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SOUHRN

SOUHRN

Standardizovany extrakt ze semen ostré@pesimarianskéhoSjlybum marianum
[L.] Gaertn, Asteraceae), nazyvany silymarin, jeésimnejmeén 7 flavonolignai
a flavonoidu taxifolinu. Silymarin ma chemoprotekti (€inky a je aktivni slozkodady
fytoptipravki a dophkta stravy. Farmakologicky nejvice studovanym flavagmdnem
silymarinu je silybin, ktery je stsi dvou diastereomé&A a B v @iblizném pongru 1:1.

Prvni ¢ast gedkladané prace je z&rena na sledovani vlivu silybinu na aktivity
riznych forem cytochromu P450 (CYP), hlavniho enzymufdze metabolismu
cizorodych latek. U &h forem CYP, kde byl prokazan vyznamny pokles vatiti
zpusobeny silybinem, byla stanovena sdCa byl popsan mechanismus inhibice.
V piitomnosti silybinu bylyin vitro vyznamr ovlivnény aktivity forem CYP1A2, 2C8,
2C9 a 3A4. Nejvyrazisi inhibiéni efekt silybinu se projevil na aktivitach CYP3A4
a CYP2C9 (1Go49,8umol/l a 34,1umol/l). Inhibice aktivity CYP2C9 silybinem byla
popsana jako nekompetitivni. ¥ipact CYP3A4 probihala inhibice kompetitivnim
mechanismem.

V dalSi ¢asti prace byly sledovany metabolickéemeny silybinu v podminkéch
in vitro. Vysledky naSich experimantukézaly, Ze silybin jgO-demethylovan jaternim
enzymem |. faze metabolismu cizorodych latek, CY&2C

Metabolismus silybinu, v tomtoipadt jednotlivych diastereomérsilybinu A a B
i smesi dvou diastereomer(silybinu AB),za &asti enzyni Il. faze biotransformace, byl
sledovan po inkubaci s UDP-glukuronosyltransferasgu@&T). HPLC analyzou s UV
detekci bylo prokadzano, ze UGTipmneé jak v primarni kuliie lidskych hepatocyt tak
v lidské jaterni  mikrosomalni  frakci  metabolizuji ilybin  za  vzniku
¢tyt monoglukuronid: silybin A-7-O-3-D-glukuronidu, silybin B-70-3-D-glukuronidu,
silybin A-20-O-B-D-glukuronidu a silybin B-2@-B-D-glukuronidu. Pouzitim lidskych
rekombinantnich forem UDP-glukuronosyltransferasy bgentifikovany lidské formy
UGT zodpo¥dné za vznik jednotlivych metabdlitRekombinantni UGT1A1, 1A3, 1A8,
1A10, ale také UGT1A6, 1A7, 1A9, 2B7 a 2B15 steedeldivn: a regioselektivé
tvorily 7- a 200-B-D-monoglukuronidy silybinu. Rekombinantni UGT1A4, 2R 2B17
se na glukuronidaci silybinu nepodilely. Bylo pre&ho, Ze UDP-glukuronosyl-
transferasy fednostdé reagujis jednim ze dvou diastereomgra to se silybinem B.

Preferovanym mistem glukuronidace byl C7 uhlik rkolg silybinu.
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Posledni ¢4st prace se zabyvala identifikaci metaliolivznikajicich pi
biotransformaci silybinu v mio a plazng¢ dobrovolniki. Ve studii bylo nalezeno, Ze
nejvyznamgjSi metabolity pi biotransformaci silybinu jsou glukuronidy. Na bk od
lidské plazmy, kde jsme nalezlifg@ievSim silybin B-2@-B-D-glukuronid, jsme ve
vzorcich lidské mé identifikovali pouze 70-B-D-glukuronidy silybinu. Produkt I. faze
biotransformace silybinuQO-demethylovany silybin, byl nalezen ve vzorcich ¢mo

I plazmy jako minoritni produkt ve forrO-demethylovaného silybin glukuronidu.

Kli¢ova slova silybin, diastereomery, cytochrom P450, UDP-ghgkwsyltransferasy,

biotransformace, HPLC analyza
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Silymarin, a standard extract fro8ilybum marianuni. seeds, contains at least
7 flavonolignans and flavonoid taxifolin. It hasdpeused to date as chemoprotectant.
Flavonolignan silybin, the main component of silyma is composed of two
diastereomers A and B in approximately 1:1 ratio.

In the first part of the presented work, inhititiof cytochromes P450 (CYP) by
silybin in microsomal fraction was studied. Theules of the inhibition of prototypic
activities of individual human microsomal CYP enasrby silybin revealed that there
were four P450 activities influenced by the pregeoicthis compound, namely, those of
CYP1A2, 2C8, 2C9 and 3A4. The most prominent irttohi effect was found with
CYP3A4 and CYP2C9 (I16549.8 umol/l and 34.1umol/l, respectively). Our results
indicated the presence of a noncompetitive intubitof the CYP2C9 activity and of
a competitive inhibition of the CYP3A4 activity.

In the next part of this work the metabolism ftsn in vitro was observed. The
results presented here showed that silybin is stdigje to O-demethylation by
cytochromes P450, enzymes of the Phase | of xetobretabolism. Experiments with
bactosomes confirmed that it is the CYP2C8 formclwhs responsible for formation of
the O-demethylated silybin.

Contribution of UDP-glucuronosyltransferases (magphase Il enzymes) to
metabolism of silybin and its A and B diastereom&es also investigated. Four main
metabolites of silybin formed by UGTs were idewrttfiusing HPLC with UV detection.
Hepatocytes and microsomes formed silybin A-B-D-glucuronide, B-70-B-D-
glucuronide, A-209-B-D-glucuronide and B-2@-B-D-glucuronide. With recombinant
UGTs, it was confirmed that mainly the UGT1A1, 1AZ8 and 1A10 enzymes, but also
UGT1A6, 1A7, 1A9, 2B7 and 2B15 were responsible the stereoselective and
regioselective reactions leading to the respecsigbin glucuronides. No silybin
glucuronides were generated by UGT1A4, 2B4 and 2BThe preferential
glucuronidation of silybin B unden vitro conditions by human UGTs was confirmed.
The phenolic —OH group at C7 position of silybimusture was the main site of
glucuronidation.

The last part of this work was focused on thafifieation of silybin metabolites in

human plasma and urine samples. Monoglucuronidesslydfin were found as the main
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metabolites in the plasma and urine. The hummanivo samples yielded the @-f3-D-
glucuronides of the A and B diastereomers bothhm plasma and urine. In human
plasma, moreover, the presence of silybin BE2B-D-glucuronide was also confirmed.
The glucuronide of th®-demethylated silybin was found as minor metabatitplasma

and urine samples.

Keywords silybin, diastereomers, cytochrome P450, UDP4glagosyltransferases,
biotransformation, HPLC analysis
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SEZNAM ZKRATEK

ABC

ATP
AP
BCRP

BVM
BVMG

ATP-vazajici kazeta
(ATP-binding cassette)
adenosintrifosfat
aglykon polyfend

protein rezistence karcinomu

prsu (breast cancer resistance

protein)
Beviramat

Beviramat-glukuronid

CH3COOH kyselina octova

CGo,
COMT
CYP
DEDC
DMSO
DNA
EDTA

EFC

ESI
GIT
GP
GLP
GST

HCI

oxid uhlgity

katechol O-methyltransferasa
cytochrom P450
diethyldithiokarbamat
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
ethylendiamintetraoctova
kyselina
7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-
kumarin

ionizace elektrosprejem
gastrointestinalni trakt
glykosid polyfendi
glukuronid polyfendi
glutathion S-transferasa
tritium, radioaktivni izotop
vodiku

kyselina chlorovodikova

HCIO,4
HFC

HaPOy
HPLC

ICs0

Km
Ki
KCI

kyselina chlorista
7-hydroxy-4-(trifluoro-
methyl)-kumarin
kyselina fosforéna
vysokodinn& kapalinova
chromatografie

(high performance liquid
chromatography)
koncentrace latky inhibujici
50 % aktivity enzymu
Michaelisova konstanta
Inhibi¢ni konstanta

chlorid draselny

LCQ Fleet hmotnostni spektrometr

s iontovou pasti

LC/MS kapalinova chromatografie
s hmotnostni detekci
uLC/MS  mikrokapalinova
chromatografie s hmotnostni
detekci
LPH laktasa-florizin hydrolasa
luciferin-ME
luciferin 6”-methylether
MRP multidrug resistentni protein
(multidrug-resistance related
protein)
MS hmotnostni spektrometrie



SEZNAM ZKRATEK

m/z

Na,COs
NaCl
NADH

NADP*

NADPH

NAT
OAT

P-gp
PAH

Panc-1

Q-Tof

rpm
Rt
SA
SB
SAB

efektivni hmotnost S.E.M.
(m-hmotnost iontu,

z-nabojove&islo) SPE
uhlicitan sodny

chlorid sodny SULT
redukovany nikotinamid- TAO
adenindinukleotid TPMT
oxidovany nikotinamid-
adenindinukleotid fosfat UDP
redukovany nikotinamid- UDP-GA
adenindinukleotid fosfat
N-acetyltransferasa UGT
transportér organickych

kationti (organic anion uv
transporter) Vmax

P-glykoprotein
polycyklické aromatické
uhlovodiky

bu&na linie lidského
adenokarcinomu slinivky
spojeni kvadrupolu
a ortogonalniho fitetového
hmotnostniho analyzatoru
ot&ky za minutu

retergni cas

silybin A

silybin B

silybin AB

(smés diastereomérA a B

vV poneru 1:1)

odchylka gmeéru
(standard error of the mean)
extrakce tuhou fazi (solid
phase extraction)
sulfotransferasa
triacetyloleandomycin
thiopurin S-
methyltransferasa

Uridin 5”-difosféat

Uridin B-difosfo-
glukuronova kyselina
Uridine 3-difosfo-
glukuronosyltransferasa
ultrafialové zéeni
maximalni rychlost

enzymatické reakce
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1. UVOD

Nadorova onemoemi, obezita, cukrovka, vysoka hladina cholesteralysoky
krevni tlak, stres, deprese, nespavost a dalSlizeémi choroby pedstavuji zavazneé
zdravotni problémy s@asné populace, zvl@Ss ohledem na stéle rostoucicponow
diagnostikovanych pacieihtU klasické mediciny je &a zdravotnich probléirzaloZzena
na \wWdecky owienych poznatcich a zkuSenostech generaciiiékdedle klasické
mediciny ma sk nezastupitelny vyznam také medicina nazyvana jakernativni.
Alternativni a komplementarni medicina je Sirokyjepo, ktery zahrnuje fedevSim
metody neuzivané v klasickém |éktvi tak, jak je tomu rozuémo Vv evropskéci
.Zzapadni“ medicia. Jako piklad mizeme uvést akupresuru, akupunkturu, aromaterapii,
homeopatii neboifstupy, i kterych jsou k Iéb¢ ¢lovéka vyuzivany léivé rostliny, tedy
fytoterapii.

Vyuzivani rostlin v lékestvi je vSak patmh stejré staré jako lidstvo samo.
Do 18. stoleti bylo bylin&tvi obvyklou formou |&y, a i dnes je ajt velmi rozSfené
a oblibené. Bezpet lidi pi drobnych zdravotnich potizich a mérzavaznych
onemocgnich voli bylinné pipravky. Z dat publikovanych $tovou zdravotnickou
organizaci vyplyva, ze fytoterapie je na celénit&svyuzivanaitkrat azétyrikrat castj,
nez l&iva klasické mediciny. Je obecrznamo, ze fytofjpravky mohou fispivat ke
snizeni rizika vzniku rakoviny, chronicky nemocnjidem pomahaji zmirnit néfjemné
piiznaky nemoci, v&kterych gipadech dokazi zmirnit vedlejStiaky narané l&by
asvym m@sobenim zvySuji kvalitu Zivota vigeehu I&by. Jednou z nejvice
prostudovanych tévych rostlin je ostropestc mariansky. Extrakt ze semen této rostliny,
silymarin, je uzivan jiz po staleti jakdipdni I&€ivo pfi onemocini jater a Zldovych
cest. Silymarin obsahuje ssflavonolignai, z nichz nejvyznanijsi je silybin, ktery je
povazovan za nositeleétginy biologickych aktivit silymarinu. V s@asné dob je
silymarin/silybin aktivni slozkoudady fytogipravki a dophku stravy. Je uzivan zejména
pro své dinky hepatoprotektivni, chemoprotektivni, antioxidg protinadorove,
protizaretlivé a imunomoduléni.

Ucinné latky I€ivych rostlin i v sodasné dob ¢asto uzivané dojky stravy jsou

z organismu eliminovany stejnymi mechanismy, kterysou odstraovany Klinicky
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uzivana léiva. Obecs plati, Ze l€éiva podléhajici intenzivnimu metabolismu (z&asti
enzymi |I. a Il. faze metabolismu cizorodych latek) a geji vstup do hitky je
zprostedkovan transportnim proteinem, maji nizkou biagmsdst a ¢asto jsou
zdrojem Iékovych interakci. Silybin, jako latka tlosného pivodu, se stal v poslednich
nékolika letech jednim z intenzi¥nzkoumanych dogku stravy. Mozna indukce nebo
inhibice biotransformé&nich enzyn silybinem by mohla vést ke zm& U¢inku nebo
rychlosti odbourani sowbré podavaného téva. Interakce mezi dvem a dopikem
stravy navzajem mohou terapii u pacientacmdakomplikovat, zfsobovat nefjjemné

vedlejSi @inky a miZze dokonce dojit i k naprostému selhani terapie.

Ve své diserténi praci jsem sednovala interakcim silybinu s hlavnimi enzymy
I.all. faze metabolismu cizorodych latek (intar@k s cytochromy P450
a s UDP-glukuronosyltransferasami), charakterizagdnotlivych  forem lidskych
cytochromii P450 a UDP-glukuronosyltransferas zodfmbwch za metabolickérpmeny

silybinu a identifikaci vznikajicich metabaliv podminkachn vitro ain vivo.
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2. SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 Biotransformace xenobiotik

Biotransformace xenobiotik je zakladnim mechanisnmm udrzeni homeostazy
organismu Bhem expozice cizorodym latkdm (xenobidtik I&ivim, dophkiam stravy,
chemikaliim, Skodlivindm z Zivotniho prosti, aj.). Pemeny cizorodych latek jsou
v Zivych organismech zprdsdkovany enzymy, které maji Sirokou substratovou
specificitu. Tyto enzymy maji svoji nezastupiteln@lohu nejen v biotransformaci
xenobiotik, ale také v metabolismu endobiotik inapitamini, Zlu¢ovych kyselin,
eikosanoid, mastnych kyselin nebo steroidnich horiinod pohledu lokalizaceéthto
enzymi lze fici, Ze biotransformai enzymy maji Sirokou tké@vou distribuci. Svoji
funkci plni pedevSim v jatrech, ale jejich metabolicka aktijgadilezita i v dalSich
organech jako jsou plice, ledviny, slinivka, slegirsrdce, mozek, varlata, vépéky,
placenta, ale také v krevnich ikaéch ¢ervenych krvinkach, krevnich dedtéach,
lymfocytech) nebo v travicim traktu (Parkinson, 200

Pti sledovani metabolickychiemeén cizorodych latek se biotransforéma reakce
obecrt rozctluji do dvou fazi. VI. fazi metabolismu xenobiotdochazi k pemené
cizorode latky (oxidaci, redukci, hydrolyzou) ndgcejSi metabolit. Jestlize je metabolit
|. faze dostaien¢ polarni, nize byt vylogen ledvinami. Malo polarni produkty I. faze
vstupuji do faze Il, $ niz dochazi ke konjugaci s endogennimi latkamap{n
UDP-glukuronovou kyselinou, 3'-fosfoadenosin-5féssilfatem, glutathionem, acetyl
CoA, S-adenosylmethioninem nebo aminokyselinami)vzaiku polarnich konjugéf
které jsou obvykle vyloteny z organismu nid nebo Zldi. Reakce |. faze mohou, ale

nemusi pedchéazet reakcim Il. faze.

2.1.1 Enzymy |. faze metabolismus cizorodych latek

V |. fazi biotransformace cizorodych latek dochaki oxidaci, redukci
nebo hydrolyze parentni latky za vzniku vice pdldonmetabolitu fipojenim nebo

odhalenim funé&nich skupin (-OH, -NbKl -SH, -COOH). Mezi enzymy, které séagtni
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téchto genmen pati oxidoreduktasy, z nichZz vyznamné jsoienmé typy oxidas, dale
reduktasy a hydrolasyi€hled biotransformmich enzyni I. faze je uveden v tabulce 1.
Mezi t€mito enzymy zaujimaji nejvyznar§8i misto cytochromy P450 a bude jim

vénovana pozornost v nasledujici kapitole.

Oxidace Redukce Hydrolytickeé reakce
Alkoholdehydrogenasa Azo- a nitro-redukce Esterasy
Aldehyddehydrogenasa Redukce karbonylu Peptidasy

Aldehydoxidasa Redukce disulfidu Epoxidhydrolasy
Xantinoxidasa Redukce sulfoxidu
Monoaminoxidasa Redukce chinonu
Diaminoxidasa Reduki dehalogenace

Prostaglandin H synthasa
Polyaminoxidasa
Flavinové monooxygenasy

Cytochromy P450

Tabulka 1: Biotransformani reakce a enzymy |. faze metabolismu @zgch latek

(podle Parkinson, 2001).

