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Cile prace

Teoreticka ¢ast

Cilem teoretické Casti diplomové prace bylo vypracovani literdrni reSerSe shrnujici
poznatky o funkci a sloZeni stfevniho mikrobiomu a jeho vlivu na metabolismus
xenobiotik. Velka pozornost je vénovana enzymum cytochromim P450,
biotransformacnim enzymim odpovédnym za metabolické pfemény cizorodych latek
u experimentalnich zvifat a lidi. Dale byla diplomova prace sméfovana k popisu

metabolismu 1é¢iv stievnimi bakteriemi.

Experimentalni ¢ast
V ramci experimentalni ¢asti bylo cilem prace provést a vyhodnotit nize uvedené
experimenty:

1. Sledovani mozného vlivu stievni mikrobioty na expresi mMRNA a enzymatickou
aktivitu jaternich CYP s vyuzitim bezmikrobnich (germ free, GF) a kontrolnich
(specific pathogen free, SPF) mysi.

2. Zjisténi vlivu pohlavi na expresi mMRNA a enzymatickou aktivitu CYP u GF
1 SPF mysi.

3. Sledovani pusobeni vyvolané kolitidy na expresi mRNA a enzymatickou
aktivitu jaternich CYP u mysi.

4. Studium zmeén exprese mRNA, exprese proteini a enzymatické aktivity
jaternich CYP u GF a SPF my$i po jednorazovém podani antibiotika

metronidazolu.

Vysledky experimentil pfinesly dalsi informace k vysvétleni komplexniho mechanismu

interakci mezi stifevnim mikrobiomem a metabolismem 1é¢iv.



1 Uvod

Mikrobiom zahrnuje obrovské mnozstvi mikroorganismii, které osidluji celé lidské télo
a zejména gastrointenstinalni trakt. Tento komplexni ekosystém se vyznacuje
vyznamnym metabolickym potencidlem a podili se na mnoha biologickych procesech
prospésnych pro zdravi jedince. Jako piiklad je mozné uvést syntézu nékterych
vitamini nebo vyvoj a modulace imunitniho systému. Zmény ve struktufe a sloZeni
sttevniho mikrobiomu, tzv. stievni dysbidza, jsou spojeny s celou fadou onemocnéni.
Béhem poslednich nékolika let se lidskému stifevnimu mikrobiomu dostalo rostouci
pozornosti také diky jeho roli pfi metabolismu xenobiotik, zejména 1éCiv
(Jourova et al., 2016). Xenobiotika jsou pro organismus latky ciziho pavodu, které jsou
obsazeny napf. vV ruznych slozkach potravy, zahrnuji pramyslové chemikalie, latky
zne€istujici zivotni prostfedi nebo 1éciva. VétSina xenobiotik se do téla dostavaji
prostiednictvim stravy, pitné vody, dychanim nebo Vv piipadé 1éCiv riznymi druhy
aplikace a v organismu podléhaji biotransforma¢nim procesim (Anzenbacher
a Anzenbacherova, 2001).

Lepsi porozuméni vzajemného vztahu mezi sttevnim mikrobiomem a metabolismem
1é¢iv v dusledku modulace exprese biotransformacnich enzymi mize pomoci snizit

riziko toxicity a nezddoucich G€inkil spojenych s plisobenim lé¢iva na organismus.



2 Soucasny stav problematiky

2.1 Lidsky mikrobiom
Lidsky organismus je spojen s obrovskym mnozstvim mikroorganismd, které vytvareji
spolecCenstvi a osidluji rizné casti lidského téla. Genom téchto 10 - 100 bilioni
mikroorganismu je definovan pojmem mikrobiom. Podle odhadu se lidska mikrobiota
(dfive nazyvana jako mikroflora) skldda z 10'* bakterialnich buné&k, coZ je pro orientaci
zhruba 10x vice nez ¢ini celkovy pocet lidskych bunék (Savage, 1977). OvSem nas —
lidsky mikrobiom - zahrnuje krom¢ bakterii také viry, prvoky a houby (Backhed et al.,
2012). Dalo by se fici, Ze tyto osidlujici mikroorganismy tvofi spolu s lidskymi bunikami
vzajemné spojeny fungujici ekosystém, ktery je jako celek zodpovédny za rozmanité
interakce ovliviiujici biologické procesy v lidském téle (Dethlefsen et al., 2007).

V soucasné dobé byly po celém svété zahajeny projekty vyzkumu s cilem popsat
a priblizit podstatu a funkci mikrobiomu. Pozornost je vénovana zejména bakteriim,
které se vyskytuji v mikrobiomu v nejvét§im zastoupeni, se snahou definovat dopady
jejich ptsobeni na lidské zdravi (Turnbaugh et al., 2007; Peterson et al., 2009). Prvotni
studie o rozmanitosti mikrobiomu se poji se jménem Antoni van Leewenhoek, ktery
jako prvni pozoroval fekalni a Gstni mikrobiotu a urcil mezi témito dvéma zdroji velké
rozdily (Dobell, 1920). V dnesni dobé neni smyslem zkoumat rozdily mezi jednotlivymi
misty vyskytu bakterii, ale snaZit se porozumét, pro¢ tyto rozdily existuji, a to pomoci
nejnovéjSich molekularnich technologii. Jednim ze zakladnich prilomi v tomto sméru
vyzkumu byl objev metody sekvenovani DNA a zejména sniZzeni nakladi na tuto
techniku, které nastalo v poslednich nékolika letech. Sekvenovani umoznilo
identifikovat specifické mikrobialni taxony, které bylo diive velice obtizné kultivovat
nebo to viibec nebylo mozné (Kuczynski et al., 2011).

Jak jiZ bylo zminéno, mikroorganismy osidluji rGzné c¢asti téla, a to zejména
s ohledem na hodnotu pH nebo redoxni potencial prostiedi (McConnell et al., 2008).
Misty kolonizace jsou nejCasteji genitalie, Usta, nos, travici trakt a kize (Trivedi, 2012).
Nejvice osidleny je vSak travici trakt, jehoz plocha diky vybézklim (tzv. klkiim)
gini 200 — 300 m? a stava se tak povrchové vétsim nez samotny povrch téla
(Hao a Lee, 2004; Kato a Owen, 2005).

Podle vysledku studie Mackie et al. (1999) je ¢loveék po narozeni idealnim novym
prosttedim, vhodnym pro osidleni bakterii. Zhruba dvacet minut po narozeni

se mikrobiota kojence, narozené¢ho pfirozenym porodem — tedy vaginadlné, podoba



mikrobiomu vaginalni tkan€¢ matky. Zatimco dit€¢ narozené cisaiskym fezem
je vybaveno mikroorganismy, které se u matky nachéazeji na povrchu kiize. Poté se jiz
fylogeneticka diverzita mikroorganismul rozviji a méni s ¢asem a s dietni zménou ditcte

(Dominguez-Bello et al., 2010; Koenig et al., 2011).

2.1.1 Vyznam stievniho mikrobiomu

Jak jiz bylo zminéno, diky rozvoji novych molekularnich technologii vzrostly mozZnosti
studia stifevniho mikrobiomu a byl prokazan jeho vliv na fadu biochemickych procest
a popsana jeho uloha pfi rozvoji celé fady onemocnéni. Velky vyznam se pfipisuje jeho
roli v patogenezi onemocnéni, jako je obezita, kardiovaskularni choroby, zanétlivé
onemocnéni stiev, ale také onemocnéni tykajici se naptiklad nervové tkané, plicni tkané
¢i metabolismu lipida (Kinross et al., 2011). Podrobny piehled onemocnéni spojenych
se sttevnim mikrobiomem je znazornén na Obr. 1.

O stfevnim mikrobiomu se d4 hovofit jako o endokrinnim organu, a to zejména
z diivodu jeho schopnosti produkovat slouceniny, které se dostanou do krevniho ob¢hu,
a tak mohou ovliviiovat funkci distalnich organt. Napiiklad pfi metabolismu
polysacharidii za ucasti bakterii dochdzi k produkci mastnych kyselin s kratkym
fetézcem, jako je butyrat, propionat nebo acetat, které¢ poskytuji dilezity zdroj Zivin,
ale také regulacni kontrolu traviciho systému hostitele. Dulezitou molekulou, jejiz
metabolickd pfeména probiha za UcCasti bakterii v gastrointestindlnim traktu,
je aminokyselina tryptofan. Tato esencialni aminokyselina je prekurzorem serotoninu,
coZ je klicovy neurotransmiter v enteralni 1 centrdlni nervové soustavé. Vyzkumy
ukazuji, Ze mikrobiota vykondva nepiimo a prostiednictvim dosud ne zcela objasnénych
mechanismt kontrolu nad osou hypothalamus-hypofyza-nadledviny. To je zfejmé
ze studii na bezmikrobnich zvifatech, které vykazuji pfehnané reakce na psychicky
stres, ktery se normalizuje po monokolonizaci nékterymi bakteridlnimi druhy, vcetné
Bifidobacterium infantis. Z dosud ziskanych vysledkt vyplyva, ze stfevni mikrobiota
muze byt terapeutickym cilem pfi 1é¢bé poruch souvisejicich se stresem nebo
pii metabolickych chorobach (Clarke et al., 2014)

Qin et al. (2010) potvrzuji, ze existuji rozdily ve slozeni mikrobiomu Vv lidské
populaci, a proto je snaha definovat tzv. ,,jadrovy* mikrobiom, ktery by poskytl dilezité
informace Vv pochopeni jeho ulohy v patogenezi onemocnéni napfi¢ geograficky
odliSnymi populacemi. AvSak dle riznych studii se i zdravi jedinci 1i8i zastoupenim
jednotlivych druhG mikroorganismu, které osidluji stanovisté, jako je stievo, kiize
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¢i vagina. I ve srovnatelném zivotnim prostiedi, podobné stravé ¢i genetice ziistava tato

diverzita mnohdy nevysvétlena (Huttenhower et al., 2012).

Vliv na mozkovou ¢innost ;
Plicni onemocnéni o
‘astma/atopie: Srdecni
Zvyend vrozend onemocnéni
imunitni odpoved hypertenze, Onemocnéni Zlu¢ovych cest
— — ischemicka dochazi ke zméné enterohepatické
choroba srdecni cirkulace zluéi

Zanétlivé onemocnéni stiev
aktivace specifickych druhi:
napi. Escherichia coli.
zmeéna imunitni odpovedi,
mensi mikrobialni rozmanitost

Obr. 1 Ptiklady nemoci a biochemickych procesit ovlivnénych stfevnim mikrobiomem.
Na obrazku je znazorné€no, Ze stfevni mikrofléra ovliviiuje ¢innost mozku, srdce, plic, cévni
soustavy, zluGovych cest a zejména pochody v tenkém a tlustém stieveé. Upraveno podle Kinross
et al. (2011).
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2.1.2 Klasifikace bakterii osidlujici lidské télo

Lidsky mikrobiom je sloZen z kompletniho komensalniho, symbiotického a patogenniho
genomu mikroorganismd, které osidluji svého hostitele. Toto mikrobidlni spolecenstvi
zahrnuje bakterie, archea, kvasinky nebo vlaknité houby. Bakterie pfitom tvoii hlavni
skupinu a jsou povazovany za doménu zivota (Woese et al., 1990; Backhed et al.,
2012).

Dle databaze zHMP (angl. Human microbiome project) bylo z 690 lidskych
mikrobioml vyhodnoceno, ze vétSina bakteridlnich bun¢k se fadi do ctyi kment —
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria a Proteobacteria. Jesté do nedavné doby bylo
velmi malé procento identifikovanych mikrobl kultivovano a tisice druht nebylo ani
plné¢ sekvenovano (Qin et al., 2010; Robinson et al., 2010; Abubucker et al.,
2012; Flintoft, 2012; Zhou et al., 2013).

Podle Obr. 2A sttevni mikrofloru tvoii predevsim kmen Bacteroidetes, z n¢hoz 80 %
bakterialnich druhti ve vzorku stolice tvofi druhy Bacteroides a Prevotella. Pro lepsi
definici a klasifikaci kazdého jedince vznikl koncept ,,enterotypovych shluki. Ty se
vyhodnocuji podle relativniho mnozstvi kazdého specifického taxonu ve vzorcich
vykali a jejich metabolickych drah (Arumugam et al., 2011; Backhed et al.,
2012; Koren et al., 2013). Vysledky metagenomického sekvenovani potvrdily
dominanci druhti Bacteriodes (enterotyp 1), Prevotella (enterotyp 2) a Ruminococcus
(enterotyp 3), a to u evropskych, americkych i japonskych subjektii. Tyto druhy se poté
charakterizuji pfisluSnym taxonomickym sloZzenim a specifitou metabolické drahy
(Arumugam et al., 2011).

Na Obr. 2A vidime také hojné zastoupeny kmen Actinobacteria na kizi a zn¢j
predevs$im druhy Corynebacterium, Propionibacterium a dalsi nespecifické
Actinobacteria. Kmen Firmicutes osidluje pfedevs$im vaginu a Proteobacteria placentu.
Toto rozdéleni souvisi s jiz zminénym odliSnym zastoupenim mikroorganismt u déti
narozenych pfirozenou vaginalni cestou a déti narozenych cisaiskym fezem
(Clarke et al., 2019). Na Obr. 2B jsou zaznamenany kmeny bakterii, které nejvice

osidluji zaludek, tenké stfevo a tlusté stievo.
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A B T Zaludek

e pH1-3
Bacteroidetes ( Lactobacillus, Streptococcus,
BN Proteobacteria ! ) , S{[]ph)']o(g(rus'
Actinobacteria \ ( / l‘fta Enterobacteriaceae
mmm Corynebacterium ) ' w ' — Dvanictnik -
W Propionibacterium £ . < - \ / I
Travici trakt | 4 i &
B Ostatni Acrinobacteria i / \\/ ) - Lactobacillus, Streptococcus, | Tenké
Firmicutes y ) : Staphy loco“_’ S, stievo
W actobacillus / o, Enterobacteriaceae pHG6-7
Staphylococcus \ - Lacnik a kyéelnik
£ Streptococcus ) Placenta Bifidobacterium, Bacteroides,
B Ostatni Firmicutes >
: Lactobacillus, Streptococcus,
W Fusobacteria ¢
Enterobacteriaceae
Kuze / &

Tlusté stievo

pH 7

Bacteroides, Eubacterium,
Clostridium, Peptostreptococcus,
Bifidobacterium, Fusobacterium,
Lactobacillus, Enterobacteriaceae

G \ 1‘% / Genitilie
L\ ®

Obr. 2A Celkovy piehled kment a druhi bakterii osidlujicich lidské télo. Pozornost je vénovana
travicimu traktu, Gstum, placenté, kuzi a genitaliim. Pfevzato z Clarke et al. (2019). Na Obr. 2B
je podrobnéji znazornén travici trakt, jsou zde popsany druhy bakterii osidlujici zaludek, tenké
stfevo (dvanactnik, lacnik, kycelnik) a tlusté stievo. Ptevzato z Belizario a Napolitano (2015).

2.2 Metabolismus xenobiotik

Jako cizorodé latky neboli xenobiotika jsou oznaovany latky pro organismus cizi. Jsou
to zejména ruzné slozky vyzivy, dopliiky stravy, ale i latky zneciStujici Zivotni prostiedi
a pfedevs§im lé€iva. Principem metabolismu xenobiotik je pfeména nepolarnich latek
na latky polarni, které se diky vys8i hydrofilit¢ snadnéji vylucuji z organismu. Proces
probihd obvykle ve dvou krocich: v I. fazi dochdzi k vneseni nebo odhaleni polarni
funk¢éni skupiny v molekule xenobiotika, Vv II. fazi poldrni metabolit vstupuje
do konjugacnich reakci, kdy se na tento metabolit navaze endogenni latka, nejcastéji
UDP-glukuronova kyselina, a dojde ke vzniku polarnich konjugatid, které jsou pak
vylou€eny z organismu moci nebo zluci (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2012).
Obecné schéma procesu metabolismu xenobiotik je popsano na Obr. 3.

Mezi enzymy 1. faze patii predev§im cytochromy P450, které jsou podrobné
rozebirany v dalsi kapitole, dale peroxidasy, karboxylesterasy, flavin monooxygenasy
(FMO) a reduktasy (Wang et al., 2016). Do II. faze se fadi zejména transferasy,
které pienaseji glukuronylové, methylové, acetylové nebo sulfatové a glutathionylové

skupiny na metabolity 1. faze nebo pfimo na polarni xenobiotika (Janc¢ova et al., 2010).
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X X —R

faze L. faze IL.

E—— - = Zvysena polarita usnadiinje
vylu¢ovani metaboliti

Kenobiotika X = polarni funkéni skupina R = methvl, acetvl, sulfonyl,
(nepolarni) (OH. SH. NH,. epoxid...) ghuikuronyl, ghitathionyl, ...

