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Seznam zkratek

CYP
NADPH
NADP*
WHO
IDF
SHR
CRP
HMG-CoA
PXR
CAR
LDL
AISLP
HPLC
Kb

ISO

IDH
DMF

cytochrom P450

redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat
nikotinamidadenindinukleotid fosfat

Svétova zdravotnicka organizace

Mezinarodni diabetologicka federace

spontann¢ hypertenzni potkan

C—reaktivni protein
3—hydroxy—3-methylglutaryl-koenzym A
pregnanovy X receptor

konstitutivni andostranovy receptor

lipoproteiny s nizkou hustotou

Automatizovany informacni systém lécivych ptipravka
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
distribu¢ni konstanta

kyselina isocitronova

isocitrat dehydrogenasa

N, N—dimethylamid kyseliny mravenci
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Uvod

V soucasné moderni spolec¢nosti roste trend uzivani raznych piirodnich doplilka stravy,
které uzivame bud’ jako doplnék k terapii piredepsané Iékafem nebo pro jeho blahodarny
ucinek samotny.

Kazdé lécivo musi projit klinickym testovanim, které trva nekolik let, aby byla
prokazana jeho prospéSnost pro pacienta bez vedlejSich nebo jen s minimalnimi
vedlej§imi ucinky. Na druhou stranu, dopliky stravy, které jsou bézné dostupné
v obchodech, takovymi testy neprochazi. Tato skutecnost pak mlze vést k nezddoucim
interakcim mezi 1é¢ivem a doplikem stravy, a proto je dulezité znat jejich mechanismus
pusobeni.
které zajiSt'uji metabolismus vétSiny cizorodych latek (xenobiotik) v organismu. Kromé
biotransformace xenobiotik zajistuji i biosyntézu a biotransformaci endogennich latek,
napf. steroidnich hormonti nebo zlu¢ovych kyselin.

Silymarin, extrakt z ostropestiece marianského, je znamy pro svij blahodarny
ucinek na jatra, a proto se miizeme Casto setkdvat s tabletkami, kapslemi a léCivymi ¢aji
obsahujici tento extrakt.

Tato bakalafska prace se vénuje moznosti interakce hypolipidemicky ptisobiciho
1éCiva atorvastatinu a ptirodniho extraktu silymarinu. Zkouma také jejich vzajemny vliv

na biotransformacéni enzym CYP3A.
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Cil prace

» Vypracovani ptehledu problematiky metabolismu latek pomoci enzymu CYP3A
u potkand a u lidi.

» Stanoveni aktivity CYP3A ex vivo u SHR—CRP potkanl na dieté¢ obsahujici
atorvastatin, silymarin nebo jejich kombinace.

» Porovnani vysledki mezi jednotlivymi skupinami potkant, liSicimi se podavanou

stravou, a jejich zhodnoceni.
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Teoreticka ¢ast

1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYPs) jsou enzymy, které se podili na celé fadé metabolickych
a biotransformacnich procesech v organismech. Nachazeji se u Siroké skaly nejriznéjsich
rostlinnych a zivo¢isnych druht, u kterych katalyzuji reakce jako jsou hydroxylace,
dealkylace, oxidace nebo epoxidace dvojnych vazeb. > 2 Tyto enzymy hraji vyznamnou
roli v oxidaénim metabolismu xenobiotik, predev§im v I. fazi biotransformace. > 4
Substraty téchto enzymi jsou obecné hydrofobni latky, které jsou ptevedeny na polarnéjsi
metabolit. *

V nejvétsim mnozstvi se CYPs vyskytuji v jatrech, tenkém stievé, kiizi, plicich,
mozku a nadledvinach. V bunkach je lze najit predev§im v membranach

endoplazmatického retikula a membranach mitochondrii. Pii eliminaci jsou

dominantnimi misty pravé jatra a stfevni epitel. 3 4°

1.1 Nazvoslovi cytochromii P450

S rostoucim poctem nové objevenych enzymi vznikla potieba zavedeni nového
nazvoslovi. Jednotlivé enzymy jsou rozdélovany do rodin a podrodin s piedponou CYP
na zakladé¢ homologie aminokyselinové sekvence. Do rodin jsou zafazeny enzymy
s homologii nad 40 % a tyto enzymy rozliSujeme arabskym ¢islem za pfedponou. Za timto
Cislem nasleduje velké pismeno oznacujici podrodinu s55-60 % homologie
aminokyselinové struktury (napt. CYP3A). Konkrétni enzym jako zastupce dané

podrodiny je oznagen arabskou ¢&islici za pismenem (CYP3A4). 1234

1.2 Struktura cytochromi P450

Jednd se o hemoproteiny typu b, jejichz prostetickou skupinou je protoporfyrin IX
s koordinovanym atomem Zeleza, ktery je centrem celého hemového cyklu. Jako paty

ligand se vaze thiolatovy anion z cysteinového zbytku. 12 Pokud je prosteticka skupina
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redukovana oxidem uhelnatym, lze pozorovat typické absorpéni maximum pii 450 nm. *
® Tato forma je vSak velmi labilni a mize se snadno pfeménit na inaktivni formu, jejiz
absorpéni maximum je pti 420 nm. ! Tento typ vazby zaroven umoziiuje hemové skuping
transportovat elektronovou hustotu a vazat molekulu kysliku jako Sesty ligand a vyuzit

ho tak pro reakce. 2*

z

O NoH o7 oH

Obr. 1: Prosteticka skupina cytochromt P450

1.3 Mechanismus pisobeni cytochroma P450

V prvnim kroku se substrat (RH) vaZe na cytochrom P450 a vznika komplex (RH)-Fe3*
(Obr.2). Dalsim krokem je redukce oxidaéniho stavu hemového Zeleza z Fe** na Fe?
pisobenim cytochromu b5, NADPH-cytochrom P450 oxidoreduktasy a donoru
elektroni (NADPH nebo NADH). Vznikly komplex (RH)-Fe?* je schopen vazat
molekularni kyslik za vzniku meziproduktu (RH)—-Fe?*—O,, ktery piechazi v peroxylovy
radikal (RH)-Fe**—(02"), ktery muze disociovat na Fe** a superoxidovy aniontovy
radikal. Peroxylovy radikal obsahuje neparovy elektron na poslednim kysliku, a zaroven
tento meziprodukt je negativné nabity a elektrony z tohoto naboje jsou delokalizované po
celé prostetické skupin€. Pfijmem dalSiho elektronu piisobenim cytochromu
b5, NADPH-cytochrom P450 oxidoreduktasy a donoru elektroni (NADPH nebo
NADH) vznika negativné nabity peroxidovy komplex (RH)-Fe3*—(02?), ktery
je formaln¢ dvojnasobné negativné nabity. Z tohoto divodu se rychle protonizuje za

vzniku hydroperoxidového komplexu. Naslednou protonaci Zeleza dojde K rozstépeni
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vazby O-O a odstépeni molekuly vody. Tim vznikne elektrofilni komplex s Zelezem
v oxida¢nim stavu Fe** obsahujici atomarni kyslik. V poslednim kroku dojde k piesunu
atomu kysliku z komplexu Zeleza na RH a vznikne tak oxidovany produkt R—OH, ktery

se uvolni. Enzym muize vazat dal§i molekulu substratu. > "8 9

ROH
H,0 (RH)-(Fe4+=0)+' ‘<~ Fe3+ RH

- ™\

(RH)- Fe**
(RH)-Fe**-(0-OH)" e~ NADPH-cytochrom P450-
reduktasa
H* (RH)-Fe?"
(RH)-Fe™'<(0,") 0,

(RH)-Fe**-0,

e (RH)-Fe**-(03) 4/'

NADPH-cytochrom P450-reduktasa

Obr. 2: Schématické znazornéni reakéniho cyklu cytochromi P450. 18

1.4 Interakce na urovni cytochroma P450

Jeden konkrétni enzym je schopen metabolizovat vice nez jeden substrat. To mlze vést
k nezadoucim interakcim mezi jednotlivymi substraty a enzymem. Pokud dvé a vice latek
soutézi 0 vazebné misto enzymu, muze dojit k pomalejSimu metabolismu soucasné
podané latky, ptipadné latek. Pokud je jedna z latek induktorem nebo inhibitorem daného
enzymu miize nastat zvyseni nebo naopak inhibice jeho aktivity i exprese. 23

