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OATP — organic anion transport protein (transportni protein)
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Cile

Cilem teoretické casti predkladané prace bylo vypracovat stru¢ny prehled o metabolismu
cizorodych latek se zaméfenim na enzymy cytochromy P450, které metabolizuji vétsinu
vSech klinicky uzivanych lé€iv u lidi. Dale byla popséana kyselina fytova, ktera ma diky

své jedinecné chemické struktufe velky potencidl ve vyuziti ve farmacii a 1ékafstvi.

Prvnim cilem praktické ¢asti bylo osvojeni si praci s biologickym materialem a metody,
které slouzi ke stanoveni aktivit studovanych enzymu. Hlavnim cilem praktické ¢asti bylo
zjistit vliv kyseliny fytové na aktivitu nejdalezitéjSich enzymu I. faze biotransformace

xenobiotik, cytochromiit P450.
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Uvod

Lidsky organismus je vystaven velkému mnozstvi cizorodych latek, které na néj ptisobi.
Xenobiotika (cizorodé latky) se mohou dostdvat do naseho organismu bez naseho védomi
nebo jsou aplikovany cilené ve formé 1éka nebo doplika stravy. V piipadé, kdy je do
naseho organismu aplikovano vice xenobiotik at’ cilené nebo bez naseho védomi, muze
mezi jednotlivymi latkami dochézet ke vzdjemnym interakcim, a to zejména na trovni
metabolismul. Procesem podilejicim se na metabolismu xenobiotik je takzvana
biotransformace, kterd probih4 v n€kolika fazich a je katalyzovand pfedevsim jaternimi
enzymy s Sirokou substratovou specifitou. Samotny proces biotransformace mé za cil

snizeni toxicity xenobiotik a jejich snadné&jsi vylouceni z organismu?.

vvvvvv

P450 (CYP). CYP se fadi mezi skupinu enzymti s monooxygenasovou aktivitou, které se
nachazeji pfedev$im v membrané endoplazmatického retikula ale také v mitochondriich.
V lidském organismu jsou CYP zodpovédné za metabolismus 65-70 % vsech klinicky

uzivanych 1é¢iv a vyznamné piispivaji také k variabilit€¢ odpovédi pacientl na 1é¢bus.

Pfedmétem mého zajmu bylo zjisténi vlivu kyseliny fytové (IP6) na tyto enzymy. IP6 se
vyskytuje ve velkém mnozstvi potravin spojenych s vldkninou, jako jsou otruby,
lusténiny, zrna, oleje a semena. V dnesni dobé je také pridavana do kosmetiky, dopliki
stravy, a tudiz se do téla muze dostavat ve velkém mnozstvi. U kyseliny fytové byly
prokazany jak pozitivni, tak negativni €inky na lidsky organismus. Je tedy nutné se

zamyslet, jestli by piitomnost této latky nemohla ovliviiovat také metabolismus 1éCiv.

Experimentalni Cast je zaméiena na meéfeni aktivity vybranych CYP vV pifitomnosti

ruznych koncentraci IP6 v mikrosomalni frakci izolované z lidskych jater.
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Teoreticka ¢ast

1. Metabolismus cizorodych litek (xenobiotik)

1.1  Uved

Xenobiotika jsou chemické latky, které se mohou dostat do lidského organismu, ale
nevyskytuji se v ném pfirozené a nejsou jim produkovany. Mezi cizorodé latky, které se
dostavaji do lidského organismu cilen¢, fadime zejména 1é¢iva nebo dopliiky stravy a
ruzné slozky vyzivy. V pfirodnim prostfedi jsou cizorodé latky pfitomny také ve formé
pesticidli, produkti primyslové vyroby, vyfukovych latek z dopravnich prostredkii,
mykotoxint apod. Ty se do lidského organismu, na rozdil od léku, dostavaji nevédomé.
Xenobiotika, konkrétné 1éCiva, maji Casto lipofilni strukturu, proto je jejich vylouceni

zavisly na jejich polarité?.

Hlavnim mechanismem pro udrZzeni homeostazy, béhem vystaveni organismu cizorodym
latkam, je proces biotransformace, kdy dochazi k pfeméné ve vodé nerozpustnych
nepolarnich latek na latky polarn€jsi. Existuji také vyjimky. Naptiklad metylace a
acetylace patifi mezi biotransformacni reakce, které mohou rozpustnost nékterych
xenobiotik ve vodé sniZovat. Biotransformace je katalyzovdna zejména jaternimi
enzymy, ale mohou se na ni podilet i enzymy jinych tkédni. Samotné biotransformace u
cizorodych latek se ucastni jen omezeny pocet enzymii se Sirokou substratovou specifitou.
To umozituje enzymim, které metabolizuji xenobiotika metabolizovat mimo jiné i velké
mnozstvi endogennich latek, mezi které fadime mastné kyseliny, zlucové kyseliny,

aceton, také steroidni hormony ¢i nékteré vitaminy?.

1.2 Biotransformace xenobiotik v burice

Biotransformace xenobiotik je rozdélena do tii fazi. Jen n€kolik xenobiotik je vylouceno
Vv nezménéné formé, bez jakékoliv metabolické degradace. Reakce 1. faze, kdy dochazi

prevazné k oxidaci, se ucastni né¢kolik enzymovych systémd.

13



Nejvyznamnéjsi jsou enzymy nazyvané cytochromy P450. Reakce II. faze
biotransformace jsou katalyzovany napf. glutathion S-transferasami a UDP-
glukuronosyltransferasami. Dochazi zde ke konjugaci cizorodé latky s endogenni latkou
a vznikajici produkty jsou vétSinou biologicky neaktivni®. Po dokonéeni 1. a II. faze
biotransformace dochazi ke vzniku polarnéjsich, ve vodé rozpustnych metaboliti, které
jsou vhodnym substratem pro membranové transportni proteiny. Tyto ,,transportéry* jsou
dillezité pro pienos xenobiotik pies bunéénou membranu do builkky a po metabolické
pfeméné mimo buiku. Tento proces je nckdy téz oznaCovan jako III. faze
biotransformace®. Mezi transportni proteiny fadime ABC a SLC (z angl. solute carriers)
transportni proteiny®. Mezi ABC proteiny fadime napt: P-glykoproteiny proteiny

odpovédné za mnohocetnou 1ékovou rezistenci (MRP2).

Ve vétsiné piipadl vedou biotransformacni reakce ke sniZeni toxicity xenobiotika a
usnadnéni vylouceni z organismu. V uréitych ptipadech muze vsak dojit ke vzniku

toxickych nebo karcinogennich produkti.

