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Abstrakt  
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Cíle práce  

Teoretická část 

Cílem teoretické části diplomové práce bylo vypracování literární rešerše shrnující 

poznatky o funkci a složení střevního mikrobiomu a jeho vlivu na metabolismus 

xenobiotik. Velká pozornost je věnována enzymům cytochromům P450, 

biotransformačním enzymům odpovědným za metabolické přeměny cizorodých látek  

u experimentálních zvířat a lidí. Dále byla diplomová práce směřována k popisu 

metabolismu léčiv střevními bakteriemi.  

 

Experimentální část 

V rámci experimentální části bylo cílem práce provést a vyhodnotit níže uvedené 

experimenty:  

1. Sledování možného vlivu střevní mikrobioty na expresi mRNA a enzymatickou 

aktivitu jaterních CYP s využitím bezmikrobních (germ free, GF) a kontrolních 

(specific pathogen free, SPF) myší.    

2. Zjištění vlivu pohlaví na expresi mRNA a enzymatickou aktivitu CYP u GF  

i SPF myší.   

3. Sledování působení vyvolané kolitidy na expresi mRNA a enzymatickou 

aktivitu jaterních CYP u myší.  

4. Studium změn exprese mRNA, exprese proteinů a enzymatické aktivity 

jaterních CYP u GF a SPF myší po jednorázovém podání antibiotika 

metronidazolu.  

 

Výsledky experimentů přinesly další informace k vysvětlení komplexního mechanismu 

interakcí mezi střevním mikrobiomem a metabolismem léčiv.  
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1 Úvod 

Mikrobiom zahrnuje obrovské množství mikroorganismů, které osídlují celé lidské tělo 

a zejména gastrointenstinální trakt. Tento komplexní ekosystém se vyznačuje 

významným metabolickým potenciálem a podílí se na mnoha biologických procesech 

prospěšných pro zdraví jedince. Jako příklad je možné uvést syntézu některých 

vitamínů nebo vývoj a modulace imunitního systému. Změny ve struktuře a složení 

střevního mikrobiomu, tzv. střevní dysbióza, jsou spojeny s celou řadou onemocnění. 

Během posledních několika let se lidskému střevnímu mikrobiomu dostalo rostoucí 

pozornosti také díky jeho roli při metabolismu xenobiotik, zejména léčiv 

(Jourová et al., 2016). Xenobiotika jsou pro organismus látky cizího původu, které jsou 

obsaženy např. v různých složkách potravy, zahrnují průmyslové chemikálie, látky 

znečišťující životní prostředí nebo léčiva. Většina xenobiotik se do těla dostávají 

prostřednictvím stravy, pitné vody, dýcháním nebo v případě léčiv různými druhy 

aplikace a v organismu podléhají biotransformačním procesům (Anzenbacher  

a Anzenbacherová, 2001).  

Lepší porozumění vzájemného vztahu mezi střevním mikrobiomem a metabolismem 

léčiv v důsledku modulace exprese biotransformačních enzymů může pomoci snížit 

riziko toxicity a nežádoucích účinků spojených s působením léčiva na organismus.  
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2 Současný stav problematiky 

2.1 Lidský mikrobiom  

Lidský organismus je spojen s obrovským množstvím mikroorganismů, které vytvářejí 

společenství a osídlují různé části lidského těla. Genom těchto 10 - 100 bilionů 

mikroorganismů je definován pojmem mikrobiom. Podle odhadů se lidská mikrobiota 

(dříve nazývaná jako mikroflóra) skládá z 1014 bakteriálních buněk, což je pro orientaci 

zhruba 10x více než činí celkový počet lidských buněk (Savage, 1977). Ovšem náš – 

lidský mikrobiom - zahrnuje kromě bakterií také viry, prvoky a houby (Backhed et al., 

2012). Dalo by se říci, že tyto osídlující mikroorganismy tvoří spolu s lidskými buňkami 

vzájemně spojený fungující ekosystém, který je jako celek zodpovědný za rozmanité 

interakce ovlivňující biologické procesy v lidském těle (Dethlefsen et al., 2007).  

V současné době byly po celém světě zahájeny projekty výzkumu s cílem popsat  

a přiblížit podstatu a funkci mikrobiomu. Pozornost je věnována zejména bakteriím, 

které se vyskytují v mikrobiomu v největším zastoupení, se snahou definovat dopady 

jejich působení na lidské zdraví (Turnbaugh et al., 2007; Peterson et al., 2009). Prvotní 

studie o rozmanitosti mikrobiomu se pojí se jménem Antoni van Leewenhoek, který 

jako první pozoroval fekální a ústní mikrobiotu a určil mezi těmito dvěma zdroji velké 

rozdíly (Dobell, 1920). V dnešní době není smyslem zkoumat rozdíly mezi jednotlivými 

místy výskytu bakterií, ale snažit se porozumět, proč tyto rozdíly existují, a to pomocí 

nejnovějších molekulárních technologií. Jedním ze základních průlomů v tomto směru 

výzkumu byl objev metody sekvenování DNA a zejména snížení nákladů na tuto 

techniku, které nastalo v posledních několika letech. Sekvenování umožnilo 

identifikovat specifické mikrobiální taxony, které bylo dříve velice obtížné kultivovat 

nebo to vůbec nebylo možné (Kuczynski et al., 2011).  

Jak již bylo zmíněno, mikroorganismy osídlují různé části těla, a to zejména 

s ohledem na hodnotu pH nebo redoxní potenciál prostředí (McConnell et al., 2008). 

Místy kolonizace jsou nejčastěji genitálie, ústa, nos, trávicí trakt a kůže (Trivedi, 2012). 

Nejvíce osídlený je však trávicí trakt, jehož plocha díky výběžkům (tzv. klkům)  

činí 200 – 300 m2 a stává se tak povrchově větším než samotný povrch těla  

(Hao a Lee, 2004; Kato a Owen, 2005).  

Podle výsledků studie Mackie et al. (1999) je člověk po narození ideálním novým 

prostředím, vhodným pro osídlení bakterií. Zhruba dvacet minut po narození  

se mikrobiota kojence, narozeného přirozeným porodem – tedy vaginálně, podobá 
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mikrobiomu vaginální tkáně matky. Zatímco dítě narozené císařským řezem  

je vybaveno mikroorganismy, které se u matky nacházejí na povrchu kůže. Poté se již 

fylogenetická diverzita mikroorganismů rozvíjí a mění s časem a s dietní změnou dítěte 

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

 

2.1.1 Význam střevního mikrobiomu 

Jak již bylo zmíněno, díky rozvoji nových molekulárních technologií vzrostly možnosti  

studia střevního mikrobiomu a byl prokázán jeho vliv na řadu biochemických procesů  

a popsána jeho úloha při rozvoji celé řady onemocnění. Velký význam se připisuje jeho 

roli v patogenezi onemocnění, jako je obezita, kardiovaskulární choroby, zánětlivé 

onemocnění střev, ale také onemocnění týkající se například nervové tkáně, plicní tkáně 

či metabolismu lipidů (Kinross et al., 2011). Podrobný přehled onemocnění spojených 

se střevním mikrobiomem je znázorněn na Obr. 1.  

O střevním mikrobiomu se dá hovořit jako o endokrinním orgánu, a to zejména 

z důvodu jeho schopnosti produkovat sloučeniny, které se dostanou do krevního oběhu, 

a tak mohou ovlivňovat funkci distálních orgánů. Například při metabolismu 

polysacharidů za účasti bakterií dochází k produkci mastných kyselin s krátkým 

řetězcem, jako je butyrát, propionát nebo acetát, které poskytují důležitý zdroj živin,  

ale také regulační kontrolu trávicího systému hostitele. Důležitou molekulou, jejíž 

metabolická přeměna probíhá za účasti bakterií v gastrointestinálním traktu,  

je aminokyselina tryptofan. Tato esenciální aminokyselina je prekurzorem serotoninu, 

což je klíčový neurotransmiter v enterální i centrální nervové soustavě. Výzkumy 

ukazují, že mikrobiota vykonává nepřímo a prostřednictvím dosud ne zcela objasněných 

mechanismů kontrolu nad osou hypothalamus-hypofýza-nadledviny. To je zřejmé  

ze studií na bezmikrobních zvířatech, které vykazují přehnané reakce na psychický 

stres, který se normalizuje po monokolonizaci některými bakteriálními druhy, včetně 

Bifidobacterium infantis. Z dosud získaných výsledků vyplývá, že střevní mikrobiota 

může být terapeutickým cílem při léčbě poruch souvisejících se stresem nebo  

při metabolických chorobách (Clarke et al., 2014)  

Qin et al. (2010) potvrzují, že existují rozdíly ve složení mikrobiomu v lidské 

populaci, a proto je snaha definovat tzv. „jádrový“ mikrobiom, který by poskytl důležité 

informace v pochopení jeho úlohy v patogenezi onemocnění napříč geograficky 

odlišnými populacemi. Avšak dle různých studií se i zdraví jedinci liší zastoupením 

jednotlivých druhů mikroorganismů, které osídlují stanoviště, jako je střevo, kůže  
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či vagína. I ve srovnatelném životním prostředí, podobné stravě či genetice zůstává tato 

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

 

 
 

Obr. 1 Příklady nemocí a biochemických procesů ovlivněných střevním mikrobiomem.  

Na obrázku je znázorněno, že střevní mikroflóra ovlivňuje činnost mozku, srdce, plic, cévní 

soustavy, žlučových cest a zejména pochody v tenkém a tlustém střevě. Upraveno podle Kinross 

et al. (2011).  
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2.1.2 Klasifikace bakterií osídlující lidské tělo 

Lidský mikrobiom je složen z kompletního komensálního, symbiotického a patogenního 

genomu mikroorganismů, které osidlují svého hostitele. Toto mikrobiální společenství 

zahrnuje bakterie, archea, kvasinky nebo vláknité houby. Bakterie přitom tvoří hlavní 

skupinu a jsou považovány za doménu života (Woese et al., 1990; Backhed et al., 

2012).  

Dle databáze z HMP (angl. Human microbiome project) bylo z 690 lidských 

mikrobiomů vyhodnoceno, že většina bakteriálních buněk se řadí do čtyř kmenů – 

Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria a Proteobacteria. Ještě do nedávné doby bylo 

velmi malé procento identifikovaných mikrobů kultivováno a tisíce druhů nebylo ani 

plně sekvenováno (Qin et al., 2010; Robinson et al., 2010; Abubucker et al., 

2012; Flintoft, 2012; Zhou et al., 2013). 

Podle Obr. 2A střevní mikroflóru tvoří především kmen Bacteroidetes, z něhož 80 % 

bakteriálních druhů ve vzorku stolice tvoří druhy Bacteroides a Prevotella. Pro lepší 

definici a klasifikaci každého jedince vznikl koncept „enterotypových shluků“. Ty se 

vyhodnocují podle relativního množství každého specifického taxonu ve vzorcích 

výkalů a jejich metabolických drah (Arumugam et al., 2011; Backhed et al., 

2012; Koren et al., 2013). Výsledky metagenomického sekvenování potvrdily 

dominanci druhů Bacteriodes (enterotyp 1), Prevotella (enterotyp 2) a Ruminococcus 

(enterotyp 3), a to u evropských, amerických i japonských subjektů. Tyto druhy se poté 

charakterizují příslušným taxonomickým složením a specifitou metabolické dráhy 

(Arumugam et al., 2011). 

Na Obr. 2A vidíme také hojně zastoupený kmen Actinobacteria na kůži a z něj 

především druhy Corynebacterium, Propionibacterium a další nespecifické 

Actinobacteria. Kmen Firmicutes osídluje především vagínu a Proteobacteria placentu. 

Toto rozdělení souvisí s již zmíněným odlišným zastoupením mikroorganismů u dětí 

narozených přirozenou vaginální cestou a dětí narozených císařským řezem  

(Clarke et al., 2019). Na Obr. 2B jsou zaznamenány kmeny bakterií, které nejvíce 

osídlují žaludek, tenké střevo a tlusté střevo.  
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Obr. 2A Celkový přehled kmenů a druhů bakterií osídlujících lidské tělo. Pozornost je věnována 

trávicímu traktu, ústům, placentě, kůži a genitáliím. Převzato z Clarke et al. (2019). Na Obr. 2B 

je podrobněji znázorněn trávicí trakt, jsou zde popsány druhy bakterií osídlující žaludek, tenké 

střevo (dvanáctník, lačník, kyčelník) a tlusté střevo.  Převzato z Belizario a Napolitano (2015). 

 

2.2 Metabolismus xenobiotik  

Jako cizorodé látky neboli xenobiotika jsou označovány látky pro organismus cizí. Jsou 

to zejména různé složky výživy, doplňky stravy, ale i látky znečišťující životní prostředí 

a především léčiva. Principem metabolismu xenobiotik je přeměna nepolárních látek  

na látky polární, které se díky vyšší hydrofilitě snadněji vylučují z organismu. Proces 

probíhá obvykle ve dvou krocích: v I. fázi dochází k vnesení nebo odhalení polární 

funkční skupiny v molekule xenobiotika, v II. fázi polární metabolit vstupuje  

do konjugačních reakcí, kdy se na tento metabolit naváže endogenní látka, nejčastěji 

UDP-glukuronová kyselina, a dojde ke vzniku polárních konjugátů, které jsou pak 

vyloučeny z organismu močí nebo žlučí (Anzenbacher a Anzenbacherová, 2012). 

Obecné schéma procesu metabolismu xenobiotik je popsáno na Obr. 3. 

Mezi enzymy I. fáze patří především cytochromy P450, které jsou podrobně 

rozebírány v další kapitole, dále peroxidasy, karboxylesterasy, flavin monooxygenasy 

(FMO) a reduktasy (Wang et al., 2016). Do II. fáze se řadí zejména transferasy,  

které přenášejí glukuronylové, methylové, acetylové nebo sulfátové a glutathionylové 

skupiny na metabolity I. fáze nebo přímo na polární xenobiotika (Jančová et al., 2010). 
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Obr. 3 Obecné schéma metabolismu xenobiotik u člověka. Převzato z Koppel et al. (2017). 

 

2.2.1 Cytochromy P450 

2.2.1.1 Vlastnosti a mechanismus působení 

Cytochromy P450 (označovány také jako CYP) jsou hemové enzymy vyskytující se 

v rostlinné i živočišné říši, od bakterií až po lidské buňky (Nelson et al., 1996). 

Pojem „cytochrom“ je běžné označení pro proteiny, které ve své struktuře obsahují 

hemové skupiny a účastní se transportu elektronů. Termín „P450“ byl poprvé použit 

v roce 1958 a charakterizoval pigment nacházející se v mikrosomální frakci potkaních 

jater. Ačkoli běžné hemoproteiny (např. peroxidasy či katalasy) jsou schopné 

absorbovat elektromagnetické záření s maximem při 420 nm, CYP v redukované formě 

(po vazbě oxidu uhelnatého) absorbuje záření s absorpčním maximem při 450 nm. 

Název P450 byl tedy vytvořen pro „pigment – 450“ (Klingenberg, 1958; Omura a Sato, 

1964). 

Struktura enzymu zahrnuje porfyrinový makrocyklus (protoporfyrin IX), který  

je vázán jednak hydrofobními silami, ale také prostřednictvím thiolátové síry 

sulfhydrylové skupiny cysteinu nacházející se přímo v aktivním centru enzymu. Jedná 

se o pátý ligand železa protoporfyrinu IX, šestým ligandem je atom kyslíku. Kyslíkový 

atom v základním stavu pochází z molekuly vody, v průběhu enzymové reakce  

je ale navázán substrát a místo kyslíkového atomu z molekuly vody se naváže 

molekulový kyslík. Ten se aktivuje a rozdělí, přičemž jeden jeho atom vstupuje  

do molekuly substrátu, druhý atom tvoří molekulu vody. Specifickou strukturou se tyto 

hemoproteiny odlišují od jiných hemoproteinů a získávají tak výjimečné vlastnosti 

(Anzenbacher et al., 1989; Anzenbacher et al., 1992; Hudeček et al., 1998). 

