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1 UVOD

Doplitkky stravy a ruzné bylinné piipravky se stavaji stale vice oblibenym
zpusobem, jak se Clovek snazi prospét svému organismu a zdravi. Prodej téchto
piipravki ovSem neni nijak regulovan, @ ma k nim tedy pftistup kazdy. Problémem je, ze
ucinné latky z dopliku stravy i z bylin jsou pro nas organismus xenobiotiky stejné jako
napt. 1éCiva, a jsou tedy metabolizovany obdobnymi metabolickymi cestami za tcasti
stejnych enzymii. Soucasna konzumace 1é¢iva s nékterymi piirodnimi produkty pak
muze vyvolat nezadouci 1ékové interakce na trovni metabolismu a zkomplikovat tak
1é¢bu daného pacienta vyvolanim nepfijemnych nezadoucich G¢inkt, nebo dokonce
naprostym selhanim dané terapie.

Prvni rostlinou, kterou jsem se zabyvala v diplomové praci, je extrakt ze zlatobylu
obecného s hlavni u¢innou latkou leiokarposidem. Zlatobyl obecny je vytrvald bylina,
kterd se v lidovém lékafstvi vyuzivd zejména k lécbé mocovych cest a zanétlivych
onemocnéni. Jeho priznivé ucinky na lidsky organismus byly hojné studovany.
V soucasné dob¢ je prodavan ve formé bylinnych ¢aji a je pridavan do doplinka stravy
pro zdravi mocovych cest.

Dal$im studovanym pfirodnim produktem byly plody brusnice borivky, které
obsahuji velké mnozstvi anthokyanii. Plody jsou hojné konzumovany Vv nejriznéjSich
upravach a uz od pradavna vyuzivany k 1é¢bé prijmia a pii diabetu jako podptirné
antidiabetikum. Kromé plodi je v lidovém lékatstvi vyuzivano 1 listl brusnice boravky.

Vzhledem k vyse uvedenym okolnostem se v ramci své diplomové prace vénuji
vlivu téchto vybranych ucinnych latek na jaterni cytochromy P450, které jsou
povazovany za nejvyznamngj$i biotransformaéni enzymy [. fidze metabolismu
xenobiotik. Ke studiu vlivu na tyto enzymy bylo vyuzito modelovych 1é€iv, specificky

pfeménovanych ur¢itym cytochromem P450 na specificky produkt.



2 TEORETICKA CAST

2.1 DOPLNKY STRAVY

Podle zakona Ceské republiky (Zakon o potravinach a tabakovych vyrobcich a o
zméné a doplnéni nékterych souvisejicich zakonu 110/1997 Sbh. (1)) se dopliikem stravy
rozumi potravina, jejimz ucelem je dopliovat béznou stravu, a ktera je koncentrovanym
zdrojem vitaminl a minerdlnich latek nebo dalSich latek s nutricnim nebo
fyziologickym uc¢inkem, obsazenych v potraviné samostatné¢ nebo v kombinaci, uréena
k piimé spotiebé v malych odmétenych mnozstvich. Z biochemického pohledu jsou
vétSinou dopliky stravy, stejné jako napt. 1€Civa, pro organismus latky cizorodé (tzv.
xenobiotika) a mély by byt z téla vylouceny (2,3).

Z obecného pohledu mizeme xenobiotika rozdélit na ptirodni latky, které mayji
pivod v jinych zivych organismech (pfirodni barviva, alkaloidy, polyfenoly, atd.)
a latky uméle vyrobené (prumyslové kontaminanty, pesticidy, aditiva Vv potravinach,

farmaka) (3).

2.1.1 Zlatobyl obecny

Zlatobyl obecny, jinak také celik zlatobyl, lat. Solidago virgaurea L., je rostlina
patiici do celedi hvézdnicovité (Asteraceae) (obr. 1). Vyskytuje se na celé severni
polokouli, zejména v mirném pasmu, jak v nizinach, tak i ve vySe polozenych mistech.
Zlatobyl obecny roste predevSim na suchych svétlych stranich, pasekéach a v lesich.
V Ceské republice je rozsifeny predeviim v nadmoiskych vyskach od 300-800 m. (4,5)

Zlatobyl obecny je vytrvald bylina s lodyhou az metr vysokou a kratkym silnym
kofenem. Kvete zlutymi kvéty, které jsou uspotadany do ubort a dale do latovitych

kvétenstvi. Plody této rostliny jsou pyfité nazky. (4,5)

2.1.1.1 Obsahové latky

Zlatobyl obecny obsahuje celou fadu zajimavych biologicky aktivnich latek, které
mohou ovlivitovat lidské zdravi. Mezi jeho G¢inné latky muzeme zatadit flavonoidy,
které tvori asi 1-1,5 % celkového mnozstvi suSiny V zdvislosti na casti rostliny.

Flavonoidy jsou chemicky Sirokou skupinou latek, které vykazuji piredevSim

10



Obr. 1 — Solidago Virgaurea (8).

antioxida¢ni ucinky, nicméné in vitro také protiinfek¢ni, antialergické, antivirotické
quercetin, kaempferol, isorhamnetin, astragalin a nékteré jejich glykosidy (4,7,8).

Dalsi dulezitou soucasti zlatobylu obecného jsou saponiny, povrchové aktivni
latky, zeyjména glykosylované triterpeny. Ve zlatobylu obecném byly po hydrolyze
identifikovany oleanolova kyselina a polygalova kyselina (7,8).

Vyznamnou roli hraji fenolické glykosidy, predevsim leiokarposid a virgaureosid
A, kterym jsou pfisuzovany diuretické, antiflogistické 1 analgetické Uc¢inky (viz kap.
2.1.1.2) (7,8). Farmakologicka aktivita zlatobylu obecného je zapfiCinéna praveé
piitomnosti flavonoidi, leiokarposidu a saponint (9).

Bylo publikovédno, ze kromé vyse uvedenych latek obsahuje zlatobyl obecny
také esencidlni oleje (zejména a- a B-pinen, myrcen a germacren), fenolové kyseliny a

jejich glykosidy, polysacharidy a dalsi slou¢eniny (10).

2.1.1.2 Utinky a poutiti

V tradi¢ni medicin€ se pouziva zejména nat’ zlatobylu obecného (lat. Solidaginis

virgaureae herba), ato k1écbé mocovych cest, mocového méchyie a pii zanétech
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ledvin a k 1é¢bé ledvinovych kament. Zlatobyl obecny je vhodny i Kk zevnimu pouziti
pti zanétech sliznic, pii dn€, revmatismu, ekzémech a dalSich koznich onemocnénich.
Dale se ve smésich pouziva pii nachlazeni a revmatickych potizich. (4,8) V soucasné
dobé je ptidavan i do nékterych dopliku stravy, jako je naptiklad Urinal Akut® firmy
Walmark nebo Urixin® firmy Advance nutraceutics.

Na zéaklad¢ hojného vyuzivani zlatobylu obecného k I1écebnym ucelim Vv tradi¢ni
mediciné bylo provedeno v nedavné dobé mnoho in vitro a nékteré in vivo experimenty
k prokazani jeho blahodarnych ucinkd. V devadesatych letech dvacatého stoleti byly
prokazany diuretické, antibakterialni, antimykotické, analgetické a protizanétlivé ucinky
zlatobylu obecného in vitro (11). Antibakterialni G¢inky vici n€kterym bakteriim
prokazaly vroce 2002 Thiem a Goslinska na kulturach in vitro (11). V roce 2008
publikovali Demir a kol. studii 0 antioxida¢nich uc¢incich methanolického a vodného
roztoku extraktu zlatobylu obecného a tyto ucinky potvrdili (12). Také odhadli, ze
nejveétsi podil na antioxidacni kapacité¢ extraktu zlatobylu obecného by mohly mit

fenolické glykosidy. V nékterych pracich se mluvi i 0 antirakovinovych tG¢incich (7).

Za znac¢nou cast pozitivnich u¢inka zlatobylu obecného na lidsky organismus je
zodpovédny  fenolicky  glykosid  leiokarposid, systematickym  ndzvem
2’-hydroxybenzyl-3-methoxybenzoat-2’,4-diglukosid (obr. 2). Bylo provedeno nékolik
studii na ovéfeni ucinkd leiokarposidu, a byly prokazany diuretické, antiflogistické a
analgetické U€inky na mySim a potkanim modelu. Jak jiz bylo zminéno diive, Demir a
kol. se domnivaji, ze fenolické slouceniny (mezi které patii i leiokarposid) jsou z velké

¢asti zodpovédné i za antioxida¢ni ucinky extraktu zlatobylu obecného. (7,8,12)

glukosa
OH O o~
H;CO
O
I
glukosa

Obr. 2 — Struktura leiokarposidu (podle (8)).
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2.1.2 Brusnice boruvka

Brusnice boriivka, nebo také boruvka Cerna, latinskym nazvem Vaccinium
myrtillis, je velmi roz§ifena bylina patiici do ¢eledi Ericaceae neboli viesovcovité (obr.
3). Brusnice borivka je rozsifena piedev§im v centralni a severni Evropé, ale také
v severni Asii a Americe. Roste zejména ve svétlych jehli¢natych lesich v riznych

nadmofskych vyskach, na raseliniStich a viesovistich.

Brusnice bortivka dortsta vysky az 50 cm, ma poloZzeny oddénkovy kofen a
plazivé kminky. Listy jsou opadavé, stfidavé a maji okrouhle vejcitou ¢epel. Brusnice
bortvka kvete v kvétnu a v ¢ervnu jednotlivymi malymi kvéty, které vyrustaji z uzlabi
listd. Plodem jsou mnohosemenné modrocerné bobule se sladce nakyslou chuti zrajici

V obdobi mezi ¢ervencem a zafim. (13-16)

Obr. 3 - Brusnice bortvka (13).
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2.1.2.1 Obsahové latky

Brusnice boriivka obsahuje mnozstvi latek s pozitivnim uc¢inkem na lidsky
organismus. Jejich mnozstvi se liSi podle ¢asti rostliny. Hlavni obsahovou slozkou
brusnice borivky jsou tiisloviny neboli taniny. Listy obsahuji az 7 % tfislovin v susiné,
plody dokonce az 11 %. Tiisloviny jsou latky se sviravou chuti tlumici priajem. (8,13—
15) Dalsimi slozkami brusnice boruvky jsou organické kyseliny (napf. kyselina
oleanova nebo ursulova) a flavonoidy (8,13-15). Mezi skupinu flavonoidi zafazujeme i
anthokyany, polyfenolova barviva, zodpovédna za Cervené, razové, modré nebo fialové
zbarveni rostliny v zavislosti na pH.

Zékladni strukturou anthokyani je aglykon anthokyanidin, na néjz je navazana
molekula nebo vice molekul sacharidi, Casto glukoza, galaktdza a arabindza v poloze 3
nebo 5 kruhu B. Nejcastéji se vyskytujicimi anthokyany Vv brusnici bortivce jsou rizné
glykosidy delfinidinu, kyanidinu, petunidinu, malvinidinu a peonidinu (16,17) (obr. 4).
Jejich mnozstvi se 1i$i druh od druhu a v ramci jednoho druhu obsah také neni vzdy

stejny - zavisi na spousté faktorti jako jsou teplota, obsah soli v ptid€ apod.

R anthokyanidin R® R®

oH delfinidin OH | -OH

kyanidin -OH -H

HO o+\ % petunidin -OCH; | -OH
C R malvinidin -OCH; | -OCHj3

g OH peonidin -OCHjs -H

Obr. 4 - Obecna struktura vybranych anthokyanidint (podle (21)).