1.3 Cytochromy P450

vvvvvv

enzymy se vyskytuji od bakterii, rostlin a zivo¢icht az k lidskému organismu’. Prvnim,
kdo publikoval vysledky ziskané pii studiu CYP, byl v roce 1958 Martin Klingenberg,
ktery studoval spektrofotometrické vlastnosti pigmentli u mikrosomalnich frakei, které
piipravoval z potkanich jater. Ve stejném roce popsal tento pigment v praseci
mikrosomalni frakci také D. Garfinkel. Cast nazvu ,,P450 vychazi ze schopnosti
redukované formy CYP v komplexu s CO absorbovat svétlo o vinové délce 450 nm (u

jednotlivych forem to mize byt v rozmezi 447- 452 nm)8,

U eukaryotickych bun¢k existuyji CYP jako membradnové vazané hemoproteiny, kdy
kazdy obsahuje ptiblizné¢ 500 aminokyselin a ferroprotoporfyrin IX, ktery slouzi jako
prostetickd skupina. To, ¢im se odliSuji CYP od ostatnich bunécnych hemoproteinti, je
uloha thiolové skupiny cysteinu. Funkce thiolové skupiny jako patého ligandu zeleza
protoporfyrinu IX spo¢iva v ovlivnéni distribuce elektronové hustoty (pfesnéji v donaci
elektronové hustoty do molekulovych orbitalti ptivodem z protivazebnych orbitalti
molekularniho kysliku navazaného na hemové Zelezo). Po dodani dvou dalsich elektrona

do reakce (v prub¢hu katalytického cyklu, viz dale Obr. 1) dojde k rozstépeni navazaného
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dikysliku na atom, ktery tvoii s dvéma protony molekulu vody, a na druhy atom, ktery je
radikalem a vstoupi do molekuly substratu (tj. vysledkem je hydroxylovand molekula

substratu).

CYP patii mezi skupinu enzymd s monooxygenasovou aktivitou, které se nachazeji
pfedevsim v membrané endoplazmatického retikula a také v mitochondriich. Ve vétSiné
pfipadi CYP katalyzuji reakce oxidativni pfemény substratu, nejcastéji se jedna o
hydroxylace. S CYP plsobi vendoplasmatickém retikulu také flavoprotein
NADPH:cytochrom P-450 oxidoreduktasa (CYPOR). Pro reakce katalyzované CYP jsou
dale nezbytné NADPH, kyslik, FAD, FMN, cytochrom bs a fosfolipidy®. Oxidace
substratu katalyzovand CYP enzymy probiha sledem cyklické série reakei (Obr. 1).
Nejdfive se substrat vaze do vazebného mista pro substraty, které je soucéasti aktivniho mista
spolu s hemem obsahujicim Zelezo v oxidované formé. Naésledné¢ dochazi k
jednoelektronové redukci zeleza prenosem elektronu z NADPH pomoci CYPOR.
V dalsim kroku je molekularni kyslik navazan na komplex RH-(Fe?*) za vzniku ternarniho
komplexu. Déle je na ternarni komplex prostiednictvim NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy (nebo NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy a cytochromu bs) pienesen druhy
elektron a v nasledujicim kroku dochazi k uvolnéni molekuly vody. Dal§im krokem je
navazani atomu kysliku na substrat za vzniku hydroxylovaného produktu a regenerované
oxidované formy CYP. Monooxygenasovou reakci katalyzovanou CYP lze zapsat

souhrnnou rovnici:

RH + 0, + NADPH + H* - ROH + H,0 + NADP*
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) Substrat RH
)

Produkt ROH = B
/ Cyp-Fe™ \\

kT
Cyp-Fe™* Cyp-Fe™ RH L sbPH cytochrom
ROH P430 reduktasa
e
Cyp-Fe™RH
[Cyp-FeO] *
RH
.' Cyp-Fe™
H OOH RH

Cytochrom bs

Obr. 1: Schématické znazornéni katalytického cyklu cytochromti P450. RH,
substrat; ROH, hydroxylovany produkt®.

1.4 Nomenklatura cytochromu P450

Pro piehlednost ma nomenklatura CYP definovanou strukturu a enzymy jsou vhodné
usporadany do rodin a podrodin podle podobnosti sekvence aminokyselin. Nazvy CYP
jsou postupné uvadény v poradi ¢islo —pismeno — ¢islo, kdy je prvnim ¢islem oznacovana
rodina CYP. Enzymy patfici do stejné rodiny musi vykazovat podobnost
aminokyselinové sekvence minimalné 40%. Nésledujici pismeno oznacuje podrodinu
CYP, ktera je dana podobnosti aminokyselinové sekvence a to z 55 % a vySe. Konecné

¢islo popisuje individualni ¢leny v ramei rodin ¢i podrodin (Obr. 2)1°,
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Rodina Isoforma

Cytochrom Podrodina

P450

Obr. 2: Systematické nazvoslovi CYP (upraveno podle Furge a Guengerich,
2006)

1.5 Nejdulezitéjsi formy cytochromii P450 pro metabolismus lé¢iv u

Clovéka

V lidském organismu je mozné nalézt 57 aktivnich gentt CYP, které jsou rozdéleny do 18
rodin. Za metabolismus pfiblizn€ 65-70 % vSech klinicky uZzivanych Ié¢iv jsou
zodpovédné CYP z rodiny zahrnyjici CYP 1-3. Lidské CYP jsou zastoupeny predevsim
Vv jatrech. V nizsich koncentracich je 1ze detekovat také v ledvinach, gastrointestinalnim
traktu, plicich, mozku a kizi. Nejdulezitéjsi formou CYP pro metabolismus 1é¢iv u
Clovéka, a zaroven nejhojnéji zastoupenou formou v jatrech je CYP3A4, ktery je
zodpovédny za metabolismus témét 50 % léciv. Mezi dalsi vyznamné formy, které se
ucastni metabolismu 1éciv, fadime CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS8,
CAP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A52. Vyskyt kazdého CYP je
ovlivnéna jedineCnou kombinaci mechanismi a faktord, vcetné genetického
polymorfismu, indukce xenobiotiky, regulace hormony nebo cytokiny behem
onemocnéni, také pohlavim, vékem atd!?. Zastoupeni vyznamnych CYP v lidskych

jatrech je uvedeno na Obr. 3.
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CYP 2C8 CYP 2A6 CYP 2E1

| \ CYP2J2
CYP 2C19 — e

CYP2B6
r CYP3A4/5

CYP 2C9 /

\CYP 2D6

Obr. 3: Procentualni rozdéleni klinicky vyznamnych forem CYP v lidskych jatrechl2

151 CYPI1A

Dulezitym ¢lenem rodiny CYPIA je CYP1Al, ktery je povazovan za hlavni enzym
zprostfedkovavajici oxidaci a metabolickou aktivaci nékterych prokarcinogent (napf.
polycyklické aromatické uhlovodiky nebo nitrosaminy) na reaktivni metabolity 1. Podili
se na oxidacnim i redukénim metabolismu riznych latek, véetné 1éCiv, xenobiotik a
chemickych latek z zivotniho prostiedi. CYP1A1l je pomérné selektivné exprimovan

Vv extrahepatalnich tkanich?3.

