Univerzita Palackého v Olomouci

Prirodovédecka fakulta

Katedra organické chemie

Vliv prirodnich polyfenolickych latek na jaterni

biotransformacni enzymy

Bakalarska prace
Autor: Tereza Mouckova
Studijni program: Chemie
Studijni obor: Bioorganicka chemie a chemicka biologie
Forma studia: Prezen¢ni
Vedouci prace: doc. RNDr. Eva Anzenbacherova, CSc.
Konzultant prace: Mgr. Jifi Prokop
Akademicky rok: 2017/2018

11



Prohlaseni:
ProhlaSuji, zZe jsem zdvérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny
pouzit¢ informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast nebyla

pfedloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Souhlasim s tim, aby méa prace byla zptistupnéna v knihovné Katedry organické chemie,

Ptirodovédecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci

V Olomouci,

Podpis



Podékovani:

Rada bych touto cestou podékovala predev§im mé vedouci, pani docentce
RNDr. Evé Anzenbacherové, CSc. za trpélivost, odborné vedeni mé bakalarské prace
a veSkeré¢ rady, které mi v pribéhu vypracovani prace poskytla. Dale bych rada
podékovala Mgr. Jitimu Prokopovi a viem ostatnim pracovnikim na Ustavu Lékaiské
chemie abiochemie, LF UPOL za pomoc a vytvofeni piijemnych podminek
na pracovisti. V neposledni fad¢ bych chtéla podekovat své roding, kterda mi vytvotila

stabilni zdzemi a poskytla podporu po celou dobu mého studia.



Bibliograficka identifikace:

Jméno a pfijmeni autora:

Nazev prace:

Typ préce:

Pracoviste:

Skolitel:
Rok obhajoby prace:
Abstrakt:

Klic¢ova slova:
Pocet stran:

Jazyk:

Tereza Mouckova

Vliv pfirodnich polyfenolickych latek na jaterni
biotransformacéni enzymy

Bakalarska prace

Ustav 1ékaiské chemie a biochemie, Lékatska
fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci

Doc. RNDr. Eva Anzenbacherova, CSc.

2018

Piirodni polyfenolické latky, mezi které¢ se tadi
anthokyany, jsou pro lidsky organismus nepostra-
datelné antioxidanty. Antioxidanty pomahaji chra-
nit organismus pied volnymi radikaly. Anthokyany
patifi mezi cizorodé latky, a proto mohou byt
metabolizovdny  biotransformacnimi  enzymy,
cytochromy P450.

Cilem této bakalatrské prace je studium aktivity
jaternich cytochromi P450 u potkani krmenych
pSenicemi obohacenymi o anthokyany. Analyzou
téchto enzyml pomoci specifickych substrati
a HPLC nebylo zjiSténo vyznamné ovlivnéni
aktivity anthokyany. Produkce peciva z pSenic
obohacenych o anthokyany by mohla byt vhodnou
cestou, jak doplnit antioxidanty a chranit tak

organismus pred oxida¢nim stresem.

Cytochromy P450, polyfenoly, anthokyany, HPLC
55

Cestina



Bibliographical identification:

Author’s first name and surname:

Title:

Type of thesis:

Department:
Advisor:

The year of presentation:
Abstract:

Keywords:

Number of pages:

Language:

Tereza Mouckova
The influence of natural polyphenolic compounds
on the hepatic biotransformation enzymes
Bachelor thesis
Faculty of Medicine and Dentistry, Palacky
University Olomouc
Doc. RNDr. Eva Anzenbacherova, CSc
2018
Anthocyanins, natural polyphenolic products,
are irreplaceable antioxidants for human body.
Antioxidants help to protect organism against reac-
tive oxygen species. Anthocyanins are xenobiotics
for our body, so they can be metabolized
by biotransformation enzymes-cytochromes P450.
The aim of this bachelor thesis is to study the
activity of the liver cytochromes P450. These
cytochromes are obtained from rats which were fed
with wheat enriched with anthocyanins. Analysis
of the properties of these enzymes with specific
substrates (using the HPLC) reveal no significant
influence of anthocyanins on cytochrome P450
activity. The baking of bread from wheats
containing anthocyanins could be a good choice to
supply the antioxidants to the man, which may

protect the organism against oxidative stress.

Cytochromes P450, polyphenols, anthocyanins,
HPLC

55

Czech



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK:

CYP
GIT
ADME
NADH
NADPH
ROS
MEQOS
HPLC
Kb
IDH
1ISO
NADP
TRIS
BCA
EDTA
PMSF
HP

cytochromy P450

gastro-intestinalni trakt
absorpce-distribuce-metabolismus-exkrece
redukovany B-nikotinamidadenindinukleotid
redukovany B-nikotinamidadenindinukleotid fosfat
reactive oxygen species

microsomal ethanol oxidizing system

hight performance liquid chromatography
distribu¢ni konstanta

isocitrat dehydrogenaza

kyselina DL-isocitronova
B-nikotinamidadenindinukleotid
tris(hydroxymethyl)aminomethan

stl kyseliny bicinchininové

sodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové
fenylmethansulfonyl chlorid

homogenizac¢ni pufr



Obsah

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ...t 16
CILE BAKALARSKE PRACE..... cccoooooiriiiiiniiiineeissssiisssesissssssssssssssssssssssssess s 19
UVOD. ... e 20
TEORETICKA CAST....ccuiiiiiiiiiiiii i, 11
1. Biotransformace cizorodych TAteK..........cccoiviiiiiiiiiiiiie e 11
1.1, L faze (funkcionaliZACE)........ceiruiiieeiiieiieisiee sttt e ste e ste e siee ettt naeere e nre e 12
1.2, I fAZ€ (KOMJUZACE) .eveeuvirieeieeiesieeiesie ettt r e e 12

2. CytoChromy PAS0. .. .o e 13
2.1, SHUKIUME CYP oo 13
2.2, NOmMeNKIatUra CYP ... 14
2.3, CYP v lidSKEém OraniSImU ........ccereriiiiiieiiiesiee ettt reesne e 14
2.4, VYZNAMNE 1ZOCTIZYIILY ....vvervivieresrensnestesseesesseesessesseessesseassesseasssssessesssessessssresseessessens 15
241, CY P A 15
242, CYP2C . it 15
243, CYP2D . 16
244, CYP2E ..o 16
245, CY P A bbb 16

3. Prirodni POIYTENOIY. .. . oo 17
3L FAVONOTAY ..ottt 18
I AN 111 40] 4 Y7 | OSSR TSSRP 18

4. HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie)..........c.ccuveeireneneiciiisiscsese e 20
EXPERIMENTALNI CAST.....oiiiiis ciiii i 22
8. MET O D K A 22
6.1, MALETIAL....oiieiie e e 22
6.1.1. Potkani mikrosomalni frakCe ..........ccooovrieiiiieiiiiiic e 22
6.1.2.  CREMUKALIC ...veiviiiiiieeieees ettt 23
6.1.3. PEIStIOjOVE VYDAVENL.....iiieiiiiicii s 23

B.2.  IMEBIOAY ... 24
6.2.1.  Priprava mikrosomalni frakce z jater potkana...............cccceveiiviiinininncncens 24
6.2.2. Stanoveni koncentrace CYP v mikrosomalni frakci .........c.cooeniiicieninicninnnne, 25
6.2.3. Stanoveni celkové koncentrace proteinu..........c.ovevervrerieereseeneseeenese e 25
6.2.4.  Kalibra¢ni kiivky pro stanoveni metabolitdi CYP pomoci HPLC....................... 26
6.2.5. Stanoveni aktivit CYP ... 28

T VY SLEDK Y .ot e, 38



7.1. Charakterizace mikrosomalni frakce potkaniho jaterniho homogenatu...............cccc....... 38

7.2. Kalibrace pouzitych analytickych metod ...........cooiiieiiniiiinee e 38
7.2.1. Kalibrace metody pro stanoveni 4°- hydroxydiklofenaku, metabolitu diklofenaku,
S VYUZILIM HPLC ..ot 38
7.2.2. Kalibrace metody pro stanoveni 6°- hydroxychlorzoxazonu, metabolitu
chlorzoxazonu s vyuzitim HPLC ........cccooiiiiiiiicce e 39

7.3. Stanoveni aktivit CYP.....ccooiiiiiiiiii 40
7.3.1. Stanoveni aktivity CYPLA .....ooiiiiiiee s 40
7.3.2. Stanoveni aktivity CYP2E s vyuzitim chlorzoxazonu ............cccoccveiiiiiiienicniennne 42
7.3.3. Stanoveni aktivity CYP3A s vyuZitim teStOStErONU.......cueerveerierieiieiieesiee e 42
7.3.4. Stanoveni aktivity CYP2D s vyuzitim bufuralolu.............ccooveiiiiiiiniiiencec 43
7.3.5. Stanoveni aktivity CYP2C .....ooiiiiiiiiiiieeee e 44

7.3.6. Stanoveni aktivity CYP2B s vyuzitim 7- ethoxy — 4 - (trifluorometyl)kumarin (EFC)
48



CILE BAKALARSKE PRACE
Seznamit se s problematikou metabolismu cizorodych latek rostlinného puvodu

Vv zivych organismech.

Osvojit si praci s biologickym materialem a seznamit se S metodami pro méfeni aktivity
enzymu, zejména cytochromi P450.

Provést vlastni experimenty zaméiené na méfeni aktivity riznych forem
cytochromii P450 po konzumaci anthokyanti, vyhodnotit a zpracovat ziskana data.
Zhodnotit, zdali naméfené zmény aktivit cytochromti P450 po konzumaci pSenice

obohacené anthokyany mohou byt klinicky vyznamné.



UvVOD

Moderni civilizace se stale vice odklani od pfirody, coz pfinasi lidem nepfiznivé
zdravotni dusledky. V nasi stravé chybi dostatek zeleniny a ovoce. T¢lo tak nedostava
potiebné ucinné latky, zejména antioxidanty, a nemuze udrzovat pfirozenou rovnovahu
mezi volnymi radikaly a antioxidanty. Radikaly se tak vtéle hromadi a mohou
negativn¢ interagovat S molekulami ve svém okoli. Pfi nedostatecné konzumaci
antioxidanti Obsazenych napf. v ovoci a zeleniné¢ se nase t€lo vystavuje riziku
civiliza¢nich onemocnéni, ateroskler6ze, onemocnéni jater a mnoha dalsim.

