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Seznam zkratek:

5-ASA — 5-aminosalicylové kyselina

ACN - acetonitril

AIDS — soubor ptiznakt a infekei zptisobenych oslabenim imunitniho systému virem
HIV

BCA — kyselina bicinchoninova

CYP — cytochromy P450

CYPOR - cytochrom P-450 oxidoreduktasou

EcN — Escherichia coli Nissle 1917

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

ETRR — ethoxyresorufin

FAD - flavinadenindinukleotid

FMN — flavinmononukleoktid

GF — germ free — postradajici mikrobialni osidleni, bezmikrobni

GIT — gastrointestinalni trakt

HP — homogenizac¢ni pufr

IDH — isocitrat dehydrogenasa

ISO — kyselina DL-isocitronova

MS — mikrosomalni frakce

NADP* — nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH - redukovany S-nikotinamidadenindinukleotid fosfat

PMSF — fenylmethanlsulfonyl fluorid

PP — promyvaci pufr

SPF — specific pathogen free — in vivo modely s normalni stitevni mikroflérou, bez
pfitomnosti patogennich bakterii, kontrolni skupina mysi

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan

UDP-glukuronosyltransferasa — uridin 5'-difosfo-glukuronosyltransferasa
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Cile bakalarské prace

Cilem bakalafské prace bylo vypracovat teoreticky piehled o stfevnim mikrobiomu,
jeho slozeni a funkci v lidském organismu. Zduraznéna byla jeho role pfi metabolismu
cizorodych latek, predevsim IléCiv. Popis metabolismu xenobiotik byl zaméfen na

Dalsim cilem bylo naucit se spravné pracovat s biologickym materidlem

a osvojit si metody, které slouzi ke stanoveni aktivit enzymt CYP.

Dil¢i cile experimentalni ¢asti:

e Piipravit mikrosomalni frakci z jaterniho homogenatu gnotobiotickych
mysi diferencialni centrifugaci.

e Osvojit si spektrofotometrické metody pro stanoveni koncentrace
proteinti a CYP v jaterni mikrosomalni frakci.

e Provést stanoveni enzymové aktivity uvybranych jaternich CYP
s vyuzitim specifickych substrati a HPLC s fluorescenéni/UV detekci.

e Zpracovat ziskand data a zhodnotit, zda ma stfevni mikrobiom vliv na
aktivitu enzymtit CYP, a jakym zpiisobem se tyto zmény lisSi U samcl

a samic mysi.



Uvod

Mikroorganismy, které¢ osidluji lidské télo, maji vliv na hostitelsky organismus. Druhové
nejrozmanit&jsi je soubor mikroorganismi, které se vyskytuji v gastrointestinalnim traktu
(GIT) a jsou oznacCovany jako stfevni mikrobiom/mikrobiota. Mezi nejvyznamnéjsi funkce
sttevniho mikrobiomu patii syntéza antimikrobidlnich latek, St€peni komplexnich sacharidd,
udrzeni integrity stfevni bariéry a rozvoj imunitniho systému. Podili se také na biosyntéze
vitamini a mnoha dalSich biologicky aktivnich latek. NaruSeni druhové bakterialni
rozmanitosti neboli dysbiéza, mize mit za nasledek fadu onemocnéni, mezi které patii
zanétliva stfevni onemocnéni, neurodegenerativni poruchy, metabolické poruchy jako je
obezita nebo cukrovka, dale napiiklad ateroskler6za nebo astmal. Na sloZeni stfevniho
mikrobiomu, a tudiz i na jeho funkci mé vliv hned nékolik faktorti jako je naptiklad strava,
fyzicka aktivita, genetické predispozice hostitele anebo stres?.

V predkladané bakalafské praci se zabyvam vlivem stfevniho mikrobiomu na
metabolismus cizorodych latek neboli xenobiotik. K interakci mezi sttevnimi mikroorganismy
a xenobiotiky dochazi hned nékolika mechanismy, které lze rozd¢€lit na pfimé a nepiimé.
Xenobiotika mohou byt pfimo metabolizovana enzymy stievniho mikrobiomu, kdy dochazi
ke zméné chemické struktury, coz miize vést ke zméné bioaktivity, biologické dostupnosti
nebo toxicity. K nepfimym mechanismiim fadime naptiklad zménu kinetiky enzymatickych
reakci, kterou zplsobuji metabolity produkované stfevnimi mikroorganismy. Pfitomnost
sttevniho mikrobiomu a jeho metaboliti mé také vliv na expresi genl, vcetné téch, které
koduji jaterni a stfevni biotransforma¢ni enzymy?3->.

Mezi nejvyznamnéjsi biotransformaéni enzymy patii cytochromy P450 (CYP), které
metabolizuji piiblizné 70-80 % vSech klinicky uzivanych 1&¢ive. Experimentdlni &ast je
zamétena na méfeni aktivit téchto enzymu v jatrech gnotobiotickych mysich model (samct

i samic) pro posouzeni role mikrobiomu.
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Teoreticka ¢ast

1. Lidsky mikrobiom

Soubor vSech mikroorganismil véetné jejich genomi, které osidluji lidské télo je oznacovan
pojmem mikrobiom, nebo mikrobiota. Mikroorganismy jsou zastoupeny bakteriemi, archei,
houbami a viry, kdy bakterie jsou nejpocetn&j§im zastupcem mikrobiomu?.