CYP1A2 je dilezitym biotransforma¢nim enzymem z hlediska metabolismu 1é€iv, ktery
tvoti okolo 13 % z celkového obsahu jaternich CYP. Je konstitutivné vysoce exprimovan
Vv jatrech a je indukovaletny v jatrech, plicich, zazivacim traktu, mozku ¢i slinivce bifisni.
Je znamo pfes 100 substratt CYP1A2, a to vcetné¢ velkého mnozstvi klinicky
vyznamnych 1€k, prokarcinogenti ¢i endogennich substrati. CYP1A2 je zodpovédny za
primarni metabolizovani kofeinu, proto je kofein vyuzivan jako 1€k k hodnoceni aktivity
tohoto cytochromu in vivo. Ke studiim in vitro byva vyuzivan jako specificky marker
aktivity fenacetin'4. Exprese obou forem CYP1Al a CYP1A2 je v téle regulovana
aryluhlovodikovym receptorem (AhR).

152 CYP2A6

CYP2AG6 je pfevazné jaternim enzymem (zaujima ~ 4 % vSech CYP). Samotny enzym

ma prostorové omezené aktivni misto pro substrat, proto je schopen metabolizovat pouze
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mensi molekuly xenobiotik. Pro CYP2A6 jsou typickymi substraty nikotin a kumarin®®.
Gen kodujici protein CYP2AG6, je vysoce polymorfni a geneticka variabilita CYP2A6 je

spojena s riznou rychlosti metabolismu nikotinu in vitro a in vivo?®.
153 CYP2B6

Lidsky enzym CYP2B6 je sice v jatrech zastoupen v relativné nizkém mnozstvi (3-6 %
z celkového obsahu jaternich CYP), mezi jeho substraty vsak patii nékolik klinicky
vyznamnych 1é¢iv (napf. bupropion, methadon, cyklofosfamid, ketamin) a latek
zneCi$tujici Zivotni prostfedi (napf. polychlorované a polybromované bifenyly)!’.
Exprese CYP2B6 je vysoce variabilni mezi jednotlivei vlivem genetického polymorfismu
a dalSich faktor, coz muze vést ke zménadm metabolismu vyse zminénych lécCiv,

nezadoucim G¢inkiim nebo selhani 1é¢by?8.
154 CYP2C (2C8, 2C9, 2C19)

Podskupina CYP2C je klinicky vyznamna, jelikoz metabolizuje fadu klinicky
podavanych 1ékil®. U ¢lovéka byly identifikovany celkem &tyfi ¢lenové této podrodiny,
ato CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19. CYP2C se vyskytuje ptevazné v jatrech,
ale nachazi se také v ledvinach, mozku, déloze a dvanactniku. CYP2C9 je dulezity pro
metabolismus nékterych terapeuticky uzivanych latek, vcetné antikoagulacniho 1éku
bézné predepisovanych I¢kt, jako jsou antiepileptika S-mefenytoin a diazepam,
inhibitory protonové pumpy napt. omeprazol, a také antidepresiva prvni a druhé generace.
Typickym znakem této podrodiny je vyrazny geneticky polymorfismus, ktery komplikuje

vyuziti ur¢itych 1é¢iv1e.
155 CYP2D6

CYP2D6 piedstavuje jen malou cast vSech CYP v jatrech, piesto je jeho role
vV metabolismu 1é¢iv pomérné dulezita, jelikoZ je schopen metabolizovat az 25 % 1é¢iv3L.
Mezi substraty CYP2D6 tadime tricyklicka antidepresiva (napt. desipramin), selektivni
inhibitory serotoninovych receptord (napi. paroxetin), B-blokatory (napf. metoprolol)
opoidni analgetika (napf. kodein) a protinadorové latky (napft. tamoxifen). Metabolismus
1é¢iv zprostfedkovany CYP2D6 vykazuje velkou interindividudlni variabilitu danou

vyhradné genovym polymorfismem?2,
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156 CYP2E1l

CYP2E1 mé mezi lidskymi CYP vyjimecné postaveni v jaterni patofyziologii. M4 totiz
zasadni vyznam pro vyskyt riznych akutnich a chronickych jaternich onemocnéni, které
jsou vyvolany 1éky, toxickymi latkami a nadmirnym uzivanim alkoholu?. V tomto
prostiedi vytvafi CYP2El reaktivni metabolity vyvoldvajici oxidacni stres,
mitochondridlni dysfunkci a bunéénou smrt. Také hraji roli pti procesu ztukovateéni jater,
které souvisi s obezitou. Zvysena aktivita CYP2E1 u nealkoholického ztukovaténi jater
(NAFLD) vyvolava nadprodukci reaktivnich forem kysliku, coz nasledné¢ vyvolava
oxida¢ni stres, zanét a fibrozu?*. Jaterni CYP2E1 katalyzuje biotransformaci jak
endogennich molekul, tak exogennich molekul. U endogennich miize metabolizovat
aceton, coZ je jedna ze tii ketolatek, které vznikaji pii mitochondrialni B-oxidaci mastnych
kyselin?. Dale metabolizuje glycerol a rizné mastné kyseliny véetné nasycenych
mastnych kyselin C12-C18 a né&které polynenasycené mastné kyseliny (kyselina
arachidonova, epoxyeikosatrienova)?>26, Mezi 1é¢iva, ktera jsou timto enzymem
katalyzovand, patfi paracetamol, tékava anestetika (halotan, enfluran, isofluran),
valproova)?’?, Mezi toxické latky z pfirodniho prostfedi se fadi tetrachlormethan,
vinylchlorid, styren, thioacetamid a rizné nitrosaminy?>28, Biotransformaci vétSiny
uvedenych xenobiotik, ktera je zprostfedkovana CYP2E1 vznikaji toxické

metabolity?72°,
157 CYP3A

CYP3A je enzymovou podrodinou, ktera se u ¢lovéka vyskytuje ve ¢tyfech formach a to
CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7 a CYP3A43. Enzymy CYP3A jsou zodpovédné za zhruba
tfi Ctvrtiny vSech reakci metabolizyjicich 1é¢iva v lidském téle a podili se také na
metabolismu steroidnich hormoni, zlucovych kyselin, leukotrienil, eikosanoidii a
polynenasycenych mastnych kyselin®%31, Aktivita CYP3A mize byt ovlivnéna
antropogennimi chemickymi latkami z Zivotniho prostfedi (organofosfaty, parabeny,
karbamaty, UV stabilizator)3>33, Také piirodni latky obsazené v potravinich napf.
ptiblizné 30 % celkovych jaternich CYP a metabolizuje pfiblizné 50 % vSech klinicky
uzivanych 1é¢iv, je CYP3A4. Jeho vyznam je déan Sirokym spektrem substratii, které

metabolizuje, diky dostate¢né velkému a flexibilnimu aktivnimu mistu®*. Mezi substraty
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CYP3A4 se rtadi statiny, antidepresiva, imunosupresiva (napf. cyklosporin A,
takrolimus), protirakovinné 1éky (napf. taxol) a mnoho dalsich!23. Forma CYP3A4 je také
zodpovédnd za nékolik klinicky vyznamnych interakci, o kterych bude zminka

Vv nésledujici kapitole.

