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Cíle 

Cílem teoretické části předkládané práce bylo vypracovat stručný přehled o metabolismu 

cizorodých látek se zaměřením na enzymy cytochromy P450, které metabolizují většinu 

všech klinicky užívaných léčiv u lidí. Dále byla popsána kyselina fytová, která má díky 

své jedinečné chemické struktuře velký potenciál ve využití ve farmacii a lékařství. 

Prvním cílem praktické části bylo osvojení si práci s biologickým materiálem a metody, 

které slouží ke stanovení aktivit studovaných enzymů. Hlavním cílem praktické části bylo 

zjistit v l i v kyseliny fytové na aktivitu nej důležitějších enzymů I. fáze biotransformace 

xenobiotik, cytochromů P450. 
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Uvod 

Lidský organismus je vystaven ve lkému množství cizorodých látek, které na něj působí. 

Xenobiotika (cizorodé látky) se mohou dostávat do našeho organismu bez našeho vědomí 

nebo jsou aplikovány cíleně ve formě léků nebo doplňků stravy. V případě, kdy je do 

našeho organismu aplikováno více xenobiotik ať cíleně nebo bez našeho vědomí, může 

mezi jednotlivými látkami docházet ke vzájemným interakcím, a to zejména na úrovni 

metabolismu 1. Procesem podílejícím se na metabolismu xenobiotik je takzvaná 

biotransformace, která probíhá v několika fázích a je katalyzovaná především jaterními 

enzymy s širokou substrátovou specifitou. Samotný proces biotransformace má za cíl 

snížení toxicity xenobiotik a jejich snadnější vyloučení z organismu 2. 

M e z i nej důležitější enzymy podílející se na biotransformaci xenobiotik j sou cytochromy 

P450 (CYP) . C Y P se řadí mezi skupinu enzymů s monooxygenasovou aktivitou, které se 

nacházejí především v membráně endoplazmatického retikula ale také v mitochondriích. 

V lidském organismu jsou C Y P zodpovědné za metabolismus 65-70 % všech klinicky 

užívaných léčiv a významně přispívají také k variabilitě odpovědi pacientů na léčbu 3 . 

Předmětem mého zájmu bylo zjištění vl ivu kyseliny fytové (IP6) na tyto enzymy. IP6 se 

vyskytuje ve velkém množství potravin spojených s vlákninou, jako jsou otruby, 

luštěniny, zrna, oleje a semena. V dnešní době je také přidávána do kosmetiky, doplňků 

stravy, a tudíž se do těla může dostávat ve velkém množství. U kyseliny fytové byly 

prokázány jak pozitivní, tak negativní účinky na lidský organismus. Je tedy nutné se 

zamyslet, jestli by přítomnost této látky nemohla ovlivňovat také metabolismus léčiv. 

Experimentální část je zaměřena na měření aktivity vybraných C Y P v přítomnosti 

různých koncentrací IP6 v mikrosomální frakci izolované z lidských jater. 
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Teoretická část 

1. Metabolismus cizorodých látek (xenobiotik) 

1.1 Úvod 

Xenobiotika jsou chemické látky, které se mohou dostat do lidského organismu, ale 

nevyskytují se v něm přirozeně a nejsou j ím produkovány. Mez i cizorodé látky, které se 

dostávají do lidského organismu cíleně, řadíme zejména léčiva nebo doplňky stravy a 

různé složky výživy. V přírodním prostředí jsou cizorodé látky přítomny také ve formě 

pesticidů, produktů průmyslové výroby, výfukových látek z dopravních prostředků, 

mykotoxinů apod. Ty se do lidského organismu, na rozdíl od léku, dostávají nevědomě. 

Xenobiotika, konkrétně léčiva, mají často lipofilní strukturu, proto je jejich vyloučení 

z organismu složitější. Obecně lze říct, že průběh vylučování xenobiotik z organismu je 

závislý na jejich polari tě 1 . 

Hlavním mechanismem pro udržení homeostázy, během vystavení organismu cizorodým 

látkám, je proces biotransformace, kdy dochází k přeměně ve vodě nerozpustných 

nepolárních látek na látky polárnější. Existují také výjimky. Například metylace a 

acetylace patří mezi biotransformační reakce, které mohou rozpustnost některých 

xenobiotik ve vodě snižovat. Biotransformace je katalyzována zejména jaterními 

enzymy, ale mohou se na ni podílet i enzymy j iných tkání. Samotné biotransformace u 

cizorodých látek se účastní j en omezený počet enzymů se širokou substrátovou specifitou. 

To umožňuje enzymům, které metabolizují xenobiotika metabolizovat mimo j iné i velké 

množství endogenních látek, mezi které řadíme mastné kyseliny, žlučové kyseliny, 

aceton, také steroidní hormony či některé v i tamíny 3 . 

1.2 Biotransformace xenobiotik v buňce 

Biotransformace xenobiotikje rozdělena do tří fází. Jen několik xenobiotik je vyloučeno 

v nezměněné formě, bez jakékoliv metabolické degradace. Reakce I. fáze, kdy dochází 

převážně k oxidaci, se účastní několik enzymových systémů. 
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Nej významnej ší jsou enzymy nazývané cytochromy P450. Reakce II. fáze 

biotransformace jsou katalyzovány např. glutathion S-transferasami a U D P -

glukuronosyltransferasami. Dochází zde ke konjugaci cizorodé látky s endogenní látkou 

a vznikající produkty jsou většinou biologicky neaktivní 4 . Po dokončení I. a II. fáze 

biotransformace dochází ke vzniku polárnějších, ve vodě rozpustných metabolitů, které 

jsou vhodným substrátem pro membránové transportní proteiny. Tyto „transportéry" j sou 

důležité pro přenos xenobiotik přes buněčnou membránu do buňky a po metabolické 

přeměně mimo buňku. Tento proces je někdy též označován jako III. fáze 

biotransformace5. Mez i transportní proteiny řadíme A B C a S L C (z angl. solute carriers) 

transportní proteiny 6. M e z i A B C proteiny řadíme např: P-glykoproteiny proteiny 

odpovědné za mnohočetnou lékovou rezistenci (MRP2). 

Ve většině případů vedou biotransformační reakce ke snížení toxicity xenobiotika a 

usnadnění vyloučení z organismu. V určitých případech může však dojít ke vzniku 

toxických nebo karcinogenních produktů. 

1.3 Cytochromy P450 

Nej důležitějšími biotransformačními enzymy I. fáze jsou cytochromy P450 (CYP) . Tyto 

enzymy se vyskytují od bakterií, rostlin a živočichů až k lidskému organismu 7. Prvním, 

kdo publikoval výsledky získané při studiu C Y P , byl v roce 1958 Martin Klingenberg, 

který studoval spektrofotometrické vlastnosti pigmentů u mikrosomálních frakcí, které 

připravoval z potkaních jater. Ve stejném roce popsal tento pigment v prasečí 

mikrosomální frakci také D. Garfinkel. Část názvu „P450" vychází ze schopnosti 

redukované formy C Y P v komplexu s C O absorbovat světlo o vlnové délce 450 nm (u 

jednotlivých forem to může být v rozmezí 447- 452 nm) 8 . 