Enzym, ktery je indukovén, je ovlivnén na Grovni genové exprese, coz vede ke
zvysené produkci enzymu a tim padem ke zvySenému metabolismu dané latky a zméné
farmakokinetiky. Neni to d& okamzity, protoze indukce vyzaduje syntézu novych
enzymil, coz muze trvat fadu dni. Indukci mize zpGsobit samotny substrat, a tim padem

se jedna o autoindukci, nebo soucasné podana latka. Pokud je substratem enzymu 1é¢ivo,
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Vv ptipadé indukce tohoto enzymu nemusi byt dosazeno G¢inné terapeutické davky a miize
dojit k ohrozeni pacienta. Pouze nékteré z cytochromi P450 jsou indukovatelné, ale
nejedna se o vSechny (napft. lidské CYP2C9 nebo CYP3A4 jsou indukovatelné, naproti
tomu CYP2D6 neni).

Inhibice je naproti tomu d¢j témét okamzity a pokud se jedna o 1é¢ivo, miize dojit
ke zvySeni nebo pfekroceni terapeutické, resp. bezpecné davky. Inhibitorem je substrat,
ktery obsadi aktivni misto enzymu, a tim zabranuje soucasn¢ podanému Substratu se
metabolizovat a v organismu se hromadi. Nejbéznéjsi inhibici je reverzibilni. EXistuje
také irreverzibilni inhibice, ktera vede ke ztrat¢ enzymatické aktivity. Obnoveni aktivity
nastane az je syntetizovan novy enzym. Latky nemusi byt metabolizované pouze jednim
enzymem CYP, navic rizné formy CYPs mohou jednu latku pfemeénit na rizné
metabolity. Ne¢které latky mohou byt inhibitorem urcité formy CYP a soucasné se

metabolizovat jinou formou CYP. %3

1.5 Podrodina CYP3A

15.1 CYP3A u ¢lovéka

Tato podrodina cytochromi P450 ma velmi rozsahlou substratovou specifitu a podili se
na metabolismu celé fady xenobiotik. Podrodina CYP3A se tcastni biotransformace
ptiblizn€ 50 % léciv, které jsou na trhu. To miZe mit za nasledek nezadouci interakce
mezi substraty a enzymem. Enzymy této podrodiny jsou snadno indukovatelné a mohou
byt také inhibovany celou fadou substratii. Geneticky polymorfismus ma taktéz vliv na
aktivitu CYP3A (a také dalsich forem CYPs) a muze vést K vyraznym rozdilim
v metabolismu téZe latky u jednotlivych jedinct. 3

V lidské podrodiné enzymu CYP3A existuji celkem ¢tyfi formy, kterymi jsou
CYP3A4, 3A5, 3A7 a 3A43. Prvni dvé formy jsou nejrozsifenéj$i a podileji se na
biotransformaci vétSiny xenobiotik. CYP3A4 a 3A5 se nachdzi v jatrech, zaludku,
tenkém stieve, plicich a v ledvinadch. Formy CYP3A7 a 3A43 nemaji na metabolismus
1é¢iv velky vliv. > CYP3AT se nachazi v jatrech plodu a déloznim endometriu. ® CYP3A43
je exprimovan v jatrech a pouze v omezeném mnozstvi. 3 Jeho funkce neni dosud plng

objasnéna. ©
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CYP3A4 mé pomérné velké aktivni misto se schopnosti se pfizptisobit substratu.
19 Existuji teorie, Ze tento enzym by mohl mit dvé nebo dokonce tti vazebna mista. Tato

tvrzeni by vysvétlila, pro¢ méa forma CYP3A tak rozsahlou substratovou specifitu. 1
1.5.2 Podrodina CYP3A u potkana

Do potkani podrodiny CYP3A byly zatazeny formy CYP3Al, 3A2, 3A9, 3A18, 3A23
a 3A62. Genetickou analyzou genu kédujici formu CYP3A1 bylo zjisténo, ze CYP3A23
je totozny s CYP3AL. Formy CYP3A se 1isi mezi pohlavimi. Napiiklad formy CYP3A2
a 3A18 jsou typické pro samce, forma CYP3A9 se nachazi pievazné u samic. Forma
CYP3A62 je dominantni formou ve stievni tkani, zatimco CYP3AL a 3A2 byly nalezeny
pouze V jatrech. Dalsi enzymy CYP3A9 a 3A18 byly potvrzeny jak v jatrech, tak
| v gastrointestinalnim traktu. Za typicky induktor u lidskych CYP3A je povazovan
rifampicin, ktery vSak neindukuje potkani CYP3AIl, a proto neni potkan vhodnym
modelem pro studium indukce lidského CYP3A4. Také néktera 1éCiva, ktera jsou
u ¢lovéka metabolizovana CYP3A4, nemusi byt substratem CYP3AL u potkana. *

2 Metabolicky syndrom

Jedna se o soubor rizikovych faktord vedoucich k rozvoji aterosklerdzy,
kardiovaskuldrnich onemocnéni nebo diabetes mellitus 2. typu. 12 Zvysena pozornost
tomuto souboru onemocnéni byla vénovana diky rostoucimu vyskytu a tmrtnosti na
kardiovaskularni onemocnéni. ** V roce 2016 na toto onemocnéni zemftelo 17,9 mil. lidi,
to je 31 % ze viech celosvétovych umrti. * Mezi rizika vzniku tohoto onemocnéni je
predeviim nevhodna Zivotosprava a geneticka predispozice. ** Kromé inzulinové
rezistence jsou dalimi rizikovymi faktory obezita, vysoky krevni tlak a dyslipidemie. 1?
Podle Mezinarodni diabetologické federace (IDF) jsou pro diagnostiku

metabolického syndromu dulezita tato kritéria:
» Obezita charakterizovana obvodem pasu (muzi > 94 cm, Zeny > 80 cm)

a dvé a vice z nasledujicich znakd:
o ZvySena hladina triglyceridi nebo nizkd hladina HDL-
cholesterolu nebo l1écba dyslipidemie

o Hypertenze
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o Hrani¢ni glykemie nala¢no nebo porucha tolerance gluk6zy nebo
diabetes mellitus 2. typu

Pacienti se bézné s timto pojmem nesetkdvaji, avSak jsou pouceni o téchto
rizikovych kritériich a doporucuje se jim zména zivotospravy s pravidelnym meéfenim
tlaku. Ke zdravé Zivotosprave patii také pravidelna fyzicka aktivita, ktera mize pozitivné
ovlivnit jak inzulinovou rezistenci, tak i dyslipidemii a hypertenzi. Pokud ovSem
u pacienta stouto diagnézou nedojde ke zméné zivotospravy, musi byt nasazena

farmakologicka 1é¢ba. 13
Farmakologicka 1écba se snazi fesit predevsim jednotlivé faktory metabolického
syndromu. Nejuzivanéj§imi 1éky jsou antihypertenziva, mezi které patii napt. sartany
nebo ACE inhibitory, hypolipidemika, napft. fibraty nebo statiny. Pro efektivnéjsi 1é¢bu

je mozné vyuzit kombinovanou terapii, napt. kombinaci statinu s fibratem nebo niacinem.
13

2.1 Model metabolického syndromu

Jako model metabolického syndromu Ize vyuzit kmen spontanné hypertenznich potkant
(SHR). Typickym znakem tohoto kmene je vysoky krevni tlak, coZ je jeden z faktort
metabolického syndromu.

