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SOUHRN

Predkladand disertac¢ni prace se zabyva vlivem pftirodnich latek, které jsou velmi Casto
I. faze biotransformace xenobiotik, konkrétné¢ cytochromtt P450 (CYP), a to za podminek
invitro a in vivo. Dal$im pfedmétem této prace je vliv celosvétové zavazné metabolické
poruchy, jakou je obezita, na vlastnosti CYP za podminek in vivo.

Prvni ¢ast disertacni prace je zaméiena na vliv pfirodnich latek (ve vzorcich
ze zlatobylu obecného, Solidago virgaurea; brusnice bortvky, Vaccinium myrtillus a ibisku
studanského, Hibiscus sabdariffa) na aktivitu a expresi proteintt CYP za podminek in vitro.
Tyto studie byly u zminénych pfirodnich latek provedeny v lidské jaterni mikrosomalni
frakci; u zlatobylu obecného také v primarnich kulturach lidskych hepatocyti. Z téchto tii
zminovanych ptirodnich latek méla nejvyraznéjsi vliv na aktivitu enzymi CYP brusnice
bortivka; konkrétn¢ byla pozorovana inhibice aktivity CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4.
Inhibice aktivity CYP3A4 byla zaznamenéna také v odvaru a vyluhu z ibisku sudanského.

V dalsi ¢asti disertacni prace byl sledovan vliv extraktu z brusinky a zelen¢ho caje
U normalnich a obéznich mysi na aktivitu, expresi proteinii a mRNA CYP za podminek
in vivo. Experimenty byly provadény v mysi mikrosomalni frakci jater a stfev. Extrakt
Z brusinky ovlivnil biotransformacni enzymy I. fdze pouze u normalnich mysi, avSak zeleny
¢aj ovlivnil vlastnosti nékterych biotransformacnich enzymii 1. faze jak u normalnich,
tak u obéznich mysi.

Posledni ¢ast disertacni prace se zabyva vlivem samotné obezity na aktivitu, mRNA
expresi a expresi proteini CYP za podminek in vivo. Studie byla provedena v mysi
mikrosomalni frakci jater a stfev. Nejvyznamngj$i vystup z této studie bylo zjiSténi,
Ze U obéznich mysi byl pozorovan signifikantni narast aktivity a exprese CYP2AS v jatrech

(ortolog lidského CYP2A6).

Kli¢ova slova: piirodni latky, cytochrom P450, biotransformace, glutamat sodny,

mikrosomalni frakce, primarni kultury lidskych hepatocyti



SUMMARY

The presented dissertation work deals with the influence of natural substances which
are often present in commercially available dietary supplements on properties of the most
important phase | biotransformation enzymes, namely cytochromes P450 (CYP), under
in vitro and in vivo conditions. Another object of this work is the influence of worldwide
serious metabolic disorder such as obesity on properties of CYP enzymes under in vivo
conditions.

The first part of the thesis focuses on the influence of natural substances (samples
from goldenrod, Solidago virgaurea; bilberry, Vaccinium myrtillus; and hibiscus, Hibiscus
sabdariffa) on activity and protein expression of CYP under in vitro conditions. These
studies in the above mentioned natural substances were performed in human liver
microsomal fraction; also in primary cultures of human hepatocytes for experiment with
goldenrod. The most significant effect on enzyme activity was observed with bilberry;
specifically inhibition of CYP1A2, CYP2C9 and CYP3A4 were seen. Inhibition
of the CYP3A4 activity was also observed in decoction and leachate of hibiscus.

In the next part of this work, the effect of cranberry and green tea extract on activity
and mRNA and protein expression of CYP enzymes in normal and obese mice under in vivo
conditions was examined. The experiments were performed in mouse microsomal fraction
of liver and intestines. Cranberry extract affected enzymes phase | biotransformation only
in normal mice, however green tea extract affected the properties of some enzymes phase
| biotransformation in both normal and obese mice.

The last part of the dissertation work deals with the influence of obesity itself
on activity, mRNA and protein expression of CYP enzymes under in vivo conditions.
The study was performed in mouse microsomal fraction of liver and intestine. The most
significant output of this study was the finding that a significant increase in activity
and expression of CYP2A5 (the ortholog of human CYP2AG6) in liver of obese mice

was observed.

Keywords: natural substances, cytochrome P450, biotransformation, sodium glutamate,

microsomal fraction, primary cultures of human hepatocytes
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1 UVOD

V dnesni dobé je lidsky organismus vystaven riznym nepiiznivym civiliza¢nim vliviim, jako
jsou znecisténé zivotni prostiedi, nevédomy piijem toxickych latek ze stravy, nadmérné
uzivani 1€kt ¢i stresové zivotni situace. Tyto, ale 1 dalsi negativni faktory ovliviiuji zdravi
lidského jedince. VéEtsinu negativnich vlivli mize zmirnit ¢lov€k sdm; mize toho dosdhnout
napiiklad konzumaci doplikd stravy. Uzivani riznych doplikii stravy je velmi rozsifené
nejen v Ceské republice, ale i po celém svétél. Dopliiky stravy piedstavuji zajimavou
alternativu K tradi¢ni 16¢bé, zejména kviili snadné p¥istupnosti pro sirokou vefejnost?.

Je znamo, ze strava a jeji slozky interferuji s mnoha procesy v organismu. Tyto
interakce mohou mit bud’ prospésné ucinky na lidsky organismus, ale mize dojit také
k u¢inktum $kodlivym, a to v zavislosti na tom, kde dana interakce probiha, a také v zavislosti
na povaze a principu této interakce. Vzajemné pusobeni 1€kt a nékterych slozek potravin
muze vést ke zméndm ve farmakokinetickych a farmakodynamickych parametrech 1€Civ,
napt. mize dojit ke snizeni nebo zvyseni biologické dostupnosti 1é¢iva. Tyto interakce proto
mohou sniZovat nebo zvySovat pozadovany terapeuticky ucinek 1é¢iva®. Interakce, které
probihaji na tirovni metabolismu 1é¢iv, se vétSinou vyskytuji tehdy, pokud urcita potravina
zméni aktivitu enzymi metabolizujici 1é¢iva, zejména cytochromit P450 (CYP)*>®. Uginné
ménit aktivitu CYP mohou napft. ovoce, zelenina, alkoholické napoje, €aje a bylinky, které
obsahuji slozité smési biologicky aktivnich latek’. Znamym piikladem takové interakce,
kterd vede ke zménénému metabolismu 1é¢iv, je inhibi¢ni vliv grepového dzusu
1é¢iv u 1idi)8”°.

Stravovaci navyky a trendy ve vyvoji lidské vyzivy maji dopad naptiklad na zivotni
prostiedi, ale také na socidlni chovani a zdravi lidského jedince. V soucasné dobé lidska
populace velmi ¢asto bojuje s onemocnénimi, jako jsou napf. obezita, osteopordza, rizné
druhy rakoviny, cukrovka, rizné¢ druhy alergii nebo problémy se zuby. Ekonomicky
rozvinuté zemé se také potykaji s problémy souvisejicimi se starnutim obyvatelstva,
s vysokoenergetickymi  potravinami a nevyvazenou stravou’®. Velmi zavaZnou
metabolickou poruchou, které je rozsifena v téchto zemich a stava se velkym zdravotnim
problémem, je jiz zminéna obezita. Predpoklada se, Ze obezita zplisobuje znacnou zatéz
pro financovani zdravotni péce, a to v dusledku zvySeni mnozstvi ptidruZzenych chorob, jako

jsou diabetes, kardiovaskularni onemocnéni a n&které druhy rakoviny!!. Sou¢asna pandemie



nadvahy, obezity a S nimi souvisejicich onemocnéni vede pti 1é¢ebnych postupech k vyuziti
kromé riznych intervenénich piistupi, jako je farmakoterapie nebo chirurgie, také k uzivani
jiz zminénych doplitki stravy?.

Cilem této disertacni prace bylo zjistit, zda ptirodni latky, které jsou soucasti doplnki
stravy, mohou ovliviiovat vlastnosti (enzymovou aktivitu, proteinovou expresi a genovou
expresi) CYP za podminek in vitro a u experimentalnich zvifat, u kterych byla navozena

obezita.



2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 DOPLNKY STRAVY

Pod pojmem ,dopln¢k stravy* si mlzeme podle § 2 odst. (1) pism. g) zikona
¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich a 0 zméné a doplnéni nékterych
souvisejicich zakont, ve znéni pozdéjsich predpisu predstavit ,,potravinu, jejimz tcelem
je dopliovat béZnou stravu a ktera je koncentrovanym zdrojem vitamint a mineralnich latek
nebo dalSich latek s nutricnim nebo fyziologickym ucinkem, obsazenych v potraviné
samostatné nebo v kombinaci, urenou k piimé spottebé v malych odmétenych
mnozstvich“!2,

V soucasné dob¢ uzivani doplnk stravy rapidné roste, a to zejména diky uspeSnym
marketingovym strategiim ¢&i reklamnim a internetovym informaénim zdrojim?®3.
Zajimavosti je, ze v Ceské republice se podle Ceské asociace pro specialni potraviny utratilo
v roce 2012 témé&f 5,5 miliard korun za ndkup dopliikil stravy; pfedevsim za dopliiky stravy
s obsahem vitamint a minerald, ale také kloubni a probiotické preparaty™*.

Dopliiky stravy jsou v nékterych piipadech podobné 1é¢ivym piipravkim (1€kiim),
a to 1ékovou formou, ale také svym slozenim. I kdyz maji dopliiky stravy a léky podobné
slozeni, lisi se v mnozstvi G¢inné latky a také v jeho pouzivani. V tabulce 1 jsou uvedeny

zakladni rozdily mezi doplitkem stravy a lé€ivym piipravkem.



Tabulka 1 — Rozdily mezi dopliikem stravy a 1éCivym pfipravkem. Modifikovano
z encyklopedie SUKL?®.

Doplnék stravy Lécivy pripravek
Ulel pouziti doplnéni bézné 1é¢ebné ¢i preventivni
stravy — koncentrovany vlastnosti latky nebo
zdroj zivin nebo jinych kombinace latek
latek
Schvalovaci proces nejsou nutnost schvalovaciho
schvalovany — dilezita fizeni — hodnoti se
pouze informacni povinnost ucinnost, jakost a
vici Ministerstvu bezpecnost piipravku

zdravotnictvi CR

Zpiisob prodeje bez l¢katského predpisu vétSinou na lékatsky
predpis
Povinné oznaceni na obalu  oznaceni slovy: ,,dopln¢k oznaceni registraénim
stravy* &islem SUKL

Forem, ve kterych mohou byt dopliiky stravy, ale i 1éCivé ptipravky pozivany, je celd fada.
Rozlisuji se tfi kategorie: tuhé, polotuhé a tekuté. Mezi tuhé formy miizeme zaradit kapsle,
tablety, tobolky, granulaty a jiné. Do kategorie polotuhych forem spadaji masti, pasty, ¢ipky
¢i gely. Posledni kategorii jsou formy tekuté, které zahrnuji predevSim roztoky, kapky,
tinktury, sirupy apod.

Problematiku doplnkii stravy upravuje vyhlaska ¢. 352/2009 Sb., kterou se méni
vyhléaska €. 225/2008 Sb., kterou se stanovi poZadavky na dopliiky stravy a na obohacovani
potravin (déle jen vyhlaska ¢. 225/2008 Sb.). Tato vyhlaska obsahuje v ptiloze ¢. 1 seznam
vitamind a minerdlnich latek; v pfiloze €. 2 seznam povolenych forem vitaminl
a mineralnich latek, které je mozné pouzit pro vyrobu doplika stravy. Na druhou stranu
vyhlaska ¢. 225/2008 Sb. stanovuje latky, které v zaddném piipad¢ nelze pro vyrobu dopliki
stravy pouZzit.

Vzhledem K variabilnimu mnozstvi U¢innych latek pfitomnych v jednotlivych
preparatech piirodniho pivodu mize pifi soucasné konzumaci doplnki stravy a l1é€iv dojit
Kk potencialnim interakcim, a tim k moznym nezadoucim ucinkim, coz mize predstavovat

vyznamné riziko pro zdravi pacienti'®.



Ptirodni latky obsazené v rtiznych piirodnich produktech vykazuji potencidlni pozitivni
ucinky na lidsky organismus. Z chemického hlediska patfi pfedevSim do skupiny
polyfenolickych latek. Rozséhlou skupinou polyfenolickych latek pfitomnych ve vétSing
potravin rostlinného ptivodu jsou flavonoidy, a pravé tém bude veénovana pozornost

Vv nasledujicich odstavcich.

2.2 FLAVONOIDY

2.2.1 Klasifikace a vlastnosti flavonoidu

Flavonoidy, jak bylo zminéno vySe, patii do skupiny polyfenolickych sloucenin, které
se vyskytuji témet ve vSech potravinach rostlinného ptivodu, zejména v ovoci, zelenin€, ¢aji
nebo ving!®. Zakladni chemicka struktura flavonoidi (obrazek 1) se sklada ze dvou
benzenovych kruhti (A a B) spojenych pies heterocyklicky pyranovy kruh (C)!’ a obsahuje

15 atomt uhliku®®,

Obrazek 1 — Zakladni chemicka struktura flavonoidd. Piekresleno z Kumar a kol., 2013%.

Podle své chemické struktury jsou flavonoidy rozdéleny do Sesti hlavnich tiid (flavony,
flavonoly, flavanony, flavanoly, antokyany a isoflavony)®®. Ttidy flavonoidt a jejich zakladni

charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 2.



Tabulka 2 — Hlavni tfidy flavonoidt, chemicka struktura, jednotlivi zastupci a potravni

zdroj. Modifikovano z Nijveldt a kol.°.

Trida Chemicka struktura Zastupce
Flavony Apigenin
o O Chrysin
O | Luteolin
o}
Flavonoly Galangin
O Kaempferol
¢}
O | Kvercetin
|| oM Myricetin
o}
Flavanony Hesperetin
o O Naringenin
O Narigin
¢}
Flavanoly Epikatechin
CI Katechin
OH
Antokyany OH Delfinidin
HO o O Kyanidin
O A Malvidin
ZNon Pelargonidin
OH Peonidin
Petunidin
Isoflavony o Genistein
O Daidzein
Glycitein

Zdroj potravy
Brusinky
Celer
Hrozny
Ovocna ktira
Petrzel
Cibule
Jablka
Kapusta

Por

Citrusova kara

Citrusy

Cerny &aj
Cervené vino
Cokolada
Zeleny caj
Boravky
Ostruziny
Maliny
Cervené vino
Jahody
Caj
So6jové mléko
S6jova mouka

So6jové boby



Pro charakterizaci jednotlivych tfid a jednotlivych flavonoidi je dulezity pocet
hydroxylovych skupin a jejich umisténi na zakladnim flavonoidovém skeletu. Hydroxylové
funk¢ni skupiny, které se nachazi na nékterém z kruhtt A, B nebo C jsou misty, kde miize
dochazet k navazani sacharidi, nebo zde mtize dochazet k metylaci. V rostlinach a ve vét§iné
potravin se flavonoidy nachazi ve formé¢ glykosidi, ale i jinych konjugati (S vyjimkou
flavanol)?. Pokud dochazi k tvorbé glykosidi, je glykosidicka vazba umisténa nejcastéji
na uhliku 3 kruhu C nebo na uhliku 5 ¢i 7 kruhu A. Mezi sacharidy, které mohou byt
pfipojeny na strukturu flavonoidu, patii napi. D-glukosa, L-rhamnosa, D-galaktosa, D-xylosa
nebo L-arabinosa'®.

Se strukturou flavonoidil, zejména se substituci na kruhu C je spojend antioxidacni
aktivita téchto molekul. Flavonoly s pln€ substituovanym kruhem C maji vyrazné vyssi
antioxidaéni aktivitu neZ ostatni flavonoidy?!. Kromé antioxidacnich vlastnosti byly
prokazany také vlastnosti protizanétlivé, antialergické, antikarcinogenni (obrazek 2)
a antivirotické??. Flavonoidy, napt. kaempferol, theaflavin nebo genistein mohou ovlivnit
(zpomalit) pfeménu prokarcinogeni na karcinogeny tim, ze inhibuji enzymy I. faze
biotransformace, pfedev§im enzymy CYP. Pii inhibici jejich enzymové aktivity je tvofeno
méné reaktivnich molekul, které mohou interagovat s DNA. Flavonoidy jako jsou
napf. apigenin, galangin nebo smés flavonoidii obsazend v silymarinu mohou aktivovat

(indukovat) enzymy II. faze biotransformace a timto zpusobem muze byt usnadnéna

eliminace karcinogent z t&la®®.

zahdjent propagace :
. _— E“- i » (F) L
u - = ) A . —_— u@ [
U oskozeni DNA 3930y S
zdravé buiky L 3

&

mutované buiky

bhenigni nidory

maligni nadory

kaempferol, diosmetin,
theaflavin, chrysin,
hydroxychalkon

FLAVONOIDY

galangin, baicalein,
biochanin A, genistein
(inhibuji cytochromy P450)

E apigenin, naringenin, tangeretin, galangin,
i genistein, prunetin, biochanin A, silymarin,
E prenvlované chalkony

%{indukuji enzymy II. fize biotransformace)

Aktivace prokarcinogeni Inaktivace pomoci enzymi »
pomoci cytochromi P450 IL. fize biotransformace

Obrazek 2 — Nekteré latky ze skupiny flavonoidd, které blokuji nebo potlacuji

karcinogenezi. Pfevzato z Moon a kol., 20062,



2.2.2 Biologicka dostupnost flavonoid

Biologicka dostupnost neboli biodostupnost mize byt definovana jako zlomek pfijaté Ziviny
nebo slouceniny, kterd se dostane do systémové cirkulace a dale do cilovych organt,
kde mize uplatnit sviij biologicky ucinek. Jinymi slovy to znamena, jak velka ¢ast prijatého
mnozstvi, obecné polyfenolovych sloucenin, je schopna uplatnit své pozitivni ucinky
v cilovych tkanich?*. Osud polyfenolickych sloudenin po jejich poziti je ndzorné zobrazen
na obrazku 3.

v ustni duting®®. Zvykani hraje dileZitou roli v transformaci potravin, protoze mechanické
pusobeni narusuje strukturu potravin, tim umoziuje ¢astecné uvolnéni slozek a zvySuje
plochu povrchu pro plisobeni travicich enzymi ve slinach®?®. Bylo zjiiténo, ze zvykani
a puisobenti slin zvysuje nasledné biodostupnost i v tenkém stfevé?’.

Absorpce flavonoidl z potravy zavisi na fyzikdlné-chemickych vlastnostech, jako
jsou napt. velikost molekuly, lipofilita nebo rozpustnost'®. Zpiisob absorpce zavisi zejména
na struktuie flavonoidd; tj. zda jsou ve form¢ aglykonti nebo glykosidl. Aglykony mohou
byt absorbovany pfimo v tenkém stievé bez predchozich chemickych modifikaci. Nicméné
vétsina polyfenolickych slou¢enin je v potravinich p¥itomna ve formé glykosida®®%,
Glykosidy, které jsou hydrofilnéj$i nez odpovidajici aglykony, nemohou prochéazet ptimo
bunéénou membranou enterocytii pasivni diftizi%.

U lidi je hydrolyza glykosidu zprostiedkovana enzymy, jako jsou laktasa-florizin
hydrolasa (LFH) a cytosolickd B-glukosidasa (CBG). LFH je enzym, ktery je pfitomen
Vlumen tenkého stieva a je velmi reaktivni vuéi flavonoidim-O-B-D-glykosidim.
CBG je enzym, ktery se nachazi v epitelidlnich buiikach?*.

Po hydrolyze glykosidii dochézi k pasivni diftzi vysledného aglykonu ptes epitelidlni
bunky, coz je podpofeno zvySenou hydrofobicCitou. Nicméné nékteré glykosylované
flavonoidy, jako je napf. quercetin-4’-O-glukosid, mohou byt aktivné transportovany
do epitelialnich bunék pies aktivni glukosovy transportér zavisly na sodiku (SGLT1)%4%,

Na transcelularnim prichodu mnoha slou€enin, véetné flavonoidl z potravy stfevni
sténou, se podili ~ membrdnové  véazané  transportni  proteiny  rodiny
ABC (,,adenosine triphosphate-binding cassette”). Tato skupina proteint je tedy zapojena
do effluxu bioaktivnich latek bud’ pfes bazolateralni membranu do krevniho feciste, ktery
usnadiiuje absorpci, nebo jsou tyto latky transportovany zpét do stfevniho lumen, ¢imz

se snizuje jejich biologicka dostupnost®.



Absorbované flavonoidy jsou véazadny na plazmové proteiny (napf. albumin)
a nasledn¢ transportovany do jater portalni zilou, kde podstupuji rozsahlou metabolickou
pieménu za tvorby rtiznych konjugovanych forem, jako jsou glukuronidy, sulfaty nebo
metylované derivaty®?. Neabsorbované flavonoidy pronikaji do tlustého stfeva, kde mohou

byt zna¢né degradovany prostiednictvim enzymi stfevni mikroflory®3.

1. Polyfenoly interaguji se slinnymi proteiny.
Polyfenoly nejsou metabolizoviny v dutiné dstni.

7. Katabolity z tlustého stieva jsou dile
metabolizoviny na jaterni irovni, kdy
produkuji glukuronidované, metylované a

sulfatované metabolity. Nékteré slouceniny

T 2. Vétiina polyfenoli miiZze odolivat kyselym
mohou podstoupit enterohepatalni cirkulaci.

podminkim v lidském zaludku a miize byt
transportovina ve vazbé na rostlinné polysacharidy
poiité v potrave.

3. Polyfenoly mohou tvorit komplexy s proteiny a
travicimi enzymy. Jejich absorpce v tenkém stievé je
omezeni.

5. Neporusené a ¢istecné hydrolyzované polyfenoly
podstupuji biotransformaci mikroflérou tlustého stieva a
jsou degradoviny na fenolové Kyseliny ¢i jednoduché
fenoly, které jsou efektivné absorbovény.

6. Polyfenoly se vaZi na proteiny a neabsorbované
katabolity jsou vylouceny

Obrazek 3 — Osud polyfenolickych latek po poziti potravy. Pfevzato ze Zanotti
a kol., 201434,

2.2.3 Ptirodni produkty s obsahem flavonoidi

2.2.3.1 Klikva velkoploda (Vaccinium macrocarpon)

Klikva velkoploda neboli americka brusinka (Vaccinium macrocarpon), ale také evropska
brusinka (Vaccinium oxycoccos) patii mezi dva hlavni druhy brusinky z ¢eledi Ericaceae.
Klikva velkoploda (Vaccinium macrocarpon), nespravné brusinka, je ptivodnim druhem
Severni Ameriky patiici do ¢eledi Ericaceae (obrazek 4), ktera je bohatym zdrojem
fenolickych kyselin (napf. kyseliny benzoové, hydroxyskoficové a elagové) a flavonoida
(antokyanu, flavonoli a flavanoll); je slozena z 88 % vodou a obsahuje ve vysokém
mnozstvi vitamin C (200 mg/kg &erstvého ovoce)®>%. Brusinka (angl. ,,cranberry*) je nazev,
ktery pochazi z angl. ,,crane berry* (jefabi bobule). Je to z dlivodu toho, Ze se malé rizové

kvéty objevujici se na jafe podobaji hlavé a krku jefdba kanadského, ktery se Casto zivi



bobulemi této rostliny*®*’. Vaccinium macrocarpon byla jiz v historii pouZzivina
severoamerickymi indidny k 1é¢bé infekci dolnich cest mocovych®®. V soucasné dobé
se stala také velmi popularni jako dopln€¢k stravy, a to z divodu jeho potencidlnich
pozitivnich ucinkii na zdravi pacienta. Bobulky brusinek se také vyuzivaji v alternativni
medicing, naptiklad jako antipyretikum. Dale je znamo, Ze brusinkovy dzus je nejucinné;si
pii snizovani adheze Escherichia coli a Enterococcus faecalis, které jsou zodpoveédné za vice

t383%  Brusinky jsou rovnéz pouzivany v prevenci

nez 85 % infekci mocovych ces
kardiovaskularnich onemocnéni, jejich pozitivni efekt byl popsan i pii 1€cb¢ riiznych druha
rakoviny nebo pfi 16¢bé zalude¢nich viedi vyvolanych Helicobacter pylori®®. Nedavny

vyzkum prokazal, Ze konzumace brusinek piisobi dokonce i proti rozvoji obezity*°.

L e
Obrazek 4 — Plody klikvy velkoplodé (Vaccinium macrocarpon).