2.1.2.2 Utinky a poutiti.

Poprvé byla brusnice bortivka zminéna v souvislosti s 1é¢ivymi ucinky jiz ve 12.
stol. abatysi Hildegardou von Bingen (15). V lidovém 1é¢itelstvi se vyuziva list a plod.
Z listt brusnice borvky se varfi ¢aje a nalevy na kloktani; plod se konzumuje v mnoha

upravach — erstvy, suseny, v podobé marmeldd a dzemii.
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Anthokyany obsazené v brusnici boriivee vykazuji mnoho pozitivnich G¢inkl na
zivy organismus. Byly publikovany antioxida¢ni G¢inky in vitro i in vivo na mySim
modelu (18-20), antidiabetické (16,19), protizanétlivé (16,21), antiobesitni u¢inky (22)
na mysSich modelech. Ne¢které studie mluvi také o protirakovinovych ucincich
(18,19,23,24).

Brusnice bortivka je uzivdna zejména jako prostiedek proti prijmim, podpiirné
antidiabetikum nebo jako slabé dezinfek¢ni prostiedek pii zdnétech dutiny Gstni. Nékdy
je doporucena i proti lamavosti cévnich kapilar a pii onemocnénich sitnice. Miize
blahodarné plsobit i pfi stievnich enteritidach (8,13-15). Brusnice bortvka je pridavana
I do nékterych doplikt stravy, jako jsou napiiklad ¢aje firmy Leros Diabetan®

k doplitkové 16¢bé pro nemocné cukrovkou nebo Tormentan®, 1é¢ivy €aj pii prijmech.

2.2 METABOLICKE PREMENY XENOBIOTIK

Cizorodé latky neboli xenobiotika jsou latky, které se v organismu piirozené
nevyskytuji. Do organismu se dostdvaji mnoha cestami. Nejbéznéjsi je peroralni cesta
ptes travici trakt. Dale mohou byt xenobiotika aplikovana napf. inhala¢né, vstiebavat se
pfes pokozku nebo pfes sliznice (3).

Biotransformace xenobiotik probiha souborem riznych biochemickych reakei.
Cilem téchto reakci je vytvofit polarngjsi metabolit, ktery je 1épe eliminovatelny,
a zbavit tak organismus potencialné Skodlivé latky. Metabolismus xenobiotik probiha
zejména v jatrech, pfipadné ledvinach. DuleZité jsou ale i1 dalSi orgdny, napt. bunky
gastrointestinalniho traktu, srdce, mozek, plice atd. Metabolismus xenobiotik mizeme

rozdé€lit do dvou fazi. (25-27)

Ve fazi 1 dochdzi k pfipojeni nebo odkryti polarni funkéni skupiny (-OH, -SH,
-NH, apod.) v molekule xenobiotika. Typickym reakénim mechanismem je oxidace,
ktera je Casto zprostfedkovavana enzymy, které se nazyvaji cytochromy P450 (CYP).
Béhem prvni faze metabolismu xenobiotik mlze probihat i redukce nebo hydrolyza
puvodni molekuly. (25-28) V tabulce 1 jsou shrnuty reakce zprostiedkované CYP i

ostatni typy reakci s ptiklady xenobiotik, které t€émto reakcim podléhaji.
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Tab. 1 — Priklady reakci I. faze metabolismu s pfiklady substrati (podle (25)).

reakce priklad substratu
za ucasti CYP
hydroxylace amfetaminy, barbituraty
N-dealkylace kofein, morfin
N-oxidace nikotin
bez ucasti CYP
oxidace amini adrenalin
redukce naloxon
hydrolyza estert acylpyrin

Faze II, tzv. konjugacni, je charakterizovdna pfipojenim polarngjsi endogenni
molekuly ke xenobiotiku. Casto je pfipojovanou molekulou kyselina glukoronova,
kyselina octovd nebo glutathion. Tyto reakce jsou zprostiedkované enzymy
lokalizovanymi zejména v jatrech organismu avedou ke vzniku slouceniny Iépe
rozpustné ve vod¢, a tedy snadné&ji vylucitelné moci, pfipadné Zluci. (25-27,29) Mezi
nejvyznamnéj$i enzymy II. faze metabolismu xenobiotik patii UDP-glukuronosyl
transferasa (UGT), sulfotransferasa (ST) a N-acetyltransferasa (NAT) (27).

Biotransformace xenobiotik je ovSem mnohem komplexnéjsi problém a nemusi
probihat podle uvedeného schématu. Prvni a druhd fize nemusi nutné nasledovat za
sebou. Jsou znamy ptipady, kdy slou¢enina podléhd pouze reakcim z jedné faze,
prokain je napiiklad pouze hydrolyzovan (25), nebo druha faze predchazi prvni, napf.
paracetamol je piednostné konjugovan s glukuronovou Kkyselinou, Vv nekterych
ptipadech se sirovou kyselinou. Také neplati vzdy, ze konjugaci slouceniny vznika
polarngjsi produkt. Methylace katecholii poskytuje produkt, ktery méa nizsi rozpustnost

ve vodg. (26,28,30)

Navic, konjugaci metabolismus xenobiotika nekonci. Biotransformovanou
slouceninu je potrebné transportovat z buitkky ven do extraceluldrniho prostoru. Tento
transport je Casto uskute¢novan prenaseCovymi systémy a nékdy je oznacovan jako faze

1. (25,29)
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Obr. 5 — Podil enzymovych systémt pii metabolizaci 1é¢iv. CYP
— cytochromy P450; UGT — UDP-glukoronosyltransferasy; FMO
— flavinmonooxigenasy; NAT — N-acetyltransferasy a MAO —
monoaminooxigenasy. (podle (31)).

2.2.1 Cytochromy P450 (CYP)

Cytochromy P450 jsou nejvyznamnéj§imi enzymy I. faze metabolismu xenobiotik,
ale ucastni se 1 metabolismu endogennich sloucenin (napf. steroidii nebo mastnych
kyselin) (29). Uvadi se, ze CYP katalyzuji az % vSech biotransformacnich reakci
xenobiotik (25,31) (obr. 5). Patii do rodiny monooxigenas a katalyzuji predevSim
oxidaéni reakce (27,29,32-36).

2.2.1.1 Historicky vyvoj

Cytochromy P450 jsou evolu¢né velice staré hemoproteiny (dokonce star$i nez
hemoglobin), které muzeme najit téméf ve vSech organismech od bakterii az po
Clovéka. Podobnost bakteridlnich a lidskych genli téchto enzymi méa plvod
Vv superrodiné gent starych pies 3 miliardy let (37,38). Za tuto dobu prodé¢laly
cytochromy P450 zna¢ny vyvoj nejen ve struktuie, ale i v diferenciaci funkci.
(32,37,38)

Predpoklada se, ze puvodni CYP slouzily organismim Kk hydroxylaci
organickych sloucenin, které mohly byt nasledné vyuzity jako zdroj energie. Dodnes

existuji organismy, které¢ maji CYP stouto funkci. S postupujicim cCasem prodélaly
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cytochromy P450 znac¢ny vyvoj a jejich funkce se rozsitily na biosyntézu a predevsim
biotransformaci xenobiotik. (32)

Cytochromy P450 dostaly své pojmenovani V Sedesatych letech dvacatého
stoleti, kdy bylo objeveno, Ze tyto systémy Vv redukovaném stavu a s navazanym oxidem
uhelnatym vykazovaly absorpéni maximum pii vlnové délce 450 nm a lisily se tim od
ostatnich hemoproteinti. V ndzvu téchto enzymi P oznacuje pigment a 450 praveé tuto
vlnovou délku absorpéniho maxima. Az v pozdé¢jSich letech byly pigmenty spojeny

s oxida¢nimi reakcemi pii metabolismu ruznych slouéenin. (31,37-39)

2.2.1.2 Nomenklatura CYP

Dnes pouzivana klasifikace pro CYP byla prezentovana V poloviné 90. let 20.
stoleti. Vychazi z podobnosti sekvence aminokyselin v polypeptidovém fetézci enzymu
a rozdéluje cytochromy P450 do rodin a podrodin.

Rodina CYP je znacena arabskou ¢islici a sdruzuje cytochromy P450 s homologii
aminokyselinové sekvence nad 40 %. Dale se zarazuje velké pismeno abecedy znacici
podrodinu s podobnosti aminokyselinové sekvence nad 55 %. Posledni soucasti znaceni
CYP je opét arabskd cislice urcujici konkrétni enzym. Napiiklad CYP3A4 patii do
rodiny 3, podrodiny A a v této podroding je oznacen ¢islem 4. (31,32,36-38,40,41)

COOH COOH

Obr. 6 — Protoporfyrin 1X Obr. 7 — Krystalova struktura lidského

s thiolatovou vazbou (34). mikrosomalniho CYP 2C19 (42).
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2.2.1.3 Struktura CYP

CYP se zatazuji mezi hemoproteiny typu b. Obsahuji porfyrinovy skelet (protoporfyrin
IX) s nekovalentné vazanym atomem zeleza, v klidovém stavu s oxidaénim c¢islem III.
Porfyrinovy skelet je vazadn k proteinové casti jak hydrofobnimi silami, tak
prostfednictvim thiolatové siry sulthydrylové skupiny cysteinu pfitomné v aktivnim
centru enzymu (obr. 6). Tato hem-thiolatova vazba je divodem, pro¢ maji CYP

v redukovaném stavu tak specifické absorpéni maximum (35). (31,32,34,35)

Tercialni struktura proteinové ¢asti je cCasto tvofena 12 o-helixy a 4 B-
skladanymi listy, nékteré CYP obsahuji jesté dal§i helixy (31). Centralni, pomérné
konzervovanou ¢ast, tvofi smycka slozena ze 4 o-helixli, tfi jsou paralelni a jeden
antiparalelni, ktera v sob¢é uchovava porfyrinové jadro, dale dalsi dva a-helixy a dva B-
skladané listy (34-36). Na obr. 7 je pocitatovy model struktury lidského CYP2C19
(42).

2.2.1.4 Mechanismus enzymatické reakce za ticasti CYP

Souhrnné mizeme reakci katalyzovanou cytochromy P450 zapsat takto:
NADPH + H* + R-H + O, > NADP" + H,0 + R-OH (31).
Z této rovnice vyplyva, ze do reakce vstupuje substrat (R-H), NADPH jako zdroj
elektrond, které jsou pomoci enzymu NADPH:P450 reduktasy pfeneseny na CYP a
molekula kysliku. Vysledkem je hydroxylovany produkt, molekula vody a NADP”
(26,27,31).

Pribéh reakce je ovSsem mnohem slozit&jsi (obr. 8). V prvnim kroku dochazi
k navazani substratu na oxidovanou formu CYP. Nasleduje jednoelektronova redukce
zelezitého iontu na Zeleznaty iont za ucasti NADPH:P450 reduktasy. Poté se na volné
Sest¢ koordina¢ni misto Zeleza vaze kyslik anasleduje druhd redukce za vzniku
komplexu s aktivovanym kyslikem. Poté je komplex protonovan, dochazi k hydrolyze
vazby kyslik-kyslik, uvoliiuje se voda. Tyto kroky jesté nebyly do detailu prostudovany,

nicméné dochazi k hydroxylaci substratu a uvolnéni produktu z komplexu. (31,35,36)
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Obr. 8 — Reakeni cyklus cytochromu P450 (45).

2.2.1.5 Diilezité formy lidskych cytochromi P450

Mezi nejvyznamnéjsi formy lidskych CYP podilejicich se na metabolismu
xenobiotik patii CYP zrodiny 1, 2 a 3 (31,32,37,41,43,44). Tyto enzymy se UCastni
metabolickych ptemén 70-80 % vSech klinicky pouzivanych 1é¢iv (41). Z jaternich
cytochromi P450 jsou Vv tomto smyslu nejvyznamnégjsi 1A2, 2A6, 2C8, 2C9, 2C19,
2D6, 2E1 a 3A4 (31,32,38,41,43,45).