1.6 Lékové interakce

Lékovou interakci je mozné definovat jako zménu u€inku 1é¢iva, kterd je nasledkem
souc¢asného podavani 1éku jiného, nebo podanim latky v potravé (napi. flavonoidy
Z grapefruitového dZusu) nebo zvykem (napt. koufenim, indukujicim CYP1A2 se vSemi
dusledky)®®. Znalost osudu 1é¢iva a zapojeni konkrétni formy CYP pii jeho metabolismu
jsou tedy velmi dulezité s ohledem na mozné 1ékové interakce. K interakcim mezi 1é¢ivy
dochazi relativné Casto a je skuteCnosti, ze mohou vést ke vzniku nezadoucich az
toxickych ucinkt 1é¢iva nebo ke snizeni jeho terapeutického ucinku, a tedy k selhdni
16¢by6,

Mira, do jaké inhibitory ovliviiuji metabolismus lé¢iv, zavisi na faktorech, jako je davka
a schopnost inhibitoru vazat se na enzym. Lécivo mize byt metabolizovano stejnym
enzymem a zaroven jej inhibovat nebo byt metabolizovdno jednim enzymem a jinym byt
inhibované. Léciva mohou byt také zamérné kombinovand, aby se vyuzilo inhibice
CYP%", Inhibi¢ni mechanismus muZze byt reversibilni i ireversibilni. Ireversibilni
mechanismus miZze vést k tvorbé reaktivnich metabolitl, coz vede k trvalé ztraté

enzymové aktivity do doby, nez dojde k syntetizovany novych enzyma?3e.

Induktory zvysuji aktivitu enzymu CYP, tim napomahaji zrychleni metabolismu 1éCiva a
snizuji jeho plazmatické hladiny. S tim souvisi sniZeni terapeutického Uc¢inku, ktery je
zpusoben indukci exprese odpovidajiciho CYP. Indukci dochazi ke zvySeni syntézy
enzymu nebo muize dojit ke zvySeni aktivity (vzacné) t€z stabilizaci struktury ptislusného
enzymu. Piikladem indukce je indukce CYP3A4 v pfitomnosti barbituratu nebo indukce
CYP3A, CYP2C v pfitomnosti karbamazepinu. Ke zvySeni aktivity CYP dochézi
zvysenou transkripci ptislusného genu, ktera je vyvoland induktorem. Najdeme zde také
vyjimku, kterou je CYP2EI, ktery je indukovén stabilizaci enzymu pfi posttranslacéni

modifikaci2-39.40,

Je prokazano, ze variace v genech pro enzymy CYP pfispiva k interindividudlnim

rozdilim v sérovych koncentracich substratu 1é¢iv. To vede k jejich variabilité mezi
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jednotlivymi pacienty, jak z pohledu u€inku, tak bezpecnosti 1éciv. U né€kolika typi CYP
byl jesté navic objeven funkéni polymorfismus, tedy pfitomnost vice variant jedné formy
CYP (lisicich se aktivitou) v dusledku existence variantnich alel. Témito souvislostmi a
dusledky se zabyva farmakogenetika*!. Biotransformace je pro pochopeni metabolickych
drah a potencidlni interakce novych kandiddti na 1éciva sjinymi Iléky jednim
zde zkoumany jak in vitro, tak i in vivo modely zivocisnych druht, u nichz jsou zkoumany

hlavni farmakokinetické, farmakodynamické a toxikologické profily*2.

Nedilnou soucasti vyzkumu 1éCiv jsou studie Iékovych interakei mezi jednotlivymi
1é¢ivy, avSak interakce mohou nastat i v kombinaci 1é¢iva s doplitkem stravy ¢i stravou

samotnou.
2. Cyklitoly

Cylitoly jsou fazeny mezi sacharidy, které¢ ve své struktuie obsahuji pouze hydroxylové
skupiny a maji cyklickou strukturu. Nejzndmé;jsi cyklitol myo-inositol se ve volné formé
vyskytuje prakticky ve vSech rostlinach Mimo izomeru myo- existuje dalSich, celkem
osm izomerQ (napf. chiro-, neo-, allo-, cis-), navzajem se od sebe liSicich orientaci
hydroxylovych skupin vzhledem k cyklohexanovému kruhu. U téchto izomert vSak neni
prokazana biologicka aktivita. Izomer myo-inositol ma strukturu v rovinné symetrii, diky

tomu nevykazuje zadnou optickou aktivitu (Obr. 4)%3.

OH
HOW _~_ ~OH

Obr. 4: Struktura izomeru myo-inositolu
2.1 Kyselina fytova

Kyselina fytova neboli myo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisfosfat (IP6), je esterem myo-

inositolu a kyseliny fosforec¢né. Jak ze struktury IP6 vyplyva, jedna se o 12 sytnou
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slouc¢eninu (Obr. 5), diky ¢emuz ma velkou kapacitu véazat rizné kationty. IP6 je

pfirozené vyskytuje v podobé draselnych a hotfecnatych soli oznacovanych fytaty nebo

vapenato-hofecnatych soli ozna¢ovanych jako fytin. Ve formé fytinu se IP6 vyskytuje ve

vétsing rostlin s nejvyssi koncentraci v semenech a zrnech#4.

