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Pfirodni latky ve formé doplikd stravy hraji stale
vyznamnéjsi roli v Zivoté clovéka. Tato prace se zabyva
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problematiky jsou moZzné zmény hladin aplikovanych 1é¢iv
pfi soucasné konzumaci ucinnych pfirodnich latek, a to
z divodu lékovych interakci na drovni metabolismu. Jako
modelové 1é¢ivo byl v praci pouzit warfarin. V ramci
experimentalni casti byla optimalizovédna a kalibrovana
HPLC metoda s UV i fluorescenc¢ni detekci pro stanoveni
nejvyznamnéjSich metaboliti warfarinu, které vznikaji za
ucasti CYP. Tato metoda umoziiuje v jednom analytickém
kroku méFit soucasné aktivitu nékolika forem CYP.
S wvyuzitim sledovani vzniku metabolitd warfarinu
produkovanych potkani jaterni mikrosomalni frakci byla
provedena in vitro analyza vlivu pfirodnich latek na
aktivity CYP. Vysledek méfeni ukazal, Ze silybin mirné
inhibuje CYP2C11, lykopen nemda vyraznéjsi tucinky na
studované enzymy a anthokyany inhibuji CYP3A2.
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becoming increasingly important in a person's life. The
thesis inquires into the influence of selected natural
compounds (silybin, lycopene, anthocyanins) to the
enzymes that are important for the metabolism of drugs,
and in particular, deals with the interference to the activity
of cytochromes P450 (CYP). Investigating this issue is
important due the possible difference of levels of active
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compounds in question caused by the interaction on
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Teoreticka cast

1 Uvod

Prirodni 1éc¢ivé pripravky zaznamendavaji stale vétsi oblibu u lidi, ktefi chtéji témito 1atkami
v podobé napf. dopliikd stravy svému télu prospét. Rostlinné lécivé pripravky v nékterych
ptipadech pfispivaji ke sniZeni rizika vzniku rakoviny nebo u chronicky nemocnych mohou
pomahat zmirnit pfiznaky nemoci. Vzhledem ke stéle se rozsifujicimu uzZivani dopliikd stravy
lidskou populaci a moznému ovlivnéni hladin soucasné podavanych 1é¢iv jsme se rozhodli
vramci diplomové prace sledovat interakce vybranych prirodnich latek s enzymy, které se
ucastni metabolismu 1éciv.

Jako modelové 1éCivo jsme vybrali warfarin. Warfarin patfi svoji chemickou strukturou
mezi kumarinové derivity a pacientim se poddva ve formé racemické smési. V lékaistvi se
pouziva jako antikoagulancium (sniZuje srazlivost krve). Metabolickych pfemén warfarinu se
ucastni jednak mikrosomalni jaterni cytochromy P450 (CYP), které patii k enzymim
Ucastnicim se tzv. 1. faze biotransformace xenobiotik (cizorodé latky, léc¢iva apod.), tak enzymy
II. faze (konjugacni), které dale metabolizuji warfarin za vzniku prislusnych glukuronidd a
sulfatt. Pri 1écbé warfarinem se projevuji u vysokého procenta pacienti komplikace, které jsou
Casto zplisobeny riznou hladinou této latky, kterd odrdzi riznou intenzitu metabolickych
premén tohoto 1éciva. Proto je nutny dalSi vyzkum tykajici se studia ovlivnéni aktivit
prislusnych enzymi.

Ke studiu vliva pfirodnich latek na metabolismus warfarinu jsme si vybrali silybin
z ostropestice marianského, ktery je uZ od pradavna zndm pro své hepatoprotektivni tcinky.
Dalsi studovanou latkou byl lykopen, coZ je Cervené karotenoidni barvivo vyskytujici se napf.
v rajCatech nebo v papaye a které nachazi stale vétsi oblibu jak u lidi pfi béZné konzumaci, tak
u védcu, ktefi zkoumaji jeho pozitivni vliv na lidské zdravi. Tretim zastupcem prirodnich latek
byla smés anthokyant z plodi klikvy velkoplodé, ktera je podobna u nas vice znamé brusnici
brusince. Anthokyany jsou ve vodé rozpustné rostlinné pigmenty, které maji antioxidacni

a antibakterialni vlastnosti.



2 Prirodni latky

2.1 Silybin

Zdrojem silybinu je rostlina zvana ostropestfec mariansky, lat. Silybum marianum (L.)
Gaertn. (Obr. 1). Botanicky se Fadi mezi byliny pochazejici z oblasti Stfedozemniho mofte, ale
dnes roste i v mnoha castech Severni Ameriky a také ve Vychodni Asii. Je to jedno aZ dvoulet4
bylina, kterd miiZe dordstat vysky aZ jeden metr. Listy jsou prevazné v dolni casti lodyhy a maji
bilé Zilkovani. Kvét ma nachovou barvu a plodem jsou nazky s bilym chmyfim (Janca

& Zentrich, 1995).

Obrazek 1 Ostropestiec mariansky (Silybum marianum (L.) Gaertn).

Svoji chemickou strukturou patii silybin mezi flavonolignany a je hlavni slozkou silymarinu
(~ 60%), coz je standardizovany extrakt ze suSenych semen ostropestice marianského.
V silymarinu se dale vyskytuji flavonolignany isosilybin, silydianin, silychristin
a dihydroflavonol taxifolin (Radjabian et al., 2008). Semena ostropestice dale obsahuji
aminokyseliny, sacharidy, oleje s vyssim podilem nenasycenych mastnych kyselin, alkaloidy,
silice a organické kyseliny (Morazzoni & Bombardelli, 1995). Silybin, stejné jako ostatni

polyfenolické latky, je $patné rozpustny ve vodé (Skottova & Kre¢man, 1997).
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Prirodni silybin je pfiblizné ekvimolarni smés dvou diastereomert, silybinu A (Obr. 2)
a silybinu B, jejichZ analyticka separace je celkem uskutecnitelnd, zato preparativni separace je

extrémné komplikovana (Monti et al, 2010).

OMe

OH

Obrazek 2 Struktura silybinu A.

Ostropestfec mariansky, konkrétné extrakt ze semen, se zacal uZivat uZ ve 4. stol. pf. n. 1.
a prvni pisemnad zminka o této 1éCivé byliné pochazi od Theophrasta (nar. 371 pf. n. 1.).
V 16. stol. se extrakt z ostropestfce stal oblibenym lékem na hepatobilidrni nemoci a jeho
oZiveni ve stfedni Evropé nastalo opét v roce 1960 (Pradhan & Girish, 2006).

V souvislosti s regeneracnimi ucinky na jatra, ktera hraji dtleZitou roli v regulaci
metabolismu lipoproteinti v plazmé, byly provedeny experimenty, které naznacuji, Ze silymarin
ma piimy ucCinek na metabolismus cholesterolu v jatrech, konkrétné inhibuje biosyntézu
cholesterolu. Pozdéji byly publikovany i dalSi pozitivni wCinky silymarinu na lidsky
organismus — chemoprotektivni, protinadorové nebo neuroprotektivni (GazZak et al., 2007).
V dnesni dobé se silybin stava soucasti mnoha fytopripravki pouZivanych casto k podptirné
1écbé pii otravé muchomiirkou zelenou, pfi chronické nemoci jater jako je napf. steat6za
(Skottova & Kre¢man, 1997) nebo pri poskozeni jater zptisobené alkoholem (Comoglio et al.,

1995).

2.2 Lykopen

Karotenoidy jsou lipofilni barviva, kterd se vyskytuji v kvétech, listech, plodech i pefi
papouskt. Patfi do skupiny tetraterpent (Ci) sloZenych z osmi isoprenoidnich jednotek.
Nejjednodussim karotenoidem je Iykopen. Ma linearni fetézec se 40 uhliky a 13 dvojnymi

vazbami, z toho 11 je konjugovanych. Lykopen mizZe zaujimat v prostoru nékolik
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konformaci — trans isomer (Obr. 3), ktery se vyskytuje primarné a cis isomery vznikajici
trans a pak zbyvajicimi cis isomery. Biosyntéza zacCinad slouceninou fytoen (CsHgs)
s 9 dvojnymi vazbami a pres fytofluen, karoten a neurosporen se postupnym pridavanim dvojné
vazby dostaneme az k lykopenu (Macholan, 2003). DalSim produktem biosyntézy je B-karoten,
lykopen je tedy jeho prekurzorem (Davis et al., 2003). Je to velice stabilni molekula, kterd je
schopna odolat i oxidacni, tepelné a svételné degradaci. Lykopen ma charakteristické absorp¢ni

spektrum, které 1ze vyuZit pfi jeho identifikaci, a to tfi absorpCni maxima pri 448, 472 a 505 nm.

Obrazek 3 Struktura trans lykopenu.

Lykopen je zodpovédny za Cervenou barvu mnoha druhti ovoce a zeleniny jako jsou napf.
rajcata (Obr. 4). Nejvyznamnéjsi zdroje lykopenu jsou uvedeny v Tab. 1.

Lykopen, stejné jako tokoferoly, vitamin E, askorbovad kyselina (vitamin C) a ostatni
karotenoidy, reaguje s volnymi radikaly, peroxidovymi radikdly a se singletovym kyslikem
(*O,), coz je zaklad pro jeho funkci jako antioxidant. Tyto reaktivni formy kysliku (ROS) jsou
produkty bunécného metabolismu, avSak poruSenim rovnovahy mezi ROS a antioxidacni
kapacitou buriky (burika nestiha reaktivni produkty odbouravat) vznika oxidacni stres. Ten ma
za nasledek indukci poskozeni DNA, oxidaci proteini a proces lipidové peroxidace (Sies

& Stahl, 1995).

Obrazek 4 Rajce jedlé (Solanum lycopersicum).
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Vstiebavani lykopenu probihéd pres gastrointestinalni trakt (GIT) a chylomikrony. Studie,
které se touto problematikou zabyvaji, uvadéji, Ze mnohem uGcinnéji se tak déje z tepelné
upravenych rajcatovych produktti nez z Cerstvych plodi. Absorbovany lykopen je pak rozvadén
po téle prostfednictvim cirkulacniho systému. Je to dominantni karotenoid v lidské plazmeé.
PrestoZe u rostlin prevlada trans isomer, v plazmé se nachazi isomericka smés obsahujici 50%
cis isomeru. V tkanich lykopen podléha oxidaci a metabolické pfeméné. O metabolismu in vivo
se toho vi velmi maélo. In vitro vSak byly identifikovany dva typy metabolickych produktt
lykopenu a to 3-keto-apo-13-lykopenon a 3,4-dehydro-5,6-dihydro-15-lykopenal (Rao & Rao,
2007).

Tabulka 1 Obsah lykopenu ve vybraném ovoci a zeleniné (podle Rao & Rao, 2007).