U eukaryotických buněk existují C Y P jako membránově vázané hemoproteiny, kdy 

každý obsahuje přibližně 500 aminokyselin a ferroprotoporfyrin IX, který slouží jako 

prostetická skupina. To, čím se odlišují C Y P od ostatních buněčných hemoproteinů, je 

úloha thiolové skupiny cysteinu. Funkce thiolové skupiny jako pátého ligandu železa 

protoporfyrinu I X spočívá v ovlivnění distribuce elektronové hustoty (přesněji v donaci 

elektronové hustoty do molekulových orbitalů původem z protivazebných orbitalů 

molekulárního kyslíku navázaného na hemové železo). Po dodání dvou dalších elektronů 

do reakce (v průběhu katalytického cyklu, viz dále Obr. 1) dojde k rozštěpení navázaného 
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dikyslíku na atom, který tvoří s dvěma protony molekulu vody, a na druhý atom, který je 

radikálem a vstoupí do molekuly substrátu (tj. výsledkem je hydroxylováná molekula 

substrátu). 

C Y P patří mezi skupinu enzymů s monooxygenasovou aktivitou, které se nacházejí 

především v membráně endoplazmatického retikula a také v mitochondriích. V e většině 

případů C Y P katalyzují reakce oxidatívni přeměny substrátu, nejčastěji se jedná o 

hydroxylace. S C Y P působí v endoplasmatickém retikulu také flavoprotein 

N A D P H x y t o c h r o m P-450 oxidoreduktasa ( C Y P O R ) . Pro reakce katalyzované C Y P j sou 

dále nezbytné N A D P H , kyslík, F A D , F M N , cytochrom bs a fosfolipidy 9. Oxidace 

substrátu katalyzovaná C Y P enzymy probíhá sledem cyklické série reakcí (Obr. 1). 

Nejdříve se substrát váže do vazebného místa pro substráty, které je součástí aktivního místa 

spolu s hemem obsahujícím železo v oxidované formě. Následně dochází k 

jednoelektronové redukci železa přenosem elektronu z N A D P H pomocí C Y P O R . 

V dalším kroku je molekulární kyslík navázán na komplex RH-(Fe 2 +) za vzniku ternárního 

komplexu. Dále je na temární komplex prostřednictvím NADPHxytochrom P450 

oxidoreduktasy (nebo NADHxytochrom bs oxidoreduktasy a cytochromu bs) přenesen druhý 

elektron a v následujícím kroku dochází k uvolnění molekuly vody. Dalším krokem je 

navázání atomu kyslíku na substrát za vzniku hydroxyl ováného produktu a regenerované 

oxidované formy C Y P . Monooxygenasovou reakci katalyzovanou C Y P lze zapsat 

souhrnnou rovnicí: 

RH + 02 + NADPH + H+ -> ROH + H20 + NADP + 

15 



Obr. 1: Schématické znázornění katalytického cyklu cytochromů P450. R H , 

substrát; R O H , hydroxylovaný produkt 9. 

1.4 Nomenklatura cytochromů P450 

Pro přehlednost má nomenklatura C Y P definovanou strukturu a enzymy jsou vhodně 

uspořádány do rodin a podrodin podle podobnosti sekvence aminokyselin. Názvy C Y P 

j sou postupně uváděny v pořadí číslo - písmeno - číslo, kdy j e prvním číslem označovaná 

rodina C Y P . Enzymy patřící do stejné rodiny musí vykazovat podobnost 

aminokyselinové sekvence minimálně 40%. Následující písmeno označuje podrodinu 

C Y P , která je dána podobností aminokyselinové sekvence a to z 55 % a výše. Konečné 

číslo popisuje individuální členy v rámci rodin či podrodin (Obr. 2) 1 0 . 
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Rodina Isoforma Rodina 
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M O 
I r 

tochrom Pod rodina 

P450 

Obr. 2: Systematické názvosloví C Y P (upraveno podle Furge a Guengerich, 

2006 1 1) 

1.5 Nej důležitější formy cytochromů P450 pro metabolismus léčiv u 

člověka 

V lidském organismu je možné nalézt 57 aktivních genů C Y P , které jsou rozděleny do 18 

rodin. Za metabolismus přibližně 65-70 % všech klinicky užívaných léčiv jsou 

zodpovědné C Y P z rodiny zahrnující C Y P 1-3. Lidské C Y P jsou zastoupeny především 

v játrech. V nižších koncentracích je lze detekovat také v ledvinách, gastrointestinálním 

traktu, plicích, mozku a kůži. Nej důležitější formou C Y P pro metabolismus léčiv u 

člověka, a zároveň nejhojněji zastoupenou formou v játrech je C Y P 3 A 4 , který je 

zodpovědný za metabolismus téměř 50 % léčiv. M e z i další významné formy, které se 

účastní metabolismu léčiv, řadíme C Y P 1 A 1 , C Y P 1 A 2 , C Y P 2 A 6 , C Y P 2 B 6 , C Y P 2 C 8 , 

C A P 2 C 8 , C Y P 2 C 9 , C Y P 2 C 1 9 , C Y P 2 D 6 , C Y P 2 E 1 a C Y P 3 A 5 2 . Výskyt každého C Y P je 

ovlivněna jedinečnou kombinací mechanismů a faktorů, včetně genetického 

polymorfismu, indukce xenobiotiky, regulace hormony nebo cytokiny během 

onemocnění, také pohlavím, věkem atd 1 2 . Zastoupení významných C Y P v lidských 

játrech je uvedeno na Obr. 3. 
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CYP 1 A 2 _ 

CYP 2C9 

CYP2B6 -, 
CYP3A4/5 

L CYP 2D6 

Obr. 3: Procentuální rozdělení klinicky významných forem C Y P v lidských j á t r ech 1 2 

1.5.1 CYP1A 

Důležitým členem rodiny C Y P 1 A je C Y P 1 A 1 , který je považován za hlavní enzym 

zprostředkovávající oxidaci a metabolickou aktivaci některých prokarcinogenů (např. 

poly cyklické aromatické uhlovodíky nebo nitrosaminy) na reaktivní metabolity 1 0. Podílí 

se na oxidačním i redukčním metabolismu různých látek, včetně léčiv, xenobiotik a 

chemických látek z životního prostředí. C Y P 1 A 1 je poměrně selektivně exprimován 

v extrahepatálních tkán ích 1 3 . 

C Y P 1 A 2 je důležitým biotransformačním enzymem z hlediska metabolismu léčiv, který 

tvoří okolo 13 % z celkového obsahu j aterních C Y P . Je konstitutivně vysoce exprimován 

v játrech aje indukovaletný v játrech, plicích, zažívacím traktu, mozku či slinivce břišní. 