Mikroby vytvareji slozité, specifické, adaptivni ekosystémy, které¢ odrazeji menici se
fyziologii hostitele. Naruseni rovnovahy taxonomického sloZeni se oznaCuje pojmem
dysbidza a muze pfispivat ke vzniku raznych chorob, jako je napiiklad zanétlivé stievni
onemocnéni, roztrouSend sklerdza, diabetes, alergie, astma, rakovina a dalsi (Obr. 1)7.
Dysbidozu lze tézko definovat, protoZe nelze zcela fict, jak vypada slozeni zdravého
mikrobiomu. Nalezeni charakteristickych znakut, které budou definovat zdravy a nezdravy
mikrobiom mize vést k lepsi prevenci vzniku onemocnéni nebo ke zlepSeni prognézy. Mezi
takové znaky patii naptiklad rozmanitost mikroorganismd, které tvofi lidsky mikrobiom nebo
stabilita jeho slozeni. Mikrobiom je ovSem velice rozmanity a dynamicky systém, coz
komplikuje charakterizaci sloZeni ,,normalni* stfevni mikrobioty u zdravého ¢lovéka a stejné
tak charakterizaci dyshidzy?.

—pngurnonie
— autismus

— psychické poruchy
— neurodegenerativni poruchy

—astma

— obstrukéni plicni
nemoci

—rakovina plic

— ateroskler6za a trombdza

dysbioza — srdeéni selhani

lidského
ikrobio:

ktze
/ \ \
metabolismus I:\ g
— obezita \p —akné
— T2 diabetes —rakovina kiize

— mitochondrialni
dysfunkce
—rakovina

Obr. 1: Vliv dyshiézy mikrobiomu na lidské zdravi (modifikovani podle?®).
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2. Strevni mikrobiom

vy

Mikroorganismy zijici v travicim traktu hostitele se oznacuji jako stfevni mikrobiom, ktery je
v porovnani s ostatnimi ¢astmi téla druhové nejrozmanitéjsi. Utvareni mikrobiomu probiha
ihned po narozeni a bé&hem Zivota se jeho slozeni méni v zavislosti na celé fadé faktort®.

Stfevni mikrobiom zastupuje v lidském téle mnoho vyznamnych funkci a podili se na
metabolickych procesech hostitelského organismu. Vytvaii riizné antimikrobialni latky, je
nezbytny pro rozvoj imunitniho systému, napomaha traveni a metabolismu latek, v neposledni
fad¢ udrzuje integritu stfevni bariéry a svou ptitomnosti ve sttevech zabranuje osidleni stfevni
stény patogennimi mikroorganismy (Obr. 2)2.

Stievni mikroorganismy jsou schopny syntetizovat velké mnozstvi metabolickych
produktt, které ovliviiuji nejriznéjsi procesy v lidském tele. Diky nim je umoznéna naptiklad

komunikace mezi mozkem a stfevem, coz ma vliv na mentalni a neurologické funkce

hostitelel?.
modulace hustoty
kostni hmoty podpora ukladani tuku
ochrana proti poranéni O

stievniho epitelu

{é podpora angiogeneze

1. & | vyvoj a trénink imunitniho

zvySeni odolnosti e
vici patogentim

S L) systému
rozkladani potravy g O biosyntéza vitamini a
3; % e aminokyselin
R
Ty O
modifikace nervového metabolismus 1é¢ebnych
systému piipravki

Obr. 2: Vliv mikrobiomu na fungovani hostitelského organismu (modifikovano podle!!).
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2.1. Slozeni strevniho mikrobiomu

Stfevni mikrobiom je sloZen z vice jak 1500 druhii mikroorganismi, které se fadi do 50
riznych kmend. Az 90 % celkové mikrobialni populace je tvofeno kmeny Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria a Proteobacteria. Nejvice zaznamenané bakterialni rody jsou
Bacteroides, Clostridium, Peptococcus, Bifidobacterium, Eubacterium, Ruminococcus,
Faecalibacterium a Peptostreptococcus. Vétsina bakterii ve stfevech je anaerobni, pouze
Vv oblasti slepého stfeva byly identifikovany aerobni bakterie. GIT se funk¢né a anatomicky
déli na Zaludek, tenké a tlusté stfevo. Vnitini prostfedi jednotlivych ¢asti GI traktu je odlisné,

coz mé za nasledek riizné zastoupeni mikrobli v téchto &astech(Obr. 3)*2.

zaludek

-pH 1,5-5
dvanactnik - 10%-103 bakterii/ml
-pH 5-7

- 103-104 bakterii/ml

laénik

-pH7-9

- 10*-10° bakterii/ml
kyc¢elnik
-pH 7-8

- 108 bakterii/ml
tlusté stfevo

-pH 5-7
- 10" bakterii/ml

Obr. 3: Vlastnost prostiedi a zastoupeni mikrobt v jednotlivych ¢astech GIT

(modifikovano podle'?).
2.1.1. Zaludek

Diky rezistenci bakterii vuci kyselinam je i zaludek osidlen mikroby. Ve zdravém lidském
zaludku se vyskytuje 5 bakterialnich kment a to: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,