Potkani tohoto kmene byli poprvé vyslechténi v roce 1963 z potkanti kmene
Wistar, zkiizenim samce s vyrazné¢ zvySenym krevnim tlakem a samice s mirné
zvySenym krevnim tlakem. Z jejich potomkd byli vybrani ti, ktefi trpéli vysokym
krevnim tlakem (150 mmHg, po dobu vice jak jednoho mésice) a pokracovalo se
sourozeneckym kiizenim pro lepsi selekci hypertenze °

Existuji biomarkery zanétu, které jsou spojovany s rozvojem metabolickych
poruch, obezity nebo kardiovaskularnich onemocnéni. Jednim z nich je C-reaktivni
protein (CRP), bilkovina produkovana v jatrech a jejiz koncentrace nariista v ptripade
zanétu v organismu. Autofi Pravenec a kol. proto transgenn¢ exprimovali CRP u SHR
potkanti (SHR—CRP). Tato studie potvrdila, ze C—reaktivni protein neni jen markerem
zanégtu, ale také mlZze napomahat k rozvoji metabolického syndromu a jeho faktort, jako
jsou inzulinova rezistence, dyslipidemie a obezita. Tento kmen potkanti mtize umoznit
studii metabolickych poruch a zaroven testovani protizanétlivych 1é¢iv a inhibitord CRP,

které by mohli pomoci pfi terapii nepfiznivych faktori metabolického syndromu.
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3 Atorvastatin

Atorvastatin fadime mezi statiny, které¢ jsou pro svij hypolipidemicky ucinek pouzivany
predevsim k 1écbé dyslipidemie. Statiny obecné pisobi jako inhibitory 3—hydroxy—3—
methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA) reduktasy. Tento enzym katalyzuje dilezity

regulaéni krok pfi biosyntéze cholesterolu. 178

3.1 Vlastnosti

Atorvastatin je uzivan peroralné a v preparatu je podavan jako trihydrat vapenaté soli. Je
lipofilniho charakteru (podobné jako simvastatin nebo lovastatin), coz umoziuje snadny
vstup do membran, kde se miize kumulovat a hiife prostupovat do bun¢k. Po peroralnim
podani se 30 % léciva vstiebava do krevniho ob&hu a nasledné je podroben vyraznému
metabolismu prvniho priichodu jatry. 17 Celkova biologicka dostupnost je tedy pak
jen 12 — 14 %. Metabolizovan je CYP3A4. Hlavnimi produkty metabolismu jsou orto—
a para— hydroxylované metabolity, které nasledné podlé¢haji oxidaci. Metabolity vzniklé
pusobenim CYP3A4 také pisobi inhibiéné na HMG—CoA reduktasu (maji asi 70 %
inhibi¢ni aktivity léCiva). Diky témto aktivnim metabolitim nemusi byt atorvastatin
preveden na aktivni formu jako jiné statiny (napf. lovastatin, simvastatin). 1"1° Ve II. fazi
biotransformace jsou metabolity atorvastatinu glukuronidovany a nasledné€ eliminovany,
pfedevsim ve formé& Zluci.

Dale je znamo, ze atorvastatin puisobi (podobné jako jiné statiny) i jako inhibitor
CYP3A4. Nekteré in vitro studie naznacuji, Ze atorvastatin, stejné jako simvastatin
a fluvastatin maji schopnost aktivovat pregnanovy X receptor (PXR) a v mensi mite také
konstitutivni androstanovy receptor (CAR). Oba tyto receptory maji vyrazny vliv na
indukci metabolismu xenobiotik, pifedev§im formy CYP3A4. Studie in vivo, kterou

provedli Hukkanen a kol., vsak toto tvrzeni 0 atorvastatinu oznacuje za nepravdépodobné.
20
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Obr. 3: Struktura atorvastatinu a jeho hydroxylovanych derivata

3.2 Mechanismus uc¢inku

Atorvastatin kompetitivn¢ inhibuje HMG-CoA reduktasu, ktera katalyzuje redukci
HMG-CoA na mevalonat. Tato reakce je dilezitym krokem urcujicim rychlost
biosyntézy cholesterolu v jatrech. Inhibici HMG—-CoA reduktasy dojde k zablokovani
tvorby cholesterolu v jaternich buiikach. *” Ty reaguji zmnozenim svych LDL receptort,
které vychytavaji cholesterolové LDL castice z krevniho fecisté. Prave tyto Castice maji
nejveétsi podil na vzniku aterosklerotickych platu a jejich usazovani na povrchu cévnich

stén, 1718

3.3 Indikace a kontraindikace

Statiny jsou nejvyznamnéjSimi hypolipidemiky. Snizuji pfedevsim koncentraci LDL—
cholesterolu. Dle Automatizovaného informacniho systému 1écivych ptipravkt (AISLP)
bylo v roce 2018 v Ceské republice prodano 3,38 mil. baleni atorvastatinu, to je 58 % ze

v$ech prodanych statind. 2
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Atorvastatin je poddvan pacientim trpicim izolovanou hypercholesterolemii nebo
kombinovanou hyperlipoproteinemii s prevahou hypercholesterolemie a pouze mirné
zvysenou koncentraci triglyceridii. Také je to jediny ze statind, ktery je predepisovan
pacientim pro 1é€bu homozygotni familidrni hypercholesterolemie.

Atorvastatin by nemély uzivat t¢hotné a kojici zeny a déti. Také by jej neméli
uzivat pacienti trpici onemocnénim jater nebo ledvin. Neni doporuceno atorvastatin
uzivat soucasné s né¢kterymi Iéky, pfedevsim inhibitory CYP3A4 (n€ktera antibiotika,

antimykotika nebo antivirotika). 17 1°
3.4  Nezadouci ucinky

Pii uZivani atorvastatinu se nezaddouci uCinky vyskytuji ziidka. Mezi nejcast&jsi
nezadouci u¢inky patii obtiZe s gastrointestinalnim traktem (zacpa, nauzea, prijem). 119
Pii vysetteni krve byla u pacientl zjisténa zvySena koncentrace transaminas, ktera vsak
nevyzadovala pieruseni terapie. Vyraznéjsi zvyseni bylo popsano u 0,8 % pacientt a bylo
zavislé na podavané davce. Rizikem muze byt zvySena hladina kreatinkinasy, ktera byla
popsana u 2,5 % pacienti. 1° Vys$si hodnota kreatinkinasy mize vést k rozvoji myopatie
a rhabdomyolyzy. Riziko rhabdomyolyzy se zvySuje pii souasném uzivani s fibraty. Na
rozdil od jinych inhibitora HMG-CoA reduktasy, u atorvastatinu jsou piipady

rhabdomyolyzy a myopatie hlaeny jen velmi vzacng. '

4 Silymarin

Silymarin je extrakt ze semen ostropestice marianského, Silybum marianum. Jde o smés
flavonolignand. Hlavni slozkou je silybin, ktery se vyskytuje ve formé& dvou

diastereoizomerti, které se oznacuji jako A a B. Dalsimi flavonolignany jsou napf.

isosilybin, dehydrosilybin nebo silychristin. 22
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Obr. 4: Diastereoizomery silybinu. Silybin A (nahote), Silybin B (dole)

4.1 Vlastnosti

Silymarin je zndmy diky svym prosp&$nym vlivim na organismus, ale jeho
nevyhodou je nizka biologickd dostupnost (asi 2 %) ve standardizované form¢ a jeho
rychlé vylou€eni omezuje terapeuticky efekt. Pouzitim mikronizovaného silymarinu nebo
silymarinu ve form¢ fytosomi mize byt biologicka dostupnost vyrazné zlepsena. Studie
ukazuji, Ze v pfipadé mikronizovaného silymarinu se biologicka dostupnost zlepsila asi
0 85 % Vv porovnani se standardizovanou formou a pfi pouziti fytosom bylo zlepSeni vice
jak Sestinasobné. 23

