-Ethoxy-O-resorufin; PHEN, fenacetin; MROD, 7-Methoxy-O-resorufin; E2, 174-estradiol; KUM, kumarin; EFC, 7-
ethoxy-4-(trifluormethyl)kumarin; PROD, 7-Pentoxy-O-resorufin; DF, diklofenak; DIAZ, diazepam; BUF, bufuralol; MIAN, mianserin; CLX,
chlorzoxazon; TST, testosteron; MDZ, midazolam; ERY, erythromycin; FUR, furafyllin; KET, ketokonazol; aNF, a-naftoflavon; TMS,
2,4,3 5-tetramethoxystilben; RESV, resveratrol; DDC, diethyldithiokarbamat; TCP, tranylcypromin; TRM, tryptamin; TEPA, N,N',N"-
triethylenthiofosforamid; 2PMADA, 2-isopropenyl-2-methyladamantan; SULF, sulfafenazol; QND, chinidin; GSD, gestoden; TCDD, 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin; TBZ, thiabendazol; SNF, g-naftoflavon; PILO, pilokarpin; 1ABT, derivaty 1-aminobenzotriazolu; 4NF, 4-
nitrofenol.
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CYPIA | CYPIB | CYP2A | CYP2B | CYP2C | CYP2D | CYP2E_ | CYP3A
CHX
TCDD?! PB2® N ind
3Mc282 PB
ETRR™ | ETRR PROD CLX®™' | ERY,TAO®?
wr | MRODURO | oS | kUM | ool | DFSS | BUR2 | (Ul Lo sub
BROD
NaAsO% KET27 inh
3MC PB ethanol PCN?2% :
PAUTE | TCDD™ | pypatn | pexen aceton®’1% |  DEX2® ind
PRODZ
66 E2204 210 219 DF226 241 246 MD2268
potkan | ETRR pauze | 15T BEUFPCR218 piazzs | BUF CLX ERY,TAQ®2 |  Sub
3PMDIA | CIS?Z |
FUR™®® TAM* | MADALS | cppztass | QNN | DDC* KET?7 inh

Tabulka 2b: Mezidruhové srovnani induktori, substrati a inhibitori CYP u potkanta a kura domaciho. 3MC, 3-methylcholantren;
CHX, cyklohexidin; TCDD, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin; PB, fenobarbital; MET, metyrapon; ETRR, 7-Ethoxy-O-resorufin; BROD,
7-Benzyloxy-O-resorufin; MROD, 7-Methoxy-O-resorufin; URO, uroporfyrinogen; KUM, kumarin; PROD, 7-Pentoxy-O-resorufin; DF,
diklofenak; 30HDZ, 3-hydroxydiazepam; BUF, bufuralol; CLX, chlorzoxazon; 4NF, 4-nitrofenol; ERY, erythromycin; TAO,
triacetyloleandomycin; TST, testosteron; KET, ketokonazol; PAU, polycyklické aromatické uhlovodiky; PYR, pyrazol; DEX, dexametason;
QNN, chinin; PCN, pregnenolon 16a-karbonitril; E2, 17f-estradiol; EFC, 7-ethoxy-4-(trifluormethyl)kumarin; BUPR, bupropion; DIAZ,
diazepam; MDZ, midazolam; FUR, furafyllin; CPD, cyklofosfamid; TAM, tamoxifen; 3PMDIA, 3-isopropenyl-3-methyldiadamantan;
2PMADA, 2-isopropenyl-2-methyladamantan; CIS, cisplatina; DDC, diethyldithiokarbamat.

22



3) Cile prace

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo stanovit, jestli pfijem potravy bohaté na
anthokyany obsazené v barevnych pSenicich nebo bortivkovém extraktu ovlivni faktory
oxidac¢niho stresu, aktivity a expresi vybranych enzyma CYP u potkana, kralika nebo kura
domaéciho. Stanoveni vlivu podavani dvou rozdilnych koncentraci anthokyand, lisicich se

desetinasobné, potkantim bylo rovnéz soucasti jedné z provedenych studii.

Experimenty in vivo
a) Podéavani barevnych p$enic UC66049 a Skorpion samcum potkana

vliv konzumace pelet pifipravenych z pSenic Bohemia (kontrola), Skorpion nebo
UC66049, bohatych na anthokyany, na parametry oxida¢niho stresu v plazmé
a erytrocytech, aktivity a expresi mMRNA CYP v jaterni mikrosomalni frakci potkani

b) Podavani boravkového ndpoje (Vaccinium myrtillus L.) samcim potkana

vliv konzumace extraktu z bortivky o koncentraci 0,15 g - It nebo 1,5 g - I'* na
parametry oxida¢niho stresu v plazmé a erytrocytech, aktivity a expresi mMRNA CYP

V jaterni mikrosomalni frakci potkanti

c) Podavani barevné psenice Karkulka samicim kralika

vliv konzumace pelet ptipravenych z pSenic Vanessa (kontrola) nebo Karkulka, bohata
na anthokyany, na parametry oxida¢niho stresu v plazmé a v erytrocytech a aktivity

CYP v jaterni mikrosomalni frakci samic kralika

d) Podavani barevné pSenice Arasajta RU 687-12 slepicim

vliv konzumace pelet pfipravenych z psSenic Bohemia (kontrola) nebo Arasajta
RU 687-12, bohatd na anthokyany, na celkovou antioxidac¢ni kapacitu plazmy,

aktivity, expresi mRNA a proteind CYP v jaterni mikrosomalni frakci nosnic
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4) Experimentalni Cast

a) Pouzité chemikalie
Redukovany glutathion (GSH), oxidovany glutathion (GSSG), bufuralol (BUF), kumarin
(KUM), testosteron (TST), midazolam (MDZ), diazepam (DIAZ), diklofenak (DF),
warfarin  (WARF), nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADP*), redukovany
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH + H™), redukovany
nikotinamidadenindinukleotid (NADH), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), trisodna

sul kyseliny isocitronové (ISO), isocitratdenydrogenasa (IDH), 7-hydroxy-4-
(trifluormethyl)kumarin (HFC) a EFC byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, CR.
Ethoxyresorufin (ETRR), resorufin, 7-hydroxykumarin, 4'-hydroxydiklofenak (4'OHDF),
luminiscen¢ni latka Western Blotting Luminol Reagent a sekundarni protilatky
konjugované s kienovou peroxidazou byly zakoupeny od Santa Cruz Biotechnology,
Némecko.

6-hydroxychlorzoxazon (6-OHCLX) a 4-hydroxymidazolam byly zakoupeny od firmy
Toronto Research Chemicals, Kanada.

Paracetamol (APAP) byl zakoupen od firmy Fagron a.s., CR.

Coomassie Brilliant Blue G-250 byl zakoupen od firmy Serva, Némecko.
N-desmethyldiazepam (DMD) a 3-hydroxydiazepam (30HDZ) byl zakoupen od firmy
Lipomed, Némecko.

1'-hydroxymidazolam byl zakoupen od firmy Cayman Chemical, CR.

VSechny dalsi chemikélie pouzité v experimentech popsanych v této praci byly minimalné

Cistoty pro analytickd méfeni.

b) Pristroje
Ultracentrifuga Optima 8000 XPN (Beckman Coulter, CR)
Chlazena centrifuga Mikro 22R (Hettich Zentrifugen, CR)
Chlazena centrifuga Rotina 38R (Hettich Zentrifugen, CR)
Centrifugy MiniSpin® Plus (Eppendorf, CR)
Multifunkéni modularni reader Infinite M200 pro (Tecan, CR)
UV/VIS spektrofotometr UV-2401PC (Shimadzu, CR)
Personélni vortex V-1 plus (BioTech, CR)
Termomixer Comfort (Eppendorf, CR)
pH metr inoLab Level 1 (Schoeller Instruments, CR)
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Elektroda SenTix41 (WTW, CR)

Véahy AX105 Delta Range® (Mettler Toledo, CR)

HPLC Prominence (Shimadzu, CR)

Kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um) (Merck, CR)

Kolona Kinetex® F5 (2,6 um) 100 A (Phenomenex, CR)

Turbo Thermo Shaker TMS-200 (Labmark, CR)

Spektrofotometr NanoPhotometer® C40 (Implen, CR)
Homogenizator Ultra-Turrax T 25 basic (IKA-Werke, Némecko)
Homogenizator Precellys Evolution (Bertin instruments, CR)
Laminarni box pro RT-PCR Topsafe 1.8 (BioAir Instruments, CR)
Real-time PCR termocyklér LightCycler 480 (Roche, CR)
Filtra¢ni aparatura Sol/Vac® Filter Holder (Pall, USA)

Zatizeni pro pienos proteinti Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, CR)

¢) Pouzitd zvifata

Potkani Wistar (Chovné a uZivatelské zafizeni laboratornich zvifat, CR)
Potkani Wistar (AnLab s.r.0, CR)

Kralice HYLA (Ko&arovi kralici, CR)

Slepice Bowans Brown (Vykrm Ttebi¢ s.r.o., CR)

d) Krmiva a slozky stravy

Potkani granule Biokron Blucina (Biokron s.r.0., CR)
Bortivkovy extrakt (Walmark, CR)

Barevna pSenice Skorpion (sklizent 2016)

Barevna pSenice UC66049 (sklizeni 2016)

Barevna pSenice PS Karkulka (sklizen 2016)
Barevna psSenice Arasajta RU 687-12 (sklizen 2015)
Kontrolni pSenice Vanessa (sklizen 2016)

Kontrolni pSenice Vanek (sklizeii 2016)

Kontrolni pSenice Bohemia (sklizeni 2015)

Vsechny vyse uvedené psenice pochazely od Agrotest Fyto s.r.o., CR.
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e) Ostatni material

svétlocitlivy film Carestream Kodak BioMax light, fotograficka vyvojka a ustalovaé
Kodak GBX (Eastman Kodak, USA)

svétlocitlivy film Fuji medical x-ray (FujiFilm, Japonsko)

plastové mikrozkumavky (Eppendorf, CR)

membranové filtry 0,45 pm, pramér 47 mm, polypropylen (Pall, CR)

injekéni stiikacka plastova (Braun, CR)

injekéni jehla (IBS Stock Items, CR)

Sada pro izolaci a piedi§téni celkové RNA RNeasy Plus Mini kit (Quiagen, CR)

f) Metody

1. Pritbeh in vivo experimentu

a) VIiv konzumace barevnych psenic UC66049 a Skorpion na potkani jaterni CYP a faktory
oxidacniho stresu

Samci potkana kmene Wistar (30 zvifat) o hmotnosti 194,6 + 21,4 g (Chovné
a uzivatelské zafizeni laboratornich zvitat, CR) byli krmeni po dobu 9 denni aklimatizace
komerénimi granulemi pro potkany Biokron Bluéina (Biokron s.r.o., CR). Prvni skupina
byla krmena peletami pfipravenymi z kontrolni pSenice Bohemia (sklizenn 2015), ktera
neobsahovala zadné anthokyany. Druhd skupina byla krmena peletami obsahujicimi
barevnou pSenici UC66049 (sklizen 2016). Tteti skupina byla krmena peletami obsahujici
barevnou pSenici Skorpion (sklizen 2016). V kazdé skupiné bylo 10 potkani. Obsah dusiku
Vv jednotlivych pSenicich byl doplnén lepkem. Po celou dobu 72 denniho experimentu méli
potkani volny pfistup k pSeni¢nym peletdm a vod¢€. Po ukonceni experimentu byli potkani
uvedeni do celkové anestézie a usmrceni. Vzorky krve byly zpracovany na plazmu
a erytrocyty. Odebrana jatra byla zamraZzena v kapalném dusiku a uloZena v mrazicim boxu

na -80 °C.

b) Vliv konzumace boriivkového napoje na potkani jaterni CYP a faktory oxidacniho stresu

Samci potkana kmene Wistar (36 zvifat) vazici 212,5 + 12,5 g (AnLab, CR) byli po
uplynuti 7 dni potfebnych pro jejich aklimatizaci rozdéleni do 6 skupin po Sesti potkanech.
Prvni tfi skupiny byly zafazeny do experimentu trvajiciho 29 dni. Dalsi tfi skupiny

pokracovaly ve stejném experimentu do 58. dne. Kontrolni skupina byla krmena standardni
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dietou a napajena pitnou vodou podle libosti. Skupiny oznacené jako 0,15 nebo 1,5 byly
napajeny napojem pfipravenym rozpusSténim bortivkového extraktu v pitné vodé
0 vysledné koncentraci 0,15 g - I'* nebo 1,5 g - I'* po dobu 29 dni (prvni tii skupiny) nebo
58 dni (zbytek experimentalnich zvifat). Potkani dostavali denn¢ nové krmivo a Cerstve
pfipraveny bortivkovy napoj, aby se piedeslo moznému kolisani obsahu anthokyant
pfitomnych v pfipraveném borivkovém ndpoji. Denné byl sledovan zdravotni stav,
chovani, vzhled a konzistence vykalt, spotfeba krmiva a napoje podavaného potkanim. Po
29 popftipad¢é 58 dnech byli potkani zvazeni, uvedeni do celkové anestézie a usmrceni.
Odebrana krev byla zpracovana na plazmu a erytrocyty, které se dale pouzily pro méfeni
faktori oxidac¢niho stresu. Potkani jatra byla zamrazena v kapalném dusiku a ihned

pfesunuta do mraziciho boxu na -80 °C.