2.2.15.1 CYP1A?

Tento cytochrom P450 byl dlouho znam pod nazvem ,,P-448. Gen pro lidsky
CYP1A2 je velice podobny genu pro lidsky CYP1A1, jejich shoda v kodujici oblasti je
70 %. Tyto dva enzymy se lisi svou lokalizaci, zatimco CYP1Al je extrahepaticky,
CYP1AZ je lokalizovan piedevsim v jatrech. (31,32,43,45)

U enzyml CYP1A1 a CYP1A2 je vyznamna pieména nékterych cizorodych latek na latky

karcinogenni. CYP1A2 ma Sirokou substratovou specifitu. Vyznamnymi substraty jsou
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aromatické aminy a N-heterocykly (32,37,45). Ptiklady substratt, ale také induktori a
inhibitord CYP1A2 jsou shrnuty v tab. 2.

Tab. 2 — Piehled substrati, induktori a inhibitora CYP1A2 (27,31,32,38,43-46), TCCD
—2,3,7,8,-tetrachloro-dibenzodioxin, PAU — polycyklické aromatické uhlovodiky.

CYP1A2
SUBSTRAT REAKCE INDUKTORY INHIBITORY
phenacetin O-deethylace TCCD furafyllin
kofein N® N'-demethylace |  latky pritomné fluvoxamin
acetaminophen oxidace Vv tabakovém koufi quercetin

warfarin
PAU

C®-hydroxylace
hydroxylace

7,8-benzoflavon

cyprifloxacin

2.2.1.5.2 CYP2A6

CYP2A6 je vyznamnym lidskym CYP, tvoii asi 4 % celkového jaterniho

cytochromu P450 a je také exprimovan V plicni tkani a v oblasti nosohltanu (32,43).

Substraty tohoto enzymu jsou latky dualezité pro lidské zdravi, CYP2A6 hraje

vyznamnou ulohu napf. pfi oxidaci nikotinu. EXprese proteinu je sniZzena pii infekci

zpusobené virem hepatitidy A (43).

Priklady nékolika typickych substrati spolu s induktory a inhibitory CYP2A6

shrnuje tab. 3.

Tab. 3 - Prehled substratt, induktorti a inhibitord CYP2A6 (27,32,38,44,45).

CYP2A6
SUBSTRAT REAKCE INDUKTORY INHIBITORY
kumarin C’-hydroxylace dexamethazon tranylcypromin
nikotin oxidace barbituraty 8-methoxypsoralen
zidovudin pilocarpin
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2.2.1.5.3 CYP2C9

CYP2C9 je zastupcem pro ¢Clovéka vyznamné podrodiny 2C, kam patii jeste
CYP2C8, CYP2C18 a CYP2C19. Cytochromy P450 této rodiny jsou primarné jaternimi
enzymy. (32,45)

Typickym substratem jsou slabé kysel¢ slouceniny (44). CYP2C9 vykazuje
vyrazny geneticky polymorfismus, coz komplikuje nalezeni optimalni davky 1éciv, které
jsou substratem tohoto enzymu (43). Jednim z vyznamnych substratt CYP2C9 je
warfarin, 1ék proti srazeni krve. Vys$$i hladiny warfarinu zpusobené jeho pomalym
odbouravanim (nizkou aktivitou CYP2C9) mohou vést az k vnitinimu krvaceni. V tab.

4 jsou uvedeny nékteré typické substraty spolu s induktory a inhibitory CYP2C9.

Tab. 4 - Piehled substratt, induktort a inhibitora CYP2C9 (27,31,38,43-45).

CYP2C9
SUBSTRAT REAKCE INDUKTORY INHIBITORY
diclofenak C*-hydroxylace rifampicin sulfafenazol
S-warfarin C’-hydroxylace barbituraty isoniazid
tolbutamid C*-hydroxylace flukonazol
fenytoin C*-hydroxylace

2.2.1.5.4 CYP2D6

Tento cytochrom P450 vykazuje vyrazny geneticky polymorfismus a Sirokou
substratovou specifitu (32,45). Jeho typickymi substraty jsou slabé bazické slouceniny
obsahujici nitro skupinu, blokatory B-adrenergnich receptord a antidepresiva (44,45).

CYP2D6 neni indukovatelny Zadnou zndmou latkou, jeho mnoZstvi tedy zavisi
jenom na genetické vybaveé jedince (43,45). V tab. 5 jsou uvedeny ptiklady typickych

substrati, induktord a inhibitort tohoto enzymu.
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Tab. 5 - Piehled substrat, induktord a inhibitort CYP2D6 (27,31,38,43-46).

CYP2D6
SUBSTRAT REAKCE INDUKTORY INHIBITORY
amitriptylin C'%-hydroxylace quinidin
kodein O-demethylace 4-methylpyrazol
bufuralol C!-hydroxylace methadon
debrisochinon C’-hydroxylace

2.2.15.5 CYP3A4

Plvodné byl tento cytochrom P450 oznacovan jako P450NF podle schopnosti
oxidovat nifedipin (32).

CYP3A4 je pravdépodobné¢ nejvyznamnéj§im lidskym cytochromem P450
z pohledu obsahu v tkanich a mnozstvi substratti. Nejen ze tvoii 25 % vSech lidskych
jaternich CYP, ale vyskytuje se 1 v dalSich tkanich. Také se podili na metabolickych
preménach velké ¢asti 1é¢iv (asi 50 %). Z toho prameni farmakologicky problém u
pacientd, ktefi uzivaji vice 1é¢iv metabolizovanych timto enzymem. Zde mtize dochéazet
k ovlivnéni metabolickych pfemén aplikovanych 1é¢iv. (32,41,45) Jako piiklad mizeme
uvést soucasné podani nékterych antifungalnich latek spole¢né s imunosupresivy.
Antifungélni latky (napf. ketokonazol) vyznamné inhibuji CYP3A4, coZz mize vést u
pacientt K vyznamnému zvySeni hladin imunosupresiv v krevni plasmé (37). Tab. 6

shrnuje nékteré substraty, induktory a inhibitory CYP3A4.

2.2.2 Lékové interakce

Lékové interakce jsou definovany jako vzajemné plisobeni mezi dvéma nebo vice
farmaky, kdy podani dvou riznych 1éciv ovlivni plisobeni a U€inky alespon jednoho z
nich. Ovlivnéna muze byt nejen mira G¢inku 1é¢iva, ale také délka trvani ucinku. Stejny
efekt jako soucasné podavané 1éCivo mize mit ale i latka konzumovana s potravou,
rizné rostlinné piipravky, dopliiky stravy nebo také alkohol. (25)

Nékdy je I1ékovych interakci vyuzivano zamérné, napt. kdyz se vyuziva
kombinované 1écby (cytostatika) nebo pii podani antidota pfi intoxikaci organismu, ale
Casto jsou tyto interakce nezadouci, ovliviluji 1écbu a mohou pacienta aZ ohrozit na
zivote. (25,47)
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Tab. 6 - Prehled substratt, induktort a inhibitord CYP3A4 (27,31,32,38,41,43,44,46).

CYP3A4
SUBSTRAT REAKCE INDUKTORY INHIBITORY
testosteron C®-hydroxylace rifampicin ketokonazol
paracetamol oxidace barbituraty erytromycin
midazolam C!-hydroxylace karbamazepin fluvoxamin
kortisol C®-hydroxylace fenytoin saqunivir
nifedipin oxidace klofibrat troleandomycin
lidokain N-deethylace azamulin
erytromycin N-demethylace gestoden
dapson N-hydroxylace
atorvastatin o- a p- hydroxylace

Podle mechanismu vzniku 1ékovych interakci je mizeme dé€lit na farmaceutické,
kdy dochazi k chemickym nebo fyzikalné-chemickym interakcim jednotlivych partnert,
a to castéji mimo organismus, nebo na urovni vstupu latek do organismu,
farmakodynamické, kdy latky interaguji na drovni receptort a farmakokinetické,
kterymi se zabyva tato prace.

Farmakokinetick¢ 1€kové interakce jsou interakce na urovni absorpce,
biotransformace a exkrece. Interakce na urovni biotransformace jsou velmi Casté.
Vznikaji zmény v aktivité enzymi — indukce nebo inhibice enzymu.

Pfi indukci enzymu dochazi k aktivaci syntézy a aktivity enzymu, zvySuje se
biotransformace, a tim se muze snizovat ucinek 1éCiva, piipadné délka jeho ucinku.
Pokud ma ovSem metabolit vyssi ucinek nez aplikovana latka, zvySuje se Uc€inek na
organismus a toto zvySeni mize vést az k intoxikaci. Naopak, dochazi-li k inhibici
enzymu, 1é¢ivo je metabolizovano s niz$i €¢innosti, tim padem dojde ke zvySeni hladiny
nemetabolizovaného 1éCiva, které mize vést k delSimu €asu ucinku 1éc¢iva, pfipadné az
k intoxikaci. (25,47)

Nekteré induktory a inhibitory vybranych CYP jsou uvedeny v tab. 2-6.
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3 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo ovéefit mozny vliv ucinnych latek ptirodniho
puvodu na aktivity vybranych jaternich cytochromii P450, a tim urcit moznou souvislost
vyplyvajici ze souc¢asného podani 1é¢iv a konzumace téchto latek.

Pro studium vlivu na jaterni CYP byl vybran zlatobyl obecny a brusnice bortivka,
které jsou hojné vyuzivany v lidové 1€¢bé a jsou ptridavany do riznych doplika stravy.

Soucasti prace bylo identifikovat a stanovit mnozstvi ucinné latky ve vybraném

dopliiku stravy a ovétit vliv tohoto dopliiku na aktivitu jaternich CYP.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL

4.1.1 Mikrosomy

Lidské jaterni mikrosomy (MS), vacky z endoplazmatického retikula vzniklé pii
homogenizaci jaterni tkan&, byly piipraveny frakéni centrifugaci na Ustavu lékaiské
chemie a biochemie Lékaiské fakulty UP (48). Pouziti jater od darci bylo schvaleno
Etickou komisi FN a LF Olomouc v souladu se Zdkonem ¢. 285/2000 Sb.

Charakterizace MS: Cproteiny = 22,7 mg-ml™

Craso = 11,17 pmol-I™

4.1.2 Primarni kultury lidskych hepatocyta

Primarni kultury lidskych hepatocyti byly pfipraveny na Ustavu lékatské
chemie a biochemie Lékatrské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci metodou
dvoufazové kolagenové perfuze z lidskych jater (49). Pouziti jaternich bun¢k od darct
bylo schvéleno Etickou komisi FN a LF Olomouc v souladu se Zakonem ¢. 285/2000
Sh.

4.1.3 Pouzité prirodni latky, doplnky stravy

Extrakt ze zlatobylu obecného byl dodan od firmy Walmark (Praha, Ceska

Republika).

Odvar a vyluh ze zlatobylu obecného byl pfipravovan z komeréné dostupného ¢aje
Zlatobyl obecny nat’ od firmy Valdemar Gresik-Natura s.r.o (Dé¢in, Ceska republika).

Plody boriivek byly sbirané v 1é6t& roku 2015 ve vychodnich Cechach a byly

skladovany v mrazéaku pii -20 °C az do pouZiti.
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4.1.4 Chemikalie

Firmou Sigma Aldrich Praha, CZ byly dodany testosteron, kumarin, isocitrat
(ISO), siran hofec¢naty, tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), fenacetin, warfarin,
isocitratdehydrogenasa (IDH), nikotinaminadenindinukleotidfosfat (NADP™), bufuralol
a BCA protein kit.