Zdroj Lykopen
(Hg/g mokré vahy)
gac (plod Momordiky indo¢inské) 2000-2300
Cerstvé rajce 8,8-42
rajcatova Stava 86-100
rajcatova omacka 63-131
keCup 124
vodni meloun 23-72
ridzovy grapefruit 3,6-34
rdZova guava 54
papaya 20-53
pyré ze $ipki 7,8
merunka <0,1

Epidemiologické studie ukazuji, Ze lykopen miiZe mit pozitivni uCinky proti rakoviné
prostaty, zvlasté proti vice letdlnim formam této rakoviny. Pét studii uvadi 30-40% sniZeni
rizika spojeného s vysokou konzumaci rajcat nebo lykopenu. Tti studie souhlasi s 30% sniZzenim
rizika, ale vysledky nejsou statisticky vyznamné a sedm studii tuto souvislost nepodporuje
(Giovannucci, 2002). Dalsi studie poukazuji na to, Ze lykopen miiZe ptisobit jako ochrana proti
oxidativnimu poSkozeni plic. Po poZiti zeleninového dZusu s vysokym obsahem karotenoidii
a naslednému vystaveni ozonu se u testovanych jedinci zvysila primérna koncentrace lykopenu
0 12% a poskozeni DNA plicnich epitelidlnich bunék se sniZilo o 20%. Autori ¢lanku vSak
nebyli schopni oddélit efekty lykopenu od ostatnich karotenoidi, nicméné lykopen je

prevladajici karotenoid v zeleninovém dZusu (predstavuje 88% vSech karotenoidti), a proto lze

tyto ucinky pFisuzovat pravé jemu (Arab et al., 2002). Dalsi in vitro a in vivo studie ukazuji, Ze
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lykopen ma prospéSnou roli pri kardiovaskuldrnich chorobéach, arteroskleréze, diabetes

a neurodegenerativnich onemocnéni (Kong et al., 2010).

2.3 Anthokyany

vvvvvv

rostlinnych pigment. V pletivech rostlin produkuji modrou, fialovou a cervenou barvu
a u nékterych druhd mohou za Cerné zbarveni. Jejich odstin a struktura se odviji od hodnoty pH
a pritomnosti kopigmentti. V pfirodnich zdrojich se nachazeji predevsim jako glykosidy.
NejcastéjSimi sacharidy jsou glukosa, galaktosa, rhamnosa a arabinosa, obvykle se jedna
o 3-glykosid nebo 3,5-diglykosid. Anthokyanidiny jsou pak anthokyany bez sacharidové slozky,

které jsou velmi nestabilni. Struktury Sesti nejznaméjsich anthokyanidind jsou na Obr. 5.

Anthokyanidin R? R? R3
kyanidin OH OH H
delfinidin OH OH OH
pelargonidin H OH H
petunidin OCH; OH OH
peonidin OCH; OH H
malvidin OCH, OH OCHj;

Obrazek 5 Struktury nékterych anthokyanidint (podle Kowalczyk et al., 2003).

Anthokyany jsou obecné rozsitené u konzumnich rostlin. Obsahuje je mnoho druht ovoce

a zeleniny, jak dokazuji tidaje z Tab. 2 (Clifford, 2000).
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Tabulka 2 Obsah anthokyanti v nékterych druzich ovoce, zeleniny a vina (podle Clifford,
2000).

Zdroj Obsah (mg.kg™*)
borivka 825-4200
brusinka 600-2000
bezinka 2000-10000
ostruzina 1150

jahoda 150-350
Cervené zeli 250

lilek 7500

c¢ervené vino 240-350
Cervené vino (portské) 140-1100

Klikva velkoploda, lat. Vaccinium macrocarpon (Obr. 6), ziskala znacnou pozornost pro své
udajné vlastnosti prospivajici lidskému zdravi. Plody obsahuji 111,5 mg anthokyanti na 100 g
suché vahy, vCetné derivati kyanidinu a peonidinu. Dale obsahuji flavonoly, které se fadi mezi
flavonoidy, a z toho nejvétsi zastoupeni maji aglykony myricetin a kvercetin. Prokyanidiny,
nebo také proanthokyanidiny, jsou dal$i vyznamnou slozkou klikvy. Patfi mezi polymerické
flavonoidy sloZené z jednotek flavan-3-olu, které maji antioxidacni vlastnosti. Jsou také
schopny vazat proteiny a ionty kovti, coZ ma podil na jejich pfinosu pro nase zdravi. Byly spolu
s anthokyany uznany jejich protinddorové vlastnosti a inhibi¢ni vliv na adhezi bakterii

v mocovych cestach (White et al., 2010).

Obrazek 6 Klikva velkoploda (Vaccinium macrocarpon).
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Anthokyany jsou zastupci Siroké skupiny rostlinnych pigmenti zvanych flavonoidy.
V prirodé do této skupiny patfi pres 500 sloucenin. Nékteré glykosidy anthokyanti mohou byt
po poZiti rychle vstiebany z Zaludku a po priichodu jatry vstupuji do systémového obéhu.
Zbytek se presune do tenkého stfeva. Anthokyany v obéhu mohou byt metabolizovany. Ty
anthokyany, které se dostanou aZ do tlustého stfeva, jsou vystaveny mikrobialni populaci
a mohou byt degradovany na sacharid a fenolické slouCeniny. DalSi degradace vedou
k narusenim kruhu C za vzniku fenolovych kyselin a aldehydt (McGhie & Walton, 2007).

Studie potvrdily jejich antioxidacni vlastnosti a to diky hydroxylové skupiné v pozici 3 na
kruhu C a také v pozici 3" a 4" na kruhu B. Pfitomnost hydroxylové skupiny na kruhu C
umoziuje tvorbu chelatl s kovovymi ionty, napf. Fe, Cu. Antioxidacni aktivita je také zvySena
diky acylaci sacharidovych zbytkti s aromatickymi hydroxy kyselinami. Pokud srovname
antioxidacni vlastnosti anthokyand s Siroce zndmymi antioxidanty, ukaze se, Ze maji vyssi
antioxidacni aktivitu neZ vitamin E, kyselina askorbova a B-karoten. Této vlastnosti anthokyant
se mimo jiné vyuZiva k 1écbé kardiovaskularnich onemocnéni (Kowalczyk et al., 2003). Dalsi
vlastnosti je inhibice riistu rakovinnych bunék a anti-obezitni Gc¢inky (McGhie & Walton, 2007).
Jiné studie zkoumaly efekt anthokyanii na lidské topoisomerasy I a II, a jejich vyznam pro
integritu DNA bez lidskych bunék. Bylo zjisténo, Ze anthokyany nesouci hydroxy skupiny na

kruhu B, silné inhibuji katalytickou aktivitu topoisomeras (Habermeyer et al., 2005).

3 Cizorodé latky — Xenobiotika

Cizorodé latky neboli xenobiotika jsou latky, které se v organismu bézné nevyskytuji
a prijimame je z vnéjSiho prostiedi. Pro prehlednost je miZeme rozdélit na dvé tfidy:
. prirodni - biogenni a heterocyklické aminy, alkaloidy, peptidy, polyfenoly,
latky prirodni barviva, terpenoidy;

- bakterialni toxiny; toxiny sinic, mykotoxiny

* antropogenni ldtky - primyslové kontaminanty (PCB, ftalaty, detergenty), anorg.
polutanty, pesticidy;
- aditiva v potravinach;

- farmaka a jejich rezidua.

Osud téchto latek zkouma obor xenobiochemie. VétSina xenobiotik se nasledné v organismu
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ucastni  chemického  déni. Hlavnimi  mechanismy  toxicity = xenobiotik je
genotoxicita — metabolicka aktivace promutagent a chromosomalni aberace, oxidativni stres,
apoptotické procesy, inhibice mitochondrialnich funkci nebo poruchy metabolismu endogennich
latek po ptisobeni xenobiotik.

Dal$im pojmem v této problematice, ktery uz byl zminén vySe, je farmakon (mn. C.
farmaka). Farmakon je latka, kterd po vstupu do organismu vyvola zménu jeho funkce ¢i stavu.
Farmaka obecné potlacuji, stimuluji nebo modifikuji biologické procesy probihajici v bunécném
metabolismu. Podle vysledného efektu na organismus je mutZeme rozdélit na ta, kterd ho
priznivé ovliviiuji (1éky) a kterd maji nepriznivy efekt (jedy). Obecné vsak plati, Ze vSechna
farmaka jsou vice ¢i méné toxicka, zalezi na davce. Studium ucinku farmak na funkci Zivych
organismu se zabyva obor farmakologie.

Cest vstupu xenobiotik do organismu je nékolik. NejbéZn€jsi je vstup zaZivacim traktem,
pak pokozkou, sliznici a pro plynné latky je to inhalace (dychaci systém). Po vstupu cizorodé
latky do organismu a nasledném vstfebani (resorpce) dochazi k interakcim mezi xenobiotikem
a slozkami organismu. Tyto reakce lze rozdélit na fazi farmakokinetickou, ve které se uvoliiuji
ucinné latky, dochazi k absorpci, distribuci, biotransformaci a exkreci, a farmakodynamickou,
ktera zahrnuje reakce farmaka s receptory a vede k vyvolani biologického tc¢inku (Vodrazka,

2007).

3.1 Biotransformace cizorodych latek

Biotransformace ma za tkol pfeménit xenobiotika na latky (vétSinou) nepoSkozujici
organismus, které se zaroveil daji snadno vyloucit z organismu ven. Déje se tak pomoci
biotransformacnich enzymi, které nejprve zavedou skupinu, kterd zvysi rozpustnost (polarnost)
xenobiotika ve vodé a zarovei tato skupina posléze slouZi ke konjugacni reakci za vzniku
endogenniho produktu metabolismu. Z toho vyplyvd, Ze biotransformace probihd ve dvou
fazich. V 1. fazi dochazi k uvolnéni nebo vytvoreni funkcni skupiny, napt. -OH, -SH, -NH,
a metabolit se stdva vice polarni. Obecné feCeno, jednd se o déje oxidacni, redukcni
a hydrolytické. NejvyznamnéjSimi enzymy této faze biotransformace jsou cytochromy P450,
které patii mezi monooxygenasy. Dal§imi enzymy, které se Gcastni biotransformace, jsou aldo-
keto reduktasy, cyklooxygenasy, flavinmonooxygenasy, reduktasy nebo hydrolasy (Obr. 7). Ve
II. fazi biotransformace dochazi ke konjugac¢nim reakcim za ucasti konjugacnich enzymi jako
jsou  glutathion-S-transferasy =~ (GST), uridindifosfoglukuronyltransferasy = (UDPGT),

sulfotransferasy = (SULF), N-acetyltransferasy nebo methyltransferasy (Anzenbacher
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& Anzenbacherova, 2001, Murra et al., 2002, Vodrazka, 2007).

NAT

esterasy

Obrazek 7 Podil jednotlivych enzymovych systémii na metabolismu prodavanych 1éciv.
UGT oznacuje  UDP-glukuronosyltransferasu, FMO  flavinmonooxygenasu, = NAT

N-acetyltransferasu a MAO monoaminoxidasu (podle Guengerich, 2006).

3.2 Cytochromy P450 (CYP)

CYP (EC 1.14.14.1.) patii do skupiny proteinii obsahujicich hem (spolu s myoglobinem,
hemoglobinem). Evolu¢né jsou vSak mnohem star$i neZ naptiklad hemoglobin (Stiborova et al.,
1999). Predpoklada se, Ze jejich evoluce zacala pted 2-3 miliardami let s pouhymi nékolika
geny kodujici formy CYP, které byly zapojeny do metabolismu endogennich substratd
(steroidy, mastné kyseliny apod.). K dalSimu vyvoji doSlo pted pfibliZzné 1200 miliony lety, kdy
se rozdélila zvifata a rostliny. Zvifata zacala jist rostliny a ty to donutilo ke zlepSeni svych
mechanismti obrany. Proto vyvinuly nové stresové metabolity (fytoalexiny), které délaly
rostliny méné chutnymi/stravitelnymi pro zvifata. Zvifata na to odpovédéla novymi geny pro
CYP, ktery byly schopny tyto fytoalexiny detoxifikovat. Prudky nartist novych forem P450 je
vidét v poslednich 400 milionech let, coZ je zpisobeno predevsim zvysenim frekvence
duplikace a konverze genti CYP, davajici pocatek gentim, které koéduji nové formy CYP
metabolizujici xenobiotika a/nebo endogenni substraty (Soucek & Gut, 1992).