Tento nepfijemny trend se snazi napravit projekt Mendelovy Univerzity v Brné
a Zeméd¢lského vyzkumného tstavu v Krométizi, jehoz cilem je péstovani pSenice
sgeny upravenymi pro syntézu anthokyant. Anthokyany (jedna ze skupiny
polyfenolickych latek) jsou sekundarni metabolity rostlin, které zptisobuji zbarveni
kvétd i ostatnich ¢asti rostlin Cervené, modie a fialové. Jejich konzumace ma
blahodarny vliv na celkovy zdravotni stav organismu, vyznamny je jejich boj
S oxidacnim stresem.

Na druhou stranu je tfeba pfipomenout, Ze i anthokyany jsou pro organismus
cizorodé latky a je tedy dilezité veédét, jaky je jejich osud v organismu a jakym
zpusobem interaguji S biotransformacnimi enzymy. Hlavnimi jaternimi biotransfor-
macnimi enzymy jsou cytochromy P450 (CYP), které metabolizuji vétSinu cizorodych
latek (xenobiotik) v téle. Utastni se tzv. 1. faze biotransformace xenobiotik, ale
metabolizuji také endogenni substraty napf. steroidni hormony. CYP muzeme najit
hlavn¢ v jatrech ale i mozku, GIT, plicich nebo kuzi.

Tato bakalafska prace se vénuje zkoumani vlivu anthokyanli na jaterni

cytochromy P450.



TEORETICKA CAST

1.  Biotransformace cizorodych latek

Zivé organismy se kazdym okamzikem setkdvaji s cizorodymi (exogennimi)
latkami z okoli. Tyto latky, oznacované jako xenobiotika, se do t¢la dostavaji predevsim
potravinami gastrointestinalnim traktem, ale také v plynné¢ formé do dychacich cest,
vmensi mife se vstiebavaji kazi.® Absorbované xenobiotikum je distribuovano
krevnim obc&hem V organismu, kde piedstavuje riziko, protoZze muze interagovat
s endogennimi cili a narusit fyziologické pochody, nebo se mtize v té€le akumulovat (tzv.
bioakumulovat). > Obecn& se xenobiotikum ¥di v organismu farmakokinetickymi
fazemi ADME (absorpce, distribuce, metabolismus a exprese). K metabolickym
pfeménam cizorodych latek vyuZivaji organismy pfedevSim tzv. biotransformacéni
enzymy. Tyto enzymy méni chemickou strukturu xenobiotika s cilem omezit vstup
do tkéani, omezit interakce s endogennimi latkami a urychlit eliminaci z organismu.
Kazdé xenobiotikum se 1i§i svym metabolismem v organismu a stav kazdého organismu
mize ovlivnit metabolismus xenobiotika (v€k, pohlavi, onemocnéni, genetické
podminky). -3
Biotransformace se odehrava piedevsim v hepatocytech, konkrétné v endoplazmatickém
retikulu, mitochondriich, lysozomech nebo cytosolu. VIiv na metabolismus xenobiotika
ma mnoho faktort jako napt. chemicka struktura, ionizovatelnost, polarita ¢i stereoche-
mie latky. Zatimco ionizované a hydrofilni latky se vylucuji z organismu prevazné
Vv nezménéné formé ledvinami, lipofilni latky musi byt metabolizovany. V nékterych
pfipadech mohou byt reabsorbovany zledvin do krve pfes glomerularni filtrat,
metabolizovany a pak vylouceny moc¢i nebo prochazeji enterohepatalnim ob&hem
a mohou byt vylou¢eny stolici. Samotna biotransformace muze mit vliv na biologickou
aktivitu latky - mulze ji zvysit, nezménit nebo snizit. Pribéh biotransformace mize
narusit i onemocnéni jater jako - hepatitida, biliarni cirhdza, steatéza nebo poskozeni
jater alkoholem. 234
Obecné Ize biotransformaci rozd¢lit na dvé ¢asti. Byvaji oznacovany jako I. faze

a Il. faze. Ne kazda latka vSak prochazi obéma fazemi.
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1.1. |.faze (funkcionalizace)
V této fazi dochazi k vytvotreni polarnich funkénich skupin na metabolizované

molekule latky, coZ umoZituje jeji snazsi vyloudeni z organismu. * Navazanim nebo
odhalenim funkéni skupiny Ize biologickou aktivitu latky zvysit i snizit nebo mize
zlstat nezménéna, nejedna se tedy pouze o detoxikaci. Touto cestou mohou
v organismu dokonce také vzniknout toxické metabolity jinak netoxickych latek (napf.
paracetamol). Nékteré latky jsou zcela inaktivovany jiz Vv této fazi (warfarin ¢i
noradrenalin). Hlavnim chemickym dé&jem I. faze metabolismu cizorodych latek je
oxidace, v mensi mife také redukce, hydratace izomerace nebo hydrolytické reakce. *°
1é¢iv. Krom& 1é&iv se Gastni metabolickych pfemén i latek t&lu vlastnich. > Aktivita
cytochromit P450 muaze byt zvySena indukci proteosyntézy nebo muze byt snizena
napt. inhibici téchto enzymil. Tato skutecnost je vyznamnd pii uréovani mozné
interakce 1é¢iv na trovni metabolismu. Pokud né&jaka cizoroda latka napf. z potravy
inhibuje jaterni CYP, nedochazi k odbourdni soucasné¢ podavaného 1é¢iva a mize dojit
k jeho hromadéni v organismu az na toxickou hodnotu. Naopak induktory cytochromi
mohou zvySenou aktivitou enzyml zplsobit sniZeni terapeutické davky léciva
a znehodnoceni pozadovaného vlivu na organismus. 45

Mezi dals$i vyznamné enzymy prvni biotransformacni faze patti také: peroxidazy,
reduktazy, hydrolazy, alkoholdehydrogenazy a aldehyddehydrogenazy, mitochondrialni

aminooxidazy atd. »°

1.2. 1I. faze (konjugace)

V druhé fazi metabolismu cizorodych latek dochazi ke konjugaci metaboliti
s endogennimi substraty za tcasti konjuga¢nich enzymu. Vysledné konjugaty jsou jeste
polarnéjsi a vétSinou méné biologicky aktivni neZ prvotni xenobiotikum a mohou byt
z téla vylouCeny (zejména moci). 1. ® Reakce druhé faze byvaji rychlejsi a proto je
celkova rychlost metabolizace urc¢ena prevazné nesyntetickou prvni fazi. Konjugaéni
faze vyzaduje dodani energie — endogenni latka, ktera vstupuje do konjugacni reakce,
musi byt aktivovana vazbou s makroergni molekulou. *

Hlavnimi typy konjugacnich reakci této faze jsou: konjugace s Kkyselinou
glukuronovou nebo sirovou, konjugace s glutathionem ¢i s aminokyselinami, acetylace

a methylace. *
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1. Cytochromy P450
Cytochromy P450 byly objeveny vroce 1958. ° Nachazeji se v buiikach,

zejména v membrané endoplazmatického retikula, dale také v mitochondriich,
lysozomech a cytosolu. Spolecné s hemoglobinem a myoglobinem patfi do skupiny
hemovych proteind. Cytochromy P450 se vyskytuji ve vSech zivotnich formach od
bakterii po rostliny, houby a zivocichy. Vyvojové jsou star§Si nez vySe zminény
hemoglobin. Z jediného genu cytochromu P450 bakterii se do souc¢asné doby vyvinulo
ohromné mnozstvi odlisnych genti kddujici cytochromy prokaryontnich i eukaryotnich
organismil. Jejich evoluce se datuje do doby pifed 2-3 miliardami let, kde plnily ulohu
Vv metabolismu endogennich substrati. Dal§i meznik nastal v dobé, kdy zvifata zacala
pojidat rostliny, a potfebovala si vytvofit ochranny systém proti laitkhm obsaZzenych
ve stravé. Podobnd situace nastala, kdyz ¢lovék sam zacal syntetizovat do té doby
neexistujici slouceniny a zacal je vnaSet do Zivotniho prostfedi. Za poslednich 400
miliont let jsme zaznamenali prudky nartst novych forem CYP, coZ je zplisobeno

predevsim duplikaci a konverzi CYP geni, kterd metabolizuji nové xenobiotika. 2

1.1. Struktura CYP

Tyto hemoproteiny obsahuji hem b (protoporfyrin IX.), podobné jako
hemoglobin nebo myoglobin. Porfyrinovy skelet je v molekule caste¢né véazan
hydrofobnimi silami a zaroven prostiednictvim thiolatové siry, tedy sulthydrylové
skupiny cysteinu, ktera tvofi paty ligand hemového Zeleza. Aktivace molekularniho
kysliku spociva v ptisobeni protilehlého, patého ligandu hemového zeleza, kterym je
4,7

prave thiolatovéa sira. Toto uspofaddni umoziuje vyjimecné chovani téchto

hemoproteint a odliSuje se tak od hemoproteint ostatnich (Obr.1).
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CH=CH2

HOOC ¢ CH, CH, ¢« COOH

Obrazek 1: Protoporfyrin IX s thiolatovou vazbou 2°

1.2. Nomenklatura CYP

Nékteré vlastnosti si tyto enzymy nesou jiz ve svém jméné. Jsou lokalizovany
Vv burikach - cyto a byly objeveny jako rostlinné pigmenty - chromy. Dnes se vSak toto
pojmenovani povazuje za zastaralé. Diky unikdtnim spektralnim vlastnostem jejich
komplexu redukované formy s CO je k ndzvu pfifazena Cislice 450, znacici vinovou
délku absorpéniho maxima tohoto komplexu. ?

CYP se vyskytuji v mnoho formach (izoenzymech) 12 které jsou fazeny do
rodin a podrodin podle poradi aminokyselin, tedy podle jejich primarni struktury. Pokud
je homologie primarni struktury enzymu 40 % a vic, miizeme je zatfadit do stejné rodiny
znacené arabskou Cislici (napt. CYP1, CYP2,...). Déle se cytochromy fadi do podrodin
a to na zakladé homologie sekvence aminokyselin 60 % a vys. Podrodiny znaci velké
pismeno, které nasleduje po arabské ¢&islici znacici rodinu (napt. CYP3A, CYP2B...).

