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1 UVOD A CILE PRACE

Soucasnym svétovym alarmujicim problémem pro zdravotnictvi je snizovani u¢innosti
antibiotik pri 1écb¢ bakteridlnich infekci. Stale castéji dochazi k rozvoji rezistentnich
bakterialnich kment, které zpuisobuji vazné zZivot ohrozujici infekce. Vyvoj novych antibiotik
je velmi finan¢né 1 Casov€ narocny, Casto se brzy od zahajeni uzivani objevi rezistence, a proto
je dnes téméf zastaven. Cast védeckého svéta se vydala cestou vyvoje moznych alternativnich
1¢¢iv (napfiklad lé¢iva na bazi médi), které¢ by mohly podpofit, ¢i v nékterych pripadech nahradit,
dosud nezastupitelnou roli antibiotik.

Jednou z moznych cest se ukazaly komplexni koordina¢ni slouceniny médi, u kterych
byly zjistény cetné biologické ¢inky vcetné antimikrobidlni aktivity. V ramci této diplomové
prace byly testovany dvé koordinacni slouc¢eniny médi s dikarboxylovymi kyselinami
a N donorovymi ligandy. Konkrétné se jednalo o komplexy KS5, kde je mustkovym ligandem
anion kyseliny fumarové; a komplex K6, u kterého je pfitomen anion kyseliny
dithiodipropionové, ukterych byla prokazana antimikrobialni aktivita vuéi bakteriim
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus a s nizsi uc¢innosti pak
i u Escherichia coli.

Kazdé¢ nové vyvinuté potencialni 1é€ivo musi v ramci preklinickych studii projit celou
fadou farmakologickych a toxikologickych testi. Jednim z nich je testovani farmakokinetiky,
vcetné vlivu potencialniho 1é¢iva na aktivitu jaternich cytochromu P450 (CYP). CYP jsou jaterni
enzymy zapojené do prvni faze metabolismu xenobiotik. Pokud xenobiotikum zptisobuje inhibici
ncktercho z CYP, muze dojit az ke zvySeni hladiny 1é¢iva, kdy hrozi nezadouci az toxické ucinky
dan¢ latky a selhani terapie.

Cilem predloZzené diplomové prace bylo 1) sepsat literarni resersi shrnujici dosavadni
znalosti v feSené problematice — cytochromy P450, 1ékové interakce a antimikrobialni 1é¢iva
a2) v experimentalni ¢asti diplomové prace se zamgéfit na izolaci a charakterizaci smésné praseci
jaterni mikrosomalni frakce a studovat inhibi¢ni vliv testovanych komplexti K5 a K6 na vybrané
postupy byly orientovany na in vitro studium vlivu testovanych komplexti na enzymovou aktivitu
CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4/5 (orthologick¢ CYP1A2, CYP2C33, CYP2D25,
CYP3A29/39 u nami vyuzivaného prasec¢iho modelu) v jaternich mikrosomech. Experimenty
byly provedeny s cilem stanoveni hodnot ICso, Kj, typu inhibice a Casové zavislosti testovanych
komplexti K5 a K6 u studovanych prasecich CYP pomoci metod zaloZzenych na HPLC s UV-VIS
a fluorescencni detekei. Dale bylo cilem 3) provést ovéreni inhibice na lidskych mikrosomech
aovefeni specifity pouzitetho experimentalniho modelu — praseCich mikrosomu — pomoci

specifickych inhibitort lidskych forem enzym.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Cytochromy P450
Cytochrom P450 (CYP) je oznaceni pro superrodinu hemoproteinovych enzymii. Z biologického
hlediska se jedna o enzymy proteinové povahy vazané v membrané endoplazmatického retikula,
kde se ucastni detoxifikace organismu, bunécného metabolismu a udrZzovani stalého vnitiniho

prostiedi organismu, tedy homeostazy (Ortiz de Montellano, 2015).

Enzymy CYP se vyskytuji u zivocichu, rostlin, hub i bakterii. U zZivocichu, zejména
u saveu, se CYP vyskytuji hlavné v jatrech a tenkém stfevé. V nizSich koncentracich je 1ze nalézt
mj. 1 v kufe nadledvin, mozku, varlatech, vajecnicich, placent¢ a prsni tkani. Ve vSech téchto
tkanich a organech se CYP podileji, kromé¢ detoxifikace xenobiotik, také na metabolismu
vitamind, oxidaci nenasycenych mastnych kyselin nebo napfiklad biosyntéze cholesterolu

a zlucovych kyselin (Omara, 1999, Hasler et al., 1999).

Superrodina enzymu CYP ma svij vlastni klasifikacni systém a nazvoslovi. Samotné
enzymy jsou ¢lenény podle podobnosti primarni struktury do rodin a podrodin. Rodiny enzymu
se znaci arabskymi ¢islicemi (CYP1, CYP2, CYP3...). Podrodiny jsou znaceny pismenem
(CYPIA...) aposledni arabska ¢islice v oznaceni enzymu pak urcuje samotny protein (CYP1A1)
(Nelson et al., 1996). V soucasné dobé bylo u lidi popsano 18 rodin a 44 podrodin. Enzymy
ve stejné rodin€é vykazuji 40% homologii ve slozeni aminokyselinového fetézce, zatimco
cytochromy P450 patfici do stejné podrodiny dokonce 55% podobnost ve sloZzeni aminokyselin

(Guengerich, 2008, Zanger et Schwab, 2013).

2.1.1 Struktura cytochromu P450
Cytochromy P450 obsahuji ve sv¢ struktufe asi 400-500 aminokyselin a hemovou prostetickou
skupinu vytvarejici aktivni misto enzymu (Hill er al., 1970). V soucasné dobé je znamo
104 raznych strukturnich motivit CYP (Nelson ef al., 1996). Oznaceni P450 si CYP vyslouzily
diky svym spektralnim schopnostem, kdy hemové Zelezo v redukovaném stavu po predchozi
vazb¢ oxidu uhelnatého, vykazuje absorpni maximum pravé pii vinové délce 450 nm (Omura,

1999; Robert et. al., 2010).

Hem tvofi prostetickou skupinu v aktivnim misté viech enzymi CYP. Zelezo (centralni
atom hemu) je vazano v charakteristické sekvenci aminokyselinového fetézce odpovidajici
peptidu FxxGx(H/R)xCxG. Tercialni struktura CYP zahrnuje dvanact alfa-Sroubovic a Ctyfi
beta-struktury. Peptidy v blizkosti hemu vykazuji nejvyssi stupen konzervovanosti. Nejvice
konzervované jsou zejména helixy I a L, které jsou navazany primo na hem (Cryle ef Schlichting,
2008). Stézejni roli ve vazbé iontu Zeleza ve struktuie CYP predstavuji thiolové —SH skupiny

cysteinu. Pravé thiolova skupina, respektive jeji ionizovana forma, umoziuje zménu elektronové
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hustoty v katalytickém cyklu pfemény substratu, a slouzi k aktivaci molekulamiho kysliku

(Hasler et al., 1999).

Vyzna¢nou vlastnosti enzymu rodin CYP podilejicich se na metabolismu [E¢iv je
schopnost konformacni zmény aktivniho mista, tedy prizptisobeni se tvaru a velikosti substratu.
Vétsina substrati se vaze do oblasti helixi F a G. Toto misto je zodpovédné za substratovou

specifitu danych enzymu CYP (Cryle ef Schlichting, 2008).

F helix G helix

N-konec

Obrazek 1 — Krystalova struktura lidského cytochromu CYP3A4 a chemicka struktura hemu
(upraveno podle Sevrioukova ef Poulos, 2013; Loew ef Harris, 2000)

Struktura je barevné odliSena podle sekundami struktury proteinu — alfa-helixy jsou znazomény
razove, beta-skladané listy jsou vyznaéeny zluté. Centralni ¢ast CYP a zaroven aktivni misto
enzymu je tvofeno hemem a jeho okolim (Guengerich, 2015).

2.1.2 Cytochromy P450 v metabolismu xenobiotik
Cizorodé latky, jako I¢ky, chemikalie nebo tfeba polutanty, jez se dostavaji do lidského
organismu, jsou oznacovany souhrnnym pojmem xenobiotika. Metabolismus xenobiotik
v organismu lze rozdé€lit do dvou fazi. V prvni fazi se uplatiuji reakce, kterymi jsou do molekul
1¢¢iv zavadény reaktivni nebo polarni skupiny, jako jsou hydroxy-, karboxy-, amino- a thio-
skupiny nejcastéji prostiednictvim cytochromu P450. Ve druhé fazi pak dochazi ke konjugaci

modifikovanych 1¢¢iv s endogennimi slouc¢eninami. Reakce druhé faze jsou katalyzovany

11




enzymy tfidy transferaz, konkrétn¢ uridindifosfat-glukuronosyltransferazami, sulfotransferazami

nebo glutation S-transferazami (Jancova et al., 2010, Testa et al., 2012).

Hlavnim cilem metabolismu I€¢iv je pfeména molekuly [é¢iva do hydrofilni podoby,
ktera je snaze vylouCena z organismu (Yun et al., 1995, Jancova et al., 2010, Rendic
et Guengerich, 2015). Vétsina léciv je reakcemi s CYP inaktivovana, avSak existuji 1 Iéciva,
tzv. proléciva (prodrugs), ktera do organismu vstupuji v inaktivovaném stavu a do aktivniho stavu
jsou konvertovana enzymy CYP (Huttunen er al., 2008). Prikladem Iéciva, které je
prostiednictvim CYP konvertovano do formy aktivniho 1éCiva je tamoxifen (Baldwin ef al.,

2003).

Flavinové -acetyltransferdzy
igenazy 1% S
Bsterdzy monool%;genazy o Monoiadn'nnyove
9% ° oxidazy

1%

UDG glukuronosyl
transferazy
15%

Cytochromy P450
73%

Obrazek 2 — Enzymy podilejici se na metabolismu lé¢iv v lidském organismu (upraveno podle
Zhao et al., 2021)

Lidské cytochromy P450 se ucastni prvni faze metabolismu 1éCiv. Zde pusobi jako
monooxygenazy ulozené¢ zejména v endoplazmatickém retikulu (mnohem méné i v cytosolu
a mitochondriich bun¢k) kde se ucastni az 90 % reakci metabolizujicich 1éciva (de Groot ef al.,

2004, Bhattacharyya et al., 2014).

Za nejvyznamngj$i lidské cytochromy P450 metabolizujici 1é¢iva jsou povazovany
rodiny CYP1, 2 a 3. Podileji se na metabolismu asi 80 % vsech dosud znamych 1é¢iv (Guengerich,

2015). Mezi nejvyznamnéjsi enzymy patii konkrétné tyto formy: CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6,

jsou CYP3A4 a CYP2D6, které zprostiedkovavaji metabolismus vice nez 50 % pouzivanych
1€¢iv (Zanger et Schwab, 2013).
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CYP1A2
9%

CYP2A6
[ 3%

CYP3A4/5

CYP2B6
30%

7%

CYP2C8
5%

_ CYP2C9
13%
CYP2C19

7%

CYP212
3%

CYP2El/
3%

CYP2D6
20%

Obrazek 3 — Zastoupeni jednotlivych forem cytochromi P450 v metabolismu 1é¢iv (upraveno
podle Zhao et al., 2021; Zanger et Schwab, 2013)

Existuji tisice chemikalii, které mohou byt v organismu metabolizované prostiednictvim
cytochromiit P450 (Hasler er al., 1999). Vybrané CYP a jejich substraty souvisejici

s metabolismem 1é¢iv jsou shrnuty v Tab. 1.



N 24

(upraveno podle Tornio ef Backman, 2018; Svihovec et al., 2018)

Enzym CYP  Priklady substrati

CYP1A2 Agomelatin, kofein, klozapin, lidokain, melatonin, paracetamol, takrin,
theofylin, tizanidin

CYP2A6 Kotinin, kumarin, letrozol, nikotin, tegafur

CYP2B6 Bupropion, efavirenz, cyklofosfamid

CYP2C8 Cerivastatin, dasabuvir, imatinib, loperamid, repaglinid, montelukast

CYP2C9 Diklofenak, fluvastatin, glimepirid, ibuprofen, losartan, fenytoin,
(S)-warfarin

CYP2C19 Citalopram, klopidogrel, omeprazol, sertralin, vorikonazol

CYP2D6 Amitriptylin, kodein, dextrometorfan, fluvoxamin, metoprolol,
ondansetron, paroxetin, tamoxifen

CYP2E1 Ethanol, halotan, paracetamol

CYP2)2 Amiodaron, astemizol, cyklosporin

CYP3A4 Alfentanil, alprazolam, atorvastatin, cyklosporin, dexametazon,
erytromycin, felodipin, lovastatin, midazolam, sakvinavir, sildenafil,
simvastatin, takrolimus, testosteron, triazolam, verapamil, vinkristin

CYP3AS Substraty shodné s CYP3A4

2.1.2.1 Katalyticky cyklus

CYP mohou katalyzovat rizné reakce jako oxidaci, redukei, hydroxylaci, oxygenaci,

N-a O-dealkylaci sekundarnich a tercialnich amint a epoxidaci (Isin er Guengerich, 2007, Hrycay

et Bandiera, 2015). Zakladem monooxygenacni (téZz hydroxylacni) reakce CYP je inkorporace

jednoho atomu kysliku do struktury substratu za vzniku vody. ZjednoduSené¢ by tato jinak

vicestupiiova reakce mohla byt shmuta rovnici:

CYP
Substrat-H + O, +2e¢~+ 2H* — Substrat—-OH + H,0

Podrobngjsi prubéh pfemény substratu prostfednictvim monooxygenaéni reakce je

znazornén na Obr. 4.
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// CYP - F¢? \\
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Obrazek 4 — Mikrosomalni reakéni cyklus cytochromu P450 (upraveno podle Manikandan
et Nagini, 2018)

Substrat (S-H) je navazan do aktivniho mista CYP za vzniku komplexu enzym-substrat.
Ve druhém kroku dochazi k redukci Fe** na Fe?" elektronem pochazejicim z NADPH. Nasleduje
vazba kysliku (3) a dalsiho elektronu z NADH (4) cytochromem P450 za vzniku stabilniho
komplexu Fe**-0%~. V patém kroku dojde kinterakci jednoho ze dvou atomi kyslikl
navazanych na atom Zeleza CYP se dvéma pfijatymi protony za vniku molekuly vody. Ve fazi
(6) katalytického cyklu cytochromu P450 pak dojde uvolnéni druhého atomu kysliku z komplexu
Fe’"-0, ktery je pfenesen na substrat. Z tohoto cyklu tedy vychazi (7) hydroxylovany substrat
(S-OH) a po uvolnéni aktivniho mista 1 zregenerovany CYP, ktery se muze ucastnit dal§iho
metabolismu.

2.1.3 Rodiny cytochromi P450
Nomenklatura a rozd€leni superrodiny genu P450 do rodin a podrodin bylo zavedeno konsenzem
(Nebert er al., 1987). Klasifikace je sestavena na zakladé sekvenéni podobnosti enzymi, jak jiz
bylo zminéno vyse v kapitole 2.1. Diky zptsobu rozdéleni cytochromii P450 do systému rodin

a podrodin Ize odvozovat strukturni vztahy mezi jednotlivymi enzymy (Hasler et al., 1999).

Cytochromy P450 v ramci jedné rodiny se vyznacuji jedineénymi vlastnostmi a funkci
(Shimadaer al., 1996). CYP v rodinach CYP1, 2 a 3 hraji vyznamnou roli v jatrech, kde se ucastni
metabolismu 1¢¢iv, enzymy CYP zostatnich rodin pak plni jiné dilezité funkce (Rendic

et Guengerich, 2015; 2021). Vyznamnéjsi z nich jsou uvedené v nasledujici Tab. 2.

15



Tabulka 2 — Primami funkce vyznamnych rodin cytochromi P450 (upraveno podle Zhao et al.,
2021; Guengerich, 2015)

Rodina CYP Primarni funkce Podrodiny Geny
1 Metabolismus 1é¢iv 3 3
2 Metabolismus 1é¢iv a steroidnich latek 13 16
3 Metabolismus 1é¢iv 1 4
4 Metabolismus kys. arachidonové a mastnych kyselin 5 12
5 Syntéza tromboxant 1 1
7 Hydroxylace steroidnich latek 2 2
8 Syntéza prostacykling a zlu¢ovych kyselin 2 2
11 Biosyntéza steroidu 2 3
17 Hydroxylace steroidnich latek 1 1
19 Aromatazy 1 1

21 Biosyntéza steroidu 1 1
24 Pieména vitaminu D 1 1
26 Hydroxylace kys. retinové 3 3
27 Syntéza zlucovych kyselin, aktivace vitaminu D 3 3
46 Hydroxylace cholesterolu 1 1
51 Demetylace lanosterolu 1 1

Cytochromy P450 jsou kddovany polymorfnimi geny a vytvareji rizné alelické formy.
Nekteré formy jsou v populacich castéjs$i nez jiné (Tucker, 1994). Obecné plati, ze exprese
iaktivita CYP je individudlni pro kazdé¢ho cloveéka. Byly zaznamenany odli$nosti mezi
jednotlivymi etnickymi skupinami i u pohlavi. Vliv na aktivitu téchto enzymu ma také zivotni
styl, fyzicka aktivita a Spatné zivotni navyky jako napriklad koufeni (van Schaik, 2008, Ingelman-
Sundberg ef al., 2007). Nékter¢ CYP mohou byt inhibovany nebo naopak indukovany
podavanymi léCivy nebo jejich metabolity (Lin et al., 2001; Guengerich, 2015). Zejména enzymy
CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6 vykazuji zvySenou genetickou variabilitu mezi jedinci
v populaci. Na druhou stranu u CYP1A2 a CYP3A4 byl zaznamenan pouze polymorfismus,
kterému se zatim nepfipisuje klinicky vyznam. Zmeéna aktivity je zde zplsobena zejména

v dusledku pusobeni aktivatoru a inhibitora (Zanger e Schwab, 2013; Hasler ef al., 1999).
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2.1.3.1 Rodina CYP1
Rodina CYP1 je povazovana za nejpiim¢jsi genovou rodinu cytochromu P450, ktera je kodovana
pouhymi dvéma geny. Podrodina CYPIA zahmuje cytochromy CYP1A1 a CYP1A2. Identita
mezi formami CYP1A1 a CYP1A2 odpovida 68 %. Lidské CYP zrodiny 1 vykazuji vysokou
podobnost s CYP1 jinych zivoc¢isnych druhti (Wrighton ef al., 1996, Kawajiri ef Hayashi, 1996).

Lidsky CYPIAI je exprimovan v plicich a v placenté. Ze studii vyplyva, Ze tato forma
CYP se vyskytuje pouze v 1 % zkoumanych lidskych jaternich tkanich (Ryan er Levin., 1990).
Ukazalo se, ze lidska forma CYP1A1l ma 78% podobnost s potkani a 80% podobnost s mysi
formou CYPIA1 (Jaiswal et al., 1985). V souvislosti s CYP1A1 bylo prokazano, Zze jeho
metabolicka aktivita je vyssi u kuraki oproti nekurakiim a bylo rovnéZz zpozorovano, ze CYP1A1
je indukovan vlivem polycyklickych aromatickych uhlovodikti, znichz nejznaméjsi je
3-methylcholantren — karcinogenni latka, ktera vznika spalovanim organické hmoty za vysokych

teplot (Quattrochi ef Tukey, 1989; Pasanen ef al., 1988).

Bylo prokazano, ze tyto enzymy CYP1A1l a CYP1A2 mohou plisobit jako aktivatory
karcinogenu. Pri testovani potencialnich 1é¢iv je tedy bedlivé sledovana piipadna indukce téchto

CYP (Lang er al., 1994).

CYP1A2

Druhy cytochrom P450 ztéto podrodiny — CYP1A2 - je typickym jaternim cytochromem
(Shimada et al., 1996). Doposud nebylo zjisténo, Ze by se tato forma CYP vyskytovala mimo
jaterni tkan. Aktivita CYP1A2 se v lidské populaci muze vyrazng lisit, a to zejména v dusledku
indukce — koufenim tabakovych vyrobku, omeprazolem, fyzickou aktivitou a neposledni fadé
také konzumaci brukvovitych plodin a konzumaci grilovaného masa (Sesardic er al., 1988).
Nekteré epidemiologické studie pak naznacuji, Ze vysoka aktivita CYP1A2 pozitivné koreluje
s rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu pfi soucasné zvysené aktivité N-acetyltransferazy
(Lang et al., 1994; Diaz et al., 1990). Naopak inhibice CYP1A?2 byla zaznamenana u pacientu
s jaterni cirhozou (Watkins ef al., 1990).

Metoda stanoveni aktivity CYP1A2 je zaloZena na reakci se specifickym substratem,
naptiklad N-demethylace kofeinu, O-deethylace 7-ethoxyresorufinu (viz Obr. 5) nebo fenacetinu.
U tohoto CYP jsou rovnéz znamy typické inhibitory, kterymi jsou furafylin
a 7.8-benzoflavon (Sesardic et al., 1990; Wrighton ef Stevens, 1992).
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Obrazek 5 — Schéma stanoveni katalytické aktivity CYP1A2 — O-deethylace 7-ethoxyresorufinu
(upraveno podle Chang e Waxman, 2006)

2.1.3.2 Rodina CYP2
CYP2 je nejpocetnéjsi rodinou cytochromia P450 a je tvorena 13 podrodinami. Prevazna vétsSina
jednotlivych forem CYP2 je syntetizovana v jatrech. Jedinou znamou vyjimkou je CYP2J2, ktery

je exprimovan a pusobi zejména v kardiovaskularim systému (Zanger ef Schwab, 2013).