Jde o monooxygenasy, které se ucCastni oxidacnich reakci xenobiotik v 1. fazi
biotransformace cizorodych latek. Konkrétné se podileji na metabolismu vice jak 50 % léciv,

vvvvvv

enzymy metabolismu xenobiotik. Nachazi se v mnoha organech, naprt. v jatrech, mozku, GIT,
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plicich, lymfocytech, kizi, svalech, ledvinach, v plodu nebo placenté. V burice jsou cytochromy
P450 lokalizovany predevSim v endoplazmatickém retikulu (ER), ale také se nachazeji
v mitochondriich, lysosomech a cytosolu (Murray et al., 2002, Vodrazka, 2007). Cytochromy
P450 dostaly sviij nazev od jejich povahy jako hemoproteiny a kviili neobvyklym spektralnim
vlastnostem komplexu redukované formy s molekulou CO, kdy ma tento komplex absorpcni
maximum pfi 450 nm (Obr. 8): cytochrom predstavuje hemoprotein, P pigment a 450 odpovida

absorpénimu piku komplexu redukované formy CYP s CO (Bernhardt, 2006).

0.03
0.02 -
0.01

0.00 -

A absorbance

-0.01-
0.02-

a0 |

T T T T T 1
400 420 440 460 480 500
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Obrazek 8 Ukazka absorp¢niho spektra redukovaného cytochromu P450 s molekulou CO.

CYP pri oxidacnich pfeméndach cizorodych latek vaZi molekulu kysliku na hemové Zelezo
(totéz, které je v molekule hemoglobinu ¢i myoglobinu). Rozdil mezi nimi spociva ve zptisobu
interakce hemového Zeleza s okolnim proteinem. Oproti hemoglobinovému Zelezu je v CYP
atom Zeleza vazan o néco siln€éji k thiolatové sife v aminokyseliné cysteinu. Tato vazba dava
hemu vlastnosti nezbytné k aktivaci kysliku (konkrétné k rozstépeni molekuly O, na dva atomy
kysliku). Dalsi osud téchto molekul je popsan niZe.

Reak¢niho mechanismu reakce se tcastni NADPH (rovnice 1), ktery za pomoci enzymu
NADPH:P450-reduktasa slouzi k redukci CYP. Pfesnéji feceno, dochazi k prenosu elektront
z NADPH na CYP pres tento enzym. Pak nasleduje aktivace molekuly kysliku, preruSeni vazby

a finalni monooxygenace substratu.

RH + O, +NADPH + H" - R-OH + H,O + NADP" (@)
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Detailni priibéh reakce je ovSem mnohem sloZitéjsi, neZ je naznaCeno v rovnici, protoze
CYP nemusi vyuZivat jen molekularni kyslik, ale také kyslik napf. z peroxidi a zdrojem
elektronti nemusi byt jen NADPH ale i NADH. Dal$im komplikujicim faktorem je skutecnost,
Ze enzym potiebuje k tomu, aby mohl akceptovat elektrony, jesté meziclanek, a to reduktasu
obsahujici jako koenzym flavin nebo také protein typu ferredoxinu.

Z této rovnice také vyplyva osud molekuly O,. Po rozstépeni vytvaii jeden atom kysliku
molekulu vody a druhy atom je aktivovan a zaveden do molekuly substratu. Proto se tato reakce
nazyva monooxygenazova.

Dalsi vyznamnou vlastnosti téchto enzymu je, Ze vétSina z nich je inducibilnich. Tato
skutecnost je dileZitd napt. pri davkovéani 1éCiv vzhledem k intenzité jejich metabolismu
a udrZeni spravné plazmatické koncentrace tcinné latky (Murray et al., 2002, Vodrazka, 2007,
Zuber et al., 2002).

Cytochromy P450 se vyskytuji v mnoha formach, které jsou na zakladé podobnosti primarni
struktury zarazovany do rodin a podrodin. Formalné se rodiny zna¢i prvnim ¢islem za zkratkou
CYP, pak nasleduje velké pismeno oznacujici podrodinu a jednotlivé formy enzymid jsou
oznaceny Cislem za pismenem podrodiny. Z lidskych jaternich CYP jsou pro metabolismus
xenobiotik nejdilezitéjsi CYP1A2, 2A6, 2D6, 2C, 2E1 a 3A4. Z pohledu celkového mnoZstvi
enzymu maji nejvétsi zastoupeni CYP3A4 a CYP2C8/9/19, pak CYP1A2 a 2E1. I zde vSak
mnozstvi a aktivitu enzymut ovliviiuje fada faktorG jako je geneticky polymorfismus, vék,
zplisob Zivota, uzZivana léciva apod. (Tab. 3). Substratova specifita podilejici se na metabolismu
cizorodych latek je pomérné Sirokd (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001, Stiborova et al.,
1999).

Tabulka 3 Faktory ovliviiujici mnozstvi nékterych CYP u clovéka (podle Stiborova et al.,

1999).

CYP Faktor

1A1, 1A2, 2E1,3A4, 3A5, 3A7 vyziva, léciva
1A1, 1A2 koureni

2E1 alkohol

1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C, 2D6,3A4, légiva

3A5, 3A7

1A1, 1A2, 2A6, 1B, 2E1,3A4, 3A5, vnéjsi prostfedi (polutanty)
3A7
1A1, 1A2, 2A6, 2C9, 2C19,2D6, 2E1 geneticky polymorfismus
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3.3 Prehled dilezitych forem lidskych cytochromt P450

3.3.1 CYP3A4 (Obr.9)

e wewrs

lé¢iv u clovéka. Vykazuje Sirokou substratovou specifitu, coz je ziejmé disledkem vysoké
flexibility aktivniho mista (Anzenbacherova et al., 2000). CYP3A4 se ucastni metabolismu vice
neZ poloviny léc¢iv, u kterych je zndmad metabolickd drdha. Z farmakologického hlediska je
problémem vysoka variabilita aktivit tohoto enzymu u jednotlivych pacientt konzumujici 1éky

metabolizované CYP3A4 (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).

Obrazek 9 Topologie CYP3A4 s navazanymi sekundarnimi elementy (Hendrychova et al.,
2011).

3.3.2 CYP2C

Tato podrodina zahrnuje 4 formy a to CYP2C8, CYP2C9, CYP2C10 a CYP2C19. Druha
a treti forma je Casto posuzovana spolecné, jelikoZ se od sebe, co se tyce struktury a substratové
specifity, lisi jen velmi malo. CYP2C9 a CYP2C19 metabolizuji dileZita léc¢iva (napf.
ibuprofen, diazepam nebo R-warfarin) a jsou vysoce polymorfni (Anzenbacher &

Anzenbacherova, 2001).
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3.3.3 CYP1A2

Tento enzym byl dlouho zndm pod ndzvem P-448 a poprvé byl charakterizovan v potkanich
jaternich mikrosomech po indukci methylcholanthrenem. Presné feCeno, jsou znamy dva
cytochromy P450 z podrodiny CYP1A: CYP1Al a CYP1A2. Prvni z nich (CYP1Al) je
lokalizovan hlavné extraheparalné a v jatrech se zvySuje jeho hladina aZ po indukci, CYP1A2 se
vyskytuje prevazné v jatrech. Substraty téchto enzymi jsou napf. aromatické aminy,
polycyklické aromatické uhlovodiky. Piikladem 1éciv, které jsou metabolizovany touto
podrodinou, jsou kofein, phenacetin nebo theophylin. CYP1A1/2 je zndm svym genetickym
polymorfismem. Mezidruhové je tento protein konzervovany, mizZeme jej nalézt napf. i u ryb

(Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).

3.34 CYP2E1

CYP2EL1 je jediny clen podrodiny CYP2E u savcli. Zndmy je hlavné svou ucasti na
metabolismu ethanolu. Kromé toho je pfitomen pfi biotransformaci mnohych malych
organickych molekul (jako substratii), naptf. halogenované uhlovodiky (vinylchlorid,
chloroform, methylchlorid), acetaldehyd, benzen nebo styren. Z 1é¢iv metabolizuje

acetaminophen (paracetamol) nebo chlorzoxazon (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001).

3.3.5 Experimentalni zvireci modely vyuzivané pri studiu metabolismu léciv

Pii vyvoji novych 1éCiv se pro sledovani farmakologickych parametrG casto vyuZivaji
experimentalni zvifata. Jednim z nejvice uZivanych zvifat je laboratorni potkan (Rattus
norvegicus). Na druhou stranu je tfeba vZdy brat v tivahu, Ze napf. biotransformacni enzymy
potkana a Clovéka se znacné lisi. Co se tyka lidskych CYP, ne kazda forma ma sviij ekvivalent

u potkana, nicméné jista shoda existuje. Tabulka 4 shrnuje sekvencni homologii mezi potkanimi

vvvvvv

vvvvvv

lidskych CY3A enzymi nejsou metabolizovany potkanimi CYP3A1 nebo jinymi formami
CYP3A. Nejpocetnéjsi podrodina CYP v potkanich jatrech je CYP2C majici roli lidskych
CYP2C

a CYP3A enzymt.
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Tabulka 4 Sekvenc¢ni homologie potkanich a lidskych forem CYP (podle Soucek & Gut,
1992, Zuber et al., 2002).

Formy CYP Sekvenéni

Potkani Lidské homologie
orthology [%]
CYP1A1 CYP1A1 80
CYP3A1 CYP3A4 73
CYP3A2 CYP3A5 71
CYP2B1 CYP2B6 78
CYP2C6 CYP2C10 75
CYP2C11 CYP2C9 80
CYP2D1 CYP2D6 71
CYP2E1 CYP2E1 75

Vsechny hlavni lidské CYP byly nalezeny v jaternich mikrosomech prasete a miniprasete.
Kromé lidskych CYP2D6 a 2C9/10/19 se tyto modely hodi pro experimenty tykajici se
metabolismu xenobiotik. Pro studium lidskych CYP2C9/10/19 se jevi jako dobry model
enzymy 2C podrodiny opice (Maccacus rhesus). Pokud se v budoucnu nenajdou vyznamné
rozdily, opice se stanou jedinym dobrym zvifecim modelem pro metabolismus zprostfedkovany
enzymy podrodiny CYP2C. CYP2D15 je hlavni forma CYP u psa a jeho enzymova aktivita je
shodna s lidskou formou CYP2D6. Proto se zda byt dobrym modelem pro tuto formu. Nalézt
oCekavané CYP tcastnici se metabolismu a podle toho vybrat pfislusny zviteci model (Zuber

et al., 2002).

4 Prirodni latky a IéCiva — |ékové interakce

4.1 Lékové interakce

Lékové interakce jsou charakterizovany jako zmény v tcinku 1éCiva a délce jeho trvani
vlivem jiné latky (lécivo, alkohol, potrava). Podle mechanismu délime interakce na

farmaceutické, farmakokinetické a farmakodynamické. V této diplomové praci nas zajimaly

-23-



farmakokinetické interakce, pfi kterych je ovlivnéna biotransformace 1éciv, coZ je Casta
interakce. Déje se tak na zdkladé zmény aktivit enzymd, které katalyzuji biotransformace 1éciv.
Jde bud’ o enzymovou indukci (zvySeni aktivity) nebo enzymovou inhibici (sniZeni aktivity). Pfi
indukci enzymi dochézi k rychlejsi biodegradaci 1é¢iva indukovanymi enzymy, a proto je nutné
k dosaZeni stejného ucinku zvySit davku. Po ukonceni podavani induktoru se béhem nékolika
dni hladina CYP sniZi, takZe je tfeba sniZit i davku 1é¢iva. K indukci CYP (CYP1A1/2) dochézi
také pii koufeni cigaret, kdy benzopyreny pfitomné v koufi vyvolavaji systémové ucinky.
Klinické dusledky lékovych interakci se casto projevuji jako nezadouci reakce nebo dokonce

i selhani 1écby (Martinkova et al., 2007).