Je známo přes 100 substrátů C Y P 1 A 2 , a to včetně velkého množství klinicky 

významných léků, prokarcinogenů či endogenních substrátů. C Y P 1 A 2 je zodpovědný za 

primární metabolizování kofeinu, proto je kofein využíván jako lék k hodnocení aktivity 

tohoto cytochromu in vivo. K e studiím in vitro bývá využíván jako specifický marker 

aktivity fenacetin 1 4. Exprese obou forem C Y P 1 A 1 a C Y P 1 A 2 je v těle regulována 

aryluhlovodíkovým receptorem (AhR). 

1.5.2 CYP2A6 

C Y P 2 A 6 je převážně jaterním enzymem (zaujímá ~ 4 % všech C Y P ) . Samotný enzym 

má prostorově omezené aktivní místo pro substrát, proto j e schopen metabolizovat pouze 
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menší molekuly xenobiotik. Pro C Y P 2 A 6 jsou typickými substráty nikotin a kumarin 1 5 . 

Gen kódující protein C Y P 2 A 6 , je vysoce polymorfní a genetická variabilita C Y P 2 A 6 je 

spojena s různou rychlostí metabolismu nikotinu in vitro a in vivo16. 

1.5.3 CYP2B6 

Lidský enzym C Y P 2 B 6 je sice v játrech zastoupen v relativně nízkém množství (3-6 % 

z celkového obsahu jaterních C Y P ) , mezi jeho substráty však patří několik klinicky 

významných léčiv (např. bupropion, methadon, cyklofosfamid, ketamin) a látek 

znečišťující životní prostředí (např. polychlorované a polybromované bifenyly) 1 7 . 

Exprese C Y P 2 B 6 j e vysoce variabilní mezi jednotlivci vl ivem genetického polymorfismu 

a dalších faktorů, což může vést ke změnám metabolismu výše zmíněných léčiv, 

nežádoucím účinkům nebo selhání l é čby 1 8 . 

1.5.4 CYP2C (2C8, 2C9, 2C19) 

Podskupina C Y P 2 C je klinicky významná, jelikož metabolizuje řadu klinicky 

podávaných l éků 1 9 . U člověka byly identifikovány celkem čtyři členové této podrodiny, 

a to C Y P 2 C 8 , C Y P 2 C 9 , CYP2C18 , CYP2C19 . C Y P 2 C se vyskytuje převážně v játrech, 

ale nachází se také v ledvinách, mozku, děloze a dvanáctníku. C Y P 2 C 9 je důležitý pro 

metabolismus některých terapeuticky užívaných látek, včetně antikoagulačního léku 

warfarinu a řady protizánětlivých nesteroidních l éků 2 0 . C Y P 2 C 1 9 metabolizuje řadu 

běžně předepisovaných léků, jako jsou antiepileptika S-mefenytoin a diazepam, 

inhibitory protonové pumpy např. omeprazol, a také antidepresiva první a druhé generace. 

Typickým znakem této podrodiny je výrazný genetický polymorfismus, který komplikuje 

využití určitých léč iv 1 9 . 

1.5.5 CYP2D6 

C Y P 2 D 6 představuje jen malou část všech C Y P v játrech, přesto je jeho role 

v metabolismu léčiv poměrně důležitá, jelikož je schopen metabolizovat až 25 % l éč iv 2 1 . 

M e z i substráty C Y P 2 D 6 řadíme tricyklická antidepresiva (např. desipramin), selektivní 

inhibitory serotoninových receptoru (např. paroxetin), P-blokátory (např. metoprolol) 

opoidní analgetika (např. kodein) a protinádorové látky (např. tamoxifen). Metabolismus 

léčiv zprostředkovaný C Y P 2 D 6 vykazuje velkou interindividuální variabilitu danou 

výhradně genovým polymorfismem 2 2 . 
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1.5.6 CYP2E1 

C Y P 2 E 1 má mezi lidskými C Y P výjimečné postavení v jaterní patofyziologii. Má totiž 

zásadní význam pro výskyt různých akutních a chronických jaterní ch onemocnění, které 

jsou vyvolány léky, toxickými látkami a nadmírným užíváním alkoholu 2 3 . V tomto 

prostředí vytváří C Y P 2 E 1 reaktivní metabolity vyvolávající oxidační stres, 

mitochondriální dysfunkci a buněčnou smrt. Také hrají roli při procesu ztukovatění jater, 

které souvisí s obezitou. Zvýšená aktivita C Y P 2 E 1 u nealkoholického ztukovatění jater 

( N A F L D ) vyvolává nadprodukci reaktivních forem kyslíku, což následně vyvolává 

oxidační stres, zánět a f ibrózu 2 4 . Jaterní C Y P 2 E 1 katalyzuje biotransformaci jak 

endogenních molekul, tak exogenních molekul. U endogenních může metabolizovat 

aceton, což je jedna ze tří ketolátek, které vznikají při mitochondriální P-oxidaci mastných 

kysel in 2 5 . Dále metabolizuje glycerol a různé mastné kyseliny včetně nasycených 

mastných kyselin C12-C18 a některé polynenasycené mastné kyseliny (kyselina 

arachidonová, epoxyeikosat r ienová) 2 5 ' 2 6 . M e z i léčiva, která jsou t ímto enzymem 

katalyzovaná, patří paracetamol, těkavá anestetika (halotan, enfluran, isofluran), 

nesteroidní protizánětlivá léčiva (kyselina salicylová), a antiepileptika (kyselina 

va lp roová) 2 7 ' 2 8 . M e z i toxické látky z přírodního prostředí se řadí tetrachlormethan, 

vinylchlorid, styren, thioacetamid a různé nitrosaminy 2 5 ' 2 8 . Biotransformaci většiny 

uvedených xenobiotik, která je zprostředkována C Y P 2 E 1 vznikají toxické 

metabol i ty 2 7 2 9 . 

1.5.7 CYP3A 

C Y P 3 A j e enzymovou podrodinou, která se u člověka vyskytuje ve čtyřech formách a to 

C Y P 3 A 4 , C Y P 3 A 5 , C Y P 3 A 7 a C Y P 3 A 4 3 . Enzymy C Y P 3 A j s o u zodpovědné za zhruba 

tři čtvrtiny všech reakcí metabolizujících léčiva v lidském těle a podílí se také na 

metabolismu steroidních hormonů, žlučových kyselin, leukotrienů, eikosanoidů a 

polynenasycených mastných kyse l in 3 0 ' 3 1 . Aktivita C Y P 3 A může být ovlivněna 

antropogenními chemickými látkami z životního prostředí (organofosfáty, parabeny, 

karbamáty, U V stabil izátor) 3 2 3 3 . Také přírodní látky obsažené v potravinách např. 

flavonoidy mohou ovlivnit aktivitu enzymů C Y P 3 A . Nej důležitější formou, které tvoří 

přibližně 30 % celkových j aterních C Y P a metabolizuje přibližně 50 % všech klinicky 

užívaných léčiv, je C Y P 3 A 4 . Jeho význam je dán širokým spektrem substrátů, které 

metabolizuje, díky dostatečně velkému a flexibilnímu aktivnímu m í s t u 3 4 . Mez i substráty 
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C Y P 3 A 4 se řadí statiny, antidepresiva, imunosupresiva (např. cyklosporin A , 

takrolimus), proti rakovinné léky (např. taxol) a mnoho dalších 1 2 - 3 . Forma C Y P 3 A 4 je také 

zodpovědná za několik klinicky významných interakcí, o kterých bude zmínka 

v následující kapitole. 

