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Abstrakt

Civiliza¢ni choroby napft. cukrovka, obezita, vysoka hladina cholesterolu, nadorova
onemocnéni nebo deprese predstavuji zdvazné zdravotni problémy nasi populace. K l1éceni
téchto onemocnéni se vétSinou piistupuje s vyuzitim poznatkil tzv. klasické mediciny. U
klasické mediciny je 1é€ba zdravotnich problémi zaloZena na védecky ovéfenych poznatcich
a zkuSenostech generaci 1ékait.

Vedle tohoto piistupu ma svij stale rostouci vyznam také medicina nazyvana jako
alternativni. Jednim z ptikladt vyuziti alternativni mediciny pfi 1é€eni chorob je konzumace
raznych 1é¢ivych ¢aju piipravenych z rostlin. VyuZivani rostlin v lékafstvi saha daleko do
historie lidstva. Do 18. stoleti bylo bylinéafstvi obvyklou formou 1é¢by, a 1 dnes je opét velmi
oblibené. Velké mnozstvi lidi pf1 méné zadvaznych onemocnénich voli misto klasickych lé€iv
bylinné piipravky.

Nesmime ale zapominat na to, Ze U€inné latky, obsazené v 1é€ivych rostlinach, jsou z
organismu eliminovany stejnymi mechanismy, kterymi jsou odstranovdna klinicky uzivana
1é¢iva. Mize nastat situace, kdy enzymy ucCastnici se metabolickych pfemén 1€¢iv, jsou
ovlivnény (inhibovany nebo indukovény) latkami obsazenymi v lé€ivych Cajich. Tento stav

(I€kova interakce na tirovni metabolismu) miiZe vést k zavaznym zdravotnim komplikacim.

Jedny z nejvyznamnéjSich enzymii metabolismu 1é¢iv jsou cytochromy P450. Vliv
ucinnych latek pfitomnych v 1é¢ivych cajich na aktivitu téchto enzymi bude naplni této
bakalaiské prace.
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Abstract

Civilization diseases such as diabetes, obesity, high cholesterol, cancer or depression
represent serious health problems of our population. To treat these diseases we usually use
knowledge of a classical medicine. Within classic medicine the treatment is based on

scientifically proved knowledge and experiences shared by generations of physicians.

In addition to this approach, increasing importance also has a medicine well known as
alternative medicine. One example of using alternative medicine to treat diseases is
consumption of medicinal teas prepared from plants. The use of plants in medicine goes far
into the history of mankind. Until 18" century herbalism was the usual form of treatment and
even today it is very popular again. A large number of people prefer herbal remedies from

classic medicine for less serious illnesses.

However, we must not forget that the active ingredients contained in medicinal plants
are eliminated from the body by the same mechanisms by which clinically-used drugs are
removed. There may be situations where enzymes involved in metabolic drug metabolism are
affected (inhibited or induced) by drugs contained in medication teas. This state (drug

interaction at metabolism level) can lead to serious health complications.

One of the most important enzymes in drug metabolism is cytochrome P450. The
influence of the active substances present in medicinal products on the activity of these
enzymes will be the subject of this bachelor thesis.
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Seznam pouzitych zkratek

CYP - zkratka pro cytochrom P450

NADPH+H" - redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
ACN - acetonitril

K/POj - pufr dihydrogenfosfore¢nanu draselného

FAD - flavinadenindinukleotid

FMN - flavinmononukleotid

Kys. - kyselina

HPLC - vysokotlaka kapalinova chromatografie

RPM - rychlost otd€eni rotoru ota¢ky/minutu

RH - xenobiotikum

ROH - hydroxylované xenobiotikum

Oz - kyslik

H* - vodikovy kationt

UDP - uridindifosfat

PAPS - 3'-Phosphoadenosine-5'-phosphosulfate

UV/VIS spektroskopie- ultrafialovo viditelna spektroskopie
pH - vodikovy exponent vyjadiujici kyselost nebo zasaditost roztoku
A - absorbance

c- koncentrace



1 Uvod

Kolem nas je spousta cizorodych latek, které plsobi na nd$ organismus. Tyto
cizorod¢ latky neboli xenobiotika se mohou dostat do naseho organismu bez naSeho védomi,
nebo, coz je velmi Casté, jsou podavané napt. jako léky, doplnky stravy atd. V ptipadé, kdy je
aplikovano vice cizorodych latek do naseho organismu, mize dochdzet k jejich vzajemnym

interakcim, zejména na tirovni metabolismu.

Rostliny jsou odedédvna vyuZivany jako zdroj 1é&ivych latek. Caje, které jsou z
téchto 1é¢ivych bylin pfipravovany, mohou ovliviiovat metabolismus 1€k, které dany ¢lovek
uziva. Proto je nutné zjistit jejich moZnou vzajemnou interakci, aby k tomuto ovlivnéni

nedochazelo a piedeslo se vzniku zdravotnich komplikaci.

Pfedmétem naSeho studia byl ibisek sudansky neboli Hibiscus Sabdariffa. Tato
rostlina, kde se vyuziva kvétu rostliny, je pouzivana v €ajich, jak ve smésich, tak i samostatné.
Z dtiivodu rostouci obliby ¢ajl z této byliny, je nutné se zamyslet, zda, u¢inné latky obsazené

v ibisku mohou ovliviiovat i metabolismus 1é¢iv.



2 Teoreticka Cast

2.1 Xenobiotika a jejich metabolismus

2.1.1 Uvod

Xenobiotika neboli cizorodé latky jsou vSude kolem nas a nas organismus je jim stale
Castéji vystaven. Jako xenobiotika miizeme povazovat léky, drogy, ptipravky v potravé
(barviva, ochucovadla, stabilizatory), znecist'ujici latky (cigaretovy kout, pesticidy, hnojiva) a
dalsi. Jelikoz tyto latky ovliviluji na$ zivot, je velice dulezité znat, jak organismus
s xenobiotiky nakldda a jak tyto latky plsobi na bunééné trovni. Tyto znalosti nam totiz
mohou pomoci se vypotadat se stale zvySujicim se ndporem cizorodych latek na nas
organismus. Pfedev§im mohou pomoci pii medikaci pacienta, tak aby nedochézelo ke

vzajemnym interakcim mezi 1é¢ivy [1].
2.1.2 Osud cizorodych latek v organismu

Hlavnimi druhy xenobiotik jsou léky, chemické karcinogeny a piipadné dalsi
slouceniny, které se do prostiedi dostali nejriiznéjSimi cestami. Je odhadovano, Ze v ptirodé se
vyskytuje vice jak 200 000 chemikalii vytvofenych ¢lovékem a vétSina téchto sloucenin je
Vv lidském téle metabolizovana. Jen vyjimecné je xenobiotikum vylouceno v nezménéné

podobé [1,2].

Jak uz bylo zminéno, 1é¢iva nebo jind xenobiotika vpravena do organismu mohou byt
vyloucena v nezménéné podobé (vysoce polarni latky), mohou se spontann€ ménit, anebo
muze dojit k jejich biotransformaci pomoci enzymt a potom k jejich exkreci. V nékterych
ptipadech se 1éCiva enzymatickou pfeménou mohou stat farmakologicky u¢inné;jsi, mize dojit

k jejich bioaktivaci [1,2].

Na metabolismu xenobiotik se podili cela fada enzymi, pfedmétem naSeho zajmu byly
cytochromy P450. Metabolismus xenobiotik miize probihat témét v kazdém organu naSeho
organismu. Nejvyznamnéji se na metabolickych preménéch podileji jatra, ledviny nebo plice

2.
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2.2 Faze metabolismu xenobiotik

Jako jeden z prvnich kroki je to, Ze xenobiotikum vstupuje do krevniho fecisté, kde
pomoci interakce s plazmatickymi proteiny slouzici jako prenasece napt. albumin, se dostava

dale k jednotlivym té€lnim bunkam [1].
Samotny metabolismus xenobiotik se vétSinou rozdéluje do dvou fazi.

Hlavnim smyslem metabolismu cizorodych latek je zvySeni jejich rozpustnosti ve
vod€. Metabolickymi preménami se zvySuje polarita cizorodych latek, ¢imz se usnadiuje
vyluCovani z téla. Kdyby nebyla xenobiotika ménéna na polarni formy, zlstavala by v tukové

tkani témé&f natrvalo a tim by dochazelo k jejich bioakumulaci [1,3].
2.2.1 1. Faze metabolismu cizorodych litek

V pribéhu prvni faze dochézi zpravidla k zavedeni (nebo odkryti) polarni funkcni
skupiny do molekuly xenobiotika. Polarnimi skupinami jsou hydroxy - (-OH), amino - (-
NH2), merkapto - (-SH), karbonylové - (=CO) a karboxylové - (-COOH). Vzniklé polarngjsi

produkty jsou snadné&ji vylucitelné z organismu [2].

Diilezitou reakci je hydroxylace katalyzovana cytochromy P450. Kromé hydroxylace
enzymy l. faze katalyzujici také deaminaci, dehalogenaci, desulfataci, epoxidaci, peroxidaci a

redukei. Casta je také hydrolysa estert za Gidasti esteras. [1].