Sacharosa, ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), isopropanol, chlorid
draselny, dihydrogenfosfore¢nan draselny, chlorid sodny, uhli¢itan sodny, kyselina
trihydrogenfosforena, kyselina octova, kyselina chlorovodikova, kyselina chlorista,

octan sodny byly dodany firmou Lach-Ner Neratovice, CZ.

Standardy anthokyand (delfinidin-3-O-galaktosid, delfinidin-3-O-glukosid,
delfinidin-3-O-arabinosid, petunidin-3-O-galaktosid, petunidin-3-O-glukosid, malvidin-
3-O-galaktosid, malvidin-3-O-glukosid, kyanidin-3-O-galaktosid, kyanidin-3-O-
glukosid a peonidin-3-O-glukosid) byly dodany firmou Extrasythese Genay, Francie.

Dalsi chemikalie byly nasledujiciho ptivodu: methanol (Merck, Darmstadt,
Némecko), acetonitril (VWR, Randor, Pensylvanie, USA), dusik (Linde, Wiesbaden,
Némecko), fenylmethylsylfonyl fluorid (PMSF) (Fluka, Buchs, SG, Svycarsko),

leiokarposid (Rotichrom, Karlsruhe, Némecko).

Vsechny pouzit¢ chemikalie byly Cdistoty p.a., vhodné pro experimenty

s biologickym materidlem a enzymova stanoveni.

4.2 PRISTROJOVE VYBAVENI

analytické vahy AX 105 DeltaRange, Mettler Toledo (Greifensee, Svycarsko)
analytické vahy GR-202 (dodéano firmou Schoeller Instruments, Praha, CZ)
centrifuga Eppendorf mini spin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

centrifuga Hettich Mikro 22R (dodano firmou Schoeller Instruments, Praha, CZ)
centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Hanau, Némecko)

kolona RP100-LC18 250x4 mm (Merck, Praha, CZ)
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kolona LiChroCART 250x4 mm s naplni LiChrospher 100 RP-18 endcapped (5 um)
(Merck, Praha, CZ)

magneticka michacka Heidolph MR 1 000 (dodano firmou Fisher Scientific, Pardubice,
C2)

minitfepacka IKA MS 3 basic (dodano firmou MERCI s.r.0., Brno, CZ)

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

sonikator (Dynatech, Brno, CZ)

spektrofotometr Shimadzu UV-2401 PC (Shimadzu, Tokio, Japonsko)

sucha lazen MD-MPO01-D (dodano firmou Biotech, Praha, CZ)

ultracentrifuga Optima LE-80K (Beckman, dodano firmou Biotech, Praha, CZ), rotor
70.Ti

ultracentrifuga¢ni zkumavky (Beckman, dodano firmou Biotech, Praha, CZ)

ultrazvuk UCC 4 (Notus-Powersonic s.r.0., Vrable, SK)

vodni lazein WB 14 (Memmert, Schwabach, Némecko)

vortex Heidolph REAX top (dodano firmou Fisher Scientific, Pardubice, CZ)

zafizeni pro piipravu Cisté a ultracisté vody Waltrex Ultrapur (Waltrex, Praha, CZ)

HPLC systém I (Shimadzu; Tokyo, Japonsko): Software (Shimadzu CLASS-VP),
fidici jednotka (Shimadzu SCL-10A VP), detektor (UV-VIS detektor Shimadzu SPD-
10A a fluorescen¢ni detektor Shimadzu RF-10A XL), vyhiivani kolony (Shimadzu
CTO-10AC VP), autosampler se smyckou 50 ul (Shimadzu SIL-10AD VP), odplynovaé
mobilni faze (Shimadzu DGU-14A), pumpa (Shimadzu LC-10AD VP).

HPLC systém II (Shimadzu  Tokyo, Japonsko): Software (Shimadzu LC
solution), fidici jednotka (Shimadzu CBM-20A), detektor (UV-VIS detektor Shimadzu
SPD-M20A a fluorescenéni detektor Shimadzu RF-10A XL), vyhtivani kolony
(Shimadzu CTO-20AC), autosampler se smyckou 50 pl (Shimadzu SIL-20AC),
odplynova¢ mobilni faze (Shimadzu DGU-20As), pumpa (Shimadzu LC-20AD).
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43 METODY

4.3.1 Izolace mikrosomalni frakce z lidskych jater

Pro izolaci mikrosomt byly vSechny potfebné nastroje dany piedem vychladit,
S jatry se pracovalo na ledu. Jatra byla po zvaZeni rozstiihana v pfedem vychlazeném
homogeniza&nim pufru (0,25 mol-I™* sacharosa, 1 mmol-1™* EDTA, pH 7,4), do kterého
byl tésné pied pouzitim pifidan 0,2 mmol-I* PMSF v isopropanolu (inhibitor proteaz).
Jatra byla zfiltrovana pres gazu a nasledné jeSté dvakrat promyta homogenizacnim
pufrem. Poté byl Kk jatrim ptidan homogenizacni pufr o trojnasobném objemu vahy jater
a jatra byla homogenizovdna ponornym dispergaénim homogenizatorem 3 x 10 s.
Homogenat byl ptepipetovan do 50ti ml zkumavek, ty byly vyvazeny a centrifugovany
10 min pii 6 500 RPM (4 117 x g) pti teploté 4 °C. Supernatant byl odlit do ¢istych 50
ml zkumavek, ty byly vyvazeny a opét centrifugovany pii 4 °C 25 min; 11 000 RPM
(11 790 x g).

Supernatant byl slit do ultracentrifuga¢nich (UC) zkumavek, ty byly doplnény po
okraj homogeniza¢nim pufrem a uzavieny vickem. Bylo zkontrolovano, Ze uvnitf
zkumavky neni zadna vzduchova bublina. Zkumavky byly centrifugovany na
ultracentrifuze Optima LE-80K 60 min; 35 000 RPM (90 552 x g) pii 4 °C. Po
centrifugaci byl odstranén supernatant a k sedimentu obsahujicimu mikrosomalni frakci
byl ptidan promyvaci pufr (50 mmol-I? Tris, 0,15 mol-I? KCI, 0,2 mmol-I* PMSF
Vv isopropanolu, pH 7,4) o objemu odpovidajicimu vaze jater. Suspenze byla
rehomogenizovana v homogenizatoru Pottera a Elvehjema (P-E) a po homogenizaci
prelita do Cistych UC zkumavek. Ty byly opét doplnény promyvacim pufrem, uzavieny
vickem a bylo zkontrolovdno, zda neobsahuji vzduchovou bublinu. Nasledné byla opét
provedena centrifugace 60 min pii 35 000 RPM (90 552 x g) a 4 °C. Supernatant byl
odstranén, sediment opatrné¢ setfen ze stén zkumavek a v P-E homogenizatoru
resuspendovan v rehomogenizaénim pufru (20 mmol-I™* KH,PO,, 0,2 mmol-I™* EDTA,
20% (v/v) glycerol, pH 7,4) o objemu zhruba 2/10 vahy jater. Po rehomogenizaci byl
odebran vzorek pro stanoveni koncentrace proteinu a koncentrace CYP a zbytek byl

uchovan v mrazicim boxu pti -80 °C (50).
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4.3.2 Stanoveni celkové koncentrace proteinu v mikrosomalni frakci

Ke stanoveni celkové koncentrace v mikrosomalni frakci byl pouzit komercni kit
firmy Pierce (Rockford, USA) s vyuzitim sodné soli bicinchoninové kyseliny (BCA)
(51).

Vzorek byl 50x nafedén. K 12,5 ul vzorku byl pfidano 100 pl smési ¢inidel A
(BCA a vinan sodny v alkalickém prostiedi roztoku uhli¢itanu sodného a
hydrogenuhli¢itanu sodného) a B (4% (V/V) roztok pentahydratu siranu méd’natého)
v poméru 50:1. Smés byla inkubovéna 30 min pii 37 °C. Po ochlazeni na laboratorni
teplotu bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni celkového mnozstvi proteinu,
absorbance byla méfena pii 562 nm a celkové mnozstvi proteinu bylo stanoveno

z kalibrac¢ni kiivky s pouzitim hovéziho albuminu.

4.3.3 Stanoveni celkové koncentrace CYP v mikrosomalni frakci jater

Celkovou koncentraci CYP v mikrosomalni frakci 1lze wurcit pomoci
spektrofotometrického stanoveni po redukci dithionicnanem sodnym a reakci
s navazanym oxidem uhelnatym (52).

Mikrosomalni frakce byla nafedéna a cytochrom P450 byl zredukovan ptidavkem
dithioni¢itanu sodného. Takto ziskand suspenze byla rozpipetovana do dvou kyvet a na
dvoupaprskovém spektrofotometru mezi 500 a 400 nm nastavena nulova linie. Nasledné
byla jedna kyveta se vzorkem probublavdna oxidem uhelnatym po dobu 1 min. Poté
bylo opét provedeno spektrofotometrické meéteni. Celkova koncentrace CYP byla
vypocitdna z absorpcniho maxima pii vlnové délce 450 nm a prisluSného molarniho

absorp¢niho koeficientu.

4.3.4 Priprava vzorki prirodnich litek pro méreni jejich vlivu na jaterni

CYP

4.3.4.1 Priprava roztoku extraktu, odvaru a vyluhu zlatobylu obecného

Extrakt ze zlatobylu obecného byl podle vyrobce pfipraven extrakci do smési
organickych rozpoustédel v extrakénim poméru 10:1 s minimalnim vyslednym obsahem
zbytkového rozpoustédla. Extrakt byl dale fedén destilovanou vodou na poZadovanou

koncentraci.
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Odvar a vyluh ze zlatobylu obecného byl pfipravovan z komeréné dostupného caje
Zlatobyl obecny nat’ podle ndvodu na obalu. Odvar byl pfipraven tak, ze 0,67 g Caje
bylo zalito 50 ml studené destilované vody a tato smés byla piivedena k varu. Po
dosazeni varu byl odvar odstaven z vafiCe a nechal se zakryty stat. Doporucena doba
louhovani byla 15 min. Vyluh byl pfipraven tak, ze 0,67 g ¢aje bylo zalito 50 ml vrouci

destilované vody, smés byla pfikryta a nechala se odstat po doporuc¢enou dobu 15 min.

4.3.4.2 Piiprava roztoku z plodi brusnice boriavky

K 10 ml destilované vody bylo pifidano 5 g ploda brusnice bortivky. Smés byla
homogenizovana pomoci ponorného mixéru a filtrovana ptes vatu. Filtrat byl ulozen

vV mrazicim boxu pii -20 °C az do pouziti.

4.3.5 HPLC stanoveni koncentrace leiokarposidu v extraktu, odvaru a

vyluhu ze zlatobylu obecného

Byl piipraven zésobni roztok leiokarposidu v methanolu o koncentraci 0,8 mg-ml™.
Kalibraéni roztoky byly pfipraveny v dubletu fedénim zasobniho roztoku mobilni fazi
(MeOH:ACN:H3PO4; pH 2,5 vpoméru 15:10:75, v/v/v). Kalibrace metody byla
provedena s kalibra¢nimi roztoky o koncentraci 0,008; 0,014; 0,02; 0,05; 0,08; 0,11 a
0,14 mg-ml'l. Podminky HPLC analyzy: isokraticka eluce, doba analyzy 30 min, prutok
1 ml'min™, UV detekce pii 216 nm. S vyuZitim této metody byl stanoven obsah
leiokarposidu v roztoku extraktu, vyluhu a odvaru ze zlatobylu. (10)

Dale bylo touto metodou stanoveno mnozstvi leiokarposidu ve vyluhu a odvaru ze
zlatobylu obecného (pfipraven viz kap. 4.3.4.1) v zavislosti na délce louhovani. Vzorky
byly odebrany po 5, 15 a 30 minutdch louhovani a nasledné byla v téchto vzorcich
stanovena koncentrace leiokarposidu. Vzorky byly zfedény 1:1 v mobilni fazi a mé&feny

v dubletu.
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4.3.6 Spektrofotometrické stanoveni celkovych anthokyanu

v roztoku plodu brusnice borivky

Tato metoda je zalozena na zméné absorbance anthokyand pii rozdilnych
hodnotach pH. Anthokyany podléhaji reversibilni pfeméné struktury Vv zavislosti na
zméné pH; pfi pH 1 se anthokyany vyskytuji v barevné oxoniové formé, pii pH 4,5
prechazi anthokyany do bezbarvé hemiketalové formy. Rozdil absorbanci oxoniové a
hemiketalové formy anthokyanti pfiblizné pti 520 nm odpovida celkovému mnozstvi
ptitomnych anthokyant (51).

