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podle dietnich rezimi: kontrolni dieta, HFiD a KETO dieta. Z jaterni tkan¢ byla izolovana
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vliv na metabolismus Ié¢iv je tfeba dikladné zohlednit. Pro bezpecné zavadéni terapeutickych
diet do klinické praxe je klicové porozumét jejich interakcim s farmakoterapii, zejména

u chronicky 1écenych pacienti.
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TNF-o — tumor nekrotizujici faktor alfa
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Cile diplomové prace

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace je poskytnout uceleny prehled o autoimunitnim

onemocnéni roztrouSené sklerdzy (RS), v€etné jeho patogeneze a soucasnych moznosti

1é¢by. Pozornost je vénovana rovnéz nefarmakologickym piistupiim 1é¢by, se zamétenim

na roli terapeutickych diet. Soucasti je také shrnuti kli€ovych informaci o enzymech

ze skupiny cytochromti P450 (CYP) a jejich vyznamné roli v metabolismu 1é¢iv.

Cilem experimentalni ¢asti je studium vlivu terapeutickych diet na jaterni CYP

u my$iho modelu RS — experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE).

Podrobné cile experimentalni casti:

Izolovat mikrosomalni frakci z jaterniho homogenatu mysi u kterych byla
vyvolana EAE pomoci diferencidlni centrifugace.

Aplikovat spektrofotometrické metody ke stanoveni koncentrace proteinii a CYP
v jaterni mikrosomalni frakci.

Stanovit enzymovou aktivitu vybranych CYP s vyuzitim specifickych substrati
a vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s fluorescencni nebo UV
detekei.

Stanovit expresi proteinli vybranych enzymi CYP v jaternim homogenatu
za vyuziti elektroforézy a Western blottingu.

Objasnit mechanismus regulace exprese CYP skrze aryluhlovodikovy receptor
(AhR) butyratem, propionatem a laktaitem s vyuzitim modelu jaternich bunék
HepG2-Lucia AhR.

Zpracovat ziskand data, provést statistickou analyzu a vyhodnotit vliv
terapeutickych diet na aktivitu a expresi vybranych enzymiit CYP s dirazem na

rozdily mezi jednotlivymi dietnimi rezimy.



Uvod

Roztrousena skler6za (RS) je chronické autoimunitni onemocnéni postihujici centralni
nervovou soustavu (CNS), které se vyznacuje narusenim myelinovych pochev nervovych
vlaken. Tento patologicky proces vede k porucham nervového pifenosu a vyvolava Siroké
spektrum neurologickych ptiznakli, mezi néz patii zhorSend hybnost, naruSend koordinace
a poruchy zraku. Pfresné pfi¢iny RS zlstavaji nejasné, nicméné jsou zndmy rizikové faktory
jako jsou genetické predispozice, vliv prostiedi, infekéni onemocnéni nebo stravovaci navyky'.

V posledni dobé roste zdjem o moznosti ovlivnéni pribéhu RS prostrfednictvim
terapeutickych diet’. Vyzkumy ukazuji, Zze nékteré stravovaci rezimy mohou modulovat
imunitni odpovéd’ a tim ovliviiovat progresi onemocnéni'. Napiiklad ketogenni dieta (KD),
charakterizovand vysokym obsahem tuki a nizkym pfijmem sacharidii, podporuje tvorbu
ketolatek, jako je B-hydroxybutyrat (BHB), které maji protizanétlivé a neuroprotektivni a¢inky?.
Podobné vysokovldkninovd strava pozitivné ovliviluje slozeni stfevniho mikrobiomu
a produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA), coz mtize ptispét k regulaci imunitni
odpovédi a metabolickych procesi*.

Biotransformace 1é¢iv probiha pfevazné v jatrech a klicovou ulohu v ni hraji enzymy
cytochromy P450 (CYP). Tyto enzymy se podileji na oxidaci, redukci a hydrolyze riznych
1é¢iv, ¢imz ovliviiuji jejich farmakokinetiku. Variabilita enzymatické aktivity CYP muze
zpusobit rozdily v terapeutickych ucincich podavanych 1é¢iv mezi jednotlivymi pacienty.
Faktory, jako je genetickd predispozice, interakce s jinymi léCivy a sloZeni stravy, mohou
vyznamné ovlivnit metabolismus 1é¢iv a jejich biologickou dostupnost™.

Tato prace se zamétuje na zkoumani vlivu terapeutickych diet na enzymy metabolismu
1é¢iv v souvislosti s RS. Studium interakci mezi dietnimi zasahy a aktivitou enzymi CYP miize
ptispét k lepsSimu porozuméni molekularnich mechanismii regulace CYP a podpofit vyvoj

personalizovanych pfistupti v 1écbé RS.
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Teoreticka ¢ast

1. Roztrousena skleroza

Roztrousena skler6za (RS) je chronické autoimunitni onemocnéni centralni nervové soustavy
(CNS), pii kterém dochazi k degradaci myelinu a tim k poskozeni myelinovych pochev, které
obklopuji nervova vldkna. Nasledkem tohoto poskozeni je naruSeni pfenosu nervovych signali,
coz vede kraznorodym neurologickym piiznaktim, jako jsou svalova ztuhlost, ztrata
koordinace, poruchy zraku a slabost kongetin'.

Imunitni systém (IS) jedince trpiciho RS napadé vlastni CNS, coz zplsobuje zanét.
V perifernich  tkanich dochazi k aktivaci pomocnych T-lymfocytd (Th-lymfocyti)
prostfednictvim antigen-prezentujicich bunck (APC), jako jsou dendritické buiiky, makrofagy
a B-lymfocyty. APC prezentuji myelinové antigeny pomoci hlavniho histokompatibilniho
komplexu II (MHC 1II), coZz aktivuje Th-lymfocyty. Aktivované Th-lymfocyty uvoliuji
metaloproteinazy, které naruSuji hematoencefalickou bariéru (BBB), coz umoziiuje Th-
lymfocytim, dal$im imunitnim buiikam a zanétlivym molekulam vstoupit do CNS. Mezi
zanétlivé molekuly se fadi cytokiny, véetné interferonu gama (IFN-y) a tumor nekrotizujiciho
faktoru alfa (TNF-a), které jsou produkovany Th-lymfocyty a vyznamné pfispivaji k rozvoji
zanétlivé odpovedi a nésledné degradaci myelinu v ramci procesu demyelinizace. Aktivované
Th-lymfocyty maji schopnost aktivovat B-lymfocyty, které produkuji autoprotilatky proti
myelinu, ty prochézeji ptes poSkozenou BBB a aktivuji komplementovou kaskadu. Tato
kaskada zesiluje destrukci myelinovych pochev a podili se na progresi onemocnéni.
Degradované myelinové fragmenty jsou fagocytovany makrofagy a mikrogliemi (Obr. 1)’.
Opakované poskozeni myelinovych pochev a probihajici zanét postupné vedou ke ztrate

neuront neboli neurodegeneraci'.
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Obr. 1: Obr. 1: Autoimunitni teorie patogeneze roztrouSené skler6zy. Antigen-prezentujici
buiiky (APC) ptedkladaji antigeny T-lymfocytim, predev§im Th-lymfocytim. Ty se aktivuji,
uvolnuji prozanétlivé cytokiny a podporuji dal§i imunitni reakce. Dochézi k aktivaci B-
lymfocyti, které se podileji na zanétlivé odpovédi tvorbou autoprotilatek a produkei cytokini
pfispivajicich k poskozeni centralni nervové soustavy (CNS). Do procesu se zapojuji
1 metaloproteinazy, které narusuji hematoencefalickou bariéru (BBB) a podporuji infiltraci
zanétlivych bunek do CNS. Vysledkem je poSkozeni a demyelinizace nervovych vlaken, coz
vede k poruse pfenosu nervovych vzruchti a vzniku neurologickych ptiznaka (modifikovano

podle’).

U pacientid s RS dochazi k vyznamné poruse mitochondridlniho metabolismu, ktera
ptispiva k neurodegeneraci a progresi onemocnéni. Tento proces je charakterizovan zejména
zvySenou produkci reaktivnich kyslikovych radikdld (ROS) a narusenim homeostazy
vapenatych kationtli Ca®*, coz vede k poSkozeni mitochondriélni struktury a sniZzeni schopnosti
produkovat energii ve form¢ ATP. Porucha mitochondrialniho metabolismu u RS se tyka

piredevsim fetézce oxidativni fosforylace, coz je kliCovy proces zodpovédny za produkci
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energie — ATP v mitochondriich. Konkrétné jsou naruseny funkce komplexu I a komplexu IV
elektronového transportniho fetézce, coz vede ke snizené produkci ATP a zvySené tvorb& ROS?,

RS je charakterizovana stfidanim obdobi akutnich zachvatl (relapsi) a obdobi klidu
(remise), kdy se priznaky mohou zlepsit. RS se projevuje v nékolika formach, piiCemz
nejbeéznéjsi je relabujici-remitujici forma (RRMS), ktera je charakteristicka relapsy a naslednou
¢astecnou nebo uplnou obnovou funkei. Postupem ¢asu (10 — 20 let) se mize preménit na
sekundarné progresivni formu RS (SPMS), kdy dochézi k postupnému zhorSovani stavu bez
zjevnych relapst. Méné ¢astou formou je primarné progresivni RS (PPMS), ktera predstavuje
ptiblizné 15 % ptipadd RS a vyznacuje se postupnym zhorSovanim bez vyraznych relapsu.
Nejvzacnéjsi formou je progresivné-relabujici RS (PRMS), ktera je charakteristicka postupnym
zhorSovanim stavu s ob¢asnymi relapsy’.

Piivod onemocnéni neni zcela jasny, ptepoklada se, ze vznikd kombinaci genetické
predispozice a vliva prostiedi. Riziko vzniku onemocnéni zvySuje nedostatek vitaminu D,
vystavovani organismu cigaretovému koufi, t€Zkym koviim a toxinlim, nevhodné stravovaci

navyky nebo napfiklad infekce virem Epstein-Barrové (EBV) (Obr. 2)!.
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Obr. 2: Schéma zobrazujici faktory prispivajici k oxidativnimu stresu a zanétu, které¢ vedou

k demyelinizaci axonil u roztrousené sklerdzy (modifikovano podle!).

1.1.  Moznosti lé¢by RS

Farmakoterapie RS

V poslednich letech doslo k vyraznému pokroku v moznostech farmakologické 1é€by RS, kterd
ma za cil nejen zmirnit akutni ataky, ale predev§im zpomalit progresi onemocnéni
a minimalizovat vznik novych 1ézi. Moderni terapeutické pfistupy rovnéz zohlediiuji poznatky
o klicové roli B-lymfocytll v patogenezi RS, coz vedlo k vyvoji 1é¢iv cilenych pravé na tuto
sloZku imunitniho systému.

Léciva vyuzivana k terapii RS lze rozd¢lit podle mechanismu u¢inku do nékolika
skupin. Mezi vysoce U€inné piipravky patii zejména monoklondlni protilatky, naptiklad
ocrelizumab, ktery se zaméfuje na antigen CD20 na povrchu B-lymfocytd. Ocrelizumab

selektivné snizuje pocet B-lymfocyti exprimujicich antigen CD20, ¢imZ u¢inné brani jejich
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migraci do CNS a omezuje tak antigen-prezentujici funkci B-lymfocytl, coz vede ke snizené
produkci prozanétlivych cytokini. Tento ptipravek se podava intraven6zné kazdych 24 tydna
a v klinickych studiich prokazal G¢innost jak u RRMS formy, tak u PPMS formy RS, kde
zpomalil progresi onemocnéni piiblizné o jednu Gtvrtinu®,

Vyznamnou skupinu predstavuji také modulatory sfingosin-1-fosfatového receptoru
(S1P). Z této skupiny stoji za zminku ozanimod, coz je selektivni S1P receptorovy modulator,
ktery blokuje uvoliovani lymfocyti z lymfatickych uzlin a tim snizuje jejich pritomnost v CNS.
Ozanimod predstavuje ti¢innou a dobie tolerovanou moznost dlouhodobé 1é¢by RS. Klinické
studie potvrdily jeho pfiznivy bezpecnostni profil a vyhodou je i pohodIné peroralni podavani'®.

Tradi¢né pouzivanymi léky, které vSak vykazuji niz$i ucinnost, jsou interferony beta
a glatiramer acetat. Interferony beta moduluji imunitni odpovéd’ snizenim exprese MHC 11
molekul na APC a snizuji tak koncentraci prozanétlivych cytokinii. Glatiramer acetat, slozeny
ze syntetickych polypeptidi, ptiznivé ovliviiuje rovnovahu mezi prozanétlivymi a regulacnimi
cytokiny, ¢imz podporuje regulaci imunitni odpovédi.

V lécbeé agresivnich forem RS nebo pii nedostatecné odpovédi na jinou 1écbu
se vyuzivaji piipravky jako mitoxantron, alemtuzumab nebo kladribin. Tyto 1éky jsou vsak
spojeny s vy$§im rizikem zavaznych nezadoucich Gi€inkil, coZ omezuje jejich pouZiti na vybrané

piipady!!.