OH
O=p-oH
HO\P/OH o O\\P/OH
2 “°\
o © O oH
HO o o. 2
2N ;>
HO O ? HO OH
HO—P=0
OH

Obr. 5: Struktura kyseliny fytové
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2.2 Metabolismus kyseliny fytové v lidském organismu

IP6 se nachézi v rostlinach a rostlinnych produktech vyuzivanych mimo jiné k vyziveé
zvitat. Hojné se vyskytuje v rostlinach a potravinach spojenych s vlakninou, jako jsou
otruby, zrna, luSténiny, ofechy, oleje a semena. VIiv IP6 v metabolickych procesech
zacind jiz v travicim traktu, kdy reaguje se slozkami obsazenymi v stfevnim lumen.
Nejcasteji pozorovany negativni vliv IP6 je inhibice vstiebavani n€kterych hlavnich 1
stopovych prvkli obsazenych v travicim traktu, coz mize vést k deficitu minerall v téle
a rozvoji naptiklad anemickych onemocnéni. Dal§im dilezitym aspektem je interference
IP6 s procesy traveni, ¢imz dochazi k inhibici degradace proteint. Tento aspekt souvisi
s jeji jedinecnou strukturou, ktera ji umoznuje vazat se s bilkovinami v Sirokem spektru
pH. V kyselém prostfedi, kdy je pH kyseliny pod izoelektrickych bodem bilkoviny,
dochazi ke vzniku vazby mezi zdporné nabitymi fosfatovymi zbytky IP6 s kladné
nabitymi aminoskupinami aminokyselin, z nichZ se protein sklada. ZvySovanim pH se
meéni nejen naboj na bilkoving ale také povaha vazeb. Zaporné€ nabité karboxylové zbytky
bilkovin se vazi skrze zédporn¢ nabité fosfatové zbytky IP6 pres multivalenti kovové
kationty“®. Afinita kyseliny fytové k riznym bilkovinam se li$i na zakladé mnoha faktori,
mezi které fadime slozeni aminokyselin bilkoviny a uspofadani bilkovinové molekuly,
ktera ur¢uje dostupnost uréitych aminokyselinovych zbytk46. Vazba IP6 s bilkovinami
vede k tvorbé komplexi, které jsou charakteristické nizkou rozpustnosti v pH tenkého
stieva. Bilkoviny v téchto komplexech se stavaji méné nachylné k degradaci

proteolytickymi enzymy46:47.

2.3 Benefity kyseliny fytové na lidsky organismus

Metabolit IP6, inositol-1, 4, 5-trifosfat (IP3), hraje vyznamnou roli v podob¢é druhého
posla béhem bunécné signalizace. Vysoka koncentrace IP6 zabraiiuje hnédnuti a hnilob¢
nékterych druhi ovoce a zeleniny tim, ze inhibuje enzym polyfenoloxidasu a vyuziva se
tedy jako aditivum v potravinarském a kosmetickém priamyslu. V posledni dobé¢ silné
roste zajem o pouziti IP6 také v medicin€ pti terapii riznych onemocnéni, predevsim diky

jejim protizanétlivym, antibakteridlnim, antioxidacni a antinddorové ucinky. Ochranné
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ucinky IP6 byly popsany u patologickych stavl, jako jsou neurodegenerativni
onemocnéni, rakovina nebo kardiovaskularni onemocnéni*®4°, V neposledni fadé byl také
prokdzan hepatoprotektivni vliv IP6 pfedevS§im na steatotické onemocnéni jater u

potkant®C,

Jeji vliv na metabolismus 1é€iv v jatrech a mozna interakce s biotransforma¢nimi enzymy

zatim nebyly zkouméany.

Pramysl

Protirakovinovy inhibitor

Ledvinové kameny (prevence proti krystalizaci vapniku)

Ischemicka choroba srdecni
[sniZeni cholesterolu a trighyceridd)

Apoptoza (redukce apoptézy)
Antioxidacni tcinek
Kosmetika

Hypoglykemicky Ucinek (inhibice tkrobu)

Obr. 6: Benefity kyseliny fytové pro lidsky organismus
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Experimentalni ¢ast

3. Pouzité materialy a pristrojové vybaveni

3.1 Enzymové systémy

Jako enzymové systémy byla pouzita lidska jaterni mikrosomalni frakce. Lidska
mikrosomalni frakce byla pfipravena standartnimi postupy frakeni centrifugaci. Jatra byla
obdrzena od multiorgdnovych darcii a pouzita po schvaleni Etickou komisi FN a LF

Olomouc v souladu se zakonem ¢. 285/2000 Sb.

3.2  Chemikalie
Vsechny pouzité chemikalie byly p.a. ¢istoty, vhodné pro experimenty s biologickym
materidlem a pro enzymova stanoveni.

Sigma Aldrich (Praha, CZ): nikotinamidadenidinukleotid fosfat (NADP*), kyselina
DL-isocitronova (ISO), kumarin, Trizma base (Tris), dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu

sodného (NaH2PO4 - 2 H20), pentoxyesorufin, isocitratdehydrogenasa (IDH), glycerol

Lach — Ner (Neratovice, CZ): dihydrogenfosforec¢nan draselny (K/POg), siran hofe¢naty
(MgS0s), kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), kyselina octova (CH3COOH),
octan sodny (CH3COONa), dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs), chlorid draselny
(KCI), dithioni¢itan sodny (Na2S204),

Merck (Praha, CZ): methanol (CH3OH)
Linde Technoplyn (Praha, CZ): oxid uhelnaty (CO)
Abcam (Cambrige, Spojené kralovstvi): midazolam

Penta chemicals (Praha, CZ): dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na;HPO4
- 12 H20),

VWR International (Stiibrna Skalice, CZ): acetonitril (ACN)
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3.3 Pristrojové vybaveni

Zatizeni pro pripravu Cisté a ultracisté vody Watrex Ultrapur (Wartex, Praha, CZ),

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

pH metr XS Instruments pH 50 (Carpi, Italy),

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

Magneticka michacka s ohfevem IKA RH digital, Merci (Brno, CZ),

Ttepacka typu,, vortex* V-1plus, Biosan (Riga, Lotyssko)

Ultrazvukové lazenn UCC4, Notus-Powersonic (Vrable, SK),

Termomixer Comfort, Eppendorf (Hamburg, Némecko),

Ponorny homogenizator Ultra-Turrax T 25 basic (IKA-Werke, Némecko)

UV — Vis spektrofotometr TECAN Infinite M200, Schoeller Instruments (Praha, CZ),
Membranové filtry Pall Corporation, hydrofilic polypropylene membrane filters 100 IPK,
Chlazena centrifuga LISA, AFI Group (Chateau-Gontier, Francie)

Chlazena centrifuga Z 323 K, Hermle LaborTechnik GmbH (Wehingen, Némecko),
Ultracentrifuga Optima XPN-90, Beckman Coulter (Brea, CA, USA)

Ultrazvukova lazen UCC4, Notus-Powersonic (Vrable, Slovensko)