2.2.3.2 Zeleny ¢aj (Camellia sinensis)

Zeleny caj (Camellia sinensis) z ¢eledi Theaceae je jeden z nejkonzumovangjsich napojt
na svéte (obrazek 5). Konzumace ¢aje je spojovana s nizkym vyskytem riznych chronickych
patologickych stavii nebo rakoviny*!. Pievladajici slozkou zeleného &aje jsou polyfenoly,
které zahrnuji flavonoly, flavony a flavanoly (neboli flavan-3-oly). Z téchto polyfenola
zaujimaji 60-80 % flavan-3-oly, nazyvané téz katechiny. Nejvyznamné&j$im katechinem
Vv zeleném caji je epigalokatechin-3-galat (EGCG), ktery predstavuje 50-80 % celkového
obsahu katechini. EGCG je také povazovan za nejvice biologicky aktivni slozku zeleného
Caje. Mezi minoritni katechiny v zeleném cCaji patii epikatechin-3-galat (ECG),
epigalokatechin (EGC), epikatechin (EC) a katechin (C)*?. Katechiny jsou syntetizovany
béhem dne Vv ¢ajovych listech; s teplotou se rychlost syntézy zvySuje. Pii primyslovém
zpracovani s cilem izolovat ucinné latky jsou z listii zeleného Caje katechiny CiStény nejprve

vodou a poté etylacetatem; nasleduje sloupcova chromatografie, ktera vyuziva vodu/alkohol
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k eluovani katechinti. Vysledny prasek katechind, nazyvany Polyfenon® E, ktery obsahuje
okolo 90 % celkového obsahu katechint, je slozen z EGCG > 65 %, EC < 10 %,
ECG<10%, EGC < 10 % adalsich stopovych derivati katechinti. Polyfenon® E
je ochrannou znamkou Mitsui Norin Co., Ltd.**. Bylo prokazano, Ze ¢aj nebo katechiny
v ném obsazené moduluji riizné enzymy metabolizujici xenobiotika jak ve studiich in vitro,

tak in vivo*#4,

Obrazek 5 — Listy zeleného ¢aje (Camellia sinensis).
2.2.3.3 Brusnice bortuvka (Vaccinium myrtillus)

Brusnice boravka (Vaccinium myrtillus) je ptizemni ket z ¢eledi Ericaceae (obrazek 6),
ktery je plivodnim evropskym druhem. Je to ptibuzny, avSak odlisny druh od odridy
severoamerické boruvky (Vaccinium corymbosum). Borivky obsahuji fadu fenolickych
sloucenin, které¢ zahrnuji flavonoly (kvercetin, katechiny), tiisloviny, fenolové kyseliny.
Nejvyznamnéjsi pozitivni efekt se viak piipisuje antokyanim*. Ve srovnani s jinymi typy
bobulovitych plodd, jako jsou jahody, brusinky, bezinky, visné¢ a maliny, maji boravky
mnohem vys§i obsah téchto flavonoida®®8. Antokyany davaji boriivce svou modrou barvu
a jsou povazovany za kli¢ové bioaktivni latky zodpovédné za mnoho pozitivnich G¢inki
na zdravi ¢lovéka. Bylo zjiSténo, ze borGvky maji pfiznivé ucinky na kardiovaskularni
systém®®, pouzivaji se také pii 1é¢bé priijmf, menstruaénich bolesti &i kiedovych Zil*°.
Konzumuji se cerstvé, mrazené i susené, ale také ve form¢ zavarenin, dzemu, dzusti nebo

dopliikli stravy (v tekuté nebo pragkové formé)>L.
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Obrazek 6 — Plody brusnice boruvky (Vaccinium myrtillus).

2.2.3.4 Ibisek sudansky (Hibiscus sabdariffa)

Ibisek sudansky (Hibiscus sabdariffa) z ¢eledi Malvaceae je jednoleta bylina pivodem
z tropické Afriky a dosahuje vysky az dvou metri. Tato rostlina je znama nejen pro piipravu
népojii nebo jako okrasna kvétina, ale také pro své 1é¢ivé vlastnosti®2. Vysusené kvéty
obsahuji flavonoid gosypetin, hibiscetin a sabdaretin. Je zde ale pfitomno i malé mnoZstvi
antokyani  (delfinidin-3-O-glukosidu a kyanidin-3-O-glukosidu) a antokyanidinu
delfinidinu®.  Antokyany vibisku maji  antioxidacni, hypocholesterolemické
a hepatoprotektivni vlastnosti>*. Odvary z ibisku jsou velmi populdrni, pfi jiz zminéné
pfipravé domacich osvézujicich ndpojii, znamych jako ,,Rosselle” v Mexiku, ,,Zobo*
v Nigérii a ,,Karkade” v Némecku; pouZzivaji se také v lidovém léCitelstvi jako projimadlo.
Zvlaste pozoruhodné jsou védecké poznatky o diuretickém a antihypertenznim
potencialu®*®®. U pacienti, ktefi se 1é¢i antihypertenzivy, neni neobvyklé, Ze soubézné
pouzivaji napoje z ibisku stidanského pro vétsi podporu 1é€by. AvSak netuSi mozné interakce
1é¢iva spolu s touto bylinou.

Mladé listy a stonky se piidavaji bud’ syrové, nebo vafené do salati, ale také do kari
kofeni. Tyto &asti rostliny maji kyselou ptichut’ podobnou chuti rebarbory. Cerstvy kvét
ibiSku (obrazek 7) se pouziva syrovy do salati nebo se vaii a pfidava se jako ptichut
do kolaci. Kvét je bohaty na kyselinu citronovou a pektin, a proto je vyuzivan i pii vyrobé

7elé, marmelad apod. Pro svou &ervenou barvu a chut’ je piidavan do bylinnych &aji®2.
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Obrazek — 7 Kv¢t ibisku sudanského (Hibiscus sabdariffa).

2.2.3.5 Zlatobyl obecny (Solidago virgaurea)

Lécivou rostlinou, kterd je zajimava nejen z pohledu biologickych Gi¢inki, je zlatobyl obecny
(také celik zlatobyl, Solidago virgaurea) z celedi Asteraceae, ktery se jako jediny druh
vyskytuje v Ceské republice®® 8. Rod Solidago obsahuje flavonoidy, fenolové kyseliny
ajejich glykosidy, polysacharidy a dalsi slouceniny. Sekundarni metabolity, zejména
flavonoidy a fenolicky diglukosid — leiokarposid maji pozitivni vliv na diurézu®. Rostliny
tohoto druhu maji kromé diuretickych ucinka také choleretické, antiseptické a hojici
se u¢inky®®. Tato rostlina se pouzivala jako 1é¢ivo jiz ve starovéku®®®. Nat' zlatobylu
obecného (Solidaginis virgaureae herba) se vyuzivala zejména pfi onemocnéni moc¢ovych
cest, chorobach prostaty a nefrolitiaze; kvéty a listy ze zlatobylu (obrazek 8) naopak jako

piirodni Zluté barvivo®®. Solidaginis virgaureae herba je znama tim, Zze vykazuje nejen

rrrrr

sedativni a hypotenzni®®’,

Obrazek 8 — Kvéty zlatobylu obecného (Solidago virgaurea).
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2.3 METABOLISMUS CIZORODYCH LATEK (XENOBIOTIK)

2.3.1 Uvod do metabolismu xenobiotik

Pojem xenobiotikum je odvozeno z feckého slova ,, xenos “ (cizi) a ,, bios “ (zivot)®°. Cizorodé
latky (xenobiotika) jsou chemické latky, které se mohou dostat do organismu bud’ ndhodné,
nebo cilené. Mezi latky, které se dostavaji do organismu cilené, patii zejména léCiva.
Cizorodé¢ latky, které jsou pfitomny v zivotnim prostiedi napt. produkty primyslové vyroby,
latky pfitomné ve vyfukovych plynech automobild, pesticidy, sekundarni rostlinné
metabolity ¢ mykotoxiny, konzumujeme vétdinou nezavisle na nasi vali®t. P¥i cileném
podavani xenobiotika-léCiva je cesta vstupu zvolena na zakladé klinického stavu pacienta,
Vv zavislosti na cilové tkani nebo organu a také na chemické povaze daného 1é¢iva. Naptiklad
molekuly, které jsou vysoce ionizované, nepronikaji snadno pfes gastrointestindlni trakt,
aproto by mély byt podavany parenteralnd®. Xenobiotika, jejichz hlavnim procesem
absorpce je pasivni diftize ptes cytoplazmatickou membranu, jsou obecné rozpustné v tucich,
a proto se z organismu nevylu¢uji snadno®. Lze fici, Ze vylu¢ovani xenobiotik zavisi na jejich
polarité. Dulezitd je tedy pfeména latek nepoldrnich na latky ve vodé¢ rozpustné procesem
znamym pod pojmem biotransformace.

Biotransformace xenobiotik je hlavnim mechanismem pro udrzeni homeostizy
organismu béhem expozice cizorodym latkdm. Tento proces je katalyzovan ptedevSim
jaternimi enzymy, ale i enzymy jinych tkani. Obecné plati, ze biotransformace xenobiotik
se uCastni omezeny pocet enzymill se Sirokou substratovou specifitou. Z tohoto divodu
mohou enzymy metabolizujici xenobiotika metabolizovat také velké mnozstvi endogennich
latek (napf. aceton, bilirubin, mastné¢ kyseliny, Zlucové kyseliny, steroidni hormony,
ale i nékteré vitaminy)®L,

Pfitomnost xenobiotika v organismu muize mit na biologické systémy pozitivni
i negativni vliv. Koneény efekt je zavisly na chemickych i fyzikalné-chemickych
vlastnostech daného xenobiotika. Nékterd xenobiotika po chemické pfeméné projevi sviyj
toxicky nebo kancerogenni Uc¢inek. To znamend, Ze pokud by chemické latky nebyly
pfevedeny na reaktivni metabolity pomoci enzyml metabolizujici cizorodé latky, byly
by podstatné méné toxické. Ve vétsiné¢ piipadi vSak biotransformace snizi toxicitu

xenobiotika, v ptipadé 1é¢iv ukonci farmakologické ucinky.
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Biotransformacni proces zahrnuje reakce I. faze katalyzované predevSim formami
CYPareakce 1II. faze katalyzované mimo jiné glutathion  S-transferasami
a UDP-glukuronosyltransferasami. Pomoci téchto dvou fazi vznikd nejcastéji stabilngjsi
ave vodé¢ rozpustny metabolit, ktery je nésledné vhodnym substratem pro transportni
proteiny, které hraji vyznamnou roli v influxu a effluxu cizorodych latek na bunécné tirovni.
Tento proces je nazyvan také jako III. faze biotransformace®®. Transportni proteiny hraji
klicovou roli ve farmakokinetice, a to z toho divodu, ze umoziuji migraci hydrofilnich
molekul, které nemohou proniknout do bunécnych membran. Jsou znamy dvé hlavni rodiny
transportnich proteini: ABC a SLC (z angl. ,,solute carriers*)%.

Mezi transportni proteiny pattici do rodiny ABC mulzeme zafadit zejména
P-glykoprotein (P-gp), kde P znaéi permeabilitu a protein spojeny s mnohocetnou lékovou
rezistenci (MRP2). Oba tyto proteiny vyuzivaji energii z hydrolyzy adenosintrifosfatu (ATP)
potfebnou k pfenosu riiznych substrati pies bunéénou membranu®®. Transportéry rodiny
ABC patii do jedné z nejvétSich superrodin proteint, které bud’ importuji, nebo exportuji
Sirokou S8kalu substrati, jako jsou napf. aminokyseliny, ionty, cukry, lipidy a rdzna
xenobiotika®.

Transportni proteiny rodiny SLC jsou velmi dilezité pfi pfenosu iontll a organickych
latek ptes biologické membrany. Mezi transportéry rodiny SLC patii piedev§im transportni
proteiny znamé jako OAT, coZ jsou mensi proteiny, které prenasi vice hydrofilni organické
anionty; OATP pfedstavuji velké polypeptidové transportéry organickych aniont

a OCT jsou proteiny, které transportuji malé organické kationty®”8,

2.3.2 CYP v metabolismu xenobiotik (I. faze detoxikace)

Nejdulezitéjsimi enzymy metabolizujici xenobiotika a patiici do 1. faze biotransformace jsou
CYP. CYP patti do rodiny proteinti obsahujici hem; tyto enzymy mutzeme nalézt od bakterii
az k lidskému organismu®®,

Cilem reakci 1. faze je pfedevs$im pfeména xenobiotika na polarngjs$i metabolit. Tato
pieména je uskuteCnéna bud zavedenim polarni funkcéni skupiny (naptf. hydroxylaci)

do molekuly, nebo uvolnénim (,,0svobozenim*) (napt. demetylaci nebo jinymi reakcemi) jiz

metabolismu spolu s pfislusnymi enzymy a jejich bunéénym umisténim jsou zobrazeny

v tabulce 3.
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Tabulka 3 — Hlavni reakce 1. faze biotransformace xenobiotik. Pfevzato z Parkinson,
20016,

Reakce Enzymy Lokalizace
hydrolyza esteraza mikrosomy, cytosol, lysozomy, krev
peptidaza krev, lysozomy
epoxidhydrolaza mikrosomy, cytosol
redukce azo- a nitro-redukce mikrofléra, mikrosomy, cytosol
redukce karbonylové skupiny cytosol, krev, mikrosomy
redukce disulfidové vazby cytosol
redukce sulfoxidové skupiny cytosol
redukce chinonu cytosol, mikrosomy
redukéni dehalogenace mikrosomy
oxidace alkoholdehydrogenaza cytosol
aldehyddehydrogenaza mitochondrie, cytosol
aldehydoxidaza cytosol
xantinoxidaza cytosol
monoaminooxidaza mitochondrie
diaminoxidaza cytosol
prostaglandin H syntaza mikrosomy
flavin monooxygenazy mikrosomy
cytochrom P450 mikrosomy

CYP byl poprvé charakterizovan vroce 1958 M. Klingenbergem jako pigment
v mikrosomalni frakci ptipravené z potkanich jater’* a D. Garfinkelem v prasecich jaternich
mikrosomech’2. O né&kolik let pozdéji popsali T. Omura a R. Sato tento pigment jako
hemoprotein™. Pigment vykazuje absorpéni pas s maximem pii vinové délce 450 nm; odsud
pochazi oznaéeni P450 neboli Pigment 450 (obrazek 9).

Absorpéni pas pii vlnové délce 450 nm je charakteristicky pro komplex redukované
formy CYP s oxidem uhelnatym. Tato forma vznikne po redukci centralniho atomu Zeleza
(Fe**) vhemu. In vitro lze provést redukci mikrosomalniho CYP napi. piidanim
dithioni¢itanu sodného. Redukovand forma s oxidem uhelnatym poskytuje kompex
(Fe**-CO), ktery vykazuje absorpéni pas v rozmezi 380-455 nm. Samotné redukovana forma
absorbuje okolo 412-415 nm, oxidovana forma nejcastéji okolo 417 nm. Poloha absorpéniho

pasu (podle objevitele nazyvaného Soretovym pasem) se miize jesté dale ponc€kud ménit
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v zavislosti napf. na spinovém stavu centralniho atomu zeleza hemu; nikdy ale o0 30 nm, jako
je tomu pii vzniku Fe?*-CO komplexu™,

Diivodem pro tento charakteristicky posun absorpéniho maxima je, ze v CYP
je distribuce elektronové hustoty ovlivnéna vazbou hemového Zeleza na protein pies atom
siry cysteinu, ktery je ale ve formé aniontu (thiolatu). U ostatnich hemoproteini, kde je hem
vazan vazbou Fe-N (z histidinu) k tomu nedochazi a tyto proteiny absorbuji ve vSech stavech

(Fe?*, Fe3*, Fe?*-CO) mezi 390-430 nm’®,

04 — /\
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Obrazek 9 — Absorpéni spektra CYP a jeho Fe?*-CO komplexu. Typické absorpéni
spektrum pro CYP51B1 z Mycobacterium tuberculosis je zobrazeno v oxidovaném (Fe®")

stavu (tenka ¢ara, Amax = 418 nm) a v redukovaném (Fe?*-CO komplex) stavu (silnd ¢éra,

Amax = 450 nm). Pfevzato z Munro a kol., 20077.

CYP jsou ¢leny skupiny enzymil nazyvanych monooxygenasy nebo také oxidasy se smiSenou
funkci (protoze vznikd hydroxylovany substrat a molekula vody). Ve vétSiné piipadi
CYP katalyzuji reakce oxidativni pfemény chemické latky (obrazek 10)"*. CYP je zapojen
do cyklické série reakci”™ ", kde v prvnim kroku se substrat (RH) vaZe s oxidovanou formou
CYP avytvoii se komplex RH-(Fe®*"). V dalsim kroku dochazi k jednoelektronové redukci
zeleza za vzniku RH-(Fe?"). Zdrojem elektronii je zde NADPH-P450 reduktasa. Ve tfetim

kroku se navaze kyslik a vznika terndrni komplex RH-Fe?*(0,)*, ktery je redukovan dalsim
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elektronem. Nasleduje rozstépeni vazby O-O za vzniku reaktivniho oxidantu a molekuly
vody. (V patém kroku mize rovnéz vznikat za urcitych okolnosti peroxid vodiku, tato cesta
ale nevede k hydroxylaci substratu). Dvouelektronovou vyslednou reakci lze zapsat podle

schématu:

R-H + NADPH + H" + O » R-OH + NAD" + H,0

Vznika tedy hydroxylovany produkt, molekula vody a regeneruje se CYP®?,

®

3 RH

Fe3* ROH Fe?* RH  NADPH-P450 reduktasa
® / - ®
FeOH®* Re NADPH-P450 reduktasa®™

@ ( Fe®* RH

2
H,0 <+—— FeO%* RH

- >0

H2O2 <——Fe-O0H RH /’.:32;‘02 RH—> 020_
‘H\ Fe.0; RHZ71e” ) g
bsox

NADPH-P450 reduktasa®™

NADPH-P450 reduktasa "¢

Obrazek 10 — Schéma oxidac¢nich reakci katalyzovanych CYP. RH, substrat; ROH,
produkt. Pievzato z Dorokhov a kol., 201578,
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2.3.3 Nomenklatura CYP

V lidském genomu bylo nalezeno padesat sedm genti pro rizné formy CYP’®. Z divodu
prehlednosti bylo dulezité zavést systematické nazvoslovi, které bylo zavedené
Nebertem a kol.?>. CYP jsou vhodnym zpisobem uspofddany do rodin a podrodin
na zéklad¢ podobnosti aminokyselinové sekvence. Nazvy CYP jsou uvadény v poradi
¢islo-pismeno-¢islo; prvni ¢islo oznacuje rodinu CYP, jehoz oznaceni vychéazi z 40% nebo
vy$si podobnosti aminokyselinové sekvence; pismeno oznacuje podrodinu CYP, ktera
je zalozena na podobnosti aminokyselinové sekvence z55 % a vyssi; konecné ¢islo

predstavuje individualni &len CYP v ramci rodiny/podrodiny (obrazek 11)7°.

CYP 3A4

l Individualni €len
Podrodina
Rodina

Cytochrom P450

Obrazek 11 — Systematické nazvoslovi CYP. CYP jsou oznaceny rodinou
(= 40% podobnost aminokyselinové sekvence); podrodinou (> 55% podobnost
aminokyselinové sekvence) a individualnim ¢lenem v ramci podrodiny. Pfevzato

z Furge a kol., 20067°.

2.3.4 Piehled forem CYP dilezitych pro metabolismus xenobiotik véetné 1é¢iv
u clovéka
CYP jsou nezbytné pro detoxikaci xenobiotik a také pro metabolismus mnoha 1é¢iv’®8L,
Lidské CYP se u¢astni biotransformace vétSiny xenobiotik, véetné vice nez dvou tietin vSech
1éCiv, u kterych byl metabolismus pozndn. Mezi nejdulezitéjsi CYP, které se ucastni
metabolismu 1€¢iv, patii zejména CYP1A1l, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l, CYP3A4 a CYP3A5™8  Vétsina
CYP se v lidském organismu vyskytuje pfevazné v jatrech’®. Nicméné tyto enzymy jsou

pfitomny také v gastrointestindlnim traktu, plicich, ledvindch, srdci, mozku a v jinych
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organech®. Nejrozsifendjsi formou CYP, ktera se vyskytuje predevsim v lidskych jatrech

a ve stfevé a ktera metabolizuje téméf polovinu vsech 1é¢iv, je CYP3A4%,

2.3.4.1 Podrodina CYP1A

Podrodina lidského CYP1A zahrnuje dva hlavni ¢leny: CYP1A1 a CYP1A2%. Forma
CYPIAL1 se vyskytuje pfevazné extrahepatalné; v jatrech se exprimuje v dusledku indukce
napf. polycyklickymi aromatickymi slou¢eninami, které jsou Casto jejich substraty. Naopak
CYP1A2 je exprimovana pievazné v lidskych jatrech’®, v extrahepatéalnich tkanich vibec
ne nebo minimaln&®3. CYP1A2 hraje v metabolismu 1é¢iv vyznamné&;jsi roli nez CYP1A 184,
Lidsky jaterni CYP1A2 tvofi pfiblizné 13 % zcelkového obsahu jaternich
CYP aje zodpovédny za metabolismus ~ 10 % klinicky uzivanych 1é&iv’®8, CYP1A2

metabolizuje riizné substraty napf. kofein® a teofylin,

2.3.4.2 Podrodina CYP2A

Podrodina CYP2A u lidi obsahuje tfi ¢leny: CYP2A6, CYP2A7 a CYP2A13'°. CYP2A6
predevsim v jatrech®” a zaujima zde ~ 4 % vsech CYP. Tato forma je zodpovédna
za metabolismus piiblizng 3 % bézné uzivanych 1&¢iv’®. Nejvyznamnéjsimi substraty
CYP2A6 jsou kumarin a nikotin®%°. CYP2A6 se tidastni také metabolismu bilirubinu,

jakozto endogenniho substratu®.,

2.3.4.3 Podrodina CYP2B

Do podrodiny CYP2B u lidi patii enzym CYP2B6, ktery vyznamné ptispiva k metabolismu
1¢¢iv®2. Tento enzym metabolizuje asi 8 % klinicky uzivanych 1é¢iv’®. Mezi 1é¢iva, kterd
jsou metabolizovana CYP2B6 patii bupropion, petidin, propofol a ketamin®®. CYP2B6
se podili zmalé ¢asti také na metabolismu nikotinu®. Tento enzym zaujima ~ 3-6 %

z celkového obsahu CYP v jatrech®.
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2.3.4.4 Podrodina CYP2C

Podrodina lidského CYP2C se sklada z nasledujicich ¢lenti: CYP2CS8, CYP2C9 a CYP2C19.
Tyto formy podrodiny CYP2C zaujimaji v jatrech alesponn 20 %. Forma CYP2CS8 neni
V metabolismu 1é¢iv moc dilezita®’®. Nicméné v metabolismu 1é¢iv jsou dalsi formy,
CYP2C9 a CYP2C19, zastoupeny z 10 %, respektive z 5 %*°. Viechny formy, které jsou
zahrnuty v této podroding disponuji genetickym polymorfismem®. CYP2C19 byl prvni
enzym, jehoz geneticky polymorfismus byl objeven v pifipadé antikonvulziva
mefenytoinu’®. CYP2C19 metabolizuje rGzna terapeutika, jako jsou antikonvulziva
mefenytoin, felbamat®®%’; antidepresiva amitriptylin, imipramin’®%?%: henzodiazepiny’®;

protidesti¢kovy 1ék klopidogrel®

a jiné. CYP2C9 je hlavnim enzymem podrodiny CYP2C
v lidskych jatrech. Tato forma metabolizuje klinicky dilezitd terapeutika, vcetné

antidiabetik (napf. tolbutamid, glipizid), antikonvulziv (napf. fenytoin), antikoagulancii
PSR )79.95.9,

2.3.4.5 Podrodina CYP2D

Jediny gen kodujici protein v podrodiné CYP2D je enzym CYP2D6°. Tento enzym
je exprimovén v lidskych jatrech a piedstavuje pouze asi 4 % z celkového zastoupeni CYP®,
CYP2D6 je charakterizovan jako polymorfni enzym metabolizujici 1é¢iva®. Geneticky
polymorfismus zapfiCinuje pfitomnost téi hlavnich fenotypli oxidativniho metabolismu,
které¢ jsou rozdéleny do nésledujicich skupin: pomali metabolizatoti (PM), rychli
metabolizatofi (RM) a ultrarychli metabolizatoti (UM)®"°. Tento enzym metabolizuje okolo
20 % léciv, jako jsou antidepresiva a antipsychotika (napf. notriptylin, paroxetin, fluoxetin),
neuroleptika (napf. haloperidol, zuklopentixol), antiarytmika (napf. propafenon,

mexiletin)’®:839

2.3.4.6 Podrodina CYP2E

Podrodina CYP2E zahrnuje u savci pouze gen CYP2EI. Lidsky CYP2E1l tvofi
3 % z celkového obsahu jaternich CYP. CYP2E1 se podili na metabolismu pouze 5 % 1é¢iv.
O tomto enzymu je zndmo, Ze se ucastni predeviim metabolismu etanolu®®’®. Kromé
metabolismu etanolu, jakozto induktoru CYP2E1 se tento enzym tcastni také metabolismu

acetonu a jinych znamych induktora CYP2E1%%7°. Dlouhodobé vystaveni slouenindm
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peroxidaci lipidd a poskozeni jater’?. Je rovnéz znam svym podilem na pfeméné metabolitu
paracetamolu na reaktivni N-acetyl-p-benzochinonimin, ktery je pfiinou toxicity tohoto

1é¢iva®.

2.3.4.7 Podrodina CYP3A

Podrodina CYP3A se u lidi skladd ze ctyt genid: CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7
a CYP3A43", CYP3A4 spolu s CYP3AS jsou enzymy, které se béhem dospélosti hojné
vyskytuji v lidskych jatrech a gastrointestinalnim traktu. Na druhou stranu CYP3A7
se exprimuje Vv jatrech plodu a v d€lozni sliznici. Nicméné mnozstvi tohoto enzymu

v prvnich tydnech Zivota klesa!®. Funkce jaterniho CYP3A43 neni dosud zndmal0%1%3,

wewvr

vétsiny 16¢iv®. Tato forma tvoii (bez piispévku indukce napf. barbituraty nebo

rifampicinem) asi 30 % celkovych jaternich CYP®. Je také zodpovédna za nékolik klinicky
vyznamnych lékovych interakci (napf. interakei statind, azold a antivirotik)®. Aktivni misto
CYP3AA4 je velké a flexibilni, miiZe vazat a metabolizovat mnoho lipofilnich sloucenin, jako
jsou imunosupresiva (napi. cyklosporin A, takrolimus), protirakovinné 1éky (napt. taxol)
amnoho dal§ich®*™. Pro stanoveni aktivity CYP3A4 existuje nékolik specifickych

substratll, z nichZ nejdilezit&jsi jsou bezesporu testosteron'® a midazolam??.