Enzymy zrodiny CYP2 pokryvaji velmi Siroké spektrum substrati diky odliSnym
aktivnim mistim jednotlivych forem CYP. Prikladem reprezentujicim tuto skutecnost,
zpusobenou variabilitou aktivnich mist CYP2, je to, ze CYP2D6 interaguje se zasaditymi
substraty, zatimco CYP2C9 vaZze a pfemériuje substraty kyselé povahy (Zanger e Schwab, 2013).

Variabilita aktivity enzymu CYP2D6 je zaloZzena na existenci riaznych alel genu CYP2D6.
Doposud bylo u tohoto CYP objeveno ke dvéma stim alelickych variant, coz je nejvyssi pocet
ze vSech cytochromu P450 (Guengerich, 2015). Kazda alela koduje protein s jinou nebo zadnou
aktivitou. Forma CYP2D6*] je tzv. wild-type alela. Alely *7, *10 a *41 jsou alely kodujici protein
se standardni aktivitou. Alela *2 je typicka alela s vysokou aktivitou. Za nefunk¢ni alely jsou
povazovany zejmeéna alely *3, *4, *5 a *6. Na zaklad¢ toho, jaka kombinace alel se vyskytuje
v genomu lze rozlisit 4 fenotypy — pomali, intermedialni, rychli a ultra-rychli metabolizatofi.
Pomali metabolizatofi jsou homozygoti nefunkéni alely, nebo heterozygoti dvou riznych
nefunkénich alel. Naopak rychli metabolizatofi nesou ve svém genotypu alespon jednu alelu
s vysokou aktivitou. Fenotyp ultra-rychlych metabolizatora vznikl genovou duplikaci,
tj. pfitomnosti alesponi tfi aktivnich alel. Tento stav muze vést k selhani I¢kové terapie vlivem

extrémng rychlého odbouravani 1éciva (Neafsey er al., 2009).

Prikladem induktoru valné vétSiny cytochroml zrodiny CYP2 je uzkospektralni
antibiotikum rifampicin a artemisinin — extrakt z pelytiku s antimalarickym ucinkem (Gonzalez,

2004, Hasegawa et al., 2011; Gerbal-Chaloin ez al., 2001).
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CYP2A6

Jednou z forem rodiny 2 zapojené do metabolismu 1é¢iv je CYP2A6. V jaternich mikrosomech
tato forma pokryva jen malou ¢ast celkového P450, ato priblizn¢ 1-3 %. I u této formy se aktivita
znaén¢ lisi. Aktivitu této formy lze indukovat béznymi 1éCivy, jako napfiklad barbituraty
a dexametazonem. Tato forma cytochromu P450 je stéZejnim enzymem pfi 7-hydroxylaci
kumarinu a deethylaci 7-ethoxykumarinu, proto se i tyto latky vyuzivaji jako specifické substraty

pii stanoveni katalytické aktivity CYP2A6, viz Obr. 6 (Wrighton e Stevens, 1992).

o O (Cyp2a6 HO O o
——
pZ pZ

kumarin 7-hydroxykumarin

Obrazek 6 — Schéma stanoveni katalytické aktivity CYP2A6 - 7-hydroxylace kumarinu
(upraveno podle Waxman ef Chang, 2006)

CYP2B6

Forma CYP2B6 je stejné jako zbytek podrodiny CYP2B indukovatelna fenobarbitalem (Ryan er
Levin, 1990). I tato forma vlivem indukei a inhibici v populaci vykazuje riiznou aktivitu. V jaterni
tkani se podili na metabolismu 1éCiv a je zastoupena asi 2-10 % celkového P450. Aktivita
CYP2B6  jestanovovana  fluorometricky -  reakci  O-decthylace  7-ethoxy-4-
trifluormethylkumarinu, viz Obr. 7. Pro vétsi specifitu mohou byt do reakce pridavany latky

zacilené proti aktivit¢ CYP1A2, CYP2C a CYP2EI (Ryan ef Levin, 1990; Chang et al., 2006).

F 3 F a
3 F
T CYP2B6 "%
—
"o 0" o HO 0" o
7-ethoxy-4-trifluormethylkumarin 7-hydroxy-4-trifluormethylkumarin
Obrazeck 7 - Schéma stanoveni katalytick¢é aktivity CYP2B6 - O-decthylace

7-ethoxy-4-trifluormethylkumarinu (upraveno podle Morse ef Lu, 1998)

CYP2C9

Enzymy podrodiny CYP2C jsou rovnéz formou cytochromu P450 vyskytujici se prevazné
v jatrech, pricemz kazdy ma trochu jinou specifitu a roli v metabolismu 1é¢iv. CYP2C9 ma
vysoky stupeti podobnosti s CYP2C10, vzajemné se liSi pouze 2 aminokyselinami. Tato

skute¢nost neumoziuje rozdéleni katalytické aktivity téchto dvou CYP (Ged et al., 1988).
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Markerem aktivity téchto dvou cytochromu P450 je 4'-hydroxylace tolbutamidu, diklofenaku
(Obr. 8) nebo 7-hydroxylace (S)-warfarinu. Za selektivni inhibitor téchto forem P450 je
povazovana latka zvana sulfafenazol. Naopak indukci zpusobuje, stejné jako u jinych enzymu
CYP2, rifampicin. Tato forma se vyskytuje rovnéz v riznych allozymovych variantach, které

se lisi vice ¢i mén¢ ve své aktivit¢ (Tucker, 1994, Wrighton et al., 1996).

o| o)
Na Na
cl o° cl o~
NH CYP2C9 N
—— D~
cl HO cl

diklofenak 4'-hydroxydiklofenak

Obrazek 8 — Schéma stanoveni katalytické aktivity CYP2C9/10 — 4'-hydroxylace diklofenaku
(upraveno podle Crespi ef al., 2006)

CYP2C19

Cytochrom P450 soznatenim CYP2C19 ma schopnost 4'-hydroxylace (S)-mefenytoinu.
Selektivnim inhibitorem je tranylcypromin a induktorem je také rifampicin (Wrighton e al.,
1993; 1996, Salsali et al., 2004). V souvislosti s touto formou bylo objeveno, Ze az 20 % asijské
populace je pomalym metabolizatorem xenobiotik prostfednictvim CYP2C19. Pomaly
metabolismus je v pfipadé CYP2C19 autosomalné recesivné dédicny. Vlivem tohoto dédicného
polymorfismu se muze enzymova aktivita CYP2C19 v populaci lisit az 150krat (de Morais ef al.,
1994).

CYP2D6

Lidska forma CYP2D6 se z velké cCasti podili na metabolismu 1¢¢iv. Uvadi se, Ze prispiva
k pfemén¢ vice nez ctvrtiny pouzivanych 1é¢iv se zndmym prubchem metabolismu (Guengerich,
2015). Pro stanoveni aktivity jsou vyuzivany in vitro testy zalozené na reakcich: 4-hydroxylace
debrisochinu, oxidace sparteinu, O-demethylace dextrometorfanu a 1'-hydroxylace bufuralolu
(Obr. 9). Typickym inhibitorem CYP2D6 je chinidin. 25nasobny rozdil v aktivit¢ CYP2D6 napfic

s

(Guengerich, 1995; Wrighton et Stevens, 1992; Zanger et al., 2004).
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Obrazek 9 — Schéma stanoveni katalytické aktivity CYP2D6 — 1'-hydroxylace bufuralolu
(upraveno podle Crespi ef al., 1998)

CYP2E1

Tato forma cytochromu P450 je posledni z rodiny 2, ktera je dulezitym enzymem v metabolismu
léciv. CYP2E] prfemériuje celou fadu substrati véetné tetrachlormethanu a ethanolu. Pravé
ethanol, isopropanol, isoniazid a ketony jsou induktory této formy. Aktivita CYP2E]1 se stanovuje
markerovou reakci, kterou je 6-hydroxylace chlorzoxazonu (Obr. 10) a N-demethylace
N-nitrosodimethylaminu a dale i hydroxylace p-nitrofenolu. V lidské populaci se muze vlivem
indukce lisit aktivita enzymu CYP2E1 az 50krat (Wrighton et Stevens, 1992; Yang et al., 1990;
Ryan et al., 1985).

H cl H

cl N CYP2EI N
>:O —_— >:O

O HO (0]

chlorzoxazon 6-hydroxychlorzoxazon

Obrazek 10 — Schéma stanoveni katalytické aktivity CYP2E1 — 6-hydroxylace chlorzoxazonu
(upraveno podle Lucas et al., 1996)

2.1.3.3 Rodina CYP3
Rodina cytochromu CYP3 je reprezentovana pouze jedinou podrodinou, kterou je CYP3A hrajici
stézejni roli v metabolismu 1éCiv. Lidska rodina CYP3A se sklada ze 4 ¢leni — CYP3A4,
CYP3AS5, CYP3A7 a CYP3A43. CYP3A4 spolecné s CYP3AS se vyskytuji v nejvyssi hlading
ze vSech cytochroma P450 v lidském organismu, zejména v jatrech (Kawakami ef al., 2011).
Enzymy z rodiny CYP3 vykazuji Sir§i substratovou specifitu. Nékteré z nich, naptriklad CYP3A4,
muze dokonce vazat a pfeménovat i vice substrati najednou. U této rodiny bylo objeveno, Ze je

indukovatelna fenobarbitalem, fenytoinem, nebo napfiklad glukokortikoidy (Watkins, 1990).
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CYP3A4

Nejvyznamnéjsi zastupce této skupiny — CYP3A4 — ma aktivni misto, které je svoji flexibilitou
uzpusobené pro Siroké spektrum substrati (Anzenbacherova et al., 2000; Ekroos et Sjogren,
2006). Ze specifickych substratu, které slouzi jako ukazatel aktivity CYP3A4 jsou v in vitro
metodach vyuzivany nasledujici — N-demethylace erytromycinu a cyklosporinu, oxidace
nifedipinu, 1'-hydroxylace midazolamu (Obr. 11) a asi nejpouzivanéj§i 6B-hydroxylace

testosteronu, viz Obr. 12 (Wrighton et al., 1996).

CYP3A4 muze byt indukovan latkami pfirodniho ptivodu, napiiklad zeleninou (tufin
a Spenat). Zaroven ale muze dochazet k jeho inhibici $§tavou z grapefruiti, ktera obsahuje
flavonoidy (konkrétn¢€ kvercetin a bergamottin) (Wrighton et al., 1996; Guengerich, 2015).
Mechanism-based inhibice byla v souvislosti s CYP3A4 zjisténa u ethynylestradiolu. Rovnéz
u latky zvané triacetyloleandomycin (TAO) bylo zjisténo, ze tvofi s CYP3A4 komplex, a tim tuto
formu inhibuje (Wrighton ef Stevens, 1992). Je rovnéZ znamo, Ze aktivita tohoto enzymu je vyssi
u Zen oproti muzim, a tedy 1éky metabolizované timto enzymem jsou u Zen eliminovany rychleji

(Tanaka, 1999).

N
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midazolam 1'-hydroxymidazolam

Obrazek 11 — Schéma stanoveni katalytické aktivity CYP3A4/5 — 1'-hydroxylace midazolamu
(upraveno podle Kronbach et al., 1989)
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Obrazek 12 — Schéma stanoveni katalytické aktivity CYP3A4/5 — 6B-hydroxylace testosteronu
(upraveno podle Guengerich ef al., 1986)



2.14 Studium enzymové aktivity cytochromi P450
Meieni vlivu testované latky na aktivitu jednotlivych forem cytochromu P450 je dnes jiz
nezbytnou soucasti vyvoje novych 1€¢iv. Diky in vitro experimentalnim postupum lze urit, jaka
forma cytochromu P450 je zodpovédna za metabolismus daného xenobiotika, a také jestli dana
latka nezpusobuje pfipadnou zménu aktivity nékteré z forem CYP. Pro tyto experimenty jsou
vyuzivany mikrosomalni frakce z lidskych jater, pfipadné jater riiznych zvifecich modeli

(Tassaneeyakul et al., 1993).

Dané eseje jsou navrzeny tak, Zze pro zvyraznéni aktivity pozadované formy cytochromu
P450 v mikrosomalni frakci je vyuzit specificky substrat pro danou formu CYP. Navic je do
reakce pridivan NADPH generujici komplex, ktery se sklada z NADP®, isocitratu
a isocitratdehydrogenazy a MgSQ4, pro tvorbu NADPH, jez je donorem H”, jak je uvedeno
v Obr. 4. Krom¢ mikrosomd, substratu a NADPH generujiciho systému je v reakci pfitomen také
fosfatovy pufr (pH 7.4) napodobujici vnitini prostiedi organismu a testovana latka (Ung ez al.,

2018; Cohen et al., 2003).

Poznatky ziskané z téchto experimentalnich pfistupu poskytuji informace o moznych
I¢kovych interakcich a pomahaji pii navrzeni klinickych iz vivo studii. Nicméné hlavnim cilem
pri vyvoji 1€¢iv je vyhnout se slou¢eninam vykazujici Iékové interakce. V USA jsou pro testovani
9 nejvyznamnéjSich forem P450 metabolizujici 1é¢iva zavedeny validované poloautomatické
testy. Jako markery aktivity jsou vyuzivany nasledujici reakce: CYP1A2 — O-decthylace
fenacetinu; CYP2A6 — 7-hydroxylace kumarinu; CYP2B6 — hydroxylace bupropionu; CYP2C8
— N-desethylace amodiachinu; CYP2C9 — 4'-hydroxylace diklofenaku a tolbutamidu; CYP2C19
— 4'-hydroxylace (S)-mefenytoinu; CYP2D6 — O-demethylace dextrometorfanu; CYP2E1 —
6-hydroxylace chlorzoxazonu a pro CYP3A4/5 je to 6pB-hydroxylace testosteronu
a 1'-hydroxylace midazolamu (Walsky ez Obach, 2004).

2.14.1 HPLC
Pripravené reakéni smési pro stanoveni aktivity cytochromu P450 jsou podrobeny HPLC analyze
(vysokoucinna kapalinova chromatografie, zkratka odvozena z anglického high-performance
liquid chromatography), ktera poskytuje kvantitativni informaci o vzniklém metabolitu.
Metabolitem je v tomto pripad¢ nazyvan specificky substrat preménény vlivem zkoumané formy
CYP. Finalni stanovené mnozstvi vzniklého metabolitu je pfimo umémé aktivité¢ enzymu CYP

(Donato et al., 2004).

Chromatografie obecné je analytickd metoda, pri které dochazi k rozdéleni slozek vzorku
unasen¢ho mobilni fazi na zaklad¢ jejich interakce se stacionarni fazi. Moderni HPLC systém

je sloZzeny zné¢kolika ¢asti, kterymi jsou: injektor, ktery zavadi vzorek do systému; pumpy



slouzici k zajisténi priichodu mobilni faze systémem; kolona obsahujici nosi¢ se zakotvenou
stacionamni fazi; detektor monitorujici zmény ve slozeni mobilni faze po prichodu kolonou.
Vysledkem analyzy prostrfednictvim HPLC je tzv. chromatogram. Chromatogram je slozen
z odd€lenych rozliSitelnych pikd, jez odpovidaji jednotlivym analytim, které opoustéji
chromatografickou kolonu na zakladg jejich polarity. Pokud je pouZzita normalni stacionarni faze,
tedy polarni, analyty jdouci z chromatografické kolony jsou sefazeny od nepolarnich analyti az
po ty polarni. Druhou variantou je chromatografie na obracenych fazich, kdy je stacionarni faze
nepolarni povahy. V tomto pfipadé z HPLC kolony odchazeji nejprve nejpolarnéjsi analyty
a polarita uvoliiovanych latek postupné klesa (Klouda, 2003; Weston e Brown, 1997; Yandamuri
etal., 2013).

Parametry pro stanoveni aktivit CYP jsou dany zavedenymi a validovanymi metodami.
Pii studiu cytochromti P450 jsou vyuzivany kolony s reverzni neboli obracenou fazi (n¢kdy
oznacované jako RP-HPLC). Kazda metoda pro jednotlivé formy CYP ma dané specifické
podminky jako jsou mobilni faze, tlak, pratokova rychlost HPLC systémem, objem vzorku pro
stanoveni, podminky eluce, vinova délka detekce a doba analyzy jednoho vzorku (Ko et al., 2000;

Pan et al., 2013).

Vzorek pro HPLC analyzu je obecné velmi slozity na piipravu zejména kvili nutnosti
extrakce proteinu a odstranéni jinych velkych molekul, které¢ by mohly zménit nebo i zablokovat
celou analyzu. Mimo to je HPLC kvantifikace aktivit CYP velmi ¢asové narocna a také je pfi ni
vysoka spotfeba chemikalii a rozpoustédel. Proto v sou€asnosti v nékterych specializovanych
laboratofich nahrazuji konvenéni metody high-throughput metodami na bazi fluorescenénich
nebo luminiscencnich screeningovych testi a také hmotnostni spektrometrii, které jsou
dostacujici pro rychlou orientaci (Ung ef al., 2018). V poslednich letech také doslo k rozvoji
pocitatovych programu, které¢ umoznuji na zakladé modelovani a simulace pfedpovidat

pfipadnou inhibici nebo indukci CYP (Kato, 2020).

2.1.4.2 Prase jako experimentalni model pro studium CYP
Prase je pri vyvoji novych 1é¢iv stale vyuzivanéjSim experimentalnim modelem. Jednim z davodu
je, ze praseCi enzymova vybava je z velké ¢asti odpovidajici lidské (Hughes er Williams, 1996).
Cetnost vyskytu riznych forem cytochromu P450 v praseéi izolované mikrosomalni frakci
se vS§ak muze od lidskych mikrosomu lisit. Ve studii (Achour et al., 2011) byla provedena
kvantifikace jednotlivych forem CYP v jaternich mikrosomovych vzorcich prasat plemene

Suffolk White. Slozeni forem CYP je uvedeno na nasledujicim Obr. 13:
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Obrazek 13 — Zastoupeni jednotlivych forem cytochroma P450 v prase¢i mikrosomalni frakci
(upraveno podle Achour et al., 2011)

V této studii bylo rovnéZz prokazano, zZe jsou v prasecich mikrosomech exprimovany jiné
formy cytochromu P450, které vSak vykazuji vysokou sekvenéni homologii k lidskym formam
CYP. U prasat jsou nejbézngjSimi formami cytochromu P450 — CYP1A2, CYP2A19, CYP2C33,
CYP2C49, CYP2D25, CYP2E1, CYP3A29 a CYP3A39 (Achour et al., 2011). Lidské orthology
a podobnost k prasecim formam jsou uvedeny v Tab. 3:

Tabulka 3 — Podobnost prasecich a lidskych forem cytochromu P450 (upraveno podle Achour
etal.,2011)

Praseci CYP Orthologicky lidsky CYP Podobnost
CYP1A2 CYP1A2 90,3 %
CYP2A19 CYP2A6 93,5 %
CYP2C33 CYP2C9 80,2 %
CYP2C49 CYP2C18 90,2 %
CYP2D25 CYP2D6 86,6 %
CYP2EI CYP2EI 90,9 %

CYP3A29/39 CYP3A4/5 88,1 %
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Aktivity lidskych forem CYPIA2, CYP2A6 a CYP3A4 koreluji s aktivitami
odpovidajicich enzymui u prasete. Pravé pro tyto CYP je prase vhodnym experimentalnim
modelem. Aktivita a pfipadna inhibice je prokazovana totoZznymi reakcemi jako u lidskych forem.
Opacna situace je u CYP2D a CYP2E - zde je aktivita prasecich a lidskych enzymu odlisna
(Skaanild, 2006). Specificka reakce pro stanoveni aktivity lidského CYP2D6 — 1'-hydroxylace
bufuralolu — je u prasat zfejmé katalyzovana prostiednictvim CYP2B (Skaanild ef Friis, 2002).
Pieména chlorzoxazonu je u prasat katalyzovana cytochromy CYP2A nebo CYP3A, nikoliv
CYP2EI1 jako je tomu u lidi (Skaanild, 2006). Pro cytochrom CYP2C9 je specificka reakce pro
lidské 1 praseci mikrosomy stejna — 4'-hydroxylace diklofenaku, avSak vhodnéj$im modelem nez

prase, je u této formy potkan (Thomas, 2007).

2.2 Lékové interakce
Cytochromy P450 ve své struktute obsahuji vazebna aktivni mista, do kterych se mohou vazat
krom¢ substrata také specifické inhibitory a induktory (Guengerich ef al., 2016). Indukce
ainhibice cytochromu P450 jsou povazovany za hlavni mechanismus Iékovych interakci
(Wienkers et Heath, 2005). Kromé samotnych I¢ki mohou byt aktivity CYP ovliviiovany také
metabolizovanymi meziprodukty. Tato skutecnost nasledné miiZze ovlivnit metabolismus léciv

katalyzovany t€mito CYP (Tricu ef Murray, 2000).