Posledni arabska cCislice v ndzvu znaci konkrétni formu cytochromu (napt. CYP3A4). 8

1.3. CYP v lidském organismu

Cytochromy P450 se nachazeji hlavné v jatrech, V nejvyznamnéj$im
detoxika¢nim organu lidského téla. Dale je muzeme najit v plicich, tenkém stfeve,
ledvinach, kizi, mozku & nadledvinkach. * **
V membrané endoplazmatického retikula cytochromy P450 spolupracuji pii

transportu elektrond s dalSimi enzymy a proteiny, které jsou zde lokalizovany. Je to

14



predevsim NADH-cytochrom-P450-reduktasa, cytochrom Dbs 1 dalsi. Obecné

a zjednodugeng Ize tyto reakce kvantitativng vyjadfit rovnici (1): 2

RH + O, +NADPH + H" — R-OH + H,O + NADP* (1)

Vysledkem enzymového déje, do kterého vstupuje substrat (RH), kyslik
aredukovany koenzym (NADPH+H"), je hydroxylovana molekula substratu (R-OH)
molekula vody a oxidovany koenzym (NADP'). Kromé& hydroxylaénich reakci
katalyzuji cytochromy P450 i dalsi reakce napf. N-dealkylace, O-dealkylace,

deaminace, sulfoxidace, N-oxidace nebo dehalogenace. > *

1.4. Vyznamné izoenzymy

1.41. CYP1A

U vétSiny savcu, stejné jako u ¢lovéka, se podrodina 1A sklada ze dvou
cytochromi P450: CYPIA1 a CYPIA2. Tyto enzymy byly poprvé izolovany
z potkanich jater po indukci methylchlorantrenem. *

CYPIAT1 je lokalizovan extrahepatdlné a v jatrech se jeho hladina zvySuje
az po indukci. CYP1A2 se vyskytuje hlavné v jatrech ale i jinych organech. Mezi
l1é¢iva, ktera tato skupina metabolizuje, patii napt. kofein, theofylin, klozapin,
melatonin °, duloxetin, imipramin, ondasteron, naproxen, terbinafin a R-warfarin. *
CYP1A1 metabolizuje hlavné planarni aromatické uhlovodiky, CYP1A2 preferuje spise

aromatické aminy a heterocyklické slou¢eniny. *°

1.42. CYP2C

Tato podrodina obsahuje u ¢lovéka vyznamné enzymy: CYP2CS8, CYP2C9,
CYP2C18 a CYP2C19, které metabolizuji 1é¢iva jako napt. diazepam, diklofenak,
ibuprofen nebo R-warfarin. CYP2C9 je majoritnim enzymem této skupiny a jeho
hlavnimi substraty jsou latky kyselé povahy. Metabolizuje také endogenni Substraty
napf. Kys. arachidonovou a steroidy. CYP2C8 a CYP2C9 jsou casto spojovany
dohromady, protoze se od sebe svou strukturou a substratovou specifitou pfilis nelisi.
CYP2CS je zodpovédny za metabolismus antidiabetik rosiglitazonu a pioglitazonu, dale

metabolizuje néktera antiarytmitika, antimalaritika a ibuprofen.? **°
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1.43. CYP2D

Zastupcem této podrodiny u clovéka je CYP2D6. Patii mezi nejlépe
prozkoumané cytochromy P450, ma Sirokou substratovou specifitu a exprese tohoto
enzymu se vyznaCuje vubec nejvyraznéjSim genetickym polymorfismem. 213
Od genetického polymorfismu jsou odvozeny riizné fenotypy oxidativniho metabolismu
tohoto enzymu, na jejichz zakladé je mozné rozdélit populaci do nékolika skupin:
pomali metabolizatofi, intermediarni metabolizatofi, extenzivni a ultrarychli
metabolizatofi. Nejvice uzivanymi markerovymi 1é¢ivy pro urceni fenotypu CYP2D6
jsou spartein, debrisoquin a dextromethorfan. Studie ukazuji, ze v kavkazské populaci je
okolo 7 % defektnich CYP2D6 genti a v asijské populaci dokonce okolo jedné
poloviny. Fenotypy s defektnimi alelami mohou byt spojovany s Parkinsonovou nemoci
avSak mohou ochratiovat ptfed rakovinou mocového meéchyfe. V lidském téle se
CYP2D6 nachdzi hlavné v jatrech ale i v plicich, mozku nebo gastrointestindlnim
traktu. * MnozZstvi substrati metabolizovanych CYP2D6 je v porovnani s jeho minoritni
expresi v jatrech velky a zahrnuje okolo 15-25 % vSech terapeuticky pouZzivanyh
lé¢iv - antiarytmika (pf. propafenone), antidepresiva (pf. vanlafaxin), antipsychotik

a (pt. aripiprazol), B- blokatory (pf. bufuralol) a cytostatika. * 10

1.44. CYP2E

U savci je ztéto podrodiny 2E znam pouze jeden zastupce: 2E1. CYP2EL je
velice inducibilni svymi substraty, stejné tak jako endogennimi hormony. Dilezitou roli
hraje pfi metabolismu ethanolu. U lidi indukce ethanolem zpisobuje zvySenou
transkripci v perivenéznich hepatocytech. CYP2E1 je také indukovan riznymi
patofyziologickymi podminkami jako napf. diabetes, obezita, hladovéni a onemocnéni
jater. Predpoklada se, ze CYP2E1l hraje roli v onemocnénich jater zptsobenych

alkoholem. %

Z 1éciv metabolizuje CYP2EL1 chloroxazon ¢iacetaminophen
(paracetamol). Dale biotransformuje malé organické molekuly jako napt. halogenované

uhlovodiky, benzen, styren nebo acetaldehyd.4

1.45. CYP3A

vvvvvv

bezpochyby CYP3A4. Ugastni se vétsiny metabolickych pfemén téch 1é¢iv, u kterych

je znama jejich metabolickd cesta. Ma Sirokou substratovou specifitu, ktera je ziejmé
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dana vysokou flexibilitou aktivniho mista. Spektrum lé¢iv, které metabolizuje CYP3A4,
je siroké a otevira tak celou fadu moznosti pro 1ékové interakce. Po aplikaci dvou nebo
vice substrati CYP3A4 muze byt vlivem kompetitivni inhibice extrémné zvySena
hladina jednoho z podanych 1é¢iv a mulze se stat pro organismus toxicka. Velice
znamym piikladem inhibice CYP3A4 je konzumace grapefruitového dzusu, kdy latky
pfitomné v grapefruitu inhibuji aktivitu CYP3A4 a je dokumentovano, ze uz jedna
sklenice tohoto napoje miize zplsobit navySeni farmakokinetickych  parametri
nad bezpe¢nou hranici. Mezi xenobiotika metabolizovana CYP3A4 patii napf.
benzodiazepiny, taxol, steroidni hormony a dalsi. CYP3A4 je lokalizovan nejen
Vv jatrech, ale i dalSich tkanich jako jsou ledviny, déloha, plice, gastrointestinalni trakt

atd 4,5,10

2. Piirodni polyfenoly

Ptirodni polyfenolické slouceniny patii do skupiny rostlinnych sekundérnich
metabolitli, které jsou obsazeny v ovoci, zelening, ¢aji, ¢okoladé¢ a v mnoha dalSich
zdrojich. O dietnich polyfenolech je znamo, Ze maji pozitivni vliv na mnoho
biochemickych pochodt a na celkovy zdravotni stav organismu. Dilezita je napt. jejich

> Polyfenoly jsou také znamé tim,

uloha pii ochrané proti oxida¢nimu stresu.
ze zpomaluji progres kardiovaskularnich, neurodegenerativnich a nadorovych onemoc-
néni. *® Do dnesniho dne je popsano Vice jak 8 000 polyfenolickych sloucenin. VSechny
polyfenolické latky jsou odvozeny od kyseliny Sikimové. Polyfenoly mizeme rozd¢lit
podle odlisnych strukturnich skupin, poc¢tu fenolovych kruhti a atomt, které tyto kruhy
spojuji.

Obecné lze polyfenolické slouceniny rozdélit do téchto tiid: 16, 17
- Fenolové kyseliny - patfi mezi né derivaty kyseliny benzoové a skotficové.
Obsah hydroxybenzoovych kyselin je v jedlych ¢éastech rostlin obecné velmi nizky
s vyjimkou Cerveného ovoce, ¢erné fedkve a cibule, které mohou obsahovat az nékolik
desitek mg/kg. 3 Derivaty hydroxyskoticové kyseliny jsou vice Casté a patii mezi né
hlavné kyselina kavova, ferulova, p-kumarova nebo sinapova. Vyskytuji se
Vv boriivkach, kiwi, Svestkach, tfesnich nebo jablkach. Ferulova kyselina je nejhojnéji
obsazena v cerealiich, hlavn¢ ve vnéjSich ¢astech zrna.
- Stilbeny - obsahuji dvé fenylové casti spojené dvouuhlikatym methylenovym

mustkem. Mnoh¢é stilbeny plsobi jako antifungicidni fytoalexiny, které jsou
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syntetizované¢ jako odpovéd’ na infekci a poranéni. Vyznamnym stilbenem je
revestratrol, obsazeny hlavné v grepech a Cerveném ving.

- Lignany - jsou difenolové slouceniny, které obsahuji 2,3- dibenzylbutanovou
strukturu zformovanou ze dvou zbytkl kys. skoficové. Nekteré lignany (napi.
secoisolaricresinol) jsou povazovany za fytoestrogeny.

- Flavonoidy (viz nize)

2.1. Flavonoidy

Flavonoidy jsou velice pocetna skupina polyfenolickych latek. Stejné jako jejich
podskupina anthokyany jsou dulezité jako antioxidanty pro prevenci rakoviny,
kardiovaskularnich onemocnéni a dalsich patologickych stavii. ! Jejich chovani zavisi
na struktufe, stupni hydroxylace a polymerizace, ostatnim substitucim a konjugacim.
Obsahuji ve své struktuie flavan, ktery se sklada ze dvou benzenovych kruht (A a B)
a pyranového kruhu (C). Jednotlivé flavonoidy se od sebe lisi substituci na vSech tech
kruzich. Substituenty mohou byt hydroxylové nebo methoxylové skupiny. Flavonoidy

délime do nékolika strukturnich tiid. %

wr . I wewr 4 o . o, 1
Ptiklady nejvyznamné&jsich zastupct flavonoidi: *°

o Flavonoly (cibule, brokolice, ¢aj, mnohé ovoce)
. Flavony (paZitka, celer, hefrmankovy ¢aj)
o Flavanony (v citrusech)

o Flavanoly (¢aj, jablka)
. Isoflavony (s6ja)

. Anthokyany (viz niZe)

Rozdilné modifikace molekuly ovliviluji metabolickou cestu organismem.
Funkéni  hydroxylové skupiny flavonoidii uplatiiuji svij antioxidaéni efekt

vychytavanim ROS (nebo chelataci kovovych iont). °

2.2. Anthokyany
Anthokyany (z feckého anthos = kvét, kyanos = ocelové modry) patii spolu

s anthoxantiny do skupiny flavonoidi. Tato barviva jsou zodpovédna za zabarveni
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rostlinnych kvéth a plodt do Cervena, fialova a modra. Zékladni strukturou antokyant je

aglykon nazyvany antokyanidin. (Obr.2)

Obrazek 2: Zakladni struktura anthokyant

V piirod¢ se naléza 17 raznych typt antokyanidinti. Nejrozsifen€jsi z nich jsou
kyanidin, delfinidin, peonidin, petunidin, pelargonidin a malvidin (Obr.3). V rostlinach
se nejcastéji nachazeji v glykosylované formé. Cukerna slozka je Casto navazana

na jejich Cz hydroxylovou skupinu v uhlikatém fetézci.