2.3.5 Mezidruhové srovnani jednotlivych forem CYP se zamé&fenim na ¢lovéka,

mys a potkana

Farmakogenetické odchylky, které jsou spojeny se zménami v aminokyselinové sekvenci,
se podili na n€kterych interindividualnich rozdilech v metabolismu zprostiedkovaného
CYP u 1idi'®, Cilem experimentalni farmakologie je pochopit molekularni mechanismy
metabolismu 1¢¢iv1%, abychom mohli sndze predpovidat vlastnosti novych slou¢enin u lidi.
V preklinickém vyvoji novych 1é€iv byvaji bézné uzivany zvifeci modely. Je vSak dilezité
st uvédomit, ze lidé se od zvifat 1i8i, a to plati rovnéZ, pokud jde o formy CYP, jejich

struktury, expresi a katalytickou aktivitu enzymii metabolizujicich 16¢iva®31%7,
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2.3.5.1 Podrodina CYP1A

Podrodina CYPL1A, ktera se sklada ze dvou ¢lentt (CYP1ALl a CYP1A2), si zachovava své
postaveni mezi jednotlivymi druhy (tabulka 4). Tato podrodina u mysi a potkant vykazuje
vy$si nez 80% podobnost k lidem®. Jejich substraty jsou spole¢né u vsech druhd. Jedna
se pfevazné o planarni aromatické uhlovodiky. Pro aktivitu enzymu CYP1Al/2
je charakteristicka O-deetylace 7-etoxyresorufinu, avSak existuji i jiné vyznamné markery
aktivit (O-deetylace fenacetinu, 4-hydroxylace acetanilidu a N-hydroxyla¢ni reakce nékolika
heterocyklickych aminti)1%,

CYPI1A1 je exprimovan v lidskych, mysich a potkanich jatrech ve velmi malém
mnozstvi a je, jak bylo jiz uvedeno u lidské formy, predevSim extrahepatdlnim enzymem,
ktery je ptitomny predevsim ve stievé, plicich, placenté a ledvinach®*1%, Na druhou stranu
se CYP1A2 nachazi ptrevazné v jatrech a viibec ne nebo pouze slabé je exprimovan

109

vV extrahepatalnich tkanich u ¢lovékal®, mysi a potkana®,

2.3.5.2 Podrodina CYP1B

U lidi i zvifecich druhtl je jedinym enzymem této podrodiny CYP1B1 (tabulka 4)®%. CYP1B1
je exprimovan ve vét§iné organi, vcetné jater, srdce, ledvin, plic, placenty, prostaty
a mozku'®, Tento enzym se vyskytuje v mnohem vys$§im mnozstvi v nadorovych buiikach

Vv porovnani s okolni normalni tkani®,

2.3.5.3 Podrodina CYP2A

Podrodina CYP2A u lidi zahrnuje formy CYP2A6, CYP2A7 a CYP2A13 (tabulka 4).
CYP2A6 se vyskytuje predevSim V lidskych jatrech, zatimco ostatni formy podrodiny
CYP2A u lidi jsou v jatrech exprimovany v mnohem niz§im mnozstvi. Lidsky CYP2A6
vykazuje ¢asto odliSnou substratovou specifitu v porovnani s enzymy CYP2A u Zivo€isSnych
druhii®,

U mysi patii do této podrodiny ¢tyfi formy CYP: CYP2A4, CYP2A5, CYP2A12
a CYP2A22. CYP2A4 a CYP2AS se lisi pouze 11 aminokyselinami!!®, CYP2AS se nachazi
zejména v jatrech, ledvinach, plicich, mozku a tenkém stfevé'!!. Tato forma katalyzuje

7-hydroxylaci kumarinu a tim se podob4 jeho lidskému ortologu CYP2A6%2,
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V podroding¢ CYP2A jsou u potkanti zahrnuty CYP2A1, CYP2A2 a CYP2AS.
Aminokyselinova sekvence CYP2A1/2 je z 60 % podobna lidskému CYP2A6. Na rozdil
od lidi jsou u potkanii endogenni steroidy substraty CYP2A. Naptiklad CYP2A 1 katalyzuje
7o-hydroxylaci testosteronu, zatimco CYP2A2 je zodpovédny za 150- a 7a-hydroxylaci
testosteronu®®. Lidsky CYP2AG tyto reakce nekatalyzuje.

2.3.5.4 Podrodina CYP2B

U zvifecich druhti bylo identifikovano nékolik forem CYP2B (tabulka 4). U lidi jsou
Vv podrodin¢ CYP2B zahrnuty CYP2B6 a CYP2B7. Prvni forma je exprimovana v jatrech
a nékterych extrahepatalnich tkanich, zatimco exprese mMRNA genu Cyp2b7 byla nalezena
v plicich®,

Mezi nejdilezitéjsi formy CYP2B u mySi mizeme zatadit CYP2B9 a CYP2B10.
MRNA Cyp2b10 byla stanovena v jatrech a ve stievé, avSak zda se, ze jeho exprese
je mnohem vyssi v duodenu nez v jatrech®®,

U potkant se vyskytuji tfi formy CYP, z nichz CYP2B1 a CYP2B2 jsou strukturné
pribuzné enzymy s 97% identitou. Tyto formy maji podobnou substratovou specifitu.
Oba enzymy jsou konstitutivné exprimovany v jatrech a eXtrahepatalnich tkanich

(stievé, plicich)®.

2.3.5.5 Podrodina CYP2C

vewr

a zvitecich druhi (tabulka 4). V lidskych jatrech se vyskytuji ptevazné formy CYP2CS,
CYP2C9 a CYP2C19. VsSechny enzymy ztéto podrodiny vykazuji geneticky
polymorfismus. CYP2C19 je vysoce polymorfni a popula¢ni studie ukazaly, Ze jedinci
mohou byt rozdéleni na PM a RM. PM CYP2C19 je ptiblizn¢ 3-5 % bélochti (tzv. kavkazska
populace) a afroameri¢anti, a 12-23 % asiatG®. Substratova specifita lidskych a zvifecich
forem CYP je velmi odlisna.

Mysi podrodina CYP2C je vétsi a slozit€jsi nez u lidi. Zahrnuje CYP2C29,
CYP2C37,CYP2C38, CYP2C39, CYP2C40, CYP2C44, CYP2C50, CYP2C54 a CYP2C55.
Vétsina téchto forem se vyskytuje v jatrech, ale nékteré i v extrahepatalnich tkanich831%,

Podrodina CYP2C u potkanii zahrnuje formy CYP2C6, CYP2C7, CYP2CI11,
CYP2C12, CYP2C13, CYP2C22 a CYP2C23. Pozoruhodné pouze u potkanil je exprese
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CYP2C zavisld na pohlavi dosp€lého zvitete. Prevazujici formou v potkanich jatrech
je CYP2C11, kde zaujima az 50 % celkového obsahu CYP. Tato konkrétni forma CYP

je exprimovéna nejen v jatrech, ale i v ostatnich extrahepatalnich organech®.

2.3.5.6 Podrodina CYP2D

Formy podrodiny CYP2D byly identifikovany u mnoha sav¢ich druhu (tabulka 4). CYP2D
byl prvni enzym CYP, u kterého byl popsan genovy polymorfismus. Geneticky
polymorfismus byl rozdélen do tii skupin — RM, PM a UM, Ptiblizng 7-10 % kavkazské
populace zdédi mutantni alelu CYP2D6 jako autosomdlni recesivni vlastnost, coz vede
K individualnim odchylkdm v reakci na riizna 1é¢iva, ktera jsou metabolizovana CYP2D.
Tato geneticka variabilita u CYP2D6 je spojena s rizikem vzniku ruznych onemocnéni
a rakoviny (napf. Parkinsonovy choroby, rakoviny plic, rakoviny jater). Jedinou formou této
podrodiny u lidi je CYP2D6, ktery se nachazi v riiznych tkanich (jatrech, ledvinach,
placenté, plicich, stfevé, mozku). CYP2D7 a CYP2D8 jsou neaktivni pseudogeny®.

U mysi existuje n€kolik forem CYP (CYP2D9, CYP2D10, CYP2D11, CYP2D12,
CYP2D13, CYP2D22, CYP2D26, CYP2D34 a CYP2D40). Forma CYP2D22 u mysi, ktera
se hojné vyskytuje v jatrech, je ortologni k lidskému CYP2D6%,

Podrodina CYP2D u potkanti zahrnuje Sest forem CYP, a to CYP2D1, CYP2D2,
CYP2D3, CYP2D4, CYP2D5 a CYP2D18. Enzym, ktery odpovida lidskému CYP2D6
je u potkantt CYP2DI. I kdyZ je substratova specifita CYP2D6 u lidi a CYP2D1 u potkand
podobna, tak specificky inhibitor chinidin pro CYP2D6 neni specificky pro ortologni formu

u potkant®,

2.3.5.7 Podrodina CYP2E

Jedinou formou, kterd je soucasti podrodiny CYP2E je CYP2E1. Nachdzi se v jatrech
amnoha extrahepatdlnich tkanich. Tento enzym je zachovan u vSech zvifecich druht
(tabulka 4), a proto je extrapolace mezi jednotlivymi druhy velmi dobra. U mysi a potkant

se podobnost s lidskou formou CYP2E1 pohybuje okolo 80 %,
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2.3.5.8 Podrodina CYP3A

Podrodina CYP3A hraje velmi dualezitou roli v metabolismu xenobiotik, pfitom, jak bylo
uvedeno u lidskych forem, ma velmi $irokou substratovou specifitu'®®. U lidi se vyskytuji
Ctyfi enzymy této podrodiny (CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 a CYP3A43). CYP3A4
a CYP3AS5 byvaji spojovany a jsou nejvyznamnéj$imi formami v lidskych jatrech. Kromé
jater jsou exprimovany také v zaludku, plicich, stfevé a ledvinach. Nicméné rizné formy
substratovou specifitu, a tudiz extrapolace na ¢lovéka neni ptili§ bezpecna.

U mysi existuje Sest forem CYP3A (CYP3A11, CYP3A13, CYP3A16, CYP3A25,
CYP3A41 a CYP3A44). Bylo zjisténo, ze CYP3A13 se vyskytuje pfedevSim ve stieve,
zatimco CYP3A11, CYP3A25 a CYP3A41 se vyskytuji zejména v jatrech!!®, Z mysich
enzymi této podrodiny forma CYP3Al11 vykazuje 76% podobnost s aminokyselinovou
sekvenci lidského CYP3A4 a tudiz je tato forma nejvice podobna tomuto lidskému
ortologu®.

V podrodiné¢ CYP3A u potkan byly identifikovany tyto formy
CYP (CYP3A1/3A23, CYP3A2, CYP3A9, CYP3A18 a CYP3A62). Vyskyt forem CYP3A

u potkant zavisi na pohlavi jedince®.
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vvvvvv

mysi a potkantl. Pfevzato z Martignoni, 200653,

Rodina  Podrodina  Clovék My§ Potkan
CYP1 A 1A1, 1A2 1A1, 1A2 1A1, 1A2
B 1B1 1B1 1B1
CYP2 A 2A6, 2A7, 2A4, 2A5, 2A12,2A22 2A1, 2A2, 2A3
2A13
B 2B6, 2B7 2B9, 2B10 2B1, 2B2, 2B3
C 2C8, 2C9, 2C29, 2C37, 2C38, 2C39, 2C6, 2C7", 2C117,
2C18,2C19 2C40, 2C44, 2C50, 2C54, 2C12°,2C13", 2C22,
2C55 2C23
D 2D6, 2D7, 2D9, 2D10, 2D11, 2D12, 2D1, 2D2, 2D3,
2D8 2D13, 2D22, 2D26, 2D34, 2D4, 2D5, 2D18
2D40
E 2E1 2E1 2E1
CYP3 A 3A4,3A5, 3All, 3A13, 3Al6, 3A25, 3A1/3A23, 3A2",
3A7, 3A43 3A41, 3A44 3A9", 3A18", 3A62

*rozdily mezi pohlavimi (uvazuje se i o formé CYP3A47°)

2.3.6 Lékové interakce

Nedilnou soucasti vyzkumu 1é€iv jsou studie 1ékovych interakcei mezi jednotlivymi 1é€ivy,
avsak interakce mohou nastat i v kombinaci 1é¢iva s doplitkem stravy ¢&i stravou samotnou®.
Lékové interakce se mohou objevit jako dusledek bud’ indukce exprese, nebo inhibice
aktivity ¢i exprese enzymii metabolizujicich 16¢iva® %, Jeden ze zajimavych aspektti rodiny
CYP je, Ze nékteré, ale nikoliv vSechny enzymy jsou inducibilni. Mezi inducibilni enzymy
patii lidsky CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19 a CYP3A4,
zatimco u CYP2D6 zatim indukce pozorovana nebyla nebo nebyla jeho indukce vSeobecné
akceptovana®,

Indukce je definovéana jako zvySeni mnozZstvi a aktivity enzyml metabolizujicich

1é¢iva, ktera je diisledkem vystaveni jiné chemické latce®’

. Indukce exprese enzymu obecné
vede ke zvySeni clearance xenobiotika®®. Indukce enzymi CYP xenobiotiky

je zprostiedkovana skupinou transkrip¢nich faktord aktivovanych ligandy. Mezi tyto
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intracelularni receptory miizeme zatfadit predevSim aryluhlovodikovy receptor (AhR),
pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy receptor (CAR)8,

Naopak inhibice CYP probiha prakticky s okamzitou odezvou nebo V piipadé
inhibice zavislé na ¢ase v rdmci minut ¢i nejvyse hodin. Inhibice mize vést k vyznamnému
a nezddoucimu zvysSeni koncentrace jednoho ze soubézné podévanych 1é¢iv v plazmé.
Mechanismus inhibice mlze byt reverzibilni (nejbézngjsi) nebo ireverzibilni
(,,mechanism-based*). Tento mechanismus (,,mechanism-based) vede k tvorbé reaktivnich
metabolith a zapficiiuje trvalou ztratu enzymové aktivity az do doby, nez jsou nové

syntetizované enzymy®3. Modelové inhibitory a induktory jednotlivych CYP ucastnicich

se metabolismu 1éCiv jsou zobrazeny na obrazku 12.

Kotinin Bupropion Diklofenak Amitriptylin Antipyrin Acetaminofen Bufuralol
SUBSTRATY Kumarin Propofol Fenytoin Cyklosporin Kofein Chlorzoxazon Kodein
Disulfiram Petidin Diazepam Diazepam Teofylin Benzen Metoprolol

2A6 2B6 2C8/9/19 3A4/5 2E1
<5% <10% ~20% ~30% 5%

8-Metoxypsoralen Orfenadrin Sulfafenazol Itrakonazol Ciprofloxacin ~ 4-metylpyrazol Chinidin
INHIBITORY Tranylcypromin Klotrimazol Kanabidiol Ketokonazol Fluvoxamin DEDTC* Amiodaron
Tryptamin Tiklopidin Ketokonazol Flukonazol Furafylin Disulfiram Fluoxetin
Karbamazepin Karbamazepin = Fenobarbital Karbamazepin Karbamazepin Aceton Neznameé
INDUKTORY Dexametason Cyklofosfamid  Artemisinin Dexametason Omeprazol Etanol
Fenobarbital  Dexametason Rifampicin Fenobarbital Tabak Isoniazid
Rifampicin

Obrazek 12 — Systematické znazornéni lidskych jaternich enzymt CYP s modelovymi
substraty, inhibitory a induktory. Velikost kruhii je zhruba imérna relativnimu mnozstvi
jednotlivych CYP v lidskych jatrech. * DEDTC — N,N-dietyldithiokarbamat. Modifikovano
z Pelkonen a kol., 200818,
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2.4 OBEZITA A ZMENA AKTIVITY ENZYMU CYP

2.4.1 Obezita a s ni spojené zdravotni problémy

Obezita je metabolickd porucha, kterd predstavuje velmi zavazny celosvétovy problém.
Je to onemocnéni, které je charakterizované zvySenou hmotnosti nebo obecnéji jako stav,
ktery vede k nadmérnému hromadéni télesného tuku. V souvislosti s ukladanim télesného
tuku je obezita spojovana se zvySenou umrtnosti v disledku intenzivniho vyskytu mnoha

121

11118120 ' mezi néz miizeme zatadit hypertenzi, diabetes mellitus'?,

chronickych onemocnéni
ale také riizné druhy rakoviny (prsu, endometria, tlustého streva, délozniho ¢ipku, vajecnik,
zaludku a prostaty)*1%122,

Ke klasifikaci nadvahy a obezity u dospélych jedincti se bézné pouziva tzv. index
te€lesné hmotnosti (BMI; z angl. Body Mass Index). Tento index se vypo¢ita vydélenim
hmotnosti (v kilogramech) druhou mocninou vysky (v metrech). K nadvaze u lidi dochézi
v ptipadg, ze BMI > 25; zatimco BMI > 30 je povazovéano za obezitu!®. Podle Svétové
zdravotnické organizace (WHO; z angl. World Health Organization) se zhruba dvé miliardy
dospélé populace ve veéku 18 let a vySe potykaly v roce 2014 s nadvahou, z nichZ vice nez
600 miliont bylo obéznich. V pfipad€, Ze vyskyt obezity poroste linedrné, miize se stat,
7e V roce 2030 bude obézni 51 % populace!?,

Fyziologické zmény spojené s obezitou pravdépodobné zahrnuji také zménény

metabolismus a clearance 16&ivit86,

Tyto disledky mohou vést ke zvySeni rizika
nezadoucich ucinkl a lékovych interakci u obéznich pacientl. Z tohoto diivodu je velmi
dalezité védeét, zda jsou enzymy, které se podileji na metabolismu 1éCiv, ovlivnény

patologickym stavem u jedincti s obezitou86-10412L,

2.4.2 Modely obezity

Presné molekularni mechanismy zdravotnich problémi spojenych s obezitou jsou stale
nejasné, a abychom lépe porozuméli patologickym staviim u obéznich jedinct, je pro
vyzkum obezity nezbytné pouzit vhodné zvifeci modely!?#1?° Existuje nékolik zvifecich
modelll obezity (hlodavci 1 nehlodavei), nicméné€ mezi nejpopularnéjs$i druhy

Jsou zafazovany mysi a potkani. Pro studium obezity se b&Zzné pouzivaji dvé tiidy
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genetickych modell, a to monogenni a polygenni. Kromé genetickych modell ale existuji

také modely negenetické!?®,

2.4.2.1 Genetické modely — monogenni

Monogenni modely obezity jsou charakteristické tim, Ze jim chybi nebo maji zménény
jediny gen. Prvni gen spojeny s obezitou charakterizovany na molekularni urovni byl gen
agouti. Tento gen byl klonovan Bultmanem a kol. v roce 19927, U mysi existuje model
pojmenovany jako letalni zluté mutantni mysi (AY), ktery ma mutaci genu agouti. Tento gen
je prechodné exprimovan ve folikularnich melanocytech, které produkuji Cerveno-zluty
pigment (feomelanin) misto ¢erno-hnédého pigmentu (eumelaninu). MySi s mutaci genu
agouti maji zlutou barvu srsti, jsou nachylngjsi k rozvoji diabetu II. typu spojeného
S obezitou, zvySenym piijmem potravy (hyperfagii), hyperinzulinémii, mirné¢ zvySenou
svalovou hmotou a neplodnosti. Bylo zjisténo, Ze tento zvifeci model je vynikajici
pro vyzkum obezity; mize byt vyznamny také u obéznich lidi, protoze gen agouti
je exprimovan i v lidské tukové tkani, a u lidi trpicich diabetem II. typu je zvySena jeho
exprese!?4128,

Pravdépodobné nejbeéznéjsi zvitfeci modely klasifikované jako monogenni mutace
V leptinové draze jsou ob/ob mysi (obézni mysi), db/db mysi (diabetické mysi) a Zuckerovy
obézni diabeti¢ti (ZDF; z angl. Zucker diabetic fatty) potkani. Monogenni mutace zahrnuje
necitlivost vuci leptinu v disledku mutace leptinového receptoru nebo enormni resistenci
vigi leptinul?,

V soucasné dob¢ je obézni ,,0b“ gen pravdépodobné jednim z nejstudované;jSich
genll v oblasti vyzkumu obezity. Spontanni mutace ,,0b“ genu u mysiho modelu ob/ob
je zodpovédna za ztratu funkce jediného ,,0b“ genu. Tato mutace zabranuje sekreci
biologicky aktivniho leptinu. To znamena, Ze syntéza leptinu, coZ je proteinovy hormon
regulujici energetické bilance inhibici pocitu hladu, je pfed¢asné ukoncena. Leptinovy gen
je exprimovan piedev§im v bilé tukové tkdni a ovliviiuje centralni regulaci energetické
rovnovahy'?>1%, Mysi ob/ob vykazuji hyperfagii, hyperglykémii a hyperinzulinémii, coz
vede k inzulinové rezistenci. Tyto defekty vedou k ¢asnému vyskytu morbidni obezity
spojené s diabetem. Mysi ob/ob jsou také neplodné a vykazuji jednu z forem obezity, ktera
miize byt 1éena podavanim leptinul?®1%8,

Fenotypoveé podobny model k mysim ob/ob jsou mysi db/db s deficitem leptinového

receptoru. Tato autosomalné recesivni ,,db“ mutace vede k poskozeni signalizace leptinu.
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Mysi db/db vykazuji, stejn¢ jako mysi ob/ob, morbidni obezitu a hyperfagii s naslednou
inzulinovou rezistenci. U modelu téchto mysi je rozvijen diabetes, a proto jsou tyto mysi
Zasto pouzivany ke studiu diabetu II. typu'?412°,

Analogickym modelem k mysim db/db je model ZDF potkanu, u kterych je leptinovy
receptor vytvoten, avsak ziistava v intracelularnim prostoru'?®. Vyskytuje se zde mutace,
ktera je pfitomna v extracelularni domén¢ leptinového receptoru. ZDF potkani se vyznacuji
dyslipidémii a hyperglykémii vedouci k morbidni obezitd*?*1%8,

Vyse uvedené modely hlodavei vykazuji mikrovaskularni  komplikace
(napft. diabetickou retinopatii, neuropatii a nefropatii), které jsou podobné tém,
pozorovanych u lidi. Tyto modely jsou tudiz velmi dulezité pro testovani experimentalnich
terapeutickych ptistupti. Nicméné mutace v leptinu nebo v genu receptoru leptinu se u lidi

vyskytuje pouze zfidkal?*13L,

2.4.2.2 Genetické modely — polygenni

Obezita u lidi je vSak pravdépodobné zprostfedkovana n¢kolika geny, nikoliv pouze jedinym
genem, jako je tomu v pfipadé monogennich zvifecich modeld. Jinym typem modelt obezity
jsou tedy modely polygenni, které odrazi lidsky obézni fenotyp?4.

Obezita a diabetes mellitus u lidi se vyskytuje zejména diky stravé, ktera obsahuje

velké mnozstvi tuku®®?

. Ve vyzkumu obezity se velmi ¢asto pouZivaji mysi nebo potkani
s obezitou vyvolanou stravou (DIO; z angl. diet-induced obesity), a to zejména z divodu
nejvétsi podobnosti s lidskou obezitou®*3, Modely hlodavct DIO jsou klasifikovany jako

polygenni mutace!?®

. Mezi nejdiskutovangjsi faktory, které jsou nezbytné pro obezitu
vyvolanou stravou, jsou hyperfagie, socialni faktory, stres a jiné™*. Je velmi dilezité
rozliSovat jaka strava je pouZivana v pribéhu experimentu, stejné tak pouZity kmen
laboratornich zvifat!®3, Jeden z nejdilezitgjsich mysich modelti DIO, ktery je stale vice
populérni, je mysi kmen C57BL/6J. Tento kmen my$i vykazuje podobnosti s metabolickym
syndromem cloveéka, protoze u mySi C57BL/6J se rozviji obezita, hyperglykémie,
hypertenze a hyperinzulinémie'?#132, V p¥ipadg, Ze ve stravé je omezeny tuk, mysi tohoto
kmene zistavaji hubené'®®. Dal§im modelem z této kategorie jsou potkani Sprague Dawley.
Pokud jsou tyto potkani vystaveni potravé s Vysokym obsahem tuku, stavaji

se obéznimil?1%6,
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2.4.2.3 Negenetické modely
Vzhledem k niz$im nakladium, lepsi dostupnosti a také snadné&jsi udrzbé, jsou stale Castéji
pouzivany negenetické zvifeci modely obezity'*®. Ty zahrnuji pfedeviim modely obezity
vyvolané chemicky a chirurgicky*?°.

Zviteci model obezity, ktery vede k poskozeni hypothalamu, konkrétné
obloukovitého jadra (ARC — arcuate nucleus) je takovy, kdy byl syndrom obezity navozen
novorozenym zvifatim subkutanni aplikaci glutamatu sodného (GS). GS model je spojovan

s dyslipidémii a inzulinovou rezistenci. Obezita, kterd je u zvifat navozena GS vede

ke snizenému ptijmu potravy (hypofagie)t04126:137,

2.4.3 Zmeény exprese a aktivity enzymt CYP u riznych modeli obezity

V literature existuji idaje o tom, Ze obezita je zdrojem variability exprese a aktivity CYP jak
u clovéka, tak u experimentdlnich zvifecich modeli a mohla by tedy ovliviiovat
farmakokinetiku 16¢iv®-140. Nejobséahlejsi prehled o vlivu obezity na metabolismus 1é¢iv
u lidi byl proveden autory Brill a kol.*®. Autofi se zde zaméfili na porovnani clearance 1é¢iv
metabolizovanych pomoci CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4.
Tato studie zjistila sniZzenou clearance substrati CYP3A4 (hlavni formy CYP ucastnici
se metabolismu 1é¢iv) a zvySenou clearance substrati CYP2E1 u obéznich jedinct.

Pro vyzkum obezity bylo vyvinuto n€kolik zvifecich modeli, nicméné v ramci
jednoho druhu zvifete, pohlavi nebo vyvolani obezity existuji rozdily. VSechny tyto faktory
mohou ovlivnit regulaci exprese konkrétni formy CYP.