Znalost 1ékovych interakei a jejich dopad na aktivitu CYP — jako je indukce a inhibice,
je pro klinické aplikace nezbytna (Hakkola ez al., 2020). Pti indukci CYP je totiz zvySena aktivita
dan¢ formy, a tedy i metabolismus xenobiotika, coz vede ke sniZeni jeho koncentrace v plazmé,
a tim muze dojit poklesu koncentrace [éCiva pod jeho terapeutickou hladinu. Oproti tomu inhibice
CYP, ktera je nejcastéji zpusobena kompetici dvou ¢i vice 1€Civ o vazbu do aktivniho mista téhoz
enzymu, muze zpusobit akumulaci xenobiotika v organismu, zvySeni plazmatické koncentrace
dan¢ho I¢Civa, a tim 1 vy$si pravdépodobnost moznych toxickych vliva dané latky (Manikandan
et Nagini, 2018). Pii vyvoji novych 1éCiv se tedy dba na to, aby dana latka nebyla silnym
inhibitorem ani induktorem nékter¢ho cytochromu P450, s cilem predejit pfipadnym hrozicim

I¢kovym interakcim (Lin ef Lu, 1998; Guengerich, 2022).

Z vysledku studii vyplyva, Ze i interindividudlni variabilita genové vybavy jedince
s ohledem na CYP mize mit vliv na terapeuticky uspéch. Rizné polymorfismy v genech CYP
mohou zpuisobovat ztratu, ¢asteéné snizeni, nebo zvyseni aktivity CYP. Polymorfismy CYP jsou
v poslednich letech zkoumany, protoze mohou byt pfi¢inou rozvoje onemocnéni a neschopnosti

jedince metabolizovat 1¢¢iva (van Schaik, 2008, Ingelman-Sundberg ez al., 2007).

Zmén aktivit CYP vSak lze v nékterych vyjimeénych piipadech i vyuzivat. Bylo

prokazano, ze v buiikach karcinomu prsu je zvySena exprese CYP1BI1, u karcinomu jater a plic
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pak CYP2AG6. Pii nadorové terapii nékterych druhi karcinomu se pak vyuzivaji latky aktivované
prave témito formami cytochromu P450, typickymi pro dané nadorové onemocnéni (Sneha et al.,

2021, McFadyen et al., 2001).

2.2.1 Indukce
Indukce cytochromi P450 je béZznym procesem v organismu. Indukce probiha z velké casti
na transkripéni urovni prostfednictvim epigenetickych regulaci (Tompkins er Wallace, 2007).
Aktivace exprese CYP probiha prostfednictvim receptori, které se po navazani xenobiotika nebo
endogenniho ligandu dostavaji do jadra, kde indukuji transkripci geni CYP (Manikandan
et Nagini, 2018). Jsou ovSem popsany i mechanismy nesouvisejici s transkripci, které se rovnéz
podileji na indukci CYP, a to napiiklad stabilizace mRNA , enzymova stabilizace a inhibice drahy

degradace cytochromu P450 (Tompkins e Wallace, 2007, Pelkonen et al., 2008).

Hlavni cesta vedouci k indukci cytochromu P450 je aktivace jadernych receptoru.
Typickym prikladem je aryluhlovodikovy receptor (AhR), ktery reguluje expresi cytochromu
CYPIA1, CYPIA2, CYPIBI, CYP2S1. Druhym piikladem je jaderny receptor — pregnanovy
X receptor (PXR), ktery zvysSuje expresi dilezitych CYP3A. Dalsim je konstitutivni androstanovy
receptor (CAR), ktery reguluje indukci CYP2B. A v neposledni fadé jsou to také jaderné
receptory aktivované peroxisomovymi proliferatory (PPAR) jako jsou fibraty a dalsi latky (viz
Tab. 4) zprostfedkovavajici indukei cytochromu podrodiny CYP4A a CYP2J (Smutny et al.,
2013; Elcombe et al., 2014; Kawajiri et Fujii-Kuriyama, 2007; Blumberg et al., 1998). Receptory
jsou po navazani prislusného induktoru transportovany do jadra, kde funguji jako transkripcni

faktory a zpusobuji expresi genit CYP (Mutoh ez al., 2013).

Prestoze indukce neni z klinického hlediska tak zavazna jako inhibice cytochromu P450,
je 1 presto snaha minimalizovat vyvoj l€¢iv s touto vlastnosti (Dickins, 2004). Nékteré vybrané

znam¢ induktory jsou shrnuty v Tab. 4.
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Tabulka 4 - Ligandy jadernych receptoru indukujici cytochromy P450 (upraveno podle
Manikandan e Nagini, 2018)

Vyznamné indukce

Receptor Ligand CYP
0o . s . CYPI1Al
ALR Uhlovodikové slouginlny, g;ciktera Ié¢iva, kofein, CYPIA2
cikosanoidy CYPIBI
Steroidy a ster01dfn honn?ny N CYP2B
Mnoho terapeuticky vyznamnych 1é¢iv
PXR . . . CYP2C
(rifampicin, karbanazepin, dexametazon, fenylbutazon,
. . CYP3A
fenytoin, karotenoidy, koumestrol)
CYP2B
. . . CYP3A4
CAR Fenobarbital, amobarbital, sckobarbital, androstanol CYP2CS
CYP2C9
PPAR Fibraty, negenotoxické karcinogeny, mastné kyseliny, CYP4A
leukotrieny, 8-hydroxyeikosatetracnova kyselina CYP2]

2.2.2 Inhibice
Dalsi moznou zménou aktivity CYP je inhibice, ktera je v organismu dokonce cCastéjsi nez
indukce. Pfi této form¢ zmény aktivity cytochromi P450 casto dochazi ke kompetici dvou latek
o stejné vazebné¢ misto ve struktufe cytochromu P450. Pfi inhibici CYP muZe dochazet
k hromadéni nevyuzitého 1éCiva v organismu, coz muze ovlivnit terapeuticky vysledek 1é¢by
auzivateli hrozi vedlejsi ucinky daného I¢ku (Kumar er al., 2012, Kalra, 2007). Mimo
metabolismu lé¢iv hraji cytochromy P450 roli také v metabolismu karcinogenii. Proto se uvazuje,

ze inhibitory CYP by se mohly uplatnit jako protinadorova I¢¢iva (Wahlang et al., 2015).

Inhibitor cytochromu P450 by mohl byt definovan jako substrat tohoto enzymu, ktery
zaroven zpusobuje snizeni jeho aktivity. Podle zplsobu interakce inhibitoru s CYP, miuze byt
inhibice rozdélena do dvou typu: vratnd (reversibilni) a nevratna (ireversibilni). Reverzibilni
inhibice probiha jest¢ pred oxidac¢nim krokem katalytického cyklu cytochromu P450. Tento typ
inhibice je z hlediska Iékovych interakci mnohem castéjsi, a jest¢ se dale déli na kompetitivni,

nekompetitivni a smiseny (Pelkonen ez al., 2008; McGinnity et Riley, 2001).

P1i kompetitivni inhibici ma inhibitor podobnou strukturu standardnimu enzymovému
substratu. Inhibitor soutézi se substratem o vazebné misto CYP, a tim dochazi ke sniZeni
dostupného mnozstvi enzymu. Timto zpusobem probiha napriklad inhibice CYP3A4
prostiednictvim ketokonazolu, coz je v soucasnosti pouzivané a pfedepisované antifungalni

lI¢¢ivo (Dilmaghanian ef al., 2004; Olkkola et al., 1993).

Nekompetitivni inhibice naopak probiha tak, Zze se inhibitor vaze na komplex enzym—

substrat, nebo na volny enzym, avSak jinam nez do aktivniho mista. Pfi tomto typu inhibice
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nedochazi k zablokovani aktivniho mista, ale ke sniZeni aktivity enzymu. Mezi cytochromové
nekompetitivni inhibitory patfi 1éky jako omeprazol, lansoprazol a cimetidin (Lin e# Lu, 1998,
Zhou et al., 2005). V obou pfipadech reverzibilni inhibice, at’ uz kompetitivni nebo
nekompetitivni, jsou za vazbu xenobiotika na CYP zodpovédné nekovalentni interakce (Sadek,
2011).

P1i poslednim typu inhibice — ireverzibilni inhibici — vznika mezi inhibitorem a enzymem
kovalentni vazba, ktera jiz nezanika a je pro CYP letalni. Ireverzibilni inhibice byva nejcastéji
zpusobena reaktivnimi metabolickymi meziprodukty (Zhou er al., 2005). Nevratna inhibice
vznika v dusledku nékteré znasledujicich interakci: interakce inhibitoru s nukleofilnimi
aminokyselinami v aktivnim misté enzymu, nebo vazbou na dusikové atomy porfyrinu nebo

piimo tvorbou vazby s centralnim atomem Zeleza v CYP (Murray, 1997).

Existuji také pfipady, kdy inhibice cytochromu P450 muzZe byt zpusobena nepfimou
cestou, za kterou je povazovano naruseni DNA v oblasti genu pro CYP, naruseni struktury
proteinu nebo prenosu elektronii, a v neposledni fadé také vlivem nedostatku kysliku

vyuzitelného pro katalyticky cyklus cytochromu P450 (Correia ef Ortiz de Montellano, 2005).

Pro popis inhibi¢nich vlastnosti latky jsou vyuzivany zakladni pojmy jako je ICso a K.
ICso je oznaceni pro polovicni maximalni inhibiéni koncentraci, tedy koncentraci, ktera zpiisobi
za danych experimentalnich podminek 50% inhibici biologické aktivity. Inhibi¢ni konstanta
Ki odrazi afinitu sledovaného inhibitoru k enzymu. Cim mensi hodnota K, tim mensi mnozstvi
dan¢ latky je potieba k inhibici biologické aktivity enzymu. Pokud je velikost téchto dvou
parametri stejna nebo velmi podobna, jedna se o nekompetitivni inhibici. Pokud je hodnota
Ki mensi, nez hodnota ICso jedna se o inhibici kompetitivni nebo akompetitivni (Ring ef al.,

2021).

Potencialni inhibice CYP je bedlivé zkoumanou oblasti pfi vyvoji novych I¢civ
(Tannenbaum ef Sheehan, 2014). Ireverzibilné zablokované cytochromy P450 totiz zvySuji riziko
autoimunitni tvorby akutni hepatotoxicity. Proto jsou v preklinickém stadiu vyvoje novych 1é¢iv
provadény studie zaméfené pravé na identifikaci pfipadné inhibice jaternich mikrosomalnich
cytochromii (Lin et al., 2002; Guengerich, 2015). Znamé specifické inhibitory zasadnich CYP

pro metabolismus 1€Civ jsou pak shruty v nasledujici Tab. 5.
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Tabulka 5 — Inhibitory vybranych CYP enzymu (upraveno podle Hakkola ef al., 2020; Bourrié¢
etal., 1996)

Cytochrom P450 Inhibitor K; [pmol-1]
Furafylin 0,6
CYPIA2 a-naftoflavon 0,01
Pilokarpin 0,05
CYP2A6 Tryptamin 0,2
Ticlopidin 1,2
CYP2B6 Clopidogrel 0,02
CYP2CY Sulfafenazol 0.3
Amiodaron 0,8
Chinidin 0,04
CYP2D6 Paroxetin 0,15
Fluoxetin 0,6
CYP2E1 Tranylcypromin 0.4
CYP3A4 Troleandomycin 0,26
° Ketokonazol 0,015

2.2.2.1 Casov& zavisla inhibice a inhibice zaloZena na mechanismu
Casové zavisla inhibice (z anglického TDI — time-dependent inhibition) je druh inhibice, jejiz
stanoveni je doporuc¢eno FDA pfi studiu Iékovych interakei, pfi vyvoji a zavadéni potencialnich
léciv. Tato inhibice je stanovovana v reakcni smési s riznou dobou preinkubace bez pfitomnosti
specifického substratu (Grimm ef al., 2009). Termin TDI oznacuje stav, kdy dochazi ke zvyseni

ucinnosti inhibitoru vi¢i cytochromu P450 v ¢ase (Silverman; 1988).

MBI neboli inhibice zaloZzend na mechanismu (z anglického mechanism-based
inhibition) je podskupinou cCasové zavislé inhibice aspociva v inaktivaci CYP reaktivnim
metabolitem dané¢ latky (Grimm et al., 2009). MBI zpusobuje ve vétSin¢ pripadl ireverzibilni
nebo kvazi-ireverzibilni inhibici cytochromu P450. Tato situace nastava v disledku reakce
specifické funkéni skupiny s aktivnim mistem, kterou muze byt napiiklad thiofen, furan

a alkylamin (Mirzaei et al., 2021).



2.3 Antimikrobialni lé¢iva
Pii bakterialni infekei jsou prvni volbou antibiotika — latky, které inhibuji rust a pripadné
i usmrcuji mikroorganismy. V soucasné dob& hraji nezastupitelnou roli v prevenci i 1écbé
bakterialnich infekénich onemocnéni jak v humanni, tak i ve veterinami mediciné. BéZnou praxi
v zemédélstvi v nékolika predchozich desetiletich bylo pridavani antibiotik do krmnych smési
za uCelem prevence nemoci a zlepSeni chovnych vynosu hospodatskych zvirat. Duasledkem
neuvazeného zneuzivani antibiotik dnes ¢elime problému zvyseného vyskytu rezistentnich kment
bakterii. Pfedmétem védeckého badani je, zda alternativni antimikrobialni 1é¢iva dokazi nahradit

overenou antibiotickou 1é¢bu (Cheng et al., 2016).

Antimikrobialni rezistence (AMR) je v soucasnosti pro cely svét alarmujicim problémem.
Hojné uzivani antimikrobialnich 1é¢iv totiz zpusobuje vznik a Sifeni resistence mezi mikroby
(Cheng et al., 2016). Resistence vuci antimikrobialnim latkam se projevuje ve dvou stupnich —
na bunééné urovni, ktera je zplisobena mutacemi a horizontalnim pfenosem mezi jednotlivymi

bakteriemi, nebo na urovni komunity, kdy resistenci sdili cely biofilm (Penesyan ef al., 2015).

Protoze je vyvoj novych antibiotik v soucasné dob¢ zejména z ekonomickych divoda
téméer zastaven, byly navrzeny dal$i moznosti, jak a ¢im antibiotika v budoucnu nahradit.
Alternativami by mohly byt antibakterialni vakciny, imunomodulaéni latky, bakteriofagy, lysiny

a AMP (antimikrobialni peptidy) (Seal et al., 2013; Millet a Maertens, 2011; Chen et al., 2016).

Jinou alternativni cestou, kterou se vydala ¢ast védeckych pracovist’ jsou antimikrobialni
l¢¢iva na bazi kovovych nanocastic. Setkavaji se ovSem s problémem, kterym je toxicita téchto
Castic. Existuji vSak studie, které do budoucna navrhuji uzivani konvencénich antimikrobialnich
I¢¢iv v kombinaci s novymi metodami, jako jsou pravé nanocastice, které jsou pritahovany
k povrchu bakterie, narusuji jeji membranu a tim snizuji zivotaschopnost mikroba (Cheng et al.,

2016).

Dals$i moznosti se ukazuje navrat ke star§Sim antimikrobialnim latkam, které dnes jiz
nejsou pouzivany. Takovymi latkami by mohly byt naptiklad polymyxiny, fosfomycin, temocilin
a nitrofurantoin k 1écb¢ infekci gramnegativnich bakterii; trimethoprim-sulfamethoxazol,
tetracykliny, chloramfenikol, rifampicin a kyselina fusidova pro lé¢bu infekci zplisobenou
grampozitivnimi bakteriemi, nebo tfeba klofazimin pro 1é¢bu tuberkulozy. Vyvoj 1é¢iv v dobé,
kdy byly tyto latky objeveny, zdaleka nedosahoval dnes$nich standardi, proto by byla nutna

kontrola jejich ucinnosti a bezpe¢nosti a optimalizace terapie (Cassir et al., 2014).
Velmi atraktivni se ukazal vyzkum a vyvoj antimikrobialnich latek obsahujici prvky jako
jsou méd’, jod a stfibro. Antimikrobialni ucinky médi jsou znamé jiz od starovékého Egypta, kdy

byl tento prvek pouzivan pro tpravu vody a potravin a i pro lékarské udely. Cinidla obsahujici



meéd’ se ukazala efektivni v eliminaci mikroorganismil z povrchu, pravé vody, dezinfekei potrubi

a v kontrole legionely (Konieczny ef Rdzawski, 2012; Vincent et al., 2016).

2.3.1 Komplexni slouceniny médi
Komplexni koordina¢ni slouéeniny s centralnim atomem tvorenym iontem médi jsou v prostredi
I¢karské chemie v souvislosti s vyvojem Iéku aktualni. Ukazalo se, ze vykazuji ¢etné potencialné
vyuzitelné biologické aktivity. Jednou znich je moZnost vyuziti médi v protinadorovych
¢inidlech namisto v soucasnosti pouzivané a velmi drahé platiny. Dale jsou u nékterych sloucenin
vyuZitelnost spociva ve znadenych koordinacnich slouceninach médi (Cu®*) pro zobrazovaci

techniky jako je napriklad PET (pozitronova emisni tomografie) (Krasnovskaya ef al., 2020).

Prednosti [€¢iv obsahujici méd je fakt (Liao er al., 2020), ze tkan¢ zasazené infekci nebo
tumorogenezi metabolizuji méd’ ve vétsi mife nez zdravé tkané. To dava komplexnim
slou¢eninam obsahujici tento prvek terapeutickou vyhodu oproti jinym kovim a jsou tak slibnou

vizi do budoucna.

Terapeutické uc€inky médi jsou dusledkem vysoké redoxni aktivity tohoto kovu.
Principem fungovani médnatych komplexi jakoZto 1é¢iv muze byt rozlicna — prikladem je tvorba
aduktd méd’natych ionta s glutathionem. V duisledku zablokovani glutathionu vznikaji ve vétsi
mife volné kyslikové radikaly ROS, které mohou atakovat cilové buiky. Dal§imi moznymi
mechanismy, kterymi muze dochazet k terapeutickym ucinkiam je inhibice aktivity proteazomu

a aktivity telomerazy a také interkalace a degradace DNA (Chudal ez al., 2020).

Vramci této diplomové prace jsou testovany 2 koordinaéni slouceniny médi
s dikarboxylovymi kyselinami a N donorovymi ligandy, viz Obr. 14. Jedna se o komplexy K35,
kde je mustkovym ligandem anion kyseliny fumarové; a komplex K6, u kterého je pfitomen anion
kyseliny dithiodipropionové. N ligandem je u obou komplexi shodné NNN.N' N -
pentamethyldiethylentriamin. U téchto komplexi byly prokazany antimikrobialni ucinky.
Antimikrobialni ucinek viéi testovanym bakteridlnim kulturam a minimalni inhibiéni
koncentrace t¢chto komplext jsou uvedeny v nasledujici Tab. 6. U obou komplexi byla
prokazana nestabilita v roztoku. Komplex K6 pak na rozdil od komplexu K5 vykazoval interakei
s NADH. Opacna situace pak byla zjisténa pfi testovani interkalace komplexu do DNA — komplex
K5 interkaluje do dsDNA, zatimco komplex K6 nikoliv (Loubalova, 2021; Loubalova ef al.,
2023).
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Obrazek 14 — Struktura testovanych komplext K5 a K6 (upraveno podle Loubalova ef al., 2023)
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Tabulka 6 — Minimalni inhibi¢ni koncentrace komplexti K5 a K6 (upraveno podle Loubalova
etal., 2023)

Testovana

bakteridlni  Escherichia coli Pseudomonas Enterocgcccus Staphylococcus
aeruginosa Jfaecium aureus
kultura
Komplex MIC [mg/1]
K5 8,4 2,1 42 1,1
K6 16,9 1,1 8.4 8.4

>

2.3.2 Interakce antimikrobialnich lé¢iv a médi s cytochromy P450
Je znamo, ze néktera antimikrobialni 1éciva mohou zplisobovat zménu aktivity nékteré z forem
cytochromu P450. Typickym pfikladem inhibice cytochromu P450 se dostavuje pfi soucasném
Tato kombinace antibiotik piisobi jako velmi uc¢inné antimikrobialni lé¢ivo predepisované k 1écbé
infek¢nich onemocnéni mocovych cest. Je u ného ovSem prokazana selektivni inhibice CYP2C9.
Proto se pfi uzivani této latky zvazuje iprava davkovani warfarinu, ktery je taktéz metabolizovan

CYP2C9 (Carpenter et al., 2019; Wen et al., 2002).

Dalsi antibiotikum - chloramfenikol — zpusobuje fadu lékovych interakci. Toto
Sirokospektralni antibiotikum neni lékem prvni volby a je indikovano az pfi rozsahlejsich,
zejména anaerobnich infekcich. Mezi nezadouci uéinky této latky totiz patii i inhibi¢ni ucinek na
enzymy CYP2C19, CYP3A4 a slabé i CYP2D6 (Park er al., 2003). Zrovna tak i fada
makrolidovych antibiotik jako jsou erytromycin a klarytromycin zptisobuji silnou nekompetitivni
inhibici CYP3A4 (Muirhead ef al., 2002). Ve studii (Niwa et al., 2016) byla testovana tfi
antibiotika odvozena od penicilinu — konkrétné amoxicilin, ampicilin a piperacilin. Z vysledku
vyplyva, Ze tato B-laktamova antibiotika nezpusobuji inhibici CYP3A4, CYP2D6 ani CYP2C9.
Snizeni aktivity bylo zaznamenano u cytochromu CYP2C8 v pritomnosti amoxicilinu (hodnota
ICso = 0,83 mmol-I"Y) a u piperacilinu (ICsp = 1,14 mmol-1™!). Poslednim pfikladem antibiotika
se zjisténym ucinkem na aktivitu cytochromii P450 je kyselina fusidova indikovana k lécbé
bakterialnich infekei kiize a mékkych tkani. Tato latka vSak zpisobuje nekompetitivni inhibici
CYP2D6 a smiSenou kompetitivni inhibici CYP3A4 (Chen ef al., 2017).

