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SEZNAM ZKRATEK

ACE acetylcholinesteraza

AhR receptor pro aromatické uhlovodiky (aryl hydrocarbon receptor)
CYP cytochrom P450

DMSO dimethylsulfoxid

EM rychly metabolizator (extensive metabolizer)

GIT gastrointestinalni trakt

HPLC vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography)
ICso koncentrace latky inhibujici 50 % aktivity enzymu

IM stiedné rychly metabolizator (intermediate metabolizer)
Km Michaelisova konstanta

Kj inhibi¢ni konstanta

MFO smisené funk¢ni oxidasy (mixed function oxygenase)
MS hmotnostni spektrometr (mass spectrometer)

NADH redukovany nikotinamidadenindinukleotid
NADPH redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat
ODMA O-desmetylangolensin

PAH, PAU polycyklické aromatické uhlovodiky

PM pomaly metabolizator (poor metabolizer)

rpm otacky za minutu

SULT sulfotransferasa

UGT uridin 5'-difosfoglukuronosyltransferasa

UM ultrarychly metabolizator (ultrarapid metabolizer)
UV-VIS zéfeni v ultrafialové a viditelné oblasti

Vmax maximalni rychlost enzymatické reakce



1. UVOD

Lidska populace je neustdle ovliviiovana negativnimi vlivy prostiedi, které snizuji
obranyschopnost organismu a také kvalitu zivota. Proto je v poptedi zajmu suplementovat
organismus zdravi prospé$nymi latkami. S pfiznivymi ucinky je Vv pfedstavach populace
vazan pojem nutraceutika. Nutraceutika jsou dopliiky stravy, které 1ze definovat jako latky
piiznivé ovlivijici zdravotni stav ¢lovéka, snizujici riziko vzniku nékterych zavaznych
onemocnéni a svym protektivnim pasobenim na zdravi lidi také zvySujici kvalitu jejich

Zivota.

Mezi vyznamné latky, které lze tadit mezi nutraceutika, patii rozlicné skupiny slouéenin
rostlinného ptavodu, tzv. fytochemikalii. Jedna se zejména 0 vitaminy, fenolové kyseliny,
polynenasycené mastné kyseliny, karotenoidy, flavonoidy, a dalsi latky, které jsou jiz

n¢kolik let intenzivné studovany pro své u¢inky na zdravi ¢lovéka.

Stredem z&jmu Vv oblasti suplementace lidského organismu zdravi prospésnymi substancemi
jsou rozli¢né latky fenolové povahy, zejména pak polyfenoly, které jsou Siroce zkoumany
pro uziti v prevenci a terapii civiliza¢nich chorob. Polyfenoly typu flavonoida a latky jim
ptibuzné ptedstavuji rozsdhlou skupinou sloucenin uzivanych ve formé nutraceutik. Za
poslednich zhruba 100 let bylo publikovéno vice nez 60 000 praci na téma flavonoidnich

latek.

Antokyany, proantokyanidiny a isoflavonoidy jsou v sou¢asné dob¢ slozkami fady doplikt
stravy a informace o novych nutraceuticich denné ptibyvaji. Uzivany jSOu zejména pro
jejich  protizanétlivé, antioxidacni, protinadorové, imunomodulaéni, a V piipadé¢
isoflavonoidi také fytoestrogenni u€inky (Barnes a kol., 1996; Allred a kol., 2001; Scalbert
a kol., 2005). Na zaklad¢ téchto prospésnych ucinkd antokyant a isoflavonoidii roste zajem
pfijimat je ve zvySené mife také jako potravni dopliiky. S tim ovSem ale souvisi zvySena
koncentrace téchto latek v organismu a mozné ovlivnéni aktivity biotransformaénich
enzymu podilejicich se jak na metabolismu nutraceutik, tak na biotransformaci soucasné
podavanych 1é¢iv. Mozné ovlivnéni biotransformacnich enzymii by mohlo zplsobit

nezadouci G€inky v podobé 1€kovych interakci mezi nutraceutikem a 1é¢ivem.



1. UVOD

Pfipadna indukce nebo inhibice biotransformacnich enzymu témito latkami by mohla vést ke
zméné rychlosti eliminace ¢i ovlivnit G¢inek soubézné podavaného 1é¢ivého piipravku.
Vzniklé nezadouci interakce mezi 1é¢ivem a doplikem stravy tak mohou byt pii¢inou

selhani farmakoterapie pacientd.

Z uvedenych skuteCnosti tedy vyplyva, ze je dilezité zabyvat se potencialnimi nezadoucimi
interakcemi hojné uZzivanych nutraceutik s lidskymi biotransformaénimi enzymy a
hodnocenim moznych rizik vzniku lékovych interakci zaloZzenych na metabolismu 1é¢iv.
Znany vyznam ma v této oblasti i farmakogenomika, ktera je nastrojem slouZicim k
individualizaci farmakoterapie zalozenym na hledani vztahu mezi metabolismem 1éCiva a

pritomnosti jednotlivych genetickych polymorfisma v lidské populaci.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Biotransformace cizorodych latek

Hlavnim ukolem metabolismu cizorodych latek (xenobiotik) je odstranéni potencialné
Skodlivych latek z organismu. Xenobiotika mohou mit pfirodni ptivod, ale stejné tak se
mize jednat o latky synteticky vyrobené ¢lovékem. Pod pojmem cizorodé latky si tak
muzeme piedstavit riznd léCiva, drogy, environmentalni polutanty (dioxiny, cigaretovy
kour), agrochemikalie (pesticidy, hnojiva, rastové stimulatory), potravinova aditiva (barviva,

ochucovadla, stabilizatory) apod.

Po vstupu do organismu podléhaji cizorodé latky chemickym pieménam neboli
biotransforma¢nim reakcim. Cilem biotransformace je ziskat produkty metabolismu -
metabolity, které jsou 1épe rozpustné, vice hydrofilni a tudiz mohou byt z organismu
snadnéji vyluCovany. Biotransformace je dynamicky proces zavisly na fad¢ endogennich a
exogennich faktort. Hlavnim organem biotransformace cizorodych latek jsou jatra, nicméné
metabolickou aktivitu vykazuji i dal$i organy jako napi. plice, ledviny, mozek, kuze,
placenta a gastrointestinalni trakt (Parkinson, 2001). Procesy biotransformace ovliviiuje

mnoho faktorti jako je vek, pohlavi, genetické vlivy, onemocnéni apod.

Biotransformacni reakce jsou katalyzovany specifickymi bunéénymi enzymy a obvykle se
déli na dve faze. V 1. fazi metabolismu cizorodych latek (biotransformacni) je do lipofilnich
latek vnesena ¢i odhalena polarni funkéni skupina. Nejcastéji dochazi k oxidaci, redukci
nebo hydrolyze matetské latky, ¢imZ vznika polarn€jsi metabolit. Tyto reakce jsou
katalyzovany enzymy 1. faze metabolismu cizorodych latek, predev§im cytochromy P450

(Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001).

Ve II. fazi metabolismu (konjugacni) dochazi ke konjugaci metaboliti vzniklych v
pribéhu I. faze biotransformace s endogennimi latkami za tvorby poldrnich konjugatu.
Vysledkem je vznik vysoce polarnich metabolitl, které jsou z organismu obvykle vylouceny
moci nebo zluci. Je tieba poznamenat, ze do II. faze biotransformace mohou vstupovat jak
produkty I. faze metabolismu, tak i dosud nezménéné latky, obsahuji-li vhodné funkéni
skupiny. Hlavnimi enzymy II. fidze metabolismu cizorodych latek jsou UDP-
glukuronosyltransferazy (UGT), sulfotransferazy (SULF), glutathion-S-transferazy a dalsi
enzymy (Tukey a Strassburg, 2000).

11



2. TEORETICKA CAST

2.1.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteiny tcastnici se typicky 1. faze biotransformace
cizorodych latek. Hemova skupina cytochromu P450 je hem b (protoporfyrin IX), podobné
jako u hemoglobinu a myoglobinu. Oznaceni P450 je odvozeno od pismene P, které znaci
pigment a ¢islo 450 odkazuje na specifickou vlastnost cytochromi P450, tedy schopnost
absorbovat UV-VIS zaieni o vinové délce 450 nm v redukované formé s navazanym oxidem
uhelnatym na hemové zelezo. VInovou délkou tohoto maxima se cytochromy P450 odlisuji

od ostatnich hemoproteint.

Cytochrom P450 byl objeven v roce 1958 a o tii roky pozdéji byl pojmenovan jako
cytochrom P450 (Klingenberg, 1958).

Cytochromy P450 jsou vV buikach lokalizovany primarné v membrané hladkého
endoplazmatického retikula (v bunécném homogenatu je to pak mikrosomalni frakce) a v
mitochondriich (mitochondrialni frakce). Mikrosomalni cytochromy P450 se podileji na
metabolismu 1é¢iv a ostatnich cizorodych latek, zatimco mitochondridlni CYP jsou dulezité
v biosyntéze endogennich latek (cholesterol, steroidni hormony, prostaglandiny, zluoveé

kyseliny) (Ortiz de Montellano, 2005).

2.1.1.1 Mechanismus aktivace kyslikového atomu

Biotransformace substratu za ucCasti cytochromu P450 a molekularniho kysliku je,
(vzhledem ke schopnosti v¢lenit jeden atom kysliku do molekuly substratu a druhy atom
z molekuly kysliku poskytnout ke vzniku molekuly vody) klasickou monooxygenazovou
reakci a cytochromy P450 jsou tedy monooxygenasami nebo téz oxidasami se smiSenou
funkci. Monooxygenazovy systém (angl. zkratka MFO - mixed function oxygenase) se
nalézd na cytosolové strané¢ endoplazmatického retikula a sestdvd ze tii typickych
komponent: flavoproteinového enzymu (NADPH : cytochrom P450 reduktaza), ktery slouzi
jako pienaSe¢ elektronti, hemoproteinu (cytochromu P450) a membranovych lipida, které
zpusobuji zakotveni cytochromt P450 do membrany, zprostfedkovavaji prenos substratu a
stimuluji tvorbu funkéné aktivniho komplexu cytochrom P450-NADPH : cytochrom P450

reduktasa.

12



2. TEORETICKA CAST

Monooxygenace substrati vyzaduje redukéni ekvivalent v podobé redukovaného
nikotinamidadenindinukleotid fosfatu (NADPH) nebo nikotinamidadenindinukleotidu
(NADH) (Guengerich a Johnson, 1997).

Monooxygenazova reakce katalyzovana cytochromy P450 se da zjednodusené vyjadiit
nasledujici rovnici, kde RH je substrat a R-OH (hydroxylovany resp. monooxygenovany

substrat) a molekula vody jsou produkty reakce:
RH + O, + NADPH + H* — R-OH + H,0 + NADP"

Oxygenace substratu a nasledné regenerace cytochromu P450 je cyklicky proces a vyzaduje
postupné prenos 2 elektrond z NADPH (Guengerich, 2007). Reakéni cyklus cytochromi
P450 je zalozen na postupné dvouelektronové redukci cytochromu P450 a nasledném

zabudovani atomu kysliku do substratu, probiha tedy uspofadanym mechanismem a ma

nékolik fazi (Obr. 1).
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Obrazek 1. Reakéni cyklus cytochromu P450 (dle Guengerich, 2013)
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2. TEORETICKA CAST

2.1.1.2 Nomenklatura CYP

Cytochromy P450 jsou ftazeny podle stupné homologie jejich primarni struktury
(aminokyselinového potadi). Nadrodina CYP je tedy dale ¢lenéna na tzv. rodiny ozna¢ované
arabskou Cislici za zkratkou CYP (napt. CYP3). Cytochromy P450 zafazené do jedné rodiny
mezi sebou musi vykazovat minimaln¢ 40% homologii v sekvenci aminokyselin. Dal§im
krokem v nomenklatufe cytochromu P450 je zatazeni do podrodin, kde je nutné sdileni

alespont 60% homologie aminokyselinové sekvence proteind.

Clenové podrodiny se oznaduji velkym pismenem piimo za &islici oznadujici rodinu (napf.
CYP3A). Kone¢né poslednim znakem je arabska cislice poukazujici na konkrétni formu
cytochromu P450 (napt. CYP3A4) (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001).

U ¢loveka bylo dosud identifikovano 14 rodin cytochromi. V biotransformaci cizorodych
latek jsou nejduilezitéjsi izoenzymy z rodin CYP1, CYP2, CYP3, které se tcastni vétSiny

biotransformacnich reakci.

2.1.1.3 Polymorfismus CYP

Geneticky polymorfismus je definovan jako monogenni charakteristicky rys, ktery je
vyjadien v populaci nejmén¢ dvéma fenotypy s frekvenci vyskytu minimalné¢ 1%. V
metabolismu 1éCiv 1ze geneticky polymorfismus charakterizovat na zakladé genotypu nebo
fenotypu. Mutaci genu pro cytochrom P450 miize vzniknout enzym s niz$i, vyssi,
pozménénou nebo nulovou aktivitou. Mutace rovnéz vitbec nemusi mit na aktivitu enzymu
vliv. Stanoveni genotypu nebo fenotypu konkrétni formy cytochromu P450 pftispiva k
individualizaci farmakoterapie. Znalost genotypu pacienta by mohla pfispét ke zlepSeni
ucinnosti 1éku a sniZeni toxicity, a to vybérem spravného 1éc¢ivého piipravku konkrétnimu
pacientovi. Genotypizace, ptip. fenotypizace tak muze predejit ¢i omezit vyskyt nezadoucich
ucinkd. Tyto metody jsou také vhodnym nastrojem k usnadnéni vybéru konkrétniho 1é¢iva v
piipad¢, kdy je pacient nositelem polymorfismu se snizenou pravdépodobnosti spravné
odpoveédi na podany lécivy piipravek. V téchto pripadech je vhodné zvolit terapii jinym
lécivem, které neni metabolizované cytochromem P450, popt. zvolit 1é¢ivo metabolizované

jinou formou CYP.

14



2. TEORETICKA CAST

Genotypizace enzymu metabolizujicich 1é¢iva je klinicky velmi dulezita pro ur¢eni vhodné
davky nékterych 1¢ékli, ¢imz zabrafiuje moznym terapeutickym chybam, nezaddoucim

ucinkim a dokonce i toxicit¢ 1éCiva. Nekteré typické nezadouci ucinky zplsobené

polymorfismy CYP jsou uvedeny v tabulce 1.

Nezadouci ucinky
Enzym | Vyskyt polymorfismu Lécivo (u pomalych
metabolizatori)
CYP1A2 5-10% antipsychotika
2-3% (homozygoti) warfarin hemoragie
tolbutamid hypoglykémie
CYP2C9 | 15-20% (heterozygoti) fenytoin toxicita
losartan snizeni
antihypertenzniho
ucinku
2-4% bélochli
CYP2C19 10-25% asiattl diazepam prodlouzena sedace
(homozygoti)
5-10% pomali antiarytmika arytmie
CYP2D6 metabolizatofi B-blokatory bradykardie
1-10% ultrarychli tricyklick antidepresiva toxicita
metabolizatoti opioidy neu¢innost kodeinu

Tabulka 1. Genovy polymorfismus cytochromii P450 a moZné nezadouci u¢inky 1é¢iv (Meyer, 2000; Miners a kol., 1998)

Na zéklad¢ schopnosti biotransformovat urcitou latku se lidska populace déli az na Ctyfi
(IM,

metabolizer), normalni (EM, extensive metabolizer) a ultrarychlé (UM,

typy metabolizatoru: pomalé (PM, poor metabolizer), stfedni intermediate
ultrarapid
metabolizer) metabolizatory (Obr. 2). Genotypizace lidské populace je tedy velmi dilezita

pro vedeni farmakoterapie ¢i odhadovani rizika nezadoucich Iékovych interakeci.
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2. TEORETICKA CAST

Jedinci, ktefi jsou oznaCovani jako ,,pomali metabolizatofi“ (PM) maji ve svém genomu
neaktivni alelu enzymu a v disledku toho je pak 1é¢ivo metabolizovano velmi omezeng,
napf. jinymi formami CYP s nizsi aktivitou, nebo dokonce vibec ne. Pfitomnost nefunkcni
alely miize mit u téchto jedincti za nasledek selhani 1ékové terapie v piipad¢ prodrugs —
1é¢iv, kterd vyzaduji metabolickou aktivaci, pfipadné se mohou Ié¢iva z ditvodu vysokych
hladin v organismu stat pro pacienta toxickymi.

Stfedné rychli metabolizatoti (IM) jsou heterozygoti s jednou normdlni a jednou nefunkéni
alelou dané isoformy nebo homozygoti s obéma alelami isoformy enzymu s nizkou
aktivitou. Rychli metabolizatofi (EM), jsou jedinci s obéma alelami pro funkéni formu
enzymu a léCiva tedy metabolizuji ,,normalné*. Ultrarychli metabolizatoti (UM) maji vice
nez 2 kopie alel pro dany cytochrom P450 a to ma za nasledek jeho vyssi expresi. U téchto
jedincii dochdzi k intenzivnimu metabolismu 1é¢iva, a proto mohou vyzadovat vyssi davky

pro dosazeni spravného terapeutického ucinku.
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Obrazek 2. Rozdéleni populace do ¢tyr skupin metabolizatori

(upraveno dle http://www.gbhealthwatch.com/Trait-Beta-Blocker-Response.php)

Nékteré alelické varianty cytochromu P450 jsou spoleéné u vSech populaci (napf.
CYP2D6*5), jiné jsou typické pro urcité etnické skupiny (napt. CYP2D6*17 pro africkou
populaci) (Masimirembwa a kol., 1995). Mezi cytochromy P450 s popsanym genotypovym
polymorfismem lze zafadit témét vSechny znamé formy. Nejlépe jsou popsany
polymorfismy u CYP2D6 a CYP2C19 (Ingelman-Sundberg a kol., 2007).
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2. TEORETICKA CAST

2.1.1.4 Cytochromy P450 vyznamné v metabolismu lé¢iv

Na tvod je tfeba zminit, ze na vyznamnost jednotlivych forem cytochromu P450 je mozné
pohlizet z vice hledisek. Dulezitym faktorem je podil danych cytochromti P450 na
cizorodé latky, patii cytochromy P450 CYP1A2, CYP2A6, CYP2D6, CYP2C (2C8, 2C9,
2C18, 2C19), CYP2E1 a CYP3A4 lokalizované v jatrech.

Za pteménu xenobiotik Vjinych tkanich jsou zodpovédné piedevsim formy CYP1A1l,
CYP2B6, CYP2E1 a CYP3A4 (Bertz a Granneman, 1997). Obsah celkového CYP proteinu
V jatrech je ovS§em V porovnani s ostatnimi tkanémi zna¢né vysoky a tudiz Ize na cytochromy
P450 exprimované v jatrech pohlizet jako na nejvyznamnéjsi (Obr. 3) (Hrycay a Bandiera,
2008). Obecné 1ze shrnout, ze na metabolismu cizorodych latek se nejcastéji podileji formy

3A4/5/7, CYP2D6 a CYP2C9 (Evans a Relling, 1999). Z druhého pohledu, tedy hlediska

vvvvvv

CYP2C, méné pak CYP2E1 a CYP1A2.

Mnozstvi cytochromii P450 ve tkanich zavisi na mnoha faktorech jako je geneticky
polymorfismus a rovnéz maji vliv i endogenni pii¢iny (pohlavi, vk, vyziva, koufeni,
konzumace alkoholu, fyziologicky stav a ptisobeni 1é¢iv). Vyznamnym faktorem je zde tzv.
enzymova indukce, tj. zvySeni hladiny urcité formy CYP v disledku zvySeni exprese dané
formy CYP v disledku pfitomnosti dalsich latek, napt. indukce CYP1A1/2 polycyklickymi
aromatickymi uhlovodiky nebo CYP2C a CYP3A4/5 barbituraty (Anzenbacher a
Anzenbacherova, 2001).

CYP2D6; 4%

CYP2C; 20%
CYP2E1; 6%

ostatni; 28%
CYP3A4;

30%

Obrazek 3. Primérny podil jednotlivych CYP forem na celkovém obsahu P450 v jatrech (Zuber a kol., 2002)
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2. TEORETICKA CAST

wewvr

NejdilezitéjSimi  predevSim jaternimi formami cytochromu P450, ucastnicimi se
v metabolismu 1é¢iv, jsou CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l, CYP3A4, CYP3A5 a CYP4F12 (Obr. 4).
Spole¢nou vlastnosti téchto forem cytochromu P450 je Siroka substratova specificita
v porovnani s CYP podilejicimi se na metabolismu endogennich substratd, které maji

substratovou specificitu zpravidla uzsi (Guengerich a kol., 2005).

ostatni; 1%

CYP3A4;
52%

I \_CYP2EL; 2%
CYP1A2; 4%

Obriazek 4. Priimérny podil jednotlivych CYP na metabolismu 1é¢iv (Zuber a kol., 2002)

Z pohledu celkového mnozstvi jaternich cytochromi P450, a také s ohledem na jejich
vyznam v metabolismu 1é¢iv, patii enzymy tiidy CYP3A u ¢lovéka k tém nejvyznamnéjsim.
CYP3A tvori ptiblizné 30-40% celkového jaterniho CYP a tcastni se metabolizmu asi 50%
klinicky nejpouzivanéjsich 1é¢iv. Hlavnim cytochromem P450 zpodrodiny CYP3A
v metabolismu xenobiotik u ¢loveéka vibec. Kromé CYP3A4, zahrnuje rodina CYP3A u
¢loveka dalsi vyznamné podrodiny, a sice CYP3A5 a CYP3A7 (Guengerich, 2003).

CYP3A. CYP3A4 patii k nejvice exprimovanym CYP v jatrech a ve stieve; tvori asi 30%
jaternich CYP (Zuber a kol., 2002). Aktivita CYP3A4 vykazuje velkou interindividudlni
variabilitu, na které se podili jak genetické faktory, tak i vnéjsi vlivy v€etné indukce.

Interindividualni rozdily mezi jedinci se mohou lisit vice nez desetinasobné (Guengerich,
2005). Hlavni pfi¢inami mohou byt geneticky polymorfismus, indukce nebo inhibice

(Shimada a kol., 1994; Floyd a kol., 2003).
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CYP3A4 zodpovida za metabolismus velmi Sirokého spektra 1é¢iv. Metabolicka draha fady
léciv zahrnuje C-hydroxylaci, N-oxidaci, C-oxidaci, N-dealkylaci, O-dealkylaci, redukci

nitroskupiny, a dehydrogenaci (Li a kol., 1995).

Siroka substratova specifita CYP3A4 je &asto pi¢inou vzniku velmi zavaznych interakci.
CYP3A4 je dokonce schopen navazat do aktivniho mista enzymu soucasné dva a vice
substrati (Shou a kol., 1994). V in vitro CYP3A4 studiich je proto vhodné pouziti alespon
dvou modelovych substratt odlisné chemické struktury (napf. testosteron a midazolam)
(Korzekwa a kol., 1998).