2.1.1.1 Cytochromy P450

Pojmem cytochrom P450 (CYP) jsou ozoeany biotransformani enzymy |. faze,
které maji vyznamné spaiee charakteristické vlastnosti. V prvfaick je tteba uvést, Ze
se jednd o hemové enzymy. Nazev cytochrom P450otlybzen od charakteristické
vlastnosti &chto enzymi, kterou je schopnost absorbovat v redukovaném ustav
v komplexu s oxidem uhelnatym viditelnééte pii vinové délce 450 nm (Garfinkel,

2003). Ostatni hemoproteiny, rapemoglobin nebo enzymy obsahujici hem, jako jsou
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katalasy nebo peroxidasy, vykazuji absafpmaximum pi jiné vinové délce. Buitna
lokalizace cytochrorinP450 je pedevSim v membr&rendoplasmatického retikula.
Obecna reakce, kterou Ize popsat biotransformalostratu za dasti cytochromu

P450, se da zjednoduseryjadit nasledujici rovnici:

RH + O, + NADPH + H — R-OH + HO + NADP

Tato rovnice popisuje, Zze se jedna o monooxygemmasreakci, kdy do molekuly
substratu RH je zaveden atom kysliku za vzniku ¢txyglovaného produktu R-OH,
zdrojem redu&nich ekvivaleni je zde redukovany nikotinamidadenindinukleotidffbs
(NADPH). Druhy atom aktivovaného kysliku se stawékasti molekuly vody. Jak uz
bylo fe¢eno, uvedena rovnice popisuje funkci cytochromuOPgbuze zjednodusen
v realné Zivé biice je mechanismus enzymatickyckeq@n mnohem komplikovafjsi.
Zdrojem elektrofi pro redukci molekularnino kysliku nemusi byt jeiADPH, ale
i NADH. Meziclankem pi prenosu elektroin na cytochrom P450 je enzym
NADPH:cytochrom P450 reduktasa, lokalizovana v @hakmatickém retikulu,
v nekterych gipadech i mitochondrialni ferredoxin reduktasa laemeovy Fe-S protein.
Ulohu donoru elektronu pro redukci Zeleza v cytoomn P450¢asto pini dal3i
hemoprotein, cytochromsbTaké zdrojem kysliku pro oxidativni reakce nemugi jen
molekularni kyslik, ale mohou byt vtomto smysluugjy nag. i peroxidy nebo
peroxikyseliny (Stiborova a kol., 1999).

Cytochromy P450, oziavané v literatte kezn¢ zkratkou CYP, se vyskytuji
v riznych formach, které jsatazeny do rodin a podrodin podle stégromologie jejich
primarni struktury (ptadi aminokyselin) proteinovych molekuflenové jedné rodiny
jsou oznd&ovany arabskyngislem nésledujicim po nazvu enzymu (hapYP2) a sdili
nejmérg 40 % homologie aminokyselinové sekvence jejichtgind. Clenové stejné
podrodiny se ozraji velkym pismenem, které nasledujéinpo zadislici ozn&ujici
rodinu (CYP2C) avykazuji vice jak 60 % homologieaminokyselinové sekvenci.

Jednotlivi¢lenové podrodin se ozéigi druhym arabskyntislem a vysledné oztani
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konkrétniho enzymu pak vypadd naYP2C9 (Anzenbacher and Anzenbacherova,
2003).

V lidském genomu bylo nalezeno 57 ggmro cytochromy P450. Do dnesni doby
identifikované enzymy dloveéka byly z&azeny do 18 rodin a 41 podrodinétSina CYP
je vlidském organismu exprimovana v jatrech, ajgmamny je také jejich obsah
v tenkém gew, plicich, mozku, srdci, ledvinach, v a v jinych organech. V tabulce 2
je uvedeno rozteni lidskych CYP vzhledem k vyznamnym skupindm ssré

(Guengerich, 2006).
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Steroly | Xenobiotika Mastné Eikosanoidy | Vitaminy | Neznamé
(I6tiva) kyseliny

1B1 1A1 2J2 4F2 2R1 2A7
7A1 1A2 4A11 4F3 24A1 281
7B1 2A6 4B1 4F8 26A1 2U1
8B1 2A13 4F12 5A1 26B1 2W1
11A1 2B6 8A1l 26C1 3A43
11B1 2C8 27B1 4A22
11B2 2C9 4F11
17A1 2C18 4F22
19A1 2C19 4V2
21A2 2D6 4X1
27A1 2E1 471
39A1 2F1 20A1
46A1 3A4 27C1
51A1 3A5

3A7

Tabulka 2: Klasifikace lidskych CYP podle hlawh substratovychiid (podle
Guengerich, 2006).

Cytochromy P450 a metabolismugiié

Jak jiz bylo zmigno, cizorodé latky (mezi které pati vétSina I€iv), jsou
v organismu feménovany na latky polaSi. Svou nezastupitelnou Ulohdi géchto
jsou zapojeny

piemgnach plni prdy cytochromy P450. i#ehled CYP, které
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do metabolismu v je uveden vtabulce 2. Jednd se o enzymy, kseré&astni
biotransformace az 75 % Klinicky uzZivanyckivé Znalost ulohy konkrétni formy CYP
pii metabolismu dinné latky podané pacientovi jeildzita hlavé z divodu mozné
lekové interakce. Interakce meziciéy mohou terapii pacienta z&a zkomplikovat.
Lokalizace, specifické substraty a induktory lidskyCYP zapojenych do metabolismu
léCiv jsou uvedeny v tabulce 3.

Nejdilezit¢jSim cytochromem P450¢astnicim se metabolismucie je CYP3A4.
Jedna se o inducibilni enzym, jehoz znamymi indykjsou barbituraty, rifampicin nebo
dexamethason. Nejtsi mnozstvi CYP3A4 se nachazi v jatrech, ale viygkyse také
v tenkém g€, v plicich, v mozku nebo v placeéntV lidském plodu pevlada existence
formy CYP3A7, coz se po porodu rychleemh, a forma CYP3A7 je té#h aplne
nahrazena formou CYP3A4 (Stevens et al., 2003) niatabolismus kv je dilezité, Ze
aktivita tohoto enzymu mezi jednotlivci zZim& kolisa. Zatim se ovSem jednozn&
neprokazalo, Ze tato interindividualni variabila&tivity CYP3A4 je dana genetickym
polymorfismem.

DalSi dilezitou formou cytochromu P450 s Sirokou substrdtospecificitou je
CYP2D6. Stejt jako CYP3A4 se nachazfgrevsim v jatrech, ale také v mozku, plicich
a v trvicim traktu. Je to enzym, ktery neni indutelny. To znamena, Ze jeho mnozstvi
v organismu je dano genetickym vybavenim. CYP2D&azyje vyrazny geneticky
polymorfismus, jehoz isledkem je existenceéithlavnich fenotyf. pomalych, rychlych
a ultrarychlych metabolizatbr V praxi to znamena, Ze tip podavani léiv
metabolizovanych CYP2D6 jgeba u pacienta zjistitifslusny genotyp pdp fenotyp
a podle vysledku upravit davkovani. Mezi d&sjtji pouzivané diagnostické markery pro
uréeni fenotypu CYP2D6 p#t spartein (pouzivany v porodnictvi), debrisochin
(antihypertensivum) nebo dextrometorfan (predek tiSici kaSel). Z farmakologického
hlediska nizeme situaci popsat ndildadu tricyklickych antidepresiv, kdy u paciént
s fenotypem pomalych metabolizdtge nutné sledovat hladinwiané latky v plazm,
protoze zvySené mnozstvi latkytgobené jejim pomalym metabolismentiza vést ke

kardiotoxickym @inkam (Baranova et al., 2004).
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Clenové podrodiny CYP2C (CYP2C8, 2C9, 2C10, 2C18)itw metabolismu k&v
rovnéZz vyznamnou roli. Primagnse jedna o jaterni enzymy majici Sirokou substrmato
specificitu. CYP2C9 se dastni metabolickych tpmén warfarinu (I€k snizujici krevni
srazlivost), z dalSich substiiatohoto enzymu rizeme jmenovat diklofenak, ibuprofen,
amitriptilin  nebo karbamazepin. Druhym vyznamnymtochromem P450 z této
podrodiny je CYP2C19, ktery metabolizuje haponerné ¢asto uzivany diazepam,
imipramin, omeprazol nebo Stmefenytoin. Pro CYP2C19 je typicky geneticky
polymorfismus, diky &muz je u pomalych metabolizatorobtizné nalézt optimalni
davkovani léiv.

CYP1Al a CYP1AZ2 jsou dva enzymy ze stejné podrad@yP1A2 je typickym
jaternim enzymem, jeho hlavnimi substraty jsou atické aminy a polycyklické
aromatické uhlovodiky. Z tdv, které tento cytochrom P450 metabolizujenzeme
jmenovat kofein, fenacetin, teofylin, takrin nebmzapin. CYP1Al se na rozdil od
CYP1A2 vyskytuje pedevsim extrahepatélnHladiny CYP1A1/2 jsou velmi variabilni,
vzhledem k indukci Sirokym spektrem latek. Jakouktdry pisobi nap. latky obsazené
vrostlinach Zeledi Brassicaceae, nebo latkyfitpmné v cigaretovém kou

(Anzenbacher and Anzenbacherova, 2001).
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CYP Lokalizace Typicky substrat Typicky induktor
1A1 plice, jatra, GIT, mozek,| PAH (polycyklické PAH, dioxiny

srdce, lymfocyty aromatické uhlovodiky
1A2 jatra aromatické aminy, PAH, koueni,
PAH, kofein B-naftoflavon
1B1 | srdce, plice, &Ze, placenta PAH dioxin
jatra, GIT, ledviny, slezina
2A6 jatra kumarin, steroidy barbituraty,
dexametason
2B6 jatra, srdce nikotin barbituraty
2C8 jatra, ledviny retinoidy, taxol ?
2C9 jatra tolbutamid, diklofenak rifampicin,
warfarin barbituraty
2C19 jatra, srdce 9-mefenytoin, rifampicin,
omeprazol, diazepam barbituraty
2D6 jatra, mozek, srdce antidepresiva, -
B-blokatory
2E1 jatra, plice, mozek, srdce, ethanol, nitrosaminy, | ethanol, hladogni
kostni den, endotel acetaminofen
2F plice kumariny ?
3A4/5 | jatra, GIT, ledviny, plice, steroidy, taxol, streroidy, barbituraf
mozek, endotel, placenta, acetaminofen,
lymfocyty cyklosporin, tizné
3A7 fétus, placenta, (jatra) dihydropyridiny

Tabulka 3: Lidské cytochromy P450 zapojenémetabolismu xenobiotik a Klinick

uzivanych léiv (Anzenbacher and Anzenbacherova, 2001).
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Experimentalni modely uzivané pro studium metaboilis xenobiotik

Pfi studiu biotransforma&ich procedé nebo i vyvoji novych I&€iv je dilezité
porozungt molekularni podstatmetabolickych fenmen. K tomuto é@elu jsou vyuzivany
raizné experimentalnitfstupy, které modeluji realnou situaci v lidskéngastismu. Pro
studium metabolismu xenobiotik z&asti cytochrom P450 Ize obeenhvyuzit metody
in vitro neboin vivo.

V piistupuin vitro paki mezi nefastji uzivany biologicky material mikrosomalni
frakce jaterniho homogenatu. Mikrosomy jsou memdwénvaky vzniklé po rozbiti
endoplasmatického retikula. V membgamikrosomi jsou @itomny nejen cytochromy
P450, ale i dalSi enzymy prvni faze metabolismwkétik (flavinové monooxygenasy,
prostaglandin H synthasa) a&které enzymy druhé faze rapUDP-glukuronosyl-
transferasy. V salasné dob se ke studiu metabolismu ¢ie také casto pouzivaji
jednotlivé lidské rekombinantni CYP exprimované veovych nebo bakterialnich
hostitelskych systémech. Komplex&i pohled na metabolickéigmeny xenobiotik
véetre sledovani indukce proteirumoziuji hepatocyty (nebo bgtiné linie odvozené od
jaternich nadorovych bgk), tkdiovétezy nebo perfundované organy.

Experimenty in vivo, ale takéin vitro se provadji predevSim na zwécich
modelech. V experimentalni farmakologii fidt negasgji uzivanym zvfatim potkan,
kralik, opice, prase nebo miniprasei RPyhodnocovani vysledk studii ziskanych na
zvitecich modelech je nutné vzit v ivahu mezidruhovadity v aktivit a hlavre
substratové speciéitbiotransformanich enzyn.

Je znamo, Ze potkan neni dobrym modelem pro studietabolismu cizorodych
latek probihajiciho za c¢asti cytochromi P450. Podstatné rozdily existuji zejména
v pripact lidského CYP3A4. Potkani ortologni forma CYP3ALlnheindukovana
rifampicinem, typickym induktorem lidskych CYP3A Land Li, 2001). Tak&ada
dulezitych substrdit lidského CYP3A4, nap nifedipin (dihydropyridinovy blokator
kalciovych kanal) nebo steroidy, nenitfpménovana potkanimi formami CYP3A.
Nejvice zastoupenou podrodinou v potkanich jatjeoh CYP2C, kter&asto zastupuji

roli lidskych CYP3A. DalSi enzym udezity pro metabolismus &/, CYP2D6, je
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u potkari reprezentovan ortolognim CYP2D1. Tento enzym neé& sielmi podobnou
substratovou specificitu jako lidsky CYP2D6, alenathin (specificky inhibitor CYP2D6)
nema specificky inhikdni i¢inek na CYP2D1 (Zuber et al., 2002a).

Lidsky CYP2D6 nema srovnatelného partnera ani 16&& kralika. U kralik byly
identifikovany geny dvou CYP2D (CYP2D23 a CYP2DZ¥amamoto et al., 1998).
Priblizné 1/3 I&iv testovanych na kralicich byla metabolizovangrjin formami CYP,
nez je tomu u lidi. Uloha lidské formy CYP3A4 jektéliki pravatpodobré nahrazena
CYP2C. Rikladem ntize byt testosteron B-hydroxylasa, coz je u lidi CYP3A4, ale
u kralikh CYP2C3 (Zuber et al., 2002a).

Pes neni takasto uzivanym experimentalnim modelem héazrdivodu etickych.
Urcita shoda s lidskymi cytochromy P450 existujeiippd podrodiny CYP2D. Bylo
prokazano, ze CYP2D15 je hlavni formou cytochrord®@Pu p& a ma enzymatickou
aktivitu podobnou lidskému CYP2D6 (Roussel etE98). Pes je mezi savci jediny druh
schopny metabolizovat polycyklické aromatické ulbldiky CYP2B11 (Guengerich,
1997).

U prasat a miniprasat byly nalezettyii enzymy z podrodiny CYP3A (CYP3A22,
3A29, 3A39, 3A46) (Nannelli et al.,, 2008). Isolo¢arprasei jaterni CYP3A29
vykazovaly stejnou nifedipinoxidasovou aktivitu ¢aklidské CYP3A4 a CYP3AS.
Hladina CYP3A29 byla zvySena po indukci fenobaitbitaa rifampicinem, stefnjako je
tomu u odpovidajicich lidskych forem (Monshouwerakt 1998). Tato zjighi ukazuji
prase jako dobry experimentalni model pro sledovamétabolismu xenobiotik
zprostedkovany lidskymi CYP3A4.

Dobrym zviecim experimentalnim modelem pro metabolismus xetiklza (tasti
enzymi z podrodiny CYP2C se zda byt opice. Hydroxyla8enfefenytoinu v poloze 4,
za niz uclovéka odpovidd CYP2C19, byla pozorovana také u opias(yhori et al.,
1993). Sharer et al. (1995) popsal mikrosomalnivaigt CYP2C u Maccacus rhesus
podobnou jako u lidi.

Hlavni lidské mikrosomalni CYP a jejich mozné expemtalni modely jsou

uvedeny v tabulce 4.
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% odhad zapojeni . . .
CYP jednotlivych CYP marker aktivity modelovy systém
v metabolismu
lé¢iv
1A2 4 kofein potkan, kralik,
prase, miniprase
2C9/2C19 11 diklofenak/g)-mefenytoin opiceNlacacca
mulattg
2D6 30 debrisochin, dextrometorfan, pes
spartein
2E1 2 chlorzoxazon potkan, kralik,
prase, miniprase
3A4 52 nifedipin, erytromycin, prase, miniprase
alprazolam, dextrometorfan
Tabulka 4: Mozné experimntalni modely hlavnich lidskych jaterni

mikrosomalnich CYP (Zuber et al., 2002a).
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2.1.2 Enzymy Il. faze metabolismus cizorodych latek

Produkty biotransformtaich reakci Il. faze byly v literata popisovany jiz od
druhé poloviny 19. stoleti. Vznikajici konjugatylypyalezeny v krevnim séru, Ziunebo
maoci (Miners et al., 2006). Prvnim identifikovanym logatem byla kyselina hipurova,
ktera v lidském organismu vznika konjdgareakci kyseliny benzoové a aminokyseliny
glycinu (Hutt and Caldwell, 1990).