V soucasné dob¢ intenzivné studovany komplex disulfiram-méd’ s protinadorovym
ucinkem byl rovnéz podroben studiu interakei s vyznamnymi cytochromy P450 v metabolismu
1¢¢iv. Studie byla koncipovana k odhaleni pfipadné indukce cytochromtit CYP3A4 a CYP1A2.
Vysledek ukazal, ze vlivem tohoto komplexu k indukci téchto forem nedochazi (Vrzal ef Dvorak,
2016). Podobn¢ byla testovana také koordinacni slouc¢enina médi [Cu(phen)(C-dmg)(H,O)[NOs.

U této latky nebyla zaznamenana indukce CYP, ale bylo zjisténo, Ze komplex mimeé inhiboval



cytochromy CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2B6, CYP2C8 a CYP3A4 (Ahmad
etal., 2018).

Dalsi studie (Tang et al., 2018) zkoumala vliv samotné médi na expresi a aktivitu
cytochromii P450 v potkanich jatrech. Krysam byla denné peroraln¢ podavana davka nanomédi,
mikromédi nebo iontu médi. U vsech testovanych laboratomich zvifat byly zvysené jaterni
nanocasticim médi. Nanoméd’ rovnéz nejvice inhibovala expresi a aktivitu jaternich enzymu

CYPI1A2, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4 mechanismem zavislym na davce.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Chemikalie
- chemikalie

Pro experimenty provedené v ramci této diplomové prace byly pouzity nasledujici chemikalie:
Firma Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika) byla dodavatelem DL-isocitratu (ISO),
nikotinamidadenindinukleoid fosfatu (NADP*) a enzymu isocitratdehydrogenazy (IDH). Firma
Lach-ner, (Neratovice, Ceska republika) byla prodejcem dihydrogenfosforeénanu sodného,
dihydrogenfosforecnanu draselného, hydroxidu sodn¢ho a draselné¢ho, octanu a uhlicitanu
a chloridu sodného, dale i chloroformu, kyseliny fosfore¢né a siranu hore¢natého. Organické
latky jako methanol, ethanol, propan-2-ol, acetonitril a dichlormethan byly pofizeny od firmy
VWR (Fontenay-sous-Bois, Francie).

Kyselina octova a kyselina chlorista byly zakoupeny od firmy Penta (Praha, Ceska
republika). Plynny oxid uhelnaty a plynny dusik byl dodan firmou Technoplyn (Ceska republika).

- substraty, inhibitory a standardy
Dale byly pro stanoveni aktivity CYP pouzity nasledujici substraty a standardy: testosteron,
diklofenak, bufuralol, resorufin, 1'-hydroxybufuralol byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich
(Praha, Ceska republika); 6B-hydroxytestosteron od firmy Ultrafine (Manchester, UK). Dale pak
ethoxyresorufin a 4'-hydroxydiklofenak byly dodany firmou Fluka (Buchs, Svycarsko).
Rovnéz byly wvyuzity specifické inhibitory testovanych CYP, konkrétn¢ chinidin,
furafylin, sulfafenazol a troleandomycin zakoupené od spoleénosti Sigma Aldrich (Praha, Ceska

republika).

- testované latky
V ramci této prace byl sledovan ucinek dvou anorganickych koordinacnich sloucenin médi
na aktivitu jaternich enzymi CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4. Komplexy byly
poskytnuty skupinou prof. RNDr. Pavla Kopela, Ph.D. zKatedry anorganické chemie
Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Komplexy byly syntetizovany
v ramci diplomové prace Mgr. Ivany Loubalové — struktury obou komplexu viz Obr. 14

- Komplex K5 — [Cuz(pmdien)>(H20)2(pu-fu) | (Cl04)

- Komplex K6 — [Cuz(pmdien)(H20)(pu-dtdp) | (C1O04),

- mikrosomy
Smésné prasec¢i mikrosomy byly izolovany a charakterizovany v ramci této diplomové prace
z komercné dostupnych prasecich jater. Lidské smésné jaterni mikrosomy byly komeréné dodany
firmou Biopredic (Saint Grégoire, Francie). Mikrosomy byly ziskany od 17 darct (7 Zen

a 10 muzi), celkova koncentrace proteint ¢inila 25 mg/ml, s koncentraci P450 14,55 pmol-17.



3.2 Piistrojové vybaveni

Experimenty byly provedeny za pouziti nasledujicich laboratornich pfistrojii a pomtcek:

Analytické vahy XP 205 DeltaRange, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko)
Automaticka analyticka multipipeta M4 Eppendorf (Hamburg, Némecko)

BCA™ Protein Assay Kit (Pierce, Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 23225, Waltham,
USA)

Centrifuga BR4i, Jouan (Saint Nazaire, Francie)

Centrifuga MiniSpin, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

Homogenizator Precellys Evolution (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux,
Francie)

Inkubovana tfepacka TS-100, Biosan (Riga, LotysSsko)

Magneticka michacka MR1000, Fischer Scientific (Pardubice, Ceska republika)
Mikrocentrifuga MiniStar silverline, VWR (Fontenay-sous-Bois, Francie)

Orbitalni tiepacka MS 3 digital, IKA, MERCI (Brmo, Ceska republika)

pH metr CG 843 SCHOTT, Fischer Scientific (Pardubice, Ceska republika)

Pipetovaci $picky a mikrozkumavky, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

Sada automatickych pipet s rozsahem 0,1-2.5 upl; 0,5-10 ul; 2-20 ul; 10-100 pl;
20-200 ul; 100-1000 pl; 1-10 ml, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

Sestava pro vyrobu deionizované vody s konduktometrem Ultrapur, Watrex (Praha,
Ceska republika)

Sonikator K10, Kraintek (Podhajska, Slovensko)

Spektrofotometr Infinite M200, Tecan (Méannedorf, Svycarsko)

Ultracentrifuga ultracentrifuga OptimaTM LE-80K (Beckman, Praha, Ceska republika)
UV-VIS spektrofotometr Cary 4000, Varian (Palo Alto, USA)

Vahy PB3002-S/PH DeltaRange, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko)

Vialky, VWR (Fontenay-sous-Bois, Francie)

Vodni lazen WB 14, Memmert (Schwabach, Némecko)

Vortex Heidolph Reax Top, Fischer Scientific (Pardubice, Ceska republika)

HPLC Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

o kontrola systtmu CBM-20A: UV detektor RF-10AXL; VIS detektor SPD-20A;
termostat CTO-20AC; autosampler SIL-20AC; pumpa LC-20AD a software
LabSolutions

o kolona dlouha: LichroCart RP-18: 250x4 mm, s pfedkolonou 4x4 mm, Merck
(Darmstadt, Germany)

o kolona kratka: Chromolith RP-18: 100x4,6 mm, monoliticka, s pfedkolonou
5x4,6 mm, Merck (Darmstadt, Germany)



Pro zpracovani vysledki a tvorbu obrazku a grafi byly pouzity nasledujici programy: Microsoft
Office (Microsoft, Praha, Ceska republika), TECAN Infinity (Tecan, Grodig, Rakousko).
LabSolution (Shimadzu, Kyoto, Japonsko), Sigma plot 13 (SPSS, Chicago, USA) a ChemSketch
(ACDlabs, Toronto, Kanada).

3.3 Experimentalni metody

3.3.1 Izolace mikrosomalni frakce z prasecich jater

Mikrosomalni frakce byla izolovana z praseéi jaterni tkan¢ dle zavedené metody
(Guengerich er Martin, 1998). Nejprve byla zméfena a zaznamenana ptivodni hmotnost jater.
Kousky jaterni tkan¢ byly homogenizovany v homogenizaénim pfistroji PreCellys Elution
s programem 2x 15 sekund pfi 7200 rpm v homogenizacnim roztoku o objemu odpovidajicim
trojnasobku vychozi vahy jater. Homogenat byl prenesen do centrifugacnich zkumavek a byl
centrifugovan pti 4 °C a 6500 rpm po dobu 10 minut. Supernatant byl odpipetovan do novych
centrifugacnich zkumavek a byla provedena dalsi centrifugace po dobu 25 minut pfi 11000 rpm
a 4 °C. Diky této centrifugaci byla v supernatantu ziskana mitochondrialni, lysosomalni
a peroxisomalni frakce.

Supernatant byl pfenesen do ultracentrifugacnich zkumavek. Byla provedena
ultracentrifugace pii 4 °C a 35000 rpm po dobu 1 hodiny. Dale byl zpracovavan sediment
obsahujici pozadovanou mikrosomalni frakci. Sediment byl pomoci homogenizatoru dle Pottera
a Elvehjema homogenizovan s promyvacim pufrem o objemu jednonasobku vahy ptivodni jaterni
tkané. Suspenze byla centrifugovana pii 4 °C a 35000 rpm po dobu 1 hodiny. Supematant byl
odstranén a sediment mikrosomalni frakce byl rehomogenizovan pomoci homogenizatoru dle
Pottera a Elvehjema v rehomogeniza¢nim roztoku o objemu odpovidajicim 0,2nasobku pitvodni
vahy jater. Vznikla suspenze mikrosomalni frakce byla pfenesena do mikrozkumavek a uchovana

pii =70 °C k dal$imu pouziti.

3.3.2 Stanoveni koncentrace cytochromu P450 v izolované mikrosomalni frakci

Mikrosomalni frakce byla 10krat nafedéna 50mmol-1"! fosfatovym pufrem (pH 7.4).
Ke smési byl pfidan dithionicitan sodny, ktery zredukoval Zelezité ionty hemoproteinovych
enzymi na ionty zeleznaté. Smés byla pfenesena do 2 kyvet. Kyvety byly umistény
do dvoupaprskového spektrofotometru Varian a bylo provedeno méreni baseline, tedy nulového
bodu v rozsahu vinovych délek 300-500 nm rychlosti 2 nm/s.

Predni kyveta byla vyjmuta ze spektrofotometru a smés byla probublana oxidem
uhelnatym po dobu 15 sekund za vzniku komplexu Fe?*~CO. Pfipraveny vzorek byl opét vloZen

do spektrofotometru a bylo provedeno opétovné méfeni.



Ze ziskaného spektra byly odeéteny hodnoty absorbance pfi 450 nm (nativni cytochromy
P450), pfi 420 nm (degradované cytochromy P450), a absorbance Ay, ktera byla podle polohy
spektra pritena nebo odectena od hodnot Ayso a Aszo. Z t€chto hodnot byla nasledné vypoctena

koncentrace cytochromu P450 a koncentrace P420 podle nasledujicich vzorct:

Ayso- A Ao - A
Cpaso = % .Fedeni = % .fedeni [umol. 1]

Augo - Ag - [— 0,041. (%)]
Cpa20 = 0,111 -

.fedeni [umol.l71]

3.3.3 Stanoveni celkové koncentrace proteini v izolované mikrosomalni frakci

Pro stanoveni koncentrace proteint ve vzorku byl pouZit komeréni kit BCA™ Protein
Assay Kit. Tato metoda je zaloZena na reakci kyseliny bicinchoninové s Cu?* za vzniku modro-
fialového komplexu, ktery je spektrofotometricky stanovovan pii 562 nm. Nejprve byla
pfipravena koncentracni fada standardu BSA — hovéziho sérového albuminu — o koncentracich
0;0,2;0.4; 0,6 a 0,8 mg/ml. Poté byl pfipraven vzorek nami izolované mikrosomalni frakce, ktery
byl 50krat nafedén 100mmol-1"' fosfatovym pufrem. Na mikrotitraéni desku bylo pfeneseno
12,5 ul kazdého vzorku ve tfech technickych replikatech (3x koncentracni fada, slepy vzorek
a mikrosomalni frakce). Ke vSem vzorkim bylo pfidano 100 pl smési roztoka A+B (v poméru
50+1), kter¢ jsou soucasti pouzivan¢ho kitu.

Takto pfipravené vzorky byly inkubovany pii teploté 37 °C po dobu 30 minut ve tm¢.
Nasledné bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni na piistroji TECAN M200 pfi vlnové
délce 562 nm. Z koncentracni fady byla ziskana kalibracni kfivka, stanovena rovnice regrese
a koeficient determinace R?. Na zakladé rovnice regrese byla vypoétena koncentrace proteinu

ve vzorku mikrosomalni frakce.

3.3.4 Stanoveni aktivity izolované mikrosomalni frakce (Km, Vmax)
Pro stanoveni aktivit jednotlivych forem cytochromu P450 byly vyuzity specifické substraty.
Pro stanoveni kinetickych parametra enzymoveé reakce byly pfipraveny reakéni smési obsahujici
vzestupnou koncentraéni fadu specifického substratu, NADPH generujici systém (0,8mmol- 1!
NADP*; 5.8mmol-1"! isocitrat; 8mmol-I"" MgSO,; isocitratdehydrogenasa 0.3 U/ml)
a mikrosomy dle Tab. 7. Smési byly do celkového reakéniho objemu doplnény 100mmol-1!
fosfatovym pufrem (pH 7,4) a byly inkubovany pfi 37 °C. Nasledn¢ byla provedena HPLC
analyza metabolitu pfeménéného sledovanou formou P450. Ziskané koncentrace vzniklého
metabolitu byly zpracovany do grafii, ze kterych byly nasledné odecteny K, (Michaelisova
konstanta) a vmax (maximalni rychlost reakce). Hodnota Ky, byla pouzita v inhibic¢nich esejich jako

koncentrace substratu pro zajisténi idealnich podminek reakce.
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Tabulka 7 — Pipetovaci schéma pro méteni kinetickych parametrii izolované mikrosomalni frakce

K t Reak¢ni
Forma Praseci Substrat :j;:;;tice NADPH Mikrosomy oi)z}ef:l
P450 f P450 1 .. [ul 1
orma [md] [umol-11] &S [md] [md] [ul]
0.39: 0.78:
Ethoxyresorufin  1,56; 3,125;
YP1A2 YP1A2 A 29 3,5 100
C ¢ 50 ul 6.25: 12.5: >
25: 50: 100

Diklofenak 1,56;3,125;

YP2C9 YP2C33 77.5 35 200
Cyr2C CYP2C33 8 ul 6.25: 12.5: . 7

25:50; 100
Bufuralol 3,125;6.25;

CYP2D6  CYP2D25 4l bsasise 6 6.75 200
100; 200
Testost 10; 50; 100;

CYP3A4/5 CYP3A29/39 eioog efon 150; 200; 155 10 500
K 300: 400:

500

3.3.5 Mérenivazebného spektra komplexi KS a K6
Pro spektrofotometrické stanoveni vazebného spektra byly pripraveny roztoky testovanych
komplexu K5 a K6 — o koncentraci 5 mmol-17!. Déle byl pfipraven roztok mikrosomalni frakce
o koncentraci 1 umol-1!. Vazebné spektrum bylo zméfeno na dvoupaprskovém spektrofotometru
Varian. M¢feni bylo provedeno postupnym fedénim roztoku mikrosomii — do méfici kyvety
pridavan roztok komplexu a do srovnavaci kyvety totozné mnozstvi fosfatového pufru (pH 7.4).

Redéni bylo provadéno v rozsahu koncentraci komplexu 0-200 pmol- 1" v reakéni smési.

3.3.6 Vliv testovanych komplexii K5 a K6 na aktivitu cytochromu P450

V ramci této diplomové prace byl testovan inhibi¢ni potencial komplexii K5 a K6 na enzymovou

jimz odpovidaji praseci orthology CYP1A2, CYP2C33, CYP2D25, CYP3A29/39. Pro stanoveni
aktivity jednotlivych forem cytochromu P450 byly pfipraveny reakéni smési obsahujici
potencialni inhibitor K5 a K6 o koncentraci 0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 pmol-1"'. Nulova
koncentrace inhibitoru slouzila jako kontrola reprezentujici 100% aktivitu stanovovaného
enzymu. Do reakénich smé&si byl dale pfidavan NADPH generujici systém (0,8mmol-1"! NADP";
5.8mmol-I"! isocitrat; 8mmol- 1" MgSOy; isocitratdehydrogenasa 0,3 U/ml) a mikrosomy. Smési

byly do celkového reakéniho objemu doplnény 100mmol-1! fosfatovym pufrem (pH 7.4).
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Po provedeni HPLC analyzy reakénich smési dle zavedenych metod bylo provedeno graficke
zpracovani dat za uéelem stanoveni hodnoty ICs, K; a typu inhibice.

Vsechny experimenty byly provadény ve dvou technickych opakovanich. Pro stanoveni
typu inhibice byly provedeny tytéZz experimenty s obménami jako jsou zkraceni doby preinkubace
na 3 minuty, zména koncentrace specifického substratu (0,5 K, 2 Ki a 4 Kn) a ovéfeni inhibice
specifickym inhibitorem a na lidské mikrosomalni frakci. Experimentalni podminky

pro stanoveni jednotlivych enzymovych aktivit jsou uvedeny v nasledujicich Tab. 8-11.

Tabulka 8 — Protokol pro stanoveni vlivu komplexii K5 a K6 na aktivitu CYP1A2 (CYP1A2
u prasete)

CYP1A2 O-deethylace 7-ethoxyresorufinu

Reakéni objem 100 ul

Inhibitor 0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50umol-1"! komplex (K5 nebo
K6)

Mikrosomy 35 pmol/RS

NADPH generujici systém  0,8mmol- 1! NADP*; 6mmol-17! isocitrat; 8mmol-1"! MgSO.;
IDH (0.3 U/ml)
Preinkubace 30 min (37 °C)

Substrat 2.8umol- 1! ethoxyresorufin
Inkubace 15 min (37 °C)

Zastaveni reakce 200 pl methanolu
Centrifugace 14000 rpm (10 min; 22 °C)

Parametry HPLC
HPLC stanoveni Fluorescencni, excitace pii 535 nm, emise pii 585 nm
Stanovovany metabolit Resorufin
Retenéni cas 6,128 min
Mobilni faze A: 25mmol-1"! Na,HPO, (pH = 7,0) / 100% methanol (58/42; v/v)
Eluce Izokraticka
Prutok 0,8 ml/min
Tlak 13,8 MPa
Nastfik vzorku 50wl
Kolona Dlouha
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Tabulka 9 — Protokol pro stanoveni vlivu komplext K5 a K6 na aktivitu CYP2C9 (CYP2C33
u prasete)

CYP2C9; CYP2C33 4'-hydroxylace diklofenaku

Reakéni objem 200 ul

Inhibitor 0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50umol-1"! komplex (K5 nebo
K6)

Mikrosomy 350 pmol/RS

NADPH generujici systém  0,8mmol-1"! NADP*; 6mmol-17! isocitrat; 8mmol-1"! MgSO.;
IDH (0.3 U/ml)
Preinkubace 30 min (37 °C)

Substrat 45umol-17! diklofenak

Inkubace 25 min (37 °C)
Zastaveni reakce 50 ul ACN/ kyselina octova (94/6; v/v)
Centrifugace 14000 rpm (10 min; 4 °C)

Parametry HPLC

HPLC stanoveni UV pii 280 nm
Stanovovany metabolit 4'-hydroxydiklofenak
Retenéni cas 9,1 min
Mobilni faze A: 2.85mmol-1"! HC104 / ACN (7/3; v/v)

B: 100% methanol

Eluce Gradientova
0,01 min — 30% B; 17 min — 90% B; 17.5 min — 100% B,;
20 min — 100% B; 21 min — 30% B; 30 min — 30% B

Pritok 1 ml/min
Tlak 8.3-5 MPa
Nastfik vzorku 50wl
Kolona Dlouha




Tabulka 10 — Protokol pro stanoveni vlivu komplext K5 a K6 na aktivitu CYP2D6 (CYP2D25
u prasete)

CYP2D6; CYP2D25S 1'-hydroxylace bufuralolu

Reakéni objem 200 ul

Inhibitor 0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50umol-1"! komplex (K5 nebo
K6)

Mikrosomy 67,3 pmol/RS

NADPH generujici systém  0,8mmol-1"! NADP*; 6mmol-1"! isocitrat; 8mmol-1"! MgSO.;
IDH (0.3 U/ml)
Preinkubace 30 min (37 °C)

Substrat 70umol- 1" bufuralol

Inkubace 20 min (37 °C)
Zastaveni reakce 20 ul 70% HCIO4
Centrifugace 14000 rpm (10 min; 4 °C)

Parametry HPLC

HPLC stanoveni Fluorescencni, excitace pii 252 nm, emise pii 302 nm
Stanovovany metabolit I'-hydroxybufuralol
Retenéni cas 3,6 min
Mobilni faze A:2.85mmol-1"! HC1Os / ACN (7/3; v/v)

B: 100% ACN

Eluce Gradientova
0,01 min — 0% B; 5 min — 0% B; 5,83 min — 100% B; 8 min —
100% B; 8,83 min — 0% B; 15 min — 0% B

Prutok 1,5 ml/min
Tlak 11,1 MPa
Nastfik vzorku Sul
Kolona Dlouha
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Tabulka 11 — Protokol pro stanoveni vlivu komplexii K5 a K6 na aktivitu CYP3A4/5
(CYP3A29/39 u prasete)

CYP3A4/5; CYP3A29/39 6f-hydroxylace testosteronu

Reakéni objem 500 ul

Inhibitor 0;0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50umol-1"! komplex (K5 nebo
K6)

Mikrosomy 100 pmol/RS

NADPH generujici systém  0.8mmol-1"! NADP*; 6mmol-1"" isocitrat; 8mmol-1"! MgSO.;
IDH (0.3 U/ml)
Preinkubace 30 min (37 °C)

Substrat 80umol- 1! testosteron
Inkubace 20 min (37 °C)
Zastaveni reakce 100 ul 1mol-1! Na,CO; a 2mol-17! NaCl
Vytfepani do 2000 pl dichlormethanu
organické faze Vortex 15 s
Centrifugace 3000 rpm (5 min; 4 °C)

Odebrat 1000 ul spodni organické faze
Odparit pomoci plynné¢ho dusiku
Rozpustit ve 200 pl 40% methanolu

Parametry HPLC
HPLC stanoveni UV pii 245 nm
Stanovovany metabolit 6B-hydroxytestosteron
Retenéni cas 4,7 min
Mobilni faze A: deionzizovana voda

B: 100% methanol

Eluce Gradientova
0,01 min — 40% B; 11 min — 40% B; 12 min — 100% B;
13 min — 100% B; 14 min — 40% B; 20 min — 40% B

Pritok 1 ml/min
Tlak 10 MPa
Nastfik vzorku 25 ul
Kolona Kratka
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ICs Shift Assay

Pokud byl pozorovan rozdil v aktivité CYP pfi kratké (3minutové) a dlouhé (30minutove)
inkubaci byla provedena ICso Shift Assay. Pfi tomto experimentu byly porovnavany hodnoty ICso
ve 3 riznych experimentalnich podminkach — bez preinkubace (0 minut), s 30minutovou
preinkubaci bez NADPH generujiciho systému; a 30minutova preinkubace s NADPH. SloZeni
reakéni smési 1 HPLC stanoveni bylo stejné jako u stanoveni aktivity dan¢ formy cytochromu
P450. Pokud experimentalné ziskané hodnoty ICs klesaji ve sméru 0 min; 30 min (bez NADPH)
a 30 min (s NADPH) je testovana latka klasifikovana jako Casové zavisly inhibitor (TDI = time
dependent inhibitor) (Grimm ef al., 2009). Timto experimentem lze rovnéz rozlisit reverzibilni
a ireverzibilni inhibice. Pokud je inhibitor reverzibilni, neni pozorovana zadna zména a vsechny

3 reakéni podminky poskytuji stejné hodnoty (Obach ef al., 2006).
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4 VYSLEDKY

4.1 Izolace a charakterizace prase¢i mikrosomalni frakce
Izolace mikrosomalni frakce byla provedena dle postupu uvedené¢ho v kapitole
3.3 Experimentalni metody. Timto postupem byly ziskany jednotlivé mikrosomalni frakce.
Z izolovanych frakci byly vybrany ¢tyfi, z nichz byla pfipravena smésna prase¢i mikrosomalni
frakce. Ta byla nasledné vyuZzivana pfi enzymovych esejich pro stanoveni aktivity a inhibice
jednotlivych forem CYP.