Evoluční vývoj těchto proteinů probíhal tzv. divergentní cestou, což znamená,  

že se za více než 1,5 miliardy let do současnosti z jediného genu cytochromu P450 

archebakterií vyvinulo velké množství jednotlivých genů, které kódují odlišné vlastnosti 

cytochromů prokaryotních i eukaryotních organismů. Jedná se tedy historicky o velmi 

staré hemoproteiny, které se objevily dříve než např. hemoglobin (Nelson et al., 1996). 
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Cytochromy P450 se účastní až 80 % reakcí I. fáze biotransformace xenobiotik  

a přibližně 65 - 70 % klinicky užívaných léčiv je metabolizováno tímto enzymatickým 

systémem (Zanger a Schwab, 2013). Lidské CYP se vyskytují v mnoha tkáních. Kromě 

kůže, ledvin, mozku, plic, srdce a gastrointestinálního traktu je to zejména v játrech, kde 

se soustřeďuje až 300 pmol∙mg-1 proteinu. Zde probíhá metabolismus největšího 

množství cizorodých látek. Na buněčné úrovni jsou cytochromy P450 u savců 

membránově vázané, obvykle v membráně endoplasmatického retikula a mitochondrií 

(Martignoni et al., 2006). 

Enzymová aktivita cytochromů P450 v lidském organismu je ovlivněna celou řadou 

faktorů, kterými jsou např. věk, pohlaví a zdravotní stav jedince. Mnoho studií ukazuje, 

že pokud jsou játra porušena např. jaterní cirhózou, dochází ke sníženému průtoku krve 

játry, s tím spojené ztrátě funkce hepatocytů a snížené expresi enzymů CYP. Dále  

je prokázáno, že ženy metabolizují určitá léčiva rychleji než muži, zejména léčiva 

metabolizována enzymem CYP3A4 (tato podrodina je popsána v kapitole 2.2.1.2.3). 

Věk je také jedním z faktorů, které expresi a aktivitu těchto enzymů ovlivňují. Většina 

cytochromů P450 se vyvíjí během 1. roku dítěte, během života jedince dochází 

k mírnému zvýšení exprese a aktivity, ale v pozdějším věku jejich funkce naopak klesá 

(Zanger a Schwab, 2013). 

Z medicínského hlediska je důležitá problematika lékových interakcí na úrovni 

metabolismu léčiv. Pokud je aplikováno dvě nebo více léčiv, které jsou metabolizovány 

stejnou formou CYP, může dojít ke kompetitivní inhibici příslušného enzymu 

s následkem zvýšení koncentrace daných léčiv v organismu a následně k toxickému 

efektu. Z lékařské praxe je známo, že nemusí docházet jen ke kompetitivním inhibicím, 

ale jsou popsány i další typy inhibice těchto enzymů. Jsou to např. ireverzibilní inhibice 

nazývané „mechanism based“, kdy je substrát (tzv. „sebevražedný substrát“) 

přeměňován daným enzymem na metabolit, který sám způsobí nevratnou enzymovou 

inhibici daného enzymu. Klinicky důležité inhibitory CYP3A4, působící jako 

sebevražedné substráty založené na tomto mechanismu, jsou např. látky  

s antibakteriálním působením (klaritromycin, erytromycin a isoniazid), nebo 

protinádorová léčiva (tamoxifen a irinotekan) (Zhou et al., 2005). Další situací, která 

může změnit ustálenou hladinu léčiva, je změna exprese daného enzymu. Hladiny CYP 

se zvyšují (jsou indukovány) po podání řady látek. Patří mezi ně např. barbituráty, 

některé steroidy (dexametazon), rifampicin, ale také přírodní látky, např. extrakt  

z třezalky tečkované (Guengerich, 1997).  
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Dalším důležitým faktorem, který přispívá k rozdílné schopnosti jedinců 

metabolizovat cizorodé látky, zejména léčiva, je genetický polymorfismus. Obecně  

je polymorfismus definován jako odchylka v sekvenci DNA, která je přítomna nejméně 

v 1 % populace, často však bývá rozšířena u mnohem větší části jedinců. Pro genetický 

polymorfismus CYP jsou podstatné genové mutace. Jejich původem může být záměna, 

absence, vložení jednoho nebo více nukleotidů, duplikace nebo amplifikace genu. 

Vrozené vady DNA způsobují absenci, nemožnost indukce nebo tvorbu různých forem 

cytochromů P450 s pozměněnou katalytickou aktivitou. Jedinci v populaci jsou  

na základně metabolické aktivity CYP rozdělováni obvykle do tří kategorií. Populace 

homozygotů pro normální gen s dobrou metabolickou funkcí je označována jako  

tzv. rychlí metabolizátoři. Do skupiny tzv. ultrarychlých metabolizátorů řadíme jedince 

s duplikací či obecně amplifikací funkčního genu, což klinicky vede k zrychlenému 

metabolismu. Poslední skupina je charakterizována nízkou nebo žádnou enzymatickou 

aktivitou a tyto jedince označujeme jako pomalé metabolizátory (Weide a Steijns, 

1999).  

 

2.2.1.2 Názvosloví a dělení 

Počet různých forem cytochromů P450 objevených ve všech organismech neustále 

narůstá. V roce 1996 Nelson et al. (1996) vytvořili první otevřený systematický seznam 

481 genů P450 a 22 pseudogenů, objevených a nahlášených k 18. říjnu 1995 a přiřadili 

k nim příslušné přístupové číslo. Stejní autoři vytvořili názvosloví, které je používáno 

až doposud a je založeno na shodnosti aminokyselinové sekvence apoproteinu (pořadí 

aminokyselin). Obecně všechny cytochromy P450 tvoří nadrodinu neboli superrodinu 

označovanou jako CYP (Cytochrome P450), což je znázorněno na Obr. 4. Nadrodina  

se dělí na rodiny, kterým v označení připadá první arabské číslo za zkratkou CYP 

(CYP1A2). Aby mohly být cytochromy P450 zařazeny do stejné rodiny, musí podle 

autorů Spatzenegger a Jaeger (1995) vykazovat nejméně 40% homologii v sekvenci 

aminokyselin. Dále je v názvu vyznačena podrodina, a to velkým tiskacím písmenem  

za první arabskou číslicí (CYP1A2). Podle stejných autorů musí cytochromy P450 

splňovat alespoň 60% homologii, aby byly zařazeny do stejné podrodiny.  

Na závěr se opět píše číslice, která značí individuální formu CYP neboli identifikuje 

konkrétní gen (CYP1A2). 
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Obr. 4 Schéma, podle kterého jsou označovány a zapisovány jednotlivé formy cytochromů 

P450. 

 

Lidský genom obsahuje 57 genů pro cytochromy P450 a konkrétně metabolismu 

xenobiotik se účastní 15 forem CYP. V játrech jsou nejvíce exprimované formy 

CYP3A4, 2C9, 2C8, 2E1 a 1A2. V menší míře se zde vyskytují formy CYP2D6, 2B6, 

2C19 a 3A5 a extrahepaticky jsou exprimovány především formy CYP2J2, 1A1 a 1B1. 

Společnou a velmi významnou vlastností těchto enzymů je široká a překrývající se 

substrátová specifita (Zanger a Schwab, 2013).  

Přehled typických lidských cytochromů P450 metabolizujících xenobiotika  

je znázorněn v Tab. 1. K příslušnému CYP je přiřazena tkáňová lokalizace, typický 

substrát a induktor. Převzato z Cytochrome P450 Database; Guengerich (1995); Raunio 

et al. (1995). 
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Tab. 1 Lidské cytochromy P450 metabolizující xenobiotika a léčiva. V tabulce jsou zapsány 

jednotlivé CYP, jejich lokalizace v těle a příslušné typické substráty a typické induktory.  

 

CYP Lokalizace v těle Typický substrát Typický induktor 

1A1 

 

plíce, játra, mozek, 

GIT*, lymfocyty, 

srdce 

PAH** PAH, dioxiny 

1A2 

 

játra aromatické aminy, 

PAH, kofein 

PAH, β-naftoflavon, 

kouř 

1B1 kůže, mozek, srdce, 

plíce, placenta, játra, 

ledviny, GIT, slezina 

PAH dioxin 

2A6 játra kumarin, steroidy barbituráty, 

dexamethason 

2B1/2 mozek morfin nikotin 

2B6 játra, srdce nikotin barbituráty 

2C8 játra, ledviny retinoidy, taxol ? 

2C9/10 játra diklofenak, 

tolbutamid 

barbituráty, 

rifampicin 

2C19 játra, srdce (S)-mefenitoin, 

omeprazol, diazepam 

barbituráty, 

rifampicin 

2D6 játra, mozek, srdce antidepresiva,  

β-blokátory 

- 

2E1 játra, plíce, mozek, 

endotel, srdce, kostní 

dřeň 

ethanol, nitrosaminy, 

acetaminofen 

ethanol, hladovění 

2F plíce kumarin ? 

3A4/5 játra, GIT, ledviny, 

plíce, mozek, endotel, 

placenta, lymfocyty 

blokátory vápenatých 

kanálků, 

cyklosporiny, 

acetaminofen, taxol, 

steroidy 

steroidy, barbituráty 

3A7 plod, placenta, (játra) různé, podobně 

CYP3A4 

steroidy, barbituráty 

4A9/11 ledviny masné kyseliny klofibrát 

4B1 plíce, placenta ? ? 

4F2/3 ledviny deriváty kyseliny 

arachidonové 

? 

*GIT – gastrointestinální trakt, **PAH – polycyklické aromatické uhlovodíky 

2.2.1.2.1 Podrodina CYP1A, CYP1B 

Rodina CYP1 zahrnuje u člověka CYP1A1, 1A2 a 1B1. CYP1A1 a 1B1 jsou důležité 

enzymy podílející se na metabolismu xenobiotik, ale při metabolismu léčiv je jejich 

úloha poměrně malá. Oba dva tyto enzymy jsou významně indukovány ligandy, které  

se vážou na aryl uhlovodíkový receptor (AhR). Příkladem takových ligandů je dioxin 

nebo polycyklické aromatické uhlovodíky. Tyto látky jsou zároveň substráty těchto 

enzymů.    

Všechny enzymy rodiny CYP1 jsou si velmi podobné, katalyzují podobné reakce,  

ale liší se lokalizací ve tkáních. CYP1A2 se u lidí ve vyšších hladinách exprimuje 
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v játrech, kde se jeho koncentrace odhaduje pomocí hmotnostní spektrometrie zhruba  

od 18 do 25 pmol∙mg-1 mikrosomálního proteinu (Kawakami et al., 2011; Ohtsuki et al., 

2012). Naopak CYP1A1 a CYP1B1 se u lidí exprimují v játrech v mizivých 

koncentracích a jejich vysoké zastoupení je v jiných tkáních (Guengerich a Shimada, 

1993). 

Krystalová struktura CYP1A2 vykazuje dle autorů Sansen et al. (2007) poměrně 

objemné aktivní místo, díky čemuž preferuje planární aromatické uhlovodíky jako 

potenciální substráty (kavita aktivního místa je však mnohem menší ve srovnání  

s CYP3A4). Příkladem typických substrátů těchto enzymů jsou prokarcinogeny, jako 

jsou arylareny, nitroareny, arylaminy a zejména benzo(a)pyren. CYP1A2 metabolizuje 

přibližně 10 % léčiv, např. 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 patří několik důležitých cytochromů P450 podílejících se  

na metabolismu xenobiotik. Vyskytují se v játrech, ale i v dalších orgánech.  

 

CYP2A 

U člověka je typickým představitelem podrodiny CYP2A enzym CYP2A6.  

Je lokalizován zejména v játrech (zde tvoří až 4 % z přítomných cytochromů P450). 

Substráty tohoto enzymu jsou mnohdy endogenní látky důležité pro lidské zdraví, 

například bilirubin (Abu-Bakar et al., 2012). CYP2A6 se významně účastní 

metabolismu nikotinu. V prvním kroku přeměny nikotinu na kotinin se podílí asi z 90 % 

(společně s CYP2B6). Při dalším metabolickém kroku, kdy je kotinin hydroxylován  

na 3´-hydroxykotinin, je popsána 100% účast CYP2A6 (Raunio a Rahnasto-Rilla, 2012; 

Tanner a Tyndale, 2017). 

Z léčiv CYP2A6 metabolizuje např. efavirenz, antiretrovirální léčivo používané 

k prevenci a k léčbě AIDS. Jiným příkladem léčiva metabolizovaného za účasti 

CYP2A6 je tegafur. Jedná se o proléčivo používané při léčbě různých druhů rakoviny, 

které je primárně metabolizováno CYP2A6 na aktivní metabolit 5-fluorouracil. 

Vzhledem k tomu, že tegafur má úzké terapeutické okno, je pro zajištění účinnosti léčby 

a pro zabránění toxicitě důležité vždy vyhodnotit změny metabolismu tegafuru, které 
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mohou být důsledkem změny aktivity enzymu CYP2A6, aby bylo zajištěno, že bude 

produkováno dostatečné množství aktivního 5-fluoruracilu (Komatsu et al., 2000). 

 

CYP2B6  

CYP2B6 se vyskytuje v játrech v menším množství než CYP2A6, ale mezi jeho 

substráty patří celá řada klinicky důležitých léčiv, chemických látek znečišťujících 

životní prostředí, pesticidy a mnoho dalších. Jako příklady substrátů tohoto enzymu  

je možné uvést protinádorové léčivo cyklofosfamid, antimalariální artemisinin nebo 

anestetika propofol a ketamin (Zanger et al., 2007; Turpeinen a Zanger, 2012). Autoři 

Kreth et al. (2000) popisují účast CYP2B6 (kromě CYP1A2 a 2C19) v metabolismu 

uměle připravované drogy „extáze“ (MDMA - 3,4-methylendioxymethamfetamin), jejíž 

biotransformací mohou vznikat neurotoxické metabolity.  

 

CYP2C 

Významné zastoupení v lidských tkáních představují cytochromy P450 z podrodiny 

CYP2C. U lidí byly identifikovány čtyři členové této podrodiny: CYP2C8, CYP2C9, 

CYP2C18 a CYP2C19. CYP2C9 je důležitý v metabolismu některých terapeuticky 

používaných léčiv, zejména antikoagulačního léčiva warfarinu a řady nesteroidních 

protizánětlivých léčiv (Lee et al., 2002). Mezi substráty podrodiny CYP2C19 patří řada 

běžně předepisovaných léků - včetně antiepileptik, jako je S-mefenytoin a diazepam, 

inhibitorů protonové pumpy, jako je omeprazol, a dalších léků, jako jsou antidepresiva 

první a druhé generace, progesteron či melatonin (Brosen, 2004). Typickým znakem 

této podrodiny je výrazný genetický polymorfismus, který komplikuje využití určitých 

léčiv (Guengerich, 1995). 
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Obr. 5 Znázornění procentuálního zastoupení jaterních enzymů. A Jaterní enzymy zahrnují 

enzymy I. fáze biotransformace xenobiotik (peroxidasy, karboxylesterasy, (FMO) flavin 

monooxygenasy, reduktasy), z nichž velkou část tvoří cytochromy P450, na obrázku zaznačeny 

samostatně (modrá část), dále enzymy II. fáze biotransformace xenobiotik (transferasy)  

a neznámé enzymy. Upraveno podle Zanger et al. (2008). B Procentuální zastoupení 

jednotlivých isoforem CYP v játrech. V játrech se vyskytují zejména CYP1A2, CYP2A6, 

CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP2J2 a CYP3A4/5. Upraveno 

podle Zanger a Schwab (2013).  