OH
OH
HO. o, oH ot OH ot
O \ O - O \ O > O \ -
OH OH OH OH

OH OH

OH

Pelargonidin Kyanidin Delphinidin

OCH3
OCH;

Peonidin Petunidin Malvidin

Obrazek 3: Struktury nejcast&jsich anthokyaniding %*

Vyznamnou vlastnosti anthokyani je jejich kolisava stabilita. Faktory
ovlivitujici stabilitu mohou byt napft.: struktura molekuly, pH prostfedi, pfitomnost
kysliku nebo teplota ¢i svétlo.

Hlavni vliv na stabilitu maji funkéni skupiny navazané na aglykon (hydroxylové,
methoxylové, acylové skupiny) nebo pocet navazanych cukernych zbytkl. Sacharidova

slozka napft. zvysuje stabilitu a rozpustnost antokyant ve vodé.
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DalS§im vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje stabilitu anthokyanii je pH. Pfi
pH men$im nez 5 je intenzita Cervené barvy zvySena, ale jeji barevny odstin je
nezménén a pii pH vétsim nez 5 je barva fialova az modra.

Vzdusny kyslik oxiduje anthokyany na nebarevné nebo hnéd¢ zbarvené
produkty. Anthokyany se degraduji i po vystaveni UV, VIS nebo ionizujicimu zafeni,
proto se doporucuje jejich skladovani v mistech nepropustnych pro viechna zafeni. *

Anthokyany nejsou esencidlnimi nutrienty, avSak jejich vyskyt v potravé
(bortivky, arénie, hroznové vino, vino, Cerny rybiz, ostruziny, jahody a cervena
a fialova zelenina), pusobi jako prevence proti kardiovaskularnim nemocem, diabetu,
rakoving€, antioxidacnimu stresu, ateroskler6ze a neuroprotektivne. 2 Intenzita G¢inku

anthokyanii je omezena pomérné malym vstiebavanim. Stupeii absorpce anthokyant

v organismu je dan opét jejich strukturou (Obr.3). *

3. HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie)
Poprvé byl termin chromatografie pouzit v roce 1903 ruskym biologem

Cvetem. % Obecné chromatografie patii mezi separa¢ni metody, pfi kterych se déli
slozky vzorku mezi dvé vzijemné nemisitelné faze (nepohybliva faze - stacionarni,
pohyblivd - mobilni faze). Vzorek se nanese na zacatek stacionarni faze, vlivem
pohybu mobilni faze ptes fazi stacionarni dochazi k rozdilnému unéseni sloZzek ve
vzorku. Tyto jednotlivé slozky mohou byt stacionarni fazi zachycovany podle jejich
fyzikalné chemickych vlastnosti a timto principem dochazi k separaci. 23 Vzijemné
interakce neutrdlnich molekul vzorku jsou =zalozeny na ptisobeni slabych
mezimolekularnich sil (napf. Van der Walsovi sily, interakce mezi dipdly,
elektrostatické interakce). Pii prichodu systémem projde kazdé slozka mnohokrit z
mobilni faze do staciondrni a zase zpét. Tuto rovnovahu systému popisuje distribu¢ni
konstanta Kp. Casovy zaznam signilu detektoru, kterym protéka mobilni faze za
kolonou, oznacujeme jako chromatogram. Jednotlivé zény slozek se behem cesty
roz§ifuji a jejich zaznam ma pak tvar chromatografickych pikﬁ.22

Typy chromatografickych metod mizeme délit z nékolika hledisek:

- Podle skupenstvi mobilni faze (kapalinova chromatografie, plynova
chromatografie)

- Podle uspofadani stacionarni faze (kolonova, plosnd, papirovd, tenkovrstva

chromatografie)
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- Podle povahy dé&je, ktery prevlada pti separaci:

o Rozdélovaci chromatografie

. Adsorp¢ni chromatografie

o Iontove - vyménna chromatografie
o Gelova chromatografie

o Afinitni chromatografie

HPLC (neboli Hight Performance Liquid Chromatography) vyuziva k G¢inné
separaci dostatecné velky pocet zrni¢ek sorbentu, kterd kladou protékajici tekuting
znaény odpor. % Jako mobilni faze se pouzivé isté rozpoustédlo nebo smés misitelnych
kapalin, casto se pouziva smés polarnéjsiho a méné polarniho rozpoustédla,
pf. methanol a destilovand voda. Pro ziskdni optimalniho rozliSeni je v zavislosti
na analytu Casto potieba gradientové slozeni mobilni faze, kdy se v ¢ase méni pomér
mezi vice a mén& polarnim rozpoustédlem. %

Soustava HPLC zacina cerpadly na mobilni fazi. Kapalina se do kolony cerpa
pistovymi nebo membranovymi &erpadly. Cerpadla dosahuji prittoku v rozsahu od
mikrolitrGi do desitek mililitri pfi tlaku az 35 MPa. Material ¢erpadla byva z nerezové
oceli, keramiky ¢i plastu, nesmi byt poSkozovan mobilni fazi a nesmi do ni uvoliiovat
zadné latky. Ventily byvaji Casto zhotoveny z pryZe nebo safiru. Jsou pouZzivana
dvoj¢innd Cerpadla, v sérii zapojena Cerpadla a Cerpadla vyuZivajici dvou ¢i vice pisti,
kterd na rozdil od jednoc¢inného pistového Cerpadla s kmitavym pohybem nezplsobuji
rusivé tlakové razy.

Dale postupuje mobilni faze do smé&Sovaciho zatfizeni, které s vyuzitim riznych
zasobnikli mulzZe pfipravovat smés kapalin stalého sloZeni (izokraticka eluce) nebo fidit
zmény ve sloZzeni vysledné mobilni faze (gradientovéa eluce) v pritbé¢hu separace.

Analyzovany vzorek na kolonu aplikuje davkovaci zafizeni. Dnes jiz piekonané
davkovani injekeni stfikackou pfinaSelo nevyhody z hlediska tésnosti, udrzeni tlaku ¢i
kontaminace z materialu v injek¢ni stiikacce. V soucasné dobé byvaji injekeni systémy
nahrazeny automatickym davkovacim zatizenim.

Pro vétSinu analyz se pouzivaji kolony z nerezové oceli naplnéné piislusSnym
sorbentem o definovaném priméru a velikosti pért. Na casticich je pak navadzana
funkéni skupina, udavajici charakter stacionarni faze. Jinou alternativou jsou

monolitické kolony.
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Jako ochrana hlavni kolony jsou vyuzivany specidlni filtry a ptfedkolony, které
se umistuji pfed kolonu. Zpusobuji jen malé rozSifeni pasti a chrani kolonu pted
necistotami a nerozpustnymi materialy.

Na konci systému je umistén detektor. Jako zaklad detektoru se pouziva
pruto¢na cela o minimdlnim objemu a méfici systém, jehoz signal zavisi na slozeni
protékajiciho eluentu. Nejcastéjsimi detektory jsou spektrofotometricky, fluorimetricky,
amperometricky nebo konduktometricky. Dalsi moznosti identifikace latek je pouziti

specifickych detektort, jakymi jsou napt. NMR nebo MS detektor. 22,23

EXPERIMENTALNI CAST

6. METODIKA

6.1. Material

6.1.1. Potkani mikrosomalni frakce

Potkani mikrosomy se pfipravily frakéni centrifugaci na Ustavu lékaiské chemie
a biochemie, LF UP. Jednotlivé mikrosomalni frakce ziskané z experimentélnich zvitat
se liSi dietou (pSenici), kterd jim byla v pribéhu experimentu podavana. Pouzité
pSenice:
Bohemia - bézna psenice, kontrolni a isogenni k UC66049 a Scorpion
UC66049 - jarni pSenice, barva zrna modra
Skorpion - barva zrna modra, aleuron
Novosibirskaja - bézna pSenice, kontrolni a isogenni k ANK-28A, ANK-28B a Aoi-
Yu, barva zrna bila
ANK-28A - isogenni pSenice s geny kodujici pouze anthokyany, ¢ervend barva zrna
ANK-28B - isogenni psenice s geny kodujici pouze anthokyany, ¢ervena barva zrna

A0i-YU - pSenice obohacena o geny kodujici modré anthokyany, barva zrna modra

Celkova koncentrace proteini a koncentrace CYP v jednotlivych pouzitych
mikrosomalnich frakei :

Potkani krmeni pSenici Bohemia: ceypaso=31,315 umol-l'l, Cprot= 33,83 pmol-I*

Potkani krmeni pSenici UC66049: ccypaso= 30,505 umol-l’l, Corot= 32,98 pmol-I™

Potkani krmeni pSenici Skorpion: ceypaso= 36,155 umol-l'l, Corot= 39,65 pmol-I*
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Potkani krmeni pSenici Novosibirskaja:Ceypaso= 24,285 umol-l'l,cpmtz 26,24 pmol-I™*
Potkani krmeni pSenici ANK-28A: Ccypaso=21,87 umol-l'l, Cprot= 26,15 pmol-I*
Potkani krmeni pSenici ANK-28B: Ccypaso=2,64 umol-l'l, Corot= 29,62 pmol-I™
Potkani krmeni pSenici Aoi-YU: Ceypaso= 25,935 umol-l'l, Cprot=39,93 pmol-I*

Potkani byly pouzivany v souladu s pokyny pro péci a pouzivani laboratornich

zvitat (Ochrana zvitat proti zneuziti, zakon ¢. 246/92, CZ).