Ve vétsing ptipadll jsou cizorodé latky pfeménény v prvni fazi metabolismu na latky
mén¢ aktivni. V nékterych ptipadech se ale stava, ze v prvni fazi jsou neaktivni 1éciva
(nazyvéana prolé€iva) metabolizovana na biologicky aktivni slouceniny. Jinym piikladem je
situace, kdy pavodni xenobiotikum je pfeménéno na latku toxickou nebo karcinogenni.
MiuzZeme fici, Ze v nékterych ptipadech mohou reakce, kterymi xenobiotika prochazeji,

zvySovat biologickou aktivitu [1,3].
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2.2.1.1 Cytochromy P450
Cytochromy P450 (CYP) jsou biotransforma¢ni hemové enzymy, které I1ze nalézt
V Zivocisné, rostlinné 1 bakteridlni fi8i. Jsou Siroce rozsifenou skupinou hemoproteinti.
V lidském genomu je znamo 57 téchto enzymu. Vyskytuji se zejména v endoplazmatickém

retikulu jater a v gastrointestinalnim traktu, ale i v jinych organech [4].

CYP 2A6 CYP 2E1 CYP 2J2
4% 3% 3%
CYP 2C8
2%

CYP 2C19
7%

CYP 2B6
7%

CYP 1A2
9%

Obrazek 1. Ukdazka mnoZstvi jednotlivych izoforem cytochromu P450 v organismu [5]
2.2.1.1.1 Nazvoslovi cytochromi P450

Cytochromy P450 se v odborné literatufe oznacuji zkratkou CYP, coz vyjadiuje
ptisluSnost téchto enzymu k jedné superroding [1, 2]. Po ni v ndzvu nasleduje arabska cislice,
kterd urCuje rodinu, ke které cytochrom P450 nalezi. V jednotlivych rodindch se nachazeji
cytochromy P450 kdyz je jejich aminokyselinova sekvence shodna alespon ze 40%. Za
arabskou ¢islici urcujici rodinu je umisténo velké pismeno, které nam tik4, do jaké podrodiny
dany cytochrom P450 nélezi. Podrodinova aminokyselinovd sekvence musi byt shodna,

alesponl z 55%. Nakonec jsou jednotlivym enzymtim cytochromu P450 ptidélena ¢isla [3,4,6].

Jako ptiklad mGzeme uvést CYP1Al, coz znamena, Ze cytochrom P450 patii do rodiny
1, jeho podrodina je A a je prvnim jednotlivym clenem této rodiny. Stejné nazvoslovi se
pouziva i pro geny koédujici cytochromy, jen s vyjimkou toho, ze geny jsou uvadény kurzivou.

Gen kédujici CYP1A1 ma nazev CYP1AL [3].

Jeho nazev je odvozen od maxima absorpcniho spektra redukované formy v komplexu
s CO pti 450 nm. Coz je pro hemové proteiny neobvyklé, jelikoz jiné hemoproteiny absorbuji

kolem 417 nm [2].
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2.2.1.1.2 Hydroxylace xenobiotik za ucasti cytochromu P450

Hydroxylace je nejvyznamnéjSi reakci prvi faze metabolismu cizorodych latek.
Hlavnimi enzymy, které tuto hydroxylaci katalyzuji, jsou cytochromy P450. U lidi jsou
kédovany 57 geny. Tyto monooxygenasy katalyzuji oxidaci uhlovodiku RH podle nésledujici
reakce [1, 4]:

RH + 0, + NADPH + H* - R—OH + H,0 + NADP*

RH v rovnici pfedstavuje Sirokou Skalu xenobiotik (exegonnich latek), kam praveé
fadime 1€ky, karcinogeny, pesticidy, ropné produkty, znec¢istujici latky, atd. Jako substrat, ale
také miize byt endogenni sloucenina, jako jsou napt. steroidy, eikosanoidy, derivaty mastnych
kyselin, retinoidy, atd. Obecné o téchto vSech slouceninach mizeme fici, Ze to jsou lipofilni

substraty, které jsou hydroxylaci pfevedeny na vice hydrofilni (v rovnici R-OH) [3,4].

Reakéniho  mechanismu  se  také  ucastni  NADPH+H®  (redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat), ktery je zdrojem elektront. To je vyuzivano k tvorbé
redukovaného cytochromu P450 pomoci enzymu NADPH-cytochrom P450-reduktasy (A), na
kterou jsou pieneseny elektrony z NADPH+H" jako prvni, a aZ nasledn& na cytochrom P450
[3,7].

NADPH + H* + A & NADP* + AH,

Vse vede k aktivaci molekularniho kysliku a vstupem jednoho atomu kysliku do
substratu. Druhy atom kysliku, tedy druha polovina Oz se redukuje na vodu [3,4]. Cely sled
reakci, jak plsobi cytochromy P450 na uhlovodiky RH ndm popisuje reakéni schéma
hydroxyla¢niho procesu obrazek 2.

NADPH
&
Y

NADP @
CYP450  Fest

reduktaza A (ROH)(Fe*")
I ’
- 3+ '
lipid _ (RH)Fe : _ (R)(Fe-OH)**
¢ 53' / i _?’ h‘
[ \
lipid OOH ¥ P /
(AyFo K RH(Fe O
P i H.O., -i’___—r H.C
. OE/ \\ i ,'4 Y“‘H A T 2H*
tvorb, VS (AH)Fe2* :
sCO AN
(RH)Fe3" (0,)" \ ¥
NADP
CYP450
reduktaza
fo
NADPH

Obrazek 2. Reakcni mechanismus hydroxylacniho procesu (Farmakokinetika; 2006) 13



2.2.2 1I. Faze metabolismu cizorodych latek

Jiz vice polarni derivaty, které vznikly pfeménou xenobiotik v prvni fazi, jsou ve fazi
druhé konjugovany napf. s kyselinou glukuronovou, sulfatem, acetatem, gluthationem S

nékterymi aminokyselinami nebo jsou methylovany [1].
2.2.2.1 Glukuronidace

Glukuronidace je pravdépodobné nejcastéjsi probihajici konjugacni reakci. Jedna se o
kojugaci s kyselinou glukuronovou. Kyselina glukuronova se muze pii konjugaci vazat ke

skupinam obsahujici kyslik, dusik nebo i siru [1,2].

Z biochemického hlediska probiha glukuronidace xenobiotik v podstaté shodné jako
glukuronidace bilirubinu. Jedna se o ptenos glukuronové kyseliny z UDP-glukuronosylu na
piislusny substrat. V lidském organismu se vyskytuje vice forem UDP-glukuronyltransferas
ptitomnych v endoplazmatickém retikulu i v cytosolu. V podobé glukuronidd se vylucuji z

organismu napf. anilin, kyseliny banzoova, fenol a mnoho steroidi [1,2].
2.2.2.2 Sulfatace

Jedna se o biotransformacni reakci katalyzovanou sulfotransferasami. Sulfatace
probiha jak u endogennich sloucenin, napt. u steroidii ¢i glykosaminoglykant, tak i u fady
xenobiotik, napt. u nékterych alkoholll, arylaminti a fenoli. Typickymi substraty jsou malé
jednoduché molekuly se slabou rozpustnosti v tucich. Donorem sulfatu je adenosin-3"-fosfat-

5’- fosfosulfat neboli PAPS. Tato slouc¢enina se nazyva aktivni sulfat (obrazek 3.) [ 1,2].

NH,
g 9 {J”"'TJ% N
0=8-0—$—0. N“'*“‘-N’A
o 9] 0.
l:? OH
0=p—0
o

Obrazek 3. PAPS - adenosin-3 ~fosfdt-5 - fosfosulfait
(https://en.wikipedia.org/wiki/3%27-Phosphoadenosine-5%27-phosphosulfate)
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2.2.2.3 Konjugace s glutathionem

Glutathion (y-glutamylcysteinylglycin) je tripeptid skladajici se z kyseliny glutamové,
cysteinu a glycinu. Ve zkracené formé se uvadi jako GHS, kdy -SH je sulfhydrylova skupina

cysteinu, kterd je reak¢ni skupinou molekuly.

Velky pocet potencialnich elektrofilnich xenobiotik je praveé konjugovano s GHS.

s
i H i
OOCMNJ\’(NVCOO
i, H
NH3 0

Obrazek 4. Gluthation
(http://www.wikiskripta.eu/index.php/Glutathion)
R+GHS —» R-S-G

Enzymy katalyzujici uvedenou reakci jsou glutathion-S-transferasy. Ty jsou hojné

ptitomny Vv cytosolu jaternich bunck a déle pak v mensi mife i v ostatnich tkanich [1,2].

2.2.2.4 N-acetylace

Zdrojem acetylové skupiny pro konjugacni reakce je acetyl-COA. Reakce je

katalyzovéna N-acetyltransferasami. Acetylaci je moZné znazornit rovnici:
X + acetyl — CoA — acetyl — X + CoA

Acetylaci je metabolizovan napf. isoniazid, ktery je pouZivan k lécbé tuberkulodzy.

[1,2].
2.2.2.5 Methylace

Methylace — podléha ji nékolik malo xenobiotik, Casto ty, které obsahuji v molekule

skupiny —NX», -OH a -SH. Je katalyzovana methyltransferasami. Donorem methylu je S-

adenosylmethionin [1,2]. NH-
Mo
'C-H3 i \-|T\ M
0OC.._~._-5 KN"' N“;J
O
NHy
OH OH

Obrazek 5. S-adenoylmethionin
(https://en.wikipedia.org/wiki/S-
Adenosyl_methionine)
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3 IbiSek Sudansky (Hibiscus Sabdariffa)

Do rodu Hibiscus se fadi vice nez 300 druhd ibisku, které jsou rozdilné v tom, jak

vypadaji, i ve svém pouziti. Mohou to byt byliny, kefe i stromy [9].