Obr. 3 Obecné schéma metabolismu xenobiotik u ¢lovéka. Pievzato z Koppel et al. (2017).

2.2.1 Cytochromy P450

2.2.1.1 Vlastnosti a mechanismus piisobeni
Cytochromy P450 (oznacovény také jako CYP) jsou hemové enzymy vyskytujici se
Vv rostlinné i zivo¢i$né {i8i, od bakterii az po lidské buiiky (Nelson et al., 1996).

Pojem ,,cytochrom* je bézné oznaceni pro proteiny, které¢ ve své strukture obsahuji
hemové skupiny a ucastni se transportu elektrond. Termin ,,P450* byl poprvé pouzit
v roce 1958 a charakterizoval pigment nachazejici se v mikrosomalni frakci potkanich
jater. Ackoli bézné hemoproteiny (napf. peroxidasy c¢i katalasy) jsou schopné
absorbovat elektromagnetické zafeni s maximem pii 420 nm, CYP v redukované formé
(po vazbé oxidu uhelnatého) absorbuje zafeni s absorpénim maximem pii 450 nm.
Nazev P450 byl tedy vytvofen pro ,,pigment — 450 (Klingenberg, 1958; Omura a Sato,
1964).

Struktura enzymu zahrnuje porfyrinovy makrocyklus (protoporfyrin IX), ktery
je vazan jednak hydrofobnimi silami, ale také prostfednictvim thioldtoveé siry
sulthydrylové skupiny cysteinu nachézejici se pfimo v aktivnim centru enzymu. Jedna
se o paty ligand Zeleza protoporfyrinu IX, Sestym ligandem je atom kysliku. Kyslikovy
atom v zakladnim stavu pochazi z molekuly vody, Vv prubéhu enzymové reakce
je ale navazdn substrdt a misto kyslikového atomu z molekuly vody se navaze
molekulovy kyslik. Ten se aktivuje a rozde€li, pfiCemz jeden jeho atom vstupuje
do molekuly substratu, druhy atom tvoii molekulu vody. Specifickou strukturou se tyto
hemoproteiny odliSuji od jinych hemoproteinii a ziskavaji tak vyjimecné vlastnosti
(Anzenbacher et al., 1989; Anzenbacher et al., 1992; Hudecek et al., 1998).

Evoluéni vyvoj téchto proteinti probihal tzv. divergentni cestou, coz znamena,
ze se za vice nez 1,5 miliardy let do soucasnosti z jediného genu cytochromu P450
archebakterii vyvinulo velké mnozstvi jednotlivych gend, které koduji odlisné vlastnosti
cytochromi prokaryotnich i eukaryotnich organismu. Jedna se tedy historicky o velmi

staré hemoproteiny, které se objevily dfive nez napt. hemoglobin (Nelson et al., 1996).
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Cytochromy P450 se ucastni az 80 % reakci 1. faze biotransformace xenobiotik
a ptiblizn€ 65 - 70 % klinicky uZzivanych 1é¢iv je metabolizovano timto enzymatickym
systémem (Zanger a Schwab, 2013). Lidské CYP se vyskytuji v mnoha tkanich. Kromé
ktze, ledvin, mozku, plic, srdce a gastrointestinalniho traktu je to zejména v jatrech, kde
se soustied’'uje az 300 pmol-mg? proteinu. Zde probihd metabolismus nejvétsiho
mnozstvi cizorodych latek. Na bunécné turovni jsou cytochromy P450 u savcl
membranoveé vazané, obvykle v membran¢ endoplasmatického retikula a mitochondrii
(Martignoni et al., 2006).

Enzymova aktivita cytochromti P450 v lidském organismu je ovlivnéna celou fadou
faktorti, kterymi jsou napt. vék, pohlavi a zdravotni stav jedince. Mnoho studii ukazuje,
ze pokud jsou jatra poruSena napf. jaterni cirhdzou, dochazi ke snizenému priitoku krve
jatry, stim spojené ztraté funkce hepatocytli a snizené expresi enzymi CYP. Dale
je prokazano, ze zeny metabolizuji urcitd 1éc¢iva rychleji nez muzi, zejména léCiva
metabolizovana enzymem CYP3A4 (tato podrodina je popsana v kapitole 2.2.1.2.3).
Vék je také jednim z faktori, které expresi a aktivitu téchto enzymi ovlivituji. Vétsina
cytochromii P450 se vyviji béhem 1. roku ditéte, béhem Zivota jedince dochazi
k mirnému zvySeni exprese a aktivity, ale v pozd¢jsim véku jejich funkce naopak klesa
(Zanger a Schwab, 2013).

Z medicinského hlediska je dilezita problematika lékovych interakci na Urovni
metabolismu 1é¢iv. Pokud je aplikovano dvé nebo vice 1é€iv, které jsou metabolizovany
stejnou formou CYP, mlze dojit ke kompetitivni inhibici pfislusného enzymu
s nasledkem zvySeni koncentrace danych 1éCiv v organismu a nasledné k toxickému
efektu. Z 1ékatské praxe je znamo, ze nemusi dochazet jen ke kompetitivnim inhibicim,
ale jsou popsany i dalsi typy inhibice téchto enzymu. Jsou to napf. ireverzibilni inhibice
nazyvané ,mechanism based”, kdy je substrat (tzv. ,sebevrazedny substrat™)
pfeménovan danym enzymem na metabolit, ktery sam zplsobi nevratnou enzymovou
inhibici daného enzymu. Klinicky dulezit¢ inhibitory CYP3A4, pusobici jako
sebevrazedné substraty zaloZzené na tomto mechanismu, jsou napf. latky
S antibakterialnim puasobenim (klaritromycin, erytromycin a isoniazid), nebo
protinadorova 1é¢iva (tamoxifen a irinotekan) (Zhou et al., 2005). Dalsi situaci, ktera
muze zménit ustalenou hladinu 1é¢iva, je zména exprese dan¢ho enzymu. Hladiny CYP
se zvySuji (jsou indukovéany) po podani fady latek. Patii mezi né napf. barbituraty,
nékteré steroidy (dexametazon), rifampicin, ale také pfirodni latky, napf. extrakt

z trezalky teCkované (Guengerich, 1997).
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Dalsim dutlezitym faktorem, ktery pfispiva krozdilné schopnosti jedinci
metabolizovat cizorodé latky, zejména léCiva, je geneticky polymorfismus. Obecné
je polymorfismus definovan jako odchylka v sekvenci DNA, ktera je pfitomna nejméné
v 1 % populace, Casto vSak byva rozSifena u mnohem vétsi €asti jedincii. Pro geneticky
polymorfismus CYP jsou podstatné genové mutace. Jejich pivodem mize byt zdmeéna,
absence, vlozeni jednoho nebo vice nukleotidl, duplikace nebo amplifikace genu.
Vrozené vady DNA zptisobuji absenci, nemoznost indukce nebo tvorbu rtiznych forem
cytochromiit P450 s pozménénou katalytickou aktivitou. Jedinci v populaci jsou
na zakladné metabolické aktivity CYP rozdélovani obvykle do tii kategorii. Populace
homozygotii pro normalni gen s dobrou metabolickou funkci je oznaCovana jako
tzv. rychli metabolizatoti. Do skupiny tzv. ultrarychlych metabolizatori fadime jedince
s duplikaci ¢i obecné amplifikaci funkéniho genu, coZ klinicky vede k zrychlenému
metabolismu. Posledni skupina je charakterizovana nizkou nebo Zadnou enzymatickou
aktivitou a tyto jedince oznaCujeme jako pomalé metabolizatory (Weide a Steijns,
1999).

2.2.1.2 Nazvoslovi a déleni

Pocet ruznych forem cytochromti P450 objevenych ve vSech organismech neustale
narista. V roce 1996 Nelson et al. (1996) vytvofili prvni otevieny systematicky seznam
481 genti P450 a 22 pseudogent, objevenych a nahlasenych k 18. fijnu 1995 a ptiradili
k nim pfislusné ptistupové Cislo. Stejni autofi vytvotili nazvoslovi, které je pouzivano
az doposud a je zaloZeno na shodnosti aminokyselinové sekvence apoproteinu (potadi
aminokyselin). Obecné vSechny cytochromy P450 tvoii nadrodinu neboli superrodinu
oznacovanou jako CYP (Cytochrome P450), coz je znazornéno na Obr. 4. Nadrodina
se déli na rodiny, kterym v oznaceni piipada prvni arabské Cislo za zkratkou CYP
(CYP1A2). Aby mohly byt cytochromy P450 zafazeny do stejné rodiny, musi podle
autortt Spatzenegger a Jaeger (1995) vykazovat nejméné 40% homologii v sekvenci
aminokyselin. Déle je v ndzvu vyznacCena podrodina, a to velkym tiskacim pismenem
za prvni arabskou c¢islici (CYP1A2). Podle stejnych autortt musi cytochromy P450
spliiovat alesponn 60% homologii, aby byly zafazeny do stejné podrodiny.
Na zavér se opét pise Cislice, kterd znaci individudlni formu CYP neboli identifikuje

konkrétni gen (CYP1A2).
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CYP 3A4
I

GEN prosavéi rodina podrodina specificky enzym
cytochrom

Obr. 4 Schéma, podle kterého jsou oznaCovany a zapisovany jednotlivé formy cytochromi
P450.

Lidsky genom obsahuje 57 genli pro cytochromy P450 a konkrétné¢ metabolismu
xenobiotik se ucastni 15 forem CYP. V jatrech jsou nejvice exprimované formy
CYP3A4, 2C9, 2C8, 2E1 a 1A2. V mensi mife se zde vyskytuji formy CYP2D6, 2B6,
2C19 a 3A5 a extrahepaticky jsou exprimovany piedev§sim formy CYP2J2, 1A1 a 1BI.
Spole¢nou a velmi vyznamnou vlastnosti téchto enzymu je Sirokd a ptekryvajici se
substratova specifita (Zanger a Schwab, 2013).

Ptehled typickych lidskych cytochromi P450 metabolizujicich xenobiotika
je znazornén v Tab. 1. K pfislusnému CYP je pfitazena tkanova lokalizace, typicky
substrat a induktor. Pfevzato z Cytochrome P450 Database; Guengerich (1995); Raunio
et al. (1995).

17



Tab. 1 Lidské cytochromy P450 metabolizujici xenobiotika a 1éCiva. V tabulce jsou zapsany
jednotlivé CYP, jejich lokalizace v téle a piislusné typické substraty a typické induktory.

CYP Lokalizace v téle Typicky substrat Typicky induktor
1A1 plice, jatra, mozek, PAH™ PAH, dioxiny
GIT", lymfocyty,
srdce
1A2 jatra aromatické aminy, PAH, B-naftoflavon,
PAH, kofein kouf
1B1 ktzZe, mozek, srdce, PAH dioxin
plice, placenta, jatra,
ledviny, GIT, slezina
2A6 jatra kumarin, steroidy barbituraty,
dexamethason
2B1/2 mozek morfin nikotin
2B6 jatra, srdce nikotin barbituraty
2C8 jatra, ledviny retinoidy, taxol ?
2C9/10 jatra diklofenak, barbituraty,
tolbutamid rifampicin
2C19 jatra, srdce (S)-mefenitoin, barbituraty,
omeprazol, diazepam  rifampicin
2D6 jatra, mozek, srdce antidepresiva, -
B-blokatory
2E1 jatra, plice, mozek, ethanol, nitrosaminy, ethanol, hladovéni
endotel, srdce, kostni  acetaminofen
dren
2F plice kumarin ?
3A4/5 jatra, GIT, ledviny, blokatory vapenatych  steroidy, barbituraty
plice, mozek, endotel, kanalkd,
placenta, lymfocyty cyklosporiny,
acetaminofen, taxol,
steroidy
3A7 plod, placenta, (jatra)  rtzné, podobné steroidy, barbituraty
CYP3A4
4A9/11 ledviny masné kyseliny klofibrat
4B1 plice, placenta ? ?
4F2/3 ledviny derivaty kyseliny ?
arachidonové

“GIT — gastrointestinalni trakt, “PAH — polycyklické aromatické uhlovodiky

2.2.1.2.1 Podrodina CYP1A, CYP1B

Rodina CYP1 zahrnuje u ¢lovéka CYP1A1, 1A2 a 1B1. CYP1A1 a 1B1 jsou dilezité
enzymy podilejici se na metabolismu xenobiotik, ale pfi metabolismu léciv je jejich
uloha pomérné mala. Oba dva tyto enzymy jsou vyznamné indukovany ligandy, které
se vazou na aryl uhlovodikovy receptor (AhR). Piikladem takovych ligandl je dioxin
nebo polycyklické aromatické uhlovodiky. Tyto latky jsou zéaroven substraty téchto
enzymil.

Vsechny enzymy rodiny CYPI1 jsou si velmi podobné, katalyzuji podobné reakce,

ale lisi se lokalizaci ve tkdnich. CYP1A2 se u lidi ve vysSich hladindch exprimuje
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Vv jatrech, kde se jeho koncentrace odhaduje pomoci hmotnostni spektrometrie zhruba
od 18 do 25 pmol-mg™ mikrosomalniho proteinu (Kawakami et al., 2011; Ohtsuki et al.,
2012). Naopak CYP1Al1l a CYPIBI se u lidi exprimuji v jatrech v mizivych
koncentracich a jejich vysoké zastoupeni je v jinych tkanich (Guengerich a Shimada,
1993).

Krystalova struktura CYP1A2 vykazuje dle autori Sansen et al. (2007) pomé&rné
objemné aktivni misto, diky ¢emuz preferuje plandrni aromatické uhlovodiky jako
potencialni substraty (kavita aktivniho mista je vSak mnohem mensi ve srovnani
s CYP3A4). Prikladem typickych substratii téchto enzymu jsou prokarcinogeny, jako
jsou arylareny, nitroareny, arylaminy a zejména benzo(a)pyren. CYP1A2 metabolizuje
piiblizné 10 % 1é¢iv, napi. analgetika a antipyretika (acetaminofen, fenacetin nebo

lidokain), antipsychotika (clozapin) a antidepresiva (duloxetin) (Lobo et al., 2008).

2.2.1.2.2 Podrodiny CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP2E
Do rodiny CYP2 patii nékolik dulezitych cytochromti P450 podilejicich se

na metabolismu xenobiotik. Vyskytuji se v jatrech, ale 1 v dalSich orgénech.

CYP2A
U cloveéka je typickym predstavitelem podrodiny CYP2A enzym CYP2AG6.

Je lokalizovan zejména v jatrech (zde tvoii az 4 % z ptitomnych cytochroma P450).
Substraty tohoto enzymu jsou mnohdy endogenni latky dilezité pro lidské zdravi,
napiiklad bilirubin (Abu-Bakar et al.,, 2012). CYP2A6 se vyznamné ucastni
metabolismu nikotinu. V prvnim kroku pfemény nikotinu na kotinin se podili asi z 90 %
(spole¢né s CYP2B6). Pii dalsim metabolickém kroku, kdy je kotinin hydroxylovan
na 3’-hydroxykotinin, je popsana 100% tucast CYP2A6 (Raunio a Rahnasto-Rilla, 2012;
Tanner a Tyndale, 2017).

Z1éCiv CYP2A6 metabolizuje napt. efavirenz, antiretrovirdlni 1é¢ivo pouZzivané
k prevenci a klécbeé AIDS. Jinym piikladem IéCiva metabolizovaného za tucasti
CYP2AG6 je tegafur. Jedné se o prolécivo pouzivané pii 1écbé riznych druht rakoviny,
které je primarné metabolizovano CYP2A6 na aktivni metabolit 5-fluorouracil.
Vzhledem k tomu, Ze tegafur ma tizké terapeutické okno, je pro zajisténi i€innosti 1écby

a pro zabranéni toxicité dilezité vzdy vyhodnotit zmény metabolismu tegafuru, které
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mohou byt disledkem zmény aktivity enzymu CYP2A6, aby bylo zajisténo, ze bude

produkovano dostate¢né mnozstvi aktivniho S-fluoruracilu (Komatsu et al., 2000).

CYP2B6

CYP2B6 se vyskytuje v jatrech v men$im mnozstvi nez CYP2A6, ale mezi jeho
substraty patii cela fada Klinicky dilezitych 1é¢iv, chemickych latek znecistujicich
zivotni prostiedi, pesticidy a mnoho dalSich. Jako ptiklady substrati tohoto enzymu
je mozné uvést protinddorové léCivo cyklofosfamid, antimalaridlni artemisinin nebo
anestetika propofol a ketamin (Zanger et al., 2007; Turpeinen a Zanger, 2012). Autofi
Kreth et al. (2000) popisuji uc¢ast CYP2B6 (kromé CYP1A2 a 2C19) v metabolismu
uméle ptipravované drogy ,.extaze* (MDMA - 3,4-methylendioxymethamfetamin), jejiz

biotransformaci mohou vznikat neurotoxické metabolity.