6.1.2. Chemikalie

Chemikalie byly p.a. Cistoty a Vhodné pro experimenty s biologickym
materialem a pro enzymaticka stanoveni. Chemikalie dodaly:
Sigma Aldrich (Praha, CZ): isocitratdehydrogenasa (IDH), kyselina DL-isocitronova
(ISO), B-nikotinamidadenindinukleotid (NADP*), Trizma base (TRIS), warfarin,
fenacetin, kumarin, diklofenak, diazepam, bufuralol, chlorzoxazon, testosteron,
7¢ -hydroxywarfarin, 7¢-hydroxykumarin, desmethyldiazepam, temazepam,
6‘-hydroxychlorzoxazon, testovaci souprava pro stanoveni proteinti pomoci BCA
Lach-Ner (Neratovice, CZ): dihydrogenfosfore¢nan draselny, dichlormethan,
dimethylsulfoxid, chlorid draselny, kyselina ethylendiaminetraoctova dihydrat, kyselina
chlorista, kyselina octova, sachardza, siran hofe¢naty heptahydrat
Merck (Praha, CZ): acetonitril, methanol
Cerilliant Corporation (Round Rock, TX, USA): 4‘-hydroxydiklofenak,
6B-hydroxytestosteron
BD Genstest (Woburn, MA, USA): 1°- hydroxybufuralol
Linde Technoplyn (Praha, CZ): dusik, oxid uhelnaty

6.1.3. Pristrojové vybaveni

Analytické vahy GR (Schoeller Instruments, Praha, CZ)

HPLC, Ridici jednotka (Shimadzu systém controller SCL-10AVP, Shimadzu, Kyoto,
Japonsko), kolona LichroCART 250-4, s naplni LiChrosper 100 RP-18, velikost ¢astic
5 um (Merck, Praha, CZ), vyhiivani kolony (Shimadzu column oven CTO - 10AC,
Japonsko), UV/VIS detektor (Shimadzu, UV-VIS detector SPD - 10A, Japonsko),
fluorimetricky detektor (Shimadzu diode array detector SPD - 10A, Japonsko),
autosampler se smyckou 50 upl (Shimadzu autoinjektor SIL - 10ADVP, Japonsko),
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odplynova¢ mobilni faze (Shimadzu degasser DGU - 20A5, Japonsko), pumpa
(Shimadzu liquid chromatograph LC - 10AT, Japonsko)

Chlazena centrifuga Mikro 22R, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Némecko)

Chlazena centrifuga Rotina 38R, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Némecko)
Membranové filtry Pall Corporatioin, hydrofilic polypropylene membrane filters 100
IPK

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

Spektrofotometr UV - 2401PC, Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

Termomixer Comfort, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

Ttepacka typu ,,vortex* reax top, Heidolph Instruments (Schwabach, Némecko)
Ultrazvukova lazen UCC4, Notus-Powersonic (Vrable, Slovensko)

UV-VIS spektrofotometr TECAN Infinite M200, Schoeller Instruments (Praha, CZ)
Ultracentrifuga Beckman Optima™ LE - 80K, Beckman (Ramsey, MN, USA)

6.2. Metody

6.2.1. Priprava mikrosomalni frakce z jater potkana

Mikrosomalni frakci z jater potkana se ziska frakéni centrifugaci jaterniho
homogenatu. Prace s jatry je celou dobu provadéna na ledu a v chladicim boxu.
Vsechny potiebné nastroje, vEetné piistroji musi byt pfedem vychlazeny.

Jatra se zvazi a nastiihaji ntizkami v homogenizaénim pufru (HP, 0,25 mol-I™*
sacharosa, 1 mmol-I* EDTA, pH 7,4) s pfidavkem 0,2 mol-I* PMSF v isopropanolu
(inhibitor protedz). Jatra se sliji pfes gazu a jeste¢ dvakrat promyji HP. Po poslednim
promyti se kjatrim pfidd trojndsobné mnozstvi HP a homogenizuji se ponornym
disperga¢nim homogenizatorem tiikrat max. 10 s. Tento homogenat se nalije do 50 ml
plastovych zkumavek, po okraj doplni HP, vyvazi a necha centrifugovat pti 4 000 x g
10 minut pfi 4 °C v centrifuze Rotina 38R. Vznikly supernatant se opét nalije do 50 ml
zkumavek, opét vyvazi a tentokrat centrifuguje pfi 11400 x g 25 minut 4 °C
na centrifuze Rotina 38R Takto ziskany supernatant se nalije do ultracentrifugac¢nich
zkumavek (Beckman Coulter® Brea, Kanada), po okraj se doplni HP, dikladné
zkontroluje, zda nejsou pfitomny bublinky vzduchu a da se do centrifugy na otacky
126 000 x g na 1 hodinu pii 4 °C. Po ultracentrifugaci se odstrani supernatant

a sediment se resuspenduje v promyvacim pufru (50 mmol-I"* TRIS, 0,15 molI* KCI,
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0,2 mmol-I* PMSF) v objemu odpovidajicimu objemu ultracentrifuga¢nich zkumavek.
Vznikla smés se homogenizuje v homogenizatoru podle Pottera a Elvehjema
s teflonovym pistem. Nasleduje dalsi ultracentrifugace pti 126 000 X g 1 hodinu pii
4 °C. K ziskanému sedimentu se pfilije rehomogenizac¢ni pufr (20 mmol-l* KH,PO,, 0,2
mmol-I"* EDTA, 20% glycerol, pH 7,4) tak, aby byl celkovy objem 0,2 nasobkem vahy
jater. Takto pfipravené mikrosomy se piepipetuji do 1,5 ml plastovych zkumavek

a thned zamrazi na - 80 °C.

6.2.2. Stanoveni koncentrace CYP v mikrosomalni frakci

Koncentrace CYP v mikrosomalni frakci se urcuje spektrofotometrickym
stanovenim po redukci dithionicitanem sodnym a po navazani oXidu uhelnatého.
Ziskana potkani mikrosomalni frakce se 20x natedi fosfatovym pufrem (100 mmol-1?,
pH 7,4) a CYP se zredukuji pfidavkem dithioni¢itanu sodného. Tato suspenze se rozdéli
do dvou kyvet a ty se pak vlozi do dvoupaprskového spektrofotometru a zméfi
se baseline mezi 500 az 400 nm. Vzorkova kyveta se probublava slabym proudem CO
po dobu 1 minuty. Po utvoieni komplexu s CO se opét provede spektrofotometrické
méfeni. Diky naméfené absorbanci se vypocita celkova koncentrace CYP v mikroso-

malni frakci podle vzorce:

A450 —A490

ooor " 20 (fedéni)

Cpaso =
Aysp... absorbance pii 450 nm
Aygo ...absorbance pii 490 nm
Cpaso. ...koncentrace cytochromti P450

0,091 ...hodnota molarniho absorpéniho koeficientu pro CYP [1- mol™t - cm™1]

6.2.3. Stanoveni celkové koncentrace proteinu

K stanoveni celkové koncentrace proteinu v mikrosomalni frakci se pouziva kit
firmy Pierce (Rockford, USA) s vyuzitim soli bicinchoninové kyseliny (BCA). Princip
metody spo&iva v alkalické redukei Cu ** na Cu'* proteinem a chelataci Cu'* BCA
za vzniku fialového produktu.

Vzorek se nafedi fosfatovym pufrem (100 mmol-I™ pH 7) 50x. Nasledng se
pfida cinidlo A (BCA a vinan sodny v alkalickém roztoku uhli¢itanu a

hydrogenuhli¢itanu sodného) a B (4% roztok pentahydratu siranu méd’ného) v poméru
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50:1. Vzorky se inkubuji 30 minut pfi 37 °C a nasledné se ochladi na laboratorni teplotu.
Absorbance se m&H pfi 562 nm a celkova koncentrace proteinii (mgml™) se nasledn&

stanovi z kalibracni kiivky zavislosti absorbance na koncentraci BSA.

6.2.4. Kalibra¢ni kfivky pro stanoveni metaboliti CYP pomoci HPLC

Pro kvantitativni stanoveni metaboliti vzniklych pfi enzymovych reakcich
se pouziva metoda kalibracni kiivky. Konkrétné¢ zavislost plochy pikli na koncentraci
produktu reakce. Pfi vytvorfeni kalibraéni kiivky se dodrzi stejné reakéni podminky jako
pfi stanoveni aktivit CYP. Pro stanoveni aktivit jednotlivych CYP s pouzitim riznych
substratii (kap. 6.2.5.) musi byt pouzita ptislusna kalibrac¢ni kiivka. Jednotlivé body
kalibra¢ni kiivky se méfi v tripletech a jejich hodnota je praimérem tii vysledku. V této
bakalaiské praci se méfily kalibracni kiivky pouze u metod vyuzivajici jako substrat
diklofenak a chlorzoxazon. Kalibrace ostatnich metod se ziskaly od kolegh

na pracovisti.

26



6.2.4.1. Kalibrace metody pro stanoveni 4°- hydroxydiklofenaku, metabolitu
diklofenaku, s vyuZitim HPLC

Tab.1: Podminky pro ptipravu vzorku Kkalibrace 4°- hydroxydiklofenaku v jaternich
mikrozomech

CYP2C11(CYP2C6)
Objem reak¢ni smési: 100 pl
Pufr: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,4
Mikrosomalni frakce: 35 pmol
Metabolit: 0,4 mM 4°- hydroxydiklofenak
NADPH generujici systém: 0,5 mM NADP, 4 mM ISO, 5 mM MgSO4
a 0,2 U/ml IDH
Inkubace: 15 minut, 37°C, 250 rpm
Stop systém: Acetonitril a kys. octova, 94:6
Mobilni faze: A: 30% acetonitril a 2mM HCIO,4
Vv poméru 30:7
B: 100% methanol

Piipravi se koncentrace 4‘- hydroxydiklofenaku 0,9; 0,6; 0,3; 0,2; 0,1; 0,05 nmol
v 250 pl reakéni smési, do reakéni smési se pipetuje prvni stop systém, misto substratu
se pridavaji jednotlivé koncentrace metabolitu, po centrifugaci 10 minut pii 24 100 X g,
4 °C se odpipetuje 200 ul supernatantu do vialek, analyza HPLC, nastiik 50 ul, pratok
MF 1ml/min, detekce UV pii 280 nm.
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6.2.4.2. Kalibrace metody pro stanoveni 6° hydroxydroxychlozoxazonu, metabolitu

chloroxazonu, s vyuzitim HPLC

Tab.2: Podminky pro piipravu vzorkl kalibrace 6°- hydroxychlorzoxazon v jaternich

mikrozomech

CYP2E
Objem reak¢ni smési: 1000 pl
Pufr: 100 mM fosfatovy puftr, pH 7,4
Mikrosomalni frakce: 160 pmol
Substrat: 2,5 mM chlorzoxazon
NADPH generujici systém: 0,5 mM NADP, 4 mM ISO, 5 mM MgSO,
a 0,2 U/ml IDH
Inkubace: 20 minut, 37 °C, 250 rpm
Stop systém: 42,5% kys. fosforecna
Mobilni faze: 0,5 % kys. octova a acetonitril, 3:1

Ptipravi se koncentrace 6°-hydroxychorzoxanu 0,2; 0,8; 1,6; 2,0; 04,0 nmol v 1 000 pl
reakéni smési, do reakéni smeési se pipetuje prvni stop systém, misto substratu se
pfidavaji  jednotlivé  koncentrace  metabolitu =~ Extrakce do 2 ml
1sopropanolu/chloroformu (18:85), vitiva extrakce 20 s na vortexu, centrifugace pii 717
X g, 1 ml spodni organické vrstvy se odpipetuje, vysusi dusikem, odparek se rozpusti
v 200 pl MF, 150 pl rozpusténého odparku se odpipetuje do vialek, HPLC , nastiik
50 pl, pratok MF 1ml/min, detekce UV pii 287 nm.