1.6 Lékové interakce 

Lékovou interakci je možné definovat jako změnu účinku léčiva, která je následkem 

současného podávání léku j iného, nebo podáním látky v potravě (např. flavonoidy 

z grapefruitového džusu) nebo zvykem (např. kouřením, indukujícím C Y P 1 A 2 se všemi 

důs ledky) 3 5 . Znalost osudu léčiva a zapojení konkrétní formy C Y P při jeho metabolismu 

jsou tedy velmi důležité s ohledem na možné lékové interakce. K interakcím mezi léčivy 

dochází relativně často a je skutečností, že mohou vést ke vzniku nežádoucích až 

toxických účinků léčiva nebo ke snížení jeho terapeutického účinku, a tedy k selhání 

l éčby 3 6 . 

Míra, do jaké inhibitory ovlivňují metabolismus léčiv, závisí na faktorech, jako je dávka 

a schopnost inhibitoru vázat se na enzym. Léčivo může být metabolizováno stejným 

enzymem a zároveň jej inhibovat nebo být metabolizováno jedním enzymem a j iným být 

inhibované. Léčiva mohou být také záměrně kombinovaná, aby se využi lo inhibice 

C Y P 3 7 . Inhibiční mechanismus může být reversibilní i ireversibilní. Ireversibilní 

mechanismus může vést k tvorbě reaktivních metabolitů, což vede k trvalé ztrátě 

enzymové aktivity do doby, než dojde k syntetizovány nových e n z y m ů 3 8 . 

Induktory zvyšují aktivitu enzymu C Y P , tím napomáhají zrychlení metabolismu léčiva a 

snižují jeho plazmatické hladiny. S tím souvisí snížení terapeutického účinku, který je 

způsoben indukcí exprese odpovídajícího C Y P . Indukcí dochází ke zvýšení syntézy 

enzymu nebo může dojít ke zvýšení aktivity (vzácně) též stabilizací struktury příslušného 

enzymu. Příkladem indukce je indukce C Y P 3 A 4 v přítomnosti barbiturátu nebo indukce 

C Y P 3 A , C Y P 2 C v přítomnosti karbamazepinu. K e zvýšení aktivity C Y P dochází 

zvýšenou transkripcí příslušného genu, která je vyvolaná induktorem. Najdeme zde také 

výjimku, kterou je C Y P 2 E 1 , který je indukován stabilizací enzymu při posttranslační 

modifikaci 2 - 3 9 - 4 0 . 

Je prokázáno, že variace v genech pro enzymy C Y P přispívá k interindividuálním 

rozdílům v sérových koncentracích substrátu léčiv. To vede k jejich variabilitě mezi 
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jednotlivými pacienty, jak z pohledu účinku, tak bezpečnosti léčiv. U několika typů C Y P 

byl ještě navíc objeven funkční polymorfismus, tedy přítomnost více variant jedné formy 

C Y P (lišících se aktivitou) v důsledku existence variantních alel. Těmito souvislostmi a 

důsledky se zabývá farmakogenetika 4 1. Biotransformace je pro pochopení metabolických 

drah a potenciální interakce nových kandidátů na léčiva s j inými léky jedním 

z nedůležitějších ukazatelů v preklinických studiích při procesu objevování léčiv. Jsou 

zde zkoumány jak in vitro, tak i in vivo modely živočišných druhů, u nichž j sou zkoumány 

hlavní farmakokinetické, farmakodynamické a toxikologické profi ly 4 2 . 

Nedílnou součástí výzkumu léčiv jsou studie lékových interakcí mezi jednotlivými 

léčivy, avšak interakce mohou nastat i v kombinaci léčiva s doplňkem stravy či stravou 

samotnou. 

2. Cyklitoly 

Cylitoly jsou řazeny mezi sacharidy, které ve své struktuře obsahují pouze hydroxylové 

skupiny a mají cyklickou strukturu. Nejznámější cyklitol myo-inositol se ve volné formě 

vyskytuje prakticky ve všech rostlinách M i m o izomeru myo- existuje dalších, celkem 

osm izomerů (např. chiro-, neo-, allo-, cis-), navzájem se od sebe lišících orientací 

hydroxylových skupin vzhledem k cyklohexanovému kruhu. U těchto izomerů však není 

prokázána biologická aktivita. Izomer myo-inositol má strukturu v rovinné symetrii, díky 

tomu nevykazuj e žádnou optickou aktivitu (Obr. 4 ) 4 3 . 

OH 
H O y ^ , , O H 

HO°' S ^ ' / y O H 
ÓH 

Obr. 4: Struktura izomeru myo-inositolu 

2.1 Kyselina fytová 

Kyselina fytová neboli myo-inositol-l,2,3,4,5,6-hexakisfosfát (IP6), je esterem myo-

inositolu a kyseliny fosforečné. Jak ze struktury IP6 vyplývá, jedná se o 12 sytnou 
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sloučeninu (Obr. 5), díky čemuž má velkou kapacitu vázat různé kationty. IP6 je 

přirozeně vyskytuje v podobě draselných a horečnatých solí označovaných fytáty nebo 

vápenato-hořečnatých solí označovaných jako fytin. V e formě fytinu se IP6 vyskytuje ve 

většině rostlin s nejvyšší koncentrací v semenech a zrnech 4 4 . 

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

IP6 se nachází v rostlinách a rostlinných produktech využívaných mimo j iné k výživě 

zvířat. Hojně se vyskytuje v rostlinách a potravinách spojených s vlákninou, jako jsou 

otruby, zrna, luštěniny, ořechy, oleje a semena. V l i v IP6 v metabolických procesech 

začíná j iž v trávicím traktu, kdy reaguje se složkami obsaženými v střevním lumen. 