4.2 Warfarin

Warfarin je kumarinovy derivat (Obr. 10), ktery se v lékarstvi pouZivd jako nepiimé
antikoagulancium, tedy ke sniZovani srazlivosti krve, podobné jako napft. heparin. UZiva se pfi
Zilni trombdze, embolii apod. Jedna se o racemickou smés dvou enantiomerd, R a S, pficemz
S-warfarin je 3-5x uc¢innéjsi (Locatelli et al., 2005). Mechanismus ucinku je dan tim, Ze se jako
kofaktor uicastni tvorby koagulacnich faktorta II, VII, IX, a X, které jsou zavislé na vitaminu K
(Obr. 11). Pii tvorbé koagulacnich faktori jsou jejich nekompletni formy prevadény karboxylaci
na kompletni molekuly schopné aktivace. To se déje za ucCasti enzymu karboxylasa, ktery
vyzaduje redukovanou formu vitaminu K (hydrochinon) jako kofaktor. Béhem této reakce
dochéazi k oxidaci vitaminu K na epoxid, ktery je zpatky na hydrochinon redukovan reduktasou.
Nepiima antikoagulancia blokuji pravé reduktasu, a tim zastavuji i karboxylaci nekompletnich
molekul koagulacnich faktord. Warfarin se po peroralnim uZziti rychle a kompletné vstiebava
z GIT, vazZe se na plazmatické bilkoviny a eliminuje se v jatrech ( za dcasti CYP) a ledvinach

(Martinkova et al., 2007).

Obrazek 10 Struktura kumarinu (vlevo)
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a jeho derivatu S-warfarinu (vpravo).

Nekompletni molekuly Kompletni molekuly
£l VI, X, X £l VI, XX

karboxM

Vitamin K (KH2) Vitamin K (KO)
hydrochinon e poxid
reduktas STOP
WARFARIN

Obrazek 11 Mechanismus dcinku peroralnich antikoagulancii (podle Martinkova at al.,

2007).

Pocet lidi 1éCenych warfarinem neustale roste. K 50 milionim jich kazdy rok pfibudou
2 miliony. Komplikace pii 1écbé se projevuji u vysokého procenta pacientii a jsou Casto
zptisobeny riiznou intenzitou metabolickych premén tohoto 1éCiva. Proto je nutny dalsi vyzkum

v této oblasti (Jones et al., 2009).

4.2.1 Metabolismus warfarinu

Metabolismus warfarinu mtizeme rozdélit na dvé casti. V 1. fazi biotransformace dochézi
k redukci a oxidaci warfarinu. Reduktasy preménuji warfarin na alkohol, CYP produkuji
hydroxyderivaty warfarinu. V této fazi vznikd hydroxylaci 5 metaboliti warfarinu a to
v zavislosti na vychozi formé. U clovéka vznikd z S-formy 7-OH-warfarin, 6-OH-warfarin
a 4"-OH-warfarin. U R-formy vznika jeSté navic 10-OH-warfarin a 8-OH-warfarin, nejvice vSak
6-OH-warfarin a 10-OH-warfarin. Nasleduje II. faze, ve které dochazi ke konjugac¢nim reakcim,
konkrétné jde o glukuronidaci UDP-glukuronosyltransferasami (UGT) a sulfonaci
sulfotransferasami (SULF) (Jones et al., 2009).

U potkani se hydroxylace warfarinu dcastni enzymy podrodin CYP2C, CYP2B, CYP1A
a CYP3A (Obr. 12) (Ishizuka et al., 2007). Warfarin a jeho metabolity maji pfirozenou
fluorescenci, a tak se této vlastnosti vyuZiva pri jejich stanovovani pomoci HPLC (Lang

& Bocker, 1995).

-25-



8-0OH-wartarin
Wc‘rm Al

CYP2Ce CYP2C11
-—

CYP2B1

8
7-OH-warfarin 7 7 4-OH-wartarin

ﬁacn
CYP1A1
. OH 10
6-0OH-warfarin \(
e |
0]

10-OH-warfarin
Obrazek 12 Metabolicka draha warfarinu u potkanti (podle Ishizuka et al., 2007).

5 Studium cytochromti P450

Pri studiu interakci CYP s léCivy se vyuziva nékolika pristupti. Je mozné tyto interakce
sledovat v rdmci celého organismu, kdy se laboratornimu zvifeti podavd modelové 1é¢ivo
a sleduji se hladiny metaboliti v séru nebo v moci. Z hlediska zisku informaci je pfi tomto
postupu vyhodou, Ze se daji zjistit konkrétni i€¢inky 1éciva na cely organismus, na druhou stranu
nam fika velmi malo o metabolickych pfeménach 1éCiva na bunécné trovni. K tomu se l1épe
hodi izolované perfundované organy (hlavné jatra) nebo mikrosomalni frakce bunécného
homogenatu. JelikoZ jatra jsou hlavnim organem biotransformace a obsahuji nejvice
biotransformacnich enzymd, byly v diplomové préci pouzity jako zdroj studovanych enzymi
fragmenty ER jaternich bunék, nazyvané mikrosomy. Vznikaji z ER pfi homogenizaci jaterni
tkané, kdy se vytvari z ER uzaviené méchyrky (mikrosomy); ziskaji se pak frakcni centrifugaci.
mitochondrie nebo lysosomy. Mikrosomélni frakce sedimentuje pri 100000 g (Sipal et al.,
1981). K navozeni podminek, které panuji v Zivém organismu, se vyuZivaji modelové systémy,
které jsou navrzeny tak, aby co nejlépe imitovaly prostiedi daného organu. K jaterni
mikrosomdlni frakci se pfi studiu aktivity CYP piidava obvykle fosfatovy pufr obsahujici
NADPH jako zdroj redukcnich ekvivalentd pro enzymatické premény a obsahu potiebnych
iontd. Déle systém obsahuje konkrétni léc¢ivo/léciva nebo jiné testované latky. Vzniklé
metabolity se pak identifikuji a kvantifikuji pomoci riznych analytickych metod jako je

kapilarni elektroforeza, vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), pfimé fotometrické,
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fluorescen¢ni nebo luminiscencni metody. NejCastéji se k analyze metaboliti pouziva HPLC
a tato metoda byla pouzita i v této diplomové préaci. Strucné charakterizaci HPL.C se vénuje

nasledujici kapitola.

5.1 Vysokouc€inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografické metody patii mezi separacni metody, pfi nichZz dochazi k déleni smési
latek. Zakladnim principem chromatografie je vyuZiti rozdilné afinity jednotlivych sloZek smési
ke dvéma vz4jemné nemisitelnym fazim: mobilni a stacionarni. Mobilni fazi byvé kapalina nebo
plyn, stacionarni fazi tvofi pevny nosiC (sorbent) nebo kapalina. Podle usporadani mizeme
chromatografii rozdélit na sloupcovou (kolonovou), kde je kolona naplnéna vhodnym
sorbentem, a ploSnou, kde separace probiha na tenké vrstvé sorbentu.

Je-li tcelem chromatografie ziskani informace o délenych latkéach a jejich kvantifikace, pak
se jedna o chromatografii analytickou. V pripad€, Ze chceme ziskat vétSi mnoZstvi Cistych latek,
hovorime o chromatografii preparativni.

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC = high performance liquid
chromatography) se vyuZivd ke kontinudlnimu déleni latek na sorbentu o velmi malych
Casticich (3-20 pm) v kovovych (dfive i sklenénych) kolonach. Dostatecny priitok je zajiStén
pretlakem a7 desitek MPa a k protlaceni rozpoustédla kolonou se vyuZivaji vysokotlaké
Cerpadla, kterd generuji tlak 1-60 MPa.

Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobniku rozpoustédla (mobilni faze), Cerpadla,
davkovaciho ventilu (ktery je vétSinou soucéasti autosampleru), kolony, detektoru(i)
a vyhodnocovaciho zafizeni s prisluSnym softwarem. SloZeni mobilni faze mtize byt po celou
dobu analyzy stejné, pak hovofime o izokratické eluci. Pokud se sloZeni mobilni faze béhem
analyzy méni, jedna se o gradientovou eluci. Davkovaci ventily umoZiuji nastfik vzorku proti
tlakiim az 60 MPa. Casto to jsou ventily s vyménnou davkovaci smyckou o vnitinim objemu
0,5 pl — 2 ml. Kolony jsou trubice naplnéné sorbentem majici velkou mechanickou pevnost
(musi odolavat vysokym tlaktim). Stacionarni fazi mtZe byt chemicky modifikovany oxid
kfemicity. Pro separaci nepolarnich latek (napf. vétSiny léCiv) se vyuZivaji hydrofébni
stacionarni faze s navazanymi alkylovymi Tetézci: C18 — oktadecyl, C8 — oktyl. Kromé
hydrofobnich kolon se pouZivaji iontoménicové kolony, absorbenty nebo stacionarni faze
nanesené na inertni nosi¢. NejbéznéjSim detektorem je fotometricky detektor, ktery sleduje
absorbance latek vystupujicich z kolony. Pro UV oblast se pouZiva deuteriova vybojka, pro

viditelné zafeni halogenova Z4rovka. Casto se také vyuZiva detektor diodového pole, ktery
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zaznamenava celé absorpcni spektrum v dané oblasti vinovych délek. Fluorimetricky detektor
se pouziva pro latky, které vykazuji fluorescenci. Zdrojem svétla je xenonova vybojka nebo
laser. Vyhodou je snadna dosaZitelnost nizkych mezi detekci. Dnes uZ se stale Castéji uplatiiuje
hmotnostni detektor, ktery na zdkladé hmotnostnich spekter pfimo identifikuje jednotlivé

separované latky (Opekar et al., 2003).
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Experimentalni ¢ast

6 Material

6.1 Biologicky material

6.1.1 Mikrosomy

Smésné potkani jaterni mikrosomy byly pfipraveny frakéni centifugaci (Sipal et al., 1981).
Charakterizace MS:  Cproteina = 20,85 g.1"
Cpaso = 23,95 ].11'1'101.1_1

6.1.2 Prirodni latky

Standard silybinu byl od firmy Galena Primary (Opava, CZ).

Lykopen byl izolovan z komer¢né dostupného rajcatového pyré znacky Hamé extrakci do
organického rozpoustédla.

Anthokyany byly komer¢niho ptivodu — HI-PAC 4.0 (lyofilizovana Stéva Vaccinium
macrocarpon Ait. Standardizovana na 4,75% proathokyanidinid), od firmy Decas Botanical

Synergies (USA).

6.2 Chemikalie

Firmou Sigma Aldrich (Praha, CZ) bylo dodéno: isocitratdehydrogenasa (IDH), kyselina
DL-isocitronova (ISO), B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP"), Trizma base (TRIS),

warfarin.

Od Lach-Ner (Neratovice, CZ) bylo zakoupeno: dihydrogenfosforecnan draselny (KH,PO,),
dichlormethan (CH,Cl,), dimethylsulfoxid (DMSO), chlorid draselny (KCl), kyselina
ethylendiamintetraoctova dihydrat (EDTA), kyselina chloristd (HCIO,4), sacharosa, siran
hofecnaty heptahydrat (MgSO,.7H,0).
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Merck (Praha, CZ): acetonitril (CH3CN), methanol (CH;0H), tetrahydrofuran (THF).