Nefarmakologicka intervence v lécbé RS

Samotna farmakoterapie nemusi byt dostacujici pro zvladani vSech ptiznakd nemoci,
proto v tomto kontextu nabyva na vyznamu 1 Uprava zivotniho stylu, ktera mtize podpofit
celkovou uc¢innost 1éCby a zlepsit kvalitu zivota pacientll. Zasadni pfinos ma pravidelny pohyb,
at’ uz jde o chtizi, cviceni nebo lehké posilovani, fyzicka aktivita zlepSuje nejen fyzickou
kondici, ale také naladu, energii a celkové vnimani vlastniho zdravi. Pohyb navic pomaha
zvladat inavu, ktera patii mezi nejcast&jsi a nejvice omezujici pfiznaky RS'2.

I kdyz vysledky dietnich opatfeni zatim nejsou jednoznacné, zdravé a vyvazené
stravovani podporuje celkové zdravi a vitalitu'?, proto se stale ¢ast&ji vedle standardni 1é¢by
zkoumad 1 role bioaktivnich latek a slozek potravy. Ty mohou ovlivnit zanét, oxidativni stres,
imunitni odpovéd’ nebo stfevni mikrobiom, a tim potencidln¢ ptispét ke zmirnéni pribéhu
onemocnéni. Nejde viak o nahradu farmakoterapie, spise o doplitkovy piistup. Uginky téchto
latek byly zatim pfevazné popsany v preklinickych studiich nebo v menSich klinickych

souborech, a jejich vyuZiti v praxi tak zistava omezené!.
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Mezi bioaktivni latky, které byly zkoumany v souvislosti s RS, patii napiiklad koenzym
Q10 (CoQl10), ktery je pfirozené se vyskytujici slouceninou v lidském téle. Nachazi
se ve vnitini mitochondridlni membréané a podili se na pienosu elektronti v dychacim fetézci'4.
CoQ10 ma silné antioxidacni vlastnosti, které chrani bunky pted poSkozenim zplsobenym
volnymi radikaly a oxida¢nim stresem, jenZ hraje vyznamnou roli pfi progresi RS'>. Dalsi
slouceninou, kterd vykazuje potencial v terapii RS, je resveratrol. Tento polyfenol, pfitomny
eliminuje volné radikaly, podporuje aktivitu endogennich antioxidantli a snizuje produkci
prozanétlivych cytokini. Kromé toho stimuluje produkci neurotrofickych faktorti, které
antioxidacni a neuroprotektivni vlastnosti. U RS se ukézalo, Ze kurkumin inhibuje aktivaci
transkripéniho faktoru, a to nuklearniho faktoru kappa B (NF-«B), coz vede k poklesu produkce
zénétlivych cytokini'®. Kromé toho stimuluje rist a diferenciaci oligodendrocytll, coz miize
podpofit proces remyelinizace a zpomalit progresi onemocnéni, ¢imz nabizi potencial pro
zmirnéni piiznakd RS a ochranu nervovych bunék pied dalsim poskozenim'®. Ashwagandha,
antioxidacni a neuroprotektivni ucinky. Ashwagandha je pfedmétem zajmu pro sviij potencial
piiznivé ovlivitovat CNS u pacientt s RS, jelikoz dokéaze pronikat skrze BBB!. Klinicka studie
ukazala, ze denni davka 240 mg extraktu ashwagandhy vedla k vyraznému sniZzeni tizkosti
a zlepSeni symptomi stresu a deprese, pfi¢emz také podpofila regeneraci neuronil a zlepsila

funkci nadledvin®.
2. Terapeutické diety

Dietni intervence hraji diilezitou roli v 1écb¢ chronickych onemocnéni a mohou vyznamné
podpofit standardni terapeutické postupy 1 kvalitu Zivota pacienti. Ackoli nemohou zcela
nahradit farmakologickou 1é¢bu RS, mohou zvysit jeji G¢innost a podpofit terapeutickou
odpoveéd'.

Také v souvislosti s RS jsou dietni intervence povazovany za jednoduchy a relativné
nizkorizikovy pfistup, ktery mtize pomoci zlepsit celkovy stav pacientli a zmirnit neurologické

piiznaky?!.
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Experimentalni ¢ast prace se zamétuje na ketogenni a vysokovlakninovou dietu, které
jsou vzhledem ke svému potencidlu ovliviiovat imunitni odpovéd a zanétlivé procesy

povazovany za slibné podpirné ptistupy v 1écbé RS.

2.1. Ketogenni dieta

Ketogenni dieta (KD) je vyzivovy rezim, ktery se vyznacuje velmi nizkym ptijmem sacharidu,
zvySenym piijmem tukd a normdlnim az lehce zvySenym piijmem bilkovin. Tento typ diety
vede k metabolickému stavu nazyvanému ketoza, kdy t€lo zacne vyuzivat ketolatky jako hlavni
zdroj energie misto glukdzy. U pacientll s RS miize KD pfinést nékolik potencialnich benefiti
diky svym protizanétlivym, neuroprotektivnim a metabolickym G¢inkiim?2,

Hlavni vyhodou KD u pacientii s RS je jeji schopnost sniZzovat zanét v téle. Ketolatky,
pusobit pfimo v CNS, kde snizuje aktivaci mikroglii. BHB vyrazné¢ inhibuje produkci
prozanétlivych cytokind, jako jsou interleukin-1 beta (IL-1), interleukin-6 (IL-6) a interleukin-
prozanétlivych cytokinii zmirfiuje zanét, a tim dalsi poskozovani CNS*8,

Jednim z hlavnich faktora piispivajicich k neurodegeneraci u RS je mitochondridlni
dysfunkce v CNS. KD pomaha obnovit rovnovdhu mitochondridlnich funkci tim, Ze snizuje
hladinu glukézy v krvi a nahrazuje ji ketolatkami jako hlavnim zdrojem energie. To je vyhodné
pfi mitochondridlni dysfunkci, protoZe mitochondrie dokazou ketolatky efektivné vyuzivat
1 tehdy, kdy je metabolismus glukdzy naruSeny. Ketolatky maji vyssi u¢innost pii produkci
ATP nez glukdza, coz zvySuje dostupnost energie pro buniky a pomaha kompenzovat deficity
v produkci ATP zplsobené dysfunkci mitochondrii. Navic snizuji tvorbu ROS béhem
oxidativni fosforylace, ¢imz omezuji oxidacni stres, ktery je bézné€ zvySeny pii RS. Déle také
podporuji aktivitu antioxida¢nich enzymt, coz pomaha chranit neurony a mitochondrie pied
dal§im poskozenim™S.

Zkoumani KD na mySim modelu experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy
(EAE), coz je zvifeci model RS, pfineslo hned nékolik poznatkli. Podavani KD vedlo
ke zlepSeni kognitivnich a motorickych schopnosti, véetné prostorové paméti a schopnosti
uceni. Ve srovnani s mySmi na standardni diet€¢ mély my$i krmené KD mirné;si neurologické
pfiznaky a nizsi klinické skore EAE. Zaroven byl potvrzen jeji protizanétlivy, antioxidacni

a neuroprotektivni i¢inek?.
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2.2.  Vysokovlakninova dieta

Vldknina mé pro pacienty s RS vyznamny potencidl diky své schopnosti modulovat IS
a podporovat zdravi stfevniho mikrobiomu. Vysoky pifijem vlakniny je spojen se sniZzenim
zanétlivych reakci v téle, coZ mliize mit pfimy vliv na progresi RS. Studie na zvifecich modelech
EAE, ukézaly, ze urcité typy vlakniny, jako je naptiklad guarova guma, dokazou zpozd'ovat
nastup zanctu a snizovat poSkozeni nervové soustavy. Zatim malé mnozstvi klinickych studii
naznacuje, Ze vysokovlakninova dieta by mohla mit pozitivni vliv na kvalitu Zivota pacientl
s RS, a to jak omezenim poctu relapsd, tak i snizenim stupné postizeni?*.

Vlédknina slouzi jako zdroj energie pro bakterie ve sttevnim mikrobiomu, zejména pro
bakterie patiici do kmenu Firmicutes, Bacteroidetes a Actinobacteria. Bakterie vldkninu
metabolizuji, coz vede k produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA), jako jsou
acetat, propionat a butyrat. Tyto kyseliny hraji klicovou roli pii udrzovani rovnovahy stievniho
mikrobiomu a pfi posileni integrity stievni bariéry. ZvySeni mikrobialni diverzity a produkce
SCFA podporuje normalni imunitni odpovéd’ a muze potlacovat zanétlivé procesy spojené
s autoimunitnimi onemocnénimi, jako je RS. Naopak, nedostatecny pfijem vlakniny mize vést
ke snizeni produkce SCFA, coz vede k nerovnovaze ve sttevnim mikrobiomu neboli dysbioze
a zvySenému riziku vzniku zanétlivych onemocnénti.

Propionat snizuje aktivitu prozanétlivych Th-lymfocyti a podporuje regulacni T-
lymfocyty, coz tlumi imunitni odpoveéd’. Propionat aktivuje G-proteinové spfazené receptory,
konkrétné GPR41 a GPR43, které se nachazeji na riiznych bunkéch, v€etné imunitnich.
Aktivace téchto receptorti potlacuje zanétlivé signalni drahy, tim Zze inhibuje cAMP-
dependentni signdlni drahy a snizuje aktivitu NF-xB, a zdroven podporuje metabolické
a epigenetické zmény prostiednictvim inhibice histondeacetylaz (HDAC). Tato inhibice vede
ke zvySeni exprese genid s protizdnétlivym ulinkem a podpofe regenerace neuront.
Dlouhodobé studie ukazaly, ze suplementace propionatu u pacientti s RS snizuje pocet relapsti,
zpomaluje atrofii mozku a stabilizuje neurologické postizeni®.

Vysokovlakninova dieta muze ovliviiovat aktivitu enzymi CYP prostfednictvim
modulace stfevniho mikrobiomu. Metabolické produkty stfevniho mikrobiomu mohou zvysit

nebo snizit aktivitu uréitych izoenzymi CYP?.
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3. Enzymy metabolismu 1éCiv

Metabolismus 1€Civ je klicovy proces, ktery umoziuje pteménu exogennich latek, véetné 1€¢iv,
na formy, které lze z téla snadno eliminovat. Tento proces zajiStuje nejen detoxifikaci
organismu, ale rovnéz ovliviluje farmakokinetiku a farmakodynamiku podavanych 1écCiv.
Metabolismus 1é€iv obecné probiha ve dvou hlavnich fazich: funkcionaliza¢ni a konjugacni.

Funkcionaliza¢ni faze neboli faze I zahrnuje chemické modifikace molekul 1é¢iv, jako
jsou oxidace, redukce a hydrolyza. Tyto reakce pfidavaji nebo odhaluji funkéni skupiny (napf.
-OH, -COOH, -NH2), coZ ptipravuje 1é¢ivo na nasledujici fazi biotransformace. V této fazi hraji
klicovou roli enzymy cytochromy P450 (CYP), které metabolizuji lipofilni 1é¢iva na vice
polarni metabolity, ¢imzZ se usnadiiuje jejich vyludovani>2’.

V konjugacni fazi (faze I1) se na molekuly ptipojuji polarni skupiny, jako je glukuronova
kyselina, sulfat nebo glutathion. Tyto reakce zvySuji polaritu metabolitd, coz je cini
rozpustnéjsimi ve vodé a umoziuje jejich eliminaci moc¢i nebo Zluci. Ackoliv CYP nejsou
primymi katalyzatory téchto reakci, zajist'uji tvorbu reaktivnich meziproduktd, které se stavaji
substraty pro enzymy druhé faze biotransformace. V obou téchto fazich mize dojit
k bioaktivaci, tedy k pfemén¢ metaboliti na toxické nebo biologicky aktivni latky, coz mtze
mit zdsadni klinické disledky. V literatufe je také zminovana III. f4ze biotransformace, ktera
zahrnuje aktivni transport metaboliti z bun€k pomoci specifickych pifenaSect, ¢imz

se usnadfiuje jejich vyluGovani z organismu™9.

3.1. Cytochromy P450

CYP predstavuji jednu z nejvyznamnéjsich superrodin enzymti v lidském téle. Tyto enzymy,
které se nachazeji predevSim v jatrech, ale 1 ve stievech, plicich, kizi a dalSich tkénich,
se podileji na metabolismu piiblizné 75 % klinicky pouzivanych 1é&iv. Cislo 450 oznaduje
absorp¢ni maximum v UV-Vis spektru pti vinové délce 450 nm, které vznika po navazani oxidu
uhelnatého na hemovou skupinu enzymu v jeho redukovaném stavu. Z funkéniho hlediska je
hlavni tulohou CYP oxidace lipofilnich latek na vice polarni metabolity, coz je klicové pro jejich
naslednou eliminaci z organismu. Struktura CYP je charakteristickd pfitomnosti hemové
skupiny, ktera obsahuje zeleznaty iont (Fe?*/Fe*") v aktivnim misté enzymu. Tento iont se podili
na ptfenosu elektronti béhem katalyzy. Aktivni misto je tvofeno hydrofobni kapsou, ktera
umoziiuje vazbu raznorodych substrat, coz zajiStuje Siroké spektrum reakci, kter¢ CYP

katalyzuji>?’.
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Funkce CYP je zavisla na koenzymu NADPH, ktery poskytuje elektrony potfebné
k redukci zeleza v hemu. Tyto elektrony jsou pfendSeny prostfednictvim cytochromu P450
oxidoreduktdzy. Enzymovy mechanismus zahrnuje nékolik kroka: vazbu substratu, redukci
zeleza z Fe** na Fe?*, vazbu molekuly kysliku, vznik reaktivniho peroxo-komplexu a naslednou
oxidaci substratu (Obr. 3). Mezi typické reakce, kter¢ CYP katalyzuji, patfi hydroxylace,

dealkylace, epoxidace a dalsi oxida¢ni procesy>.