Nejčastěji pozorovaný negativní v l iv IP6 je inhibice vstřebávaní některých hlavních i 

stopových prvků obsažených v trávicím traktu, což může vést k deficitu minerálů v těle 

a rozvoji například anemických onemocnění. Dalším důležitým aspektem j e interference 

IP6 s procesy trávení, čímž dochází k inhibici degradace proteinů. Tento aspekt souvisí 

s její jedinečnou strukturou, která j i umožňuje vázat se s bílkovinami v širokém spektru 

pH. V kyselém prostředí, kdy je p H kyseliny pod izoelektrických bodem bílkoviny, 

dochází ke vzniku vazby mezi záporně nabitými fosfátovými zbytky IP6 s kladně 

nabitými aminoskupinami aminokyselin, z nichž se protein skládá. Zvyšováním p H se 

mění nejen náboj na bílkovině ale také povaha vazeb. Záporně nabité karboxylové zbytky 

bílkovin se váží skrze záporně nabité fosfátové zbytky IP6 přes multivalentí kovové 

kationty 4 5 . Afinita kyseliny fytové k různým bílkovinám se liší na základě mnoha faktorů, 

mezi které řadíme složení aminokyselin bílkoviny a uspořádaní bílkovinové molekuly, 

která určuje dostupnost určitých aminokyselinových zbytků 4 6 . Vazba IP6 s bílkovinami 

vede k tvorbě komplexů, které jsou charakteristické nízkou rozpustností v p H tenkého 

střeva. Bílkoviny v těchto komplexech se stávají méně náchylné k degradaci 

proteolytickými enzymy 4 6 ' 4 7 . 

2.3 Benefity kyseliny fytové na lidský organismus 

Metabolit IP6, inositol-1, 4, 5-trifosfát (IP3), hraje významnou roli v podobě druhého 

posla během buněčné signalizace. Vysoká koncentrace IP6 zabraňuje hnědnutí a hnilobě 

některých druhů ovoce a zeleniny tím, že inhibuje enzym polyfenoloxidasu a využívá se 

tedy jako aditivum v potravinářském a kosmetickém průmyslu. V poslední době silně 

roste zájem o použití IP6 také v medicíně při terapii různých onemocnění, především díky 

jejím protizánětlivým, antibakteriálním, antioxidační a antinádorové účinky. Ochranné 
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účinky IP6 byly popsány u patologických stavů, jako jsou neurodegenerativní 

onemocnění, rakovina nebo kardiovaskulární o n e m o c n ě n í 4 8 4 9 . V neposlední řadě byl také 

prokázán hepatoprotektivní v l iv IP6 především na steatotické onemocnění jater u 

po tkanů 5 0 . 

Její v l i v na metabolismus léčiv v játrech a možná interakce s biotransformačními enzymy 

zatím nebyly zkoumány. 

Protirakovinový inhibitor 

Průmysl 

Ischemická choroba srdeční 
(snížení cholesterolu atriglyceridů) 

Ledvinové kameny (prevence proti krystaliíaci vápníku) 

Benefity kyseliny fytové 
ApoptÓEa (redukce apoptózy) 

Antioxidační účinek 
Kosmetika 

Hypoglykemický účinek (inhibice škrobu) 

Obr. 6: Benefity kyseliny fytové pro lidský organismus 
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Experimentální část 

3. Použité materiály a přístrojové vybavení 

3.1 Enzymové systémy 

Jako enzymové systémy byla použita lidská jaterní mikrosomální frakce. Lidská 

mikrosomální frakce byla připravena štandartní mi postupy frakční centrifugací. Játra byla 

obdržena od multiorgánových dárců a použita po schválení Etickou komisí F N a L F 

Olomouc v souladu se zákonem č. 285/2000 Sb. 

3.2 Chemikálie 

Všechny použité chemikálie byly p.a. čistoty, vhodné pro experimenty s biologickým 

materiálem a pro enzymová stanovení. 

Sigma Aldrich (Praha, CZ): nikotinamidadenidinukleotid fosfát ( N A D P + ) , kyselina 

DL-isoci t ronová (ISO), kumarin, Trizma base (Tris), dihydrát dihydrogenfosforečnanu 

sodného (NaFÍ2P04 • 2 H2O), pentoxyesorufin, isocitrátdehydrogenasa (IDH), glycerol 

L a c h - Ner (Neratovice, CZ): dihydrogenfosforečnan draselný ( K / P O 4 ) , síran horečnatý 

(MgS04), kyselina ethylendiamintetraoctová ( E D T A ) , kyselina octová (CH3COOH), 

octan sodný (CFLCOONa) , dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4), chlorid draselný 

(KC1), dithioničitan sodný (Na2S204), 

Merck (Praha, CZ): methanol (CH3OH) 

Linde Technoplyn (Praha, CZ): oxid uhelnatý (CO) 

Abcam (Cambrige, Spojené království): midazolam 

Penta Chemicals (Praha, CZ): dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného (Na2HP04 

• 12 H 2 0 ) , 

V W R International (Stříbrná Skalice, CZ): acetonitril (ACN) 
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3.3 Přístrojové vybavení 

Zařízení pro přípravu čisté a ultračisté vody Watrex Ultrapur (Wartex, Praha, CZ) , 

p H metr Schott C G 843 (Fischer Scientific, Pardubice, CZ) , 

p H metr X S Instruments p H 50 (Carpi, Italy), 

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

Magnetická míchačka s ohřevem I K A R H digital, Merci (Brno, CZ) , 

Třepačka typu,, vortex" V- lp lus , Biosan (Riga, Lotyšsko) 

Ultrazvuková lázeň U C C 4 , Notus-Powersonic (Vráble, SK), 

Termomixer Comfort, Eppendorf (Hamburg, Německo) , 

Ponorný homogenizátor Ultra-Turrax T25 basic (IKA-Werke, Německo) 

U V - V i s spektrofotometr T E C A N Infinite M200, Schoeller Instruments (Praha, C Z ) , 

Membránové filtry Pall Corporation, hydrofilic polypropylene membrane filters 100IPK, 

Chlazená centrifuga L I S A , A F I Group (Cháteau-Gontier, Francie) 

Chlazená centrifuga Z 323 K , Hermle LaborTechnik G m b H (Wehingen, Německo) , 

Ultracentrifuga Optima X P N - 9 0 , Beckman Coulter (Brea, C A , U S A ) 

Ultrazvuková lázeň U C C 4 , Notus-Powersonic (Vráble, Slovensko) 

H P L C , Řídící jednotka (Shimadzu sstem controller S C L - 1 0 A V P , Shimadzu, Kyoto, 

Japonsko), kolona L i c h r o C A R T 250 - 4 s náplní LiChrosper 100 RP-18, velikost částic 5 

um (Merck, Praha, CZ) , vyhřívání kolony (Shimadzu column oven C T O - ÍOAC, 

Japonsko), odplyňovač mobilní fáze (Shimadzu degasser D G U - 20A5, Japonsko), 

U V / V i s detektor (Shimadzu, U V - V I S detector SPD- lOA, Japonsko), fluorimetrický 

detektor ( Shimadzu diode array detector SPD - 10A, Japonsko), autosampler se smyčkou 