Roztoky ptipravené z plodt brusnice borivky byly zfedény dvéma pufry: pufrem A
(pH 1) (0,025 mol-I™* KCI, pH upraveno pomoci HCI) a pufrem B (pH 4,5) (0,4 mol-1™
CH3COONa, pH upraveno pomoci HCI). Nasledné bylo méfeno absorpéni spektrum
v rozmezi 250-750 nm. Pfi vypoctu celkové koncentrace anthokyanti byl pouzit molarni
absorp¢ni koeficient pro kyanidin-3-O-glukosid a vypocet byl proveden podle vzorce 1,

A-M-DF-103

Canthokyani = el (1)

Vzorec na vypocet koncentrace celkovych anthokyant
v mg-1?* (51).

kyanidin-3-O-glukosidu (449,2 g-mol™), DF je zfed’ovaci faktor, € je molarni absorpéni
koeficient a 1 je Sitka kyvety v cm. 10° je pridano pro pievod z gramli na miligramy.

Absorbance pii 700 nm je méfena z diivodu korekce mozného pozadi (51).

4.3.7 Stanoveni anthokyanii v plodech brusnice borivky s vyuzitim HPLC

Identifikace jednotlivych anthokyani obsazenych v roztoku ploda brusnice
boravky byla provedena na Cig koloné (LiIChroCART 250x4 mm s naplni LiChrospher
100 RP-18 endcapped (5 upm)) s gradientovou eluci slozky A mobilni faze
(H20:CH3COOH:ACN:H3PO4 v poméru 94,64:2,6:2,5:0,26 v/v/Iviv) a slozky B mobilni
faze (100% ACN) podle tab. 7 (gradientova eluce, 35 min, pratok 1 ml-min™) (53).
Slozka A mobilni faze byla upravena oproti pivodni literatute tak, aby pH nekleslo pod
2 z dlivodu ochrany kolony. Nasttik byl 50 pl, detekce pti 520 nm.
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Tab. 7 — HPLC gradient pro separaci anthokyand.

¢as (min) procento slozky A (%) procento slozky B (%)
0,1 100 0
5 100 0
20 80 20
25 70 30
30 100 0
35 100 0

Roztok plodt brusnice borivky byl zfedén destilovanou vodou na koncentraci

0,12 mg'ml™ celkovych anthokyanii a nasledné jesté 10x slozkou A mobilni faze.
Roztok byl piefiltrovan pfes filtr Millex®GP 0,22 um. Byla provedena ptfedbézna

analyza vzorku, a zaroven byly nastfiknuty roztoky standardi anthokyant - delfinidin-
3-O-galaktosid (del-gala), delfinidin-3-O-glukosid (del-glu), delfinidin-3-O-arabinosid
(del-ara), petunidin-3-O-galaktosid (pet-gala), petunidin-3-O-glukosid (pet-glu),
malvidin-3-O-galaktosid (malv-gala), malvidin-3-O-glukosid (malv-glu), kyanidin-3-O-
galaktosid (ky-gala), kyanidin-3-O-glukosid (ky-glu) a peonidin-3-O-glukosid (peo-glu)
- 0 koncentraci 0,5 uM.

Pro vybrané identifikované anthokyany byla provedena kalibrace a stanoveni
obsahu jednotlivych anthokyanti v roztoku ploda brusnice bortvky.

V dalsim kroku byla provedena hydrolyza anthokyant za vzniku anthokyanidinid
podle prace Dursta a Wrolstada (53) a podle prace Kopecné Zapletalové (54).
Roztok plodii brusnice boriivky byl zfedén na 0,55 mg-ml™ celkovych anthokyand,
k 1 ml roztoku byly ptidany 2 ml 0,1M HCI a vzorek byl hydrolyzovan 1 hod na vodni
lazni pt1i 37 °C. Po hydrolyze byl vzorek centrifugovan 10 min pii 3 500 x g.
Supernatant byl odpaten pii 40 °C ve vakuové odparce. Odparek byl rozpustén v 500 pl
2M HCI a hydrolyzovan 30 min ve vrouci vodni l4zni. Vzorek byl poté ochlazen na
ledu, 20 pl vzorku bylo zfedéno 100x slozkou A mobilni faze a vzorek byl analyzovan
HPLC metodou s gradientovou eluci podle tab. 8. Zaroven byly nastiiknuty standardy
anthokyanidinii petunidinu, peonidinu, kyanidinu, delfinidinu a malvinidinu. Pro
analyzu byla pouzita kolona LIChroCART 250x4 mm s naplni LiChrospher 100 RP-18
endcapped (5 pm), nastiik byl 50 pl, detekce 520 nm.
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Tab. 8 - HPLC gradient pro separaci anthokyanidint.

¢as (min) procento slozky A (%) procento slozky B (%)
0,1 95 5
20 80 20
25 95 5
30 95 5
40 95 5

4.3.8 Stanoveni vlivu vybranych piirodnich latek na aktivitu jaternich

mikrosomalnich CYP

Vliv vybranych piirodnich latek na enzymovou aktivitu byl studovan pro
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4 pomoci markerovych substrat
s detekci HPLC.

4.3.8.1 VIliv u¢innych latek v extraktu ze zlatobylu obecného na aktivity CYP

Vliv extraktu ze zlatobylu obecného na aktivitu jaternich CYP byl stanoven
v koncentrac¢nich hladinach 0,042; 0,083 a 0,167 mg-ml'1 extraktu ze zlatobylu
obecného. Experimentalni podminky stanoveni vlivu extraktu zlatobylu obecného na
CYP v lidské mikrosomalni jaterni frakci shrnuje tab. 9. Jednotlivé HPLC metody jsou
popsany v kapitolach 4.3.8.1.1. - 4.3.8.1.5.

Mira inhibice byla stanovena jako procentudlni ubytek vzniklého produktu

vzhledem ke kontrole, ktera neobsahovala extrakt ze zlatobylu obecného.

Vliv extraktu ze zlatobylu obecného na lidské jaterni CYP byl stanoven
I na primarnich kulturach lidskych hepatocyti (LH 63 a LH 64). Pouziti jaternich bun¢k
od dvou darcu bylo schvaleno Etickou komisi FN a LF Olomouc v souladu se Zakonem
¢. 285/2000 Sb. Hepatocyty byly isolovany podle metody Pichardové et al. (49), poté
byla provedena inkubace hepatocytti s extraktem ze zlatobylu obecného po dobu 24 h
v koncentraénich hladinach 0,042; 0,083 a 0,167 mgml™. Specificky substrat
jednotlivych CYP byl se smési inkubovan 2 h. Studium miry inhibice aktivit CYP
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vlivem extraktu ze zlatobylu obecného bylo provedeno HPLC metodami shrnutymi
v tab. 9.

4.3.8.1.1 Stanoveni aktivity CYP1A2

Aktivita CYP1AZ2 byla stanovena na zaklad¢ O-deethylace fenacetinu (obr. 9).
0

]
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_/{D MH -
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Obr. 9 — O-deethylace phenacetinu za ucasti CYP1A2 (podle (55)).

CH;

Pro HPLC analyzu na HPLC systému I bylo odebrano 150 pl supernatantu po
deproteinaci reak¢éni smési. Slozeni mobilni faze bylo MeOH:H,0 v poméru 2:8 v/v, pH
mobilni faze bylo upraveno pomoci H3zPO, na 2,9. Podminky HPLC analyzy byly
nasledujici: isokraticka eluce, pritok 1 ml-min™, doba analyzy 22 min. Produkt

enzymatické reakce byl analyzovan UV detekci pfi 300 nm.

4.3.8.1.2 Stanoveni aktivity CYP2A6

Aktivita CYP2AG6 byla stanovena pomoci substratu kumarinu, ktery je timto CYP
specificky hydroxylovan v poloze 7 (obr. 10).

@ CYP2ASR m
/j\ /J%
0 0 HO O 0

Obr. 10 — Hydroxylace kumarinu za u¢asti CYP2A6 (podle (56)).

Z reak¢ni smési bylo odebrano pro HPLC analyzu na HPLC systému I 200 pl
supernatantu po deproteinaci reakéni smési. Mobilni faze méla slozeni 0,5% (V/v)
CH3;COOH:ACN v poméru 60:40 v/v. Podminky analyzy byly: isokraticka eluce,
pritok 1 ml'min™, doba analyzy 5 min. Produkt byl detekovan fluorescenénim

detektorem (excitace 338 nm, emise 458 nm).
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Tab. 9 — Stanoveni vlivu extraktu ze zlatobylu obecného na lidskou mikrosomalni jaterni frakci CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a

CYP3AA4.

CYP1A2

CYP2A6

CYP2C9

CYP2D6

CYP3A4

objem reak¢éni smési

objem reakéni smési

objem reakéni smési

objem reakcéni smési

objem reak¢éni smési

200 pl 100 pl 250 ul 200 pl 500 ul
100 mM fosfatovy pufr 100 mM fosfatovy pufr 100 mM fosfatovy pufr 100 mM fosfatovy pufr 50 mM TRIS/150 mM KCI
(pH=7,4) (pH=7,4) (pH=7,4) (pH=7,4) (pH=7,4)

Mikrosomalni frakce
70 pmol cytochromu P450

Mikrosomalni frakce
35 pmol cytochromu P450

Mikrosomalni frakce
250 pmol cytochromu

Mikrosomalni frakce
67,3 pmol cytochromu

Mikrosomalni frakce
70 pmol cytochromu P450

P450 P450
Markerovy substrat Markerovy substrat NADPH generujici Markerovy substrat NADPH generujici
25 uM fenacetin 6,25 uM kumarin systém 25 uM bufuralol systém

(NADP" 0,8 mM, isocitrat
6 mM, IDH 0,4 U-ml™,

(NADP* 0,5 mM, isocitrat
4mM, IDH 0,2 U-ml?,

Mg?* 8 mM) Mg®* 5 mM)
extrakt ze zlatobylu extrakt ze zlatobylu extrakt ze zlatobylu extrakt ze zlatobylu extrakt ze zlatobylu
obecného obecného obecného obecného obecného
0; 0,042; 0,083; 0,167 0; 0,042; 0,083; 0,167 0; 0,042; 0,083; 0,167 0; 0,042; 0,083; 0,167 0; 0,042; 0,083; 0,167
mg-ml™ mg-ml™ mg-ml™ mg-ml™? mg-ml™
preinkubace preinkubace preinkubace preinkubace preinkubace
30 min; 37 °C 30 min; 37 °C 30 min; 37 °C 30 min; 37 °C 30 min; 37 °C
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NADPH generujici
systém
(NADP* 0,8 mM, isocitrat
6 mM, IDH 0,3 U-ml™,

NADPH generujici
systém
(NADP* 0,8 mM, isocitrat
6 mM, IDH 0,3 U-ml™,

Markerovy substrat
200 pM warfarin

NADPH generujici
systém
(NADP* 0,5 mM, isocitrat
6 mM, IDH 0,1 U-ml™,

Markerovy substrat
100 uM testosteron

Mg** 8mM) Mg** 8mM) Mg** 5 mM)
inkubace inkubace inkubace inkubace inkubace
20 min; 37 °C 15 min; 37 °C 20 min; 37 °C 20 min; 37 °C 30 min; 37 °C

zastaveni reakce
70% (v/v) HCIO,

zastaveni reakce
100% methanol

zastaveni reakce
70% (v/v) HCIO,

zastaveni reakce
70% (v/v) HCIO,4

zastaveni reakce
smés 1 M Na,COza2 M
NacCl

centrifugace 10 min 11 463
x g, HPLC detekce (55)

centrifugace 10 min 12 513
X g pti 4°C, HPLC detekce
(56)

centrifugace 10 min 12 513
X g pti 4°C, HPLC detekce
(57)

centrifugace 10 min 219 x
g, HPLC detekce (58)

vitiva extrakce do 2 ml
dichlormethanu (15 s),
centrifugace 5 min, 877 x
g,4°C
1 ml spodni faze extraktu
odpaten dusikem,
rozpustén v 200 ul MF
(64% (v/v) MeOH)
HPLC detekce (59)
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4.3.8.1.3 Stanoveni aktivity CYP2C9

Aktivita CYP2C9 je stanovovana pomoci substratu S-warfarinu, ktery je timto CYP

Vv poloze 7 hydroxylovan (obr. 11).