V nasledujici Tab. 12 jsou uvedeny ziskan¢ hodnoty koncentrace proteinu, koncentrace
cytochromu P450 a vypoditany specificky obsah. Stejnym zptisobem pak byla charakterizovana

smésna prase¢i mikrosomalni frakce v Tab. 13.

Tabulka 12 — Charakterizace jednotlivych izolovanych prasecich mikrosomalnich frakci

. Koncentrace .
Praseci Koncentrace proteint Specificky obsah
cytochromi P450
mikrosomy Cprot [mg-ml1™] [nmol/mg]
CP450 [umol-l‘l]
1 15,77 9,36 0,59
2 6,60 3,45 0,52
3 5,30 2,10 0,39
4 22,49 5,30 0,24
5 42,24 24,85 0,59
6 41,10 14,30 0,35
7 43,23 12,75 0,29

Smésné praseci mikrosomy byly pfipraveny smichanim frakei 3, 5, 6 a 7 z pfedchozi
tabulky v poméru 1/1/1/1 (v/v) do celkového objemu 10 ml. Smés byla rozdélena do eppendorfek

po 500 pl, zamrazena a pouzita v nasledujicich experimentech.

Tabulka 13 — Charakterizace smésné prase¢i mikrosomalni frakce

Koncentrace
Smésny Koncentrace proteini Specificky obsah
cytochromu P450
vzorek ceroT [mg-ml™] [nmol/mg]
CpP450 [umol-l‘l]
3,5.6,7 36,91 12,09 0,33

>
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Aktivita mikrosomalni smési
V ramci charakterizace pfipravené smésné mikrosomalni frakce bylo provedeno stanoveni aktivit
testovanych prasecich forem CYP1A2, CYP2C33, CYP2D25 a CYP3A29/39. Pripravené reakéni
smési byly podrobeny HPLC analyze. Z vysledki HPLC byly zpracovany grafy, z nichz byly
odvozeny kinetické parametry Kn a vma. Hodnota Ky dale slouzila jako hodnota idealni
koncentrace substratu pfi testovani inhibi¢niho vlivu testovanych latek na aktivitu CYP.

Z vysledkt zpracovanych v Tab. 14 vyplyva, z¢ vhodna koncentrace substratu pro
jednotlivé formy jsou nasledujici: CYP1A2 — 2.8umol-1" 7-ethoxyresorufin, CYP2C33 -
45umol-17! diklofenak, CYP2D25 — 70umol-1-! bufuralol, CYP3A29/39 — 80umol-1™! testosteron,

u kter¢ho byla hodnota K, tmysIn¢ navysena oproti stanovené hodnot¢.

Tabulka 14 — Ziskan¢ kinetické parametry (K, Vmax) pro jednotlivé testované formy CYP

Forma P450 Specificka reakce K [umol- 1] Vmax [Nnmol/RS]
CYP1A2 O-deetylace 7-ethoxyresorufinu 2,72 £0.69 0,014 £ 0,001
CYP2C33 4'-hydroxylace diklofenaku 43,08 + 4,95 0,179 + 0,008
CYP2D25 I'-hydroxylace bufuralolu 69,40 + 7,60 0,36 £0,01

CYP3A29/39 6B-hydroxylace testosteronu 54,05 + 24.63 3,52 +0.38

Vazebné spektrum komplexi K5 a K6 se smésnou prasec¢i mikrosomalni frakci

Me¢ienim vazebného spektra testovanych komplext vaci smésné prase¢i mikrosomalni frakci
bylo zjisténo, ze dan¢ komplexy vykazuji vazbu na CYP (viz Obr. 15 — komplex K5 a Obr. 16 —
komplex K6). Konkrétn¢ se jedna o vazbu typu 1, ktera je charakteristicka pro vazbu do aktivniho
mista. Na zakladé vysledka méfeni byly zpracovany grafy na Obr. 17 a byly vypocteny vazebné
konstanty Ks pro oba testované komplexy. Pro komplex K5 odpovida

Ks = 34,57 + 8,33 umol-1"!, pro komplex K6 je tato hodnota rovna Ks= 10,39 £ 2,01 pmol-1".
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Obrazek 15 — Vazebné spektrum smésnych prasecich jaternich mikrosomua se vzrastajici
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Obrazek 17 — Vazebna spektra testovanych komplext K5 a K6 se smésnou prase¢i mikrosomalni
frakei (1 umol-17)
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4.2  Vliv testovanych komplexu K5 a K6 na aktivitu cytochromu P450
V ramci experimentalni ¢asti této diplomové prace byl studovan inhibi¢ni vliv testovanych latek
— dvou dvoujadernych komplext médi — komplexti K5 a K6 na vybrané formy cytochromu P450.
Experimenty byly provadény nejprve na smésné praseci jaterni mikrosomalni frakei, ktera byla
izolovana a charakterizovana v ramci této prace. Prase¢i mikrosomy byly zvoleny na zaklad¢
vysoké podobnosti studovanych enzymu k lidskym. Zvolenymi formami cytochromu P450 pro
studium inhibi¢niho vlivu komplext byly CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4/5 u lidi,
¢emuz odpovidaji orthologické CYP1A2, CYP2C33, CYP2D25, CYP3A29/39 u nami
formy P450 v metabolismu 1€¢iv. Pro stanoveni aktivity téchto forem byly vyuzity markeroveé
reakce  se specifickymi  substraty, kterymi  jsou = CYPIA2 -  O-deetylace
7-ethoxyresorufinu; CYP2C9 (CYP2C33) — 4'-hydroxylace diklofenaku; CYP2D6 (CYP2D25) —
I'-hydroxylace bufuralolu; a CYP3A4/5 (CYP3A29/39) — 6B-hydroxylace testosteronu.

V prvni fazi byly provedeny experimenty na praseéich mikrosomech se vzrustajici
koncentraci testovanych latek (K5 a K6 o koncentracich 0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12.5; 25;
50 umol-1"'. Na zaklad& zmény aktivity enzymu pfi vzristajici koncentraci testované latky byla
potvrzena ¢i vyvracena inhibice. Experimenty byly provadény pii kratké (3 min) a dlouhé
(30 min) preinkubaci pro vyhodnoceni Casové zavislosti inhibice. Vysledné inhibi¢ni kiivky jsou
shrnuty na Obr. 18-25, hodnoty ICso pak v Tab. 15.

Vysledky studia enzymoveé aktivity praseciho enzymu CYP1A2 ukazaly, Ze oba testované
komplexy K5 i K6 inhibuji jeho aktivitu. Pfi nejvyssi testované koncentraci potencialniho
inhibitoru, tj., 50 umol-1™! klesla aktivita CYP1A2 na 15 % shodn& u obou komplexa. Hodnoty
ICsy pro tuto formu CYP odpovidaji 13,46 + 0,69 upmoll! pro komplex K35
a 17,09 £ 2,09 umol-1"' pro K6. Druhou sledovanou formou cytochromu P450 byl praseéi enzym
CYP2C33, un¢hoz ve zvoleném rozsahu koncentraci testovanych komplext nebyla zaznamenana
inhibice aktivity tohoto enzymu. Aktivita CYP2C33 pfi 50 umol-1"! neklesla o vice nez 50 %,
proto nebylo mozné stanovit hodnotu ICso. Dal$im sledovanym cytochromem byl CYP2D25.
U této formy klesla aktivita pfi nejvyssi testované koncentraci az na 1 % (u komplexu K5)
a na 4 % (ukomplexu K6). Naméfené hodnoty ICso pro CYP2D25 byly nasledujici:
2422 £ 942 pmol-1! pro K5 a 19,73 £ 7,69 umol-1"' pro K6. Poslednim studovanym
cytochromem byl prase¢i enzym CYP3A29/39, ktery odpovida lidskému CYP3A4/5. V pripadé
této formy poklesla aktivita pfinejvyssi sledované koncentraci potencialnich inhibitora
(50 umol-17Y) na 10 % u komplexu K5 (ICso 12,47 £+ 1,14 pmol-1™) a na 4 % u komplexu K6
(ICs 13,01 £ 1,02 pmol-17).

Ve druhé fazi byly provedeny srovnavaci experimenty na lidské jaterni mikrosomalni
frakci. Vysledky téchto pokust ukazaly rozdil u lidské formy CYP2C9 / prase¢i CYP2C33.

Narozdil od prasecich mikrosomii, u kterych nebyla nalezena Zadna inhibice, u lidskych

50



mikrosomu byla nulova aktivita tohoto enzymu zaznamenana jiz pti druhé nejvyssi koncentraci,
ti. 25 umol-1"' u obou testovanych komplexii K5 (ICso 13,04 + 0,37 pmol-I"!) iK6
(ICso 10,77 £+ 0,36 pumol-1""). U formy CYP1A2 byla hodnota ICso vyssi v piipadé lidskych
oproti praseéim mikrosomtim. Naopak tomu bylo u forem CYP2D6 a CYP3A4/5, kde byla
hodnota ICsy u lidskych mikrosomii o piiblizné 10 pumol-1! niZsi neZ u praseéich orthologi
(viz Tab. 16).
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Obrazek 18 — Inhibi¢ni vliv komplexu K5 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-1")
na enzymovou aktivitu CYP1A2 u lidi / CYP1A2 u prasat (O-decthylace 7-ethoxyresorufinu)
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Obrazek 19 — Inhibi¢ni vliv komplexu K6 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-1"!)
na enzymovou aktivitu CYP1A2 u lidi / CYP1A2 u prasat (O-decthylace 7-ethoxyresorufinu)
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Obrazek 20 — Inhibiéni vliv komplexu K5 (0; 0,78; 1,56 3.125: 6.25; 12; 25; 50 pmol-1™")
na enzymovou aktivitu CYP2C9 u lidi / CYP2C33 u prasat (4'-hydroxylace diklofenaku)
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Obrazek 21 — Inhibiéni vliv komplexu K6 (0; 0,78; 1,56; 3.125; 6.25; 12: 25; 50 umol-1™")
na enzymovou aktivitu CYP2C9 u lidi / CYP2C33 u prasat (4'-hydroxylace diklofenaku)
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Obrazek 22 — Inhibiéni vliv komplexu K5 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-I™)
na enzymovou aktivitu CYP2D6 u lidi / CYP2D25 u prasat (1'-hydroxylace bufuralolu)
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Obrazek 23 — Inhibiéni vliv komplexu K6 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-I™)
na enzymovou aktivitu CYP2D6 u lidi / CYP2D25 u prasat (1'-hydroxylace bufuralolu)
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Obrazek 24 — Inhibiéni vliv komplexu K5 (0; 0,78; 1,56; 3.125; 6,25; 12; 25; 50 pmol-1™")
na enzymovou aktivitu CYP3A4/5 u lidi / CYP3A29/39 u prasat (6p-hydroxylace testosteronu)
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Obrazek 25 — Inhibiéni vliv komplexu K6 (0; 0,78; 1,56; 3.125; 6,25; 12; 25; 50 pmol-1™)
na enzymovou aktivitu CYP3A4/5 u lidi / CYP3A29/39 u prasat (6B-hydroxylace testosteronu)
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Tabulka 15 — Namétené hodnoty ICsg testovanych komplexui K5 a K6 s prase¢imi mikrosomy

Orthologicky Komplex K5 Komplex K6 Casova
Testovany CYP
CYP u prasete ICso [umol-17] zavislost
CYPI1A2 CYP1A2 13,46 £ 0,69 17,09 2,09 Ne
CYP2C9 CYP2C33 >50 >50 Ne*
CYP2D6 CYP2D25 2422 +942 19,73 7,69 Ne
CYP3A4/5 CYP3A29/39 12,47 +£1,14 13,01 1,02 Ne

* Ovéreno pomoci ICso Shift Assay (viz nasledujici Tab. 17)

Tabulka 16 — Namétené hodnoty ICso testovanych komplexti K5 a K6 s lidskymi mikrosomy

Komplex K5 Komplex K6
Testovany CYP
ICso [p,mol-l‘l]
CYP1A2 2443+ 477 26,53 +£4,84
CYP2C9 13,04 £ 0,37 10,77 £ 0,36
CYP2D6 11,61+ 0,61 7,39+0,18
CYP3A4/5 435+0,17 436+0,24

U cytochromi CYP1A2, CYP2C33, CYP3A29/39 nebyla pozorovana zména mezi kratkou
(3 min) a dlouhou (30 min) preinkubaci, proto bylo vyhodnoceno, Ze inhibice u téchto forem neni
zavisla na ¢ase. U CYP2D25 bylo pfistoupeno k ICsy Shift Assay, ktera ma za cil potvrdit nebo
vyvratit ¢asovou zavislost inhibice. Vysledné hodnoty ziskané na zakladé tohoto experimentu
jsou shrnuty v Tab. 17. Provedena ICso Shift Assay neprokazala ¢asovou zavislost inhibice ani

u jednoho z testovanych komplexi.

Tabulka 17 — Naméfené hodnoty ICso testovanych komplexii K5 a K6 vici CYP2D25 v ramei
experimentu ICso Shift Assay

ICso Shift Assay
Reakéni podminky Komplex K5 Komplex K6
ICso [pmol-17]
0 minut 30,77 30,87
30 minut bez NADPH 23,37 22,86
30 minut s NADPH 29,90 31,25
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Dale byly provedeny experimenty se zménou koncentrace specifického substratu. Koncentrace
substrati byly upraveny podle stanovené koncentrace K, tak aby vysledné koncentrace
specifického substratu v reakcéni smési odpovidaly hodnotam 0,5 Ku, 2 Ki a 4 Kn. Z vysledka
provedenych experimenti byly sestrojeny Dixonovy grafy (Obr. 26), Lineweaverovy-Burkovy
grafy (Obr. 27) a byly uréeny jednotlivé inhibi¢ni konstanty K; a typy inhibice (Tab. 18).

Z analyzy téchto grafu je patrné, Ze typ inhibice se u obou testovanych latek K5 a K6
mirn¢ li§i. U sledovaného enzymu CYP1A2 se pravdépodobné jedna o nekompetitivni typ
inhibice v pfipadé¢ komplexu K5 a o plné¢ akompetitivni inhibici v pfitomnosti testovan¢ho
inhibitoru K6. U dalsiho sledovaného cytochromu P450 — CYP2D25 odpovidajici lidské formé
CYP2D6 - se pravdépodobn¢ jedna o inhibici parcialné kompetitivni zpisobenou komplexem K5
a parcialné¢ akompetitivni zpusobenou komplexem K6 v nizSich testovanych koncentraci.
U vyssich testovanych koncentraci komplext (25 a 50pumol-17! K5 nebo K6) pak ziejmé dochazi
k siln¢ interakci mezi enzymem CYP2D25 a testovanou latkou. V pripadé enzymu CYP3A29/39,
orthologické k lidské formé CYP3A4/5, pak dochazelo vlivem obou testovanych komplexti K5

1 K6 k inhibice, jejiz mechanismus je zfejmé parcialné kompetitivni.
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Obrazek 26 — Dixonovy vynosy inhibi¢nich vlivu testovanych komplexa K5 a K6 (0; 0,78; 1,56;
3,125; 6.25; 12; 25; 50 umol-1™") na aktivitu vybranych CYP ve smé&sné praseéi mikrosomalni

frakci

CYP1A2 - 7-ethoxyresorufin (0,5 Ky = 1.4 pmol-1"!, 1 Ky = 2.8 umol-17%, 2 Ky = 5.6 pmol-17!,

4 Km= 11,2 pmol-1™)

CYP2D25 - bufuralol (0,5 Kn = 35 pmol-1t, 1 Ky = 70 pmol-17}, 2 Ky = 140 pmol-17,

4 K =280 umol-17)

CYP3A29/39 — testosteron (0,5 K = 40 umol-1"%, 1 Ky = 80 pmol-17, 2 Ky, = 160 pmol-17!,

4 K = 320 pmol-17)
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Obrazek 27- Lineweaverovy-Burkovy vynosy inhibiénich vlivu testovanych komplexia K5 a K6
(0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-1™") na aktivitu vybranych CYP ve smésné praseéi
mikrosomalni frakci
CYPI1A2 - 7-ethoxyresorufin (1/[S]: 0,5 Kn= 0,714, 1 K, = 0,357, 2 Kin = 0,179, 4 Ky= 0,089)
CYP2D25 — bufuralol (1/[S]: 0,5 Kn = 0,029, 1 K= 0,014, 2 Ki = 0,007, 4 Ky, = 0,004)
CYP3A29/39 — testosteron (1/[S]: 0,5 K = 0,025, 1 Ki = 0,013, 2 K = 0,006, 4 K, = 0,003)
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Tabulka 18 — Shrnuti inhibi¢nich vliva testovanych komplexu K5 a K6 na aktivitu vybranych
CYP ve smésné praseci mikrosomalni frakci

Komplex K5
Testovany Orthologicky CYP u
K; [umol 1] Typ inhibice
CYP prasete
CYP1A2 CYP1A2 14,06 Nekompetitivni
CYP2D6 CYP2D25 5,50 Parcialn¢ kompetitivni
CYP3A4/5 CYP3A29/39 5,46 Parcialn¢ kompetitivni
Komplex K6
Testovany Orthologicky CYP u
K; [umol 1] Typ inhibice
CYP prasete
CYP1A2 CYPI1A2 11,42 Akompetitivni
CYP2D6 CYP2D25 5,67 Parcialn¢ akompetitivni
CYP3A4/5 CYP3A29/39 4,18 Parcialn¢ kompetitivni

4.3 Ovéreni specifity pouzitych prasecich mikrosomu

Zavérecné experimenty provedené v ramci této prace slouzily k ovéfeni specifity pouzité praseci
mikrosomalni frakce pomoci specifickych inhibitort lidskych forem cytochromu P450. Byl
pouzit furafylin — specificky inhibitor lidského CYP1A2; sulfafenazol — specificky inhibitor
lidského CYP2C9; chinidin — specificky inhibitor lidského CYP2D6 a troleandomycin (TAQ) —
specificky inhibitor lidského CYP3A4/5. Tyto experimenty, jejichz vysledky jsou zpracovany
v Obr. 28, ukazaly, Ze sulfafenazol, jez je specifickym inhibitorem lidské formy CYP2C9 neni
specificky pro nami pouzivany prase¢i mikrosomalni model. Pro sulfafenazol neni mozné urcit
hodnotu ICso. Pro zbylé 3 testované specifické inhibitory byly vypoéteny hodnoty I1Cso, které jsou
shrnuty v Tab. 19.
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Obrazek 28 — Inhibi¢ni vliv specifickych inhibitora na enzymovou aktivitu vybranych CYP
ve smésné praseci mikrosomalni frakci

A) CYP1A2 — inhibitor furafylin (0; 62.5; 125; 250; 500; 1000; 2000 pmol-17!)