¢) Vliv konzumace barevné psenice Karkulka na kralici jaterni CYP a faktory oxidacniho
stresu

Experiment byl proveden na 18 samicich kralika HYLA, zakoupenych na farmé
pana Kodara (Kogarovi kralici, CR), vazicich od 1 445,5 + 215,5 g. Po 7 denni aklimatizaci
byly samice kralika rozdéleny podle hmotnosti rovhomérné do dvou skupin, kdy kazda
skupina obsahovala 9 zvifat. Krali¢i samice staré¢ 41 dni byly krmeny po dobu 62 dni
peletami tvofenymi z 15 % (w/w) barevnou psenici Karkulka (sklizent 2016) nebo kontrolni
pSenici Vanessa (sklizeti 2016). Experimentalni zvifata mohla konzumovat pSenicné pelety
a pitnou vodu dle libosti. Kralice byly po 62 dnech usmrceny jate¢ni sttelou do hlavy. Krev
byla odebrana z kréni tepny a zpracovana do dvou hodin na plazmu a erytrocyty. Jatra byla

prudce zamrazena v kapalném dusiku a presunuta do mraziciho boxu na -80 °C.

d) Vliv konzumace barevné psenice RU 687-12 na slepici jaterni CYP

Do experimentu bylo zatazeno 30 nosnic plemene Bovans Brown (Vykrm Ttebic¢
s.r.0., CR) starych 69 tydnii. Nosnice byly rovnomérné rozdéleny do dvou skupin. Prvni
skupiné byla podavana krmna smés tvorena z 60 % (w/w) pSenici s vy$Sim obsahem
anthokyani RU 687-12 (sklizen 2015). Krmna smés podavana kontrolni skupiné méla
témet totozné slozeni. Jedinym rozdilem bylo nahrazeni pSenice RU 687-12 za pSenici
Bohemia (sklizen 2015) s velmi nizkou koncentraci anthokyant. Diety byly sestaveny tak,
aby ob¢ poskytovaly experimentalnim zvifatiim stejné mnozstvi energie 1 dusiku. Nosnice

byly po 9 tydnech (ve ve€ku 78 tydnl) utraceny dekapitaci. Odebrana jatra byla prudce
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zmrazena v kapalném dusiku a nasledn¢ ulozena v mrazicim boxu na -80 °C. Vzorky krve
byly odebrany a do dvou hodin zpracovany na plazmu, ktera byla ulozena v mrazicim boxu

na -80 °C.

1I. Priprava mikrosomalni subcelularni frakce

Jatra kazdého zvitete/zvirat byla pouzita k pfipravé mikrosomalni frakce. Jatra byla
zhomogenizovana v homogeniza¢nim roztoku (0,25 M sachardza; 1 mmol - I kyselina
ethylendiamintetraoctova, EDTA; pH 7,4) s pouzitim homogenizatoru Ultra-Turrax T 25
basic (IKA-Werke, Némecko). Jednotlivé subcelularni frakce byly odseparovany pouzitim
riiznych rychlosti centrifugace jaterniho homogenatu®®, Takto pfipravené mikrosomy byly
rozdéleny na alikvoty a zamrazeny na -80 °C. Mikrosomalni frakce byla charakterizovana
stanovenim koncentrace proteind a cytochromt P450.

Stanoveni koncentrace CYP byla provedena metodou publikovanou Omurou

a Satem?®,

Mikrosomy byly ziedény fosfatovym pufrem o pH 7,4, po piidani
dithioni¢itanu sodného (Na>S20a, silné redukéni €inidlo) byly rozdéleny na dva stejné
alikvoty do kiemennych kyvet. Tyto kyvety byly i s roztoky mikrosomi umistény do
UV/VIS spektrofotometru. Hodnota jejich absorbance byla nastavena jako zakladni linie.
Jedna kyveta byla probublana CO, ktery se vaze na zredukované CYP. Absorbance pti 500
a 450 nm byly pouzity pro stanoveni koncentrace CYP pripravenych mikrosomi podle

rovnice:

A(450)—A(500)

c(CYP) = o001

[umol - 1] (1)

, kde A(450) je absorbance pii vinové délce 450 nm a A(500) je absorbance pii vinové
délce 500 nm.

Stanoveni koncentrace proteini V pfipravenych mikrosomech bylo provedeno
metodou s vyuzitim kyseliny bicinchoninové (BCA)?*. M&d'né ionty spolu s BCA vytvofi
Vv zésaditém prostiedi fialovy komplex, jehoZ absorbance byla zméfena pii 562 nm pomoci

96-jamkového spektrofotometru.
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1II. Priprava plazmy a erytrocytii z odebrané krve

Odebrana krev byla celkem 3x centrifugovana v centrifuze vychlazené na 4 °C pfi
1125 x g po dobu 10 minut. Po prvni centrifugaci byla odebrana plazma. Pied druhou
centrifugaci byly erytrocyty ve zkumavce promyty 4 ml fyziologického roztoku (F 1/1). Po
druhé centrifugaci byl supernatant odstranén a erytrocyty byly opét promyty stejnym
objemem F 1/1. Po tfeti centrifugaci a odsati F 1/1 byly promyté erytrocyty zamrazeny

V marazicim boxu na -80 °C.

1V. Stanoveni faktoru oxidacniho stresu

Pro stanoveni oxida¢niho stresu byly méfeny tyto parametry: celkova antioxidacni
kapacita plazmy (FRAP), TBARS, GSH (redukovany glutathion), SOD, GST, GPx
(glutathion peroxidasa), GSR (glutathion reduktasa).

V plazmé& byly stanoveny hladiny TBARS a -SH (thiolové) skupiny. Zmétené
hodnoty byly vztazeny na koncentraci proteinu. Ve vzorcich plazmy byla také stanovena

21 g cilem ovéfit, zda nedoslo k hemolyze vzorku.

ptitomnost hemoglobinu
V erytrocytech byly stanoveny hladiny GSH a TBARS a aktivity enzymtu GST,
GSR, SOD, GPx. Ziskané hodnoty byly vztaZzeny na koncentraci ptitomného hemoglobinu.
Me¢éteni bylo naplanovano tak, aby byly vSechny parametry u jednotlivych vzorka
zmeéteny V prubéhu jednoho dne. VSechny vySe uvedené vzorky musi byt pied ptfidanim do

reak¢ni smési uchovavany na ledu nebo v chladicich bloc¢cich.

Stanoveni malondialdehydu

Malondialdehyd vznikly pravé peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin
reaguje s TBARS za vzniku oranzovo-Gerveného zbarveni, metoda dle Buega a Austa*,
Smés thiobarbiturové kyseliny (0,47%, w/v) a trichloroctové kyseliny (15%, w/v) byla
promichana se vzorky plazmy/erytrocyti a rozdélena na tii stejné alikvoty. Dva z nich byly
zahtaty po dobu 30 minut na 95 °C. Nasledné byly vzorky ochlazeny a centrifugovany
(1100 xg, 10 min, 4 °C). Absorbance supernatantu byla méfena pii 535 nm na
multifunkénim readeru. Peroxidace lipid byla vyjadrena jako relativni hodnota skupiny

pfijimajici anthokyany vztazena na kontrolni skupinu v %.
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Stanoveni thiolovych skupin

Stanoveni -SH skupin bylo provedeno podle Ellmana®®?. Vzorky plazmy jsou
smiseny s methanolem a DTNB nebo s pufrem 0,8 M Tris s 20 mmol - I' EDTA a pH 8,9.
Vzorky byly promichany pomoci vortexu a centrifugovany (3 000 x g, 10 min, 25 °C).
Intenzita Zlutého zbarveni odpovidala mnozstvi ptitomnych -SH skupin. Absorbance
supernatantu v mikrotitracnich destickdch byla zmétena pfi 412 nm na multifunkénim
readeru. Stanoveni -SH skupin bylo vyjadifeno jako relativni hodnota skupiny piijimajici

anthokyany vztazena na kontrolni skupinu v %.

Stanoveni hemoglobinu

Stanoveni erytrocytii bylo provedeno podle Drabkina?®!. Vzorek 10x nebo 100x
zfedénych erytrocytt byl smisen s Drabkinovym ¢inidlem a po 10 minutach byla zméfena
absorbance pfi 540 nm na multifunkénim readeru. Vysledky byly pouzity k pfepoctu
oxidacnich parametrii stanovenych v erytrocytech na 1 g hemoglobinu pifed jejich

vztazenim na kontrolni skupinu v %. K jejich vypoctu byl pouzit vzorec:

A(540)
44

c(Hb) = * Fedéni = exp. konst. [g-17Y (2)

, kde A(540) je absorbance smési erytrocytli s Drabkinovym cinidlem pii 540 nm, exp.

konst. je experimentalni konstanta (68 g - ).

Stanoveni proteinii dle Bradfordové

Vzorky plazmy byly promichany na vortexu s diikazovym ¢inidlem a srovnany
s kalibra¢ni fadou pfipravenou z hovéziho sérového albuminu (BSA) v rozsahu 0 az
1 mg/ml. Absorbance proteind s briliantovou modii (Coomassie Brilliant Blue G-250) byla
méfena po 5 minutach pii 595 nm na multifunkénim readeru®®®. Vysledek byl pouzit
k piepocitani parametrii oxida¢niho stresu stanovenych v plazmé na 1 g proteinu pted jejich

vztazenim na kontrolni skupinu v %.

Stanovent redukovaného glutathionu
Stanoveni bylo provedeno podle metody Ellamna a kol.?%2 modifikované Sedlakem
a Lindsym?®*. Hladina GSH byla méfena v erytrocytech. Pro vysrazeni erytrocytii byla

pouzita 25% (v/v) trichloroctova kyselina (TCA). Po promichani na vortexu a centrifugaci
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(8 000 x g, 15 min, 4 °C), byl supernatant smisen s pufrem pouzitym pro stanoveni -SH
skupin a s DTNB. Absorbance byla zméfena na multifunkénim readeru po 4 minutach pii
412 nm. Vysledek byl vyjadien jako relativni hodnota skupiny pfijimajici anthokyany

vztazena na kontrolni skupinu v %.

Stanoveni glutathion-S-transferasy

Méieni bylo provedeno podle metody Habig a kol.?®. Vzorek erytrocytii byl smisen
s 20 mmol - I'* GSH, pufrem (0,1 M KH,POs o pH 6,5) a 20 mmol - It 1-chloro-2,4-
dinitrobenzenem (CDNB), ktery slouZil jako substrat. Ihned po spusténi enzymové reakce
ptidavkem CDNB byla zmétena absorbance reakéni smési pfi 340 nm na multifunkénim
readeru. Enzymova aktivita GST byla vyjadiena jako relativni hodnota skupiny piijimajici

anthokyany vztaZzena na kontrolni skupinu v %.