Nejstudovanéjsi formou CYP v oblasti obezity je CYP2EL. I pfes celkové nizsi
expresi tohoto enzymu vzhledem napf. k CYP3A4 a s jeho omezenym zapojenim
do metabolismu 1éc¢iv, je vliv obezity na aktivitu CYP2E1 zahrnut v n¢kolika studiich.
Obezita je povaZovana za jeden z induktori enzymu CYP2E1'*!. Vétsina studii zabyvajici
se lidskou 1 zvifeci obezitou demonstruje zvySenou aktivitu a expresi CYP2EI1
jak na proteinové trovni, tak naurovni mRNA. Pro studium vlivu obezity na aktivitu
CYP2EL1 je siroce pouzivan chlorzoxazon, jako specificky markerovy substrat!02104.142,

Obezita je spojovana se zvySenym vyskytem diabetes mellitus, a také v ptipadé¢ vlivu
diabetu na aktivity a exprese CYP existuji rozdily mezi lidskymi a zvifecimi studiemi. Tento
fakt mtize byt ovlivnén nekolika faktory, jako je pohlavi, vék, stupent diabetu nebo trvani

nemocil®. Studie, kter4 se zabyvala vlivem obezity na aktivity a exprese CYP zaznamenala
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vyznamné sniZeni aktivity CYP3A4 a hladiny proteinu tohoto enzymu v lidské jaterni
mikrosomalni frakci z diabetickych darci. Z této studie tedy vyplyva, Ze diabetes a S nim
spojena obezita je spojena s vyznamnym snizenim aktivity a proteinové exprese jaterniho
enzymu CYP3A41%2, Vétsina obezity u lidi je obvykle vyvolana vlivy, které jsou spojeny
s zivotnim stylem (napf. nadmérnym piijmem kalorii) nez genetickymi defekty. A prave
ve studiich, které pouzivaly jako model obezity mysi s nutricné vyvolanou obezitou
(HFD; z angl. ,high fat diet)}4'%° se zjistilo, Ze stejné jako v lidskych studiich, doglo
k vyznamnému snizeni exprese proteinu CYP3A i mRNA genu Cyp3all. Tyto vysledky
byly potvrzeny také snizenou aktivitou CYP3A4.

Studie, kterd se zabyvala vlivem obezity na aktivitu CYP1A2 u lidi zjistila,
ze se aktivita tohoto enzymu u obéznich pacienti vyznamné neliSila od kontrolnich
pacientii®. Stejné tak nebyly Z4dné zmény pozorovany ve studiich zvifecich,
kde se pouzivaly ob/ob my3il*’ a HFD mysi®®, jako modely obezity.

Aktivita CYP2A6 v lidskych steatoznich hepatocytech se ve studii in vitro® snizila.
Nicméné zviteci modely, at’ uz GS mysi'®, nebo mysi ob/ob!*° aktivitu CYP2A naopak
vyznamn¢ zvysily.

U mysi, kde byla obezita navozena GS, byly zméfeny odlisné aktivity a exprese CYP
ve srovnani s lidskymi studiemi, s vyjimkou CYP2E1%. Tyto vysledky poukazuji na fakt,
ze je velmi dilezité zvolit vhodny zvifeci model, ktery se nejvice svymi vlastnostmi blizi

situaci, kterd nastava v organismu v piipadech lidské obezity.
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3 CILE DISERTACNI PRACE

Cilem predkladané disertacni prace bylo zjistit, zda ptirodni latky obsazené v mnoha volné
biotransformace xenobiotik, CYP. Velmi dilezitym rizikovym faktorem, ktery spolu
S pfirodnimi latkami mlze ovliviiovat vlastnosti CYP, je obezita. Vliv této metabolické

poruchy byl také studovan.

Experimenty in vitro

Zlatobvl obecnvy (Solidago virgaurea):

» Vliv extraktu, odvaru a vyluhu ze zlatobylu obecného na aktivitu i expresi proteini
CYP jak v lidské jaterni mikrosomalni frakci, tak v primarnich kulturach lidskych
hepatocyti.

Brusnice boruvka (Vaccinium myrtillus):

» VIliv brusnice borGvky na aktivitu CYP v lidské jaterni mikrosomalni frakci.

Ibisek sudéansky (Hibiscus sabdariffa):

» Vliv odvaru a vyluhu zibisku sudédnského na aktivitu CYP v lidské jaterni

mikrosomalni frakei.

Experimenty in vivo

Klikva velkoploda (Vaccinium macrocarpon):

» Vliv extraktu z brusinky na aktivitu, genovou a proteinovou expresi CYP v jaterni

a stievni mikrosomalni frakci normélnich a obéznich mysi.

Zelenv ¢aj (Camellia sinensis):

» Vliv extraktu ze zeleného ¢aje na aktivitu, genovou a proteinovou expresi

CYP v jaterni a sttevni mikrosomalni frakci normalnich a obéznich mysi.

Obezita:
» Vliv obezity na aktivitu, genovou a proteinovou expresi CYP v mysi jaterni a stievni

mikrosomalni frakci.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Roztoky, chemikalie a studované latky

Studované prirodni latky:

Pelety obsahujici 2%  brusinkovy extrakt a specidlni pelety obsahujici
0,01 % a 0,1 % polyfenonu 60 (P) byly piipraveny firmou SEMED (Praha, Ceska
republika), P byl zakoupen od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika), extrakt
ze zlatobylu obecného byl dodan spoleénosti Walmark (Praha, Ceska republika), celik
zlatobyl nat a kvét =zibisku stdanského byl obdrzen od firmy Valdemar
Gresik — Natura s.r.o (D&¢in, Ceska republika), plody bortivek byly sbirané v 16t& 2015
ve Vychodnich Cechach.

Chemikélie pro stanoveni enzymovvch aktivit:

Substraty fenacetin, kumarin, diklofenak, warfarin, diazepam, bufuralol, chlorzoxazon,
testosteron, stejné¢ jako prislusné metabolity paracetamol, 7-hydroxykumarin,
7-hydroxywarfarin, desmetyldiazepam, 6-hydroxychlorzoxazon byly dodany firmou Sigma
Aldrich (Praha, Ceska republika). Metabolity 4-hydroxydiklofenak a 6B-hydroxytestosteron
byly zakoupeny od firmy Cerilliant Corporation (Round Rock, TX, USA)
a 1’-hydroxybufuralol byl obdrzen od firmy BD Genstest (Woburn, MA, USA).

Chemikaélie pro stanoveni mnozstvi proteinu:

Pro in vitro experimenty byly primarni a sekundarni protilatky pro formy CYP1A2,
CYP2A6, CYP2D6 a CYP3A4, stejné¢ jako kontrola aplikace vzorkii B-aktin obdrzeny
od firmy Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA); primarni a sekundarni protilatka
pro CYP2C9 byla zakoupena od firmy Acris (Herford, Némecko).

Pro in vivo experimenty byly primarni a sekundarni protilatky pro formy CYP1A2,
CYP2E1 a CYP3A4 dodany firmou Sigma Aldrich (Praha, Cesk4 republika); primarni
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protilatka pro CYP2A6 byla pofizena od firmy BD Gentest (Woburn, MA, USA)
a sekundarni protilatka pro CYP2A6 byla zakoupena od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceska
republika); primarni a sekundarni protilatky pro formy CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6 byly
dodany firmou Acris (Herford, Némecko).

Komer¢ni testovaci souprava pro stanoveni celkovych proteini pomoci kyseliny

bicinchoninové (BCA) byla zakoupena od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika).

Chemikalie pro stanoveni hladiny mRNA:

Roztok RNA Later pro stabilizaci RNA ve vzorcich tkani a komeréni souprava RNeasy Plus
Mini pro izolaci RNA byly obdrZzeny od firmy Qiagen (Hilden, Némecko). Komercni
souprava Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis pro syntézu komplementarni DNA
(cDNA) byla zakoupena od firmy Roche (Praha, Ceska republika). Komeréni soustava
TagMan Gene Expression Assays byla dodana firmou Applied Biosystems
(Praha, Ceska republika).

Dalsi chemikalie:

Methanol a dichlormethan byly zakoupeny od firmy Merck (Praha, Ceska republika);
kyselina fosfore¢na (HsPOs), kyselina octova (CH3COOH), chlorid sodny (NaCl),
2-propanol, chloroform a siran hote¢naty (MgSOs4) byly dodany firmou Lach-Ner
(Neratovice, Ceska republika); acetonitril (ACN) byl obdrZen od firmy VWR International
(St¥ibrna Skalice, Ceska republika); dihydrogenfosforeénan draselny (KH2PO4) a uhligitan
sodny (NazCOsz) byly pofizeny od firmy Lachema (Brno, Ceska republika);
isocitratdehydrogenaza (IDH), nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP*), isocitrat,
kyselina chlorista (HC104), dimetylsulfoxid (DMSO) a glutamat sodny (GS) byly ziskany
od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika); stabilizovany roztok penicilinu
(10 000 U/ml) se streptomycinem (10 mg/ml) (PenStrep), manitol, sorbitol, amfotericin B,
glutathion, tricin, Williamsovo médium E; WME, kyselina
N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N’-etansulfonova (HEPES), Eagleovo médium modifikované
Dulbeccoem s ptidavkem F12 (DMEM/F12), fetalni bovinni sérum (FBS), glukosa, chlorid
draselny (KCIl), chlorid vapenaty (CaClz) a hydrogenfosfore¢nan sodny (Na2HPO4) byly
obdrzeny od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA); antokyany delfinidin-3-O-glukosid
chlorid (DEL-glu), delfinidin-3-O-galaktosid chlorid (DEL-gala), delfinidin-3-O-arabinosid
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chlorid (DEL-ara), kyanidin-3-O-galaktosid chlorid (KYA-gala), kyanidin-3-O-arabinosid
chlorid (KYA-ara), petunidin-3-O-glukosid chlorid (PET-glu), petunidin-3-O-galaktosid
chlorid (PET-gala), malvidin-3-O-glukosid chlorid (MAL-glu), malvidin-3-O-galaktosid
chlorid (MAL-gala), peonidin-3-O-glukosid chlorid (PEO-glu) a antokyanidiny delfinidin
chlorid (DEL), kyanidin chlorid (KYA), petunidin chlorid (PET), malvidin chlorid (MAL),
peonidin chlorid (PEO) byly zakoupeny od firmy Extrasynthese (Genay, Francie).

Roztoky pro izolaci mikrosomélni frakce lidské jaterni tkdné

Homogenizacni pufr: sacharosa (250 mmol/l), EDTA (1 mmol/l), pH 7,4
Promyvaci pufir: TRIS (50 mmol/l), KCI (150 mmol/l), pH 7,4
Rehomogenizacni pufr: KH2PO4 (20 mmol/l), EDTA (0,2 mmol/l), 20% glycerol, pH 7,4

Roztoky pro izolaci a kultivaci lidskyvch hepatocyti

Premix: glukosa (7 mmol/l), glutamin (2,4 mmol/l), penicilin G (16 umol/l), streptomycin
sulfat (9,6 umol/1), pyruvat sodny (400 pmol/l), dexamethason (1,78 umol/l), holo-transferin
(5 mg/l), etanolamin (1 pmol/l), inzulin (350 nmol/l), glukagon (0,2 mg/l), kyselina linolova

(11 pg/l)

HEPES 1: HEPES (20 mmol/l), NaCl (120 mmol/l), KCI (5 mmol/l), glukosa (0,5%),
amfotericin B (4,1 ug/l), PenStrep (1%), manitol (0,1 umol/l), sorbitol (0,1 pumol/l),
glutathion redukovany (0,1 umol/l), pH 7,4

HEPES 2: HEPES (20 mmol/l), NaCl (120 mmol/l), KCI (5 mmol/l), glukosa (0,5%),
amfotericin B (4,1 pg/l), PenStrep (1%), pH 7,4

HEPES 3: HEPES (20 mmol/l), NaCl (120 mmol/l), KCI (5 mmol/l), glukosa (0,5%),
amfotericin B (4,1 ug/l), PenStrep (1%), CaCl. (7 umol/l), kolagenasa typ IV (600 mg/l)

HEPES 4: HEPES (20 mmol/l), NaCl (120 mmol/l), KCI (5 mmol/l), glukosa (0,5%),
amfotericin B (4,1 ug/l), PenStrep (1%), bovinni sérum (5%)
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EGTA: KCI (5,4 mmol/l), KH2PO4 (440 umol/l), NaCl (140 mmol/l), NaxHPO4
(340 pmol/l), EGTA (500 umol/l), Tricin (25 mmol/l), amfotericin B (4,1 ug/l), PenStrep
(1%), pH 7,2

Kultivacni médium ISOM: WME (0,5 1), DMEM/F12 (HAM) médium (0,5 1), pH 7,2,

kyselina askorbova (15 mg), premix (37 ml), fetalni bovinni sérum (5%)

Bezsérové médium ISOM: WME (0,5 1), DMEM/F12 (HAM) médium (0,5 1), pH 7,2,
kyselina askorbova (15 mg), premix (37 ml)

4.1.2 Pouzité in vitro modely

Primarni kultury lidskych hepatocyti

Lidské hepatocyty byly izolovéany z jater multiorgdnovych darci dvoufazovou kolagenovou
perfuzi’*’. Pouziti jaternich bunék od darcti bylo schvaleno Etickou komisi FN a LF

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

Lidské jaterni mikrosomalni frakce

Lidské mikrosomy byly ptipraveny podle standardnich postupt frakéni centrifugaci'®®. Jatra
byla obdrzena od multiorganovych darct a pouzita po schvaleni Etickou komisi FN a LF
Olomouc v souladu se zakonem ¢. 285/2000 Sb.

4.1.3 Pouzité in vivo modely

Mysi jaterni a stfevni mikrosomalni frakce

Mysi jaterni a stfevni mikrosomy byly ziskany ze samci mySi kmene NMRI, kteti byli
obdrzeny od firmy MediTox (Konarovice, Ceska republika). Mysi byly pouzivany v souladu
S pokyny pro péci a pouzivani laboratornich zvifat (Ochrana zvitat proti zneuziti, zakon

&.246/92, Ceska republika). Etickd komise Univerzity Karlovy v Praze, Farmaceutické
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fakulty v Hradci Kralové schvalila vSechny zvifeci experimentalni postupy

(¢islo povoleni: 34354/2010-30).

4.2 Pristroje

Analytické vahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko)
Analytické vahy GX 600, Schoeller Instruments (Praha, Ceska republika)
Centrifuga Labofuge 400, Heraeus (Hanau, Némecko)

Chemiluminiscenéni western blot skener Li-COR C-DiGit™, KRD (Praha, Ceska republika)
Chlazena centrifuga Z 323 K, Hermle LaborTechnik GmbH (Wehingen, Némecko)
Chlazena centrifuga Mikro 22R, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Némecko)
Chlazena centrifuga Rotina 38R, Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, Némecko)
Koncentrator vzorkii TERMOVAP TV 10, ECOM (Praha, Ceska republika)
Magneticka michacka s ohfevem IKA RH digital, Merci (Brno, Ceska republika)
Mikrocentrifuga Eppendorf™ MiniSpin™, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

pH metr HI 2211, Hanna instruments (Praha, Ceska republika)

SNAP i.d.® Protein Detection System, Merck Millipore (Praha, Ceska republika)
Spektrofotometr UV-2401PC, Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

Spektrofotometr Varian Cary UV VIS 4000, Varian (Mulgrave, VIC, Australie)

Systém HPLC s UV a fluorescen¢ni detekci (Shimadzu LC-10A Prominence; software
CLASS-VP), Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

Systém HPLC s UV a fluorescen¢ni detekci (Shimadzu LC-20A Prominence; software
LC-Solution), Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

Termomixer Comfort, Eppendorf (Hamburg, Némecko)
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, BioRad (Praha, Ceska republika)

Ttepaci inkubator BIOSAN ES 20, Merci (Brno, Ceska republika)
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Ttepaci vodni lazen, Grant Instruments (Cambridge, Velka Britanie)

Tiepacka typu ,,vortex* Reax top, Heidolph Instruments (Schwabach, Némecko)
Ultracentrifuga Beckman Optima™ LE-80K, Beckman (Ramsey, MN, USA)
Ultrazvukova Cistici jednotka Elmasonic S 10 (H), EIma-Ultrasonic, (Singen, Némecko)
Ultrazvukova UP 200S, Hielscher Ultrasonic (Teltow, Némecko)

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

UV-VIS  spektrofotometr TECAN Infinite M200, Schoeller  Instruments
(Praha, Ceska republika)

Vakuova rota¢ni odparka Biichi B480, Biichi Labortechnik (Flawil, Svycarsko)
Vysokoproudy napajeci zdroj PowerPac™ HC, BioRad (Praha, Ceska republika)

Zatizeni pro ptipravu deionizované vody Ultrapur, Watrex (Praha, Ceska republika)

4.3 Metody

4.3.1 Priprava vzork ptirodnich latek pro in vitro experimenty

4.3.1.1 Zlatobyl obecny (Solidago virgaurea)

Extrakt ze zlatobylu obecného byl pfipraven extrakci do smési organickych rozpoustédel
v extrakénim pomeéru 10:1 podle instrukci vyrobece. Vysledny extrakt obsahoval miniméalni
mnozstvi zbytkového rozpoustédla (max. 0,05 %). Tento extrakt podle vyrobct pFispiva
ke spravné funkci mocového méchyie a dolnich cest mocovych. Je jednou ze slozek
pripravku Urinal Akut; jedna tableta obsahuje 30 mg suSiny.

Celik zlatobyl nat’ (Solidaginis virgaureae herba) byl pouzit pro pfipravu odvaru
a vyluhu. Pro ptipravu odvaru i vyluhu bylo navéazeno 0,67 g tohoto produktu. Odvar byl
zalit 50 ml studené destilované vody, byl pfiveden k varu a nasledné louhovan po dobu
15 min, poté byl prefiltrovan, pfenesen do mikrozkumavek typu Eppendorf a zamraZen
na -20 °C do pfislusnych stanoveni. Vyluh byl naopak zalit 50 ml vrouci destilované vody;

dalsi postup byl stejny jako pfi ptipravé odvaru.
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4.3.1.2 Brusnice boruvka (Vaccinium myrtillus)

Pro ptipravu vzorku brusnice boruvky bylo navazeno 5 g téchto plodtu a ptidano 10 ml
destilované vody. Tato smés byla pomoci ponorného mixéru zhomogenizovana a nasledn¢
prefiltrovana pies vatu. Filtrat byl preveden do mikrozkumavek typu Eppendorf a zamrazen

na -20 °C do pfislusnych stanoveni.

4.3.1.3 Ibisek sudansky (Hibiscus sabdariffa)

Pro ptipravu odvaru i vyluhu bylo navézeno 0,5 g ibiSku sudanského. Odvar byl zalit 50 ml
studené destilované vody, byl pfiveden k varu a ndsledné louhovan po dobu 8 min, poté byl
prefiltrovan, pfenesen do mikrozkumavek typu Eppendorf a zamrazen na -20 °C
do ptislusnych stanoveni. Vyluh byl naopak zalit 50 ml vrouci destilované vody; dal$i postup

byl stejny jako pfi piipraveé odvaru.

4.3.2 Standardizace vzorkil zlatobylu obecného na fenolicky

diglukosid — leiokarposid

Standardizace testovanych vzorkli zlatobylu obecného byla stanovena na zakladé
kvantifikace u¢inné latky leiokarposidu. Nejprve byla provedena kalibrace leiokarposidu
metodou HPLC Prominence system (Shimadzu; Tokyo, Japonsko) s UV detekci pii vinové
délce 216 nm®®. Zasobni roztok leiokarposidu byl pfipraven v metanolu a nafedén mobilni
fazi, ktera se skladala z (metanol/ACN/H3POs4, pH 2,5; 15:10:75; v/v/v). Celkovy cas
analyzy byl nastaven na 30 min, rychlost pritoku mobilni faze na 1 ml/min. Nasledné byl
touto metodou stanoven obsah leiokarposidu ve vzorcich zlatobylu obecného. Objem
nastiiku vzorkil a standardniho roztoku leiokarposidu byl 20 pl a kolona byla udrZzovéna pii

teploté 25 °C.
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4.3.3 Spektrofotometrické stanoveni obsahu celkovych antokyani

Pro méfeni obsahu celkovych antokyant v pfipraveném vzorku brusnice bortvky a v odvaru
a vyluhu z ibisku sudanského byla pouzita spektrofotometrickd pH-diferenéni metodal4®1*,
Pro kazdy testovany vzorek byly pouzity dvé fedéni; jedno s pufrem chloridu draselného
o koncentraci 0,025 mmol/l (pH 1,0) a druhé s pufrem octanu sodného o koncentraci
0,4 mmol/l (pH 4,5). Rozdil v hodnotach absorbanci dvou fedéni v riznych hodnotach
pH je zpisoben strukturni pfeménou jednotlivych antokyand z barevné oxoniové formy
(pH 1,0) na bezbarvou hemiketalovou formu (pH 4,5). Spektralni absorbance vzorki byly
odecitany jak pti vinové délce 525 nm, tak pti vinové délce 700 nm. Jako slepa zkouska byla

pouzita destilovand voda. Hodnota absorbance (A) fedénych vzorkd byla pocitina

nasledovné:

A = (As2s - A700)pH 1,0 - (As25 - A700)pH 4,5 (1)

Obsah monomernich antokyanti v pivodnim vzorku je vyjadien jako ekvivalent

kyanidin-3-O-glukosidu podle nasledujici rovnice:

Obsah celkovych antokyanii (mg/l)=A - M - R - 1000/ (¢ - L) 2

kde A je hodnota absorbance vypocitana zrovnice (1); M je molarni hmotnost
kyanidin-3-O-glukosidu (449,2 g/mol); R je fedici faktor; 1000 je faktor pro pfevod grami
(9) namiligramy (mg); € je molarni absorp¢ni koeficient pro kyanidin-3-O-glukosid

(26 900); a L je objem extrakéni kapaliny

4.3.4 Stanoveni antokyanu a antokyanidinti metodou HPLC

151 e vzorku

Jednotlivé antokyany byly analyzovany pomoci modifikované HPLC metody
brusnice borlivky a v odvaru a vyluhu z ibisku stidanského. Pro separaci téchto latek byla
pouzita kolona LiChrospher RP-18 (5um), 250 x 4 mm. Zasobni roztoky studovanych
ptirodnich latek (koncentrace zjisténé spektrofotometricky) byly nafedény do mobilni faze
rozpou$tédla A a nésledné pfefiltrovany ptes 0,22 pm filtr. Mobilni faze se skladala

zrozpouStédla A (voda/CH3COOH/ACN/H3POs4;  94,64:2,6:2,5:0,26;  VIVIVIV)
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a rozpoustédla B (ACN). Rychlost pratoku mobilni faze byla 1 ml/min. Detektor diodového
pole byl nastaven na sledovani signalu pii vinové délce 520 nm. Po nasttiku (50 ul) byly
vzorky podrobeny analyze jednotlivych antokyant gradientovou metodou HPLC podle
tabulky 5.

Tabulka 5 — Gradientova metoda HPLC pro stanoveni antokyanti na koloné Cis.

Cas (min) Podil mobilni faze A (%)° Podil mobilni fize B (%)"
0,1 100 0
50 100 0
20,0 80 20
25,0 70 30
30,0 100 0
35,0 100 0

“mobilni faze A je voda/CH3COOH/ACN/H3PO4 (94,64:2,6:2,5:0,26; VIVIVIV)
*mobilni fize B je 100% ACN

Pro stanoveni antokyanidinti ve vzorcich brusnice bortivky a ibisku sidanského byla pouzita
modifikovana metoda kyselé¢ hydrolyzy antokyanil®. Studované vzorky byly nafedény
do 0,1 mol/l HCI a ponechany ve vodni lazni pii 37 °C po dobu 1 h. Po uplynuti této doby
byl roztok centrifugovan 10 min pii 3 500 g. Nasledné byl odebran supernatant, ktery byl
odpafen na vakuové odparce. Vznikly odparek byl rozpustén v 500 pl 2 mol/l HCI
a hydrolyzovan po dobu 30 min ve vrouci vodé. Po hydrolyze byly vzorky ochlazeny
na pokojovou teplotu a odpateny pod dusikem pii 40 °C. Vysledny odparek byl rozpustén
ve 200 pl mobilni faze A, preveden do vialek a podroben analyze jednotlivych
antokyanidini pomoci gradientové HPLC metody (tabulka 6). Mobilni faze, rychlost
pratoku mobilni faze, nastaveni detektoru 1 objem nastiiku vzorku byl stejny jako

pfi separaci antokyanti.
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Tabulka 6 — Gradientova metoda HPLC pro stanoveni antokyanidinti na koloné Cis.

Cas (min) Podil mobilni faze A (%)° Podil mobilni fize B (%)*
0,1 95 5
20,0 80 20
25,0 95 5
30,0 95 5
40,0 95 5

“mobilni faze A je voda/CH3COOH/ACN/H3PO4 (94,64:2,6:2,5:0,26; VIVIVIV)
*mobilni faze B je 100% ACN

Mnozstvi jednotlivych antokyanii a antokyanidinii ve stanovovanych vzorcich bylo
vypocitano z kalibra¢ni kiivky pfipravené ze znamych mnozstvi standardi. Pétibodové
kalibra¢ni ktivky byly stanoveny prostfednictvim Cistych standardi antokyant DEL-glu,
DEL-gala, DEL-ara, KYA-gala, KYA-ara, PET-glu, PET-gala, MAL-glu, MAL-gala,
PEO-glu a antokyanidintit DEL, KYA, PET, MAL, PEO.