Dalsi dilezitou formou cytochromu P450 v metabolismu 1é¢iv je CYP2D6, ktery se rovnéz
vyznacuje Sirokou substratovou specificitou a patii mezi nejlépe prostudované CYP. V
organizmu se CYP2D6 nachédzi predev§im v jatrech ale 1 v mozku, plicich a GIT.
Kvantitativné je CYP2D6 malo zastoupen (tvoii jen asi 4%), nicméné v metabolismu 1é¢iv
je po CYP3A4 druhym nejvyznamnéjs$im enzymem (metabolizuje asi 30% 1éciv). CYP2D6
neni indukovatelny a variabilita v jeho aktivit¢ je tedy spojenda s genetickym
polymorfismem. Exprese tohoto cytochromu vykazuje vibec nejvyraznéjsi geneticky
polymorfismus, jehoz dusledkem je vyskyt ¢tyf fenotypa v populaci (PM, IM, EM a UM)
(Vincent-Viry a kol., 2000).

Enzymy z podrodiny CYP2C piedstavuji asi 20% celkového jaterniho cytochromu P450 a
metabolizuji pfiblizné 11% klinicky pouzivanych 1é¢iv (Guengerich, 2005). U lidi je
podrodina CYP2C zastoupena ¢tyimi formami, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 a CYP2C19,
Z nichz pro metabolismus 1é¢iv jsou nejdulezitéjsi CYP2C9 a CYP2C19.

CYP2C9 je nejvice exprimovan v jatrech a jeho hladina je nejvys$si z enzymu podrodiny
CYP2C. Podili se na metabolismu zhruba 15 % vSech 1éCiv Siroké Skaly struktur. Obecné 1ze
fici, ze metabolizuje 1é¢iva s tizkym terapeutickym indexem jako napt. S-warfarin a fenytoin

(Goldstein a deMorais, 1994).

19



2. TEORETICKA CAST

Druhym vyznamnym zastupcem z podrodiny CYP2C je CYP2C19, ktery se vyskytuje
hlavné v jatrech a je vysoce polymorfni. Na zdklad¢ schopnosti metabolizovat modelovy
substrat S-mefenytoin a dalsi CYP2C19 substraty muize byt populace rozdélena na
extenzivni a pomalé metabolizatory. Typickymi inhibitory jsou fluvoxamin, ketokonazol a
omeprazol (Anzenbacher a Zanger, 2012). V kavkazské populaci se vyskytuji asi 3%
pomalych metabolizatord, v asijské populaci piiblizn¢ 20% PM (Ingelman-Sundberg a kol.,
1994). U pomalych metabolizatori CYP2C19 mohou mit zmény v genotypu za nasledek
fadu nezddoucich ucinkii, jako napf. u pacientd léCenych clopidogrelem mohou byt

pozorovany vyrazné niz$i hladiny aktivniho metabolitu (Simon a kol., 2009).

Podrodina CYP1A zahrnuje formy CYP1Al a CYP1A2. Forma CYP1ALl je jen v malé mife
zastoupena Vv jatrech; neni-li indukovan, vyskytuje se predevsim extrahepatalné - v plicich a
placenté. Forma CYP1A2 je primarn¢ exprimovana v jatrech, ale jeji pritomnost byla
zjisténa 1 v plicich. Extrahepaticka exprese je, v porovnani S CYP1A1, minimalni. CYP1A2
tvoti 13 % celkového jaterniho cytochromu P450. SpiSe nez v biotransformaci 1é¢iv, je vSak

tento enzym dulezity v metabolismu dalSich xenobiotik.

U podrodiny CYPIA je vyznamna pfeména nékterych cizorodych latek na karcinogeny.
CYPI1A1 katalyzuje hydroxylaci benzo[a]pyrenu a CYP1A2 se ucastni N-hydroxylace
aromatickych amind. CYP1A2 je snadno indukovatelny polycyklickymi aromatickymi
uhlovodiky nebo aromatickymi aminy pfitomnymi v cigaretovém koufi a grilovaném mase.
Indukce CYP1A2 je fizena prostiednictvim aryl uhlovodikového receptoru, tedy receptoru
pro polycyklické aromatické uhlovodiky (AhR) (Nguyen a Bradfield, 2008).

Podrodinu 2E reprezentuje u clovéka pouze jedna isoforma - CYP2EL. Tato forma tvori
10% celkového jaterniho CYP a metabolizuje asi 2% lé¢iv (Zuber a kol., 2002; Anzenbacher
a Zanger, 2012). Substraty pro CYP2E1 mohou byt inhala¢ni celkova anestetika - halothan,
isofluran, enfluran. Tento enzym se ucastni také metabolismu teofylinu a je zapojen do
biotransformaci paracetamolu a ethanolu. Je vyznamnym enzymem metabolicky aktivujicim

xenobiotika, jako jsou nitrosaminy, fenol, benzen a vinylchlorid (Pelkonen, 2008).
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CYP2A6 je mez jaternimi isoformami CYP zastoupen minoritné. Tvoii pouze 1-5%

celkového jaterniho CYP. Je vyznamné exprimovan v plicni tkani a je nejvyznamngj$im

CYP pii oxidaci nikotinu (Nakajima, 2001). Podili se na metabolizaci kumarinu a nikotinu

(Sai a kol., 1999). CYP2A6 je polymorfni enzym - bylo popsano vice nez 50 rtznych

alelickych variant, nicméné zména na urovni rychlosti metabolizace substrati byla

pozorovana pouze u 12 z nich.

Dulezitym jaternim CYP v metabolismu 1é¢iv je také CYP2B6. Tvoii zhruba 3-6% z

celkového obsahu jaterniho CYP a metabolizuje n¢kolik 1é¢iv, napt. cyklofosfamid, ketamin

a propofol. Krom¢ 1éka je CYP2B6 schopen detoxikovat karcinogenni latky a

environmentalni polutanty, jako jsou napf. pesticidy a herbicidy (Turpeinen a Zanger, 2012).

Vyznamny
Enzym Lokalizace Typické substraty Typické inhibitory | polymorfismus
CYP1A1 | jatra, mozek, srdce, plice, GIT PAU (benzo[a]pyren) PAU, dioxiny Ne
fluvoxamin,
CYP1A2 jatra kofein, paracetamol, PAU ciprofloxacin Ne
CYP2A6 jatra kumarin, steroidy, nikotin | barbituraty, dexametazon ?
CYP1B1/2 mozek, srdce, plice, morfin nikotin Ne
placenta, jatra, ledviny, GIT
CYP2B6 jatra, srdce nikotin barbituraty Ne
CYP2C8 jatry, ledviny taxol, retinoidy ? Ano
CYP2C9/10 jatra diklofenak, tolbutamid barbituraty, rifampicin Ano
CYP2C19 jatra, srdce mefenytoin, omeprazol, barbituraty, rifampicin Ano
diazepam
CYP2D6 jatra, mozek, srdce B-blokatory, antidepresiva Ano
CYP2E1 jatra, srdce, plice, mozek etanol, chlorzoxazon, etanol Ne
paracetamol
CYP3A4/5 jatra, ledviny, GIT, srdce, blokatory Ca-kanalu, barbituraty, steroidy Ne/Ano
plice, mozek, placenta steroidy, taxol
CYP3A7 fetus, placenta viz. CYP3A4/5 barbituraty, steroidy Ano

Tabulka 2. Prehled nejduleZitéjSich CYP v metabolismu xenobiotik (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001; Ingelman-

Sundberg, 1999)
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2.1.2 Lékové interakce — indukce a inhibice CYP

vvvvvv

metabolismu 1é¢iv. VEtSina 1é¢iv je metabolizovana nékolika raznymi formami cytochromu
P450 na celou fadu metaboliti. Lécivé ptipravky metabolizované témito enzymy mohou
vstoupit do 1ékovych interakci s jinymi 1é¢ivy (Guengerich, 1997). Tyto interakce vedou k
nezadoucim, Casto i1 toxickym ucinkim 1é¢iva. Rovnéz mohou vést ke snizeni plazmatické
hladiny 1é¢ivé latky, tedy k poklesu hladiny lé¢iva v cilové tkani a podani farmakologicky

aktivni matefské latky tak nemusi vyvolat pozadovanou klinickou odezvu.

Lékov¢ interakce jsou zaloZeny na skutecnosti, Ze fada latek ma schopnost inhibovat aktivitu
nékterych cytochromt P450 nebo soutézit o vazebné misto CYP s jinym 1é¢ivem; jiné latky
naopak mohou vyvolat indukci cytochromu P450 (Pelkonen a kol., 2008) a v dusledku
zvySené hladiny indukované formy CYP pak 1éCivo druhé, podané po indukéni fazi, je
intenzivné metabolizovano. Tim se ale muze stat, Ze toto druhé léCivo nedosahne

terapeutické hladiny.

V piipadé, Ze je 1é€ivo metabolizovano pouze jednou formou cytochromu P450, jeji inhibice
nebo indukce zdsadné ovlivni farmakologicky Gcinek 1é¢ivé latky. V bézné klinické praxi je
nejcastéjsi pri¢inou 1ékovych interakci inhibice cytochromu P450 dalsi, soucasné podanou

latkou.

2.1.2.1 Inhibice na urovni CYP

Polymorfismy na urovni cytochromového systému mohou vést ke snizeni aktivity enzymu
vedouci az k jeho netcinnosti. Inhibice metabolismu bud soutézi s jinou latkou, nebo
v disledku polymorfismu se projevi vyssi biologickou dostupnosti 1é¢iva, které neni
metabolizovano. V plazmé jsou pak zméfeny vyssi koncentrace 1éCivé latky a nizké
koncentrace metabolitu. Zpomalend eliminace 1é¢iva se projevi prodlouzenim biologického

polocasu eliminace 1é¢ivého ptipravku (ti/).
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Inhibice miize byt reverzibilni nebo ireverzibilni. Reverzibilni inhibice je nejcastéjsi pripad
inhibice enzymové aktivity. Podstata je v reverzibilni vazbé inhibujici, napt. druhé, soucasné

podané 1é¢ivé latky nebo jejiho stabilniho metabolitu na CYP.

Ireverzibilni inhibice cytochromti P450 vzniklym, pevné€ navdzanym substrdtem se nazyva
"mechanism-based"” inhibice (Rando, 1984). Inhibi¢ni efekt v tomto pfipadé trva po delsi
dobu. Autokatalyticka inhibice je také nazyvana "suicide processing" neboli "sebevrazedna".
Dochazi k ni v piipadé, kdy se metabolit 1é¢ivého piipravku vaze na CYP a ireverzibilné tak
zméni jeho strukturu. Vysledkem je ztrata funkce enzymu. VéEtSinou vSak uplna inaktivace
nenastane a metabolity takového sebevrazedného inhibitoru jsou pak nadale detekovatelné
(Benedetti a Bani, 1998).

2.1.2.2 Indukce na urovni CYP

Terminem indukce se oznacuje zvySeni aktivity enzymu, tedy zrychleni metabolismu 1é¢iva,
snizeni jeho plasmatickych hladin a rovnéz s tim souvisejici snizeni terapeutického ucinku
v dusledku indukce exprese ptislusné formy (forem) CYP. Biotransformace 1é¢iv enzymem
s indukovanou expresi probiha rychle. Pfi¢inou je vétSinou skute¢nost, ze metabolity 1éku
maji maly, pfipadné Zadny farmakologicky uc¢inek. V piipad€, Ze metabolity vykazuji vétsi
uéinek nez matefska latka, muze naopak dojit pfi enzymatické indukci k projevim
intoxikace.

RozliSujeme indukci prostrednictvim zvySené syntézy enzymu, nebo prostiednictvim
stabilizace struktury enzymu. Klasickym piikladem je indukce CYP3A a CYP2C barbituraty
nebo indukce forem CYP1A, CYP3A, CYP2C karbamazepiny. U vétsiny CYP je jejich
zvySena aktivita zpusobena transkripci piislusného genu vyvolanou induktorem. Vyjimku
ptedstavuje CYP2EI1, ktery je typickym piikladem indukce prostfednictvim stabilizace
enzymu postranslacnimi modifikacemi (Lin a Lu, 1998; Anzenbacher a Anzenbacherova,

2001; Cederbaum, 2006).
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2.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou polyfenolické biologicky aktivni pfirodni latky citajici na 5000 riznych
struktur. Chemicky jsou odvozeny od fenylchromanu nebo derivata difenylchromanu.
Flavonoidni latky obsahuji ve své struktufe flavan (cyklicky skelet), ktery se sklada ze dvou
substituovanych benzenovych kruhti (A a B) a pyranového kruhu (C). Jednotlivé flavonoidy
se od sebe lisi substituci na vSech tfech kruzich. Substituenty mohou byt hydroxylové nebo
methoxylové skupiny. Podle stupné oxidace tiiuhlikatého fetézce spojujici kruh A a B se
flavonoidy déli do nékolika strukturnich tiid (Obr. 5) (Bravo, 1998).

Isoflavony Dihydroflavonoly Chalkony

Obrazek 5. Struktury nejvyznamnéjsich zastupci flavonoida (upraveno dle ebm.sagepub.com)

Flavonoidy jsou vétsinou v poloze 3 vazany s cukry za tvorby flavonoidnich glykosidu.
Sacharidovou ¢ast téchto glykosidii nejcastéji predstavuje glukoza, galaktéza a rhamndza.

Cukerna ¢ast mize byt dale acylovana (napt. kyselinou benzoovou, malonovou, gallovou).
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Pfitomnost cukri a hydroxylovych skupin (asto v poloze 3'-, 4’-, 5" nebo 7") zvysuje
rozpustnost ve vod¢, naopak se substituovanymi methylovymi skupinami se rozpustnost ve
vodé¢ snizuje. Flavonoidy se nejcastéji vyskytuji jako glykosidy s B-glykosidicky vazanym
cukrem a jako polymery, které jsou rozlozitelné ve vétsi mife v travicim traktu (Hollman a

Katan, 1997; Heim a kol., 2002).

Rozsahlé epidemiologické studie ukazuji, ze strava bohata na flavonoidy je spojena
s dlouhovékosti a s poklesem vyskytu kardiovaskuldrnich onemocnéni (tzv. francouzsky
paradox) (Renaud a kol., 1992; Arts a kol., 2005; Chong a kol., 2010). Flavonoidy maji také
antioxida¢ni vlastnosti a vykazuji i dal$i biologické ucinky (antivirové, antibakterialni,
Krom¢ toho jsou schopné potlacit peroxidaci lipid, agregaci desticek a zlepSovat

propustnost a odolnost cév (Heinonen a kol., 1998; Middleton, 1998; Pandey a Rizvi, 2009).

V soucasnosti zajem o flavonoidni latky roste, piedev§im diky jejich potencidlnim

antioxida¢nim vlastnostem a schopnosti vychytavat volné radikaly.

V dalSich kapitolach bude pozornost zaméfena na tfi vyznamné podskupiny latek

flavonoidni struktury: antokyany, proantokyanidiny a isoflavonoidy.
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2.2.1 Antokyany

Antokyany (antokyaniny) jsou sekundarni metabolity rostlin, které tvoii dilezitou skupinu
rostlinnych pigment zodpovédnych za charakteristické modré, fialové ¢i Cervené zbarveni
rostlinnych pletiv. Dosud bylo identifikovano vice nez 700 pftirozené se vyskytujicich

antokyand.

2.2.1.1 Biologické ucinky antokyani na lidsky organismus

Antokyany jsou Vv soucasné dobé& v popiedi zajmu vzhledem k Sirokému spektru jejich

prospésnych ucinki na lidské zdravi.

Kromé toho, Ze vykazuji silnou antioxida¢ni aktivitu, dokonce vy$si nez vitamini C a E,
schopnosti regulovat propustnost kapilar. Diky tomu jsou nékdy oznacovany jako vitamin P
(Manach a kol., 2005).

Rovnéz byl popsan jejich ptiznivy vliv v prevenci kardiovaskuldrnich onemocnéni,
metabolického syndromu, diabetes mellitus 2. typu, neurodegenerativnich onemocnéni a
zlepSeni kognitivnich funkci (De Pascual-Teresa a kol., 2010; Wallace, 2011). Antokyany
jsou dale spojovany se snizenim rizika vzniku nékterych typt karcinomi, jako je karcinom

prsu ¢i prostaty (Wallace a Giusti, 2014).

2.2.1.2 Struktura a fyzikalné chemické vlastnosti antokyanii

Zékladni strukturou antokyanti jsou aglykony nazyvané antokyanidiny. V ptirod¢ se nachazi

17 riznych antokyanidind, znichz nejrozsifenéjs$i jsou kyanidin, delfinidin, peonidin,

petunidin, pelargonidin a malvidin (Obr. 6).

K rozdilim v jejich chemické struktufe dochazi na 3" a 5" pozici B-kruhu. Ve formé
aglykonu je jejich vyskyt ovSem vzacny. Nejcastéji jsou v Cerstvych rostlinnych materialech
antokyany nachéazeny v glykosylované formé. Vyjimkou jsou luteolinidin a apigeninidin,

nachazejici se ve form¢ aglykonu v ¢iroku (Wu a Prior, 2005).
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Priméarné¢ se antokyany vyskytuji jako O-glykosidy pfisluSného antokyanidinového
aglykonu, jsou to tedy glykosidy polyhyhydroxy- a polymethoxy- derivata 2-
fenylbenzopyriliového neboli flavyliového kationtu. Flavyliovy kation tvofi aromaticky kruh
A, ktery je spojen pies tfi uhliky heterocyklického kruhu C obsahujiciho kyslik s dal$im

aromatickym kruhem B.

OH OH OH
+ +

HO 0 HO O p O
i et e
Z N OH #0H &

OH
OH OH o OH N
Kyanidin Delfinidin Malvidin

OCH; OCH;
! OH
OH
OH

Pelargonidin Peonidin Petunidin
Obrazek 6. Struktury nejvyznamnéjsich zastupci antokyanidina

Antokyany maji dale navazanou cukernou slozku, a v fad¢ ptipadt obsahuji jest¢ acylovou
skupinu. Antokyanidiny mohou byt glykosylovany jednim ¢i vice cukernymi zbytky.
Sacharidova slozka zvySuje stabilitu a rozpustnost antokyant ve vod¢ a je vazana hlavné ve
3- pozici na C-kruhu, nékdy i v 5- ¢i 7- pozici na A-kruhu. Nejcastéji cukernou slozku
antokyant predstavuji D-glukosa, D-galaktosa, L-rhamnosa, D-xylosa a L-arabinosa, které

se mohou vyskytovat ve form& monoglykosidi, diglykosid nebo triglykosidii.
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Jak jiz bylo naznaceno dfive, cukerné casti antokyanti mohou byt dale acylovany celou
fadou aromatickych nebo alifatickych kyselin. Nejbéznéjsimi acylovymi reziduy jsou
derivaty kyseliny skoficové (napf. kyseliny kavova, kumarova, jantarova, jable¢na nebo

Stavelova) (Wallace a Giusti, 2014).

Ve vodnych roztocich existuji antokyanidiny ve ¢étyfech formach, jejichz rovnovaha je
zavisla pfedevsim na pH roztoku a struktute daného antokyanidinu (Obr. 6). Protoze se
nachazeji ve formé flavyliového kationtu, jejich stabilita je zavisla na hodnoté pH, coz
ovliviiuje jejich zabarveni od ¢ervenych odstini az po modré. Zbarveni antokyant tedy neni
ovlivnéno pouze jejich strukturou (poctem hydroxylovych skupin), jak je uvedeno vyse, ale
také jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Jako stabilni Cerveny flavyliovy kation se
antokyany vyskytuji pouze piti hodnoté pH nizs§i nez 2 (McGhie a Walton, 2007).

Se zvySujici se hodnotou pH dochdzi k rychlé ztraté¢ protonu za vzniku modré chinoidni
struktury. Soucasné probihd mnohem pomalej$i hydratace na bezbarvou hemiketalovou
formu, ktera néasledn¢ tautomerizuje na zluté zbarveny chalkon (Obr. 7) (Cooke a kol., 2005;

McGhie a Walton, 2007).
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Tato jedineCnost v chemické struktufe je jednim z klicovych faktord, ktery ovliviluje

vstiebavani, metabolismus a biologickou dostupnost antokyand.

Chinoidni struktura
(modré zbarveni)

“ -H+ (ztrata protonu)
OH

OH
+
HO 0]

Flavyliovy kationt
(Cervené zbarveni,
I ) =
(neutralni pH) O R

OH
+ H 5 O /_ H + (hydratace)

OH

HO O
Hemiketal O
(bezbarvy)
=
OR

OH
“ (tautomerizace)
OH
HO OH OH
Chalkon O R
(Zluté zbarveni) =
OH O

Obrazek 7. Vliv pH na strukturu antokyani (upraveno dle McGhie a Walton, 2007)
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2.2.1.3 Biodostupnost a metabolismus antokyani

Biodostupnost, neboli biologickd dostupnost, popisuje podil z ptijaté davky, ktery dosahne
systémové cirkulace. Jeji velikost zavisi na fad¢ faktorti gastrointestinalniho traktu a na
fyzikalné-chemickych vlastnostech latky. Vstiebavani a metabolismus antokyant jsou uzce

spojeny s jejich biologickymi u¢inky v organismu.

Antokyany jsou vstiebavany v zaludku, na rozdil od jinych flavonoidnich latek, které se

ey e

Talavéra a kol., 2003).

Biologickd dostupnost antokyantl je dana pfedevs§im jejich chemickou strukturou. Ze studii
zamétenych na farmakokinetiku antokyanti je jen malé mnozstvi téch, jejichz cilem je
biologické dostupnost, nicméné obecné lze fici, Ze antokyany maji velmi nizkou biologickou
dostupnost s hladinami plazmatickych koncentraci nizsimi nez 1% pfiijaté davky (Cao a kol.,
2004). Antokyany jsou jedny z mala rostlinnych polyfenolt, které mohou byt detekovany v

plazmé ve své nativni formée (glykosidy).

Antokyany jsou absorbovany pifedevSim v zaludku, nicméné bylo prokdzano 1 efektivni
vstfebavani antokyani v tenkém stievé (Talavéra a kol.,, 2004). K nejintenzivné&jSimu
vstfebavani antokyanli v tenkém stfev€ dochdzi v la¢niku, Vv duodendlni césti je pak
absorbovan mensi podil antokyant. Naproti tomu v ileu a tlustém stfevé k absorpci téchto

latek nedochazi (Matuschek a kol., 2006).