50 ul (Shimadzu autoinjektor SIL - 10 A D V P , Japonsko), pumpa (Shimadzu liquid 

chromatography L C - 10AT, Japonsko) 
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4. Metody 

4.1 Příprava jaterní mikrosomální frakce 

Mikrosomální frakce z lidských jater je získávána pomocí frakční centrifugace jaterní ho 

homogenátu. Po celou dobu práce s játry jsou všechny kroky prováděny na ledu a 

v chladící místnosti. Použité nástroje i přístroje musí být před prací vychlazeny. Nejprve 

se já t ra zváží a nastříhají nůžkami v homogenizačním pufru o složení 0,25 mol/l 

sacharóza a 1 mmol/l E D T A o p H 7,4 s přídavkem 0,2 mol/l P M S F v isopropanolu, který 

funguje jako inhibitor proteáz. Pufir s játry se slije přes gázu, a ješ tě dvakrát se játra 

homogenizačním pufrem promyjí. Po promytí se k 1 g jater přidá trojnásobné množství 

homogenizačního pufru. Následně se část j ater přemístí do plastové zkumavky za pomocí 

pinzety, přidá se homogenizační pufr a homogenizuje se ponorným homogenizátorem 

třikrát maximálně 10 s. Získaný homogenát se přelije do větších (50 ml) plastových 

zkumavek (falkonek), které se po vyvážení centrifugují ve velké centrifuze 10 min. při 

5290x g, která je vychlazená na 4° C. Vzniklý supernatant se opatrně odlije do čisté 

plastové zkumavky a opět se centrfuguje, tentokrát při 15150x g, 25 min. při 4° C. Vzniklý 

supernatant se opatrně slije do ultracentrifugačních zkumavek, které je opět potřeba 

důkladně vyvážit. Po vyvážení centrifugujeme při 125000x g, 60 minut při 4° C. Po 

centrifugaci se získaný supernatant odstraní, jel ikož mikrosomální frakce je sediment. 

Sediment se opatrně setře skleněnou tyčinkou a přidá se promývací pufr (0,05 mol/l Tris, 

0,15 mol/ l KC1, p H 7,4, 0,2 mol / l PMSF) . Sediment s pufrem se homogenizuje a opět 

přelije do čisté ultracentrifugační zkumavky, která je doplněná promývacím pufrem tak 

aby po uzavření nebyla ve zkumavce žádná vzduchová bublinka. Centrifuguj e se opět pří 

125000x g, 60 min při 4 °C. Získaný supernatant se odlije a sediment se znovu, pomocí 

skleněné tyčinky opatrně přesune do čisté zkumavky. Do zkumavky se přidá 

rehomogenizační pufr (0,02 mol/l K H 2 P 0 4 , 0,25 mol/ l E D T A , 20 % (v/v) glycerol, p H 

7,4) v takovém objemu, aby byl jeho objem 0,2 x násobek váhy jater. Zhomogenizované 

mikrozomy se rozpipetují do mikrozkumavek a zamrazí na -79 °C. 
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4.2 Stanovení koncentrace cytochromú P450 v mikrosomální frakci 

spektrofotometricky 

Koncentrace C Y P v mikrosomální frakci se stanovuje pomocí spektrofotometrického 

měření (500-400 nm) po redukci dithioničnanem sodným a následným navázáním oxidu 

uhelnatého. Získaná frakce z lidských jater se nejprve 20 x zředí pomocí fosfátového 

pufru (100 mmol/1, p H 7,4) a následně se zredukuje přídavkem ditioničitanu sodného. 

Roztok se následně rozdělí do dvou kyvet, které se poté vloží do dvoupaprskového 

spektrofotometru a změří se tzv. baseline. Kyveta se vzorkem se probublává proudem C O 

po dobu jedné minuty dokud nedojde k vytvoření komplexu C Y P s C O a opět se provede 

spektrofotometrické měření. Z naměřených absorbancí se vypočítá celková koncentrace 

C Y P v mikrosomální frakci podle vzorce: 

_ - ^ 4 5 0 ~ - ^ 5 0 0 9 n 

C p 4 5 0 " 0,091 Z " 

A450 .. .absorbance při vlnové délce 450 nm 

A500 ... absorbance při vlnové délce 500 nm 

cp450 ... koncentrace C Y P 

0,091 ... hodnota molárního absorpčního koeficientu pro C Y P [1 • mol" 1 • cm - 1 ] 

Celková koncentrace C Y P v mikrosomální frakci použitá pro následné experimenty byla 

stanovena na 9,01 umol/l. 

4.3 Stanovení enzymových aktivit vybraných forem CYP 

S využit ím specifických substrátů byla v lidské jaterní mikrosomální frakci stanovena 

aktivita vybraných C Y P . Koncentrace produktů byla stanovena pomocí vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie (HPLC) s U V nebo fluorescenční detekcí. V l i v kyseliny 

fytové na jednotlivé formy byla měřena v reakční směsi, která obsahovala mikrosomální 

frakci jater, N A D P H generující systém a kyselinu fytovou o různé koncentraci (10, 50, 

100, 150, 200, 400, 1000 umol/l). K e stanovení enzymových aktivit byly použity 

poolováná lidská jaterní mikrosomální frakce od deseti donorů. 
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4.3.1 Stanovení aktivity CYP3A4 1 h y d r o x y l a c í midazolamu 

Midazolam je primárně metabolizován v játrech a střevní stěně pomocí enzymu C Y P 3 A 4 

a C Y P 3 A 5 5 1 . Nejprve dochází k hydroxylaci midazolamu za vzniku dvou aktivních 

metabolitů l '-hydroxymidazolamu a 4-hydroxymidazolamu. Metabolit 1-

hydroxymidazolam vzniká oproti 4 - hydroxymidazolamu ve větší míře. 

m i d a z o l a m 1 ' - h y d r o x y m i d a z o l a m 

Obr. 7: Schéma hydroxylace midazolamu 

Celkový objem reakční směsi byl 100 ul. Do mikrozkumavek bylo napipetováno 20 pl 

naředěné mikrosomální frakce (ředěno 100 mmol/1 fosfátovým pufrem, p H 7,4), tak aby 

výsledná koncentrace v reakční směsi byla 12,5 pmol C Y P . Dále 50,9 ul roztoku, který 

obsahoval IP6 naředěný 100 mmol/1 fosfátovým pufrem, tak, aby výsledná koncentrace 

kyseliny fytové byla 10, 50, 100, 150, 200, 400 a 1000 pmol/1. Nakonec bylo 

napipetováno 20 ul N A D P H generující systém o složení NADP+ 0,5 mmol/1, isocitrát 3,7 

mmol/1, isocitrátdehydrogenasa 10 U/ml , MgS04 50 mmol/1. Poté se daly 

mikrozkumavky na 30 minut preinkubovat při 37 X2. Po přidání substrátu midazolamu 

(9,1 ul, 30,7 pmol/1) a promíchání se směs dala inkubovat 8 minut při 37 tľ , následně byla 

reakce zastavena 100 ul M e O H . Po zastavení reakce se vzorky nechaly centrifugovat při 

4*C po dobu 10 minut při 14000 R P M . Následovalo přenesení 150 ul supernatantu do 

vialek a analýza pomocí H P L C . 