Obecré teceno, fi biotransformanich gemenach za Gasti enzymi 1l. faze
vznikaji takové produkty, které jsou zpravidla pot§Si nez vychozi latky, a proto se
mohou snad¥ji vylucovat z tla maii nebo Zldi. NejdilezitéjSimi enzymy Il. faze jsou
transferasy: UDP-glukuronosyltransferasy  (UGT), fathnsferasy  (SULT),
N-acetyltransferasy (NAT), glutathion S-transferéS%T), thiopurin S-methyltransferasa
(TPMT) a katechol O-methyltransferasa (COMT). Zi&l vyznamnych enzyimtéto
faze mizeme jmenovat enzymyastnici se konjugace s aminokyselinami.

Enzymy II. fAze metabolismu cizorodych latek hdajeZitou roli v biotransformaci
jak endogennich latek, tak xenobiotik. Podmdlm zkoumana jejich Uloharignaktivaci
farmakologicky aktivnich slaienin. Biotransforméni reakce Il. faze jsou obetn
pokladany za reakce detoxitkd; mnohé metabolity jsou skdt@ mére toxické nez
vychozi latky. Neplati to vSak zdaleka univerzaM n¢kterych gipadech mze dochazet
k metabolické aktivaci, ndpnekteré prokarcinogeny jsou sulfatovany za vznikuoegs
reaktivnich intermediét které mohou {sobit jako karcinogeny nebo mutageny
kovalentni vazbou na DNA (Surh, 1998)iikladem takové toxifikace fize byt
sulfokonjugace aromatickych hydroxylamjnkdy vzniklé reaktivni intermediaty maji
mutagenni &inky (Meinl et al., 2002).

Predmétem zajmu v posledni deébje studium genového polymorfismichto
enzymi. Razna intenzita konjugaich reakci, dana genetickym polymorfismentzm
hrat roli @i vzniku nékterych forem rakoviny nd&prakoviny plic (Arslan et al., 2009),
jater, steva (Agundez, 2008), mozku (Bardakci et al., 20@&)o nadar matovych cest

(Huang et al., 2009).
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Experimentalntast gedkladané disertai prace je zagtena na interakce silybinu
s hlavnimi enzymy Il. faze metabolismu cizorodych atek,
s UDP-glukuronosyltransferasami, proto budou vetagicim textu blize popsany prav

tyto enzymy.

2.1.2.1 UDP-glukuronosyltransferasy

UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) jsou ddivymi enzymy glukuronidaich
reakci. UGT tvéi superrodinu membrandwazanych enzyin které katalyzuji konjugace
nukleofilnich substrdt (alifatickych alkohal, fenol, karboxylovych kyselin, thidl
a amim) s UDP-glukuronovou kyselinou (UDP-GA) (Fisher ai., 2001). Jsou
zodpowdné za metabolismus jak xenobiotik (hapeciv, chemickych karcinogen
dophku stravy), tak i endobiotik (nadpbilirubinu, steroidnich hormdin hormori Stitné
Zlazy, Zl&ovych kyselin nebo vitamin rozpustnych v tucich) (Kiang et al., 2005;
Cashman et al., 1996). U lidi jsou UGT nejvyzngj®imi enzymy metabolizujicimi az

polovinu Klinicky uzivanych I&v v druhé fazi jejich biotransformace (Wells et 2004).

Formy UGT, jejich tkaiova a buré¢na distribuce

V lidském organismu byly identifikovanytyti rodiny UGT: UGT1, UGT2
(rozdklena do podrodin 2A a 2B), UGT3 a UGT8. Enzymy mdiGT1l a UGT2
vyuzivaji UDP-GA ke glukuronidaci endobiotik i xdriotik. Rodina UGT8 plni
biosyntetickou roli v nervovém systému, kde vyuzlyBP-galaktosu ke galaktosidaci
ceramidi, coz je dlezity krok v syntéze glykosfingolipida cerebrosiil Funkce rodiny
UGT3 aistavda zatim nejasna. UGT3Al byla nedavno identifik@ jako
N-acetylglukosaminyltransferasa (Mackenzie et241(8).

Enzymy kazdé rodiny se shodujiipejmensim v 40 % sekvence DNA a enzymy
kazdé podrodiny nejmérv 60 % (Burchell et al., 1995). Podle nomenklaiuonsystému

ozna&uje arabskdislice (uvadna za zkratkou nazvu) rodinu (UGT1), pismeno poidod
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(UGT1A) a druha arabskéislice konkrétni enzym odpovidajicitigluSnému genu
(UGT1A1) (Mackenzie et al., 2005).

Do sowasnosti bylo identifikovano 22 lidskych UGT: UGT1A1A3, 1A4, 1A5,
1A6, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10, 2A1, 2A2, 2A3, 2B4, 2B2B10, 2B11, 2B15, 2B17, 2B28,
3Al, 3A2 a 8A1 (Miners et al., 2006; Mackenzie ket 2008; Court et al., 2008; Patten,
2006; Sneitz et al., 2009). Popsané enzymy maykadir tkdovou distribuci, picemz
nejvice jsou zastoupeny v jatrech. Za AEgditejSi jaterni formy jsou povaZovany
UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9, 2B7 a 2B15. Naproti todGT1A7, 1A8 a 1A10 jsou
formy exprimované vyhradnv gastrointestinalnim traktu (Gregory et al., 200dkey
and Strassburg, 2001; Cheng et al., 1999). Expu&€3€ byla popsana takeé v ledvinach
(Sutherland et al., 1993), mozku, slinivce (Kingakt 1999), placert(Collier et al.,
2002) a v nosnim epitelu (Sneitz et al., 2009).uide jsou UGT lokalizovany na

luminalni stra endoplasmatického retikula (Tukey and Strassi2090).

Substraty a inhibitory UGT

UDP-glukuronosyltransferasy vykazuji Sirokoujekryvajici se substratovou
specificitu. Do dnesni doby bylo identifikovano geutkolik selektivnich substratpro
konkrétni UGT formy. Z nich rfiZeme uvést jako ffklad UGT1Al, kterd je jedinou
formou, zodpowdnou za glukuronidaci bilirubinu (Wang et al., 2RO8GT2B?7 je hlavni
formou, ktera glukuroniduje opiaty (Coffman et &998). UGT1A3, 1A9 a 2Al se
Gcastni glukuronidace karboxylové kyseliny; UGT1A4A3 katalyzuji N-glukuronidaci
amim. Komplexni fenoly a primérni aminy jsou substratpy UGT1A6 (Miners et al.
2006; King et al., 2000; Tukey and Strassburg 2006yvinsky et al. (2005) ve svych
experimentech zjistili, Ze ze 42 testovanych flavida jich bylo 34 glukuronidovano
UGT1A10, Chen et al. (2008) popsali glukuroniddavénoidi UGT1A3 a 1A9.

Nizkou specifitou se vyzgaji také inhibitory UDP-glukuronosyltransferas.
V souwastné dob jsou popisovany jen dva selektivni inhibitory UGdrem. Jednim
z nich je hecogenin (steroidalni saponin), ktefglge/né inhibuje UGT1A4, druhym je

flukokonazol selektivé inhibujici UGT2B7 (Uchaipichat et al., 2006a; Uighehat et al.,
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2006b). Aktivita UGT1A4 niZe byt také inhibovana bilirubinem, selektivnim stuétem
UGT1A1l (Ghosal et al., 2004).

Geneticky polymorfismus UGT

Geneticky polymorfismus byl identifikovan u cetady forem UGT: UGT1AL,
UGT1A3, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9, UGA10, UGT2A1,
UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B15 a UGT2B28 (Guillette, 2003; Mori et al.,
2005; Jinno et al.,, 2003; lida et al.,, 2002). Negvistudovanym je polymorfismus
UGT1Al. Kadakol et al. (2000) shromazdil informaxeice jak 50 mutacickGT1Al
které zmisobuji Criegel-Naijjar syndrom typu I. Tento synardoyl popsén uz v roce
1952 jako kongenitalni familiarni nehemolytickadienka spojena s kretenismem. Jedn&
se 0 autosomadnrecesivni onemoeni (Arias et al., 1969; Labrune et al., 1989), kdy
pacienti maji kompletni absenci UGT1Al (typ I), oelmaji ¢ast&ny deficit tohoto
enzymu bez neurologického nebo intelektualniho poski (typ II).

DalSi popsanou chorobou tgmbenou mutaci WGT1Al genu je Gilbeiv
syndrom. Jedna se o autosongaiominantni onemoeni, které se projevuje jako mirna
ne@ima hyperbilirubinémie bez hyperhemolyZiyznamek jaterniho onemaogm. Tato
benigni intermitentni Zloutenka se naléza v poputdtekvencil1l0 % (Ehmer et al.,

2008).

Mezidruhové rozdily v UGT

Glukuronidace reprezentujéléZitou metabolickou drahu jak u lidi, tak i u dels
ZivociSnych drulii. Ackoliv jsou nap. opice, potkani nebo prasata vektasto uzivanymi
experimentalnimi modely pro studium biotransformaesobiotik, fada studii ukazuje
mezidruhové rozdily v procesu glukuronidac&chto latek. Ve studii, ktera byla
provedena na nasSem pracovisti (Matal et al., 200Bme popsali rozdily
v stereoselektivét pri vzniku monoglukuronid silybinu za dasti

UDP-glukuronosyltransferas tippmnych v jaterni mikrosomalni frakci prasat, Qpic
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potkami a psi. Z vysledki nasi prace vyplyva, Ze nejlepSim iegim modelem pro
sledovani konjugmich reakci silybinu zadasti UGT je pes a opice.

Wen et al. (2007) se zabyval sledovanim mezidrutlowpzditi v glukuronidaci
lé¢iva proti HIV-infekci (beviramatu, BVM) a podiéo se mu identifikovat dva
monoglukuronidy BVM, a to BVMG1 a BVMG2. BVMGL1 bylreferegn¢ tvoren UGT
piitomnymi v psi jaterni mikrosomalni frakci, zatim@&@VvMG2 UGT pitomnymi
v jaterni mikrosomalni frakci kosman NejlepSim glukuronidaim modelem, ve
srovnani s lidskym, se v tomtdipact zdal byt model potkana. Zajimavym poznanim je,
Ze kaky maji velmi nizkou hladinu jaterni UGT1A6. To wygduje skut€nost, Ze koky
velmi malo glukuroniduji paracetamol (Court and &melatt, 1997a), acetaminofen
(Court and Greenblatt, 1997b) a serotonin (Kristuaasy et al., 2003). Kika z tohoto

pohledu neni vhodnym Zeicim modelem pro sledovéani farmakokinetikgive

2.2 Polyfenolové slodeniny

2.2.1 Rozdleni a &inky polyfenola

Polyfenolové sloteniny jsou skupinou biologicky aktivnickippdnich latek. Mezi
nejkeznejSi rostlinné polyfenoly pét fenolové kyseliny, stilbeny, lignany, flavonoidy
(t. flavony, flavonoly, flavanony, katechiny, flaaoly, anthokyany, isoflavony,
chalkony) nebo flavonolignany (Modriansky a kolD03).

Do sodasné doby bylo ve vySSich rostlinach identifikovaw&olik tisic molekul
odpovidajici svou strukturou polyferiah. V rostlinach jsou tyto latky produkovany jako
sekundarni metabolity, které maji za kol ihaphranit rostlinu ped patogennimi
mikroorganismy neboipd ultrafialovym z&enim. Spolénym strukturnim ryseméthto
slowenin je, Ze obsahuji jedno nebo vice aromatickyedelj substituovanych
hydroxylovymi skupinami. Polyfenolové sléeniny se vyskytuji v firodé prevazr jako
B-glykosidy, sacharidovou slozkou je &&$gji glukosa, ale mze ji byt také galaktosa,

rhamnosa, xylosa, arabinosa, kyselina glukuron@o finy sacharid (Bravo, 1998).
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Polyfenoly jsou zastoupeny ¥4n¢ konzumovanych potravinach, zejména v ovoci,
zelenirgé, v rekterych ovocnych napojich nebo bylinnych extrakte&olyfenolove
sloweniny vykazuji Siroké spektrum fyziologickyipnivych &inkid. Znama je jejich
antioxida&ni aktivita, ktera je @sledkem jejich schopnosti zhaSet reaktivni kysléov
radikdly a sotiasrt omezovat jejich tvorbu chelataciteplevsim katiorit Zeleza,
odpowdného za produkci vysoce reaktivnich hydroxylovyatikdh. S I&ebnym cilem
jsou polyfenolové slateniny také uzivany nap pro své dinky antibakterialni,

antivirové, protinadorove, protizéitivé nebo hepatoprotektivni (Hodek et al., 2002).

2.2.2 Biodostupnost polyfendd a jejich metabolismus

Fyziologické @inky prirodnich latek zavisi na jejich biologické dostugtnotedy
schopnosti dostat se do systémove cirkulace, a mlenoznosti jejich biodistribuce.
Obecré feceno, schopnost ugtbat se z traviciho traktu @gehod do krevni cirkulace
zavisi na rozpustnosti, metabolismu a exkreci danfatek. Oréalni biodostupnost
polyfenoli je velmi nizka, pohybuje se mezi 2-20 % (Hu, 20®0#avnim mistem jejich
resorpce v travicim traktu je tenké a tlustéewd. Polyfenolové slaieniny, které jsou
VvV potraw piitomné ¢asto ve formy glykosidi, jsou obvykle velmi polarni nebo maji
velkou molekulovou hmotnost, coz brani iekonani bariéry gevni stny. Odsépeni
polarni slozky je nezbytné pro prostou difuzi pelybi pres kartdovy lem tenkého
streva do krve portalniho ¢bu. Pro hydrolyzu glykosid ma nej¢tsi vyznam enzym
laktasa (LPH, laktasa-florizin hydrolasa) lokaliad na v§Si stra® membrany
kart&ového lemu enterocyt Polyfenoly, které nejsou resorbovany v tenkérawst se
dostavaji do tlustéhoistva, kde jsou metabolizovanyestnimi bakteriemi fevazrie na
fenolové kyseliny, které se ro¥h mohou resorbovat z traviciho traktu (Slanina
a Taborska, 2004).

Po resorpci ztraviciho traktu mohou byt polyfenotidle metabolizovany
biotransformanimi enzymy pitomnymi v buik&dch stevniho epitelu nebo v jatrech, do
kterych se dostanou krevni cirkulaci. Hlavni meliakou premEnou polyfenol jsou

konjuga&ni reakce. Vyznamné jsou konjugace s kyselinou wglukovou, sirovou nebo
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glycinem. Mezi lidské UGT, které s€astni biotransformaceipodnich polyfenal, pati
UGT1A8 a 1A10 exprimované vyhra@lrv gastrointestinalnim traktu, ale také formy
UGT1AL, 1A6 a 1A9 exprimovan&gvazm v jatrech (Liu and Hu, 2007).

Proces vstbavani, metabolismu a vylwani polyfenal je ponerné
komplikovany. Aglykony, vzniklé od&penim sacharidové sloZzky mohou prochézet
zesteva do krve prostou difazi. Jind situace nastavalyZzk za @asti
UDP-glukuronosyltransferasiippmnych v enterocytech vznikaji konjugaty s kyseli
glukuronovou. Ty mohou byt z enterogytdo krve pgenaseny pomoci efluxnich
transportékr nag. P-glykoproteinem nebo MRP (multidrug resistanceotgin).

Z krevniho okhu dochazi k vylogeni vyznamného mnozstvi aglykonu i konjugétoci.
DalSim mistem, kde dochazi ke konjagian reakcim jsou jatra. Konjugaty vzniklé
v hepatocytech, mohou &pza &asti efluxnich transportémprechézet bdi do krve, nebo
mohou byt Zldovou sekreci vyléovany do tlustého &tva, kde dochazi épke kontaktu

se stevnimi bakteriemi. Ginkem bakterialnich enzyin(p-glukosidasy, glukuronidasy,
sulfatasy) nize dochazet ke &ieni jak glykosid, tak ivzniklych konjugdt. Znovu
vzniklé aglykony mohou byt ¢ reabsorbovany (Liu and Hu, 2007; Ahrene and
O’Brien, 2002; Zhang et al., 2007). Enterorohepatérkulace je znazogma na obr. 1.
Polyfenoly se vylduji z organismu fevazié ve forme polarnich, ve vo# doke

rozpustnych konjugatmaci nebo ZIdi.
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Obr. 1: Enterohepatalni cirkulace polyfeiol
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2.3 Ostropestec mariansky

Ostropedtec mariansky (obr. 2), znamy také pod svym botamickazvenSilybum
marianum (L.) Gaertn. (synonymunCarduus marianus(L.)), je statnd bodlakovita
rostlina patici do celedi hwzdnicovitych (Asteraceae). Jedna se o jednoletou az
dvouletou, 20-150 cm vysokou rostlinu, pochazejeistedomdi. V sowasné dob se
vyskytuje se nejen v jizni Evrépale i v jizni a severni Americe, jizni Austrakigedni
Evrops, Cing a Asii (Radjabian et al., 2008). U nas sstpje v zahradkéach gkdy roste
divoce na rumistich a kamenitych stranich. Ma propé kwty a ostnaté listy maji bilé
Zilkovani, které je rozliSovacim znakem typickyno mstropesec. Kvete odiervna do
srpna a koncem léta se sbiraji jeho semena, keerposzivaji k [éebnym @elam.
Ostropediec je jednou z nejvice studovanychkiWgch bylin. Extrakt ze semen této
rostliny, nazyvany silymarin, se uziva jiz po stal@ko girodni I&€ivo chorob jater
a Zlwovych cest. Pozitivnidinky silymarinu byly zndmy jiz v dabantiky. Semena déle
obsahuji olej svysokym podilem nenasycenych mahktniyselin, aminokyseliny,
sacharidy, alkaloidy, saponiny, iy, silice, organické kyseliny a vitaminy C, E a K

(Morazzoni and Bombardelli, 1995).