Fluka (Buchs, Svycarsko) dodala: phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), butylovany
hydroxytoluen (BHT).

Linde Technoplyn (Praha, CZ): dusik, oxid uhelnaty (CO).

VSechny pouZité chemikalie byly p.a. Cistoty, vhodné pro experimenty s biologickym

materialem a pro enzymova stanoveni.

6.3 Pristrojové vybaveni

analytické vahy GR-202 (Schoeller Instruments, Praha, CZ)

centrifuga BR4i (Jouan, Saint Nazaire, Francie)

koncentrator vzorki TERMOVAP TV 10 (ECOM, Praha, CZ)

magnetickd michacka Heidolph MR 1 000 (Fischer Scientific, Pardubice, CZ)
minicentrifuga HERMLE Z 100 M (HERMLE, Korea)

minitfepacka IKA MS 3 basic (MERCI, Brno, CZ)

pH metr Schott CG 843 (Fischer Scientific, Pardubice, CZ)
spektrofotometr/spektrofluorimetr/luminometr TECAN Infinite M200 (Scholler Instruments,
Praha, CZ)

spektrofotometr Varian Cary UV VIS 4000 (Varian, Melbourne, AUS)
ultrazvukovy generator K 10 (Kraintek, Podh4jska, Slovensko)

vodni lazent WB 14 (Memmert, Schwabach, Némecko)

zatizeni pro pfipravu Cisté a ultracisté vody Watrex Ultrapur (Watrex, Praha, CZ)

HPLC systém :

fidici jednotka (Shimadzu system controller SCL-10AVP, Shimadzu, Kyoto, Japonsko), kolona
Hibar 125-4 LiChrospher 100 RP-18, velikost Castic 5 pm (Merck, Praha, CZ), vyhfivani
kolony (Shimadzu column oven CTO-10AC, Japonsko), UV/VIS detektor (Shimadzu, UV-VIS
detector SPD-10AVP, Japonsko), fluorimetricky detektor (Shimadzu diode array detector
SPD-10A, Japonsko), autosampler se smyckou 50 pl (Shimadzu autoinjector SIL-10ADVP,
Japonsko), odplynova¢ mobilni faze (Shimadzu degasser DGU-20A5, Japonsko), pumpa
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(Shimadzu liquid chromatograph LC-10AT, Japonsko)

Software:

OpenOffice.org 3.2.1

Sigma Plot v. 8.0 (SPSS, Chicago, IL)

Shimadzu CLASS-VP (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

7 Metody

7.1 l1zolace mikrosoml z jater potkana

VSechny potfebné nastroje (vCetné centrifugy) byly pfedem vychlazeny, prace s jatry byla
provadéna na ledu. Jatra byla zvéaZena a nastiihdna na kousky v homogenizacnim médiu
(0,25 mol.l"" sacharosa, 1 mmol.I" EDTA, pH 7,4), do kterého bylo t&sné pted pouzitim pFidano
0,2 mmol.I"" PMSF a 20 pmol.l" BHT, zfiltrovana pfes gazu a nasledné jesté dvakrat promyta
homogeniza¢nim médiem. Poté bylo pfiddno homogeniza¢ni médium o trojndsobném objemu
vahy jater a jatra byla homogenizovéna ponornym noZovym homogenizatorem trikrat 10 vtefin.
Homogenizované suspenze byly nality do 50 ml kyvet, kyvety byly vyvaZeny a centrifugovany
pii 4000 g 10 minut 4°C. Vznikly supernatant byl slit a naplnén opét do 50 ml kyvet a kyvety
byly vyvéazeny. Dalsi centrifugace byla provadéna pfi 11400 g 25 minut 4°C.

Supernatant byl prelit do ultracentrifugacnich zkumavek, doplnén homogenizacnim médiem
po okraj zkumavky a ta byla uzaviena. Zkumavky byly zkontrolovany, zda neobsahuji bublinky
a pak byly vloZeny do ultracentrifugy. Otacky byly nastaveny na 126000 g po dobu 1 hodiny pri
4°C. Po ultracentrifugaci byl supernatant odstranén a sediment byl resuspendovan
v homogenizatoru v promyvacim pufru (50 mmol.l" TRIS, 0,15 mol.I" KCI, 0,2 mmol.l"
PMSF, 20 pmol.I" BHT, pH 7,4), v objemu odpovidajicimu vaze jater pomoci homogenizatoru
podle Pottera a FElvehjema (P-E) s teflonovym pistem. Poté byla provedena dalsi
ultracentrifugace pti 126000 g 1 hodinu pfi 4°C. Supernatant byl opét odstranén, sediment byl
sklenénou tyc¢inkou odstranén ze stén zkumavek a resuspendovan v rehomogenizacnim pufru
(20 mmol.I"" K/PO,, 0,2 mmol.I"" EDTA, 20% glycerol, pH 7,4) o objemu dvou desetin vahy
jater v P-E homogenizatoru. Po rehomogenizaci byly odebrany vzorky na stanoveni koncentrace

proteint
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a CYP a zbytek mikrosomti byl uchovan v hluboko mrazicim boxu pfi -70°C.

7.2 Stanoveni koncentrace cytochroml P450 v mikrosomalni

frakci

Mikrosomalni frakce byla dvacetkrat nafedéna fosfatovym pufrem (100 mmol.l" KH,PO,,
pH 7,4) a pfitomné hemoproteiny byly redukovany dithioni¢itanem sodnym (redukce Fe®" na
Fe*). Pak byla suspenze rozdélena do dvou kyvet a obé kyvety pak byly vloZeny do
spektrofotometru. Po nastaveni baseline byla vzorkova kyveta probubléna slabym proudem CO
(vznik komplexu [Fe*’CO]). Po vzniku komplexu s CO bylo zméfeno absorpcni spektrum
v oblasti vinovych délek 400 aZ 490 nm a ze ziskanych hodnot absorbance pfi 450 a 490 nm
byla vypocitana molarni koncentrace CYP v pmol.I" (vzorec 2). Molarni absorpéni koeficient

pro CYP je 0,091 M.cm™ (Sipal et al., 1981).

.= A Agyso_ag0 B
P450 0’091
A A —rozdil absorbanci pfi vinovych délkach 450 a 490 nm

R — fedéni

2

7.3 Stanoveni koncentrace proteinli v mikrosomalni frakci

Ke stanoveni obsahu proteint byl vyuZzit komercni kit firmy Pierce (Rockford, II, USA)
s vyuzitim sodné soli kyseliny bicinchoninové (BCA). Metoda je zaloZend na alkalické redukci
Cu** na Cu'"" proteinem a néasledné chelataci Cu'* BCA kyselinou za vzniku fialové zbarveného
produktu reakce. Tento ve vodé rozpustny komplex absorbuje pii 562 nm.

Mikrosomdlni frakce byla nafedéna fosfatovym pufrem (100 mmol.l" KH,PO. pH 7,4)
a bylo priddno cinidlo A (BCA a vinan sodny v alkalickém roztoku uhli¢itanu
a hydrogenuhlicitanu sodného) a B (4% roztok pentahydratu siranu méd'natého) v poméru 50:1.
Mikrosomy byly inkubovéany pfi 37°C 30 minut a poté ochlazeny na laboratorni teplotu.
Absorbance byla méfena prfi 562 nm a celkové mnozZstvi proteinii v mg.ml™ bylo stanoveno

z kalibra¢ni pfimky (Protein assay-technical handbook, 1999).
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7.4 VyuZiti HPLC pro stanoveni metabolitli warfarinu

7.4.1 Optimalizace a kalibrace metody

Kalibrace stanoveni jednotlivych metabolitii warfarinu

Pro stanoveni metabolitt warfarinu bylo pouZito HPLC (prfistroj od firmy Shimadzu). Pfi
vyvoji metody se vychazelo z prace Locatelli et al. (2005). Separace byla provedena na
chromatografické koloné LiChroCART (250 mm x 4 mm i.d.) s naplni LiChrospher RP-18e
(velikost €astic 5 pm) od firmy Merck, mobilni fize méla sloZeni 15 mmol.l" K/PO, (pH 3),
methanol a acetonitril v poméru 52:32:16, pritok 1 ml.min™, teplota 40°C, aplikace 50 pl,
detekce UV 306 nm, fluorescentni excitace 320 nm a emise 415 nm. Délka analyzy byla
35 minut.

Kalibrace pro UV detekci vybranych metaboliti warfarinu (4-OH, 6-OH, 7-OH, 8-OH
a 10-H warfarinu) byla provedena pro koncentrace 0,1; 1; 2 a 4 nmol v roztoku, ktery odpovidal
sloZenim reak¢ni smési. Reak¢ni smés obsahovala 1 mg.ml™ proteint a déle systém generujici
NADPH (NADP* 1 mmoll?, ISO 7 mmoll?, IDH 0,3 units/ml a Mg* 10 mmol.l")
a 100 mmol.lI"* K/PO, (pH 7,4). Reakce byla zastavena ptidavkem 10 pl 70% HCIO,. Poté byly
vzorky centrifugovany pfi 18400 g 10 minut pfi 4°C. 200 pl supernatantu bylo pfepipetovano
do vialek a nésledovala chromatografickd analyza HPLC systémem. Pro kaZdou koncentraci
metaboliti warfarinu byly pfipraveny dva vzorky.

Pozdéji byla provedena dalsi kalibrace, tentokrat pro fluorimetrickou detekci vybranych
metabolitd warfarinu (Lang & Bécker, 1995). Reak¢ni smés obsahovala 1 mg.ml™ proteind
a koncentrace 4°-OH, 6-OH, 7-OH, 8-OH a 10-OH metabolitti warfarinu byla 0,1; 1; 2 a 4 nmol.
Opét byl pridan systém generujici NADPH (NADP* 1 mmol.l’, ISO 7 mmoll’,
IDH 0,3 units/ml a Mg* 10 mmol.l""), 100 mmol.I" K/PO, (pH 7,4) a reakce byla zastavena
10 pl 70% HCIO,. Nasledné byly vzorky centrifugovany (18400 g, 10 min, 4°C) a 200 pl

supernatantu bylo pipetovano do vialek. Pak byla provedena HPLC analyza.

Optimalizace podminek pro stanoveni metabolickych pfemén warfarinu

Pro urceni optimalni koncentrace warfarinu v reakéni smési pri inhibi¢nich studiich byla
stanovena Ky, a Vim pro kazdou enzymatickou pfeménu warfarinu. Zasobni roztok warfarinu pro
vSechny experimenty v této diplomové praci byl pFipraven nafedénim 50 mmol.l" roztoku
warfarinu v acetonitrilu do fosfatového pufru na koncentraci 2 mmol.l". Pfi sledovéani parametrt
enzymové kinetiky jednotlivé koncentrace warfarinu v reakéni smési byly 7,8; 15,6; 31,25;

62,5; 125; 250; 500 a 1000 pmol.l". Reak¢ni smés obsahovala 1 mg.ml™” proteint a dale byl
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pridan systém generujici NADPH (NADP* 1 mmol.l", ISO 7 mmol.l", IDH 0,3 units/ml a Mg*"
10 mmol.I"") a 100 mmol.I"" K/PO,. Poté byly vzorky inkubovany ve vodni lazni pfi 37°C po
dobu 25 minut. Reakce byla zastavena 10 pl 70% HCIO,. Vzorky byly dikladné promichany
a centrifugovany (18400 g, 10 minut, 4°C). Pro HPLC analyzu bylo odebrano 200 pl
supernatantu do vialek.