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

4.1 Priprava jaterni mikrosomalni frakce

Mikrosomalni frakce z lidskych jater je ziskdvana pomoci frakéni centrifugace jaterniho
homogenatu. Po celou dobu prace s jatry jsou vSechny kroky provadény na ledu a
Vv chladici mistnosti. Pouzité néstroje 1 pfistroje musi byt pfed praci vychlazeny. Nejprve
se jatra zvazi a nastfihaji nizkami v homogenizacnim pufru o sloZzeni 0,25 mol/l
sachar6za a | mmol/l EDTA o pH 7,4 s pfidavkem 0,2 mol/l PMSF v isopropanolu, ktery
funguje jako inhibitor protedz. Pufr s jatry se slije pfes gazu, a jesté¢ dvakrat se jatra
homogenizacnim pufrem promyji. Po promyti se k 1 g jater piidad trojndsobné mnoZstvi
homogeniza¢niho pufru. Nésledné se ¢ast jater pfemisti do plastové zkumavky za pomoci
pinzety, pfidd se homogeniza¢ni pufr a homogenizuje se ponornym homogenizatorem
tfikrat maximaln€ 10 s. Ziskany homogenat se pielije do vétsich (50 ml) plastovych
zkumavek (falkonek), které se po vyvazeni centrifuguji ve velké centrifuze 10 min. pfi
5290x g, ktera je vychlazena na 4° C. Vznikly supernatant se opatrné odlije do Cisté
plastové zkumavky a opét se centrfuguje, tentokrat pii 15150x g, 25 min. pii 4° C. Vznikly
supernatant se opatrn¢ slije do ultracentrifugac¢nich zkumavek, které je opét potieba
dikladné vyvazit. Po vyvazeni centrifugujeme pii 125000x g, 60 minut pii 4° C. Po
centrifugaci se ziskany supernatant odstrani, jelikoz mikrosomalni frakce je sediment.
Sediment se opatrné setfe sklenénou ty¢inkou a piida se promyvaci pufr (0,05 mol/l Tris,
0,15 mol/l KCI, pH 7,4, 0,2 mol/l PMSF). Sediment s pufrem se homogenizuje a opét
prelije do Cisté ultracentrifugacni zkumavky, kterd je doplnéna promyvacim pufrem tak
aby po uzavieni nebyla ve zkumavce Zaddnéa vzduchova bublinka. Centrifuguje se opét pii
125000x g, 60 min pfi 4 °C. Ziskany supernatant se odlije a sediment se znovu, pomoci
sklenéné tyCinky opatrné piesune do Cisté zkumavky. Do zkumavky se piida
rehomogenizaéni pufr (0,02 mol/l KH2PO4, 0,25 mol/l EDTA, 20 % (v/v) glycerol, pH
7,4) v takovém objemu, aby byl jeho objem 0,2 x nasobek vahy jater. Zhomogenizované

mikrozomy se rozpipetuji do mikrozkumavek a zamrazi na -79 °C.
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4.2  Stanoveni koncentrace cytochromu P450 v mikrosomalni frakci

spektrofotometricky

Koncentrace CYP v mikrosomalni frakci se stanovuje pomoci spektrofotometrického
méfeni (500-400 nm) po redukci dithioni¢énanem sodnym a naslednym navazanim oxidu
uhelnatého. Ziskana frakce z lidskych jater se nejprve 20 x zfedi pomoci fosfatového
pufru (100 mmol/l, pH 7.4) a nasledné se zredukuje pfidavkem ditioni¢itanu sodného.
Roztok se nasledné rozdeli do dvou kyvet, které se poté vlozi do dvoupaprskového
spektrofotometru a zméii se tzv. baseline. Kyveta se vzorkem se probublava proudem CO
po dobu jedné minuty dokud nedojde k vytvotreni komplexu CYP s CO a opét se provede
spektrofotometrické méfeni. Z namétenych absorbanci se vypocita celkova koncentrace
CYP v mikrosomalni frakci podle vzorce:

_ Ayso — Asgo
Cpaso = T 0091 )

20
Auso ...absorbance pii vinové délce 450 nm

Asqo ... absorbance pii vinové délce 500 nm

Cp4so ... koncentrace CYP

0,091 ... hodnota molarniho absorpéniho koeficientu pro CYP [I - mol- cm1]

Celkova koncentrace CYP v mikrosomalni frakci pouZita pro nasledné experimenty byla

stanovena na 9,01 umol/l.

4.3 Stanoveni enzymovych aktivit vybranych forem CYP

S vyuzitim specifickych substratti byla v lidské jaterni mikrosomalni frakci stanovena
aktivita vybranych CYP. Koncentrace produkt byla stanovena pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie (HPLC) s UV nebo fluorescenéni detekci. VIiv kyseliny
fytové na jednotlivé formy byla méfena v reakéni smési, ktera obsahovala mikrosoméalni
frakci jater, NADPH generujici systém a kyselinu fytovou o rizné koncentraci (10, 50,
100, 150, 200, 400, 1000 umol/l). Ke stanoveni enzymovych aktivit byly pouzity

poolovana lidska jaterni mikrosomalni frakce od deseti donort.
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4.3.1 Stanoveni aktivity CYP3A4 1°- hydroxylaci midazolamu

Midazolam je primarné metabolizovan v jatrech a stievni sténé pomoci enzymu CYP3A4
a CYP3A5%. Nejprve dochazi k hydroxylaci midazolamu za vzniku dvou aktivnich
metabolitt  1’-hydroxymidazolamu a 4-hydroxymidazolamu. Metabolit 1°'-

hydroxymidazolam vznika oproti 4 - hydroxymidazolamu ve vétsi mifte.

.. CYP3A4 O
N N V% N)%

o S N
N =
s [
F F
midazolam 1’-hydroxymidazolam

Obr. 7: Schéma hydroxylace midazolamu

Celkovy objem reakéni smési byl 100 ul. Do mikrozkumavek bylo napipetovano 20 pl
natedéné mikrosomalni frakce (fedéno 100 mmol/l fosfatovym pufrem, pH 7,4), tak aby
vysledna koncentrace v reakéni smeési byla 12,5 pmol CYP. Dale 50,9 ul roztoku, ktery
obsahoval IP6 natedény 100 mmol/l fosfatovym pufrem, tak, aby vysledna koncentrace
kyseliny fytové byla 10, 50, 100, 150, 200, 400 a 1000 pmol/l. Nakonec bylo
napipetovano 20 ul NADPH generujici systém o sloZzeni NADP* 0,5 mmol/l, isocitrat 3,7
mmol/l, isocitratdehydrogenasa 10 U/ml, MgSOs 50 mmol/l. Poté se daly
mikrozkumavky na 30 minut preinkubovat pii 37 C. Po ptidani substratu midazolamu
(9,1 ul, 30,7 umol/l) a promichani se smés dala inkubovat 8 minut pti 37 C, nasledné byla
reakce zastavena 100 ul MeOH. Po zastaveni reakce se vzorky nechaly centrifugovat pii
4°C po dobu 10 minut pti 14000 RPM. Nasledovalo pfeneseni 150 ul supernatantu do

vialek a analyza pomoci HPLC.