XOO0H XOH
0., 2¢, 2H* H,0

R-H R-OH

Obr. 3: Schéma reakce katalyzované cytochromem P450 (CYP): R—H — substrat vstupujici
do reakce. R-OH — hydroxylovany produkt vznikajici oxidaci substratu. XOOH — peroxidovy
meziprodukt, kde X predstavuje vodik (H) nebo organicky zbytek. XOH — vedlejsi produkt
vznikajici redukci meziproduktu XOOH. (modifikovéano podle?®)

3.1.1. Nomenklatura

Nomenklatura CYP reflektuje jejich genetickou pifibuznost. Rodiny enzymi (napt. CYPI,
CYP2) jsou oznaceny ¢islem a sdileji vice nez 40 % sekvencni homologie. Podrodiny, oznacené
pismenem (napt. CYP1A, CYP2D), sdileji vice nez 55 % homologie. Kazda izoforma je poté
identifikovana dalSim ¢islem (napt. CYP1A2, CYP2D6). Po oznaeni izoformy muze jeste
nasledovat oznaceni alelické varianty, nejb€znéjs$i nebo referencni varianta genu je znacena —

vvvvv

které mohou ovlivnit strukturu enzymu, jeho expresi nebo aktivitu. Nékteré varianty mohou
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vést ke zvySené, sniZzené nebo zcela chybéjici enzymové aktivité. Naptiklad enzym CYP3A4,
ktery se podili na metabolismu ptiblizn€ 50 % IéCiv, patii do tfeti rodiny, podrodiny A, a jeho

nazev odrazi &tvrtou pojmenovanou izoformu této skupiny (Obr. 4)>°,

CYP 3 A 4 *1

superrodina rodina podrodina izoforma alela

Obr. 4: Grafické znazornéni nomenklatury cytochromt P450 (CYP) (modifikovano podle®).

3.1.2. Faktory ovliviiujici aktivitu CYP

V klinické praxi mé variabilita aktivity CYP zasadni dopad na terapeutickou ucinnost
a bezpec¢nost 1é¢iv. Pomalej$i metabolismus mutze vést k vys$im koncentracim 1é¢iva v krvi
a zvySenému riziku nezadoucich cinki, zatimco rychlejSi metabolismus muze snizit jeho
farmakologickou tc¢innost. Mezi hlavni faktory ovliviiyjici aktivitu CYP fadime geneticky
polymorfismus, epigenetické vlivy, veék, pohlavi, zdravotni stav, expozici chemickym latkdm
nebo stravu a celkové zivotni styl.

Geneticky polymorfismus v genech CYP vede k variabilité jejich enzymové aktivity
mezi jednotlivci. Napiiklad geneticka varianta CYP2D6*4 genu kodujictho enzym CYP2D6
zpusobuje sniZzenou schopnost metabolizovat 1éCiva, jako je kodein, coz mize ovlivnit jejich
terapeutickou ucinnost a toxicitu. Také epigenetické modifikace, jako je metylace DNA nebo
regulace mikroRNA, mohou meénit expresi geni CYP. Personalizovand medicina, ktera
zohledniuje genetické a epigenetické rozdily mezi pacienty, jiz dnes umoziiuje optimalizaci
davkovani 1éCiv, jako jsou warfarin, antidepresiva nebo opioidy. Pokroky ve farmakogenomice

S vé€kem dochazi k fyziologickym zméndm, které mohou ovlivnit expresi a aktivitu
CYP. Naptiklad bylo popsano, Ze u starSich jedinci mizZe dojit ke sniZeni aktivity nékterych
izoenzym, jako je CYP3A4, coz miZe vést k pomalejSimu metabolismu nékterych 1é¢iv

a zvySenému riziku jejich akumulace v organismu®. Také hormonélni rozdily mezi muzi
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a zenami mohou ovlivnit expresi CYP, jako je napiiklad CYP3A4, jehoz vyssi aktivita u Zen
muize ovlivnit metabolismus a G¢inek nékterych 1&¢iv30,

Dnes je znamo, ze také stievni mikrobiom miize vyznamné ovlivnit biodostupnost,
farmakokinetiku 1 toxicitu IéCiv. Disponuje totiz znaénym metabolickym potencidlem,
a to ve srovnatelném rozsahu jako jaterni enzymy hostitele. Kromé& toho muize mikrobiom
nepfimo ovliviiovat expresi a aktivitu biotransformacnich enzymi, jako jsou CYP,
prostfednictvim svych metaboliti®'33. Specifické stravovaci pfistupy ovliviiuji nejen slozeni
sttevniho mikrobiomu, ale i hladiny metabolitii vznikajici ¢innosti mikrobiomu nebo lidskych
enzymu ze stravy. Mezi tyto latky patii naptiklad flavonoidy, antokyany nebo SCFA, jako je
butyrat. Tyto molekuly mohou ptisobit jako ligandy aktivujici jaderné receptory, které reguluji

expresi enzyma CYP3234,

4. Dietni intervence/terapeutické strategie cilené

na mikrobiom a metabolismus léc¢iv

V poslednich letech roste z4jem o vyuziti dietnich intervenci jako podpiirného nastroje
ve farmakoterapii, a to predevsim u chronickych a komplexnich onemocnéni, kde standardni
farmakoterapie Casto selhava. Divodem je skute¢nost, Ze slozeni stfevniho mikrobiomu a jeho
funkce hraji zdsadni roli v udrzovani homeostazy organismu. U celé fady onemocnéni, véetné
RS, se proto zvazuje vyuziti nutri¢nich strategii zamétenych na ovlivnéni mikrobiomu jako
doplnéni klasické farmakoterapie. Terapeutické diety jsou primarn€ zaméfeny na podporu 1éCby
a zlepSeni celkového zdravotniho stavu pacienta, napiiklad zmirnéni symptomd, sniZzeni zdnétu
¢i podporu regenerace. Nicmén¢ uprava stravy vramci terapeutickych diet miize vést
ke zméndm v energetickém metabolismu 1 dalSich metabolickych drahach, vcetné téch, které
se podileji na metabolismu 1€Civ.

Strava bohatd na vldkninu podporuje rast prospésSnych bakteridlnich rodd, jako jsou
Bifidobacterium a Lactobacillus, které produkuji SCFA, jako je butyrat, propionat a acetat. Tyto
metabolity nejen podporuji integritu stfevni bariéry a vykazuji protizanétlivé ucinky, ale
soucasné mohou ovliviiovat expresi jaternich enzymil zapojenych do metabolismu léciv,
napiiklad CYP?*?3%, Timto zptsobem mohou SCFA nepfimo modifikovat farmakokinetiku
1 farmakodynamiku 1€€iv, a tim ovlivnit jejich U€innost.

Z terapeutického hlediska se v soucasnosti intenzivné zkouma jiz zminéna KD, ktera

diky svému specifickému slozeni vyrazné¢ méni metabolické prostfedi organismu. Uvazuje
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se oni jako o mozném podplrném nastroji 1é€by, zejména u pacientli, u nichz selhavaji
standardni ptistupy. V takovych pfipadech miize pomahat tlumit zanét, stabilizovat energeticky
metabolismus a zmirfiovat neurologické symptomy. Vedle téchto pfimych ucinka ale miize KD
vést také k nezddoucim farmakokinetickym interakcim naptiklad urychlenim metabolismu
1€Civ, a tim sniZzenim jejich plazmatickych hladin. Zaroven mize zvySeny piijem tukd zlepsit
absorpci lipofilnich 1é€iv, coz muze byt klinicky vyznamné naptiklad u statint, antidepresiv
nebo antipsychotik3®. Tyto efekty sice nejsou primarnim cilem diety, ale je tieba je disledng
zohlednit pfi kombinaci dietnich intervenci s farmakoterapii.

Zavadéni dietnich intervenci do klinické praxe by tak mélo probihat obezietné.
Napiiklad u KD byly popsany vedlejsi ulinky vcetné zacpy, nevolnosti, zvraceni,
hypoglykémie a pfechodného zvySeni hladin cholesterolu &i triglyceridti®3’. Pokud by byla
takova dieta rutinn¢ doporuovana pacientlim s autoimunitnimi onemocnénimi, ktefi zaroven
uzivaji imunosupresiva nebo antidepresiva, bez predchoziho vyhodnoceni jejiho dopadu
na metabolismus 1é¢iv, mohlo by dojit k nezddoucim 1ékovym interakcim.

Tyto poznatky ukazuji, Ze dietni intervence cilené na ovlivnéni mikrobiomu ptedstavuji
nadéjny doplnék 1é¢by u chronickych onemocnéni. Jejich pfinos spociva zejména ve zlepSeni
zdravotniho stavu pacienta, nikoli v pfimé modulaci farmakokinetiky. Zaroven vSak ptinaseji
nové otazky: napiiklad jaké slozky mikrobiomu jsou zdsadni pro odezvu na 1é¢bu, ¢i nakolik
jsou zmény zprostiedkované mikrobiomem stabilni v ¢ase. Navzdory rychlému rozvoji tohoto
vyzkumu zlstavé klinické vyuziti téchto strategii omezené. Chybi rozsahlé, dlouhodobé
interven¢ni studie, které by presné popsaly, jak rizné typy dietnich zasaht ovliviuji vysledky
farmakoterapie. Pfed jejich zafazenim do standardnich lécebnych protokol je proto nezbytné

dikladn¢ zkoumat, zda a jak méni metabolismus 1éCiv.

5. Experimentalni model roztrousené sklerozy

u mysi

Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (EAE) je Siroce vyuzivany zvifeci model pro
studium RS. Toto zanétlivé demyelinizacni onemocnéni CNS je indukovano u laboratornich
zvitat, nejcastéji hlodavcl, a slouzi k pochopeni patofyziologie RS a testovani novych
terapeutickych piistup’®.

EAE lze indukovat n€kolika zpusoby, pficemz nejbéznéjsSimi metodami jsou aktivni

imunizace, kdy jsou zvifata imunizovdna myelinovymi antigeny, jako je myelinovy
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oligodendrocytarni glykoprotein, proteolipidovy protein nebo myelinovy zakladni protein. Tato
imunizace vede k aktivaci autoreaktivnich T-bunék, které napadaji CNS a zplsobuji
demyelinizaci. Pasivni transfer spo¢ivd v pfenosu aktivovanych autoreaktivnich T-bunék,
izolovanych z darcovskych zvitat s EAE, do zdravych pfijemci. Tento pfistup umoziuje
studium specifickych aspektt imunitni odpovédi bez potieby imunizace antigenem?°.

Model EAE poskytuje cenné informace o mechanismech autoimunitnich onemocnéni
CNS, vcetné role T-buné€k, prozanétlivych cytokinti a dalSich imunitnich faktorti. Diky své

prediktivni hodnot¢ je EAE vyuzivan k testovani novych terapeutickych strategii pro RS, jako

jsou imunomodulaéni latky, biologicka 1é¢iva a terapeutické diety*C.
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Experimentalni ¢ast

6. Material

6.1. Chemikalie

Tris Buffered Saline with Tween 20 (TBS/T) — Biorad (CR)

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) — Fluka (Svycarsko)

Bun&¢na linie HepG2-Lucia™ AhR; QUANTI-Luc™ 4 Reagent; FICZ; CH-223191 —
Invivogen (USA)

2-propanol; dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH2POu); ethanol; hydroxid draselny (KOH);
hydroxid sodny (NaOH); chlorid sodny (NaCl); kyselina fosfore¢na (H3POa4); kyselina octova
(CH3COOH); siran hote¢naty (MgSO4) — Lach-Ner (CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs); uhli¢itan sodny (Na2COs3); dithioni¢itan sodny
(Na2S204) — Lachema (CR)

Dusik, oxid uhelnaty (CO) — Linde Technoplyn (CR)

Dichlormethan; methanol — Merck (CR)

SOD Assay Kit-WST — Probior (Némecko)

Tablety s inhibitory proteas (EDTA free Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets) — Roche
(CR)

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) — Roth (Némecko)

Primarni a sekundarni protilatky pro CYP1A2; CYP2A6; CYP2B1/2; CYP2C39; CYP2D6;
CYP3A4; Calnexin; chemiluminiscen¢ni kit (Western Blotting Luminol Reagent) — Santa
Cruz Biotechnology (USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA) — Serva (Némecko)

Fenacetin; kumarin; warfarin; bufuralol; diazepam; diklofenak; etoxyresorufin (ETRR);
chlorzoxazon; pentoxyresorufin; dimethylsulfoxid (DMSO); dodecylsulfat sodny (SDS);
glycerol; isocitrat; isocitratdehydrogenasa (IDH); kyselina DL-isocitronova (ISO); komeréni
testovaci souprava pro stanoveni celkovych proteini pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA);

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA); kyselina chlorista (HCIO4);
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nikotinaminadenindinukleotidfosfat (NADP®); sacharosa; butyrat; propionat; laktat — Sigma
Aldrich (CR)

chlorid draselny (KCl); chlorid vapenaty (CaClz); hydrogenfosfore¢nan sodny (Na2HPO4) —
Sigma Aldrich (USA)