 

CYP2D 

Nejdůležitějším lidským cytochromem P450 z rodiny CYP2D je CYP2D6, jehož 

aktivita se u různých jedinců liší, zejména z důvodu genetického polymorfismu (Zanger 

et al., 2001). V lidských játrech se CYP2D6 vyskytuje v menším množství, nachází se 

však také v plících nebo centrální nervové soustavě. Mezi molekuly, které jsou 

substráty tohoto enzymu, se řadí mnoho klinicky používaných léčiv, jako jsou například 

antiarytmika (např. propafenon), antidepresiva druhé generace (např. amitriptylin),  

beta-blokátory (např. bufuralol), opioidní analgetika nebo protirakovinná léčiva (Zanger 

et al., 2008; Stingl et al., 2013).  

 

CYP2E1 

Poslední podrodinou je CYP2E1. Tento cytochrom P450 je u člověka indukován 

v mnoha tkáních za různých patologických stavů, včetně diabetu, alkoholismu, 

nealkoholického onemocnění jater nebo obezity (Caro a Cederbaum, 2004;  

Aubert et al., 2011). Dle publikace Vieira et al. (1996) je jeho obsah nezjistitelný 

v játrech plodu, protože se jeho exprese a aktivita zvyšují až během několika hodin  
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po narození. Mezi typické substráty CYP2E1 patří molekuly s nízkou molekulovou 

hmotností, zejména organická rozpouštědla, kterými jsou například ethanol a aceton. 

Mezi další substráty patří chlorzoxazon, paracetamol, průmyslové chemické látky  

a prokarcinogeny (Bolt et al., 2003; Lu a Cederbaum, 2008). Zajímavostí je,  

že se ethanol prostřednictvím CYP2E1 může přeměňovat na reaktivní formy kyslíku 

(ROS), které se v konečném důsledku mohou podílet na poškozování jaterních buněk 

(Caro a  Cederbaum, 2004). 

 

2.2.1.2.3 Podrodina CYP3A4 

Mezi nejdůležitější lidské cytochromy P450 patří CYP3A4. Důvodem jeho významné 

role v metabolismu cizorodých látek je vysoký obsah ve tkáních (zhruba 30 % 

celkového obsahu CYP). Největší množství CYP3A4 je lokalizováno v játrech, 

významné množství se nachází také ve střevě a v dalších orgánech. Význam CYP3A4  

je dán také díky početnému množství substrátů, které přeměňuje. Odhaduje se, že se 

podílí na metabolických přeměnách více než poloviny léčiv (zhruba 52 %), které 

probíhají prostřednictvím cytochromů P450. Předpokládá se, že jeho prvotní úloha 

spočívala ve zprostředkování metabolismu a přeměně endogenních steroidů v játrech  

a dalších orgánech, jako je mozek, střeva apod. (Thummel a Wilkinson, 1998).  

Podrodina CYP3A4 se nachází na chromozomu 7q22.1 a má velikost 221 kb. Patří 

do rodiny CYP3, která u člověka obsahuje čtyři geny – CYP3A4, 3A5, 3A7 a 3A43.  

Na rozdíl od lidských forem například myší rodina CYP3 obsahuje 7 genů plné délky. 

Lidské a myší geny mezi sebou netvoří žádné ortologní páry, což poukazuje  

na myšlenku, že ve společném předkovi existoval pouze jediný gen CYP3A4, který 

během předešlých 75 miliónů let expandoval zcela nezávisle (Nelson et al., 2004). 

Jak již bylo zmíněno, podrodina 3A4 se podílí zejména na metabolismu léčiv. 

Aktivní místo CYP3A4 je poměrně velké a flexibilní, díky čemuž dokáže metabolizovat 

malé i velké molekuly, převážně lipofilní povahy (Scott a Halpert, 2005; Hendrychová 

et al., 2011). Z řady menších molekul, které jsou substráty tohoto enzymu, můžeme 

uvést např. ifosfamid, tamoxifen, statiny, opiáty či antidepresiva.  Příkladem molekul  

o velké molekulové hmotnosti jsou imunosupresiva, konkrétně cyklosporin A  

a takrolimus, dále makrolidová antibiotika (například erytromycin) a v neposlední řadě 

protinádorová léčiva zahrnující taxol. Tento cytochrom P450 se podílí také  

na metabolismu (převážně hydroxylačních reakcích) endogenních steroidů – 
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testosteronu, progesteronu, kortizolu, žlučových kyselin a dalších. I pro měření aktivity 

tohoto enzymu in vitro (a v některých případech in vivo) se používají specifické 

substráty léčiva, např. midazolam, erytromycin, alprazolam či dextrometorfan (Fuhr  

et al., 2007 , Liu et al., 2007). Procentuální zastoupení jednotlivých forem cytochromů 

P450 v játrech je znázorněno na Obr. 5.  

 

2.3 Metabolismus xenobiotik střevními bakteriemi 

Střevní bakterie mají velký metabolický potenciál. Každá úvaha o metabolismu 

xenobiotik střevními bakteriemi musí být chápána v kontextu se souběžným a často 

konkurenčním metabolismem xenobiotik probíhajícím v lidském organismu, probraným 

v kapitole 2.2.  

Sloučeniny aplikované perorálně vstupují přes horní gastrointestinální trakt (GIT)  

do tenkého střeva, kde mohou být modifikovány trávicími enzymy a absorbovány 

hostitelskými buňkami (Wang et al., 2016). Snadno absorbovaná xenobiotika procházejí 

přes střevní epitelové buňky, kde mohou být biotransformovány hostitelskými enzymy 

před vstupem do jater portální žilou. V játrech dochází k dalším metabolickým 

procesům za účastí jaterních enzymů a vzniklé metabolity vstupují přes oběhový systém 

do tkání a ovlivňují distální orgány.  

Xenobiotika, která nebyla při průchodu předcházejícími oddíly gastrointestinálního 

traktu absorbována, procházejí z tenkého do tlustého střeva, kde podléhají metabolismu 

za účasti střevních bakterií. V rámci rozmanitého střevního mikrobiomu bakterie 

modifikují přijímané substráty širokou škálou enzymových reakcí. Zatímco enzymy 

hostitele využívají především reakce první a druhé fáze metabolismu xenobiotik  

(tj. funkcionalizační a konjugační chemické reakce, jako hydroxylace, oxygenace, 

dealkylace, glukoronidace, sulfatace atd., viz kap. 2.2), střevní mikroorganismy 

primárně využívají hydrolytické a redukční reakce. Rozdíly jsou dány částečně 

fyziologickými a částečně evolučními aspekty (Sousa et al., 2008). 
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2.3.1 Hydrolytické reakce 

Střevní mikrobiom využívá hydrolytické reakce ke štěpení velkých molekul substrátů 

na malé produkty, které mohou být dále metabolizovány. Hydrolasy katalyzují 

rozštěpení vazby v molekule substrátu za účasti vody. Nejvýznamnějšími  

a nejčetnějšími hydrolasami v GIT traktu jsou proteasy, glykosidasy a sulfatasy. 

Proteasy se podílejí na štěpení peptidové vazby spojující aminokyseliny 

v polypeptidovém řetězci. Glykosidasy hydrolyzují glykosidové vazby za vzniku 

volných sacharidů a sulfatasy štěpí sulfátové estery tvořené např. hostitelským 

metabolismem II. fáze. Produkty hydrolytických reakcí (např. sacharidy, 

aminokyseliny) značně přispívají k mikrobiálnímu růstu ve střevech (Wang et al., 

2015). Obecné schéma hydrolytických reakcí je znázorněno na Obr. 6.  

 

 

 

Obr. 6 Obecné schéma hydrolytických reakcí pomocí proteas, glykosidas a sulfatas. Převzato  

z Koppel et al. (2017). 
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2.3.2 Redukční transformace 

Střevní mikroorganismy dokážou za účasti enzymů redukovat celou řadu funkčních 

skupin, mezi které patří například alkeny, α,β-nenasycené karboxylové kyseliny, 

nitrosloučeniny, N-oxidy, azoskupiny či sulfoxidové skupiny. Reduktasy využívají 

různé kofaktory (např. NADH+H+, NADPH, klastry Fe-S, hem, molybden) k přenosu 

elektronů či protonů k substrátům. Redukcí se obvykle mění náboj, elektrofilita  

a polarita sloučenin, což v konečném důsledku ovlivňuje životnost a aktivitu metabolitů 

(Lavrijsen et al., 1995). Obecné schéma redukčních transformací je znázorněno  

na Obr. 7.  

 

 

Obr. 7 Znázornění reakcí redukční transformace. V rovnici jsou znázorněny také kofaktory, 

využívané k přenosu elektronů či protonů k substrátům. Převzato z Koppel et al. (2017). 
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2.3.3 Vliv metabolismu střevních bakterií na účinnost léčiva 

Metabolismus zprostředkovaný střevními bakteriemi může ovlivnit účinnost 

podávaných léčiv mnoha způsoby. V prvním případě je léčivo tzv. proléčivem (angl. 

prodrug), které je farmakologicky neúčinné a teprve prostřednictvím enzymů střevních 

mikroorganismů je biotransformováno na farmakologicky aktivní léčivo. Klasickým 

příkladem je antibakteriální léčivo protosil, které bylo prvním přikladem tvorby 

aktivního species, sulfonamidu (sulfanilamidu) redukcí azoskupiny 

v gastrointestinálním  traktu (Gingell a Bridges, 1973) nebo podobně lék sulfasalazin, 

modifikovaný na aktivní protizánětlivou kyselinu 5-aminosalycilovou (Houston et al., 

1982). 

V druhém případě může metabolismus zprostředkovaný střevními bakteriemi 

způsobit degradaci léčiva nebo změnu vlastností hostitelských enzymů, které později 

léčivo metabolizují. Příkladem je lék digoxin, ze skupiny srdečních glykosidů, který 

hraje nezastupitelnou roli v léčbě srdečního selhání. Prostřednictvím enzymů střevní 

mikroflóry se může přeměnit na neaktivní metabolit dihydrodigoxin (Vick et al., 1957). 

Některé studie potvrzují hypotézu, že naopak samotné působení léků může mít vliv 

na složení a funkci střevní mikroflóry, a tím i na průběh určitých onemocnění.  Jedním 

z případů je protinádorové chemoterapeutikum cyklofosfamid. Léčivo vyvolává 

translokaci několika druhů gram-pozitivních bakterií do sekundárních lymfoidních 

orgánů, kde stimulují tvorbu specifických pomocných a paměťových T-buněk, hrající 

důležitou roli v imunitním systému (Viaud et al., 2013). 

I přes to, že se během několika uplynulých let, díky pokročilé technologické inovaci, 

dosáhlo velikého pokroku v odhalení složitého vztahu mezi hostitelským a střevním 

metabolismem léčiv, dosavadní úroveň znalostí zatím neumožňuje využít tyto znalosti 

pro racionální design terapie a tzv. personalizaci medicíny, která se soustředí  

na pacienta jako jednotlivce a mohla by zajistit splnění základního cíle personalizované 

farmakoterapie, tj. požadavek, aby „správné léčivo bylo podáno správnému pacientovi 

ve správné dávce“ (Dapito et al., 2012).  

 

2.4 Modely pro studium vztahu mezi střevním mikrobiomem  

a metabolismem xenobiotik 

Pro studium vztahu mezi střevním mikrobiomem a metabolismem xenobiotik  

in vivo se využívají (ke srovnání s konvenčními modely) připravená laboratorní zvířata 
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s žádnou, pozměněnou, resp. definovanou střevní mikroflórou – tzv. gnotobiologické 

modely.  

V oblasti gnotobiologie se tedy pro experimenty využívají zvířata bezmikrobní (GF – 

z angličtiny „germ-free“), která kompletně postrádají mikroorganismy uvnitř těla  

i na pokožce, a dále GF zvířata po inokulaci specifickým známým mikroorganismem 

(jedním nebo i více druhy). Tyto modely se poté porovnávají s kontrolními zvířaty,  

u nichž nedošlo ke změně střevního mikrobiomu.  

Přesnost GF technologie spočívá ve schopnosti kontrolovat prostředí, ve kterém  

se organismus vyvíjí. K výchově GF zvířat je nutné mláďata chirurgicky oddělit  

od matčiny dělohy císařským řezem nebo hysterektomií, čímž se zabrání kontaktu 

s mikroorganismy přítomnými na kůži či ve vagíně matky. Poté mláďata vyrůstají  

v kontrolovaném sterilním prostředí. Alternativní možností je proces přenosu 

očištěných embryí do GF samice za dobře kontrolovaných podmínek. GF samice přijme 

embrya, poté přirozeně porodí mláďata do sterilního prostředí a stará se o ně, čímž se 

zajistí míra jejich přežití. Procesem křížení se může kolonie rozšířit a noví jedinci se 

rodí a vyrůstají ve zcela sterilních podmínkách jako jejich předci (Falk et al., 1998). 

Výchova ve sterilním prostředí umožnuje GF jedince inokulovat jedním, dvěma nebo 

více mikroorganismy, které jsou v zájmu příslušného studia. Kromě toho je možné 

přenést zjednodušený nebo kompletní lidský mikrobiom do GF hostitele s cílem 

vytvořit model podobný lidskému mikrobiomu (Goodman et al., 2011). 

Ačkoli tyto metody nabízejí vhodnější a realističtější prostředí než in vitro metody,  

je správné použít kombinaci různých metod, protože ideální model pro studium vztahu 

mezi střevním mikrobiomem a metabolismem xenobiotik neexistuje.  
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3 Experimentální část 

3.1 Materiál  

3.1.1 Chemikálie 

Abcam (Velká Británie): 1´-hydroxymidazolam; midazolam  

Acris (Německo): primární a sekundární protilátka pro CYP2C  

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

BioRad (Kalifornie, USA): standard proteinu pro elektroforézu 

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

Fluka (Švýcarsko): fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 

Lachema (Česká republika): dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4); uhličitan 

sodný (Na2CO3); dithioničitan sodný (Na2S2O4)  

Lach-Ner (Česká republika): 2-propanol; dihydrogenfosforečnan sodný (Na2HPO4); 

ethanol; hydroxid draselný (KOH); hydroxid sodný (NaOH); chlorid sodný (NaCl); 

kyselina fosforečná (H3PO4); kyselina octová (CH3COOH); síran hořečnatý (MgSO4) 

Linde Technoplyn (Česká republika): dusík, oxid uhelnatý (CO) 

Merck (Česká republika): dichlormethan; methanol  

Probior (Německo): SOD Assay Kit-WST 

Roche (Česká republika): tablety s inhibitory proteas (EDTA free Complete Protease 

Inhibitor Cocktails Tablets) 

Roth (Německo): Tris (trishydroxymethylaminomethan) 

Santa Cruz Biotechnology (Texas, USA): primární a sekundární protilátky pro formy 

CYP1A, CYP2B, CYP2D a CYP3A; β-aktin 

Santa Cruz Biotechnology (Kalifornie, USA): chemiluminiscenční kit pro detekci 

protilátek 

Sigma Aldrich (Česká republika): 2-hydroxymetronidazol; 7-hydroxykumarin;  

2-merkaptoethanol; bufuralol; desmethyldiazepam; diazepam; diklofenak; 

dimethylsulfoxid (DMSO); dodecylsulfát sodný (SDS); ethoxyresorufin; glycerol; 

isocitrát; isocitrátdehydrogenasa (IDH); komerční testovací souprava pro stanovení 

celkových proteinů pomocí kyseliny bicinchoninové (BCA); kumarin; kyselina 

ethylendiamintetraoctová (EDTA); kyselina chloristá (HClO4); metronidazol; 

nikotinaminadenindinukleotidfosfát (NADP+); paracetamol; resorufin; sacharosa 

Sigma Aldrich (Missouri, USA): chlorid draselný (KCl); chlorid vápenatý (CaCl2); 

hydrogenfosforečnan sodný (Na2HPO4) 
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Serva (Německo): hovězí sérový albumin (BSA) 

VWR International (Česká republika): acetonitril (ACN) 

 

3.1.2 Přístroj a vybavení 

Analytické váhy AX 105 Delta-Range (Mettler-Toledo, Švýcarsko); analytické váhy 

GR-202 (Schoeller Instruments, Česká republika); analytické váhy 4503 MP 6E 

(Santorius, Německo); automatické pipety (Eppendorf, Německo); centrifuga BR4i 

(Jouan, Francie); centrifuga Eppendorf mini spin (Eppendorf, Německo); centrifuga 