Stanoveni superoxiddismutasy

Aktivita SOD v erytrocytech byla zméfena podle metody Ewinga a Janera®?. Pro
toto mé&feni byl pouzit pufr (0,1 mmol - I' EDTA, 50 mmol - It KH2POg; pH 7,4). Smés
redukovaného nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) a fenazinu methosulfatu (PMS)
spolu s 2,2'-bis(4-nitrofenyl)-5,5'-difenyl-3,3’-(3,3'-dimethoxy-4,4'-
difenylen)ditetrazolium chloridem (NBT) tvoii superoxid (O27). Vznikly Oz~ byl ve
vzorcich erytrocytll nepfimo detekovan na multifunkénim readeru po 5 minutach pfi 560
nm. Enzymova aktivita SOD byla vyjadfena jako relativni hodnota skupiny piijimajici

anthokyany vztazena na kontrolu v %.

Stanoveni glutathionreduktasy

Stanoveni aktivity GSR bylo provedeno v erytrocytech podle postupu Carlberga
a Mannervika?®®. Vzorek byl smisen s 20 mmol - I GSSG v pufru (0,2 mmol - I KH2POsq,
2mmol - It EDTA; pH 7,0) a reakce byla iniciovana ptidavkem 2 mmol - I?
nikotinamiduadeninudinukleotidu fosfatu (NADPH + H™). lhned po iniciaci reakce byla

aktivita stanovena métenim absorbance pii 340 nm na multifunkénim readeru.

Stanovent glutathionperoxidasy
Stanoveni aktivity GPx v erytrocytech bylo provedeno podle Tappela?®’. V tomto
experimentu byl pouzit pufr (50 mmol - It Tris, 0,1 mmol - I EDTA; pH 7,6). Reakéni
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smés obsahovala vzorek a GSH (0,39 mmol - I'Y), NADPH + H* (0,19 mmol - I}),
GSR (1,55 U/ml) v kone¢né koncentraci. Aktivita GPx byla stanovena méfenim

absorbance pfi 340 nm na multifunkénim readeru.

V. Stanoveni aktivit CYP

Pro stanoveni vétSiny aktivit byla pouzita metodika popsana v Cytochrome P450
protocols?® s drobnymi modifikacemi. Pokud neni uvedeno jinak, tak viechna stanoveni
aktivit CYP byla provedena tfikrat ve tfech opakovanich. VSechny niZe uvedené aktivity
byly méfeny na pfistroji HPLC Prominence, kde byla pro stanoveni pouzita kolona
LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um). Jedinou vyjimku tvoii stanoveni aktivity CYP2AL,
metabolit 7o-hydroxytestosteron (7aOHTST), u potkanti podle Dovrtélové a kol.?%, kde
byla pouzita kolona Kinetex® F5 (2,6 um) 100 A.
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CYP Substrat  Metabolit SloZeni mobilni faze HPLC detekce Nastiik  Prutok
uv Fluoresc. vzorku m. faze
(nm) EX/Em (nm) (u)  (ml/min)
1A1/2 ETRR  resorufin gg (r)ﬁnl‘fo/ r i“oﬁng ETE'MLB'EHZPO“ ¥ 535/585 50 0,9
MF A: 20 % MeOH + 80 % ddH.0 pH 2,9 (HsPO

1A2  PHEN  APAP 2 e 20pH2.9 (HPO:)  55g 50 1
2A6  KUM  7OHKUM 60 % 0,5% CH3sCOOH + 40 % ACN 338/458 5 1

2B6  EFC HFM 46 % 20 mmol - I'* Na;HPO, (pH 7,5) + 54 % MeOH 410/510 15 1,2

52 % 10 mmol - I K/PO4 pH 3 (HsPOy) +
2C9  WARF 70HWARF 32 9% MeOH + 16 5% AC?\Ip (HsPO,) 320/415 50 1
2o DF 4'OHDF MF A: 30% ACN + 70 % 2 mmol - It HCIO,4 280 50 1
50HDF MF B: 100 % MeOH* 280 50 1
2C19 DIAZ DMD 55 % 50 mmol - I K/PO4 pH 2,4 (HsPO4) + 236 50 1
3A4 DIAZ  30HDZ 45 % ACN 236 50 1
. 0 + 0, B

2D6 BUF  1'OHBUF ME g; fgo/‘;/oAACC'\'N&m %2 mimol - I HCIO, 252/302 5 15
2E1  CLX 60HCLX 75 % 0,5% CH3sCOOH + 25 % ACN 287 50 1
3A4  MDZ 1'OHMDZ 64 % 10 mmol - I CHsCOONa (pH 4,7)/36 % ACN 220 50 1

3A4  TST 6BOHTST MF A: 1% ACN + 59 % ddH.O + 40 % MeOH 245 45 0,8

2Alpotkan TST 7aOHTST MF B: 1 % ACN + 48 % ddH.0 + 51 % MeOH? 245 45 0,8
3A4  TST 6BOHTST 64 % MeOH + 36 % ddH.O 245 50 1

*MF B: 0—7 min 0 %; 8 — 10 min 100 %; 12 — 22 min 0 %
*MF B: 0—7 min 20 %; 7 — 15 min 40 %; 15 — 15,5 min 90 %; 15,5 — 19 min 100 %; 19 — 23 min 20 %
&MF B: 0 —5min 0 %; 5,5 — 8 min 100 %; 8,5 — 15 min 0 %

$SMF B: 0—12 min 0 %; 17,5 — 25 min 100 % — 0 %; 25 — 30 min 0 %

Tabulka 3: Stanoveni aktivit CYP pomoci HPLC. ETRR, 7-Ethoxy-O-resorufin; PHEN, fenacetin; APAP, paracetamol; KUM, kumarin;
OH, hydroxy; EFC, 7-ethoxy-4-(trifluormethyl)kumarin; HFC, 7-hydroxy-4-(trifluormethyl)kumarin; WARF, warfarin; DF, diklofenak;
DIAZ, diazepam; DMD, N-desmethyldiazepam; BUF, bufuralol; CLX, chlorzoxazon; MDZ, midazolam; TST, testosteron; MeOH, methanol;
ACN, acetonitril; ddH»0, destilovana deionizovana voda; Fluoresc., fluorescence; EXx, vinova délka excitace; Em, vinova délka emise. VétSina
metod stanoveni aktivit CYP byla prevzata z Cytochrome P450 protocols?®,
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1. Stanoveni aktivity CYP1A1/2 — substrat ethoxyresorufin

Substrat ETRR je u potkanli metabolizovan stejné¢ jako u lidi CYPIAI1
a CYP1A2%86 U kralikd je metabolizovan pouze CYP1A22%"2. U slepic je metabolizovan
hlavné CYP1A42%3% Stanoveni aktivity CYP1A1/2 bylo provedeno podle tabulky 4.

Komponenty Objem [pl]

Pufr K/PO4 pH 7,4 25
Mikrosomy (35 pmol) 20
ETRR (0,01 mmol - I*!) 26

Preinkubace 5 minut pii 37 °C
NADPH+H*'G.S. | 29
Inkubace 15 minut pii 37 °C

100% Methanol 200

Tabulka 4: Méfeni aktivity CYP1A1/2. Specificky substrat pro CYP1A1/2 je ETRR,
obsah organickych rozpoustédel v reakéni smési 0,125 % (V/Vv), pfipraveny 100 mmol - I

pufr K/PO4, pH upraveno KOH; ETRR, 7-Ethoxy-O-resorufin; G. S., generujici systém.

Kone¢na koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reakéni smési:

NADP?* 0,8 mmol-I?
ISO 6 mmol - I
MgSO4 8 mmol - I
IDH 0,3 U/ml

ETRR 0,001 mmol - I

Po zastaveni reakce (100% methanol) byl vzorek centrifugovan (22 000 x g, 10 min, 4 °C)
Vv chlazené centrifuze. Metabolit resorufin byl detekovan pomoci HPLC s fluorescenéni

detekci (Tabulka 3).
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2. Stanoveni aktivity CYP1A1/2 — substrat fenacetin
Substrat PHEN je u potkant podobné jako u lidi metabolizovan CYP1A1°830
a CYP1A2%8392 Kralici metabolizuji PHEN ptevazné CYP1A1, aviak CYP1A2 se na jeho

pieméné rovnéz podili*®. Enzymova reakce byla provedena podle tabulky 5.

Komponenty Objem [pl]

Pufr K/PO4 pH 7,4 129
Mikrosomy (70 pmol) 10
PHEN (1,67 mmol - I} 3

Preinkubace 5 minut pii 37 °C

NADPH +H*G.S. | 58
Inkubace 20 minut pii 37 °C

70% HCIO4 10

Tabulka 5: Méreni aktivity CYP1A2. Specificky substrat pro CYP1A2 je PHEN, obsah
organickych rozpoustédel v reakéni smési 0 % (V/V), pfipraveny 100 mmol - I pufr K/POs,
pH upraveno KOH; PHEN, fenacetin; G. S., generujici systém.

Kone¢na koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reak¢éni smési:

NADP* 0,8 mmol It
ISO 6 mmol - I
MgSO4 8 mmol - I
IDH 0,3 U/ml

PHEN 0,025 mmol ‘It

Reakce byla zastavena piidavkem 70% HCIO4 do reakéni smési. Vzorek byl centrifugovan
(22 000 x g, 10 min, 4 °C) v chlazené centrifuze. Metabolit (APAP) byl stanoven pomoci
HPLC s UV/VIS detekei podle tabulky 3.
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3. Stanoveni aktivity CYP2A6

U potkani je KUM metabolizovan prostiednictvim CYP2A1, CYP2A3 na
7-hydroxykumarin ve velmi malém mnozstvi'**. U kralikia (CYP2A10, CYP2A11)?'?
aslepic®®, stejné jako u 1idi®3%, podléha tento substrat nejvice 7-hydroxylaci

prostfednictvim podrodiny CYP2A. Provedeni reakce podle tabulky 6.

Komponenty Objem [pl]
Pufr K/PO4 pH 7,4 25
Mikrosomy (35 pmol) 21
KUM (0,025 mmol - I'Y) 25

Preinkubace 5 minut pii 37 °C

NADPH + H" G. S. 29

Inkubace 30 minut pii 37 °C
100% methanol 200

Tabulka 6: Méfeni aktivity CYP2A6. Specificky substrat pro CYP2A6 je KUM, obsah
organickych rozpoustédel v reakéni smési 0 % (V/V), pfipraveny 100 mmol - It pufr K/POs,
pH upraveno KOH; KUM, kumarin; G. S., generujici systém.

Koneéna koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reakéni smési:

NADP* 0,8 mmol - I
ISO 6 mmol - I
MgSO4 8 mmol - I
IDH 0,3 u/ml

KUM 0,00625 mmol - I

Po zastaveni reakce 100% methanolem byl vzorkek centrifugovan (22 000 x g, 10 min,
4 °C) v chlazené centrifuze a nasledné¢ bylo stanoveno mnozstvi 7-hydroxykumarinu

pomoci HPLC s fluorescencni detekei nastaveného podle tabulky 3.
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4. Stanoveni aktivity CYP2B6
Lidsky CYP2B6, potkani CYP2B12193% 3 krali¢i CYP2B43% pieménuji EFC na
HFC. Reakce byla provedena podle tabulky 7.

Komponenty Objem [pl]
Pufr K/PO4 pH 7,4 26
Mikrosomy (35 pmol) 20
EFC (0,06 mmol - I'9) 25

Preinkubace 5 minut pii 37 °C

NADPH + H* G. S. 29

Inkubace 15 minut pii 37 °C
100% methanol 200
Tabulka 7: Méreni aktivity CYP2B6. Specificky substrat pro CYP2B6 je EFC, obsah

organickych rozpoustédel v reakéni smési méné nez 0,1 % (v/v), piipraveny 100 mmol - I
pufr K/POs4, pH upraveno KOH; EFC, 7-ethoxy-4-(trifluormethyl)kumarin; G. S,

generujici systém.