Podmínky pro H P L C analýzu: mobilní fáze o složení A C N a CHaCOONa (10 mmol/1) 

v poměru 36:64 (pH 4,7), izokratická eluce, průtok mobilní fáze 0,6 ml/min, doba měření 

14,2 min/vzorek. Detekce U V při 240 nm. 

4.3.2 Stanovení aktivity CYP2A6 hydroxylací kumarinu 

C Y P 2 A 6 je hlavním enzymem podílející se na klíčové metabolické přeměně kumarinu 

na 7'-hydroxykumarinu v lidských jaterních mikrozomech 5 2 . 
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C Y P 2 A 6 

kumarin 7'hydroxykumarin 

Obr. 8: Schéma hydroxylace kumarinu a vzniku 7-hydroxykumarinu 

Celkový objem reakční směsi byl 100 ul. Do mikrozkumavek bylo napipetováno 46 ul 

naředěné mikrosomální frakce (ředěno 100 mmol/1 fosfátovým pufrem, p H 7,4), tak aby 

výsledná koncentrace v reakční směsi byla 35 pmol C Y P . Dále reakční směs obsahovala 

25 ul roztoku, který obsahoval IP6 naředěný 100 mmol/1 fosfátovým pufrem tak, aby 

výsledná koncentrace kyseliny fytové byla 10, 50, 100, 150, 200, 400 a 1000 umol/1 a 

kumarin o koncentrací 50 umol/1. Poté se daly mikrozkumavky se vzorkem na 30 minut 

preinkubovat při 37X2. Po preinkubaci se do reakční směsi napipetovalo 29 ul N A D P H 

generujícího systému o složení N A D P + 0,5 mmol/1, isocitrát 3,7 mmol/1, 

isocitrátdehydrogenasa 10 U / m l , MgS04 100 mmol/1. Po promíchání se směs dala opět 

inkubovat na 15 minut při 37X2, pak byla reakce zastavena 200 ul M e O H . Po zastavení 

reakce se vzorky nechaly centrifugovat při 4°C po dobu 10 minut při 14000 R P M . 

Následovalo napipetování 150 ul supernatantu do vialek s následnou analýzou pomocí 

H P L C . 

Podmínky pro H P L C analýzu: mobilní fáze o složení A C N a CH3COOH v poměru 40:60, 

izokratická eluce, průtok mobilní fáze 1 ml/min, doba měření 7 min/vzorek. Detekce 

fluorescenční (excitace při 338 nm, emise 458 nm). 

4.3.3 Stanovení aktivity CYP2B6 dealkylací pentoxyresorufinu 

C Y P 2 B 6 je hlavním enzymem podílející se na klíčové metabolické přeměně 

pentoxyresorufinu na resorufin v lidských j aterních mikrozomech. 

pentoxyresoruf in resorufin 

Obr. 9: Schéma dealkylace pentoxyresorufinu za vzniku resorufinu 
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Celkový objem reakční směsi byl 100 pl. Do mikrozkumavek bylo napipetováno 45 pi 

naředěné mikrosomální frakce (ředěno 100 mraoM fosfátovým pufrem, pH 7,4), tak aby 

výsledné množství reakční směsi byla 35 pmol CYP. Dále bylo pipetováno 26 pl roztoku, 

který obsahoval IP6 naředěný 100 mmol/1 fosfátovým pufrem tak, aby výsledná 

koncentrace kyseliny fytové byla 10, 50, 100, 150, 200, 400 a 1000 pmol/1 a 

pentoxyresorufin o koncentraci 20 pmol/1. Poté se daly mikrozkumavky se vzorkem na 

30 minut preinkubovat při 37°C Po preinkubaci se do reakční směsi napipetovalo 29 pl 

N A D P H G.S. o složení NADP+ 0,5 mmol/1, isocitrát 3,7 mmol/1, isocitrátdehydrogenasa 

10 U/ml, MgS04 100 mmol/1 a promíchaná směs se dala inkubovat na 15 minut při 37 °C, 

pak byla reakce zastavena 200 pl MeOH. Po zastavení reakce se vzorky nechaly 

centrifugovat při 4°C po dobu 10 minut při 14000 RPM. Následovalo napipetování 150 

pl supernatantu do vialek s následnou analýzou pomocí HPLC. 

Podmínky pro HPLC analýzu: mobilní fáze o složení Na2HP04 (25 mmol/1, pH 7) a 

MeOH (100%) v poměru 58:42, izokratická eluce, průtok mobilní fáze 0,8 ml/min, čas 

měření 10 min/vzorek. Detekce fluorescenční (excitace při 535 nm, emise při 585 nm). 
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5. Výsledky 

5.1 Stanovení aktivity vybraných jaterních cytochromu P450 

Pro posouzení v l ivu IP6 v různých koncentracích (lOumol/1, 50umol/l, 100umol/l, 

150(j.mol/l, 200umol/l, 400umol/l a lOOOumol/1) na aktivitu C Y P byly vybrány tři 

významné rodiny z hlediska metabolismu léčiv u lidí - C Y P 3 A 4 , C Y P 2 A 6 a C Y P 2 B 6 . 

Aktivi ta vybraných C Y P byla měřena v mikrosomální frakci získané z lidských jater od 

10 donorů. Výsledky stanovení aktivit byly zpracovány do grafů, které jsou uvedeny na 

Obr. 10-12. Výsledky aktivit jsou vždy vztaženy ke kontrolní skupině vzorků bez 

přídavku IP6, která odpovídá 100 %. Stanovení aktivit vybraných C Y P bylo vždy 

prováděno v tripletech a opakováno třikrát. 

5.1.1 Stanovení aktivity enzymu CYP3A4 Y- hydroxylací midazolamu 

Stanovením vlivu IP6 na aktivitu C Y P 3 A 4 za použití midazolamu jako specifického 

substrátu byla zjištěna snížená aktivita přibližně o 50% u vzorků s koncentrací IP6 

10umol/l, 100 umol/1 a 400 umol/1. U dalších zvolených koncentrací nebyla pozorována 

změna v aktivitě C Y P 3 A 4 v porovnání s kontrolou (Obr. 10). 
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Obr. 10: Vliv IP6 na aktivitu CYP3A4 s využit ím midazolamu. Vzorky byly měřeny v 

triplikátech v poolované mikrosomální frakci z lidských jater (10 donorů). Stanovení 

aktivity bylo opakováno třikrát. Data jsou vyj ádřena j ako procento kontroly (bez přidání 

IP6). Hodnoty aktivit jsou vyjádřeny jako průměr ± SD z triplikátů v jednotlivých 

měřeních. IP6, kyselina fytová. 