Absorpce antokyanl v organismu je velmi rychla. Maximalni plazmatické koncentrace byva
zpravidla dosazeno v rozmezi 45 minut az 3 hodin. VSeobecné plati, Ze absorpce antokyanti

zavisi na struktufe aglykonu a druhu navazaného sacharidu.

Vzhledem k nizké absorpci antokyant doséhne vétsina z nich do tlustého stfeva intaktni, kde
jsou dale degradovany pusobenim bakterii stfevni mikroflory na fenolické kyseliny a
aldehydy. Hlavni metabolit antokyanti vznikajici pisobenim stfevnich bakterii je kyselina
protokatechova. Je tfeba podotknout, Ze rliznorodost ve sloZeni stfevni mikrofléry muze
rovnéZz hrat vyznamnou roli v biologické dostupnosti antokyant (Kay, 2006; Kay a kol.,
2009).
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Degradac¢ni produkty tak piedstavuji vétSinu absorbovanych derivati antokyand a jsou

z velké ¢asti zodpovédné za prospésné ucinky, které jsou témto latkam piisuzovany.

Antokyany jsou V jatrech methylovany, glukuronidovany nebo sulfatovany, pticemz vzniklé
metabolity mohou byt navraceny zlu¢i zpét do stiev. Jak intaktni, tak i metabolizované
antokyany, jsou poté distribuovany do organt a tkani a nasledné¢ vylouceny moci.

Predpokladané drahy osudu antokyant v lidském organismu jsou znazornény na obrazku 8.

Jatra

=) 7N

E)fkrec.e Systémova Methylace Zaludek
plicemi cirkulace Glukuronidace
l \ / Qulfatac e/

¥

Methylace
Glukuronidace
Sulfatace

N
‘
<L

Vylouceni moci

Jaterni Zila

Tenké stievo
Methylace
Glukuronidace
Sulfatace

Tlusté stievo

< Mikrobiahni
metabolismus

Fekdlni vylu¢ovani

Obrazek 8. MozZné cesty vsti‘ebavani, metabolismu a vylu¢ovani antokyani (upraveno dle Kay, 2006)

Vzhledem ke skutecnosti, ze fada metaboliti a degradacnich produktii antokyanii nebyla
dosud identifikovéna, Ize soudit, Ze tento nedostatek miiZze byt vysvétlenim udavané nizké

biologické dostupnosti antokyand v porovnani s ostatnimi latkami ze skupiny flavonoidi.
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2.2.2 Proantokyanidiny

Proantokyanidiny piedstavuji dal$i vyznamnou skupinu rostlinnych polyfenolti. Jsou fazeny
do podskupiny flavonoidt zvané flavanoly. V pfirod¢ se flavanoly mohou vyskytovat jako
monomery, nazyvané katechiny a dale jako polymery, znamé pod Siroce uzivanym

oznacenim proantokyanidiny nebo téz kondenzované taniny.

2.2.2.1 Biologické u¢inky proantokyanidinii na lidsky organismus

Biologicky ucinek proantokyanidint je pfipisovan piedevsim proantokyanidinim typu A
obsazenym ve slupce a duzin¢ plodi bohatych na kondenzované taniny (napf. Vaccinium
macrocarpon). V soucasnosti je farmaceuticky vyzkum prospé$nych ucinkd téchto latek
orientovan hlavné na jejich pouziti v prevenci a také 1é¢bé mikrobialnich infekci mocovych
cest. V této souvislosti byl prokdzan inhibi¢ni vliv proantokyanidini na uropatogenni kmeny
Escherichia coli a na nékteré zastupce bakterii z rodt Klebsiella a Pseudomonas (Cos a kol.,
2004).

Proantokyanidiny jsou rovnéZz zodpovédné za sniZeni rizika recidivujicitho vyskytu
chronického zanétu prostaty, jejich piijem v dieté rovnéz souvisi se zlepSenim sStavu u
symptomu dolnich cest mocovych (Howell, 2002; Howell a kol., 2005) a maji obecné
protektivni vliv na prostatu (Wang a kol., 2014). Bylo prokazano, Ze proantokyanidiny jsou
dale zodpovédné za preventivni plisobeni proti vyvoji inzulinové rezistence a metabolického
syndromu (Lerman a kol., 2010). Vyznamna je téz jejich schopnost ptiznivé ovlivnit prabéh

diabetes mellitus 2. typu (Hanhineva a kol., 2010).

Proantokyanidiny jsou znamy také diky svym protinddorovym vlastnostem a
kardioprotektivnimu ptisobeni v dusledku jejich antioxidacnich vlastnosti, schopnosti
vyvolani vasorelaxace a inhibice agregace trombocytt (Mekhfi a kol., 2006). Tyto latky
rovnéz vykazuji schopnost inhibovat systém renin-angiotensin-aldosteron puisobenim na
ACE. Inhibice ACE oligomernimi proantokyanidiny je tzce spojena s jejich strukturou a

zvysuje se s rostoucim poctem podjednotek a mirou hydroxylace (Ottaviani a kol., 2006).
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2.2.2.2 Chemicka struktura proantokyanidint

Struktura proantokyanidinii je zaloZzena na flavanu, pficemz v pozici C3 je vazéna
hydroxylovéa skupina (Obr. 9). Proantokyanidiny jsou komplexni slouceniny slozené ze dvou
zakladnich strukturnich jednotek, kterymi jsou katechin a epikatechin (Beecher, 2003).
Jedna se o vysoce hydroxylované molekuly, které mohou tvofit nerozpustné komplexy se

sacharidy a proteiny.

Obrazek 9. Zakladni chemicka struktura proantokyanidini

Strukturné se proantokyanidiny mohou vyskytovat jako dimery, oligomery a polymery

téchto jednodussich flavanovych monomert (katechintl) spojené mezi uhliky C4 a C8 (nebo

C6).

Proantokyanidiny skupin B a C jsou charakteristické vazbou C-C mezi C-4 horni
flavanolové jednotky a C-6 nebo C-8 dolni jednotky. Proantokyanidiny skupiny A obsahuji
navic etherovy mustek mezi C-2 horni jednotky a C-7, pfipadné C-5 dolni jednotky (Obr.
10). Ptipojenim dalsich flavand do struktury proantokyanidinu vznikaji polymery zahrnujici

az padesat monomeru (Ferreira a Slade, 2002).

Proantokyanidiny se tedy vyznacuji Sirokou strukturni rozmanitosti zptsobenou rozliénym
poctem a polohou hydroxylovych skupin, stereochemii na centrech chirality, ¢i typem a

polohou vazeb.
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V tabulce 3 je uvedeno rozdéleni proantokyanidini do jednotlivych skupin podle pozic

hydroxylii na zdkladni flavanové struktuie.

typ proantokyanidinu

pozice hydroxyli ve struktui‘e proantokyandinu

prokyanidin 3,5,7,3°,4’-OH

prodelfinidin 3,5,7,3°,4°,5-OH
propelargonidin 3,5,74-OH

profisetinidin 3,7,3°,4’-OH
prorobinetinidin 3,7,3°,4°,5°-OH
proguibourtinidin 3,7,4’-OH
proterakacinidin 3,7,8,4’-OH
promelakacinidin 3,7,8,3°,4’-OH

Tabulka 3. Rozdéleni antokyanidinii do skupin dle pozic hydroxyli na flavanech

Krom¢ jiz zminénych dvou zékladnich jednotek ve své struktufe, katechinu a epikatechinu,

mohou proantokyanidiny obsahovat také jednodussi flavanoly, jako naptiklad gallokatechin,

galloepikatechin a epikatechin-3-gallat. Nejcastéj$imi proantokyanidiny jsou zejména

polyepikatechiny a kopolymery prokyanidint a prodelfinidint (Cos a kol., 2004).

Nejrozsahlejsi skupinu proantokyanidint tvoii prokyanidiny skupiny B. Nicméng, velmi

vyznamnou skupinou z pohledu biologického ucinku proantokyanidini na lidsky

organismus jsou proantokyanidiny typu A (Obr. 10).

Obrazek 10. Struktura proantokyanidinu A2
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2.2.2.3 Biodostupnost a metabolismus proantokyanidini

Proantokyanidiny patii k nejcastéji se vyskytujicim flavonoidim v lidské dieté, pramérny
denni ptijem pievysuje 100 mg (Scalbert a Williamson, 2000).

Na rozdil od vétSiny ostatnich flavonoidd Se proantokyanidiny nachazeji v potravé
predevs§im ve formé aglykont, piipadné vazané na kyselinu gallovou (Lee a kol., 1995).
V tenkém stfevé dochazi pravdépodobné ke vstfebavani oligomerti obsahujicich ve své
struktufe maximalné tfi jednotky. Vétsi molekuly, které nejsou resorbovany v tenkém stieve,
se dostavaji do tlustého stieva, kde jsou metabolizovany stfevni bakteridlni mikroflérou

(Hollman, 2004). Obecné je absorpce proantokyanidinti pomérné rychla.

Po resorpci z traviciho traktu jsou proantokyanidiny dale biotransformovany enzymy ve
tkanich a organech. Pfemény jsou velmi podobné transformacim v metabolismu 1éCiv a
dalsich cizorodych latek. Proantokyanidiny se tedy mohou konjuguvat s Kkyselinou
glukuronovou, sirovou a ptipadné s glycinem. Déale mohou podléhat methylacnim reakcim ¢i
riznym kombinacim zminénych pfemén. VSechny tyto reakce, spole¢né s bakteridlnimi
pieménami v tradvicim traktu, maji za nasledek tvorbu obrovského mnoZstvi rozlicnych

metabolitt.

Z organismu jsou proantokyanidiny vylucovany, stejné jako ostatni flavonoidy, pfevazné ve
formé polarnich ve vod¢ dobfe rozpustnych konjugati, moci a zluci. Proantokyanidiny také
pravdépodobné podstupuji enterohepatalni cirkulaci, coz mé za nasledkem prodlouzenou

eliminaci téchto latek z organismu (Olthof a kol., 2000).

Biologicka dostupnost riznych druhli proantokyanidinii neni pfili§ rozdilnd, mize vSak byt
snizena tvorbou proantokyanidinovych dimeri. Obecné lze fici, Ze biodostupnost
vyznamnym zpusobem limituje fyziologické uCinky proantokyanidini, stejné jako u
ostatnich zastupcti polyfenolli. Je zndmo, Ze flavonoidy podléhaji v organismu cloveka
rozsahlym a raznorodym pfeménam. Vzdy je proto tfeba vénovat zvySenou pozornost takeé

studiu moznych uc¢inkt degrada¢nich produktii téchto latek.
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2.2.3 Isoflavonoidy

Isoflavonoidy ptfedstavuji vyznamnou skupinu nizkomolekularnich sekundarnich metaboliti
rostlin produkovanych piedev§im zastupci z cCeledi bobovitych (Leguminosae). V
soucasnosti je znamo piiblizn¢ 1600 rtiznych isoflavonoidii, z nichz asi 220 bylo popsano v

neleguminodznich celedich.
2.2.3.1 Biologické ucinky isoflavonoidi na lidsky organismus
Isoflavonoidy zaujimaji zvlastni postaveni vzhledem k Sirokému spektru svych biologickych

ucinkt, diky ¢emuz vyvolaly v poslednich letech mimotadny z4jem farmakologt.

Znacnou pozornost zasluhuji pro svou fytoestrogenni aktivitu, nebot’ se svou chemickou
strukturou a biologickou aktivitou podobaji estradiolu, lidskému estrogenu (Obr. 11)
(Demmig-Adams a McCauley, 2005; Castafieda-Ovando a kol., 2009).

estradiol genistein
OH

Obrazek 11. Srovnani struktury estradiolu a genisteinu vazajicich se do estrogenniho receptoru

(upraveno dle Demmig-Adams a McCauley, 2005)

Vzhledem ke své estrogenni aktivité snizuji riziko rakoviny prsu a pusobi také jako
antioxidanty (Sarkar a Li, 2003; Ruiz-Larrea a kol., 1997; Lee a kol., 2012). Krom¢ toho
byla prokdzana fada pozitivnich Uc¢inkdi sojovych isoflavonoidi na zdravotni stav Zen
v menopauze (Krebs a kol., 2004; Barentsen, 2004; Kreijkamp-Kaspers a kol., 2004),
snizeni rizika kardiovaskularnich onemocnéni, aterosklerdzy, osteoporézy a jinych
degenerativnich onemocnéni, jako je ischemicka choroba srdec¢ni (Clarkson, 2002; Clair a
Anthony, 2005). Proto isoflavonoidy i nadale zGstavaji aktuadlnim tématem na poli

védeckého vyzkumu.
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2.2.3.2 Chemicka struktura isoflavonoidua

Isoflavonoidy piedstavuji rozsahlou skupinu organickych sloucenin, které se strukturné
odliSuji od ostatnich tfid flavonoidd vazbou benzenového kruhu (kruhu B) v pozici 3
heterocyklického systému. Jejich struktura je zalozena na 3-fenylchroman-4-onu (Obr. 12).
Rozmanitost struktur isoflavonoidt je dana nejen slozitosti a po¢tem substituent v zakladni
molekule, ale i riznym oxida¢nim stupném a ptitomnosti dalSich heterocyklickych kruhii

(Andersen a Markham, 2006).

Daidzein Glycitein
OCH Hs
3 OH O e o OH
N
wik o
HO o) HO 0
Formononetin Biochanin A Equol

Obrazek 12. Struktura isoflavonu a z néj odvozenych nejvyznamnéjsich isoflavonoidii

Isoflavonoidy se mohou vyskytovat ve volné form¢ jako aglykony, nebo jako glykosidy
konjugované s glukosou nebo rhamnosou. Nejbéznéjsi formou isoflavonoidd jsou 7-O-
glykosidy. K tvorbé O-glykosidické vazby byva nejcastéji vyuzivana OH skupina na 7.
uhliku. Isoflavonoidy se vyskytuji v riznych oxida¢nich stupnich, také ve formé¢ dimera a

heterodimert (Reynaud a kol., 2005).
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2.2.3.3 Biodostupnost a metabolismus isoflavonoidu

v

Mezi nejvyznamnéjsi isoflavonoidy patii aglykony daidzein, genistein, formononetin a
biochanin A, jakoz i jejich glykosidy daidzin, genistin, ononin a sissotrin.

Vstiebani isoflavonoidd je obecné nejvyssi ze vSech flavonoidnich skupin (Manach a kol.,
2005). Metabolity aglykonti byly detekovany v plazmé jiz za 3 minuty po podani s
maximalni koncentraci v rozmezi 4-8 hodin, z ¢ehoz vyplyva, ze absorpce volnych forem
isoflavonoidi v zaludku je rychla a efektivni. Glykosidy isoflavonoidl jsou hydrolyzovany

pied absorpci a v plazmé nebyly detekovany (Setchell a kol., 2001).

Aglykony snadno podléhaji konjugaci pii ucasti stievnich cytochromi P450 za vzniku
glukuronida a sulfatt. Vzniklé konjugaty, ale i aglykony, mohou byt v organismu dale
transportovany krvi do cilové tkang, tedy do jater, kde jsou podrobeny dalSimu metabolismu.
Dalsi cestou mize byt jejich vstup do enterohepatdlni cirkulace (Obr. 13). Na zaklad¢
vySe uvedeného Ize usoudit, Ze osud isoflavonoidd v lidském organismu je velmi podobny

s osudem endogennich estrogent (Jia a kol., 2004).

Rychlost vstfebani je vSak ovlivnéna tadou faktorti jako je rozpustnost latek ve stieve,
slozeni stfevni mikroflory, stravovani, ale i v€k a pohlavi. Isoflavonoidy tedy podléhaji v
gastrointestindlnim traktu rozliénym metabolickym pfeméndm. Stfevni bakterialni
glykosidazy stépi glykosidické konjugaty a vzniklé aglykony podléhaji dalSim fazim
biotransformace (Heinonen a kol., 2002).

Po vstupu do organismu muize rovnéZ dochdzet ke zméndm chemické struktury
isoflavonoidi demethylaci, methylaci, hydroxylaci ¢i hydrogenaci. Vzniklé sloucCeniny se
mohou déle konjugovat v jatrech a ostatnich tkanich na formu B-glukuronid nebo sulfati.
Nasledné jsou hydrolyzovéany a ¢ast konjugatti se dostava do kontaktu s mikroflérou tlustého
stfteva. Zatimco hydrolyzou glykosidi vznikaji aktivnéj$i slouceniny, dalSi degradace a
transformace aglykond vyvolava produkci vice nebo méné aktivnich latek (Cassidy a kol.,
2006).
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Hlavnimi metabolity isoflavonoidi jsou 7-O glukuronid a 4"-O-glukuronid. V lidské plazmé
a moc¢i pak byly nalezeny dalSi metabolity, jako napf. dihydrodaidzein, dihydrogenistein,
dihydroequol, O-desmethylangolensin a 6 hydroxy-O-desmethylangolensin. Schopnost

produkovat metabolity je také zvelké Casti ovlivnéna osidlenim stfev specifickymi

vvvvvv

isoflavonoidii jsou Lactobacillus spp.,

(Hawksworth a kol., 1971).

Bifidobacterium spp.,

Isoflavonoidy
glykosidy/aglykony

Tlusté stirevo
Metabolisthus za
ucasti stfevnich
bakterii

Obriazek 13. Osud isoflavonoidii z pohledu metabolismu v organismu ¢lovéka (upraveno dle Heinonen, 2006)
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2. TEORETICKA CAST

Velmi dulezitou ulohu hraji stfevni bakterie zodpovédné za pfeménu daidzeinu na equol,
metabolit daidzeinu vykazujici prospésné ucinky na lidsky organismus (Sathyamoorthy a
Wang, 1997). Equol je biologicky aktivnéjsi nez je jeho prekurzor daidzein i dal§i metabolit
daidzeinu O-desmetylangolensin (ODMA) (Obr. 14). Po peroralnim podani daidzeinu byl
equol nalezen v plasmé po 12-36 hodinach. Equol existuje ve dvou diastoisomerech S-

equol a R+ equol, které vykazuji rozdilné biologické vlastnosti.

HO! O.

\

o
OH

Dihydrodaidzein

HO HO.
HO\/\/“
(T ] 4
/
O
1) OH
OH

O-desmethylangolensin
Daidzein

Obriazek 14. Hlavni produkty metabolismu daidzeinu — dihydrodaidzein, O-desmetylangolensin (ODMA) a equol

Schopnost metabolizovat daidzein na G¢inné metabolity vSak vykazuje zna¢né rozdily mezi
jednotlivci. Bakteridlni mikroflora zodpovédna za tvorbu equolu je popsana u 30-50%
populace, 80-90% populace ma stfevni mikrofléru osidlenou bakteriemi se schopnosti
tvorby O-desmethylangolensinu (Arai a kol., 2000). Bakterialni metabolismus isoflavonoidu
tedy vykazuje zna¢nou interindividualni variabilitu, ktera je zpusobena jak rozdily v
populaci stfevnich bakterii, tak i rozmanitosti stravy ¢lovéka, ktera muze ovliviiovat

metabolickou aktivitu téchto bakterii.
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V ptedkladané praci byly ke studiu interakci s lidskymi jaternimi mikrosomalnimi
cytochromy P450 vybrany nasledujici latky flavonoidni struktury, které se nejcastéji

vyskytuji v dopliicich stravy:

antokyanidiny (aglykony): kyanidin, delfinidin, malvidin, peonidin, petunidin, pelargonidin
(Obr. 6),

antokyany (glykosidy): kyanidin-3-O-glukosid, kyanidin-3-O-rutinosid, kyanidin-3,5-di-O-
glukosid, kyanidin-3-O-sophorosid, kyanidin-3-O-arabinosid, kyanidin-3-O-rhamnosid,
kyanidin-3-O-galaktosid, kyanidin-3-O-sambubiosid, kyanidin-3-O-lathyrosid, delfinidin-3-
O-glukosid,  delfinidin-3-O-rutinosid,  delfinidin-3,5-di-O-glukosid,  delfinidin-3-O-
sambubiosid,  delfinidin-3-O-rhamnosid, = malvidin-3-O-glukosid, = malvidin-3,5-di-O-
glukosid,  malvidin-3-O-galaktosid,  peonidin-3-O-glukosid,  peonidin-3-O-rutinosid,
pelargonidin-3,5-di-O-glukosid, pelargonidin-3-O-rutinosid (Piiloha ¢. 1),

proantokyanidin: prokyanidin A2 (Obr. 10),

isoflavonoidy — aglykony: daidzein, genistein, biochanin A, formononetin, glycitein (Obr.
12),

isoflavonoidy — glykosidy: daidzin, puerarin, genistin, sissotrin, ononin, glycitin (Ptiloha ¢.
2) a metabolit daidzeinu equol (Obr. 14).
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3. CILE PRACE

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo, vzhledem k hojnému uZzivani nutraceutik lidskou
populaci a tedy moznému ovlivnéni hladin soucasné podavanych I[éCiv, studium
potencialnich  interakci vybranych latek flavonoidni struktury —  antokyant,
proantokyanidinu a isoflavonoidd, s nejvyznamnéjSimi enzymy biotransformace 1é¢iv -
cytochromy P450.

Konkrétnimi cilemi studia interakci testovanych latek s biotransformaénimi enzymy bylo:

— Studovat inhibi¢ni vliv antokyanl, proantokyanidinu a isoflavonoidii na
enzymovou aktivitu cytochromti P450 obsazenych v lidské jaterni mikrosomalni

frakci in vitro.

— Posoudit vliv genetického polymorfismu vybranych CYP na metabolismus 1é¢iv
pouzivanych soucasné jako markerové substraty pro stanoveni in vitro enzymovych
aktivit CYP3A5, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6, respektive midazolamu,
diklofenaku, S-mefenytoinu a bufuralolu, za sou¢asného posouzeni vlivu testovaného

isoflavonoidu — genisteinu.