5 5 HO
e CYP2C9
= CHs
OH 4. O
L

Obr. 11 — Hydroxylace S-warfarinu za uc¢asti CYP2C9 (podle (57)).

Pro analyzu na HPLC systétmu I bylo odebrano 200 ul supernatantu po
deproteinaci reakéni smési. Mobilni faze méla slozeni: KH,PO4(pH = 3):MeOH:ACN
v poméru 52:32:16 v/v/v. Podminky analyzy byly: isokraticka eluce, pritok 1 ml-min™,
doba analyzy 38 min. Produkt enzymatické reakce byl detekovan pii 306 nm (UV
detekce).

4.3.8.1.4 Stanoveni aktivity CYP2D6

Substratem, ktery je vyuZivan pro studium aktivity CYP2D6 je bufuralol, ktery je
timto CYP hydroxylovan v poloze 1 (obr. 12).
CH, HO CH4
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i
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Obr. 12 — Hydroxylace bufuralolu za ucasti CYP2D6 (podle (58)).

Z reak¢ni smési bylo po deproteinaci reakéni smési odebrano 150 ul supernatantu
na analyzu HPLC systémem 1. MF: 2mM HCIO4:ACN v poméru 7:3 v/v. Podminky
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analyzy byly: isokratick4 eluce, pritok 1 ml-min™, doba analyzy 38 min. Produkt byl

analyzovan pomoci fluorescen¢ni detekce (excitace 252 nm a emise 302 nm).

4.3.8.1.5 Stanoveni aktivity CYP3A4

CYP3A4 specificky hydroxyluje testosteron v poloze 6, ¢ehoz se vyuziva pii studiu
aktivity tohoto CYP (obr. 13).

Obr. 13 — Hydroxylace testosteronu za Gc¢asti CYP3A4 (podle (59)).

150 pl upraveného vzorku bylo pouzito pro HPLC analyzu na HPLC systému I.
Mobilni fazi byl 64% (v/v) MeOH. Podminky HPLC analyzy byly: isokraticka eluce,
pritok 1 ml-min™, doba analyzy 14,5 min. Produkt enzymatické reakce byl
detekovan UV detekcei pfi 245 nm.

4.3.8.2 Vliv acinnych latek v plodech brusnice borivky na aktivity CYP

Vliv G¢innych latek obsazenych v plodech brusnice boruvky (anthokyantd) byl
stanoven HPLC metodou sledujici pfeménu warfarinu jako substratu pro vice forem
CYP podle optimalizované metody Fojtikové (57). Koncentra¢ni hladiny celkovych
anthokyanu byly 0,0006; 0,0012; 0,003; 0,006; 0,03 a 0,044 mg anthokyam‘i-ml'1 \
reakéni smési — vypocitano podle celkové koncentrace anthokyanl v roztoku plodi
brusnice borivky za ptedpokladu, Ze do krevniho ob&hu se po konzumaci potravin
obsahujicich anthokyany dostane piiblizn¢ 1 % celkového mnozstvi anthokyant (60).
Nejniz§i vybrana koncentrace odpovida konzumaci piiblizné¢ 100 g ploda brusnice
boriivky V zavislosti na konkrétnim obsahu anthokyanti v dané rostliné. Reak¢ni smés
byla pfipravena stejn¢ jako v tab. 9 pro CYP2C9.

Touto metodou byl urcen vliv na aktivitu jaternich CYP2C9, CYP3A4 a
CYP1Al/2. CYP2C9 katalyzuje hydroxylaci S-warfarinu pievazné v poloze 7 (UV
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detekce, fluorescenéni detekce), mensi mérou v poloze 6, a také hydroxylaci R-
warfarinu v poloze 4 (UV detekce). CYP3A4, CYP1A2 a CYPIAl katalyzuji
hydroxylaci pifedev§im R-warfarinu; CYP3A4 v poloze 10 (UV detekce) a CYP1AL/2
v poloze 6 (fluorescenéni detekce) (61). Mira vlivu byla uréena jako procentualni zména
mnozstvi vzniklého produktu vuc¢i kontrole bez ptitomnosti roztoku plodd brusnice

bortvky.

40



5 VYSLEDKY

5.1 CHARAKTERIZACE MIK’ROSOMALNi FRAKCE LIDSKEHO
JATERNIHO HOMOGENATU

Mikrosomalni frakce ziskana frakcéni centrifugaci z lidského jaterniho homogenatu
byla charakterizovana stanovenim koncentrace CYP, ktera byla méfena
spektrofotometricky (viz kap. 4.3.3). Koncentrace proteinti byla stanovena na 22,7

mg-ml™ a koncentrace CYP 11,17 pmol-I™.

5.2 CHARAKTERIZACE ROZTOKU EXTRAKTU ZLATOBYLU
OBECNEHO

Roztok extraktu zlatobylu obecného byl charakterizovan stanovenim koncentrace
leiokarposidu, tedy slouceniny, které je pfipisovan vyznamny pozitivni uc¢inek na lidsky
organismus. Koncentrace byla stanovena HPLC metodou (10) na zaklad¢ kalibra¢ni
pfimky s pouzitim roztokl standardu leiokarposidu v riznych koncentra¢nich hladinach
(0,008; 0,014; 0,02; 0,05; 0,08; 0,11 a 0,14 mg-ml™) (viz kap. 4.3.5). Tyto roztoky byly
piipraveny v dubletu. Kalibra¢ni zavislost je pocitana z primérnych hodnot dvou
méfenych vzorkl kazdé koncentraéni hladiny a uvedena na obr. 14.

Rovnice regrese: y = 7,589-10'x + 0 (y=ax+b), R?=0,9971.
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Obr. 14 — Kalibra¢ni zavislost pro HPLC stanoveni koncentrace leiokarposidu.
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Koncentrace leiokarposidu Vv roztoku extraktu ze zlatobylu obecného byla
stanovena pro 7 mg extraktu ze zlatobylu obecného rozpusténého v 1 ml vody.
Koncentrace leiokarposidu v extraktu ze zlatobylu obecného byla 0,00233 mg-ml™
(molarni koncentrace je 3,79.10° mol-I™*), coZ odpovida podilu leiokarposidu v extraktu
ze zlatobylu obecného asi 0,033 %. Vysledek je primérem dvou méfenych vzorki.
Touto metodou jsme také chtéli méfit koncentraci leiokarposidu pro roztok extraktu ze
zlatobylu obecného o koncentraci 0,167 mg-ml™ (koncentrace, pro niz byl méfen vliv
na CYP), ovsem vysledky nebylo mozné kvantifikovat, protoze obsah leiokarposidu
v takto malé davce byl pod mezi detekce.

Zméfena koncentrace leiokarposidu ve vyluhu byla 880 ng'ml™ a v odvaru 1570
ng-ml™ v roztocich odpovidajicich navazce 0,167 mg do 1 ml vody.

Dale byla stanovena stabilita leiokarposidu v odvaru a vyluhu ze zlatobylu
obecného V zavislosti na délce ptipravy. Vysledna koncentrace je prumérem dvou
méfenych vzorku v dubletu (obr. 15).

Koncentrace leiokarposidu v odvaru s ¢asem postupné klesa, coz mize mit pii¢inu
v tepelném rozkladu leiokarposidu, zatimco ve vyluhu se hladina leiokarposidu mirné
zvySuje (obr. 15). Toto zvySovani koncentrace leiokarposidu je pravdépodobné dané
vhodnéj$imi podminkami pro extrakci leiokarposidu do roztoku. Rozdily ov§em nejsou

statisticky vyznamné.
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Obr. 15 — Stabilita leiokarposidu v odvaru a vyluhu v zavislosti na délce pfipravy.
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5.3 CHARAKTERIZACE ROZTOKU Z PLODU BRUSNICE BORUVKY

5.3.1 Stanoveni celkového obsahu monomernich anthokyani

spektrofotometricky

M¢éfteni celkového obsahu anthokyanu v roztoku plodu brusnice bortavky bylo
provedeno v dubletu. Absorpéni maximum bylo pozorovano pti 514 nm.

Pro pH - 1: Asyanm = 0,733 a Azponm = 0,079

Pro pH - 4,5: Asianm = 0,002 a A7ponm = 0,007

_ (0,733-0,002)-(0,079-0,007)- 449,2-100-103
€= 26 900-1

Koncentrace celkovych anthokyand v pfipraveném roztoku plodi brusnice

=1077,1 mg-1?!

bortivky byla 1077,1 mg-1*. Vzhledem k p¥ipravé tohoto roztoku, byla koncentrace

celkovych anthokyant v plodech bortvek stanovena na 3 301,4 mg-I™.

5.3.2 Stanoveni anthokyanu v roztoku z plodi brusnice bortivky pomoci
HPLC

Chromatogram vzorku brusnice borGvky naznacuje, Ze plody brusnice borlvky
obsahuji minimaln¢ 10 raznych anthokyant (obr. 16). Na obrazku je vyznacen odhad
identifikace anthokyani podle chromatogramt standardii. Retenéni ¢asy jednotlivych
standardi jsou uvedeny v tabulce 10. Nékteré standardy vykazovaly stejny retencni Cas,
a proto jsme nemohli s jistotou uréit, ktery znich je obsazen v brusnici bordvce,
pfipadné pokud tam jsou oba, v jaké mife. Ukazka chromatogramu jednoho ze
standardd je na obr. 17.

Déle jsme provedli méfeni vzorku roztoku z plodii brusnice bortvky s ptidavkem
standardii. To nam ukazalo, Ze ve vzorku brusnice borivky mohou byt obsazeny
vSechny z testovanych anthokyanti. Porovnani chromatogramu vzorku samotného
s chromatogramy vzorku po ptidavku malvidinu-3-O-galaktosidu a peonidinu-3-O-

glukosidu miizete vidét na obr. 18.
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Tab. 10 — Retencni ¢asy jednotlivych standardti anthokyan.