5.1.2 Stanovení aktivity CYP2A6 hydroxylací kumarinu 

V případě aktivity C Y P 2 A 6 (subtrátem byl kumarin) nebyla pozorována významná 

změna vlivem IP6 oproti kontrolní skupině (Obr. 11) 
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Obr. 11: Vliv IP6 na aktivitu CY2A6 s využitím kumarinu. Vzorky byly měřeny v 

triplikátech v poolované mikrosomální frakci z lidských jater (10 donorů). Stanovení 

aktivity bylo opakováno třikrát. Data jsou vyj ádřena j ako procento kontroly (bez přidání 

IP6). Hodnoty aktivit jsou vyjádřeny jako průměr ± SD z triplikátů v jednotlivých 

měřeních. IP6, kyselina fytová. 

5.1.3 Stanovení aktivity CYP2B6 dealkylací pentoxyresorufinu 

Stanovení v l ivu IP6 ve vybraných koncentracích na aktivitu C Y P 2 B 6 bylo provedeno za 

použití pentoxyresorufinu jako specifického substrátu. Stejně jako v případě aktivity 

C Y P 2 A 6 , nedošlo k výraznému ovlivnění aktivity C Y P 2 B 6 přídavkem IP6 oproti 

kontrolní skupině. Mírná inhibice, přibližně o 20% v porovnání s kontrolou, se projevila 

jen v případě aplikace 150umol/l IP6 (Obr. 12). 
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Obr. 12: Vliv IP6 na aktivitu CY2B6 s využitím pentoxyresorufinu. Vzorky byly 

měřeny v triplikátech v poolované mikrosomální frakci z lidských jater (10 donorů). 

Stanovení aktivity bylo opakováno třikrát. Data jsou vyjádřena jako procento kontroly 

(bez přidání IP6). Hodnoty aktivit jsou vyjádřeny jako průměr ± SD z triplikátů 

v j ednotlivých měřeních. IP6, kyselina fytová. 
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Diskuse 

Hlavním cílem předkládané bakalářské práce bylo stanovit v l iv kyseliny fytové (IP6) na 

aktivitu j aterních biotransformačních enzymů I. fáze - cytochromů P450 (CYP) . Vybrány 

byly významné rodiny z hlediska metabolismu léčiv u lidí, C Y P 3 A 4 , C Y P 2 A 6 a 

C Y P 2 B 6 . C Y P metabolizují více jak 70% všech klinicky užívaných léčiv a významně 

přispívají k variabilitě v odpovědi pacientů na léčbu 3 . Změny v aktivitě těchto enzymů, 

tak mohou ovlivnit osud léčiva v organismu a jeho farmakologický účinek. Aktivita C Y P 

může být ovlivněna celou řadou faktorů, jedním z nich je současné podávání více léčiv, 

kdy dochází k tzv. lékovým interakcím 3 6 . Do metabolismu léčiv pomocí C Y P mohou 

však výrazně zasáhnout i interakce léčiva s doplňky stravy nebo složky diety. IP6 je 

běžnou součástí lidské stravy a v poslední době se stala předmětem řady výzkumů 

především pro své potenciální antioxidační, antibakteriální a protizánětlivé účinky. Její 

v l iv na metabolismus léčiv v játrech a možná interakce s biotransformačními enzymy 

zatím nebyly objasněny 4 5 . 

Z výsledků experimentální části vyplývá, že aktivita C Y P 2 A 6 a C Y P 2 B 6 nebyla 

ovlivněna IP6 ve zvolených koncentracích v mikrosomální frakci lidských jater. Oba tyto 

enzymy jsou v játrech zastoupeny v malém množství, avšak C Y P 2 B 6 je i ke svému 

malému zastoupení schopen metabolizovat několik významných klinicky užívaných 

léčiva (např. bupropion, methadon, cyklofosfamid, ketamin). Lze tedy předpokládat, že 

přítomnost IP6 v organismu nebude mít v l iv na metabolismus těchto léčiv. 

Naopak, byla prokázán v l iv IP6 na aktivitu C Y P 3 A 4 v mikrosomální frakci lidských 

jater. Aplikace IP6 v koncentracích 10umol/l, 100 umol/1 a 400 umol/1 vedla ke snížení 

aktivity C Y P 3 A 4 přibližně o 50 %. To může být významné z klinického hlediska, jelikož 

C Y P 3 A 4 metabolizuje až 50 % všech klinicky užívaných léčiv, včetně statinů, 

imunosupresiv, antidepresiv, chemoterapeutik a mnoho dalších. V l i v IP6 na aktivitu 

C Y P 3 A 4 však nemá lineární průběh, inhibice tedy není přímo úměrná koncentraci IP6. 

Inhibice C Y P 3 A 4 může být vysvětlena zhoršení m/zlepšením přístupu substrátu do 

aktivního místa enzymu v přítomnosti IP6. 
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Výsledky stanovení aktivity C Y P 2 A 6 a C Y P 2 B 6 , ukazují že IP6 má malý, pokud vůbec 

nějaký, v l i v na vznik interakce s metabolismem léčiv metabolizovaných těmito enzymy. 

Zvýšená konzumace potravin bohatých na IP6 nebo užívání IP6 jako doplněk stravy by 

tedy neměla vést ke klinicky významnému ovlivnění aktivity těchto biotransformačních 

enzymů. Pozorovaná inhibice aktivity C Y P 3 A 4 přítomností IP6 v mikrosomální frakci 

lidských jater může být důvodem interakce mezi IP6 a léčivy s klinickými dopady. Proto 

jsou zapotřebí další studie k vyhodnocení komplexních funkcí IP6 a jeho možné interakce 

s metabolismem léčiv, aby se jeho slibný terapeutický potenciál převedl do klinické 

praxe. 
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Závěr 

V předkládané bakalářské práci byl zkoumán v l i v kyseliny fytové (IP6) na aktivitu 

vybraných jaterních cytochromů P450 ( C Y P 3 A 4 , C Y P 2 A 6 , C Y P 2 B 6 ) . Enzymové 

aktivity byly stanoveny v jaterní mikrosomální frakci získaných z lidských jater pomocí 

specifických substrátů pro jednotlivé C Y P . 

Z výsledků experimentů vyplývají následující závěry: 

> Inhibiční experimenty ukázaly, že IP6 pravděpodobně neovlivňuje 

metabolismus současně podávaných léčiv metabolizovaných enzymy 

C Y P 2 A 6 a C Y P 2 B 6 . 

> Aktivi ta C Y P 3 A 4 byla snížena přibližně o 50% vlivem lOumol/1, 

lOOumol/l a 400umol/l IP6, což by mohlo ovlivnit farmakokinetiku a 

účinnost široké škály klinicky užívaných léčiv. 
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