Standard proteinu pro elektroforézu — Thermo Fisher Scientific (CR)

Acetonitril (ACN) — VWR International (CR)

6.2. Pristrojové vybaveni

Analytické vahy 4503 MP 6E — Santorius (Némecko)

Analytické vahy AX 105 Delta-Range — Mettler-Toledo (Svycarsko)
Analytické vahy GR-202 — Schoeller Instruments (CR)

Automatické pipety — Eppendorf (Némecko)

Centrifuga BR41 — Jouan (Francie)

Centrifuga Eppendorf mini spin — Eppendorf (Némecko)

Centrifuga Labofuge 400 — Heraeus (Némecko)

Echo Liquid Handler — Labcyte (Irsko)

Homogenizator podle Pottera a Elvehjema (P-E homogenizator) s teflonovym pistem — VWR
International (CR)

Chemiluminiscencni western blot skener G:Box chemi XX6 — Syngene (USA)
Chlazen4 centrifuga LISA — AFI Group (Francie)

Chlazena centrifuga Mikro 22R — Hettig Zentrifugen (Némecko)

Chlazena centrifuga Rotina 38R — Hettig Zentrifugen (Némecko)

Chlazena centrifuga Z 323 K — Hermle LaborTechnik GmbH (Némecko)
LightCycler 1536 Instrument — Roche (Svycarsko)

Magneticka micha¢ka s ohfevem IKA RH digital — Merci (CR)
NanoPhotometr® N60 — Implen (Némecko)

pH metr HI 2211 — Hanna instruments (CR)

pH metr XS Instruments pH 50 — Carpi (Italy)

Ponorny homogenizator Ultra-Turrax T 25 basic — IKA-Werke (Némecko)
RNeasy Mini Kit— Qiagen (Némecko)

Spektrofotometr UV-2401PC — Shimadzu (Japonsko)

Spektrofotometr UV-VIS TECAN Infinite M200 — Schoeller Instruments (CR)
Spektrofotometr Varian Cary UV VIS 4000 — Varian (Australie)
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Systém HPLC s UV a fluorescenc¢ni detekcei, Shimadzu LC-10A Prominence, software CLASS-
VP — Shimadzu (Japonsko)

Systém HPLC s UV a fluorescen¢ni detekei, Shimadzu LC-20A Prominence, software LC-
Solution — Shimadzu (Japonsko)

TaqMan Gene Expression Assays — Thermo Fisher Scientific (CR)

Termomixér Comfort — Eppendorf (Némecko)

Trans-Blot® TurboTM Transfer Systém — Biorad (CR)

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit — Roche (Svycarsko)

Ttepaci inkubator BIOSAN ES 20 — Merci (CR)

Ttepaci vodni lazenn — Grant Instruments (UK)

Ultracentrifuga Optima XPN-90— Beckman (USA)

Ultracentrifuga¢ni zkumavky — Beckman (USA)

Ultrazvukova Cistici jednotka Elmasonic S 10 (H) — Elma-Ultrasonic, (Némecko)
Ultrazvukova lazen UCC4 — Notus-Powersonic (Slovensko)

Vortex V-1plus — Biosan (LotySsko)

Zafizeni pro pfipravu ultradisté vody Watrex Ultrapur — Watrex (CR)

7. Metody

7.1. NavrZeni experimentu

Pro sledovani vlivu terapeutickych diet na jaterni cytochromy P450 (CYP) byl pouZzit mysi
model experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE) vzhledem k jeho klinické
a patologické podobnosti s roztrousenou sklerézou (RS). C57BL/6 mysi ve véku 8 tydnt byly
rozdeleny do tfi skupin podle typu podavané diety: kontrolni dieta (CTRL, n = 10), dieta
s vysokym obsahem vlakniny (HFiD, n = 7) a ketogenni dieta (KETO, n = 10). Mysi byly
krmeny pfislusnou dietou ad libitum po dobu 14 dni pted aktivni indukci EAE. Podrobné
slozeni pouzitych diet je uvedeno na internetovych strankdch firmy Altromin

(https://altromin.com/products/specialdiets/controlldiets).

U vSech mysi ve vSech skupinach byla EAE vyvoldna dvéma subkutdnnimi injekcemi
aplikovanymi na ob¢ slabiny. Kazda injekce obsahovala 50 pg peptidu myelinového
oligodendrocytarniho glykoproteinu (MOGss—ss) (ProSpec-Tany Techno Gene, Ness-Ziona,
Izrael), smichaného s 50 pl kompletniho Freundova adjuvans doplnéného o 5 mg/mL teplem

inaktivovaného Mycobacterium tuberculosis kmen H37Ra (Sigma-Aldrich). Po 1-2 h mysi
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rovnéZ obdrzely dvé intraperitonedlni davky pertusového toxinu (300 ng; List Biological
Laboratories, Inc., Campbell, CA, USA) v den imunizace a 24 hodin poté*'. Mysi zistaly
na piisluSnych dietnich rezimech i béhem nasledujicich tii tydnt, kdy se rozvijely ptiznaky
EAE, takze celkova doba dietni intervence Cinila pét tydnl. Grafické znazornéni rozde€leni

do jednotlivych skupin je uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1: Rozd¢€leni mysi do experimentalnich skupin pro studium vlivu diety na aktivitu

a expresi vybranych CYP.
Skupina Dieta Oznaceni | Katalogové Pocet mySi
¢islo Altromin ve skupiné
1. Kontrolni CTRL C1000 10
2. S vysokym obsahem HFiD C1014 7
vlakniny
3 Ketogenni KETO C1084 10

Experimenty na zvifatech byly provadény na Mikrobiologickém ustavu AV CR, v. v. i.
v souladu s etickymi standardy stanovenymi legislativou EU pro pouZivani pokusnych zvirat
(2010/63/EU) a zakonem Ceské republiky na ochranu zvifat proti tyrani. Protokol byl schvalen
komisi pro etiku prace se zvitaty Mikrobiologického tistavu AV CR, v. v. i. (schvalovaci &isla:
29/2020 a 1/2021). Studie byla realizovana v souladu s platnou legislativou a institucionalnimi
pozadavky.

V ramci spoleéného projektu (GACR, 23-05645S) kolegové z Mikrobiologického
tistavu AV CR sledovali vliv terapeutickych diet na klinické skére EAE a na mukézni
a systétmovou imunitni odpovéd’ experimentdlnich zvifat. Tato data vSak nejsou predmétem

predkladané diplomové prace.

7.2.  Priprava jaterni mikrosomalni frakce

CYP se v bunice nachazeji prevazné v mikrosomalni frakci, kde dosahuji nejvyssi
koncentrace. Proto je tato frakce bézné€ vyuZivana pro jejich studium. Mikrosomy piedstavuji

membranové vacky vzniklé z endoplazmatického retikula po mechanickém rozruSeni bunck
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anasledné diferencialni centrifugaci jaterni tkan&*?. Mikrosomalni frakce byla pfipravena
na ledu a v chladicim boxu, pficemz vSechny néstroje byly pfedem vychlazeny. Jatra byla
zvazena, vloZena do kéadinky a zalita homogeniza¢nim pufrem (HP). Pomoci niizek byla jatra
nastiihana a dvakrat promyta HP, ktery byl slit pfes gazu. Promyta jatra byla ptelita do mensich
centrifugacnich zkumavek, byl ptfidan HP v mnozstvi odpovidajicim trojndsobku vahy jater,
a sm¢s byla homogenizovéana ponornym homogenizatorem. Zhomogenizovana tkan byla pielita
do vétsi zkumavky a centrifugovana 10 minut pii 5290 x g a 4 °C, nasledné€ byl supernatant slit
do nové zkumavky a znovu centrifugovan 25 minut pii 15151 x g a 4 °C. Ziskany supernatant
byl pftelit do ultracentrifuga¢ni (UC) zkumavky, doplnén HP a uzavien tak, aby se uvnitt
nevytvorila vzduchova bublina. Centrifugace probihala po dobu 60 minut pii 125000 x ga 4 °C,
¢imz vznikla mikrosomalni frakce jako sediment. Supernatant byl slit a sediment ptfemistén do
promyvacitho pufru (PP), zhomogenizovdn s pouzitim Potter-Elvehjemova (P-E)
homogenizatoru, pielit do ¢isté UC zkumavky, doplnén PP a centrifugovan 60 minut pti 125
000 x g, a 4 °C. Po odliti supernatantu byl sediment (pieciSténa mikrosomalni frakce)
zhomogenizovan opét pomoci P-E homogenizitoru s rehomogeniza¢nim pufrem v mnozstvi
0,2nasobku vahy jater. Mikrosomy byly rozpipetovany do 1,5 ml zkumavek a uloZeny pfi
—80 °C.

Pouzité pufry:

Homogeniza¢ni pufr: 250 mmol-1-'sacharosa; 1,3 mmol-1"! EDTA; pH 7,4; tésné pred

pouzitim pridavek 0,2 mol-1"! PMSF rozpusténého v isopropanolu.

Promyvaci pufr: 50 mmol-1"! TRIS; 150 mmol-1"! KCI; pH 7.4; t&sné pied pouzitim piidavek

0,2 mol-I'! PMSF rozpusténého v isopropanolu.

Rehomogeniza¢ni pufr: 20 mmol-I'! KH2PO4; 0,2 mmol-I'' EDTA; 20% glycerol; pH 7,4.

7.3.  Stanoveni koncentrace CYP v jaterni mikrosomalni frakei

Koncentrace CYP v jaterni mikrosomalni frakci byla stanovena spektrofotometricky za vyuziti
diferen¢ni spektroskopie podle protokolu®?.

Pro stanoveni koncentrace CYP bylo tfeba natedit mikrosomalni frakci 20x fosfatovym
pufrem (100 mmol-I"! KH2POu; pH 7,4) a zredukovat smés piidanim 2 — 5 mg dithioni¢itanu
sodného (Na2S204). Takto pfipravend smes byla promichdna na vortexu a rozdélena do dvou
spektrofotometrickych kyvet. Poté, co byla zméfena zakladni linie v rozmezi 500 az 400 nm,
byla jedna kyveta probubldna oxidem uhelnatym (CO) po dobu 60 sekund a méteni bylo

zopakovano.
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7.4. Stanoveni koncentrace proteinii v jaterni mikrosomalni frakci

Ke stanoveni koncentrace proteinli byla vyuzita metoda s kyselinou bicinchoninovou (BCA).
K meéteni byl pouzit komeréni kit (Pierce Rockford, USA), kdy byl roztok A a B netfedén 50:1
(roztok A = BCA a vinan sodny v alkalickém roztoku uhli¢itanu a hydrogenuhli¢itanu sodného;
roztok B = 4% roztok pentahydratu siranu méd’natého), jako standard byl pouzit hovézi sérovy
albumin (BSA). V piitomnosti proteinu doslo kredukci Cu?* kationtu obsazeného
v pentahydratu siranu méd'natého na Cu!* kation, ktery nasledné reagoval s BCA za vzniku
fialového komplexu, ktery absorbuje pti 562 nm.

Vzorky jaterni mikrosomalni frakce byly nafedény fosfatovym pufrem, ke kazdému
vzorku byla piidana smeés roztoku A a B a vzorky byly inkubovany pii 37°C po dobu 25 min.
Nasledné byla zmétena absorbance pfi 562 nm a ke stanoveni koncentrace proteinti byla vyuzita
kalibra¢ni kiivka.

U kazdého vzorku byl vypocitan specificky obsah, ktery vyjadiuje pomér koncentrace
CYP a koncentrace proteinti. Uréeni specifického obsahu CYP v jednotlivych experimentalnich

skupinach mysi je zndzornéno graficky na Obr. 6 v sekci 8. Vysledky.

7.5. Stanoveni enzymovych aktivit vybranych CYP

Enzymové aktivity jednotlivych CYP byly méfeny v jaterni mikrosomalni frakci mysi,
za pouziti specifickych substratli. Koncentrace vzniklych produkti byla stanovena pomoci
HPLC s UV nebo fluorescen¢ni detekci. Aktivita jednotlivych forem CYP byla stanovena podle
zavedenych protokolt**,

V nésledujicich tabulkach (Tab. 2—-10) jsou uvedeny studované formy CYP, jejich
specifické substraty, vznikajici metabolity, schéma piipravy reakéni smési, slozeni mobilni faze

a podminky stanoveni jejich aktivity pomoci HPLC.
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Tab. 2: Schéma reakénich podminek pro stanoveni aktivity enzymu CYP1A v jaterni
mikrosomalni frakci pomoci substratu etoxyresorufinu.

CYPIA
Substrat Etoxyresorufin (ETRR)
Metabolit Resorufin
Reakce O-deetylace 7-etoxyresorufinu
Koncentrace CYP 35 pmol
Koncentrace substratu 10 umol-I'!

NADPH generujici systém 8,3 mmol'l"' NADP; 83,1 mmol-I'" ISO; 100 mmol-I'!
MgSO4; IDH (10 units'mg'proteinu)
Pufr 100 mmol-1"! K/POs; pH = 7,4

Celkovy objem reakéni smési

100 pl

Inkubace

15 min; 37°C; 350 rpm

Zastaveni reakce

200 pl vychlazené¢ho 100% MeOH

Po zastaveni reakce se vzorky centrifuguji 10 minut pii 23 228 x g a 4°C.