Kone¢na koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reakéni smési:

NADP* 0,8 mmol-I?
ISO 6 mmol - |1
MgSO4 8 mmol - I
IDH 0,3 U/ml

EFC 0,015 mmol - I*

Po zastaveni reakce byl vzorek centrifugovan (22 000 x g, 10 min, 4 °C) v chlazené
centrifuze a mnozstvi 7-hydroxy-4-(trifluormethyl)kumarinu bylo stanoveno pomoci
HPLC s fluorescen¢ni detekci podle tabulky 3.
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5. Stanoveni aktivity CYP2C9

a) Pro stanoveni aktivity CYP2C9 byla pouzita racemicka smés dvou
enantiomert R- a S- forem WARF. Oba enantiomery WARF jsou metabolizovany riznymi
CYP za vzniku metabolitt 4', 6, 7, 8 a 10-hydroxywarfarini, znichz hlavni je
7-hydroxywarfarin (7TOHWARF)™®, Tento metabolit vznika u lidi za ucasti enzymu
CYP2C9. Substrat WARF je u potkanti metabolizovan CYP2C6 na 70HWARFZ2,
Reakéni smés pro stanoveni aktivity CYP2C9 pomoci substratu WARF byla pfipravena
podle tabulky 8.

Komponenty Objem [pl]

Pufr K/PO4 pH 7,4 100

Mikrosomy (250 pmol) 47,5
WARF (2 mmol - I'Y) 25

Preinkubace 5 minut pii 37 °C

NADPH + H" G. S. 77,5
Inkubace 20 minut pii 37 °C
70% HCIO4 5

Tabulka 8: Méfeni aktivity CYP2C9. Specificky substrat pro CYP2C9 je WARF, obsah
organickych rozpoustédel v reakéni smési je 0,4 % (V/V), piipraveny 100 mmol - ! pufr

K/POg4, pH upraveno KOH; WARF, warfarin; G. S., generujici systém.

Kone¢na koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reakéni smési:

NADP* 0,8 mmol - I
ISO 6 mmol-I?t
MgSO4 8 mmol It
IDH 0,4 U/ml

WARF 0,2 mmol - I

Reakce byla zastavena ptidanim HCIOs4 do reakéni smési. Vzorek byl centrifugovan
(22 000 % g, 10 min, 4 °C) v chlazené centrifuze. Aktivita CYP2C9 byla uréena mnozstvim
7O0HWAREF stanovené¢ho pomoci HPLC s fluorescencni detekci podle tabulky 3.
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b) Alternativni stanoveni aktivity CYP2C9 s pouzitim DF. Substrat je u ¢lovéka
metabolizovan na 4'OHDF a 50HDF. U potkanti je DF metabolizovan CYP2CI11 na
4'OHDF 3%, Kufata jsou schopna metabolizovat dikofenak®®. Reakéni smés pro stanoveni

aktivity CYP2C9 pomoci substratu DF byla ptipravena podle tabulky 9.

Komponenty Objem [pl]
Pufr K/PO4 pH 7,4 40
Mikrosomy (35 pmol) 74,5
DF (0,4 mmol - I 8
Preinkubace 5 minut pii 37 °C
NADPH + H* G. S. 77,5
Inkubace 25 minut pii 37 °C
ACN/CH3COOH 94:6 50

Tabulka 9: Méfeni aktivity CYP2C9. Specificky substrat pro CYP2C9 je DF, obsah
organickych rozpoustédel v reakéni smési je 0,32 % (V/V), pfipraveny 100 mmol - I pufr
K/PQOs4, pH upraveno KOH; DF, diklofenak; G. S., generujici systém; ACN, acetonitril.

Kone¢na koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reakéni smési:

NADP* 0,6 mmol-I*t
ISO 4  mmol - I?
MgSO4 6 mmol - I
IDH 0,2 U/ml

DF 0,016 mmol - I*

Reakce je zastavena piidanim ACN/CH3COOH do reakéni smési. Vzorek byl
centrifugovan (22 000 x g, 10 min, 4 °C) v chlazené centrifuze. Aktivita CYP2C9 byla
stanovena jako mnozstvi 4OHDF nebo 5O0HDF naméfeného pomoci HPLC s UV/VIS
detektorem podle tabulky 3.
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6. Stanoveni aktivit CYP2C19 a CYP3A4 — substrat diazepam

U clovéka je DIAZ N-demethylovan za ucasti CYP2C9 a CYP3A4 na
N-desmethyldiazepam (DMD)*??. Soudasné je hydroxylovan za Gi¢asti CYP3A4 a CYP3A5
na 3-hydroxydiazepam (30HDZ)!??, Potkani metabolizuji diazepam CYP2C11 na DMD
aCYP3A2 na 30HDZ3®. Krilici metabolizuji diazepam na DMD, 30HDZ
a 4'-hydroxydiazepam (podléha glukuronidaci)®®. Kufata jsou schopna metabolizovat
benzodiazepiny na 30HDZ prostfednictvim podrodiny CYP2C®%3!! Reakéni smés pro
stanoveni aktivit CYP2C19 a CYP3A4 pomoci substratu diazepamu byla pfipravena podle
tabulky 10.

Komponenty Objem [pl]

Pufr K/PO4 pH 7,4 65
Mikrosomy (70 pmol) 20
DIAZ (0,4 mmol - I'%) 50

Preinkubace 5 minut pii 37 °C

NADPH + H" G. S. 65
Inkubace 15 minut pii 37 °C

ACN 100

Tabulka 10: Méfeni aktivit CYP2C19 a CYP3A4. Substrat pro CYP2C19 a CYP3A4 je
DIAZ, obsah organickych rozpoustédel v reakéni smési je 0,5 % (v/v), ptipraveny
100 mmol - It pufr K/PO4, pH upraveno KOH; DIAZ, diazepam; G. S., generujici systém;
ACN, acetonitril.

Kone¢na koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reakéni smési:

NADP* 0,5 mmol - I
ISO 4 mmol-I?t
MgSO4 5 mmol - I?
IDH 0,3 U/ml

DIAZ 0,1 mmol - I

Reakce byla zastavena ptidanim acetonitrilu do reakéni smési. Vzorek byl centrifugovan
(22 000 x g, 10 min, 4 °C) v chlazené centrifuze. Aktivita CYP2C19 byla stanovena jako
mnozstvi DMD a aktivita CYP3A4 jako mnoZstvi temazepamu naméteného pomoci HPLC

s UV/VIS detektorem podle tabulky 3.
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7. Stanoveni aktivity CYP2D6

Lidsky CYP2D6 preméiuje BUF na 1-hydroxybufuralol**®. U potkanti tuto reakci
katalyzuje CYP2D23%2, u kufat CYP2D49%%?, u kralikii CYP2D23 a CYP2D24?*, Slozeni

reak¢ni smési je uvedeno v tabulce 11.

Komponenty Objem [pl]
Pufr K/PO4 pH 7,4 110
Mikrosomy (67,3 pmol) 20
BUF (1 mmol - ) 5

Preinkubace 5 minut pii 37 °C

NADPH + H" G. S.

65

Inkubace 15 minut pii 37 °C

70% HCIO4

20

Tabulka 11: Méfeni aktivity CYP2D6. Specificky substrat pro CYP2D6 je BUF, obsah

organickych rozpoustédel v reakéni smési je 0 % (V/v), pfipraveny 100 mmol - I pufr

K/PQOg4, pH upraveno KOH; BUF, bufuralol; G. S., generujici systém.

Kone¢na koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reakéni smési:

NADP*
ISO
MgSO4
IDH
BUF

0,5 mmol-I?
4 mmol - I

5 mmol - |1

01 U/ml

0,025 mmol - I*

Reakce byla zastavena ptidanim 70% HCIO4 do reakéni smési. Vzorek byl centrifugovan
(22000 x g, 10 min, 4 °C) v chlazené centrifuze. Aktivitu CYP2D6 ur¢uje mnozstvi

1'-hydroxybufuralolu stanoveného pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekei podle tabulky 3.
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8. Stanoveni aktivity CYP2EI

Metoda stanoveni aktivity CYP2E1 byla pievzata od Lucas a ko

1.1 s drobnymi

modifikacemi. Lidé'*3, potkani®®’, kralici®® a podtfida ptaci® metabolizuji CLX
prostfednictvim CYP2E1 na 6-OHCLX®®. Reakce byla provedena podle tabulky 12.

Komponenty Objem [pl]
Pufr K/PO4 pH 7,4 630
Mikrosomy (160 pmol) 40
CLX (2,5 mmol - I'Y) 20

Preinkubace 5 minut pii 37 °C

NADPH + H* G. S.

310

Inkubace 20 minut pii 37 °C

42 5% H3POq4

50

isopropanol/chloroform

2000

Tabulka 12: Méfeni aktivity CYP2E1. Specificky substrat pro CYP2E1 je CLX, obsah

organiky v reakéni smési je 0 % (V/v), ptipraveny 100 mmol - I"! pufr K/POa, pH upraveno

KOH; CLX, chlorzoxazon; G. S., generujici systém; isopropanol/chloroform 15:85.

Kone¢na koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reakéni smési:

NADP*
ISO
MgSO4
IDH
CLX

0,5 mmol-I?
4  mmol - I?
5 mmol - I
0,2 U/ml

0,050 mmol - I

Reakce byla zastavena pfidanim 42,5% H3PO4 do reakéni smési. Dale se pracuje s pouzitim

sklenénych pipet. Po pridani isopropanolu/chloroformu a promichani na vortexu byl vzorek

po centrifugaci (730 x g, 10 min, 4 °C) v chlazené centrifuze Rotina 38R. V digestoii byla

odsata horni vodna vrstva a 1 ml smési isopropanolu/chloroformu byl odpafen v termostatu

pod mirnym proudem dusiku. V odparku rozpusténém v 200 pl mobilni faze (tabulka 3)
byla stanovena aktivita CYP2E1 (mnozstvi 6-OHCLX) pomoci HPLC s UV/VIS detekci.
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9. Stanoveni aktivity CYP3A4 pomoci midazolamu

Metoda méfeni enzymové aktivity byla prevzata od Kronbach a kol.!%? a Ghosal
a kol.?8. Parametry pro stanoveni 1'-hydroxymidazolamu pomoci HPLC byly &erpany
z prace Jufici akol.3*. Midazolam je u 1idi'®?, kutat®’! a kraliki®® metabolizovan
podrodinou CYP3A na 1'-hydroxymidazolam. U potkand je metabolizovan CYP3A1
aCYP3A2 hlavné¢ na 4-hydroxymidazolam a mén¢ na 1'-hydroxymidazolam
a 1',4-dihydroxymidazolam®“. Reakéni smés pro stanoveni aktivity CYP3A4 pomoci

substratu midazolamu byla pfipravena podle tabulky 13.

Komponenty Objem [pl]
Pufr K/PO4 pH 7,4 50
Mikrosomy (12,56 pmol) 20
MDZ (0,028 mmol - I 10

Preinkubace 5 minut pii 37 °C

NADPH + H* G. S. 20

Inkubace 8 minut pii 37 °C
100% chlazeny MeOH 100

Tabulka 13: Méfeni aktivity CYP3A4. Specificky substrat pro CYP3A4 je midazolam,
obsah organickych rozpoustédel v reakéni smési je 0 % (v/v), ptipraveny 100 mmol - I
pufr K/POs4, pH upraveno KOH; MDZ, midazolam; G. S., generujici systém; MeOH,
methanol.

Kone¢na koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reakéni smési:

NADP* 05 mmol-I?t
ISO 4 mmol - |1
MgSO4 5 mmol - I
IDH 0,2 U/ml

MDZ 0,0028 mmol - I

Reakce byla zastavena piidanim 100% chlazeného methanolu do reakéni smési. Vzorek byl
centrifugovan (22 000 x g, 10 min, 4°C) v chlazené centrifuze. Aktivita CYP3A4
(mnozstvi 1'-hydroxymidazolamu) byla stanovena pomoci HPLC s UV/VIS detekci podle
tabulky 3.
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10. Stanoveni aktivity CYP3A4 pomoci testosteronu

Prace Guengeriche a kol.!®! popisuje 6p-hydroxylaci testosteronu za ucasti
CYP3A4. Potkani metabolizuji TST na 6fOHTST prostfednictvim CYP3A1 a samci
metabolizuji TST navic pomoci CYP2A1 na 7aOHTST®!. Kralici metabolizuji TST
prostiednictvim CYP3A6%™ a slepice prostiednictvim CYP3A37%%, Reakéni smés pro

stanoveni aktivity CYP3A4 pomoci substratu TST byla pfipravena podle tabulky 14.