B) CYP2C33 - inhibitor sulfafenazol (0; 0,95; 3,9; 15.6; 62.5; 250; 500 umol-1™!)

C) CYP2D25 — inhibitor chinidin (0; 15,63; 31,25 62.5; 125; 250; 500; 1000 pmol-1%)

D) CYP3A29/39 — inhibitor troleandomycin (0; 62.5; 125; 250; 500; 1000; 2000 pmol-17)

Tabulka 19 — Namétené hodnoty ICso testovanych komplexii K5 a K6 s prase¢imi mikrosomy

Orthologicky CYP
Testovany CYP Specificky inhibitor ICso [umol 1]
u prasete
CYP1A2 CYP1A2 Furafylin 159,38 £ 5,61
CYP2C9 CYP2C33 Sulfafenazol <500
CYP2D6 CYP2D25 Chinidin 673,09 +£2.69
CYP3A4/5 CYP3A29/39 Troleandomycin 8.82+ 1,52
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S DISKUZE

V soucasné dob¢ celime v souvislosti s lécbou bakterialnich onemocnéni velkému problému,
kterym je rezistence mikroorganismu vuci antibiotikim a antimikrobialnim latkam. Bakterie
nesouci rezistentni schopnosti muze diky horizontalnimu prenosu sdilet tuto vyhodu s dal§imi
bakteriemi, a tim vznika antimikrobialn¢ rezistentni biofilm. Rezistence vuéi antimikrobialnim
latkam muze byt i vicenasobna, v takovych pripadech mluvime o polyrezistentnich kmenech
zpusobujicich vazné mnohdy nelécitelné infekce. Z tohoto divodu se novodoby védecky vyzkum
soustfedi na vyvoj novych latek s antimikrobialni aktivitou, které by mohly podpofit
a v n¢kterych pripadech nahradit konvenéni antibiotickou 1écbu.

Prikladem alternativnich cest, kterymi se vyzkum v oblasti antimikrobialnich 1é¢iv vydal
jsou antibakterialni vakciny, imunomodulaé¢ni latky, bakteriofagy, lysiny, AMP (antimikrobialni
peptidy), antimikrobialni 1é¢iva na bazi kovovych nanocastic a latky na bazi médi, sttibra a jodu.
V ramci této diplomové prace byly sledovany 2 koordinaéni slouceniny médi s dikarboxylovymi
kyselinami a N donorovymi ligandy (N,N,N,.N' N -pentamethyldiethylentriamin). Konkrétng
se jednalo o komplexy K5, kde byl mustkovym ligandem anion kyseliny fumarové a komplex
K6, ukterého byl pfitomen anion kyseliny dithiodipropionové. U téchto komplexd byla
prokazana antimikrobidlni aktivita vici bakteriim Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus a s niz§i ucinnosti pak iu Escherichia coli (Loubalova et al.,
2023). Zminéné testované komplexy K5 a K6 byly v ramci této diplomové prace podrobeny
cytochromii P450 v metabolismu 1é€iv, kterymi jsou CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4/5.
Pokusy byly provadény dle zavedenych metod s vyuzitim HPLC metody.

Studie vlivu potencidlnich 1é€iv na aktivitu cytochromu P450 jsou provadény pfi vyvoji
vSech novych 1€¢iv. Divodem sledovani pravé téchto enzymu jsou hrozici 1ékové interakce.
Cytochromy P450 se jakoZzto jaterni enzymy ucastni prvni faze metabolismu pfevazné vétSiny
pouzivanych 1¢éciv. Pokud by nové IECivo vyrazné inhibovalo aktivitu n¢kterého ze sady
cytochromiit P450, hrozila by akumulace lé¢iv standardné metabolizovanych danym
cytochromem, ktery vlivem inhibice nemize plnit svou funkci. Tim by doslo k vyraznému
narustu plazmatické koncentrace 1€Civa v organismu, zvysila by se pravdépodobnost projevu
nezadoucich a toxickych u¢inku 1é¢iva a doslo by k selhani terapie.

Experimenty byly provadény na smésné praseci jaterni mikrosomalni frakei, protoze
prase je svym enzymovym profilem nejpodobngéjsi lidskému. V prasecim modelu byly studovany
formy cytochromu P450 CYP1A2, CYP2C33, CYP2D25 a CYP3A29/39, kter¢ jsou orthologické
vuéi lidskym formam CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4/5 (Achour et al., 2011). Pro
srovnani a ovéfeni nami zvolené¢ho prasec¢iho modelu byly experimenty provedeny i na smésnych

lidskych mikrosomech.
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Studium vazebného spektra komplexti K5 a K6 s prase¢imi mikrosomy ukazalo, ze oba
komplexy interaguji s cytochromy P450 pfitomnymi v mikrosomalni frakci. Podle profilu
namérenych diferenénich UV-VIS spekter 1ze usoudit, Ze se jedna o vazbu typu 1. Tento typ vazby
je typicky pro vazbu substratu do aktivniho mista. Prib¢h kfivky byl charakteristicky zvySenym
maximem pii 390 nm, a poklesem pfi 420 nm. Vazbou latky do aktivniho mista doslo k pfechodu
atomu zeleza do vysokospinového stavu a vytésnéni molekuly vody z aktivniho mista (DeVore
etal., 2009).

Experimenty sledujici zménu enzymové aktivity vybranych cytochromii P450 prokazaly
inhibici CYP1A2, CYP2D25 a CYP3A29/39 ve smésné praseci mikrosomalni frakci. Markerova
reakce pro studium aktivity CYP1A2, kterou byla O-deetylace 7-ethoxyresorufinu, ukazala
snizeni aktivity o 85 % pfi nejvyssi testované koncentraci komplexii K5 1 K6. Aktivita CYP2C33
byla sledovana pomoci reakce 4'-hydroxylace diklofenaku, u které nebylo zaznamenano snizeni
aktivity o vice nez 10 %. Cytochrom CYP2D25 byl studovan pomoci reakce 1'-hydroxylace
bufuralolu. Vysledky pfi nejvyssi testované koncentraci testovanych komplexi, tj, 50 pmol-1™!
klesly t¢émér na nulovou aktivitu (pouhé 1 % aktivity u komplexu K5 a 4 % u komplexu K6).
Posledni sledovany a zaroven nejvyznamngjsi cytochrom CYP3A29/39 byl méfen na zakladé
6B-hydroxylace testosteronu. I u tohoto enzymu byla naméfena vyznamna redukce aktivity,
ato 090 % u komplexu K5 a 0 96 % u K6.

Na zakladé naSich vysledk lze konstatovat, Ze inhibicni vliv testovanych komplexii K5
a K6 se projevoval velmi podobné utestovanych lidskych forem CYP1A2, CYP2D6
a CYP3A4/5. U CYP2C33 (odpovidajici lidskému CYP2C9) v piipad¢ prasecich mikrosomu
k zadné inhibici nedoslo, avsak pfi pouziti lidskych mikrosomu byla aktivita testovanych CYP
zna¢né inhibovana. Tento vysledek naznacuje, ze prase¢i mikrosomy by mohly byt vhodnym
experimentalnim modelem pro cytochromy CYP1A2, CYP2D6, CYP3A4/5 (respektive jejich
orthology CYP1A2, CYP2D25 a CYP3A4/5), avsak nikoliv pro lidsky CYP2C9. Experimentalné
zjisténé hodnoty ICso testovanych lidskych forem CYP2D6 a CYP3A4/5 byly ve srovnani s jejich
prase&imi orthology o piiblizné 10 umol-1"! nizs$i. Naopak u formy CYP1A2 byla stanovena
hodnota ICso v lidské mikrosomalni frakci o zhruba 10 pmol-17! vyssi nez u prasedi.

Nazor, ze prase ziejm¢ neni vhodnym experimentalnim modelem pro studium CYP2C9
podporuje 1 fakt, ze praseCi CYP2C33 nebyl inhibovan specifickym inhibitorem lidského
CYP2C9 - sulfafenazolem. Nami izolované smésné prasec¢i mikrosomy se rovnéz ukazaly jako
meéné citlivé vici ucinkim furafylinu na aktivitu CYP1A2. Hodnota ICso furafylinu viaci
prase¢imu CYP1A2 vysla 159.4 umol-17!, zatimco u ¢lovéka odpovida pouze 1,56 pmol-1! (Park
et al, 2022). Podobné¢ tomu bylo ivpfipadé inhibicniho vliva chinidinu na aktivitu
CYP2D25/CYP2D6 — ICso bylo 673,1 umol-1"! u prasat, a pouze 0,051 umol-1"! u élovéka (Thu
et al., 2016). Specificky inhibitor CYP3A4/5 — troleandomycin — byl podobné citlivy, jak
na praseéi CYP3A29/39 (ICso = 8,8 umol-1"!), tak ina lidskou variantu tohoto enzymu —
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CYP3A4/5 s ICsp = 1,3 umol-I"! (Buckley er al., 2010).

Dal$im rozdilem pozorovanym mezi praseci a lidskou jaterni mikrosomalni frakci
byl nespecificky narust aktivity, ke kterému dochazelo pfi sledovani aktivit CYP2D25
a CYP3A29/39 v prasecich mikrosomech. Narast aktivity byl pozorovan v rozmezi koncentraci
1,56-12,5 umol-1"" testovanych komplexii K5 a K6. Nezname pfesnou pfi¢inu tohoto jevu,
ale domnivame se, ze by mohl byt zpusoben zménou struktury aktivniho mista prase¢ich CYP
testovanymi komplexy K5 a K6.

Na zikladé¢ analyzy vyneseni dle Dixona a Lineweavera-Burka byl urcen
nejpravdépodobnéisi typ inhibice u testovanych komplexa K5 a K6 viéi prasecim cytochromiim
CYP1A2, CYP2D25 a CYP3A29/39. Komplex K5 byl na zakladé naSich vysledku
nekompetitivnim inhibitorem CYP1A2 (K; = 14,06 umol-1"!). Tomu odpovida i fakt, Ze v pfipadé
nekompetitivnich inhibitorti byla hodnota K; a ICso stejna nebo velmi podobna. Pii tomto typu
inhibice se inhibitor vaze na enzym do jin¢ho mista, nez je aktivni misto pro vazbu substratu.
Prikladem 1¢¢iva vykazujici slabou inhibici nekompetitivniho typu muze byt amiodaron.
Amiodaron je I¢k podavany jako antiarytmikum, u néhoz je zaznamenana slaba inhibice
CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4/5. Hodnoty K; amiodaronu pro tyto enzymy jsou v rozsahu hodnot
45-271 pmol-1"! (Ohyama e al., 2000).

Komplex K6 byl na zakladé nami ziskanych vysledki posouzen jako akompetitivni
inhibitor CYP1A2. U akompetitivni inhibice se, na rozdil od nekompetitivni, inhibitor nevaze
na samotny enzym, ale pouze na komplex enzym-substrat, a to do jiného mista, nez je aktivni
misto enzymu. V praxi je tento typ ¢asto doprovazen také kompetitivni inhibici, a proto muze byt
posuzovan také jako smiSeny typ inhibice (Madan ef al., 2001). SmiSeny typ inhibice je znam
u antifungalniho 1é¢iva — flukonazolu. Toto 1é€ivo je stfedn€ silnym inhibitorem CYP3A4/5 a pii
jeho pouzivani je doporuceno monitorovani hladin enzymu CYP2C9, CYP2C19 a CYP3A4/5.
Hodnoty K vlivu flukonazolu na aktivitu CYP3A4/5 se pohybuji v rozmezi 10-17 umol-1"! (Niwa
etal., 2005).

Poslednim typem inhibice, ktery byl pozorovan v souvislosti se studovanymi komplexy
K5 a K6 je typ parcialné kompetitivni. Parcialné kompetitivni typ inhibice s nejveEtsi
pravdépodobnosti vykazoval komplex K5 vinterakci s praseimi enzymy CYP2D25
a CYP3A29/39; komplex K6 pak v interakci s CYP3A29/39. Kompetitivni typ inhibice znamena,
ze se inhibitor vaze do stejného vazebného mista jako substrat, tedy do aktivniho mista enzymu.
V tomto pripadé dochazi k soutéZzeni inhibitoru a substratu o vazbu do tohoto mista. Sulfafenazol
muze byt prikladem I1éciva, kter¢ zpusobuje silnou kompetitivni inhibici CYP2C9
(Ki =300 nmol-1I"!) (Bourrié e al., 1996). Pro kompetitivni a akompetitivni typ inhibice by méla
hodnota K; byt mensi nez hodnota ICso, coz je v souladu s nasimi vysledky a stanovenymi typy

inhibice.



Urceni typu inhibice u prase¢iho cytochromu CYP2C33 nebylo mozné, protoze
pouzivané prase¢i mikrosomy nevykazovaly inhibici vuci testovanym komplextim. Pro potvrzeni
hypotézy, ze praseci ortholog CYP2C33 ziejmé neni vhodnym experimentalnim modelem pro
studium lidského enzymu CYP2C9, by bylo vhodné experimenty sledujici aktivitu tohoto enzymu
provést v pritomnosti jiného markerového substratu, naptiklad tolbutamidu nebo (S)-warfarinu.
Nizsi aktivita byla u praseich mikrosomii oproti lidskym zaznamenana také u CYP2D25,
a to zejména v souvislosti se specifickym inhibitorem, jehoz hodnota ICs, byla az o 4 fady nizsi
nez u lidského CYP2D6. Tato zisténi jsou v souladu s vysledky ¢lanku (Skaanild, 2006), jez
uvadi, ze prase¢i mikrosomy jsou vhodné pro studium metabolismu a aktivity cytochromu
CYPI1A, CYP2A a CYP3A.

MIC neboli minimalni inhibi¢ni koncentrace stanovené pro testované komplexy K5 a K6
se pohybuji v rozmezi 1,1-18,6 umol-1"! (Loubalova er al., 2023), coz jsou hodnoty fadové
odpovidajici v soucasnosti pouzivanym antibiotikim (Andrews, 2001). U testovanych latek vSak
byly zjistény nasledujici hodnoty inhibiénich konstant K;: CYP1A2 — 14,06 umol-1"!; CYP2D25
— 5.5 umol-1™'; CYP3A29/39 — 5,46 pmol-1"! pro komplex K5 a CYPIA2 - 11,42 umol-17;
CYP2D25 - 5,67 umol-1"'; CYP3A29/39 — 4,18 umol-I"'. Pro porovnani antibiotikum
chloramfenikol, jehoZz hodnota MIC vuci bakteriim rodu Enterobacteriaceac se pohybuje
v rozmezi 0,25-128 pumol 17!, zptsobuje silnou inhibici CYP3A4 (K; = 10,6 umol-1™) a slabou
inhibici CYP2D6 (K; = 75,8 umol-1™") (Park et al., 2003).

Systémové podani by podle nami zjist€énych vysledka pravdépodobné ovlivnilo
metabolismus ostatnich 1ékii metabolizovanych prostfednictvim lidskych forem cytochromu
CYPI1A2, CYP2D6, CYP3A4/5. Lékové interakce by potencialné byly mozné i v pripadé
CYP2C9, u n¢hoz sice nebyla naméfena inhibice aktivity v prase¢ich mikrosomech, avsak
po ovéieni na lidskych CYP byla inhibice zaznamenana. O plazmatickych koncentracich téchto
komplexti vSak nejsou v literatufe zadné informace, proto detailnéj$i popis potencidlnich
lIékovych interakei neni mozny.

Vzhledem k mnozstvi provedenych experimenti bylo otestovani dalSich forem
cytochromii P450 nad ramec této diplomové prace. Pokud vezmeme v potaz dosavadni ziskané
vysledky studovanych komplexti K5 a K6, je velmi malo pravdépodobné uvazovat o systémovém
pouziti téchto latek. Realna pouzitelnost komplexu je spatiena spise v lokalnim pouziti, k némuz
se priklani také autori studovanych latek. Komplexy by mohly byt potencialné vhodné k 1écbé
tézce hojicich se povrchovych ran. Z farmakologického hlediska se nabizi pokraovat ve studiu
komplext cestou in silico modelovani, stanovenim metaboliti pomoci hmotnostni spektrometrie,
pripadné studiem vlivu komplexii na dal§i vyznamné cytochromy P450 a studiem toxicity,

nez by se pristoupilo k testovani komplexii na laboratomich zviratech.
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6 ZAVER

Diplomova prace se zabyvala studiem dvou potencialnich antimikrobialnich lé¢iv — komplexu K5
a K6 - =zhlediska interakce snejvyznamnéj§imi cytochromy P450, putsobici jako
biotransformacni enzymy v metabolismu Ié¢iv. Byly provedeny in vitro experimenty s HPLC
detekci pro posouzeni inhibicniho vlivu komplexii K5 a K6 na aktivitu enzymia CYP1A2,
CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4/5. Pokusy byly provadény na smésné praseci jaterni mikrosomalni
frakci, izolované a charakterizované¢ v ramci této prace, s vyuzitim specifickych substrati
jednotlivych lidskych a prasecich forem CYP — 7-cthoxyresorufin pro CYP1A2; diklofenak
pro CYP2C9 (praseci ortholog CYP2C33); bufuralol pro CYP2D6 (praseci ortholog CYP2D25);
a testosteron pro CYP3A4/5 (praseci ortholog CYP3A29/39).

Z vysledkt provedenych experimenti vyplyva, ze oba komplexy K5 i K6 interagovaly

se vSemi sledovanymi formami cytochromu P450:

e CYP1A2
Prase¢i cytochrom CYPIA2 byl inhibovan komplexem K5 i1 K6 shodnotami
ICso= 13,46 pmol-I"' u komplexu K5 a ICso= 17,09 umol-1"" u komplexu K6. Na zaklad&
Dixonova a Lineweaver-Burkova vynosu byly uréeny inhibi¢ni konstanty pro oba
komplexy. Pro komplex K5 byla ziskana hodnota K; = 14,06 pmol-1"! a pravdépodobné
dochazelo k nekompetitivni inhibici. V pfipadé komplexu K6 byla inhibi¢ni konstanta
rovna 11,42 umol-1"!, pficemZ typ inhibice byl ziejm& akompetitivni. Inhibice byla

potvrzena na lidskych mikrosomech i pomoci specifického inhibitoru — furafylinu.

e  CYP2C9 (praseci CYP2C33)
Dalsi sledovany cytochrom CYP2C9, respektive jeho praseci ortholog CYP2C33, nebyl
ve smésné praseci mikrosomalni frakci inhibovan. Po ovéfeni experimentu na smésnych
lidskych jaternich mikrosomech byla vSak inhibice prokazana s hodnotou
ICso = 13,04 umol-1"! pro komplex K5 a ICso= 10,77 pmol-1"! pro komplex K6. Praseci
CYP2C33 nebyla citliva vici specifickému inhibitoru lidské formy CYP2C9, tedy vici
sulfafenazolu. Na zakladé¢ téchto vysledkil se domnivame, Ze prase zfejmé neni vhodnym

experimentalnim modelem pro studium této formy cytochromu P450.

o CYP2D6 (praseci CYP2D25)
Aktivita prasecitho cytochromu CYP2D25, ktery odpovida lidskému CYP2D6, byla
inhibovana komplexem K5 (ICsp = 24,22 pmol-l") akomplexem K6
(ICso = 19,73 umol-I"'). RovnéZz byly stanoveny inhibiéni konstanty a typ inhibice.

U komplexu K35 byla na zakladé vysledki stanovena parcialné kompetitivni inhibice
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s Ki = 5,50 umolI"t. U komplexu K6 byla uréena parcialné akompetitivni inhibice
s hodnotou K; = 5,67 umol-1"!. Pomoci ICs Shift Assay byla u obou komplexii vylouéena
casov¢ zavisla inhibice této formy cytochromu P450. Inhibice byla uspésn¢ ovérena na

lidské mikrosomalni frakei i pomoci specifického inhibitoru (chinidinu).

o CYP3A4/5 (praseci CYP3A29/39)
CYP3A4/5 — byla rovnéz inhibovana ob&éma testovanymi komplexy, a to jak v praseci,
tak 1 v lidské mikrosomalni frakci. Aktivita formy CYP3A29/39 byla redukovana
komplexem K5 (ICso = 12,47 pmol-1"') a komplexem K6 (ICso = 13,01 pmol-17}).
Komplexy K5 i K6 vykazovaly vuci této form¢ shodn¢ inhibici parcialné kompetitivni
s hodnotami K; = 5,46 umol-1"! pro komplex K35, a K; = 4,18 umol-1"! pro komplex K6.
Prase¢i mikrosomy byly rovnéz citlivé vaci specifickému inhibitoru lidské formy

CYP3A4/5 — troleandomycinu.