Obr. 2: Ostropestec marianskyilybum marianunfL.) Gaertn.).

Jak jiz bylo zmigno, aktivni slozkou ostropégse marianského je silymarin.
Nazvem silymarin se oztaje peciSteny standardizovany extrakt ze susSenych semen
rostliny, ktery obsahujeiiblizné¢ 70-80 % tzv. silymarinového komplexu (silymarinové
flavonolignany a flavonoidy) a 20-30 % zatimiepré chemicky nedefinované
polyfenolické frakce. Hlavni obsahovou sloZkou mi&rinového komplexu je silybin,

povazovany také za nositelets$iny biologickych aktivit silymarinu. DalSi utezité
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soudsti  silymarinového komplexu jsou flavonolignanyossybin, dehydrosilybin,
silydianin, silychristin a &kolik flavonoidi, z nichZz nizeme jmenovat ndp taxifolin

(Gazak et al., 2007).

2.3.1 Silybin

Flavonolignan silybin (synonymum silibinin, CASON22888-70-6) je sési dvou
diastereomédr (obr. 3), silybinu A (34R),5,7-trihydroxy-2-R)-[3-(R)-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2R)-(hydroxymethyl)-2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-6-gfiroman-4-on)
asilypinu B (3-R),5,7-trihnydroxy-2-R)-[3-(9-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-25-
(hydroxymethyl)-2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-6-yljgdman-4-on) v fiblizném pongru
1:1.

23
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Obr. 3: Struktura diastereomiesilybinu.

2.3.2 L&ebné &inky silybinu/silymarinu

Silybin/silymarin je v humannim lékstvi zndm jako rostlinné hepatoprotektivum.
V in vivo pokusech na zidatech bylo zjig&tno, Ze silybin/silymarin redukuje poskozeni
jater zpmisobené acetaminofenem (Campos et al.,, 1989; Muetelal.,, 1992),

tetrachlormethanem (Halim et al., 1997), radiaciakba and Misurova, 1993),
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fenylhydrazinem (Valenzuela and Guerra, 1985), latkem (Comoglio et al., 1995) nebo
muchoniirkou zelenouAmanita phalloides(Vogel et al., 1984).

Do dnedni doby je nejvyznajdi indikaci silymarinu otrava muchdimkou
zelenou. Toxickou latkou této houby ¢eamanitin, coz je cyklicky oktapeptid, ktery
inhibuje RNA polymerasu |l, a tak zasahuje do symt@roteini. Dusledkem tohoto
procesu je poSkozeni btimych membran, organel a jader hepatbcRozitivni gisobeni
silymarinu @i otraw muchomirkou zelenou spdva v zasahu do nasledujicich
mechanism: 1) preruSeni enterohepatalni recirkulageamanitinu; 2) inhibice vazby
phalloidinu aa-amanitinu na membranu hepatacyd 3) kompetice sx-amanitinem
o transmembranové transportéry (Stickel and Schuypg@07). Z publikovanych dat
vyplyva, Ze silymarin signifikantnsniZzuje mortalitu p otraw muchoniirkou zelenou
vzhledem ke standardniclé (9,8 % vs. 18,3 %) (Saller et al., 2001).

Vyc¢et kladnych vlastnosti silybinu/silymarinu jela doplinit také informaci o jeho
chemoprotektivnim, antioxidaim, protinadorovém (zaloZzeném na cytoprotektivni
aktivit¢), protizargtlivém nebo imunomodutaim pisobenim; snizuje také hladinu
cholesterolu v krvi (Gazak et al., 2007).

Silybin/silymarin je povazovan za bezpg doplrek stravy. Obvykle je uzivan ve
forme tablet, které obsahuji okolo 100 mg extraktu zmege ostropeste marianského.
Podobri jako u vSech fipravki nebo I€iv, miZze mit i gipravek silymarin nezadouci
acinky. Z moznych nezadouciché¢ibka se mohou objevit zaZivaci obtize (jako je
nevolnost nebo mitnprojimavy &inek) a hypersenzitivni reakce (vyrazkagdsni nebo

dusnost) (Jacobs et al., 2002).

2.3.3 Biodostupnost silybinu

Biodostupnost silybinu je nizka, coz je dano jedpelko Spatnou rozpustnosti
ve vod, dalSim dvodem je rychly metabolismus zejména z&asii konjugénich
enzymi Il. faze biotransformace. Po peroralnim podanietghsilymarinu (coz v daném
piipadt odpovidalo 120 mg silybinu) byla nafena plasmaticka koncentrace celkového

silybinu (konjugovaného + nekonjugovaného) u zdcavymuzskych dobrovolnik
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vrozmezi 1,1-1,3ug/ml (Kim et al.,, 2003). Doba, kdy bylo dosaZenoxmlni
koncentrace silybinu v plagnthodnota ..y se pohybovala mezi 1 a 2 hodinami.

Vroce 1989 byla objevena fytosomova technologi®oZzema na poznatku, Ze
n¢které polyfenoly maji silnou vazebnou afinitu posfolipidy obsazené v neporusenych
tk&nich rostlin. Chemickou reakci fosfatidylcholisypolyfenolem vznika fytosom, ktery
ma rozpustnost podobnou jako amfipaticky fosfatilglin (Kidd, 2009). Rlezitym
faktem je, Ze zvySenim rozpustnosti polyfénptostednictvim fytosom se zvySuje také
jejich biodostupnost. Prvnim popsanym fytosomem fgidsom vytvdeny ze silybinu
a fosfatidylcholinu. V Klinické studii byl silybif120 mg) ve fytosomové forérpodavan
dobrovolnikim po dobu 8 dni. Po této dblbylo zjisS€no, Ze silybin je absorbovan

4,6 kréat lépe z fytosofnve srovnani s jehagbnou aplikaci (Barzaghi et al., 1990).

2.3.4 Modulace aktivit hlavnich biotransformanich enzymi 1. a Il. faze a efluxnich
transportéria silybinem

Cytochromy P450 a UDP-glukuronosyltransferasy

Silybin se stal v poslednickekolika letech jednim z nejvice zkoumanych dhdxgl
stravy zejména ztovodi modulace nejen enzymovych aktivit, ale také ak#fiuxnich
transportéi. Mozné Iékové interakce se mohou objevovat jaKimeni enzyni |. faze
metabolismu cizorodych latek, hlaveytochroni P450 (CYP), tak na drovni enzym
Il. faze, zejména UDP-glukuronosyltransferas (UGWV)literature jsou popisovany
inhibice aktivit rekolika forem CYP silybinem. Nejenom aktivita CYP3Adyla
inhibovana mikromolarnimi davkami silybinu (Beckmalkinopp et al., 2000; Zuber et
al., 2002b; Sridar et al., 2004; dama et al., 2007), ale také dalSi aktivity forem
cytochromu P450, CYP2D6 a CYP2C9, byly silybinefmilbovany.

Inhibi¢ni vlastnosti silybinu na aktivitu UGT byly takéedbvany na &kolika
vyzkumnych pracovistich. D"Andrea et al. (2005) rhévze inhibéni efekt silybinu je
omezen pedevSim na UGT1A enzymy. Interferenci silybinu sdelovymi substraty

lidskych rekombinantnich UGT studoval Sridar et(2004). Silybin v jeho experimentu
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inhiboval enzymatickou aktivitu forem UGT1A1, 1ABA9, 2B7 a 2B15. Inhibice aktivit
UGT1A6 a UGT1A9 silybinem byla popsana také dalairtorem Venkataramanan et al.
(2000).

ABC transportni proteiny (efluxni transportéry)

Klinicky a toxikologicky vyznam ABC transportiéer(z anglickéhoATP-binding
cassettg spaiva v jejich zn&ném podilu na distribuci a eliminaci xenobiotik. tay
transportéry se podileji jak na importu (influxétek do buik, tak na jejich exportu
(efluxu) z burk. Jsou preferemé lokalizovany v organech a strukturach s eghkie
a bariérovou funkci, tj. v jatrech,istg, ledvinach, plicich, placefitmozku a gonadach
(Morris and Zhang, 2006). Polyfenoly jsou substrétginy farmakologicky vyznamnych
ABC transportér, P-glykoproteinu (P-gp), multidrug resistentnihootpinu (MRP),
BCRP (protein rezistence karcinomu prsu) nebo Owdnéportér organickych katiant
Modulaci (inhibici, indukci)&hto transportér se vyrazg sniZzuje nebo zvySuje oralni
biodostupnost podavanychtie nebo obectixenobiotik (Alvarez et al., 2010).

Modulace aktivity lidského OAT1 silybinem byla p&ps v praci Hong et al.
(2007). Silybin zde inhiboval vstupH]-para-aminohipurové kyseliny do psich hikn
transfekovanych lidskym OAT1. Nguyen et al. (20p8psali inhibici transportéru MRP1
silybinem. 100 umol/l silymarin signifikanté zvySoval akumulaci daunomycinu
a vinblastinu v bu&né linii Panc-1 (bugna linie lidského adenokarcinomu slinivky),
ktera exprimuje MRP1. V jiné praci byla rasih popsana inhibice P-gp silymarinem.
Silymarin zvySoval cytotoxicitu doxirubicinu v P-gmozitivnich butk&ch inhibici P-gp
ATPasové aktivity (Zhang and Morris, 2003). Studigu silymarinu na farmakokinetiku
digoxinu v podminkachnivivo ale navrhla, Ze silymarin nemoduluje aktivitu P-gp

u zdravych dobrovolnik(Gurley et al., 2006).
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3. CILE DISERTA CNi PRACE

Zameérem predkladdané disertai prace bylo doplnit poznatky v oblasti interakci

silybinu s biotransformaimi enzymy I. a Il. faze metabolismu cizorodychela
a identifikovat vznikajici metabolity.

Konkrétni cile:

1. Interakce silybinu s cytochromy P450:
O owefit miru inhibice lidskych jaternich mikrosomalnicltochrontt P450
silybinem (n vitro)
O identifikovat metabolity silybinu vzniklé dginkem cytochrom P450
piitomnych v mikrosomalni frakci jater

O zjistit, ktera forma cytochromu P450 je odpdré za tvorbu metabolitu

2. Interakce silybinu s UDP-glukuronosyltransferas@d@®T):
O identifikovat metabolity silybinu vzniklégsobenim UGT fitomnych
a) v lidskych hepatocytech
b) v mikrosomalni frakci jater
O zjistit, které formy UGT jsou odp@dné za tvorbu metabalit

[0 popsat stereoselektivni metabolismus silybinu pdmdadskych
rekombinantnich UGT

3. Identifikace metabolit vznikajicich pi biotransformaci silybinu v plazéna mai
dobrovolnik.



EXPERIMENTALNI CAST 28

4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Enzymove systémy

4.1.1 Hepatocyty

Segmenty lidskych jater byly ziskany od multiorgaych dar@, muze 55 let
a zeny 61 let. Odiv a zpracovani materialu bylo prowad s povolenim etické komise
v souladu s platnoweskou legislativou. Hepatocyty byly isolovany podieetody
Pichard-Garcia et al. (2002). Po isolaci byly hepgty vysety na kultivéni desky
pokryté vrstvou kolagenu o hustat,4 x 1§ bunsk/ml. Kultivagni médium (sloZené dle
Isom et al., (1985)) bylo obohaceno pro vyseti 2%lhim bovinnim sérem. Médium
bylo vyménéno za bezsérové den poté a kultura byla ponechtatdizaci po dobu
48 - 72 hodin fed vlastni aplikaci testované latky (silybinu). #uy byly uchovany
v inkubatoru pi teplot 37 °C av 5% C@

4.1.2 Mikrosomy

Smesné lidské jaterni mikrosomy &y vzniklé z endoplazmatického retikuld p
homogenizaci jaterni tk&hbyly zakoupeny od firem Advancell (Barcelona, Sfsko)
a Biopredic (Rennes, Francie). Mikrosomy byly zfsk& souladu s etickymi pravidly

zent pavodu.

smesné lidske mikrosomy (Advancell) Coroteinu= 38,4 mg/ml  ga50= 8 umol/l

smesné lidske mikrosomy (Biopredic): Coroteinu= 25 mg/ml ®450= 15,5umol/l

4.1.3 Rekombinantni enzymy

Baktosomy (bakterialni membranova frakceEscherichia coli obsahujici
rekombinantni lidské cytochromy P450 (CYP1A2, 2B€8, 2C9, 2D6, 2E1 a 3A4),
koexprimované s lidskou NADPH-cytochrom P450 redskti, byly zakoupeny od firmy
Cypex (Dundee, Velka Britanie).
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Lidské UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10B4, 2B7, 2B15 a 2B17
Supersomy (lidské UDP-glukuronosyltransferasy exrpxiané v bilkdch hmyzu
infikovanych rekombinantnim bakulovirem) byly zakemy od firmy BD Biosciences

zprostedkova pres firmu Interact (Prah&eska republika).

4.2 Chemikalie

Silybin (SAB, snis diastereomérA a B v @iblizném pongru 1:1) byl darovan Dr.
Cvakem z firmy TEVA, Divize TAPI (Opava&,eskéa republika).
Diastereomery silybinu (silybin A (SA) a silybin BSB)) a standardy ©-3-D-
a 200-B-D- glukuronidi silybinu  byly ziskany darem od prof. i&nha
z Mikrobiologického Ustavu A\CR.

Chlorzoxazon,  6-hydroxychlorzoxazon, diklofenak, hytroxydiklofenak,
bufuralol, 6-hydroxybufuralol a Bhydroxytestosteron byly dodany firmou Ultrafine
Chemicals (Salford, Velka Britanie).

P450-Glo luminiscetni substrat pro stanoveni aktivity CYP2C8 byl zgseu od
firmy Promega (Madison, Wiskonsin, USA) zpiestkovar pres firmu East Post (Praha,
Ceska republika).

7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)kumarin byl dodan firmd-luka (Buchs, Svycarsko).

Testosteron, 7-ethoxyresorufin, kumarig-nhefenytoin, furafylin, sulfafenazol,
triacetyloleandomycin, diethyldithiokarbamat, gunj 8-methoxypsoralen,
7-pentoxyresorufin, kvercetin, siran thénaty, chlorid hee¢naty, DL-isocitrat,
isocitratdehydrogenasa, nikotinamidadenindinuktfosfat, Trizma base, propan-2-ol,
ethylacetat, trisodnaikkyseliny uridin 5’-difosfoglukuronové a 1,4-laki@-sacharové

kyseliny (monohydrét) byly dodany firmou Sigma Atdr (PrahaCeska republika).

Od firmy Lach-Ner (Neratovice(eska republika) byly zakoupeny: dichlormethan,
dimethylsulfoxid, chloroform, kyselina mrauéin kyselina octova, kyselina chlorna,

kyselina chlorista, kyselina fosfamd, dihydrofosforénan draselny a chlorid sodny.
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Dalsi chemikélie byly nasledujicihdidu: acetonitril a methanol (MercKeska
republika), dusik a oxid uhelnaty (Linde Technopl¢ieskéa republika), uhlitan sodny
a chlorid draselny (Lachemé@geska republika).

VSechny pouzité chemikélie bylyistoty p.a., vhodné pro experimenty

s biologickym materialem a pro enzymova stanoveni.

4.3 Histrojové vybaveni

analytické vahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Told@reifensee, Svycarsko)
analytické vahy GR-202 (dodano firmou Schoelletrlmaents, Praha, CZ)
analytické vahy Sartorius 4503 MP 6E (Géttingeémidcko)
centrifuga BR4i (Jouan, Saint Nazaire, Francie)
centrifuga Eppendorf mini spin (Eppendorf, HambiNgmecko)
centrifuga chlazena Z 323 K (Hermle, dodava Biot&raha, C2)
koncentrator vzonlk TERMOVAP TV 10 (ECOM, Praha, C2)
magneticka mich&a Heidolph MR 1 000
(dodano firmou Fischer Scientific, Pardubice, CZ)
minitiepaka IKA MS 3 basic (dodano firmou MERCI s.r.o, Brno)
pH metr Schott CG 843 (Fischer Scientific, Pardeb€z)
sonikéator (Dynatech, Brno, CZ)
spektrofluorofotometr Shimadzu RF-1501 (Shimadakyb, Japonsko)
UV-VIS spektrofotometr, TECAN Infinite M200
(dodano firmou Schoeller Instruments, Praha, CZ)
sucha laz& MD-MPO1-D (dodano firmou Biotech, Praha, CZ)
ultrazvuk K 10 (Kraintek, Podhajska, Slovensko)
vakuovy extraktor Visiprep SPE Vacuum Manifold (8lgo, Praha, CZ)
vodni lazé WB 14 (Memmert, Schwabachgiecko)
vortex Heidolph Reax Top (dodano firmou Fischerestific, Pardubice, C2)

zaizeni pro pipravucisté a ultraisté vody Watrex Ultrapur (Watrex, Praha, CZ)
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HPLC systém:

Software (Shimadzu CLASS-VP, Japonsk@jjci jednotka (Shimadzu systém controller
SCL-10AVP, Japonsko), detektor (Shimadzu UV-VISe#tir SPD-10AVP, Japonsko),
vyhtivani kolony (Shimadzu column oven CTO-10AC, Jagohs autosampler se
smykou 50 ul (Shimadzu Autoinjector SIL-10ADVP, Japonsko), dsgr mobilni faze
(Prominence degasser DGU-20A5, Japonsko), pumpanésilzau Liquid chromatograph
LC-10AT, Japonsko).