Labofuge 400 (Heraeus, Německo); chlazená centrifuga Z 323 K (Hermle 

LaborTechnik GmbH, Německo); chlazená centrifuga Mikro 22R (Hettig Zentrifugen, 

Německo); chlazená centrifuga Rotina 38R (Hettig Zentrifugen, Německo); Echo 

Liquid Handler (Labcyte, Irsko); LightCycler 1536 Instrument (Roche, Švýcarsko); 

magnetická míchačka s ohřevem IKA RH digital (Merci, Česká republika); 

NanoPhotometr® N60 (Implen, Německo); pH metr HI 2211 (Hanna instruments, 

Česká republika); Precellys Evolution (Bertin Technologies, Maryland, USA); RNAsa 

Mini Kit (Qiagen, Německo); SNAP i.d.® Protein Detection System (Merck Millipore, 

Česká republika); spektrofotometr UV-VIS TECAN Infinite M200 (Schoeller 

Instruments, Česká republika); spektrofotometr UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko); 

spektrofotometr Varian Cary UV VIS 4000 (Varian, Austrálie); systém HPLC s UV  

a fluorescenční detekcí, Shimadzu LC-10A Prominence, software CLASS-VP 

(Shimadzu, Japonsko); system HPLC s UV a fluorescenční detekcí, Shimadzu LC-20A 

Prominence, software LC-Solution (Shimadzu, Japonsko), TaqMan Gene Expression 

Assays (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies, Česká republika); termomixér 

Comfort (Eppendorf, Německo); Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit 

(Roche, Švýcarsko); Trans-Blot® TurboTM Transfer Systém (Biorad, Česká republika); 

třepací inkubátor BIOSAN ES 20 (Merci, Česká republika); třepací vodní lázeň (Grant 

Instruments, Velká Británie); ultracentrifuga Beckman OptimaTM LE-80K (Beckman, 

Minnesota, USA); ultrazvuková čistící jednotka Elmasonic S 10 (H) (Elma-Ultrasonic, 

Německo); ultrazvuková UP 200S ( Hielscher, Německo); ultrazvuková lázeň UCC4 

(Notus-Powersonic, Slovensko); Vortex Reax top (Heidolph Instruments, Německo); 

zařízení pro přípravu ultračisté vody Watrex Ultrapur (Watrex, Česká republika). 
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3.2 Metody 

3.2.1 Navržení experimentu 

Pro experimenty byly použity vzorky jaterní tkáně a mikrosomální frakce izolované 

z homogenátu myších jater. 

Jako zvířecí model byly použity laboratorní myši, které byly pro první experiment 

rozděleny do tří skupin. Do první skupiny, SPF myší (specific pathogen free), byly 

zahrnuty myši s normálním nezměněným mikrobiomem. Do druhé skupiny, GF myší 

(germ-free), byly zahrnuty myši, u kterých byly zcela postrádány mikroorganismy. 

Poslední skupinou byly myši SPF IL-10-KO + kolitida, u kterých bylo metodou  

Knock-out dosaženo inaktivace tvorby interleukinu 10 (IL-10) a spontánního vytvoření 

zánětu. IL-10 je protizánětlivý cytokin, který dokáže regulovat a inhibovat procesy 

podporující zánět (Fiorentino et al., 1989) a je produkován širokou škálou imunitních 

buněk, jako jsou regulační T- a B-lymfocyty, makrofágy, dendritické buňky, eosinofily, 

neutrofily a epiteliální buňky (Al-Robaee et al., 2008; Keubler et al., 2015). Knock-out 

metodou dochází k inaktivaci určitého genu v genomu studovaného organismu, a pokud 

je tedy inaktivovaný IL-10, může u experimentálních zvířat dojít ke spontánnímu 

vytvoření zánětu. Podle autorů Sellon et al. (1998) jsou běžné střevní bakterie 

v organismu nezbytné pro vytvoření spontánního zánětu u myší s deficitem  

IL-10. Tento experiment byl navržen také pro porovnání rozdílu mezi pohlavími,  

a proto byly všechny tři skupiny rozděleny zvlášť na samce a samice.  

V druhém experimentu bylo cílem pozorovat změny enzymové aktivity  

a exprese vybraných jaterních cytochromů P450 v časových intervalech po jednorázové 

aplikaci léčiva metronidazolu. Odběr vzorků byl proveden po intragastrickém podání 

metronidazolu v časech 0h, 2h, 6h a 24h. Experimentální zvířata byla rozdělena do dvou 

skupin. Jako kontrolní skupina byli zvoleni SPF samci (tělesná váha 21,85 – 29,65 g; 

váha jater 0,8128 – 1,342 g). Pro porovnání byli zvoleni GF samci (tělesná váha 20,86 – 

25,42 g; váha jater 0,7894 – 1,0546 g).  

Klinicky používané antibakteriální léčivo metronidazol, patřící do skupiny 

nitroimidazolových antibiotik, se běžně využívá k léčbě anaerobních protozoálních 

infekcí, infekcí způsobené Helicobacter pylori, a zejména k léčbě infekcí spojené 

s Clostridium difficile (Edwards, 1980). Modelovým zvířatům bylo podáváno 300 μl 

infuzního roztoku o koncentraci 5 mg∙kg-1 zvířete.   
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3.2.2 Příprava biologického materiálu 

Mikrosomy, váčkovité útvary, se získávají in vitro při rozbití endoplasmatického 

retikula. Ačkoli se za fyziologických podmínek v živých buňkách nevyskytují, je nutné 

provést jejich izolaci pro následné stanovení proteinové exprese a enzymové aktivity 

jednotlivých cytochromů P450. Právě v mikrosomální frakci jsou totiž CYP přítomny 

v nejvyšší koncentraci s ohledem na celou buňku.  

Izolace mikrosomální frakce z homogenátu myších jater byla prováděna  

podle stanoveného protokolu (Lake, 1987). 

Játra byla v kádince s homogenizačním pufrem rozstříhána pomocí nůžek. Pufr byl 

následně slit přes gázu a tímto způsobem byla játra promyta ještě dvakrát. Část 

promytých jater byla pomocí pinzety vložena do 15ti ml zkumavky, bylo přidáno 

zhruba 7 ml homogenizačního pufru a pomocí ponorného homogenizátoru byla játra 

homogenizována 3 x 10 s a poté byl homogenát přelit do 50ti ml centrifugační 

zkumavky. Stejným postupem byla homogenizována zbylá část jater a byla přidána  

do stejné 50ti ml zkumavky. Poté byl homogenát centrifugován (10 min, 5290x g, 4 ˚C). 

Supernatant byl následně slit do čisté 50ti ml centrifugační zkumavky a byl 

centrifugován (15 min, 15150x g; 4 ˚C). Dále byl opět supernatant slit do UC 

(ultracentrigufační) zkumavky, zkumavka byla doplněna až po okraj homogenizačním 

pufrem a byla uzavřena víčkem tak, aby uvnitř nedošlo ke vzniku vzduchové bubliny. 

UC zkumavky byly umístěny do ultracentrifugy a byly centrifugovány (60 min, 

125 000x g, 4 ˚C). Po odlití supernatantu byl následně k sedimentu, čili k mikrosomální 

frakci, přidán promývací pufr, sediment byl setřen skleněnou tyčinkou a byl 

homogenizován s použitím Potter-Elvehjemova homogenizátoru (P-E).  

Po homogenizaci byl obsah přemístěn do čisté UC zkumavky, ta byla doplněna 

promývacím pufrem a uzavřena tak, aby uvnitř nedošlo ke vzniku vzduchové bubliny  

a v ultracentrifuze byla tkáň centrifugována (60 min, 125000x g, 4 ˚C). Na závěr byl 

sediment homogenizován pomocí P-E homogenizátoru s rehomogenizačním pufrem tak, 

aby byl celkový objem rehomogenizačního pufru 0,2násobkem váhy jater. 

Zhomogenizované mikrosomy byly rozpipetovány do mikrozkumavek a zmrazeny  

na -80 ˚C. 
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Použité roztoky: 

Homogenizační pufr: 250 mmol∙l-1 sacharosa; 1 mmol∙l-1 EDTA; úprava pH  

na hodnotu 7,4 pomocí NaOH. 

Promývací pufr: 50 mmol∙l-1 Tris; 150 mmol∙l-1 KCl; úprava pH na hodnotu 7,4 pomocí 

HCl. 

Rehomogenizační pufr: 20 mmol∙l-1 KH2PO4; 0,2 mmol∙l-1 EDTA, úprava pH  

na hodnotu 7,4 pomocí NaOH; 20% glycerol (v/v). 

PMSF (fenylmethylsulfonylfluorid): 0,2 mmol∙l-1 PMSF; rozpuštěno v isopropanolu; 

přidáno do homogenizačního a promývacího pufru před použitím. 

 

3.2.3 Stanovení koncentrace cytochromů P450  

Koncentrace cytochromů P450 v jaterní mikrosomální frakci byla měřena pomocí 

diferenční spektroskopie na spektrofotometru UV/VIS Cary 4000 a softwaru CaryWin 

podle protokolu autorů Schenkman a Jansson (1998). 

Do zkumavky bylo napipetováno 1900 μl fosfátového pufru (K/PO4 pH 7,4), 100 μl 

mikrosomů a bylo přidáno zhruba 2 – 5 mg dithioničitanu sodného (Na2S2O4). Vše bylo 

na vortexu promícháno a rozděleno do dvou kyvet pro spektrofotometrické měření.  

Po tom, co byla zaznamenána základní linie (s redukovaným vzorkem v obou 

kyvetách), byla mikrosomální frakce v první kyvetě 60 sekund probublána oxidem 

uhelnatým (CO) a bylo změřeno diferenční spektrum redukovaného enzymu 

v komplexu s CO.  

 

Použité roztoky: 

Fosfátový pufr K/PO4: 100 mmol∙l-1 KH2PO4; úprava pH na hodnotu 7,4 pomocí 

roztoku KOH. 

 

3.2.4 Stanovení koncentrace proteinů  

Stanovení koncentrace proteinů v mikrosomální frakci bylo provedeno pomocí 

bicinchoninové metody (BCA). Jako standard byl použit hovězí sérový albumin (BSA), 

pro měření byl použit roztok BCA (BCA Protein Assay kit A:B; 50:1; A = kyselina 

bicinchoninová; B = sulfát měďnátý). V přítomnosti proteinů v bazickém prostředí 

vzniká fialově zbarvený komplex, což je způsobeno chelatací měďného iontu 

molekulou BCA. Tento komplex absorbuje při 562 nm. 
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Podle Tab. 2 byla připravena kalibrační řada použitého standardu. Vzorky byly 

naředěny 100x ve fosfátovém pufru. Do 96-jamkové destičky bylo napipetováno 12,5 μl 

roztoků kalibrační řady i vzorků mikrosomální frakce, do všech jamek bylo přidáno  

100 μl roztoku BCA a poté byla destička v termoboxu inkubována 30 min při 37 ˚C.  

Po inkubaci byla měřena absorbance vzorků na spektrofotometru UV-VIS, TECAN 

Infinite M200 při 562 nm.  

Podle kalibrační řady byla vypočítána koncentrace proteinů v mikrosomální frakci. 

 
Tab. 2 Kalibrační řada hovězího sérového albuminu. 

 
Koncentrace 

kalibrační řady 

(mg∙ml-1) 

BSA standart 

(μl) 

fosfátový pufr 

(μl) 

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 Izolace RNA z jater 

Celková RNA byla izolována z myších střev nebo jater uložených v RNAlateru  

za použití kitu RNeasy Plus mini podle instrukcí výrobce. 

Nejdříve byla připravena směs RLT plus pufru a 2-merkaptoethanolu (v poměru  

1 ml : 10 μl). 600 μl této směsi bylo napipetováno do homogenizačních zkumavek 

Precellys a bylo k ní přidáno zhruba 30 mg zamražené tkáně. Vše bylo homogenizováno  

na přístoji Precellys (2 ml, 7200 rpm, cyklus 2 x 15 s, pauza 10 s).  Aby bylo dosaženo 

odstředění vzniklé pěny, byl homogenát centrifugován na centrifuze Eppendorf mini 

spin (1 min, 11337x g) a lyzát byl přemístěn do mikrozkumavky s RNA-vazebnou 

kolonkou. Opět byla směs centrifugována na centrifuze Eppendorf mini spin (75 s, 

11337x g), aby bylo dosaženo průchodu celého lyzátu přes kolonku. Poté byla kolonka 

odstraněna, k lyzátu bylo přidáno 600 μl 70% (v/v) ethanolu, zhruba 600 μl bylo 

přepipetováno do nové mikrozkumavky s RNA-vazebnou kolonkou a směs byla opět 

centrifugována na centrifuze Eppendorf mini spin (15 s, 6708x g). Tento krok byl 

opakován ještě jednou a poté byla RNA navázaná na kolonce promyta. Na kolonku bylo 

napipetováno 600 μl RW1 pufru, byla provedena centrifugace (15 s, 6708x g), odpad  

na dně mikrozkumavky byl vylit. Následně bylo na kolonku dvakrát po sobě 

napipetováno 500 μl RPE pufru a směs byla po každé centrifugována (po prvé 15 s, 

6708x g, po druhé 2 min, 6708x g). Dále byla kolonka vložena do čisté 1,5 ml 

mikrozkumavky a byla provedena centrifugace (1 min, 14104x g). Na závěr byla 

kolonka opět vložena do čisté 1,5 ml mikrozkumavky, bylo na ni napipetováno 25 μl 

RNAse free water a byla provedena centrifugace (1 min, 6708x g). Poté byla kolonka 

vyhozena a vzorek v mikrozkumavce s celkovou RNA byl použit k dalším krokům.  

Pomocí přístroje Nano Drop 1000 byla spektrofotometricky stanovena koncentrace  

a čistota izolované RNA při 260, 280 a 230 nm.  

 

3.2.6 Reverzní transkripce a kvantitativní PCR v reálném čase (qPCR) 

Tab. 3 Složení a objem reakční směsi pro reverzní transkripci. 

 

Reagencie Objem [μl] 

Water, PCR Grade  14 - x 

Reaction Buffer, 5x koncentrovaný 4,0 

Template RNA x 

Celkový objem 18 
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Tab. 4 Protokol inkubace reverzní transkripce. 

 

Teplota Čas 

42 ˚C 15 min 

85 ˚C 5 min 

65 ˚C 15 min 

4 ˚C  

-15 až -25 ˚C uchovat 

 

Podle Tab. 3 byly smíchány látky o určitém objemu. X bylo vypočítáno 

z koncentrace RNA tak, aby byl použit 1 μg RNA. Směs byla zcentrifugována a byla 

ponechána inkubaci 5 min na ledu. Po inkubaci byly ke směsi přidány 2 μl Enzyme Mix 

(10x koncentrovaný) a pomocí kitu Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis byla 

provedena reverzní transkripce RNA. Protokol inkubace je znázorněn v Tab. 4. Celkový 

objem směsi byl 20 μl.  

Pro kvantifikaci enzymů CYP byla provedena analýza PCR v reálném čase. Měření 

vzorků bylo provedeno na přístroji LightCycler 1536 Instrument s použitím 

specifického testu TaqMan Gene Expression. Vzorky byly pipetovány pomocí 

automatického přístroje Labcyte Echo do 1536-jamkových destiček. Data byla 

vyhodnocena na základě metody „Delta-Delta Ct“ podle studie Livak a Schmittgen 

(2001) a byla vyjádřena jako násobek změny jednotlivých experimentálních skupin vůči 

kontrole. Jako vnitřní kontrola byly použity geny HPRT1 a 18S podle studie 

Matouskova et al. (2014). 