Na zaklad¢ nasich vysledkii se domnivame, Ze latky jsou potencialng rizikové z hlediska
I¢kovych interakei, a proto jsou spiSe nevhodné k systémovému podani. Systémova aplikace
testovanych komplexu by pravdépodobné ovlivnila metabolismus 1€¢iv zprostfedkovany enzymy
CYPI1A2, CYP2C9, CYP2D6 i CYP3A4/5. Vzhledem k velmi slibnym hodnotam minimalnich

inhibi¢nich koncentraci testovanych komplexu 1ze uvazovat o lokalnim pouziti té€chto latek.
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koncentraci komplexu K6

Obrazek 17 — Vazebna spektra testovanych komplexu K5 a K6 se smésnou praseci mikrosomalni
frakei (1 umol-17)

Obrazek 18 — Inhibiéni vliv komplexu K5 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-I")
na enzymovou aktivitu CYP1A2 u lidi / CYP1A2 u prasat (O-decthylace 7-ethoxyresorufinu)
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Obrazek 19 — Inhibi¢ni vliv komplexu K6 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 pmol-1"!)
na enzymovou aktivitu CYP1A2 u lidi / CYP1A2 u prasat (O-decthylace 7-ethoxyresorufinu)

Obrazek 20 — Inhibiéni vliv komplexu K5 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-I")
na enzymovou aktivitu CYP2C9 u lidi / CYP2C33 u prasat (4'-hydroxylace diklofenaku)

Obrazek 21 — Inhibiéni vliv komplexu K6 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-I"!)
na enzymovou aktivitu CYP2C9 u lidi / CYP2C33 u prasat (4'-hydroxylace diklofenaku)

Obrazek 22 — Inhibiéni vliv komplexu K5 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-I™)
na enzymovou aktivitu CYP2D6 u lidi / CYP2D25 u prasat (1'-hydroxylace bufuralolu)

Obriazek 23 — Inhibi¢ni vliv komplexu K6 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 pmol-1"!)
na enzymovou aktivitu CYP2D6 u lidi / CYP2D25 u prasat (1'-hydroxylace bufuralolu)

Obrazek 24 — Inhibiéni vliv komplexu K5 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-1')
na enzymovou aktivitu CYP3A4/5 u lidi / CYP3A29/39 u prasat (6p3-hydroxylace testosteronu)

Obrazek 25 — Inhibiéni vliv komplexu K6 (0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-1™)
na enzymovou aktivitu CYP3A4/5 u lidi / CYP3A29/39 u prasat (6p3-hydroxylace testosteronu)

Obrazek 26 — Dixonovy vynosy inhibi¢nich vlivi testovanych komplexu K5 a K6 (0; 0,78; 1,56;
3,125; 6,25; 12; 25; 50 umol-1") na aktivitu vybranych CYP ve sm&sné prase¢i mikrosomalni
frakei

Obrazek 27— Lineweaverovy-Burkovy vynosy inhibi¢nich vlivii testovanych komplexu K5 a K6
(0; 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12; 25; 50 pmol-17!) na aktivitu vybranych CYP ve smésné praseci

mikrosomalni frakci

Obrazek 28 — Inhibic¢ni vliv specifickych inhibitoru na enzymovou aktivitu vybranych CYP
ve smésné praseci mikrosomalni frakci
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Tabulka 2 — Primarni funkce vyznamnych rodin cytochromii P450 (upraveno podle Zhao ef al.,
2021; Guengerich, 2015)

Tabulka 3 — Podobnost prasecich a lidskych forem cytochromt P450 (upraveno podle Achour
etal.,2011)

Tabulka 4 — Ligandy jademych receptori indukujici cytochromy P450 (upraveno podle
Manikandan er Nagini, 2018)

Tabulka S — Inhibitory vybranych CYP enzymi (upraveno podle Hakkola et al., 2020; Bourrié
etal., 1996)

Tabulka 6 — Minimalni inhibi¢ni koncentrace komplext K5 a K6 (upraveno podle Loubalova
etal., 2023)

Tabulka 7 — Pipetovaci schéma pro méfeni kinetickych parametri izolované mikrosomalni
frakce

Tabulka 8 — Protokol pro stanoveni vlivu komplexu K5 a K6 na aktivitu CYPIA2 (CYP1A2
u prasete)

Tabulka 9 — Protokol pro stanoveni vlivu komplexti K5 a K6 na aktivitu CYP2C9 (CYP2C33
u prasete)

Tabulka 10 — Protokol pro stanoveni vlivu komplext K5 a K6 na aktivitu CYP2D6 (CYP2D25
u prasete)

Tabulka 11 - Protokol pro stanoveni vlivu komplexti K5 a K6 na aktivitu CYP3A4/5
(CYP3A29/39 u prasete)

Tabulka 12 — Charakterizace jednotlivych izolovanych prasecich mikrosomalnich frakci
Tabulka 13 — Charakterizace smésné prase¢i mikrosomalni frakce

Tabulka 14 — Ziskané¢ kinetické parametry (Km, vmax) pro jednotlivé testované formy CYP
Tabulka 15 — Namétené hodnoty 1Cs testovanych komplexi K5 a K6 s prasecimi mikrosomy
Tabulka 16 — Naméfené hodnoty 1Cso testovanych komplexu K5 a K6 s lidskymi mikrosomy

Tabulka 17 — Namétfené hodnoty ICso testovanych komplexti K5 a K6 viaci CYP2D6 v ramci
experimentu ICso Shift Assay

Tabulka 18 — Shrnuti inhibi¢nich vlivii testovanych komplexu K5 a K6 na aktivitu vybranych
CYP ve smésné praseci mikrosomalni frakci

Tabulka 19 — Naméfené hodnoty ICso testovanych komplexi K5 a K6 s prase¢imi mikrosomy

69



Seznam literatury

Ahmad, M., Suhaimi, S. N., Chu, T. L., Abdul Aziz, N., Mohd Kornain, N. K., Samiulla, D.
S., Lo, K. W., Ng, C. H., Khoo, A. S. (2018). Ternary copper(Il) complex: NCI60 screening,
toxicity studies, and evaluation of efficacy in xenograft models of nasopharyngeal
carcinoma. PLOS One, 13(1)

Achour, B., Barber, J., Rostami-Hodjegan, A. (2011). Cytochrome P450 Pig liver pie:
determination of individual cytochrome P450 isoform contents in microsomes from two pig livers
using liquid chromatography in conjunction with mass spectrometry [corrected]. Drug
metabolism and disposition: the biological fate of chemicals, 39(11), 2130-2134.

Andrews, J. M. (2001). Determination of minimum inhibitory concentrations. Journal
of antimicrobial Chemotherapy, 48(1), 5-16.

Anzenbacherova, E., Bec, N., Anzenbacher, P., Hudecek, J., Soucek, P., Jung, C., Munro,
A. W., Lange, R. (2000). Flexibility and stability of the structure of cytochromes P450 3A4 and
BM-3. European journal of biochemistry, 267(10), 2916-2920.

Baldwin, A., Huang, Z., Jounaidi, Y., Waxman, D. J. (2003). Identification of novel enzyme-
prodrug combinations for use in cytochrome P450-based gene therapy for cancer. Archives
of biochemistry and biophysics, 409(1), 197-206.

Bhattacharyya, S., Sinha, K, Sil, P. C. (2014). Cytochrome P450s: mechanisms and biological
implications in drug metabolism and its interaction with oxidative stress. Current drug
metabolism, 15(7), 719-742.

Blumberg, B., Sabbagh, W., Jr, Juguilon, H., Bolado, J., Jr, van Meter, C. M., Ong, E. S.,
Evans, R. M. (1998). SXR, a novel steroid and xenobiotic-sensing nuclear receptor. Genes
development, 12(20), 3195-3205.

Bourrié, M., Meunier, V., Berger, Y., Fabre, G. (1996). Cytochrome P450 isoform inhibitors
as a tool for the investigation of metabolic reactions catalyzed by human liver
microsomes. The Journal of pharmacology and experimental therapeutics, 277(1), 321-332.

Buckley, D. B., Kazmi, F., Yerino, P., Toren, P., Holsapple, J., Ogilvie, B. W., Paris, B. L.,
Parkinson, A. (2010). Pitfalls in the design of metabolism-dependent CYP inhibition (MDI)
experiments with a dilution step: Inhibitor depletion by metabolism and/or microsomal binding
leads to underestimation of the shifted IC50 value. Drug metabolism reviews, 42, 146.

Carpenter, M., Berry, H., Pelletier, A. L. (2019). Clinically Relevant Drug-Drug Interactions
in Primary Care. American family physician, 99(9), 558-564.

Cassir, N., Rolain, J. M., Brouqui, P. (2014). A new strategy to fight antimicrobial resistance:
the revival of old antibiotics. Frontiers in microbiology, 5, 551.

Cohen, L. H., Remley, M. J., Raunig, D., Vaz, A. D. (2003). In vitro drug interactions
of cytochrome p450: an evaluation of fluorogenic to conventional substrates. Drug metabolism
and disposition: the biological fate of chemicals, 31(8), 1005-1015.

Correia, M. A., Ortiz de Montellano, P. R. (2005). Inhibition of cytochrome P450 enzymes.
Cytochrome P450, 2477-322.

Crespi, C. L., Chang, T. K., Waxman, D. J. (1998). CYP2D6-dependent bufuralol
I'-hydroxylation assayed by reversed-phase ion-pair high-performance liquid chromatography
with fluorescence detection. Methods in molecular biology (Clifion, N.J.), 107, 141-145.

Crespi, C. L., Chang, T. K., Waxman, D. J. (2006). Determination of CYP2C9-catalyzed
diclofenac 4'-hydroxylation by high-performance liquid chromatography. Methods in molecular
biology (Clifton, N.J.), 320, 109-113.

70



Cryle, M. J., Schlichting, 1. (2008). Structural insights from a P450 Carrier Protein complex
reveal how specificity is achieved in the P450(Biol) ACP complex. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 105(41), 15696-15701.

de Groot, M. J., Kirton, S. B., Sutcliffe, M. J. (2004). In silico methods for predicting ligand
binding determinants of cytochromes P450. Current topics in medicinal chemistry, 4(16), 1803—
1824.

de Morais, S. M., Wilkinson, G. R., Blaisdell, J., Nakamura, K., Meyer, U. A., Goldstein, J.
A. (1994). The major genctic defect responsible for the polymorphism of S-mephenytoin
metabolism in humans. The Journal of biological chemistry, 269(22), 15419-15422.

DeVore, N. M., Smith, B. D., Wang, J. L., Lushington, G. H., Scott, E. E. (2009). Key residues
controlling binding of diverse ligands to human cytochrome P450 2A enzymes. Drug metabolism
and disposition: the biological fate of chemicals, 37(6), 1319-1327.

Diaz, D., Fabre, 1., Daujat, M., Saint Aubert, B., Bories, P., Michel, H., Maurel, P. (1990).
Omeprazole is an aryl hydrocarbon-like inducer of human hepatic cytochrome P450.
Gastroenterology, 99(3), 737-747.

Dickins M. (2004). Induction of cytochromes P450. Current topics in medicinal chemistry, 4(16),
1745-1766.

Dilmaghanian, S., Gerber, J. G., Filler, S. G., Sanchez, A., Gal, J. (2004). Enantioselectivity
of inhibition of cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) by ketoconazole: Testosterone and methadone
as substrates. Chirality, 16(2), 79-85.

Donato, M. T., Jiménez, N., Castell, J. V., Gomez-Lechon, M. J. (2004). Fluorescence-based
assays for screening nine cytochrome P450 (P450) activities in intact cells expressing individual
human P450 enzymes. Drug metabolism and disposition: the biological fate of chemicals, 32(7),
699-706.

Ekroos, M., Sjogren, T. (2006). Structural basis for ligand promiscuity in cytochrome P450
3A4. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 103(37),
13682-13687.

Elcombe, C. R., Peffer, R. C., Wolf, D. C., Bailey, J., Bars, R., Bell, D., Cattley, R. C.,
Ferguson, S. S., Geter, D., Goetz, A., Goodman, J. 1., Hester, S., Jacobs, A., Omiecinski, C.
J., Schoeny, R., Xie, W., Lake, B. G. (2014). Mode of action and human relevance analysis
for nuclear receptor-mediated liver toxicity: A case study with phenobarbital as a model
constitutive androstane receptor (CAR) activator. Critical reviews in toxicology, 44(1), 64-82.

Ged, C., Umbenhauer, D. R., Bellew, T. M., Bork, R. W., Srivastava, P. K., Shinriki, N.,
Lloyd, R. S., Guengerich, F. P. (1988). Characterization of cDNAs, mRNAs, and proteins
related to human liver microsomal cytochrome P-450 (S)-mephenytoin 4'-hydroxylase.
Biochemistry, 27(18), 6929-6940.

Gerbal-Chaloin, S., Pascussi, J. M., Pichard-Garcia, L., Daujat, M., Waechter, F., Fabre, J.
M., Carreére, N., Maurel, P. (2001). Induction of CYP2C genes in human hepatocytes in primary
culture. Drug metabolism and disposition: the biological fate of chemicals, 29(3), 242-251.

Gonzalez F. J. (2004). Cytochrome P450 humanised mice. Human genomics, 1(4), 300-306.

Grimm, S. W., Einolf, H. J., Hall, S. D., He, K., Lim, H. K., Ling, K. H., Lu, C., Nomeir, A.
A., Seibert, E., Skordos, K. W., Tonn, G. R., Van Horn, R., Wang, R. W., Wong, Y. N,,
Yang, T. J., Obach, R. S. (2009). The conduct of in vitro studies to address time-dependent
inhibition of drug-metabolizing enzymes: a perspective of the pharmaceutical research and
manufacturers of America. Drug metabolism and disposition:  the biological fate
of chemicals, 37(7), 1355-1370.

Guengerich F. P. (2022). Inhibition of Cytochrome P450 Enzymes by Drugs-Molecular Basis
and Practical Applications. Biomolecules & therapeutics, 30(1), 1-18.

71



Guengerich, F. P. (2008). Cytochrome P450 and chemical toxicology. Chemical research
in toxicology, 21(1), 70-83.

Guengerich, F. P. (2015). Human cytochrome P450 enzymes. In Cyfochrome P450: structure,
mechanism, and biochemistry, 4™ edition. (Ortiz de Montellano, P.R., ed.). 689 pages. New York:
Springer.

Guengerich, F. P., Martin, M. V. (1998). Purification of cytochromes P450. Methods
in Molecular Biology, 107, 35-53.

Guengerich, F. P., Martin, M. V., Beaune, P. H., Kremers, P., Wolff, T., Waxman, D. J.
(1986). Characterization of rat and human liver microsomal cytochrome P-450 forms involved

in nifedipine oxidation, a prototype for genetic polymorphism in oxidative drug metabolism.
The Journal of biological chemistry, 261(11), 5051-5060.

Guengerich, F. P., Waterman, M. R., Egli, M. (2016). Recent Structural Insights into
Cytochrome P450 Function. Trends in pharmacological sciences, 37(8), 625-640.

Hakkola, J., Hukkanen, J., Turpeinen, M., Pelkonen, O. (2020). Inhibition and induction
of CYP enzymes in humans: an update. Archives of toxicology, 94(11), 3671-3722.

Hasegawa, M., Kapelyukh, Y., Tahara, H., Seibler, J., Rode, A., Krueger, S., Lee, D. N.,
Wolf, C. R., Scheer, N. (2011). Quantitative prediction of human pregnane X receptor and
cytochrome P450 3A4 mediated drug-drug interaction in a novel multiple humanized mouse
line. Molecular pharmacology, 80(3), 518-528.

Hasler, J. A., Estabrook, R., Murray, M., Pikuleva, I., Waterman, M., Capdevila, J., Holla
V., Helvig C. Falck J. R, Farrell G., Kaminsky L. S., Spivack S. D., Boitier E., Beaune, P.
(1999). Human cytochromes P450. Molecular aspects of medicine, 20(1-2), 1-137.

Hill, H. A. O., Réder, A., Williams, R. J. P. (1970). The chemical nature and reactivity
of cytochrome P-450. Biochemistry, 123-151.

Hrycay, E. G., Bandiera, S. M. (2015). Monooxygenase, peroxidase and peroxygenase
properties and reaction mechanisms of cytochrome P450 enzymes. Advances in experimental
medicine and biology, 851, 1-61.

Hughes, R. D., Williams, R. (1996). Use of bioartificial and artificial liver support
devices. Seminars in liver disease, 16(4), 435-444.

Huttunen, K. M., Mihonen, N., Raunio, H., Rautio, J. (2008). Cytochrome P450-activated
prodrugs: targeted drug delivery. Current medicinal chemistry, 15(23), 2346-2365.

Chang, T. K., Crespi, C. L., Waxman, D. J. (2006). Spectrophotometric analysis of human
CYP2El-catalyzed p-nitrophenol hydroxylation. Methods in molecular biology (Cliffon,
N.J.), 320, 127-131.

Chang, T. K., Waxman, D. J. (2006). Enzymatic analysis of cDNA-expressed human CYP1A1,
CYP1A2, and CYPIBI1 with 7-ethoxyresorufin as substrate. Methods in molecular biology
(Clifton, N.J.), 320, 85-90.

Chen, D., Lin, X. X., Zhao, Q., Xiao, J., Peng, S. F., Xiao, M. F., Ouyang, D. S., Tan, Z. R.,
Wang, Y. C., Peng, J. B.,, Zhang, W., Chen, Y. (2017). Screening of drug metabolizing enzymes

for fusidic acid and its interactions with isoform-selective substrates in vitro. Xenobiotica;
the fate of foreign compounds in biological systems, 47(9), T778-784.

Chen, R., Willcox, M. D., Ho, K. K., Smyth, D., Kumar, N. (2016). Antimicrobial peptide
melimine coating for titanium and its in vivo antibacterial activity in rodent subcutaneous
infection models. Biomaterials, 85, 142—-151.

Cheng, G., Dai, M., Ahmed, S., Hao, H., Wang, X., Yuan, Z. (2016). Antimicrobial drugs
in fighting against antimicrobial resistance. Frontiers in microbiology, 7, 470.

72



Chudal, L., Pandey, N. K., Phan, J., Johnson, O., Lin, L., Yu, H., Shu, Y., Huang, Z., Xing,
M., Liu, J. P., Chen, M. L., Chen, W. (2020). Copper-Cystecamine Nanoparticles
as a Heterogeneous Fenton-Like Catalyst for Highly Selective Cancer Treatment. ACS' applied
bio materials, 3(3), 1804-1814.

Ingelman-Sundberg, M., Sim, S. C., Gomez, A., Rodriguez-Antona, C. (2007). Influence
of cytochrome P450 polymorphisms on drug therapies: pharmacogenetic, pharmacoepigenetic
and clinical aspects. Pharmacology & therapeutics, 116(3), 496-526.

Isin, E. M., Guengerich, F. P. (2007). Complex reactions catalyzed by cytochrome P450
enzymes. Biochimica et biophysica acta, 1770(3), 314-329.

Jaiswal, A. K., Gonzalez, F. J., Nebert, D. W. (1985). Human dioxin-inducible cytochrome
P1-450: complementary DNA and amino acid sequence. Science (New York, N.Y.), 228(4695),
80-83.

Jancova, P., Anzenbacher, P., Anzenbacherova, E. (2010). Phase II drug metabolizing
enzymes. Biomedical papers of the Medical Faculty of the University Palacky, Olomouc,
Czechoslovakia, 154(2), 103-116.

Kalra B. S. (2007). Cytochrome P450 enzyme isoforms and their therapeutic implications:
an update. Indian journal of medical sciences, 61(2), 102-116.

Kato H. (2020). Computational prediction of cytochrome P450 inhibition and induction. Drug
metabolism and pharmacokinetics, 35(1), 30-44.

Kawajiri, K., Fujii-Kuriyama, Y. (2007). Cytochrome P450 gene regulation and physiological
functions mediated by the aryl hydrocarbon receptor. Archives of biochemistry and biophysics,
464(2),207-212.

Kawajiri, K., Hayashi, S. L. (1996). The CYP1 family. Cyfochromes P 450, 77-97.

Kawakami, H., Ohtsuki, S., Kamiie, J., Suzuki, T., Abe, T., Terasaki, T. (2011). Simultancous
absolute quantification of 11 cytochrome P450 isoforms in human liver microsomes by liquid
chromatography tandem mass spectrometry with in silico target peptide selection. Journal
of pharmaceutical sciences, 100(1), 341-352.

Klouda, P. (2003). Moderni analytické metody, nakladatelstvi Pavel Klouda. Ostrava, 10,25-32.

Ko, J. W, Desta, Z., Soukhova, N. V., Tracy, T., Flockhart, D. A. (2000). In vitro inhibition
of the cytochrome P450 (CYP450) system by the antiplatelet drug ticlopidine: potent effect
on CYP2C19 and CYP2D6. British journal of clinical pharmacology, 49(4), 343-351.

Konieczny, J., Rdzawski, Z. (2012). Antibacterial properties of copper and its alloys. Archives
of Materials Science and Engineering, 56(2), 53-60.

Krasnovskaya, O., Naumov, A., Guk, D., Gorelkin, P., Erofeev, A., Beloglazkina, E.,
Majouga, A. (2020). Copper Coordination Compounds as Biologically Active
Agents. International journal of molecular sciences, 21(11), 3965.

Kronbach, T., Mathys, D., Umeno, M., Gonzalez, F. J., Meyer, U. A. (1989). Oxidation
of midazolam and triazolam by human liver cytochrome P4501IIA4. Molecular pharmacology,
36(1), 89-96.

Kumar, S., Sharma, R., Roychowdhury, A. (2012). Modulation of cytochrome-P450 inhibition
(CYP) in drug discovery: a medicinal chemistry perspective. Current medicinal
chemistry, 19(21), 3605-3621.

Lang, N. P., Butler, M. A., Massengill, J., Lawson, M., Stotts, R. C., Hauer-Jensen, M.,
Kadlubar, F. F. (1994). Rapid metabolic phenotypes for acetyltransferase and cytochrome
P4501A2 and putative exposure to food-borne heterocyclic amines increase the risk for colorectal
cancer or polyps. Cancer epidemiology, biomarkers & prevention : a publication of the American



Association for Cancer Research, cosponsored by the American Society of Preventive
Oncology, 3(8), 675-682.