ANTHOKYAN tr (Min)
delfinidin-3-O-galaktosid 18,9
delfinidin-3-O-glukosid 19,2
kyanidin-3-O-galaktosid 20,1
petunidin-3-O-galaktosid 20,6
delfinidin-3-O-arabinosid 20,6
petunidin-3-O-glukosid 21,2
kyanidin-3-O-arabinosid 21,4
malvidin-3-O-galaktosid 22,4
peonidin-3-O-glukosid 22,6
malvidin-3-O-glukosid 22,9
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200] ky-gala
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pet-glu/ky-ara

m_? e -] malv-gala/peo-gl
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Obr. 16 — Chromatogram vzorku brusnice borivky s vyzna¢enim odhadu
identifikace jednotlivych anthokyanti. Del — delfinidin, ky — kyanidin, pet —
petunidin, malv — malvidin, peo — peonidin, gala — galaktosid, glu — glukosid, ara —
arabinosid.
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Obr. 17 — Ukazka chromatogramu jednoho ze standardti anthokyant, malvidin-3-
O-galaktosidu.
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Obr. 18 — Porovnani chromatogrami vzorku roztoku brusnice boruvky (A) a
téhoz vzorku s pfidavky standardi — malvidin-3-O-galaktosidu (B) a peonidin-3-
O-glukosidu (C).



DalSim krokem pfi identifikaci jednotlivych anthokyanid byla jejich hydrolyza
podle prace Dursta a Wrolstada (53), upraveno podle prace Kopeéné Zapletalové (54) a
nasledna HPLC analyza. Hydrolyzou je odstépen glukosidovy zbytek anthokyand,
ziskame tedy neglykosidované anthokyanidiny. Analyzou hydrolyzovaného vzorku
muzeme potvrdit nebo vylou€it pifitomnost nékterych anthokyant z analyzy
nehydrolyzovaného vzorku. Soucasné S hydrolyzovanym vzorkem roztoku ploda
brusnice bortvky byly nastifiknuty i roztoky standardi vybranych anthokyanidina
(petunidinu, peonidinu, kyanidinu, delfinidinu a malvinidinu). Chromatogram
hydrolyzovaného vzorku s odhadem identifikace jednotlivych anthokyanidini podle

chromatogramu standardd je na obr. 19.
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Obr. 19 — Chromatogram hydrolyzovaného vzorku roztoku z plodt brusnice bortvky.

Analyza hydrolyzovaného vzorku naznalila, ze vzorek obsahuje minimalné 3
anthokyanidiny a podle chromatogramt standardt jsme urcili, Zze to jsou delfinidin,
kyanidin, a petunidin. Peonidin nebyl v hydrolyzovaném vzorku prokazan. Standard
malvidinu byl pravdépodobné poskozen, poskytoval nejednoznacné chromatogramy
svice piky, analyzu tedy nebylo mozno spravné provést a vyloucCit nebo potvrdit
ptitomnost malvidinu ve vzorku. Ov§em po vylouceni pfitomnosti peonidinu ve vzorku,
byla pfitomnost glukosidi malvidinu prokazana jiz po analyze nehydrolyzovaného

vzorku (viz obr. 16).

46



Pro vybrané standardy anthokyanu (del-gala, del-glu, pet-gala, pet-glu, malv-gala,

malv-glu a ky-gala) byla provedena kalibrace. Pro kazdy anthokyan bylo zvoleno pét

koncentracnich hladin a kazdy bod byl primérem péti méieni. Rovnice regrese

s hodnotami spolehlivosti shrnuje tabulka 11.

Tab. 11 — Rovnice regrese a hodnoty spolehlivosti pii kalibraci anthokyand. Hodnota
X je koncentrace v umol-1™" a .y je vyska piku.

anthokyan rovnice regrese hodnota spolehlivosti R
del-gala y=6 611,09x + 167,48 0,9993
del-glu y=6 258,26x + 120,922 0,9988
pet-gala y=2 969,06x + 1758,91 0,9971
pet-glu y=6 639,42x + 231,052 0,9995
malv-gala y=7 527,28x + 222,577 0,9998
malv-glu y=6 077,15x + -253,851 0,9980
ky-gala y=3 653,08x + 351,0045 0,9959

Z té&chto dat byla ve vzorku vypoctem stanovena koncentrace anthokyand del-gala

(1,62 mg-1™), del-glu (1,96 mg-I""), malv-gala (1,29 mg-I") a malv-glu (1,69 mg-I™).

Presné koncentrace dalSich anthokyanii nebylo mozné wurcit, protoze nebyly Vv

nehydrolyzovaném vzorku jednoznaéné rozliseny.
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54 STANOVENI VLIVU VYBRANYCH DOPLNKU STRAVY NA
JATERNI CYTOCHROMY P450 POMOCI MARKEROVYCH
SUBSTRATU

5.4.1 Stanoveni vlivu extraktu ze zlatobylu obecného na jaterni cytochromy
P450 v mikrosomalni frakei a v primarnich kulturach lidskych

hepatocyta

Vliv extraktu ze zlatobylu obecného na aktivitu jaternich CYP v mikrosomalni
frakci byl méfen pomoci markerovych substrati pro CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9,
CYP2D6 a CYP3A4 (tab. 9) s HPLC detekci produkti reakce. Méfeni bylo provadéno
v koncentraénich hladinach 0,042; 0,083 a 0,167 mg.ml™ extraktu ze zlatobylu
obecného. Vysledky ovlivnéni enzymovych aktivit byly stanoveny ve dvou paralelnich
meéfenich jako procentualni ubytek metabolitu markerového substratu proti kontrole,
kde nebyl extrakt ze zlatobylu obecného pfidan do reakéni smési.

Dale byl vliv extraktu ze zlatobylu obecného na aktivitu CYP méfen i V primarnich
kulturach lidskych hepatocytdi (LH 63 a LH 64). Experimenty byly provadény
Vv duplikatech s detekci metaboliti pomoci HPLC metod. Koncentra¢ni hladiny extraktu
ze zlatobylu obecného byly 0,042; 0,083; 0,167 mg'ml'l.

Pii méfeni vlivu extraktu ze zlatobylu obecného na aktivitu CYP1A2, CYP2A6,
CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4 v lidské mikrosomalni frakci jater Se neprojevila
signifikantni zména aktivity Zadného z testovanych CYP v zadné koncentracni hlading
pouzitého extraktu. Tyto zavéry byly potvrzeny i pii méfeni zmén aktivit téchto CYP
V primarnich kulturach lidskych hepatocytd. Vysledky méfeni vlivu extraktu ze
zlatobylu obecného na mikrosomalni jaterni CYP jsou shrnuty na obr. 20-24. Vliv
extraktu zlatobylu obecného na CYP v primarnich kulturach lidskych hepatocyta je

znazornén na obr. 25.
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Obr. 20 — Vliv extraktu ze zlatobylu obecného na aktivitu jaterniho
mikrosomalniho CYP 1A2 pomoci markerového substratu fenacetinu.
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Obr. 21 — Vliv extraktu zlatobylu obecného na aktivitu jaterniho
mikrosomélniho CYP 2A6 pomoci markerového substratu kumarinu.
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Obr. 22 — Vliv extraktu ze zlatobylu obecného na aktivitu jaterniho
mikrosomélniho CYP 2C9 pomoci markerového substratu warfarinu.
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Obr. 23 — Vliv extraktu zlatobylu obecného na aktivitu jaterniho
mikrosomalniho CYP 2D6 pomoci markerového substratu bufuralolu.
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Obr. 24 — Vliv extraktu zlatobylu obecného na aktivitu jaterniho
mikrosomalniho CYP 3A4 pomoci markerového substratu testosteronu.
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Obr. 25 Vliv extraktu ze zlatobylu obecného na aktivitu CYP v primarni kultufe

lidskych hepatocyti.
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5.4.2 Stanoveni vlivu roztoku plodi brusnice bortavky na aktivitu jaternich

cytochromi P450

Vliv roztoku z plodii brusnice bortivky na aktivitu cytochromt P450 byl studovan
pomoci markerového substratu warfarinu, na jehoz metabolismu se podili vice forem
CYP. V nasem experimentu jsme sledovali zménu aktivity CYP1ALl/2, CYP2C9,
CYP2C8/9, CYP2C18/19 a CYP3A4. Detekce jednotlivych metaboliti byla provadéna
s vyuzitim HPLC (viz kap. 4.3.8.2). Méfeni bylo provedeno v dubletu v koncentra¢nich
hladinach anthokyand 0,0006; 0,0012; 0,003; 0,006; 0,03 a 0,044 mg na 1 ml reakéni
smési (ur€eno na zakladé spektrofotometrického stanoveni celkové koncentrace
anthokyani v plodech brusnice bortivky) (51). Nejmensi koncentrace odpovida
konzumaci pfiblizné 100 g plodt brusnice bordvky. Mira vlivu roztoku z plodi brusnice
bortivky na aktivity jednotlivych forem CYP je vyjadiena jako procentualni ubytek
sledovaného metabolitu markerového substratu warfarinu v reakéni smési oproti
kontrole, ktera roztok z plodd brusnice boriivky neobsahovala.

Z vysledki je patrny mirny inhibiéni efekt na CYP2C8/9 a CYP2C18/19 (aktivita
klesla na 60,9 % pivodni aktivity) a CYP3A4 (aktivita byla snizena ptiblizné o 33 %),
ovsem az ve velmi vysokych koncentracich anthokyanti, které by odpovidaly
konzumaci az 7 500 g plodu brusnice borivky. Grafy popisujici efekt roztoku ploda

brusnice bortvky na jednotlivé CYP shrnuji obr. 26-29.
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Obr. 26 — Vliv roztoku z plodd brusnice bortivky na aktivitu jaterniho CYP 1A1/2
pomoci pfemeény markerového substratu warfarinu na 6-OH-warfarin (fluorescenéni
detekce). 52
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Obr. 27 — VIiv roztoku z plodi brusnice borivky na aktivitu jaterniho CYP
2C9/2C18 pomoci pifemény markerového substratu warfarinu na 4-OH-warfarin (UV

detekce).
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Obr. 28 — Vliv roztoku z plodt brusnice bortivky na aktivitu jaterniho CYP 2C9
pomoci pfemény markerového substratu warfarinu na 7-OH-warfarin
(fluorescencni detekce).
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Obr. 29 — Vliv roztoku z plodt brusnice bortivky na aktivitu jaterniho CYP 3A4
pomoci premény markerového substratu warfarinu na 10-OH-warfarin (UV
detekce).



6 DISKUZE

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat vybrané dopliky stravy nebo
ptirodni latky s pozitivnim efektem na lidsky organismus a zjistit, zda ovliviiuji aktivitu
zvolenych cytochromu P450. Pokud by tyto latky ovliviiovaly aktivitu nékterych typt
cytochromii P450, mohlo by pfi soucasné konzumaci 1é¢iv dojit k nezddoucim Iékovym
interakcim na irovni metabolismu a pfipadnému ovlivnéni 1é¢by pacienta. Predmétem
naseho vyzkumu byly dvé soucasti doplnkt stravy — zlatobyl obecny a brusnice
borlivka.

Zlatobyl obecny je oblibenou rostlinou pii 1é€beé mocovych cest a zanétlivych
onemocnéni. Obsahuje velmi mnoho riznych ucinnych latek, ovSem za diuretické,
analgetické a antiflogistické ucinky je z velké Casti zodpovédny fenolicky glykosid
leiokarposid (7,8). Jeho mnozstvi v komer¢né pouzivaném extraktu zlatobylu obecného
bylo méfeno i vramci této diplomové prace s vyuzitim HPLC podle publikované
metody (10). Nasi analyzou jsme zjistili, ze podil leiokarposidu v extraktu ze zlatobylu
obecného je 0,033 %. Tyto vysledky jsou niz$i nez oCekavané. V praci Thiem a kol.
(10) se podil leiokarposidu pohyboval v rozmezi 0,14-0,24 % v susing, v zavislosti na
roku sklizné. Jesté veétsi podil leiokarposidu v suSin€ byl zjistén v praci Barbary
Kolodziej (62), pohyboval se v rozmezi 0,47-1,17 % v zavislosti na podminkach, ve
kterych byla rostlina péstovana.