LC/MS systém:
Hmotnostni spektrofotometr LCQ Fleet (Thermo FisBeientific, Walthman, MA, USA)
vybaveny ESI (ionizace elektrosprejem) sondou éow\yu pasti. Software Mass Frontier

5.0 (HighChem:; Bratislava, Slovenska republika).

uLC/MS systém:
Mikrokapalinovy chromatograf CapLC XE spojeny s QFTPremier hmotnostnim

spektrofotometrem (Waters, Milford, USA).

4.4 Metabolismus silybinu cytochromy P450 in vitro

4.4.1 Stanoveni enzymovych aktivit jednotlivych faem cytochromi P450

Aktivity jednotlivych forem cytochromu P450 seugtji pomoci markerovych
substral. Pouzivané markerové substraty, principy metodosteni enzymovych aktivit
jednotlivych CYP a Michaelisovy konstanty fKstanoveneé v lidské jaterni mikrosomalni

frakci jsou uvedeny v tabulce 5.
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CYP Markerovy substrat a princip stanoveni enzymove aktivity CYP Kn
7-ethoxyresorufin je O-deethylovan za vzniku fluorescenéniho produktu
1A2 | resorufinu, ktery je detekovan spektrofluorimetricky pi1 exeitaéni vinové 24
délce 535 nm a emisni vlnové délce 585 nm. pumol1
Kumarin je hydroxylovan na fluoreskujici produkt 7-hydroxykumarin
2A6 | jehoz mnozstvi se méii pi1 excitaéni vinové délce 360 nm a emisni vinové | 8,2
délce 465 nm. punol/l
7-ethoxy-4-(trifluoromethyl)-kumarin (EFC) je C-deethylovan za vziku
2B6 fluorescenéniho produkiu 7-hydroxy-4-(trifluoromethyl)-kumarinu 141
(HFC), ktery se detekuje spektrofluorimetricky s excitaéni vinovou punol/l
délkou 410 nm a emisni vinovou délkou 510 nm.
Luminiscenéni substrat luciferin-ME (luciferin 6 -methylether)
2C8 | je 6'-demethylovan za vzmku lucifermu. Naslednou oxidaci luciferasou se -
uvolije svételné zaieni- luminiscence.

Diklofenak je hydroxylovan za vzmku 4°-hydroxydiklofenaku jehoz 15,9
2C9 mnozstvi je detekovano pii vinové délce 280 nm. umol/l
2C19 (5)-mefenytoin je 4 -hydroxylovan za vaiku 4’ -hydroxymefenytoinu, 81

ktery je detekovan pit vinové délce 200 nm. umol/l

Bufuralol je hydroxylovan za vzniku produktu 1"-hydroxybufuralolu, 153
2Dé6 ktery je fluorescenéné detekovan (excitaéni filtr 252 nm a emisni ’

pumol1
302 nm).
Chlorzoxazon je 6-hydroxylovan za vzniku 6-hydroxychlorzoxazonu 52
2E1 - Y N c 12
jehoz mmozstvi se méii pi1 vinove délce 287 nm. umol/l
Testosteron je hydroxylovan za vzniku 6p-hydroxytestosteronu, ktery je | 77,5
3A4 L C g '
detekovan pii vinové délce 254 nm. umol/l

Tabulka 5: Pouzivané markerové substraty, principy metod stmo aktivit

jednotlivych CYP a Michaelisovy konstanty {K stanoveny Vidské jatern

mikrosomailni frakci.
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4.4.2 Stanoveni enzymovych aktivit a inhiniho vlivu silybinu (SAB) na rizné
isoformy CYP pomoci markerovych substréf

Inhibi¢ni vliv silybinu byl testovan v 6 koncentir@ich hladinach (10, 50, 100, 150,
200 a 40Qumol/l). Zasobni roztok silybinu bylipraven v 60% (v/v) DMSO. Zid/odu
silného inhibéniho vlivu DMSO na CYP2E1 a 2C19 byl pro stanovekiivity téchto
isoforem pouzit 17,3 mmol/l z&sobni roztok silybimuacetonitrilu. Experimentalni
podminky pro stanoveni enzymovych aktivit a inéidho vlivu silybinu na jednotlivé
isoformy CYP jsou uvedeny v tabulkach 6, 7 a 8éwtstudii byly uzity koncentrace
markeroveého substratu, které se pohybovaly v b§itzk,, stanovené v lidské jaterni
mikrosomalni frakci (viz tabulka 5).

Mira inhibice byla stanovena jako procentudlniyték vzniklého produktu
vzhledem ke kontrole, ktera neobsahovala silybirptigac, Ze silybin signifikant&
inhiboval rekterou z testovanych forem CYP, byla z vynosu Dowan grafu s pouZzitim
tiéi koncentraci markerového substratu (0,5, H K, a 2 K;) stanovena hodnota; K
Parametry enzymové kinetiky gKa Vmay, ICso a intercept pro @eni hodnoty Kbyly
ziskany uzitim Sigma Plot 8.0.2 softwaru (SPSSc&io, IL).
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Tabulka 8: Stanoveni enzymovych aktivit a inhthiho vlivu silybinu na CYP2D¢

2E1 a 3A4 pomoci markerovych subsirat
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4.4.3 Sledovani metabolismu silybinu metodou HPLC

Reakni snes obsahujici 250 pmol mikrosomalnich CYP, NADPHagefici
systém (0,5 mmol/l NADR 3,7 mmol/l isocitrat a 0,5 U/ml isocitratdehydemgsy),
50 mmol/l fosfatovy pufr (pH 7,4) a silybin (SABadajici findlni koncentraci 10@mol/l
ve vysledném objemu re&ki snesi 250ul byla inkubovana viepaci vodni lazni po dobu
30 minut @i 37 °C. Reakce byla zastaven&éidavkem 1 ml ethylacetatu. Poiiveé
extrakci do ethylacetatu a centrifugaci 10 m#h 3800 rpm byla vrchni organicka faze
odebrana do zkumavky a nasléddosucha odgana pod dusikem. Odparek byl
rozpusén ve 100ul mobilni faze(acetonitril: methanol: 0,1% kyselina mraéer27:5:68)
Zhang, 2003). Chromatograficka separace silybijeha metabolii byla provedena na
kolon¢ LiChrospher 100 RP-18 (250 mm4,6 mm i.d.) s velikostéastic 5um. Byla
provedena isokratickd eluce gsifmkem mobilni faze (acetonitril: methanol: 0,1%
kyselina mraveti; 27:5:68) 1ml/1min; teplota kolony byla 40 °C.paeované latky byly
detekovany spektrofotometricky na HPLC systéemu ¢&€MP; Shimadzu, Kyoto,
Japonsko) 289 nm.

Vysledek byl porovnan s kontrolou, do jejiz réaksnesi byl NADPH-generujici
systém pidan aZz po zastaveni reakce ethylacetatem.

4.4.4 |dentifikace metabolii silybinu vzniklych G¢inkem CYP piitomnych v lidské
jaterni mikrosomalni frakci

Reakni smés o celkovém objemu 1 ml obsahujici 250 pmol mi&ne&lnich CYP,
NADPH-generujici systém (0,5 mmol/l NADP 3,7 mmol/l isocitrat a 0,5 U/ml
isocitratdehydrogenasy), 50 mmol/l fosfatovy pufrséybin (SAB) davajici finélni
koncentraci 100umol/l v celkovém objemu reahki snesi byla inkubovana épaci
vodni lazni po dobu 30 minutiip37 °C. Reakce byla zastavensidavkem 2 ml
ethylacetatu. Po fiivé extrakci do ethylacetatu a centrifugaci 10 miin1800 rpm byla
vrchni organické faze odebradna do zkumavky a néasledpaena pod dusikem. Vzorek
byl rozpusén v 50 ul acetonitrilu a dale ve 20d mobilni faze A (5,7 mmol/l kyselina
octova + 5% acetonitriluLC/MS analyza byla provedena na Gemini C-18 miklok®

(150 mmx 300um i.d.; Phenomenex, Torrance, CA) pratoku mobilni faze Gu/min.
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Eluce probihala za isokratickych podminek v objeémwpongru 65 % mobilni faze A
a 35 % mobilni faze B (acetonitril). Separovandyabyly detekovany pomoci Q-Tof
Premier hmotnostniho spektrofotometru (Waters, didf USA). Optimalni podminky
elektrospreje byly: kapilarni voltaz -2,8 kV, tefdozdroje 80 °C, desolvatai teplota
180 °C, ptfitok kénového plynu 50 liivhod, pitok desolvaténiho plynu 400 liti/hod.
Fragmentace vybranych idnprobihala @ kolizni energii 5 — 30 eV.

4.4.5 Inhibice cytochromu P450 oxidem uhelnatym, specifickym inhibitorem CYP

Oxid uhelnaty inhibuje vSechny formy cytochromué5B. Pokud je silybin
metabolizovan &kterym z cytochrora P450, musi byt po inhibici vSech forem CYP

oxidem uhelnatym zamezeno vzniku jeho metabolitu.

Reakni snes obsahujici 250 pmol mikrosomalnich CYP, NADPHagefici
systém (0,5 mmol/l NADP 3,7 mmol/l isocitrat a 0,5 U/ml isocitratdehydengsy)
a 50 mmol/l fosfatovy pufr (pH 7,4) v celkovém afje 1 ml byla preinkubovana 10 min
pii teplog 37 °C a naslednbyla 1 minutu probublana oxidem uhelnatym. Rmdmi
5 mmol/l zasobniho roztoku silybinu (SAB) v 60% DmS(v/v) davajici finalni
koncentraci 10Qumol/l byla reakni snes ugsnina parafiimem a inkubovana iepaci
vodni lazni po dobu 30 minutiip37 °C. Reakce byla zastaven@idavkem 2 ml
ethylacetatu.

Po viivé extrakci do ethylacetatu a centrifugaci 10 pin1800 rpm byla vrchni
organicka faze odebrana do zkumavky, nasleshfpadena pod dusikem, rozpesa ve
100 pl mobilni faze (acetonitril: methanol: 0,1% kyselinmravegi; 27:5:68)
a analyzovana HPLC metodou. Podminky analyzy viutéka 4.4.3.

Vysledek byl porovnan s kontrolou, jejiz réak smés nebyla oxidem uhelnatym

probublana.

4.4.6 Inhibice tvorby metaboliti silybinu specifickymi inhibitory jednotlivych CYP

Ueinek specifickych inhibitar jednotlivych forem cytochroin P450 na inhibici
tvorby metabolitu silybinu byl testovan v této studPokud je silybin metabolizovan
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nékterym z testovanych CYP, musi byt po specifickéibiti testované formy
cytochromu P450 také inhibovana tvorba metaboiiybisiu.

Reakni smés obsahujici v 50 mmol/l fosfatovém pufru (pH 7,250 pmol
mikrosomalnich CYP, NADPH-generujici systém (0,5 siimNADP*, 3,7 mmol/l
isocitrat a 0,5 U/ml isocitratdehydrogenasy)i@slpSny inhibitor (viz tabulka 9) byla
preinkubovana po dobu 30 minui peplo& 37 °C. Nasledq byl do kazdé reaii snmesi
piidan silybin (SAB) (konéna koncentrace 50 pmol/l). Tato réak smeés o celkovém
objemu 1 ml byla inkubovana 30 miti 87 °C. Reakce byly zastaveny ethylacetatem, po
vifivé extrakci byly reaéni snesi centrifugovany 1800 rpm po dobu 10 minut.
Nasled®# odebrané vrchni organické faze byly dosucha imipa pod dusikem
a rozpusiny v mobilni fazi (acetonitril: methanol: 0,1% kjisa mravegi; 27:5:68).
Podminky provedené HPLC analyzy jsou popsany v takgpid.4.3. Vysledky byly

porovnany s kontrolou bez inhibitoru.

Vysledna koncentrace inhibitoru

CYr Inhibitor v reakent smesi (uunold)
1A2 furafylin 22,5

2A6 8-methoxypsoralen 1

2B6 7-pentoxyresorufin 2

2C8 kvercetin 70

209 sulfafenazol 3
2C19 (5)-mefenytomn 160

2D6 chinidin 0,3

2E1 diethyldithiokarbamat (DEDC) 75

3A4 triacetyloleandomycin (TAO) 3

Tabulka 9: Specifické inhibitory jednotlivych forem CYP a igh vysledné
koncentrace v reg&hki snesi (Baldwvin et al., 1995; Newton et al., 1995; Dierks ef

2001; Goldstein et al., 1994).
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4.4.7 Metabolismus silybinu pomoci vybranych CYP (@ktosomi)

Baktosomy obsahuijici jednotlivé formy cytochromu5@4CYP1A2, 2B6, 2C8,
2C9, 2D6, 2E1 a 3A4) byly vyuzity pro sledovani aietlismu silybinu.

Reakni snts, obsahujici ve 100 mmol/l Tris-HCI pufru (pH 7,%) pmol
jednotliveho enzymu (spale¢ s P450 reduktasou), 5 mmol/l MgCNADPH-generujici
systém (0,5 mmol/l NADR 3,7 mmol/l isocitrat a 0,5 U/ml isocitratdehydepgsy)
a 25 nebo 5@mol/l silybin (SAB) ve vysledném objemu regk snesi 250 ul, byla
inkubovana 30 minutip37 °C. Poté byla reakce zastavedmgavkem 1 ml ethylacetatu
avzorek byl dale extrahovan, centrifugovan, ddpa rozpudn v mobilni fazi
a analyzovan (viz kapitola 4.4.3).

Vysledek byl porovnan s kontrolou, do jejiz ré&aksnesi byl NADPH-generujici

systém pidan aZz po zastaveni reakce ethylacetatem.

4.5 Metabolismus silybinu UDP-glukuronosyltransfergami in vitro

4.5.1 Identifikace metabolifi silybinu vzniklych Géinkem UGT piitomnych
v lidskych hepatocytech

Do média kultury lidskych hepatodybyl piidan silybin, bd’ jako snés dvou
diastereomédr (SAB) nebo jako jednotlivy diastereomer (SA nebB),Sve finalni
koncentraci 100umol/l. Do kontroly byl misto silybinu fiidan DMSO (finalni
koncentrace 0,1% (v/v)). Kultury byly uchovany kitbatoru po dobu 16 hodinfip
teplog 37 °C a v 5% C@ Poté bylo 10Qul média deproteinovano 20d methanolu
avzorek byl centrifugovan 5 min#ip5000 rpm. 280ul supernatantu bylo dosucha
odpdeno pod dusikem, rozpgdb ve 150ul mobilni faze A (acetonitril: methanol:
0,1% kyselina mravei;, 13,5:2,5:84) a vzorek byl analyzovan metodamilL&P
a LC/MS.
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Podminky HPLC analyzy

Glukuronidy silybinu byly separovany na kotonLiChrospher 100 RP-18
(250 mmx 4,6 mm i.d.) s velikosttastic 5um. Separované latky byly detekovany
spektrofotometricky na HPLC systému (Class-VP; Shirmu, Kyoto, Japonsko)fip
289 nm. Pro separaci glukurofigilybinu (7O-B-D- a 200-B-D-) byly pouzity dw

gradientové metody.

Gradientova eluce 20-B-D-glukuronidi silybinu probihala za nasledujicich
podminek: doba analyzy 35 min, teplota kolony 40 gGitok mobilni faze 1 ml/min —
pocateini pongr mobilni faze A (acetonitril: methanol: 0,1% kyisel mraveii;
13,5:2,5:84) a mobilni faze B (acetonitril: methiary1% kyselina mraveth, 29:3:68)
byl 100:0, ve 20. mingtbylo dosazeno po¥&nu mobilni faze A:B 0:100, po 30. mirdut

nasledovala doba reekvilibrace, kdy se gradiertelnaa poateini podminky (100:0).

Pro separaci B-B-D-glukuronidi silybinu byla pouZzita modifikovand jiziide
publikovana metoda (Han et al., 2004). Separacbilpata za nasledujicich podminek:
doba analyzy 23 min, teplota kolony 25 °Catpk mobilni faze 0,9 ml/min — gateni
eluce byla uskuteéna mobilni fazi A (methanol: voda: kyselina mratied2:58:0,125)
po dobu 9 min, nasledmprobihala eluce mobilni fazi B (methanol) do 16n,na poté

reekvilibrace kolony na pate:ni podminky.