Komponenty Objem [pl]

Pufr K/PO4 pH 7,4 225
Mikrosomy (160 pmol) 20
TST (0,5 mmol - I'Y) 100
Preinkubace 5 minut pii 37 °C

NADPH + H* G. S. 155
Inkubace 20 minut pii 37 °C

1M Na2CO3/2M NaCl 100

dichlormethan 2000

Tabulka 14: Méfeni aktivity CYP3A4. Specificky substrat pro CYP3A4 je testosteron,
obsah organickych rozpoustédel v reakéni smési je 0,2 % (V/V), pfipraveny 100 mmol - I

pufr K/PO4, pH upraveno KOH; TST, testosteron; G. S., generujici systém.

Kone¢na koncentrace jednotlivych slozek NADPH + H* G. S. a substratu v reak¢éni smési:

NADP* 0,5 mmol - I
ISO 4 mmol I
MgSO4 5 mmol - I?
IDH 0,2 U/ml

TST 0,1 mmol - I

Reakce byla zastavena ptidanim 1M Na,COs/2M NaCl do reakéni smési. Dale se pracuje
s pouzitim sklenénych pipet. Po pfidani dichlormethanu a promichani na vortexu byl
vzorek po 15 minutach centrifugovan (1 640 x g, 5min, 4 °C). Po centrifugaci byla
v digestofi odsata horni vodna vrstva a 1 ml dichlormethanu byl odpafen v termostatu pod
mirnym proudem dusiku. V odparku rozpusténém v 200 pl mobilni faze (tabulka 3) byla
stanovena aktivita CYP3A4 (mnozstvi 6f-hydroxytestosteronu) pomoci HPLC s UV/VIS
detekei.
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VI. Stanoveni proteinové exprese CYP

Stanoveni proteinové exprese CYP obsazenych v jaterni mikrosomalni frakci bylo
provedeno za pouziti polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE) V pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS) a western blottingu. Separované proteiny byly pfeneseny na
polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membranu pomoci Trans-Blot Turbo. Poté byla PVDF
membrana inkubovéana s primdrni protilatkou (napi. rabbit anti-rat CYP2E1), ktera se
navazala na potkani CYP2El. Po promyti byla membrana inkubovéana v sekundarni
protilatce (protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou ,,anti-rabbit Horseradish
peroxidase®). Po dalsim promyti byla ptidana luminiscencni latka. Jednotlivé ,bandy*
odpovidajici navdzané primarni protildtce byly detekovany ptilozenim svétlocitlivého
filmu. Cernobily film vyvolany pomoci vyvojky a ustalova¢e byl po uschnuti naskenovan

a vyhodnocen pomoci programu ImageJ®’.

VII. Stanoveni genové exprese CYP

Po homogenizaci jater byla izolovana celkova RNA s vyuzitim RNeasy Plus Mini
kitu (Quiagen, CR) podle vyrobcem doporugeného postupu. Pro reverzni transkripci byla
pouzita RNA o Cistoté Aoeo/Azgo vyssi nez 2,0. K piipravé cDNA byly pouzity tyto latky:
,master mix“ dNTP (deoxynukleotid trifosfatova smés), reverzni transkriptasa, inhibitory
RNA, pufr a voda neobsahujici DNAsy a RNAsy. Vse bylo smiseno S primerem a se
vzorkem RNA (30 ng). Pro reakci reverzni transkriptazy byl pouzit program: 1) 16 °C po
dobu 30 min, 2) 42 °C po dobu 30 minut, a nakonec 3) ukonceni reverzni transkripce pii
85 °C po dobu 5 minut. V druhé ¢asti byla provedena RT-PCR s cDNA pfipravenou vV prvni
¢asti. Pro RT-PCR byl pouzit LightCycler 480 s protokolem pro TagMan gene expression
assay a pro vyhodnoceni dat byla pouZita metoda 2¢ 22318 g jako housekeeping gen byla

pouzita hypoxanthin fosforibosyltransferasa 1 (HPRT1).

VIII. Statisticka analyza
Neparovy dvou vybérovy Studentiiv t-test byl pouzit pro statistickou analyzu.
Rozdéleni distribuce experimentalnich dat byla vyhodnocena s pouzitim Kolmogorova-

Smirnovova testu. V avahu byly brany statistické rozdily P < 0,05.
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5) Vysledky

Potkantim, kralikim a slepicim byly podavany anthokyany ve form¢ stravy nebo
napoje po stfedné dlouhou dobu (29 az 72 dni). Barevné pSenice byly podavany kralikiim
a kuratiim, aby bylo mozné stanovit vliv anthokyanti na schopnost metabolismu cizorodych
latek a faktory oxidacniho stresu u dalSich zvifecich druht, chovanych hlavné pro maso

popt. vejce.

a) Podani barevnych psenic UC66049 a Skorpion samcum potkana

Potkani byli v tomto experimentu krmeni granulemi pfipravenymi pouze z pSenice
Vének (kontrola) nebo jedné z barevnych pSenic UC66049 nebo Skorpion a byl studovan

vliv této monodiety na faktory oxidacniho stresu, aktivitu a expresi mMRNA CYP.

|. Celkovd antioxidacni kapacita potkani plazmy

FRAP byla zmétena v krevni plazmé potkani krmenych pSeni¢nou monodietou.
Statisticky vyznamné byly zvySeny hodnoty FRAP u potkani krmenych bud’ barevnou
pSenici UC66049, nebo barevnou psenici Skorpion. Pro kontrolni skupinu odpovidala
naméfend hodnota FRAP koncentraci 28,1 umol - It askorbové kyseliny (standard), pro
skupinu krmenou barevnou pSenici UC66049 odpovidala hodnota FRAP koncentraci
35,2 umol - I! a skupina krmend barevnou psenici Skorpion méla hodnotu FRAP
odpovidajici koncentraci 37,8 pmol - I'* (Obrazek 4).
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Obrazek 3: Celkova antioxida¢ni kapacita potkani plazmy byla vyjadrena
v procentech vzhledem ke kontrole. Potkani byli krmeni pSenici Bohemia (kontrola),
barevnymi p3enicemi UC66049 nebo Skorpion po dobu 72 dni. Znadka ~ znamena

statisticky vyznamnou odchylku ("P < 0,05) od celkové antioxida¢ni kapacity kontroly.
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|I. Parametry oxidacniho stresu potkani plazmy

Plazma potkanii krmenych pouze pSeni¢nou monodietou byla pouzita jak pro
stanoveni celkové antioxidacni kapacity, tak pro méteni TBARS a thiolovych skupin.
Mirné¢, avsak statisticky vyznamné, byla zvySena hladina thiolt (-SH) u skupin krmenych

peletami piipravenymi z pSenice UC66049 nebo Skorpion (Tabulka 15).

TBARS (%) -SH (%)
kontrola 100 + 15 100 £ 8
UC66049 107 £ 13 110+ 6"
Skorpion 107 £ 15 121117

Tabulka 15: Hladina malondialdehydu (TBARS) a -SH skupin v plazmé potkant
vyjadiena v procentech vzhledem ke kontrole. Potkani byli krmeni pSenici Bohemia
(kontrola), barevnymi psenicemi UC66049 nebo Skorpion po dobu 72 dni. Znatka ~
Znamena statisticky vyznamnou odchylku ("P < 0,05) hladiny malondialdehydu a -SH
skupiny od kontroly.

1II. Parametry oxidacniho stresu potkanich erytrocytii

V erytrocytech potkani krmenych granulemi pfipravenymi z testovanych pSenic
byly stanoveny TBARS, GSH, SOD, GSR, GST a GPx. U skupiny krmené pSenici
UC66049 byla pozorovana vzrustajici aktivita GPx, kterd ovSem stejn¢ jako dalsi

stanovované parametry nebyla statisticky vyznamna (Tabulka 16).

TBARS (%) GSH (%)  SOD (%)  GSR (%) GST (%)  GPx (%)

kontrola 100+ 17 100+ 10 100 £32 100 £47 100 £ 36 100 £20
UC66049 100 +£20 97 £ 15 89 + 37 63 +40 89 + 34 157+ 77
Skorpion 8611 105+ 9 68 +£23 51+24 66 £+ 25 126 + 40

Tabulka 16: Enzymatické (SOD, GSR, GST a GPx) a neenzymatické (TBARS, GSH)
parametry naméiené v potkanich erytrocytech vyjadiené v procentech vzhledem ke
kontrole. Potkani byli krmeni psenici Bohemia (kontrola), barevnou psenici UC66049
nebo Skorpion po dobu 72 dni. Zadny ze stanovenych parametri se statisticky vyznamng

neli$il od kontroly.
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IV. Aktivity potkanich jaternich CYP

Potkani, ktefi byli krmeni dietou slozenou z psenic UC66049 nebo Skorpion, méli
ovlivnénu aktivitu nékterych jaternich CYP (Obrazek 4). Nejvyznamnéji byly zvySeny
aktivity CYP1A2, CYP2C, CYP2E1 a CYP3A. Konzumace barevné pSenice UC66049
vyznamné zvysila aktivity potkanich jaternich CYP1A2, CYP2El a CYP3A. Zatimco
konzumace barevné pSenice Skorpion zvysila aktivity potkanich jaternich CYP1A2,
CYP2C6, CYP2C11, CYP2E1 a CYP3A. Vyznamny pokles aktivity byl pozorovan pouze
u CYP2BI1/2 u skupiny potkant krmenych UC66049. Aktivity CYP1Al, CYP2A1l
a CYP2D1/2 nebyly konzumaci anthokyanti ovlivnény.
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Obrazek 4: Vliv konzumace barevnych pSenic na aktivitu CYP potkanich jaternich
mikrosomu vyjadieny v procentech vzhledem ke kontrole. Potkani byli krmeni pSenici
Bohemia (kontrola) nebo barevnymi pSenicemi Skorpion nebo UC66049 po dobu 72 dni.
Zna¢ka® znamena statisticky vyznamnou odchylku ("P < 0,05) od aktivity kontroly
a zna¢ka” znamena statisticky vyznamnou odchylku (*P < 0,05) mezi skupinami UC66049

a Skorpion.
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V. Exprese mRNA potkanich jaternich CYP

Zmény v enzymovych aktivitich byly ovéfeny analyzou real-time PCR. Data
na Obrazku 5 znézornuji hladiny genové exprese vsech méfenych CYP u kontrolni skupiny
potkant a skupin konzumujicich barevné psenice. Konzumace barevné pSenice Skorpion
vyznamn¢ neovlivnila expresi mRNA potkanich CYP. Naopak potkani krmeni pSenici
UC66049 méli snizenu expresi CYP2B2. Aktivita a exprese mMRNA CYP1A2 vykazovaly
u potkant krmenych pSenici UC66049 podobny trend.
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Obrazek 5: Vliv konzumace barevnych psenic na expresi mRNA CYP potkanich
jaternich mikrosomii. Znacka ~ znamend statisticky vyznamnou odchylku od exprese
mMRNA kontroly. Data jsou vyjadiena jako procento kontroly. mRNA data piedstavuji
prumér £ s.o. (smérodatna odchylka) z deseti jednotlivych zvifat. Hodnoty signifikantné

’ v , y . v v v . gk
zvysené ve srovnani s kontrolou jsou oznaceny hvézdickami ("P < 0,05).
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b) Podani boruvkového napoije (Vaccinium myrtillus L.) samcim potkana

Stanoveni vlivu anthokyant pfitomnych v bortivkovém extraktu (Vaccinium
myrtillus L.) na parametry oxida¢niho stresu, aktivitu a expresi mMRNA vybranych CYP
bylo provedeno v experimentu na potkanech.

|. Celkova antioxidacni kapacita potkant plazmy

FRAP plazmy nebyla po konzumaci bortvkového extraktu vyrazn¢ zménéna,
k statisticky signifikantnimu snizeni doSlo u skupiny napajené bortivkovym napojem
o koncentraci 1,5 g - I'* po dobu 29 dni. Pfi aplikaci bortivkového extraktu o koncentraci