Mobilni faze

25 mmol-I'! NaH2PO4; pH =7 : 100% MeOH (58:42)

Stacionarni faze

CI18

Kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um)
Eluce Isokraticka

Prutok mobilni faze 0,8 ml'min’!

Nastiik vzorku 50 ul

Teplota kolony 25°C

Cas méfeni 10 min

Detekce

Fluorescencni, excitace pti 535 nm, emise pii 585 nm
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Tab. 3: Schéma reak¢nich podminek pro stanoveni aktivity enzymu CYP1A v jaterni
mikrosomalni frakci pomoci substratu fenacetinu.

CYPIA
Substrat Fenacetin
Metabolit Paracetamol
Reakce O-deetylace
Koncentrace CYP 75 pmol
Koncentrace substratu 1,67 mmol-I'!

NADPH generujici systém 8,3 mmoll"' NADP; 83,1 mmol-I"! ISO; 100 mmol-1"!
MgSO4; IDH (10 units'mg'proteinu)
Pufr 100 mmol-1"! K/PO4; pH = 7,4

Celkovy objem reak¢ni smési

200 pl

Po smichani mikrosomalni frakce a substratu preinkubace — 5 min; 37°C; 350 rpm, néasledné

pfidani NADPH generujiciho systému a inkubace — 20 min; 37°C; 350 rpm.

Zastaveni reakce

10 ul vychlazené 70% HCIO4

Po zastaveni reakce se vzorky centrifuguji 10 minut pti 23 228 x g a 4°C.

Mobilni faze

MFA: MeOH; pH 2,9 (H3POs4) : H20 (20:80)
MFB: 100% MeOH

Stacionarni faze

CI18

Kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um)
Eluce Gradientova

Priitok mobilni faze 1 ml'min-!

Nastrik vzorku 50 pl

Teplota kolony 40°C

Cas méfeni 22 min

Detekce

PDA, maximum pfi 258 nm
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Tab. 4: Schéma reakénich podminek pro stanoveni aktivity enzymu CYP2A v jaterni
mikrosomalni frakci pomoci substratu kumarinu.

CYP2A
Substrat Kumarin
Metabolit 7-hydroxykumarin
Reakce 7-hydroxylace
Koncentrace CYP 35 pmol
Koncentrace substratu 25 umol-I'!

NADPH generujici systém 8,3 mmol-l"' NADP; 83,3 mmol-I'" ISO; 100 mmol-I'!
MgSO4; IDH (10 units'mg'proteinu)
Pufr 100 mmol-1"! K/POs; pH = 7,4

Celkovy objem reakéni smési

100 pl

Inkubace

30 min; 37°C; 350 rpm

Zastaveni reakce

200 pl vychlazené¢ho 100% MeOH

Po zastaveni reakce se vzorky centrifuguji 10 minut pii 23 228 x g a 4°C.

Mobilni faze 0,5% CH3COOH : 100% ACN (60:40)
Stacionarni faze C18

Kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um)
Eluce Isokraticka

Priitok mobilni faze 1 ml'min’!

Nastiik vzorku 10 pl

Teplota kolony 40°C

Cas méfeni 7 min

Detekce

Fluorescencni, excitace pti 338 nm, emise pii 458 nm
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Tab. 5: Schéma reakénich podminek pro stanoveni aktivity enzymu CYP2B v jaterni
mikrosomalni frakci pomoci substratu pentoxyresorufinu.

CYP2B
Substrat Pentoxyresorufin
Metabolit Resorufin
Reakce O-dealkylace
Koncentrace CYP 35 pmol
Koncentrace substratu 10 umol-I'!

NADPH generujici systém 8,3 mmol-'l"' NADP; 83,1 mmol-I'" ISO; 100 mmol-I'!
MgSO4; IDH (10 units'mg'proteinu)
Pufr 100 mmol-1"! K/POs; pH = 7,4

Celkovy objem reakéni smési

100 pl

Inkubace

15 min; 37°C; 350 rpm

Zastaveni reakce

200 pl vychlazené¢ho 100% MeOH

Po zastaveni reakce se vzorky centrifuguji 10 minut pii 23 228 x g a 4°C.

Mobilni faze

25 mmol-I'! NaH2PO4; pH =7 : 100% MeOH (58:42)

Stacionarni faze

CI18

Kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um)
Eluce Isokraticka

Prutok mobilni faze 0,8 ml'min’!

Nastiik vzorku 50 ul

Teplota kolony 25°C

Cas méfeni 10 min

Detekce

Fluorescencni, excitace pti 535 nm, emise pii 585 nm
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Tab. 6: Schéma reakénich podminek pro stanoveni aktivity enzymu CYP2C v jaterni
mikrosomalni frakci pomoci substratu diklofenaku.

CYP2C
Substrat Diklofenak
Metabolit 4’-hydroxydiklofenak
Reakce 4-hydroxylace
Koncentrace CYP 35 pmol
Koncentrace substratu 400 umol-1!

NADPH generujici systém 5,0 mmol-l' NADP; 50,0 mmol-l"' ISO; 50 mmol-l"!
MgSO4; IDH (10 units'mg'proteinu)
Pufr 100 mmol-1"! K/POs; pH = 7,4

Celkovy objem reak¢ni smési

200 pl

Po smichani mikrosomalni frakce a NADPH generujiciho systému preinkubace — 5 min;

37°C; 350 rpm, nasledné ptidani substratu a inkubace — 25 min; 37°C; 350 rpm.

Zastaveni reakce

50 ul vychlazeného ACN : CH3COOH (94:6)

Po zastaveni reakce se vzorky centrifuguji 10 minut pii 23 228 x g a 4°C.

Mobilni faze

MFA: 100% ACN : 2 mmol-1I"! HC1O4 (30:70)
MFB: 100% MeOH

Stacionarni faze

CI18

Kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um)
Eluce Gradientova

Pritok mobilni faze 1 ml'min-!

Nastiik vzorku 50 pl

Teplota kolony 40°C

Cas méfeni 30 min

Detekce

UV (250 — 300 nm)
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Tab. 7: Schéma reak¢nich podminek pro stanoveni aktivity enzymu CYP2C v jaterni
mikrosomalni frakci pomoci substratu warfarinu.

CYP2C
Substrat Warfarin
Metabolit 7-hydroxywarfarin
Reakce 7-hydroxylace
Koncentrace CYP 250 pmol
Koncentrace substratu 2 mmol-I'!

NADPH generujici systém 10,3 mmol-I"! NADP; 93,7 mmol:I'' ISO; 50 mmol-l"!
MgSO4; IDH (9 units-mg'proteinu)
Pufr 100 mmol-1"! K/PO4; pH = 7,4

Celkovy objem reak¢ni smési

220 pl

Po smichani mikrosomalni frakce a NADPH generujiciho systému preinkubace — 30 min;

37°C; 350 rpm, nasledné pfidani substratu a inkubace — 20 min; 37 °C; 350 rpm.

Zastaveni reakce

5 ul vychlazené 70% HClO4

Po zastaveni reakce se vzorky centrifuguji 10 minut pti 23 228 x g a 4°C.

Mobilni faze

15 mmol-1" KH2PO4 : 100% MeOH : 100% ACN (52:32:16)

Stacionarni faze

C18

Kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um)
Eluce Isokraticka

Priitok mobilni faze 1 ml'min-!

Nasttik vzorku 50 ul

Teplota kolony 40°C

Cas méfeni 38 min

Detekce

PDA, detekce pti 306 nm; fluorescencni, excitace pii 320

nm, emise pfi 415 nm
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Tab. 8: Schéma reakénich podminek pro stanoveni aktivity enzymu CYP2D v jaterni
mikrosomalni frakci pomoci substratu bufuralolu.

CYP2D
Substrat Bufuralol
Metabolit 1’-hydroxybufuralol
Reakce 1’-hydroxylace
Koncentrace CYP 63,7 pmol
Koncentrace substratu 1 mmol-I'!

NADPH generujici systém 5,0 mmol-l"' NADP; 50,5 mmoll! ISO; 50 mmol-l"!
MgSO4; IDH (10 units'mg'proteinu)
Pufr 100 mmol-1"! K/PO4; pH = 7,4

Celkovy objem reak¢ni smési

200 pl

Po smichani mikrosomalni frakce a substratu preinkubace — 5 min; 37°C; 350 rpm, néasledné

pfidani NADPH generujiciho systému a inkubace — 20 min; 37 °C; 350 rpm.

Zastaveni reakce

20 ul vychlazené 70% HClO4

Po zastaveni reakce se vzorky centrifuguji 10 minut pti 23 228 x g a 4°C.

Mobilni faze

MFA = 100% ACN : 2 mmol-1"! HC1O4 (30:70)
MFB = 100% ACN

Stacionarni faze

CI18

Kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um)
Eluce Gradientova

Pratok mobilni faze 1,5 ml'min’!

Nastrik vzorku 5ul

Teplota kolony 45°C

Cas méfeni 15 min

Detekce

Fluorescencni, excitace pii 252 nm, emise pii 302 nm
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Tab. 9: Schéma reakcnich podminek pro stanoveni aktivity enzymu CYP2E v jaterni
mikrosomalni frakci pomoci substratu chlorzoxazonu.

CYP2E
Substrat Chlorzoxazon
Metabolit 6-hydroxychlorzoxazon
Reakce 6-hydroxylace
Koncentrace CYP 160 pmol
Koncentrace substratu 2,5 mmol-I"!

NADPH generujici systém 5,0 mmol-l"' NADP; 47,4 mmoll! ISO; 50 mmoll"!
MgSO4; IDH (10 units'mg'proteinu)
Pufr 100 mmol-I"! K/PO4; pH = 7,4

Celkovy objem reak¢ni smési

1000 pl

Po smichani mikrosomalni frakce a NADPH generujiciho systému preinkubace — 30 min;

37°C; 350 rpm, nasledné pfidani substratu a inkubace — 20 min; 37 °C; 350 rpm.

Zastaveni reakce

50 pl 42,5% H3PO4

Vzorky byly extrahovany do 2 ml smési isopropanolu a chloroformu v poméru 18:85. Po

pfidani extrakéni smési byly vzorky homogenizovany vifivou extrakei po dobu 20 sekund na

vortexu. Nasledné byly centrifugovany pii 717 x g po dobu 10 minut za ucelem oddéleni

fazi. Ziskana spodni organicka faze byla peclivé odpipetovéana, vysusena proudem dusiku

a suchy zbytek byl rozpustén v 200 pl mobilni faze. Z rozpusténého extraktu bylo nasledné

odpipetovano 150 ul do vialek pro dalsi analytické zpracovani.

Mobilni faze 0,5% CH3COOH : ACN (3:1)
Stacionarni faze C18

Kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um)
Eluce Isokraticka

Pritok mobilni faze 1 ml'min-!

Nastiik vzorku 50 pl

Teplota kolony 40°C

Cas méfeni 22 min

Detekce UV pii 287 nm
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Tab. 10: Schéma reakénich podminek pro stanoveni aktivity enzymu CYP3A v jaterni
mikrosomalni frakci pomoci substratu diazepamu.

CYP3A
Substrat Diazepam
Metabolit Temazepam
Reakce N-demetylace
Koncentrace CYP 70 pmol
Koncentrace substratu 400 umol-1!

NADPH generujici systém 5,0 mmol-l"' NADP; 50,5 mmoll! ISO; 50 mmoll!
MgSO4; IDH (9 units'mg'proteinu)
Pufr 100 mmol-1"! K/POs; pH = 7,4

Celkovy objem reakéni smési

200 pl

Po smichani mikrosomalni frakce a NADPH generujiciho systému preinkubace — 5 min;

37°C; 350 rpm, nasledné ptidani substratu a inkubace — 20 min; 37 °C; 350 rpm.

Zastaveni reakce

100 pl vychlazeného 100% ACN

Po zastaveni reakce se vzorky centrifuguji 10 minut pii 23 228 x g a 4°C.

Mobilni faze

50 mmolI"' KH2POs; pH = 2,4 : 100% ACN (55:45)

Stacionarni faze

C18

Kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 um)
Eluce Isokraticka

Pritok mobilni faze 1 ml'min-!

Nastiik vzorku 50 pl

Teplota kolony 30°C

Cas méfeni 14 min

Detekce

PDA (200 — 250 nm), maximum pfi 229 nm

7.6.

Stanoveni exprese proteinu vybranych CYP

Pro detekci a ¢astecnou kvantifikaci proteinii vybranych CYP v mikrosomadlni frakci byla
pouzita metoda Western blot. Proteiny byly nejdiive separovany pomoci elektroforézy. Vzorky
byly zpracovény tak, aby v kazdé jamce bylo 20 pg proteinu, s celkovym objemem 60 pl.