CYP2C

Vyznamné zastoupeni v lidskych tkanich ptedstavuji cytochromy P450 z podrodiny
CYP2C. U lidi byly identifikovany ctyii €lenové této podrodiny: CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C18 a CYP2C19. CYP2C9 je dulezity v metabolismu nékterych terapeuticky
pouzivanych 1é¢iv, zejména antikoagula¢niho 1éCiva warfarinu a fady nesteroidnich
bézné predepisovanych léku - véetné antiepileptik, jako je S-mefenytoin a diazepam,
inhibitorti protonové pumpy, jako je omeprazol, a dalSich 1ékd, jako jsou antidepresiva
prvni a druhé generace, progesteron ¢i melatonin (Brosen, 2004). Typickym znakem
této podrodiny je vyrazny geneticky polymorfismus, ktery komplikuje vyuziti urcitych
1é¢iv (Guengerich, 1995).
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Obr. 5 Znazornéni procentualniho zastoupeni jaternich enzymi. A Jaterni enzymy zahrnuji
enzymy |. faze biotransformace xenobiotik (peroxidasy, karboxylesterasy, (FMO) flavin
monooxygenasy, reduktasy), z nichz velkou ¢ast tvoii cytochromy P450, na obrazku zaznaleny
samostatné (modra c¢ast), dale enzymy Il. faze biotransformace xenobiotik (transferasy)
a neznamé enzymy. Upraveno podle Zanger et al. (2008). B Procentualni zastoupeni
jednotlivych isoforem CYP v jatrech. V jatrech se vyskytuji zejména CYP1A2, CYP2AG,
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP2J2 a CYP3A4/5. Upraveno
podle Zanger a Schwab (2013).

CYP2D
Nejdulezitéjsim lidskym cytochromem P450 zrodiny CYP2D je CYP2D6, jehoz

aktivita se u riznych jedinct lisi, zejména z ditvodu genetického polymorfismu (Zanger
et al., 2001). V lidskych jatrech se CYP2D6 vyskytuje v mensim mnozstvi, nachazi se
vSak také v plicich nebo centrdlni nervové soustavé. Mezi molekuly, které jsou
substraty tohoto enzymu, se fadi mnoho klinicky pouzivanych 1é¢iv, jako jsou naptiklad
antiarytmika (napf. propafenon), antidepresiva druhé generace (napf. amitriptylin),
beta-blokatory (napf. bufuralol), opioidni analgetika nebo protirakovinna 1é¢iva (Zanger
et al., 2008; Stingl et al., 2013).

CYP2E1

Posledni podrodinou je CYP2E1. Tento cytochrom P450 je u clovéka indukovan
v mnoha tkanich za raznych patologickych stavii, vcetn¢ diabetu, alkoholismu,
nealkoholického onemocnéni jater nebo obezity (Caro a Cederbaum, 2004,
Aubert et al., 2011). Dle publikace Vieira et al. (1996) je jeho obsah nezjistitelny

Vv jatrech plodu, protoze se jeho exprese a aktivita zvySuji az béhem nékolika hodin
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po narozeni. Mezi typické substraty CYP2E1 patii molekuly s nizkou molekulovou
hmotnosti, zejména organickd rozpoustédla, kterymi jsou naptiiklad ethanol a aceton.
Mezi dalSi substraty patii chlorzoxazon, paracetamol, pramyslové chemické latky
a prokarcinogeny (Bolt et al., 2003; Lu a Cederbaum, 2008). Zajimavosti je,
ze se ethanol prostiednictvim CYP2E1 miZze pfeméiovat na reaktivni formy kysliku
(ROS), které se v kone¢ném dusledku mohou podilet na poskozovani jaternich bunck

(Caro a Cederbaum, 2004).

2.2.1.2.3 Podrodina CYP3A4
Mezi nejdilezitési lidské cytochromy P450 patii CYP3A4. Divodem jeho vyznamné

role v metabolismu cizorodych latek je vysoky obsah ve tkanich (zhruba 30 %
celkového obsahu CYP). Nejvétsi mnozstvi CYP3A4 je lokalizovano v jatrech,
vyznamné mnozstvi se nachazi také ve stfevé a v dalSich organech. Vyznam CYP3A4
je dan také diky pocetnému mnozstvi substratll, které pfeménuje. Odhaduje se, Ze se
podili na metabolickych pfeménach vice nez poloviny 1éCiv (zhruba 52 %), které
probihaji prostfednictvim cytochrom P450. Ptredpoklada se, ze jeho prvotni uloha
spocivala ve zprostfedkovani metabolismu a pfeméné endogennich steroidl v jatrech
a dalich organech, jako je mozek, stfeva apod. (Thummel a Wilkinson, 1998).

Podrodina CYP3A4 se nachazi na chromozomu 7q22.1 a mé velikost 221 kb. Patfi
do rodiny CYP3, ktera u ¢lovéka obsahuje ¢tyii geny — CYP3A4, 3A5, 3A7 a 3A43.
Na rozdil od lidskych forem naptiklad mysi rodina CYP3 obsahuje 7 genl plné délky.
Lidské a mySi geny mezi sebou netvoii zadné ortologni pary, coz poukazuje
na myslenku, ze ve spolecném piedkovi existoval pouze jediny gen CYP3A4, ktery
béhem predeslych 75 miliont let expandoval zcela nezavisle (Nelson et al., 2004).

Jak jiz bylo zminéno, podrodina 3A4 se podili zejména na metabolismu 1é¢iv.
Aktivni misto CYP3A4 je pomérné velké a flexibilni, diky cemuz dokéze metabolizovat
malé i velké molekuly, pfevazné lipofilni povahy (Scott a Halpert, 2005; Hendrychova
et al., 2011). Z tady mens$ich molekul, které jsou substraty tohoto enzymu, mizeme
uveést napt. ifosfamid, tamoxifen, statiny, opidty ¢i antidepresiva. Ptikladem molekul
o velké molekulové hmotnosti jsou imunosupresiva, konkrétné cyklosporin A
a takrolimus, dale makrolidova antibiotika (napiiklad erytromycin) a v neposledni fadé¢
protinadorova 1é¢iva zahrnujici taxol. Tento cytochrom P450 se podili také

na metabolismu (pfevazné hydroxylacnich reakcich) endogennich steroidd -
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testosteronu, progesteronu, kortizolu, zlu€ovych kyselin a dalSich. | pro méfeni aktivity
tohoto enzymu in vitro (a v nékterych pfipadech in vivo) se pouzivaji specifické
substraty 1é¢iva, napf. midazolam, erytromycin, alprazolam ¢i dextrometorfan (Fuhr
et al., 2007, Liu et al., 2007). Procentualni zastoupeni jednotlivych forem cytochromut

P450 v jatrech je znazornéno na Obr. 5.

2.3 Metabolismus xenobiotik stievnimi bakteriemi

Strevni bakterie maji velky metabolicky potencidl. Kazda tivaha o metabolismu
xenobiotik stifevnimi bakteriemi musi byt chapana v kontextu se soubéznym a Casto
konkurenénim metabolismem xenobiotik probihajicim v lidském organismu, probranym
v kapitole 2.2.

Slouceniny aplikované peroralné vstupuji pfes horni gastrointestinalni trakt (GIT)
do tenkého stfeva, kde mohou byt modifikovany travicimi enzymy a absorbovany
hostitelskymi buitkami (Wang et al., 2016). Snadno absorbovana xenobiotika prochazeji
ptes stfevni epitelové buiiky, kde mohou byt biotransformovéany hostitelskymi enzymy
pred vstupem do jater portalni Zilou. V jatrech dochéazi k dalS§im metabolickym
procestim za ucasti jaternich enzymi a vzniklé metabolity vstupuji pres obéhovy systém
do tkani a ovliviiuji distalni organy.

Xenobiotika, ktera nebyla pfi prichodu predchéazejicimi oddily gastrointestinalniho
traktu absorbovana, prochazeji z tenkého do tlustého stieva, kde podléhaji metabolismu
za Ucasti stfevnich bakterii. V rdmci rozmanitého stfevniho mikrobiomu bakterie
modifikuji pfijimané substraty Sirokou Skalou enzymovych reakci. Zatimco enzymy
hostitele vyuzivaji predevsim reakce prvni a druhé faze metabolismu xenobiotik
(tj. funkcionalizacni a konjugacni chemické reakce, jako hydroxylace, oxygenace,
dealkylace, glukoronidace, sulfatace atd., viz kap. 2.2), stfevni mikroorganismy
primarné vyuzivaji hydrolytické a redukéni reakce. Rozdily jsou dany Ccastecné

fyziologickymi a ¢astecné evolu¢nimi aspekty (Sousa et al., 2008).
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2.3.1 Hydrolytické reakce

Sttevni mikrobiom vyuzivéa hydrolytické reakce ke Stépeni velkych molekul substrati
na malé produkty, které mohou byt déile metabolizovany. Hydrolasy katalyzuji
roz$tépeni vazby v molekule substratu za casti vody. NejvyznamngjSimi
a nejcetnéjSimi hydrolasami v GIT traktu jsou proteasy, glykosidasy a sulfatasy.
Proteasy se podileji na Stépeni peptidové vazby spojujici aminokyseliny
V polypeptidovém fetézci. Glykosidasy hydrolyzuji glykosidové vazby za vzniku
volnych sacharidi a sulfatasy Sstépi sulfatové estery tvofené napf. hostitelskym
metabolismem II. faze. Produkty hydrolytickych reakei (napf. sacharidy,
aminokyseliny) zna¢né ptispivaji k mikrobialnimu ristu ve stfevech (Wang et al.,

2015). Obecné schéma hydrolytickych reakci je znazornéno na Obr. 6.
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Obr. 6 Obecné schéma hydrolytickych reakci pomoci proteas, glykosidas a sulfatas. Pievzato
z Koppel et al. (2017).



2.3.2 Reduk¢ni transformace

Stievni mikroorganismy dokazou za ucasti enzymu redukovat celou fadu funkénich
skupin, mezi které patii naptiklad alkeny, a,B-nenasycené karboxylové kyseliny,
nitroslouceniny, N-oxidy, azoskupiny ¢i sulfoxidové skupiny. Reduktasy vyuzivaji
rizné kofaktory (napf. NADH+H*, NADPH, klastry Fe-S, hem, molybden) k pienosu
elektroni ¢i protont K substratim. Redukci se obvykle méni naboj, elektrofilita
a polarita sloucenin, coz v konecném dusledku ovlivituje zivotnost a aktivitu metaboliti
(Lavrijsen et al., 1995). Obecné schéma redukcnich transformaci je zndzornéno

na Obr. 7.
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Obr. 7 Znazornéni reakci redukéni transformace. V rovnici jsou znazornény také kofaktory,
vyuzivané k prenosu elektront ¢i protont k substratim. Prevzato z Koppel et al. (2017).
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2.3.3 Vliv metabolismu stievnich bakterii na ic¢innost 1é¢iva
Metabolismus zprostiedkovany stievnimi bakteriemi muze ovlivnit Gcinnost
podavanych 1é¢iv mnoha zptsoby. V prvnim ptipadé je 1éCivo tzv. prolécivem (angl.
prodrug), které je farmakologicky netG¢inné a teprve prostfednictvim enzymu stfevnich
mikroorganismil je biotransformovano na farmakologicky aktivni l1é¢ivo. Klasickym
piikladem je antibakteridlni 1éCivo protosil, které bylo prvnim piikladem tvorby
aktivniho species, sulfonamidu (sulfanilamidu) redukci azoskupiny
Vv gastrointestinalnim traktu (Gingell a Bridges, 1973) nebo podobné 1€k sulfasalazin,
modifikovany na aktivni protizanétlivou kyselinu 5-aminosalycilovou (Houston et al.,
1982).

V druhém ptipadé mize metabolismus zprostiedkovany stfevnimi bakteriemi
zpusobit degradaci l1éCiva nebo zménu vlastnosti hostitelskych enzymi, které¢ pozdéji
1é¢ivo metabolizuji. Piikladem je 1€k digoxin, ze skupiny srde¢nich glykosidl, ktery
hraje nezastupitelnou roli v 1é¢bé srde¢niho selhani. Prostfednictvim enzymi stievni
mikroflory se miize pfeménit na neaktivni metabolit dihydrodigoxin (Vick et al., 1957).

Nekteré studie potvrzuji hypotézu, Ze naopak samotné plisobeni 1€kt miize mit vliv
na slozeni a funkci stfevni mikroflory, a tim 1 na pribéh ur€itych onemocnéni. Jednim
z ptipadii je protinadorové chemoterapeutikum cyklofosfamid. Lécivo vyvolava
translokaci n€kolika druhG gram-pozitivnich bakterii do sekundérnich lymfoidnich
organt, kde stimuluji tvorbu specifickych pomocnych a pamétovych T-bunék, hrajici
dulezitou roli v imunitnim systému (Viaud et al., 2013).

I pfes to, Ze se béhem nékolika uplynulych let, diky pokrocilé technologické inovaci,
dosadhlo velikého pokroku v odhaleni slozit¢ho vztahu mezi hostitelskym a stfevnim
metabolismem 1€¢iv, dosavadni troven znalosti zatim neumoznuje vyuzit tyto znalosti
pro racionalni design terapie a tzv. personalizaci mediciny, ktera se soustiedi
na pacienta jako jednotlivce a mohla by zajistit splnéni zakladniho cile personalizované
farmakoterapie, tj. pozadavek, aby ,,spravné 1é¢ivo bylo podano spravnému pacientovi

ve spravné davce® (Dapito et al., 2012).

2.4 Modely pro studium vztahu mezi stfevnim mikrobiomem

a metabolismem xenobiotik
Pro studium vztahu mezi stfevnim mikrobiomem a metabolismem xenobiotik

in vivo se vyuzivaji (ke srovnani s konven¢nimi modely) pfipravena laboratorni zvifata

26



s zadnou, pozménénou, resp. definovanou stfevni mikroflorou — tzv. gnotobiologické
modely.

V oblasti gnotobiologie se tedy pro experimenty vyuzivaji zvifata bezmikrobni (GF —
z anglictiny ,,germ-free), ktera kompletn¢ postradaji mikroorganismy uvnitt téla
1 na pokozce, a dale GF zvitata po inokulaci specifickym zndmym mikroorganismem
(jednim nebo i vice druhy). Tyto modely se poté porovnavaji s kontrolnimi zvifaty,
u nichZ nedoslo ke zméné sttevniho mikrobiomu.

Ptesnost GF technologie spocCiva ve schopnosti kontrolovat prostfedi, ve kterém
se organismus vyviji. K vychové GF zvifat je nutné mlad’ata chirurgicky oddélit
od matCiny délohy cisaiskym fezem nebo hysterektomii, ¢imz se zabrani kontaktu
S mikroorganismy pfitomnymi na k0zi ¢i ve vaginé matky. Poté mladata vyristaji
v kontrolovaném sterilnim prostiedi. Alternativni moZznosti je proces pienosu
ocisténych embryi do GF samice za dobte kontrolovanych podminek. GF samice pfijme
embrya, poté ptirozené porodi mlad’ata do sterilniho prostiedi a stara se o né, ¢imz se
zajisti mira jejich preziti. Procesem kiiZeni se muze kolonie rozsitit a novi jedinci se
rodi a vyrustaji ve zcela sterilnich podminkach jako jejich predci (Falk et al., 1998).

Vychova ve sterilnim prosttedi umoznuje GF jedince inokulovat jednim, dvéma nebo
vice mikroorganismy, které jsou v zajmu pfisluSného studia. Kromé toho je mozZné
pfenést zjednoduseny nebo kompletni lidsky mikrobiom do GF hostitele s cilem
vytvotit model podobny lidskému mikrobiomu (Goodman et al., 2011).