— Zhodnotit potencialni riziko vzniku neZzadoucich 1ékovych interakei vyplyvajici z
podani testovanych latek soucasné s dalSimi 1éCivy, které slouzi jako substraty

studovanych biotransformac¢nich enzymad.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

Kyanidin chlorid (CYA), delfinidin chlorid (DEL), malvidin chlorid (MAL), peonidin
chlorid (PEO), petunidin chlorid (PET), pelargonidin chlorid (PEL), peonidin-3-O-glukosid
chlorid (PEO-1), peonidin-3-O-rutinosid chlorid (PEO-2), pelargonidin-3,5-di-O-glukosid
chlorid (PEL-1), pelargonidin-3-O-rutinosid chlorid (PEL-2), delfinidin-3-O-glukosid
chlorid (DEL-1), delfinidin-3-O-rutinosid chlorid (DEL-2), delfinidin-3,5-di-O-glukosid
chlorid (DEL-3), delfinidin-3-O-sambubiosid chlorid (DEL-4), delfinidin-3-O-rhamnosid
chlorid (DEL-5), malvidin-3-O-glukosid chlorid (MAL-1), malvidin-3,5-di-O-glukosid
chlorid (MAL-2), malvidin-3-O-galaktosid chlorid (MAL-3), kyanidin-3-O-glukosid chlorid
(CYA-1), kyanidin-3-O-rutinosid chlorid (CYA-2), kyanidin-3,5-di-O-glukosid chlorid
(CYA-3), kyanidin-3-O-sophorosid chlorid (CYA-4), kyanidin-3-O-arabinosid chlorid
(CYA-5), kyanidin-3-O-rhamnosid chlorid (CYA-6), kyanidin-3-O-galaktosid chlorid
(CYA-T), kyanidin-3-O-sambubiosid chlorid (CYA-8), kyanidin-3-O-lathyrosid chlorid
(CYA-9), prokyanidin A2, daidzein (4',7-dihydroxyisoflavon), genistein (4',5,7-
trihydroxyisoflavon), biochanin A (5,7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavon), formononetin (7-
hydroxy-4'-methoxyisoflavon), glycitein  (4',7-dihydroxy-6-methoxyisoflavon), daidzin
(daidzein-7-O-glukosid), puerarin  (daidzein-8-C-glukosid), genistin  (genistein-7-O-
glukosid), sissotrin (biochanin A-7-O-glukosid), ononin (formononetin-7-O-glukosid),
glycitin (glycitein-7-O-glukosid) a (+/-)-equol (4',7-dihydroxyisoflavan, 4',7-isoflavandiol)
byly zakoupeny od firmy Extrasynthese (Genay, France).

Acetonitril a methanol (Merck, Ceska republika), dusik a oxid uhelnaty (Linde Technoplyn,
Ceska republika), uhli¢itan sodny a chlorid draselny (Lachema, Ceské republika). Ostatni
chemikalie byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich (Prague). VSechny pouzité chemikalie
byly cistoty p.a.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.2 Enzymy a substraty

Smésné lidské jaterni mikrosomy byly zakoupeny od firem Biopredic (Rennes, Francie) a
Xenotech LLC (Lenexa, KS, USA). Mikrosomy byly ziskany v souladu s etickymi pravidly
zemg¢ puvodu.

Byly pouzity smésné lidské jaterni mikrosomy od firmy Biopredic (darci: 20 mizu a 6 zen)
o proteinové koncentraci 25 mg/ml a od firmy (darci: 26 muzi, 24 Zen) s koncentraci 20
mg/ml. Pro farmakogenomické studie byly pouzity genotypizované lidské jaterni
mikrosomy od firmy Xenotech LLC. Tyto geneticky definované mikrosomy byly ziskany od
individudlnich dérct pro tfi alelické kategorie, a to rychlé metabolizatory, stfedné rychlé
metabolizatory a pomalé metabolizatory.

Podrobna charakteristika jednotlivych forem je uvedena v tabulce 4.

Enzym | Oznadeni | Alelicka varianta | Koncentrace proteinu
2C9 PM CYP2C9*?/*? 20 mg/ml
IM CYP2C9*1/*2 20 mg/ml
EM CYP2C9*1/*1 20 mg/ml
2C19 PM CYP2C19*2/*2 20 mg/ml
IM CYP2C19*1/*2 20 mg/ml
EM CYP2C19*1/*1 20 mg/ml
2D6 PM CYP2D6*4/*4 20 mg/ml
IM CYP2D6*4/*41 20 mg/ml
EM CYP2D6*2x2/*41 20 mg/ml
3A5 PM CYP3A5*3/*3 20 mg/ml
IM CYP3A5*1/*3 20 mg/ml
EM CYP3A5*1/*1 20 mg/ml

Tabulka 4. Charakteristika pouzitych genotypizovanych mikrosomi, véetné genotypu a koncentarce proteinu.

Oznaceni: PM — pomaly metabolizator, IM — stfedné rychly metabolizator, EM — rychly metabolizator.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Substraty a metabolity pro stanoveni enzymovych aktivit cytochroma P450, testosteron,
diklofenak, kumarin, chlorzoxazon, bufuralol, resorufin, S-mefenytoin, 7-hydroxykumarin,
7-hydroxy-4-(trifluoromethyl)kumarin, 1-hydroxymidazolam, 6-hydroxychlorzoxazon, 1-
hydroxybufuralol, a 4-hydroxymefenytoin byly pofizeny od firmy Sigma Aldrich (Praha,
Ceskd  Republika),  7-ethoxyresorufin,  7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)kumarin,  4-
hydroxydiklofenak byly zakoupeny od firmy Fluka (Buchs, Switzerland), 6p-
hydroxytestosteron byl potizen od firmy Ultrafine (Manchester, UK) a midazolam byl
zakoupen od firmy Abcam (Cambridge, UK).

4.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko), analytické
vahy GR-202, analytické vahy Sartorius 4503 MP 6E (Géttingen, Némecko), centrifuga
BR4i (Jouan, Saint Nazaire, Francie), centrifuga mini spin Eppendorf (Eppendorf, Hamburg,
Némecko), HPLC systém: fidici jednotka CBM-20A (Shimadzu systém controller,
Japonsko), software CLASS-VP (Shimadzu, Japonsko), detektory (Shimadzu UV-VIS
detektor SPP-20A; Shimadzu fluorescen¢ni detektor RF-10AXL, Japonsko), vyhtivani
kolony CTO-10AC (Shimadzu column oven, Japonsko), autosampler Autoinjector SIL-
10ACHT (Shimadzu, Japonsko), degaser mobilni faze DGU-20A5 (Prominence degasser,
Japonsko), pumpa LC-20AD (Shimadzu Liquid chromatogram, Japonsko), chlazena
centrifuga Z 323 K (Hermle, dodava Biotech, Praha, CZ), pH metr Schott CG 843 (Fischer
Scientific, Pardubice, CZ), pfedkolona RP-18 (LiChroCart 4-4, Merck, Germany), reverzni
stacionarni faze RP-18 (LiChroCART 250-4, Merck, Germany), spektrofluorometr
VARIAN CARY 4000 UV-VIS, TECAN Infinite M200 (od firmy Schoeller Instruments,
Praha, CZ), sucha blokova lazen MD-MPO1-D (od Biotech, Praha, CZ), tiepacka IKA MS 3
basic (MERCI s.r.0, Brno), ultrazvuk K 10 (Kraintek, Podhajska, Slovensko), vodni lazen
WB 14 (Memmert, Schwabach, Némecko), vortex Heidolph Reax Top (od Fischer
Scientific, Pardubice, CZ), Watrex Ultrapur (Watrex, Praha, CZ).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.2 Metody

4.2.1 Stanoveni antokyanidini metodou HPLC

Metoda stanoveni obsahu antokyanidinti v dopliicich stravy je zalozena na disoluci vzorku

v HC1 (DMSO), nasledné izolaci antokyani a upravé kyselou hydrolyzou. V kone¢ném

kroku je vzorek analyzovan pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)

(Durst a Wrolstad, 2001).

Piiprava vzorku zahrnuje disoluci ve vodni lazni po dobu 1 hod. pfi 37°C v celkovém

objemu 3 ml HCI (DMSO). Vznikld suspenze je poté odstfedéna (5000g, 10 minut).

Supernatant je odebran a analyzovan. Uprava vzorku se sklada z nasledujicich kroki:

a) odpateni roztoku (DMSO) pti 40°C pod dusikem,

b) disoluce odparku v 0,5 ml 2M HCI a ptevedeni do mikrozkumavek,

c) hydrolyza 30 minut ve vrouci vodg,

d) zchlazeni vzorku v ledové lazni,

e) odpateni vzorku pii 40°C pod dusikem do odparku,

f) disoluce odparku ve 200 ul 10% CH3COOH/ 5% acetonitril/ 1% H3POy,

g) prevedeni do vialek.

Separace probihd na reverzni stacionarni fazi RP-18 s pfedkolonou RP-18 pii gradientové

eluci s prutokem 1 ml mobilni faze za minutu (Tab. 5). UV detekce probiha pii 520 nm.

Podil mobilni faze A [%6] Podil mobilni faze B [%]
Cas CH3;COOH:acetonitril:H;PO, 100% acetonitril
(10:5:1)
0 95 5
20 80 20
25 95 5
30 95 5

Tabulka 5. HPLC gradient pro separaci antokyanidinii na koloné Cis
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4.2.2 Stanoveni enzymové aktivity lidskych jaternich cytochromii P450

Pro stanoveni enzymovych aktivit jednotlivych forem cytochromti P450 v jaterni

mikrosomalni frakci byly pouzity standardni metody, zalozené na vyuziti markerovych

substrat pro jednotlivé formy cytochromu P450.

Vlastnimu stanoveni enzymovych aktivit, a tedy potencidlnimu inhibi¢nimu vlivu

testovanych latek, ptedchdzelo ureni parametrli popisujicich reakéni kinetiku enzymovych

reakci katalyzovanych cytochromy P450 v pouzité jaterni mikrosomalni frakei.

Byla stanovena Michaelisova konstanta (Ky,) a hodnota maximalni rychlost reakce (Vmax)-

Ke stanoveni téchto parametru byla pouzita vzestupna koncentra¢ni fada substratu pro urcity

cytochrom P450. Na zakladé¢ vyslednych parametri byly urCeny koncentrace substratl

vhodné pro stanoveni inhibi¢niho vlivu testovanych latek (Tab. 6).

Enzym Markerovy substrat Metabolit Km
CYP1A2 7-ethoxyresorufin resorufin 1,4 pmol/I
CYP2A6 kumarin 7-hydroxykumarin 14,5 pmol/l
CYP2B6 | 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-kumarin | 7-hydroxy-4-(trifluoromethyl)-kumarin | 15,3 pmol/l
CYP2C9 diklofenak 4’-hydroxydiklofenak 20 pmol/l
CYP2C19 S-mefenytoin 4’-hydroxymefenytoin 81 umol/l
CYP2D6 bufuralol 1’-hydroxybufuralol 14,3 umol/I
CYP2E1 chlorzoxazon 6-hydroxychlorzoxazon 56,4 pmol/l

CYP3A4/5 testosteron 6B-hydroxytestosteron 97,2 umol/I
CYP3A4/5 midazolam 1’-hydroxymidazolam 2,2 umol/l

Tabulka 6. PouZivané markerové substraty, vysledné metabolity a Michaelisovy konstanty (Kr) stanoveny v lidské jaterni

mikrosomalni frakci.
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4.2.3 Stanoveni enzymovych aktivit a inhibi¢niho vlivu antokyanu, proantokyanidinu a

isoflavonoidi na vybrané formy cytochromi P450 in vitro

Inhibi¢ni efekt antokyant a proantokyanidinu na enzymovou aktivitu jednotlivych CYP byl
sledovan na Sesti koncentra¢nich urovnich testovanych latek - 0, 10, 20, 40, 80, 100 M.
V piipadé inhibi¢nich studii s isoflavonoidy pak byla pouzita koncentraéni fada — 0, 10, 25,
50, 752100 puM.

Jako potencialni inhibitory byly ze skupiny antokyanti pouzity chemické standardy Sesti
nejvyznamngéjSich antokyanovych aglykoni — antokyanidint, a to: kyanidin, delfinidin,

malvidin, pelargonidin, peonidin a petunidin.

Dale byl testovan potencidlni vliv na enzymovou aktivitu 21 antokyanovych glykosidi, a to:
kyanidin-3-O-glukosid, kyanidin-3-O-rutinosid, kyanidin-3,5-di-O-glukosid, kyanidin-3-O-
sophorosid, kyanidin-3-O-arabinosid, kyanidin-3-O-rhamnosid, kyanidin-3-O-galaktosid,
kyanidin-3-O-sambubiosid, kyanidin-3-O-lathyrosid, delfinidin-3-O-glukosid, delfinidin-3-
O-rutinosid, delfinidin-3,5-di-O-glucosid, delfinidin-3-O-sambubiosid chlorid, delfinidin-3-
O-rhamnosid,  malvidin-3-O-glukosid, =~ malvidin-3,5-di-O-glukosid, = malvidin-3-O-
galaktosid, pelargonidin-3,5-di-O-glukosid, pelargonidin-3-O-rutinosid, peonidin-3-O-
glukosid a peonidin-3-O-rutinosid.

Jako zastupce proantokyanidini byl v inhibi¢nich studiich pouzit prokyanidin A2.

Ze skupiny isoflavonoidnich latek byly pro inhibi¢ni experimenty zvoleny aglykony
daidzein, genistein, biochanin A, formononetin a glycitein, z glykosida isoflavonoidt pak
byl testovan potencialni inhibi¢ni vliv na enzymovou aktivitu cytochromi P450 daidzinu,

puerarinu, genistinu, sissotrinu, ononinu, glycitinu a metabolitu daidzeinu - equolu.

Testované latky ze skupiny antokyant byly, v piipadé aglykont, rozpusStény v deionizované
vodeé okyselené HCOOH na pH 3,08, v ptipad¢ glykosidii pak v Cisté vod¢, stejné€ jako tomu
bylo u prokyanidinu A2. Zasobni roztoky isoflavonoidid byly pfipraveny rozpusténim
v dimethylsulfoxidu (DMSO).
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Koncentrace markerovych substrati pro stanoveni enzymovych aktivit byly zvoleny na

zaklad¢ experimentalné zjisténych hodnot Ky, (Tab. 6).

Pro kvantitativni stanoveni substratu a metabolitu ve vzorcich byl pouzit HPLC systém ve
spojeni s riaznym typem detektoru (UV-VIS, fluorescen¢nim nebo hmotnostné
spektrometrickym - MS). Jako stacionarni fiaze byla pro stanoveni metaboliti v HPLC
systému vyuzita reverzni faze Cig. Mobilni fazi byla zpravidla smés acetonitrilu (popf.

methanolu) a pufru (nejcastéji fosfatového) v riizném pomeéru.

Na nasledujicich stranach jsou shrnuty experimentalni podminky pro stanoveni enzymovych
aktivit a inhibi¢niho vlivu antokyani a isoflavonoidii na jednotlivé formy cytochromt P450,
na néZ je tato prace zaméfena (CYPLlA2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4/5).

CYP1A2 (Chang a Waxman, 1998)
Objem reakéni smési: 100 pl
Mikrosomalni frakce: 35 pmol cytochromu P450
Substrat: 1,4 uM 7-ethoxyresorufin
100mM KH,PO, pufr (pH 7,4)
Inhibitor:
Antokyany: 0, 10, 20, 40, 80, 100 uM
Isoflavonoidy: 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM
Preinkubace:
30 min pii 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8mM NADP"; 5,8mM isocitrat;
8mM Mg**; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Inkubace:
15 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 200 pl metanolu
Centrifugace pti 14 000 ot/min, 10 minut, 4°C
centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)
200 pl supernatantu prepipetovano do vialek
HPLC analyza s fluorescenéni detekei (excitace pfi 535 nm, emise pii 585 nm)
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CYP2A6 (Waxman a Chang, 1998)

Objem reak¢ni smési: 100 pl
Mikrosomalni frakce: 35 pmol cytochromu P450
Substrat: 14,5 uM kumarin
100mM KH,PQO, pufr (pH 7,4)
Inhibitor:

Antokyany: 0, 10, 20, 40, 80, 100 uM
Isoflavonoidy: 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM
Preinkubace:

30 min pii 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8mM NADP"; 5,8mM isocitrat;
8mM Mg?; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Inkubace:

15 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 200 pl metanolu
Centrifugace pti 14 000 ot/min, 10 minut, 4°C
centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)
200 wl supernatantu prepipetovano do vialek
HPLC analyza s fluorescen¢ni detekci (excitace pii 535 nm, emise pii 585 nm)

CYP2B6 (Morse a Lu, 1998)

Objem reakcni smési: 100 pl
Mikrosomalni frakce: 35 pmol cytochromu P450
Substrat: 15,3 uM 7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)kumarin
100mM KH,PO, pufr (pH 7,4)
Inhibitor:

Antokyany: 0, 10, 20, 40, 80, 100 uM
Isoflavonoidy: 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM
Preinkubace:

30 min pii 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8mM NADP"; 5,8mM isocitrat;
8mM Mg**; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Inkubace:

15 min pifi 37 °C
Zastaveni reakce: 200 pl metanolu
Centrifugace pti 14 000 ot/min, 10 minut, 4°C
centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)
200 pl supernatantu prepipetovano do vialek
HPLC analyza s fluorescen¢ni detekei (excitace pfi 535 nm, emise pii 585 nm)
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CYP2C9 (Crespi a kol., 1998b)

Objem reaké¢ni smési: 200 pl
Mikrosomalni frakce: 35 pmol cytochromu P450
100mM KH,PQO,4 pufr (pH 7,4)
Inhibitor:

Antokyany: 0, 10, 20, 40, 80, 100 uM
Isoflavonoidy: 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM
Preinkubace:

30 min pii 37 °C
Substrat: 20uM diklofenak
NADPH-generujici systém: 0,8mM NADP"; 5,8mM isocitrat;
8mM Mg*"; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Inkubace:

25 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 50 ul ACN/CH3;COOH (94:6)
Centrifugace pti 14 000 ot/min, 10 minut, 4°C
centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)
150 pl supernatantu prepipetovano do vialek
HPLC analyza s UV detekei pti 280 nm

CYP2C19 (Cypex 2C19 QC assai, www.cypeXx.co.uk)

Objem reakcni smési: 200 pl
Mikrosomalni frakce: 62 pmol cytochromu P450
100mM KH,PO, pufr (pH 7,4)

Inhibitor: 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM
NADPH-generujici systém: 0,8mM NADP"; 5,8mM isocitrat;
8mM Mg*"; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Preinkubace:

15 min pii 37 °C
Substrat: 81 uM S-mefenytoin
Inkubace:

30 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 200 ul ACN/(0,1%)HCOOH
Centrifugace pfi 14 000 ot/min, 15 minut, 4°C
centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)
195 ul pipetovano do mikrotitra¢ni desticky
Interni standart:
Methoxymefenytoin (ImM) 5 ul
Analyza RF/MS
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4. EXPERIMENTALNI CAST

CYP2D6 (Crespi a kol., 1998a)

Objem reaké¢ni smési: 200 pl
Mikrosomalni frakce: 70 pmol cytochromu P450
Substrat: 14,3 uM bufuralol
100mM KH,PO, pufr (pH 7,4)
Inhibitor: 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM
Preinkubace:
30 min pii 37 °C
NADPH-generujici systém: 0,8mM NADP"; 5,8mM isocitrat;
8mM Mg*"; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Inkubace:
20 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 20 pul 70% HClO4
Centrifugace pti 3 000 ot/min, 5 minut
centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)
150 pl supernatantu prepipetovano do vialek

HPLC analyze s fluorescenéni detekei (excitace pti 252nm, emise pti 302nm).

CYP2EL1 (Lucas a kol., 1996)

Objem reakéni smési: 1000 pl
Mikrosomalni frakce: 160 pmol cytochromu P450
100mM KH,PQO, pufr (pH 7,4)

Inhibitor: 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM
NADPH-generujici systém: 0,5mM NADP"; 4mM isocitrat;
5mM Mg**; isocitratdehydrogenasa 0,2 U/ml
Preinkubace:

30 min pii 37 °C
Substrat: 56,4 uM chlorzoxazon
Inkubace:

20 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 50 pl 42,5% H;PO,

20 s vitiva extrakce do 2 ml smési 2-propanol/chloroform (15/85)
Centrifugace pfti 2 000 ot/min, 10 minut, 4°C
centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)
Odpipetovat 1 ml spodni vrstvy a odpafit pod dusikem
Odparek rozpustit ve 200ul mobilni faze (0,5% CH;COOH/ACN (3:1))
200 pl supernatantu ptrepipetovano do vialek
HPLC analyza s UV detekei pti 287 nm
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CYP3A4 (Guengerich a kol., 1986)

Objem reaké¢ni smési: 500 pl
Mikrosomalni frakce: 100 pmol cytochromu P450
100mM KH,PQO, pufr (pH 7,4)

Inhibitor:

Antokyany: 0, 10, 20, 40, 80, 100 uM
Isoflavonoidy: 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM
NADPH-generujici systém: 0,8mM NADP"; 5,8mM isocitrat;
8mM Mg2+; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Preinkubace:

30 min pii 37 °C
Substrat: 97,2 uM testosteron
Inkubace:

20 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 100 pul 1M Na,CO3/2M NaCl
15 s vifiva extrakce do 2 ml dichlormethanu
Centrifugace pti 3 000 ot/min, 5 minut, 4°C
centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)
Odpipetovat 1 ml spodni vrstvy a odpaftit pod dusikem
Odparek rozpustit ve 200ul mobilni faze (64% metanol)
200 pl supernatantu piepipetovano do vialek
HPLC analyza s UV detekci pfi 245 nm

CYP3A4 (Kronbach a kol., 1989)

Objem reakcni smési: 100 pl
Mikrosomalni frakee: 12,56 pmol cytochromu P450
100mM KH,PQ, pufr (pH 7,4)

Inhibitor: 0, 10, 25, 50, 75, 100 uM
NADPH-generujici systém: 0,8mM NADP"; 5,8mM isocitrat;
8mM Mg2+; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml
Preinkubace:

15 min pii 37 °C
Substrat: 30,7 uM midazolam
Inkubace:

15 min pii 37 °C
Zastaveni reakce: 100 pul methanolu (vychlazeného)
Vortex 10s
Centrifugace pfi 13 400 ot/min, 5 minut, 4°C
centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie; rotor AB.214)
150 pl supernatantu ptepipetovano do vialek
HPLC analyza s UV detekci pii 240 nm
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Vysledny inhibi¢ni efekt testovanych latek na aktivitu cytochromt P450 byl nasledné
graficky vyhodnocen, kdy do grafa byly vyneseny hodnoty aktivit jednotlivych cytochromt
P450 vyjadiené v procentech.

Mira inhibice byla stanovena jako procentudlni ubytek vzniklého produktu vzhledem ke
kontrole (100%), ktera neobsahovala v reakéni smési potencialni inhibitory — testované

antokyany, proantokyanidin a isoflavonoidy.

Pokud byla dané forma cytochromt P450 n¢kterou z testovanych latek vyrazné inhibovéna,
byla nasledné stanovena hodnota K;, ptip. ICso. Pro stanoveni byl pouzit Dixontv nebo
Lineweaverav-Burkiv vynos. Stanoveni jsou, v pfipadé Dixonovych vynosu, zalozena na
ovlivnéni enzymové aktivity piislusnych cytochromd P450 pouzitim tii koncentraci
markerového substratu (1/2 K, Kn a 2 Kp).

Pro konstrukci Lineweaverovych-Burkovych vynosi je tfeba stanoveni na Sesti

koncentrac¢nich trovnich testovaného inhibitoru (0, 10, 25, 50, 75, 100 uM).