Fusobacteria a Proteobacterial?.
2.1.2. Tenké strevo

Funkci tenkého stfeva je traveni a vstiebavani zivin. Tenké stfevo se d€li na tii cCasti:
dvanactnik, la¢nik a kycelnik. Dvanéactnik obsahuje Zlucové kyseliny, pankreatické sekrety

a antimikrobialni latky. Hustota bakterialniho osidleni ve dvanactniku neni tak vysoka, a to
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Z divodu rychlého prichodu potravy a dostatku kysliku. Ve dvanactniku pfevladaji kmeny
Firmicutes a Actinobacteria. Prostfedi la¢niku a kycelniku je pro hustotu osidleni

a rozmanitost bakterii vhodn&jsi'?.
2.1.3. Tlusté strevo

Mezi hlavni funkce tlustého stieva patii vstiebavani vody a fermentace nestravenych potravin.
Tlusté stievo je nejbohatSi na zastoupeni mikrobtli, pfi¢emz mezi dominantni kmeny patii
Firmicutes a Bacteroidetes. Pomér téchto dvou kment je povazovan za prediktivni ukazatel
zdravi a nemoci, protoze se méni Vv ruznych fazich Zivota a zavisi na patofyziologickych
podminkach?'?,

Bylo zjisténo, ze nizky pomér Firmicutes a Bacteroidetes je spojovan se zdravym
kardiovaskularnim systémem, vyvaZzenym imunitnim systémem a celkovym zdravim

hostitele!?.

2.2.  Faktory ovliviiujici sloZeni a funkci stifevniho mikrobiomu

Existuje Siroka Skala faktoru, které mohou ovliviiovat slozeni a funkci sttevniho mikrobiomu.
Mezi tyto faktory patii mimo jiné genetické predispozice hostitele, strava, vék, zpisob porodu
nebo antibiotika (Obr. 4)2.
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genetické predispozice
hostitele fyzické

/H \n/ é aktivita
oAl
} ¢

geograficka poloha

S

stres

-

antibiotika

N 1

Zalude¢ni

sekrece
antimikrobidlni pohyblivost
peptidy a IgA zaludku

Obr. 4: Faktory, které ovliviiuji slozeni stievniho mikrobiomu (modifikovano podle'®).

2.2.1. Strava

Pfijimanou stravou lze pozitivné 1 negativné ovlivnit slozeni stfevniho mikrobiomu. Na
slozeni stfevniho mikrobiomu maé pfedev§im vliv zastoupeni jednotlivych makrozivin
V potrave.

U kojencti jsou ve stfevnim mikrobiomu zastoupeny pfedev§im mikroorganismy, které
se podileji na traveni oligosacharidii pfitomnych v matefském mléce. Kmen Actinobacteria
napomaha metabolizovat oligosacharidy, které jsou pfeménény na mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, coz vede k rozvoji imunitniho systému.

Strava bohata na bilkoviny a tuky podporuje zastoupeni druhtl, které jsou tolerantni
vuci zluci. Tento typ stravy sniZzuje imunitu, zvySuje nachylnost k infekcim a mize podpofit
rozvoj metabolického onemocnéni'®,

Vldknina je fazena mezi sacharidové polymery, které maji tii a vice monomernich
jednotek a které jsou odolné vici travicim enzymlm, coZ ma za nasledek, Ze nejsou
hydrolyzovany a ani absorbovany v tenkém stfevé. Vlakninu lze délit podle rozpustnosti

na nerozpustnou nebo rozpustnou. Jako ptiklad nerozpustné vlakniny Ize uvést celulosu, coz
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je hlavni stavebni slozka bunéénych stén rostlin. Nerozpustnd vlaknina je témét nevyuzitelna
pro stfevni mikrobiom. Naopak rozpustna vléknina je snadno a rychle metabolizovéana
sttevnim mikrobiomem, a tak vyznamné ovliviiuje jeho sloZeni a metabolickou aktivitu.
Vlaknina je mikroorganismy metabolizovana naptiklad na kratké mastné kyseliny, které jsou
spojovany s pozitivnimi G¢inky na lidské zdravi. Pravé dlouhodob¢ snizeny piijem vlakniny
v dieté u zapadni populace mize byt zodpovédny za snizeni bakterialni diverzity a zvySeny

vyskyt autoimunitnich onemocnéni®’,
2.2.2. Veék

V kazd¢ zivotni fazi hostitele je sloZeni stfevniho mikrobiomu riizné. Zptisob porodu vyrazné
ovlivni to, jaké mikroorganismy kolonizuji hostitele jako prvni. Dité, které bylo na svét
piivedenou pfirozenou cestou, je jako prvni osidlovano vaginalni a stfevni flérou matky. Ditg,
které se narodilo cisafskym fezem, je jako prvni osidlovano mikroby z okolniho prostiedi
a kozniho mikrobiomu matky*®. Pii narozeni je taxonomicka diverzita mikrobiomu pomérné
nizka, ale s pfibyvajicim v€kem se zvySuje.

Vyznamny vliv na slozeni a funkci stievniho mikrobiomu ma starnuti. S procesem
starnuti souvisi zmény stravovacich navykt, celkové zména Zivotniho stylu a fyziologické
zmeény, jako je napiiklad ztrata chrupu, sniZeni trdveni a vstfebavani Zivin. U starSich osob se
celkové snizuje rozmanitost mikrobiomu a zvySuje se pritomnost patogennich

mikroorganisma®,

2.2.3. Genetické predispozice hostitele

Genetické predispozice hostitele maji vliv na rozmanitost a hojnost jednotlivych taxont
mikrobiomu a také na citlivost jedinci k patogennim mikroorganismim.