Ackoli tyto metody nabizeji vhodné&jsi a realisti¢téjsi prostiedi nez in vitro metody,
je spravné pouzit kombinaci riznych metod, protoze idealni model pro studium vztahu

mezi sttevnim mikrobiomem a metabolismem xenobiotik neexistuje.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

Abcam (Velka Britanie): 1'-hydroxymidazolam; midazolam

Acris (Némecko): primarni a sekundarni protilatka pro CYP2C

BD Genstest (Massachuttes, USA): 1’-hydroxybufuralol

BioRad (Kalifornie, USA): standard proteinu pro elektroforézu

Cerriliant Corporation (Texas, USA): 4’- hydroxydiklofenak

Fluka (Svycarsko): fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Lachema (Ceska republika): dihydrogenfosforeénan draselny (KH2POs); uhligitan
sodny (Na2CO0s3); dithioni¢itan sodny (Na2S204)

Lach-Ner (Ceska republika): 2-propanol; dihydrogenfosfore¢nan sodny (NazHPO4);
ethanol; hydroxid draselny (KOH); hydroxid sodny (NaOH); chlorid sodny (NaCl);
kyselina fosfore¢na (HsPOs); kyselina octova (CH3COOH); siran hote¢naty (MgSOs4)
Linde Technoplyn (Ceska republika): dusik, oxid uhelnaty (CO)

Merck (Ceska republika): dichlormethan; methanol

Probior (Némecko): SOD Assay Kit-WST

Roche (Ceska republika): tablety s inhibitory proteas (EDTA free Complete Protease
Inhibitor Cocktails Tablets)

Roth (Némecko): Tris (trishydroxymethylaminomethan)

Santa Cruz Biotechnology (Texas, USA): primarni a sekundarni protilatky pro formy
CYP1A, CYP2B, CYP2D a CYP3A; p-aktin

Santa Cruz Biotechnology (Kalifornie, USA): chemiluminiscen¢ni kit pro detekci
protilatek

Sigma Aldrich (Ceska republika): 2-hydroxymetronidazol; 7-hydroxykumarin;
2-merkaptoethanol;  bufuralol;  desmethyldiazepam;  diazepam;  diklofenak;
dimethylsulfoxid (DMSO); dodecylsulfat sodny (SDS); ethoxyresorufin; glycerol;
isocitrat; isocitratdehydrogenasa (IDH); komer¢ni testovaci souprava pro stanoveni
celkovych proteini pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA); kumarin; kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA); kyselina chlorista (HCIO4); metronidazol;
nikotinaminadenindinukleotidfosfat (NADP"); paracetamol; resorufin; sacharosa

Sigma Aldrich (Missouri, USA): chlorid draselny (KCl); chlorid vapenaty (CaCly);
hydrogenfosfore¢nan sodny (NaoHPOj4)
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Serva (Némecko): hovézi sérovy albumin (BSA)

VWR International (Ceska republika): acetonitril (ACN)

3.1.2 Pristroj a vybaveni

Analytické vahy AX 105 Delta-Range (Mettler-Toledo, Svycarsko); analytické véhy
GR-202 (Schoeller Instruments, Ceska republika); analytické vahy 4503 MP 6E
(Santorius, Némecko); automatické pipety (Eppendorf, Némecko); centrifuga BR4i
(Jouan, Francie); centrifuga Eppendorf mini spin (Eppendorf, Némecko); centrifuga
Labofuge 400 (Heracus, Ne&mecko); chlazena centrifuga Z 323 K (Hermle
LaborTechnik GmbH, Némecko); chlazena centrifuga Mikro 22R (Hettig Zentrifugen,
Némecko); chlazena centrifuga Rotina 38R (Hettig Zentrifugen, Némecko); Echo
Liquid Handler (Labcyte, Irsko); LightCycler 1536 Instrument (Roche, Svycarsko);
magnetickd michatka sohfevem IKA RH digital (Merci, Ceskd republika);
NanoPhotometr® N60 (Implen, Némecko); pH metr HI 2211 (Hanna instruments,
Ceska republika); Precellys Evolution (Bertin Technologies, Maryland, USA); RNAsa
Mini Kit (Qiagen, Némecko); SNAP i.d.® Protein Detection System (Merck Millipore,
Ceska republika); spektrofotometr UV-VIS TECAN Infinite M200 (Schoeller
Instruments, Ceska republika); spektrofotometr UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko);
spektrofotometr Varian Cary UV VIS 4000 (Varian, Australie); syst¢tm HPLC s UV
a fluorescen¢ni detekci, Shimadzu LC-10A Prominence, software CLASS-VP
(Shimadzu, Japonsko); system HPLC s UV a fluorescenéni detekci, Shimadzu LC-20A
Prominence, software LC-Solution (Shimadzu, Japonsko), TagMan Gene Expression
Assays (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies, Ceska republika); termomixér
Comfort (Eppendorf, Némecko); Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit
(Roche, Svycarsko); Trans-Blot® Turbo™ Transfer Systém (Biorad, Ceské republika);
tfepaci inkubator BIOSAN ES 20 (Merci, Ceské republika); tfepaci vodni lazeni (Grant
Instruments, Velkd Britanie); ultracentrifuga Beckman Optima™ LE-80K (Beckman,
Minnesota, USA); ultrazvukova ¢istici jednotka Elmasonic S 10 (H) (Elma-Ultrasonic,
Némecko); ultrazvukova UP 200S ( Hielscher, Némecko); ultrazvukova lazen UCC4
(Notus-Powersonic, Slovensko); Vortex Reax top (Heidolph Instruments, Némecko);

zaiizeni pro piipravu ultradisté vody Watrex Ultrapur (Watrex, Ceska republika).
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3.2 Metody

3.2.1 NavrZeni experimentu
Pro experimenty byly pouzity vzorky jaterni tkdn¢ a mikrosomalni frakce izolované
Z homogenatu mysich jater.

Jako zvifeci model byly pouzity laboratorni mysi, které byly pro prvni experiment
rozdéleny do tii skupin. Do prvni skupiny, SPF mysi (specific pathogen free), byly
zahrnuty mysi s normalnim nezménénym mikrobiomem. Do druhé skupiny, GF mysi
(germ-free), byly zahrnuty mysi, u kterych byly zcela postradany mikroorganismy.
Posledni skupinou byly mys$i SPF IL-10-KO + kolitida, u kterych bylo metodou
Knock-out dosazeno inaktivace tvorby interleukinu 10 (IL-10) a spontanniho vytvofeni
podporujici zanét (Fiorentino et al., 1989) a je produkovan §irokou $kalou imunitnich
bungk, jako jsou regula¢ni T- a B-lymfocyty, makrofagy, dendritické buiky, eosinofily,
neutrofily a epitelialni buiiky (Al-Robaee et al., 2008; Keubler et al., 2015). Knock-out
metodou dochazi k inaktivaci urc¢itého genu v genomu studovaného organismu, a pokud
je tedy inaktivovany IL-10, mize u experimentalnich zvifat dojit ke spontannimu
vytvofeni zanétu. Podle autort Sellon et al. (1998) jsou bézné stfevni bakterie
v organismu nezbytné pro vytvofeni spontanniho zanétu u mysi s deficitem
IL-10. Tento experiment byl navrzen také pro porovnani rozdilu mezi pohlavimi,
a proto byly vSechny tfi skupiny rozdéleny zvlast’ na samce a samice.

V druhém experimentu bylo cilem pozorovat zmény enzymové aktivity
a exprese vybranych jaternich cytochromii P450 v ¢asovych intervalech po jednorazoveé
aplikaci léciva metronidazolu. Odbér vzorki byl proveden po intragastrickém podani
metronidazolu v ¢asech Oh, 2h, 6h a 24h. Experimentalni zvifata byla rozd¢lena do dvou
skupin. Jako kontrolni skupina byli zvoleni SPF samci (télesna vaha 21,85 — 29,65 g;
vaha jater 0,8128 — 1,342 ). Pro porovnani byli zvoleni GF samci (t€lesna vaha 20,86 —
25,42 g; vaha jater 0,7894 — 1,0546 g).

Klinicky pouzivané antibakteridlni 1é¢ivo metronidazol, patiici do skupiny
nitroimidazolovych antibiotik, se bézn¢ vyuzivd k 1é€b¢ anaerobnich protozoalnich
infekci, infekci zptisobené Helicobacter pylori, a zejména k 1é¢bé infekci spojené
s Clostridium difficile (Edwards, 1980). Modelovym zvifatim bylo podavano 300 pl

infuzniho roztoku o koncentraci 5 mg-kg? zvifete.
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3.2.2 Priprava biologického materialu

Mikrosomy, vackovité utvary, se ziskavaji in vitro pii rozbiti endoplasmatického
retikula. Ackoli se za fyziologickych podminek v zivych bunkach nevyskytuji, je nutné
provést jejich izolaci pro nasledné stanoveni proteinové exprese a enzymové aktivity
jednotlivych cytochromii P450. Pravé v mikrosomalni frakci jsou totiz CYP pfitomny
V nejvyssi koncentraci s ohledem na celou buriku.

Izolace mikrosomdlni frakce zhomogenatu mySich jater byla provadéna
podle stanoveného protokolu (Lake, 1987).

Jatra byla v kadince s homogeniza¢nim pufrem rozstiihana pomoci ntizek. Pufr byl
nasledné slit pfes gazu a timto zptisobem byla jatra promyta jesté dvakrat. Cast
promytych jater byla pomoci pinzety vlozena do 15ti ml zkumavky, bylo ptidano
zhruba 7 ml homogeniza¢niho pufru a pomoci ponorného homogenizatoru byla jatra
homogenizovana 3 x 10s a poté byl homogenat pielit do 50ti ml centrifugacni
zkumavky. Stejnym postupem byla homogenizovéana zbyla ¢ast jater a byla ptidana
do stejné 50ti ml zkumavky. Poté byl homogenat centrifugovan (10 min, 5290x g, 4 °C).
Supernatant byl nasledné slit do cisté 50ti ml centrifugacni zkumavky a byl
centrifugovan (15 min, 15150x g; 4 °C). Dale byl opét supernatant slit do UC
(ultracentrigufacni) zkumavky, zkumavka byla doplnéna az po okraj homogenizacnim
pufrem a byla uzaviena vi¢kem tak, aby uvnitf nedoslo ke vzniku vzduchové bubliny.
UC zkumavky byly umistény do ultracentrifugy a byly centrifugovany (60 min,
125 000x g, 4 °C). Po odliti supernatantu byl nasledné k sedimentu, ¢ili kK mikrosomalni
frakci, pfidan promyvaci pufr, sediment byl setfen sklenénou ty¢inkou a byl
homogenizovan S pouzitim Potter-Elvehjemova homogenizatoru (P-E).
Po homogenizaci byl obsah piemistén do ¢ist¢ UC zkumavky, ta byla doplnéna
promyvacim pufrem a uzaviena tak, aby uvniti nedoslo ke vzniku vzduchové bubliny
a v ultracentrifuze byla tkan centrifugovana (60 min, 125000x g, 4 °C). Na zavér byl
sediment homogenizovan pomoci P-E homogenizatoru s rehomogeniza¢nim pufrem tak,
aby byl celkovy objem rehomogenizaéniho pufru 0,2nasobkem vahy jater.
Zhomogenizované mikrosomy byly rozpipetovany do mikrozkumavek a zmrazeny
na -80 °C.
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Pouzité roztoky:

Homogeniza¢ni pufr: 250 mmoll? sacharosa; 1 mmoll! EDTA; tprava pH

na hodnotu 7,4 pomoci NaOH.

Promyvaci pufr: 50 mmol-1"* Tris; 150 mmol-1* KCI; tiprava pH na hodnotu 7,4 pomoci
HCI.
Rehomogenizaéni pufr: 20 mmoll? KHzPOs; 0,2 mmoll? EDTA, uprava pH

na hodnotu 7,4 pomoci NaOH; 20% glycerol (V/v).
PMSF (fenylmethylsulfonylfluorid): 0,2 mmol-1* PMSF; rozpuiténo v isopropanolu;

pridano do homogenizaéniho a promyvaciho pufru pted pouzitim.

3.2.3 Stanoveni koncentrace cytochromii P450

Koncentrace cytochromit P450 v jaterni mikrosomalni frakci byla méfena pomoci
diferencni spektroskopie na spektrofotometru UV/VIS Cary 4000 a softwaru CaryWin
podle protokolu autord Schenkman a Jansson (1998).

Do zkumavky bylo napipetovano 1900 ul fosfatového pufru (K/PO4 pH 7,4), 100 pl
mikrosomi a bylo ptidano zhruba 2 — 5 mg dithioni¢itanu sodného (Na2S204). Vse bylo
na vortexu promichano a rozdéleno do dvou kyvet pro spektrofotometrické méieni.
Po tom, co byla zaznamenana zédkladni linie (s redukovanym vzorkem v obou
kyvetach), byla mikrosomalni frakce v prvni kyveté 60 sekund probublana oxidem
uhelnatym (CO) a bylo zméteno diferenéni spektrum redukovaného enzymu

v komplexu s CO.

Pouzité roztoky:

Fosfatovy pufr K/POs: 100 mmol-1? KH2POgs; tiprava pH na hodnotu 7.4 pomoci
roztoku KOH.

3.2.4 Stanoveni koncentrace proteint

Stanoveni koncentrace proteini v mikrosomalni frakci bylo provedeno pomoci
bicinchoninové metody (BCA). Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA),
pro méfeni byl pouzit roztok BCA (BCA Protein Assay kit A:B; 50:1; A = kyselina
bicinchoninova; B = sulfat méd’naty). V piitomnosti proteinli v bazickém prostiedi
vznikd fialové zbarveny komplex, coz je zpiisobeno chelataci médného iontu

molekulou BCA. Tento komplex absorbuje pii 562 nm.
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Podle Tab. 2 byla pfipravena kalibracni fada pouzitého standardu. Vzorky byly
natedény 100x ve fosfatovém pufru. Do 96-jamkové desticky bylo napipetovano 12,5 ul
roztokt kalibracni fady i1 vzorkii mikrosomalni frakce, do vSech jamek bylo ptidano
100 pl roztoku BCA a poté byla desticka v termoboxu inkubovana 30 min pti 37 °C.
Po inkubaci byla méfena absorbance vzorka na spektrofotometru UV-VIS, TECAN
Infinite M200 pfi 562 nm.

Podle kalibra¢ni fady byla vypoc¢itana koncentrace proteini v mikrosomalni frakci.

Tab. 2 Kalibra¢ni fada hovéziho sérového albuminu.

Koncentrace BSA standart fosfatovy pufr
kalibraéni rady (nb (n

(mg-ml)

0 - 100

0,2 20 80

0,4 40 60

0,6 60 40

0,8 80 20

1 100 -
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3.2.5 1zolace RNA z jater

Celkova RNA byla izolovana z mySich stfev nebo jater ulozenych v RNAlateru
za pouziti kitu RNeasy Plus mini podle instrukci vyrobce.
Nejdiive byla ptipravena smés RLT plus pufru a 2-merkaptoethanolu (v poméru
I ml : 10 pl). 600 pl této smési bylo napipetovano do homogeniza¢nich zkumavek
Precellys a bylo k ni pfidano zhruba 30 mg zamrazené tkané. VSe bylo homogenizovano
na pristoji Precellys (2 ml, 7200 rpm, cyklus 2 x 15 s, pauza 10 s). Aby bylo dosazeno
odstiedéni vzniklé pény, byl homogenat centrifugovan na centrifuze Eppendorf mini
spin (1 min, 11337x @) a lyzat byl pfemistén do mikrozkumavky s RNA-vazebnou
kolonkou. Opét byla smés centrifugovana na centrifuze Eppendorf mini spin (75 s,
11337x @), aby bylo dosazeno prichodu celého lyzatu pies kolonku. Poté byla kolonka
odstranéna, K lyzatu bylo ptidano 600 pul 70% (v/v) ethanolu, zhruba 600 ul bylo
ptepipetovano do nové mikrozkumavky s RNA-vazebnou kolonkou a smés byla opét
centrifugovana na centrifuze Eppendorf mini spin (15 s, 6708x g). Tento krok byl
opakovan jesté jednou a poté byla RNA navazana na kolonce promyta. Na kolonku bylo
napipetovano 600 ul RW1 pufru, byla provedena centrifugace (15 s, 6708x g), odpad
na dné mikrozkumavky byl vylit. Nasledné¢ bylo na kolonku dvakrat po sobé
napipetovano 500 ul RPE pufru a smés byla po kazdé centrifugovana (po prvé 15 s,
6708x g, po druhé 2 min, 6708x g). Dale byla kolonka vlozena do c¢isté 1,5 ml
mikrozkumavky a byla provedena centrifugace (1 min, 14104x g). Na zavér byla
kolonka opét vlozena do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky, bylo na ni napipetovano 25 ul
RNAse free water a byla provedena centrifugace (1 min, 6708x g). Poté byla kolonka
vyhozena a vzorek v mikrozkumavce s celkovou RNA byl pouzit k dalsim kroktim.
Pomoci piistroje Nano Drop 1000 byla spektrofotometricky stanovena koncentrace
a Cistota izolované RNA pfti 260, 280 a 230 nm.

3.2.6 Reverzni transkripce a kvantitativni PCR v realném ¢ase (QPCR)

Tab. 3 SloZeni a objem reakéni smési pro reverzni transkripci.

Reagencie Objem [pl]
Water, PCR Grade 14 - x
Reaction Buffer, 5x koncentrovany 4,0
Template RNA X

Celkovy objem 18
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Tab. 4 Protokol inkubace reverzni transkripce.