Ibisek, ktery jsme pouzili v naSich experimentech, je ibiSek sudansky. Ibisek
sudansky, zndmy také v anglictin¢ jako roselle, je jednoletd, dvoudélozna rostlina z Celedi
slézovité (Malvaceae). Je to rostlina vyskou spadajici mezi travni polokete a doristajici az 2,4
m. M4 stiidavé listy a cervené kvéty, kdy po seschnuti zbyde Cerveny, masity a Stavnaty

kalich [8].

Ibisek je rozsiteny po celém svété, v zdpadnim Sudanu byl pouzivan uz 4000 let pt.n.l.
Nejvétsi koncentrace Ibisku sudanského je predevsim v tropickych a subtropickych regionech
jako je Indie, Cina, Malaysie, Indonésie, Vietnam, Sudan, Egypt, Nigérie a Mexiko. Je idedlni
plodinou pro rozvojové zemé, jelikoz se snadné péstuje. Je mozné ho péstovat 1 v kvétinaci ve

vhodnych podminkéch [9].

Ibisek sudansky je hojné vyuzivan piedevsim pro své pozitivni 1é¢ivé ucinky. Vyuziva
se téméf cela rostlina, a to jak v potravinarském prumyslu, tak i v primyslu farmaceutickém.
Pouziva se jako jidlo (marmelady, cukrovinky), bylinné horké a studené napoje (Caje, vina),
aroma, barvivo. Obsahuje spoustu vitamind a minerall a tato vSestranna 1é¢ivka je vhodna pti

prevenci téméf vSech civilizacnich chorob [8].

Obrazek 6. Ibisek sudansky
(Hibiscus Sabdariffa) (http://www.dumazahrada.cz/zahrada/2012/9/21/ibisek/)
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3.1 Lécivé ucinky
Ibisek se odedavna pouziva v tradiéni mediciné ve vychodni Asii a v Africe a
soucasné studie potvrzuji fadu dalSich G¢inkl na organismus [8].

Pro nas vyzkum byla zvolena pfiprava ibisku jako Caje. Suseny kvét tohoto ibisSku
muze byt pfipravovan samostatné nebo je pridavan témeét do kazdého ovocného caje, jak pro

svou nezameénitelnou chut, tak i pro svou temn¢ vinovou barvu.

J \ ?
Obrazek 7. Susené kvéty ibisku (http://www.fortcm.cz/caje/3924-fu-rong-hua-ibisek-sudansky-50g.html;
http://www.asianstyle.cz/gastronomie/9091-necaje-to-co-neni-caj-i-cast)

Caj z ibisku ma antibakterialni, antioxida¢ni, dezinfekéni a protizanétlivé ucinky.
Snizuje poceni a tim napoméha doplnéni tekutin, plisobi pozitivné na metabolismus lipidd,
predev§im na cholesterol, a tak zamezuje ukladani tuku v tepnach, pomaha redukovat
nadvahu a pozitivné pasobi i na diabetes, také ma antihypertensivni efekt. Mize byt pouzivan

1 jako prevence proti rakoving [9].

VSechna tato pozitiva jsou spojena s piitomnosti latek, které ibisSek obsahuje. Jsou to
pfedevS§im anthokyany, organické kyseliny (kyselina cytronova, kyselina hydroxycitronova,
kyselina jablecnd, kyselina vinnd, kyselina Stavelova, kyselina askorbova, ibiskova kyselina)
a flavonoidy (hibiscitrin, sabdaritrin, gossytrin, quercetin, luteolin). Koncentrace téchto
sloucenin se méni v zavislosti na odriid¢ a genetice ibisku, zivotnim prostiedi, ve které se
rostlina nachdzi a také na podminkach sklizngé. Déle obsahuje steroly, terpenoidy,

polysacharidy a dal$i mineraly [9,10].
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3.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou nejrozsahlejsi skupinou sekundarnich metaboliti rostlin s Sirokou
Skalou biologickych uc¢inkt. Je znamo vice nez 8000 riiznych derivatl a jejich seznam stale
nartsta. Rostliny je vyuzivaji jako antioxidanty, v boji proti mikroorganismiim, pro
opylovani, jako ochrana pred UV zafenim, atd. U lidi byly provedeny mnohé studie, které¢

ukazaly, Ze flavonoidy vykazuji pozitivni biologické ucinky [11].

Flavonoidy jsou v rostlinach syntetizovany z aromatickych aminokyselin (fenylalanin,
tyrosin) a malonatu. Zakladem jejich chemické struktury je tzv. flavan, na ktery mohou byt

dale navazany dalsi chemické substituenty [11].

Obrazek 8. Struktura flavanu, od kterého vznikaji
struktury flavonoidii a anthokyanii

Derivaty flavanu se mohou pak ve své struktufe lisit stupném oxidace nebo substituci
na kruhu A, B a C. Podle druhu substituce dale hovoiime o jednotlivych derivatech flavanu,
jako jsou anthokyanidiny, flavony, isoflavony, atd. V rostlinach se nejcastéji vyskytuji jako
glykosylované derivaty [11].

R R
.l)i‘\H/OH Jj _,J;,Q .
‘x./\xz R - ,J: = R w0 | /J/

71(’/ 7 0H T\(/r\ ,: ij f

OH OH O
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|/L¢: R /LJ/R
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| 1 N
g 2 =
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Obrazek 9. Zakladni skelety jednotlivych typui flavonoidii odvozenych od flavanu
(https://web.vscht.cz/~koplikr/Rostlinn%C3%A9%20fenoly%20a%20flavonoidy.pdf)
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Ptitomnost flavonoidl piispiva k barevnosti rostlin a k zativosti barev, jako je modra,
karminova, oranzova v listech, kvétech a plodech. Nalezneme je také v semenech, obilninéch,

1é¢ivych rostlinach, atd. [11].

Z publikovanych studii vyplyva, ze flavonoidy vykazuji u¢inek antimikrobialni,
antivirovy, cytotoxicky, antineoplasticky, mutagenni, protizanétlivy, antioxidant,
antihepatotoxické, proti vysokému tlaku, hypolipidemicky a antiagregacni. Flavonoidy se tadi
mezi tzv. antioxidanty, latky chranici buiiky naseho téla proti volnym radikalim. Volné
radikaly jsou molekuly, atomy nebo ionty, které obsahuji neparové elektrony ve valenéni
slupce. Pokud je volnych radikalti v nasem téle ptilis§ mnoho, mohou zptisobit nenapravitelné

skody [11,12,14].

Védecké vyzkumy ukazuji, ze konzumace flavonoidii je pro clovéka mimotadné
diilezita a pro dlouhodobé uchovani zdravi prospésna. Jsou to slouceniny, které jsou obsazeny
témeét ve vSech rostlinnych bunikdch jako barviva, kdy rostlindAm dodéavaji jejich
charakteristickd zbarveni. Najdeme je v citrusovych plodech, v jablkach, v bobulovém ovoci,
hroznech, raj¢atech, v cibuli, v houbach a ve vSech druzich zeleniny, jakoZz i v napojich,

napiiklad v €aji, v pivu, v bilém a zejména v ¢erveném vin€ a v ovocnych dzusech [12, 13].
3.2 Anthokyany a anthokyanidiny

Anthokyany, téz nazyvané jako anthokyaniny, jsou ve vod€ rozpustné piirodni
pigmenty zpusobujici Cervené az modrofialové barvy v rostlinach. Jsou Siroce distribuované
V barevném ovoci i1 zeleniné napf. vinné hrozny, bortivky a ibiSek sudansky. Nejvyraznéjsi
barvu maji pfi nizkych hodnotach pH. Jejich barevnost je Casto také vyuZivana v primyslové

vyrobé pro vyrobu potravinatskych barviv [15,16].

Jak jiz bylo zminéno vySe, anthokyany fadime mezi flavonoidy. Jsou pomérné
nestabilni a maji nachylnost k degradaci. Jejich stabilita a barevnost je zavisla na urcitych
podminkach, a to hlavné pH, pfitomnosti n¢kterych enzymd, teploté a také slunecni zareni.
Stabilita se zvySuje s po¢tem methoxy-skupin v kruhu B a klesa s po¢tem hydroxy-skupin viz.
3.2.1. [15].

Dulezitost anthokyant spociva hlavné v tom, ze jsou v obrovské mife konzumovany

¢loveékem, a proto mohou mit pfimy vliv na lidsky organismus.
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3.2.1 Struktura

Molekula anthokyanu je tvofena aglykonovou (necukernou) casti, ktera se nazyva
anthokyanidin, cukernou slozku vazanou na anthokyanidinové jadro je napt. xyloza,
arabindza, rthamodza, glukéza a galatdza. Rozdilnost anthokyant spociva v poctu a poloze

fenolickych skupin a také v tom, jaky sacharid se vaze na strukturu. [15]

Obrdzek 10. Struktura anthokyanidinu
(http://www.food-
info.net/uk/colour/anthocyanin.htm)

Nejcastéji je sacharidova slozka navazana v poloze 3 nebo i v poloze 5 O-
glykosidickou vazbou.
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Obrazek 11. Dp3,5 — delphinidin-3,5-diglukosid; Cy3,5 — kyanidin-3,5-diglukosid; Pt3,5 — petunidin-3,5-diglukosid;
Pe3,5 — peonidin-3,5-diglukosid; Mv3,5 — Malvidin-3,5-diglukosid [27]
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Nejcastéji vyskytujici se anthokyanidiny, které se v pfirod¢ nachazeji, jsou petunidin,

peonidin, malvidin, delphinidin a kyanidin [15].