Podminky pro HPLC analyzu: mobilni faze o slozeni ACN a CH3COONa (10 mmol/l)
Vv poméru 36:64 (pH 4,7), izokraticka eluce, pritok mobilni faze 0,6 ml/min, doba méteni
14,2 min/vzorek. Detekce UV pii 240 nm.

4.3.2  Stanoveni aktivity CYP2A6 hydroxylaci kumarinu

CYP2AG6 je hlavnim enzymem podilejici se na kliCové metabolické pfeméné kumarinu

na 7’-hydroxykumarinu v lidskych jaternich mikrozomech®2.
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Obr. 8: Schéma hydroxylace kumarinu a vzniku 7"-hydroxykumarinu

Celkovy objem reak¢ni smési byl 100 ul. Do mikrozkumavek bylo napipetovano 46 pl
natfedéné mikrosomalni frakce (fedéno 100 mmol/l fosfatovym pufrem, pH 7,4), tak aby
vysledna koncentrace v reakéni smési byla 35 pmol CYP. Dale reak¢ni smés obsahovala
25 ul roztoku, ktery obsahoval IP6 natedény 100 mmol/l fosfatovym pufrem tak, aby
vysledna koncentrace kyseliny fytové byla 10, 50, 100, 150, 200, 400 a 1000 umol/l a
kumarin o koncentraci 50 umol/l. Poté se daly mikrozkumavky se vzorkem na 30 minut
preinkubovat pii 37 ‘C. Po preinkubaci se do reak¢ni smési napipetovalo 29 ul NADPH
generujiciho systému o slozeni NADP* 0,5 mmol/l, isocitrat 3,7 mmoll/l,
isocitratdehydrogenasa 10 U/ml, MgSO4 100 mmol/l. Po promichani se smés dala opé&t
inkubovat na 15 minut pii 37 C, pak byla reakce zastavena 200 ul MeOH. Po zastaveni
reakce se vzorky nechaly centrifugovat pii 4 °C po dobu 10 minut pfi 14000 RPM.
Nasledovalo napipetovani 150 ul supernatantu do vialek s naslednou analyzou pomoci
HPLC.

Podminky pro HPLC analyzu: mobilni faze o slozeni ACN a CH3COOH v poméru 40:60,
izokraticka eluce, prutok mobilni faze 1 ml/min, doba méfeni 7 min/vzorek. Detekce

fluorescencni (excitace pti 338 nm, emise 458 nm).
4.3.3 Stanoveni aktivity CYP2B6 dealkylaci pentoxyresorufinu

CYP2B6 je hlavnim enzymem podilejici se na klicové metabolické pieméne

pentoxyresorufinu na resorufin v lidskych jaternich mikrozomech.

(0) 0] O_~_~_ cCcyP2B6 O 0] OH
4>
LT 19901
N N

pentoxyresorufin resorufin

Obr. 9: Schéma dealkylace pentoxyresorufinu za vzniku resorufinu
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Celkovy objem reakéni smési byl 100 pl. Do mikrozkumavek bylo napipetovano 45 pl
natedéné mikrosomalni frakce (fedéno 100 mmol/l fosfatovym pufrem, pH 7,4), tak aby
vysledné mnozstvi reakcéni smési byla 35 pmol CYP. Dale bylo pipetovano 26 pl roztoku,
ktery obsahoval IP6 nafedény 100 mmol/l fosfatovym pufrem tak, aby vysledna
koncentrace kyseliny fytové byla 10, 50, 100, 150, 200, 400 a 1000 pmol/l a
pentoxyresorufin o koncentraci 20 umol/l. Poté se daly mikrozkumavky se vzorkem na
30 minut preinkubovat pifi 37 C Po preinkubaci se do reakéni smési napipetovalo 29 pl
NADPH G.S. o slozeni NADP* 0,5 mmol/l, isocitrat 3,7 mmol/l, isocitratdehydrogenasa
10 U/ml, MgSO4 100 mmol/l a promichana sm¢s se dala inkubovat na 15 minut pii 37 C,
pak byla reakce zastavena 200 pul MeOH. Po zastaveni reakce se vzorky nechaly
centrifugovat pii 4 C po dobu 10 minut pii 14000 RPM. Nésledovalo napipetovani 150

ul supernatantu do vialek s naslednou analyzou pomoci HPLC.

Podminky pro HPLC analyzu: mobilni faze o slozeni Na;HPO4 (25 mmol/l, pH 7) a
MeOH (100%) v poméru 58:42, izokraticka eluce, pritok mobilni faze 0,8 ml/min, ¢as

meéfeni 10 min/vzorek. Detekce fluorescencni (excitace pti 535 nm, emise pii 585 nm).
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5. Vysledky

5.1 Stanoveni aktivity vybranych jaternich cytochromu P450

Pro posouzeni vlivu IP6 Vv riznych koncentracich (10pumol/l, 50umol/l, 100umol/l,
150pmol/1, 200umol/l, 400umol/l a 1000umol/l) na aktivitu CYP byly vybrany tfi
vyznamné rodiny z hlediska metabolismu léciv u lidi — CYP3A4, CYP2A6 a CYP2B6.
Aktivita vybranych CYP byla méfena v mikrosomalni frakei ziskané z lidskych jater od
10 donori. Vysledky stanoveni aktivit byly zpracovany do grafli, které jsou uvedeny na
Obr. 10-12. Vysledky aktivit jsou vzdy vztazeny ke kontrolni skupiné vzorkd bez
pfidavku IP6, kterd odpovida 100 %. Stanoveni aktivit vybranych CYP bylo vzdy

provadeéno v tripletech a opakovano trikrat.

5.1.1  Stanoveni aktivity enzymu CYP3A4 1’- hydroxylaci midazolamu

Stanovenim vlivu IP6 na aktivitu CYP3A4 za pouziti midazolamu jako specifického
substratu byla zjiSténa sniZena aktivita piiblizné o 50% u vzorkd s koncentraci IP6
10pmol/1, 100 umol/l a 400 pmol/l. U dalsich zvolenych koncentraci nebyla pozorovana

zména v aktivit¢ CYP3A4 v porovnani s kontrolou (Obr. 10).
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Obr. 10: Vliv IP6 na aktivitu CYP3A4 s vyuzitim midazolamu. Vzorky byly méteny v
triplikdtech v poolované mikrosomalni frakci z lidskych jater (10 donorti). Stanoveni
aktivity bylo opakovano tfikrat. Data jsou vyjadiena jako procento kontroly (bez pfidani
IP6). Hodnoty aktivit jsou vyjadieny jako primér + SD z triplikati v jednotlivych

meéfenich. 1P6, kyselina fytova.