Pii hledani optimalni délky inkubace byl sledovéan casovy priibéh reakce pri dvou rtznych
koncentracich proteind. Konkrétné byla inkubace provadéna v délkach 0, 5, 10, 20 a 30 minut
a koncentrace proteind byla 1 mg.ml" a 2 mg.ml™. Koncentrace warfarinu v reak¢ni smési byla
200 pmol.l". Reak¢ni smés dale obsahovala systém generujici NADPH (NADP* 1 mmol.l”,
ISO 7 mmol.1", IDH 0,3 units/ml a Mg** 10 mmol.l™") a 100 mmol.l"* K/PO,. Inkubace probihala
pii 37°C v uvedenych Casech a reakce byla zastavena 10 pl 70% HCIO,. Vzorky byly dikladné
promichany a centrifugovany pfi 18400 g 10 minut 4°C. Do vialek bylo odebrano 200 pl

supernatantu pro HPLC analyzu.

7.5 lzolace a charakterizace lykopenu

Izolace lykopenu byla provadéna z rajcatového pyré znacky Hamé extrakci do
dichlormethanu. Do délici nalevky bylo dédno 10 g rajcatového pyré, 20 ml destilované vody
a 80 ml dichlormethanu. Tato smés byla vytfepavana tfikrat 5 minut, poté se nechal obsah
rozdélit a dolni vrstva byla oddélena. Dichlormethanovy extrakt byl odparen pod proudem N,
pfi 65°C a znovu rozpustén v dichlormethanu. Poté byl prelit do pfedem zvaZzené zabrusové
zkumavky a opét odpafen pod N, pfi 65°C. Po vychladnuti byla zkumavka zvaZena a vypocitan
vytéZek extrakce. Izolovany lykopen byl uskladnén v mrazicim boxu pfi - 18°C.

Charakterizace ziskaného lykopenu byla provadéna HPLC analyzou podle praci Xu et al.
(2006) a Caris-Veyrat et al. (2003). Vzorek lykopenu byl rozpuStén v mobilni fazi
a chromatograficky analyzovan. Mobilni faze méla slozeni methanol, acetonitril a THF
v poméru 70:25:5, pratok 1,5 ml.min™, teplota 30°C, aplikace 50 pl, detekce UV 200-550 nm.
Délka analyzy byla 35 minut.

Pro inhibi¢ni studie byl zasobni roztok lykopenu o koncentraci 113,7 pmol.l" pFipraven
rozpuSténim lykopenu v acetonitrilu. Acetonitril byl vybran z toho diivodu, Ze ma mensi
inhibi¢ni vliv na aktivitu studovanych cytochromi P450 neZ napi. DMSO (Easterbrook et al.,
2001). Vzorek lykopenu byl také charakterizovan spektrofotometricky porovnanim
s tabulkovymi spektry.

Mensi vzorek rozpusténého lykopenu o koncentraci 50 pmol.l” byl ponechan stranou ve

-34-



sklenéné uzaviené lahvicce pfi laboratorni teploté pro stabilitni studii, kterd méla urcit jak je
lykopen stabilni v roztoku. Pfiblizné jednou za 10 dni bylo provadéno spektrofotometrické
stanoveni. Do vzorkové i srovnavaci kyvety byl odméfen acetonitril a byla zméfena baseline.
Do vzorkové kyvety bylo pipetovano 50 pl roztoku lykopenu, do srovnavaci kyvety stejné
mnoZzstvi rozpoustédla a bylo méfeno absorpcni spektrum od 200 do 700 nm. Vysledné

absorbance za jednotliva méfeni byly porovnany, aby byla zjiSténa stabilita lykopenu v roztoku.

7.6 Vliv silybinu na metabolické pfemény warfarinu

Zasobni roztok silybinu byl pfipraven o koncentraci 45 mmol.l" rozpusténim silybinu
v acetonitrilu. Reak¢ni smés obsahovala mikrosomy (1,5 mg.ml™ proteinii), silybin (0, 10, 50,
100, 150, 200, 400 pmol.1"), fosfatovy pufr (100 mmol.l"! KH,PO,, pH 7,4) a systém generujici
NADPH (NADP* 1 mmol.l", ISO 7 mmol.I", IDH 0,3 units/ml a Mg* 10 mmol.l""). Byly
pripraveny i kontrolni vzorky, které misto silybinu obsahovaly stejné procentualni zastoupeni
rozpousStédla (acetonitrilu). Tato kontrola byla délana proto, aby bylo ovéfeno, Ze k inhibicim
dochézelo plisobenim silybinu a ne acetonitrilu. Vzorky byly preinkubovany pri 37°C 5 minut
a pak k nim byl pfidan warfarin (200 pmol.l"" v reak¢ni smési). Dalsi inkubace byla pfi 37°C
25 minut. Reakce byla zastavena 10 pl 70% HCIO,. Centrifugaci (18400 g, 10 minut, 4°C)
jednotlivych reakcnich smési byly ziskany supernatanty, se kterymi byla provedena HPLC

analyza.

7.7 Vliv lykopenu na metabolické pfremény warfarinu

Reak¢ni smés obsahovala mikrosomy (1,5 mg.ml" proteinu), lykopen (0; 0,04; 0,2; 2
a 4 pmol.l™"), fosfatovy pufr (100 mmol.l" KH,PO,, pH 7,4) a systém generujici NADPH
(NADP* 1 mmol.l", ISO 7 mmol.l"; IDH 0,3 units/ml a Mg* 10 mmol.l""). Byly zhotoveny
i kontrolni wvzorky, které misto lykopenu obsahovaly stejné procentudlni zastoupeni
rozpousStédla (acetonitrilu) a jeden kontrolni vzorek, u kterého byla reakce zastavena jesté pred
pfidanim lykopenu. Vzorky byly preinkubovany pfi 37°C 10 minut a pak k nim byl pfidan
warfarin
(200 pmol.I"" v reak¢ni smési). Dalsi inkubace byla pfi 37°C 25 minut. Centrifugaci pfi 18400 g,
4°C a po dobu 10 minut byly ziskany supernatanty, které byly prepipetovany do zkumavek. Pro

dokonceni precipitace biologického materiadlu byly vzorky ponechany 20 minut pfi laboratorni
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teploté. Pak byla provedena druhd centrifugace za stejnych podminek. 200 pl supernatantu bylo

pipetovano do vialek a byla provedena HPL.C analyza.

7.8 Vliv anthokyan(li na metabolické premény warfarinu

Reak¢ni smés obsahovala mikrosomy (1,5 mg.ml" proteinu), smés athokyant (0; 0,08;
0,025; 0,075 a 0,225 mg.ml"), fosfatovy pufr (100 mmoll" KH,PO, pH 7,4) a systém
generujici NADPH (NADP* 1 mmol.l", ISO 7 mmol.l", IDH 0,3 units/ml a Mg®* 10 mmol.1™").
Byl pripraven jeden kontrolni vzorek, u kterého byla reakce zastavena jeSté pred pridanim
anthokyant. Vzorky byly preinkubovany pfi 37°C 10 minut a pak k nim byl pfidan warfarin
(200 pmol.l" v reakéni smési). Dalsi inkubace byla 25 minut pfi 37°C. Centrifugaci pfi 18400 g,
4°C 10 minut byl ziskan supernatant, ktery byl prepipetovan do zkumavky. Pro dokonceni
precipitace biologického materidlu byly vzorky ponechany 20 minut pfi laboratorni teploté. Pak
byla provedena druha centrifugace za stejnych podminek. 200 pl supernatantu bylo pipetovano
do vialek a byla provedena HPLC analyza.

Kontrolni vzorky na putisobeni organického rozpoustédla zde nebyly nutné, jelikoz

anthokyany jsou rozpustné ve vodé.

8 Vysledky

Prvni Cast experimenti byla zaméfena na zavedeni a validaci metod in vitro, které byly
vyuZity a dale budou vyuzivany k testovani vlivu pfirodnich latek na aktivitu enzymu

Ucastnicich se metabolismu warfarinu.

8.1 Charakterizace mikrosomalni frakce jaterniho homogenatu

potkana

Mikrosomalni frakce jaterniho homogenitu potkana byla charakterizovana stanovenim
koncentrace celkovych proteini a cytochromu P450. Koncentrace proteinti byla 20,85 g.17,

koncentrace cytochromu P450 23,95 pmol.1™.
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8.2 Optimalizace a kalibrace metody pro stanoveni metabolit(i

warfarinu

8.2.1 Kalibrace jednotlivych metabolitii warfarinu

Podminky analyzy pro kvantifikaci metaboliti warfarinu byly vybrany z preliminarnich

experimentt tak, jak je uvedeno v popisu pouzitych metod. Vysledky kalibra¢nich zavislosti pro

UV detekci jednotlivych hydroxyderivatd jsou primérem dvou méfenych vzorki od kazdé

koncentrace a jsou uvedeny v Tab. 5 a na Obr. 13-17. Ukéazka zaznamu chromatogramu je na

Obr. 18.

Tabulka 5 Ziskané parametry kalibracnich zavislosti pro HPLC stanoveni s UV detekci

vybranych metabolitti warfarinu.

R? Rovnice regrese

(y = ax + b)
4° -OH-warfarin 0,998 a = 48088, b =
10-OH-warfarin 0,999 a = 53031, b =
7-OH-warfarin 0,997 a = 64705, b= 0
8-OH-warfarin 0,996 a = 31048, b =
6-OH-warfarin 0,999 a = 17585, b =
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Obrazek 13 Kalibracni zavislost pro HPLC stanoveni 4’-OH-warfarinu. Na ose x je

koncentrace metabolitu warfarinu (0,1, 1, 2 a 4 nmol v reak¢ni smési) a na ose y plocha piku

metabolitu.
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Obrazek 14 Kalibrac¢ni zavislost pro HPLC stanoveni 10-OH-warfarinu. Na ose x je

koncentrace metabolitu warfarinu (0,1, 1, 2 a 4 nmol v reak¢éni smési) a na ose y plocha piku

metabolitu.
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Obrazek 15 Kalibracni zavislost pro HPLC stanoveni 7-OH-warfarinu. Na ose x je

koncentrace metabolitu warfarinu (0,1, 1, 2 a 4 nmol v reak¢ni smési) a na ose y plocha piku

metabolitu.
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Obrazek 16 Kalibracni zavislost pro HPLC stanoveni 8-OH-warfarinu. Na ose x je

koncentrace metabolitu warfarinu (0,1, 1, 2 a 4 nmol v reak¢éni smési) a na ose y plocha piku

metabolitu.
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Obrazek 17 Kalibracni zavislost pro HPLC stanoveni 6-OH-warfarinu. Na ose x je
koncentrace metabolitu warfarinu (0,1, 1, 2 a 4 nmol v reak¢ni smési) a na ose y plocha piku

metabolitu.
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Obrazek 18 Ukazka zaznamu chromatogramu ze stanoveni kalibracni zavislosti metabolitt

warfarinu pfi 306 nm. Koncentrace vSech metabolitti byla 2 nmol v reak¢ni smési.

-40-



Pro fluorimetrickou detekci jsou vysledky kalibrac¢nich zavislosti primérem dvou mérenych
vzorki od kaZdé koncentrace a jsou uvedeny v Tab. 6. Hodnoty nebyly stanoveny pro metabolit

8-OH-warfarin, protoZe jeho mnoZstvi bylo pod mezi detekce. Na Obr. 19 je ukazka

chromatogramu.