Delphinidin je zodpovédny za barvu namodralou, kyanidin za barvu fialovou a

cervenou.

OCH;

OH
g OCH;,

HO 3 8
‘ = OH HO ‘ Ox
Zon =
oH OH |

Obrdzek 12. struktury anthokyanidinii I1-petunidin, 2-peonidin, 3-malvidin, 4-delphinidin, 5-kyanidin

3.2.2 Pozitivni ucinky anthokyanii na organismus

Anthokyanidiny se do naSeho téla dostavaji po poZiti. V naSich uUstech dochazi
Kk hydrolyze anthokyant a ty se pak rozpadaji na anthokyanidiny. Tyto metabolity jsou dale

zodpovédné za Gcinky, které se mohou projevit [17].

Anthokyany stejné jako flavonoidy ptsobi pozitivné na lidsky organismus. Jsou to
latky, u kterych byly popsany protizdnétlivé a anti-mutagenni vlastnosti. Také slouZi pfi
prevenci kardiovaskularnich chorob. Jsou G¢inné pfi snizovani oxidacniho stresu spojeného se

starnutim [18]. V soucasné dobé se zvazuje jejich vyuziti v ptipravcich proti diabetu [19].

V potravinaiském primyslu stale narlsta jejich vyuziti jako ptirodnich potravinova

barviva, které by mohla nahradit barviva uméla, zpsobujici alergie a hyperaktivitu [20].
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4 Cile prace
Cil préace:

Cilem nasi prace bylo zjistit vliv uc¢innych latek v odvaru a vyluhu z kvétu IbisSku Stidanského

na aktivitu vybranych cytochromii P450.
Dil¢i cile:
Ptipravit odvar a vyluh z kvétu IbiSku Stdanského a zméfit v nich celkovy obsah anthokyan.

V mikrosomalni frakci zméfit aktivitu cytochromt P450 2C9, 2C19, 3A4 a dalsi cytochromy
P450 pomoci jejich specifickych substratt.

Stanovit efekt ucinnych latek obsazenych v kvétu IbisSku Sudanského na aktivitu cytochromi

P450 2C9, 2C19, 3A4 a dalsi cytochromy P450.

Vyhodnotit rizika pfi soucasné konzumaci ibisku a 1é¢iv metabolizovanych inhibovanymi

enzymy.
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5 Experimentalni Cast
5.1 Pouzity material a pristrojové vybaveni

Enzymove¢ systémy:

Jako zdroj enzyml byla pouzita lidskd jaterni mikrosomalni frakce (poskytnuta

Ustavem farmakologie LF, UP).

Charakteristika:

Koncentrace celkového cytochromu P450: 18,19 pmol/1

Koncentrace proteinu: 26,85 mg/ml

Specificky obsah cytochromu P450: 0,68 nmol/mg
Testované ptirodni latky a jejich standardy:

Susené kvéty ibisku sudanského pro ptipravu ¢aje (zakoupeno v HERBA, Masarykova
tiida 882/28, Olomouc)

Kandovany kvét ibisSku sudanského (zakoupeno ve Vonavy kramek s kvétinami

Bruntal)

antokyany delfinidin-3-O-glukosid chlorid (DEL-glu), delfinidin-3-O-galaktosid
chlorid (DEL-gala), delfinidin-3-O-arabinosid chlorid (DEL-ara), kyanidin-3-O-
galaktosid chlorid (KYA-gala), kyanidin-3-O-arabinosid chlorid (KYA-ara),
petunidin-3-O-glukosid chlorid (PET-glu), petunidin-3-O-galaktosid chlorid (PET-
gala), malvidin-3-O-glukosid chlorid (MAL-glu), malvidin-3-O-galaktosid chlorid
(MAL-gala), peonidin-3-O-glukosid chlorid (PEO-glu) a antokyanidiny delfinidin
chlorid (DEL), kyanidin chlorid (KYA), petunidin chlorid (PET), malvidin chlorid
(MAL), peonidin chlorid (PEO) byly zakoupeny od firmy Extrasynthese (Genay,
Francie)
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Chemikalie

isocitratdehydrogenasa (IDH), kyselina DL-isocitronova (ISO), B-
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADP") bylo dodano firmou Sigma Aldrich
(Praha, C2)

dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs), dichlormethan (CH2Cl2), chlorid draselny
(KCI), kyselina chlorista (HC1O4), siran hote¢naty heptahydrat (MgS0O4.7H-0), chlorid
sodny (NaCl) bylo dodano firmou Lach-Ner ( Neratovice, CZ)

Trihydrat octanu sodného (CH3COONa-3H20), uhli¢itan sodny (Na2COs) byly potizeny
od firmy Lachema (Brno, Ceska republika);

acetonitril (CH3CN), methanol (CH3OH) byly potizeny od firmy Merck (Praha, CZ)
Dusik zakoupeno od firmy Linde Technoplyn (Praha, CZ)
Chemikalie pro stanoveni enzymovych aktivit CYP:

Substraty warfarin, diazepam, testosteron, stejné jako pfislusné metabolity 7-
hydroxywarfarin, desmetyldiazepam, byly dodany firmou Sigma Aldrich (Praha,
Ceska republika). 6B-hydroxytestosteron byl zakoupen od firmy Cerilliant Corporation
(Round Rock, TX, USA).

VSechny pouzité chemikalie byly p.a. Cistoty, vhodné pro experimenty s biologickym

materidlem a pro enzymova stanoveni.
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Pristrojové vybaveni

analytické vahy GR-202 (Schoeller Instruments, Praha, CZ)

centrifuga BR4i (Jouan, Saint Nazaire, Francie)

koncentrator vzorkii TERMOVAP TV 10 (ECOM, Praha, CZ)

magnetickd michacka Heidolph MR 1 000 (Fischer Scientific, Pardubice, CZ)
minicentrifuga HERMLE Z 100 M (HERMLE, Korea)

minitfepacka IKA MS 3 basic (MERCI, Brno, CZ)

pH metr Schott CG 843 (Fischer Scientific, Pardubice, CZ)

spektrofotometr

sucha lazen MD-MPO0,1-D (dodano firmou Biotech, Praha, CZ)
ultrazvuk K 10 (Kraintek, Podhajska, Slovensko)

vodni lazet WB 14 (Memmert, Schwabach, Némecko)

zafizeni pro pripravu Cisté a ultra¢isté vody Watrex Ultrapur (Wartex, Praha, CZ)

HPLC systém: fidici jednotka (Shimadzu system controller SCL-10AVP, Japonsko), kolona
LiChroCART 250-4 snaplni LiChrospher 100 RP-18 endcapped, velikost ¢astic 5 pum
(Merck, Praha, CZ), vyhiivani kolony (Shimadzu column oven CTO-10AC, Japonsko),
UV/VIS detektor (Shimadzu, UV-VIS detector SPD-10AVP, Japonsko), fluorimetricky
detektor (Shimadzu diode array detector SPD-10A, Japonsko), autosampler se smyckou 50 ul
(Shimadzu autoinjector SIL-10ADVP, Japonsko), odplynova¢ mobilni faze (Shimadzu
degasser DGU-20A5, Japonsko), pumpa (Shimadzu liquid chromatograph LC-10AT,

Japonsko)

Software:
OpenOffice.org 3.2.1
Sigma plot v. 8.0 (SPSS, Chicago, IL)

Shimadzu CLASS-VP (Shimadzu, Tokyo, Japonsko)
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5.2 Pouzita metodika

5.2.1 Priprava odvaru a vyluhu ¢aje

Odvar a vyluh z kvétu ibisku sudénského byly pfipraveny podle ndvodu, ktery byl jako
pribalovéa informace uveden na obalu pouzitého ¢aje. Vyslednd koncentrace piipravenych

roztokt byla 10 g/I1.

Odvar: Do kéadinky bylo navazeno 0,5 g ¢ajovych listkt ibisku sudanského, ke kterym
bylo pfiddno 50 ml destilované vody. Smés jsme zahfivali na elektrickém vafic¢i k varu.
Roztok se pomalu barvil do vinové barvy. Jakmile roztok doséhl varu, nechal se 5 minut vafit
a poté se chladil 8 minut mimo vafi€. V nésledujicim kroku byl zfiltrovan do ¢isté kadinky.
Vysledny odvar byl rozpipetovan do ependorfek a bud’ okamzité¢ pouzit k experimentim,

nebo byl zamrazen na -80°C.

Vyluh: Do kadinky bylo navdzeno 0,5 g ¢ajovych listka ibiSku stiddnského. Do dalsi
kadinky bylo nalito 50 ml destilované vody. Destilovand voda se pfivedla k varu na
elektrickém vafrici. Ibiskové kvéty byly zality vafici destilovanou vodou. Tato smés se nechala
8 minut louhovat. Bylo patrné postupné zabarveni do vinové barvy roztoku. Po 8 minutach
byl roztok zfiltrovan do ¢isté kadinky. Vysledny vyluh byl rozpipetovan do ependorfek a bud’

okamzité pouzit nebo zamrazen na -80°C.