6.2.5. Stanoveni aktivit CYP
Aktivita CYP se stanovi pomoci specifickych substratt, které CYP metabolizuji,

podle niZe uvedenych metod s detekci HPLC. Vliv anthokyanti obsazenych ve pSenicich
na metabolismus byl studovan u CYP2El, CYP1lA, CYP2D, CYP3A, CYP2C
a CYP2B. Porovnanim plochy piku v HPLC analyze kontrolni skupiny (100% aktivita)
s ostatnimi skupinami se ziska zména aktivity v procentech. U vSech stanoveni HPLC je

pouzita UV nebo fluorescenc¢ni detekce.
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Tab.3: Substraty vhodné k méteni aktivity CYP

CYP2E1 Chloroxazon 6°- hydroxychloroxazon  6‘- hydroxylacechlorzoxazonu
CYP1A Ethoxyresorufin Resorufin O - deethylace ethoxyresorufinu

Fenacetin Paracetamol O - deethylace fenacetinu
CYP2D Bufuralol 1°- hydroxybufuralol 1°- hydroxylace bufuralolu
CYP3A Testosteron 6B°- hydroxytestosteron 6B~ hydroxylace testosteronu
CYP 2C Diklofenak 4°- hydroxydiklofenak 4°- hydroxylace diklofenaku

Warfarin 7°hydroxywarfarin 7hydroxylace warfarinu

Diazepam Temazepam, N - methylace diazepamu

Desmethyldiazepam Demethylace diazepamu

CYP2B EFC 7 -HFC 7¢- hydroxylace EFC

6.2.5.1. Stanoveni aktivity CYP2E1 pomoci chloroxazonu
C

H
I
’ : j@[l\l
CYP2E1 __
>:O >—O
\@[O HO O

Obrazek 4: Hydroxylace chlorzoxazonu za ucasti CYP2EI

Tab.4: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP2EI

CYP2E
Objem reakéni smési: 1000 pl
Pufr: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,4
Mikrosomalni frakce: 160 pmol
Substrat: 2,5mM chlorzoxazon
NADPH generujici systém: 0,5 mM NADP, 4 mM 1SO, 5 mM MgSQO,
a0,2U/ml IDH
Inkubace: 20 minut, 37 °C, 250 rpm
Stop systém: 42,5% kys. fosforecna
Mobilni faze: 0,5 % kys. octova a acetonitril, 3:1

Extrakce do 2 ml isopropanolu/chloroformu (18:85), vifiva extrakce 20 s na vortexu,
centrifugace pti 717 X g, 1 ml spodni organické vrstvy se odpipetuje, vysusi dusikem,
odparek se rozpusti v 200 pul MF, 150 pl rozpusténého odparku se odpipetuje do vialek,
HPLC, nastiik 50 pl, pratok MF 1ml/min, detekce UV pii 287 nm.
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6.2.6.2. Stanoveni aktivity CYP1A

T

CYP1A1

Stanoveni aktivity CYP1AL pomoci ethoxyresorufinu

H

%
> : N
N

Obrazek 5: O-deetylace ethoxyresorufinu za ucasti CYP1A1

Tab.5: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP1A1

CYP1A

Objem reakéni smési:

100 ul

Pufr:

100 mM fosfatovy pufr, pH 7.4

Mikrosomalni frakce:

35 pmol

Substrat:

10 uM ethoxyresorufin

NADPH generujici systém:

0,5 mM NADP, 4 mM
MgSQO, a 0,2 U/ml IDH

ISO, 10 mM

Inkubace:

25 minut, 37 °C, 250 rpm

Stop systém:

100% methanol

Mobilni faze:

25 mM NaHPO, a 100% methanol

V poméru 58:42

Srazenina vzorku se centrifuguje pti 24 100 X g, 10 minut pfi 4 °C, 200 pl supernatantu

se odpipetuje do vialek, analyza

HPLC, nastfik 10 pl, pritok MF 1ml/min,

fluorescencni detekce 535/585 (excitacni vinova délka, emisni vinova délka).
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e Stanoveni aktivity CYP1A2 pomoci fenacetinu

NH _CHj, NH _CH,

W CYP1A2 W
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Obrazek 6: O - deethylace phenacetinu za ucasti CYP1A2

Tab.6: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP1A2

CYP1A
Objem reakcni smési: 200 pl
Pufr: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,4
Mikrosomalni frakce: 70 pmol
Substrat: 1,67 mM fenacetinu
NADPH generujici systém: 0,5 mM NADP, 4 mM ISO, 10 mM
MgSO4 a 0,2 U/ml IDH
Inkubace: 20 minut, 37 °C, 250 rpm
Stop systém: 70% HCIO,
Mobilni faze: A: 20% methanol, pH 2,9 (H3PO,)+ 80%
H.O
B: 100 % methanol

Srazenina vzorku se centrifuguje pii 24 100 X g, 10 minut pfi 4 °C, 200 pl supernatantu
se odpipetuje do vialek, analyza HPLC, nastiik 50 pl, pritok MF 1ml/min, detekce UV
pii 258 nm.
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6.2.6.3. Stanoveni aktivity CYP3A pomoci testosteronu

OH

OH
HzC

HO

CYP3A4  Hs¢

b
o~

Obrazek 7: 6 - hydroxylace testosteronu za ucasti CYP3A4

Tab.7: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP3 A4

CYP3A

Objem reakéni smési:

500 pl

Pufr:

100 mM fosfatovy pufr, pH 7,4

Mikrosomalni frakce:

100 pmol

Substrat:

500 uM testosteron

NADPH generujici systém:

0,5 mM NADP, 4 mM ISO, 5 mM MgSO4
a 0,2 U/ml IDH

Inkubace:

20 minut, 37 °C, 250 rpm

Stop systém:

1M Na,COs/ 2M NaCl

Mobilni faze:

64 % methanol

Vzorek se extrahuje do 2 ml dichlormethanu, vifiva extrakce 20 sna vortexu,

centrifugace pii 1609 X g, 1 ml spodni vrstvy se ptepipetuje do Cistych zkumavek,

vysusi se dusikem, odparek se rozpusti v 200 ul MF, 150 pl rozpusténého odparku se

odpipetuje do vialek, analyza HPLC, nastiik 50 pl, pruatok MF 1ml/min, detekce UV

pfi 245 nm.
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6.2.6.4. Stanoveni aktivity CYP2C

e Stanoveni aktivity CYP2C pomoci warfarinu

Obrazek 8: Hydroxylace warfarinu za t¢asti CYP2C

Tab.8: Reak¢ni podminky pro stanoveni aktivity CYP2C

CYP2C

Objem reakcni smési: 250 wl

Pufr: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,4

Mikrosomalni frakce: 250 pmol

Substrat: 2 mM warfarinu

NADPH generujici systém: 0,5 mM NADP, 4 mM ISO, 5 mM MgSO,
a0,2U/ml IDH

Inkubace: 20 minut, 37 °C, 250 rpm

Stop systém: 70 % HCIO,

Mobilni faze: K/POy4, pH 3 (52 %) : methanol (32 %) :
acetonitril (16 %)

Srazenina vzorku se centrifugace 10 minut pii 24 100 x g, 4 °C, 200 ul supernatantu se
odpipetuje do vialek, analyza HPLC, néstiik 50 pl, pritok MF 1ml/min, fluorescenéni

detekce 320/410 (excitacni vinova délka, emisni vinova délka).
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o Stanoveni aktivity CYP2C11 (CYP2C6) pomoci diklofenaku

O
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OH
Obrazek 9: Hydroxylace diklofenaku za uéasti CYP2C

Tab.9: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP2C pomoci diklofenaku

CYypP2C

Objem reakcni smési: 100 pl

Pufr: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,4

Mikrosomalni frakce: 35 pmol

Substrat: 0,4 mM diklofenaku

NADPH generujici systém: 0,5 mM NADP, 4 mM ISO, 5 mM MgSO,
a 0,2 U/ml IDH

Inkubace: 15 minut, 37 °C, 250 rpm

Stop systém: Acetonitril a kys. octova, 94:6

Mobilni faze: 30% acetonitril a 2mM HCIO,4 v poméru
30:7

Vzorek se centrifuguje 10 minut pii 24 100 x g, 4 °C, 200 ul supernatantu se odpipetuje
do vialek, analyza HPLC, nasttik 50 pl, prutok MF 1ml/min, detekce UV pii 280 nm.
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e Stanoveni aktivity CYP2C pomoci diazepamu

o o

HaC_ /
N NH
(Cpgt me
cl

S TG

Obrazek 10: N - demethylace diazepamu za ucasti CYP2C

Tab.10: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP2C

CYP2C

Objem reakcni smési: 200 pl

Pufr: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,4

Mikrosomalni frakce: 70 pmol

Substrat: 400 uM diazepamu

NADPH generujici systém: 0,5 mM NADP, 4 mM ISO, 5 mM MgSO4
a 0,2 U/ml IDH

Inkubace: 15 minut, 37 °C, 250 rpm

Stop systém: Acetonitril

Mobilni faze: 50 mM K/PO, pH 2,4 a acetonitril
vV poméru 55:45

Srazenina se centrifuguje 10 minut pii 24 100 x g, 4 °C, 200 ul supernatantu se
odpipetuje do vialek, analyza HPLC, nasttik 5 pl, pratok MF Iml/min, detekce UV pfi
236 nm.
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6.2.6.5. Stanoveni aktivity CYP 2D pomoci bufuralolu