 

3.2.7 Stanovení enzymových aktivit vybraných forem cytochromů P450 

Enzymové aktivity jednotlivých cytochromů P450 byly měřeny v mikrosomální frakci 

biologického materiálu za použití specifických substrátů. Koncentrace produktů  

byla stanovena pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV nebo 

fluorescenční detekcí. Aktivita jednotlivých forem CYP byla stanovena podle 

zavedených protokolů z publikace Phillips et al. (1998) a publikace Kronbach et al. 

(1989). 

Reakční směs byla inkubována za určitých podmínek. Reakce byla zastavena 

příslušným činidlem, směs byla centrifugována a supernatant byl odebrán na stanovení 

produktu reakce pomocí HPLC. 

V následujících tabulkách jsou zaznamenány studované CYP, specifické substráty  

pro jednotlivé formy CYP, vznikající metabolity, schéma přípravy reakční směsi  

a podmínky mobilní fáze.  
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Tab. 5 Schéma reakcí a reakčních směsí pro stanovení aktivity cytochromů P450 

v mikrosomální frakci myšího homogenátu jater – metody používané pro lidské formy. 

 

CYP1A2  

Substrát 10 μmol∙l-1 ethoxyresorufin 

Metabolit  resorufin 

Typ reakce dealkylace 

 
Mikrosomy 35 pmol P450 

Pufr  100 mmol∙l-1 KH2PO4 (pH 7,4) 

NADPH generující systém 7,9 mmol∙l-1 NADP+; 84,5 mmol∙l-1 isocitrát;  

100 mmol∙l-1 MgSO4; IDH (10 units∙mg-1 

proteinu) 

Schéma reakce 

Pufr  25 μl 

Mikrosomy/pufr 20 μl 

10 μmol∙l-1 ethoxyresorufin 26 μl 

Preinkubace (3 min, 37 ˚C, 350 rpm) 

NADPH g. s.  29 μl 

Inkubace (15 min, 37 ˚C, 350 rpm) 

Zastavení reakce  200 μl 100% methanol (v/v) 

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 ˚C) 

Mobilní fáze 25 mmol∙l-1 Na2HPO4 (pH = 7) : 100% 

methanol (v/v) (58:42) 

Průtok mobilní fáze 0,8 ml∙min-1 

Eluce  izokratická 

Nástřik vzorku 50 μl 

Detekce fluorescenční, Ex/Em 535/585 nm 
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CYP2B10  

Substrát 10 μmol∙l-1 penthoxyresorufin 

Metabolit  resorufin  

Typ reakce dealkylace 

 
Mikrosomy 35 pmol P450 

Pufr  100 mmol∙l-1 KH2PO4 (pH 7,4) 

NADPH generující systém 7,9 mmol∙l-1 NADP+; 84,5 mmol∙l-1 isocitrát;  

100 mmol∙l-1 MgSO4; IDH (10 units∙mg-1 

proteinu) 

Schéma reakce 

Pufr 25 μl 

Mikrosomy/pufr 20 μl 

10 μmol∙l-1 penthoxyresorufin 26 μl 

Preinkubace (3 min, 37 ˚C, 350 rpm)  

NADPH g. s.  29 μl 

Inkubace (15 min, 37 ˚C, 350 rpm) 

Zastavení reakce  200 μl 100% methanol (v/v) 

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 ˚C) 

Mobilní fáze 25 mmol∙l-1 Na2HPO4 (pH = 7) : 100% 

methanol (v/v) (58:42) 

Průtok mobilní fáze 0,8 ml∙min-1 

Eluce izokratická 

Nástřik vzorku 50 μl 

Detekce fluorescenční, Ex/Em 535/585 nm 
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CYP2C9  

Substrát 400 μmol∙l-1 diklofenak 

Metabolit  4´- hydroxydiklofenak 

Typ reakce 4´ - hydroxylace 

 
Mikrosomy 35 pmol P450 

Pufr  100 mmol∙l-1 KH2PO4 (pH 7,4) 

NADPH generující systém 4,7 mmol∙l-1 NADP+; 50,8 mmol∙l-1 isocitrát;  

50 mmol∙l-1 MgSO4; IDH (10 units∙mg-1 

proteinu) 

Schéma reakce 

Pufr 60 μl 

Mikrosomy/pufr 54,5 μl 

NADPH g. s. 77,5 μl 

Preinkubace (5 min, 37 ˚C, 350 rpm)  

400 μmol∙l-1 diklofenak 8 μl 

Inkubace (25 min, 37 ˚C, 350 rpm) 

Zastavení reakce  50 μl 100% ACN (v/v) : CH3COOH (94:6)  

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 ˚C) 

Mobilní fáze MFA = 100% ACN (v/v) : 2 mmol∙l-1 HClO4 

(70% (v/v)) (30:70) 

MFB = 100% methanol (v/v)  

Průtok mobilní fáze 1 ml∙min-1 

Eluce gradientová 

Nástřik vzorku 50 μl 

Detekce UV, 280 nm 
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CYP2C19  

Substrát 400 μmol∙l-1 diazepam 

Metabolit  desmethyldiazepam 

Typ reakce demethylace 

 
Mikrosomy 70 pmol P450 

Pufr  100 mmol∙l-1 KH2PO4 (pH 7,4) 

NADPH generující systém 4,7 mmol∙l-1 NADP+; 51,3 mmol∙l-1 isocitrát;  

50 mmol∙l-1 MgSO4; IDH (10 units∙mg-1 

proteinu) 

Schéma reakce 

Pufr 65 μl 

Mikrosomy/pufr 20 μl 

NADPH g. s. 65 μl 

Preinkubace (5 min, 37 ˚C, 350 rpm)  

400 μmol∙l-1 diazepam 50 μl 

Inkubace (25 min, 37 ˚C, 350 rpm) 

Zastavení reakce  100 μl 100% ACN (v/v) 

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 ˚C) 

Mobilní fáze 50 mmol∙l-1 KH2PO4 (pH 2,9) : 100% ACN 

(v/v) (55:45) 

Průtok mobilní fáze 1 ml∙min-1 

Eluce izokratická 

Nástřik vzorku 50 μl 

Detekce UV, 229 nm 

 

  



40 
 

CYP2D6  

Substrát 1 mmol∙l-1 bufuralol 

Metabolit  1´-hydroxybufuralol 

Typ reakce 1´-hydroxylace 

 
Mikrosomy 67,3 pmol P450 

Pufr  100 mmol∙l-1 KH2PO4 (pH 7,4) 

NADPH generující systém 4,7 mmol∙l-1 NADP+; 51,3 mmol∙l-1 isocitrát;  

50 mmol∙l-1 MgSO4; IDH (10 units∙mg-1 

proteinu) 

Schéma reakce 

Pufr 30 μl 

Mikrosomy/pufr 100 μl 

1 mmol∙l-1 bufuralol 5 μl 

Preinkubace (5 min, 37 ˚C, 350 rpm)  

NADPH g. s.  65 μl 

Inkubace (25 min, 37 ˚C, 350 rpm) 

Zastavení reakce  20 μl 70% HClO4 (v/v) 

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 ˚C) 

Mobilní fáze MFA = 100% ACN (v/v) : 2 mmol∙l-1 HClO4 

(70% (v/v)) (30:70) 

MFB = 100% ACN (v/v)  

Průtok mobilní fáze 1,5 ml∙min-1 

Eluce gradientová 

Nástřik vzorku 5 μl 

Detekce fluorescenční, Ex/Em 252/302 nm 
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CYP3A4 

Substrát 28 μmol∙l-1 midazolam 

Metabolit  1´-hydroxymidazolam 

Typ reakce 1´-hydroxylace 

 
Mikrosomy 12,6 pmol P450 

Pufr  100 mmol∙l-1 KH2PO4 (pH 7,4) 

NADPH generující systém 22,2 mmol∙l-1 NADP+; 156,1 mmol∙l-1 

isocitrát; 50 mmol∙l-1 MgSO4; IDH (10 

units∙mg-1 proteinu) 

Schéma reakce 

Pufr 50 μl 

Mikrosomy/pufr 20 μl 

NADPH g. s.  20 μl 

Preinkubace (5 min, 37 ˚C, 350 rpm)  

28 μmol∙l-1 midazolam  10 μl 

Inkubace (25 min, 37 ˚C, 350 rpm) 

Zastavení reakce  100 μl 100% methanol (v/v) 

Centrifugace (10 min, 21255x g, 4 ˚C) 

Mobilní fáze 10 mmol∙l-1 CH3COONa : 100% ACN (v/v) 

(64:36) 

Průtok mobilní fáze 0,6 ml∙min-1 

Eluce izokratická 

Nástřik vzorku 50 μl 

Detekce UV, 240 nm 
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3.2.8 Stanovení metronidazolu v plazmě 

Koncentrace metronidazolu v plazmě biologického materiálu byla měřena pomocí 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie. 

Jako vnitřní standard byl použit 10 mmol∙l-1 paracetamol, kdy bylo 10 μl přidáno  

ke 130 μl plazmy (13:1). Poté byla plazma sražena 390 μl 100% methanolu (v/v) a směs 

byla centrifugována na centrifuze Eppendorf mini spin (10 min, 14104x g, 25 ˚C).  

440 μl supernatantu bylo odebráno do skleněné zkumavky a pomocí dusíku bylo 

dosaženo odpaření organického rozpouštědla. Odparek byl rozpuštěn ve 130 μl mobilní 

fáze, opět byla směs centrifugována na centrifuze Eppendorf mini spin (10 min,  

14104x g, 25 ˚C) a supernatant byl použit pro měření koncentrace metronidazolu. 

 

Podmínky měření na HPLC: 

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

Mobilní fáze: 10 mmol∙l-1 NaH2PO4 (pH = 4,65) : 100% ACN (v/v) (90:10). 

Eluce: izokratická. 

Doba analýzy: 9 min. 

Retenční čas metronidazolu: 6,3 min (při vlnové délce 320 nm). 

Detekce: UV 320 nm. 

 

3.2.9 Western blot  

Metoda Western blot byla použita pro detekci a částečnou kvantifikaci proteinů 

vybraných cytochromů P450.  

Podle vypočtené koncentrace proteinů v kapitole 3.2.4 byly pro metodu Western blot 

vzorky přepočteny a naředěny na hodnotu koncentrace 2 μg∙μl-1 do objemu 250 μl.  

Ke vzorkům bylo přidáno 50 μl detekčního pufru a pro denaturaci byly zahřáty  

na teplotu 96 ˚C po dobu 5 minut. Potřebné TBS a TBS/T pufry byly 10x naředěny  

do objemu 1l.  

Separace proteinů byla provedena pomocí elektroforézy na 12% polyakrylamidovém 

gelu (v/v) v přítomnosti dodecylsulfátu sodného (SDS-PAGE). Vzorky byly po 20 μl 

napipetovány do jednotlivých jamek gelu a pro porovnání velikosti proteinů byly vedle 

vzorků napipetovány 2 μl standardu. Po proběhnutí elektroforézy v RUNNING pufru 

(30 mV 20 minut a dále 60 mV 30 minut) byl gel oříznut a opláchnut v promývacím 

TBS pufru. Poté byl umístěn do blotovací kazety a bylo provedeno přenesení proteinů 

na nitrocelulózovou membránu. Po proběhnutí Western blotu byla membrána 3x5 min 
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opláchnuta v promývacím TBS/T pufru a pro blokování nespecifických vazeb byla 

umístěna do 5% sušeného mléka (w/v) na 1 hod (25 ml na každou membránu) a opět 

byla promyta 3x5 min v TBS/T pufru. Po promytí byla na membránu aplikována 

primární protilátka a membrána byla inkubována přes noc na třepacím inkubátoru  

při 4 ˚C. 

Druhý den byla membrána 3x5 min promyta v TBS/T pufru a byl aplikován 1 μl 

sekundární protilátky společně s 0,5 g sušeného mléka a 10 ml TBS/T pufru. Následně 

byla membrána inkubována na třepacím inkubátoru 1 hod při laboratorní teplotě a poté 

byla promyta 3x5 min TBS/T pufrem. Na závěr byl smíchán detekční roztok A a B 

(Imunocruz:Santa cruz) v poměru 1:1 a 1 ml byl aplikován na 1 minutu na membránu. 

Detekce byla provedena pomocí světlocitlivého filmu v temné komoře. 

Dle potřeby byly membrány přestripovány. Po promytí bylo na membránu 

aplikováno 200 ml 12% roztoku SDS (w/v) a byla inkubována 45 – 60 min. Poté byla 

membrána omyta v TBS/T pufru, byla blokována opět v 5% sušeném mléku (w/v)  

a následně byla přeblotována jinou primární a sekundární protilátkou. 

Bloty byly kvantifikovány pomocí programu ImageJ.   

 

Použité roztoky: 

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

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

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

 

3.2.10 Statistická analýza 

Data jsou vyjádřena jako průměr ± SD nebo průměr ± SEM. Statistická významnost 

genové exprese byla stanovena pomocí nepárového Studentova t-testu a softwaru 

Statistica 12 (Statsoft, Česká republika). Rozdíly byly považovány za statisticky 

významné při p<0,05. Kvůli nedostatku materiálu nebylo možné vyhodnotit statistickou 

významnost u enzymových aktivit.  
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4 Výsledky 

4.1 Změny aktivity a exprese vybraných jaterních cytochromů P450  

u myší s pozměněným mikrobiomem 

Jak již bylo zmíněno v teoretické části, střevní mikrobiom ovlivňuje řadu 

biochemických procesů a hraje důležitou roli v průběhu mnoha lidských onemocnění.  

I přesto nejsou v současné době zcela objasněny molekulární mechanismy působení 

bakterií na lidský organismus a metabolismus xenobiotik, zejména léčiv. V této 

diplomové práci je proto největší pozornost věnována cytochromům P450 (dále jen 

CYP), hlavním enzymům I. fáze biotransformace xenobiotik.  

Exprese mRNA byla stanovena v jaterní tkáni, enzymová aktivita a exprese proteinu 

jednotlivých CYP byla stanovena v jaterní mikrosomální frakci. V následujících grafech 

jsou vždy na ose x popsány jednotlivé formy CYP. V grafech exprese mRNA jsou 

popsány geny, které byly identifikovány v myší jaterní tkáni. V grafech enzymatické 

aktivity jsou popsány podrodiny jednotlivých CYP u myší, které odpovídají lidským 

formám CYP, což prezentuje tabulka v publikaci autorů Burkina et al. (2017). 

V případě podrodiny CYP2C jsou v grafu enzymových aktivit popsány použité 

substráty. Diklofenak (Dikl.), který podle zmíněné tabulky odpovídá lidské formě 

CYP2C9 a diazepam (Diaz.), který odpovídá lidské formě CYP2C19.  

V následujícím experimentu byly sledovány tři skupiny myší u obou pohlaví, 

znázorněny v tabulce 6. 

 
Tab. 6 Sledované skupiny myší v experimentech studia efektu mikrobioty na aktivitu a expresi 

vybraných jaterních CYP u myší. 

 

 Skupina Pohlaví 

1.  SPF  ♂ + ♀ 

2.  GF ♂ + ♀ 

3.  SPF IL-10-KO + kolitida ♂ + ♀ 
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4.1.1 Efekt absence mikrobioty na aktivitu a expresi cytochromů P450 

Vzhledem k tomu, že molekulární mechanismus působení střevních mikroorganismů  

na hostitelský organismus je zatím z velké části nepochopený a zůstává stále mnoho 

nezodpovězených otázek, byl nejdříve náš experiment směřován ke srovnání exprese 

mRNA genů jednotlivých CYP v přítomnosti a při absenci mikrobioty. Právě změna 

exprese jaterních biotransformačních enzymů může být jednou z příčin ovlivnění 

metabolismu léčiv střevním mikrobiomem. Exprese mRNA genů CYP byla měřena 

v jaterní tkáni pomocí kvantitativní PCR v reálném čase.  

Na Obr. 8 je porovnávána exprese mRNA genů CYP mezi SPF a GF myšmi  

u (A) samců a (B) samic. Na ose x jsou popsány jednotlivé formy genů CYP, na ose y  

je znázorněna exprese mRNA, vždy násobek kontroly. Jako kontrola zde sloužily SPF 

myši, vyjádřeny na ose x číslem 1. 