Teplota Cas

42 °C 15 min
85°C 5 min
65 °C 15 min
4°C

-15az-25°C uchovat

Podle Tab. 3 byly smichany latky o urcitétm objemu. X bylo vypocitano
z koncentrace RNA tak, aby byl pouzit 1 pg RNA. Smés byla zcentrifugovana a byla
ponechana inkubaci 5 min na ledu. Po inkubaci byly ke smési ptidany 2 pl Enzyme Mix
(10x koncentrovany) a pomoci kitu Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis byla
provedena reverzni transkripce RNA. Protokol inkubace je znazornén v Tab. 4. Celkovy
objem smési byl 20 pl.

Pro kvantifikaci enzymi CYP byla provedena analyza PCR v redlném case. Méteni
vzorkli bylo provedeno na piistroji LightCycler 1536 Instrument s pouzitim
specifického testu TaqMan Gene Expression. Vzorky byly pipetovany pomoci
automatického pfistroje Labcyte Echo do 1536-jamkovych desticek. Data byla
vyhodnocena na zakladé metody ,,Delta-Delta Ct* podle studie Livak a Schmittgen
(2001) a byla vyjadiena jako nasobek zmény jednotlivych experimentalnich skupin vuci
kontrole. Jako wnitini kontrola byly pouzity geny HPRTI1 a 18S podle studie
Matouskova et al. (2014).

3.2.7 Stanoveni enzymovych aktivit vybranych forem cytochromii P450
Enzymové aktivity jednotlivych cytochromii P450 byly méfeny v mikrosomalni frakci
biologického materidlu za pouziti specifickych substrati. Koncentrace produkt
byla stanovena pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV nebo
fluorescenéni detekci. Aktivita jednotlivych forem CYP byla stanovena podle
zavedenych protokolt z publikace Phillips et al. (1998) a publikace Kronbach et al.
(1989).

Reakéni smés byla inkubovana za uréitych podminek. Reakce byla zastavena
ptislusnym ¢inidlem, smés byla centrifugovana a supernatant byl odebran na stanoveni
produktu reakce pomoci HPLC.

V nésledujicich tabulkéch jsou zaznamenany studované CYP, specifické substraty
pro jednotlivé formy CYP, vznikajici metabolity, schéma pfipravy reakéni smési

a podminky mobilni faze.
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Tab. 5 Schéma reakci a reakénich smési pro stanoveni aktivity cytochromd P450
v mikrosomalni frakci mySiho homogenatu jater — metody pouzivané pro lidské formy.

CYP1A2

Substrat
Metabolit
Typ reakce

0 (o] OC,H, 0 6]
I cyplaz
= N
N N

Mikrosomy
Pufr
NADPH generujici systém

10 pmol-1* ethoxyresorufin
resorufin
dealkylace

OH

35 pmol P450
100 mmol-1* KH,PO;4 (pH 7,4)

7.9 mmol-1* NADP*; 84,5 mmol-1? isocitrat;
100 mmol1? MgSOs; IDH (10 units'mg™
proteinu)

Schéma reakce

Pufr

Mikrosomy/pufr

10 pmol-I'* ethoxyresorufin
Preinkubace (3 min, 37 °C, 350 rpm)
NADPH g. s.

Inkubace (15 min, 37 °C, 350 rpm)
Zastaveni reakce

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 °C)

25ul
20 wl
26 ul
29 ul

200 pl 100% methanol (v/v)

Mobilni faze

Pritok mobilni faze
Eluce

Nastrik vzorku
Detekce

25 mmoll? Na;HPOs (pH = 7) : 100%
methanol (v/v) (58:42)
0,8 ml'min™*

1zokraticka
50 ul
fluorescenéni, ExX/Em 535/585 nm
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CYP2B10

Substrat 10 umol-1* penthoxyresorufin

Metabolit resorufin

Typ reakce dealkylace

0 o] O(CH,) CH, o] 0 OH
N B CYP2B10 ~
\\N \N

Mikrosomy 35 pmol P450

Pufr 100 mmol-1 KH,PO, (pH 7,4)

NADPH generujici systém 7,9 mmol-1? NADP*; 84,5 mmol-l? isocitrat;
100 mmol-1? MgSOs; IDH (10 units'mg?
proteinu)

Schéma reakce

Pufr 25 ul

Mikrosomy/pufr 20 ul

10 pmol-I'* penthoxyresorufin 26 pl

Preinkubace (3 min, 37 °C, 350 rpm)

NADPH g. s. 29 ul

Inkubace (15 min, 37 °C, 350 rpm)

Zastaveni reakce 200 pl 100% methanol (v/v)

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 °C)

Mobilni faze 25 mmoll? NaHPOs (pH = 7) : 100%
methanol (v/v) (58:42)

Priitok mobilni faze 0,8 ml'min?

Eluce izokraticka

Nastiik vzorku 50 ul

Detekce fluorescen¢ni, Ex/Em 535/585 nm

37



CYP2C9

Substrat
Metabolit
Typ reakce

Cl Cl

Mikrosomy
Pufr
NADPH generujici systém

400 umol-1* diklofenak
4’- hydroxydiklofenak
4’ - hydroxylace

0 o~
N
CYP2C9 N
I
Cl cl
OH
35 pmol P450

100 mmol-1* KH.PO, (pH 7,4)

4,7 mmol-1* NADP*; 50,8 mmol-l? isocitrat;
50 mmol-1! MgSOs IDH (10 unitssmg™
proteinu)

Schéma reakce

Pufr

Mikrosomy/pufr

NADPH g. s.

Preinkubace (5 min, 37 °C, 350 rpm)
400 pmol-1* diklofenak

Inkubace (25 min, 37 °C, 350 rpm)
Zastaveni reakce

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 °C)

60 pl
54,5 l
77,5 ul

8ul

50 ul 100% ACN (V/v) : CHsCOOH (94:6)

Mobilni faze

Priitok mobilni faze
Eluce

Nastrik vzorku
Detekce

MFA = 100% ACN (v/v) : 2 mmol-1* HCIO,
(70% (viv)) (30:70)

MFB = 100% methanol (v/v)

1 ml'min?

gradientova

50 ul

UV, 280 nm
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CYP2C19

Substrat 400 pmol-1"* diazepam

Metabolit desmethyldiazepam

Typ reakce demethylace

H3C H
/? _cyecy

Mikrosomy 70 pmol P450

Pufr 100 mmol 1" KH.PO;4 (pH 7,4)

NADPH generujici systém 4,7 mmol-1* NADP*; 51,3 mmol-1? isocitrat;
50 mmol- 1t MgSO4; IDH (10 units'mg?
proteinu)

Schéma reakce

Pufr 65 ul

Mikrosomy/pufr 20 pl

NADPH g. s. 65 ul

Preinkubace (5 min, 37 °C, 350 rpm)

400 pmol1* diazepam 50 ul

Inkubace (25 min, 37 °C, 350 rpm)

Zastaveni reakce 100 pl 100% ACN (v/v)

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 °C)

Mobilni faze 50 mmol'I? KH,PO4 (pH 2,9) : 100% ACN
(v/v) (55:45)

Pritok mobilni faze 1 ml'min™*

Eluce izokraticka

Nastiik vzorku 50 ul

Detekce UV, 229 nm
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CYP2D6

Substrat 1 mmol-1* bufuralol

Metabolit 1"-hydroxybufuralol

Typ reakce 1'-hydroxylace

\ CH—CH,— N—C(CHy), ﬂ-— N CH— CH,—N— C(CH,),
© cle H © C!H H
CH, CH
| OH/ \CH
CH, 3

Mikrosomy 67,3 pmol P450

Pufr 100 mmol 1" KH.PO;4 (pH 7,4)

NADPH generujici systém 4,7 mmol-1* NADP*; 51,3 mmol-1? isocitrat;
50 mmol1! MgSOs IDH (10 unitssmg?
proteinu)

Schéma reakce

Pufr 30 ul

Mikrosomy/pufr 100 wl

1 mmol1? bufuralol 5ul

Preinkubace (5 min, 37 °C, 350 rpm)

NADPH g. s. 65 ul

Inkubace (25 min, 37 °C, 350 rpm)

Zastaveni reakce 20 ul 70% HCIO4 (viv)

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 °C)

Mobilni faze MFA = 100% ACN (v/v) : 2 mmol-1* HCIO,

(70% (v/v)) (30:70)
MFB = 100% ACN (v/v)

Priitok mobilni faze 1,5 ml'min?

Eluce gradientova

Nastiik vzorku Sul

Detekce fluorescencni, Ex/Em 252/302 nm
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CYP3A4

Substrat
Metabolit
Typ reakce
H.C N
g
/)
cl —N
F

Mikrosomy
Pufr

NADPH generujici systém

28 umol-1" midazolam

1’-hydroxymidazolam
1'-hydroxylace

HOH:C N
e
/

N

CYP3A4

cl ——N

12,6 pmol P450
100 mmol 1"t KH,PO;4 (pH 7,4)

22,2 mmoll* NADP*; 156,1 mmol?

isocitrat; 50 mmoll? MgSOs; IDH (10
units-mg* proteinu)

Schéma reakce

Pufr

Mikrosomy/pufr

NADPH g. s.

Preinkubace (5 min, 37 °C, 350 rpm)
28 pmoll*! midazolam

Inkubace (25 min, 37 °C, 350 rpm)

Zastaveni reakce

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 °C)

50 pl
20 ul

20 wl

10wl

100 pl 100% methanol (v/v)

Mobilni faze

Priitok mobilni faze
Eluce

Nastrik vzorku
Detekce

10 mmol-1™ CH;COONa : 100% ACN (V/v)
(64:36)

0,6 ml'min™*
izokraticka
50 ul

UV, 240 nm
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3.2.8 Stanoveni metronidazolu v plazmé
Koncentrace metronidazolu v plazm¢ biologického materialu byla méfena pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Jako vnitni standard byl pouzit 10 mmol1? paracetamol, kdy bylo 10 ul pfidano
ke 130 pl plazmy (13:1). Poté byla plazma srazena 390 pl 100% methanolu (v/v) a smés
byla centrifugovana na centrifuze Eppendorf mini spin (10 min, 14104x g, 25 °C).
440 pl supernatantu bylo odebrano do sklenéné zkumavky a pomoci dusiku bylo
dosazeno odpateni organického rozpoustédla. Odparek byl rozpustén ve 130 pl mobilni
faze, opét byla smés centrifugovana na centrifuze Eppendorf mini spin (10 min,

14104x g, 25 °C) a supernatant byl pouzit pro méfeni koncentrace metronidazolu.

Podminky méfeni na HPLC:

Ptistroj: HPLC Prominence systém; kolona HPLC RP-18.

Mobilni faze: 10 mmol-1! NaH2PO4 (pH = 4,65) : 100% ACN (v/v) (90:10).
Eluce: izokraticka.

Doba analyzy: 9 min.

Reten¢ni ¢as metronidazolu: 6,3 min (pfi vinové délce 320 nm).

Detekce: UV 320 nm.

3.2.9 Western blot

Metoda Western blot byla pouzita pro detekci a ¢astecnou kvantifikaci proteini
vybranych cytochromii P450.

Podle vypoctené koncentrace proteinti v kapitole 3.2.4 byly pro metodu Western blot
vzorky prepocteny a nafedény na hodnotu koncentrace 2 pg-ul? do objemu 250 pl.
Ke vzorkim bylo pfidano 50 pl detekéniho pufru a pro denaturaci byly zahtaty
na teplotu 96 °C po dobu 5 minut. Pottebné TBS a TBS/T pufry byly 10x nafedény
do objemu 11.

Separace proteinu byla provedena pomoci elektroforézy na 12% polyakrylamidovém
gelu (v/v) v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE). Vzorky byly po 20 ul
napipetovany do jednotlivych jamek gelu a pro porovnani velikosti proteint byly vedle
vzorkidl napipetovany 2 pl standardu. Po prob&hnuti elektroforézy v RUNNING pufru
(30 mV 20 minut a dale 60 mV 30 minut) byl gel ofiznut a oplachnut v promyvacim
TBS pufru. Poté byl umistén do blotovaci kazety a bylo provedeno pieneseni proteint

na nitrocelul6zovou membranu. Po probéhnuti Western blotu byla membrana 3x5 min
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oplachnuta v promyvacim TBS/T pufru a pro blokovani nespecifickych vazeb byla
umisténa do 5% susen¢ho mléka (w/v) na 1 hod (25 ml na kazdou membranu) a opét
byla promyta 3x5 min v TBS/T pufru. Po promyti byla na membranu aplikovana
primarni protilatka a membrana byla inkubovana pfes noc na tfepacim inkubatoru
pii 4 °C.

Druhy den byla membrana 3x5 min promyta v TBS/T pufru a byl aplikovan 1 ul
sekundarni protilatky spole¢né s 0,5 g suseného mléka a 10 ml TBS/T pufru. Nasledné
byla membrana inkubovana na tfepacim inkubatoru 1 hod pfi laboratorni teploté a poté
byla promyta 3x5 min TBS/T pufrem. Na zavér byl smichan detek¢éni roztok A a B
(Imunocruz:Santa cruz) v poméru 1:1 a 1 ml byl aplikovan na 1 minutu na membranu.
Detekce byla provedena pomoci svétlocitlivého filmu v temné komofte.

Dle potieby byly membrany pftestripovany. Po promyti bylo na membranu
aplikovano 200 ml 12% roztoku SDS (w/v) a byla inkubovana 45 — 60 min. Poté byla
membrana omyta v TBS/T pufru, byla blokovana opét v 5% suSeném mléku (W/v)
a nésledné byla pfeblotovana jinou primarni a sekundarni protilatkou.

Bloty byly kvantifikovany pomoci programu Imagel.

Pouzité roztoky:

RUNNING pufr: 1,5 mol-1t Tris (pH 8,8).

TBS pufr (Tris-buffered saline): 100 mmol-1? Tris, 0,9% NaCl (w/v).

TBST pufru (Tris-buffered saline/tween): 10 mmol-1" TBS, 20 mol-1? tween.

3.2.10 Statisticka analyza

Data jsou vyjadiena jako primér = SD nebo primér = SEM. Statisticka vyznamnost
genové exprese byla stanovena pomoci neparového Studentova t-testu a softwaru
Statistica 12 (Statsoft, Ceskd republika). Rozdily byly povaZovany za statisticky
vyznamné pii p<0,05. Kvuli nedostatku materialu nebylo mozné vyhodnotit statistickou

vyznamnost u enzymovych aktivit.
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4 Vysledky

4.1 Zmény aktivity a exprese vybranych jaternich cytochromi P450
u mysi S pozménénym mikrobiomem

Jak jiz bylo zminéno V teoretické ¢asti, stfevni mikrobiom ovliviluje fadu
biochemickych procesti a hraje dilezitou roli v pribéhu mnoha lidskych onemocnéni.
| presto nejsou v soucasné dobé zcela objasnény molekuldrni mechanismy plsobeni
bakterii na lidsky organismus a metabolismus Xxenobiotik, zejména 1éCiv. V této
diplomové praci je proto nejvétsi pozornost vénovana cytochromim P450 (dale jen
CYP), hlavnim enzym@m I. faze biotransformace xenobiotik.

Exprese mMRNA byla stanovena v jaterni tkani, enzymova aktivita a exprese proteinu
jednotlivych CYP byla stanovena v jaterni mikrosomalni frakci. V nasledujicich grafech
jsou vzdy na ose x popsany jednotlivé formy CYP. V grafech exprese mRNA jsou
popsany geny, které byly identifikovany v mysi jaterni tkani. V grafech enzymatické
aktivity jsou popsany podrodiny jednotlivych CYP u mysi, které odpovidaji lidskym
formam CYP, coz prezentuje tabulka v publikaci autort Burkina et al. (2017).
V piipadé¢ podrodiny CYP2C jsou v grafu enzymovych aktivit popsany pouzité
substraty. Diklofenak (Dikl.), ktery podle zminéné tabulky odpovidé lidské formé
CYP2(C9 a diazepam (Diaz.), ktery odpovida lidské form& CYP2C19.

V nasledujicim experimentu byly sledovany tii skupiny mysi uobou pohlavi,

znazornény v tabulce 6.

Tab. 6 Sledované skupiny mysi v experimentech studia efektu mikrobioty na aktivitu a expresi
vybranych jaternich CYP u mysi.

Skupina Pohlavi
1. SPF d+9
2. GF d+9Q
3. SPF 1L-10-KO + kolitida d+9
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4.1.1 Efekt absence mikrobioty na aktivitu a expresi cytochromi P450

Vzhledem k tomu, 7e molekularni mechanismus pusobeni stfevnich mikroorganismu
na hostitelsky organismus je zatim z velké ¢asti nepochopeny a ziistdva stdle mnoho
nezodpovézenych otdzek, byl nejdiive na§ experiment sméfovan ke srovnani exprese
mRNA gent jednotlivych CYP v ptitomnosti a pfi absenci mikrobioty. Pravé zména
exprese jaternich biotransformaénich enzymi muze byt jednou z pfi¢in ovlivnéni
metabolismu 1éCiv stifevnim mikrobiomem. Exprese mRNA gentit CYP byla méfena
V jaterni tkani pomoci kvantitativni PCR v redlném case.