OH
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Obrazek 11: Hydroxylace bufuralolu za u¢asti CYP2D

Tab.11: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP2D

CYP2D
Objem reakéni smési: 200 wl
Pufr: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,4
Mikrosomalni frakce: 67,3 pmol

Substrat:

1 mM bufuralolu

NADPH generujici systém:

0,5mM NADP, 4 mM ISO, 5 mM MgSO,
a0,2 U/ml IDH

Inkubace:

20 minut, 37 °C, 250 rpm

Stop systém:

70 % HCIO4

Mobilni faze:

30 % acetonitril a 70 % 2 mM HCIO4

Centrifugace vysrazeného vzorku 10 minut pii 24 100 x g, 4 °C, 200 pl supernatantu se

odpipetuje do vialek, analyza HPLC, nastiik 50 pl, pritok MF Iml/min, fluorescen¢ni

detekce 252/302 (excita¢ni vinova délka/emisni vinova délka)
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6.2.6.6. Stanoveni aktivity CYP 2B pomoci 7- ethoxy — 4 - (trifluorometyl)kumarin (EFC)
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Obrazek 12: O - deethylace EFC za ucasti CYP2B1

Tab.12: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity CYP2B1

CYP2B

Objem reakéni smési:

100 pl

Pufr: 100 mM fosfatovy pufr, pH 7,4
Mikrosomalni frakce: 35 pmol
Substrat: 60 uM EFC

NADPH generujici systém:

0,5 mM NADP, 4 mM
MgSQO, a 0,2 U/ml IDH

ISO, 10 mM

Inkubace:

15 minut, 37 °C, 250 rpm

Stop systém:

100% methanol

Mobilni faze:

46% (20 mM Na/PO, pH 7,5) : 54%
(100% methanol)

Centrifugace vysrazeného vzorku 10 minut pti 24 100 x g, 4 °C, 200 pl supernatantu se

odpipetuje do vialek, analyza HPLC, nastiik 15 pl, pritok MF 1ml/min, fluorescenéni

detekce 410/510 (excitacni vinova délka, emisni vinova délka).
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7. VYSLEDKY

7.1. Charakterizace mikrosomalni frakce potkaniho jaterniho homogenatu
Centrifugaci ziskana jaterni mikrosomalni frakce jednotlivych skupin potkanu je
charakterizovana stanovenim koncentrace CYP, ktera se namétila spektrofotometricky
a vypocitala se pomoci Lambert-Beerova zékona, koncentraci celkového proteinu a
specifickym obsahem CYP vyjadfenym jako pomér koncentrace CYP a koncentrace

proteinu. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢.13.

Tab.13: Charakterizace jaternich mikrosomalnich frakci ziskanych z experimentalnich

zvitat krmenych dietami s obsahem jednotlivych testovanych pSenic

Potkani krmeni Koncentrace CYP  Koncentrace Specificky pomér
pSenicemi: (nmol-l™) proteiné (umol-l™) CYP a celkového
proteinu

Skupina Bohemia 31,31 33,83 0,925
Skupina UC66049 30,50 32,98 0,925
Skupina Skorpion 36,15 38,65 0,935
Skupina Novosibirskaja 24,28 26,24 0,683
Skupina ANK-28A 21,87 26,15 0,730
Skupina ANK-28B 22,64 29,62 0,874
Skupina Aoi-Yu 25,935 39,93 0,659

7.2. Kalibrace pouzitych analytickych metod

7.2.1. Kalibrace metody pro stanoveni 4¢- hydroxydiklofenaku, metabolitu diklofenaku,
s vyuzitim HPLC
Podminky pro optimalizaci a kalibraci metody pro stanoveni aktivity CYP2C9

pomoci diklofenaku byly zvoleny na zaklad¢ predchozich experimentl tak, jak je

38



uvedeno v popisu metod. Kalibraéni zavislosti plochy piki na nanomolech
4°- hydroxydiklofenaku pii UV detekci jsou primérem tii méfenych vzorkl
nasledujicich koncentraci 0,1; 0,3; 0,6; 0,9; 1,0; 1,2 nmol v 250 pl reakéni smési.
Vysledky kalibra¢ni zavislosti jsou uvedeny na Obr. 13.

Rovnice regrese: y= 1,06334-10°-0,0269243

R?: 0,99952
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Koncentrace 4'-hydroxydiklofenaku (nmol/RS)

Obrazek 13: Kalibra¢ni zavislost pro HPLC stanoveni 4°- hydroxydiklofenaku. Na ose
X jsou koncentrace metabolitu 4°- hydroxydiklofenaku (0,1 0,3 0,6 0,9 1,0 1,2 nmol

v 250 pl reakéni smési) a na ose y naméiend plocha pikd.

7.2.2. Kalibrace metody pro stanoveni 6°‘- hydroxychlorzoxazonu, metabolitu
chlorzoxazonu s vyuzitim HPLC

Podminky pro optimalizaci a kalibraci metody pro stanoveni aktivity CYP2E1
pomoci chlorzoxazonu se vybraly podle vysledkt ptfedchozich experimenti tak, jak je
uvedeno v popisu metod. Kalibra¢ni zavislosti metabolitu 6°- hydroxychlorzoxazonu pti
UV detekci jsou pramérem tii méfenych vzorki od kazdé koncentrace 0,2; 0,8; 1,6; 2,0;
4,0 nmol v 1 ml reakéni smési. (Obr. 14)
Rovnice regrese: 322103x+29323
R?:0,9999
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Obrazek 14: Kalibra¢ni zavislost pro HPLC stanoveni 6°‘- hydroxychlorzoxazonu.
Na ose x jsou koncentrace metabolitu 6°-hydroxychlorzoxazonu (0,2; 0,8; 1,6; 2,0; 4,0

nmol v 1 ml reak¢ni smési) a na ose y namétena plocha pikd.

7.3. Stanoveni aktivit CYP

U jednotlivych jaternich mikrosomalnich frakci ziskanych z experimentalnich
zvirat konzumujicich dietu se zvySenym obsahem barevnych psenic a také z kontrolnich
zvifat se zméfily aktivity vybranych cytochromti P450. Pro méfeni byly vybrany
ty enzymy, které maji vyznam pro metabolismus cizorodych latek. Vysledky vSech
naméfenych aktivit cytochromi P450 jsou na Obr. 15-27. Vysledky jsou vyjadieny tak,
ze aktivita enzymi u experimentalnich skupin je vztahovana k aktivit¢ kontrolni
skupiny, ktera neméla dietu obohacenou o anthokyany a je brana jako 100 %. Vysledky
experimentll v obrazcich jsou rozdéleny do dvou sad vysledki, Vlevo je sada
s kontrolni psenici Novosibirskaja a se pSenicemi ANK-28A, ANK-28B a Aoi-Yu, které
obsahuji zvySené mnozstvi anthokyant a jsou isogenni s pSenici Novosibirskaja. Pro
druhou sadu méfeni (v obrdzcich napravo) je kontrolni skupina potkant krmena pSenici
Bohemia a experimentalni skupiny krmené pSenicemi UC66049 a Skorpion. VSechna

méfeni byla provadéna v tripletech.
7.3.1. Stanoveni aktivity CYP1A

7.3.1.1. Stanoveni aktivity CYP1A1 s vyuZitim ethoxyresorufinu
Stanoveni aktivity CYP1A1 s vyuzitim substratu ethoxyresorufinu (stanovuje
se metabolit resorufin) neukazalo vyrazné ovlivnéni aktivity. U skupiny ANK-28A

se ukazala mirnd inhibice na 85,8 % a u skupiny ANK-28B vyraznéjsi inhibice
na67,1%. (Obr. 15)

40



140 -
120 -
100 -
XX
(=)
= 80 -
Z 60 -
v
<
40 -
20 -
O = T T T T T T T
S X Q > e » X
.&%@ «g,oo «Qc’b éj &@'&\ & 0&\0
0;:@ Y*é Y§ v ¥ Sl
<

Obrazek 15: Stanoveni aktivity CYP1A1 s vyuzitim ethoxyresorufinu

7.3.1.2. Stanoveni aktivity CYP1A42 s vyuZitim fenacetinu

Stanoveni aktivity CYP1A2 pomoci substratu fenacetinu (stanovuje se
metabolit paracetamol) ukazalo mirné zvySeni aktivity u skupiny UC66049 (0 18%)
a Skorpion (0 25%). Naopak u skupin ANK-28A, ANK-28B a Aoi-Yu se projevila
vyraznéjsi inhibice. V pripad¢ skupiny ANK-28A na 64,2 %, ANK-28B na 54,9 %

a Aoi-Yu na 58,1 %. (Obr. 16)
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Obrazek 16: Stanoveni aktivity CYP1A2 s vyuzitim phenacetinu
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7.3.2. Stanoveni aktivity CYP2E s vyuzitim chlorzoxazonu
Stanoveni aktivity CYP2EI s vyuzitim substratu chlorzoxazonu (stanovuje se

metabolit 6°- hydroxychlorzoxazon) (Obr. 17) ukazalo mirnou inhibici aktivity CYP
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Obrazek 17: Stanoveni aktivity CYP2EI s vyuzitim chlorzoxazonu

7.3.3. Stanoveni aktivity CYP3A s vyuzitim testosteronu

U prvni sady méfeni CYP3A4 s vyuzitim substratu testosteronu (stanovuje se
metabolit 6°- hydroxytestosteron) byla zjisténa mirn€ zvySend aktivita u skupiny
krmené pSenici ANK-28A o 15 %. Ostatni skupiny nevykazuji vyrazn€j$i zménu aktivit.
(Obr. 18).
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Obrazek 18: Stanoveni aktivity CYP3A4 s vyuzitim testosteronu

7.3.4. Stanoveni aktivity CYP2D s vyuzitim bufuralolu
Pfi méteni aktivity CYP2D s vyuzitim substratu bufuralolu (stanovuje se
metabolit 1°- hydroxybufuralol) se zjistila mirna inhibice o 19 % pouze u skupiny

Skorpion. U ostatnich skupin se nezjistila vyznamna zména aktivity. (Obr. 19)
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Obrazek 19: Stanoveni aktivity CYP2D s vyuzitim bufuralolu
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7.3.5. Stanoveni aktivity CYP2C