U GF samců byl pozorován signifikantní nárůst exprese mRNA genů CYP2c38  

a CYP2a5 proti SPF samcům (Obr. 8A). Naopak zde byl pozorován pokles exprese 

mRNA genu CYP3a11. U ostatních genů jednotlivých CYP nebyly pozorovány 

významnější změny v expresi mRNA (Obr. 8A).  

U GF samic byl zaznamenán signifikantní pokles exprese mRNA genu CYP3a11 

proti SPF samicím. Na druhou stranu byl zde pozorován nárůst exprese mRNA genu 

CYP2a5 u GF samic na rozdíl od SPF samic. U ostatních genů jednotlivých CYP nebyly 

pozorovány významnější změny v expresi mRNA (Obr. 8B) 

 

Obr. 8 Stanovení exprese mRNA genů CYP u SPF a GF (A) samců a (B) samic. Výsledky jsou 

vyjádřeny jako průměr ± SEM ze 4-5 zvířat. Na ose x jsou popsány jednotlivé formy genů CYP, 

na ose Y je znázorněna exprese mRNA v násobku proti kontrole. Jako kontrola zde slouží SPF 

myši. Exprese mRNA genů CYP byla měřena pomocí kvantitativní PCR v reálném čase. 

Statisticky signifikantní změny oproti kontrole jsou označeny hvězdičkou (*P<0.05; **P<0,01; 

***P<0,001). SPF, specific pathogenfree myši s normální střevní mikroflórou; GF, germ-free 

myši postrádající střevní mikroflóru. 
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S ohledem na změny v expresi mRNA CYP vlivem absence střevní mikroflóry, byla 

dále sledována enzymatická aktivita u SPF a GF myší (Obr. 9). Enzymatická aktivita 

CYP byla měřena pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s UV/fluorescenční 

detekcí. 

Na Obr. 9 je znázorněn rozdíl mezi SPF a GF (A) samci a (B) samicemi. Na ose x 

jsou popsány jednotlivé formy CYP, na ose y je znázorněna enzymatická aktivita, vždy 

násobek kontroly. Jako kontrola zde sloužily SPF myši, vyjádřeny na ose x číslem 1. 

U GF samců můžeme pozorovat trojnásobný nárůst aktivity CYP2C (s využitím 

diklofenaku jako substrátu, dále jen Dikl.) na rozdíl od SPF samců (Obr. 9A),  

což je v souladu se zvýšením exprese mRNA genu CYP2c38 (Obr. 8A). Mírný nárůst 

aktivity byl pozorován také u CYP1A. Naopak aktivita CYP3A u GF samců klesá  

o více než polovinu proti SPF samcům. Mírný pokles aktivity byl zaznamenán také  

u CYP2C (s využitím diazepamu jako substrátu, dále jen Diaz.). U CYP2D nebyly 

shledány významnější rozdíly aktivit mezi experimentálními skupinami myší (Obr. 9A).  

U GF samic byl zaznamenán nárůst aktivity CYP1A a CYP2C (Dikl.) v porovnání  

s SPF samicemi (Obr. 9B). Naopak zde byl pozorován pokles aktivity CYP2C (Diaz.)  

a zejména CYP3A u GF samic oproti SPF samicím, což odpovídá poklesu exprese 

mRNA genu CYP3a11 (Obr. 8B). U CYP2D nebyly shledány významnější rozdíly 

aktivit (Obr. 9B).  
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Obr. 9 Srovnání enzymatických aktivit CYP u SPF a GF (A) samců a (B) samic. Vzorky byly 

měřeny v triplikátech v mikrosomální frakci připravené z jater 4-5 myší z každé skupiny. 

Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ± SD z triplikátů. Na ose x jsou popsány jednotlivé formy 

CYP, na ose Y je znázorněna enzymatická aktivita v násobku proti kontrole. Jako kontrola zde 

slouží SPF myši. Enzymatické aktivity jaterních CYP byly měřeny pomocí vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie s UV/fluorescenční detekcí za použití specifických substrátů. SPF, 

specific pathogenfree myši s normální střevní mikroflórou; GF, germ-free myši postrádající 

střevní mikroflóru.  
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4.1.2. Efekt pohlavních rozdílů na aktivitu a expresi cytochromů P450  

Protože lze očekávat rozdíly v expresi mRNA a enzymatických aktivitách CYP také 

mezi samci a samicemi, například s ohledem na působení hormonální soustavy, byla 

pozornost v diplomové práci věnována také rozdílu mezi oběma pohlavími.  

Nejdříve jsme se zaměřili na srovnání exprese mRNA genů CYP mezi samci  

a samicemi u (A) SPF a (B) GF myší (Obr. 10). Na ose x jsou popsány jednotlivé formy 

genů CYP, na ose y je znázorněna exprese mRNA, vždy násobek kontroly. Jako 

kontrola zde sloužili samci, vyjádřeni na ose x číslem 1. 

U SPF samic byl zaznamenán velký nárůst exprese mRNA genu CYP2c38  

a CYP3a11 na rozdíl od SPF samců. U ostatních genů nebyly pozorovány významnější 

změny v expresi mRNA (Obr. 10A).  

U GF samic byl zaznamenán signifikantní nárůst exprese mRNA genů CYP2c38, 

CYP2a5 a CYP3a13 v porovnání s GF samci (Obr. 10B). Naopak zde byl pozorován 

mírný, ale signifikantní pokles exprese mRNA genu CYP2c29. U ostatních genů nebyly 

pozorovány významnější změny v expresi mRNA (Obr. 10B).  
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Obr. 10 Stanovení exprese mRNA genů CYP mezi samci a samicemi u (A) SPF a (B) GF myší. 

Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM ze 4-5 zvířat. Na ose x jsou popsány jednotlivé 

formy genů CYP, na ose y je znázorněna exprese mRNA v násobku proti kontrole.  

Jako kontrola zde slouží samci. Exprese mRNA genů CYP byla měřena pomocí kvantitativní 

PCR v reálném čase. Statisticky signifikantní změny oproti kontrole jsou označeny hvězdičkou 

(*P<0.05; **P<0,01; ***P<0,001). SPF, specific pathogenfree myši s normální střevní 

mikroflórou; GF, germ-free myši postrádající střevní mikroflóru. 
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Dále bylo sledováno, jestli se rozdíly mezi pohlavími na hladině mRNA potvrdily 

také změnou množství funkčních enzymů stanovením jejich enzymatické aktivity.  

Na Obr. 11 je znázorněn rozdíl mezi samci a samicemi u (A) SPF a (B) GF myší.  

Na ose x jsou popsány jednotlivé formy CYP, na ose Y je znázorněna enzymatická 

aktivita, vždy násobek kontroly. Jako kontrola zde sloužili samci, vyjádřeni na ose x 

číslem 1. 

U SPF samic byl pozorován šesti-násobný nárůst aktivity CYP2C (Dikl.) oproti 

samcům. Naopak u CYP3A byl zaznamenán mírný pokles. U CYP1A, CYP2C (Diaz.)  

a CYP2D nebyly pozorovány významnější změny (Obr. 11A).  

U GF samic byl pozorován stejný trend jako u SPF skupiny: trojnásobný nárůst 

aktivity CYP2C (Dikl.) a mírný pokles aktivity CYP3A na rozdíl od GF samců.  

U aktivity CYP1A, CYP2C (Diaz.) a CYP2D nebyly pozorovány významnější změny 

(Obr. 11B).  
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Obr. 11 Srovnání enzymatických aktivit CYP mezi samci a samicemi u (A) SPF  

a (B) GF myší. Vzorky byly měřeny v triplikátech v mikrosomální frakci připravené z jater 4-5 

myší z každé skupiny. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ± SD z triplikátů. Na ose x jsou 

popsány jednotlivé formy CYP, na ose y je znázorněna enzymatický aktivita v násobku proti 

kontrole. Jako kontrola zde slouží samci. Enzymatické aktivity jaterních CYP byly měřeny 

pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s UV/fluorescenční detekcí za použití 

specifických substrátů. SPF, specific pathogenfree myši s normální střevní mikroflórou; GF, 

germ-free myši postrádající střevní mikroflóru. 
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4.1.3. Efekt kolitidy na aktivitu a expresi cytochromů P450 

Je známo, že zánět, vytvořený v organismu, je schopen ovlivňovat biochemické 

pochody, včetně enzymatické aktivity a exprese biotransformačních enzymů. Proto byla 

diplomová práce dále směřována na vliv spontánně vytvořené kolitidy inaktivací 

interleukinu 10 (IL-10) u SPF myší. Jak již bylo zmíněno v kapitole 3.2.1, podle autorů 

Sellon et al. (1998) jsou mikroorganismy, kolonizující tělo hostitele, nezbytné k tomu, 

aby se inaktivací IL-10 (IL-10-KO) vytvořila spontánní kolitida. Kolitida u myší 

s inaktivovaným IL-10 je charakterizována histologickými nálezy, které jsou podobné 

jako u lidské IBD, což je chronické zánětlivé onemocnění gastrointestinálního traktu 

(Kuhn et al., 1993; Bleich et al., 2004; Loftus, 2004).  

Nejdříve byla stanovena exprese mRNA vybraných CYP v jaterní tkáni SPF myší 

s kolitidou v porovnání s kontrolní SPF skupinou. Na Obr. 12 je pozorován vliv kolitidy 

na expresi mRNA genů CYP u SPF (A) samců a (B) samic. Na ose x jsou popsány 

jednotlivé formy genů CYP, na ose y je znázorněna exprese mRNA, vždy násobek 

kontroly. Jako kontrola zde sloužily SPF myši, vyjádřené na ose x číslem 1. 

U SPF samců byl zaznamenán až sedmi násobný nárůst exprese mRNA genu 

CYP3a11 vlivem kolitidy v porovnání s kontrolní skupinou bez zánětu. Naopak pokles 

exprese mRNA vlivem kolitidy byl pozorován u genů CYP1a2, CYP2a5 a CYP2c29 

(Obr. 12A).   

U SPF samic byl vlivem kolitidy pozorován pokles exprese mRNA genů CYP1a2, 

CYP2a5, CYP2c29, CYP2c38 a CYP3a11 (Obr. 12B).  
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Obr. 12 Stanovení vlivu kolitidy na expresi mRNA genů CYP u SPF (A) samců a (B) samic. 

Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM ze 4-5 zvířat. Na ose x jsou popsány jednotlivé 

formy genů CYP, na ose y je znázorněna exprese mRNA v násobku proti kontrole.  

Jako kontrola zde slouží SPF myši. Exprese mRNA genů CYP byla měřena pomocí 

kvantitativní PCR v reálném čase. SPF, specific pathogenfree myši s normální střevní 

mikroflórou; SPF IL-10-KO + kolitida, specific pathogenfree myši s inaktivovaným 

interleukinem 10 a s vyvinutým zánětem. 
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Dále byla stanovena enzymatická aktivita vybraných jaterních CYP u samců a samic 

myší s kolitidou a kontrolních skupin bez kolitidy. 

Na obr. 13 je znázorněn vliv kolitidy u SPF (A) samců a (B) samic. Na ose x jsou 

popsány jednotlivé formy CYP, na ose y je znázorněna enzymatická aktivita, vždy 

násobek kontroly. Jako kontrola zde sloužily SPF myši, vyjádřeny na ose x číslem 1.   

U SPF samců byl pozorován šesti-násobný nárůst enzymatické aktivity CYP2C 

(Dikl.) vlivem kolitidy. Naopak byl zaznamenán pokles enzymatické aktivity zhruba  

o polovinu u CYP2C (Diaz.) a CYP3A u SPF samců s kolitidou. U CYP1A a CYP2D 

nebyly pozorovány významnější změny (Obr. 13A).  

U SPF samic byl zaznamenán stejný trend jako u SPF samců. Nárůst aktivity vlivem 

kolitidy byl pozorován u CYP2C (Dikl.). Na druhou stranu pokles aktivity byl shledán  

u CYP1A, CYP2C (Diaz.) a CYP3A ve skupině samic s kolitidou (Obr. 13B).  

Tyto poklesy enzymatické aktivity mohou souviset s velkým poklesem mRNA genů 

CYP1a2, CYP2c29, CYP2c38 a CYP3a11 (Obr. 12B).  
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Obr. 13 Znázornění vlivu kolitidy na enzymatickou aktivitu CYP u SPF (A) samců a (B) samic. 

Vzorky byly měřeny v triplikátech v mikrosomální frakci připravené z jater 4-5 myší z každé 

skupiny. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ± SD z triplikátů.  Na ose x jsou popsány 

jednotlivé formy CYP, na ose y je znázorněna enzymatická aktivita v násobku proti kontrole. 

Jako kontrola zde slouží SPF myši. Enzymatické aktivity jaterních CYP byly měřeny pomocí 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie s UV/fluorescenční detekcí za použití specifických 

substrátů. SPF, specific pathogenfree myši s normální střevní mikroflórou; SPF IL-10-KO + 

kolitida, specific pathogenfree myši s inaktivovaným interleukinem 10 a s vyvinutým zánětem. 
 

4.2 Změny aktivity a exprese vybraných jaterních cytochromů P450  

po jednorázové aplikaci metronidazolu u myší  

V následujícím experimentu byly sledovány změny enzymatické aktivity a exprese 

vybraných jaterních CYP po jednorázové aplikaci zvoleného modelového léčiva 



51 
 

metronidazolu v přítomnosti/absenci střevního mikrobiomu. Změny byly pozorovány  

po jednorázové aplikaci léčiva v čase 0h, 2h, 6h a 24h. Exprese mRNA byla stanovena 

v jaterní tkáni, enzymová aktivita jednotlivých CYP a exprese proteinu byla stanovena 

v mikrosomální frakci. V následujících grafech jsou vždy na ose x popsány jednotlivé 

formy CYP. V grafech exprese mRNA jsou popsány geny, které byly identifikovány 

v myší jaterní tkáni. V grafech enzymatické aktivity jsou popsány podrodiny 

jednotlivých CYP u myší, které odpovídají lidským formám CYP, což prezentuje 

tabulka v publikaci autorů Burkina et al. (2017). V případě podrodiny CYP2C jsou 

v grafu popsány použité substráty. Diklofenak (Dikl.), který podle zmíněné tabulky 

odpovídá lidské formě CYP2C9 a diazepam (Diaz.), který odpovídá lidské formě 

CYP2C19. V experimentu byly sledovány dvě skupiny myší znázorněné v Tab. 7. 

 
Tab. 7 Sledované skupiny myší v experimentu studia změn aktivit a exprese vybraných 

jaterních CYP po jednorázovém podání metronidazolu u myší.  

 

 Skupina Pohlaví Čas 

1.  SPF ♂ 0h, 2h, 6h, 24h 

2.  GF ♂ 0h, 2h, 6h, 24h 
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4.2.1. Sledování hladiny metronidazolu v plazmě myší 

Pro porovnání hladiny léčiva metronidazolu v plazmě po jeho aplikaci byla sledována 

koncentrace podávaného léčiva metronidazolu v závislosti na čase u SPF a GF samců. 

Časový průběh plazmatické koncentrace metronidazolu je znázorněn na Obr. 14, kde je 

porovnávána skupina GF myší proti kontrolní skupině SPF myší. Na ose x je znázorněn 

čas (v hod), na ose y je znázorněna koncentrace metronidazolu v plazmě  

(v µmol·l-1). Nejvyšší plazmatická koncentrace metronidazolu byla u obou skupin 

naměřena v čase 2h po podání léčiva, přičemž u GF myší byla stanovena koncentrace 

téměř o 50 % vyšší (Obr. 14). Po 2h je metronidazol v organismu metabolizován a jeho 

koncentrace v 6h rychle klesá. U SPF myší ve 24h od aplikace nebyla koncentrace 

detekovatelná. Maximální koncentrace metronidazolu v plazmě byla u GF myší  

148,13 μmol∙l-1 ± 41,27 a u SPF myší 99,08 μmol∙l-1 ± 35,74. 
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Obr. 14 Stanovení koncentrace léčiva metronidazolu v plazmě (µmol·l-1) v závislosti na čase  

u SPF a GF myší. Hladina koncentrace klinicky používaného antibiotika metronidazolu  

v modelových organismech byla sledována po jednorázovém podání léčiva v čase 0h, 2h, 6h  

a 24h. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ± SD ze 4 – 5 zvířat. Na ose x je popsán čas  

(v hod), na ose y je znázorněna koncentrace metronidazolu v plazmě (µmol·l-1). SPF, specific 

pathogenfree myši s normální střevní mikroflórou; GF, germ-free myši postrádající střevní 

mikroflóru. 