Obsah leiokarposidu jsme dale zjist'ovali také v odvaru a vyluhu ptipraveném podle
navodu na obalu pouzivané Cajové suSiny (po 15 min louhovani). Soucasné jsme
sledovali zménu obsahu leikarposidu v odvaru a vyluhu Vv zavislosti na délce pfipravy.
V piipadé odvaru s asem obsah leiokarposidu mirné klesa (0,09 — 0,07 mg-ml™),
pokles vSak neni vyznamny a mohl by byt zplisoben moZznym tepelnym rozkladem
leiokarposidu vlivem varu. Obsah leiokarposidu ve vyluhu s ¢asem naopak mirné
stoupa, ale také se nejedna o vyrazny rozdil (0,02 — 0,03 mg-ml™). Celkové je obsah
leiokarposidu vyssi v odvaru, je tedy zjevné, ze zpusob piipravy ma vliv na celkovy
obsah leiokarposidu.

V piedeslych letech bylo provedeno velmi mnoho testli zamétujicich se na ucinky
zlatobylu obecného na organismus, ovSem jen velmi malo studii, které by se
zamétovaly na vliv této byliny na CYP. Byl naptiklad testovan vliv produktu obsahujici

zlatobyl obecny Solidanin® na expresi genu pro CYP3A4 a CYP1A2, kdy bylo zjisténo,
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ze tento produkt nema vliv na expresi genu pro CYP1A2, ale dochazi ke slabé
signifikantni indukci genu pro CYP3A4 u LS180 bun¢k — bunék karcinomu tlustého
stieva (63). Nadorové buiiky a exprese gent v nich ovS§em mohou vykazovat odlisné
chovani oproti zdravym bunkam.

Pfi nasem méfeni vlivu extraktu ze zlatobylu obecného na aktivity CYP
Vv mikrosomalni frakci bylo zjiSt€éno, Ze extrakt nema vyznamny vliv na Zzadny
Z testovanych cytochromti P450 v zadné z testovanych koncentracnich hladin. Testovani
na primarnich kulturach lidskych hepatocyti vedlo ke stejnym vysledkiim.
Nejvyraznéjsi, presto statisticky nevyznamna, byla mirna inhibice aktivity CYP2D6
v mikrosomalni frakci (aktivita klesla na 74 % ptvodni aktivity), ovS§em pii méfeni
vlivu na CYP v primarnich kulturach lidskych hepatocyti se tento trend neprojevil.

Pii zjiStovani vlivu extraktu ze zlatobylu obecného na jaterni CYP se pfi méfeni
s vyuzitim lidskych hepatocytii projevila v méteni relativn€ velka smérodatnéa odchylka.
To by mohlo byt dano tim, ze hepatocyty jsou biologickym materidlem, vysledky jsou
velice zavislé na darci, jeho Zivotospravé, pohlavi, véku apod., proto se experimenty
musi n€kolikrat opakovat, aby se ziskaly jednozna¢né vysledky.

Druhou zkoumanou bylinou byla brusnice bortvka. Tato rostlina je staleti
pouzivanou bylinou pfi priijmech, zanétlivych onemocnénich, k desinfekci dutiny ustni
apod. Za léCivé ucinky pii prijmech odpovidaji tfisloviny, které jsou vyznamnou
brusnice bortvky jsou pfipisovany predevsim anthokyanim (16,19-22).

Plody brusnice borlivky pouzité v této praci byly charakterizovany podle
celkového mnozstvi anthokyanii spektrofotometrickou metodou podle Leea a kol. (51).
Celkové mnozstvi anthokyand V plodech brusnice bortivky bylo stanoveno na 330
mg/100 g. Tato hodnota je porovnatelna s vysledky z jinych praci, napiiklad v roce
2010 Garzoén a kol. (64) stanovili mnozstvi anthokyanti v bortivee na 329 + 28 mg/100 g
borivek. K obdobnému vysledku dosli i Prior a kol. (300 mg/100 g) (65), a Vasco a kol.
(66) zjistili obdobné hodnoty pro Vaccinium floribundum (345 mg/100 g).

Pro piesngjsi charakterizaci plodi bortivek byly identifikovany jednotlivé
anthokyany obsazené v roztoku metodou HPLC podle Dursta a Wrolstada (53). Pro
porovnani bylo zvoleno 10 standardi nejbéznéji se vyskytujicich anthokyant.
Chromatogram naznacil, ze roztok plodi brusnice bortivky obsahuje nejméné 10
ruznych anthokyant. Tyto analyzy naznacily, Ze vzorek obsahuje v urc¢ité mife vSechny

testované anthokyany. Pro lep$i identifikaci jednotlivych anthokyanid byla dale
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provedena hydrolyza vzorku metodou podle Dursta a Wrolstada (53) upravenou podle
prace Kopecné Zapletalové (54). Na chromatogramu byly patrné tii piky, které
vzhledem Kk reten¢nim ¢asum odpovidaly 3 anthokyanidinim (delfinidinu, kyanidinu, a
petunidinu). Standard malvidinu nebyl nalezen, nicméné analyza nehydrolyzovaného
vzorku ptitomnost glykosidi tohoto anthokyanidinu potvrdila. Pfitomnost peonidinu ve
vzorku byla touto analyzou vyloucena. Bylo zji§téno, Ze nejvyznamnéjsimi anthokyany
v roztoku plodu brusnice boruvky jsou delfinidin-3-galaktosid, delfinidin-3-glukosid,
delfinidin-3-arabinosid, kyanidin-3-galaktosid, kyanidin-3-arabinosid, petunidin-3-
galaktosid, petunidin-3-glukosid, malvidin-3-galaktosid a malvidin-3-glukosid. Toto
slozeni odpovida i dfive publikovanym pracim Kdhkonena a kol. (17), Jovancevice a
kol. (67) nebo Littiho a kol. (68).

V poslednich nékolika letech se brusnice bortuvka opét vratila do pozornosti
védci. Bylo publikovdano mnoho praci o jejich blahodarnych tucincich na lidsky
organismus. Interakcemi Gc¢innych latek obsaZzenych v brusnici bortivce S jaternimi
cytochromy P450 se ov§em zabyvalo mnohem méné praci. Voll v ramci své diplomové
prace (69) studovala vliv extraktu z brusnice bortivky na CYP1A a CYP3A v praseci
mikrosomalni frakci. Zjistila mirny inhibi¢ni efekt tohoto extraktu na CYP1A, kterd se
ovsem projevila pouze u mikrosomu ze samce prasete.

V této diplomové praci byl studovan vliv na lidské mikrosomalni CYP1A1/1A2,
CYP2C9 a CYP3A4. Inhibi¢ni vliv na CYP1A1/1A2 nebyl tak vyrazny jako ve vySe
zminéné praci, nicméné byl také zaznamenan. Aktivita téchto CYP v naSich
experimentech klesla na 67 % puvodni aktivity. Inhibi¢ni vliv byl také zaznamenan u
pfemény warfarinu na 4-OH-warfarin za ucasti CYP2C8/9/18/19 (aktivita klesla na
61 % plvodni aktivity), ovSem pii pfeméné¢ na 7-OH-warfarin za Ucasti stejného
CYP2C9 (ale také CYP1A1/1A2 a CYP2C8) nebyl tento efekt tak vyrazny, aktivita
poklesla pouze na 80 %. Vyraznéjsi pokles aktivity v piipad¢ vzniku 4-OH-warfarinu
lze pfisoudit dalsim formam CYP, které se této pfemény UCastni, zejména pak
CYP2C18. Za inhibici tohoto cytochromu P450 pravdépodobné z nejveétsi Casti
odpovida anthokyanin delfinidin-3-glukosid a kyaniny (70). Roztok plodt brusnice
borlivky ovlivnil mirn€ 1 aktivitu CYP3A4, poklesla na 67 % plvodni aktivity. Tento
vysledek podporuje prace Srovnalové a kol. (70), ktera popisuje efekt jednotlivych
anthokyanii na aktivitu vybranych CYP, kde byla aktivita CYP3A4 inhibovana v rizné

mife témé&f viemi testovanymi anthokyany. Zadny z testovanych CYP ovsem nebyl
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roztokem plodli borivek ovlivnén natolik, aby byla vyraznym zptisobem ovlivnéna

metabolizace soucasné podavaného lé¢iva.
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7 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala vlivem vybranych ucinnych latek z doplinka
stravy na jaterni cytochromy P450 v lidské mikrosomalni frakci a na primarnich
kulturach lidskych hepatocyti. Zaroven byly provedeny analyzy ke kvantifikaci

hlavnich uc¢innych latek v téchto soucastech doplnki stravy.

Prvnim ze zkoumanych doplikd byl komeréné pouzivany extrakt ze zlatobylu
obecného. Zlatobyl obecny vykazuje mnoho blahodarnych Gc¢inkt na lidské zdravi a je
vyuzivan 1 v tradi¢nich medicindch. Za hlavni G¢innou latku, kterd je odpovédna za
prevaznou vétsinu téchto ucinkl, je povazovan fenolicky glykosid leiokarposid. Byla
provedena validace HPLC metody ke kvantifikaci mnozstvi leiokarposidu a nasledné
stanoveni koncentrace leiokarposidu v extraktu ze zlatobylu obecného. Celkovy obsah
byl 3,79.10° mol-I"* , tedy asi 0,033 %.

Bylo provedeno méfeni vlivu extraktu ze zlatobylu obecného na aktivitu vybranych
CYP v lidské mikrosomalni frakci a na dvou primarnich kulturach lidskych hepatocytu.
Aktivita vybranych CYP byla vyhodnocena pomoci HPLC metod S vyuzitim
specifickych substrati. Extrakt ze zlatobylu obecného nevykazoval vyznamnou zménu

aktivity zadného z testovanych CYP a to v zadné ze studovanych koncentra¢nich hladin.

Druhou testovanou soucasti dopliki stravy byly plody brusnice bortivky vyuZzivané
Vv tradi¢nich medicinach jiz celd staleti. Jednou z vyznamnych soucdsti této rostliny jsou
anthokyany, které vykazuji velmi mnoho rtiznych blahoddrnych ucinkd na lidsky
organismus. Spektrofotometrickou metodou bylo stanoveno celkové mnozZstvi
anthokyant v plodech brusnice bortivky na (vztaZzeno na kyanidin-3-glukosid) 3301,4
mg-I". S vyuzitim HPLC bylo zji§téno, Ze nejvyznamné&jsimi anthokyany ve vzorku
jsou delfinidin-3-O-galaktosid, delfinidin-3-O-glukosid, delfinidin-3-O-arabinosid,
kyanidin-3-O-galaktosid, kyanidin-3-O-arabinosid, petunidin-3-O-galaktosid,
petunidin-3-O-glukosid, malvidin-3-O-galaktosid a malvidin-3-O-glukosid.

Dale byl studovan vliv roztoku plodi borGvek na vybrané CYP s vyuZitim
warfarinu jako specifického substratu pro nékolik cytochromti P450. Mirna inhibice
aktivity byla zaznamenana u CYP1A1/1A2 (az 72 % puvodni aktivity), CYP2C9/2C18
(az 61 % puvodni aktivity) a CYP3A4 (az 66 % pivodni aktivity). Tyto inhibice ovSsem
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nejsou natolik vyznamné, aby byla vyraznym zplsobem ovlivnéna metabolizace

soucasn¢ podavanych 1é¢iv.
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