4.3.5 Priprava experimentalnich zvifat pro in vivo experiment

Jako experimentalni zvitata byli pouziti mysi samci z kmene NMRI (MediTox, Konérovice,
Ceska republika), byly chovéany pii teploté 23 °C a 12 hodinovém cyklu svétlo/tma (svétlo
od 6:00). Voda a standardni strava jim byla podavana ,,ad libitum* (ST-1, Velaz, Kole¢,
Ceska republika). Novorozené mysi byly rozdéleny do dvou skupin (obrazek 13). Jedné
skupiné byl aplikovan GS, zatimco druhé skupiné bylo aplikovano ekvivalentni mnoZstvi
fyziologického roztoku. Druha skupina pfedstavovala skupinu kontrolni. Obezita
u experimentalnich zvifat vyvoland hypotalamickou 1ézi byla indukovédna aplikaci
GS novorozenym mlad’atim (10 mg a 20 mg/mys, s.c.) denné od 2—6 dne, respektive
od 7— 8 dne po narozeni'®. Vsechna zvifata byla chovana celkem osm mésicti. V sedmém
mesici zivota byla zvifata nahodné rozdélena do nékolika skupin: kentrolni skupina — mysi,
kterym byla po celou dobu experimentu podavana standardni strava; skupina
brusinka — mysi, kterym byl po dobu 4 tydnd podavan 2% extrakt z brusinky; skupina
VDP28 — mysi, kterym byl po dobu 4 tydni podavan polyfenon v koncentraci 0,1 %;
skupina NDP28 — mysi, kterym byl po dobu 4 tydni podavan polyfenon v koncentraci
0,01 % a skupina VDP3 —mysi, kterym byl po dobu 3 dnti podavan polyfenon v koncentraci
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0,1 %. Po osmi mésicich zivota vS§echny mysi la¢nily po dobu 12 h a nésledn¢ byly usmrceny
cervikalni dislokaci. Jatra, tenké a tlusté stievo byly z experimentalnich zvifat odstranény,
promyty roztokem fosfatového pufru (PBS), ktery obsahoval tablety smési inhibitorti
protedz a okamzit¢ zmrazeny v kapalném dusiku. Malé kousky jednotlivych tkani byly
umistény samostatné v roztoku RNAlater. VSechny biologické vzorky byly skladovany

vV mrazicim boxu pii teploté -80 °C.

Obrazek 13 — Samci mys$i kmene NMRI. A — kontrolni mysi po aplikaci fyziologického

roztoku; B — obézni mysi po aplikaci GS.

4.3.6 Ptiprava mikrosomalni subcelularni frakce

Mikrosomalni frakce byla ziskdna z jater, tenkého a tlustého stfeva mySi zmrazenych

kapalnym dusikem. Mikrosomy byly pfipraveny podle zavedenych protokoli'4®

. VSechny
tkan¢ byly jednotlivé homogenizovany v PBS (pH 7,4) o koncentraci 0,1 mol/l s pouzitim
Potter-Elvehjemova homogenizatoru. Pufr pro homogenizaci sttevnich vzorki byl obohacen
tabletami se smési inhibitoril protedaz. VSechny frakce byly uloZzeny do -80 °C. Koncentrace
proteinii v mikrosomélni frakci byla stanovena pomoci BCA metody®®2. Koncentrace

enzym@ CYP v jaternich mikrosomech byla stanovena pomoci diferenéni spektroskopie®.

4.3.7 HPLC analyza polyfenonu 60

HPLC analyza katechini (galokatechin, epigalokatechin, katechin, epikatechin,
galokatechin galat, epigalokatechin galat, katechin galat) v polyfenonu 60 (P) (definovana
forma extraktu ze zeleného ¢aje) byla provedena podle metody Bronnera a Beechera®,
Pro analyzu byl pouzit kapalinovy chromatograf JASCO 2000 Plus series vybaven

fotodiodovym polem, fluorescenénim detektorem a kolonou LiChrospher RP-8, 250 x 4 mm
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(Merck, Darmstadt, Némecko). Vzorky P, jakoz i standardi katechini (Extrasynthese,
Genay, Francie) byly rozpustény v metanolu a zfiltrovany pies 0,45 um nylonovy mikrofiltr
(Corning, Némecko). Sestibodova kalibra¢ni kiivka obdrzena s ¢istymi standardy byla
pouzita pro kvantifikaci P. Mobilni faze se sklddala z rozpoustédla A (ACN/voda/HsPOg;
5:94,7:0,3; v/v/v) a rozpoustédla B (ACN/H3POs; 99,7:0,3; v/v) pfirychlosti prutoku
mobilni faze 0,8 ml/min. Gradientova eluce byla navrzena nasledovné: 0-5 min,
4 % rozpoustédla B; 5-34 min, 4-30 % rozpoustédla B. Objem nastiiku vzorku
a standardnich roztokii byl 20 ul a kolona byla udrzovana pfti teploté 25 °C. Spektra byla
zaznamenana pro vSechny piky Vrozsahu vinovych délek 190-450 nm. VInova délka
detektoru, ktery vyuziva fotodiodové pole byla nastavena na 280 nm. Citlivost kvantifikace

byla zvySena fluorescencni detekcei (excitace 276 nm, emise 316 nm).

4.3.8 HPLC analyza extraktu z brusinek

Brusinkovy extrakt bohaty na antokyany byl piipraven podle extrakéni metody™®

pouzitim
extrakce smési metanol/voda/CHsCOOH (85:15:0,5; v/v/v). Vzorky antokyand
a antokyanidini byly analyzovany na systému Dionex UltiMate 3000 HPLC (Dionex,
Bannockburn, IL, USA) vybaveném autosamplerem/injektorem a detektorem s diodovym
polem. Pro separaci téchto slozek byla pouzita kolona Polaris C18 (5um), 250 x 4,5 mm
(Varian, Palo Alto, CA, USA). Vzorky brusinkového extraktu i standardni roztoky
antokyand a antokyanidintl byly pfipraveny rozpusténim v okyseleném metanolu (okyseleni
H3POg4, pH 2,7). Koncentrace proantokyanidinti byla métena spektrofotometrickou metodou.
Proantokyanidiny byly vyjadieny jako chlorid kyanidinu a jejich procentualni zastoupeni
bylo vypoc&itdno z kalibra¢ni kiivky pfipravené ze znadmych mnoZstvi standardd.
Sedmibodové kalibraéni kiivky byly stanoveny prostfednictvim ¢istych standardi
delfinidinu, kyanidinu, pelargonidinu, malvidinu, peonidinu a kyanidinu-3-O-glukosidu
a kyanidinu-3,5-O-diglukosidu. ~ Mobilni faze se skladala zrozpoustédla A
(metanol/voda/H3POy4; 20:0,3:79,7; v/v/v) a rozpoustédla B (metanol/HsPOa4; 99,7:0,3; v/v).
Rychlost prutoku mobilni faze byla 1 ml/min. Detektor diodového pole byl nastaven

na sledovani signalu pti vlnové délce 520 nm.
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4.3.9 Stanoveni enzymovych aktivit vybranych forem CYP

Enzymové aktivity jednotlivych forem CYP byly studovany in vitro v modelech (v lidské
jaterni mikrosomalni frakci a primarnich kulturach lidskych hepatocyti) i v in vivo modelech
(v mysi mikrosomalni frakci jater a stfev) podle zavedenych metod™®® za pouziti specifickych
substrati v piipadé in vitro experiment. Pro stanoveni aktivit CYP v piipadé in vivo
experimentll u mysi byly pouzity substraty ortologni k lidskym formam CYP: CYP1A2
(mys$i CYP1A2), CYP2A6 (mysi CYP2AS5), CYP2C9 a CYP2C19 (mysi podrodina
CYP2C), CYP2D6 (mysi CYP2D22), CYP2EI (mysi CYP2E1) a CYP3A4 (mysi podrodina
CYP3A). Substraty pouzité pro stanoveni enzymovych aktivit, jejich pfislusné metabolity

a typ reakce je uveden v tabulce 7.

Tabulka 7 — Pouzité substraty, vysledné metabolity a typ reakce pro stanoveni
enzymovych aktivit jak v jaterni i stfevni mikrosomalni frakci, tak v primarnich

kulturach lidskych hepatocyti.

Enzym Substraty Metabolity Typ reakce
CYP1A2 fenacetin paracetamol O-deetylace fenacetinu
CYP2A6 kumarin 7-hydroxykumarin 7-hydroxylace kumarinu
CYP2C9 warfarin 7-hydroxywarfarin 7-hydroxylace warfarinu

diklofenak 4-hydroxydiklofenak 4-hydroxylace diklofenaku
CYP2C19  diazepam desmetyldiazepam diazepam N-demetylace
CYP2D6 bufuralol 1"-hydroxybufuralol 1’-hydroxylace bufuralolu

CYP2E1 chlorzoxazon 6-hydroxychlorzoxazon 6-hydroxylace chlorzoxazonu

CYP3A4  testosteron  6B-hydroxytestosteron  6B-hydroxylace testosteronu

MnozZstvi mikrosomalni frakce v reakénich smésich odpovidalo 70 pmol CYP pro stanoveni
aktivit CYP1A2 a CYP2C19; 35 pmol CYP pro stanoveni aktivit CYP2A6 a CYP2C9;
67,3 pmol CYP pro stanoveni aktivity CYP2D6; 160 pmol CYP pro stanoveni aktivity
CYP2E1 a 100 pmol CYP pro stanoveni aktivity CYP3A4. VSechny reakéni smési byly
pufrovany na pH 7,4 pomoci 100 mmol/l KH2PO4 a obsahovaly NADPH generujici sytém
(viz. tabulka 8). Kone¢né koncentrace substrati v odpovidajicich reakénich smésich byly
nasledujici: CYP1A2, fenacetin, 25 umol/l; CYP2A6, kumarin, 6,25 pmol/l; CYP2C9,
diklofenak, 16 umol/l; CYP2C19, diazepam, 100 pmol/l; CYP2D6, bufuralol, 25 umol/l;
CYP2E1, chlorzoxazon, 50 umol/l a CYP3A4, testosteron, 100 umol/l.
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Stanoveni enzymovych aktivit jednotlivvch enzymu CYP v jaterni a stfevni mikrosomalni

frakci

Mikrosomy jsou subceluldrni frakce, zejména endoplazmatického retikula, obsahujici fadu
enzymli metabolizujicich 1éCiva (napf. enzymy CYP, flavin monooxygenazy,
karboxylesterazy a epoxid hydrolazy). Mikrosomalni frakce je in vitro model, ktery je Siroce
pouzivan pii studiu mezidruhové a interindividualni variability a pii studiu metabolickych
1ékovych interakci. Tento pfistup byl pouzit pro zjisStovani inhibice studovanych enzymii.
Stanoveni aktivit v mikrosomalni frakci bylo zahdjeno ptipravou reakéni smési.
Schéma pripravy reakénich smési je uvedeno v tabulkéch nize (tabulka 8). Pro stanoveni
jednotlivych aktivit byl pouzit HPLC Prominence system (Shimadzu; Tokyo, Japan)

s UV nebo fluorescenéni detekci.
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Tabulka 8 — Schéma pfipravy reakénich smési pro stanoveni aktivity enzymi CYP
(CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1l a CYP3A4)

V mikrosomalni frakci jater a stiev.

CYP1A2Y!
Objem reakcni smési 200 pl
Mikrosomalni frakce 70 pmol CYP
KH2PO4 pufr, pH 7,4 100 mmol/I
Substrat 25 umol/1 fenacetinu

extrakt z brusinek (2%)
extrakt ze zeleného ¢aje (0,01; 0,1%)
extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;
0,083; 0,167 mg/ml)
vzorek brusnice boruvky (0,0006; 0,0012; 0,003; 0,006;
0,03; 0,044 mg/ml)
odvar a vyluh z ibi§ku sudanského (1; 2,5; 5; 10; 50;

Potencialni inhibitory

60 000 ng/ml)
Preinkubace 30 min pii 37 °C
NADPH generujici NADP* (0,8 mmol/l), isocitrat (6 mmol/l),
systém MgSQOg4 (8 mmol/l), IDH (0,3 U/ml)

Inkubace 20 min pii 37 °C

Zastaveni reakce 10 ul 70% HCIO4
Mobilni fize MF1: metanol, pH 2,9 (20 %) + H20 (80 %); MF2: 100%

metanol

Centrifugace 10 min, 13 400 rpm — 150 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza

MF — mobilni faze
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CYP2A6™®

Objem reakéni smési 100 pl
Mikrosomalni frakce 35 pmol CYP
KH2PO4 pufr, pH 7,4 100 mmol/I

Substrat

6,25 umol/l kumarinu

Potencialni inhibitory

extrakt z brusinek (2%)
extrakt ze zeleného ¢aje (0,01; 0,1%)
extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;
0,083; 0,167 mg/ml)
vzorek brusnice boravky (0,0006; 0,0012; 0,003;
0,006; 0,03; 0,044 mg/ml)
odvar a vyluh z ibisku sudanského (1; 2,5; 5; 10; 50;
60 000 ng/ml)

Preinkubace

30 min pti 37 °C

NADPH generujici systém

NADP™ (0,8 mmol/l), isocitrat (6 mmol/l),
MgSQOq4 (8 mmol/l), IDH (0,3 U/ml)

Inkubace

15 min pii 37 °C

Zastaveni reakce

200 pl metanolu

Mobilni faze

0,5% CHsCOOH (60 %)/ACN (40 %)

Centrifugace 10 min, 14 000 rpm — 200 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza
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CYP2C9™®

Objem reakéni smési 250 pul
Mikrosomalni frakce 250 pmol CYP
KH2POg4 pufr, pH 7,4 100 mmol/I

Substrat

200 umol/l warfarinu

Potencialni inhibitory

extrakt z brusinek (2%)
extrakt ze zeleného ¢aje (0,01; 0,1%)
extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;
0,083; 0,167 mg/ml)
vzorek brusnice boravky (0,0006; 0,0012; 0,003;
0,006; 0,03; 0,044 mg/ml)
odvar a vyluh z ibiSku sudanského (1; 2,5; 5; 10; 50;
60 000 ng/ml)

Preinkubace

30 min pti 37 °C

NADPH generujici systém

NADP™ (0,8 mmol/l), isocitrat (6 mmol/l),
MgSQO4 8 mmol/l), IDH (0,4 U/ml)

Inkubace

20 min pii 37 °C

Zastaveni reakce

5 ul 70% HC1O4

Mobilni faze

KH2PO4, pH 3 (52 %)/metanol (32 %)/ACN (16 %)

Centrifugace 10 min, 14 000 rpm — 200 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza
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CYP2C960

Objem reakéni smési 200 pl
Mikrosomalni frakce 35 pmol CYP
KH2PO4 pufr, pH 7,4 100 mmol/I

NADPH generujici systém

NADP* (0,6 mmol/l), isocitrat (4 mmol/l),
MgSOs (6 mmol/l), IDH (0,2 U/ml)

Potencialni inhibitory

extrakt z brusinek (2%)
extrakt ze zeleného ¢aje (0,01; 0,1%)
extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;
0,083; 0,167 mg/ml)
vzorek brusnice bortvky (0,0006; 0,0012; 0,003;
0,006; 0,03; 0,044 mg/ml)
odvar a vyluh z ibisku sudanského (1; 2,5; 5; 10; 50;
60 000 ng/ml)

Preinkubace

30 min pti 37 °C

Substrat

16 pmol/1 diklofenaku

Inkubace

25 min pii 37 °C

Zastaveni reakce

50 il ACN (94 %)/CH3sCOOH (6 %), na ledu

Mobilni faze

MF1: ACN (30 %)/2 mmol/l HCIO4 (70 %);
MF2: 100% metanol

Centrifugace 4 min, 4 000 rpm — 150 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza

MF — mobilni faze
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CYP2C19%6!

Objem reakéni smési 200 pl
Mikrosomalni frakce 70 pmol CYP
KH2PO4 pufr, pH 7,4 100 mmol/I

Substrat

100 umol/l diazepamu

Potencialni inhibitory

extrakt z brusinek (2%)
extrakt ze zeleného ¢aje (0,01; 0,1%)
extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;
0,083; 0,167 mg/ml)
vzorek brusnice bortavky (0,0006; 0,0012; 0,003;
0,006; 0,03; 0,044 mg/ml)
odvar a vyluh z ibisku sudanského (1; 2,5; 5; 10; 50;
60 000 ng/ml)

Preinkubace

30 min pti 37 °C

NADPH generujici systém

NADP* (0,5 mmol/l), isocitrat (4 mmol/l),
MgSQOg4 (5 mmol/l), IDH (0,3 U/ml)

Inkubace

15 min pti 37 °C

Zastaveni reakce

100 pl ACN

Mobilni faze

50 mmol/l KHzPO4, pH 2,9 (55 %)/ACN (45 %)

Centrifugace 10 min, 10 000 rpm — 200 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza
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CYP2D6'%?

Objem reakéni smési 200 pl
Mikrosomalni frakce 67,3 pmol CYP
KH2PO4 pufr, pH 7,4 100 mmol/I

Substrat

25 umol/l bufuralolu

Potencialni inhibitory

extrakt z brusinek (2%)
extrakt ze zeleného ¢aje (0,01; 0,1%)
extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;
0,083; 0,167 mg/ml)
vzorek brusnice bortvky (0,0006; 0,0012; 0,003;
0,006; 0,03; 0,044 mg/ml)
odvar a vyluh z ibisku sudanského (1; 2,5; 5; 10; 50;
60 000 ng/ml)

Preinkubace

30 min pii 37 °C

NADPH generujici systém

NADP™ (0,5 mmol/l), isocitrat (4 mmol/l),
MgSQO4 (5 mmol/l), IDH (0,1 U/ml)

Inkubace

20 min pii 37 °C

Zastaveni reakce

20 ul 70% HCIO,

Mobilni faze

ACN (30 %)/2 mmol/l HCIO4 (70 %)

Centrifugace 5 min, 1 500 rpm — 150 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza
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CYP2E1!®

Objem reakéni smési 1 000 pl
Mikrosomalni frakce 160 pmol CYP
KH2PO4 pufr, pH 7,4 100 mmol/I

NADPH generujici systém

NADP* (0,5 mmol/l), isocitrat (4 mmol/l),
MgSO4 (5 mmol/l), IDH (0,2 U/ml)

Potencialni inhibitory

extrakt z brusinek (2%)
extrakt ze zeleného ¢aje (0,01; 0,1%)
extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;
0,083; 0,167 mg/ml)
vzorek brusnice bortvky (0,0006; 0,0012; 0,003;
0,006; 0,03; 0,044 mg/ml)
odvar a vyluh z ibisku sudanského (1; 2,5; 5; 10; 50;

60 000 ng/ml)
Preinkubace 30 min pii 37 °C
Substrat 50 umol/l chlorzoxazonu
Inkubace 20 min pii 37 °C

Zastaveni reakce

50 ul 42,5% H3POq4

Mobilni faze

0,5% CH3COOH/ACN (3:1; viv)

extrakce do 2 ml smési 2-propanol (15 %)/chloroform (85 %) — 20 s wortex

— centrifugace 10 min, 2 000 rpm — 1 ml spodni faze extraktu odpafen dusikem

— odparek rozpustén ve 200 pl mobilni faze — 10 s wortex — 150 pl supernatantu

do vialek — HPLC analyza
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CYP3A4™

Objem reakéni smési 500 pl

Mikrosomalni frakce 100 pmol CYP

KH2PO4 pufr, pH 7,4 100 mmol/I
Substrat 100 pmol/l testosteronu

extrakt z brusinek (2%)
extrakt ze zeleného ¢aje (0,01; 0,1%)
extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;
0,083; 0,167 mg/ml)
vzorek brusnice bortvky (0,0006; 0,0012; 0,003;
0,006; 0,03; 0,044 mg/ml)
odvar a vyluh z ibisku sudanského (1; 2,5; 5; 10; 50;
60 000 ng/ml)
Preinkubace 30 min pii 37 °C
NADP™ (0,5 mmol/l), isocitrat (4 mmol/l),
MgSQOg4 (5 mmol/l), IDH (0,2 U/ml)

Potencialni inhibitory

NADPH generujici systém

Inkubace 20 min pii 37 °C
Zastaveni reakce 100 pl smési 1 mol/l Na2CO3/2 mol/l NaCl
Mobilni faze 64% metanol

extrakce do 2 ml dichlormetanu — 15 s wortex — centrifugace 5 min, 3 000 rpm
— 1 ml spodni faze extraktu odpaien dusikem — odparek rozpustén ve 200 pl mobilni

faze — 10 s wortex — 200 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza

Stanoveni enzymovych aktivit jednotlivych enzyma CYP v primarnich kulturdch lidskych

hepatocytii

Primarni kultury lidskych hepatocytli pfedstavuji velmi silny in vitro model pro zkoumani
mnoha aspektd fyziologie jater u ¢lovéka. Mezi tyto aspekty mizeme zatadit napt. sekreci
plazmatickych bilkovin, oxidativni metabolismus 1€kil a cizorodych latek, ale také aktivaci
prokarcinogenil. Tento model byl pouZit pro sledovani zmény exprese a aktivit studovanych
enzymu.

Primarni kultury lidskych hepatocyti byly vysety na kultivacni desky a inkubovany

s testovanymi vzorky piirodnich latek (extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného)
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v riznych koncentracich (viz. tabulka 9). Hepatocyty byly inkubovany s pfirodnimi latkami
po dobu 24 h, poté byly ke kultivaénimu médiu pfidany specifické substraty jednotlivych
forem CYP (viz. tabulka 7), které byly v piitomnosti ptirodnich latek inkubovany po dobu
2 h. Médium bylo nasledné odebrano a kratce zcentrifugovano (10 min, 5000 g). Supernatant
byl pienesen do mikrozkumavek typu Eppendorf a zamrazen na -80 °C az do piislusnych
stanoveni. V tabulkéch nize (tabulka 9) je zndzornéno schéma ptipravy reakénich smési.
Pro stanoveni jednotlivych aktivit byl pouzit HPLC Prominence system (Shimadzu; Tokyo,

Japan) s UV nebo fluorescen¢ni detekci.

Tabulka 9 — Schéma pfipravy reakénich smési pro stanoveni aktivity enzymi CYP
(CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4) v primarnich kulturach
lidskych hepatocyti.

CYP1A2%Y!

Objem reak¢ni smési 1 500 pl

Substrat 200 pmol/1 fenacetinu

extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného
(0,042; 0,083; 0,167 mg/ml)

MnoZstvi odebraného média 200 pl

Potencialni inhibitory

Zastaveni reakce 10 ul 70% HCIO4

MF1: metanol, pH 2,9 (20 %) + H20 (80 %);
MF2: 100% metanol

Centrifugace 10 min, 13 400 rpm — 150 pul supernatantu do vialek — HPLC analyza

MF — mobilni faze

Mobilni faze

CYP2A6®

Objem reakéni smési 1 500 ul

Substrat 33,3 umol/l kumarinu

extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;

Potencialni inhibitory 0,083: 0,167 mg/mi)
U095, U, mg/m

Mnozstvi odebraného

100 pl
média
Zastaveni reakce 200 pl metanolu
Mobilni faze 0,5% CH3COOH (60 %)/ACN (40 %)

Centrifugace 10 min, 14 000 rpm — 200 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza
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CYP2C9™®

Objem reakéni smési 1 500 pl

Substrat 166,7 pmol/l warfarinu

extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;

Potencialni inhibitory 0,083: 0,167 mg/ml)
,Jos; 0, mg/m

Mnozstvi odebraného
250 wl

média

Zastaveni reakce 5 ul 70% HCl1O4

Mobilni faze KH2PO4, pH 3 (52 %)/metanol (32 %)/ACN (16 %)

Centrifugace 10 min, 14 000 rpm — 200 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza

CYP2D6'%?

Objem reakéni smési 1 500 pl

Substrat 83,3 umol/l bufuralolu

extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;

Potencialni inhibitory 0,083; 0,167 mg/mi)
i) ; i) mg m

Mnozstvi odebraného
200 pl

média

Zastaveni reakce 20 ul 70% HClO4

Mobilni faze ACN (30 %)/2mmol/l HCIO4 (70 %)

Centrifugace 5 min, 1 500 rpm — 150 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza
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CYP3A4™

Objem reakéni smési 1 500 pl

Substrat 333,3 umol/I testosteronu

extrakt, odvar a vyluh ze zlatobylu obecného (0,042;

Potencialni inhibitory 0,083: 0,167 mg/mi)
H ; H mg m

Mnozstvi odebraného

500 ul
média
Zastaveni reakce 100 pl smési 1 mol/l Na2COz/2 mol/l NaCl
Mobilni faze 64% metanol

extrakce do 2 ml dichlormetanu — 15 s wortex — centrifugace 5 min, 3 000 rpm
— 1 ml spodni faze extraktu odpaten dusikem — odparek rozpustén ve 200 pl mobilni

faze — 10 s wortex — 200 pl supernatantu do vialek — HPLC analyza

4.3.10 Stanoveni exprese proteinil vybranych forem CYP

MnozZstvi proteinit CYP bylo stanoveno metodou Western blotu. Koncentrace proteinti byla
stanovena pomoci BCA metody'®2. Proteiny jaternich i stievnich vzorkd byly separovany
pomoci SDS-PAGE (10% rozdélovaci gel) a nasledné pieneseny na nitrocelulézové
membrany (0,45 pm) pouzitim piistroje Trans-Blot® Turbo™ Transfer System. Membrany
byly blokovany v 5% odtu¢néném mléku/TBS-Tween 20 po dobu 2 h. Imunodetekce
proteinit CYP u in vitro experimentu byla provedena pouzitim mysich primarnich protilatek
pro formy CYP: CYP1A2, CYP2A6, CYP2D6 a CYP3A4; pouzitim krali¢i primarni
protilatky pro formu CYP2C9. Imunodetekce proteind CYP u invivo experimentu byla
provedena pomoci krali¢ich primarnich protilatek pro ortologni lidské formy
CYP: CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4. Signal byl
vizualizovan pfisluSnymi sekundarnimi protilatkami s kfenovou peroxiddzou. Navazané
proteiny byly detekovany pouzitim chemiluminiscen¢niho kitu (Santa Cruz, CA, USA).