5.2.2 Spektrofotometrické méreni koncentrace monomernich anthokyanu

Vv ibiSkovém c¢aji, ovéreni stability anthokyant

Pro méfeni obsahu celkovych antokyanii v pfipraveném vodvaru a vyluhu z ibisku
sudanského byla pouzita spektrofotometrickd pH-diferencni metoda. Pro kazdy roztok
testovanych vzorkt byly pouzity dvé fedéni, jedno s puftrem z chloridu draselného o
koncentraci 0,025 mmol/l (pH 1,0) a druhé s pufrem octanu sodného o koncentraci 0,4 mmol/l
(pH 4,5). Rozdil v hodnotach absorbanci v riznych hodnotich pH je zpusoben strukturni
pfeménou jednotlivych antokyani z barevné oxoniové formy (pH 1,0) na bezbarvou
hemiketalovou formu (pH 4,5). Absorbance vzorku ¢aje byly odecitany pii vinové délce 525
nm a pii vlnové délce 700 nm. Jako slepy vzorek byla pouzita destilovana voda. Vysledna

absorbance (A) vzorkl ibisku byla vypocitana podle nasledujiciho vztahu:

A = (As25 — A700)pH 1,0 — (As25 — A700)pH 4,5
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Celkova koncentrace monomernich antokyani v pavodnim roztoku je vyjadiena jako

ekvivalent kyanidin-3-O-glukosidu a spocitana podle nasledujici rovnice:
Obsah celkovych antokyani (mg-1Y)=A-M-R-1000/ (¢ - L

kde A je hodnota absorbance vypocitana z rovnice (1); M je molekularni hmotnost kyanidin
3-glukosidu (449,2 g/mol); R je fedici faktor; 1000 je faktor pro prevod gramd (g) na
miligramy (mg); € je molarni absorpéni koeficient pro kyanidin 3-glukosid (26 900); a L je
délka optické drahy. [21, 22]

Ptiprava pufra

0,025 mol/l pufr chloridu draselného o pH 1,0: 1,86 g chloridu draselného bylo rozpusténo v
480 ml destilované vody. Po upravé pH pomoci koncentrované HCI na pH 1,0 byl roztok

pieveden do 500ml odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku.

0,4mol/l pufr octanu sodného o pH 4,5: 54,43 g octanu sodného bylo rozpusténo v 480 ml
destilované vody. U vzniklého roztoku bylo pH prostfednictvim koncentrované HCI upraveno
na pH 4,5. Nasledné byl roztok preveden do 500ml odmérné banky a po rysku doplnén

destilovanou vodou.

Spektrofotometricka pH-diferen¢ni metoda byla také pouzita pro urCeni stability
anthokyani ve vzorcich c¢aji. Hodnoty koncentrace celkovych anthokyand u cerstvé

ptipraveného ¢aje byly porovnany s hodnotami u zamrazenych vzorkd.
5.2.3 Meéreni koncentrace monomernich anthokyani v kandovaném ibiSku

Jak bylo feceno vyse, z ibiSku lze pfipravit nejen caj, ale i jiné pochutiny. Mezi né

patii 1 kandovany ibiSkovy kvét, ktery se prodava v obchod¢ k piimé konzumaci.

M¢éieni  koncentrace  anthokyanii v kandovaném ibisku bylo  provedeno
spektroskopicky. Bylo navazeno 4 x 0,5 g kandovaného ibiSkového kvétu, ktery byl vlozen
do kadinky, rozstfithan na malé kousi¢ky a rozmé€lnén sklenénou ty¢inkou. Do dvou kadinek,
které obsahovaly kandovany ibiSek, bylo pfidano 5 ml 0,025 mol/l pufru sloZzeného z chloridu
draselného a HCI o pH 1,0 a do dalSich dvou bylo pfidano 5 ml 0,4 mol/l pufru octanu
sodného o pH 4,5. IbiSek jsme nechali extrahovat 1 hodinu a 24 hodin. Méfeni absorbance
roztoki a vypocet koncentrace anthokyant probihalo stejnou metodou jako pii meéfeni

koncentrace anthokyant u vzorki caje.
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5.2.4 Stanoveni anthokyani a anthokyanidini pomoci HPLC

Vzorky s obsahem anthokyanii a anthokyanidint byly analyzovany pomoci HPLC [21, 22,
23]. Pro identifikaci jednotlivych anthokyan byly pouzity komeréné dostupné standardy.
Jednotlivé anthokyany v nasich vzorcich byly identifikovany podle retencnich Casti standardi.
Identifikace anthokyanidinti byla provedena obdobné s pouzitim standardi anthokyanidint

[23].

Pro analyzu jednotlivych anthokyanidini v odvaru a vyluhu caje bylo nutné nejdiive
provést hydrolyzu anthokyanti, abychom odstranili navdzané sacharidy. Pii hydrolyze bylo

postupovano nasledovng¢:

1 ml vzorku odvaru a 1 ml vzorku vyluhu bylo smichano ve zkumavkach s 2 ml 0,1 mol/I
HCI. Takto ptipravené roztoky se vlozily do vodni l4zn€ a inkubovaly po dobu 1 hodiny pii
37 °C. Oba roztoky se po 1 hodiné zahfivani na vodni lazni centrifugovaly 10 minut pii 3 500
g. Vznikly supernatant byl pro dalsi upravu piepipetovan do sklenénych slzicek. Slzicky se
vlozili na vakuovou odparku, kde byl vzorek t¢émét do sucha odpatren. Odparek byl rozpustén
v 0,5 ml 2 mol/l HCI a tento roztok byl poté ptepipetovan do mikrozkumavek eppendorf.
Mikrozkumavky umisténé ve stojanku byly ponofeny do vrouci vody a zahtivany po dobu 30-
ti minut. Nasledné se hydrolyzovana smés zchladila v ledové 1azni. Vzorky se uchovavaly bez

ptistupu svétla, jelikoz anthokyanidiny jsou na svétle nestabilni.

Vzorky k HPLC analyze byly pfipraveny smichanim 20 pl hydrolyzatu se 180 pl mobilni
faze (H.O : CH3COOH : ACN : H3POs = 9464 : 26 : 25: 2,6). Abychom ziskali
koncentrovanéjsi roztok pro analyzu, byl zbyly hydrolyzat odpafen do sucha pii 40 °C pod
dusikem. Odparek se rozpustil v 200 pl mobilni faze a tento roztok byl piepipetovan do vialek

a analyzovan pomoci HPLC.
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5.2.5 Stanoveni aktivit vybranych jaternich cytochromu P450

5.2.5.1 Stanoveni aktivity CYP2C19 N-demethylaci diazepamu a CYP3A4 3-

hydroxylaci diazepamu

Diazepam patii mezi benzodiazepinové 1éky tadici se mezi léky proti tzkosti ¢i proti
bolesti. Ma rychly nastup ucinku a pii dlouhodobé&j$im uzivani na n¢j mize vznikat zavislost

[24].

Diazepam byl pouzit jako substrat pro méteni aktivity cytochromt P450 3A4 a 2C19.
Forma CYP3A4 metabolizuje diazepam hydroxylaci v poloze 3 a vznikd temazepam,
zatimco forma CYP2C19 metabolizuje diazepam na N-desmethyldiazepam (nordiazepam)
N-demethylaci. Z obou metabolitli pak mlze vznikat oxazepam, konkrétné¢ N-demethylaci

temazepamu nebo hydroxylaci v poloze 3 N-desmethyldiazepamu.
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Obrazek 13. Schéma hydroxylace a N-demethylace diazepamu

Celkovy objem reakéni smési byl 200 pl. Do smési se napipetovalo 50 pl 100 mmol/1
pufru K/POs 0 pH 7,4, 20 ul nafedéné mikrosomalni frakce (fedéno 100 mmol/1 K/PO4
pufrem o pH 7,4), tak aby kazda reak¢éni smés obsahovala 70 pmol cytochromu P450. Do
smési bylo dale ptidano 10 pl destilované vody (kontrola). Nakonec bylo napipetovano 65 pl
NADPH+H" generujiciho systému (kone¢na koncentrace jednotlivych soucasti: NADP*
nikotinamidadenindunukleotidfosfat 0,5 mmol/l, ISO - kyselina isocitronva 3,7 mmol/l, IDH -
isocitratdehydrogenasa 18 U/ml, MgSO4 50 mmol/l) a pak se byla zahajena 30-ti minutova
preinkubace pii 37 °C. Po preinkubaci bylo do reak¢éni smési piidano 50 pl diazepamu o
vysledné koncentraci 400 umol/l. Reakce probihala 15 minut pii 37 °C, pak byla zastavena
pridavkem 100 pl ACN. Zkumavky byly po zastaveni reakce centrifugovany piti 4 “C po dobu
10 minut pfi 10 000 rpm. Nésledovala kvantifikace vytvofenych metabolitlh pomoci HPLC.
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Podminky chromatografické analyzy: mobilni faze 50 mmol/l KH2PO4 (pH 2,4) a ACN
v poméru 55:4,5 isokratickd eluce, priitok 1 ml-min?, doba analyzy 22 min. Produkt

enzymatické reakce byl analyzovan UV detekci pii 236 nm.
5.2.5.2 Stanoveni vybranych aktivit cytochromii P450 pomoci warfarinu

Warfarin je antikoagulac¢ni 1é¢ivo, coz znamena, ze je zodpovédné za snizeni

srazlivosti krve s cilem zamezit vzniku trombozy [25].