Pii ordlnim podéni je silybin absorbovéan z 23 — 47 %. 2* Hlavnim produktem pfi
metabolismu silybinu je jeho O-demethylovany derivat, v mensi mife jsou to potom
mono-— a dihydroxy— silybin. Metabolizovan je hlavné formou CYP2CS. ?° Nasleduje II.
faze biotransformace, kde jsou metabolity konjugovany UDP—glukuronosyltransferasou
(UGT) na glukuronidované metabolity nebo sulfotransferasami (SULTs) na sulfatované
derivaty. Je obecné znamo, Ze silybin je Spatné rozpustny ve vodé, coz mize stat za horsi
biologickou dostupnosti. Dal§im divodem miize byt rozsah a rychlost metabolismu
silybinovych derivati ve II. fAzi metabolismu. %

Silybin také muze inhibovat nékteré metabolické cesty katalyzované cytochromy

P450. Studie prokazala, Ze v nejvétsi mife jsou to CYP3A4 a 2C9. 2°
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4.2 Mechanismus uc¢inku

Silymarin ptisobi pfedevsim jako hepatoprotektivum, a to diky schopnosti vychytavat
radikdly a antioxidaénimu péisobeni. 2 2 Pfi poskozeni gastrointestinalniho traktu
intoxikaci pomaha k rychlej$imu zotaveni. Také je schopen stimulovat aktivitu nékterych
antioxida¢nich enzymu slinivky bfi$ni (glutathion peroxidasa, Katalasa, superoxid
dismutasa). 2 Jeho antioxida¢ni mechanismus lze vysvétlit dvéma zptisoby: 2

» Schopnost pfimo zachytit reaktivni radikaly

» Nepiimé ovlivnéni aktivity CYPs, podilejici se na tvorbé reaktivnich produktti

Nov¢jsi studie ukazuji, ze mlze mit i protirakovinné, chemopreventivni
a hypocholesterolemické ucinky.

Hypocholesterolemické ucinky jsou zpusobeny vlivem silymarinu na stabilitu
membran, to mize souviset se zménami hladin cholesterolu, fosfolipidii a membranovych
lipidd. Timto mtze dojit k ovlivnéni dalsich faktort, které mohou vést k sekreci nebo
absorpci lipoproteind. 2/

Jeho chemopreventivni a protirakovinné pusobeni spociva v ovlivnéni tady
procest podilejici se napf. na rozvoji rakoviny. Také mize inhibovat karcinogenni ti¢inek
nekterych chemickych latek. Rovnéz je zde potencidlni vyuziti pfi adjuvantni 1é¢be
jinymi chemoterapeutiky, aby plsobil pfedevsim jako antioxidant pfi ochrané tkani pred
oxidativnim stresem, ktery vzniké pfi chemoterapii. Mohl by eliminovat hepatotoxicitu

chemoterapeutik, aviak neomezovat protinadorovou aktivitu. 22

4.3 Indikace

Tento extrakt je znamy uz tisice let, kdy lidé pouzivali silymarin pfi obtizich s jatry nebo
gastrointestinalnim traktem, a proto je jeho uzZivani doporuceno pii 1écbé hepatitidy,
onemocnéni spojené s konzumaci alkoholu nebo pfi vystaveni pfirodnim ¢i chemickym
toxiniim, 22

Silymarin je soucasti dopliki stravy, ve form¢ ¢ajii, semen ostropestfece maridnského

nebo ve formé tablet a je rovnéz dostupny jako 1é¢ivy piipravek Legalon. 28
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5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Chromatografie obecn¢ je separacni metoda, kterou se oddéli jednotlivé slozky obsazené
ve vzorku tak, ze se nanasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Nepohyblivou fazi
nazyvame stacionarni, pohybliva se nazyva mobilni. Vzorek je nanesen na stacionarni
fazi a priatokem mobilni faze je vzorek unasen systémem ke konci stacionarni faze. Kazda
ze slozek vzorku mize byt zachycena na stacionarni fazi na zéklad¢ své afinity danou
jejimi fyzikalné—chemickymi vlastnostmi. Slozky s nizsi afinitou ke stacionarni fazi jsou
unaseny mobilni fazi rychleji a jsou detekovany diive nez slozky s vyssi afinitou. Pfi
prichodu vzorku systémem dochézi k ustanoveni rovnovahy jednotlivych slozek ve
staciondrni a mobilni fazi. K popisu této rovnovéahy pouzivame distribu¢ni konstantu Kp,
ktera je dana podilem koncentraci slozky ve stacionarni a mobilni fazi. 2 Ptistroj, na némz
separaci provadime se nazyva chromatograf. Zaznam chromatografické separace
oznacujeme jako chromatogram a mé podobu piki, které odrdzeji signaly slozek vzorku
zachycené detektorem. ¥
Chromatografické metody miizeme rozdélit podle nékolika aspekti: 2
» Podle skupenstvi mobilni faze
o Kapalinova chromatografie
o Plynova chromatografie
» Podle usporadani stacionarni faze
o Kolonova chromatografie
o Papirova chromatografie
o Tenkovrstva chromatografie
» Podle povahy dé€je uplatnéného pii separaci
o Rozdélovaci chromatografie
o Adsorpéni chromatografie
o lontové—vyménna chromatografie
o Gelova chromatografie
o Afinitni chromatografie
U vysokoucinné kapalinové chromatografie, ve zkratce HPLC (High Performance Liquid
Chormatography), je pouzivana jako mobilni faze kapalina. Pro u¢innou separaci je nutné
pouzit dostate¢né malych ¢astic sorbentu Staciondrni faze, aby byl prostupujici kapaling

kladen dostate¢ny odpor. Metoda HPLC pracuje za vysokych tlakt (az desitky MPa).
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Pro Cerpani mobilni faze jsou pouzivana pistovd nebo membranové cerpadla.
Pouzitim jednoho cerpadla se dosahne konstantniho pratoku mobilni faze bez ruSivych
vliv, ale je zde omezeni pracovniho objemu ¢erpadla. Druhou mozZnosti je zapojeni vice
Cerpadel do série tak, aby byly omezeny tlakové pulzy pii toku mobilni faze a zaroven
nebyl limitovan objem mobilni faze nutné k provedeni analyzy. 2% *° SloZeni mobilni fize
se muze v pribchu separace meénit (gradientova eluce) nebo mulze zistavat stejné
(izokraticka eluce). 2°

Pro davkovani vzorku se pouziva bud’ ventil se smyckou, do které se davkuje
vzorek manudlné pomoci injekéni stiikacky za normalniho tlaku, nebo automatickym
davkovacem, tzv. autosamplerem, ktery je ovladan pocitacem.

V metodé¢ HPLC se pouZivaji pouze napliiové kolony, které jsou nejCastéji
vyrobeny z nerezové oceli. Existuje mnoho rtiznych kolon, liSicich se v délce, vnitinim
praméru, druhu a velikosti ¢astic naplné. Jako ochranu pied nerozpustnymi ¢asticemi
a necistotami je mezi davkovaci zafizeni a kolonu umisténa ptedkolona, ktera predchazi
poskozeni samotné kolony a zptisobuje pouze malé rozmyti piki. 2% %

Za kolonou je umistén detektor, ktery zaznamenava jednotlivé slozky vzorku
(analyty) a ptevadi je na odpovidajici elektricky signal. Idealn¢ by mél detekovat v§echny
latky, mit linearni odezvu a vysledky by mély byt reprodukovatelné. Také by mél byt
dostatecné citlivy sco nejmenSim Sumem. Nejastéji jsou pouzivany detektory
spektrofotometrické, fluorimetrické, elektrochemické nebo refraktometrické. Vyhodné je

také spojeni s hmotnostni spektrometrii nebo NMR. 3!