Ke vzorkim bylo pfiddno vizualiza¢ni barvivo a smés byla inkubovana pii 95°C po dobu
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5 minut pro denaturaci. Vzorky byly nésledné naneseny na 12% polyakrylamidovy gel
obsahujici dodecylsulfat sodny (SDS-PAGE) a elektroforéza probihala pti konstantnim proudu
30 mA po dobu 10 minut, nasledné 40 mA po dobu 65 minut. Po separaci byly proteiny z gelu
pfeneseny na PVDF membranu pomoci semi-dry blotting systému (Trans-Blot® TurboTM
Transfer Systém) pii 25 V po dobu 30 minut. Po pfenosu byla membrana proplachnuta v TBS/T
pufru a pro blokovani nespecifickych vazeb byla umisténa do roztoku 5% mléka v TBS/T na 1
hodinu. Po blokovani byla membrana opét promyta v TBS/T a inkubovana s primarni
protilatkou pro ortologni lidské formy CYP: CYP1A2; CYP2A6; CYP2B1/2; CYP2C39;
CYP2D6 a CYP3A4 pies noc pii 4°C. Po promyti membrany byla aplikovana sekundarni
protilatka konjugovana s kifenovou peroxidazou a inkubovana pii pokojové teploté. Detekce
proteinu byla provedena pomoci chemiluminiscen¢niho reagentu (Santa Cruz, CA, USA)
a signaly byly snimany pomoci pfistroje G:BOX Chemi XX6. Intenzita proteinovych bandi

byla kvantifikovana v programu ImageJ.

7.7.  Stanoveni exprese mRNA kodujicich vybrané CYP

Pro stanoveni mnozstvi exprimované mRNA kédujici prislusné formy CYP byla nejdiive
izolovéana celkova RNA z jaterni tkan€ pomoci RNeasy Mini Kitu. Postup izolace byl proveden
podle protokolu od vyrobce. Po izolaci byla spektrofotometricky stanovena koncentrace
a Cistota izolované RNA.

Pro syntézu prvniho vlakna cDNA z celkové RNA byl pouzit Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kit. Kvantifikace exprese genli kdédujicich enzymy CYP byla nasledné
provedena metodou real-time PCR s vyuZitim pfistroje LightCycler 1536 Instrument
s vyuzitim specifické eseje TagMan Gene Expression Assays. Vzorky byly napipetovany
do 1536-jamkové desticky pomoci automatického ptistroje Echo Liquid Handler. Vyhodnoceni
vysledkd bylo zalozeno na metodice — Delta-Delta Ct*, pfiCemz data byla vyjadiena jako
relativni zména exprese v experimentalnich skupinach ve srovnani s kontrolni CTRL skupinou.

Jako referen¢ni (vnitini) kontroly exprese byly zvoleny geny HPRT1 a 18S.

7.8.  Studium vlivu SCFA na regulaci genové exprese

Pro hodnoceni vlivu mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA) (butyratu, propionatu

a laktatu) na regulaci exprese genii zapojenych do metabolismu 1éCiv byla vyuzita lidska
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bunécnd linie hepatocelularniho karcinomu HepG2, kterd je b&zn€ pouzZivand ve studiich
jaterniho metabolismu, toxicity a genové exprese.

Varianta HepG2-Lucia™ AhR je geneticky modifikovana tak, aby exprimovala
luciferazovy reportér pod kontrolou aryluhlovodikového receptoru (AhR), coz umoziuje
monitorovani aktivity tohoto receptoru v redlném cCase**. AhR je ligandem aktivovany
transkripéni faktor, ktery hraje klicovou roli v regulaci odpovédi na xenobiotika a endogenni
ligandy. V neaktivnim stavu se AhR nachézi v cytoplazmé v komplexu s chaperonovymi
proteiny. Po navazani ligandu dochazi k disociaci tohoto komplexu, translokaci AhR do jadra
a dimerizaci s aryluhlovodikovym receptorovym jadernym translokatorem (ARNT). Tento
komplex nésledné véze specifické sekvence DNA, zndmé jako xenobiotické responzivni
elementy (XRE), a reguluje expresi cilovych genti, v€etné téch zapojenych do metabolismu

1é¢iv, jako je CYP1A (Obr. 5)47:48,

vazba ligandu A diLn;r[li_zrace
s
na AhR @ ‘

regulace genové exprese

Obr. 5: Schéma znazornujici regulaci genové exprese pomoci aryluhlovodikového receptoru

(AhR) (modifikovano podle)*’.

Buriky byly kultivovany v souladu s doporuenym protokolem vyrobce*® a nasledné
inkubovany po dobu 24 hodin za pfitomnosti testovanych latek. Butyrat byl aplikovan
v koncentracich 1 mM, 3 mM a 5 mM, zatimco laktit a propionat byly testovany
v koncentracich 1 mM, 5 mM a 10 mM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit znamy agonista AhR

receptoru 6-formylindolo[3,2-b]karbazol (FICZ), negativni kontrolu piedstavoval selektivni

46



inhibitor AhR receptoru CH-223191 (2-methyl-N-[4-(2-methylfenyl)fenylazo]-3-o0xo0-2,3-
dihydropyrazol-4-karboxamid). Po inkubaci bylo 20 ul média smichano s 50 pl reakéniho
roztoku QUANTI-Luc™ 4 Reagent v bilé 96jamkové desce a byla zméfena luminiscence. Pro
vyhodnoceni experimentu byly naméfené hodnoty luminiscence vztazeny ke kontrolni skupiné
bunék kultivovanych pouze v ristovém médiu bez pfidanych testovanych latek. Vysledky tak
vyjadiuji relativni zménu transkripéni aktivity AhR receptoru po inkubaci s testovanymi
latkami. Naméfena luminiscence piimo odrazi uroven exprese luciferdzového reportérového
genu, ktery je pod kontrolou AhR-dependentniho promotoru, a tedy ptfedstavuje kvantitativni

ukazatel transkripcni aktivity AhR v buitkdch HepG2-Lucia™ AhR.

7.9. Statisticka analyza

Pro statistické zhodnoceni byl pouZit jednofaktorovy rozptylovy test (one-way ANOVA)
nasledovany vicendsobnymi porovnanimi pomoci Dunnettova, Siddkova nebo Tukeyho post-
hoc testu. Analyza byla provedena v softwaru GraphPad Prism, verze 10.4.2 (GraphPad
Software, San Diego, Kalifornie, USA). Rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné pfi
hodnoté p < 0,05. Data jsou vyjadiena jako pramér + SD.

Vzhledem k nizké hmotnosti mySich jater bylo nutné vzorky jednotlivych zvitfat spojit
v ramci skupin, a proto nebylo mozné provést statistickou analyzu enzymovych aktivit

a exprese proteinu.
8. Vysledky

8.1. Charakterizace mikrosomalni frakce

Jako prvni byla provedena charakterizace jaterni mikrosomdlni frakce u vSech skupin mysi
prostiednictvim stanoveni specifického obsahu CYP, jenz je definovan jako pomér koncentrace
CYP k celkové koncentraci proteini v mikrosomalni frakci.

Na zaklad¢ ziskanych dat (Obr. 6), Ize pozorovat, Ze u skupiny HFiD doslo ke snizeni
specifického obsahu ve srovnani s CTRL skupinou. Naopak u skupiny KETO byl zaznamenan
mirny narast specifického obsahu oproti CTRL skuping. Tyto rozdily naznacuji, ze dietni
rezimy mohou ovlivnit hladiny enzyml v mikrosomalni frakci, a zdivodiuji dal$i analyzu

aktivity a exprese jednotlivych forem CYP.
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Obr. 6: Grafické vyjadieni hodnot specifického obsahu CYP v jaterni mikrosomalni frakci
napftic jednotlivymi skupinami mysi. CTRL — skupina mysi krmena kontrolni dietou;
HFiD — skupina my$i krmena dietou s vysokym obsahem vldkniny; KETO — skupina mysi

krmena ketogenni dietou.

8.2. Stanoveni enzymovych aktivit CYP

Aktivita vybranych CYP byla stanovena v mikrosomalnich frakcich pfipravenych z jaterniho
homogenatu experimentéalnich zvifat. Naméfené hodnoty byly zpracovany do ptehlednych
grafi uvedenych na Obr. 7-13. Veskeré vysledky jsou vyjadieny relativné vici ptislusné
kontrolni skupiné (CTRL), jejiZ aktivita je stanovena jako 100 %. Cilem tohoto experimentu
bylo zjistit, jak dietni rezimy ovliviluji enzymatickou aktivitu vybranych forem CYP

u experimentalnich zvitat.
8.2.1. Stanoveni aktivity CYP1A

Ke stanoveni aktivity CYP1A byly vyuzity dva substraty, a to etoxyresorufin (ETRR)
a fenacetin. Pfi stanoveni aktivity pomoci substratu ETRR vykazovala HFiD skupina sniZeni
aktivity CYP1A oproti CTRL skupin€ o 50 %. U KETO skupiny doslo k nepatrnému snizeni
aktivity CYPIA v porovnani s CTRL skupinou (Obr. 7A). Stejny trend zmén byl pozorovan

i u stanoveni aktivity pomoci fenacetinu, ale zmény nebyly vyznamné (Obr. 7B).
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Obr. 7: Enzymaticka aktivity CYP1A u skupin CTRL, HFiD a KETO stanovena pomoci
substratu ETRR (A) a fenacetinu (B). Aktivita CYP1A stanovend pomoci substratu ETRR
byla méfena dvakrat a pomoci substratu fenacetinu tiikrat. Vzorky byly méteny v triplikéatech.
Vysledky jsou vyjadieny jako pramér & SD z triplikat v jednotlivych méfenich.
CTRL — skupina mysi krmena kontrolni dietou; HFiD — skupina mysi krmena dietou
s vysokym obsahem vldkniny; KETO — skupina mysi krmena ketogenni dietou.

8.2.2. Stanoveni aktivity CYP2A a CYP2B

U HFiD skupiny doslo ke zvySeni aktivity CYP2A o 30 % oproti CTRL skuping, zatimco
u KETO skupiny se aktivita CYP2A nezménila (Obr. 8A).

Aktivita CYP2B byla ve skupin¢ HFiD vyznamné sniZzena o 50 % ve srovnani s CTRL
skupinou, stejné tak u KETO skupiny byl pozorovéan pokles aktivity CYP2B oproti CTRL
skuping pfiblizné o 25 % (Obr. 8B).
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Obr. 8: Enzymaticka aktivita CYP2A (A) a CYP2B (B) u skupin CTRL, HFiD a KETO.
Aktivity CYP2A a CYP2B byly stanoveny ve dvou nezavislych opakovanich. Vzorky byly
méteny v triplikatech. Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SD z triplikata v jednotlivych
métenich. CTRL — skupina mysi krmena kontrolni dietou; HFiD — skupina mysi krmena

dietou s vysokym obsahem vldkniny; KETO — skupina mysi krmena ketogenni dietou.

8.2.3. Stanoveni aktivity CYP2C

Aktivita CYP2C byla stanovena pomoci dvou substratli — diklofenaku a warfarinu. Skupina
HFiD vykazovala vyrazné snizeni aktivity CYP2C o 50 % ve srovnani s CTRL skupinou pii
vyuziti substratu diklofenaku (Obr. 9A) a jesté vyraznéjsi sniZeni aktivity o 85 % oproti CTRL
skupiné pfi vyuziti substratu warfarinu (Obr. 9B).

U skupiny KETO doslo ke snizZeni aktivity CYP2C o 50 % proti CTRL skupiné, jak pii
stanoveni aktivity vyuzivaji substrat diklofenak (Obr. 9A), tak u stanoveni aktivity vyuzivajici

substrat warfarin (Obr. 9B).
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Obr. 9: Enzymaticka aktivity CYP2C u skupin CTRL, HFiD a KETO stanovena pomoci
substratu diklofenaku (A) a warfarinu (B). U obou substratu byla aktivity stanovena ve dvou
nezavislych opakov. Vzorky byly méteny v triplikatech. Vysledky jsou vyjadieny jako
pramér = SD z triplikatt v jednotlivych méfenich. CTRL — skupina mysi krmena kontrolni
dietou; HFiD — skupina mysi krmena dietou s vysokym obsahem vlakniny; KETO — skupina

mysi krmena ketogenni dietou.

8.2.4. Stanoveni aktivity CYP2D, CYP2E a CYP3A

V ptipadé aktivity CYP2D nebyla pozorovana zména aktivity oproti CTRL skupin¢ u HFiD
skupiny, ani u KETO skupiny (Obr. 10A).

U enzymu CYP2E doslo v HFiD skupiné k mirnému snizeni aktivity piiblizn€ o 25 %
v porovnani s CTRL skupinou. KETO skupina nevykazovala zmény v aktivit¢ CYP2E oproti
CTRL skupiné (Obr. 10B).

U klicového enzymu CYP3A bylo ve skupin¢ HFiD pozorovéano snizeni enzymové
aktivity proti CTRL skupin¢ o 30 %. Zatimco enzymova aktivita u KETO skupiny
nevykazovala vyznamné zmény oproti CTRL skupiné (Obr. 10C).
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Obr. 10: Enzymaticka aktivita CYP2D (A), CYP2E (B) a CYP3A (C) u skupin CTRL, HFiD
a KETO. Aktivity CYP2D a CYP2E byly stanoveny ve dvou nezavislych opakovanich,
aktivita CYP3A byla stanovena v jednom méfeni. Vzorky byly méteny v triplikatech.
Vysledky jsou vyjadieny jako pramér & SD z triplikat v jednotlivych méfenich.
CTRL - skupina mysi krmena kontrolni dietou; HFiD — skupina mysi krmena dietou s
vysokym obsahem vldkniny; KETO — skupina mys$i krmena ketogenni dietou.