Warfarin se uziva jako racemickd smés dvou stereoisomerti. Tyto stereoisomery
mohou podléhat metabolismu hned nékolika cytochromt P450. Mista hydroxylace jsou
specificka bud’ pouze pro jeden cytochrom P450 nebo na nich miZze dochéazet k reakci za
ucasti 1vice cytochromi P450. To, ktery z enzyml bude substrdt v danou chvili

metabolizovat je dano podminkami reakce.

Pfi naSem méfeni jsme se zaméfili na sledovani hladin 7-OH warfarinu (CYP2C9), 6-

OH warfarinu (CYP1A1/2) a 4’-OH warfarinu (CYP2C18/19 a CYP2C8/9)
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Obrazek 15. Racemicka smés warfarinu Obrazek 14. Mista probihajicich reakci na warfarinu riiznymi
(http://www.sigmaaldrich.com/technical- druhy cytochromii

documents/articles/analytical/bioanalytical/lcms-warfarin.html)

Celkovy objem reakéni smési byl 250 pl. Do zkumavky bylo napipetovano 90 pl 100
mmol/] pufru K/PO4 o pH 7,4. Déle byla ptidana fedéna mikrosomalni frakce (fedéno 100
mmol/l K/PO4 pufrem o pH 7,4), tak aby reakcéni smés v kazdém vzorku obsahovala 250
pmol cytochromti P450 a také 10 pl destilované vody (kontrola). Po ptfidani 77,5 pl
NADPH+H" generujiciho systému (kone¢na koncentrace jednotlivych soudasti: NADP*
nikotinamidadenindunukleotidfosfat 0,5 mmol/l, ISO - kyselina isocitronva 3,7 mmol/l, IDH -
isocitratdehydrogenasa 18 U/ml, MgSOs 50 mmol/l) byla reakéni smés preinkubovana 30
minut pfi 37 °C. Enzymova reakce byla nastartovana ptidavkem 25 pl warfarinu (vysledna
koncentrace v reakéni smési 2 mmol/l). Reakce probihala 20 minut pii 37 °C. Reakce byla

zastavena deproteinaci pfidanim 5 pl 70 % HCIO4. Po zastaveni reakce byla smés 10 minut
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centrifugovana pii 14 000 rpm za chlazeni 4°C. 200 pul supernatantu bylo piepipetovano do

vialek a néasledovala analyza na HPLC.

Podminky chromatografické analyzy: mobilni faze obsahovala KH2PO4
(pH 3):methanol:acetonitril v poméru 52:32:16 (v/v/v), nastiik 50 pl, isokraticka eluce,
pratok 1 ml-min’, doba analyzy 38 min. Produkty enzymatické reakce byly detekovany pfi

306 nm a fluorescenéné (excitace 320 nm, emise 415 nm).
5.2.5.3 Stanoveni aktivity CYP3A4 pomoci 6 — hydroxylace testosteronu

Testosteron je fazen mezi steroidni hormony ze skupiny androgenti. V organismu je

hydroxylovén za ucasti cytochromu P450 3A4 v poloze 6f3.
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Obrazek 16. Hydroxylace testosteronu na 6—p -hydroxytestosteron

Enzymova reakce probihala v tlustosténnych centrifugac¢nich zkumavkéch. Celkovy
objem reak¢ni smési byl 500 pl. Do zkumavek bylo napipetovano 215 pl pufru K/POs (pH
7,4) o koncentraci 100 mmol/l a 10 pl destilované vody (kontrola), 20 ul fedéné
mikrosomalni frakce frakce (fedéno 100 mmol/l K/PO4 pufrem o pH 7,4) tak, aby reak¢ni
smés obsahoval 100 pmol cytochromii P450. Déle bylo piidano 155 pul NADPH+H?
generujiciho  systému  (koneéné  koncentrace  jednotlivych  soudasti: ~ NADP™*
nikotinamidadenindunukleotidfosfat 0,5 mmol/l, ISO - kyselina isocitronva 3,7 mmol/l, IDH -
isocitratdehydrogenasa 18 U/ml, MgSO4 50 mmol/l). Reakéni smés byla preinkubovéana 30
minut pii 37 ‘C a enzymova reakce byla nastartovana piidavkem 100 pl testosteronu o
vysledné koncentraci 500 pmol/l a smés byla inkubovdna 20 minut pfi 37 °C. Pro zastaveni
reakce byl pouzit 1 ml roztoku 1 mol/l NaCOsz/ 2 mol/l NaCl a hned po tomto kroku bylo
sklenénymi pipetami napipetovano 2000 pl dichlomethanu. Po pfidani dichlormethanu byly
zkumavky 15 s promichavany na vortexu a pak byly vzorky centrifugovany 10 minut pfi
10 000 rpm. Po centrifugaci bylo odebrano sklenénymi pipetami 1000 pl ze spodni vrstvy a
tento roztok byl pfenesen do ¢istych sklenénych zkumavek. Odpipetovany roztok byl vysusen
pod proudem dusiku pii 40 °C. Odparek byl rozpustén ve 200 pl mobilni faze tvorené z 64 %

methanolu. Nasledovala analyza na HPLC.
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Podminky chromatografické analyzy: mobilni faze obsahovala 64 % methanol, nastiik
50 ul, isokratickd eluce, pritok 1 ml'min™, doba analyzy 38 min. Produkty enzymatické
reakce byly detekovany pfi 254 nm.

5.2.6 Stanoveni inhibice aktivit jaternich cytochromi P450
5.2.6.1 Inhibice aktivity CYP2C19 a CYP3A4 pri metabolismu diazepamu

Celkovy objem reakéni smési byl 200 pl. Do smési se napipetovalo 50 pul 100 mmol/1
pufru K/PO4 o0 pH 7.4. Byl ptidan odvar nebo vyluh ¢aje, kazdy o objemu 10 ul, kdy kone¢né
koncentrace anthokyant v reakéni smési byly 1 ng/ml, 2,5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml
a 60 000 ng/ml. Dale bylo pouzito 20 pl pufrem fedéné mikrosomalni frakce (fedéno 100
mmol/l K/POs pufrem o pH 7,4), tak aby kazda reakéni smés obsahovala 70 pmol
cytochromu P450. Pak bylo pfidano 65 pl generujiciho systtmu NADPH+H* (kone¢né
koncentrace jednotlivych slozek: NADP* nikotinamidadenindunukleotidfosfat 0,5 mmol/l,
ISO - kyselina isocitronova 3,7 mmol/l, IDH - isocitratdehydrogenésa 18 U/ml, MgSO4 50
mmol/l). Reakéni smés byla preinkubovéna 30 minut pii 37 °C. Reakce byla nastartovdna
ptidavkem diazepamu o finalni koncentraci 400 uM a inkubace probihala 15 minut pti 37 °C.
Reakce byla zastavena pfidavkem 100 pl ACN. Po zastaveni byla smés centrifugovana 10
minut pfi 10 000 rpm a pti 4 °C. Nasledovala analyza na HPLC za stejnych podminek jako
v kapitole 5.2.5.1.

5.2.6.2 Inhibice aktivity CYP pri metabolismu warfarinu

Celkovy objem reakéni smési byl 250 pl. Do zkumavky bylo napipetovano 90 pl 100
mmol/l pufru K/POs o pH 7,4. Dale bylo ptidano 10 pl odvaru nebo vyluhu tak, aby
koncentrace anthokyant v reakéni smési byla 1 ng/ml, 2,5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml
a 60 000 ng/ml. Do reakéni smési byla pfidana fedénd mikrosomalni frakce (fedéno 100
mmol/l K/PO4 pufrem o pH 7,4), tak aby reak¢éni smés v kazdém vzorku obsahovala 250
pmol cytochromti P450. Po pfidani 77,5 ul NADPH+H" generujiciho systému (kone¢na
koncentrace jednotlivych souéasti: NADP™ nikotinamidadenindunukleotidfosfat 0,5 mmol/l,
ISO - kyselina isocitronva 3,7 mmol/l, IDH - isocitratdehydrogenasa 18 U/ml, MgSO4 50
mmol/l) byla reakéni smés preinkubovana 30 minut pii 37 °C. Po preinkubaci byla enzymova
reakce nastartovdna piidavkem 25 pl roztoku warfarinu (vyslednd koncentrace v reakéni
smési 2 mmol/l) a probihala 20 minut pti 37 °C. Reakce byla zastavena deproteinaci pfidanim

5ul 70 % HCIOa4. Po deproteinaci byla smés 10 minut centrifugovana pti 14 000 rpm pii 4°C.
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200 ul supernatantu bylo pfepipetovano do vialek a nasledovala analyza na HPLC za stejnych

podminek jako v kapitole 5.2.5.2.
5.2.6.3 Inhibice aktivity CYP3A4 pri metabolismu testosteronu