Tabulka 6 Kalibra¢ni zavislost pro fluorescen¢ni detekci vybranych metaboliti warfarinu.

R? Rovnice regrese
(y = ax + b)
4° -OH-warfarin 0,999 a =5,197.10%, b = 0
10-OH-warfarin 0,998 a =3,624.10"°%, b = 0
7-OH-warfarin 0,999 a = 3,307.10% b =0
6-OH-warfarin 0,999 a=2,782.10% b = 0
0.007
0.006
0.005
e
I 0.004
5 <
= g003 8
[
3
5
0.002 -E g &
- g g .%\\
< S :
I
0.000 -—J g B -
2 4 -] 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Cas (min)

Obrazek 19 Ukéazka zaznamu chromatogramu ze stanoveni kalibracni zavislosti metabolita

warfarinu pfi fluorimetrické detekci. Koncentrace metabolitti byla 0,1 nmol v reak¢ni smési.
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8.2.2 Optimalizace podminek pro stanoveni metabolickych premén warfarinu v

jaterni mikrosomalni frakci potkana

4’-OH-warfarin vznikd pasobenim CYP2C11 a CYP2B1, 6-OH-warfarin vznika
hydroxylaci warfarinu za ticasti CYP2C11 a CYP1A1, 7-OH-warfarin vnika za tcasti CYP2C6,
8-OH-warfarin vznika ptisobenim CYP1A1 a 10-OH-warfarin ptisobenim CYP3A2. VSechny
uvedené metabolity a souCasné aktivity vSech vyjmenovanych enzymt byly méfeny pri jedné
inkubaci v jedné reakcni smési a analyzovany v jednom chromatogramu. Pfi optimalizaci
podminek stanoveni jsme méfili aktivitu jednotlivych enzymi pri riznych experimentalnich
podminkach. Zavislost na dobé inkubace reakéni smési pri rtznych koncentracich

mikrosomalnich proteini je uvedena na Obr. 20 a 21.
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< o ] B 8-OH-warfarin
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g 0,6 ® | |
T ° L
0,4 A | |
0,2 fe) (o]
, o
° v v
v v
0,0 . T T T T T T
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Obrazek 20 Zavislost tvorby metaboliti warfarinu na dobé inkubace (mnoZstvi proteint

v reak¢ni smési bylo 2 mg.ml™).
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Obrazek 21 Zavislost tvorby metaboliti warfarinu na dobé inkubace (mnoZstvi proteinti

v reak¢ni smési bylo 1 mg.ml™).

Z téchto vysledkd (Obr. 21 a 22) jsme se pro dal§i experimenty rozhodli pouZivat
koncentraci proteinu 1,5 mg.ml™" v reak¢ni smési a dobu inkubace 25 minut.

Pro jednotlivé hydroxyderivaty warfarinu jsme za téchto podminek stanovili K, a Vim
programem Sigma Plot. Hodnoty jsou uvedeny v Tab. 7. Jako optimalni koncentrace warfarinu

pro inhibi¢ni studie byla zvolena koncentrace 200 pmol.1".

Tabulka 7 Stanoveni Ky, a Viim pro jednotlivé enzymy (resp. hydroxyderivaty warfarinu).

Ko (MM) Viin (nMol/min/mg

prot.)
4” -OH-warfarin 132,6 + 13,5 0,0856 + 0,0028
10-0H-warfarin 325,2 + 69,1 0,0305 + 0,0027
6-OH-warfarin 241,5 + 24,1 0,2318 + 00,0089
8-OH-warfarin 53,3 + 18 0,0710 + 0,0063
7-OH-warfarin 2491,6 + 655,4 0,1051 + 00,0211
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8.3 lIzolace lykopenu a jeho charakterizace

Extrakci do dichlormethanu jsme ziskali z 10 g rajcatového pyré 98,4 mg lykopenu.

K charakterizaci izolovaného lykopenu jsme pouZili porovnani charakteristického spektra
lykopenu se spektrem naseho vzorku (Obr. 22). S vyuzitim molarniho absorpéniho koeficientu
jsme stanovili koncentraci lykopenu v naSem preparatu. Koncentrace izolovaného lykopenu
byla 113,7 pmol.l". Cistota vzorku byla ovéfena také HPLC analyzou (Obr. 23). Ze zdznamu
vyplyva, Ze lykopen je majoritni slozka pripraveného preparatu. Stabilita lykopenu v roztoku o
koncentraci 50 pmol.l" za laboratorni teploty a denniho svétla je zndzornéna na Obr. 24, ze
kterého vyplyva, Ze lykopen je v roztoku relativné stabilni. Ubytek absorbance odpovidajici

ubytku lykopenu ve vzorku byl zaznamenan aZ dvacaty den.

0,81
0,61

0,41

Absorbance

0,2

0,01

0,24, : ‘ -
300 400 500 600 700

VInova délka (nm)

Obrazek 22 Ukazka spektra lykopenu. Absorpcni maxima jsou pri 448, 472 a 505 nm.
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Obrazek 23 Chromatograficky zdznam analyzy vzorku izolovaného lykopenu pii detekci

505 nm. Koncentrace lykopenu byla 10 pmol.1".
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Obrazek 24 Stabilita lykopenu v roztoku - zavislost relativniho tibytku absorbance na casu.
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Druhé c¢ast experimenti byla zaméfena na testovani vlivu vybranych pfirodnich latek na

aktivitu enzymu tcastnicich se metabolismu warfarinu.

8.4 VIliv silybinu na metabolické pfemény warfarinu

Po optimalizaci metody vhodné ke sledovani metabolickych pfemén warfarinu za tcasti
cytochromt P450 jsme prikrocili ke studiu inhibi¢nich vlastnosti vybranych pfirodnich latek na
aktivitu téchto enzymti. Jako prvni testovanou latku jsme si zvolili flavonolignan silybin. Byla
testovana jeho interakce s cytochromy P450 pfi metabolickych preménach warfarinu. MnoZstvi
vzniklych metabolitd warfarinu za pritomnosti silybinu v reak¢ni smési bylo porovnano se
situaci, kdy reakce probéhla za stejnych podminek bez pfitomnosti silybinu. Na Obr. 25 je
uvedena zavislost aktivity jednotlivych forem CYP (CYP2C11 a CYP2B1 tvori
4’-OH-warfarin, CYP3A2 pak 10-OH-warfarin, CYP2C11 a CYP1A1l zase 6-OH-warfarin
a CYP2C6 7-OH-warfarin) na pritomnosti zvySujici se koncentrace silybinu v reakéni smési.
Z naméfenych dat vyplyv4, Ze lze pozorovat mirnou inhibici aktivity (o 24%) u CYP2C11
a CYP1A1, coZ odpovida metabolitu 6-OH-warfarinu. Tvorba ostatnich metabolitd neni zfejmé
v pritomnosti silybinu ovlivnéna. Na Obr. 26 je ukdzka chromatogramu pfi inhibici cytochromi

P450 silybinem.
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Obrazek 25 Stanoveni inhibi¢niho vlivu silybinu na tvorbu metabolitt warfarinu. V legendé
vpravo je uvedena koncentrace silybinu (pmol.l"). Na ose y vynesena relativni aktivita forem
cytochromt P450, pripadné dvou forem, podileji-li se na vzniku metabolitu. Hodnota 100%

odpovida reakci bez prfitomnosti silybinu.
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Obrazek 26 Ukazka zaznamu chromatogramu pfi inhibici cytochromti P450 silybinem.

Identifikace byla provadéna pfi 306 nm. Koncentrace silybinu byla 400 pmol.1" v reak¢ni smési.

8.5 Vliv lykopenu na metabolické pfemény warfarinu

Dalsi studovanou pfirodni latkou byl lykopen. Testovani probihalo obdobné jako u silybinu.
Obr. 27 znéazoriuje zdavislost aktivity jednotlivych forem cytochromt P450 na zvySujici se
koncentraci lykopenu. Metabolity 6-OH-warfarin a 7-OH-warfarin byly detekovany
fluorescencné, 4"-OH-warfarin a 10-OH-warfarin UV detekci. Ze ziskanych hodnot inhibi¢niho
vlivu lykopenu na tvorbu metabolitti warfarinu nebyla u Zadného cytochromu P450 prokazéana
inhibice. Na Obr. 28 je ukazka chromatogramu pfi inhibici cytochromti P450 lykopenem a) UV

detekci, b) fluorescencni detekci.
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Obrazek 27 Stanoveni inhibi¢niho vlivu lykopenu na tvorbu metabolitti warfarinu. Vpravo jsou
uvedeny jednotlivé koncentrace lykopenu (pmol.l™") v reak¢ni smési. Na ose y je vynesena relativni
aktivita forem cytochromii P450, pfipadné dvou forem, podileji-li se na vzniku metabolitu. Hodnota

100% odpovida reakci bez pritomnosti lykopenu.
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Obrazek 28 Ukazka chromatogramu pri inhibici cytochromt P450 lykopenem: a) UV detekci,

b) fluorescen¢ni detekci. Koncentrace lykopenu byla 2 pmol.l" v reakéni smési.
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8.6 Vliv anthokyan(l na metabolické pfemény warfarinu

Tteti testovanou prirodni latkou (Iépe feCeno smési prirodnich latek) byla smés anthokyant
z klikvy velkoplodé. Vliv vzristajici koncnetrace anthokyanti na jednotlivé formy cytochromii
P450 jsou na Obr. 29. 4"-OH-warfarin a 10-OH-warfarin byly detekovany pomoci UV detekce,
6-OH-warfarin a 7-OH-warfarin fluorescencni detekci. Z naSich experimenti vyplyva, Ze
dochazi k mirnému zvySeni mnoZstvi metabolitu (pFibliZné o 20%) za jehoZ vznik odpovidaji
CYP2C11 a CYP2B1 a mirné inhibici (27%) CYP3A2 (10-OH-warfarin). U dalSich
cytochromt P450 nebylo zaznamenano zadné vyrazné ovlivnéni jejich aktivit anthokyany. Na
Obr. 30 je ukdzka chromatogramu z inhibice cytochromti P450 anthokyany a) UV detekci, b)

fluorescencni detekci.
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Obrazek 29 Stanoveni inhibi¢niho vlivu anthokyanti na tvorbu metabolitG warfarinu. Legenda
uvadi koncentraci anthokyanii (mg.ml™) v jednotlivych reakcich. Na ose y je vynesena aktivita forem
cytochrom P450, pripadné dvou forem, podileji-li se na vzniku metabolitu. Hodnota 100%

odpovida reakci bez pfitomnosti anthokyant.
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Obrazek 30 Ukazka chromatogramu pfi inhibici cytochromti P450 anthokyany a) UV detekci,

b) fluorescen¢ni detekci. Koncentrace anthokyant byla 0,0084 mg.ml™ v reakéni smési.
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Diskuse

Cilem predklddané diplomové prace bylo na zakladé metabolickych premén warfarinu
sledovat aktivitu nékolika forem cytochrom@ P450 a inhibi¢ni vliv prirodnich latek na
metabolismus warfarinu. Z tohoto d@ivodu se prvni ¢ast diplomové prace zabyvala optimalizaci
a kalibraci metody pro stanoveni metaboliti warfarinu pomoci HPLC s UV a fluorescencni
detekci a optimalizaci podminek pro sledovani metabolickych pfemén warfarinu za tcasti CYP.
Byly zjiStény optimalni koncentrace proteinu a warfarinu v reakéni smési, vhodna doba

inkubace a optimalni zpracovani biologickych vzorkii pfed samotnou identifikaci.