Dulezitost genetiky na slozeni stfevniho mikrobiomu ukéazala studie, kterd
porovnavala fekalni mikrobiom jedinci s riznym stupném genetické ptibuznosti, od
jednovajecnych dvojcat po nepiibuzné jedince. Zajimavé je, ze jednovajecna dvojcata, ktera
léta zila oddé€lené, vykazovala vysokou podobnost ve svych mikrobialnich profilech, zatimco

7w

manzel$ti partnefi, kteti zili ve stejném prostiedi a se srovnatelnymi stravovacimi navyky,

nikoli°,
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2.2.4. Fyzicka aktivita

Fyzicka aktivita napomaha k rozmanitému sloZeni stfevniho mikrobiomu. Obecné plati, Ze
sportovei dodrzuji zdravy zivotni styl, ktery napomaha k bohat$i mikroflofe, naptiklad
adaptace na vytrvalostni trénink, kdy dochazi k snizeni pritoku krve a tkafiové hypoxii vede
ke zménam v GIT. U sportovcu je Groven Bacteroidetes nizsi a uroven Firmicutes vyssi nez

U nesportovci??,

2.2.5. Antibiotika

Antibiotika ni¢i patogenni i prospésné mikroby, a to ma za pfi¢inu dysbiozu. Rozsah dysbidzy
zavisi na druhu podavaného antibiotika a délce davkovani. Muze dojit i k nenavratnému

poskozeni sloZeni stfevniho mikrobiomu bez moznosti zotaveni®?,

2.3. Strevni mikrobiom a metabolismus xenobiotik

Jak jiz bylo zminéno stievni mikrobiom ma mnoho vyznamnych funkci v lidském téle, mezi
které patii mimo jiné metabolismus cizorodych latek neboli xenobiotik, které se do organismu
dostavaji nechténé z zivotniho prostiedi anebo cilen¢ ve formé 1éCiv. Stfevni mikrobiota je
vybavena velkym mnozstvim enzyml a vykazuje tak zna¢ny metabolicky potencial. Diky
tomu je schopna metabolizovat xenobiotika ve srovnatelné mife jako jatra nebo dalsi
organy?324, Metabolismus xenobiotik, ktery bude popséan v nasledujici kapitole, by mél byt
chapan jako soubéznéd biotransformace cizorodych latek jak lidskymi, tak mikrobidlnimi
enzymy?°, VétSina 1é¢iv je absorbovéna na zacatku tenkého stieva, kde neni koncentrace
mikroorganisml tak vysokd, a nedochédzi k intenzivnimu pfimému metabolismu stfevnimi
bakteriemi. AvSak léciva, kterd maji hor$i absorpéni vlastnosti a/nebo rozpustnost, se
vstiebavaji v nizSich ¢astech GIT, a dochazi k jejich interakci s bakteriemi a jejich enzymy.
I 1éCiva, kterd jsou podavéana intravendézné, mohou pfijit do kontaktu se stfevnim
mikrobiomem, a to diky enterohepatalnimu cyklu, kdy jsou zlué¢i vylou¢eny do GIT (Obr.
5)3. Bakteridlnim metabolismem muze dojit ke zméné farmakologické aktivity,
biodostupnosti a toxicity 1é¢iva, proto by vliv sttevniho mikrobiomu na stabilitu 1é¢iv nemél
byt opomijen. V soucasné dobé jsou zndmy desitky léciv metabolizované bakterialnimi
enzymy, ve vét§ing pripadi vSak nebyl dosud identifikovan bakterialni druh a enzym ucastnici

se reakce, ani piesny mechanismus?,
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Obr. 5: Osud Ié¢iva v lidském organismu (modifikovano podle?).
2.3.1. Mechanismy pusobeni stievniho mikrobiomu na metabolismus 1é¢iv

Ptestoze detailni mechanismus vlivu mikrobiomu na metabolismus 1éCiv neni zatim piesné
objasnén, miizeme interakce mezi sttevnim mikrobiomem a 1é¢ivy obecné rozdélit na dvé
zakladni skupiny, mechanismy piimé a nepiimé (Obr. 6).

Pfi pfimé interakci mezi sttevnim mikrobiomem a 1é¢ivy dochazi k vazbé 1éciva na
bakteridlni bunky, kdy jsou bakteridlni enzymy zodpov€dné za jeho biotransformaci.
Dusledkem mikrobidlni biotransformace mize dojit k aktivaci neaktivniho 1é¢iva (tzv.
prodrug) na jeho aktivni formu. Napiiklad neaktivni forma prolé¢iva sulfasalazinu je tvoiena
kyselinou 5-aminosalicylovou (5-ASA), ktera je prostfednictvim dvojné vazby N-N spojena
s molekulou sulfapyridinu. Jakmile dojde k interakci sulfasalazinu s enzymy stfevniho
mikrobiomu dochazi enzymem azoreduktasou k rozstépeni dvojné vazby N-N a uvolnéni
farmakologicky aktivni 5-ASA?,

Stievni mikrobiom je vybaven také enzymy, které se podileji na detoxikaci 1éCiv,
jejimz vysledkem miiZze byt zména v Uc€innosti a/nebo toxicité 1éciva. Jako piiklad 1ze uvést
srdecni glykosid digoxin, za jehoz inaktivaci je zodpovédna bakterie Eggerthella lenta.
Enzymy bakterie Eggerthella lenta redukuji dvojnou vazbu v a,B-nenasyceném laktonovém
kruhu digoxinu, a tak dochazi k pfeméné na neaktivni metabolit dihydrodigoxin, ktery se

nevaze na srde¢ni receptor?®
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Dal$im moznym pfimym mechanismem je vazba bakterie na 1éCivo, ktera muze
ovlivnit jeho biologickou dostupnost.