5.1 UV/Vis detektor

Principem UV/Vis detekce je absorpce zateni zUV nebo viditelné oblasti
spektra (200 - 800nm) roztokem analytu. Zatizeni pro méfeni proslého zativého toku se
nazyva spektrofotometr. Sklada se ze zdroje zafeni, monochromatoru, prostoru pro
vzorek a detektoru. Zdrojem zareni muze byt wolframova zarovka pro viditelnou oblast,
deuteriova lampa pro UV oblast a halogenova zarovka dokéze pokryt rozsah vlnovych
delek obou oblasti. Jako monochromadtor se zpravidla pouziva difrakéni miizka. Vzorek
muze byt méfen v kyveté nebo v pratocné cele, kterd je ve spojeni se separacni metodou
(napf. kapalinova chromatografie, kapilarni elektroforéza). Detekce je provadéna

fotonasobitem, detektorem s diodovym polem nebo CCD detektorem. 2°
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Vyuziti je mozné jak pro kvantitativni, tak kvalitativni analyzu. Kvantitativni
analyza umozituje méfeni koncentraci roztoki metodou kalibra¢ni kiivky. Kvalitativni
analyza nepodava kompletni informace o vzorku a jeho struktute, ale UV/Vis spektra

mohou poslouZit jako dopliiujici informace k dal$im analyzam. 2

5.2 Hmotnostni detektor

Hmotnostni detekce se zpravidla pouziva ve spojeni s jinymi separa¢nimi metodami
(kapalinova nebo plynovéa chromatografie, kapilarni elektroforéza) nebo extrakénimi
metodami (online extrakce na pevné fazi, SPE). Tato metoda pievadi vzorek na ionty,
které jsou poté separovany na zaklad¢ rozdilnych hodnot podilu jejich hmotnosti a naboje
(m/z). V prvnim kroku musi dojit k odpateni vzorku a jeho nasledné ionizaci. Vzniklé
ionty jsou poté urychleny smérem k hmotnostnimu analyzatoru, kde jsou separovany
hmotnostnim filtrem a nasledn¢ detekovany. Dopadem na detektor jsou ionty prevedeny
na proud elektront. Iontovymi detektory jsou napi. Faradayova Klec, elektronovy nasobié¢
nebo detektor s konverzni dynodou a fotonasobi¢em. Pro tuto metodu je dulezité udrzeni
vysokého vakua, aby nedochéazelo ke kolizim vzniklych iontd v plynné fazi.

Vyhodou tohoto detektoru je jeho vSestrannost, rychlost i citlivost a umoziuje
provedeni jak kvantitativni, tak kvalitativni analyzy, vcetné urceni molekulové

hmotnosti. 2
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Experimentalni ¢ast

6 Material

6.1  Biologicky material

K experimentu byly pouzity mikrosomalni frakce ziskané z jaternich tkani potkant
kmene SHR—CRP. Do experimentu bylo zafazeno 27 samci SHR-CRP potkant, ktefi
byli chovani za standardnich podminek s volnym pfistupem k vodé a krmivu. Rozd¢leni
byli do 4 skupin:
» l.skupina (N = 7) byla krmena standardni laboratorni dietou
» 2skupina (N = 7) byla krmena standardni laboratorni dietou
obsahujici mikronizovany silymarin (1 % v diet¢)
» 3.skupina (N = 7) byla krmena standardni laboratorni dietou obohacenou
0 atorvastatin (5 mg/kg/den)
» 4.skupina (N = 6) byla krmena standardni laboratorni dietou obsahujici
kombinaci atorvastatinu a silymarinu
Po 4 tydnech byla zvifata dekapitovana a tkané jater byly ihned zmrazeny pfi

—70°C. Z téchto tkani byly pfipraveny mikrosomalni frakce.

Vsechny procedury byly provedeny v souladu s etickymi standardy zakona Ceské
republiky ¢. 359/2012 Sb. o ochrané zvirat a byla schvilena etickou komisi MSMT, Ceska
republika

6.2 Chemikalie

1'—hydroxymidazolam (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA)
6p—hydroxytestosteron (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA)
Acetonitril (VWR, Randor, PA, USA)

Atorvastatin, 1é¢ivy piipravek Sortis (Pfizer spol s r.0., Praha, Ceska republika)

Atorvastatin trihydrat vapenaté soli, (Merck, Darmstadt, Némecko)
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Dihydrogenfosforeénan draselny (Penta, Praha, Ceska republika)
Dichlormethan (Penta, Praha, Ceska republika)

Dithionié¢itan sodny (Merck, Darmstadt, Némecko)
Chlordiazepoxid (Lipomed, Arlesheim, Svycarsko)

Chlorid sodny (Lach—Ner, Neratovice, Ceska republika)
Isocitratdehydrogenasa (IDH; Merck, Darmstadt, Némecko)
Kyselina DL-isocitronova (ISO; Merck, Darmstadt, Némecko)
Kyselina mraven¢i (VWR, Randor, PA, USA)

Kyselina octova (VWR, Randor, PA, USA)

Methanol (VWR, Randor, PA, USA)

Midazolam (Chiesi Farmaceutici S.p.A., Parma, Italie)
Mikronizovany silymarin (Favea, Kopfivnice, Ceské republika)

N, N—dimethylamid kyseliny mraven¢i (DMF; Lach—Ner, Neratovice, Ceské republika)
Nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADP; Merck, Darmstadt, Némecko)
Plynny dusik (Siad Czech spol s.r.o., Praha, Ceska republika)
Plynny oxid uhelnaty (Linde Gas a.s., Mnichov, Némecko)

Silybin (Merck, Darmstadt, Némecko)

Siran hofe¢naty (Lach—Ner, Neratovice, Ceska republika)
Standardni laboratorni dieta (Bonagro, Blazovice, Ceska republika)
Testosteron (Merck, Darmstadt, Némecko)

Uhligitan sodny (Lach—Ner, Neratovice, Ceska republika)

Voda pro LC/MS (VWR, Randor, PA, USA)

6.3  Pristrojové vybaveni a prisluSenstvi

Analytické vahy, XP 205, (Mettler Toledo, Columbus, OH, USA)

Centrifuga Eppendorf Minispin, (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Centrifuga Jouan BR4i, (Thermo Fisher Scientific, Watham, MA, USA)

Hmotnostni spektrometr LCMS—8045, (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

HPLC systém LC—20A Prominence, (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Kolona s reverzni fazi C18 Chromolith, monoliticka, 100x4,6 mm ID, s pifedkolonou
stejné stacionarni faze, (Merck Darmstadt, Némecko)

Kolona s reverzni fazi F5, 50 x4,6 mm ID, velikost ¢astic 2,6 um, s ptedkolonou stejné

stacionarni faze, (Phenomenex, Torrance, CA, USA)
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Koncentrator vzorkii Termovap, (ECOM spol s.r.0., Chrastany u Prahy, Ceska republika)
pH metr Five Easy, (Mettler Toledo, Columbus, OH, USA)

Software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)

Software Statistica 12 (TIBCO software, Palo Alto, CA, USA)

Spektrofotometr UV/Vis Cary 4000, (Varian, Santa Clara, CA, USA)

Sucha lazen TS 100, (Biosan, Riga, Litva)

Vodni lazenn SV1422, (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Némecko)

Vortex MS3 basic, (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko)

7 Metody

7.1 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Koncentrace CYPs v jaterni mikrosomalni frakci byla stanovena pomoci UV/Vis
spektrofotometrie. Potkani mikrosomalni frakce byla 20x nafedéna fosfatovym pufrem
(100 mM, pH 7,4) a redukovana dithioni¢itanem sodnym. Vzorek byl poté rozdélen do
dvou kyvet a umistén do dvouparskového UV/Vis spektrofotometru, kde byla
zaznamenana zakladni linie (,,baseline®) v rozsahu 360-500 nm. Kyveta se vzorkem byla
poté probublana proudem oxidu uhelnatého po dobu 20 s., aby vznikl komplex CYPs
s CO. Koncentrace CYPs byla vypocitana z diferencniho spektra redukovanych CYPs

a redukovanych CYPs v komplexu s CO dle rovnice:

A4-50 - A4-90
Craso = — o971 < 2V

Ausp...absorbance pii 450 nm

Augo...absorbance pii 490 nm

Cpraso...koncentrace CYPs

0,091...molarni absorpéni koeficient CYP [1-mol *-cm™]

20...fedéni
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7.2 Stanoveni aktivity CYP3A ex vivo: pouzity substrat testosteron

Aktivita CYP3A se muze stanovit se substratem testosteronem, ktery se timto enzymem
metabolizuje na 6p—hydroxytestosteron (Obr.5.). Principem stanoveni aktivity tohoto
enzymu je pak méfeni koncentrace vzniklého metabolitu, v pfipad¢ této prace pomoci

HPLC s UV detekci.