Pozorované rozdily potvrzuji, ze slozeni stravy miize ovlivnit aktivitu jaternich CYP, proto je
nutné pii nasazovani terapeutickych diet (naptiklad v souvislosti s RS) peclivé zvazovat mozné
dopady na farmakoterapii. Nasledujici odstavce se zaméti na to, jak zvolené dietni rezimy
ovliviiuji expresi téchto enzymi na urovni mRNA a proteinu a jakymi molekularnimi

mechanismy je tato regulace fizena.

8.3.  Stanoveni exprese proteinu u vybranych CYP

Vzhledem k pozorovanym zméndm v enzymové aktivité byly provedeny i analyzy proteinové
exprese jednotlivych forem CYP metodou Western blotting, a to pro ovéteni, zda tyto zmény
souviseji s expresi enzyml. Kvantifikace byla provedena na zaklad¢ intenzity signalu
odpovidajiciho jednotlivym formam CYP proteind a vysledky byly vyjadieny relativné vici
kontrolni skupiné (CTRL). Jako kontrolni protein byl zvolen calnexin, jehoZ exprese zlstava

stabilni napfic¢ experimentalnimi podminkami v mikrosomalni frakci.
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V horni ¢asti grafii je zndzornéno vzdy relativni mnoZzstvi jednotlivych CYP proteinti
ve skupinach HFiD a KETO vuc¢i CTRL na zaklad€ kvantifikace intenzity signdlu (Obr. 11 —
13A, C). Pod grafy jsou pfiloZeny reprezentativni zdznamy Western blot analyzy zachycujici

detekci prislusnych proteint (Obr. 11 — 13B, D).
8.3.1. Exprese proteinu CYP1A a CYP2A

U skupiny HFiD byla exprese proteinu CYP1A snizena ve srovnani s CTRL skupinou
(Obr. 11A), coz je v souladu s poklesem aktivity pozorovanym u této formy CYP (Obr. 7).
Stejné tak u KETO skupiny byl pozorovan pokles exprese proteinu CYP1A (Obr. 11A).

V piipadé exprese proteinu CYP2A nedoslo u HFiD ani KETO skupiny k vyraznym

zménam ve srovnani s CTRL skupinou (Obr.11C).
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Obr. 11: Exprese proteinu CYPIA (A, B) a CYP2A (C, D) u skupin CTRL, HFiD a KETO.
Exprese proteinu CYP1A a CYP2B byla stanovena ve dvou méfenich. Vysledky jsou
vyjadieny jako prumér ze dvou hodnot + SD. CTRL — skupina mysi krmena kontrolni dietou;
HFiD — skupina my$i krmena dietou s vysokym obsahem vlakniny; KETO — skupina mysi

krmena ketogenni dietou; calnexin — kontrolni protein.

8.3.2. Exprese proteinu CYP2B a CYP2C

Exprese proteinu CYP2B byla u HFiD skupiny mirné sniZzena oproti CTRL skuping (Obr. 12A),
coz odpovida poklesu aktivity CYP2B u této skupiny (Obr. §B).
Stanoveni exprese proteinu CYP2C nevykazuje Z4dné vyrazné zmény u HFiD ani

KETO skupiny vi¢i CTRL skupin¢ (Obr. 12C). U obou experimentalnich skupin vSak byla
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zaznamenana sniZzena enzymatickd aktivita (Obr. 9), coZ naznacuje regulace CYP2C neprobiha
na urovni proteinové exprese, ale je vysledkem jinych mechanismu jako jsou posttranslaéni

upravy, zména dostupnosti kofaktorti, alosterickd inhibice nebo omezeny transport.
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Obr. 12: Exprese proteinu CYP2B (A, B) a CYP2C (C, D) u skupin CTRL, HFiD a KETO.
Exprese proteinu CYP2B a CYP2C byla stanovena ve dvou métenich. Vysledky jsou
vyjadieny jako primér ze dvou hodnot + SD. CTRL — skupina mysi krmena kontrolni dietou;
HFiD — skupina my$i krmena dietou s vysokym obsahem vlakniny; KETO — skupina mysi

krmena ketogenni dietou, calnexin — kontrolni protein.
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8.3.3. Exprese proteinu CYP3A

V ptipadé exprese proteinu CYP3A bylo u obou skupiny pozorovano velmi vyrazné snizeni
proti CTRL skuping, a to vice nez 70 % (Obr. 13A). Ve skupiné HFiD byla sniZzend exprese
CYP3A v souladu s poklesem jeho enzymatické aktivity (Obr. 10C).
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Obr. 13: Exprese proteinu CYP3A u skupin CTRL, HFiD a KETO. Exprese proteinu CYP3A
byla stanovena ve dvou métenich. Vysledky pro CYP3A jsou vyjadreny jako primér ze dvou
hodnot + SD. CTRL — skupina my$i krmena kontrolni dietou; HFiD — skupina mysi krmena
dietou s vysokym obsahem vladkniny; KETO — skupina mysi krmena ketogenni dietou;

calnexin — kontrolni protein.

8.4. Stanoveni exprese mRNA kodujici vybrané CYP

Terapeutické dietni rezimy mohou vyznamné zasahovat do regula¢nich mechanismi jaterniho
metabolismu, mimo jiné 1 prostiednictvim ovlivnéni exprese enzymi zodpovédnych

za biotransformaci lé¢iv. Vzhledem k tomu, Ze konkrétni molekularni dréhy, jimiz strava tento
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proces ovliviiuje, nejsou dosud plné objasnény, zaméfil se nas experiment na sledovani zmén
exprese gend kodujicich Cyp. Kvantitativni PCR v redlném case byla pouzita k méfeni hladin
mRNA téchto enzymi s cilem odhalit, jak rozdilné dietni ptistupy ovliviiuji jejich expresi a tim
1 potencialni schopnost organismu metabolizovat léciva.

Na Obr. 14 pozorujeme porovnani exprese mRNA geni Cyp mezi CTRL, HFiD
a KETO skupinou. Osa x zobrazuje jednotlivé formy geni Cyp, osa y pak relativni Groven
exprese mRNA viici kontrolni (CTRL) skuping.

U HFiD skupiny byl pozorovéan signifikantni nartst exprese mRNA genu Cyp2a5/4
ve srovnani s CTRL skupinou. Déle byl pozorovan vyrazny pokles exprese mRNA genu
Cyp2b10 oproti CTRL skupiné.

U KETO skupiny byl pozorovan signifikantni nartst exprese mRNA gent Cypla?2
a Cyp3all oproti CTRL skupiné. U ostatnich genli jednotlivych Cyp nebyl pozorovan

vyrazn€j$i nartst nebo pokles vii¢i CTRL skupiné.
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Obr. 14: Stanoveni exprese mRNA gent Cyp u skupin CTRL, HFiD a KETO. Vysledky jsou
vyjadieny jako prumér + SD ze 7-10 mysi. Osa x zobrazuje jednotlivé formy gent Cyp, osay
pak relativni expresi mRNA vtc¢i CTRL skupin€. Statisticky signifikantni rozdily oproti
CTRL skupiné jsou oznaceny hvézdickou (*P < 0,0001). CTRL — skupina mysi krmena
kontrolni dietou; HFiD — skupina mysi krmena dietou s vysokym obsahem vlakniny; KETO —

skupina my$i krmena ketogenni dietou.

8.5. Stanoveni vlivu SCFA na aktivaci AhR

V zavérecné Casti experimentalni prace byl hodnocen vliv SCFA — butyratu, propionatu
a laktatu na aktivaci AhR v bunééné linii HepG2-Lucia AhR. Aktivace byla sledovdna pomoci
luciferazového reportérového testu, pficemz byly porovnavany ucinky jednotlivych SCFA
v riznych koncentracich s kontrolni skupinou (UT). Experimentalni design zahrnoval rovnéz
pozitivni kontrolu (FICZ) a negativni kontrolu (CH-223191), jak bylo popsano v metodice.
Vysledky jsou vyjadreny jako relativni aktivita receptoru AhR.
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8.5.1. Vliv butyratu na aktivaci AhR

Vysledky ukazuji, ze butyrat indukuje aktivaci AhR receptoru v zavislosti na koncentraci. Pti
koncentraci 1 mM nebyla zaznamenéna vyraznéj$i zména oproti kontrolni skuping, nicméné pti
vysSich koncentracich (3 mM a 5 mM) doslo ke signifikantnimu narastu luciferazové aktivity
oproti kontrolni (UT) skupiné, tudiz k aktivaci AhR (Obr 15A). Tyto vysledky napliuji
predpoklad, Ze butyrat ptsobi jako slaby agonista AhR receptoru a jeho ucinek se projevuje
predevsim pfi vysSich koncentracich.

Pouziti inhibitoru CH-223191 v kombinaci s butyratem vedlo k inhibici aktivity AhR
receptoru ve srovnani se samotnym butyratem. Kombinace butyratu (5 mM) s CH-223191
(B5+CH) vykazovala signifikantni pokles aktivity AhR vii¢i samotnému butyratu o koncentraci
5 mM (BS5). Tento vysledek ukazuje, ze aktivace pozorovana u butyratu je alespon Castecné
zprostfedkovana pies AhR receptor, protoze inhibitor tuto aktivaci potlacil (Obr. 15A).

Na grafu (Obr. 15B) pozorujeme signifikantni nartst aktivity AhR viici UT skupiné jak
u samotného FICZ agonisty, tak v kombinaci FICZ s butyrdtem. Pfi kombinaci butyratu
o koncentraci 3 a 5 mM s pozitivni kontrolou FICZ pozorujeme signifikantni nartst aktivity
AhR vG¢i samotnému aktivatoru FICZ. Aktivita AhR receptoru byla v kombinaci butyratu
s FICZ vyssi, nez by odpovidala souctu uc¢inkli obou latek aplikovanych samostatné, toto
zjisténi poukazuje na synergicky efekt. Tento vysledek podporuje hypotézu, Ze butyrat mize
zvySovat u¢innost silnych agonistii AhR, pravdépodobné prostiednictvim zvySeni dostupnosti
receptoru nebo ovlivnénim epigenetickych regula¢nich mechanismu.

Tyto vysledky jsou v souladu s literarnimi udaji, které popisuji butyrat jako slabého

aktivatora AhR s moZznym epigenetickym vlivem na regulaci exprese?.
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Obr. 15: (A) — HepG2-Lucia AhR buiiky inkubovany s butyratem o koncentraci 1; 3 a 5 mM
(B1; B3; B5) a dale v kombinaci s inhibitorem CH-223191 (+CH) po dobu 24 h.

(B) — inkubace bunék HepG2-Lucia AhR s aktivatoter FICZ a dale v kombinaci s butyratem
o koncentraci 1; 3 a 5 mM po dobu 24 h. UT — buiiky inkubovany bez studovanych latek.
Vysledky jsou vyjadieny jako pramér + SD ze 4-6 hodnot. Statisticky signifikantni rozdily
oproti UT skupinég jsou oznaceny hvézdickou (**P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < (0,0001).
Statisticky signifikantni rozdily oproti samotnému butyratu o piislusné koncentraci (A) nebo

oproti samotnému FICZ (B) jsou oznaceny kiizkem (#P < 0,05; # #P < 0,01).

8.5.2. Vliv propionatu na aktivaci AhR

AhR receptoru. Pii koncentraci 5 mM vsak doslo ke signifikantnimu zvyseni aktivity receptoru
ve srovnani s UT skupinou (Obr. 16A). I kdyZ tento ucinek nebyl tak vyrazny jako u butyratu,
naznacuje, ze propionat muze mit potencial k modulaci aktivity AhR, zejména pii vysSich
koncentracich. U propionatu o koncentraci 10 mM byla sice pozorovana vyrazna aktivace
luciferazového reportéru, avsak takto vysokd koncentrace neni fyziologicky relevantni.
Za béznych podminek nedochazi k dosazeni této koncentrace propionatu v jatrech, jelikoz
absorpce SCFA ze stfeva je limitovana.

Pti kombinaci propionatu s inhibitorem CH-223191 (P5+CH) nebyla aktivita AhR
receptoru vyrazné sniZzena ve srovnani se samotnym propionatem (Obr. 16A).

. U kombinace propionatu (5 mM) s FICZ doSlo ke signifikantnimu nartistu oproti
samotnému FICZ (Obr. 16B). Tento vysledek podtrhuje schopnost propionatu vyrazné
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indukovat u¢inek silného agonisty AhR a naznacuje, Ze propionat miiZze hrat dileZitou roli

v modulaci aktivity tohoto receptoru pti soucasné pritomnosti silnéjsiho aktivatoru.
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Obr. 16: (A) — HepG2-Lucia AhR buiiky inkubovény s propionatem o koncentraci 1 a 5 mM
(P1; P5) a dale v kombinaci s inhibitorem CH-223191 (+CH) po dobu 24 h. (B) — inkubace
bun¢k HepG2-Lucia AhR s aktivatoter FICZ a déle v kombinaci s propionatem o koncentraci
1 a5 mM po dobu 24 h. UT — buiiky inkubovany bez studovanych latek. Vysledky jsou
vyjadieny jako priimér = SD ze 4—6 hodnot. Statisticky signifikantni rozdily oproti UT
skuping jsou oznaceny hvézdickou (****P < 0,0001). Statisticky signifikantni rozdily oproti

samotnému FICZ (B) jsou oznaceny kiizkem (# # #P < 0,001).