Reakce se provadéla v tlustosténnych zkumavkach ur¢enych do centrifugy. Celkovy
objem reak¢ni smési byl 500 pl. Nejdiive bylo napipetovano 215 pl 100 mmol/1 pufru K/PO4
o pH 7,4. Dale bylo aplikovano 10 pl odvaru nebo vyluhu o vysledné koncentraci anthokyanti
10 ng/ml a 60 000 ng/ml. Dale bylo pfidano 20 pl fedéné mikrosomalni frakce (fedéno 100
mmol/l pufrem K/PO4 o pH 7,4) tak, aby kazdy ze vzorkt obsahoval 100 pmol cytochromu
P450. Po piidani 155 ul NADPH+H* generujiciho systému (kone¢né koncentrace
jednotlivych slozek: NADP* nikotinamidadenindunukleotidfosfat 0,5 mmol/l, ISO - kyselina
isocitronva 3,7 mmol/l, IDH - isocitratdehydrogenasa 18 U/ml, MgSO4 50 mmol/l), byla smés
preinkubovana 30 minut pii 37 °C. Poté bylo pfidano 100 pl testosteronu (vysledna
koncentrace 500 pmol/I) a roztok byl inkubovan 20 minut pii 37 °C. Pro zastaveni reakce
byl pouzit 1 ml roztoku 1 mol/l NaoCOz / 2 mol/l NaCl a hned po tomto kroku byly
sklenénymi pipetami napipetovany 2 ml dichlomethanu. Po pfidani dichlormethanu byly
zkumavky 15 s promichavany na vortexu a pak byly vzorky centrifugovany 10 minut pfi
10 000 rpm. Po centrifugaci bylo odebrano sklenénymi pipetami 1000 pl ze spodni vrstvy,
tento roztok byl prenesen do Cistych sklenénych zkumavek a odpafen do sucha pod proudem
dusiku pti 40 °C. Odparek byl rozpustén ve 200 pl mobilni faze tvofené z 64 % methanolu.
Nasledovala analyza na HPLC za stejnych podminek jako v kapitole 5.2.5.3.
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5.3 Vysledky

5.3.1 Spektrofotometrické méreni koncentrace monomernich anthokyani

v ibiSkovém ¢aji, ovéreni stability anthokyani

Pfi tomto méfeni bylo postupovano podle metodiky viz. 5.2.2. Pro prvni méfeni byly

pouzity Cerstveé pripravené vzorky odvaru a vyluhu. Zbytek vzorki byl zamrazen a uchovavan

pii -80°C. Pro dalsi méfeni (2. méteni) byly tyto vzorky po jednom tydnu rozmrazeny a opét

po méfeni zamrazeny. Pro tfeti méfeni byly tyto vzorky pouZzity po mesi¢nim zamrazeni.
Vysledky byly dosazeny do rovnic:

A=(Accas25-A700)pH1,0 — (Accas2s-A700)pHa,5

c= A*MW*DF*1000/(€*L)

1. méfeni pH pufru Absorbance Absorbance
kolem 520 nm pFi 700 nm
Vyluh (100x Fedéno) 1,0 0,050 0,001
4,5 0,007 0,001
Odvar (100x iFedéno) 1,0 0,044 0,001
4,5 0,008 0,001
Vyluh (20x Fedéno) 1,0 0,236 0,000
4,5 0,036 0,002
Odvar (20x iFedéno) 1,0 0,218 0,001
4,5 0,037 0,003

Tabulka 1. Méreni koncentrace monomernich anthokyanii ve vzorcich cerstvé pripraveného odvaru a vyluhu

100x Fedéné 20x redéné
Vyluh A =0,043; ¢ =71,805205 mg/1 Vyluh A =0,202; ¢ = 67,463794 mg/I
Odvar A =0,036; ¢ = 60,115985 mg/I Odvar A =0,183; ¢ =61,117918 mg/I
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Absorbance Absorbance

2. méfeni pH pufru
kolem 520 nm pri 700 nm

1,0 0,050 0,004

Vyluh (100x #edéno)
4,5 0,012 0,007
Odvar (100x 1,0 0,046 0,004
fedéno) 4,5 0,011 0,004
1,0 0,237 0,003

Vyluh (20x Fedéno)
4,5 0,050 0,003
1,0 0,220 0,001

Odvar (20x fedéno)
4,5 0,038 0,002

Tabulka 2. Méreni koncentrace monomernich anthokyaniive vzorcich odvaru a vyluhu jednou zamrazenych a rozmrazZenych

100x Fedéné 20x redéné
Vyluh A =0,041; ¢ = 68,46543 mg/I Vyluh A =0,187; ¢ = 62,45383 mg/l
Odvar A = 0,035; ¢ = 58,446097 mg/I Odvar A =0,183; ¢ =61,117918 mg/I
Absorbance Absorbance
3. méreni pH pufru
kolem 520 nm pri 700 nm
1,0 0,049 -0,001
Vyluh (100x fedéno)
4,5 0,010 0,002
Odvar (100x 1,0 0,043 -0,003
fedéno) 4,5 0,005 -0,003
1,0 0,226 -0,002
Vyluh (20x Fedéno)
4,5 0,031 -0,001
1,0 0,216 -0,003
Odvar (20x fedéno)
4,5 0,031 -0,002

Tabulka 3. Méreni koncentrace monomernich anthokyanii z 2x rozmrazenych vzorkit vyluhu a odvaru

100x Fedéné 20x iedéné
Vyluh A =0,042; ¢ =70,135316 mg/1 Vyluh A =0,196; ¢ = 65,4596283 mg/1
Odvar A =0,038; ¢ =63,4557621 mg/I Odvar A =0,186; ¢ =62,1198513 mg/I

Posledni méfeni bylo provedenou na nové piipravenych vzorcich €aje s cilem ovéfit

homogenitu obsahu anthokyant v jednotlivych kvétech ibisku.
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Absorbance Absorbance

4. méreni pH pufru
kolem 520 nm pri 700 nm

1,0 0,047 -0,002

Vyluh (100x fedéno)
4,5 0,007 -0,001
Odvar (100x 1,0 0,043 -0,002
Fedéno) 4,5 0,005 -0,001
1,0 0,225 -0,002

Vyluh (20x redéno)
4,5 0,034 -0,001
1,0 0,216 -0,002

Odvar (20x fedéno)
4,5 0,035 -0,001

Tabulka 4. Kontrolni méreni koncentrace monomernich anthokyanii v Cerstvé pripravenych vzorcich odvaru a vyluhu

100x Fedéné 20x iedéné
Vyluh A =0,041; ¢ = 68,465428 mg/I Vyluh A =0,192; ¢ =64,123717 mg/l
Odvar A =0,039; ¢ = 65,125651 mg/I Odvar A =0,182; ¢ =60,783941 mg/I

STABILITA ODVARU A VYLUHU

—40— 100x fedény vyluh 20x fedény vyluh
100x fedény odvar 20x fedény odvar

80

60
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30
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1. MERENI 2. MERENT 3. MERENT 4. MERENI
Obrazek 17. Stabilita odvaru a vyluhu v zavislosti na opakovaném cyklu zmraZeni-rozmraZeni

Z naseho méteni vyplyva, ze zmény v obsahu anthokyant v odvaru a vyluhu z kvéta
ibisSku sudanského pii opakovaném zamrazovani se vyrazné neméni a obsah anthokyani je

stabilni, tato stabilita je patrna i po mésici zamrazeni (obrazek 17).
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Pii stanoveni obsahu anthokynu, pfi opakované ptipravé odvaru a vyluhu, jsme zjistili
niz8i koncentraci u vyvaru o 4,65 % pfti fedéni 100x a o 4,95 % pii fedéni 20x nez pii 1.
méteni a vyssi koncentraci u odvaru o 8,33 % pii fedéni 100x a nizsi o 0,55 % pfti fedéni 20x

nez pii 1. méfeni.

5.3.2 Méreni koncentrace monomernich anthokyanii v kandovaném ibisku

vinova délka
Absorbance  Absorbance pri

pH pufru abs. maxima
500 nm 700 nm
(nm)
1,0 502 0,227 -0,003
1 hodina
45 500 0,384 -0,002
1,0 nedetekovatelné nedetekovatelné 0,002
24 hodin
45 498,69 0,409 0,002

Tabulka 5. Vysledky méieni monomernich anthokyanii v kandovaném kvétu ibisku

Hodnoty absorbance pii méfeni koncentrace monomernich anthokyanti v kandovaném
ibiSku, byly na hrané detekovatelnosti a vinova délka absorpcniho maxima se posunula k 500

nm. Z naméfenych hodnot jsme nemohli ziskat spravné koncentrace ptitomnych anthokyani.

Pti analyze vzorku, ktery extrahovany 24 hodin, byl vzorek rozpustény v pufru o pH

1,0 nedetekovatelny, a proto nebyl ziskan vysledek.

Je pravdépodobné, Ze anthokyany v kandovaném ibiSku jsou rozloZeny metodou
pfipravy této pochutiny. Analyzu anthokyani mohou také ovliviiovat piidané latky

V kandovaném ibisku, jako jsou cukry nebo barviva pro dobarveni.
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5.3.3 Stanoveni anthokyani a anthokyanidini pomoci HPLC

Nejdfive bylo nutné stanovit pomoci piislusnych standarda reten¢ni casy jednotlivych
anthokyant, které se v ibisku nachazeji. Déle byla provedena kalibra¢ni zavislost pro kazdy
analyzovany anthokyan. Nésledn¢ byly vzorky odvaru a vyluhu identifikovany a

kvantifikovany na zakladé kalibracni zavislosti.