1,59 It po dobu 58 dni se celkové antioxida¢ni kapacita zvysila o 20 %.
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Obrazek 6: Celkova antioxida¢ni kapacita potkani plazmy u potkant napajenych
borivkovym napojem (Vaccinium Myrtillus L.) vyjadiena v procentech vzhledem ke
kontrole. Potkani byli napajeni po dobu 29 dni (vlevo) nebo 58 dni (vpravo) kohoutkovou
vodu (kontrola) nebo bortivkovym népojem o koncentraci 0,15 g - It nebo 1,5 g - I'*. Data
FRAP predstavuji primér + s.o. z Sesti zvifat. Hodnoty signifikantné zvySené ve srovnani

s kontrolou jsou ozna¢eny hvézdi¢kami (P < 0,05).

|I. Parametry oxidacniho stresu potkani plazmy

Hladiny TBARS a —-SH skupin stanovené v plazmé potkani napajenych
borivkovym napojem 0 koncentraci 0,15 nebo 1,5 g - It po dobu 29 nebo 58 dni se
vyznamng¢ neliSily od kontroly napéjené pouze kohoutkovou vodou (Tabulky 18a, 18b).
Skupina napajena bortivkovym napojem o koncentraci 0,15 g - I'! po dobu 29 dni méla
snizenu hladinu TBARS o takika 15 %. Naopak potkani napajeni stejnym napojem po dobu
58 dni méli zvySenou hladinu TBARS o 11 %.
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TBARS (%) -SH (%)

kontrola 29 dni 100 + 17 100+9
0,159 I 29 dni 85+13 103 +3
1,59 It 29 dni 104+ 16 103+ 13

Tabulka 18a: Hladina TBARS a -SH skupin v potkani plazmé vyjadiené v procentech

vzhledem ke kontrole. Potkani byli napajeni kohoutkovou vodou (kontrola) nebo

bortivkovym napojem o koncentraci 0,15 nebo 1,5 g - It 29 dni. Zadna z naméfenych

hodnot se statisticky vyznamné nelisila (P < 0,05) od kontroly.

TBARS (%) -SH (%)
kontrola 58 dni 100 + 12 100 £ 6
0,159 I 58 dni 111+6 95+ 15
1,59 1"t 58 dni 98 + 14 102 +7

Tabulka 18b: Hladina TBARS a -SH skupin v potkani plazmé vyjadiené v procentech
vzhledem ke kontrole. Potkani byli napajeni kohoutkovou vodou (kontrola) nebo
bortivkovym napojem o koncentraci 0,15 nebo 1,5 g - I* 58 dni. Zadn4 z naméfenych

hodnot se statisticky vyznamné nelisila (P < 0,05) od kontroly.

1. Parametry oxidacniho stresu potkanich erytrocyti

Parametry oxida¢niho stresu stanovené v erytrocytech izolovanych z krve odebrané
potkantim napéjenych bortivkovym napojem o koncentraci 0,15 g - It nebo 1,5 g - I po
dobu 29 dnu (Tabulka 19a) a 58 dnt (Tabulka 19b) se nijak vyznamné neliSily od hladin

nebo aktivit sledovanych enzymu kontrolni skupiny.

TBARS (%) GSH (%) SOD (%)  GSR (%) GST (%) GPx (%)
kontrola 100+ 34 100 + 44 100 + 30 100 + 30 100 + 25 100 + 24
0,15¢g-I*t 106 + 15 83+13 111+21 104 £ 22 79+7 90+9
159 I? 107 + 19 107 + 20 83+8 89 + 20 72+ 17 87+9

Tabulka 19a: Enzymatické (SOD, GSR, GST a GPx) a neenzymatické (TBARS, GSH)
parametry naméiené v potkanich erytrocytech vyjadiené v procentech vzhledem ke
kontrole. Potkani byli napajeni kohoutkovou vodou nebo borivkovym napojem
o koncentraci 0,15 nebo 1,5 g - I'* po dobu 29 dni. Zadny ze stanovenych parametri se
vyznamng nelisil (P < 0,05) od kontroly.
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Hladiny a aktivity faktorti oxida¢niho stresu stanovené v erytrocytech izolovanych
z krve odebrané potkantim napajenych bortivkovym napojem o koncentraci 0,15 g - I"t nebo
1,5 g " I'* po dobu 58 dnt1 (Tabulka 19b) ukazovaly klesajici trend u aktivity GSR skupiny

napajené 0,15 g - I}, ale statisticky nebyla tato hodnota vyznamna.

TBARS (%) GSH (%)  SOD (%) GSR (%) GST (%) GPx (%)
kontrola 100+9 100 £ 12 100+ 31 100+ 33 100+ 18 100+19
0,591 123 +24 103+ 19 70+£24 38+16" 115+ 10 81+23
15917 123+ 14 115+ 14 82+18 64 + 28 112+6 83+18

Tabulka 19b: Enzymatické (SOD, GSR, GST a GPx) a neenzymatické (TBARS, GSH)
parametry naméi'ené v potkanich erytrocytech vyjadiené v procentech vzhledem ke
kontrole. Potkani byli napajeni kohoutkovou vodou (kontrola) nebo bortivkovym
extraktem rozpusténym v kohoutkové vodé o koncentraci 0,15 nebo 1,5 g - It po dobu

58 dni. Hodnoty signifikantng odlisné od kontroly jsou oznageny hvézdi¢kami (P < 0,05).

1V. Aktivity potkanich jaternich CYP

Aktivity potkanich jaternich CYP byly stanoveny pomoci téchto deviti susbtrati:
ETRR (CYP1Al), PHEN (CYP1A2), TST (CYP2AI1, metabolit 7a-hydroxytestosteron),
EFC (CYP2B1/2), WARF (CYP2C6, 7-hydroxywarfarin), DF (CYP2C11, 4OHDF), BUF
(CYP2D2), CLX (CYP2EL), MDZ (CYP3A1, 4-OHMDZ), TST (CYP3A2, 6B-OHTST).
Potkani napdjeni borivkovym napojem po dobu 29 dni (obé€ koncentrace) méli zvySenou
aktivitu CYP2C11 a CYP2E1l (Obrazek 7a). Naopak podavani vyssi koncentrace
bortivkového napoje (1,5 g - I'Y) po dobu 58 dni snizilo aktivitu CYP1A2, CYP2C11
a CYP2EL, ale zvysilo aktivitu CYP3A2 (Obrazek 7b).
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Obrazek 7a: Vliv bortvkového napoje na zménu aktivit CYP potkanich jaternich
mikrosomi vyjadiené v procentech vzhledem ke kontrole. Potkani byli napajeni
kohoutkovou vodou (kontrola) nebo boriivkovym extraktem rozpuSténym v kohoutkové
vodé& 0 koncentraci 0,15 nebo 1,5 g - It po dobu 29 dni. Aktivity CYP u nichz byla
statisticky vyznamna odchylka (P < 0,05) od kontroly byly oznaceny "
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Obrazek 7b: VIliv boruvkového napoje na aktivitu CYP potkanich jaternich
mikrosomii. Potkani byli napdjeni kohoutkovou vodou (kontrola) nebo v ni rozpusténym
borivkovym extraktem o koncentraci 0,15 nebo 1,5 g - I"! po dobu 58 dni. Aktivity CYP
u nich byla statisticky vyznamna odchylka (P < 0,05) od kontroly byly ozna¢eny ",
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V. Exprese mRNA potkanich jaternich CYP

U skupiny napajené bortivkovym napojem o koncentraci 1,5 g - I"! po dobu 29 dni
byla prokazatelné zvysena exprese mMRNA CYP2EL (250 %). U stejné skupiny potant byly
naméfeny ne tak signifikantni, ale statisticky vyznamné zvySené exprese mRNA CYP2D2
a CYP2A1 (Obrazek 8a).

%

350

300 ”

250

200 *

150

100

0 | Uil R R i

0 (| . (| . (| . (I | . S | . (I | . (I | . | . (I | .
Vv N N 0 ) N V) N N
R L @3’ @‘3’ AQf»Q‘ & \\Qfﬁ o
C C C C C X c C %@”
&
M kontrola O 0,15g- It O15g-It

Obrazek 8a: VIiv borivkového napoje na expresi mMRNA CYP potkanich jaternich
mikrosomi. Potkani byli napajeni kohoutkovou vodou (kontrola) nebo v ni rozpusténym
bortivkovym extraktem o koncentraci 0,15 nebo 1,5 g - I'! po dobu 29 dni. Data jsou
vyjadifena jako procento kontroly. Hodnoty mRNA piedstavuji primér + s.o. ze Sesti
jednotlivych zvitat. Hodnoty signifikantné zvySené oproti kontrole jsou oznaceny

hvézdickami (‘P < 0,05).
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Obrazek 8b: Vliv boruvkového napoje na expresi mMRNA CYP potkanich jaternich
mikrosomi. Potkani byli napajeni kohoutkovou vodou (kontrola) nebo v ni rozpusténym
bortivkovym extraktem o koncentraci 0,15 nebo 1,5 g - I'* po dobu 58 dni. Data jsou
vyjadiena jako procento kontroly. Hodnoty mRNA ptedstavuji primér + s.o. ze Sesti
jednotlivych zvitat. Hodnoty skupin napajenych borivkovym napojem se nelisily od

kontroly.
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¢) Podéni barevné pSenice Karkulka samicim kralika

Samice kralika byly krmeny z 85 % standardni dietou, kterd byla doplnéna pSenici
bez obsahu anthokyanti Vanessa (kontrola) nebo barevnou pSenici obsahujici anthokyany
Karkulka po dobu 61 dni. Studie byla provedena na kralicich, protoze jsou velice citlivym
zvifecim experimentalnim modelem a podavani potravy bohaté na anthokyany muize zlepsit

jak zdravotni stav testovanych zvifat, tak zvysit kvalitu jejich masa.

I. Celkova antioxidacni kapacita plazmy samic krdlika
Antioxida¢ni kapacita plazmy krali¢ich samic krmenych dietou tvofenou z 15 %

barevnou pSenici se nijak nelisila od kontroly (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Celkova antioxida¢ni kapacita krali¢i plazmy. Samice kralika byly krmeny
pSenici Vanessa (kontrola) nebo pSenici s purpurovym perikarpem Karkulka po dobu 61
dni. Zadné statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) mezi studovanymi skupinami nebyly

pozorovany.

Il. Parametry oxidacniho stresu erytrocytut kralicich samic

Faktory oxida¢niho stresu Vv erytrocytech byly velice podobné u kontroly (psenice
Vanessa) a barevné psenice (pSenice Karkulka). Skupina krmena pSenici Karkulka méla
snizenu aktivitu GST (Tabulka 20).