8.5.3. Vliv laktatu na aktivaci AhR

Samotny laktat v Zadné z testovanych koncentraci (1 mM a 5 mM) nevyvolal aktivaci AhR
receptoru. Aktivita luciferazy ziistavala prakticky na urovni kontrolni skupiny, coz naznacuje,
ze laktat nema schopnost aktivovat AhR ani pfi vysSich koncentracich (Obr. 17A).

Pfi kombinaci laktatu s aktivdtorem FICZ doSlo k velmi nepatrnému, téméf
zanedbatelnému narastu aktivity AhR oproti samotnému FICZ (Obr. 17B). To znamena, Ze
laktat nema schopnost potencovat ani ovlivnit ucinek silného agonisty AhR, a nelze jej tak

povazovat za modulator aktivity tohoto receptoru v danych experimentalnich podminkach.
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Obr. 17: (A) — HepG2-Lucia AhR buiiky inkubovény s laktatem o koncentraci 1 a 5 mM (L1;
L5) a dale v kombinaci s inhibitorem CH-223191 (+CH) po dobu 24 h. (B) — inkubace bunék
HepG2-Lucia AhR s aktivatoter FICZ a dale v kombinaci s laktatem o koncentraci 1a 5 mM
po dobu 24 h. UT — buiiky inkubovény bez studovanych latek. Vysledky jsou vyjadieny jako

pramér £ SD ze 4-6 hodnot. Statisticky signifikantni rozdily oproti UT skupiné jsou oznaceny

hvézdickou (****P < 0,0001).
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Diskuze

Cilené ovlivnéni stfevniho mikrobiomu, vedouci k obnoveni rovnovahy mezi
mikrobiotou a imunitnim systémem, pfedstavuje slibny pfistup k prevenci a podpoie
ucinnosti 1écby zanétlivych autoimunitnich onemocnéni. Mezi hlavni faktory ovlivilujici
sloZeni a funkci stfevniho mikrobiomu patii strava, ktera tak predstavuje kli€ovy néstroj

pro jeho cilenou modulaci®. Pravé z tohoto diivodu se terapeutické diety stavaji stale

Castéji pfedmétem zdjmu jako mozna podpirna nebo dopliujici strategie v 1écbé

onemocnéni, jako je roztrousend skleréza (RS). Jak bylo detailné popsano v ivodu, RS
patii mezi nejrozsifenéjsi chronicka zanétlivda onemocnéni centralniho nervového
systému, kterd se vyskytuji zejména u mladych dospélych!. Soucasna 1é¢ba RS se opira
zejména o farmaka, ktera snizuji Cetnost relapsti a zpomaluji zhorSovani neurologickych
funkci. Farmakoterapie je ovSem ¢asto spojena s fadou nezddoucich ucinkii souvisejicich
s jejich imunosupresivnim piisobenim, jako je vyssi riziko infekci, poskozeni jater,
a dokonce riziko malignit®. Vzhledem k témto rizikiim se stale vice pozornosti obraci
k podpiirnym nefarmakologickym pfistupiim, jako jsou dietni intervence, které¢ by mohly
pfispét ke zmirnéni piiznakli a zlepSeni kvality Zivota pacientd. Omezené klinické
dikazy naznacuji, ze ketogenni dieta (KETO) a dieta s vysokym obsahem vlakniny
(HFiD) mohou byt spojeny se zlepSenim symptomil u pacientli s RS. Je vSak nezbytné
vzit v tvahu, Ze tyto intervence mohou mit 1 $ir§i dopady na schopnost organismu
metabolizovat 1é¢iva, a tim potencidlné¢ meénit vysledny ucinek farmakoterapie. Znalost
téchto souvislosti je zdsadni pro bezpecné zavadéni dietnich intervenci do klinické praxe,
zejména v kontextu chronickych onemocnéni, kde jsou pacienti ¢asto dlouhodobé 1éceni
farmaky s zkym terapeutickym rozmezim.

Cilem diplomové prace bylo zjistit, jak zvolené dietni rezimy (KETO a HFiD)
ovliviiuji metabolismus 1éCiv. Pozornost byla zaméfena zejména na zmény exprese
a aktivity jaternich enzymut cytochromi P450 (CYP) v mySim modelu roztrousené

skler6zy — experimentélni autoimunitni encefalomyelitidé (EAE).
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Vysledky této diplomové prace ukazaly, Ze zvolené dietni reZimy zpisobuji
vyrazné zmeény v profilu jaternich enzymtit CYP. Pfi charakterizaci mikrosomalni frakce
bylo ve skupiné HFiD pozorovéno sniZeni specifického obsahu CYP, zatimco ve skupiné
KETO doslo k velmi mirnému nartistu ve srovnani s kontrolni skupinou (Obr. 6).
Pozorované rozdily naznacuji, Ze slozeni stravy miiZze v kontextu RS ovlivnit biosyntézu
jaternich enzymt, véetn¢ CYP, jak ukazuje model EAE pouzity v tomto experimentu
(vSem tfem skupindm mysi byla vyvolana EAE).

Lze povazovat za zasadni, ze dietni zdsahy neovlivnily pouze mnozstvi CYP
enzymu, ale projevily se také zmény na urovni jejich enzymové aktivity. U mysi
krmenych HFiD dietou doslo ke snizeni enzymatické aktivity CYP1A, CYP2B, CYP2C,
CYP2E a CYP3A ve srovnani s kontrolni skupinou; u CYP1A (substrat ETRR), CYP2B
a CYP2C byla aktivita sniZzena o vice nez polovinu. Pouze aktivita CYP2A byla zvySena
oproti kontrolni skupiné (Obr. 7 — 10). U mysi, kterym byla podavana KETO dieta, doslo
ke snizeni enzymatické aktivity CYP2B a CYP2C ve srovnani s kontrolni skupinou (Obr.
8 a 9). Zmény v enzymatické aktivité CYP vyvolané terapeutickou dietou mohou mit
disledky pro farmakokinetiku soucasné podavanych lé¢iv, zejména u 1é¢iv s izkym
terapeutickym oknem. To je zvlast¢ dulezité u pacientd s RS, ktefi Casto podstupuji
dlouhodobou farmakoterapii, jejiz uc¢innost a bezpecnost mize byt dietnimi zésahy
modulovéna. Napfiiklad 1é¢ivo ozanimod (Zeposia®) je schvaleny pro 1é€bu dospélych
pacientll s relabujici formou RS, u nichz je indikovdna dlouhodobd imunomodulacni
terapie. Jeho metabolismus zahrnuje vice enzymatickych drah, do nichZ jsou zapojeny
mimo jiné také enzymy CYP, zejména CYP3A4 a CYP2C8°!. Zmény v aktivité téchto
enzymi mohou vyznamné ovlivnit farmakokinetiku ozanimodu a tim i jeho
terapeutickou U¢innost a bezpe€nost. Vzhledem k tomu, Ze jak KETO dieta, tak 1 HFiD
vykazuji urcity klinicky potencidl v terapii RS, je pfi jejich zavadéni do klinické praxe
nezbytné zohlednit jejich mozny vliv na farmakokinetiku soucasné podavanych 1éCiv,
jako je ozanimod.

Pro u¢inné a bezpetné zavadéni dietnich zésahli do klinické praxe je kromé
vysledku klinickych studii zasadni také porozuméni molekuldrnim mechanismim, které
tyto efekty zprostiedkovavaji. V nasem in vivo experimentu zménam v aktivité nékterych
CYP enzymu odpovidaly také zmény na Grovni jejich mRNA exprese, coz naznacuje, ze
dietni intervence zasahuji do regulace téchto enzymi na transkrip¢ni urovni. Naptiklad
u HFiD diety pozorujeme signifikantni nartst exprese mRNA genu Cyp2a5/4 a velmi
vyrazny pokles u Cyp2b10 (Obr. 14), odpovidajici zménam v enzymovych aktivitach
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(Obr. 8A, B). V ptipadé KETO diety doslo k signifikantnimu nariistu exprese mRNA
geni Cypla? a Cyp3all (Obr. 14), tyto zmény se vSak neprojevily na urovni
enzymatické aktivity. Signifikantni narist exprese mRNA genu Cyp3all u diety
s vysokym obsahem tuku oproti kontrolni skuping byl jiz diive publikovan>2.

Zejména rozdilnd dostupnost energetickych substrat a mikrobidlnich
metabolitl, kterd je podminéna sloZzenim stravy, mtze hrat roli v regulaci exprese CYP
enzymu. Studie naptiklad ukazuji, ze mikrobidlni metabolity, mohou byt ligandy aryl
uhlovodikového receptoru (AhR), jehoz aktivace je spojovana jak s regulaci imunitni
odpovédi a stfevni homeostizy, tak s metabolizmem xenobiotik’3** Konkrétné
u butyratu, ktery vznikd fermentaci vlakniny stfevnim mikrobiomem v tlustém stieve,
byla prokdzana schopnost interagovat s AhR receptorem jak ve stievnich, tak v jaternich
burikach32%,

Také v naSem experimentu za vyuziti jaterni HepG2-Lucia AhR bunécné linie
byla prokazana aktivace AhR receptoru butyratem v zavislosti na koncentraci. Zaroven
bylo pfi soucasném pusobeni butyratu a FICZ, zndmého agonisty AhR, pozorovéano
vyrazné zvySeni aktivity receptoru nad urovenn indukovanou samotnym FICZ, coz
ukazuje na synergicky efekt (Obr. 15). V souladu s piedeslou studii*? jsme zjistili, ze
zvySena produkce butyratu zplisobena dietnim rezimem (HFiD) mlZe vést ke zménam
v metabolismu 1é¢iv skrze modulaci AhR receptoru. Studie naznacuji také epigeneticke
pusobeni butyratu na AhR pravdépodobné prostfednictvim mechanismi zaloZzenych
na inhibici histondeacetylaz (HDAC) v jatrech3?%6.

Propionat, dal$i mastnd kyselina s kratkym fetézcem (SCFA), na rozdil
od butyratu zvysil aktivitu AhR jen pfi koncentraci 5 mM. Dale byl pozorovan
signifikantni narist pfi kombinaci propiondtu o koncentraci 5 mM s FICZ oproti
samotnému FICZ (Obr. 16). Tento pozorovany efekt naznacuje mozny synergismus,
ktery miize byt zpisoben interakci na urovni receptorové aktivace nebo epigenetické
modulace, podobné jako bylo popséno u butyratu. Propionat sice neni v literatuie bézné
zminovan jako aktivator AhR, nicmén¢ jeho schopnost potencovat u¢inek endogennich
nebo mikrobialnich ligandd byla naznadena napi. v praci®®, kde bylo diskutovano, ze
SCFA mohou zvySovat expresi AhR nebo ovlivitiovat jeho lokalizaci v bunce.

Kromé typickych SCFA, jako jsou butyrat a propionat, byl do experimentu
zafazen také laktat, ktery rovnéz vznika jako produkt fermentace vldkniny stievni
mikrobiotou. Oproti butyratu a propionatu vsak laktat neprokazal schopnost aktivovat

AhR receptor. Ani pfi nejvyssi testované koncentraci (10 mM) nedoslo k vyznamnému
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zvySeni aktivace AhR. Stejné tak nebyl pozorovan synergicky efekt v kombinaci s FICZ
(Obr. 17).

dietni rezimy moduluji expresi a funkci enzyma zodpovédnych za metabolismus 1éCiv.
Zarovenn poukazuji na nutnost zohlednéni téchto vlivii v klinické praxi. Napiiklad
pacienti s RS, ktefi dodrzuji specifickou dietu s cilem zmirnéni zanétu nebo upravy
mikrobiomu, mohou mit zménénou metabolickou kapacitu, coZ mize ovlivnit u¢innost
nebo toxicitu podavanych 1é¢iv. Pii nastavovani ddvkovani by tedy mély byt tyto faktory

zohlednény.
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Z.aveér

Predkladana diplomova prace se zaméfila na studium vlivu terapeutickych diet,
konkrétné vysokovlakninové (HFiD) a ketogenni (KETO) diety, na aktivitu a expresi
jaternich biotransformac¢nich enzymt CYP u mysi s indukovanym modelem roztrouSené
sklerozy (EAE). Soucasti prace bylo rovnéz studium efektu butyritu, propionatu

a laktatu na aktivaci AhR v bunééné linii HepG2-Lucia AhR.
Na zakladé dosazenych vysledkt 1ze formulovat nasledujici zavéry:
e KETO dieta snizila enzymatickou aktivitu enzymi CYP2B a CYP2C.

e HFiD dieta zpusobila snizeni enzymatické aktivity vétSiny sledovanych
izoforem CYP (CYP1A, CYP2B, CYP2C, CYP2E a CYP3A), pficemz
indukovala pouze izoformu CYP2A, coz potvrdil i signifikantni

nartst genové exprese Cyp2a5/4.

e Dale bylo prokazano, ze butyrat, a v mensi miie i propionat, mohou
aktivovat AhR v bunkidch HepG2-Lucia AhR a potencovat ucinek
endogennich ligandit AhR. Naproti tomu laktat schopnost aktivovat AhR

neprokazal.

Vzhledem k limitacim experimentalniho modelu a pouzitym metodam je zadouct,
aby byly tyto poznatky v budoucnu dale ovétovany, a to zejména v kontextu klinickych
studii a za pouZiti rozSitenych modeli metabolickych drah zahrnujicich komplexni

interakce mezi dietou, mikrobiomem a metabolismem [éCiv.
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