Vysledné parametry enzymové kinetiky pro ur¢eni hodnot K; a ICsq byly vy¢€isleny uzitim

grafického software Sigma Plot 8.0.2 softwaru (SPSS, Chicago, IL).
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5. VYSLEDKY

5.1 Stanoveni inhibi¢niho vlivu antokyani na aktivitu cytochromi P450 v lidské

jaterni mikrosomalni frakci

Stanoveni inhibi¢niho vlivu antokyanidini na enzymovou aktivitu CYP

Potencialni inhibi¢ni vliv na enzymovou aktivitu péti forem cytochromu P450 pfitomnych v
lidskych jaternich mikrozomech (CYP3A4, CYP2C9, CYP1A2, CYP2A6 a CYP2B6) byl

testovan u Sesti antokyanidind.

Vyrazna inhibice markerové aktivity byla pozorovana u CYP3A4 a to se vSemi testovanymi
latkami. Nejvyrazngjsi inhibice pak byla stanovena v ptipadé delfinidinu (Obr. 15). Pfi
nejvyssi testované koncentraci delfinidinu (100 uM) doslo k poklesu enzymové aktivity
CYP3A4 na 8 %. Petunidin zptisobil v nejvyssi testované koncentraci pokles enzymové
aktivity CYP3A4 na 18 %, peonidin na 22 % a pelargonidin na 28 % ve srovnani s kontrolni

hodnotou.
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Obriazek 15. Inhibi¢ni efekt antokyanidini v koncentracich 0, 10, 20, 40, 80, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP3A4
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5. VYSLEDKY

Enzymova aktivita CYP2C9 byla signifikantné ovlivnéna tfemi antokyanidiny -
pelargonidinem, peonidinem a petunidinem (Obr. 16). K nejvyraznéjsimu poklesu CYP2C9
doslo inhibici pelargonidinem - na 22 % pii 100 uM koncentraci pouzitého antokyanidinu, z
puvodni 100 % enzymové aktivity v kontrolnich vzorcich (tj. bez ptidavku testovanych
latek). Peonidin inhiboval enzymovou aktivitu CYP2C9 pfiblizné na 28 %, petunidin
zpusobil pokles na 48 %.
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Obrizek 16. Inhibi¢ni efekt antokyanidini v koncentracich 0, 10, 20, 40, 80, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2C9

V ptipad€ potencialniho inhibi¢niho vlivu na enzymovou aktivitu CYPIA2 byla vyrazna
inhibice pozorovdna delfinidinem. V tomto ptipadé byl pozorovan pokles pii pouZiti
nejvyssi koncentrace testované latky (100 pM) na 30 %. Ostatni antokyanidiny zptsobily
snizeni enzymové aktivity CYP1A2 pouze mezi 10-20 % ve srovnani s kontrolnimi

hodnotami (bez pfidavku potencialniho inhibitoru) (Obr. 17).

CYP1A2
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Obrazek 17. Inhibi¢ni efekt antokyanidini v koncentracich 0, 10, 20, 40, 80, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP1A2

56



5. VYSLEDKY

Testované antokyanidiny dale pouze slabé interagovaly s CYP2A6 a CYP2B6. U téchto
forem cytochromu P450 nebyla enzymova aktivita vyrazné sniZzena ani v pfitomnosti
vysSich koncentraci testovanych latek. Maximalni pokles enzymové aktivity CYP2A6

Vv ptitomnosti 100 puM koncentrace antokyanidinli byl zaznamenan mezi 10-20 % vici

kontrolam (Obr. 18).
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Obrizek 18. Inhibi¢ni efekt antokyanidini v koncentracich 0, 10, 20, 40, 80, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2A6

Podobna situace byla pozorovana také v ptipadé enzymové aktivity CYP2B6, kdy inhibice
aktivity tohoto enzymu neklesla ani u jednoho z testovanych antokyanidinti pod 85 % z
pivodni 100 % aktivity v kontrolnich vzorcich (bez ptfitomnosti inhibitoru) pii nejvyssi

koncentraci testovanych latek (Obr. 19).

CYP2B6

120 4

100 -

80 A

60 -

40 -

H N N N NN N s

20 4

o
.
|

PELARGONIDIN PEONIDIN PETUNIDIN CYANIDIN DELPHINIDIN MALVIDIN

Obrazek 19. Inhibi¢ni efekt antokyanidini v koncentracich 0, 10, 20, 40, 80, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2B6
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V dalSich krocich byly u testovanych antokyanidinti, které signifikantn€é inhibovaly
enzymovou aktivitu nékterych z testovanych cytochroma P450, zjistény hodnoty inhibi¢ni

koncentrace - 1Cxp.

Konkrétné se jednalo o inhibici enzymovych aktivit CYP3A4 pelargonidinem, peonidinem,
petunidinem, kyanidinem, delfinidinem a malvidinem, CYP2C9 - pelargonidinem,

peonidinem a petunidinem a CYP1A2 - delfinidinem (Tab. 7).

Enzym Testovana latka 1Cxp

pelargonidin 55 uM

peonidin 36 uM

CYP3A4 petunidin 32 uM
kyanidin 129 uM

delfinidin 31 uM

malvidin 90 uM

pelaronidin 25 uM

CYP2C9 peonidin 61 uM
petunidin 21 uM

CYP1A2 delfinidin 59 uM

Tabulka 7. Inhibice CYP3A4, CYP2C9 a CYP1A2 antokyanidiny vyjadi‘ena jako ICsg
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Stanoveni inhibi¢niho vlivu antokyaninu na aktivitu cytochromu P450 v lidské jaterni

mikrosomalni frakci

Stanoveni mozného inhibi¢niho vlivu na enzymovou aktivitu nékterych forem cytochromu
P450 piitomnych v lidskych jaternich mikrosomech (CYP3A4, CYP2C9, CYP2A6 a
CYP2B6) bylo provedeno také s antokyaniny, tedy glykosidy diive studovanych

antokyanidind.

Nejvetsi inhibiéni efekt testovanych antokyaninii na enzymovou aktivitu byl pozorovan,

stejné jako v piipadé aglykont — antokyanidind, u formy CYP3A4.

V ptitomnosti nejvyssi koncentrace testované latky v reakéni smési (tj. 100 uM) doslo
Vv ptipadé testované latky CYA-6 (kyanidin-3-rhamnosid) k poklesu enzymové aktivity
CYP3A4 priblizné na 28 % z ptvodni hodnoty v kontrolnich vzorcich.

U tfinacti testovanych antokyanint (DEL-1, delfinidin-3-glukosid; DEL-2, delfinidin-3-
rutinosid; DEL-3, delfinidin-3,5-di-glukosid; DEL-4, delfinidin-3-sambubiosid; DEL-5,
delfinidin-3-rhamnosid; MAL-1, malvidin-3-glukosid; MAL-3, malvidin-3-galaktosid,;
CYA-1, kyanidin-3-glukosid; CYA-2, kyanidin-3-rutinosid; CYA-4, kyanidin-3-sophorosid,
CYA-5, kyanidin-3-arabinosid; CYA-8, kyanidin-3-sambubiosid; CYA-9, kyanidin-3-
lathyrosid) bylo pozorovano snizeni enzymové aktivity CYP3A4 v rozmezi 40 — 60 % oproti
kontrolnim hodnotam.

Ostatni testované antokyaniny zpusobily pokles enzymové aktivity pouze v rozmezi 10-30

% (Obr. 20).

Enzymova aktivita CYP2C9 byla, stejné¢ jako v pfipadé CYP3A4, nejvice inhibovana
antokyaninem CYA-6 (kyanidin-3-rhamnosid), a to na 43 % vzhledem ke kontrole, pii 100
uM koncentraci inhibitoru. Dale byla u formy CYP2C9 zaznamenana inhibice DEL-1
(delfinidin-3-glukosid) s poklesem aktivity na 58 % a CYA-9 (kyanidin-3-lathyrosid), ktery
vykazoval inhibici na 62 %, pii 100 uM koncentraci antokyaninu v reakéni smési.

U zbylych testovanych latek ze skupiny antokyaninii byla enzymova aktivita CYP2C9

nejvyssi pouzitou koncentraci zkoumanych latek snizena pramérné o 10 — 25 % (Obr. 21).
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Inhibi¢ni efekt byl sledovan také u enzymové aktivity CYP2A6. Rozsah inhibice rostl se
zvySujici se koncentraci testované latky, avSak inhibice aktivity tohoto enzymu neklesla ani
u jednoho z testovanych antokyanini pod 70 % z puvodni 100 % aktivity v kontrolnich
vzorcich (tedy ve vzorcich bez ptfitomnosti testovanych latek). Nejvyssi pokles enzymové
aktivity byl pozorovan u CYA-6 (kyanidin-3-rhamnosid) a CYA-9 (kyanidin-3-lathyrosid).
V obou pripadech testované antokyaniny zpusobily snizeni aktivity CYP2A6 na 70 % (Obr.
22).

Enyzmova aktivita CYP2B6 byla nejvyraznéji inhibovana antokyaninem CYA-2 (kyanidin-
3-rutinosid), ktery zpusobil pii nejvyssi koncentraci testované latky (100 uM) pokles na 50
%. DalSim testovanym antokyaninem, ktery mé¢l vyznamny inhibi¢ni vliv na aktivitu
CYP2B6 byl CYA-6 (kyanidin-3-rhamnosid) se snizenim na 60 % z ptvodni 100 % aktivity

v kontrolnich vzorcich pfi nejvyssi koncentraci zkoumaného antokyaninu.

Mirngj$i ovlivnéni enzymové aktivity CYP2B6 bylo pozorovano se Ctyimi dal§imi
testovanymi antokyaniny, konkrétné se jednalo o DEL-2 (delfinidin-3-rutinosid), MAL-3
(malvidin-3-galaktosid), CYA-4 (kyanidin-3-sophorosid) a CYA-9 (kyanidin-3-lathyrosid).
U téchto latek bylo zjisténo snizeni enzymové aktivity CYP2B6 na 70 - 80 % piavodnich
(kontrolnich) hodnot pfi maximalnich pouzitych koncentracich testovanych latek (100 uM).

Ostatni antokyaniny zpisobily pouze 5 — 20 % sniZzeni enzymové aktivity CYP2B6 vici

kontrolnim vzorkiim (Obr. 23).

Kompletni shrnuti vysledkd inhibi¢niho vlivu testovanych antokyaninii na specifickou
enzymovou aktivitu testovanych cytochromi P450 (CYP3A4, CYP2C9, CYP2A6 a
CYP2B6) je graficky znazornéno v nasledujicich grafech (Obr. 20 — 23).
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Obrazek 20. Inhibi¢ni efekt antokyanini v koncentracich 0, 10, 20, 40, 80, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP3A4
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Obrazek 21. Inhibi¢ni efekt antokyanidini v koncentracich 0, 10, 20, 40, 80, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2C9
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Obrazek 22. Inhibi¢ni efekt antokyanidini v koncentracich 0, 10, 20, 40, 80, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2A6
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Obrazek 23. Inhibi¢ni efekt antokyanidini v koncentracich 0, 10, 20, 40, 80, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2B6



5. VYSLEDKY

Vhledem Kk vyraznému inhibi¢nimu potencialu nékterych testovanych antokyaninii viaci

CYP3A4, CYP2C9 a CYP2B6 byly vdalsich krocich u latek, které signifikantné

ovlivitovaly enzymovou aktivitu danych CYP, zjistény hodnoty inhibi¢ni koncentrace - 1Csp.

Hodnoty ICsp byly stanoveny pro inhibici enzymové aktivity CYP3A4 testovanymi

antokyaniny s oznacenim DEL-2 (delfinidin-3-rutinosid),
glukosid), DEL-4 (delfinidin-3-sambubiosid), DEL-5 (delfinidin-3-rhamnosid) a CYA-6
(kyanidin-3-rhamnosid). Dale pro inhibice CYP2C9 latkou CYA-6 (kyanidin-3-rhamnosid)

a CYP2B6 antokyaniny CYA-2 (kyanidin-3-rutinosid) a CYA-6 (kyanidin-3-rhamnosid).

DEL-3 (delfinidin-3,5-di-

Kompletni seznam testovanych antokyaninti, které V inhibi¢nich studiich vyznamné

interagovali s n¢kterou ze sledovanych forem CYP a k nim pfislusné hodnoty inhibi¢nich

koncentraci (ICsp), jsou uvedeny v Tabulce 8.

Enzym Testovana latka 1Cs
DEL-2 (delfinidin-3-rutinosid) 69 uM
CYP3A4 DEL-3 (delfinidin-3,5-di-glukosid) 88 uM
DEL-4 (delfinidin-3-sambubiosid) 77 uM
DEL-5 (delfinidin-3-rhamnosid) 82 uM
CYA-6 (kyanidin-3-rhamnosid) 53 uM
CYP2C9 CYA-6 (kyanidin-3-rhamnosid) 68 uM
CYP2B6 CYA-2 (kyanidin-3-rutinosid) 77 uM
CYA-6 (kyanidin-3-rhamnosid) 92 uM

Tabulka 8. Inhibice CYP3A4, CYP2C9 a CYP2B6 antokyaniny vyjadiena jako ICso
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5.2 Stanoveni inhibi¢niho vlivu proantokyanidinu na aktivitu cytochromii P450

Vv lidské jaterni mikrosomalni frakci

V inhibi¢nich studiich s prokyanidinem A2 bylo potencidlni ovlivnéni enzymové aktivity

testovano U tii vyznamnych forem cytochromu P450, a to CYP3A4, CYP2C9 a CYP1A2.

Ukazalo se, Ze mira inhibice markerové aktivity u enzymi CYP3A4 a CYP2C9 rostla se
zvysujici se koncentraci prokyanidinu A2. Nicméné sledovana inhibice enzymové aktivity
ptislusnych enzymu neklesla pod 75 % ve srovnani s kontrolnimi vzorky (bez pfitomnosti

prokyanidinu A2).

V piipad¢ enzymové aktivity CYP3A4 bylo pifi pouziti maximalni koncentrace sledované

latky pozorovano snizeni aktivity na 80 % vici kontrole bez potencialniho inhibitoru.

Enzymova aktivita CYP2C9 byla v pfitomnosti nejvyssi koncentrace (100 uM) testovaného
prokyanidinu A2 v reak¢éni smési inhibovéna pfiblizné na 75 % z ptvodni hodnoty ve

srovnavacich vzorcich.

Zanedbatelny inhibi¢ni efekt prokyanidinu A2 byl zjiStén u enzymové aktivity CYP1A2.
V ptipadé tohoto enzymu nedoSlo ke snizeni sledované aktivity ani v pfitomnosti nejvyssi
koncentrace testované latky. Pozorovany pokles pii 100 uM koncentraci byl pouze asi 5 %,

coz je hodnota pohybujici se v rdmci nebo na rozhrani experimentalni chyby.

Na obrazku 24 jsou shrnuty grafy pro stanoveny inhibi¢ni efekt prokyanidinu A2 na

markerovou aktivitu testovanych forem cytochromu P450.
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Obrazek 24. Inhibi¢ni efekt prokyanidinu A2 v koncentracich 0, 10, 20, 40, 80, 100 pM na enzymovou aktivitu vybranych

forem cytochromu P450
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5.3 Stanoveni inhibi¢niho vlivu isoflavonoidii na aktivitu cytochromi P450 v lidské

jaterni mikrosomalni frakci

Studium moznych interakci isoflavonoidi s cytochromy P450 bylo provedeno s osmi
jaternimi enzymy, které se nejcastéji ti¢astni metabolismu 1é¢iv v lidském organismu (Viz.
Obr. 4). Jednalo se o formy CYP2C9, CYP3A4, CYP2E1, CYP1A2, CYP2C19, CYP2DS6,
CYP2B6 a CYP2AG.

Isoflavonoidy byly do reakéni smési pfidavany v koncentra¢ni fadé€ 0, 10, 25, 50, 75 a 100

uM.

aktivitach CYP2C9 a CYP3AA4.

Vyrazny inhibi¢ni vliv na enzymovou aktivitu CYP2C9 mél aglykon genistein, ktery
zpusobil pfi nejvyssi koncentraci testované latky (100 uM) pokles na 18 %. Vyznamna
inhibice byla u CYP2C9 rovnéz pozorovana S dal§im vyznamnym zastupcem ze skupiny
isoflavonoidut, daidzeinem, ktery zpusobil 100 uM koncentraci pokles enzymové aktivity na
36 % v porovnani s kontrolnimi vzorky bez testovaného isoflavonoidu. Dalsi inhibice
CYP2C9 isoflavonoidy byla zaznamenana s biochaninem A, ktery zapficinil v nejvyssi
testované koncentraci (tj. 100 puM) sniZeni aktivity dané formy CYP na 60 % pivodni
hodnoty (Obr. 25).
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Obriazek 25. Inhibi¢ni efekt isoflavonoidi v koncentracich 0, 10, 25, 50, 75, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2C9
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5. VYSLEDKY

Signifikantni inhibi¢ni efekt isoflavonoidi byl pozorovan také u enzymové aktivity
CYP3A4. V inhibi¢nich studiich byly v tomto piipad¢ pouzity dva modelové substraty pro

CYP3AA4, testosteron a midazolam.

Vyznamné ovlivnéni enzymové aktivity CYP3A4 bylo pozorovano s testovanou latkou

equol, a to pii pouziti obou markerovych substratti pro CYP3A4.

Enzymova aktivita testované formy CYP3A4 byla equolem, za specifické reakce 6f-
hydroxylace testosteronu, vyrazné inhibovana jiz pti 50 uM koncentraci testované latky. Za
téchto podminek byl pozorovan pokles aktivity na 40 % z ptvodni hodnoty v kontrolnich
vzorcich. Maximalni koncentraci inhibitoru (100 uM) pak doslo ke snizeni enzymové

aktivity pfiblizn¢ na 25 % oproti srovnavacim vzorktim (bez pfidavku inhibitoru).

Dalsi vyznamné inhibice CYP3A4 isoflavonoidy byly zaznamenany s aglykony genisteinem
a biochaninem A. Stanovenim pomoci markerového substratu testosteronu byla enzymova
aktivita sniZena jiz pti 25 uM koncentraci genisteinu v reakéni smési asi na 45 %. Nejvyssi
koncentrace genisteinu pak zpusobila snizeni aktivity CYP3A4 na 35 % V porovnani
s kontrolnimi hodnotami. V piipadé biochaninu A pak byl zaznamenan maximalni pokles na

40 %.
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Obrazek 26. Inhibi¢ni efekt isoflavonoidi v koncentracich 0, 10, 25, 50, 75, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP3A4 pii

pouziti testosteronu jako specifického substratu
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5. VYSLEDKY

Mirngjsi ovlivnéni enzymové aktivity CYP3A4 bylo pozorovano pii pouziti testosteronu
jako substratu se tfemi dal$imi testovanymi isoflavonoidy. Jednalo o aglykon daidzein, a
glykosidy ononin a genistin. U téchto testovanych latek bylo zjisténo snizeni enzymové
aktivity CYP3A4 na 60 - 70 % pavodnich hodnot pfi maximalnich pouzitych koncentracich
latek v experimentech (100 uM). Ostatni isoflavonoidy inhibovaly enzymovou aktivitu
CYP3A4 mirngji, pozorované snizeni aktivity bylo v rozsahu 15 — 25 % vuci kontrolnim
vzorktm (Obr. 26).

Inhibi¢ni experimenty zaméfené na potencidlni ovlivnéni enzymové aktivity CYP3A4 byly,
jak je zminéno vySe, provedeny také uzitim midazolamu, jako dal§iho markerového
substratu  vhodného pro tuto formu cytochromu P450. Stejné jako u stanoveni
s testosteronem byl opét, i v piipadé specifické 1’-hydroxylace midazolamu, nejvyrazné&jsi
inhibic¢ni efekt pozorovan s equolem. PouZzitim maximalni koncentrace testované latky (100
uM) v reakéni smési doslo k inhibici na 25 %. Snizeni enzymové aktivity CYP3A4 bylo
dale pozorovano s aglykonem genisteinem, kdy doslo ke snizeni na 55 % oproti kontrolnim
vzorkiim.

Vyznamna, ackoli mirngjsi, inhibice CYP3A4 isoflavonoidy byla ve stanovenich
s midazolamem dale zjiSténa se tfemi dalSimi testovanymi aglykony — biochaninem A,

daidzeinem a formononetinem. U téchto latek byla mira inhibice stanovena mezi 25 — 40 %

BT B
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pfi nejvyssich koncentracich pouzitych v experimentu.
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Obrazek 27. Inhibi¢ni efekt isoflavoneidi v koncentracich 0, 10, 25, 50, 75, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP3A4 pri

pouziti midazolamu jako specifického substratu

Zbylé z testovanych isoflavonoidnich latek ovliviiovaly enzymovou aktivitu CYP3A4 pouze

slab€ v rozsahu neptevySujicim 15 % sniZeni ve srovnani piivodnimi hodnotami (Obr. 27).
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5. VYSLEDKY

Také u enzymové aktivity CYP2E1 byl sledovan rostouci rozsah inhibice markerové aktivity
tohoto enzymu se zvySujicimi se koncentracemi testovanych latek. U deseti sledovanych
isoflavonoidii byl prokdzan pokles aktivity pod 80 %. Nejvyraznéji byla forma CYP2E1
inhibovana genisteinem a equolem, kdy nejvys$$imi koncentracemi testovanych latek doslo
ke snizeni asi na 45 % v pripad¢ genisteinu a piiblizné na 60 % u inhibice equolem, vzdy
vztazeno k puvodnim (100 %) aktivitam v kontrolnich vzorcich bez pfitomnosti

potencialnich inhibitora (Obr. 28).
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Obriazek 28. Inhibi¢ni efekt isoflavonoidi v koncentracich 0, 10, 25, 50, 75, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2E1

Testované isoflavonoidy mély rovnéz zna¢ny inhibi¢ni efekt na enzymovou aktivitu
CYP1A2, kdy bylo v péti ptipadech pozorovano snizeni enzymové aktivity tohoto enzymu pod
70 %. Nejvice byla aktivita CYPIA2 ovlivnéna pfitomnosti biochaninu A a genisteinu, kdy
zaznamenany pokles dosahoval u obou testovanych latek pfiblizné na 60 % vaci 100 %
srovnavacim hodnotam, tedy bez pifidavku sledovanych isoflavonoidi. Vyznamné snizeni

enzymové aktivity CYP1A2 bylo zjisténo s puerarinem, formononetinem a equolem, u téchto
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latek byl pozorovan pokles na 70 % (Obr. 29).
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Obrazek 29. Inhibi¢ni efekt isoflavonoidi v koncentracich 0, 10, 25, 50, 75, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP1A2
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5. VYSLEDKY

Inhibi¢ni efekt isoflavonoida byl pozorovan také u formy CYP2C19. Vyrazna inhibice byla
V tomto piipad¢ zjiSténa s genisteinem, kdy doslo ke sniZzeni enzymové aktivity CYP2C19
asi na 40 % pti 100 uM koncentraci. Mirngj$i inhibice byla pozorovédna také s dalSimi
testovanymi latkami, konkrétné se jednalo o daidzein, biochanin A, formononetin a equol. U
téchto latek bylo zjisténo snizeni enzymové aktivity CYP2C19 na 60 - 70 % pivodnich

hodnot pfi maximalnich pouzitych koncentracich testovanych latek (100 uM) (Obr. 30).
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Obrizek 30. Inhibi¢ni efekt isoflavonoidi v koncentracich 0, 10, 25, 50, 75, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2C19

Inhibice enzymové aktivity testovanymi isoflavonoidy byla pozorovana také u CYP2D6. Ve
vétsSim rozsahu byla tato forma inhibovana dvéma v experimentu pouZitymi latkami.
ktery pfi nejvyssi testované koncentraci snizoval enzymovou aktivitu na 60 %. Dalsi
isoflavonoidni aglykon — formononetin, inhiboval za stejnych podminek tuto formu CYP
pfiblizné na 70 %. Pfitomnosti daidzeinu, equolu a sissotrinu doslo ke snizeni enzymové

aktivity CYP2D6 pfiblizn& na 80 % (Obr. 31).
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Obrazek 31. Inhibi¢ni efekt isoflavonoidi v koncentracich 0, 10, 25, 50, 75, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2D6
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5. VYSLEDKY

Testované isoflavonoidy nemély vyrazny inhibi¢ni efekt na enzymovou aktivitu CYP2B6.