Intenzita signalu byla vyhodnocovana pomoci piistroje C-DiGit™ Blot Scanner.
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4.3.11 l1zolace RNA a kvantitativni PCR v realném ¢ase (qPCR)

Celkova RNA byla izolovana z jater, tenkého a tlustého stieva mysi ulozenych v RNAlateru
za pouziti kitu RNeasy Plus Mini, ktery byl pouzit podle instrukci vyrobce. Koncentrace
a cistota RNA byla stanovena spektrofotometricky pti 260, 280 a 230 nm pouzitim pfistroje
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Pittsburgh, PA). Integrita RNA byla kontrolovana
pomoci gelové elektroforézy. Prvni vldkno cDNA bylo syntetizovano z celkové RNA
za pouziti kitu Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis. Analyza gPCR pro kvantifikaci
enzymii CYP byla provedena na pfistroji LightCycler 1536 Instrument (Roche, Praha, Ceska
republika) s pouzitim specifického testu TagMan Gene Expression. Do 1536-jamkovych
desticek byly vzorky pipetovany pomoci automatického pfistroje Labcyte Echo (Labcyte,
Sunnyvale, CA, USA). Vypoéty byly zaloZzeny na metodé ,,Delta-Delta Ct“!%, Data byla
vyjadifena jako nasobek zmény jednotlivych experimentdlnich skupin ve srovnani

s kontrolou. Geny HPRT1 a 18S rRNA byly pouzity jako vnitini kontrola®®,

4.3.12 Statisticka analyza

Vsechny vysledky byly podrobeny statistické analyze. Data byla vyjadiena jako
primér = smerodatnd odchylka (s.o.). Statistickd vyznamnost byla stanovena za pouziti

Studentova t-testu a softwaru Statistica 12 (Systat Software, San Jose, CA). Rozdily byly

povazovany za statisticky vyznamné, pokud p < 0,05.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vliv pripravki ze zlatobylu obecného na aktivitu CYP v lidské

jaterni mikrosomalni frakci

S vyuzitim specifickych substrati byly v lidské jaterni mikrosomalni frakci stanoveny
vybrané enzymové aktivity. Pro stanoveni aktivit jednotlivych CYP byly pouzity vzorky
extraktu, odvaru a vyluhu ze zlatobylu obecného. Lidska mikrosomdlni frakce jater byla
inkubovana s testovanymi vzorky v riznych koncentracich (0,042 mg/ml; 0,083 mg/mi
a 0,167 mg/ml). Data v grafu 1 znazornuji, ze aktivity CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9,
CYP2D6 a CYP3A4 po ovlivnéni testovanych vzorka nevykazovaly ve vSech studovanych

koncentracich zadné signifikantni zmény.
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Graf 1 — Vliv a) extraktu, b) odvaru a ¢) vyluhu ze zlatobylu obecného na aktivity enzymu
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4 v mikrosomalni frakci lidskych jater.
Data jsou vyjadiena jako procento kontroly. Hodnoty aktivit pfedstavuji primér + s.o.
ze dvou nezavislych experiment provadénych v duplikatech. Jako kontrola byla pouzita

destilovana voda. Hodnoty nejsou signifikantn€ ovlivnény (p > 0,05).

61



5.2 Vliv pripravku ze zlatobylu obecného na enzymovou aktivitu a

expresi proteinit CYP v primarnich kulturach lidskych hepatocyti

Enzymové¢ aktivity byly s vyuzitim specifickych substrati stanoveny také v primdrnich
kulturach lidskych hepatocyti po ovlivnéni vzorkti extraktu, odvaru a vyluhu ze zlatobylu
obecné¢ho. Primarni kultury lidskych hepatocyti byly vysety na kultivaéni desky
ainkubovany s testovanymi vzorky o koncentracich 0,042 mg/ml; 0,083 mg/ml
a 0,167 mg/ml po dobu 24 h. Po této dob¢ byly do média pridany specifické substraty pro
stanoveni jednotlivych aktivit.

Pro ovéfeni metabolické aktivity tohoto in vitro systému a k vylouceni toxicity
studovanych ~ vzorkli  zlatobylu  obecného byl pouzit test  cytotoxicity

s MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid)*¢ (graf 2).
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Graf 2 — Test cytotoxicity pro a) extrakt, b) odvar a c) vyluh ze zlatobylu obecného. Data
jsou vyjadiena jako procento kontroly. Hodnoty aktivit piedstavuji primér + s.o. ze dvou

experimentll. Jako kontrola byla pouzita destilovand voda. Hodnoty nejsou signifikantné

ovlivnény (p > 0,05).
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Vysledky, které byly ziskany pfi stanoveni aktivit enzymtt CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9,
CYP2D6 a CYP3A4, jsou znazornény v grafu 3. Data ukazuji, Ze po aplikaci vzorki
zlatobylu nedochézi v primarnich kulturach lidskych hepatocytl k signifikantnim zménam
stanovovanych aktivit ve vSech studovanych koncentracich. Vysledky ziskané¢ métenim
aktivit jednotlivych CYP v lidskych hepatocytech korespondovaly s vysledky, které¢ byly
obdrzeny pfi sledovani zmén exprese proteind, a tedy ani zde nebyly prokdzany zadné

signifikantni zmény (obrazek 14).
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Graf 3 — Vliv a) extraktu, b) odvaru a ¢) vyluhu ze zlatobylu obecného na aktivity enzymu
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4 v primarnich kulturach lidskych
hepatocytid. Data jsou vyjadiena jako procento kontroly. Hodnoty aktivit pfedstavuji
primér + s.o. ze dvou nezavislych experimentii provadénych v duplikatech. Jako kontrola

byla pouzita destilovand voda. Hodnoty nejsou signifikantné ovlivnény (p > 0,05).

63



extrakt 0,083 mg/ml
extrakt 0,167 mg/ml

kontrola
rv.*.xtrﬂkt 0,042 mg/ml

p-aktin
- Wy U e CYP1A2
e oy @GP @D CVP2A6
— — —— eeees (YP2C0
== o @ == CYP2D6

Obrazek 14 — Vliv extraktu ze zlatobylu obecného na expresi proteinit CYP1A2,
CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3AA4. B-aktin byl pouzit jako kontrola aplikace vzork.

5.3 Vliv brusnice boriivky na aktivitu CYP v lidské jaterni

mikrosomalni frakci

Piedtim neZ byl vzorek brusnice bortivky podroben analyze vybranych enzymovych aktivit
CYP, byly metodou HPLC stanoveny jednotlivé antokyany. Ve studovaném vzorku bylo
zjisténo 10 antokyand (obrazek 15a). Spektrofotometrickou metodou byl stanoven také
celkovy obsah monomernich antokyani vtomto roztoku, ktery byl 1,1 mg/ml.
Ze spektrofotometrického meéfeni bylo spocitano, Ze 100 g plodid brusnice bortvky

obsahovalo 300 mg antokyand.
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Obrazek 15 — a) Stanovené antokyany (delfinidin-3-O-glukosid chlorid, DEL-glu;
delfinidin-3-O-galaktosid chlorid, DEL-gala; delfinidin-3-O-arabinosid chlorid, DEL-ara;
kyanidin-3-O-galaktosid chlorid, KYA-gala; kyanidin-3-O-arabinosid chlorid, KYA-ara;

petunidin-3-O-glukosid chlorid, PET-glu; petunidin-3-O-galaktosid chlorid, PET-gala;
malvidin-3-O-glukosid chlorid, MAL-glu; malvidin-3-O-galaktosid chlorid, MAL-gala;
peonidin-3-O-glukosid chlorid, PEO-glu) ve vzorku brusnice borivky, b) standard
delfinidin-3-O-galaktosid chloridu, DEL-gala (reten¢ni ¢as — 18,9 min), ¢) standard
kyanidin-3-O-galaktosid chloridu, KYA-gala (reten¢ni ¢as — 20,1 min).

Pro separaci aglykoni antokyant (antokyanidinti) ve vzorku brusnice boravky byla
provedena kysela hydrolyza pfitomnych antokyanu. Na obrazku 16 je zobrazen
chromatogram s jednotlivymi antokyanidiny, které vznikly ve vzorku studované ptirodni
latky po kyselé hydrolyze. Jak je patrné, vzorek brusnice bortivky obsahoval nejméné Ctyfi
antokyanidiny. Podle retenc¢nich Casti antokyanidini MAL a PET je ziejmé, ze posledni

nejvetsi pik odpovida praveé témto dvéma antokyanidiniim.
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Obrazek 16 — Stanovené antokyanidiny (delfinidin, DEL; kyanidin, KYA,; petunidin, PET,;

malvidin, MAL) ve vzorku brusnice boravky.

Vzorek brusnice boruvky byl piidan k lidské mikrosomalni frakci jater v riznych
koncentracich (0,0006 mg/ml; 0,0012 mg/ml; 0,003 mg/ml; 0,006 mg/ml; 0,03 mg/ml
a 0,044 mg/ml) za ti¢elem zjisténi, zda tato ptirodni latka ovliviiuje metabolismus warfarinu
plodti za piedpokladu, Ze se do krve dostane 1 % celkovych antokyanti'®, Tato koncentrace
byla vypocitana ze spektrofotometrického stanoveni celkového obsahu monomernich
antokyant. Naopak nejvys$si koncentrace dle spektrofotometrického stanoveni odpovida
konzumaci ptiblizné 7 kg plodii brusnice bortvky.

Enzymové aktivity byly po aplikaci vzorku brusnice borivky na lidské mikrosomy
stanoveny pro CYP, které se nejvice zapojuji do metabolismu warfarinu (obrazek 17).
S-warfarin je specifickym substratem pro stanoveni aktivity CYP2C9 (7-hydroxylace
warfarinu), zatimco pro stanoveni aktivity CYP3A4 (10-hydroxylace warfarinu), ale také
CYP1AZ2 (6-hydroxylace warfarinu) je pouzivan substrat R-warfarin. Jak je patrné z grafu
4, vptipadé¢ vSech tfi CYP doSlo k signifikantnimu sniZzeni enzymovych aktivit,

a to v ptipad¢ vyssich koncentraci.
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Obrazek 17 — Metabolismus warfarinu zprostfedkovany riznymi enzymy v riznych
pozicich molekuly warfarinu. Tuénym pismem jsou vyznaceny ty enzymy, které se nejvice

zapojuji do metabolismu warfarinu.
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Graf 4 — Vliv vzorku brusnice bortivky na metabolismus warfarinu (aktivity enzymi
CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4) v mikrosomalni frakei lidskych jater. Data jsou vyjadiena
jako procento kontroly. Hodnoty aktivit pfedstavuji primér + s.o. ze dvou nezavislych
experimentll provadénych v duplikatech. Jako kontrola byla pouZita destilovana voda.
Hodnoty signifikantné snizené ve srovnani s kontrolou jsou oznaceny hvézdi¢kou

(*p < 0,05).
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Z divodu signifikantnich zmén v pfipadé CYPIA2 a CYP3A4, byly pro ovéieni téchto
aktivit vybrany specifick¢ substraty (fenacetin, respektive testosteron). Z vysledki
piiblizn¢ 100 g studovanych ploda, doslo k signifikantnimu snizeni obou stanovovanych
aktivit (CYP1A2 a CYP3A4). Na tomto grafu lze pozorovat, ze ¢im vyssi koncentrace
antokyant ve vzorku brusnice bortivky byla pouzita, tim nizsi aktivita nami sledovanych

enzymovych aktivit byla prokazana.

120

100
* -
=

80 |
S

T

]

7
%

%
=

s
S
A

i

wie

i
2
A

i
"f

%
5
S

e
5
t-r

2
S

e

e
5

ey
S
.

2
S

aktivita (% kontroly)
(=1
=

[
s i
20 o (R =
s i .
o o %
] i
0 e i S|

CYPlA2 CYP3A4

Blomtrola 80,0006 me'ml 80,0012 me/ml 50,003 me'ml 80,006 me/ml 80,03 me/nd 80,044 mg/ml

Graf 5 — Vliv vzorku brusnice bortivky na metabolismus fenacetinu a testosteronu
(aktivity enzymt CYP1A2 a CYP3A4) v mikrosomalni frakci lidskych jater. Data jsou
vyjadiena jako procento kontroly. Hodnoty aktivit pfedstavuji primér + s.o. ze dvou
nezavislych experimentl provadénych v duplikatech. Jako kontrola byla pouzita destilovana
voda. Hodnoty signifikantné snizené ve srovnani s kontrolou jsou oznaceny hvézdickami

(*p < 0,05; **p < 0,007; ***p < 0,0002).

5.4 Vliv ibiSku stidanského na aktivitu CYP v lidské jaterni

mikrosomalni frakci

Stejné jako u vzorku brusnice boruvky, byly i pro roztoky odvaru a vyluhu z ibisku
studanského stanoveny jednotlivé antokyany (obrazek 18) a antokyanidiny (obrazek 19).
Spektrofotometrickou metodou byl stanoven i celkovy obsah monomernich antokyani

Vv téchto vzorcich, ktery byl 0,0602 mg/ml pro odvar a 0,0676 mg/ml pro vyluh z ibisku
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sudanského. Ze spektrofotometrického méfeni bylo spocitdno, ze 5 ¢ajui z ibisku

sudanského, které je clovék za den schopen vypit, obsahovalo 2,5 ng antokyant.
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Obrazek 18 — Stanovené antokyany (delfinidin-3-O-glukosid chlorid, DEL-glu;
delfinidin-3-O-galaktosid chlorid, DEL-gala; delfinidin-3-O-arabinosid chlorid, DEL-ara;
kyanidin-3-O-galaktosid chlorid, KYA-gala; kyanidin-3-O-arabinosid chlorid, KYA-ara;

petunidin-3-O-glukosid chlorid, PET-glu; petunidin-3-O-galaktosid chlorid, PET-gala)

a) v odvaru, b) ve vyluhu z ibisku sidanského.
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Obrazek 19 — Stanovené antokyanidiny (delfinidin, DEL; kyanidin, KYA) a) v odvaru,

b) ve vyluhu z ibisku stidanského.
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V lidské mikrosomalni frakci byly po aplikaci vzorki odvaru a vyluhu z ibiSku stidanského
Vv riznych koncentracich (1 ng/ml; 2,5 ng/ml; 5 ng/ml; 10 ng/ml; 50 ng/ml a 60 000 ng/ml)
stanoveny enzymové aktivity CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4 pomoci substratu warfarinu.
koncentrace ibisku sudanského konzumaci dvéma cajim. Data v grafu 6 ukazuji,
ze po ovlivnéni lidské jaterni mikrosomalni frakce odvarem i1 vyluhem z ibisku sudanského
nedos$lo k signifikantnim zménam v piipadé¢ 6-hydroxylace (CYP1A2) a 7-hydroxylace
(CYP2C9) warfarinu. Naopak aktivita CYP3A4 (10-hydroxylace warfarinu) byla u odvaru
I vyluhu z ibisku sudanského signifikantné sniZzena po aplikaci 2,5 a 60 000 ng/ml. Navic

U odvaru byla aktivita CYP3A4 signifikantné snizena také u dvou dalSich koncentraci.

a) 140
120
=
2 100
2 50
S : *
;o :
£ # +
b= i s
= + * :
20 b4 b4 H
+ + &
+ * :
0 . . [ =
CYP1A2 CYP2C9 CYP3A4 CYP1A2 CYP2C9 CYP3A4
Blaomirola Bodvar 1 ng/ml Bodvar 2.5 ng/ml B odvar & ng/od B laomtrola Evyluh 1 ng'ml Bvylub 25 ng'ml B vyluh S ng'ml
Hodvar 10 ngiml B odvar 50 ngiml Bodvar 60 000 ng/ni Bviluh 10 ng/ml Bviluh 50 ng/ml Bvilub 60 000 ngfml

Graf 6 — Vliv a) odvaru, b) vyluhu z ibisku stdanského na metabolismus warfarinu
(aktivity enzymi CYP1A2, CYP2C9 a CYP3A4) v mikrosomalni frakci lidskych jater. Data
jsou vyjadiena jako procento kontroly. Hodnoty aktivit piedstavuji primér + s.o. ze dvou
nezavislych experimentt provadénych v duplikatech. Jako kontrola byla pouzita destilovana
voda. Hodnoty signifikantné sniZzené ve srovnani s kontrolou jsou oznaceny hvézdickami

(*p <0,05; **p <0,007).
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5.5 VIliv extraktu z brusinky na vlastnosti CYP v jaterni a sti‘evni

mikrosomalni frakci in vivo

5.5.1 Stanoveni enzymovych aktivit, exprese proteinii a mRNA jednotlivych forem

CYP v jaterni mikrosomalni frakci u normalnich a obéznich mysi

U normadlnich i obéznich mysi byly v jaterni mikrosomalni frakci méfeny piislusné
enzymove aktivity i exprese mRNA a proteinu. Exprese mRNA byla stanovena pro vybrané
mys$i formy ortologni k lidskym enzymim (Cyp2c29, Cyp2el, Cyp3all a Cyp3al3,
respektive odpovidajici lidskym CYP2C9/19, CYP2E1 a CYP3A4).

Graf 7a ukazuje, Ze v jatrech normalnich mysi byly enzymové aktivity zvySeny
po aplikaci extraktu z brusinky v ptipadé 6-hydroxylace chlorzoxazonu
(odpovidajici lidskému CYP2E1) a 6B-hydroxylace testosteronu (odpovidajici lidskému
CYP3A4). Nadruhou stranu nebyly zjistény zadné signifikantni zmény O-deetylace
fenacetinu (substrat pro CYP1A2), 4’-hydroxylace diklofenaku (substrat pro CYP2C9)
a N-demetylace diazepamu (substrat pro CYP2C19).

U obéznich mysi v jaterni mikrosomalni frakci byla po aplikaci extraktu z brusinky
zvySena enzymova aktivita pro 6B-hydroxylaci testosteronu (aktivita lidského CYP3A4).

Nicméné dalsi métené aktivity byly nezménéné (graf 7b).
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Graf 7 — Vliv aplikace extraktu z brusinky o koncentraci 2 %, ktery byl podavan denné
po 28 dni, na enzymové aktivity meéfené pomoci specifickych substratii typickych
pro jednotlivé ortologni lidské formy CYP (@) v jaterni mikrosomalni frakci normalnich
mysi, (b) v jaterni mikrosomalni frakci obéznich mysi. Data jsou vyjadiena jako procento

kontroly. Hodnoty aktivit pfedstavuji primér + s.0. zexperimentl se smésnymi
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mikrosomalnimi vzorky (12 zvifat) provadénych v triplikatech. *Statisticky vyznamné
(p <0,05).

Hladina proteinové exprese v jatrech normalnich a obéznich mysi (obrazek 20a, resp. 20b)
byla stanovena metodou Western blotu pouzitim protilatek specifickych pro piislusné lidské
proteiny. Hladina exprese proteinu mysich CYP ortolognich k lidskym CYP2C19, CYP2E1
a CYP3A4 byla u normalnich mys$i zvySena o 38, 27, respektive o 32 % ve srovnani
s kontrolou. Naproti tomu Vv jaterni mikrosomalni frakci obéznich mys$i nebyly zjistény

zadné signifikantni zmény.

a)yf 2 g 3
)E = b 2
= T CYPIA P CYP1A

e cir:crcs D@ cyrcice
= g CYP2C/2C19 @9 @D CYP2C/2C19

s aupl CYPIE] - e CYPIEl
— ey YPIA —— — CYP3A

Obrazek 20 — Vliv aplikace extraktu z brusinky o koncentraci 2 %, ktery byl podavan
denné po 28 dni, na expresi proteinit CYP (a) v jaterni mikrosomalni frakci normalnich

mysi, (b) v jaterni mikrosomalni frakci obéznich mysi.

Zmény v enzymovych aktivitdch a proteinové expresi mysi jaterni mikrosomalni frakce byly
ovéieny analyzou gPCR. Data v grafech 8a a 8b znazoriuji zvyseni hladiny genové exprese
vSech métenych CYP u normalnich, respektive obéznich myS$i. Nicméné trendy zvySeni
hladiny exprese MRNA Cyp2c29 u normalnich a obéznich mysi (mysi forma odpovidajici
lidskym CYP2C9 a CYP2C19) a zvySend hladina exprese mRNA Cyp2el a Cyp3all
(mysi formy odpovidajici lidskym CYP2EI, respektive CYP3A4) u obéznich mysi nebyla
signifikantni. Na druhou stranu ve srovnani s kontrolni skupinou byly zjistény signifikantné
zvySené hladiny mRNA Cyp2el, Cyp3all a Cyp3al3 v jaterni mikrosomalni frakci

normalnich mysi.
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Graf 8 — Vliv aplikace extraktu z brusinky o koncentraci 2 %, ktery byl podavan denné
po 28 dni, na genovou expresi CYP (@) V jaterni mikrosomalni frakci normalnich mysi,
(b) v jaterni mikrosomalni frakci obéznich myS$i. Data jsou vyjadiena jako procento
kontroly. mRNA data piedstavuji pramér £ s.o. ze Sesti jednotlivych zvitat. Hodnoty

signifikantné zvySené ve srovnani s kontrolou jsou oznaCeny hvézdickami

(*p <0,05; **p <0,01).

Je zajimavé, ze zvySend exprese Cyp2el a Cyp3a odpovida signifikantné zvySené aktivité
a proteinové expresi CYP2E1 a CYP3A v jaterni mikrosomalni frakci normalnich mysi
po aplikaci extraktu z brusinky (srov. graf 7a, obrazek 20a a graf 8a). Korelace byla zjisténa
také u aktivity CYP3A a exprese Cyp3a V jaterni mikrosomalni frakci obéznich mysi
(srov. graf 7b a 8b).

5.5.2 Stanoveni exprese proteinli a mRNA jednotlivych forem CYP ve stfevni

mikrosomalni frakci u normdlnich a obéznich mysi

Malé mnoZstvi biologického vzorku mysi mikrosomalni frakce tenkého stieva nam zabranilo
stanovit pfislusné enzymové aktivity. Ze stejné¢ho divodu byla studovana mRNA exprese
pouze s geny CYP odpovidajici formam CYP, které mély zménénou proteinovou expresi
(Cyp2el a Cyp3a) (tabulka 10).

Vysledky analyzy qPCR detekovaly nizs§i hladiny mRNA ve srovnani s kontrolnimi
vzorky pro Cyp3all a Cyp3al3 v mikrosomalni frakci tenkého stfeva normalnich mysi
aproCyp2el a Cyp3a Vmikrosomalni frakci tenkého stfeva obéznich mysi,
coz pravdépodobné¢ ukazuje na jiny mechanismus regulace genti Cyp3a ve stieve
V porovnani s jaternimi vzorky, kde byl pozorovan narust.

Proteinova exprese mysich CYP ortolognich k lidskym CYP2E1 a CYP3A4 byla

sledovéna podrobnéji (jiné formy CYP nevykazovaly Zadné signifikantni zmény). Data
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exprese proteinu byla analyzovdna denzitometricky a vykazovala signifikantné sniZzené
hladiny exprese proteini CYP3A (ortologni k lidskému CYP3A4). Tyto vysledky
odpovidaly expresi Cyp3a ve stievnich vzorcich normalnich mys$i. V mikrosomalni frakci
tenkého stfeva unormdalnich mysi nebyly zjistény zadné signifikantni zmény
na hladiné MRNA ani na hlading proteinu u CYP2E1. Zadné signifikantni zmény nebyly
pozorovany ani Ve stfevni mikrosomalni frakci obéznich mysi na hladiné proteinu CYP2E1

a CYP3A.

Tabulka 10 — Vliv aplikace extraktu z brusinky o koncentraci 2 %, ktery byl podavan
denné po 28 dni, na expresi mRNA a proteinit CYP v mikrosomalni frakci tenkého stfeva
U normalnich a obéznich mysi. Data proteinové exprese vyjadiuji primér ze dvou meéteni
se smésnymi mikrosomalnimi vzorky (12 zvifat); data mRNA ptedstavuji primér + s.o.
Z experimenti se Sesti jednotlivymi zvifaty. VSechny vysledky jsou vyjadfeny jako
procento kontroly. Signifikantné snizené hodnoty oproti kontrole jsou oznaceny

hvézdickami (*p < 0,05; **p <0,01).

Tenké stievo

normalni mysi obézni mysi
.% CYP2E1 100+ 11 125+15 100+9 112+£10
g CYP3A 100 + 8 56£11* 100 + 12 116 £11
Cyp2el 100 +7,1 110+7,7 100 + 7,74 49 £ 13,49**
% Cyp3all 100 + 10,4 59 £ 15,5* 100 + 10,53 50 +12,38*
= Cyp3al3 100+12,3 78 £16,7 100 £ 16,73 58 £10,4*

5.6 Vliv extraktu ze zeleného ¢aje (polyfenonu 60 — P) na vlastnosti CYP

V jaterni a stievni mikrosomalni frakci in vivo

5.6.1 Stanoveni enzymovych aktivit, exprese proteini a mRNA jednotlivych forem

CYP v jaterni mikrosomalni frakci u normalnich mysi - vliv P

U normalnich mysi v jaternich mikrosomech kontrolnich mysi a mysi, kterym byl podavan
P v riiznych davkach a po riiznou dobu (skupiny VDP28, NDP28 a VDP3, vysoka ¢i nizka
davka, 3 dny ¢i 28 dni, viz str. 44, kap. 4.3.5) byly stanoveny enzymové aktivity vybranych
CYP. Aktivity mySich CYP byly stanoveny s vyuZitim substrati ortolognich k lidskym
formam CYP (graf 9). U mysi, kterym byl podavan P (ve vSech davkach), byly zjistény
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signifikantné zvySené aktivity CYP1A a CYP2El. Vyrazné¢ zvySend aktivita byla
zaznamenana pro aktivitu CYP2AS u skupiny VDP3, avsak tato aktivita nebyla ovlivnéna
u skupin VDP28 a NDP28 ve srovnani s kontrolni skupinou. Naopak podavani vysokych
davek P (VDP) zptsobilo zvySeni aktivity CYP2C/2C19, zatimco aplikace P 0 nizké
koncentraci (NDP) enzymové aktivity neovlivnila. U skupiny VDP3 byla signifikantné
zvySena aktivita CYP3A ve srovnani s Kontrolni skupinou. Aktivita mysiho CYP2D byla
snizena u skupiny mysi ovlivnénych dlouhodobym podavanim NDP. Aplikace P v riznych
koncentracich a riznych casovych intervalech, neméla zadny vliv na zménu aktivity

CYP2C/2C0.
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Graf 9 — Vliv potravy obohacené VDP nebo NDP po dobu 28 nebo 3 dni na specifické
aktivity vybranych CYP v jaterni mikrosomalni frakci normalnich mysi. Kontrola — mysi
po aplikaci standardni stravy, VDP28 — mysi po aplikaci P v koncentraci 0,1 % po dobu
28 dni, NDP28 — mysi po aplikaci P v koncentraci 0,01 % po dobu 28 dni a VDP3 — mysi
po aplikaci P v koncentraci 0,1 % po dobu 3 dni. Hodnoty ptedstavuji primér =+ s.o.
Z experimentt se smésnymi mikrosomalnimi vzorky (11 zvitfat) provadénych v triplikatech.