TBARS (%) GSH (%) SOD (%) GSR (%) GST (%) GPx (%)
kontrola 100+ 4 100+ 4 100+ 4 100+ 13 100+ 7 100+ 3
Karkulka 91 +£3 107 +6 93+4 88+8 79 £ 9* 98 +5

Tabulka 20: Enzymatické (SOD, GSR, GST a GPx) a neenzymatické (TBARS, GSH)
parametry namérené v krali¢ich erytrocytech. Samice kralika byly krmeny pSenici
Vanessa (kontrola) nebo pSenici S purpurovym perikarpem Karkulka po dobu 61 dni.
Statisticky vyznamné odchylky (P < 0,05) od kontroly byly vyznageny hvézdickou ~.
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1. Aktivity kralicich jaternich CYP
Kralici metabolizuji ETRR prostfednictvim CYP1A2, PHEN prostfednictvim
CYP1A2 a CYP1lAl (mén¢), KUM prostiednictvim CYP2A10 a CYP2A1l1, EFC
prostiednictvim CYP2B4, TST prostiednictvim 2C3 na 6OHTST, DIAZ prostfednictvim
CYP2C na DMD a CYP3A6/2C na 30OHDZ, BUF prostfednictvim CYP2D23 a CYP2D24,
CLX prostiednictvim CYP2E1. Aktivity krali¢ich jaternich CYP jsou uvedeny na obrazku
10. Namétené hodnoty jednotlivych CYP krali¢ich samic krmenych pSenici bohatou na
anthokyany Karkulka se neliSily od kontroly. I kdyz byl v n¢kterych piipadech pozorovan
pokles metabolismu napt. pfemény diazepamu na DMD, tak velké interindividualni rozdily
mezi studovanymi zvifaty neumoznily ani tento pokles v metabolismu diazepamu
povaZovat za statisticky vyznamny.
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Obrazek 10: Aktivita CYP u krali¢ich samic krmenych barevnou pSenici. Samice
kralika byly krmeny pSenici Vanessa (kontrola) nebo pSenici s purpurovym perikarpem
Karkulka po dobu 61 dni. Zadna z namé&fenych hodnot se vyznamné (P < 0,05) neliila od

kontroly.
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d) Podani barevné pSenice Arasajta RU 687-12 slepicim

Dribez je oproti jinym dfive zminénym zvifecim modelim pomérné malo
studovany zvifeci model, zejména pro studium vlivu konzumace stravy bohaté na
anthokyany na faktory oxida¢niho stresu a CYP. V experimentu nosnice staré 69 tydnu se
snizujici se snuskou vajec, byly krmeny dietou tvoienou z 60 % barevnou psenici Arasajta

RU 687-12 nebo psenici Bohemia (kontrola).

|. Celkova antioxidacni kapacita slepici plazmy
Celkova antioxidac¢ni kapacita byla méfena v krevni plazmé slepic. Skupina krmena
Arasajtou méla statisticky vyznamné zvySenu hladinu antioxidacni kapacity, coz by mohlo

mit pozitivni vliv na snizeni volnych radikalt v jejich organismu (Obrazek 11).

%
180
160 T
140 l
120
100

80

60

40

20

kontrola Arasajta RU 687-12

Obrazek 11: Celkova antioxida¢ni kapacita slepi¢i plazmy byla vyjadrena
v procentech vzhledem ke kontrole. Slepice byly krmeny pSenici Bohemia (kontrola)
nebo psenici s modrym aleuronem Arasajta RU 687-12 po dobu 63 dni. Znacka “ ("P < 0,05)

znamena statisticky vyznamnou odchylku od celkové antioxidaéni kapacity kontroly.

. Aktivity slepicich jaternich CYP

Pii méteni aktivity CYP pfitomnych ve slepicich jatrech byly pouZity substraty
specifické pro lidské formy CYP (ETRR, DIAZ, KUM, BUF, CLX, DF a TST). Nosnice
krmené barevnou pSenici Arasajta RU 687-12 mély statisticky vyznamné zvySen¢ aktivity
CYP (Obrazek 13) odpovidajici lidskému CYP2C9 (substrat DF), CYP2D6 (substrat BUF)
a CYP3A (DIAZ, metabolit 30OHDZ).
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Obrazek 12: Vliv konzumace barevné pSenice Arasajta RU 687-12 na aktivitu CYP
slepicich jaternich mikrosomii. Slepice byly krmeny pSenici Bohemia (kontrola) nebo
pSenici s modrym aleuronem Arasajta RU 687-12 po dobu 63 dni. Znacka = (P < 0,05)
znamena statisticky vyznamnou odchylku od kontroly; 4'OHDF, 4'-hydroxydiklofenak;
50HDF, 5-hydroxydiklofenak; DMD, N-desmethyldiazepam; 30H, 3-hydroxydiazepam.

I11. Exprese mRNA slepicich jaternich CYP
Exprese mRNA kutecich CYP1AS5, 3A37 a 2C45 neprokazala zadné zmény po

konzumaci barevné pSenice oproti kontrole.
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Obrazek 13: Vliv konzumace barevné pSenice Arasajta RU 687-12 na expresi mRNA
CYP slepicich jaternich mikrosomii. Slepice byly krmeny pSenici Bohemia (kontrola)
nebo plenici s modrym aleuronem Arasajta RU 687-12 po dobu 63 dni. Zadna

z naméfenych hodnot mRNA se vyznamné neliSila (P < 0,05) od kontroly.
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IV. Proteinova exprese vybranych forem slepicich jaternich CYP

Exprese proteini kufecich jaternich CYP byla detekovana s pouzitim protilatek
proti lidskym CYP. Za povSimnuti stoji zvySena exprese proteinu detekovaného pomoci
protilatky proti lidskému CYP2B6. Nenasli jsme ovSem vhodny substrat pro stanoveni
aktivity podrodiny CYP2B u kufat, ktery by ndm umoznil potvrdit souvislost mezi
pfedpokladanou zménou aktivity a zvySenou proteinovou expresi detekovanou
prostiednictvim protilatky proti lidskému CYP2B6.
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Obrazek 14: Vliv konzumace barevné pSenice Arasajta RU 687-12 na expresi proteinii
CYP slepicich jaternich mikrosomi. Slepice byly krmeny pSenici Bohemia (kontrola)

nebo psenici s modrym aleuronem Arasajta RU 687-12 po dobu 63 dni.
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6) Diskuze

Predmétem naSeho zdjmu bylo studium efektti anthokyand, latek s antioxida¢nim
Gi¢inkem, na vybrané systémy (CYP a faktory oxida¢niho stresu) Zivo¢isnych modeld. Zivé
organismy se brani vysoké hladiné volnych radikali tfemi zptsoby. V prvé fadé reguluji
syntézu enzymu, které se ucastni tvorby endogennich radikala. V dalsim kroku mohou
odstranovat jiz vytvorené radikdly. Zde se uplatni jak enzymové, tak neenzymové
endogenni antioxidanty. V ptipadé netspéchu téchto zminénych variant, jsou vyuZzity
repara¢ni mechanismy pro obnoveni poskozenych biomolekul.

Pti konzumaci potravy se do zivych organismu dostavaji kromé zivin i latky
cizorodé (v naSem ptipad¢ anthokyany). Tyto cizorodé latky mohou mit jednak pozitivni
ucinek na zdravotni stav organismi, piikladem je pravé antioxidacni ucinek, nebo obecné
feceno, latky pozitivné ovliviiujici homeostazu organismi. Na druhé stran€ je nutné zminit,
ze cizorodé latky mohou pusobit na organismus negativné. V této souvislosti jsme se
zaméfili na studium vybranych enzymu podilejicich se na metabolismu xenobiotik, na

cytochromy P450, protoZe se podileji na odstranéni cizorodych latek z organismu.

a) Podavani barevnych p$enic UC66049 a Skorpion samcum potkana

V této studii jsme sledovali U¢inky stfednédobé konzumace ARW na vybrané
enzymové a neenzymové endogenni antioxidanty a vybrané enzymy prvni faze

metabolismu cizorodych latek u potkand.

1. Ovlivneéni faktoru oxidacniho stresu u potkani

Skupiny potkanti, které byly krmeny dietou slozenou z barevnych pSenic, mély
zvySenou celkovou antioxidac¢ni kapacitu (Obrazek 3) a celkové mnozstvi volnych -SH
skupin v krevni plazmé (Tabulka 15). ZvySeni obou téchto parametri miiZze pusobit jako
obrana pfed volnymi radikdly. Enzymatické ani neenzymatické parametry oxidac¢niho
stresu namétfené v potkanich erytrocytech se nelisily od kontroly (Tabulka 16). Pii méfeni
téchto parametri byla zjiSténa velka variabilita hodnot mezi jednotlivymi zvitaty, a proto
naméfené parametry nebyly nakonec statisticky vyznamné.

Narust celkové antioxidacni kapacity (Obrazek 3) odpovida zjisténim Jansakové
akol.3, ktefi rovnéz pozorovali zvySenou antioxidacni kapacitu plazmy potkand
krmenych dietou bohatou na anthokyany. Mirny nartust hodnoty antioxidaéni kapacity je

bézné spojovan s lepsi ochranou pred reaktivnimi formami kysliku. V nasem experimentu
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mély vzorky krevni plazmy o 20 az 40 % vyssi antioxida¢ni kapacitu nez kontrola (Obrazek
3). Na druhé stran¢ je tieba vzit v ivahu, Ze studované pSenice nemély jen zvySeny obsah
anthokyani. Obsahovaly rovnéz jiné polyfenoly, zejména fenolové kyseliny>2%32L,
Polyfenoly se hojn¢ vyskytuji v ARW a fenolové kyseliny tvoii vétSinu polyfenoli
v barevnych psenicich®?®. Psenice Skorpion méi vys§i obsah napi. ferulové, vanilové
a p-kumarové kyseliny oproti pSenici UC66049 a kontrolni pSenici Bohemia. Fenolové
kyseliny mohou vzniknout rozkladem jinych polyfenola plisobenim mikroorganismua ve
stievé*, Studie Villela-Castrejon a kol.3? se zabyvala vlivem ferulové kyseliny in vitro na
zvySeni hladiny antioxidacni kapacity savéich bunék. Pravé v krevni plazmé potkant

krmenych psSenicemi s vy$§im obsahem ferulové kyseiny (UC66049, Skorpion) doslo

Kk pfimo timérnému zvyseni antioxida¢ni kapacity.

I. Ovlivneéni aktivit a exprese mRNA potkanich CYP

Experiment in vitro provedeny s anthokyany a anthokyanidiny (bez cukerné slozky)
na lidskych jaternich mikrosomech prokazal snizeni aktivit CYP32%, U jiné in vitro studie,
tentokrat provedené na hepatocytech byl podanim anthokyanti indukovan pouze enzym
CYP1AL, ktery je regulovan prostiednictvim AhR3?*, Vysledky ndmi provedeného in vivo
experimentu na potkanech krmenych ARW vysly odlisné od zminénych studii in vitro.
Exprese mRNA jednotlivych CYP byla sniZzena pouze u podrodiny CYP2B. Na druhé
strané vykazovala rostouci tendenci u podrodin CYP3A a to u skupiny zvifat, kterym byla
podavana pSenice Skorpion. Exprese mRNA byla rovnéz zvySena u podrodin CYP2C
a CYP1A, ale u skupiny krmené UC66049 (Obrazek 5). Aktivity potkanich jaternich CYP
byly vyznamné zvySené u CYP1A2, CYP3A4, CYP2EI a podrodiny CYP2C (Obrazek 4).
Nejvyznamnéj$i narlst aktivit byl u skupiny potkanti krmenych UC66049. Jediny
vyznamny pokles v aktivit¢ CYP byl pozorovan u podrodiny enzymt CYP2B, ktery
odpovidal poklesu exprese mRNA®3. Pozorované zmény exprese mRNA CYP1A, CYP2E1
a CYP3A miizou byt regulovany receptory AhR, PXR a WNT/b-kateninové drahy®?>3%,

V piipadech, kdy byly zjistény rozdily v expresi mMRNA a naméfenymi aktivitami
CYP, byla velikost rozdili mala, pfi¢emz nejvétsi nartst ¢inil 55 %. Coz je mala hodnota
pfi srovnani s fadovymi zménami zptisobenymi silnymi induktory CYP. S ohledem na tuto
skutecnost nase studie nenaznacuje, ze modra pSenice bude mit vyznamny vliv na

metabolismus xenobiotik a 1éCiv prostiednictvim CYP.
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b) Podavani boruvkového napoje (Vaccinium myrtillus L.) samctm potkana

Bortvky maji celou fadu zdravi prospésnych uc¢inka. V nasi praci jsme se zaméfili
na to, zda dlouhodobé nebo nadmérné uzivani bortivkového extraktu (obzvlasté ve formé
doplnkd stravy) muze v kombinaci s uzivanim 1éCiv zpusobit vedlej$i G¢inky. Samci
potkant byli napajeni pitnou vodou (kontrolni skupina) a totoznou vodou S rozpusténym
extraktem z bortivek. Byl zkouman vliv niz§i (0,15 g - I') a vyssi (1,5 g - I'Y) koncentrace
extraktu z bortivek na faktory oxidac¢niho stresu a expresi a aktivitu vybranych CYP ve

dvou ¢asovych intervalech — po dobu 29 resp. 58 dni.

|. Ovlivneni faktoru oxidacniho stresu u potkanii

Celkova antioxidacni kapacita krevni plazmy potkanti napéjenych borivkovym
napojem se piili§ neligila od kontroly az na skupinu napajenou koncentraci 1,5 g - I'* po
dobu 29 dnti (Obrazek 6). Podavani bortivkového napoje neovlivnilo parametry oxidaé¢niho
stresu ani hladiny antioxidantll v plazmé. Po srovnani namétenych hodnot s referen¢nimi
hodnotami pro potkany kmene Wistar3?’-32 nevykazuje pravidelna konzumace borivek ani

prospésné ani Skodlivé ucinky.