7.3.5. 1. Stanoveni aktivity CYP2C S vyuZitim diazepamu

Pfi méfeni aktivity cytochromi 2C s vyuzitim diazepamu lze stanovit dva
metabolity:
o Desmethyldiazepam, ktery u lidi vznika za ucasti CYP211 pfi vyuziti diazepamu
jako substratu v naSem experimentu doSlo ke sniZeni produkce desmethyldiazepamu

u skupinANK-28A, ANK-28B a Aoi-Yu, pouze u skupiny UC66049 se aktivita zvySila
na 136 % (Obr. 20)

160 -
140 -
120 -
S 100 -
£ 80 -
=
< |
£ 60
40 -
20
0 T T T T T T T T
> e o) > & Y o
& F P 5 & & &
N SR
<

Obrazek 20: Stanoveni aktivity CYP2C11 s vyuzitim diazepamu, metabolit

desmethyldiazepam

Druhym metabolitem diazepamu je temazepam, ktery u clovéka vznika zejména
za ucasti CYP3A v nasem experimentu aktivity CYP spojena se vznikem temazepamu
se nezménila u skupin ANK-28A, ANK-28B a Aoi-Yu , mirn¢ zvySena aktivita
(0 20 %) se zjistila u skupin UC66049 a Skorpion. (Obr. 21)
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Obrazek 21: Stanoveni aktivity CYP3A s vyuzitim diazepamu, metabolit

temazepam

7.3.5.2. Stanoveni aktivity CYP2C S vyuZitim warfarinu

Warfarin je metabolizovadn rliznymi cytochromy P450 za vzniku nékolika
metabolitl: 7 hydroxywarfarin je produktem CYP2C6, 6°hydroxywarfarin je produktem
CYP2Cl11 a CYP1Al, 4’hydroxywarfarin vznikd ptsobenim CYP2C11 a CYP2BI.
10‘hydroxywarfarin vznika u potkanti za icasti CYP3A2.

o 7‘hydroxywarfarin — obdobné jako u metabolitu 10°- hydroxywarfarin se zjistila
inhibice na 70 % pavodni hodnoty u skupin ANK-28A , ANK-28B a na 80 % u skupiny
Skorpion (Obr. 22)
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Obrazek 22: Stanoveni aktivity CYP2C6 s vyuzitim warfarinu, metabolit
7’hydroxywarfarin

o 6‘hydroxywarfarin — skupiny ANK-28B a Aoi-Yu vykazovaly inhibici aktivity
CYP2C11 a CYP1A1 na 80 % a 86 % puvodni hodnoty (Obr. 23)
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Obrazek 23: Stanoveni aktivity CYP2C11 a CYP1A1 s vyuzitim warfarinu, metabolit
6’hydroxywarfarinu

o 4<hydroxywarfarin — u skupin ANK-28B a Aoi-Yu se zjistila inhibice na 71 %
a 74 % puvodni hodnoty, zvySeni aktivity o 37 % jsme naopak pozorovali u skupin
UC66049 a 0 20 % u skupiny Skorpion (Obr. 24)
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Obrazek 24: Stanoveni aktivity CYP2C9 s vyuzitim warfarinu, metabolit
4’hydroxywarfarin

o 10‘hydroxywarfarin — stanovenim tohoto metabolitu se zjistila mirna inhibice
aktivity okolo 15 % u skupin ANK-28A a ANK-28B, skupiny UC66049 a Skorpion
vykazovaly zvySeni aktivity az o 37 % (Obr. 25)
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Obrazek 25: Stanoveni aktivity CYP3A2 s vyuzitim warfarinu, metabolit
10’hydroxywarfarin
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7.3.5.3. Stanoveni aktivity CYP2C11 (CYP2C6) s vyuzitim diklofenaku

Meéteni aktivity CYP2C9 s vyuzitim diklofenaku (stanovuje se metabolit
5¢- hydroxydiklofenak) ukéazalo inhibici u skupiny ANK-28A na 73,7 % a ANK-28B
na 69 %. K zvyseni aktivity (0 26 %) doslo pouze u skupiny Skorpion. (Obr. 26).

120 -
60
20
O - T T T T T T T

=

2 O

o O
1 J

Aktivita (%)
H
o O
o O

N
o
1

2 Sy A
> v &kr ?9\’ 6(,& dO )
=~ RN &

Obrazek 26: Stanoveni aktivity CYP2C11/6 s vyuzitim diklofenaku

7.3.6. Stanoveni aktivity CYP2B s vyuzitim 7- ethoxy — 4 - (trifluorometyl)kumarin
(EFC)

Méfeni aktivity CYP2B1 s vyuzitim substratu EFC (stanovuje se metabolit
HFC) ukazalo inhibici tohoto enzymu u skupin ANK-28A na 73 %, ANK-28B na 64 %

I U Aoi-Yu na 78 %. Po konzumaci psenice UC66049 se aktivita CYP2B1 snizila
na 52 %. (Obr. 27)
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Obrazek 27: Stanoveni aktivity CYP2B1 s vyuzitim EFC
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DISKUZE

Hlavnim cilem této bakalaiské prace je studium aktivity jaternich
biotransformacnich enzymu - cytochroma P450 po konzumaci diety bohaté na ptirodni
polyfenolické latky. Anthokyany jsou podskupina flavonoidi, odpovidajici za modré
a cervené zbarveni plodd rostlin. Z klinického hlediska jsou vyznamné svymi
antioxida¢nimi schopnostmi. Odstranuji z organismu nadbytek volnych radikald, které
mohou interagovat s endogennimi strukturami a zpusobit tak zavazna onemocnéni
(napft. ateroskler6za, Alzheimerova choroba ¢i nadorova bujeni). ZvysSeni konzumace
potravin, obsahujici anthokyany se jevi jako vhodna cesta k prevenci nemoci, které se
v nasi populaci vyskytuji &im dal Gastgji. 2" %

Tato bakalafské prace se zabyva studiem aktivity CYP v potkani mikrosomalni
frakci. Potkani byli krmeni pSenicemi obohacenymi o anthokyany a kontrolnimi
pSenicemi bez anthokyant. Z vysledkll vyplyvé, ze v ptfipad¢ isogennich pSenic se
projevuje mirny inhibi¢ni vliv u skupin krmenych pSenicemi obohacenymi anthokyany
s vyjimkou CYP3A (substrat testosteron i diazepam) a CYP2D (substrat bufuralol).
JelikoZ u €lovéka CYP2D6 metabolizuje 15 - 20 % vSech klinicky pouZivanych 1é¢iv
a CYP3A4 a7 30 %. >'° Neovlivnéni jejich aktivity anthokyany miiZze byt pozitivnim
vysledkem. Inhibice o vice jak 25 % se u isogennich pSenic projevila u CYP2B
stanoveného pomoci EFC (skupiny ANK-28A na 73,1 %, ANK-28B na 64,3 %
CYP2C11 a CYPI1AI1, metabolit 6°- hydroxywarfarin (skupiny ANK-28B na 60,9 %
a Aoi-Yu na 54,2 %) a CYPIA stanovené¢ho pomoci ethoxyresorufinu (skupina ANK-
28B na 67,1 %) i fenacetinu (skupina ANK-28A na 64,2 %, ANK-28B na 54,9 %
a Aoi-Yunab58,1 %.).

U skupiny experimentalnich zvifat, kterd konzumovala psSenici UC66049,
Skorpion a kontrolni pSenici Bohemia se projevil Castéji trend zvySujici se aktivity.
ZvySenou aktivitu lze pozorovat u rodiny CYP2C, konkrétné pii stanoveni aktivity
CYP2C11 s vyuzitim diazepamu (skupina potkanli krmena pSenici UC66049) o 36 %,
stanoveni aktivity CYP2C11 s vyuzitim warfarinu (skupina UC66049) o 37 %,
stanoveni aktivity CYP2C11/6 se substratem diklofenakem (skupina Skorpion) o 26 %.
U rodiny CYP3A - byla zvySena aktivita pfi stanoveni s vyuzitim warfarinu (skupina
UC66049 a Skorpion) az o 37 %. Aktivita CYP1A2 byla zvySena az o 25 % (skupina
Skorpion). Snizeni aktivity cytochromti P450 bylo zaznamenano pouze u CYP2EI
(skupina UC66049) o 24 %, u CYP2D a CYP2C6 (skupina Skorpion) 0 20 % a CYP

50



2B (skupina UC66049) o 48 %. Studie zabyvajici se problematikou ovlivnéni aktivity
CYP anthokyany, ukazuji stejny trend, tedy Ze anthokyany maji maly, pokud vibec
n¢jaky, vliv na vzniku interakce potravina - 1ék. 28,32

Provedené experimenty ukazuji, Ze konzumace potravin obohacenych
0 anthokyany nevykazuje klinicky vyznamné ovlivnéni aktivity biotransformaénich
enzymu. Ze ziskanych vysledk@ vyplyvé, Ze anthokyany maji mirny potencidl pfi
interakci 1ék - potravina. 28 Naopak inhibice n¢kterych enzyma napi. CYP2EI
anthokyany muize plisobit pozitivné na sniZzeni tvorby ROS (napi. pii metabolismu
ethanolu). # Produkce pe&iva z mouky obohacené o anthokyany mize byt tedy

vhodnou cestou pro doplnéni antioxidantd do organismu.
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ZAVER

Tato bakalarska prace studuje vliv pfirodnich polyfenolickych latek na jaterni
biotransformaéni enzymy, konkrétn¢ cytochromy P450, u experimentalnich zvifat.
Enzymové aktivity byly méfeny v mikrosomalni frakci jaterniho homogenatu pomoci
specifickych substrat pro jednotlivé CYP.

Majoritni ¢ast prace se vénuje stanoveni aktivity cytochromti P450 vyznamnych
pro metabolismus xenobiotik: CYP1A s vyuzitim ethoxyresorufinu a phenacetinu,
CYP2E s vyuzitim chlorzoxazonu, CYP2C s vyuzitim diazepamu, CYP2D6 s vyuzitim
bufuralolu, CYP2C, CYP3A2, CYP1Al a CYP3A s vyuzitim warfarinu, CYP2C s
vyuzitim diklofenaku a CYP2B s vyuzitim EFC. M¢teni neukazalo zadné klinicky
vyznamné ovlivnéni aktivity studovanych enzymut po konzumaci pSenic obohacenych 0

anthokyany.
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