*Statisticky vyznamné (p < 0,05).

Proteinové exprese jaternich forem mySich CYP byly kvantifikovany pomoci metody
Western blotu s vyuzitim protilatek ortolognich k lidskym CYP. Western blot byl provadén
u CYP, jejichz aktivita byla vyznamné zvySena po aplikaci P (formy CYP odpovidajici
lidskému CYP1A2, CYP2A6, CYP2C19, CYP2E1, a CYP3A4). Vysledky jsou ukazany
na obrazku 21. Imunodetekci proteint CYP2C/2C19 a CYP2E1 byla ovéfena hladina
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enzymovych aktivit: signifikantné vys$si mnozstvi téchto proteinti bylo stanoveno u skupiny
VDP3; v ptipad¢ CYP2E1 také u skupiny VDP28 ve srovnani s kontrolni skupinou.
Na druhou stranu, mnozstvi proteini CYP1A2, CYP2A6 a CYP3A4 po aplikaci P bylo
s kontrolni skupinou srovnatelné nebo snizené, a¢koliv u skupin, kterym byl podavan P, byly

zjistény zvysené odpovidajici aktivity.
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Obrazek 21 — Vliv potravy obohacené VDP a NDP po dobu 3 nebo 28 dni na proteinovou
expresi vybranych CYP v jaterni mikrosomalni frakci normalnich mysi. Kontrola — mysi
po aplikaci standardni stravy, VDP28 — mysi po aplikaci P v koncentraci 0,1 % po dobu
28 dni, NDP28 — mysi po aplikaci P v koncentraci 0,01 % po dobu 28 dni a VDP3 — mysi

po aplikaci P v koncentraci 0,1 % po dobu 3 dnd.

Kvantifikace mRNA jednotlivych mysich CYP v jaterni mikrosomalni frakci (graf 10)
ukédzala signifikantni zvySeni Cypla2, Cyp2c29, Cyp2el a Cyp3al3 ve skupiné
VDP28 ve srovnani s kontrolni skupinou. Exprese studovanych gent, s vyjimkou Cyplaz2,
Cyp2el a Cyp3all byla signifikantn¢ zvysena také u skupiny VDP3. Po aplikaci NDP doslo
k indukci pouze u Cyp2c29. Exprese Cyp3all byla signifikantné snizena po aplikaci

P ve vSech koncentracich a ¢asovych intervalech.
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Graf 10 — Vliv potravy obohacené VDP a NDP po dobu 3 nebo 28 dni na expresi mRNA
vybranych CYP v jaterni mikrosomalni frakci normalnich mysi. Kontrola — mys$i po aplikaci
standardni stravy, VDP28 — mysi po aplikaci P v koncentraci 0,1 % po dobu 28 dni,
NDP28 — mysi po aplikaci P v koncentraci 0,01 % po dobu 28 dni a VDP3 —mysi po aplikaci
P v koncentraci 0,1 % po dobu 3 dni. mRNA data pfedstavuji primér + s.0. ze Sesti
jednotlivych zvirat. Signifikantné zvySené nebo snizené hodnoty oproti kontrole (p < 0,05)

jsou oznaceny hvézdickou.

5.6.2 Stanoveni enzymovych aktivit, exprese proteinii a mRNA jednotlivych forem

CYP ve stfevni mikrosomalni frakci u normalnich mysi — vliv P

V tenkém stfevé byly z divodu nedostatku vzorku stanovovany aktivity pouze tii CYP.
Srovnani specifickych aktivit a exprese vybranych tfi CYP mezi vSemi experimentalnimi
skupinami je shrnuto v tabulce 11. Aplikace P ve vSech davkach a ¢asovych intervalech
vedla ke zvySeni aktivity CYP2AS. Aktivita CYP2C/2C19 byla zvySena pouze u skupiny
VDP3. U mysi, kterym byla podavana VDP (jak po dobu 3 dnii, tak pod dobu 28 dni) doslo
Kk vyraznému nartstu v aktivit¢ CYP3A. Tato aktivita byla v mikrosomech tenkého stieva
u skupiny VDP3 az 190 krat vyssi neZ u skupiny kontrolni.

Stejné¢ jako enzymova aktivita, také exprese proteini CYP2AS, CYP2C/2C19
a CYP3A byla vyrazné zvySena u skupiny VDP3. U ostatnich skupin bylo zvySeni exprese

proteinli pozorovano pouze u CYP2AS.
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Naopak mRNA Cyp2a5 byla ve srovnani s kontrolou snizena ve vSech skupinach.
U skupin NDP28 a VDP3 byla zjisténa signifikantni indukce stfevniho Cyp2c29, zatimco
sttevni Cyp3all byla indukovana u skupin VDP28 a NDP28.

Tabulka 11 — Vliv potravy obohacené VDP a NDP po dobu 3 nebo 28 dni na specifické
aktivity a expresi vybranych CYP v mikrosomalni frakci tenkého stieva u normalnich mysi.
Data specifickych aktivit a proteinové exprese vyjadiuji primér ze dvou méfeni
se smeésnymi mikrosomalnimi vzorky (11 zvifat); data mRNA pfedstavuji pramér =+ s.o.
z experimentl se Sesti jednotlivymi zvifaty. VSechny vysledky jsou vyjadifeny jako
procento kontroly. Signifikantné zvySené nebo snizené hodnoty oproti kontrole (p < 0,05)
jsou oznaceny hvézdickou.

Kontrola VDP28 NDP28 VDP3

< Aktivita CYP2A5 100 280 148 209

g Protein CYP2A5 100 128 233 225

O mRNA Cyp2a5 100+£22  40+4%  35+6%  17+1%
. O Aktivita CYP2C/2C19 100 97 101 177
% g Protein CYP2C/2C19 100 87 39 233
2 O mRNA Cyp2c29 100+37 88+7 168 +33% 228 +21*
§ Aktivita CYP3A/3A4 100 446 102 19035

< Protein CYP3A/3A4 100 52 100 209

% mRNA Cyp3all 100+£42  183+33*% 229+45% 79+ 10

MRNA Cyp3al3 10029 62+16* 127+30 47+10*

5.6.3 Stanoveni enzymovych aktivit a exprese mRNA jednotlivych forem CYP

V jaterni mikrosomalni frakci u obéznich mysi — vliv P

Hydroxylace, O-deethylace nebo N-demethylace osmi substratli ortolognich k lidskym
formam CYP, které byly selektivné katalyzovany jednotlivymi mysimi formami CYP, byly
testovany v jaternich mikrosomech kontrolnich skupin i skupin ovlivnénych P. Specifické
aktivity CYP1A, CYP2A5, CYP2C/2C9, 2C19 a CYP2D/2D6 v mysich jatrech byly
signifikantné sniZzeny ve vSech studovanych skupinéch. Dlouhodobé aplikace VDP a NDP

wrwe
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aplikace nebyl signifikantni. Specificka aktivita CYP3A byla signifikantné zvysena u skupin
NDP28 a VDP3 0 30 % respektive 0 27 % ve srovnani s kontrolou (graf 11).
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Graf 11 — Vliv potravy obohacené VDP a NDP po dobu 3 nebo 28 dni na specifické aktivity
vybranych CYP v jaterni mikrosomalni frakci obéznich mysi. Kontrola — mysi po aplikaci
standardni stravy, VDP28 — mysi po aplikaci P v koncentraci 0,1 % po dobu 28 dni,
NDP28 —mysi po aplikaci P v koncentraci 0,01 % po dobu 28 dni a VDP3 — mysi po aplikaci
P v koncentraci 0,1 % po dobu 3 dnt. Data jsou vyjadiena jako pramér + S.0. Z experimentd
se smésnymi mikrosomalnimi vzorky (11 zvitat) provadénych v triplikatech. Signifikantné

zvysené nebo snizené hodnoty oproti kontrole (p < 0,05) jsou oznaceny hvézdickou.

Kvantifikace jednotlivych mRNA mySich CYP v jaterni mikrosomdlni frakci ukazala
signifikantni zvySeni u Cypla2, Cyp2a5, Cyp2c29, Cyp2el, Cyp3all a Cyp3al3 u skupiny
NDP28 ve srovnani s kontrolou. Exprese téchto geni (vyjma Cyp2el a Cyp3all), stejné
jako Cyp2d22 byla vyznamn¢ zvysena také u skupiny VDP3. Nejmarkantnéjsi indukce byla
pozorovana v piipad¢ Cyp3al3, jehoz exprese mRNA vzrostla 3,7 krat a 4,3 krat u skupiny
NDP28, respektive u skupiny VDP3 ve srovnani s kontrolou. Dlouhodobé podavani
VDP vyrazné expresi mRNA vybranych CYP neovlivnilo (graf 12).
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Graf 12 — Vliv potravy obohacené VDP a NDP po dobu 3 nebo 28 dni na expresi mRNA
vybranych CYP v jaterni mikrosomalni frakci obéznich mysi. Kontrola — mysi po aplikaci
standardni stravy, VDP28 — mysi po aplikaci P v koncentraci 0,1 % po dobu 28 dni,
NDP28 —mysi po aplikaci P v koncentraci 0,01 % po dobu 28 dni a VDP3 — mysi po aplikaci
P v koncentraci 0,1 % po dobu 3 dni. mRNA data pfedstavuji pramér +s.0. ze Sesti
jednotlivych zvifat. Signifikantné zvySené nebo sniZzené hodnoty oproti kontrole (p < 0,05)

jsou oznaceny hvézdic¢kou.

5.6.4 Stanoveni enzymovych aktivit a exprese mRNA jednotlivych forem CYP

ve stfevni mikrosomalni frakci u obéznich mysi — vliv P

V mikrosomadlni frakci tenkého stieva u obéznich mysi byly z diivodu nedostatku vzorki
testovany pouze dvé specifické aktivity. Zatimco specificka aktivita CYP3A vzrostla
az 0 79 % oproti kontrole u skupiny NDP28, aktivita CYP2C/2C19 byla mirn¢ snizena
u skupin VDP28 a VDP3 (data nejsou ukazana).

Na druhou stranu, mRNA bylo méfeno u vSech sledovanych CYP a jejich hladiny
se v ramci skupin signifikantné lisily (tabulka 12). Pokud srovname experimentalni skupiny
se skupinou kontrolni, doslo ke snizeni exprese Cyp2c29 u skupin VDP28 a VDP3 0 71 %
respektive 0 81 %. Kratkodobé podavani VDP zapficinilo signifikantni snizeni exprese
Cyp2c29, Cyp2d22 a Cyp3al3. Exprese stievniho Cyp2a5 a Cyp2el byla signifikantné
snizena u vsech tii experimentalnich skupin. Naopak vyznamna indukce stfevniho Cyp3all

byla pozorovana pouze u skupiny NDP28.
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Tabulka 12 — Vliv potravy obohacené VDP a NDP po dobu 3 nebo 28 dni na expresi
mRNA vybranych CYP v mikrosomalni frakci tenkého stfeva u obéznich mysi. Kontrola
— myS$i po aplikaci standardni stravy, VDP28 — mysi po aplikaci P v koncentraci
0,1 % po dobu 28 dni, NDP28 — mysi po aplikaci P v koncentraci 0,01 % po dobu 28 dni
a VDP3 — mysi po aplikaci P v koncentraci 0,1 % po dobu 3 dnli. mRNA data piedstavuji
primér + S.0. ze Sesti jednotlivych zvifat. Signifikantné¢ zvySené nebo snizené¢ hodnoty

oproti kontrole (p < 0,05) jsou oznaéeny hvézdickou.

MRNA
Kontrola VDP28 NDP28 VDP3
Cyplal 100 £ 21,57 137 £ 26,74 169 + 54,34 109 + 33,89
Cyp2a5 100+ 21,60 249 +93,23* 656 + 103,67* 492 + 123,44
Cyp2c29  100+43,05 29+ 18,08* 70 +33,10 19 + 4,09*
Cyp2d22 100 + 25,43 93 +£ 22,88 84+ 11,15 34 +12,10*

tenké stievo

Cyp2el 100 +£22,10 312 +84,71* 484 +79,56* 157 + 15,64*
Cyp3all 100+20,79 151 +78,18 204 + 59,30* 71 £28,83
Cyp3al3d 100+23,59 159 +49,90 122 + 41,57 59+16,61%

5.7 VIiv samotné obezity na vlastnosti CYP v jaterni a stievni

mikrosomalni frakci in vivo

5.7.1 Stanoveni enzymovych aktivit jednotlivych forem CYP v mysi jaterni

mikrosomalni frakci

U obéznich mysi, jimZ byl aplikovan GS, byl pozorovan zvyseny specificky obsah CYP
(graf 13). Abychom ziskali informace o podilu jednotlivych forem CYP zodpovédnych
za tento nartst, byly studovany specifické aktivity téchto forem (graf 14). Enzymové¢ aktivity
forem CYP, které¢ patti do podrodin CYP2C a CYP2D se u normalnich a obéznich mysi
nelisily. Na druhou stranu, aktivity CYP1A2, CYP2A5, CYP2E1 a CYP3A byly
signifikantné zvySeny u obéznich mysi ve srovnani s kontrolnimi myS$mi. Nejvyznamnéjsi
nartst s hlediska metabolismu 1é¢iv byl pozorovan v piipadé stanoveni aktivity CYP3A
(az na 150 %). Nicmén¢ nejmarkantnéjsi zvySeni ze vSech studovanych CYP bylo zjisténo
u aktivity CYP2AS5 (ortologni k lidskému CYP2A6). Jeho aktivita byla 3,5 krat vyssi

U obéznich mysi ve srovnani s mySmi kontrolnimi.
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Graf 13 — Specificky obsah CYP (nmol/mg proteinu) v jaterni mikrosomalni frakci
kontrolnich a obéznich mysi. Hodnoty pfedstavuji prumér + s.0. z experimentd se smésnymi
mikrosomélnimi vzorky (11 kontrolnich; 11 obéznich) provadénych v triplikatech.

*Statisticky vyznamné (p < 0,05).
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Graf 14 — Enzymova aktivita jednotlivych forem CYP ve smésné jaterni mikrosomalni
frakci kontrolnich (11 zvifat) a obéznich mysi (11 zvifat). Hodnoty ptedstavuji
prumér + S.0. Z experimenti provadénych v triplikatech. Data jsou vyjadiena jako procento

kontroly. Signifikantni zvySeni ve srovnani s kontrolou (p < 0,05) je ozna¢eno hvézdic¢kou.
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5.7.2 Srovnani exprese proteintt CYP a odpovidajici mRNA v mysi jaterni

mikrosomalni frakci u normalnich a obéznich mysi

Exprese jaternich forem CYP na urovni proteint byla vice ¢i méné v souladu s métenymi
aktivitami (srov. graf 14 a graf 15). ZvySena exprese proteinu CYP2AS5 (odpovidajici
aktivit¢ enzymu CYP2A, konkrétné 7-hydroxylase kumarinu), ktera byla stanovena
metodou Western blotu, korespondovala se zvySenou aktivitou. ZvySena exprese byla
pozorovana také u proteint CYP2E1 a 3A (graf 15).

Na hladiné mRNA (graf 16) bylo zjisténo pro vétsinu forem CYP piiblizn€ stejné
mnozstvi ve srovnani kontrolnich a obéznich mysi. Na druhou stranu, zvysena exprese genu
Cyp2a5 byla v souladu s proteinovou expresi a enzymovou aktivitou. Trend zvySené exprese

MRNA CypZ2el byl také pozorovan, avsak nesignifikantni.
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Graf 15 — Proteinova exprese jednotlivych forem CYP ve smésné jaterni mikrosomalni
frakci kontrolnich (11 zvifat) a obéznich mysi (11 =zvifat). Hodnoty predstavuji
pramér =+ S.0. Z experimenti provadénych v triplikatech. Data jsou vyjadiena jako procento

kontroly. Signifikantni zvySeni ve srovnani s kontrolou (p < 0,05) je oznac¢eno hvézdic¢kou.
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Graf 16 — Exprese mRNA jednotlivych forem CYP v jaterni mikrosomalni frakci
kontrolnich (6 jednotlivych zvifat) a obéznich mys$i (6 jednotlivych zvifat). Hodnoty
pfedstavuji primér + s.0. Z experimentli provadénych v triplikdtech. Data jsou vyjadiena
jako procento kontroly. Signifikantni zvySeni ve srovnani s kontrolou (p < 0,05) je oznac¢eno

hvézdickou.

5.7.3 Zmény exprese vybranych CYP v mikrosomalni frakci tenkého a tlustého

stteva u mysi

V tenkém stfevé se hodnoty exprese CYP lisily od téch ziskanych v jaterni mikrosomalni
frakci; na hladin€ mRNA nebyly u stanovovanych CYP zjistény Zadné signifikantni zmény.
MnozZstvi odpovidajiciho proteinu v tenkém stfevé bylo také stanoveno, ale pouze
pro n€kolik forem CYP, a to z divodu nedostatku vzorkt. Exprese CYP2AS5, CYP2C
a CYP3A odpovidaly hladiné mRNA piislusnych gent. Jinymi slovy, nevykazovaly
vyznamné zmény. U té€chto tfi enzyml byla stanovena také aktivita, kterd stejné jako
u vysledku exprese nevykazovala zadné signifikantni zmény (tabulka 13).

Vzhledem ktomu, Ze vysledky exprese a aktivity CYP nevykazovaly zadné
vyznamné zmeény v mikrosomalni frakci tenkého stfeva mezi kontrolnimi a obéznimi
mySmi, byla analogicky provedena studie i v mikrosomalni frakci tlustého stfeva. Tato
studie byla provedena z divodu ziskat komplexnéjsi obraz na expresi a aktivitu forem CYP
podél gastrointestinalniho traktu. Zajimavé je, Ze v tlustém stfevé byl pozorovan narast

exprese MRNA Cyp2el, ale také snizeni exprese Cyp3all (tabulka 13).
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Tabulka 13 — Enzymové aktivity, exprese proteinu a mRNA forem CYP v tenkém

a tlustém stfeveé kontrolnich a obéznich mysi.

Enzymové aktivity Hladiny proteini MRNA
Kontrolni Obézni Kontrolni Obézni Kontrolni Obézni
mysi mysi mysi mysi mysi mysi
1A1/2 n.m. n.m. n.d. n.d. lal 100+5,6 115 7,9
2A5 100+ 5,6 103 + 8,9 100+ 5,1 9+7,5 2a5 100+24 115+7,8
2b10 100+£2,9 95+9,8
% 2C/2C9 n.d. n.d. 100 £ 7,6 99+29 2c29 100+6,5 138+18,6
E 2C/2C19 100+9,4 135+12,6 100 + 6,6 109 + 8,3 2c38 100+5,2 91 £15,6
fg 2D/2D6 n.m. n.m. n.d. n.d. 2d22 100=+5,8 136 £23.4
i 2E1 n.m. n.m. 100 +4,8 111+7,3 2el 10077 114+ 6,8
3A 100 + 8,9 136 + 14,8 100 £9,1 122 + 8,9 3all 100+3.3 92 +6,6
3al3 100=x5,2 90+7,6
1A1/2 n.m. n.m. n.d. n.d. lal 100+5,4 101 +3,6
2A5 n.m. n.m. 100+ 10,3 86 +8,9 2a5 100+ 1,8 98 +11,3
2b10 100+3,1 102+4,4
% 2C/2C9 n.m. n.m. 100 £ 8,6 80+£10,9 2c29 100=x4,8 92 +4,1
7 2crpcly nm n.m. 1004159  144+18,1
Z 20/2D6  nm. nm. nd. nd. 2d22 100+ 1,7 106+ 4,8
N 2E1 n.m. n.m. 100+ 9,5 77+93 2el  100+£5,6 119 £5,0*
3A n.m. n.m. 100 £ 7,6 107+ 7,1 3all 100+2,1 72 + 14,7*
3al3 100=x4,5 109 + 28,5

Enzymové aktivity a hladiny proteint predstavuji primeér + s.o. z experimentli provadénych
v triplikatech méfenych ve smésnych vzorcich mikrosomalni frakce (11 kontrolnich
a 11 obéznich mysi). Data mRNA predstavuji prumér + s.o. z 6 jednotlivych zvirat. Data
jsou vyjadiena jako procento kontroly. Kviili nedostatku experimentalniho materialu mohla
byt srovnavana pouze nékterd data v mikrosomalni frakcitenkého a tlustého stieva.
Signifikantni zmény v porovnani s kontrolou (p < 0,05) jsou oznaceny hvézdic¢kou.

n.m. — neméfeno; n.d. — nedetekovano.
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6 DISKUZE

Jedna ze studii, kterou predkladam ve své disertacni praci, se zabyva vlivem piipravka
zlatobylu obecného na aktivitu enzymi CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4.
Vysledky ziskané s jaternimi mikrosomy by mohly odpovédét na otazku, zda jsou vlivem
ptipravkl zlatobylu obecného ovlivnény jaterni enzymové aktivity; studie s primarnimi
kulturami lidskych hepatocytii by zase mohla naznacit potencidlni indukei nebo inhibici
CYP v lidskych jatrech. Vysledky nam ukézaly, ze zlatobyl obecny vyznamné neovliviiuje
aktivity biotransformacnich enzymi, a to jak v mikrosomalni frakci jater, tak v lidskych
hepatocytech. Exprese proteintl, které odpovidaji studovanym CYP v primérnich kulturach
lidskych hepatocytii, rovnéz potvrzuje, ze za danych experimentalnich podminek ke zménam
hladin téchto proteinti nedochazi.

V souvislosti s roz§ifovanim alternativnich a dopliikovych piipravki po celém svéte
Vv posledni dob¢ neustale roste poptavka po bylinnych ptipravcich a doplicich stravy.
Z divodu rostouciho poctu aplikaci téchto ptipravku roste i pravdépodobnost souc¢asného
uzivani 18¢ivi%17 Caje z bylin se uzivaji jako dopliiky stravy, prevence proti onemocnéni,
ale také k 1é¢b& nemoci’’. Velmi oblibenym napojem je zeleny &aj. Vzhledem k jeho
diuretickému ucinku je vSak velmi dilezité sledovat soucasnou konzumaci tohoto caje
a nékterych 1é¢ivi’2. Bylinné piipravky s diuretickymi uéinky by mohly mit vliv na aktivitu
biotransformacénich enzymi, ¢imZ by mohly ovliviiovat i farmakokinetiku a u¢innost 1é€iv.
Tento divod byl pravé impulzem k provedeni této studie, kterd sledovala vliv zlatobylu
obecného (jedné ze slozek piipravku Urinal Akut) na vlastnosti enzymi metabolizujici

1é¢iva.

Dalsi ptirodnim zdrojem flavonoidi, kterym jsme se zabyvali, byla brusnice bortvka, ktera
je povazovéna za jeden z nejbohatSich zdrojii antokyantd. Existuje stale vice dikazu, které
naznacuji, Ze strava bohatd na bobulové ovoce chrani organismus proti rakoving,
kardiovaskuldrnim onemocnénim i neurodegenerativnim chorobam®. V roce 2011 vysla
zajimava studie®”, ktera zkoumala, zda extrakt z brusnice bortivky zmirni svédéni u mysiho
modelu chronické kontaktni alergické dermatitidy. Z této studie vyplyva, ze brusnice
borlivka muize byt prospésnd také pii 1écbé chronického svédéni, které miize nastat

U pacientil trpicich zanétlivymi koZznimi chorobami, jako je atopick4 dermatitida.
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My jsme se v nasi studii zabyvali vlivem vzorku brusnice borivky na aktivity

jaternich CYP. Vzorek brusnice boruvky byl pouzit pro zjisténi potencialni inhibice

Pti pouziti koncentrace 0,006 mg antokyant na 1 ml reakéni smési (odpovida asi 1 kg ploda
boriivek) a vice doslo K signifikantnimu snizeni té€chto aktivit za pouziti substratu warfarinu.
V ptipad¢ pouziti specifickych substrati pro stanoveni aktivit CYP1A2 a CYP3A4
(fenacetin, respektive testosteron) byla pozorovana inhibice zavisla na koncentraci; tj. ¢im
vyss§i koncentrace antokyant byla v reakéni smési piitomna, tim vyssi inhibice studovaného
enzymu byla pozorovana. Existuje in vitro studie, ktera prokazala inhibici aktivity CYP3A
a CYP2C9 vlivem boriivkového dzusu’*. Woll'"® ve své diplomové praci popsala, ze extrakt
Z brusnice bortivky ovlivnil aktivity CYP1A a CYP3A v prase¢i mikrosomalni frakci jater
in vitro, v zavislosti na pohlavi. 1 kdyz je oralni biologickd dostupnost antokyanu
a antokyanidinii nizkd, slouceniny obsazené v potravé mohou pisobit jako G¢inné inhibitory
za predpokladu, ze jsou schopny proniknout do intestinalnich epitelovych bunék. Proto vliv
antokyant a antokyanidint na metabolické zpracovani 1é€iv pomoci CYP3 A4 je také zavisly
na transportu do epitelu stievnich bungk*’®.

Odvar z ibisku je velmi popularni zejména pii piipravé domacich osvézujicich
napoju a pouziva se také jako 1€k na rtiznd onemocnéni. ZvIasté¢ pozoruhodné jsou rizné
védecké poznatky, které podporuji jeho diureticky a antihypertenzni potencial. Z tohoto
hlediska neni neobvyklé, Ze pacienti, ktefi jsou l1éceni na hypertenzi, soucasné€ uzivaji také
napoje z ibisku sudanského, a to bez ohledu na moznost interakci mezi touto bylinou
a 1é¢ivem®™.