Bylo popséno také nékolik nepfimych mechanisml ovlivnéni metabolismu 1é¢iv
sttevnim mikrobiomem. K nepifimé interakci mezi enzymy stfevniho mikrobiomu
a xenobiotiky muze dochazet prostiednictvim enterohepatalniho cyklu. Xenobiotika jsou
konjugovéna s kyselinou glukuronovou pomoci jaterni UDP-glukuronosyltransferasy. Touto
konjugaci vznikaji polarni sloueniny, které se snadno vyloudi zluéi. Zluéi se konjugat
dostava do stfeva, kde interaguje se stievnim mikrobiomem a mikrobialni -glukuronidasou
je Sté€pen. Toto Stépeni miize zplisobovat nezddouci nasledky. Naptiklad irinotekan, 1€k proti
kolorektalnimu karcinomu, se diky enzymum stfevniho mikrobiomu zpét preméfiuje na
cytotoxickou formu, coz mé vedlejsi Gcinky na zazivaci trakt®,

Pfitomnost stfevnich mikroorganismi a jejich metaboliti ma za nasledek také zmény
Vv genové expresi hostitele, vetné exprese genl pro stfevni a jaterni biotransformacni
enzymy. Rada studii ukazala rozdily mezi mRNA expresi cytochromii P450,
nejvyznamnéjSich biotransformacnich enzymi, v jatrech bezmikrobnich mysi (GF)
postradajicich zcela stfevni bakterie v porovnani s kontrolnimi zvifaty s normalni stfevni
mikrobiotou (SPF)3#. Bylo prokazano, ze také kolonizace GF zvifat miZe ovlivnit mRNA
expresi cytochrom P450°.

Stievni mikrobiom produkuje velké mnozstvi riznych metabolickych meziprodukti,
které se propojuji s metabolickymi drdhami hostitele. Metabolity produkované stievnim
mikrobiomem soutézi s 1éCivy o stejnd vazebnd mista biotransformacnich enzyma a tim

0, Do této skupiny patii napiiklad jeden

mohou meénit U¢innost nebo toxicitu 1éCiva
Z nejCastéji uzivanych volné prodavanych 1ékti proti bolesti a horecce, paracetamol.
Bakterialni metabolit p-kresol soutézi s paracetamolem o vazebné misto lidského jaterniho
enzymu sulfotransferasy 1Al a muze tak zpomalit eliminaci paracetamolu z organismu
a zvysit riziko hepatotoxicity3!.

Stfevni mikrobiom miZe nepiimo plsobit na metabolismus 1é¢iv také vlivem interakce

s imunitnim systémem hostitelského organismu32.,
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Obr. 6: Mechanismy piimé a nepfimé interakce mezi sttevnim mikrobiomem a xenobiotiky

(modifikovano podle*°).
3. Metabolismus xenobiotik

Xenobiotika (také cizorodé latky), jsou latky cizi pro lidsky organismus, které v ném nejsou
za b&znych podminek produkovany. Mezi cizorodé latky fadime rtzné slozky vyZzivy nebo
latky z okolniho prostiedi, které se do naseho organismu dostavaji nevédomé. Patii mezi né
polutanty, pesticidy, herbicidy, konzervaéni latky nebo mykotoxiny. Dalsi velkou skupinou
cizorodych latek jsou synteticky piipravené slouceniny, vcetné léCiv. Hlavnim cilem
metabolismu cizorodych latek je snadnéjsi vylouceni xenobiotika z organismu a tim snizeni
jeho potencidlniho toxického tc€inku. Tento proces je oznacovan také jako biotransformace
xenobiotik, pfi kterém dochazi k pfeméné lipofilnich latek na latky vice rozpustné ve vodé.
Biotransformace xenobiotik se tradi¢n¢ rozdéluje do 1. a II. faze.

V 1. fazi probihaji reakce, které preménuji prvotni formu xenobiotika na vice polarni

metabolit, a to odkrytim nebo navazdnim polarni funk¢ni skupiny jako je hydroxylova,
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aminova nebo sulfanylova skupina. Mezi takové reakce patii N- a O-dealkylace, alifatické
a aromatické hydroxylace nebo N- a S-oxidace. Mezi enzymy I. faze patfi zejména
cytochromy P450, na které je zamétena piedkladana prace. Dale mizeme zminit peroxidasy,
flavinové monooxygenasy, epoxid hydrolasy a dalsi®.

Reakce typické pro fazi II jsou konjugacni reakce, pfi kterych dochazi k pienosu
endogenni molekuly, nejcastéji glukuronové kyseliny na polarn€j$i metabolit za vzniku
polarnich konjugata, které jsou vylouceny z organismu moci. Mezi enzymy II. faze patii
predevsim transferasy, jako jsou UDP-glukuronosyltransferasy, glutathiontransferasy,

sulfotransferasy, acetyltransferasy a methyltransferasy3.

3.1. Cytochromy P450

Cytochromy P450, zkracené oznaCovany CYP, se fadi mezi hemové enzymy, které jsou
piitomny téméf ve viech Zivych organismech. Cislovka 450 je dana maximem v absorpénim
spektru komplexu redukovaného CYP s oxidem uhelnatym o délce 450 nm, které je pro tyto
hemové enzymy charakteristické,

Jedna se 0 membranové enzymy, patfici mezi monooxygenasy, které se v bufice
vyskytuji pfevazné v endoplasmatickém retikulu a v mitochondriich. CYP jsou zodpovédné
za biotransformaci 70-80 % vSech klinicky uzivanych 1éCiv, nejhojnéji jsou zastoupeny
v jatrech, ale nachazeji se téméf ve vSech Castech lidského téla jako napiiklad v plicich,
mozku, GIT, srdci nebo ledvinach®.