Podminky LC/MS analyzy

Glukuronidy silybinu byly sotasr® detekovany pomoci hmotnostniho
spektrofotometru LCQ Fleet (Thermo Fisher ScientifWalthman, MA, USA)
vybaveného ESI (ionizace elektrosprejem) sondaantovou pasti. Analyzovany vzorek
byl pfimo nastiknut do hmotnostniho detektoru. Optimalni podmielektrospreje byly:
kapilarni voltaz -5,5 kV, teplota kapilary 190 °@ntok nosného plynu 30 a.u., mnozstvi
davkovaného vzorku pl/min. Teoretické fragmentai mechanismy potencialnich
metabolifi silybinu byly vytvdeny pomoci softwaru Mass Frontier 5.0 (HighChem;
Bratislava, Slovenska republika).
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4.5.2 ldentifikace metabolii silybinu vzniklych G¢inkem enzymi prFitomnych
v lidské jaterni mikrosomalni frakci

V této studii byly pouZzity sisné lidské jaterni mikrosomy zakoupené od firmy
Biopredic (Rennes, Francie).idel vlastnim pouzitim byly mikrosomy aktivovany
sonikaci na ledu (% 5 s) a poté byly pipetovany do reéak smesi, ktera obsahovala
350ug mikrosomalniho proteinu, 5 mmol/l MgCI10 mmol/l 1,4-laktonD-sacharové
kyseliny (Gaiser et al.,, 2003) a 50mol/l silybin (SA, SB nebo SAB). Po 5min
preinkubaci p 37 °C byla do reaini smési pridana trisodna 8 kyseliny uridin
5 -difosfoglukuronové (UDP-GA) o koncentraci 2,5 wirhv celkovém objemu re&ki
smesi (100ul). Reakni smés byla inkubovana 30 mintip37 °C na tepaci vodni lazni.
Reakce byla zastavenaigavkem 20Qul vychlazeného methanolu. Nasl€doyl vzorek
centrifugovan 5 min ip 1800 rpm a 25Qul supernatantu bylo odpeno pod dusikem.
Vzorek byl rozpu&n ve 150ul mobilni faze A (acetonitril: methanol: 0,1% kyisel
mraverti; 13,5:2,5:84) a analyzovan metodami HPLC a LC/[@8dminky analyz viz
kapitola 4.5.1).

Vysledek byl porovnan s kontrolou, do jejiz ré&aiksmési byla UDP-GA pidana az

po zastaveni reakce vychlazenym methanolem.

4.5.3 Stereoselektivni metabolismus testované latky pomoci  lidskych
rekombinantnich UGT

Reakni sn¥s, jejiz objem byl 100 mmol/l fosfatovym pufrem (pt#) doplgn na
100ul, obsahovalaekombinantni protein (1 mg/ml UGT2B7; 0,5 mg/ml TUIAL, 1A3,
1A6, 1A10, 2B17; 0,25 mg/ml UGT1A4, 1A8, 2B4, 2B1B1 mg/ml UGT1A7, 1A9),

5 mmol/l MgCh, 10 mmol/l 1,4-laktonD-sacharové kyseliny a silybin (SA, SB nebo
SAB) o vysledné koncentraci 50nol/l. Po 5min preinkubaciip37 °C byla do reakce
piidana UDP-GA. Reakce byla zastavena po 1 hod irdeupa 37°C gridavkem 20Qul
vychlazeného methanolu. Nasleédwyl vzorek centrifugovan 5 mirfips000 rpm a 25
supernatantu bylo dosucha o#fpao pod dusikem. Vzorky byly rozp&sy ve 150ul
mobilni faze A (acetonitril: methanol: 0,1% kyselinmravedi; 13,5:2,5:84)

a analyzovany metodami HPLC a LC/MS (podminky analy kapitola 4.5.1).
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Vysledky byly porovnany s kontrolami, do jejichgakenich snési byla UDP-GA
pifidana az po zastaveni reakce vychlazenym methanolem

4.6 Identifikace metaboliti vznikajicich p¥Fi biotransformaci silybinu
v plazmé a maéi dobrovolnika

Provaéna studie byla sasti studie, ktera byla schvélena Etickou komiguRai
nemocnice a Lékaké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Vzorkgadi byly
ziskany od 3 zdravych dobrovoliik2 Zen a 1 muze) vetku 26 let.

Nejprve byl kazdému dobrovolnikovi odebran vzoiaatrolni mdai, ktery byl
zamrazen na25 °C az do doby jeho zpracovani. Poté byly dodrakém podany
dvé tablety silymarinu, z nichz kazdad obsahovala 19Q extraktu z ostropase
marianského. Bhem nasledujicich 24 hod byly u dobrovothikbirany kazdé 4 hod

frakce mai, které byly az do doby analyzy zamrazeny-g8& °C.

Uprava vzork maii pred HPLC a LC/MS analyzou

Pred vlastni HPLC a LC/MS analyzou silybinu a jehaabeliti (zejména Il. faze
metabolismu cizorodych latek)ritomnych ve vzorcich nid byly testované vzorky
pieciStény a zakoncentrovany pomoci extrakce na pevné (f8alid Phase Extraction-
SPE). Pro SPE bylo pouzito vakuového extraktoruipvép SPE Vacuum Manifold
(Supelco). Kextrakci byly pouzity kolonky SPE GasiMCX (Mixed-Mode
CationeXchange) pro objem 3 ml zakoupené od firmgtefs (Praha, CZ). Nejprve byly
kolonky kondicionovany methanolem €2,5 ml 100% a nasledr2 x 2,5 ml 10%).
Vzorky maii byly aplikovany na kondicionovanou kolonku v ceém objemu 10 ml
(4x 2,5 ml). Po promyti 5% hydroxidem amonnym %22,5) a nasledh 100%
methanolem (% 2,5 ml) byla uskut&néna eluce glukuronid1l ml 2% kyseliny mraveti
v methanolu. Sbhirané frakce byly dosucha @eipa pod dusikem, a poté rozpumt
ve 150ul mobilni faze A (acetonitril: methanol: 0,1% kyisel mraveti; 13,5:2,5:84).
Podminky HPLC a LC/MS analyz jsou popsany v kapithb.1.
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Béhem provadné studie byly okma dobrovolnicim odebrany dva vzorky krve.
Prvni vzorek (kontrolni) byl odebrartqul podanim dvou tablet silymarinu do édivych
zkumavek s EDTA. Po centrifugaci 15 mifi f500 rpm byly vzorky kontrolni plazmy
zamrazeny na25 °C az do doby dalSiho zpracovani. DalSiéodtasledoval 2 hod po
podani tablet silymarinu. Vzorky byly zpracovanygamrazeny stejnym #pobem jako

vzorky kontrolni.

Uprava vzork plazmy ped HPLC a LC/MS analyzou

1 ml krevni plazmy byl deproteinovan 2 ml acetioini a vzorek byl nasledn
centrifugovan po dobu 10 mintipl2000 rpm. Supernatant byl dosucha ddpapod
dusikem, poté byl vzorek rozpastve 150ul mobilni faze A (acetonitril: methanol: 0,1%
kyselina mrave#i; 13,5:2,5:84) a analyzovan metodami HPLC a LC/NP®dminky

analyz viz kapitola 4.5.1.
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5. VYSLEDKY

5.1 Interakce silybinu s cytochromy P450 a sledovan jeho
metabolickych premén in vitro

Cilem provadnych experimerit bylo stanovit, zda je flavonolignan silybin
potencialnim inhibitorem gkterych z forem cytochromu P450. Nasledwylo treba i
studiu jeho metabolickychigmén nejenom identifikovat vznikajici metabolity, dkké
potvrdit domrnku, Ze za tvorbu metabalisilybinu je zodpo¥dna jedna z forem CYP,

a nikoliv jiné enzymy fitomné v mikrosomalni frakci.

5.1.1 Stanoveni inhibiniho vlivu silybinu (SAB) na aktivitu cytochroma P450
pritomnych v lidské jaterni mikrosomalni frakci

Pro testovani interakce silybinu s cytochiéor?450, konkrét® smesi dvou
diastereomdér A a B (SAB), bylo vybrano det jaternich enzyrn podilejicich se
negastji na metabolismu k&v. Jednalo se o CYP1A2, 2A4, 2B6, 2C8, 2C9, 2%,
2E1, 3A4. Po provedeni experimérde silybinem jako potencionalnim inhibitorem byly
meteny aktivity testovanych forem CYRifpmnych v lidské jaterni mikrosomalni frakci
a vysledek byl udan jako procento aktivity vzhledeneakci, kde nebyl silybintfiomen.
Vysledky zavislosti aktivity jednotlivych enzyima koncentraci silybinu (0, 10, 50,100,
150, 200 a 40@mol/l) v reakéni snesi jsou shrnuty na obr. 4. Ze ziskanych dat vyplyva
Ze aktivity CYP2E1, 2A6, 2B6, 2C19 a 2D6 nejsoylsiem ovlivreny bud'to vibec,
nebo je inhibini vliv silybinu na tyto formy velmi slaby. Mirnalibice silybinem byla
pozorovana u CYP1A2 aCYP2C8. Pro inhibici aktivitf YP1A2 (substrat
ethoxyresorufin) silybinem byla zj&ta hodnota Igy za danych podminek 220nol/l,
pro CYP2C8 (substrat luciferin-methylether) bylasd& 250 umol/l. NejvyrazréjSi
inhibi¢ni efekt silybinu se projevil na aktivitach CYP3A4CYP2C9. Z vynosu Dixonova
grafu s pouzitim i koncentraci markerového substratu (pro CYP3A4tostsron
o koncentraci 38,8; 77,5 a 158nol/l, pro CYP2C9 diklofenak o koncentraci 8; 15,9
a 31,8umol/l) byla stanovena hodnotg iz tabulka 10). Vyp&et hodnot jednotlivych
parametii enzymoveé kinetiky (k a Vimay, hodnoty I1Go a pfiseiku s osou x (pro deni
hodnoty K) byly ziskany uzitim software Sigma Plot 8.0.2 $&P Chicago, IL).
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Vyhodnocenim ziskanych dat bylo zi$b, Ze inhibice aktivity CYP2C9 silybinem
probiha nekompetitivnim mechanismem, tippdd CYP3A4 se jednalo o inhibici

kompetitivni.
CYP ICso Ki
(umol/l) (mmol/l)
2C9 34,1+ 11 75+ 12
3A4 49,8+ 14 21+ 6

Tabulka 10: Inhibice CYP silybinem vyja@na jako IC50 a Ki + S.E.M.

8 0 pmol/l
H 10 pmol/l
140 0 50 pmol/l
0 100 pmol/l
B 150 pmol/l
120 - @ 200 pmol/l
H 400 pmol/l
100 -
>
k7
o
X 60 -
40
20
O |

1A2 2C9 3A4 2E1 2D6 2A6 2B6 2C19 2C8

Obr. 4: Uginek silybinu na specifickou aktivitu CYP.

Vysledné koncentrace silybinu v reak snesi byly: 0, 10, 50, 100, 150, 200
a 400umol/l.

Experimenty byly provedeny duplicitn uvedené vysledky jsou vyjéehy jakc

pramér; naméiena data se neliSila o vice jak 5 %.
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5.1.2 Vznik metaboliti silybinu

Cilem dalSiho experimentu bylo stanovit, zda Igvdnolignan silybin (SAB)
metabolizovan enzymy ffpomnymi v jaterni mikrosomalni frakci. Pro zjigf, zda
dochazi ke vzniku metabalit byla provedena inkubace silybinu s lidskou jatern
mikrosomalni frakci a regki snes (kontrolni i testované vzorky) pak byla analyzmwa
metodou HPLC. Analyza potvrdila, Ze silybin je zangich podminek metabolizovan,
protoZze pi vinové délce 289 nm byly detekovarypiky metaboliti (M1, M2, M3) (viz
obr. 5, zaznam fed inhibici oxidem uhelnatym). Metabolit M1 s reteim casem

7 minut byl povaZzovéan za hlavni produkt metabolisitybinu.

5.1.3 Inhibice cytochromu P450 oxidem uhelnatym, s@ecifickym inhibitorem CYP

K potvrzeni doménky, Ze za tvorbu metabalitsilybinu je odpowdna jedna
z forem cytochromu P450, a nikoliv jiné enzymiftgmné v mikrosomalni frakci, byla
provedena inhibice CYP oxidem uhelnatym, nespdgifit inhibitorem &chto enzyn.
Pro ziskani kvalitnich vysledkbylo nutné v reaknim roztoku nahradit kyslik oxidem
uhelnatym. | kdyZz seips veSkerou snahuipxperimentu nepodido odstranit veskery
kyslik z reakni smesi, chromatograficka analyza potvrzuje, Ze skute doSlo
k nespecifické inhibici cytochroin P450. Inhibici CYP fitomnych v lidské jaterni
mikrosomalni frakci oxidem uhelnatym bylo zamezemzaiku metabolii silybinu (viz
obr. 5).
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Obr. 5: Zdznam HPLC analyzy metabolit silybinu ped a po inhibici oxider

uhelnatym.

Po inkubaci silybinu s lidskymi mikrosomyyly pii vinové délce 289 nr

detekovanyit piky metaboliti (M1, M2, M3) s retetnimi ¢asy 7; 3,2 a 4,2 minuta

Pti inhibici oxidem uhelnatym vzniklo viditethméreé metaboliti silybinu.

5.1.4 Identifikace metabolifi silybinu vzniklych Gé¢inkem CYP pFitomnych v lidské
jaterni mikrosomalni frakci

Poté, co bylo s vyuzitim HPLC s UV detekci zjit, Ze silybin je metabolizovan

cytochromy P450 ifitomnymi v mikrosomalni frakci jater, bylo eba identifikovat

neznamé metabolity. Po inkubaci silybinu s lidskaterni mikrosomalni frakci byl

vzorek analyzovan metodiC/MS.

Jako hlavni metabolit byl identifikova@®-demethylovany silybin (m/z 467; viz

obr. 6B). uLC/MS analyzou byly rové&¥ identifikovany dalSi dva minoritni metabolity

(viz obr. 6C a 6D), mono- (m/z 497) a dihydroxysatisilybinu (m/z 513). Je patrné, Zze

monohydroxylace silybinu nastava na dvémnych mistech jeho molekuly; retamn ¢asy
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(Ry) dvou piki monohydroxyderivdi jsou 4,49 a 5,31 minut (viz obr. 6A). Identita

metabolifi byla owtena na zakladMS/MS spekter.
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Obr. 6: Metabolity silybinu identifikovan@LC/MS analyzou.
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B) O-demethylovany silybin (m/z 467)

C) monohydroxyderivét silybinu (m/z 497)

D) dihydroxyderivat silybinu (m/z 51
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5.1.5 Inhibice tvorby O-demethylovaného silybinu specifickymi inhibitory
jednotlivych CYP

V dalSim kroku § studiu metabolickych igmen silybinu bylo teba zjistit, jaka
konkrétni forma cytochromu P450 je odpdma za vznik nejvyznandisiho metabolitu,
O-demethylovaného silybinu. Za timtéalem byly provedeny inhibice jednotlivych CYP
specifickymi inhibitory a satasré byl sledovan Ubytek tvorby hlavniho metabolitu.

MnozZstvi vznikléehoO-demethylovaného silybinu po specifické inhibicsttavané
isoformy cytochromu P450 (CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8,92QC19, 2D6, 2E1, 3A4)
piitomné v lidské jaterni mikrosomalni frakci byloasbveno jako procento aktivity
vzhledem k neinhibované reakci. Vysledky inhibigerby O-demethylovaného produktu
po specifické inhibici jednotlivych isoforem CYP ojs sumarizovany naobr. 7.
Z vysledika vyplyva, Ze inhibitor kvercetin, relati¥nspecificky inhibitor CYP2C8
(Walsky et al., 2005), inhiboval tvorb@-demethylovaného silybinu z 80 %. Mirné
snizeni tvorby hlavniho metabolitu (kolem 15 %)psejevilo také pi inhibici CYP2C9
sulfafenazolem, CYP3A4 triacetyloleandomycinem (TACCYP2A6 methoxalenem.
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Obr. 7: Uginek selektivnich inhibitdr CYP gitomnych v lidské jaterni mikrosoma
frakci na tvorbuO-demethylovaného silybinu.
Experimenty byly provedeny dupliciin uvedené vysledky jsowyjadieny jakao

pramér; naméiena data se neliSila o vice jak 5 %.
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5.1.60-demethylace silybinu za dasti rekombinantnich cytochromi P450

Inhibi¢ni experimenty prokazaly zapojeni cytochfoP450, zejména CYP2C8, do
oxidatni premeny silybinu. Pro potvrzeni tohoto vysledku byl peoen dalSi experiment,
v némz byl metabolismus silybinu sledovan za pouziti. thaktosom, bakterialni
membranové frakce Escherichia coliobsahujici vzdy jednu formu rekombinantniho
lidského cytochromu P450 (CYP1A2, 2B6, 2C8, 2C962PE1 a 3A4), koexprimovanou
s lidskou NADPH-cytochrom P450 reduktasou.

Ziskané vysledky dokumentuji, Ze CYP2C8 (viz @)rhraje signifikantni roli ve
tvorbeé O-demethylovaného produktu, hlavniho metabolitu silyb

] M1

150 /

1.25

1.00 | Baktosomy
- ] CYP2CS8
T 075

0.50 |

0.25 |

0.00 | Kontrola

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Minuty

Obr. 8: HPLC analyza silybinu metabolizovaného rekombinant CYP2C8
(baktosomy).
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5.2 Konjugaéni reakce silybinu za &asti UDP-glukuronosyltransferas
in vitro

NejvyznamuigjSimi konjug&nimi reakcemi polyfenolovych sléanin v lidském
organismu jsou reakce s kyselinou glukuronovou Ikat&ané UDP-glukuronosyl-
transferasami. Z tohotoddodu jsme se detainvénovali identifikaci vSech glukuronid
vzniklych z obou diastereomer silybinu a sotasr® jsme se pokusili ifspt

k charakterizaci enzyin které ke vznikugchto glukuronid prispivaiji.