 

4.2.2 Stanovení exprese cytochromů P450 po podání metronidazolu  

Dále jsme studovali efekt jednorázového podání metronidazolu na expresi CYP 

v játrech myší v čase a jak jsou tyto změny ovlivněny přítomností střevních bakterií 

s využitím GF a SPF myší. 
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Na Obr. 15 je stanovena exprese mRNA vybraných genů CYP u (A) SPF samců  

a (B) GF samců po jednorázové aplikaci metronidazolu v čase 0h, 2h, 6h a 24h. Na ose 

x jsou popsány jednotlivé formy CYP, na ose y je znázorněna exprese mRNA, vždy 

násobek kontroly. Jako kontrola zde sloužil záznam exprese mRNA v čase 0h, který 

odpovídá nulové hladině metronidazolu v organismu a je v grafu vyjádřen na ose x 

číslem 1. 

U SPF myší byl vlivem podaného léčiva zaznamenán nárůst exprese mRNA genů 

CYP2a5, CYP2b10, CYP2c38 v čase 6h a 24h, a také mírnější nárůst exprese mRNA 

genů CYP2c29 a CYP2d22 v čase 24h (Obr. 15A). Naopak mírný pokles exprese 

mRNA byl pozorován u genu CYP1a2. V případě exprese mRNA genu CYP3a11 došlo 

po poklesu v čase 2h k vyrovnání hladiny exprese mRNA na počáteční hodnotu  

(Obr. 15A).  

U GF myší byl vlivem podaného léčiva pozorován nárůst exprese mRNA pouze  

u genu CYP2b10 v čase 2h a 6h, ale při 24h exprese mRNA poklesla téměř na počáteční 

hodnotu (Obr. 15B). Na druhou stranu v čase klesala exprese mRNA genů CYP1a2, 

CYP2a5, CYP2c29 a CYP3a11. V případě exprese mRNA genů CYP2c38 a CYP3a11 

došlo v čase 2h k poklesu exprese mRNA a poté v čase 6h a 24h k mírnějšímu nárůstu 

(Obr. 15B).  
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Obr. 15 Stanovení exprese mRNA CYP po jednorázovém podání léčiva metronidazolu  

(A) u SPF a (B) GF samců. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ± SD ze 4-5 zvířat. Exprese 

mRNA byla stanovována po jednorázovém podání léčiva v čase 0h, 2h, 6h a 24h. Na ose x jsou 

popsány jednotlivé formy CYP, na ose y je znázorněna enzymatická aktivita v násobku proti 

kontrole. Jako kontrola zde slouží záznam enzymatické aktivity v čase 0h, který odpovídá 

nulové hladině metronidazolu v organismu. Exprese mRNA genů CYP byla měřena pomocí 

kvantitativní PCR v reálném čase. SPF, specific pathogenfree myši s normální střevní 

mikroflórou; GF, germ-free myši postrádající střevní mikroflóru. 
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4.2.3 Detekce proteinů cytochromů P450 po podání metronidazolu  

Metodou Western blot byla s využitím protilátek ortologních k lidským formám CYP 

v následujícím experimentu detekována proteinová exprese jaterních forem CYP u SPF 

a GF myší po jednorázovém podání metronidazolu. Hodnoty byly odečteny v čase 2h, 

6h a 24h a byly kvantifikovány v programu Image J. Výsledky jsou ukázány v Tab. 8, 

kde jsou znázorněny hodnoty detekovaných proteinů v poměru ke standardu 

(protein/standard).  

V případě CYP2C (Dikl.) jsou hodnoty detekovaných proteinů u SPF myší vyšší  

než u GF myší ve všech třech časech. U SPF myší hodnota stoupá v závislosti na čase 

od podání léčiva, naopak u GF myší hodnota klesá v závislosti na čase od podání léčiva. 

Na druhou stranu pouze v případě CYP1A jsou hodnoty detekovaných proteinů nižší  

u SPF myší než u GF myší ve všech třech časech. U SPF myší hodnota klesá 

v závislosti na čase od podání léčiva, u GF myší hodnota mírně stoupá v čase 6h a poté 

klesá téměř na původní hodnotu. Co se týče CYP2B jsou hodnoty detekovaných 

proteinů u SPF myší nižší v čase 2h a 6h oproti GF myší, ale v čase 24h jsou o 80 % 

vyšší. U CYP3A jsou hodnoty detekce proteinů naopak nižší u SPF myší v čase 2h,  

ale poté v čase 6h a 24h jsou vyšší než u GF myší. V případě CYP2B i CYP3A došlo  

u SPF myší k nárůstu proteinů v závislosti na čase od podání léčiva, u GF myší naopak 

k poklesu hodnoty. U CYP2D nebyly zaznamenány výrazné rozdíly detekovaných 

proteinů mezi SPF a GF myšmi (Tab. 8).  

 
Tab. 8 Stanovení exprese proteinů CYP po jednorázové aplikaci metronidazolu v čase 2h, 6h  

a 24h. V tabulce jsou zaznamenány hodnoty detekovaných proteinů CYP v poměru  

ke standardu (protein/standard). Proteiny byly detekovány metodou Western blot. SPF, specific 

pathogenfree myši s normální střevní mikroflórou; GF, germ-free myši postrádající střevní 

mikroflóru.  

 

 sk. myší 2h 6h 24h 

CYP1A 
SPF 0,83 0,78 0,75 

GF 1,05 1,18 1,01 

CYP2B 
SPF 0,92 1,03 1,84 

GF 1,25 1,24 1,01 

CYP2C (Dikl.) 
SPF 1,03 1,27 1,34 

GF 0,98 0,89 0,83 

CYP2D 
SPF 0,92 0,77 0,94 

GF 0,92 0,82 0,99 

CYP3A 
SPF 0,90 0,95 0,95 

GF 1,09 0,88 0,81 
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4.2.4 Stanovení aktivity cytochromů P450 po podání metronidazolu  

Vzhledem k rozdílným vlivům metronidazolu na expresi mRNA určitých CYP  

byla diplomová práce zaměřena na stanovení enzymatické aktivity těchto CYP.  

Na Obr. 16 jsou znázorněny grafy časové závislosti podávaného léčiva 

metronidazolu na aktivitu CYP u (A) SPF samců a (B) GF samců. Aktivita byla měřena 

po jednorázovém podání léčiva v čase 0h, 2h, 6h a 24h. Na ose x jsou popsány 

jednotlivé formy CYP, na ose y je znázorněna enzymatická aktivita, vždy násobek 

kontroly. Jako kontrola zde sloužil záznam enzymatické aktivity v čase 0h, který 

odpovídá nulové hladině metronidazolu v organismu a je v grafu vyjádřen na ose x 

číslem 1. 

U SPF myší byl na Obr. 16A pozorován nárůst aktivity CYP2C (Diaz.) a CYP3A 

v čase 6h a 24h. U CYP2B a CYP2C (Dikl.) byl zaznamenán mírný pokles v čase 6h, 

naopak poté velký nárůst aktivity v čase 24h, téměř o poloviční hodnotu proti 6h.  

Na druhou stranu u CYP2D byl pozorován nárůst aktivity v čase 6h, ale v čase 24h  

se aktivita snížila na hodnotu 2h. U CYP1A nebyly pozorovány významnější 

změny enzymatické aktivity v časové závislosti podávaného léčiva (Obr. 16A).   

U GF myší (Obr. 16B) nepozorujeme vlivem podaného léčiva velké rozdíly  

v enzymatické aktivitě jednotlivých CYP jako u SPF myší. U CYP1A, CYP2B  

a CYP2D byl pozorován pokles enzymatické aktivity v čase 6h i 24h. U CYP2C (Dikl.) 

a CYP3A byl po poklesu enzymatické aktivity v čase 6h pozorován nárůst v čase 24 h. 

U CYP2C (Diaz.) nebyly pozorovány významnější změny enzymatické aktivity 

v časové závislosti podávaného léčiva (Obr. 16B).  
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Obr. 16 Stanovení enzymatické aktivity CYP po jednorázovém podání léčiva metronidazolu  

(A) u SPF a (B) GF samců. Vzorky byly měřeny v triplikátech v mikrosomální frakci 

připravené z jater 4-5 myší z každé skupiny. Enzymatická aktivita byla stanovována  

po jednorázovém podání léčiva v čase 0h, 2h, 6h a 24h. Na ose x jsou popsány jednotlivé formy 

CYP, na ose y je znázorněna enzymatická aktivita v násobku proti kontrole. Jako kontrola zde 

slouží záznam enzymatické aktivity v čase 0h, který odpovídá nulové hladině metronidazolu 

v organismu. Enzymatické aktivity jaterních CYP byly měřeny pomocí vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie s UV/fluorescenční detekcí za použití specifických substrátů. SPF, 

specific pathogenfree myši s normální střevní mikroflórou; GF, germ-free myši postrádající 

střevní mikroflóru.  
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5 Diskuze 

Je známo, že změny ve složení střevního mikrobiomu mohou vést k chronickým 

chorobám spojeným nejen s gastrointestinálním traktem. Navíc bylo prokázáno,  

že střevní mikroorganismy mohou přímo i nepřímo ovlivňovat metabolismus 

xenobiotik, včetně léčiv používaných v terapii těchto onemocnění. Nedávné studie 

ukazují, že až 70 % z 200 nejužívanějších léčiv je metabolizováno v játrech (Di, 2014)  

a že střevní bakterie působí na metabolismus léčiv v játrech tím, že ovlivňují expresi 

jaterních biotransformačních enzymů CYP (Kang et al., 2013). I přes to jsou 

molekulární mechanismy vlivu střevních mikroorganismů na hostitele dosud z velké 

části neznámé, a proto představují v dnešní době intenzivně studovanou problematiku. 

První z možných přístupů pro studium vlivu střevního mikrobiomu na metabolismus 

xenobiotik v hostitelském organismu je sledování změny exprese mRNA genů určitých 

CYP u myší s přesně definovaným složením střevního mikrobiomu. GF myši  

(Germ-free) jsou vhodným zvířecím modelem pro studium interakce mikroorganismů  

a hostitele, protože zcela postrádají střevní mikroflóru a pro interpretaci výsledků  

se mohou porovnávat s běžnými SPF myšmi (Stecher et al., 2013).  

Snížená exprese a aktivita enzymu CYP3A u GF samců myší byla již dříve 

publikována (Toda et al., 2009; Selwyn et al., 2016; Jourová et al., 2017). Ve shodě 

s těmito studiemi byl v našem experimentu pozorován stejný vliv absence střevního 

mikrobiomu na expresi Cyp3a11 (myšího ortologu lidského CYP3A4) a aktivitu 

CYP3A v játrech samců myší (Obr. 8A, 9A). V naší studii byly stejné změny zjištěny 

také u GF samic (Obr. 8B, 9B). Získaná data naznačují, že střevní mikrobiom hraje 

rozhodující roli při regulaci syntézy CYP3A u obou pohlaví a má vliv na jeho 

enzymatickou aktivitu. CYP3A4 je nejhojněji zastoupený CYP v lidských játrech  

a podílí se na metabolismu až 50 % klinicky užívaných léčiv, což jen zdůrazňuje 

významnost studia vlivu mikrobiomu na metabolismus léčiv i z klinického hlediska.  

Protože doposud nebyly publikovány práce zabývající se touto problematikou, 

v předložené diplomové práci jsme se zaměřili na pohlavní rozdíly 

v přítomnosti/absenci střevních bakterií, tedy u SPF a GF myší. Pohlavní rozdíly 

v metabolismu léčiv u hlodavců jsou jedinečným fenoménem (Corton et al., 2012).  

Již dříve bylo prokázáno, že samice myší mají vyšší expresi většiny genů CYP (Renaud 

et al., 2011; Lu et al., 2013). Například byly publikovány výsledky studií ukazujících 

vyšší expresi CYP3a11 u samic myší v porovnání se samci (Hernandez et al., 2009; 
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Renaud et al., 2011). U lidí jsou rozdíly v pohlaví menší, nicméně je známo, že aktivita 

CYP3A4 vykazuje výrazný sexuální dimorfismus s vyšší aktivitou u žen v důsledku 

rozdílů v působení růstových hormonů (Waxman a O'Connor, 2006). V souladu s těmito 

daty jsme pozorovali signifikantní zvýšení exprese CYP3a11 (více jak 20x) u samic 

SPF myší ve srovnání se skupinou samců (Obr. 10A). Zajímavé je, že u GF myší tento 

výrazný rozdíl pozorován nebyl a exprese CYP3a11 byla přibližně stejná u obou 

pohlaví (Obr. 10B). Nedávno zveřejněná data poskytují možné vysvětlení, které 

ukazuje, že myší mikrobiom (a jeho metabolity) hraje klíčovou roli při udržování 

pohlavních rozdílů v genové expresi a metabolismu zajištěním sexuálního dospívání  

a sekrece růstového hormonu (Weger et al., 2019). V případě genu CYP2c38 byl 

pozorován nárůst exprese u obou skupin samic (SPF i GF) v porovnání s SPF a GF 

samci (Obr. 10). Navíc byly tyto změny potvrzeny na úrovni enzymatické aktivity  

(za použití diklofenaku jako substrátu), kdy samice myší vykazovaly vyšší hladiny 

funkčního CYP2C než samci v obou skupinách myší. Zajímavé je, že i zde byl 

pozorován stejný trend jako u genu CYP3a11, tedy nižší rozdíly mezi pohlavími u GF 

myší, jak v expresi genu CYP2c38, tak enzymatické aktivitě CYP2C (Dikl.). Enzymy 

CYP2C a CYP3A jsou hojně zastoupeny v lidských játrech a metabolizují přibližně 

polovinu léčiv (Anzenbacher a Anzenbacherová, 2001). Prezentovaná data tak 

upozorňují na možnou modulaci odpovědi na široké spektrum klinicky užívaných léků 

interakcí střevní mikrobioty a hladiny pohlavních hormonů. 