Studie, ktera pouzivala etanolicky extrakt aplikovany na lidské mikrosomy, vedla
k zavéru o inhibici vSech studovanych aktivit enzymi CYP, véetn¢ CYP1A2, CYP2C9
vliv riznych davek vodného extraktu z ibiSku sudanského na nékteré CYP zjistila, Ze ani
jedna z davek neovlivnila jak celkovy obsah CYP, tak aktivity studovanych CYP. Mezi
studovanymi enzymy CYP byly také CYP1A2 a CYP3A4. Diivod, ktery vede k odlisnosti
vysledka aktivit je pravdépodobné provedeni experimentl za rtiznych podminek a také
pouziti odliSného extraktu (etanolicky vs. vodny a disledky vlivu etanolu na enzymové
aktivity)t’’.

Nase studie se zabyvala vlivem vodnych roztokii odvaru a vyluhu z ibisku
sudanského na lidskou mikrosomalni frakci jater. Z vysledk plyne, Ze doslo

k signifikantnimu snizeni aktivity CYP3A4. Dalsi studované aktivity (CYP1A2 a CYP2C9)
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ovlivnény nebyly. VSechny aktivity byly méfeny pomoci substratu warfarinu. Soucasné
podavani vodnych roztoki odvaru ¢i vyluhu z ibisku sidanského a 1é¢iv metabolizovanych
CYP3A4 by teoreticky mohlo ovlivnit metabolismus daného 1é¢iva. Nicméné je tieba
se zapojuji do metabolismu warfarinu. VVzhledem k tomu, ze S-warfarin je specifickym
substratem pro stanoveni aktivity CYP2C9, bylo by vhodné provést stanoveni aktivit
CYP1A2 a CYP3A4 také s jejich specifickymi substraty; tj. fenacetinem pro CYP1A2,
testosteronem pro CYP3A4. Stanoveni aktivity CYP3A4 pomoci substratu testosteronu
by bylo vhodné provést zejména proto, aby se potvrdila zjisténa inhibice aktivity v piipadé

pouziti warfarinu jako substratu.

Brusinky jsou dal§im zdrojem G¢innych latek, zejména flavonoidu. Brusinky by mohly byt
klasifikovany jako ,,funk¢ni potravina®, a to zejména proto, Ze poskytuji vyvhody nad ramec
zakladni vyzivy a mohou hrat také roli pii snizovani nebo minimalizovani rizika n€kterych
onemocnéni a dalsich zdravotnich stavi®. Nicméné je tfeba znat vSechny udaje z in vivo,
in vitro i klinickych studii, které dohromady mohou naznacit moznost vzniku interakci mezi
potravinou a 1é¢ivem jak u normadlnich, tak obéznich jedinci, véetné nezadoucich uc¢inkda.
Podle in vitro udaji z literatury je zfejmé, Ze brusinkovy dzus ma potencial inhibovat aktivity
CYP vlidskych jaternich mikrosomech (CYP3A/midazolam!’®, CYP2C9/warfarin!’®
a CYP2C9/diklofenak®). Nicméné se ukazalo, Ze brusinkovy dzus neinhibuje CYP2C9
VvV takovém mnozstvi ve srovnani s jinymi ndpoji, jako je grepovy dZus, dzus z granatovych
jablek nebo ¢aj; naopak jeho potencial inhibovat aktivitu CYP3A4 in vitro se zda byt
podobny nebo dokonce lepsi®el,

Na druhou stranu byly pozorovany rozdily mezi vysledky in vitro a in vivo studii.
| ptesto, Ze vlivem brusinkového dzusu dochazi k inhibicim CYP za podminek in vitro,
neexistuji zadné klinické studie, které by ukazovaly, Ze by metabolismus midazolamu,
warfarinu ¢i diklofenaku byl inhibovan pfislusSnymi enzymy (CYP3A4, respektive
CYP2C9)1"818 Pokus o objasnéni rozdiléi mezi vysledky za in vitro a in vivo podminek byl

uveden v prehledném ¢lanku’®

a vychazi predev§im znizké biologické dostupnosti
flavonoidu za in vivo podminek.

Existuje mnoho sloZek brusinkového extraktu, nicméné hlavnim cilem této studie
bylo zjistit vliv brusinkového extraktu jako celku na expresi a aktivitu CYP v jatrech
a tenkém stfev€ normalnich a obéznich mysi. Byla pozorovana pfima korelace mezi mRNA,

proteinovou expresi a aktivitou CYP3A a CYP2E1 u normdlnich mysi. V ptipadé téchto
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forem CYP byl obdrzen jasny nartst v expresi mRNA, proteinu a aktivité. Bylo zjisténo,
7e mnoho flavonoidt je silnymi induktory riiznych CYP!82184 Mechanismus indukce CYP
vlivem flavonoidi by mohl byt vysvétlen nékolika cestami, véetné pfimé stimulace genové
exprese prostiednictvim specifického receptoru a/nebo stabilizace mRNA nebo
proteinu®18, Je také znamo, ze indukce je z4visla na koncentraci flavonoidii, napiiklad pti
niz8ich koncentracich mohou flavonoidy piisobit jako antagonisté aryluhlovodikového
receptoru (AhR), které se vazi na receptor bez aktivace transkripcniho faktoru, zatimco pii
vysSich koncentracich mohou stejné flavonoidy fungovat jako agonist¢é AhR modulujici
genovou expresit®’. Také mezidruhové rozdily mohou hrét roli'®, Kromé toho nelze vylougit
ani ,,crosstalk® mezi receptory a mozné zapojeni regulacnich drah, jako je Wnt/B-kateninova
regulaéni draha v expresi CYP189190,

Je také tfeba poznamenat, Ze experimenty popsané v této praci byly provedeny
in vivo na mysich jako experimentalnim modelu. V tomto experimentu byly studovany jak
exprese mRNA, proteinu, tak enzymova aktivita. Narast exprese mMRNA Cyp3a
a odpovidajiciho mnozstvi proteinu a zvySeni aktivity, které bylo zjisténo V jaternich
vzorcich u normdlnich mysi, miize byt vysvétlen vlivem brusinkového extraktu na slozité
regulaéni drahy, jako tomu bylo u kvercetinu v pracit®t. U modelu GS mysi byla pozorovéna
zvySena aktivita CYP3A i genova exprese. Nicméné v tenkém stfevé GS mysi je situace
odli$nd, tzn., Ze byla pozorovana snizena exprese mRNA Cyp3a a odpovidajiciho proteinu.
Tento vysledek muize byt vysvétlen odliSnou regulaci exprese proteini CYP ve stieve
a Vv jatrech; také ptitomnost stfevni mikroflory mize hrat roli'®2,

Interpretace vyznamného nardstu mRNA Cyp2el a stejné tak exprese proteinu
a aktivity u normalnich mysi miize pramenit z toho, Ze tento protein je také regulovan mnoha
drahami, vcetné transkripéni aktivace, stabilizace mRNA, zvySené ucinnosti translace
mRNA, sniZeni degradace proteinu a stabilizace proteinu®®1%21% V tenkém stievé byl
pozorovan pouze trend zvySeni mRNA Cyp2el u normdélnich mysi a exprese proteinu
U normalnich i obéznich mysi. U ostatnich studovanych forem CYP nebyly prokdzany zadné
vyznamné zmény, ackoliv zde byly nékteré trendy jako napiiklad zvySeni exprese proteinu
a MRNA Cyp2c v jaternich vzorcich u normélnich i obéznich mysi. Vysledky ukazuji,
ze alespon v nékterych ptipadech existuje vliv brusinkového extraktu na expresi a aktivitu
forem CYP (CYP3A, CYP2EL) v jaternich a stfevnich mikrosomech normalnich mysi.
Mechanismy téchto zmén jsou, jak jiz bylo zminéno, velmi slozité a mély by byt v budoucnu
studovany pomoci metod zamétenych na jednotlivé regulacni drahy. Odpoveéd’ na hlavni

otazku tykajici se moZného vlivu brusinek na farmakokinetiku 1é¢iv je pravdépodobné
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jasngjsi. Podle vysledki nasi in vivo studie zamétené na jednotlivé CYP u experimentalnich
zvitat a stejné tak podle vysledkt studii vlivu brusinkového dZzusu na metabolismus rtiznych
16¢iv u ¢loveka (shrnuto v®) se nezda, Ze by mohlo dojit ke klinicky vyznamnym lékovym
interakcim, pokud jsou davky jak 1é¢iva, tak ovoce v rozsahu bézného nebo doporué¢eného

pouziti. Zmény v potravé mohou nicméné vzdy ovlivnit expresi a aktivitu jaternich enzymi.

Cilem in vivo studie, ktera se zabyvala vlivem katechint ze zeleného ¢aje v ruznych davkach
na CYP u mysi, bylo pfinést komplexni informace o interakcich studovanych CYP
s extraktem ze zeleného Caje v jaterni i stfevni mikrosomalni frakci norméalnich a obéznich
mysi. Pro tento experiment byla pouzita komeréné dostupna forma extraktu ze zeleného caje,
Polyfenon 60 (P), ktery byl schvalen pro klinické studie (pro simulaci konzumace napoje
ze zeleného ¢aje a/nebo dopliikil stravy obsahujicich P). Katechiny jsou obvykle uzivany
oraln¢, a proto byla tato cesta vybrana jako nejvhodné;jsi. Tti testované davky reprezentovaly
tii mozné situace: pravidelnd konzumace 2-3 S§alki zeleného caje za den
(10 mg katechint/kg télesné vahy, tj. pfiblizné 800 mg/Eloveéka) a nadmérna konzumace
extraktu ze zeleného Caje v dopliicich stravy (100 mg katechinl/kg té€lesné vahys, tj. ptiblizné
8 g/Cloveéka) po dlouhou (28 dni) nebo kratkou (3 dny) dobu. Jedna kapsle dopliku stravy
muze obsahovat az 1 000 mg katechind, zatimco jeden Salek zeleného caje obsahuje
200- 300 mg katechini!®. U starsi populace je pravdépodobnéjsi uzivani doplitkii stravy
a/nebo piirodnich produktil®®, a proto byly sedmimési¢ni mysi pouZity jako model této
populace.

Vsechny polyfenoly v potravé, véetné katechint, jsou V lidském téle znacéné

metabolizovany plisobenim biotransformaénich enzymu!%1%

, @ timto zptisobem mohou
katechiny soutézit s jinymi substraty (napf. léky, jinymi xenobiotiky a né&kterymi
endogennimi slouc¢eninami). Kromé& toho katechiny mohou inhibovat biotransformacni
enzymy také nekompetitivnim mechanismem?%1%° Navic katechiny jsou schopné zvysovat
expresi riuznych biotransformacnich enzymi prostfednictvim nékolika signalnich
transdukénich drah. Z tohoto divodu mtize vysoky piijem katechinti ovlivnit metabolismus
a ucinnost 1éciv a jinych xenobiotik. V dusledku vySe uvedenych skutecnosti byla modulace
hladin téchto enzymt vlivem katechini a moznych Iékovych interakci intenzivngé
studovana®®,

Jaterni a stfevni vzorky byly studovany soucasné, abychom obdrzeli komplexné;si

vvvvvv

se zaméftila pouze na jaterni vzorky, zatimco stfevni byly vynechany.
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U skupiny NDP28, kterd simuluje pravidelnou konzumaci zeleného caje, bylo
zjisténo zvyseni aktivit jaternich enzymi CYP u normadlnich mysi, ortologti lidskych
CYPI1A2, CYP2El a CYP3A4 oproti kontrole. Mysi z této skupiny vykazovaly také
zvysSenou aktivitu mysiho enzymu CYP2AS5 ve stievnich vzorcich. Vzhledem k tomu,
ze pozorované zmény v aktivitdch biotransformacnich enzymil u normalnich jedinct byly
mirné, da se predpokladat, ze pravidelnd konzumace zeleného ¢aje nebude mit vliv
na farmakokinetiku a G¢innost 1é¢iv u normalnich (hubenych) pacientt. V souladu s touto
skutecnosti extrakt ze zelené¢ho Caje (pfiblizné 10 mg/kg/den, po dobu 14 dni) vyznamné
nezménil vlastnosti CYP3A4 a CYP2D6 u lidskych dobrovolnikii?®.

Naopak aktivity jaternich forem CYP u obéznich mysi, forem ortolognich k lidskym
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP2E1 byly signifikantng snizeny
ve srovnani s kontrolou. SniZeni hodnot aktivit CYP by mohlo odraZet jejich inhibici vlivem
katechintl, ktera byla obdrzena in vitro!®®. Nicméné aktivity jaterniho a stejné tak stfevniho
enzymu CYP3A, nejdilezit&jsi formy CYP v metabolismu 16¢ivi%, byly vyznamné zvyseny
a odpovidaly indukci mRNA Cyp3all a Cyp3al3 v jatrech. Exprese a aktivita CYP3A byla
signifikantné  vyS$§i u obéznich mys$i ve srovnani s normalnimi mySmi
(vysledky v grafu 14 a 15); zvySena exprese a aktivita CYP3A vlivem P by mohla vést
k selhani 1écby a/nebo k vysSimu vyskytu vedlejSich ucinkd u obéznich jedincu, ktefi
pravidelné piji zeleny caj, protoze forma CYP3A4 je zodpovédnd za biotransformaci
pfiblizn€ 50 % vSech podavanych 1é¢iv. Navic zvySeni aktivity lidského CYP3A4 mize
piispivat ke zvySenému vyskytu potratli u obéznich Zen, protoze CYP3A a také CYP2C jsou
podskupiny CYP, které jsou zodpovédné za metabolickou inaktivaci progesteronu,
coz je hormon podporujici téhotenstvi?®2. Jaterni exprese genti Cypla2, Cyp2a5, Cyp2c29,
ale také exprese genli Cyp2ab, Cyp2el a Cyp3all ve stievech byla podstatné zvySena.
Naopak exprese jaterni formy Cyp2el byla vyznamné snizena. Aktivity a exprese mRNA
ostatnich studovanych biotransformaénich enzymi nebyly ovlivnény pravidelnym ptijmem
NDP.

Hubené mysi ze skupiny VDP28, ktera pfedstavuje chronické predavkovani dopliky
stravy s vysokym obsahem katechinii, vykazovaly zvySeni aktivit pfisluSnych ortologl
lidskych CYP1A2, CYP2C19 a CYP2E1 v jaternich mikrosomech. Aktivity ostatnich
studovanych jaternich biotransformacnich enzymit se od kontrolnich vzork nelisily. U této
skupiny ve stievnich vzorcich bylo zaznamenano zvyseni aktivit mysiho CYP2AS5 (o 180 %)
aCYP3A (0 346 %) ve srovnani s kontrolnimi zvifaty. Tyto vysledky naznacuji,

ze chronicka konzumace katechinil v zeleném ¢aji v extrémné vysokych davkach by mohla
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signifikantné ovlivnit zejména stievni metabolismus xenobiotik. Z tohoto divodu by mohlo
dojit k modulaci biologické dostupnosti a uc¢innosti n¢kterych 1ékt a jinych xenobiotik.

U obéznich mysi vedlo chronické predavkovani katechiny k signifikantnimu snizeni
aktivit jednotlivych enzymti CYP ortolognich k lidskym CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 a CYP2E1 v jaternich vzorcich. Na tirovni mRNA byla zjiSténa
indukce Cyp2a5 aCyp2el ve vzorcich tenkého stfeva. Ziskané vysledky naznacuji,
ze zejména stievni metabolismus riznych 1é¢iv mize byt ovlivnén extrémné vysokymi
davkami katechinli v zeleném caji, pokud jsou podavany obéznim jedinciim.

Kratkodoby (3 dny) pfijem vysokych davek katechinh (VDP3) wvedl
k signifikantnimu nardstu aktivit jaternich enzymd, ortologti k lidskym CYP1A2, CYP2A®,
CYP2C19, CYP2EL1 a CYP3A4 oproti kontrole. V tenkém stievé byla zjisténa vyrazna
indukce aktivit ortologli lidskych forem CYP2A6, CYP2C19 a pfedev§im CYP3A4. Tyto
vysledky upozoriiuji na to, ze kratkodobd konzumace vysokych davek katechint
U normalnich jedinc by mohla ovlivnit metabolismus 1é¢iv a jinych xenobiotik, zejména
Vv tenkém stfeveé. Je zajimavé, Ze dlouhodoby pfijem vysokych davek katechinli ma méné
vyrazny ucinek nez kratkodoby.
ortolognich k lidskym CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6. Naopak aktivita
a exprese mRNA jaterni CYP3A, respektive Cyp3al3 byly podstatné zvySeny. Zatimco
MRNA Cyp2a5 (v jatrech a tenkém stieve), Cyp2c29 (v jatrech) a Cyp2el (v tenkém stieve)
bylo zvyseno; mRNA stievnich Cyp2c29, Cyp2d22 a Cyp3al3 bylo snizeno. Aktivity a/nebo
exprese dalSich biotransformacnich enzymu nebyly kratkodobym piijmem VDP ovlivnény.
Stejné jako v pfipadé¢ pravidelné konzumace zelené¢ho caje by jedinci s akutnim
pfedavkovanim katechini mohli celit zvySenému vyskytu vedlejSich ucinktl 1écby

a/nebo jejimu selhani®,

Posledni ¢ast této disertace se zabyvala vlivem experimentalné navozené obezity na aktivity
a exprese hlavnich enzyml metabolizujici 1éCiva, tj. jednotlivych forem CYP. Jako model
byl pouzit jiz zminény model mysi, jimZ byla obezita navozena aplikaci GS.

Studie o vlivu obezity na expresi CYP u experimentalnich modeld a u lidi
se V literatufe vyskytuji pouze vzacné. Nejobsahlejsi piehled na toto téma u lidi, jak jiz bylo

zminéno, byl vypracovan autory Brill a kol.%®

. Nebyly ale prezentovany zadné studie, které
by systematicky analyzovaly zmény mRNA, exprese proteinu a enzymové aktivity

jednotlivych CYP a mozné disledky pro metabolismus 1é¢iv u obéznich jedinct. V této Casti
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disertace byly sledovany souc¢asné zmény v mRNA a proteinové expresi a stejn¢ tak zmény
v aktivit¢ CYP v mysi jaterni a stievni mikrosomalni frakci. V tlustém stfevé byly pro
srovnani stanoveny pouze hladiny mRNA, a to z divodu nedostatku experimentalniho
materialu.

Vysledky ukazaly signifikantni narist mRNA jaterni formy Cyp2a5 odpovidajici
expresi proteinu CYP2AS a stejné tak zvySeni enzymové aktivity. Dale byl zjistén také trend
zvysujici se exprese proteinu CYP3A a CYP2E1. Nejasny trend zvySovani exprese proteinu,
modeld obezity, jako jsou mysi ob/ob nebo obézni Zucker potkani se zménénou funkci
leptinového receptoru, dojit ke zméné exprese enzymi CYP praveé vlivem rozvinuté obezity.
Watson a kol.}* zjistili zvysenou aktivitu enzymu CYP2A a CYP3A, coz je v souladu
snaSimi daty, zatimco vysledky pro CYP2El nebyly jednoznac¢né. V experimentu
s obéznimi Zucker potkany™®® bylo rovnéz zjisténo zvyseni exprese jaterniho proteinu
a aktivity CYP3A. Souvislost mezi obezitou, genotypem CYP2A6 a koufenim u lidi,
konkrétné u ¢inské populace naznacuje moznou souhru téchto faktorti pti rozvoji diabetu
1. typu?®,

Mechanismus indukce enzymu CYP2A u obéznich mysi je zifejmé slozitéjsi.
Nedavna zjisténi ukazuji, ze exprese mRNA Cyp2a5 u mysi je zvySena po expozici riznym
chemickym hepatotoxiniim a také za patofyziologickych podminek (napt. za zménéného
stavu lipidl a energie homeostazy nebo za zvySené hladiny bilirubinu), v nichZ jsou hladiny
vétsiny CYP bud’ beze zmény nebo snizeny?*+?%. Geny mysiho Cyp2a5 a lidského ortologa
Cyp2a6 jsou regulovany slozitym a vyjime¢nym zpusobem, kde promotorové geny
interaguji s mnoha transkripénimi  faktory aktivovanymi stresem, jako jsou
hnRNP A1l (z angl. heterologous nuclear ribonucleoprotein Al), Nrf2 (z angl. nuclear
factor-erythroid 2 p45-related factor 2), HNF4a (z angl. hepatocyte nuclear factor 4a)
nebo ANR (z angl. aryl hydrocarbon receptor)?%.

Pokud jde o zaznamenané zvySeni exprese mRNA a proteinu jaterniho CYP2EI,
jakoZz 1 0 zvySeni odpovidajici enzymové aktivity u modelu GS mysi, mélo by byt zminéno,
ze U lidi doSlo k vyznamnému zvySeni clearance riznych substrati CYP2E1 u obéznich
pacientll ve srovnani s pacienty, ktefi obezitou netrpi, coz naznacuje, 1 kdyz neptimo, indukci
aktivity CYP2E1 u obéznich jedinci®. V této souvislosti je tieba pfipomenout, e aktivita
a hladina této formy CYP je regulovana kromé transkrip¢ni aktivace také posttranslacnimi
mechanismy?%72%_ 7yysena exprese CYP2E1 byla pozorovana po zvyseni spotieby tuki

a sacharidi u potkanti, coz vede k metabolickému syndromu a obezit&?®®,
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7 ZAVERY

Predkladanad disertacni prace se zabyva vlivem piirodnich latek (zlatobylu obecného,
brusnice bortivky, ibisku stdanského, klikvy velkoplodé a zelené¢ho caje), ale také vlivem

velmi zavazné metabolické poruchy, kterou je obezita, na aktivitu, popiipadé proteinovou

vvvvvv

Z vysledkt jednotlivych experimentl vyplyvaji nasledujici poznatky a zavéry:

» Uzivani extraktu, odvaru nebo vyluhu ze zlatobylu obecného pravdépodobné
vyznamné neovliviiuje metabolismus soucasné podévanych 1éCiv za ucasti

studovanych enzymtit CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4.

» Ve vzorku brusnice boravky bylo zjisténo 10 antokyant (DEL-glu, DEL-gala,
DEL-ara, KYA-gala, KYA-ara, PET-glu, PET-gala, MAL-glu, MAL-gala, PEO-glu)
anejméné 4 antokyanidiny (DEL, KYA, PET, MAL). Inhibi¢ni pokusy ukézaly,
ze bézna konzumace brusnice bortivky pravdépodobné nevede ke klinicky zdvaznym
efektim, nicméné zvySend konzumace brusnice borGvky by mohla ovlivnit
metabolismus 1é¢iv, ktery je zprosttedkovan zejména enzymy CYP1A2, CYP2C9
a CYP3A4.

» Vodvaru a vyluhu zibiSku stdanského bylo nalezeno 7 antokyant (DEL-glu,
DEL-gala, DEL-ara, KYA-gala, KYA-ara, PET-glu, PET-gala) a nejméné
2 antokyanidiny (DEL, KYA). Uzivani odvaru a vyluhu z ibiSku stdanského
pravdépodobné nema signifikantni vliv na metabolismus warfarinu zprostfedkovany
enzymy CYP1A2 a CYP2C9. I kdyz v ptipadé aktivity CYP3A4 byla inhibice
zaznamenana, nelze S Uplnou jistotou konstatovat, ze by tato inhibice byla klinicky
vyznamna pro Clovéka, a to vzhledem k tomu, Ze warfarin neni specifickym

substratem pro CYP3A4 a vysledky nebyly zatim ovéteny.

» Vjatrech normalnich mys$i krmenych extraktem z brusinky byly zjistény
signifikantni zmény, konkrétné zvysSeni proteinové a genové exprese a aktivity

CYP3A a CYP2EL; naproti tomu, v tenkém stievé normalnich mysi bylo u mRNA
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exprese a proteinové exprese pozorovano snizeni CYP3A. Na druhou stranu bylo
zjiSténo, ze tyto zmény nejsou s nejveétsi pravdépodobnosti klinicky vyznamné
u ¢loveka, protoze by bylo pravdépodobné potieba dlouhodobé konzumace brusinek

ve velkém mnozstvi.

U modelu GS mysi krmenych extraktem z brusinky byla stanovena pro hlavni formy
CYP proteinova exprese, exprese mMRNA a enzymova aktivita. Vysledky
studovanych vlastnosti enzymt CYP vV jatrech vykazovaly s vyjimkou CYP3A,

kde doslo ke zvyseni exprese mRNA a aktivity, nesignifikantni zmény.

Podavani extraktu ze zeleného ¢aje normalnim mySim in vivo Vv nizkych davkach
zpusobilo pouze mirné zmény nékterych aktivit enzyml metabolizujicich 1éciva.
Kazdodenni konzumace zeleného ¢aje v rozumném mnozstvi se proto zda byt
bezpe¢na a nedaji se také predpokladat zadné vyznamné interakce mezi katechiny
obsazenymi v zeleném c¢aji a souCasné¢ poddvanymi lécivy. Na druhou stranu
konzumace vysokého mnozstvi P ze zeleného ¢aje muze vést k vyznamné indukci
nékterych biotransformaénich enzymt, zejména CYP3A v tenkém stievé a mohla

by tedy ovlivnit farmakokinetiku a i¢innost podavanych 1é¢iv.

U modelu GS mysi doslo po ovlivnéni extraktem ze zeleného €aje k signifikantnim
zméndm (s vyjimkou CYP3A k poklesiim) nékterych aktivit a/nebo exprese enzymu
metabolizujicich  1é¢iva, zejména v jatrech, které by mohly mit vliv

na farmakokinetiku a u¢innost soucasné uzivanych 1é¢iv a jinych xenobiotik.

MRNA, proteinova exprese a enzymova aktivita CYP u my$iho GS modelu jsou
ovlivnény obezitou zfejmé slozitym zplsobem, ktery mize u lidi vést ke zménéné
farmakokinetice 1é¢iv. Model GS mysi vykazoval signifikantné zvySenou expresi
a aktivitu mySiho CYP2AS v jatrech a trend ke zvySeni byl pozorovan také u forem

CYP2E1 a CYP3A.
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