5.2.1 Identifikace metabolifi silybinu vzniklych G€inkem enzymi piitomnych
v lidské jaterni mikrosomalni frakci

Mikrosomy, membranové vky vzniklé po rozbiti endoplasmatického retikula,
obsahuji ve své membranejen enzymy prvni faze metabolismu xenobiotikdclgromy
P450, flavinové monooxygenasy, prostaglandin H @), ale také
UDP-glukuronosyltransferasy, enzymy |Il. faze biogfmrmace. Pro studium
glukuronidace byl silybin ¢sté diastereomery A a B (SA a SB) a émobou
diastereomdr (SAB)) inkubovan s lidskou jaterni mikrosomalrdKci.

HPLC analyzou s UV detekci bylo zfigb, Ze psobenim UGT fitomnych
v jaterni mikrosomalni frakci vznikhy¢tydi metabolity silybinu: silybin A-70-3-D-
glukuronid, silybin B-7©-B-D-glukuronid, silybin A-200-B-D-glukuronid a silybin
B-20-O-3-D-glukuronid. Pro separaci vSech diasteredmmeusely byt pouZity dvrizné
HPLC metody s rozdilnymi etnimi podminkami. Relativni proporce v mnoZzZstvi
vzniklych glukuronidi jsou shrnuty na obr. 9Nasledg provedenalC/MS analyza

reakeni snesi potvrdila dominantni tvorbu monoglukurofid
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Obr. 9: Relativni proporce 7- a 20-B-D-glukuronidi silybinu tvaeenych

acinkem UGT ghitomnych v lidské jaterni mikrosomalni frakci.

5.2.2 Identifikace metaboliti silybinu vzniklych G¢inkem UGT pritomnych
v lidskych hepatocytech

Pro celkové posouzeni vzniku glukuronidovanychaielitt silybinu byly pouzity,
jako zdroj gislusnych enzyrn, lidské hepatocyty. Po inkubaci priméarni kultuidskych
hepatocyti se silybinem (SA, SB a SAB) po dobu 16 hodin biidtivacni médium
analyzovano stejnymi analytickymtiptupy jako v pipact studia metabolickychipmen
silybinu v jaterni mikrosomalni frakci. HPLC anabyz byly identifikovany étyti
metabolity vzniklé psobenim UGT fitomnych v hepatocytech. Jednalo se, stggko
u lidskych  jaternich  mikrosoip o nésledujici  monoglukuronidy  silybinu:

silybin A-7-O-3-D-glukuronid, silybin  B-70-B-D-glukuronid, silybin  A-200-3-D-
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glukuronid a silybin B-20-B-D-glukuronid. Zaznam z HPLC analyzy extraktu
kultivaéniho meédia dokumentujici separacitisjusnych diastereomier vzniklych
glukuronidaci v poloze 20 (20-B-D-glukuronidy silybinu) je na obr. 10. Podobny
chromatogram byl ziskaniipseparaci 7-B-D-glukuronidi silybinu, ovSem za jinych

elwenich podminek.
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Obr. 10: HPLC analyza po inkubaci prim@ kultury lidskych hepatocgtse silybinen
(SAB).

Chromatogram znaziwje separaci 2@-3-D-glukuronidi silybinu. Oproti kontrole |ze
pozorovat piky silybin A-2@-B-D-glukuronidu (M1) asilybin B-2@-p3-D-
glukuronidu (M2)v retergnich ¢asech 18,9 a 19,minut. SA a SB jsou diastereom:
silybinu.

7-O-B-D-glukuronidy silybinu nejsouiptéto gradientové eluci separovany (M3).

kontrolniho media byl misto silybindigan DMSO.
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Mira stereospecifity 2@strénych enzyni je dokumentovana na obr. 1de jsou
sumarizovany relativni proporce glukuromigytvorenych za dasti UGT gitomnych
v primarni kultde lidskych hepatocyt Pokud byly s hepatocyty inkubovanysté
diastereomery A a B, k Zzadnym vyznamnym raadilv pongru tvorby silybin A-7-
a silybin B-7©O-B-D-glukuronidu nedoslo. Vipadt tvorby 200-B-D-glukuronidi je
ziejmé, Ze silybin B je vice preferovanym diastere@me Obdobné vysledky byly
ziskany i v pipack, kdy byl s lidskymi hepatocyty inkubovan silybiSAB) jako snds

dvou diastereomaérv priblizném pongru 1:1.
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Obr. 11: Relativni proporce 7- a 20-B-D-glukuronidi silybinu tvdenych
acinkem UGT ghitomnych v primarni kultie lidskych hepatocyt
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Vyuzitim dalSiho analytickéhaigtupu, hmotnostni detekce, se nam pibnla zde
potvrdit dominantni Ulohu UGT v metabolickychiepenach studované latky.
Monoglukuronidy silybinu byly pomoci LC/MS analyzigentifikovany jako hlavni
metabolity Il. faze biotransformace silybinD-demethylovany silybin glukuronid

a silybin monosulfat byly nalezeny jako minoritnétabolity.

5.2.3 Stereoselektivni metabolismus silybinu pomotifiskych rekombinantnich UGT

K identifikaci enzyni zodpowdnych za vznik jednotlivych metabdiibyly pouZzity
lidské rekombinantni formy UGT (UGT1A1l, 1A3, 1A4A4, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10,
2B4, 2B7, 2B15 a 2B17). V provéaych experimentech byly sledovany jak interakce
Cistych diastereomérsilybinu (SA a SB), tak interakce silybinu v podadmssi dvou
diastereomdr (SAB) s isluSnymi enzymy. Ziskané vysledky ukazaly, Ze ardcti
testovanych forem UGT deéw katalyzovalo glukuronidaci silybinu. Rekombinaintn
UGT1A1l, 1A3, 1A8, 1A10, ale také UGT1A6, 1A7, 1AZB7 a 2B15 stereoselekti&n
tvorily 7- a 20O-B-D-glukuronidy silybinu. Z nagienych dat zarove vyplynulo, Ze
UGT prednosti reaguji s jednim ze dvou diastereoingitybinu.

Provedené experimenty prokazaly, Ze enzymy z rodih@T1l, které jsou
exprimované zejména v jatrech (UGT1A1, 1A3, 1A6A®)l reagovaly s SA, SB i SAB
za vzniku silybin  A-70-B-D-glukuronidu a silybin  B-7%-B3-D-glukuronidu.
Silybin A-20-O-B-D-glukuronid byl nalezen pouze v re&ak snmési obsahujicicisty SA
aenzymy UGT1A3 nebo UGT1AG6. Silybin B-ZD{3-D-glukuronid byl identifikovan
v reakénich sngsich, ve kterych byl inkubovafisty SB s UGT1A1L, 1A3 a 1A6. Ze s$si
obou diastereomaér silybinu SAB pouze viitomnosti UGT1Al1 a UGT1A3 vznikl
silybin B-20-O-B-D-glukuronid. Z vysledk dale vyplynulo, Z2e UGT1A9 netyio
metabolity silybinu glukuronidované v poloze 20 e&ombinantni UGT1A4 se na
glukuronidaci silybinu vibec nepodili (viz obr. 12).

Stevni UDP-glukuronosyltransferasy (UGT1A7, 1A8, 1AlO@eagovaly se
silybinem za vzniku silybin A-0-B-D-glukuronidu, silybin B-70-B-D-glukuronidu
a silybin  B-200-B-D-glukuronidu.  Silybin  A-200-B-D-glukuronid byl nalezen
v reakénich snésich, kde byl inkubovatisty SA s UGT1A8 a UGT1A10 (viz obr. 13).
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DalSi vysledky ukazaly, Ze enzymy z podrodiny UGT2B na metabolismu
silybinu podileji podstath mére nez c¢lenové rodiny UGT1. Data ziskana
s rekombinatnim enzymem UGT2B7 sice ukazuji, ze fiaima je zodpasdna za tvorbu
silybin A-7-O-3-D-glukuronidu, silybin B-709-B-D-glukuronidu a silybin B-2@-3-D-
glukuronidu, nicméé tyto sloeniny byly identifikovany v relativh malém mnozstvi.
Jest nizsi katalytickou aktivitu vzhledem k silybinu kdzala forma UGT2B15 a déale
bylo zjiS€no, Ze rekombinantni UGT2B4 a UGT2B17 se na meisnal silybinu
nepodili vibec (viz obr. 14).
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5.3 Identifikace metaboliti vznikajicich p¥i biotransformaci silybinu
v plazmé a maéi dobrovolnikia

Po ukoweni experimeritin vitro byly zméteny hladiny silybinu a jeho metabdlit
v lidské plaznd a mai. Trem dobrovolnikm byly podany d¥ tablety silymarinu, z nichz
kazda obsahovala 190 mg extraktu z ostrépestmaridnského, a po skemi
experimentu byly vzorky plazmy a gigodrobeny HPLC a LC/MS analyze.

V mati dobrovolniki byly HPLC analyzou s UV detekci identifikovany dva
metabolity: silybin A-7O-3-D-glukuronid a silybin B-7-B-D-glukuronid. 200-3-D-
glukuronidy silybinu nebyly v m® dobrovolniki nalezeny (vizobr. 15A). LC/MS
analyza potvrdila, Ze glukuronidace silybinu je odminkachin vivo hlavni cestou
biotransformace. Monoglukuronidy silybinu byly iddikovany jako hlavni metabolity.
O-demethylovany silybin glukuronid byl nalezen vd&naobrovolniki jako minoritni
produkt.

Na rozdil od lidské mi, kde byly nalezeny jen ©-3-D-glukuronidy silybinu, byl
ve vzorcich lidské plazmy identifikovarrg@evsim silybin B-2@-B-D-glukuronid (viz
obr. 15B). Silybin se ve vzorcich plazmy nachazavie ve forme konjugat, ve volné
formé byl nalezen pouze silybin A, a to ve velmi nizlankentraci. LC/MS analyza &p
potvrdila monoglukuronidy jako hlavni metabolityotriansformace silybinu. Minoritni
metabolitO-demethylovany silybin glukuronid byl ro¥h jak v ma@i dobrovolniki (viz
obr. 16) identifikovan také v plazm

Protoze nebyl dobrovolnikn podan cisty silybin, ale extrakt z ostropése
marianského, ktery kro#&nsilybinu obsahuje i dalSi flavonolignany a flavadhg byly ve
vzorcich identifikovany také metabolitgchto slodenin. HPLC analyzou byl v plazm
i v moci dobrovolniki nalezen nap monoglukuronid isosilybinu. Mezi minoritnimi
metabolity byl LC/MS analyzou identifikovan monogulflavonolignanu, ktery se nam
nepodéilo blize specifikovat zdlvodu stejnych molekulovych hmotnostfitpmnych
flavonolignart.
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Obr. 15: Proporce 7- a 2®-B-D-glukuronidi silybinu identifikovanych v m& (A)
avplazne (B) dobrovolniki. Uvedené vysledky jsou vyjéehy jako pémér;

nantiena data se neliSila o vice jak 5 %.
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Obr. 16: Hmotnostni spektra molekulovych idgntmetabolifi 1. faze silybinu a jejicl
fragmenty ve vzorku mi dobrovolnika.

(a) silybin monoglukuronid (m/z 657) a jeho fragr@ni iont (m/z 565)

(b) monoglukuronidO-demethylovaného silybinu (m/z 643) a jelragimentani ion
(m/z 467)

(c) monosulfat blize nespecifikovaného flavonoligmgm/z 560) geho fragmenténi

ion (m/z 481)
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6. DISKUSE

Studium interakci  ifirodniho flavonolignanu silybinu s hlavnimi
biotransformanimi enzymy I. a Il. faze, stgjntak charakterizace jednotlivych forem
cytochromii P450 a UDP-glukuronosyltransferas zodfmbwch za metabolickérpmeny
silybinu, @inasi dilezité poznatky nezbytné pro posouzeni beéapsti @i aplikaci této

sloweniny, zejména z hlediska moznych Iékovych inteirakc

6.1 Inhibiéni vliv silybinu na aktivitu cytochromu P450

V literature byla popsana inhibice¢kolika forem cytochromu P450 silybinem.
Beckmann-Knopp et al. (2000) studovali vliv silybina aktivitu nejvyznan#gich CYP
piitomnych v lidské jaterni mikrosomalni frakci. Atite tomto ¢lanku popisuji mirny
efekt silybinu na sniZeni intenzity metabolickyalemen kofeinu (typického substratu
CYP1A2) a dalSich substtat kumarinu (CYP2A6), S+)-mefenytoinu
(CYP2C19), chlorzoxazonu (CYP2E1) a erythromyci@YP3A4). Ve vSech ifjpadech
byla zjiS€na hodnota Iy vétSi nez 20Qumol/l. Pongrné velky inhibicni vliv silybinu se
projevil na oxidaci denitronifedipinu zacasti CYP3A4 (hodnoty 1§ 29umol/l
a 46 umol/l pro lidské jaterni mikrosomy ze dvouram) a pro 7-hydroxylaci
(9-warfarinu za Gasti CYP2C9 (hodnoty I§g 43 umol/l a 45umol/l pro lidské jaterni
mikrosomy ze dvou zdrd). Stedni efekt silybinu na aktivitu CYP zaznamenalic#ut
pouze pro CYP2D6 (substrat dextromethorphan), ktgnawili 1C56=173 pmolll.
Venkataramanan et al. (2000) popsali silybin jalggnamny inhibitor aktivity CYP3A4
ve své studii na lidskych hepatocytech. Poklesvaktiestovaného CYP3A4 zaznamenali
az u vysSich koncentraci silybinu (1@éhol/l a 250umol/l). Inhibi¢ni vliv silybinu na
aktivitu trech isoforem CYP (2D6, 2E1 a 3A4) prokazali takdetuet al. (2002b). Pro
aktivitu CYP3A4 (substrat nifedipin) se d§ pohybovala vtéto praci vyraznpod
100umol/l pro dw¥ razné mikrosomalni frakce. Aktivita CYP2D6 (se suétm
bufuralolem) byla sledovana na mikrosomech tzv. @glgoh metabolizatdr, kde byl
silybin zna&n¢ silnym inhibitorem aktivity CYP2D6 (165 4 umol/l resp. 44 pumol/l). Silny
inhibi¢ni efekt silybinu byl také pozorovan u CYP2EL, kdget na dvou zdrojich

mikrosomi byla stanovena I§g (1,8 umol/l a 42 umol/l) se substratgmmitrofenolem.
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Sledovéani inhibice aktivit jednotlivych mikrosomé&h cytochromi P450
silypinem v nasi studii odhalilo, Ze viifpmnosti silybinu jsou ovlivény aktivity
isoforem CYP1A2, 2C8, 2C9 a 3A4. Vysledky nepotlyrdvyrazny inhibEni vliv
silybinu na aktivitu CYP2E1 nebo CYP2D6. Nicngerawry autofi Beckmann-Knopp
et al. (2000) a Zuber et al. (2002b) o tom, Zebdilywyznams inhibuje aktivitu CYP3A4
a CYP2C9, se shoduji s naSimi &dv

VySe diskutované vysledky popisuji inhibice aktieibhzynmi silybinem, ktery je
vlastre smeési dvou diastereom&rA a B v @iblizném pongru 1:1. V praci autdr
Brantley et al. (2010) byl studovan inhibi vliv jednotlivych diastereomer(silybinu A
a silybinu B) na aktivitu CYP2C9tftomného v lidské jaterni mikrosomalni frakci.
Hodnota IG byla (u substratuS)-warfarinu) v tomto gipact 18 umol/l pro silybin A
a 8,2umol/l pro silybin B. Déale bylo zjigho, Ze oba diastereomery silybinu (silybin A
a silybin B) vyznamainhibovaly 7-hydroxylaci$)-warfarinu (K= 10 a 4,8umol/l).

Inhibi¢ni vliv silybinu, & uZ jednotlivych diastereomemebo jejich srési, na
aktivitu raznych CYP v podminkachin vitro byl prokazan v mikromolarnich
koncentracich studovaného flavonolignanu. Taktookysh koncentraci, vzhledem
k nizké biodostupnosti silybinu, nelze orélni aptik prakticky dosahnout a z tohoto
divodu jsou interakce s cytochromy P450 pkgatiobrg Kklinicky nevyznamné. To
dokazujetada studii, které dokumentuji, Ze silybin/silymasignifikantr¢ neinhibuje
CYP in vivo. Fuhr et al. (2007) ve své praci popsali, Zze siAdilymarin, jakozto
potencialni inhibitor CYP3A4, neovliwije farmakokinetiku antihypertenziva nifedipinu
(substratu CYP3A4) u zdravych dobrovoliik Silybin rovrez nengl vliv na
farmakokinetiku antidepresiva trazodonu (Changlgt2009), ktery je metabolizovan
CYP3A4 a CYP1A2. Han et al. (2009) se ve své staliyvali otazkou, zda ma silybin
in vivo inhibi¢ni efekt na aktivitu CYP2C9 stgjjako v podminkacim vitro. Popsal
inhibici metabolismu antihypertenziva losartanu b&atu CYP2C9) silymarinem
v souvislosti s rozdilnym genotype@Y P2C9u zdravychtinskych dobrovolnik.