1I. Ovlivnéni aktivit a exprese mRNA potkanich CYP
Hlavnim z4jmem této studie bylo posoudit mozné ucinky bortivkového napoje na
expresi a aktivitu enzymu metabolismu cizorodych latek, protoZe tato védni oblast nebyla
napoje po dobu 29 dnl byla pozorovdna zvySena aktivita CYP2El a CYP2CI1
(Obrazek 7a). Zvysena aktivita CYP2EI je nezadouci, protoze CYP2EI pfi své ¢innosti
uvoliiuje superoxid a hydrogenperoxidy zodpovédné za narist oxidacniho stresu®.
Nezménéné hodnoty hladin -SH skupin a TBARS naméfenych v plazmé a taky hladin GSH
a TBARS stanovenych v erytrocytech potkanti pijicich bortivkovy napoj naznacuji, ze
konzumace boruvkového napoje i pfes zvySenou aktivitu CYP2EI tvorbu oxidantd
v organismu nezvysila. Aktivita CYP2C11, strukturné podobného lidskému CYP2C9,
metabolizujiciho celou fadu 1é¢iv od antikoagulancii (S-WARF), pies 1éky proti Gzkosti
rrrrrr )30,
se zvySila. ZvySena aktivita CYP2C9 vyvolana podavanim borivkového napoje muize
zpusobit mirné snizeni G¢innosti vy$e zminénych 1é¢iv. Schopnost anthokyant zvysovat

potkani CYP2C11 byla uz diive popsana Ibrahimem a kol.33, V nagem experimentu méli
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potkani napajeni vyssi koncentraci borivkového napoje po dobu 58 dni mirné snizeny
aktivity CYP2E1 a CYP2C11l (Obrazek 7b). Ztoho vyplyva, ze inhibi¢ni ucinky
u dlouhodobé konzumace borivkového nédpoje prevazily nad indukei téchto enzymu pii
kratkodobé aplikaci. Pravidelné poddvani bortivkového napoje po dobu 58 dni mirné
zvysilo také aktivitu CYP3A2 (u 0,15 g - I'Y) a snizilo aktivitu CYP1A2 (u1,5g - IY). Na
zaklad¢ namétenych vysledkl je mozno predpokladat, ze zména aktivity CYP vyvolana
konzumaci bortivkového napoje je pouze mirna a nijak vyznamné neovlivni klinické

hodnoty subjektti, kteii borivkovy napoj konzumuji dlouhodobé.

¢) Podavani barevné psenice Karkulka samicim kralika

Kralici jsou dal§im zvifecim modelem vhodnym pro studium vlivu konzumace
stravy bohaté na anthokyany na faktory oxida¢niho stresu a CYP. Bogaards a kol.1** zjistili,
ze kralici jsou vhodnym modelem pro studium aktivity CYPIA pomoci substratu ETRR
u lidi.

1. Ovlivnéni faktoru oxidacniho stresu u kralicich samic

Plazma krali¢ich samic mé¢la vyznamné zvySenu hodnotu FRAP u skupiny krmené
ARW ve srovnani se skupinou krmenou kontrolni pSenici (Obrazek 9).

Faktory oxida¢niho stresu (s vyjimkou aktivity GST) byly u obou experimentéalnich
skupin velice podobné (Tabulka 20). Tyto vysledky se shoduji s vysledky studie Choi
a kol.®3!, kde extrakt ze slupek nebo semen hroznli bohaty na anthokyany udrzoval hodnoty
antioxida¢nich paramatri kraliki na diet¢ s vysokym obsahem tuki na hodnotach
podobnych kontrole. Extrakt ze slupky hroznti snizoval aktivitu GST u studovanych kraliki

podobné jako v nasem experimentu.

Il. Ovlivnéni aktivit kralicich jaternich CYP
Aktivity CYP naméfené u samic kralika se nijak vyznamné neliSily mezi kontrolou
a skupinou krmenou ARW (Obrazek 10), coz naznacuje, ze konzumace barevnych pSenic

nijak neovliviiyje aktivitu CYP.
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d) Podavani barevné pSenice Arasajta RU 687-12 slepicim

Driibez a vaji¢ka jsou ¢asto konzumovanou slozkou nasi potravy a proto informace,
jestli podavani ARW miize ovlivnit zdravotni stav slepic je velice dilezita pro stanoveni
zdravi prospésnosti nebo asponl nezavadnosti takovéto stravy. Podobné jako u predchozich
zvitecich modelt byl sledovan vliv konzumace barevné pSenice, tentokrat Arasajty RU

687-12, na aktivitu, expresi mRNA a proteinu jaternich CYP u slepic.

L. Ovlivneni faktoru oxidacniho stresu u nosnic
Nosnice krmené barevnymi pSenicemi mély oproti kontrole zvySenu hodnotu FRAP

plazmy (Obrazek 11).

1I. Ovlivnéni aktivit, mRNA a proteinové exprese CYP U nosnic

Slepice krmené barevnou pSenici Arasajta RU 687-12 mély stejnou aktivitu
CYP3A37 (6OHTST) jako kontrola (Obrazek 12). Tento poznatek byl v souladu
s nezménénou hladinou exprese mMRNA CYP3A37 (Obrazek 13). Naopak u jin¢ho
mozného substratu CYP3A37 (DZ; metabolit 30HDZ) byla aktivita zvySena o témét 37 %
(Obrazek 12). Toto zvySeni mize byt vysvétleno tim, ze jako substrat byla pouzita latka ze
skupiny benzodiazepini, ktera by podle Hua®!! mohla byt metabolizovana vice kufecimi
CYP2H1 a CYP2H2 nez CYP3A37. V soucasnosti jsou CYP2H1 a CYP2H2 u podtiidy
ptaci nové oznacované jako CYP2C23a a CYP2C23b%3*. Po pouziti protilatky na lidsky
CYP2B6, byla u skupiny kufat krmenych Arasajtou pozorovana zvySena exprese blize
nespecifikovaného proteinu. Hladina metabolitu diazepamu (30OHDIAZ) byla zvysena
U skupiny krmené barevnou pSenici, coz bylo rozdilné od hladiny 6OHTST
metabolizovaného kufecim CYP3A372%%¢. Rovnéz DF, substrat CYP2C u lidi, mél vysSi
hladiny obou hydroxy metaboliti u skupiny krmené ARW.
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7) Zavéry

Predkladand disertacni prace se zabyva vlivem piirodnich anthokyanii na
biotransformacni a antioxida¢ni enzymy. Byl sledovan vliv pSenic bohatych na anthokyany
popt. bortivkového extraktu na faktory oxidac¢niho stresu a vybrané jaterni CYP jak na
aktivity, tak na expresi mMRNA a piipadné expresi proteinu téchto enzymi u potkana,
kralika nebo slepice.

Na zékladé stanovenych cilii bylo dosazeno téchto vysledku:

a) Podavani barevnych p$enic UC66049 a Skorpion samcum potkana

- Potkani krmeni barevnymi pSenicemi méli oproti kontrole zvySenu antioxidacni
kapacitu plazmy o 25 % (pSenice UC66049) a 0 31 % (psenice Skorpion).

- Konzumace barevné pSenice Skorpion zvysila hodnotu thiolovych skupin 0 25 %.

- Aktivity CYP1A2, CYP2E1 a CYP3A2 byly u skupiny krmené psenici UC66049
zvyseny V rozmezi 25 az 47 %. Jen aktivita CYP2B1/2 klesla o 48 %.

- Aktivity CYP u skupiny krmené p$enici Skorpion byly zvySeny V rozmezi 24-32 %
u CYP2C6, CYP2C11, CYP2E1 a CYP3A2 (metabolit 3-hydroxydiazepam).

- Zdravotni stav experimentalnich zvitat byl po celou dobu experimentu dobry bez
jakychkoliv zdravi ovliviiujicich zmén. I pfes mirné az stfedni zmény (aktivita
CYP2El) nebyly pozorovany zadné fyziologické rozdily mezi skupinami

experimentalnich zvirat.

b) Podavani boruvkového napoje (Vaccinium myrtillus L.) samctm potkana

- Potkani napajeni vys$$i koncentraci borivkového napoje po dobu 29 dnit méli oproti
kontrole celkovou antioxida¢ni kapacitu plazmy snizenu 0 27 %.

- Aktivity CYP2C11 a CYP2EL byly u potkanii napajenych borivkovym napojem po
dobu 29 dni zvySeny u obou podavanych koncentraci v rozmezi 22 az 31 %.

- U potkanti napajenych boriivkovym napojem o vyssi koncentraci po dobu 58 dni
byly mirné snizeny aktivity CYP1A2, CYP2C11 a CYP2E1l. Pouze aktivita
CYP3A2 u skupiny napajené nizsi koncentraci boruvkového napoje byla mirné
zvysena.

- U potkani napajenych vyssi koncentraci boriivkového napoje po dobu 29 dni byla
exprese MRNA zvysena o 38 % (CYP2A1), 92 % (CYP2D2) a 159 % (CYP2EL).

- Konzumace bortavkového napoje o vysoké koncentraci po dobu 29 dni zpiisobila

snizeni celkové antioxidacni kapacity plazmy a mirné az stfedni (CYP2E1) zvySeni
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aktivit a exprese mRNA potkanich jatenich CYP. Zdravotni stav potkant byl po
celou dobu experimentu dobry, a proto piedpokladame, Ze konzumace bortivkového
napoje neposkozovala zdravé jedince. Pozor je potieba dat na konzumaci bortvek
v kombinaci suzivanim nékterych 1éCiv metabolizovanych hlavné enzymem

CYP2E1.

¢) Podavani barevné p$enice Karkulka samicim kralika

Samice kralika krmené barevnou pSenici Karkulka mély oproti kontrole snizenu
aktivitu GST o0 21 %.

Aktivity krali¢ich jaternich CYP se rovnéz vyrazné neliSily od kontroly. Pouze
u aktivit CYP2C3 (6B-hydroxytestosteron), CYP2C (N-desmethyldiazepam),
CYP3A6/2C (3-hydroxydiazepam) byl pozorovan jisty pokles (statisticky
nesignifikantni) oproti kontrole.

Podéavani barevné pSenice Karkulka samicim krélika nezplsobilo Zadné statisticky
vyznamné zmény v sledovanych parametrech az na pokles aktivity GST. Zdravotni
stav krali¢ich samic byl po celou dobu experimentu beze zmén, a proto mizeme
potvrdit, ze konzumace barevnych pSenic nezptisobila zddné negativni nasledky na

zdravi experimentalnich zvitat.

d) Podavani barevné pSenice Arasajta RU 687-12 slepicim

Slepice krmené barevnou pSenici Arasajta RU 687-12 mély oproti kontrole zvySenu
hladinu celkové antioxidaéni kapacity plazmy o0 46 %.

Skupina krmena Arasajtou RU 687-12 méla zvySenu aktivitu jaternich CYP2D49
047 % (odpovidajici lidské 2D6) a 37 % (odpovidajici podrodiné 3A u lidi,
metabolit 3-hydroxydiazepam) a 29 % (odpovidajici podrodiné 2C u lidi). Aktivita
CYP2EI1 byla sniZzena o 15 %.

Exprese proteint detekovanych s pouziti protilatky proti lidské CYP2B6 byla oproti
kontrole 0 122 % vyssi.

Zdravotni stav kontrolni skupiny byl totozny se slepicemi krmenymi Arasajtou RU
687-12, které mély oproti kontrole vyssi celkovou antioxidacni kapacitu plazmy
aexpresi proteinu detekovaného pomoci lidské protilatky proti CYP2B6.
Konzumace barevné pSenise Arasajta RU 687-12 nezplsobila zadné zdravotni

problémy studovanym slepicim.
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