Nejcastéjsi reakci CYP je hydroxylace, ktera probihé diky schopnosti hemové skupiny
Zeleza vazat a aktivovat dva atomy kysliku, kdy je jeden atom zabudovan do molekuly
substratu a druhy je uvolnén v podob¢ vody. Centralni atom Zeleza je vazan sirou ze zbytku
cysteinu na bilkovinu. Monooxygenazovy systém je tvofen nejen CYP, ale také flavoprotein
NADPH: cytochrom P-450 oxidoreduktasou (CYPOR), ktera pienasi elektrony. Donorem
elektrontd je redukovany B-nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH) a pro reakci jsou
nezbytné také FAD, FMN, cytochrom b5, fosfolipidy a kyslik (Obr. 7)8.
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Obr. 7: Schéma reakce CYP se substratem. R-H substrat; R-OH hydroxylovany produkt

(modifikovano podle®).
3.1.1. Nomenklatura

V soucasné dobé je zndmo 57 gent pro ruzné formy CYP v lidském genomu. Za
metabolismus piiblizné 75 % vSech klinicky uzivanych 1éCiv a celé fady dalSich xenobiotik je
zodpovédnych pftiblizné 15 enzymdu, které patii do prvnich tfi skupin (CYP 1-3). Pro
prehlednost bylo zavedeno systematické nazvoslovi a jednotlivé formy CYP uspotfaddany do
rodin a podrodin podle podobnosti aminokyselinové sekvence apoproteinu®. Za zkratkou
CYP vzdy nasleduje arabska Cislice (CYP1AT), kterd udava rodinu CYP. Enzymy patiici do
stejné rodiny musi vykazovat 40% nebo vyS$i podobnost aminokyselinové sekvence.
Nasleduje pismeno, které oznacuje podrodinu (CYP1A1) s podobnosti sekvence 55% a vyssi.
Posledni ¢islo oznacuje konkrétni formu CYP v ramci podrodiny (CYP1AL).

Mezi nejdulezit€)si jaterni CYP metabolizujici 1éCiva patii zejména CYP1Al,
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 A CYP3A4. CYP3A4 je viubec
nejvyznamnéjsi z hlediska metabolismu 1é¢iv u lidi a zaroven nejhojnéji zastoupenou formou

CYP jatrech®,
3.1.2. Podrodina CYP1A

Pro podrodinu CYP1A jsou typické hydroxylace mnoha polycyklickych aromatickych

uhlovodiki a dalSich aromatickych latek. Zatimco CYP1A1 preferuje planarni aromatické
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uhlovodiky, CYP1A2 dava ptednost aromatickym aminiim a heterocyklickym slou¢eninam.
Diky vysoke expresi v jatrech hraje CYP1A2 vyznamnou roli v biotransformaci nékolika

klinicky vyznamnych 1é¢iv, mezi které patéi analgetika a antipyretika (acetaminofen,

-----

pouzivany v kratkodobé 16Ebé& nespavosti nebo kardiovaskularni 1é¢iva®.

3.1.3. Podrodina CYP2A

vvvvvv

v jatrech, metabolizuje néktera 1éCiva a také endogenni latky jako je napiiklad bilirubin.
Vyznamné se podili na oxida¢nim metabolismu psychoaktivni tabakové slozky nikotinu na
neaktivni kotinin a jeho nasledné hydroxylaci. Mezi 1é¢iva, které CYP2A6 metabolizuje, patii
antiretroviralni 1éCivo efavirenz uzivané k prevenci a 1écbé AIDS. Dalsim piikladem je
chemoterapeutické prolécivo tegafur, které je primarné metabolizovano CYP2A6 na aktivni

metabolit 5-fluorouracil®.
3.1.4. Podrodina CYP3A

Hlavni roli v metabolismu klinicky uzivanych 1é¢iv a detoxikaci xenobiotik u lidi hraje forma
CYP3A4, ktera tvoii az 30 % celkovych jaternich CYP. Aktivni misto CYP3A4 je natolik
velké a flexibilni, ze dokaze metabolizovat celou fadu lipofilni slou¢enin, malych i velkych.
Patfi mezi n€ napiiklad imunosupresiva (cyklosporin A, takrolimus) antibiotika jako
erytromycin, protinadorovd léCiva (napi. taxol), antidepresiva, statiny, opidty a mnoho
dal§ich®.

Velké vazebné misto a Siroké spektrum 1é¢iv metabolizovanych CYP3A4 umoziiuje
vznik tzv. lékovych interakei, které mohou vést az k toxickému efektu jednoho z podanych
lé¢iv nebo k selhani farmakoterapie. Kromé metabolismu cizorodych latek je CYP3A4
zapojen také v metabolismu endogennich steroidu, jako je testosteron, progesteron, kortizol

nebo Zlu¢ové kyseliny®’,
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4. In vivo modely pro studium vlivu stfevniho

mikrobiomu na metabolismus lé¢iv

Gnotobioticka zvifata jsou hodnotnym modelem pro studium stfevniho mikrobiomu na
metabolické drahy hostitele, protoZe jsou osidleny piesné definovanymi mikroorganismy.