OH
OH

CYP3A4

OH

Obr. 5: Hydroxylace testosteronu za Gcasti CYP3A

Aby reakce fungovala, je zapotiebi dodrzet spravné slozeni inkubacni smési a dobu
inkubace. Z tohoto divodu bylo provedeno testovaci méfeni pii riznych podminkach
(riznd inkubacni doba a rizné mnozstvi CYPs ve smésné potkani mikrosomalni frakci).
Testovano bylo 25, 50, 100 a 150 pmol CYPs, které byly inkubovany 10, 20, 30 a 40 min.
Z testovaciho meéteni bylo zjisténo, ze 100 pmol CYPs a 20 min inkubace byly
nejvhodnéj§i pro stanoveni aktivity CYP3A (s testosteronem jako substratem) ve
smésnych mikrosomech ziskanych z potkantit SHR-CRP. Pokud by se pouzilo mensi
mnozstvi CYPs a krat$i doba inkubace, signaly 6p—hydroxytestosteronu by byly slabsi
a rozdily mezi studovanymi vzorky by nemusel byt vyrazny, metoda stanoveni by pak
nebyla tak citlivd. Naopak pfi pouZziti vétStho mnozstvi CYPs by se nedosédhlo
vyraznéjsich signalti 63—hydroxytestosteronu v porovnani se zvolenym mnozstvim a pfi
delsi inkubac¢ni dobé by mohly vznikat dalsi vedlejsi produkty, které by mohly ovlivnit
stanoveni. Na zéklad¢ testovaciho méfeni byly zvoleny reakéni podminky, které jsou

uvedeny v Tab.1

30



Tab. 1: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP3A v jednom vzorku pomoci

testosteronu jako substratu

Latkové mnozstvi CYPS v mikrosomalni

frakci

100 pmol

Pufr

100mM fosfatovy pufr, pH 7,4

NADPH generujici systém

0,19 mg NADP*, 0,49mg 1SO, 50ul 50mM
MgSOsa, 5ul IDH 6U/mg, 100 pl 100mM
fosfatovy pufr

Inkubace 3

min. pii 37 °C

Substrat

100 pl 500 uM testosteron

Inkubace 20

min. pii 37 °C

STOP roztok

100 pl roztoku obsahujici 1 M NaxCOs
a2 M NaCl

Celkovy objem reakéniho systému

500 pl

Vzorek byl extrahovan 2 ml dichlormethanu po dobu 15 s a dale centrifugovan pti 4 °C,

1620 x g po dobu 5 min. Déle byl odebran

1 ml spodni organické faze, ktera byla

odpaftena pii 40 °C pod proudem dusiku. Odparek byl poté rozpustén ve 200 pl mobilni

faze (40 % methanol), napipetovan do vialek a analyzovan HPLC s UV detekei.

Tab. 2: Analytické podminky pro stanoveni 6p3-hydroxytestosteronu (metabolitu

testosteronu) v jaterni mikrosomalni frakci SHR-CRP potkana

Stacionarni faze Reverzni monoliticka faze C18 100 x 4,6
mm ID

Mobilni faze 40 % methanol

Rychlost pritoku mobilni faze 1 ml/min

Eluce Gradientova
0-11 min 40 % methanol
11-12 min 40-100 % methanol
12-13 min 100 % methanol
13-14 min 100-40 % methanol
14-20 min 40 % methanol

Detekce UV, 245 nm

Nastiik 25 ul

Teplota kolony 35°C
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Pro stanoveni koncentrace metabolitu testosteronu, tedy 6B—hydroxytestosteronu, byla
pouzita metoda kalibracni kiivky, ktera byla sestrojena jako zavislost plochy piku na
koncentraci metabolitu. K sestaveni kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny kalibra¢ni vzorky
obsahujici 6p—hydroxytestosteron o koncentraci 0,0625; 0,125; 0,25; 1; 4; 7; 10; 13 a 16
nmol/ 500 pl reakéniho systému. Pii ptipraveé téchto vzorkt byl STOP roztok piidavan
jako prvni a misto substratu byly pipetovany konkrétni koncentrace metabolitu.
Kalibracni vzorky byly piipraveny stejnym zplUsobem jako testované vzorky. Kazda

koncentrace byla méfena tiikrat.

7.3 Stanoveni aktivity CYP3A ex vivo: pouZity substrat midazolam

Aktivitu CYP3A je mozné také stanovit jinym substratem, napi. midazolamem.
Midazolam se timto enzymem  metabolizuje na 1’-hydroxymidazolam
a 4-hydroxymidazolam. Principem stanoveni aktivity tohoto enzymu je pak méfeni
koncentrace vzniklého metabolitu, v ptipad¢ této prace 1’-hydroxymidazolamu (Obr.6)

pomoci HPLC s hmotnostni detekci.

N

N
O CYP3A4
Cl

—N L
g

Obr. 6: Hydroxylace midazolamu za G¢asti CYP3A

Aby reakce fungovala, je opét zapotiebi dodrzet spravné slozeni inkuba¢ni smési a dobu
inkubace. Kazdy substrat se miiZze vazat do jiného aktivniho mista enzymu, proto bylo
opét provedeno testovaci méteni pii riznych podminkach. Testovano bylo 5, 10, 15,
20 pmol CYPs, které byly inkubovany 5, 10, 15 a 20 min. Z testovaciho méteni bylo
zjisténo, ze 10 pmol CYPs a 15 min inkubace byly nejvhodnéjsi pro stanoveni aktivity
CYP3A (s midazolamem jako substratem)ve smésnych mikrosomech ziskanych
z potkanti SHR-CRP. Na zaklad¢ tohoto testovaciho meétfeni byly zvoleny reakéni
podminky, které¢ jsou uvedeny v Tab. 3.
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Tab. 3: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP3A v jednom vzorku pomoci

midazolamu jako substratu

Latkové mnozstvi CYPS v mikrosomalni

frakci

10 pmol

Pufr 100mM fostatovy pufr, pH 7,4
NADPH generujici systém 0,0765mg NADP™, 0,129mg ISO, 10ul
50mM MgSOg, 0,7ul IDH 18U/mg, 9,3 ul
pufru
Inkubace 3 min. pii 37 °C
Substrat 9 ul 30,7 uM midazolamu

Inkubace 15 min. pii 37 °C

STOP roztok

500 ul 100 % methanol

Celkovy objem reak¢éniho systému

100ul

Po zastaveni reakce bylo do vzorku piidano 20 ul roztoku vnitiniho standardu obsahujici

5ng chlordiazepoxidu. VVzorek byl vortexovan po dobu 10 s, aby doslo k vysrazeni v§ech

proteind, a dale centrifugovan pii 12105 x g po dobu 10 min. Poté bylo odebrano 150 pl

supernatantu do vialek a analyzovdno HPLC s hmotnostni detekci.

Tab. 4: Analytické podminky pro stanoveni 1'—hydroxymidazolamu (metabolitu

midazolamu) v jaterni mikrosomalni frakci SHR-CRP potkana

Stacionarni faze

Reverzni faze F5, 50 x4,6 mm ID, 2,6 um

Mobilni faze

0,1 % HCOOH ve vod¢ a 0,1 % HCOOH

v acetonitrilu v poméru 70:30

Rychlost pritoku mobilni faze 0,5 ml/min
Eluce Izokraticka
Detekce Hmotnostni detekce

MRM pro 1'-hydroxymidazolam
MRM pro chlordiazepoxid (i.s.)

342,10>324,05
300,10>226,90

Nastiik

10 ul

Teplota kolony

40 °C
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MRM (Multiple Reaction Monitoring), systém pracuje v rezimu trojitého
kvadrupélu, kde je detekovan prekurzorovy i produktovy ion; i.s., vnitini standard.