Na Obr. 8 je porovnavana exprese mRNA gent CYP mezi SPF a GF myS$mi
u (A) samct a (B) samic. Na ose x jsou popsany jednotlivé formy genli CYP, na ose y
je znazornéna exprese mRNA, vzdy ndsobek kontroly. Jako kontrola zde slouzily SPF
mysi, vyjadieny na ose x ¢islem 1.

U GF samct byl pozorovan signifikantni nartst exprese mRNA gent CYP2c38
a CYP2a5 proti SPF samcum (Obr. 8A). Naopak zde byl pozorovan pokles exprese
MRNA genu CYP3all. U ostatnich genii jednotlivych CYP nebyly pozorovany
vyznamngj$i zmény v expresi MRNA (Obr. 8A).

U GF samic byl zaznamenan signifikantni pokles exprese mRNA genu CYP3all
proti SPF samicim. Na druhou stranu byl zde pozorovan narlst exprese mRNA genu
CYP2a5 u GF samic na rozdil od SPF samic. U ostatnich gent jednotlivych CYP nebyly

pozorovany vyznamnéjsi zmény v expresi mRNA (Obr. 8B)
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Obr. 8 Stanoveni exprese mRNA genti CYP u SPF a GF (A) samct a (B) samic. Vysledky jsou
vyjadieny jako primér + SEM ze 4-5 zvirat. Na ose x jsou popsany jednotlivé formy genit CYP,
na ose Y je znazornéna exprese mRNA v nasobku proti kontrole. Jako kontrola zde slouzi SPF
myS$i. Exprese mRNA gentit CYP byla méfena pomoci kvantitativni PCR v redlném case.
Statisticky signifikantni zmény oproti kontrole jsou ozna¢eny hvézdi¢kou (*P<0.05; **P<0,01;
***P<0,001). SPF, specific pathogenfree mysi s normalni stievni mikroflorou; GF, germ-free
mys$i postradajici stfevni mikrofloru.
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S ohledem na zmény Vv expresi mMRNA CYP vlivem absence stfevni mikroflory, byla
dale sledovana enzymaticka aktivita u SPF a GF mysi (Obr. 9). Enzymaticka aktivita
CYP byla méfena pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV/fluorescen¢ni
detekeci.

Na Obr. 9 je znazornén rozdil mezi SPF a GF (A) samci a (B) samicemi. Na ose X
jsou popsany jednotlivé formy CYP, na ose y je zndzornéna enzymaticka aktivita, vzdy
nasobek kontroly. Jako kontrola zde slouzily SPF mysi, vyjadifeny na ose x ¢islem 1.

U GF samct muzeme pozorovat trojnasobny narast aktivity CYP2C (s vyuzitim
diklofenaku jako substratu, dale jen Dikl.) na rozdil od SPF samct (Obr. 9A),
coz je v souladu se zvysenim exprese mMRNA genu CYP2c38 (Obr. 8A). Mirny nartst
aktivity byl pozorovéan také u CYP1A. Naopak aktivita CYP3A u GF samct klesa
o vice nez polovinu proti SPF samctim. Mirny pokles aktivity byl zaznamenan také
u CYP2C (s vyuzitim diazepamu jako substratu, dale jen Diaz.). U CYP2D nebyly
shledany vyznamnéjsi rozdily aktivit mezi experimentalnimi skupinami mysi (Obr. 9A).

U GF samic byl zaznamenan narist aktivity CYP1A a CYP2C (Dikl.) v porovnani
s SPF samicemi (Obr. 9B). Naopak zde byl pozorovan pokles aktivity CYP2C (Diaz.)
a zejména CYP3A u GF samic oproti SPF samicim, coz odpovidd poklesu exprese
mRNA genu CYP3all (Obr. 8B). U CYP2D nebyly shledany vyznamnéjsi rozdily
aktivit (Obr. 9B).
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Obr. 9 Srovnani enzymatickych aktivit CYP u SPF a GF (A) samct a (B) samic. Vzorky byly
meéfeny v triplikatech v mikrosomalni frakci pfipravené z jater 4-5 mysi z kazdé skupiny.
Vysledky jsou vyjadieny jako primeér + SD z triplikatd. Na ose x jsou popsany jednotlivé formy
CYP, na ose Y je znazorn€na enzymaticka aktivita v nasobku proti kontrole. Jako kontrola zde
slouzi SPF mysi. Enzymatické aktivity jaternich CYP byly méfeny pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s UV/fluorescenéni detekci za pouziti specifickych substrati. SPF,
specific pathogenfree mysi s normalni stfevni mikroflorou; GF, germ-free myS$i postradajici
stievni mikrofloru.

46



4.1.2. Efekt pohlavnich rozdili na aktivitu a expresi cytochromi P450

ProtoZe lze o¢ekavat rozdily v expresi MRNA a enzymatickych aktivitach CYP také
mezi samci a samicemi, napiiklad s ohledem na pusobeni hormonalni soustavy, byla
pozornost v diplomové praci vénovana také rozdilu mezi obéma pohlavimi.

Nejdiive jsme se zaméfili na srovnani exprese mRNA gent CYP mezi samci
a samicemi u (A) SPF a (B) GF mysi (Obr. 10). Na ose x jsou popsany jednotlivé formy
genit CYP, na ose y je zndzornéna exprese mRNA, vzdy nasobek kontroly. Jako
kontrola zde slouzili samci, vyjadieni na ose x ¢islem 1.

U SPF samic byl zaznamenan velky narist exprese mRNA genu CYP2c38
a CYP3all na rozdil od SPF samct. U ostatnich gent nebyly pozorovany vyznamnéjsi
zmény v expresi mMRNA (Obr. 10A).

U GF samic byl zaznamenan signifikantni nartust exprese mRNA gend CYP2c38,
CYP2a5 a CYP3al3 v porovnani s GF samci (Obr. 10B). Naopak zde byl pozorovan
mirny, ale signifikantni pokles exprese mMRNA genu CYP2c29. U ostatnich genti nebyly

pozorovany vyznamnéj$i zmény v expresi mRNA (Obr. 10B).
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Obr. 10 Stanoveni exprese mRNA gend CYP mezi samci a samicemi u (A) SPF a (B) GF mysi.
Vysledky jsou vyjadieny jako prumér = SEM ze 4-5 zvifat. Na ose x jsou popsany jednotlivé
formy geni CYP, na ose y je znazornéna exprese mRNA v nasobku proti kontrole.
Jako kontrola zde slouzi samci. Exprese mRNA geni CYP byla métfena pomoci kvantitativni
PCR v realném ¢ase. Statisticky signifikantni zmény oproti kontrole jsou ozna¢eny hvézdi¢kou
(*P<0.05; **P<0,01; ***P<0,001). SPF, specific pathogenfree mySi snormalni stfevni
mikroflorou; GF, germ-free mysi postradajici sttevni mikrofloru.
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Dale bylo sledovano, jestli se rozdily mezi pohlavimi na hladiné mRNA potvrdily
také zménou mnozstvi funkénich enzymi stanovenim jejich enzymatické aktivity.

Na Obr. 11 je znazornén rozdil mezi samci a samicemi u (A) SPF a (B) GF mysi.
Na ose x jsou popsany jednotlivé formy CYP, na ose Y je znazornéna enzymaticka
aktivita, vzdy nasobek kontroly. Jako kontrola zde slouzili samci, vyjadieni na ose x
Cislem 1.

U SPF samic byl pozorovan Sesti-ndsobny narust aktivity CYP2C (Dikl.) oproti
samcum. Naopak u CYP3A byl zaznamenan mirny pokles. U CYP1A, CYP2C (Diaz.)
a CYP2D nebyly pozorovany vyznamngjsi zmény (Obr. 11A).

U GF samic byl pozorovan stejny trend jako u SPF skupiny: trojnasobny narist
aktivity CYP2C (Dikl.) a mirny pokles aktivity CYP3A na rozdil od GF samci.
U aktivity CYP1A, CYP2C (Diaz.) a CYP2D nebyly pozorovany vyznamné&jsi zmény
(Obr. 11B).
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Obr. 11 Srovnani enzymatickych aktivit CYP mezi samci a samicemi u (A) SPF
a (B) GF mysi. Vzorky byly méfeny v triplikatech v mikrosomalni frakci pfipravené z jater 4-5
mysi z kazdé skupiny. Vysledky jsou vyjadieny jako primér = SD z triplikatd. Na ose X jsou
popsany jednotlivé formy CYP, na ose y je zndzornéna enzymaticky aktivita v nasobku proti
kontrole. Jako kontrola zde slouzi samci. Enzymatické aktivity jaternich CYP byly méfeny
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV/fluorescenéni detekci za pouziti
specifickych substrati. SPF, specific pathogenfree mysi s normalni stfevni mikroflérou; GF,
germ-free mysi postradajici stfevni mikrofloru.
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4.1.3. Efekt kolitidy na aktivitu a expresi cytochromi P450

Je znamo, Ze zanét, vytvoieny v organismu, je schopen ovliviiovat biochemické
pochody, v¢etné enzymatické aktivity a exprese biotransformacénich enzymu. Proto byla
diplomova prace dale sméfovana na vliv spontanné vytvorené kolitidy inaktivaci
interleukinu 10 (IL-10) u SPF mysi. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.2.1, podle autori
Sellon et al. (1998) jsou mikroorganismy, kolonizujici télo hostitele, nezbytné k tomu,
aby se inaktivaci IL-10 (IL-10-KO) vytvoiila spontanni Kolitida. Kolitida u mysi
s inaktivovanym IL-10 je charakterizovana histologickymi nalezy, které jsou podobné
jako u lidské IBD, cozZ je chronické zanétlivé onemocnéni gastrointestinalniho traktu
(Kuhn et al., 1993; Bleich et al., 2004; Loftus, 2004).

Nejdrive byla stanovena exprese mRNA vybranych CYP v jaterni tkdni SPF mysi
s kolitidou v porovnani s kontrolni SPF skupinou. Na Obr. 12 je pozorovan vliv kolitidy
na expresi mRNA geni CYP u SPF (A) samcu a (B) samic. Na ose x jsou popsany
jednotlivé formy genit CYP, na ose y je znazornéna exprese mRNA, vzdy nasobek
kontroly. Jako kontrola zde slouZily SPF mysi, vyjadiené na ose X ¢islem 1.

U SPF samct byl zaznamenan az sedmi ndsobny nartist exprese mRNA genu
CYP3all vlivem kolitidy v porovnani s kontrolni skupinou bez zanétu. Naopak pokles
exprese mRNA vlivem kolitidy byl pozorovan u genit CYPla2, CYP2a5 a CYP2c29
(Obr. 12A).

U SPF samic byl vlivem kolitidy pozorovan pokles exprese mRNA gent CYP1laz2,
CYP2a5, CYP2c29, CYP2c38 a CYP3all (Obr. 12B).
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Obr. 12 Stanoveni vlivu kolitidy na expresi mRNA gentt CYP u SPF (A) samct a (B) samic.
Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SEM ze 4-5 zvitat. Na ose x jsou popsany jednotlivé
formy geni CYP, na ose y je zndzornéna exprese mRNA v nasobku proti kontrole.
Jako kontrola zde slouzi SPF myS$i. Exprese mRNA geni CYP byla méfena pomoci
kvantitativni PCR v redlném case. SPF, specific pathogenfree mySi snormalni stfevni
mikroflorou; SPF IL-10-KO + kolitida, specific pathogenfree mySi s inaktivovanym
interleukinem 10 a s vyvinutym zanétem.
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Dale byla stanovena enzymaticka aktivita vybranych jaternich CYP u samct a samic
mysi s kolitidou a kontrolnich skupin bez kolitidy.

Na obr. 13 je znazornén vliv kolitidy u SPF (A) samcu a (B) samic. Na ose x jsou
popsany jednotlivé formy CYP, na ose y je znazornéna enzymaticka aktivita, vzdy
nasobek kontroly. Jako kontrola zde slouzily SPF mysi, vyjadfeny na ose x ¢islem 1.

U SPF samct byl pozorovan Sesti-nasobny nardst enzymatické aktivity CYP2C
(Dikl.) vlivem kolitidy. Naopak byl zaznamenan pokles enzymatické aktivity zhruba
0 polovinu u CYP2C (Diaz.) a CYP3A u SPF samci s kolitidou. U CYP1A a CYP2D
nebyly pozorovany vyznamnéjsi zmény (Obr. 13A).

U SPF samic byl zaznamenan stejny trend jako u SPF samct. Nartst aktivity vlivem
kolitidy byl pozorovan u CYP2C (Dikl.). Na druhou stranu pokles aktivity byl shledan
u CYP1A, CYP2C (Diaz.) a CYP3A ve skupiné samic s Kkolitidou (Obr. 13B).
Tyto poklesy enzymatické aktivity mohou souviset s velkym poklesem mRNA genti
CYP1a2, CYP2c29, CYP2c38 a CYP3all (Obr. 12B).
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Obr. 13 Znazornéni vlivu kolitidy na enzymatickou aktivitu CYP u SPF (A) samcii a (B) samic.
Vzorky byly méfeny v triplikatech v mikrosomalni frakci pfipravené z jater 4-5 mysi z kazdé
skupiny. Vysledky jsou vyjadieny jako primér = SD z triplikdtd. Na ose x jsou popsany
jednotlivé formy CYP, na ose y je znazornéna enzymaticka aktivita v nasobku proti kontrole.
Jako kontrola zde slouzi SPF mysi. Enzymatické aktivity jaternich CYP byly méteny pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV/fluorescencni detekei za pouziti specifickych
substrati. SPF, specific pathogenfree mysi s normalni stfevni mikroflérou; SPF IL-10-KO +
kolitida, specific pathogenfree mysi s inaktivovanym interleukinem 10 a s vyvinutym zanétem.

4.2 Zmény aktivity a exprese vybranych jaternich cytochromiu P450

po jednorazové aplikaci metronidazolu u mysi

V nasledujicim experimentu byly sledovany zmény enzymatické aktivity a exprese

vybranych jaternich CYP po jednorazové aplikaci zvoleného modelového [éCiva
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metronidazolu v ptitomnosti/absenci stievniho mikrobiomu. Zmény byly pozorovany
po jednorazové aplikaci 1é¢iva v ¢ase Oh, 2h, 6h a 24h. Exprese mRNA byla stanovena
Vv jaterni tkéni, enzymova aktivita jednotlivych CYP a exprese proteinu byla stanovena
v mikrosomalni frakci. V nasledujicich grafech jsou vzdy na ose x popsany jednotlivé
formy CYP. V grafech exprese mRNA jsou popsany geny, které byly identifikovany
vmyS$i jaterni tkéni. V grafech enzymatické aktivity jsou popsany podrodiny
jednotlivych CYP u mysi, které odpovidaji lidskym formam CYP, coz prezentuje
tabulka v publikaci autord Burkina et al. (2017). V piipadé podrodiny CYP2C jsou
v grafu popsany pouzité substraty. Diklofenak (Dikl.), ktery podle zminéné tabulky
odpovida lidské formé¢ CYP2C9 a diazepam (Diaz.), ktery odpovida lidské formé
CYP2C19. V experimentu byly sledovany dvé skupiny mysi znazornéné v Tab. 7.

Tab. 7 Sledované skupiny mys$i v experimentu studia zmén aktivit a exprese vybranych
jaternich CYP po jednorazovém podani metronidazolu u mysi.

Skupina Pohlavi Cas
1. SPF ) Oh, 2h, 6h, 24h
2. GF &) Oh, 2h, 6h, 24h
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4.2.1. Sledovani hladiny metronidazolu v plazmé mysi

Pro porovnani hladiny 1é¢iva metronidazolu v plazmé po jeho aplikaci byla sledovana
koncentrace podavaného 1é¢iva metronidazolu v zavislosti na ¢ase u SPF a GF samcu.
Casovy pribéh plazmatické koncentrace metronidazolu je znazornén na Obr. 14, kde je
porovnavana skupina GF mysi proti kontrolni skupiné SPF mysi. Na ose X je znazornén
Cas (v hod), na ose y je znazornéna koncentrace metronidazolu v plazmé
(v umol-1). Nejvyssi plazmaticka koncentrace metronidazolu byla u obou skupin
naméfena v ¢ase 2h po podani 1éciva, pticemz u GF mysi byla stanovena koncentrace
témet o 50 % vyssi (Obr. 14). Po 2h je metronidazol v organismu metabolizovan a jeho
koncentrace v 6h rychle klesa. U SPF mys$i ve 24h od aplikace nebyla koncentrace
detekovatelna. Maximalni koncentrace metronidazolu v plazmé byla u GF mysi

148,13 umol-I™t £ 41,27 a u SPF mysi 99,08 umol-I* + 35,74,

200
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Obr. 14 Stanoveni koncentrace 1é¢iva metronidazolu v plazmé (umol-1?) v zavislosti na ¢ase
u SPF a GF mysi. Hladina koncentrace klinicky pouzivaného antibiotika metronidazolu
v modelovych organismech byla sledovana po jednorazovém podani 1éCiva v ¢ase Oh, 2h, 6h
a 24h. Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SD ze 4 — 5 zvifat. Na ose X je popsan cas
(v hod), na ose y je znazornéna koncentrace metronidazolu v plazmé (umol-1?). SPF, specific
pathogenfree mysi s normalni stievni mikroflorou; GF, germ-free myS$i postradajici stfevni
mikrofloru.