Bezmikrobni zvifata GF (germ free) jsou zcela bez mikroorganismii uvnitf téla 1 na
pokozce a ziskavaji se dvéma zpusoby. Mlad’ata jsou chirurgicky vyjmuta z matciny délohy,
tak aby nedoslo ke kontaktu s vaginalni nebo kozni mikroflérou. Nebo jsou embrya pfenesena
do délohy GF mysi, kterd mlad’ata porodi a stard se o né€ jako o vlastni. Tento zplsob zvySuje
procento preziti. GF mlad’ata se po cely zivot chovaji ve sterilnim prostfedi a kolonii jde dale
roz§ifovat kiiZenim GF jedinc®.

Cilenou kolonizaci GF mys$i lze pfipravit druh s jedinym nebo vice pfesné
definovanymi mikroorganismy, jejichZ vliv na hostitele Ize nasledné¢ sledovat. Na GF mysi lze
prenaset také lidskou stfevni mikrofloru, a tak simulovat podobné podminky jako u pacientt.
Lidska stfevni mikroflora vSak nemé piesné definované slozeni, tudiz se nejedna
o gnotobiotické modely®. SPF (specific pathogen free) mysi neboli mysi bez specifickych
patogennich kmen®l maji normalni stfevni mikrofloru a slouzi jako kontrolni skupina“.

Kromé SPF a GF mysi byly v experimentalni ¢asti pouzity také GF mysi osidlené
Escherichia coli Nissle 1917 (EcN). EcN patii do rodiny Enterobacteriaceae a jedna se

0 nepatogenni probioticky kmen“?,
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Experimentalni ¢ast

5. Material

5.1. Chemikalie

Abcam (Cambrige, Spojené kralovstvi): midazolam

Fluka (Buchs, Svycarsko): fenylmethanlsulfonyl fluorid (PMSF)

Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika): kyselina octovd (CHsCOOH), siran hofeénaty
(MgSO0s), dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH2POas), octan sodny (CHsCOONa), chlorid
draselny (KCI), kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), dihydrogenfosforecnan draselny
(KH2POa4)

Linde Gas (Praha, Ceska republika): oxid uhelnaty

Merck (Praha, Ceska republika): methanol (MeOH)

Penta chemicals (Praha, Ceska republika): hydrogenfosforeénan sodny (NazHPO4)

Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika): kumarin, testovaci souprava pro stanoveni
celkovych proteinii pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA), isocitrat dehydrogenasa (IDH),
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP*), kyselina DL-isocitronova (ISO), Trizma base —
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), glycerol, ethoxyresorufin (ETRR)

VWR International (Stfibrna Skalice, Ceska republika): acetonitril (ACN)

5.2.  Pristrojové vybaveni

Analytické vahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko)

Analytické vahy GR-202 (dodano firmou Schoeller Instruments, Praha, Ceska republika)
Homogenizator podle Pottera a Elvehjema (P-E homogenizator) s teflonovym pistem (VWR
International, Ceska republika)

Chlazena centrifuga LISA, AFI Group (Chéateau-Gontier, Francie)

Chlazena centrifuga Z 323 K, Hermle LaborTechnik GmbH (Wehingen, Némecko)
Magneticka micha¢ka s ohfevem IKA RH digital, Merci (Brno, Ceska republika)

pH metr XS Instruments pH 50 (Carpi, Italy)
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Ponorny homogenizator Ultra-Turrax T 25 basic (IKA-Werke, Némecko)

Spektrofotometr UV-2401PC, Shimadzu (Kyoto, Japonsko)

Spektrofotometr UV-VIS, TECAN Infinite M200 (Schoeller Instruments, Praha, Ceské
republika)

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

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

Termomixer Comfort, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

Ultracentrifuga Optima XPN-90, Beckman Coulter (Brea, CA, USA)

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

Vortex V-1plus, Biosan (Riga, LotySsko)
6. Metody

6.1. NavrZeni experimentu

Pro experimenty byly pouzity vzorky jaterni tkdn¢ mysi, které byly chovany v Laboratofi
gnotobiologie v Novém Hradku (Ustav mikrobiologie AV CR) v souladu s etickymi principy
a za dodrZovani platné Ceské legislativy. V experimentech byly pouZity 8 tydnii staré¢ BALB/c
mysi — samci i samice, pro posouzeni vlivu pohlavi. Obé skupiny (samci i samice) byly dale
rozdéleny do tii skupin na zaklad€ mikrobidlniho osidleni. Prvni skupinou byly kontrolni SPF
myS$i s normalnim nezménénym mikrobiomem. Druhou skupinu tvofily GF mysi, které zcela
postradaji mikrobiom a posledni skupinou byly GF mysi osidlené probiotickou bakterii
Escherichia coli Nissle 1917 (EcN). Rozdéleni do jednotlivych skupin je graficky znazornéno
v Tab. 1.

Tab. 1: Rozd¢leni samct a samic mysi do experimentalnich skupin pro studium vlivu

mikrobioty na aktivitu vybranych jaternich CYP.

Skupina Pohlavi
1.  SPF 3+9Q
2. GF J+Q
3. GF + EcN 3+Q
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6.2.  Priprava jaterni mikrosomalni frakce

Mikrosomalni frakce byla ptipravena diferencialni centrifugaci jaterniho homogenatu vsech
experimentalnich skupin mys$i (5 mysi v kazdé skupiné).