Mira inhibice markerové aktivity CYP2B6 se zvySovala s rostouci koncentraci testovanych

isoflavonoidi, avSak nebyla zaznamenana vyrazngjsi inhibice enzymové aktivity. Nejvice

byla v piipadé formy CYP2B6 enzymova aktivita ovlivnéna opét aglykonem genisteinem,

ovSem maximalni koncentrace této testované latky v reakéni smési zpiisobila snizeni aktivity

pouze na 75 % z ptivodni 100 % hodnoty v kontrolnich vzorcich (Obr. 32).
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Obrazek 32. Inhibi¢ni efekt isoflavonoida v koncentracich 0, 10, 25, 50, 75, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2B6

Ze ziskanych vysledki inhibi¢nich experimentl s isoflavonoidy bylo zjiSténo, Ze enzymova

aktivita CYP2A6 nebyla testovanymi latkami ovlivnéna ani jednim z potencidlnich

inhibitorti pouzitych v provadénych inhibiénich studiich (Obr. 33).
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Obrazek 33. Inhibi¢ni efekt isoflavonoidi v koncentracich 0, 10, 25, 50, 75, 100 pM na enzymovou aktivitu CYP2A6

equol
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5. VYSLEDKY

Nasledné po provedenych inhibi¢nich studiich s isoflavonoidy bylo v dal$ich krocich u
testovanych latek, které signifikantné€ inhibovaly enzymovou aktivitu vybranych testovanych
cytochromti P450, zjisténo o jaky typ enzymové inhibice se jedna. Konkrétné se jednalo o
inhibici enzymovych aktivit CYP2C9 genisteinem a daidzeinem, a CYP3A4 equolem,

genisteinem a biochaninem A.

Pro stanoveni typu enzymové inhibice u vyrazné inhibujicich isoflavonoidt byly provedeny
experimenty umoziujici sestaveni Dixonovych a Lineweaverovych-Burkovych vynost.
Stanoveni jsou, V ptipadé Dixonovych vynosi, zalozena na ovlivnéni enzymové aktivity
ptislusnych cytochromti P450 pouzitim tfi koncentraci markerového substratu (1/2 K, Ky @
2 Kp).

Pro konstrukci vynosi dle Lineweavera a Burka je tfeba stanoveni na Sesti koncentra¢nich
urovnich testovaného inhibitoru (0, 10, 25, 50, 75, 100 uM).

Na zdklad¢ pribchu Dixonova vynosu interagoval testovany isoflavonoidni aglykon
genistein s CYP2C9 jako plné nekomepetitivni inhibitor s inhibi¢ni konstantou K; 36 uM
(Kotyk a Horak, 1977) (Obr. 34).
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Obrazek 34. Pribéh Dixonova vynosu pro inhibici CYP2C9 genisteinem
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5. VYSLEDKY

Vzhledem k signifikantnimu inhibi¢nimu efektu genisteinu na enzymovou aktivitu CYP2C9,
kdy v inhibi¢nich experimentech zplsobil pokles aktivity pti 100 uM koncentraci testované
latky na 18 % z ptivodni 100 % aktivity, byl déle k ur€eni typu této inhibice sestrojen vynos

podle Lineweavera a Burka.

V pripadé ovlivnéni CYP2C9 genisteinem inhiboval testovany isoflavonoid rovnéz dle
Lineweaverova-Burkova vynosu markerovou aktivitu tohoto enzymu plné¢ nekompetitivné
(Kotyk a Horak, 1977) (Obr. 35).
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Obrazek 35. Pribéh Lineweaverova-Burkova vynosu pro inhibici CYP2C9 genisteinem

Vyznamné ovlivnéni enzymové aktivity CYP2C9 bylo v inhibi¢nich studiich pozorovéano
také s vyznamnym zastupcem skupiny isoflavonoidii aglykonem daidzeinem, jehoz 100 uM
koncentraci Vreakéni smési byl pozorovan pokles enzymové aktivity dané formy

cytochromu P450 na 36 % Vv porovnani s kontrolnimi vzorky bez ptitomnosti daidzeinu.
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5. VYSLEDKY

Na zéklad¢ prubéhu Dixonova vynosu vyplyva, pro vySe uvedenou inhibici CYP2C9
daidzeinem, Ze tento testovany isoflavonoid je va¢i CYP2C9 pravdépodobné plné

nekompetitivnim inhibitorem (Kotyk a Horak, 1977) (Obr. 36).

Zjisténa hodnota K; je podle sestrojeného Dixonova vynosu v piipadé inhibice enzymové

aktivity CYP2C9 daidzeinem 61 uM.
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Obrizek 36. Pribéh Dixonova vynosu pro inhibici CYP2C9 daidzeinem

K uréeni resp. potvrzeni nalezeného typu inhibice v pfipadé ovlivnéni enzymové aktivity

CYP2C9 daidzeinem byl zkonstruovan i vynos podle Lineweavera a Burka.
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5. VYSLEDKY

Dle pribéhu kiivek se dd i na zdkladé¢ tohoto sestrojeného grafu usuzovat na plné

nekompetitivni inhibici enzymatické aktivity formy CYP2C9 daidzeinem (Kotyk a Horak,

1977) (Obr. 37).
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Obrazek 37. Pribéh Lineweaverova-Burkova vynosu pro inhibici CYP2C9 daidzeinem

Na zaklad¢ signifikantniho poklesu enzymové aktivity CYP3A4 na 25 % ptvodni kontrolni

hodnoty vlivem pfitomnosti nejvyssi testované koncentrace isoflavonoidni latky equolu,

W v

byly rovnéZz provedeny experimenty umoziujici vytvofeni Dixonova a Lineweaverova-

Burkova vynosu s naslednym uréenim typu inhibice aktivity CYP3A4 equolem a

stanovenim hodnot inhibi¢nich konstant pro jednotlivé vynosy (K;).

Z prub¢hu Dixonova vynosu vyplyva, Ze se testovana latka equol chovala vici CYP3A4

jako pln€ nekompetitivni inhibitor (Kotyk a Horak, 1977) (Obr. 38).
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5. VYSLEDKY

Inhibi¢ni konstanta (K;) byla stanovena pro inhibici CYP3A4 equolem podle Dixonova

vynosu 38 uM.
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Obrazek 38. Pribéh Dixonova vynosu pro inhibici CYP3A4 equolem

Zkonstruovanim Lineweaverova-Burkova vynosu a néslednym vyhodnocenim dat bylo
zjisténo, Ze stejné jako v piipadé vysledkld vyplyvajicich na zakladé sestrojeni Dixonova
vynosu pro inhibici enzymové aktivity CYP3A4 equolem, probiha i dle prib&hu
Lineweaverova-Burkova vynosu tato inhibice equolem pln¢ nekompetitivnim mechanismem

(Kotyk a Horak, 1977) (Obr. 39).
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Obrazek 39. Pribéh Lineweaverova-Burkova vynosu pro inhibici CYP3A4 equolem
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5. VYSLEDKY

Na zaklad¢ dat ziskanych v inhibi¢nich studiich poukazujicich na Siroky inhibi¢ni potencial

isoflavonoidii vi¢i CYP3 A4, bylo pozorovano snizeni aktivity také genisteinem (na 35 %).

Vyhodnocenim vysledkl a podle tvaru zavislosti v Dixonové vynosu interagoval genistein

s CYP3A4 pIn¢ nekompetitivnim mechanismem s inhibi¢ni konstantou Kj 23 uM (Obr. 40).
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Obrazek 40. Pribéh Dixonova vynosu pro inhibici CYP3A4 genisteinem
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Pro inhibici CYP3A4 genisteinem vyplyva také z pribéhu Lineweaverova-Burkova vynosu,

ze se vuci CYP3A4 chova jako plné nekompetitivni inhibitor (Obr. 41).
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5. VYSLEDKY

V piipad¢ inhibice CYP3A4 testovanymi isoflavonoidnimi latkami bylo vyznamné
ovlivnéni enzymové aktivity (na 40 %) zaznamenano také s biochaninem A.
Sestrojenim Dixonova vynosu bylo zjiSténo, Ze inhibice CYP3A4 biochaninem A probiha

plné nekompetitivnim mechanismem (Obr. 42) s hodnotou inhibi¢ni konstanty K; 58 uM.
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Obrizek 42. Pribéh Dixonova vynosu pro inhibici CYP3A4 biochaninem A

Podle prub¢hu Lineweaverova-Burkova vynosu pro inhibici CYP3A4 biochaninem A bylo

rovnéz urceno, Ze se V tomto piipadé jedna o nekompetitivni typ inhibice (Obr. 43).
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Obrazek 43. Pribéh Lineweaverova-Burkova vynosu pro inhibici CYP3A4 biochaninem A
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5. VYSLEDKY

5.4 Vliv genetického polymorfismu CYP na metabolismus vybranych lé¢iv za

soucasného sledovani inhibi¢niho vlivu genisteinu

Vliv genetického polymorfismu CYP na metabolismus 1é¢iv pouzivanych zaroven jako
markerové substraty pro stanoveni in Vvitro enzymovych aktivit byl studovan v kombinaci
S posouzenim inhibi¢niho efektu genisteinu. V experimentech byly pouzity lidské jaterni
genotypizované mikrosomalni frakce CYP3A5, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6.

Pro kazdou z testovanych CYP forem byly studie provedeny s mikrosomy ziskanymi od
individualnich déarct charakterizujici rychlého, stiedné rychlého a pomalého metabolizétora.

Genistein byl do reak¢ni smési pridavan v koncentracich 0, 10, 25, 50, 75 a 100 uM.

V ptipadé vlivu genetického polymorfismu CYP3AS5 na metabolismus midazolamu,
respektive tvorbu 1’-hydroxymidazolamu, byly v experimentech pouzity alelické varianty
CYP3A5*1/*1, CYP3A5*1/*3 a CYP3A5*3/*3 (fenotypy EM, IM a PM).

Na zéklad¢ ziskanych dat l1ze usoudit, Ze vyraznéjsi efekt polymorfismu se u CYP3A5
projevuje piedevsim v nizkych koncentracich testované latky, tj. 10 uM a to u vSech tii typh

fenotypti, EM, IM i PM (Obr. 44).
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Obrizek 44. Vliv genetického polymorfismu CYP3AS5 na metabolismus midazolamu v pFitomnosti genisteinu

u fenotypu rychlého, stfedniho a pomalého metabolizatora
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5. VYSLEDKY

Vyrazny vliv polymorfismu CYP2C9 (CYP2C9*1/*1, CYP2C9*1/*2 a CYP2C9*?/*?,
fenotypy EM, IM a PM) na tvorbu 4’-hydroxydiklofenaku v ptitomnosti genisteinu byl
pozorovan u pomalého metabolizatora, a to pfedevSim V oblasti nizSich testovanych

koncentraci genisteinu, kdy pii 10 uM koncentraci genisteinu byl zaznamenan pokles 0 44

% (Obr. 45).
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Obrazek 45. Vliv genetického polymorfismu CYP2C9 na metabolismus diklofenaku v pFitomnosti genisteinu

u fenotypu rychlého, stiedniho a pomalého metabolizatora

Ovlivnéni metabolismu S-mefenytoinu, v souvislosti s riznym genetickym polymorfismem
CYP2C19, bylo zkoumano s alelickymi variantami CYP2C19*1/*1, CYP2C19*1/*2 a
CYP2C19*2/*2 (fenotypy EM, IM a PM). Velmi vyrazny efekt polymorfismu CYP2C19
byl sledovan v ptipadé¢ fenotypu pomalého metabolizatora; u ostatnich fenotypti doslo
k ocekavanému snizeni aktivity v disledku inhibice (Obr. 46).

0,06 -
+ Rychly metabolizator
0,05 -
% Stfedni metabolizator
0,04 1 HH = Pomaly metabolizator

0,03 -

0,02 -

Tvorba metabolitu
[nmol/min/nmol P450]

0,01 -

0 -

0 M 10 uM 25 uM 50 uM 75 uM 100 puM

Koncentrace genisteinu

Obrazek 46. Vliv genetického polymorfismu CYP2C19 na metabolismus S-mefenytoinu v p¥itomnosti genisteinu

u fenotypu rychlého, stiedniho a pomalého metabolizitora
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5. VYSLEDKY

Vliv genetického polymorfismu CYP2D6, s vyuzitim specifické reakce tj. 1'-hydroxylace
bufuralolu, byl sledovan genotypti CYP2D6*2x2/*41, CYP2D6*4/*41 a CYP2D6*4/*4. Na
zakladé provedenych studii byly zjistény jen mirné rozdily projevujici se mezi genotypy
CYP2D6 (Obr. 47).
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Obrazek 47. Vliv genetického polymorfismu CYP2D6 na metabolismus bufuralolu v pFitomnosti genisteinu

u fenotypu rychlého, stiedniho a pomalého metabolizatora
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Cilem disertacni prace bylo studium interakci latek flavonoidni struktury s cytochromy
P450. Proto byl studovan potencialni inhibi¢ni vliv latek flavonoidni struktury na
enzymovou aktivitu vyznamnych forem cytochromu P450 tucastnicich se na 1. fazi
biotransformace xenobiotik, dale byly provedeny pilotni pokusy k posouzeni vlivu
genetického polymorfismu CYP na metabolismus 1é¢iv pouzivanych jako markerové
substraty pro stanoveni in vitro enzymovych aktivit CYP3A5, CYP2C9, CYP2C19 a
CYP2D6 za soucasného ovlivnéni testovanou isoflavonoidni latkou - genisteinem, a na
zaveér pak pokus o zhodnoceni moznosti vzniku nezadoucich 1ékovych interakci na trovni
metabolismu pii podavani flavonoidi (antokyanidint, antokyanind, proantokyanidinu a

isoflavonoidit) v kombinaci s 1é¢ivymi piipravky.

Literarnich zdroji zaméfenych na piehledné studium interakci mezi cytochromy P450 a
flavonoidnimi latkami, pfedev§im antokyany, je pomérné malo, systematické studie této
tématiky neexistuji. Z pohledu inhibi¢niho vlivu flavonoidnich latek na enzymovou aktivitu
cytochromi P450 byl dosud nejvice studovan CYP3A4.
Studiem ovlivnéni katalytické aktivity CYP3A4 flavonoidnimi latkami se zabyvali
Dreiseitel a kol. (2008). Ve své praci autofi testovali moznou inhibici u Sesti antokyanidind
(kyanidinu, delfinidinu, malvidinu, pelargonidinu, peonidinu a petunidinu) a deseti
antokyanti  (kyanidin-3,5-diglukosidu,  kyanidin-3-galaktosidu, kyanidin-3-glukosidu,
kyanidin-3-rutinosidu,  delfinidin-3-glukosidu, = malvidin-3,5-diglukosidu,  malvidin-3-
galaktosidu, malvidin-3-glukosidu, peonidin-3-glukosidu, pelargonidin-3,5-diglukosidu).
Testované latky inhibovaly aktivitu CYP3A4 v zavislosti na pouzité koncentraci v reakéni
smési, kterd se pohybovala v rozmezi 2-800 pM. Nejvyraznéjsi inhibice byla pozorovéana
s antokyanidiny, kdy byly stanoveny hodnoty 1Cso pro pelargonidin 12,2 uM, malvidin 14,0
uM, peonidin 16,1 puM, kyanidin 20,8 puM, petunidin 23,4 uM a delfinidin 46,5 uM. Na
zéklad¢ vysledkt ziskanych z experiment provedenych v ramci piedlozené dizertacni prace
testované antokyanidiny interagovaly s CYP3A4 pon¢kud odlisné. Nejvétsi inhibicni efekt
byl pozorovan s delfinidinem s hodnotou inhibi¢ni koncentrace ICsy 32 uM, na rozdil od
vysledkii publikovanych Dreiseitelem a kol. (2008), kdy nejvyraznéjs$i inhibice
antokyanidiny byla zaznamenana s pelargonidinem. Ostatni antokyanidiny ovliviiovaly
v pfedkladané praci enzymovou aktivitu CYP3A4 v klesajicim pofadi petunidin (ICso 32
uM), peonidin (ICso 36 uM), pelargonidin (ICsp 55 uM), malvidin (ICsp 90 uM) a kyanidin
(ICs0 129 uM) (Obr. 15).
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Vyznamnd inhibice CYP3A4, kdy doslo ke snizZeni aktivity pod 50% z ptivodni enzymové
aktivity, byla pozorovana jiz pii 40 pM koncentracich u tfi testovanych antokyaniding.
Nejvyssi koncentraci antokyanidini pak byla pozorovana signifikantni inhibice V piipadé
delfinidinu, ktery Siroce ovliviioval enzymovou aktivu CYP3A4 s poklesem az na 8 %
Z ptivodni hodnoty. Petunidinem byla aktivita snizena pii 100 pM koncentraci na 18 %,
peonidin zptsobil pokles na 22 % a pelargonidin na 28 % ve srovnani s kontrolnimi
hodnotami. Na zaklad¢ vySe uvedenych vysledkt, lze usoudit na pomérné specifickou
interakci testovanych antokyanidini s CYP3AA4.

Pozorované rozdily mezi vysledky pubikovanymi Dreiseitelem a kol. (2008) a nami
ziskanymi vysledky se fadové pfilis nelisili a Ize je vysvétlit rozdilnymi experimentalnimi
podminkami, kdy autofi ve svych inhibi¢nich experimentech s antokyany pouzili ke
stanoveni enzymové aktivity screeningovou luminiscen¢ni metodu.

V této praci jsme se dale zabyvali ovlivnénim aktivity CYP2C9 antokyanidiny.
Antokyanidiny vyznamné inhibovaly in vitro enzymovou aktivitu CYP2C9. Inhibice
pelargonidinem méla za néasledek signifikantni sniZeni katalytické aktivity CYP2C9 na 22 %
pti 100 uM koncentraci pelargonidinu v reak¢éni smési. Peonidin inhiboval enzymovou
aktivitu CYP2C9 priblizné na 28 %, petunidin zpisobil pokles na 48 % vzhledem
k ptivodnim 100 % enzymovym aktivitam v kontrolnich vzorcich (Obr. 16). Ve vsech
pfipadech se hodnota ICsq pohybovala vyrazné¢ pod 100 uM hranici. Stanovené hodnoty
inhibi¢nich koncentraci 1Csp byly 21 uM pro pelargonidin, 26 uM pro petunidin a peonidin
inhiboval enzymovou aktivru CYP2C9 s ICs5p 61 uM.

Pomeérne velky inhibi¢ni efekt se projevil rovné€z na snizeni enzymové aktivity CYP1A2
delfinidinem, kdy byl zaznamenan pokles specifické aktivity na 30 % s hodnotou 1Csq 59
uM (Obr. 17). Vysledky prezentované v predkladané praci nepoukazuji na vyrazny inhibic¢ni
vliv antokyanovych aglykonti ve vztahu k aktivitam CYP2A6 a CYP2B6 (Obr. 18 a 19).
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Vyznamné ovlivnéni enzymové aktivity in vitro bylo pozorovano také s dal$imi testovanymi
latkami, tedy antokyaniny (glykosidy). Signifikantni ovlivnéni bylo opét zjisténo piedevsim
u forem CYP3A4 a CYP2C9. K vyrazné inhibici vSak dochazelo pouze vysSimi
koncentracemi testovanych latek, konkrétné pii 80 uM koncentraci a vyssi, tedy 100 uM.
Antokyaniny testované V predkladané disertacni praci znacné interagovaly s enzymovou
aktivitou CYP3A4 v péti piipadech, kdy byl zaznamenan pokles enzymové aktivity pod 60
% z pavodni hodnoty v kontrolnich vzorcich (Obr. 20).

V ptitomnosti 100 pM koncentrace doSlo testovanym antokyaninem Kyanidin-3-
rhamnosidem (CYA-6) Kk nejvyrazngjsimu poklesu enzymové aktivity CYP3A4, a to
piiblizné na 28 %. Hodnota inhibi¢ni konstanty byla pro inhibici CYP3A4 kyanidin-3-
rhamnosidem 1Csp 53 puM. Vyznamna inhibice byla dale pozorovnana s delfinidin-3-
rutinosidem (ICsop 69 uM), delfinidin-3-sambubiosidem (ICso 77 uM) delfinidin-3-
rhamnosidem (ICso 82 uM) a delfinidin-3,5-diglukosidem ICsy 88 uM).