V druhé casti diplomové prace byl zkouman vliv vybranych pfirodnich latek na metabolické
ukazuji vyznamnou inhibici lidskych CYP3A4 (pro kterou potkani nemaji homologni formu)
a CYP2C9 (odpovidajici potkani formou je CYP2C11) silybinem. Sridar et al. (2004), provadéli
experimenty s lidskym rekombinantnim purifikovanym CYP2C9, CYP3A4 a silybinem.
Dospéli k zavéru, Ze silybin inaktivuje CYP2C9, primérné 35% ztrata aktivity CYP byla
zaznamendna pii 50 pmol.l™" koncentraci silybinu. Jancova et al. (2007) studovali inhibi¢ni vliv
silybinu na lidskych mikrosomech a nejvyznamnéjsi inhibic¢ni efekty také nalezli u CYP3A4 a
CYP2C9. Vztah mezi silybinem a CYP2B6 (potkani homolog 2B1) oznacili za slabou interakci.
O rok pozd€ji publikovali Doehmer et al. (2008) inhibi¢ni studii silymarinu a inhibi¢ni vliv
zaznamenali aZ pfi 100 pmol.l" koncentraci silymarinu — 50% u 1A2 a >80% u CYP2B6, 2C9,
3A4, 2D6, 2C8 a 2C19.

Potkani CYP2C11 metabolizuje warfarin na 4’-OH-warfarin a 6-OH-warfarin, u kterého

jsme zaznamenali 25% inhibici, coZ potvrzuje dosavadni vysledky. Vyrazny projev inhibice

nastal aZ u 200 pmol.l" koncentrace silybinu v reak¢éni smési.

Druhou studovanou latkou byl lykopen. Inhibi¢ni vlivy lykopenu na CYP zatim v literatufe
nebyly diikladné popsany. Vyjimkou jsou japonsti autofi (Sunaga et al., 2012), ktefi zkoumali,
zda rajcatovy dzus mtize inhibovat lidsky CYP3A4. Hodnotili inhibi¢ni vliv lykopenu
odpovidajici koncentraci 7,5 pg.ml™ v reak¢ni smési. Inhibi¢ni aktivita lykopenu byla slaba
s inhibici pouhych 28%, ackoli pfi dvojnasobné koncentraci lykopenu byla inhibice jiZ vice jak
80%. Zjistili, Ze ethylacetatovy extrakt z rajéatového dZusu inhibuje aktivitu CYP3A4 inhibici

zavislou na mechanismu. Doposud neni Zadna klinick4 studie naznacujici nepfiznivé interakce
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jidlo-1é¢ivo zpisobené prijmem rajcatového dzusu. Tento nélez je tedy proto dileZity
a naznacuje, Ze rajcatovy dzus by mohl ovlivnit dcinek 1éciv, kterd jsou metabolizovana
CYP3A4, podobné jako grapefruitovy dZus.

V této diplomové praci byla koncentrace lykopenu zvolena podle znamé koncentrace
v plazmé, kterd je udavana v rozmezi 0,5-1 pmol.l" (Sies & Stahl, 1995). V porovnani
se zminénymi studiemi byla nejvyssi koncentrace lykopenu v nasi studii 2,15 pg.ml”, tedy vice
jak tfikrat niZ§i. ZjiSténé udaje o inhibici lykopenem nelze porovnat s Zadnym udajem
v literature, jelikoZ jediny publikovany clanek (viz vySe) se zabyva lidskym CYP3A4. Prvotni
vysledky naznacuji, Ze lykopen nevyvolava Zadnou vyznamnou inhibici aktivit potkanich CYP,
i kdyZ je mozZné, Ze dochazi k mirnému zvySeni aktivity CYP2C11 a CYP2B1. Tuto skute¢nost

je vSak nutné overit dalSimi méfenimi, pfipadné pouZit lidské mikrosomy misto potkanich.

Smés anthokyanti byla tfeti studovanou prirodni latkou. Jeji testovani usnadnil fakt, Ze
anthokyany jsou rozpustné ve vodé a tudiZ nedochéazelo k ovlivnéni aktivit CYP vlivem
rozpoustédla. Dreiseitel at al. (2008) se zabyvali anthokyany a jejich metabolity v souvislosti
s inhibici CYP3A4. Inhibi¢ni potencidl CYP3A4 byl naznacen u brusinkového dZusu, nicméné
anthokyant, jejich aglykond, proanthokyanidinti a fenolickych metabolitti na aktivity CYP3A4.
Testované latky inhibovaly aktivitu CYP3A4 v koncentracni zavislosti enzymové inaktivace.
Bylo prokazano, Ze anthokyany samy nejsou metabolizovany cytochromy P450. Rychle
rostouci zdjem o anthokyany ve stravé ale vyzaduje diikladnéjsi pochopeni jejich bunécnych
cild a moZnych rizik vedoucich k ovlivnéni metabolismu béznych 1éCiv. Sand et al. (2010)
ucinili ve své studii zavér, Ze pfirodni latky béZného bobulovitého ovoce jsou slabymi inhibitory
CYP2C19 in vitro. O indukci cytochromii P450 flavonoidy se zminuje ¢lanek autori Guo et al.
(2006).

Koncentrace smési latek z brusinek byla stanovena na zdkladé klinické studie (Valentova
et al., 2007). Nejvyssi koncentrace anthokyant byla 0,225 mg.ml". Sledovéani inhibice CYP
anthokyany naznacila indukci CYP2C11 a CYP2B1 o 20%, coZ odpovida uvedenému ¢lanku
o indukci CYP flavonoidy (Guo et al., 2006). Také naznacila moznou inhibici formy CYP3AZ2.
O tomto enzymu nebo jeho lidského orthologu (CYP3A4/5) se literatura v souvislosti s moznou

inhibici anthokyany nezmiruje.
Provedené experimenty ukazuji na mozZné ovlivnéni metabolismu 1é¢iv pfirodnimi latkami

a bylo by vhodné v tomto sméru pokracovat, nejlépe v in vitro studiich s preparaty humanniho

pivodu.
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Zaver

V ramci diplomové prace byla optimalizovana a kalibrovana HPLC metoda s UV
i fluorescencni detekci pro stanoveni nejvyznamnéjsich metaboliti warfarinu, které vznikaji za
UcCasti cytochromti P450. Na zdkladé studia metabolickych pfemén warfarinu byly nalezeny
podminky pro soucasné sledovani aktivit nékolika forem cytochromti P450. Zavedena metoda
bude déle vyuZivdna ke sledovani inhibi¢niho vlivu dalSich prirodnich latek na metabolické
premény warfarinu. Z experimentalniho pohledu je vyznamné, Ze na zékladé této metody bude
mozné v jednom analytickém kroku sledovat soucasné aktivitu nékolika forem CYP.

Déle byla provedena in vitro analyza vlivu pfirodnich latek na potkani jaterni cytochromy
P450. Vliv jednotlivych pfirodnich latek byl nasledujici: silybin mirné inhiboval formu
CYP2C11, lykopen nemél vyraznéjsi acinky, anthokyany inhibovaly CYP3A2. JelikoZ potkani
CYP2C11 odpovida lidskému CYP2C9, ktery metabolizuje kromé warfarinu i jind bézné
uzivana léc¢iva (ibuprofen, diklofenak), mélo by byt jeho ovlivnéni pfirodnimi latkami jako je
napt. silybin dikladnéji zmapovéano. Obdobné i inhibice potkaniho CYP3A2, ktery svou
substratovou specifitou odpovidd do zna¢né miry lidskému CYP3A4, by z pohledu moZnych
lékovych interakci mohlo zpisobit pacientim zdravotni komplikace. Pro potvrzeni téchto
predpokladi by se vSechny provedené experimenty s lykopenem a anthokyany mély ovéfit na
lidské mikrosomalni frakci a hepatocytech, jelikoZz potkan neni z pohledu biotransformace
idealni modelovy organismus.

Vysledky ziskané pfi vypracovani této diplomové prace pfispéji metodicky i konkrétnimi

daty k poznani vlivu pfirodnich latek na aktivitu cytochromi P450.
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Seznam zkratek

BCA
BHT
CYP
DMSO
DNA
EDTA
ER
FMO
GIT
GST
HPLC
IDH
ISO
Kn
MAO
MS
NADH
NADP*
NADPH
NAT
PCB
PMSF
ROS
SULF
THF
TRIS
UDP
UDPGT
UGT
uv
Viim
VIS

kyselina bicinchoninova

butylovany hydroxytoluen

cytochrom P450

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

kyselina ethylendiamintetraoctové dihydrat
endoplazmatické retikulum
flavinmonooxygenasa

gastrointestinalni trakt
glutathion-S-transferasa

vysokoucinna kapalinova chromatografie
isocitrathedydrogenasa

DL-isocitronova kyselina

Michaelisova konstanta

monoaminoxidasa

mikrosomalni frakce

redukovana forma (-nikotinamidadenindinukleotidu
B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat
redukovana forma B-nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
N-acetyltransferasa

polychlorované bifenyly
phenylmethylsulfonylfluorid

reaktivni formy kysliku

sulfotransferasa

tetrahydrofuran

Trizma base

uridindinukleotidfosfat
uridindifosfoglukuronyltransferasa
UDP-glukuronosyltransferasa

ultrafialové zareni

limitni rychlost enzymové reakce pfi nadbytku substratu

oblast viditelného zareni

-61-



	1 Úvod
	2 Přírodní látky
	2.1 Silybin
	2.2 Lykopen
	2.3 Anthokyany

	3 Cizorodé látky – Xenobiotika
	3.1 Biotransformace cizorodých látek
	3.2 Cytochromy P450 (CYP)
	3.3 Přehled důležitých forem lidských cytochromů P450
	3.3.1 CYP3A4 (Obr. 9)
	3.3.2 CYP2C
	3.3.3 CYP1A2
	3.3.4 CYP2E1
	3.3.5 Experimentální zvířecí modely využívané při studiu metabolismu léčiv


	4 Přírodní látky a léčiva – lékové interakce
	4.1 Lékové interakce
	4.2 Warfarin
	4.2.1 Metabolismus warfarinu


	5 Studium cytochromů P450
	5.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC)

	6 Materiál
	6.1 Biologický materiál
	6.1.1 Mikrosomy
	6.1.2 Přírodní látky

	6.2 Chemikálie
	6.3 Přístrojové vybavení

	7 Metody
	7.1 Izolace mikrosomů z jater potkana
	7.2 Stanovení koncentrace cytochromů P450 v mikrosomální frakci
	7.3 Stanovení koncentrace proteinů v mikrosomální frakci
	7.4 Využití HPLC pro stanovení metabolitů warfarinu
	7.4.1 Optimalizace a kalibrace metody

	7.5 Izolace a charakterizace lykopenu
	7.6 Vliv silybinu na metabolické přeměny warfarinu
	7.7 Vliv lykopenu na metabolické přeměny warfarinu
	7.8 Vliv anthokyanů na metabolické přeměny warfarinu

	8 Výsledky
	8.1 Charakterizace mikrosomální frakce jaterního homogenátu potkana
	8.2 Optimalizace a kalibrace metody pro stanovení metabolitů warfarinu
	8.2.1 Kalibrace jednotlivých metabolitů warfarinu
	8.2.2 Optimalizace podmínek pro stanovení metabolických přeměn warfarinu v jaterní mikrosomální frakci potkana

	8.3 Izolace lykopenu a jeho charakterizace
	8.4 Vliv silybinu na metabolické přeměny warfarinu
	8.5 Vliv lykopenu na metabolické přeměny warfarinu
	8.6 Vliv anthokyanů na metabolické přeměny warfarinu