Anthokyany Retencni ¢as Koncentrace (umol/l)

Delfinidin —

_ 18,890 34,7114
galaktosid (gala)

Delfinidin — glukosid

Odvar (qluko) 19,406 1,9704
Petunidin — gala 20,359 42,7735
Petunidin — gluko 21,388 1,4533
Malvidin — gala 22,208 0,1735
Malvidin - gluko 22,786 0,4136

Tabulka 6. Koncentrace a retencni ¢asy anthokyanii v odvaru ibiskového caje

Anthokyany Retenc¢ni ¢as Koncentrace (umol/1)
Delfinidin — galaktosid
18,901 36,2944
(gala)
Delfinidin — glukosid
V¥luh 19,421 2,4730
ylu (gluko)
Petunidin — gala 20,366 53,1589
Petunidin — gluko 21,427 1,7820
Malvidin — gala 22,210 0,2685
Malvidin - gluko 22,803 0,6926

Tabulka 7. Koncentrace a retencni ¢asy anthokyanii ve vyluhu ibiskového caje

Na chromatogramu nebyl patrny pik odpovidajici anthokyanu s kyanidinovou
necukernou slozkou. Pfi métfeni mohlo dojit k ptekryvu dvou pikil a proto tento anthokyan

nebyl identifikovan.

Pii analyze anthokyanidinli byly nejdfive stanoveny retencni casy jednotlivych
anthokyanidint podle standardli. Anthokyanidiny byly pak identifikovany podle retencnich

casti. Ukézalo se vyhodné zahusténi vzorku odpatfeni pod dusikem a naslednym rozpusténim
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V malém objemu mobilni faze. Na chromatogramu jsme dostali mnohem vétsi plochy pika a

snaze se jednotlivé anthokyanidiny identifikovaly.

Anthokyanidin ~ Reten¢ni ¢as Plocha piku
Odpateni o
Delphinidin 18,144 11390996
dusikem
Odvar Kyanidin 22,091 8408815
Pouze o
Delphinidin 18,380 868888
hydrolyzovatelné
Kyanidin neidentifikovan
Tabulka 8. Anthokyanidiny nalezené v odvaru ibiskového caje
Anthokyanidin ~ Reten¢ni ¢as Plocha piku
Odpateni o
Delphinidin 18,136 16430546
dusikem
Vyluh Kyanidin 22,105 10024206
Pouze o
Delphinidin 18,439 961564
hydrolyzovatelné
Kyanidin 22,327 558463

Tabulka 9. Anthokyanidiny nalezené ve vyluhu ibiskového caje

U vzorkl odvaru a vyluhu byly pouhou hydrolyzou nebo s vyuzitim zahusténi vzorku

nalezeny dva anthokyanidiny a to dephinidin a kyanidin. Kyanidin u hydrolyzovaného vzorku

odvaru nebylo mozné identifikovat, jelikoz pravdépodobné doslo k rozpadu piku na dv¢ ¢asti.

Petunidin a malvidin nebyly ve vzorcich identifikovany.
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5.3.4 Stanoveni inhibice aktivit jaternich cytochromu P450

Vsechny vysledky inhibici aktivit vybranych cytochromd P450 jsou uvedeny
v tabulkach 18-24. VSechna data jsou vztazena ke kontrolni aktivité tzn. k reakénimu systému

bez ptidavku odvaru a vyluhu, ktery ma hodnotu 100 %.
5.3.4.1 Inhibice aktivity CYP2C19 a CYP3A4 pri metabolismu diazepamu

Me¢fteni vlivu odvaru a vyluhu na aktivitu cytochromu P450 2C19 1 3A4 pii pouziti
diazepamu jako substratu ukazuje, Ze inhibice aktivit enzymu byla velmi nepatrna. Inhibice se
pohybuje okolo 80 % puvodni hodnoty. To dokazuje, ze anthokyany nejsou specifickymi
inhibitory CYP2C19 a CYP 3A4.
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Obrazek 18. Inhibice aktivity CYP2C19
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Obrdazek 19. Inhibice aktivity CYP3A4
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5.3.4.2 Inhibice aktivity CYP pFi metabolismu warfarinu

Po méfeni aktivity vSech forem cytochromti P450, které metabolizuji warfarin bylo
zjisténo, ze doslo jen k mensi inhibici téchto enzymu. Efekt na nejvyznamnéj$i enzym
metabolismu warfarinu, CYP2C9, je na obrazku 20. U dalSich metaboliti warfarinu, kde
specifita warfarinu pro jednotlivé formy cytochromu P450 neni tak vyrazna jsou uvedeny
vysledky na obrazcich 21-23. U metabolitu 6-OH warfarinu doslo k nejvétsi inhibici u odvaru
0 50 % prii koncentraci 1 ng/ml, dalsi inhibice nejsou koncentraéné zavislé. U metabolitu 4-
OH warfarinu doslo k nejvétsi inhibici u odvaru o 55 % pfi koncentraci 10 ng/ml, u
metabolitu 10-OH warfarinu doslo k nejvétsi inhibici u odvaru o 65 % pii koncentraci 60 000
ng/ml. U metaboliti 6-OH, 4-OH a 10-OH warfarinu bylo stanoveni zatiZzeno velkou chybou,

protoze velikost pikd byla na hrané detekovatelnosti.
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4-OH WARFARIN
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Obrizek 23. Inhibice aktivity
5.3.4.3 Inhibice aktivity CYP3A4 pri metabolismu testosteronu

Nasim métfenim bylo zjisténo, Ze anthokyany vyrazné neinhibuji aktivitu CYP3A4 se
substratem testosteronem. Jejich inhibice se pohybuje okolo 20 % vi¢i kontrolni hodnoté u

odvaru pfi koncentraci 60 000 ng/ml.
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Obrdazek 24. Inhibice aktivity CYP3A4
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6 Diskuse

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, zda ucinné latky, které se nachézeji
Vodvaru a vyluhu suseného kvétu ibiSku sudanského, maji vliv na aktivitu vybranych
cytochromiit P450. Témito ucinnymi latkami jsou pfedevsim rostlinné flavonoidy a jejich
derivaty anthokyany, které jsou ¢im dal castéji konzumovany jako béznd strava nebo
pochutiny a jsou také vyuzivany jako soucast doplnkl stravy nebo i jako barviva. Odvar
Z ibisku se v soucasné dob¢ pouziva také napt. pti piipravé domacich osvézujicich napoju
nebo i jako Iék na rizna onemocnéni. V tomto smyslu je mozné zminit jeho diureticky a
antihypertenzni efekt. Plisobeni latek obsazenych v ibisku na cytochromy P450 by mohl

ovliviiovat metabolismus nékterych 1é€iv.

Nase studie se zabyvala vlivem odvaru a vyluhu zibisku suddnského na aktivitu
cytochromti P450 pritomnych v mikrosomalni frakci lidskych hepatocyt. Z vysledki je
patrny vyznamny inhibi¢ni vliv na aktivitu CYP3A4 pfi pouZiti warfarinu jako substratu.
V tomto ptipadé odvar z ibisku snizil koncentraci metabolitu 10-OH warfarinu az o 65%. Pti
pouziti testosteronu jako specifického substratu pro lidsky CYP3A4, v§ak doslo k inhibici jen
pfi nejvyssi pouzité koncentraci odvaru (60 000 ng/ml), a to o 20 %. U dalSich metabolitt
warfarinu 4-OH warfarinu a 6-OH warfarinu doSlo také ke snizeni koncentrace (az o 60%),
ale zde nebylo snizeni koncentra¢né zavislé. Ani pfi sledovani zmén koncentrace metabolitii
diazepamu, kde za metabolické pfemény jsou zodpovédné CYP2C19 a CYP3A4, nebyly
zjiStény vyrazné inhibice. Pfi srovnani s publikovanymi daty je nutné zminit studii, kde byly
pouzity potkani Wistar v ,,in vivo“ experimentu. Zde byl sledovan efekt davkové zéavislosti
vodného extraktu z ibiSku sudanského na vybrané CYP. V této studii bylo zjiSténo, Ze ani
jedna pouzita koncentrace neovlivnila jak celkovy obsah CYP, tak aktivity studovanych
forem cytochromu P450. Dtvod odlisnosti vysledkt aktivit je pravdépodobné rozdil mezi
experimenty in vivo a in vitro. U in vivo experimentd musime pocitat s velmi nizkou

biodostupnosti pfirodnich polyfenoli [26].

Nase vysledky naznacuji, ze souCasné¢ podavani vodnych roztokii odvaru ¢i vyluhu
z ibisku sudanského a 1éciv metabolizovanych zejména CYP3A4, by teoreticky mohlo

ovlivnit metabolismus daného 1é¢iva.
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7 Zavér

Predkladana bakalafska prace se zabyva vlivem ucinnych latek ptitomnych v kvétu
ibisku sudanského na aktivitu vybranych cytochromiu P450 (CYP3A4, CYP2CI18/19,
CYP2C8/9, CYP1Al1/2).

Z vysledkl experimentt vyplyva:

V odvaru a vyluhu z ibisku sudanského bylo nalezeno 7 antokyanu (DEL-glu, DEL-
gala, DEL-ara, KYA-gala, KYA-ara, PET-glu, PET-gala) a nejméné 2 antokyanidiny
(DEL, KYA).

Pti sledovani stability anthokyant v pfipraveném odvaru a vyluhu bylo zjisténo, ze
opakované zmrazeni a rozmrazeni nema vliv na koncentraci téchto latek.

U CYP3A4 a CYP2C8/9/18/19, s vyuzitim warfarinu jako substratu pro cytochromy
P450, doslo v mikrosomalni frakci jaterniho homogenatu k inhibici téchto forem CYP.
Ptesto, vzhledem k nizké biodostupnosti polyfenolickych latek, lze predpokladat, ze
uzivani odvaru a vyluhu z ibisku stdanského nema signifikantni vliv na metabolismus

warfarinu in vivo.

Cile prace byly splnény.
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