Potencialni inhibi¢ni efekt riznych antokyaninti na enzymovou aktivitu CYP3A4 byl rovnéz
pozorovan Dreiseitelem a kol. (2008). Nejvyrazngjsi ovlivnéni aktivity CYP3A4 bylo autory
prokazano delfinidin-3-glukosidem s hodnotou inhibi¢ni konstanty ICsy 74,1 uM. Ostatni
testované antokyaniny ovliviiovaly enzymovou aktivitu CYP3A4 v potadi nasledovné,
peonidin-3-glukosid s 1Csy 79,2 uM, malvidin-3-glukosid (ICso 80,0 uM), kyanidin-3-
galaktosid (ICsp 80,2 uM), malvidin-3-galaktosid (ICsp 84,3 uM), kyanidin-3-rutinosid (ICso
96,1 uM), kyanidin-3-galaktosid (ICsp 105,3 uM), kyanidin-3,5-diglukosid (1Csy 167,5 uM),
malvidin-3,5-diglukosid (ICs 225,6 uM) a pelargonidin-3,5-diglukosid (1Cs 249,0 uM).
Moznému ovlivnéni in vitro enzymové aktivity CYP3A4 flavonoidnimi latkami se vénovali
i Kimura a kol. (2010), kteti provedli inhibi¢ni studie s 60 zastupci polyfenolt. Ze skupiny
antokyanini testovali ovlivnéni markerové aktivity CYP3A4 kyanidin-3-glukosidem a
kyanidin-3-galaktosidem, kdy byla v experimentech pouzita 100 uM koncentrace
testovanych latek. Data ziskand Kimurou a kol. (2010) ukazuji na mirnou inhibici
testovanymi antokyaniny. Stanovena hodnota inhibice dosahovala v pfipadé kyanidin-3-
glukosidu snizeni enzymové aktivity na 78 %, zatimco v rdmci vysledki naSich inhibi¢nich
studii byl zaznamenan vyrazng&jsi pokles aktivity CYP3A4 (na 60 %) za stejnych podminek,
tedy pti 100 uM koncentraci kyanidin-3-glukosidu (CYA-1) s pouzitim testosteronu jako

markerového substratu.
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Ve srovnani s kyanidin-3-glukosidem interagovala druha testovana latka, kyanidin-3-
galaktosid, s enzymovou aktivitou CYP3A4 za shodného snizeni na 75 %.

Studiem potencialnich interakci antokyaninii s CYP3A se zabyvali i autofi Ngo a kol.
(2009), kteti zkoumali vliv antokyaninovych glykosidii obsazenych v brusinkovém dzusu na
enzymatickou aktivitu CYP3A. Rozsah inhibice enzymatické aktivity antokyaniny, tedy
kyanidin-3-glukosidem, kyanidin-3-arabinosidem, kyanidin-3-galaktosidem, peonidin-3-
glukosidem, peonidin-3-galaktosidem a peonidin-3-arabinosidem, rostl se zvysujicici se
koncentraci testovaného brusinkového dzusu, kdy pozorovana inhibice enzymové aktivity
pii 0,5 % koncentraci vzorku klesla az na 34 %.

Testované brusinkové antokyaniny byly v naSich experimentech pfedstavovany majoritné se
vyskytujicimi zastupci ve Vaccinium macrocarpon, tedy kyanidin-3-glukosidem (CYA-1),
kyanidin-3-arabinosidem (CYA-5), kyanidin-3-galaktosidem (CYA-7) a peonidin-3-
glukosidem (PEO-1). Na zakladé vysledkt ziskanych Vvrameci naSich experimentt
S vyznamnymi zastupci brusinkovych antokyaninli jsme pozorovali snizeni enzymové
aktivity CYP3A4 vrozmezi piiblizné 0 30 — 40 %. Nejvyrazngj$i inhibice byla
zaznamenana s Kyanidin-3-arabinosidem (CYA-5), kdy byla pfi 100 uM koncentraci aktivita
snizena na 60 % pavodni hodnoty. Kyanidin-3-glukosidem pak byla in vitro enzymova
aktivita CYP3A4 ovlivnéna s poklesem na 65 %, kyanidin-3-galaktosidem (CYA-7) na 70
% a peonidin-3-glukosidem (PEO-1) na 73 %, vztaZeno ke kontrolam.

Porovnanim dat v piedkladanych inhbi¢inich experimentech sledujicich vliv antokyaninti na
CYP3A4 s vysledky ziskanymi v podobné studii zabyvajici se moznym ovlivnénim
sledované formy CYP ruznymi zastupci antokyanind (antokyanovych glykosidi) bylo
zjisténo, Ze monoglykosidy antokyanind inhibovaly enzymovou aktivitu CYP3A4 ve vétSim
rozsahu, nez tomu bylo v pfipadé diglykosidu.

Studiem interakci antokyanint s dal§i vyznamnou formou cytochromu P450, CYP2C9, se
zabyvali Ushijima a kol. (2009a). Autofi ve svych experimentech pouzili brusinkovy dzus
obsahujici antokyaninové glykosidy kyanidinu a peonidinu. Konkrétné se jednalo o
monoglykosidy kyanidinu a peonidinu s navazanou glukosou, galaktosou a arabinosou. Na
zaklad¢ ziskanych vysledki byla prokazana vyrazna inhibice in vitro enzymové aktivity

CYP2C9 uzitim diklofenaku jako markerového substratu pro danou formu CYP.
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Hodnota inhibi¢ni koncentrace ICsp byla stanovena jako procentuelni podil do reakéni smési
pfidané smési antokyaninll a odpovid4 hodnoté 1,44 %, s tim, Ze pfi 1 % koncentraci byla
sledovand inhibice sniZzena na 80 % viici kontrolni hodnoté a 3 % koncentraci bylo
pozorovano vyrazn€ ovlivnéni enzymové aktivity CYP2C9 spoklesem az na 25 %
(Ushijima a kol., 2009a).

Ziskand data se substratem diklofenakem koresponduji s vysledky ziskanymi na zékladé
inhibi¢nich studii s brusinkovou $§tavou a jinym substratem pro CYP2C9, phenytoinem.
V piitomnosti 0,3 % koncentrace byla enzymovéa aktivita inhibovana na 60 %, zatimco
vyraznéjs$i inhibice se projevila pii koncentraci 1 %, kdy enzymova aktivita CYP2C9
poklesla az na 40 % z ptvodni kontrolni enzymové aktivity (Ushijima a kol. 2009Db).

Z vysledkl ziskanych v naSich studiich bylo zjisténo, ze také aktivita CYP2C9 byla, stejné
jako v ptipad¢ inhibi¢nich studii s CYP3A4, nejvice inhibovana kyanidin-3-rhamnosidem
(CYA-6). Sledovana enzymova aktivita byla pfitomnosti testovaného antokyaninu snizena
ptiblizn¢ na 43 % vaci kontrole, pti 100 uM koncentraci CYA-6 (Obr. 21). Pro tuto
specifickou inhibici markerové aktivity CYP2C9 kyanidin-3-rhamnosidem byla stanovena
hodnota ICsy 68 uM.

V porovnani s vysledky dosud publikovanych praci zamétenych na ovlivnéni enzymové
aktivity CYP2C9 smési brusinkovych antokyanini dosahovaly hodnoty inhibice CYP2C9
jednotlivymi antokyaniny ziskané na zakladé¢ provedenych inhibi¢nich experimenti
v pfedkladané praci nizSich Grovni maximalniho poklesu enzymové aktivity CYP2C9,
ptiblizn¢ 20 %, tedy snizeni enzymové aktivity na 80 %.

V této praci dosahovaly pozorované inhibice enzymové aktivity CYP2C9 80 % pro
kyanidin-3-arabinosid (CYA-5) a kyanidin-3-galaktosid (CYA-7), a dale pokles na 90 % pro
inhibici kyanidin-3-glukosidem (CYA-1) a peonidin-3-glukosidem (PEO-1). Za stejnych
koncentraci, tj. 100 uM, byly ziskany hodnoty inhibi¢niho vlivu kyanidin-3-glukosidu a
kyanidin-3-galaktosidu na enzymovou aktivitu CYP2C9 také Kimurou a kol. (2010). Jejich
publikované vysledky ukazuji na velmi mirnou inhibici v pfipadé obou testovanych latek,
kdy se pokles enzymové aktivity pohyboval pouze v rozmezi 5 — 8 %.

Vyznamny inhibi¢ni efekt testovanymi antokyaniny byl zaznamenan také u CYP2B6 s
kyanidin-3-rutinosidem (CYA-2), ktery zpusobil pfi nejvyssi koncentraci testované latky
(100 uM) pokles na 50 % s 1Cso 77 uM (Obr. 22).
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Ve srovnani S enzymovymi aktivitami CYP3A4, CYP2C9 a CYP2B6 interagovaly testované
antokyaniny v nasich inhibi¢nich experimentech s CYP2A6 pouze mirné. V tomto piipadé
byla sledovana inhibice patrnd pouze pii vysSich koncentracich testovanych latek a
pozorovana aktivita navic neklesla pod 70 % ptvodnich kontrolnich hodnot (Obr. 23).

Na zakladé provedenych inhibi¢nich studii s latkami typu antokyanini Ize usoudit, Ze ve
srovnani s antokyanidiny (aglykony) je pozorovany inhibi¢ni vliv antokyanovych glykosida
na markerovou aktivitu cytochromi P450 zna¢né mirnéjs$i, nebot nebyl pozorovan
vyraznéjsi pokles enzymové aktivity nez pod 20 %, a to u Zadné z testovanych forem
cytochromu P450.

Rovnéz stanovené hodnoty inhibi¢nich koncentrace ICsp Se Vv  experimentech
s antokyanovymi aglykony (tj. antokyanidiny) pohybovaly u latek se signifikantnim
inhibi¢nim potencialem kolem 20 — 30 uM. Toto tvrzeni se shoduje s publikovanymi
vysledky pro CYP3A4, kdy v pfipad¢ inhibice aktivity CYP3A4 antokyanidiny byla
stanovena prumérna hodnota 1Csg 22,2 uM (Dreiseitel a kol., 2008).

Z uvedené¢ho vyplyva, ze inhibi¢ni u¢inek antokyanidinti, a stejné tak jejich glykosidu -
antokyanini, na aktivitu sledovanych biotransformacnich enzymu je zna¢né zavisly na
koncentraci a také druhu antokyanu. VVzhledem k nizké biologické dostupnosti téchto latek,
a flavonoidii obecné, jsou po podani zjistovany v organismu nizké koncentrace, a tudiz
nemusi byt dosazeno hodnot sledovanych in vitro.

Antokyanidiny v experimentech publikovanych v této praci ovliviiovaly aktivity enzymu
(CYP3A4, CYP2C9) intenzivnéji nez jejich glykosidy. Tato skutecnost je vysvétlitelna tim,
ze glykosidy, tj. konjugaty se sacharidovym zbytkem, jsou vice polarni a maji tedy nizsi

afinitu k cytochromu P450.

V dalsi fazi experimentli zkoumajicich vliv flavonoidnich latek na enzymovou aktivitu
CYP3A4, CYP2C9 a CYP1A2 in vitro byl v inhibi¢nich studiich, jako mozny inhibitor
CYP, sledovan zastupce ze skupiny proantokyanidini - prokyanidin A2. V ptipadé
enzymové aktivity CYP1A2 byla v nami provedenych inhibi¢nich studiich pozorovana
velmi slaba inhibice prokyanidinem A2 (asi 5 %). Vyrazngjsi inhibi¢ni vliv byl prokazan
S dalSimi testovanymi formami CYP. Ackoli vSak mira inhibice markerové aktivity u
enzymi CYP3A4 a CYP2C9 rostla se zvySujici se koncentraci prokyanidinu A2, sledovana

inhibice enzymové aktivity pfislusnych enzyma neklesla pod 75 % ve srovnani s

kontrolnimi vzorky (Obr. 24).
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Kimura a kol. (2010), ktefi sledovali inhibi¢ni vliv prokyanidinu A2 na aktivitu CYP3A4 a
CYP2C9 naopak uvadéji, ze na zaklad¢ jimi ziskanych vysledkli prokyanidin A2 vyrazné
inhiboval enzymovou aktivitu CYP3A4 s pozorovanym sniZzenim az na 23 % ze srovnavaci
100 % aktivity (ICso 30,4 uM) pii 100 uM koncentraci testované latky. U enzymové aktivity
CYP2C9 byla autory pozorovana mirnéjsi inhibice, asi 50 % s ICsp 44,1 uM. Rozdil mezi
vysledky Kimury a kol. (2010) a ndmi ziskanymi daty lze vysvétlit jinymi experimentalnimi

podminkami.

Na zéaklad¢ inhibi¢nich experimentt s isoflavonoidy provedenych v dalsich krocich nasi
studie bylo zjisténo, ze v pritomnosti testovanych latek jsou signifikantné ovlivnény aktivity
forem CYP3A4 a CYP2C9. Slabsi inhibi¢ni vliv isoflavonoidi se projevil u CYP2EL,
CYP1A2, CYP2D6 a CYP2B6. V ptipadé CYP2A6 nebyla zaznamendna z4dnd zména
vV enzymov¢ aktivité zpiisobend vlivem testovanych latek.

Vysledky studii zaméfenych na vznik interakci isoflavonoidnich latek s CYP2C9 ukazaly,
ze nejvyraznéj$i inhibi¢ni efekt isoflavonoidii se projevil U dvou vyznamnych zastupct
skupiny — genisteinu a daidzeinu. Jiz pii 50 uM koncentraci genisteinu v reakéni smési byla
enzymova aktivta CYP2C9 snizena na 45 %. V pfitomnosti nejvyssi testované koncentrace
(100 uM) byl pozorovan pokles az na 18 % ze 100 % srovnavaci hodnoty. Inhibice
daidzeinem byla mirngjsi, avSsak enzymova aktivita CYP2C9 byla i vtomto piipadé
vyznamné snizena (na 36 %) (Obr. 25).

Sledovany rozsah inhibice svéd¢i o relativné specifické interakci genisteinu a daidzeinu
s CYP2C9. Dle pribéhu Dixonovych i Lineweaverovych-Burkovych vynostu oba testované
isoflavonoidy inhibovaly aktivitu CYP2C9 pIné¢ nekompetitivnim mechanismem
S ptisluSnymi hodnotami inhibi¢nich konstatnt K; 36 uM pro genistein a 61 pM v piipadé
daidzeinu (Obr. 34-37).

Stanovena mira inhibi¢niho ovlivnéni CYP2C9 genisteinem a daidzeinem koresponduje
s vysledky prace Kimury a kol. (2010), ktefi rovnéz pozorovali inhibici enzymové aktivity
CYP2C9 témito latkami pfi stejnych koncentracich testovanych isoflavonoidd, tj. 100 pM.
Genisteinem doslo ke snizeni aktivity na 25 %. U inhibi¢niho u¢inku daidzeinu na

sledovanou aktivitu CYP2C9 byl zaznamenan pokles na 55 %.
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Signifikantni inhibice CYP3A4 byla v ramci studii pfedkladané prace sledovéana se tfemi
zastupci isoflavonoidia (Obr. 26-27). Equolem byla enzymova aktivita CYP3A4 sniZena
piiblizné na 25 % s K; 38 uM. Z pribéhu Dixonova a Lineweaverova-Burkova vynosu
vyplyva, ze se testovana latka chovala viici CYP3A4 jako plné¢ nekompetitivni inhibitor
(Obr. 38-39).

Také s genisteinem bylo pozorovano vyrazné snizeni aktivity (na 35 %) (Obr. 26). Na
zakladé Dixonova i Lineweaverova-Burkova vynosu interagoval genistein s CYP3A4 plné
nekompetitivnim mechanismem s inhibi¢ni konstantou K; 23 uM (Obr. 40-41).

Znacny inhibi¢ni vliv vuci aktivit¢ CYP3A4 byl zaznamenan i s biochaninem A, kdy doslo k
poklesu na 40 % (K; 58 uM) (Obr. 26). Rovnéz pro inhibici CYP3A4 biochaninem A
vyplyva z pribéhu Dixonova i Lineweaverova-Burkova vynosu, Ze se sledovany inhibitor
vici CYP3A4 chova jako plné nekompetitivni inhibitor (Obr. 42-43).

Inhibice enzymové aktivity CYP3A4 genisteinem byla sledovana i Kimurou a kol. (2010),
kteti uvadéji, ze testovana latka je silnym inhibitorem dané formy CYP s pozorovanym
snizenim aktivity aZ na 12 % pii 100 pM koncentraci genisteinu. Ve své praci autofi
poukazuji také na znac¢ny inhibi¢ni vliv daidzeinu viéi CYP3A4 s poklesem na 40 %
sledovany rovnéz u 100 uM koncentrace testované latky.

Tsujimoto a kol. (2009) uvadéji, Ze daidzein a genistein inhibuji enzymovou aktivitu
CYP3A4. V ptitomnosti 100 uM koncentrace genisteinu a daidzeinu pozorovali pokles
aktivity na 65 %, respektive na 63 %. Ziskana data do jisté miry potvrzuji nami ziskané
vysledky, kdy Vv pfitomnosti 100 uM koncentrace daidzeinu doslo ke sniZzeni enzymové
aktivity CYP3 A4 piiblizn€ na 60 %.

Také vysledky inhibi¢nich studii publikované Evansem (2000) a Fosterem a kol. (2003)
potvrzuji inhibici enzymové aktivity CYP3A4 sojovymi isoflavonoidy daidzeinem a
genisteinem.

Z vysledku ziskanych v nami provedenych experimentech vyplyva, ze i enzymova aktivita
CYP2EL1 je isoflavonoidy inhibovana s rostouci koncentraci testovanych latek (Obr. 28).
Nejvyraznéji byla enzymova aktivita CYP2E1 ovlivnéna genisteinem (pokles na 45 %) a

equolem (na 60 %), coz je v souladu s tvrzenimi uvadénymi Helsbym a kol. (1998).
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Helsby a kol. (1998) ve své praci dale uvadégji, ze s genisteinem a equolem pozorovali
inhibici rovnéz u formy CYP1A2. Ke stejnému zavéru jsme dospéli 1 na zakladé¢ dat
ziskanych v ramci provedenych inhibicnich studii, kdy jsme navic pozorovali vyznamné
ovlivnéni enzymové aktivity CYP1A2 dal$imi isoflavonoidy - biochaninem A, puerarinem a
formononetinem (Obr. 29). Stanovené hodnoty inhibice aktivity dosahovaly ptitomnosti 100
uM koncentrace genisteinu a biochaninu A pfiblizné na 60 %, s puerarinem,
formononetinem a equolem byl zaznamenan pokles na 70 %. Shimada a kol. (2010) popisuji
také inhibici genisteinem, navic 1 daidzeinem a genistinem, ovSem s mirnéjSim snizenim
enzymové aktivity CYPIA2 - vrozsahu 10 — 20 %, avsak pii 5 pM koncentracich
testovanych latek. Na zaklad¢ vysledkt ziskanych v nasich experimentech jsme u
uvedenych isoflavonoidi, za odpovidajicich koncentraci sledovanych latek, pozorovali jesté
slabsi inhibicni efekt, a to sniZeni aktivity CYP1A2 pfiblizné o 5 — 10 %.

Genistein se jako vyznamny inhibitor enzymové aktivity in vitro projevil také u forem
CYP2C19, CYP2D6 a CYP2B6. Sledované ovlivnéni CYP2C19 dosahovalo poklesu
aktivity na 40 % (Obr. 30), v piipadé CYP2D6 na 60 % (Obr. 31) a u formy CYP2B6 byla
inhibice jest¢ mirngjsi, se snizenim na 75 % (Obr. 32), vzdy u 100 pM koncentrace

testované latky.

V inhibi¢nich studiich provedenych vramci pifedkladané prace jsme se sledovanymi
flavonoidnimi latkami pozorovali signifikantni inhibici enzymové aktivity pti koncentracich
testovanych latek 40 uM, resp. 50 uM a vysSich. Z uvedeného tedy plyne, ze k dosazeni
vyrazného inhibi¢niho vlivu na enzymovou aktivitu dané formy CYP, ktery byl u n&kterych
testovanych latek pozorovan, by se rovnovazné plazmatické hladiny daného flavonoidu
v organismu musely pohybovat fadové alesponi v obdobném rozsahu koncentraci, jako pfi
kterych byla popsana inhibice v experimentech provedenych in vitro. Znalost rozsahu
koncentraci flavonoidnich latek v krvi a télesnych tkanich je tedy velmi dulezitym faktorem
pfi interpretaci vysledkl experimentd ziskanych jak v podminkach in vitro, tak i in vivo pfi
pokusech se zvifecimi modely. Potencidlni riziko vzniku nezadoucich interakci
vyplyvajicich ze soucasného podavani nutraceutik s obsahem flavonoidnich latek spolu se
substraty enzymi, které byly vyrazné inhibovany, pfedevS§im CYP3A4 a CYP2C9, nelze
vSak v praxi zcela vylouc¢it. Vzhledem ke skute¢nosti, ze flavonoidni latky podléhaji
v organismu velice rozsahlym a riznorodym pfeménam je tieba dalsi studie vénovat také

detailngjsimu studiu moznych Gc¢inka jejich metabolitd.
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DalSim tématem experimentalni prace byly pilotni pokusy provadéné s cilem zjistit, zda
efekt flavonoidu, u kterého bylo v piedchozi ¢asti zjisténo, Ze interaguje s cytochromy P450,
bude modulovan (napt. zesilen) v mikrosomech, ziskanych z jater pomalych, rychlych nebo
intermedidrnich metabolizatord. K tomu byl vybran genistein, jeden z nejbéznéjSich
isoflavonoidii, napt. ze soji. U genisteinu byla zjisténa interakce s CYP3A4, CYP2C9,
CYP2D6, CYP2C19, CYP2E1 a CYP1A2. Ke studiu vlivu farmakogenomiky na interakce
genisteinu s Ié¢ivy jsme vybrali mikrosomalni frakce obsahujici Ctyfi farmakogeneticky
charakterizované formy CYP, a to CYP2C9, CYP2D6, CYP2C19 a CYP3AS. Posledni byla
vybrana pro definovanou a znamou strukturni i funkéni podobnost s CYP3A4, u které ale
farmakogenetické souvislosti nejsou stale jesté vysvétleny a nalezeny (Guengerich, 2005).
Forma CYP2C19 byla zvolena proto, Ze piislusi do pocetné a dilezité rodiny CYP2C a jeji
geneticky  polymorfismus  ovliviluje = metabolismus  modernich  antithrombotik

thienopyridinové struktury jako je napf. clopidogrel.

Cilem bylo zjistit, zda by konzumace potravy nebo nutraceutik (dopliika stravy) obsahujici
vysoké davky flavonoidi mohla u geneticky predisponovanych jedincl ovlivnit i
metabolismus 1é¢iv. Byl tedy zkouman inhibi¢ni efekt genisteinu, spolecné s vlivem
genetického polymorfismu cytochromit P450 na metabolismus soucasné podavanych 1éciv,

které jsou charakteristickymi substraty zminénych biotransformaénich enzymu.