5.1.2  Stanoveni aktivity CYP2A6 hydroxylaci kumarinu

V ptipad¢ aktivity CYP2A6 (subtratem byl kumarin) nebyla pozorovana vyznamna

zména vlivem IP6 oproti kontrolni skuping (Obr. 11)
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Obr. 11: Vliv IP6 na aktivitu CY2A6 s vyuzitim kumarinu. Vzorky byly méfeny v
triplikatech v poolované mikrosomélni frakci z lidskych jater (10 donoril). Stanoveni
aktivity bylo opakovéano tiikrat. Data jsou vyjadiena jako procento kontroly (bez piidani
IP6). Hodnoty aktivit jsou vyjadieny jako primér + SD z triplikati v jednotlivych

meéftenich. IP6, kyselina fytova.

5.1.3  Stanoveni aktivity CYP2B6 dealkylaci pentoxyresorufinu

Stanoveni vlivu IP6 ve vybranych koncentracich na aktivitu CYP2B6 bylo provedeno za
pouziti pentoxyresorufinu jako specifického substratu. Stejn¢ jako v pripadé aktivity
CYP2A6, nedoslo k vyraznému ovlivnéni aktivity CYP2B6 ptidavkem IP6 oproti
kontrolni skupiné. Mirna inhibice, pfiblizné o 20% Vv porovnani s kontrolou, se projevila
jen v piipadg¢ aplikace 150umol/1 IP6 (Obr. 12).
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Obr. 12: Vliv IP6 na aktivitu CY2B6 s vyuzitim pentoxyresorufinu. Vzorky byly
meéfeny v triplikdtech v poolované mikrosomalni frakci z lidskych jater (10 donortt).
Stanoveni aktivity bylo opakovano tfikrat. Data jsou vyjadfena jako procento kontroly
(bez pridani IP6). Hodnoty aktivit jsou vyjadieny jako primér + SD z triplikatd

V jednotlivych métenich. IP6, kyselina fytova.
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Diskuse

Hlavnim cilem pfedkladané bakalaiské prace bylo stanovit vliv kyseliny fytové (IP6) na
aktivitu jaternich biotransformacnich enzymu I. faze - cytochromi P450 (CYP). Vybrany
byly vyznamné rodiny z hlediska metabolismu 1é¢iv u lidi, CYP3A4, CYP2A6 a
CYP2B6. CYP metabolizuji vice jak 70% vsech klinicky uzivanych 1é¢iv a vyznamné
piispivaji k variabilité v odpovédi pacientii na 1é¢bus. Zmény v aktivité téchto enzymi,
tak mohou ovlivnit osud 1é¢iva v organismu a jeho farmakologicky ucinek. Aktivita CYP
miize byt ovlivnéna celou fadou faktori, jednim z nich je soucasné podavani vice 1&Civ,
kdy dochazi k tzv. 1ékovym interakcim3. Do metabolismu 1é¢iv pomoci CYP mohou
vSak vyrazné zasahnout i interakce 1éCiva S dopliky stravy nebo slozky diety. IP6 je
béznou soucasti lidské stravy a Vv posledni dobé se stala predmétem fady vyzkumu
predevsim pro své potencidlni antioxidacni, antibakterialni a protizdnétlivé ucinky. Jeji
vliv na metabolismus 1é¢iv v jatrech a moznda interakce s biotransforma¢nimi enzymy

zatim nebyly objasnény*.

Z vysledktu experimentalni ¢asti vyplyva, ze aktivita CYP2A6 a CYP2B6 nebyla
ovlivnéna IP6 ve zvolenych koncentracich v mikrosomalni frakci lidskych jater. Oba tyto
enzymy jsou V jatrech zastoupeny v malém mnozstvi, avsak CYP2B6 je i ke svému
malému zastoupeni schopen metabolizovat nékolik vyznamnych klinicky uzivanych
1é¢iva (napt. bupropion, methadon, cyklofosfamid, ketamin). Lze tedy ptedpokladat, ze

ptitomnost IP6 v organismu nebude mit vliv na metabolismus téchto 1é¢iv.

Naopak, byla prokdzan vliv IP6 na aktivitu CYP3A4 v mikrosomalni frakci lidskych
jater. Aplikace IP6 v koncentracich 10umol/l, 100 umol/l a 400 pmol/l vedla ke snizeni
aktivity CYP3 A4 piiblizné o 50 %. To miize byt vyznamné z klinického hlediska, jelikoz
CYP3A4 metabolizuje az 50 % vSech klinicky uzivanych [é¢iv, vcetné statind,
imunosupresiv, antidepresiv, chemoterapeutik a mnoho dalsich. VIiv IP6 na aktivitu
CYP3A4 vsak nema linearni pribéh, inhibice tedy neni ptimo imérna koncentraci IP6.
Inhibice CYP3A4 mize byt vysvétlena zhorSenim/zlepSenim pfistupu substratu do

aktivniho mista enzymu v pfitomnosti IP6.
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Vysledky stanoveni aktivity CYP2A6 a CYP2B6, ukazuji ze IP6 ma maly, pokud viibec
néjaky, vliv na vznik interakce s metabolismem 1é¢iv metabolizovanych témito enzymy.
Zvysena konzumace potravin bohatych na IP6 nebo uzivani IP6 jako dopln¢k stravy by
tedy neméla vést ke klinicky vyznamnému ovlivnéni aktivity téchto biotransformacnich
enzymi. Pozorovana inhibice aktivity CYP3A4 piitomnosti IP6 v mikrosomalni frakci
lidskych jater maze byt diivodem interakce mezi IP6 a 1é¢ivy s klinickymi dopady. Proto
jsou zapotiebi dalsi studie k vyhodnoceni komplexnich funkci IP6 a jeho mozné interakce
s metabolismem [éCiv, aby se jeho slibny terapeuticky potencidl pievedl do klinické

praxe.
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V ptedkladané bakalaiské praci byl zkouman vliv kyseliny fytové (IP6) na aktivitu
vybranych jaternich cytochromt P450 (CYP3A4, CYP2A6, CYP2B6). Enzymové
aktivity byly stanoveny v jaterni mikrosomalni frakci ziskanych z lidskych jater pomoci

specifickych substratl pro jednotlivé CYP.

Z vysledki experimentia vyplyvaji nasledujici zavéry:

» Inhibi¢ni experimenty ukazaly, ze IP6 pravdépodobné neovliviuje
metabolismus soucasné podavanych 1é¢iv metabolizovanych enzymy

CYP2A6 a CYP2B6.

» Aktivita CYP3A4 byla snizena piiblizné o 50% vlivem 10umol/l,
100umol/l a 400umol/l 1P6, coz by mohlo ovlivnit farmakokinetiku a

ucinnost Siroké Skaly klinicky uZivanych lé¢iv.
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