Pro stanoveni koncentrace metabolitu midazolamu, tedy 1’-hydroxymidazolamu,
byla pouzita metoda kalibra¢ni k¥ivky s vnitfnim standardem, ktera byla sestrojena jako
zavislost poméru ploch pikli metabolitu a vnitiniho standardu na koncentraci metabolitu.
K sestaveni kalibraéni kiivky byly pfipraveny kalibracni vzorky obsahujici
1’- hydroxymidazolam o koncentraci 10, 20, 50, 100 a 200 pmol/ 100 ul reakéniho
syst¢tmu. STOP roztok byl piidavan jako prvni a misto substratu byly pipetovany
konkrétni koncentrace metabolitu. Nasledné bylo ptidano 20 ul roztoku vnitiniho
standardu obsahujici 5 ng chlordiazepoxidu a dalsi pfiprava vzorkd probihala stejnym

Zpisobem jako u testovanych vzorkl. Kazda koncentrace byla métena ttikrat.

7.4  Stanoveni aktivity CYP3A in vitro

Pro porovnani byla také proméfena aktivita CYP3A in vitro s pouzitim jaterni
mikrosomalni frakce jednoho z SHR—CRP potkani kontrolni skupiny. Pro toto stanoveni
byl pouzit standard atorvastatinu nebo silybinu (hlavni slozka silymarinu) jako inhibitor
CYP3A amidazolam jako substrat CYP3A. Tyto standardy byly rozpustény v 10% DMF.
Inkubované vzorky obsahovaly tyto latky o koncentracich 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150
a 200 pM a obsah rozpoustédla DMF ve vzorku neptevysil 1,2 %. Inkubacni reakce
probihala stejnym zplsobem a za stejnych podminek jako u testovanych vzorka pfi
stanoveni aktivity CYP3A ex vivo s pouzitim midazolamu, jak je znazornéno v Tab.5.
Stejné tak analytické podminky byly stejné jako u méfeni 1’-hydroxymidazolamu
(Tab.4).
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Tab. 5: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP3A in vitro v jednom vzorku

S pouzitim inhibitort

Potfebné mnozstvi CYPs v mikrosomalni

frakci

10 pmol

Pufr 100mM fostatovy pufr, pH 7,4
Inhibitor (nasledné ptidavan o riznych | 1,65 mM atorvastatin nebo 1,67 mM
koncentracich) silybin
NADPH generujici systém 0,0765 mg NADP™, 0,129 mg ISO, 10 ul
50 mM MgSOg4, 0,7 ul IDH 18 U/mg,
9,3 ul pufr
Inkubace 20 min. pii 37 °C
Substrat 9 ul 30,7 uM midazolam

Inkubace 15 min. pti 37 °C

STOP roztok

500 ul 100 % methanol

Celkovy objem reak¢niho systému

100 pl
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8 Vysledky

8.1 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

V jaterni mikrosomalni frakci jednotlivych potkanti byla zméfena a vypocitana
koncentrace CYPs pomoci Lambert—Beerova zdkona. Na zéklad¢ této koncentrace byl

vypocitan pfesny objem jaterni mikrosomalni frakce potfebny do reakéni smési.

Tab. 6: Hodnoty naméfenych koncentraci CYPs v jednotlivych vzorcich jaternich
mikrosomalnich frakci u potkan krmenych standardni laboratorni dietou,
dietou obohacenou o silymarin (1 % v dieté), o atorvastatin (5mg/kg/den) nebo

kombinaci obou latek.

Dieta
Kontrolni Silymarin Atorvastatin Kombinace
f 8,10 12,76 16,58 16,49
;g 9,04 13,73 14,84 12,99
E_,,% 11,24 11,47 17,81 17,52
§ 15,34 14,14 11,66 13,29
§ 9,77 17,33 19,74 20,71
% 9,63 17,64 13,99 15,77
X
7,63 22,11 13,44 -

8.2 Stanoveni aktivity CYP3A ex vivo: pouzity substrat testosteron

8.2.1 Kalibrace HPLC/UV metody pro stanoveni 6p—hydroxytestosteronu

Metoda pro stanoveni aktivity CYP3A s pouzitim substratu testosteronu byla kalibrovana
pomoci standardu 6B—hydroxytestosteronu. Kalibrace byla provedena na téchto
kalibra¢nich rovnich: 0,0625; 0,125; 0,25; 1; 4; 7; 10; 13; 16 nmol 500 pl v reakéni
smési. Kalibra¢ni kfivka je zndzornéna na Obr.7., kde kazdy bod je primérem tii

meéfenych vzorkd.
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Obr. 7: Kalibraé¢ni kiivka pro HPLC/UV stanoveni 63—hydroxytestosteronu. Data

predstavuji pramér + SD; N= 3.

8.2.2  Stanoveni aktivity CYP3A ve vzorcich

Vysledky ukazuji, Ze aktivita CYP3A stanovena pomoci substratu testosteronu byla
mirné zvySena u potkani krmenych dietou obsahujici silymarin (zvySeni o 27,5 %)
a kombinaci silymarinu a atorvastatinu (zvySeni o 12,8 %) v porovnani s aktivitou
kontrolnich potkanti. Aktivita CYP3A u skupiny potkanti krmenych dietou
S atorvastatinem byla mirn€ snizena o 8,5 % ve srovnani s aktivitou u potkanli na
kontrolni diet¢ (Obr. 8). Data jednotlivych skupin byla statisticky analyzovana
neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem (pomoci softwaru Statistica 12), ktery
porovnava vSechny skupiny mezi sebou. Statisticka analyza byla provedena na hladiné
vyznamnosti 0,05. Touto analyzou bylo zji$téno, Ze vSechny vySe zminéné zmény jsou
statisticky nevyznamné, coz je dano interindividuélni variabilitou mezi potkany. Vzorky

byly méfeny za stejnych podminek jako kalibra¢ni kiivka.
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Obr. 8: Stanoveni aktivity CYP3A u potkanti krmenych standardni laboratorni dietou,
dietou obohacenou o silymarin (1 % v dieté) nebo o atorvastatin (Smg/kg/den) nebo
kombinaci obou latek. Jako substrat pii stanoveni byl pouZit testosteron. Data jsou

zobrazena jako priamér + SD; N > 6.

8.3 Stanoveni aktivity CYP3A ex vivo: pouzity substrat midazolam
8.3.1 Kalibrace metody LC/MS pro stanoveni 1'—-hydroxymidazolamu

Metoda pro stanoveni aktivity CYP3A s pouZitim substratu midazolamu byla kalibrovana
pomoci standardu 1°-hydroxymidazolamu. Kalibrace byla provedena na téchto
kalibra¢nich urovnich: 10; 20; 50; 100; 200 pmol v 100 pl reak¢éni smési. Kalibra¢ni

ktivka je znazornéna na Obr.9., kde kazdy bod je primérem tii métenych vzork.
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Obr. 9: Kalibra¢ni kiivka pro LC/MS stanoveni 1 '-hydroxymidazolamu. Data

predstavuji primér = SD; N= 3; i.s., vnitini standard
8.3.2  Stanoveni aktivity CYP3A ve vzorcich

Vysledky ukazuji, Ze aktivita CYP3A stanovena pomoci substratu midazolamu byla
zvysena u potkanti krmenych dietou obsahujici silymarin (zvySeni o 34 %) a kombinaci
atorvastatinu a silymarinu (zvyseni o 5,9 %) v porovnani s kontrolni skupinou potkant.
Naopak u skupiny potkanti krmenych dietou obsahujici atorvastatin samotny doslo k
mirnému snizeni aktivity o 9,1 % v porovnani se skupinou potkanil na kontrolni dieté
(Obr. 10). Data jednotlivych skupin byla statisticky analyzovana neparametrickym
Kruskal-Wallisovym testem (pomoci softwaru Statistica 12) na hladiné vyznamnosti
0,05. Bylo zjisténo, ze VSechny tyto zmény jsou vSak statisticky nevyznamné, coz je opét
dano interindividualni variabilitou mezi potkany. Vzorky byly méfeny za stejnych

podminek jako kalibra¢ni kfivka.
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Obr. 10: Stanoveni aktivity CYP3A u potkan krmenych standardni laboratorni dietou,
dietou obohacenou o silymarin (1 % v dieté) nebo o atorvastatin (Smg/kg/den) nebo
kombinaci obou latek. Jako substrat pii stanoveni byl pouzit midazolam. Data jsou

zobrazena jako primér + SD; N > 6.