Na zaklad¢ dat ziskanych v ramci farmakogenomickych studii jsme pozorovali vyrazny vliv
genetického polymorfismu CYP2C19 na metabolismus antikonvulziva S-mefenytoinu,
konkrétn¢ u alelické varianty CYP2C19*2/*2, odpovidajici pomalému metabolizatorovi. U
této alely je popsano vyznamné snizeni aktivity, zbytek schopnosti vzorku metabolizovat
markerovy substrat se projevil nizkou aktivitou (pfiblizné 8 % zbytkové aktivity), ktera dale
klesla az na necelych 5 % u nejvyssi hladiny genisteinu. Se zvySujici koncentraci genisteinu
v reakéni smési byl navic pozorovan u vSech genotypu pokles v tvorbé metabolitu, 4'-

hydroxymefenytoinu, az na 35 % pii 100 uM koncentraci genisteinu (Obr. 46).
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Xie a kol. (1999) uvadéji, ze snizeni metabolismu S-mefenytoinu, respektive 4’-hydroxylace
S-mefenytoinu, patii mezi nejlépe prostudované genetické polymorfismy ovliviiujici
metabolismus 1éCiv u Clovéka. Nicméné ucast CYP2C19 byla popsana také v metabolismu
omeprazolu, diazepamu ¢i propranololu a minoritni metabolickou drahou dochazi za ucasti
CYP2C19 rovnéz k biotransformaci nékterych antidepresiv.

Genotyp CYP2C19 vykazuje u pomalych metabolizatori znacné interindividudlni rozdily,
kdy u bé¢lochu, tzv. kavkazské populaci, se defektni hydroxylace mefenytoinu projevuje asi
U2 -5 % populace. Pro srovnani, naptiklad u Asiatl je incidence pomalych metabolizatori
mnohem vyssi, asi 15 - 25 % (Ibeanu a kol., 1998).

V genu pro CYP2C19 bylo identifikovano Sest mutantnich alel, z nichz nejcastéji se
vyskytujicimi jsou defektni alely CYP2C19*2 a CYP2C19*3 (deMorais a kol., 1994a; de
Morais a kol., 1994b). U jedinct se snizenou aktivitou CYP2C19 jsou pozorovany vyssi
plazmatické koncentrace 1éCiva S nedostate¢nou terapeutickou odpovéedi (Kita a kol., 2001;
Rosemary a Adithan, 2007).

Krom¢ vlivu na farmakokinetiku 1éCiv, kterd jsou metabolizovdna prostfednictvim
CYP2C19, mohou mit zmény v genotypu u pomalych metabolizatord CYP2C19 za nasledek
fadu nezadoucich ucinkli, jako napf. u pacientd léCenych clopidogrelem mohou byt
pozorovany vyrazn€ niz$i hladiny aktivniho metabolitu, coz mtze vést k vyssimu vyskytu

kardiovaskularnich ptihod (Simon a kol., 2009).

V dalsi fazi experimentl zaméfenych na vliv genetického polymorfismu CYP na
metabolismus 1é¢iv byl ve studiich zkoumén vliv genotypu CYP2C9. Gen pro tento
cytochrom P450 existuje v nékolika funkéné odlisnych variantach.

V belosské populaci jsou vyznamné zastoupeny alelické varianty CYP2C9*2 a
CYP2C9*2*3. Varianty CYP2C9*2 a CYP2C9*3 se lisi od standardniho typu proteinu
CYP2C9*1 v bodové mutaci. Nemutovana forma CYP2C9*1 je spojovana s normalni
enzymatickou aktivitou, zatimco mutovana varianta CYP2C9*2 ma snizenou aktivitu a
varianta CYP2C9*3 vykazuje jesté nizsi metabolickou aktivitu (Rettie a kol., 1994; Haining
a kol., 1996).
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Mezi 1éciva, kterd jsou biotransformovana prostfednictvim CYP2C9, patii nesteroidni
antiflogistika, S-warfarin, phenytoin, losartan a tolbutamid. Velky vyznam maji zmény v
genetickém polymorfismu CYP2C9 u pomalych metabolizatora této formy enzymu,
zejména pak pii 1é¢bé CYP2C9 substraty s uzkym terapeutickym oknem, jako je naptiklad
S-warfarin (Pirkmohamed a Park, 2003).

V ramci predkladané prace byl zkouman vliv genetického polymorfismu CYP2C9 na
metabolismus diklofenaku, jako typického markerového substratu pro dany enzym. Na
zaklad¢ ziskanych dat bylo ovlivnéni metabolismu diklofenaku zptsobené genetickym
polymorfismem sledovano u genotypu pomalého metabolizatora. Vyrazny efekt jsme
zaznamenali pfedevsim pii niz$ich koncentracich genisteinu (10 pM), kdy byl zjistén pokles
0 44 % (Obr. 45). Se zvysujici se koncentraci jiz nebyl pozorovan vyrazny vliv testované
latky na utvéafeni 4’-hydroxydiklofenaku, coz je vzhledem k omezené biodostupnosti
isoflavonoidti podstanym faktorem, nebot’ vysSich plazmatickych koncentraci nebyva

pravdépodobné po piijmu téchto latek v organismu dosazeno.

Dalsi studie vénované vlivu genetického polymorfismu cytochroma P450, jejichz vysledky
jsou prezentovany v ramci predkladané prace, byly provedeny pro CYP2D6. Vzhledem ke
skute¢nosti, ze CYP2D6 jako jediny zastupce enzymut metabolizujici 1é¢iva neni inducibilni,
je interindividuélni variabilita v enzymové aktivité¢ CYP2D6 vysvétlovana praveé genetickym
polymorfismem. Polymorfismus CYP2D6 ma velky vyznam v biotransformaci mnoha
klinicky dulezitych 1é€iv, jako jsou tricyklickd antidepresiva, B-blokatory, neuroleptika,
antiarytmika, analgetika, jakoz i chemoterapeutika. Obecné se uvadi, ze CYP2D6 je
odpovédny za metabolizaci 25 % l1éCiv, kdy geneticky polymorfismus tohoto enzymu
vyznamné ovliviiuje metabolismus asi 50 % z téchto 1é¢ivych piipravku (Eichelbaum a kol.,
2003; Zanger a kol., 2004; Ingelman-Sundberg, 2005).

V genu CYP2D6 bylo identifikovano 63 rtznych alelickych variant, jejichz disledkem je
stav od uplné deficience aktivity, pfes sniZzeni az po zvySeni enzymatické aktivity tohoto
enzymu. Na tomto zdkladé polymorfismus CYP2D6 podminuje rozdéleni populace na
pomalé metabolizatory (s defektnimi alelami), rychlé metabolizatory (se standardni ,,wild
type“ alelou) a ultrarychlé metabolizatory s amplifikovanymi geny pro funkéni enzym

CYP2D6 (Ingelman-Sundberg a kol., 2007).
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alelami vedoucimi k tvorbé inaktivniho enzymu jsou CYP2D6*3, CYP2D6*4 a CYP2D6*5,
zatimco CYP2D6*10, CYP2D6*17 a CYP2D6*41 piedstavuji nejcastéji se vyskytujici geny
vedouci k tvorbé enzymu se snizenou aktivitou (Bogni a kol., 2005). Variabilita ve vyskytu
alelickych variant CYP2D6 mezi populacemi podléhd vyraznym mezietnickym rozdiltim.
Dle Ingelmana-Sunberga (2005) je v evropskych zemich typicky vyskyt mutantnich alel
charakterizujicich pomalé metabolizatory, predevsim pak alelické¢ kategorie CYP2D6%*4.
Vysoky vyskyt alelickych variant tohoto enzymu vykazujicich stfedné rychly metabolismus
je popisovan u africké populace. Frekvence vyskytu duplikovanych a multiduplikovanych
genil CYP2D6 vedouci k ultrarychlému metabolismu je nejvyssi v Etiopii a Saudské Arabii
(Aklillu a kol., 1994; McLellan, 1997).

V souvislosti s vlivem genetického polymorfismu CYP2D6 na biotransformaci 1é¢iv za
soucasného efektu isoflavonoidni latky - genisteinu, byly v ramci nasich studii experimenty
provedeny s modelovym substratem pro CYP2D6, bufuralolem. Data byla ziskana pro
alelické kategorie CYP*2x2/*41, CYP*4/*41 a CYP*4/*4.

Néami dosazené vysledky ukazuji, Ze rozdily mezi uvedenymi genotypy CYP2D6, za
specifické 1’-hydroxylace bufuralolu, se projevuji jen mirn€, poklesem o ptiblizné 10 % u
pomalého metabolizatora. Piedevsim pii vySSich testovanych koncentracich genisteinu jsme
pozorovali velmi nizké rozdily mezi jednotlivymi alelickymi variantami (Obr. 47).
Z uvedeného lze usoudit, Ze inhibice enzymové aktivity CYP2D6 genisteinem je jen

nevyznamng ovlivnéna genetickym polymorfismem.

Vliv genotypu byl v ramci nami provedenych experimentli studovan také u CYP3AS se
specifickym substratem — midazolamem, lécivem naleZicim do skupiny benzodiazepini. O
CYP3AS je znamo, Ze je vysoce polymorfnim enzymem.

Frekvence vyskytu jednotlivych alelickych variant CYP3AS vykazuje znacnou
mezietnickou a také interindividualni variabilitu. Kuehl a kol. (2001) uvadi vyskyt CYP3AS5
u jedné tietiny bélocht, Cetnost v africké populaci je 50 %. V genu pro CYP3A5 byly
identifikovany tfi mutantni alely — CYP3A5*3, CYP3A5*, CYP3A5*7. CYP3A5*3 patii
mezi nejcastéji se vyskytujici defektni alelickou variantu, ktera je spojena se snizenim

aktivity tohoto enzymu.
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6. DISKUZE

Cetnost vyskytu CYP3A5*3 je 90 % u bé&lochd, 75 % u Asiati a 20 % frekvence vyskytu je
popisovana v africké populaci (Quaranata a kol., 2006; Roy a kol., 2005). Naproti tomu
alely CYP3A5*6 a CYP3A5*7 se vyskytuji u Afri¢ant a v populacich bélochti a Asiati
nejsou detekovany. Lee a kol. (2003) uvadi, ze frekvence vyskytu defektnich alel v africké
populaci je u varianty CYP3A5*6 17 %, u CYP3A5*7 pak 8 %. Rovnéz nejéastéjsi vyskyt
alel pro gen CYP3A5*1 je popisovan u Afri¢and.

Bylo publikovano nékolik studii zabyvajicih se vlivem genetického polymorfismu CYP3AS5
na metabolismus midazolamu, a to pfedevsim u alelické varianty CYP3A5*3. Wendel a kol.
(1994) na zakladé¢ provedenych in vitro experimentii uvadéji, ze pozorovali vyrazngjsi
zapojeni CYP3AS v metabolizaci midazolamu na 1’'-hydroxymidazolam, nez v ptipadé
formy CYP3A4. Kuehl a kol. (2001) se zabyvali studiem biotransformace midazolamu
CYP3A5 u ruznych alelickych variant a dospéli K zavéru, ze hydroxylace midazolamu
v jatrech dosahuje dvojndsobné vysSich hodnot v pripadé genotypu CYP3AS*1/*3,
VvV porovnani s alelickou variantou CYP3A5%*3/*3. Na druhou stranu vysledky publikované
nékterymi autory odkazuji na skutenost, ze vliv genotypu CYP3A5 na metabolismus
midazolamu neni ovlivnén pocétem alel v genu CYP3A5*3 (Shih a Huang, 2002; Yu a kol.,
2004), coz svéd¢i o nekonzistentnim vlivu genetického polymorfismu CYP3AS
v biotransformaci midazolamu.

V ramci experimentll prezentovanych v této praci jsme efekt genetického polymorfismu
CYP3AS na metabolismus midazolamu pozorovali pfedev§im v oblasti nizkych koncentraci
genisteinu u alelické varianty CYP3AS5*3/*3 (Obr. 44). Vzhledem Kk Siroké substratové
specifit¢ CYP3AS5 je treba zvazit relativni pfispévek této formy na metabolismu
midazolamu. Zna¢na substratova specifita CYP3AS, piekryvajici se s CYP3A4, miZze vést
k metabolické clearance CYP3A substratti u lidi nesouci alelickou variantou CYP3A5*1

(Floyd a kol., 2003).

Skutecnost, ze se vliv genotypu CYP projevoval u forem CYP2C9 a CYP3A4 relativné
nejvice u niz§ich koncentraci flavonoidu lze povaZovat za zavaznou, protoZe tato situace
pravdépodobné nejvice odpovida hladinam zjisténym v krevni plasmé u ¢lovéka (0-10 uM)

(Spencer a Crozier, 2012).
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7. ZAVER

V ramci predkladané disertaéni prace byl sledovan potencidlni inhibi¢ni vliv latek
flavonoidni struktury (antokyanid, proantokyanidinu a isoflavonoid) na vyznamné
biotransformacni enzymy 1. faze metabolismu xenobiotik (CYP) s cilem zhodnotit mozné
riziko vzniku nezddoucich Iékovych interakci testovanych latek se soucasné
podavanymi 1é¢ivymi piipravky, z nichz nékteré byly pouzity jako substraty pro studované

biotransformacni enzymy. Ze ziskanych dat vyplyvaji nasledujici zavery:

— Flavonoidni latky lze do jisté miry oznacit jako inhibitory in vitro enzymové
aktivity cytochromi P450. Interakce téchto latek s cytochromy P450 se da

charakterizovat jako méné specificka.

— Antokyanidiny maji relativné vyznamny inhibi¢ni efekt na aktivity CYP3A4 a
CYP2C9. Nejvyraznéjsi inhibice CYP3A4 byla pozorovana s delfinidinem (1Cs 31
uM). V ptipadé€ ovlivnéni enzymové aktivity CYP2C9 se znacnd inhibice prokdzala
u petunidinu (ICsp 21 uM).

— Antokyaniny vyznamné interaguji s enzymovou aktivitou CYP3A4 a CYP2C9, s
nejvyraznéjsim efektem kyanidin-3-rhamnosidu na in vitro enzymové aktivity
CYP3A4 (ICs0 53 uM) a CYP2C9 (ICs0 68 uM). Jejich interakce s témito enzymy je
vSak mén¢ silnd nez u aglykonti (antokyanidinti), pravdépodobné v disledku vyssi

polarity sacharidového zbytku.

— Isoflavonoidy vykazuji inhibici pfedevsim vici CYP2C9 a CYP3A4. Genistein
1ze charakterizovat jako latku s potencidlem k inhibici CYP2C9, CYP3A4, CYP2E1,
CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6. Inhibi¢ni ucinek genisteinu se projevil nejvyraznéji
na aktivitich CYP3A4 a CYP2C9 s K; 23 uM a 36 uM. Ostatni latky se projevovaly
jako méné specifické inhibitory (equol, biochanin A, daidzein).

Isoflavonoidy inhibovaly enzymové aktivity CYP3A4 i CYP2C9 nekompetitivnim

mechanismem.
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7. ZAVER

— Na zaklad¢ vysledkt s geneticky charakterizovanymi mikrosomy bylo zji§téno, Ze
nejvyrazn€jsi ovlivnéni biotransformace S-mefenytoinu Vv zavisloti na genotypu
CYP2C19 se projevilo v ptipadé pomalého metabolizatora, kdy navic pifitomnosti
genisteinu doslo ke snizeni ve formaci metabolitu o 35 %.

Geneticky polymorfismu CYP2C9 ovlivituje metabolismus diklofenaku u genotypu
pomalého metabolizatora, kdy byl pii 10 uM koncentraci genisteinu zaznamenan
pokles o 44 %.

Vliv genotypu CYP3A5 na metabolické pifemény midazolamu byl pozorovan
Vv oblasti nizSich koncentraci genisteinu u vSech testovanych alelickych variant.
Rozdily mezi genotypy CYP2D6 se na metabolismu bufuralolu projevuji pouze

mirné.

— Inhibi¢ni ucinek flavonoidnich latek na aktivitu sledovanych biotransformacnich
enzymu je znacné zavisly na koncentraci. Vzhledem k nizké biologické dostupnosti
flavonoidt jsou po podani zjistovany v organismu nizké koncentrace, a tudiz nemusi
byt dosazeno hodnot sledovanych in vitro. Potencidlni riziko vzniku nezadoucich
interakci vyplyvajicich ze soucasného podavani nutraceutik spolu s vyrazné
inhibovanymi substraty enzymu, je zna¢né nizké, ovSem Vv praxi jej nelze zcela

vyloucit.
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10. SOUHRN

Flavonoidni latky jsou pro své protektivni u¢inky na lidsky organismus aktivnimi slozkami
celé fady nutraceutik, kterd jsou v soucasnosti Siroce popularizovana riiznymi prostiedky.
Vzhledem Kk moznému vzniku nezadoucich interakci doplnkt stravy (nutraceutik) se
soucastn¢ podavanymi léCivymi piipravky je tfeba veénovat pozornost posouzeni
potencialniho rizika vzniku interakci na irovni metabolismu zprostiedkovaného cytochromy
P450 (CYP).

Predkladana disertacni prace je zaméfena na studium ovlivnéni enzymovych aktivit hlavnich
enzymu I. faze biotransformace cizorodych latek, tedy cytochromt P450 (CYP) vybranymi
zastupci flavonoidl (antokyani, proantokyanidinu a isoflavonoidit).

Prvni ¢ast prace je vénovana sledovani vlivu flavonoidnich latek na enzymovou aktivitu
raznych forem lidského jaterniho mikrosomalniho CYP. Vyznamny pokles aktivity formy
CYP3A4 (6p-hydroxylace testosteronu) antokyanidiny byl zpisoben delfinidinem (ICsp 31
uM), petunidinem (ICsp 32 uM) a peonidinem (ICsp 36 uM). V ptitomnosti pelargonidinu a
petunidinu byla in vitro vyznamné ovlivnéna aktivita formy CYP2C9 (4’-hydroxylace
diklofenaku), s ICso 21 uM pro pelargonidin, a ICsg 26 uM pro petunidin. U antokyanint
(glykosidli antokyanidinil) byla vyznamnd inhibice pozorovana, stejné jako v piipadé
aglykoni — antokyanidinii, u forem CYP3A4 a CYP2C9. V obou piipadech byl
nejvyrazngjsi efekt na enzymovou aktivitu in vitro pozorovan s kyanidin-3-rhamnosidem
(ICsp 53 uM a 68 uM). S prokyanidinem A2 byla zaznamenana pouze mirna inhibice
enzymovych aktivit CYP3A4 a CYP2CO9. Signifikantni inhibi¢ni efekt se naopak projevil u
isoflavonoidii, konkrétné¢ u genisteinu, ktery v rizném rozsahu inhiboval CYP2C9,
CYP3A4, CYP2E1l, CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6. Nejvyrazné€jsi inhibicni ucinek
genisteinu se projevil na aktivitaich CYP2C9 a CYP3A4 (K 36 uM a 23 puM) s plné
nekompetitivnim mechanismem inhibice. Vyznamna inhibice CYP2C9 byla pozorovana i
s daidzeinem, ktery se viici CYP2C9 chov4 jako pln€ nekompetitivni inhibitor s K; 61 uM.
Vzhledem ke znacnému inhibi¢nimu potencidlu genisteinu vi¢i CYP, byl v dalsi casti
pfedkladané prace studovan vliv genisteinu a genetického polymorfismu na metabolismus
1é¢iv pouzivanych jako markerové substraty pro stanoveni in Vvitro enzymové aktivity
mikrosomalnich CYP3AS, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6. Vyrazny vliv genotypu CYP byl

u formy CYP2C19 ve vzorku, odpovidajicimu genotypu pomalych metabolizatora.
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10. SOUHRN

Ziskana data ukazuji, ze nutraceutika na bazi flavonoidii mohou za vysokych koncentraci a u
geneticky predisponovanych jedinct ovlivnit metabolismus 1é¢iv, zejména prostfednictvim

forem CYP2C9 a CYP3A4.

Kli¢ova slova: cytochrom P450, flavonoidy, antokyany, proantokyanidin, isoflavonoidy,

genistein, geneticky polymorfismus.
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10. SUMMARY

Flavonoids are, for their protective impact on human organism, active compounds in a wide
variety of currently used dietary supplements. Due to their potential interactions with current
medications, attention should be paid to assessing the potential risk of interactions at the
level of metabolism mediated by cytochromes P450 (CYPs).

Presented thesis is focused on study of effects of flavonoids (anthocyanidins, anthocyanins,
proanthocyanidin, and isoflavonoids) on enzymatic activities of main phase | drug
metabolising enzymes, cytochromes P450 (CYP).

The first part is aimed to the effects of flavonoids on enzyme activity of different forms of
human liver microsomal CYP. The most prominent inhibition effect of anthocyanidins on
CYP3A4 enzymatic activity (testosterone 6p-hydroxylation) was found with delphinidin
(ICsp 31 uM), petunidin (ICsp 32 puM) and peonidin (ICso 36 uM). In the presence of
pelargonidin and petunidin the in vitro enzymatic activity of CYP2C9 (diclofenac 4’-
hydroxylation) was also significantly influenced with ICsy values 21 uM and 26 uM,
respectively. With anthocyanins, as in was the case of their aglycones (anthocyanidins),
significant inhibition was observed with the same forms, thus CYP3A4 and CYP2C9. The
most pronounced effect on the in vitro activity of CYP3A4 and CYP2C9 was observed to
the both CYP forms with cyanidin-3-rhamnoside (ICsp 53 uM and 68 uM, respectively). Our
data show that procyanidin A2 is only weak inhibitor of CYP3A4 and CYP2C9 forms. On
the other hand, a significant inhibitory effect on CYP activity was found with isoflavonoids,
specifically with genistein, which, to varying extent inhibited activities of the CYP2C9,
CYP3A4, CYP2E1, CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6. The most pronounced inhibition was
observed with CYP2C9 and CYP3A4 (K; 36 puM a 23 uM, respectively) with
noncompetitive mechanism of inhibition of these CYP forms by genistein. Significant
inhibition was found also with another isoflavonoid tested, namely, the daidzein, which
inhibited enzymatic activity of the CYP2C9 enzyme as an noncompetitive inhibitor with K;
of 61 uM.

Due to the significant inhibition potential of genistein against some CYP forms, in the next
part of this thesis the impact of genistein and CYP polymorphism on drug metabolism was
studied. Inhibition of CYP activities in genotypized human liver microsomes (using marker
substrates) in vitro by genistein was followed for four CYP forms (CYP3A5, CYP2C9,
CYP2C19 and CYP2D6). The most important effect of genotype was observed for
CYP2C19 specific S-mephenytoin 4'-hydroxylation.
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10. SUMMARY

Data obtained have shown that nutraceutics based on flavonoids are potentially able (at high
concentrations and in genetically predisposed individuals) to influence the drug metabolism,
namely, by the CYP2C9 and CYP3A4 forms.

Keywords: cytochrome P450, flavonoids, anthocyanins, proanthocyanidin, isoflavonoids,

genistein, polymorphism.

118



11. PRILOHY

Piiloha ¢. 1 Piehled chemickych struktur testovanych glykosida antokyani
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11. PRILOHY
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11. PRILOHY
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11. PRILOHY

Piiloha ¢. 2 Pirehled chemickych struktur testovanych glykosidi isoflavonoidi
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