Kim et al. (2010) studoval ¢inek silybinu na farmakokinetiku tamoxifenu
u potkari. Zawrem tohoto experimentu bylo zjiti, Ze silybin zvySuje biodostupnost
tohoto nesteroidniho antiestrogenu zvySenim abeotaenoxifenu v tenkém s
a snizenim jeho “first-pass" metabolismu v tenkéfevs a jatrech. &koliv jsou potkani
c¢asto uzivanym experimentadlnim modelem pro studiunarmékokinetiky

a biotransformace xenobiotik, je pelba @i vyhodnocovani vysledk brat v Gvahu
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mezidruhové rozdily v aktivit a hlaveé v substratové specidibiotransformanich
enzymi.

Z vysledla, které vyplyvaji zin vitro ain vivo studii, je Zejmé, Ze silybin Ize
povazovat za poenné bezpeény doplrek stravy bez signifikantnich rizik lékovych

interakci na Grovni cytochromu P450.

6.2 Metabolismus silybinu cytochromy P45@n vitro

Po inkubaci silybinu s lidskou jaterni mikrosomdaikci identifikovali Guanaratna
and Zhang (2003D-demethylovany silybin jako hlavni produkt metaboiu silybinu.
T#i monohydroxyderivaty a dihydroxyderivat silybinwly nalezeny jako minoritni
produkty. V naSi studii jsme po inkubaci s lidskyjaternimi mikrosomy identifikovali
stejné metabolity silybinu jako citovani atito

Inhibici vSech cytochromn P450 oxidem uhelnatym jsme zabranili tvorb
O-demethylovaného metabolitéjmz jsme prokazali, Ze cytochrom P450 nebo jiny
enzym vyskytujici se v mikrosomalni frakci, jehdidta je zavisla na fistupu kysliku
do reakni sn€si, jsou odpo¥dné za tvorbu tohoto produktu.

V dalSim kroku se nam padla identifikovat konkrétni formy cytochromu P450,
které jsou zaO-demethylaci silybinu zodp@dné. Pomoci specifického inhibitoru
studované formy CYP jsme sledovali inhibici tvor@ydemethylovaného silybinu. Mezi
testovanymi inhibitory vyrazh ovlivnil vznik tohoto produktu zejména kvercetin,
relativne specificky inhibitor CYP2C8 (Walsky et al., 200%laly inhibi¢ni efekt na
tvorbou O-demethylovaného silybinu byl pozorovan také u seifazolu
a triacetyloleandomycinu, inhibitbr CYP2C9 a CYP3A4. Toto zj&i koreluje
s vysledky ziskanymi v inhibinich studiich (Beckmann-Knopp et al., 2000; Srielaal.,
2004). V naSich experimentech jsme s pouzitim lskté obsahujicich jednotlivé
rekombinantni formy CYP potvrdili, Zze CYP2C8 je V& forma zodpotdna za
O-demethylaci silybinu. Nevyznamnou roli yeorené silybinu na O-demethylovany
produkt hrél také CYP3A4. Zadny z dalSich testoean@YP se na metabolismu silybinu
nepodilel. Casténou inhibici metabolismu silybinu sulfafenazolemnhfbitorem
CYP2C9) a inhibici aktivity CYP2C9 silybinem je muZ vys¥tlit na zaklad vyrazné
strukturni podobnosti isoforem CYP2C8 a CYP2C9 ¥@3Mestres, 2005). @bformy
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vzajemré vykazuji gekryvajici se substratovou i inhiii specificitu, nicmé& pouze
forma CYP2C8 je schopna metabolizovat silybin.

6.3 Interakce silybinu s UDP-glukuronosyltransferaami

K Iékovym interakcim na uUrovni metabolismuiZze dochazet nejen s enzymy
I. faze biotransformace cizorodych latek ha@YP, ale také s enzymy Il. faze (UGT,
SULT, NAT apod.). Tyto interakce byvaji pém¢ vzacné, nicméhinhibice aktivity
UGT silybinem nize mit za nasledek toxicky vliv stastré podaného kéva. Silybin je
v n¢kolika studiich popisovan jako inhibitoiznych forem UGT.

Venkataramanan et al. (2000) popsali inhibici UGB1A 1A9 silybinem

v buré¢né kultde lidskych hepatocyt Inhibicni vliv silybinu na aktivitu lidskych
rekombinantnich UGT (UGT1Al, 1A6, 1A9, 2B7 a 2BXiydovali také Sridar et al.
(2004). Silybin zde inhiboval aktivitu uvedenychrdon UGT v mikromolarnim mnozstvi.
NasSe experimenty popisuji vSechny tyto formy UGKojaodpo¥dné za metabolismus
silybinu.

| kdyZ z citovanych praci vyplyva, Ze silybin inhjb enzymy jak rodiny UGT1, tak
UGT2, D'Andrea et al. (2005) popsali, Ze inbiliiefekt silybinu je omezen na enzymy
z podrodiny UGT1A. Na zaklg&dvyhodnoceni naSich experiménniZzeme konstatovat,
Zeenzymy rodiny UGT2 sedastni metabolickychipmen silybinu, ale na rozdil otlent
rodiny UGT1, vykazuji vzhledem k silybinu velmi k& aktivitu.

6.4 Metabolismus silybinu UDP-glukuronosyltransfergamiin vitro

Flavonoidy jako polyfenolové sléaniny maji ve své molekule €kolik
hydroxylovych skupin, coz je ipdukuje byt dobrymi substraty pro lidské UGT.
Konjugace s kyselinou glukuronovou nastava pnda tchto —OH skupinach a dochazi
k tvorbé O-glukuronidi. Podle struktury flavonoid je mozné pedjimat, jaka bude
substratova specificita a regioselektivita jedngth UGT. Flavonolignan silybin ma
ponerné slozitou strukturu, nicménstejré jako celarada flavonoid obsahuje ve své
struktue hydroxylovou skupinu v pozici C7 A-kruhu (viz obB), a tato pozice je

ponerné casto preferovanym mistem glukuronidace (Wong et 20109). Na zaklad
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vyhodnoceni naSich experiméntjsme potvrdili, Ze silybin je regioselekti&n
metabolizovan lidskymi rekombinantnimi UGT a prefaanym mistem glukuronidace je
skute&né C7 uhlik molekuly silybinu.

NasSe studie pomoci HPLC analyzy s UV detekci @izaka, Zze UGT jfitomné jak
v primarni kultde lidskych hepatocyt tak v mikrosomalni frakci lidského jaterniho
homogenatu metabolizuji silybin za vzniktyi hlavnich monoglukuronid silybinu:
silybin A-7-O-3-D-glukuronidu, silybin B-70-B-D-glukuronidu, silybin A-200-3-D-
glukuronidu a silybin  B-2@-B-D-glukuronidu. Inkubace silybinu s jednotlivymi
lidskymi rekombinantnimi UGT pomohla identifikovatkteré formy UGT jsou
zodpov¥dné za tvorbuéchto 70-B-D- a 200-B-D- monoglukuronid. Rekombinantni
UGT vykazuji pro jednotlivé diastereomery silybimtiznou substratovou specificitu
acasto pednostg reaguji s jednim ze dvou diastereoinex to se silybinem B. Dé&v
testovanych forem UGT reagovalo regioselektivan stereoselektivnse silybinem za
tvorby 7-O0-B-D- a 200-B-D- monoglukuronid. UGT1A9 je jedina forma, ktera
metabolizuje silybin za vzniku pouzeQ3-D-glukuronidi; Zzadny 200-3-D-glukuronid
nebyl v reakni smési obsahujici tuto formu identifikovan. UGT1Al, 1A¥ 2B7 jsou
formy, které netvid silybin A-20-O-B-D-glukuronid. Za metabolismus silybinu jsou tedy
zodpowdné nejen enzymy exprimované zejména v jatrech (XAT 1A3, 1A6, 1A9,
2B7 a 2B15), ale také UGT exprimované vyhrage steve (UGT1A7, 1A8 a 1A10).
UGT1A4, 2B4 a 2B17 jsou formy, které se na metapali silybinu vibec nepodili.
V literature nékolik autoffi popisuje pray¥ UGT1A4 a UGT2B4 jako formy, které na
metabolismu flavonoiil vibec neparticipuji. Green and Tephly (1996) ve stwdliis
popsali, Ze flavonoidy nejsou substraty pro enzy@iTlA4. Ke stejnému zé&w dosgli
také Tang et al. (2009), kienavic popsali, Zze flavonoidy nejsou glukuronidoyani
UGT2B4 enzymem. Silybin je tedy dalSim polyfenolektery neni substratem prav
téchto enzynmi. UGT2B17 je forma, ktera se podili zejména na bwismu androgei
nicméré se také zapojuje do metabolismu celily xenobiotik nap kumariri,
benzodiazepiln antrachinof, nesteroidnich protizétlivych Iéiv nebo flavonoid.
Mezi flavonoidy, které jsou touto formou UGT methbovany, pati galangin, chrysin
nebo 7-hydroxyflavon(Turgeon et al., 2003). | kdyz UGT2B17 enzym sdilie nez
95 % homologie s UGT2B15 formou, tak naSe studidzala, Ze se UGT2B17 na

metabolismu silybinu (narozdil od UGT2B15) nepodHiiikladem dalSiho flavonoidu,
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ktery je metabolizovan UGT2B15, ale nikoliv UGT2BlmiZze byt naringenin (latka
davajici grepu naliklou chu’) (Green et al., 1994).

Vroce 2008 popsali Chen et al. (2008) konjugaciybsiu s kyselinou
glukuronovou za katalyzy rekombinantnich UGT1A9 &T1A3 bez blizSich detdil
o pozici glukuronidace jednotlivych diastereofherAutori popsali  signifikantni
stereoselektivni metabolismus silybinu pouze pronfo UGT1A9. Vysledky nasi prace
vSak ukazuji na vyznamny a stereoselektivni metstinols silybinu vSemi formami UGT.

Lewinsky et al. (2005) testovali glukuronidaci 4doftavonoidi za (asti
UGT1A10. Vysledky studie ukazaly, Zze 34 zkoumangibuienin reagovalo s touto
formou UGT. Ze zakri naSi studie je patrné, ze silybin je dalSim palgfem, ktery je
metabolizovan UGT1A10.

6.5 Biotransformace silybinuin vivo

Oralni biodostupnost polyfenoimize byt redukovana diky rychlému metabolismu
zejména za dasti konjuganich enzyni Il. faze biotransformace. &oliv jsou jatra
hlavnim organem metabolismu, také wkach stevniho epitelu jsou iftomny
biotransforma&ni enzymy, které mohou vyznashnpiispét k jejich metabolickym
piemgnam. Flavonolignany silymarinu jsou u lidi po pélaim podani rychle
eliminovany a jejich konjugéty byly nalezeny v ptaz nebo v meéi. Nekonjugované
flavonolignany v plazm ani v ma@i nebyly identifikovany wibec, nebo byly fitomny jen
ve velmi nizkych koncentracich (Wen et al., 2008).

Také v naSi studii byly po podani dvou tableyrsdrinu tem dobrovolnikm,

v plazmé a v m@i nalezeny hlavé glukuronidy a v mensi rifé sulfaty flavonolignain
Vyjimku tvoril silybin A, ktery byl ve volné forma identifikovan v plazrd dobrovolniki,
ale jen ve velmi nizké koncentraci. Na rozdil od¢mdkde byly nalezeny jen
7-O-B-D-glukuronidy silybinu, byl ve vzorcich plazmy iddidovan predevsim silybin
B-20-O-3-D-glukuronid. Tento vysledek je ve shods publikovanymi vysledky
Kien et al. (2000), ktery popsakifpmnost 200-B-D-glukuronidi silybinu v plazng
dobrovolniki, ale bez blizSiho deni jednotlivych diastereomer Glukuronid
O-demethylovaného silybinu jsme identifikovali jakmogi, tak v plazné dobrovolnik
jako minoritni produkt. Toto zji8hi je vsouladu s daty, ktera jsme ziskali p

experimentecim vitro.
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Publikované farmakokinetické Udaje potvrzuji nizkmadostupnost a rychly vznik
konjugati silybinu v lidském organismu. Weyhenmeyer et d992) ve své studii
popsali, Zze nekonjugovany silybin #ov plazme pramérné 10 % celkové plazmatické
koncentrace silybinu a palas eliminace veskerého silybinu byllgizn¢ 6 hod. Asi 5 %
oralni davky by podle této studie bylo wybwvano mai jako totalni (volny
a konjugovany) silybin. Wen et al., (2008) idetiifvali jako hlavni metabolity silybinu
nalezené v plazendobrovolniki glukuronidy silybinu B. Porr zastoupeni glukuronidu
silybinu A ku glukuronidu silybinu B v plazéndobrovolniki byl 1:3. Toto zji&ni se
shoduje s naSimi vysledky a ukazuje, Ze silybineBngjenin vitro, ale takéin vivo
prednost glukuronidovanym diastereomerem. DalSim vystupétované prace bylo
Zjisténi, Ze intenzita sulfataich reakci silybinu je mnohem nizsi nez glukuraémdch,
coz je opt ve shod s vysledky ziskanymi v naSi laboréto

| kdyZ situacein vivo neodpovida ve vSech detailech &@wm ziskanymin vitro,
naSe vysledky jasndokumentuji, Zze glukuronidace silybinu je hlavrdstou jeho
biotransformace a probihd regiospecificky i stepecdicky. Dilezitost studia
metabolismu jednotlivych diastereomebiologicky aktivnich latek a v vyplyva
z moznosti jejich odliSné farmakokinetiky, ale takedilu v jejich @inku.

Vzhledem k tomu, Ze je silybin metabolizovan UGiighl byin vivo ovliviiovat
metabolismus endogennich subsirddGT nag. bilirubinu, steroidnich hormdin
hormoni Stitné zlazy, Zlkovych kyselin nebo vitaminrozpustnych v tucich (Kiang et
al., 2005; Cashman et al., 1996), ale tak&Zenovliviovat biotransformaci orén
podavanych I&v. Piikladem takového #va miZze byt warfarin (ne€pstji
piedepisované antikoagulans), ktery je metabolizow@en UGT1Al a UGT1A3
(jaternimi formami), ale také istvni UGT1A8 a UGT1A10 (Jones at al, 2010), tj.
stejnymi enzymy, které vyznamrparticipuji v metabolismu silybinu. Na druhé stran
skut&nost, Ze se na metabolismu warfarinu spolupodik ¥orem UGT, znamena, Ze by
nenmelo mit pripadné ovlivni nekterého z enzyiin silybinem vyrazny dopad na hladinu

tohoto I€iva v organismu.
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7. ZAVERY

Predkladana disertai prace se zabyva interakcemi silybinu s hlavnimi
biotransformanimi enzymy . a Il. faze metabolismu cizorodycheld a identifikaci

vznikajicich metabolit. Ze ziskanych vysledkize vyvodit nasledujici z&vy:

O V ptitomnosti silybinu bylyin vitro ovlivnény aktivity forem CYP1A2, 2C8, 2C9
a 3A4. NejvyrazgjSi inhibicni efekt silybinu se projevil na aktivitach CYP3A4
a CYP2C9 (1Gy49,8umol/l a 34,1umol/l). Inhibice aktivity CYP2C9 silybinem byla
popsana jako nekompetitivni. \fipact CYP3A4 probihala inhibice kompetitivnim

mechanismem.

O Silybin je O-demethylovan enzymem |. faze metabolismu cizorbdyétek,
cytochromem P450 2C8 wipmnosti mikrosomalni frakce lidského jaterniho
homogenatu i za dasti rekombinantniho CYP2C&-demethylovany silybin byl
identifikovan jako hlavni produkt metabolismu silyb enzymy | faze

biotransformace.

0 UDP-glukuronosyltransferasyipomné jak v primarni kultie lidskych hepatocyt tak
v mikrosomalni frakci lidského jaterniho homogenatetabolizovaly silybin za
vzniku ¢étyt hlavnich monoglukuronid silybinu: silybin  A-7O-B-D-glukuronidu,
silybin B-7-O-f3-D-glukuronidu, silybin A-200-3-D-glukuronidu a silybin B-2@-3-

D-glukuronidu.
0 Rekombinantni UGT1A1, 1A3, 1A8, 1A10, ale také UB®B11A7, 1A9, 2B7 a 2B15
stereoselektivé tvorily 7-O-B-D- a 200-B-D-glukuronidy silybinu. Rekombinantni

UGT1A4, 2B4 a 2B17 se na glukuronidaci silybinu oeitely.

O Lidské rekombinantni UDP-glukuronosyltransferasyedmosts reagovaly se

silybinem B.

0 Preferovanym mistem glukuronidace byl C7 uhlik.
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O Silybin ve vzorcich plazmy a nmibdobrovolniki bylo mozné identifikovat i@devsim
ve forme konjugati. Glukuronidace silybinu je hlavni cestou jeho @osformace. Na
rozdil od lidské mei, kde byly nalezeny jen ©--D-glukuronidy silybinu, byl ve
vzorcich lidské plazmy nalezen feglevSim silybin  B-2@-B-D-glukuronid.

O-demethylovany silybin glukuronid byl v miioi v plazmé dobrovolniki nalezen jako
minoritni produkt.
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