4.2.2 Stanoveni exprese cytochromi P450 po podani metronidazolu

Dale jsme studovali efekt jednorazového podani metronidazolu na expresi CYP
V jatrech mysi v ¢ase a jak jsou tyto zmény ovlivnény piitomnosti stfevnich bakterii

s vyuzitim GF a SPF my3i.

52



Na Obr. 15 je stanovena exprese mMRNA vybranych gentit CYP u (A) SPF samci
a (B) GF samct po jednorazové aplikaci metronidazolu v ¢ase Oh, 2h, 6h a 24h. Na ose
X jsou popsany jednotlivé formy CYP, na 0se y je zndzornéna exprese mRNA, vzdy
nasobek kontroly. Jako kontrola zde slouzil zaznam exprese mRNA v ¢ase Oh, ktery
odpovida nulové hladiné metronidazolu v organismu a je v grafu vyjadien na ose x
Cislem 1.

U SPF mysi byl vlivem podaného 1é€iva zaznamenan nartst exprese mRNA genti
CYP2a5, CYP2b10, CYP2c38 v ¢ase 6h a 24h, a také mirnéj$i narust exprese mRNA
geni CYP2c29 a CYP2d22 v ¢ase 24h (Obr. 15A). Naopak mirny pokles exprese
mRNA byl pozorovan u genu CYP1a2. V piipad¢ exprese mRNA genu CYP3all doslo
po poklesu v ¢ase 2h k vyrovnani hladiny exprese mRNA na pocateéni hodnotu
(Obr. 15A).

U GF mysi byl vlivem podaného 1é¢iva pozorovan nartust exprese mRNA pouze
u genu CYP2b10 v case 2h a 6h, ale pti 24h exprese mRNA poklesla témé&f na pocatecni
hodnotu (Obr. 15B). Na druhou stranu v ¢ase klesala exprese mMRNA gent CYPla2,
CYP2a5, CYP2c29 a CYP3all. V ptfipad¢ exprese mRNA genli CYP2c38 a CYP3all
doslo v ¢ase 2h k poklesu exprese mRNA a poté v ¢ase 6h a 24h k mirn€jSimu nartistu
(Obr. 15B).
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Obr. 15 Stanoveni exprese mMRNA CYP po jednorazovém podani 1éCiva metronidazolu
(A) u SPF a (B) GF samct. Vysledky jsou vyjadieny jako pramér = SD ze 4-5 zvitat. Exprese
MRNA byla stanovovana po jednorazovém podani 1é¢iva v ¢ase Oh, 2h, 6h a 24h. Na ose x jsou
popsany jednotlivé formy CYP, na 0se y je znazornéna enzymaticka aktivita v nasobku proti
kontrole. Jako kontrola zde slouzi zaznam enzymatické aktivity v ¢ase Oh, ktery odpovida
nulové hladiné metronidazolu v organismu. Exprese mRNA geni CYP byla méfena pomoci
kvantitativni PCR v redlném case. SPF, specific pathogenfree mySi s normalni stfevni
mikroflorou; GF, germ-free mysi postradajici sttevni mikrofloru.
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4.2.3 Detekce proteinii cytochromii P450 po podani metronidazolu
Metodou Western blot byla s vyuzitim protilatek ortolognich k lidskym formam CYP
Vv nasledujicim experimentu detekovana proteinova exprese jaternich forem CYP u SPF
a GF mysi po jednorazovém podani metronidazolu. Hodnoty byly odecteny v Case 2h,
6h a 24h a byly kvantifikovany v programu Image J. Vysledky jsou ukazany v Tab. 8,
kde jsou znazornény hodnoty detekovanych proteini v poméru ke standardu
(protein/standard).

V ptipadé CYP2C (Dikl.) jsou hodnoty detekovanych proteinti u SPF mysi vyssi
nez u GF mysi ve vSech tfech casech. U SPF mysi hodnota stoupa Vv zavislosti na Case
od podani 1é¢iva, naopak u GF mysi hodnota klesa v zavislosti na ¢ase od podani 1é¢iva.
Na druhou stranu pouze v piipadé CYP1A jsou hodnoty detekovanych proteinli nizsi
u SPF mys$i nez u GF mys$i ve vSech tiech Casech. U SPF mysi hodnota klesa
Vv zavislosti na ¢ase od podani 1é¢iva, u GF mysi hodnota mirné stoupa v ¢ase 6h a poté
klesa téméf na plvodni hodnotu. Co se ty¢e CYP2B jsou hodnoty detekovanych
proteinli u SPF mys$i nizs8i v ¢ase 2h a 6h oproti GF mysi, ale v ¢ase 24h jsou o 80 %
vyssi. U CYP3A jsou hodnoty detekce proteini naopak niz$i u SPF mySi v ase 2h,
ale poté v Case 6h a 24h jsou vyssi nez u GF mysi. V ptipadé¢ CYP2B i CYP3A doslo
u SPF mysi k nartstu proteinti v zavislosti na ¢ase od podani 1é¢iva, u GF mysi naopak
k poklesu hodnoty. U CYP2D nebyly zaznamenany vyrazné rozdily detekovanych
proteini mezi SPF a GF mys$mi (Tab. 8).

Tab. 8 Stanoveni exprese proteint CYP po jednorazové aplikaci metronidazolu v ¢ase 2h, 6h
a 24h. Vtabulce jsou zaznamenany hodnoty detekovanych proteini CYP Vv poméru
ke standardu (protein/standard). Proteiny byly detekovany metodou Western blot. SPF, specific
pathogenfree mysi s normalni stievni mikroflorou; GF, germ-free myS$i postradajici stfevni
mikrofloru.

sk. mysi 2h 6h 24h
CYPIA o (1):32 (ﬂg S:c?)?
CYP2B il 2;22 1:2131 igi
CYP2C (DKL) o 0% 050 053
CYP2D il 0o 0% 099
CYP3A o (1):88 8;32 8:3?
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4.2.4 Stanoveni aktivity cytochromi P450 po podani metronidazolu
Vzhledem Kk rozdilnym vlivim metronidazolu na expresi mRNA urcitych CYP
byla diplomova prace zamérena na stanoveni enzymatické aktivity téchto CYP.

Na Obr. 16 jsou znazornény grafy c¢asové zavislosti podavaného 1éciva
metronidazolu na aktivitu CYP u (A) SPF samcu a (B) GF samcu. Aktivita byla méfena
po jednorazovém podani léciva v ¢ase Oh, 2h, 6h a 24h. Na ose x jsou popsany
jednotlivé formy CYP, na ose y je znazornéna enzymaticka aktivita, vzdy nasobek
kontroly. Jako kontrola zde slouzil zdznam enzymatické aktivity v Case Oh, ktery
odpovida nulové hladiné metronidazolu v organismu a je v grafu vyjadien na ose x
Cislem 1.

U SPF mysi byl na Obr. 16A pozorovan narust aktivity CYP2C (Diaz.) a CYP3A
v ¢ase 6h a 24h. U CYP2B a CYP2C (Dikl.) byl zaznamenan mirny pokles v ¢ase 6h,
naopak poté velky narast aktivity v case 24h, téméf o poloviéni hodnotu proti 6h.
Na druhou stranu u CYP2D byl pozorovan narlst aktivity v ¢ase 6h, ale v ¢ase 24h
se aktivita snizila na hodnotu 2h. U CYPIA nebyly pozorovany vyznamné;jsi
zmény enzymatické aktivity v Casové zavislosti podavaného 1é¢iva (Obr. 16A).

U GF mysi (Obr. 16B) nepozorujeme vlivem podaného 1é¢iva velké rozdily
v enzymatické aktivité¢ jednotlivych CYP jako u SPF mysi. U CYP1A, CYP2B
a CYP2D byl pozorovan pokles enzymatické aktivity v ¢ase 6h i 24h. U CYP2C (Dikl.)
a CYP3A byl po poklesu enzymatické aktivity v ¢ase 6h pozorovan narist v ¢ase 24 h.
U CYP2C (Diaz.) nebyly pozorovany vyznamnégjsi zmény enzymatické aktivity

Vv Casové zavislosti podavaného 1é¢iva (Obr. 16B).

56



>

2.0 B 0Oh
s - EE 2h
= > -
zg 15 B 6h
he
f’:') % 10—

(]
S '€ 0.54
@ A
0.0-
v
&
G
B —

1.5 mm Oh
8~ Hl 2h
o >>
P —
gg 104 B 6h

=
‘% S
€3
8 2
E 2 0.5+
S8
m N’

0.0-

<
D

Obr. 16 Stanoveni enzymatické aktivity CYP po jednorazovém podani 1é¢iva metronidazolu
(A) u SPF a (B) GF samci. Vzorky byly méfeny v triplikatech v mikrosomalni frakci
ptipravené z jater 4-5 mysi zkazdé skupiny. Enzymatickd aktivita byla stanovovana
po jednorazovém podani 1é¢iva v ¢ase Oh, 2h, 6h a 24h. Na ose x jsou popsany jednotlivé formy
CYP, na ose y je znazornéna enzymaticka aktivita v nasobku proti kontrole. Jako kontrola zde
slouzi zaznam enzymatické aktivity v ¢ase Oh, ktery odpovidd nulové hladiné metronidazolu
v organismu. Enzymatické aktivity jaternich CYP byly meéfeny pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s UV/fluorescencni detekci za pouziti specifickych substrati. SPF,
specific pathogenfree mysi s normalni stfevni mikroflorou; GF, germ-free mys$i postradajici
stievni mikrofloru.
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5 Diskuze

Je znamo, ze zmény ve slozeni stievniho mikrobiomu mohou vést k chronickym
chorobam spojenym nejen s gastrointestindlnim traktem. Navic bylo prokazano,
ze stfevni mikroorganismy mohou piimo 1 nepfimo ovliviiovat metabolismus
xenobiotik, v¢etn¢ 1é¢iv pouzivanych v terapii téchto onemocnéni. Nedavné studie
ukazuji, Ze az 70 % z 200 nejuzivanéjsich 1é¢iv je metabolizovano v jatrech (Di, 2014)
a ze stievni bakterie plisobi na metabolismus 1éCiv v jatrech tim, Ze ovliviluji expresi
jaternich biotransformacnich enzymi CYP (Kang et al., 2013). I pfes to jsou
molekularni mechanismy vlivu stievnich mikroorganismi na hostitele dosud z velké
¢asti neznamé, a proto predstavuji v dnesni dobé intenzivné studovanou problematiku.

Prvni z moznych piistupt pro studium vlivu stievniho mikrobiomu na metabolismus
xenobiotik v hostitelském organismu je sledovani zmény exprese mRNA gent urcitych
CYP u mysi sptesné¢ definovanym slozenim stfevniho mikrobiomu. GF mysi
(Germ-free) jsou vhodnym zvifecim modelem pro studium interakce mikroorganisma
a hostitele, protoze zcela postradaji stfevni mikrofloru a pro interpretaci vysledkl
se mohou porovnavat s béZznymi SPF mys$mi (Stecher et al., 2013).

Snizena exprese a aktivita enzymu CYP3A u GF samci myS$i byla jiz diive
publikovana (Toda et al., 2009; Selwyn et al., 2016; Jourova et al., 2017). Ve shodé
s témito studiemi byl v naSem experimentu pozorovan stejny vliv absence stfevniho
mikrobiomu na expresi Cyp3all (mysiho ortologu lidského CYP3A4) a aktivitu
CYP3A v jatrech samcti mysi (Obr. 8A, 9A). V nasi studii byly stejné zmény zjistény
také u GF samic (Obr. 8B, 9B). Ziskana data naznacuji, Ze stfevni mikrobiom hraje
rozhodujici roli pfi regulaci syntézy CYP3A u obou pohlavi a ma vliv na jeho
enzymatickou aktivitu. CYP3A4 je nejhojnéji zastoupeny CYP v lidskych jatrech
a podili se na metabolismu az 50 % klinicky uzivanych 1é¢iv, coz jen zdUraziuje
vyznamnost studia vlivu mikrobiomu na metabolismus 1€¢iv 1 z klinického hlediska.

Protoze doposud nebyly publikovany prace zabyvajici se touto problematikou,
v pfedlozené diplomové praci jsme se zaméfili na  pohlavni  rozdily
V pfitomnosti/absenci stfevnich bakterii, tedy u SPF a GF mysi. Pohlavni rozdily
vV metabolismu 1é¢iv u hlodavct jsou jedineénym fenoménem (Corton et al., 2012).
Jiz dtive bylo prokazano, ze samice mysi maji vyssi expresi vétSiny genit CYP (Renaud
et al., 2011; Lu et al., 2013). Naptiklad byly publikovany vysledky studii ukazujicich

vyssi expresi CYP3all u samic mys$i vV porovnani se samci (Hernandez et al., 2009;
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Renaud et al., 2011). U lidi jsou rozdily v pohlavi mensi, nicmén¢ je zndmo, ze aktivita
CYP3A4 vykazuje vyrazny sexualni dimorfismus s vyssi aktivitou u zen v dusledku
rozdila v pasobeni rastovych hormont (Waxman a O'Connor, 2006). V souladu s t€émito
daty jsme pozorovali signifikantni zvySeni exprese CYP3all (vice jak 20x) u samic
SPF mysi ve srovnani se skupinou samct (Obr. 10A). Zajimavé je, ze u GF mysi tento
vyrazny rozdil pozorovan nebyl a exprese CYP3all byla pfiblizné stejnd u obou
pohlavi (Obr. 10B). Nedavno zvefejnénd data poskytuji mozné vysvétleni, které
ukazuje, ze mySi mikrobiom (a jeho metabolity) hraje kliCovou roli pfi udrzovani
pohlavnich rozdild v genové expresi a metabolismu zajisténim sexudlniho dospivani
a sekrece rstového hormonu (Weger et al., 2019). V ptipadé¢ genu CYP2c38 byl
pozorovan narast exprese u obou skupin samic (SPF i GF) v porovnani s SPF a GF
samci (Obr. 10). Navic byly tyto zmény potvrzeny na urovni enzymatické aktivity
(za pouziti diklofenaku jako substratu), kdy samice mysi vykazovaly vyssi hladiny
funkéniho CYP2C nez samci v obou skupinach mys$i. Zajimavé je, Zze 1 zde byl
pozorovan stejny trend jako u genu CYP3all, tedy niz8i rozdily mezi pohlavimi u GF
mysi, jak v expresi genu CYP2c38, tak enzymatické aktivit¢ CYP2C (Dikl.). Enzymy
CYP2C a CYP3A jsou hojné zastoupeny v lidskych jatrech a metabolizuji pfiblizné
polovinu 1é¢iv (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001). Prezentovana data tak
upozoriiuji na moznou modulaci odpovédi na Siroké spektrum klinicky uZivanych 1ékt

interakci stfevni mikrobioty a hladiny pohlavnich hormont.