 

V několika studiích již bylo publikováno, že zánět, vznikající určitým způsobem 

v organismu, zprostředkovává snížení exprese CYP (Slaviero et al., 2003; Aitken et al., 

2006; Morgan, 2009). Kolitida je autoimunitní typ chronického zánětu GIT a patří mezi 

onemocnění, jehož etiologie není zcela známá a střevní mikrobiom zde může hrát 

významnou roli (Guo et al., 2020). Vznik kolitidy byl v tomto experimentu indukován 

inaktivací IL-10, což bylo popsáno již v práci autorů Kuhn et al. (1993), kteří se zmiňují 

o spontánním vyvinutí enterokolitidy u běžných myší s nedostatkem IL-10. U myší 

s deficientem IL-10 je kolitida charakterizována histologickými nálezy, které jsou 

podobné jako u lidské IBD, chronického zánětlivého onemocnění GIT (Kuhn et al., 

1993; Bleich et al., 2004). Předpoklad, že indukovaný zánět GIT vede ke snížení 

exprese biotransformačních enzymů a k ovlivnění farmakokinetiky některých léčiv, byl 

zkoumán v mnoha studiích (Chaluvadi et al., 2009; Kawauchi et al., 2014; Kusunoki  

et al., 2014). Myším samcům byl k vyvolání zánětu podáván za různých podmínek 
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syntetický dextransulfát sodný (DSS), který není absorbován při průchodu 

gastrointestinálním traktem, ale kumuluje se až v tlustém střevě, kde iniciuje vznik 

kolitidy (Solomon et al., 2010). Bylo prokázáno, že kolitida působí na expresi širokého 

spektra genů, včetně CYP, a ovlivňuje jejich enzymatickou aktivitu Ve výše uvedených 

publikacích byl pozorován pokles exprese jaterních CYP vlivem kolitidy indukované 

DSS, a také v nedávné studii Fan et al. (2020) byl zaznamenán pokles exprese genů 

CYP1a2, CYP2c29 a CYP3a11 v játrech myších samců. Důležité je si uvědomit,  

že ve zmíněných publikacích byli zkoumání pouze samci myší a k vyvolání zánětu 

sloužil DSS, kdežto v naší studii jsme studovali obě pohlaví a k vyvolání zánětu došlo 

inaktivací IL-10. Naše studie tudíž přispěla k pochopení efektu zánětu na funkci 

biotransformačních enzymů a soulad s těmito publikacemi byl zaznamenán v poklesu 

exprese mRNA genů CYP1a2 a CYP2c29 u SPF samců (Obr. 12A), i když byl použit 

jiný model. Naopak v rozporu s publikací Fan et al. (2020) byl výrazný nárůst exprese 

mRNA CYP3a11 (Obr. 12A).  

V diplomové práci jsme se zaměřili především na enzymatickou aktivitu CYP. 

Vlivem kolitidy byl zaznamenán pokles enzymatické aktivity většiny vybraných CYP  

a především CYP3A, což je v souladu s výsledky publikace Fan el al. (2020). V naší 

studii jsme navíc měřili vliv kolitidy u SPF samic myší, protože jak prezentují naše 

předešlé výsledky, byl prokázán efekt pohlaví na aktivitu a expresi CYP.  

Zajímavým byl shledán výrazný nárůst aktivity CYP2C (Dikl.) vlivem kolitidy  

u SPF samců i samic (Obr. 13), protože CYP2C a CYP3A se nejvíce vyskytují v játrech 

a metabolizují významnou část klinicky užívaných léčiv (Anzenbacher  

a Anzenbacherová, 2001).   

V naší studií jsme navíc zkoumali vliv inaktivace IL-10 u GF myší. Podle studie 

autorů Sellon et al. (1998) nebylo pozorováno vytvoření zánětu u GF myší s deficitem 

IL-10, protože pro vytvoření spontánního zánětu u myší s deficitem IL-10 jsou nezbytné 

střevní bakterie v organismu. Tuto skutečnost podporuje fakt, že zavedení specifických 

bakterií do GF myší vyvolalo ochranný účinek nebo tvorbu zánětu v závislosti na druhu 

bakterií (Bleich a Mahler, 2005). Je možné, že GF myši jsou kvůli absenci střevních 

mikroorganismů více citlivé a náchylné na jakékoli změny v organismu, zejména když 

mají inaktivovaný IL-10. Tuto hypotézu by mohla potvrdit studie Martinez-Augustin  

et al. (2009), která popisuje, že IL-10 velmi dobře působí na funkci slizniční bariéry 

nebo studie Hernández-Chirlaque et al. (2016), kde se uvádí, že za určitých podmínek 
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jsou GF myši vlivem větší ztráty krve náchylnější než běžné SPF myši, což bylo 

objasněno také v publikaci Maslowski et al. (2009).  

I když se u GF myší zánět nevytvořil, byly pozorovány rozdíly v expresi mRNA  

a enzymatické aktivitě CYP. Velký rozdíl byl pozorován zejména v enzymatické 

aktivitě CYP2C (Dikl.), kdy u SPF myší s vytvořeným zánětem byl zaznamenán 

významný nárůst aktivity v porovnání s kontrolní SPF skupinou, ale u GF myší 

s inaktivovaným IL-10 byl naopak pozorován pokles v porovnání s kontrolní GF 

skupinou.  

Výsledky ukazují, že při léčbě pacientů s IBD je důležité brát v úvahu možný vliv 

kolitidy na metabolismus xenobiotik. Efekt zánětu na funkci biotransformačních 

enzymů byl v této diplomové práci jen zahajovací studií, ale vzhledem k rozdílné 

regulaci jednotlivých CYP by se další výzkum měl zabývat mechanismem působení 

zánětu na CYP, a především roli mikrobiomu v těchto procesech.  

 

Je známo, že přijímána léčiva se před absorpcí do krve přes střevní sliznici dostávají 

do kontaktu se střevními mikroorganismy, které mohou ovlivňovat jejich biodostupnost 

a toxicitu (Al-Hilal et al., 2013; Jourová et al., 2016). V naší studii bylo použito 

antibakteriální a antiprotozoální léčivo metronidazol, antibiotikum využívané  

např. k léčbě infekcí způsobených Helicobacter pyroli nebo infekcí bakterií Clostridium 

difficile (Edwards, 1980). I přes to, že se jedná o léčivo hojně klinicky využívané  

od šedesátých let 20. století, nebyly dosud u lidí dobře charakterizované enzymy 

podílející se na jeho biotransformaci. Pouze in vitro studie autorů Loft et al. (1991)  

se pokusila v mikrosomální frakci stanovit enzymy zodpovědné za biotransformaci 

metronidazolu, ale nepodařilo se identifikovat enzymy podílejících se na tvorbě 

hlavního metabolitu 2-hydroxymetronidazolu. Na tyto poznatky navázala studie autorů 

Pearce et al. (2013), která naznačuje, že za biotransformaci metronidazolu a tvorbu  

2-hydroxymetronidazolu je zodpovědný u člověka CYP2A6. Protože další informace 

popisující vliv metronidazolu na průběh specifických metabolických drah jsou zatím 

značně omezené, byla pozornost v této diplomové práci věnována jeho účinkům  

na funkci jaterních biotransformačních enzymů CYP. 

V první řadě byla stanovena koncentrace metronidazolu v plazmě u SPF a GF 

myších samců. Metronidazol podléhá biotransformaci v játrech a je aktivován 

hydroxylací 2-methyl skupiny na 2-hydroxymethylmetronidazol, oxidací 1-ethyl 
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skupiny na 1-metronidazol octovou kyselinu a konjugací glukuronidu na metronidazol 

glukuronid. Metronidazol společně s jeho metabolity je poté vylučován močí (Pearce  

et al., 2013). Podle výsledků na Obr. 14 bylo patrné, že v 2. hodině po podání léčiva 

dosáhla koncentrace metronidazolu maximální hodnoty v obou skupinách, ale u GF 

myší byla koncentrace zhruba o 50 % vyšší. Podobný efekt změněné střevní mikroflóry 

se prokázal také ve studii s nabumetonem (Jourová et al., 2019) a lovastatinem (Yoo  

et al. 2014. Výsledky naznačují, že bez přítomností bakterií je koncentrace 

metronidazolu v plazmě vyšší. 

V publikaci autorů Zhang et al. (2014) bylo zjištěno, že antibiotikum metronidazol 

má u myších samců tendenci zvyšovat počet bakterií kmene Firmicutes, ale naopak 

snižovat množství bakterií kmene Bacteroidetes. Ačkoli měl pouze omezenou 

schopnost potlačovat střevní mikroorganismy, jako je tomu u některých ostatních 

antibiotik, přispěl významně ke změně poměru Firmicutes/Bacteroidetes.  

Tato skutečnost by mohla vysvětlit výsledky této diplomové práce, kdy byl v expresi 

mRNA genů CYP2a5, CYP2c29 a CYP2c38 zaznamenán v případě SPF myší nárůst 

exprese v závislosti na čase podaného metronidazolu (Obr. 15A), ale naopak u GF myší 

byl zaznamenán pokles v závislosti na čase od podání metronidazolu (Obr. 15B). 

Výsledky tudíž naznačují, že po přijetí léčiva mohou střevní mikroorganismy indukovat 

expresi CYP, a tím ovlivnit jeho metabolismus. Při měření enzymatické aktivity bylo 

zjištěno, že u SPF myší došlo k nárůstu enzymatické aktivity CYP2C (Dikl.)  

(Obr. 16A), což může odpovídat nárůstu exprese mRNA genů CYP2c29 nebo CYP2c38 

(Obr. 15A). I když zde byla aktivita měřena pomocí substrátu diklofenaku, podporuje 

hypotézu několika dostupných informací, které naznačují účast metronidazolu 

v metabolismu CYP2C. Metronidazol měl vliv např. na metabolismus S-warfarinu 

(O'Reilly, 1976) a fenytoinu (Blyden et al., 1988), což jsou substráty CYP2C. U GF 

myší byl pozorován mírný pokles aktivity CYP2C (Dikl.) v čase 24h (Obr. 16B), čemuž 

by mohl odpovídat pokles exprese mRNA genů CYP2c29 nebo CYP2c38 (Obr. 15B).  

Dostupné informace neustále varují před možnými interakcemi mezi metronidazolem  

a substráty CYP3A4 (Preissner et al., 2010). Tyto hypotézy potvrdily studie autorů 

Wang et al. (2000); Haas et al. (2001); Roedler et al. (2007), které podaly důkazy  

o tom, že metronidazol není inhibitorem CYP3A4, naopak může enzymatickou aktivitu 

CYP3A4 v lidských játrech do jisté míry indukovat. I když byl v předložené diplomové 

práci použit místo lidské mikrosomální frakce model myší mikrosomální frakce, byly 

výsledky v souladu se zmíněnými publikacemi, protože na Obr. 16A byl u SPF myší 
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zaznamenán nárůst enzymatické aktivity CYP3A4 v závislosti na čase od podání léčiva, 

i přes to, že exprese mRNA genu CYP3a11 zůstala nezměněna (Obr. 15A). Několik 

studií potvrdilo, že se podáním antibiotika ciprofloxacinu po dobu 5 dnů snížila exprese 

mRNA členů podrodiny CYP3a u GF myší na rozdíl od SPF myší (Toda et al., 2009a; 

Toda et al., 2009b). Nedávná studie autorů Kuno et al. (2016) také prokázala snížení 

exprese mRNA genu CYP3a11 u GF myší působením antibiotik vankomycinu  

+ polymyxinu B, které se využívají k léčbě infekcí způsobených gram-pozitivními  

a gram-negativními bakteriemi. Tyto publikace doplnil i experiment této diplomové 

práce, kdy byl u GF myší zaznamenán pokles exprese mRNA genu CYP3a11 po podání 

antibiotika metronidazolu (Obr. 15B), i když v enzymatické aktivitě nebyly pozorovány 

významnější změny (Obr. 16B).  

Zajímavý výsledek byl pozorován v případě podrodiny CYP2B. U SPF myší došlo 

k nárůstu exprese mRNA genu CYP2b10 v závislosti na čase od podání léčiva  

(Obr. 15A), exprese detekovaného proteinu vzrostla v čase od podání léčiva (Tab. 8)  

a enzymatická aktivita v konečném důsledku také narostla při 24h (Obr. 16A). Ale u GF 

myší byl zaznamenán nárůst exprese mRNA genu CYP2b10 v čase 2h a 6h, v čase 24h 

ovšem opět pokles téměř na původní hodnotu (Obr. 15B), nicméně hodnota detekce 

proteinů klesala v čase od podání léčiva (Tab. 8), čemuž odpovídal i pokles 

enzymatické aktivity CYP2B (Obr. 16B). Práce vysvětlující tak velkou indukci exprese 

mRNA genu CYP2b10 vlivem použitého antibiotika zatím nebyly publikovány, ale bylo 

prokázáno, že silná exprese genu CYP2B je u lidí i hlodavců indukována například 

léčivem fenobarbitalem (PB), používaným v léčbě epileptických záchvatů nebo 

protizánětlivým syntetickým glukokortikoidem dexamethasonem (DEX) (Wang  

a Negishi, 2003; Wang a Tompkins, 2008). Dokonce v nedávné publikaci autorů Liu  

et al. (2015) docházelo u transgenních myší těmito léky k indukci CYP2b na úrovni 

mRNA i na úrovni proteinu. Tyto studie doplnila publikace autorů Murray et al. (2003), 

kde byl u potkanů prokázán jako silný induktor CYP2B lék orfenadrin, používaný 

například při léčbě Parkinsonovy nemoci. Předmětem dalšího výzkumu by měla být 

otázka působení metronidazolu na expresi mRNA genu CYP2b10, protože jak je známo, 

podrodina CYP2B se podílí na metabolismu až 8 % klinicky užívaných léčiv, nikotinu, 

kokainu či endogenních substrátů serotoninu nebo testosteronu (Turpeinen et al., 2006). 

Navíc bylo prokázáno, že indukce jaterního CYP2B vede u hlodavců k vyvolání nádorů 

v játrech (Holsapple et al., 2006, Deguchi et al., 2009), a proto je důležité studium 

induktorů CYP2B a mechanismu jeho působení.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4293397/#B29
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4293397/#B29
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4293397/#B31
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6 Závěr 

Cílem práce bylo studium jaterních CYP u SPF a GF myší. Byla stanovována exprese 

mRNA genů CYP pomocí kvantitativní PCR v reálném čase, exprese proteinů CYP 

metodou Western blot a enzymatická aktivita CYP pomocí vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie s UV/fluorescenční detekcí za použití specifických substrátů. 

Z výsledků provedených experimentů vyplývají následující závěry. 

 

1. Výrazné rozdíly v expresi mRNA a enzymatické aktivitě u jednotlivých CYP 

mezi GF a SPF skupinou ukazují na důležitou roli střevního mikrobiomu  

při regulaci a expresi CYP. Vzhledem ke změnám i v enzymatické aktivitě 

některých CYP je zřejmé, že získané výsledky mohou mít klinickou 

významnost.  

2. Porovnání výsledků mezi samci a samice ukázalo, že střevní mikrobiom hraje 

důležitou roli při udržování sexuálního dimorfismu exprese genů jaterních CYP, 

především u podrodin CYP2C a CYP3A.  

3. Kolitida u myší vyvolala změny v expresi mRNA a enzymatické aktivitě CYP 

oproti kontrolní SPF skupině. Změny v expresi a aktivitě CYP byly pozorovány 

také u GF myší s inaktivací IL-10. Tyto rozdíly zdůrazňují, že se vytvořený 

zánět v těle podílí na procesech spojených s metabolismem xenobiotik a střevní 

mikrobiom zde hraje důležitou, avšak dosud zcela neobjasněnou roli. 

4. Metronidazol způsobil rozdíly v expresi mRNA, expresi proteinů a enzymatické 

aktivitě v závislosti na čase od aplikace u SPF i GF myší, ale rozdílně u obou 

skupin. Lze předpokládat, že se střevní mikroorganismy podílejí na absorpci, 

distribuci a biotransformaci léčiva metronidazolu, který indukuje či inhibuje 

CYP, a tím ovlivňuje metabolismus xenobiotik.  
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8 Seznam použitých zkratek 

ACN    acetonitril 

Ahr    aryl uhlovodíkový receptor 

BCA    kyselina bicinchoninová 

BSA    hovězí sérový albumin 

CYP    cytochromy P450 

DEX    dexamethason 

DMSO    dimethylsulfoxid 

Ex/Em    excitace/emise 

FMO    flavinmonooxygenasy 

GF    germ-free = bezmikrobní 

GIT    gastrointestinální trakt 

HMP    Human microbiome project 

IBD zánětlivé střevní onemocnění (z angl: inflammatory bowel 

disease) 

IDH    isocitrát dehydrogenasa 

IL-10    interleukin 10 

IL-10-KO   knockoutovaný interleukin 10 

MDMA   3,4-methylendioxymethamfetamin = extáze 

MF    mobilní fáze 

PAH    polycyklické aromatické uhlovodíky 

PB    fenobarbital 

P-E     Potter-Elvehjemův homogenizátor 

PMSF    fenylmethylsulfonylfluorid 

ROS    reaktivní formy kyslíku 

SPF    specific pathogen free 

TBS    Tris-buffer saline 
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