Liao, J., Yang, F., Yu, W., Qiao, N., Zhang, H., Han, Q., Hu, L., Li, Y., Guo, J., Pan, J.,
Tang, Z. (2020). Copper induces energy metabolic dysfunction and AMPK-mTOR pathway-
mediated autophagy in kidney of broiler chickens. Ecotoxicology and environmental safety, 206,
111366.

Lin, H. L., Kent, U. M., Hollenberg, P. F. (2002). Mechanism-based inactivation of cytochrome
P450 3A4 by 17 alpha-cthynylestradiol: evidence for heme destruction and covalent binding
to protein. 7he Journal of pharmacology and experimental therapeutics, 301(1), 160-167.

Lin, J. H., Lu, A. Y. (1998). Inhibition and induction of cytochrome P450 and the clinical
implications. Clinical pharmacokinetics, 35(5), 361-390.

Lin, Y., Lu, P, Tang, C., Mei, Q., Sandig, G., Rodrigues, A. D., Rushmore, T. H., Shou, M.
(2001). Substrate inhibition kinetics for cytochrome P450-catalyzed reactions. Drug metabolism
and disposition: the biological fate of chemicals, 29(4), 368-374.

Loew, G. H., Harris, D. L. (2000). Role of the heme active site and protein environment
in structure, spectra, and function of the cytochrome p450s. Chemical reviews, 100(2), 407-420.

Loubalova 1. (2021). Koordinacni slouceniny niklu, médi a zinku s dikarboxylovymi kyselinami
a N donorovymi ligandy a studium jejich biologické aktivity [online]. Olomouc, 2021 [cit. 2023-
02-19]. Dostupné z: https://theses.cz/id/pnxrbn/. Diplomova prace. Univerzita Palackého
v Olomouci, Prirodovédecka fakulta. Vedouci prace prof. RNDr. Pavel Kopel, Ph.D.

Loubalova, 1., Zahradnikova, E., Masaryk, L., Nemec, L., Hochvaldova, L., Panacek, A.,
Kvitek L., Vefeifova R., Swigtkowski M., Kopel, P. (2023). Antibacterial study on nickel
and copper dicarboxylate complexes. Inorganica Chimica Acta, 545, 121273.

Lucas, D., Menez, J. F., Berthou, F. (1996). Chlorzoxazone: an in vitro and in vivo substrate
probe for liver CYP2E1. Methods in enzymology, 272, 115-123.

Madan, A., Usuki, E., Burton, L. A., Ogilvie, B. W., Parkinson, A. (2001). In vitro approaches
for studying the inhibition of drug-metabolizing enzymes and identifying the drug-metabolizing
enzymes responsible for the metabolism of drugs. Drugs and the Pharmaceutical Sciences, 116,
217-294.

Manikandan, P., Nagini, S. (2018). Cytochrome P450 Structure, Function and Clinical
Significance: A Review. Current drug targets, 19(1), 38-54.

McFadyen, M. C., Cruickshank, M. E., Miller, I. D., McLeod, H. L., Melvin, W. T., Haites,
N. E., Parkin, D., Murray, G. L. (2001). Cytochrome P450 CYP1B1 over-expression in primary
and metastatic ovarian cancer. British journal of cancer, 85(2), 242-246.

McGinnity, D. F., Riley, R. J. (2001). Predicting drug pharmacokinetics in humans from in vitro
metabolism studies. Biochemical Society transactions, 29(2), 135-139.

Millet, S., Maertens, L. (2011). The European ban on antibiotic growth promoters in animal
feed: from challenges to opportunities. Veterinary journal (London, England : 1997), 187(2),
143-144.

Mirzaei, M. S., Ivanov, M. V., Taherpour, A. A., Mirzaei, S. (2021). Mechanism-based
inactivation of cytochrome P450 enzymes: Computational insights. Chemical research
in toxicology, 34(4), 959-987.

Morse, M. A., Lu, J. (1998). High-performance liquid chromatographic method for measurement
of cytochrome P450-mediated metabolism of 7-cthoxy-4-trifluoromethylcoumarin. Journal
of chromatography. B, Biomedical sciences and applications, 708(1-2), 290-293.

74


https://theses.cz/id/pnxrbn/

Muirhead, G. J., Faulkner, S., Harness, J. A., Taubel, J. (2002). The effects of steady-state
erythromycin and azithromycin on the pharmacokinetics of sildenafil in healthy
volunteers. British journal of clinical pharmacology, 53(1), 37-43.

Murray M. (1997). Drug-mediated inactivation of cytochrome P450. Clinical and experimental
pharmacology & physiology, 24(7), 465-470.

Mutoh, S., Sobhany, M., Moore, R., Perera, L., Pedersen, L., Sueyoshi, T., Negishi, M.
(2013). Phenobarbital indirectly activates the constitutive active androstane receptor (CAR)
by inhibition of epidermal growth factor receptor signaling. Science signaling, 6(274), 31.

Neafsey, P., Ginsberg, G., Hattis, D., Sonawane, B. (2009). Genetic polymorphism
in cytochrome P450 2D6 (CYP2D6): Population distribution of CYP2D6 activity. Journal of
toxicology and environmental health. Part B, Critical reviews, 12(5-6), 334-361.

Nebert, D. W., Adesnik, M., Coon, M. J., Estabrook, R. W., Gonzalez, F. J., Guengerich, F.
P., Gunsalus, I. C., Johnson, E. F., Kemper, B., Levin, W. (1987). The P450 gene superfamily:
recommended nomenclature. DNA (Mary Ann Liebert, Inc.), 6(1), 1-11.

Nelson, D. R., Koymans, L., Kamataki, T., Stegeman, J. J., Feyereisen, R., Waxman, D. J.,
Waterman, M. R., Gotoh, O., Coon, M. J., Estabrook, R. W., Gunsalus, I. C., Nebert, D. W.
(1996). P450 superfamily: update on new sequences, gene mapping, accession numbers
and nomenclature. Pharmacogenetics, 6(1), 1-42.

Niwa, T., Inoue-Yamamoto, S., Shiraga, T., Takagi, A. (2005). Effect of antifungal drugs
on cytochrome P450 (CYP) 1A2, CYP2D6, and CYP2E1l activities in human liver
microsomes. Biological & pharmaceutical bulletin, 28(9), 1813-1816.

Niwa, T., Watanabe, T., Suzuki, K., Hayashi, H., Ohta, H., Nakayama, A., Tsuchiya, M.,
Yasuda, K., Murakami, N., Itoh, Y. (2016). Early optimization of antimicrobial therapy
improves clinical outcomes of patients administered agents targeting methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Journal of clinical pharmacy and therapeutics, 41(1), 19-25.

Obach, R. S., Walsky, R. L., Venkatakrishnan, K., Gaman, E. A., Houston, J. B., Tremaine,
L. M. (2006). The utility of in vitro cytochrome P450 inhibition data in the prediction of drug-
drug interactions. The Journal of pharmacology and experimental therapeutics, 316(1), 336—
348.

Ohyama, K., Nakajima, M., Suzuki, M., Shimada, N., Yamazaki, H., Yokoi, T. (2000).
Inhibitory effects of amiodarone and its N-deethylated metabolite on human cytochrome P450

activities: prediction of in vivo drug interactions. British journal of clinical pharmacology, 49(3),
244-253.

Olkkola, K. T., Aranko, K., Luurila, H., Hiller, A., Saarnivaara, L., Himberg, J. J.,

Neuvonen, P. J. (1993). A potentially hazardous interaction between erythromycin
and midazolam. Clinical pharmacology and therapeutics, 53(3), 298-305.

Omura T. (1999). Forty years of cytochrome P450. Biochemical and biophysical research
communications, 266(3), 690—698.

Ortiz de Montellano, P.R., Cytochrome P450: structure, mechanism, and biochemistry.
4™ edition. ed. 2015. 689 pages. New York: Springer.

Pan, Y., Mak, J. W., Ong, C. E. (2013). Heterologous expression of human cytochrome P450
(CYP) 2C19 in Escherichia coli and establishment of RP-HPLC method to serve as activity
marker. Biomedical chromatography: BMC, 27(7), 859-865.

Park, E. J., Park, K., Durai, P., Kim, K. Y., Park, S. Y., Kwon, J., Lee, H. J., Pan, C. H.,
Liu, K. H. (2022). Potent and Selective Inhibition of CYP1A2 Enzyme by Obtusifolin and Its
Chemopreventive Effects. Pharmaceutics, 14(12), 2683.

75



Park, J. Y., Kim, K. A., Kim, S. L. (2003). Chloramphenicol is a potent inhibitor of cytochrome
P450 isoforms CYP2C19 and CYP3A4 in human liver microsomes. Antimicrobial agents
and chemotherapy, 47(11), 3464-3469.

Pasanen, M., Stenbick, F., Park, S. S., Gelboin, H. V., Pelkonen, O. (1988).
Immunohistochemical detection of human placental cytochrome P-450-associated mono-
oxygenase system inducible by maternal cigarette smoking. Placenta, 9(3), 267-275.

Pelkonen, O., Turpeinen, M., Hakkola, J., Honkakoski, P., Hukkanen, J., Raunio, H. (2008).
Inhibition and induction of human cytochrome P450 enzymes: current status. Archives
of toxicology, 82(10), 667-715.

Penesyan, A., Gillings, M., Paulsen, I. T. (2015). Antibiotic discovery: combatting bacterial
resistance in cells and in biofilm communities. Molecules (Basel, Switzerland), 20(4), 5286—
5298.

Quattrochi, L. C., Tukey, R. H. (1989). The human cytochrome CyplA2 gene contains
regulatory elements responsive to 3-methylcholanthrene. Molecular pharmacology, 36(1), 66—
71.

Rendic, S. P., Guengerich, F. P. (2021). Human Family 1-4 cytochrome P450 enzymes involved
in the metabolic activation of xenobiotic and physiological chemicals: an update. Archives
of toxicology, 95(2), 395-472.

Rendic, S., Guengerich, F. P. (2015). Survey of human oxidoreductases and cytochrome P450
enzymes involved in the metabolism of xenobiotic and natural chemicals. Chemical research
in toxicology, 28(1), 38-42.

Ring, B., Wrighton, S. A., Mohutsky, M. (2021). Reversible Mechanisms of Enzyme Inhibition
and Resulting Clinical Significance. Methods in molecular biology (Clifion, N.J.), 2342, 29-50.

Robert, C., Wilson, C. S., Guengerich, F. P., Arreto, C. D. (2010). Evolution of the scientific
literature of cytochrome P450 from 1977 to 2008. Current drug metabolism, 11(2), 162—170.

Ryan, D. E., Levin, W. (1990). Purification and characterization of hepatic microsomal
cytochrome P-450. Pharmacology & therapeutics, 45(2), 153-239.

Ryan, D. E., Ramanathan, L., lida, S., Thomas, P. E., Haniu, M., Shively, J. E., Lieber, C.
S., Levin, W. (1985). Characterization of a major form of rat hepatic microsomal cytochrome P-
450 induced by isoniazid. The Journal of biological chemistry, 260(10), 6385-6393.

Sadek, B. (2011). Imidazole-substituted drugs and tendency for inhibition of cytochrome P450
isoenzymes: A review. Der Pharma Chemica, 3(1), 410-419.

Salsali, M., Holt, A., Baker, G. B. (2004). Inhibitory effects of the monoamine oxidase inhibitor
tranylcypromine on the cytochrome P450 enzymes CYP2C19, CYP2C9, and CYP2D6. Cellular
and molecular neurobiology, 24(1), 63-76.

Seal, B. S., Lillehoj, H. S., Donovan, D. M., Gay, C. G. (2013). Alternatives to antibiotics:
a symposium on the challenges and solutions for animal production. Animal health research
reviews, 14(1), 78-87.

Sesardic, D., Boobis, A. R., Edwards, R. J., Davies, D. S. (1988). A form of cytochrome P450
in man, orthologous to form d in the rat, catalyses the O-decthylation of phenacetin and is
inducible by cigarette smoking. British journal of clinical pharmacology, 26(4), 363-372.

Sesardic, D., Boobis, A. R., Murray, B. P., Murray, S., Segura, J., de la Torre, R., Davies,
D. S. (1990). Furafylline is a potent and selective inhibitor of cytochrome P450IA2 in
man. British journal of clinical pharmacology, 29(6), 651-663.

Sevrioukova, L. F., Poulos, T. L. (2013). Understanding the mechanism of cytochrome P450
3A4: recent advances and remaining problems. Dalton transactions (Cambridge, England:
2003), 42(9), 3116-3126.

76



Shimada, T., Hayes, C. L., Yamazaki, H., Amin, S., Hecht, S. S., Guengerich, F. P., Sutter,
T. R. (1996). Activation of chemically diverse procarcinogens by human cytochrome P-450
1B1. Cancer research, 56(13), 2979-2984.

Silverman R. B. (1988). The potential use of mechanism-based enzyme inactivators
in medicine. Journal of enzyme inhibition, 2(2), 73-90.

Skaanild M. T. (2006). Porcine cytochrome P450 and metabolism. Current pharmaceutical
design, 12(11), 1421-1427.

Skaanild, M. T., Friis, C. (2002). Is cytochrome P450 CYP2D activity present in pig
liver?. Pharmacology & toxicology, 91(4), 198-203.

Smutny, T., Mani, S., Pavek, P. (2013). Post-translational and post-transcriptional modifications
of pregnane X receptor (PXR) in regulation of the cytochrome P450 superfamily. Current drug
metabolism, 14(10), 1059-1069.

Sneha, S., Baker, S. C., Green, A., Storr, S., Aiyappa, R., Martin, S., Pors, K. (2021).
Intratumoural Cytochrome P450 Expression in Breast Cancer: Impact on Standard of Care
Treatment and New Efforts to Develop Tumour-Selective Therapies. Biomedicines, 9(3), 290.

évihovec, J., Bultas, J., Anzenbacher, P., Chladek, J., Piiborsky, J., Sliva, J., Votava, M.
(Eds.). (2018). Farmakologie (pp. 729-737). Grada Publishing.

Tanaka E. (1999). Gender-related differences in pharmacokinetics and their clinical
significance. Journal of clinical pharmacy and therapeutics, 24(5), 339-346.

Tang, H., Xu, M., Shi, F., Ye, G., Lv, C., Luo, J., Zhao, L., Li, Y. (2018). Effects
and mechanism of nano-copper exposure on hepatic cytochrome P450 enzymes
in rats. International journal of molecular sciences, 19(7), 2140.

Tannenbaum, C., Sheehan, N. L. (2014). Understanding and preventing drug-drug and drug-
gene interactions. Expert review of clinical pharmacology, 7(4), 533-544.

Tassaneeyakul, W., Birkett, D. J., Veronese, M. E., McManus, M. E., Tukey, R. H.,
Quattrochi, L. C., Gelboin, H. V., Miners, J. O. (1993). Specificity of substrate and inhibitor
probes for human cytochromes P450 1Al and 1A2. The Journal of pharmacology and
experimental therapeutics, 265(1), 401-407.

Testa, B., Pedretti, A., Vistoli, G. (2012). Reactions and enzymes in the metabolism of drugs
and other xenobiotics. Drug discovery today, 17(11-12), 549-560.

Thomas J. H. (2007). Rapid birth-death evolution specific to xenobiotic cytochrome P450 genes
in vertebrates. PLoS Genetics, 3(5), 67.

Thu, O. K., Nilsen, O. G., Hellum, B. (2016). In vitro inhibition of cytochrome P-450 activities
and quantification of constituents in a selection of commercial Rhodiola rosea
products. Pharmaceutical biology, 54(12), 3249-3256.

Tompkins, L. M., Wallace, A. D. (2007). Mechanisms of cytochrome P450 induction. Journal
of biochemical and molecular toxicology, 21(4), 176-181.

Tornio, A., Backman, J. T. (2018). Cytochrome P450 in Pharmacogenetics: An Update.
Advances in pharmacology (San Diego, Calif.), 83, 3-32.

Trieu, L., Murray, M. (2000). Metabolite-intermediate complexation and inhibition
of microsomal CYP3A in rat liver by diltiazem. Xenobiotica; the fate of foreign compounds
in biological systems, 30(2), 131-140.

Tucker G. T. (1994). The interaction of proton pump inhibitors with cytochromes
P450. Alimentary pharmacology therapeutics, 8(1), 33-38.

77



Ung, Y. T., Ong, C. E., Pan, Y. (2018). Current High-Throughput Approaches of Screening
Modulatory Effects of Xenobiotics on Cytochrome P450 (CYP) Enzymes. High-
throughput, 7(4), 29.

van Schaik R. H. (2008). CYP450 pharmacogenetics for personalizing cancer therapy. Drug
resistance updates: reviews and commentaries in antimicrobial and anticancer chemotherapy,
11(3), 77-98.

Vincent, M., Hartemann, P., Engels-Deutsch, M. (2016). Antimicrobial applications
of copper. International journal of hygiene and environmental health, 219(7), 585-591.

Vrzal, R., Dvorak, Z. (2016). The comparative effects of diethyldithiocarbamate-copper
complex with established proteasome inhibitors on expression levels of CYP1A2/3A4 and their
master regulators, aryl hydrocarbon and pregnane X receptor in primary cultures of human
hepatocytes. Fundamental &clinical pharmacology, 30(6), 585-595.

Wahlang, B., Falkner, K. C., Cave, M. C., Prough, R. A. (2015). Role of Cytochrome P450
Monooxygenase in carcinogen and chemotherapeutic drug metabolism. Advances
in pharmacology (San Diego, Calif), 74, 1-33.

Walsky, R. L., Obach, R. S. (2004). Validated assays for human cytochrome P450
activities. Drug metabolism and disposition: the biological fate of chemicals, 32(6), 647-660.

Watkins, P. B. (1990). Role of cytochromes P450 in drug metabolism and hepatotoxicity.
Seminars in liver disease 10(4), 235-250.

Watkins, P. B.,, Murray, S. A., Thomas, P. E., Wrighton, S. A. (1990). Distribution
of cytochromes P-450, cytochrome b5, and NADPH-cytochrome P-450 reductase in an entire
human liver. Biochemical pharmacology, 39(3), 471-476.

Waxman, D. J., Chang, T. K. (2006). Spectrofluorometric analysis of CYP2A6-catalyzed
coumarin 7-hydroxylation. Methods in molecular biology (Clifton, N.J.), 320, 91-96.

Wen, X., Wang, J. S., Backman, J. T., Laitila, J., Neuvonen, P. J. (2002). Trimethoprim
and sulfamethoxazole are selective inhibitors of CYP2C8 and CYP2C9, respectively. Drug
metabolism and disposition: the biological fate of chemicals, 30(6), 631-635.

Weston, A., Brown, P. R. (1997). High performance liquid chromatography & capillary
electrophoresis: principles and practices. Elsevier.

Wienkers, L. C., Heath, T. G. (2005). Predicting in vivo drug interactions from in vitro drug
discovery data. Nature reviews. Drug discovery, 4(10), 825-833.

Wrighton, S. A., Stevens, J. C. (1992). The human hepatic cytochromes P450 involved in drug
metabolism. Critical reviews in toxicology, 22(1), 1-21.

Wrighton, S. A., Stevens, J. C., Becker, G. W., VandenBranden, M. (1993). Isolation
and characterization of human liver cytochrome P450 2C19: correlation between 2C19 and S-
mephenytoin 4'-hydroxylation. Archives of biochemistry and biophysics, 306(1), 240-245.

Wrighton, S. A., VandenBranden, M., Ring, B. J. (1996). The human drug metabolizing
cytochromes P450. Journal of pharmacokinetics and biopharmaceutics, 24(5), 461-473.

Yandamuri, N., Srinivas Nagabattula, K. R., Kurra, S. S., Batthula, S., Nainesha Allada, L.
P. S., Bandam, P. (2013). Comparative study of new trends in HPLC: a review. International
Journal of Pharmaceutical Sciences Review and Research, 23, 52-57.

Yang, C. S., Yoo, J. S., Ishizaki, H., Hong, J. Y. (1990). Cytochrome P450IIE1l: roles
in nitrosamine metabolism and mechanisms of regulation. Drug metabolism reviews, 22(2-3),
147-159.

Yun, C. H., Jeong, H. G., Jhoun, J. W., Guengerich, F. P. (1995). Non-specific inhibition
of cytochrome  P450 activities by chlorophyllin  in  human and rat liver
microsomes. Carcinogenesis, 16(6), 1437-1440.

78



Zanger, U. M., Raimundo, S., Eichelbaum, M. (2004). Cytochrome P450 2D6: overview
and update on pharmacology, genetics, biochemistry. Naunyn-Schmiedeberg's —archives
of pharmacology, 369(1), 23-37.

Zanger, U. M., Schwab, M. (2013). Cytochrome P450 enzymes in drug metabolism: regulation
of gene expression, enzyme activities, and impact of genetic variation. Pharmacology
therapeutics, 138(1), 103-141.

Zhao, M., Ma, J., Li, M., Zhang, Y., Jiang, B., Zhao, X., Huai, C., Shen, L., Zhang, N., He,
L., Qin, S. (2021). Cytochrome P450 Enzymes and Drug Metabolism in Humans. International
Journal of molecular sciences, 22(23), 12808.

Zhou, S., Yung Chan, S., Cher Goh, B., Chan, E., Duan, W., Huang, M., McLeod, H. L.
(2005). Mechanism-based inhibition of cytochrome P450 3A4 by therapeutic drugs. Clinical
pharmacokinetics, 44(3), 279-304.

79