8.4 Stanoveni aktivity CYP in vitro

Aby byla ovéfena teorie, ze atorvastatin i silybin (jako hlavni G¢inna latka silymarinu)
jsou inhibitory CYP3A, 2> 3 bylo provedeno také stanoveni inhibice CYP3A in vitro
S pouzitim téchto inhibitord a jaterni mikrosomalni frakce z SHR—CRP potkanti kontrolni
skupiny. Pro stanoveni byly pouzity koncentrace inhibitoru 0; 10; 25; 50; 75; 100;
150 a 200 uM. Oba standardy byly rozpustény v 10 % DMF, pficemz obsah rozpoustédla
DMF ve vzorku byl maximalné 1,2 %. VSechny vzorky byly méteny ve tiech sériich. Pro
ovéteni, zda samotné rozpoustédlo neinhibuje CYP3A, bylo provedeno také kontrolni
méteni, kde misto inhibitoru bylo pouzito jen rozpoustédlo DMF. Toto kontrolni
stanoveni prokdzalo, Ze DMF v pouzitych koncentracich nema na aktivitu enzymu

CYP3A vliv.
84.1 Inhibice CYP3A atorvastatinem

Vysledky ukazuji, ze atorvastatin je inhibitorem CYP3A, jak je zobrazeno na Obr.11.
Analyzou dat v programu GraphPad Prism 8 byla stanovena hodnota ICso = 17,35uM
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Obr. 11: Inhibice aktivity CYP3A in vitro atorvastatinem. Aktivita méfena v jaterni
mikrosomalni frakci SHR—CRP potkana s ptidanym substratem midazolamem. Data

jsou zobrazena jako prumér = SD; N = 3.
8.4.2  Inhibice CYP3A silybinem

Vysledky ukazuji, ze silybin je inhibitorem CYP3A, jak je zobrazeno na Obr.12.
Analyzou dat v programu GraphPad Prism 8 byla stanovena hodnota ICso = 29,47uM
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Obr. 12: Inhibice aktivity CYP3A in vitro silybinem. Aktivita méfena v jaterni
mikrosomalni frakci SHR—CRP potkana s ptidanym substratem midazolamem. Data

jsou zobrazena jako primér = SD; N = 3.
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Diskuze

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo studium aktivity cytochromu P450 3A po
konzumaci diety obohacené o atorvastatin, silymarin nebo jejich kombinaci. Atorvastatin
je hypolipidemikum, ktery muze pusobit jako inhibitor CYP3A4, kterym je také
metabolizovan. Uzivaji ho piedevS§im pacienti trpici hypercholesterolemii
a hyperlipoproteinemii. 1’ Silymarin, jehoz hlavni slozkou je silybin, miize rovnéZ piisobit
jako inhibitor CYP3A4. Je soucasti 1é¢ivého piipravku Legalon a dopliika stravy, které
lidé uzivaji pti obtizich s jatry a travicim traktem. 22 %

Z vysledkt by se mohlo zdat, ze silymarin (jak samotny, tak i v kombinaci
s atorvastatinem) zvysuje aktivitu CYP3A (pii méfeni pomoci substratu testosteronu o
27,5 %, resp. 0 12,8 %, a pii pouziti substratu midazolamu o 34 %, resp. 0 5,9 %). OvSem
tyto zmény nejsou statisticky vyznamné. Jak lze i vidét z graft, velkou roli sehravaji velké
smérodatné odchylky, které jsou dany interindividuélni variabilitou potkanti a malym
poétem jedinct, na kterych byla studie provedena. Stanoveni aktivity CYP3A ex vivo
neodpovida realité, protoze pii ziskani mikrosomalni frakce neni substrat/inhibitor
pfitomen. Pfi tomto stanoveni ale miizeme zjistit, zda studovand latka ovliviiuje napf.
expresi proteinu. V takovém piipadé by byla stanovena i zména aktivity enzymu.
Vzhledem k tomu, Ze stanovenim aktivity CYP3A ex vivo nebyly zjistény zmény
u potkanti na experimentalni dieté v porovnani na kontrolnimi potkany, dalo by se fici,
ze experimentalni dieta, obsahujici silymarin, atorvastatin, nebo jejich kombinace nema
vyrazny vliv na expresi CYP3A u SHR—CRP potkand.

Pro ovéteni, zda studované latky skute¢n€ maji vliv na aktivitu CYP3A, byla
provedena studie in vitro. Bylo zjisténo, Ze silybin (hlavni ucinna latka silymarinu)
I atorvastatin maji mirny inhibi¢ni vliv na aktivitu CYP3A. Byly vypocitainy hodnoty
ICs0, které nam udavaji koncentraci latky inhibujici enzym in vitro o 50 %. Pro
atorvastatin byla hodnota 1Cso = 17,35uM a pro silybin ICso = 29,47uM. Z vysledki tedy
muzeme usoudit, Ze atorvastatin i silybin inhibuji aktivitu CYP3A. Tato inhibice vSak
muze byt dana jen obsazenim latky do aktivniho mista enzymu (jako substratu), a miize
tak zabranit navazani dalsi latky. V takovém pftipad¢ by se jednalo o reverzibilni

kompetitivni inhibici. Aby se takova inhibice prokdzala, bylo by zapottebi dalSich
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méfeni. Nicméné, tato tvrzeni jiz prokazaly piedchozi studie, > % kde autofi popisuji
kompetitivni inhibici atorvastatinem a silybinem. Pokud by latky byly podavany
soucasné&, mohlo by dojit ke kompetitivni inhibici a ovlivnéni metabolismu téchto latek.
Avsak musi byt zvazeny i dalsi aspekty metabolismu téchto latek. Bylo zjisténo,
ze pri oralnim podani 700 mg silymarinu byla maximalni plazmaticka koncentrace
silybinu 0,6 uM a akumulace v plazmé& béhem tii davek denné byla zanedbateln4. 33
Pologas eliminace silybinu je 6 — 8 hodin. ** Co se tyée atorvastatinu, maximalni
plazmaticka koncentrace pfi jednorazovém i opakovaném podani 40 mg tohoto IéCiva
dosahuje 12,7-27,1 ng/ml a polo&as eliminace se pohybuje okolo 14 hodin. '
Srovnanim hodnot plazmatickych koncentraci s naméfenymi hodnotami ICsp in
Vitro je patrné, ze ob¢€ latky v bézn¢ uzivanych mnozstvich nedosahuji koncentraci, které
by mohly ohrozit jejich uzivatele nebo metabolismus dalSich latek, zprostfedkovany
CYP3A. Pti souc¢asném uzivani obou latek by nemélo dochézet k vyraznéjsimu ovlivnéni
metabolismu pomoci CYP3A. Interakce téchto dvou studovanych latek nejsou tedy

klinicky vyznamné a toto tvrzeni by potvrdily dalsi in vivo studie.
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Tato bakalaiska prace se zabyva metabolismem pomoci cytochromti P450, konktrétné
formy 3A a jeho ovlivnénim dietou obohacenou o atorvastatin, silymarin nebo jejich
kombinaci u experimentalnich zvifat S metabolickym syndromem. Aktivita tohoto
enzymu byla méfena ex vivo v jaternich mikrosomalnich frakcich potkant, kteti byli
rozdeleni do skupin podle druhu diety. Toto stanoveni bylo porovndno se stanovenim
aktivity CYP3A in vitro. Tato prace ukazuje, Ze kombinovana dieta nema zasadni vliv na
aktivitu CYP3A. Interakce atorvastatinu a slozek obsazenych v silymarinu nejsou

pravdépodobné klinicky vyznamné a soucasné uzivani obou latek by mélo byt bezpecné.
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