V nékolika studiich jiz bylo publikovano, ze zanét, vznikajici uréitym zplisobem
Vv organismu, zprostiedkovava snizeni exprese CYP (Slaviero et al., 2003; Aitken et al.,
2006; Morgan, 2009). Kolitida je autoimunitni typ chronického zanétu GIT a patii mezi
onemocnéni, jehoZ etiologie neni zcela zndma a stfevni mikrobiom zde miize hrat
vyznamnou roli (Guo et al., 2020). Vznik kolitidy byl v tomto experimentu indukovan
inaktivaci IL-10, coz bylo popsano jiz v praci autora Kuhn et al. (1993), ktefi se zminuji
o spontannim vyvinuti enterokolitidy u béznych mysi s nedostatkem IL-10. U mysi
s deficientem IL-10 je kolitida charakterizovana histologickymi nalezy, které jsou
podobné jako u lidské IBD, chronického zanétlivého onemocnéni GIT (Kuhn et al.,
1993; Bleich et al., 2004). Predpoklad, Zze indukovany zanét GIT vede ke sniZeni
exprese biotransformacnich enzymu a k ovlivnéni farmakokinetiky nékterych 1éciv, byl
zkouman v mnoha studiich (Chaluvadi et al., 2009; Kawauchi et al., 2014; Kusunoki

et al., 2014). Mysim samcium byl Kk vyvolani zanétu podavan za riznych podminek
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synteticky dextransulfait sodny (DSS), ktery neni absorbovan pii prichodu
gastrointestinalnim traktem, ale kumuluje se az v tlustém stfevé, kde iniciuje vznik
kolitidy (Solomon et al., 2010). Bylo prokazano, Ze kolitida puisobi na expresi Sirokého
spektra gentl, véetné CYP, a ovliviiyje jejich enzymatickou aktivitu Ve vyse uvedenych
publikacich byl pozorovan pokles exprese jaternich CYP vlivem kolitidy indukované
DSS, a také v nedavné studii Fan et al. (2020) byl zaznamenan pokles exprese gent
CYPla2, CYP2c29 a CYP3all v jatrech mysSich samct. Dulezité je si uvédomit,
ze ve zminénych publikacich byli zkoumani pouze samci mys$i a k vyvolani zanétu
slouzil DSS, kdezto v nasi studii jsme studovali obé pohlavi a k vyvolani zanétu doslo
inaktivaci IL-10. NaSe studie tudiz ptispéla k pochopeni efektu zanétu na funkci
biotransformacnich enzymu a soulad s témito publikacemi byl zaznamenan v poklesu
exprese mRNA gent CYP1a2 a CYP2c29 u SPF samcu (Obr. 12A), i kdyz byl pouzit
jiny model. Naopak v rozporu s publikaci Fan et al. (2020) byl vyrazny nartst exprese
MRNA CYP3all (Obr. 12A).

V diplomové praci jsme se zaméfili predevSsim na enzymatickou aktivitu CYP.
Vlivem kolitidy byl zaznamenan pokles enzymatické aktivity vétSiny vybranych CYP
a predev§im CYP3A, coz je v souladu s vysledky publikace Fan el al. (2020). V nasi
studii jsme navic méfili vliv kolitidy u SPF samic mysSi, protoze jak prezentuji nase
predeslé vysledky, byl prokazan efekt pohlavi na aktivitu a expresi CYP.

Zajimavym byl shledan vyrazny narast aktivity CYP2C (Dikl.) vlivem kolitidy
u SPF samct i samic (Obr. 13), protoze CYP2C a CYP3A se nejvice vyskytuji v jatrech
a metabolizuyji vyznamnou ¢ast klinicky uZivanych 1é¢iv  (Anzenbacher
a Anzenbacherova, 2001).

V nasi studii jsme navic zkoumali vliv inaktivace IL-10 u GF mysi. Podle studie
autort Sellon et al. (1998) nebylo pozorovano vytvoreni zanétu u GF mysi s deficitem
IL-10, protoze pro vytvoieni spontanniho zanétu u mysi s deficitem IL-10 jsou nezbytné
stievni bakterie v organismu. Tuto skute¢nost podporuje fakt, Ze zavedeni specifickych
bakterii do GF mys$i vyvolalo ochranny uc¢inek nebo tvorbu zanétu v zavislosti na druhu
bakterii (Bleich a Mahler, 2005). Je mozné, ze GF mysi jsou kvuli absenci stievnich
mikroorganismi vice citlivé a nachylné na jakékoli zmény v organismu, zejména kdyz
maji inaktivovany IL-10. Tuto hypotézu by mohla potvrdit studie Martinez-Augustin
et al. (2009), ktera popisuje, ze IL-10 velmi dobie plisobi na funkci slizni¢ni bariéry
nebo studie Hernandez-Chirlaque et al. (2016), kde se uvadi, ze za urcitych podminek
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jsou GF mysi vlivem vétsi ztraty krve nachylngjsi nez bézné SPF mysi, coz bylo
objasnéno také v publikaci Maslowski et al. (2009).

I kdyz se u GF mysi zanét nevytvofil, byly pozorovany rozdily v expresi mRNA
a enzymatické aktivit¢ CYP. Velky rozdil byl pozorovan zejména v enzymatické
aktivit¢ CYP2C (Dikl.), kdy u SPF mysi s vytvofenym zanétem byl zaznamenan
vyznamny narust aktivity v porovnani s kontrolni SPF skupinou, ale u GF mysi
s inaktivovanym IL-10 byl naopak pozorovan pokles v porovnani s kontrolni GF
skupinou.

Vysledky ukazuji, ze pii 1écbé pacientd s IBD je dilezité brat v ivahu mozny vliv
kolitidy na metabolismus xenobiotik. Efekt zanétu na funkci biotransformaénich
enzymi byl vtéto diplomové préaci jen zahajovaci studii, ale vzhledem k rozdilné
regulaci jednotlivych CYP by se dalSi vyzkum mél zabyvat mechanismem piisobeni

zanétu na CYP, a ptedevsim roli mikrobiomu v téchto procesech.

Je znamo, Ze pfijiména 1éCiva se pred absorpci do krve pies stievni sliznici dostavaji
do kontaktu se stfevnimi mikroorganismy, které mohou ovliviiovat jejich biodostupnost
a toxicitu (Al-Hilal et al., 2013; Jourova et al., 2016). V nasi studii bylo pouzito
antibakteridlni a antiprotozodlni 1éCivo metronidazol, antibiotikum vyuzivané
napf. K 1é¢bé infekei zptisobenych Helicobacter pyroli nebo infekei bakterii Clostridium
difficile (Edwards, 1980). I pies to, ze se jedna o 1éCivo hojné klinicky vyuzivané
od Sedesatych let 20. stoleti, nebyly dosud u lidi dobie charakterizované enzymy
podilejici se na jeho biotransformaci. Pouze in vitro studie autorti Loft et al. (1991)
se pokusila v mikrosomalni frakci stanovit enzymy zodpovédné za biotransformaci
metronidazolu, ale nepodafilo se identifikovat enzymy podilejicich se na tvorbé
hlavniho metabolitu 2-hydroxymetronidazolu. Na tyto poznatky navazala studie autort
Pearce et al. (2013), ktera naznacuje, Ze za biotransformaci metronidazolu a tvorbu
2-hydroxymetronidazolu je zodpovédny u clovéka CYP2AG6. Protoze dalsi informace
popisujici vliv metronidazolu na prubéh specifickych metabolickych drah jsou zatim
znaéné omezené, byla pozornost v této diplomové praci vénovana jeho ucinkim
na funkci jaternich biotransformacnich enzymt CYP.

V prvni fadé byla stanovena koncentrace metronidazolu v plazm& u SPF a GF
mySich samcd. Metronidazol podléha biotransformaci v jatrech a je aktivovan

hydroxylaci 2-methyl skupiny na 2-hydroxymethylmetronidazol, oxidaci 1-ethyl
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skupiny na 1-metronidazol octovou kyselinu a konjugaci glukuronidu na metronidazol
glukuronid. Metronidazol spole¢né s jeho metabolity je poté vylu¢ovan moci (Pearce
et al., 2013). Podle vysledkd na Obr. 14 bylo patrné, ze v 2. hodiné po podani 1é¢iva
dosahla koncentrace metronidazolu maximalni hodnoty v obou skupinach, ale u GF
mysi byla koncentrace zhruba o 50 % vyssi. Podobny efekt zménéné stfevni mikroflory
se prokazal také ve studii s nabumetonem (Jourova et al., 2019) a lovastatinem (Yoo
et al. 2014. Vysledky naznaCuji, Ze bez ptitomnosti bakterii je koncentrace
metronidazolu v plazmé vyssi.

V publikaci autort Zhang et al. (2014) bylo zji§téno, ze antibiotikum metronidazol
ma U mysich samci tendenci zvySovat pocet bakterii kmene Firmicutes, ale naopak
snizovat mnozstvi bakterii kmene Bacteroidetes. Ackoli mél pouze omezenou
schopnost potlacovat stfevni mikroorganismy, jako je tomu u nckterych ostatnich
antibiotik, ptispél vyznamné ke zmén¢ poméru Firmicutes/Bacteroidetes.

Tato skute¢nost by mohla vysvétlit vysledky této diplomové prace, kdy byl v expresi
MRNA genit CYP2a5, CYP2c29 a CYP2c38 zaznamenan v ptipadé SPF mysSi nartst
exprese v zavislosti na ¢ase podaného metronidazolu (Obr. 15A), ale naopak u GF mysi
byl zaznamenan pokles v zavislosti na ¢ase od podani metronidazolu (Obr. 15B).
Vysledky tudiz naznacuji, ze po piijeti 1é¢iva mohou Stfevni mikroorganismy indukovat
expresi CYP, a tim ovlivnit jeho metabolismus. Pfi méfeni enzymatické aktivity bylo
zjisténo, ze u SPF mysi doslo Kk narGstu enzymatické aktivity CYP2C (Dikl.)
(Obr. 16A), coz muze odpovidat naristu exprese mRNA gentt CYP2¢29 nebo CYP2c38
(Obr. 15A). I kdyZ zde byla aktivita méfena pomoci substratu diklofenaku, podporuje
hypotézu néckolika dostupnych informaci, které naznacuji Uc€ast metronidazolu
v metabolismu CYP2C. Metronidazol mél vliv napf. na metabolismus S-warfarinu
(O'Reilly, 1976) a fenytoinu (Blyden et al., 1988), coz jsou substraty CYP2C. U GF
mysi byl pozorovan mirny pokles aktivity CYP2C (Dikl.) v ¢ase 24h (Obr. 16B), cemuz
by mohl odpovidat pokles exprese mRNA geni CYP2c29 nebo CYP2¢38 (Obr. 15B).

Dostupné informace neustale varuji pied moznymi interakcemi mezi metronidazolem
a substraty CYP3A4 (Preissner et al., 2010). Tyto hypotézy potvrdily studie autort
Wang et al. (2000); Haas et al. (2001); Roedler et al. (2007), které podaly dikazy
o tom, Ze metronidazol neni inhibitorem CYP3A4, naopak miize enzymatickou aktivitu
CYP3A4 v lidskych jatrech do jisté miry indukovat. I kdyz byl v piedloZzené diplomové
préaci pouzit misto lidské mikrosomalni frakce model mys$i mikrosomalni frakce, byly

vysledky v souladu se zminénymi publikacemi, protoze na Obr. 16A byl u SPF mysi
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zaznamenan narust enzymatické aktivity CYP3A4 v zavislosti na ¢ase od podani 1éCiva,
1 ptes to, ze exprese mRNA genu CYP3all zistala nezménéna (Obr. 15A). Nékolik
studii potvrdilo, Ze se podanim antibiotika ciprofloxacinu po dobu 5 dnti snizila exprese
MRNA ¢lent podrodiny CYP3a u GF mysi na rozdil od SPF mysi (Toda et al., 2009a;
Toda et al., 2009b). Nedavna studie autort Kuno et al. (2016) také prokazala snizeni
exprese MRNA genu CYP3all u GF mys$i plsobenim antibiotik vankomycinu
+ polymyxinu B, které se vyuzivaji k 1écbé infekci zplisobenych gram-pozitivnimi
a gram-negativnimi bakteriemi. Tyto publikace doplnil 1 experiment této diplomové
prace, kdy byl u GF mysi zaznamenan pokles exprese mRNA genu CYP3all po podani
antibiotika metronidazolu (Obr. 15B), i kdyz v enzymatické aktivité nebyly pozorovany
vyznamngj$i zmény (Obr. 16B).

Zajimavy vysledek byl pozorovén Vv ptipadé podrodiny CYP2B. U SPF mysi doslo
K nartstu exprese mRNA genu CYP2b10 v zavislosti na Case od podani 1éCiva
(Obr. 15A), exprese detekovaného proteinu vzrostla v ¢ase od podani 1é¢iva (Tab. 8)
a enzymaticka aktivita v kone¢ném disledku také narostla pii 24h (Obr. 16A). Ale u GF
mysi byl zaznamenan nartst exprese mRNA genu CYP2b10 v ¢ase 2h a 6h, v ¢ase 24h
ovSem opét pokles téméef na pivodni hodnotu (Obr. 15B), nicméné hodnota detekce
proteini klesala v ¢ase od podani 1éCiva (Tab. 8), ¢emuZz odpovidal 1 pokles
enzymatické aktivity CYP2B (Obr. 16B). Prace vysvétlujici tak velkou indukci exprese
MRNA genu CYP2b10 vlivem pouzitého antibiotika zatim nebyly publikovany, ale bylo
prokazano, ze silna exprese genu CYP2B je u lidi i hlodavcd indukovana napiiklad
lécivem fenobarbitalem (PB), pouzivanym v 1é¢bé epileptickych zachvata nebo
protizanétlivym syntetickym glukokortikoidem dexamethasonem (DEX) (Wang
a Negishi, 2003; Wang a Tompkins, 2008). Dokonce v nedavné publikaci autord Liu
et al. (2015) dochazelo u transgennich mysi témito léky k indukci CYP2b na trovni
mRNA i na Grovni proteinu. Tyto studie doplnila publikace autord Murray et al. (2003),
kde byl u potkani prokazan jako silny induktor CYP2B 1ék orfenadrin, pouzivany
naptiklad pfi lécbeé Parkinsonovy nemoci. Predmétem dal§iho vyzkumu by méla byt
otazka ptisobeni metronidazolu na expresi mRNA genu CYP2b10, protoze jak je znamo,
podrodina CYP2B se podili na metabolismu az 8 % klinicky uzivanych 1é¢iv, nikotinu,
kokainu ¢i endogennich substrat serotoninu nebo testosteronu (Turpeinen et al., 2006).
Navic bylo prokazano, ze indukce jaterniho CYP2B vede u hlodavci k vyvolani naddora
v jatrech (Holsapple et al., 2006, Deguchi et al., 2009), a proto je dualezité studium

induktorit CYP2B a mechanismu jeho ptisobeni.
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6 Zavér

Cilem prace bylo studium jaternich CYP u SPF a GF mysi. Byla stanovovéna exprese
mRNA gentt CYP pomoci kvantitativni PCR v redlném case, exprese proteinit CYP
metodou Western blot a enzymaticka aktivita CYP pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s UV/fluorescencni detekci za pouziti specifickych substrata.

Z vysledkl provedenych experimentl vyplyvaji nasledujici zavéry.

1. Vyrazné rozdily v expresi mRNA a enzymatické aktivité¢ u jednotlivych CYP
mezi GF a SPF skupinou ukazuji na dulezitou roli stfevniho mikrobiomu
pfi regulaci a expresi CYP. Vzhledem ke zméndm i v enzymatické aktivité
nékterych CYP je ziejmé, Ze ziskané vysledky mohou mit klinickou
vyznamnost.

2. Porovnani vysledkli mezi samci a samice ukazalo, ze stfevni mikrobiom hraje
dilezitou roli pfi udrzovani sexuédlniho dimorfismu exprese gent jaternich CYP,
piedevsim u podrodin CYP2C a CYP3A.

3. Kolitida u mysi vyvolala zmény v expresi mRNA a enzymatické aktivité CYP
oproti kontrolni SPF skupin€. Zmény v expresi a aktivit¢ CYP byly pozorovany
také u GF mysSi s inaktivaci 1L-10. Tyto rozdily zdaraziuji, Ze se vytvotfeny
zanét v téle podili na procesech spojenych s metabolismem xenobiotik a stievni
mikrobiom zde hraje dalezitou, avsak dosud zcela neobjasnénou roli.

4. Metronidazol zplsobil rozdily v expresi mRNA, expresi proteinll a enzymatické
aktivité v zavislosti na ¢ase od aplikace u SPF i GF mysi, ale rozdilné u obou
skupin. Lze ptredpokladat, ze se stfevni mikroorganismy podileji na absorpci,
distribuci a biotransformaci 1é¢iva metronidazolu, ktery indukuje ¢i inhibuje

CYP, a tim ovliviiuje metabolismus xenobiotik.
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8 Seznam pouzitych zkratek

ACN
Ahr
BCA
BSA
CYP
DEX
DMSO
EX/Em
FMO
GF
GIT
HMP
IBD

IDH
IL-10
IL-10-KO
MDMA
MF
PAH
PB

P-E
PMSF
ROS
SPF
TBS

acetonitril

aryl uhlovodikovy receptor

kyselina bicinchoninova

hovézi sérovy albumin

cytochromy P450

dexamethason

dimethylsulfoxid

excitace/emise
flavinmonooxygenasy

germ-free = bezmikrobni
gastrointestinalni trakt

Human microbiome project
zanétlivé stitevni onemocnéni (z angl: inflammatory bowel
disease)

isocitrat dehydrogenasa

interleukin 10

knockoutovany interleukin 10
3,4-methylendioxymethamfetamin = extaze
mobilni faze

polycyklické aromatické uhlovodiky
fenobarbital

Potter-Elvehjemilv homogenizéator
fenylmethylsulfonylfluorid

reaktivni formy kysliku

specific pathogen free

Tris-buffer saline
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