Mikrosomalni frakce byla piipravena na ledu a v chladicim boxu. VSechny pracovni
nastroje a pomucky byly pfedem vychlazeny. Zvazena jatra byla vlozena do kadinky a zalita
homogeniza¢nim pufrem (HP; 0,25 mol-l'lsacharosa; 1,3 mmol-1”! EDTA; pH 7.4; tésné pted
pouzitim ptidavek 0,2 mol'I"! PMSF — inhibitor proteas). Jatra byla rozstfihana pomoci niizek
a pufr slit pres gazu. Promyti HP bylo jesté dvakrat zopakovano. Promyta jatra byla rozdélena
do mensich plastovych centrifugacnich zkumavek, byla pfidana ¢ast HP (celkové mnozstvi
homogeniza¢niho pufru je 3 Xnasobek vahy jater) a smés byla zhomogenizovana ponornym
homogenizatorem. Zhomogenizovana tkan byla pielita do vétsi plastové zkumavky a zbylym
objemem HP byla vyplachnuta mensi zkumavka a homogenizator a opét pielita do vétsi
zkumavky. Vétsi zkumavky byly vyvazeny a centrifugovany po dobu 10 min pii 6500 rpm
a4 °C. Supernatant byl odlit do vétsi ¢isté zkumavky a centrifugovan po dobu 25 min pfi
11000 rpm a 4 °C. Supernatant byl odlit do UC zkumavky, zkumavka byla doplnéna HP az po
okraj a uzaviena vickem, tak aby nevznikla vzduchova bublinka. Dalsi centrifugace trvala
60 min pii 35000 rpm a 4 °C. Vznikly sediment byla mikrosomalni frakce. Supernatant byl slit
a sediment setfen sklenénou ty&inkou do promyvaciho pufru (PP; 50 mmoll' TRIS;
0,15 mol'l"" KCI; pH 7.4; t&sné pred pouZitim piidavek 0,2 mol-I”" PMSF), PP se sedimentem
byl odlit do P-E homogenizétoru, zhomogenizovén a pielit do ¢isté UC zkumavky. Zkumavka
byla opét dopInéna PP po okraj, uzaviena a centrifugovana po dobu 60 min pii 35000 rpm
a4 °C. Supernatant byl vylit a vznikly sediment (pfec¢isténa mikrosomalni frakce) byl opét
setfen sklenénou ty¢inkou a v P-E homogenizatoru se zhomogenizovan s rehomogeniza¢nim
pufrem (20 mmol-I" KH2POs; 0,2 mmol-1" EDTA; 20% glycerol; pH 7,4), tak aby celkové
mnozstvi rehomogeniza¢niho pufru bylo 0,2xnédsobek vahy jater. Zhomogenizované

mikrosomy byly rozpipetovany do 1,5ml plastovych zkumavek a zamrazeny na —80 °C.

6.3. Stanoveni koncentrace CYP v mikrosomalni frakci

Koncentrace CYP v mikrosomalni frakci byla stanovena spektrofotometricky po redukci
dithionic¢itanem sodnym a naslednym navéazanim oxidu uhelnatého.
Mikrosomy byly ziedény 20x do 2 ml fosfatoveho pufru a vznikla smés byla

promichana. Dithioni¢itanem sodnym se provedla redukce a zredukovany systém byl
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prenesen do dvou kyvet po 1 ml. Byla zméfena baseline mezi 500 az 400 nm. Vzorkova
kyveta byla probubldna oxidem uhelnatym po dobu 1 min. Poté bylo opét provedeno
spektrofotometrické méteni. Celkova koncentrace CYP v mikrosomalni frakci byla

vypocitana podle vzorce:

Ayso— A
Coyp = W- 20 (fedéni)
Ccyp — koncentrace cytochromi P450
A, — absorbance pii 450 nm
Ao — absorbance pii 500 nm

0,091 — hodnota molarniho absorp¢niho koeficientu pro CYP [l-mol'1 -em’!]

6.4. Stanoveni celkové koncentrace proteini

Celkova koncentrace proteinii byla stanovena spektrofotometrickym méfenim za vyuziti
metody s kyselinou bicinchoninovou (BCA). K méfeni byl pouzit komeréni Kit (Pierce
Rockford, USA). Cu?* kationt pfitomny v pentahydratu siranu médnatého byl bilkovinou
zredukovan na Cu'* kationt a ten reagoval s BCA za vzniku fialového komplexu.

Vzorek byl nafedén podle potieby fosfatovym pufrem, bylo pfidano ¢inidlo A (BCA
a vinan sodny v alkalickém roztoku uhli¢itanu a hydrogenuhli¢itanu sodného) a ¢inidlo B (4%
roztok pentahydratu siranu méd’natého) v poméru 50:1. Vzorky byly inkubovany po dobu
25 min pii 37°C. Absorbance byla méfena pii 562 nm a celkovd koncentrace proteini
[mg'ml'] byla stanovena z kalibra¢ni k¥ivky zavislosti absorbance na koncentraci proteinu.

Z poméru koncentraci CYP a celkové koncentrace proteinu v mikrosomalni frakci byl

u kazdé skupiny mysi vypocitan specificky obsah CYP.

cyp [pmol-l'l] B [nmol'ml'l]

c
specificky obsah = =[nmol'-mg™!]

Cprotein [mg-ml'l ] [mg-ml'l ]

Grafické znazornéni specifického obsahu CYP v jednotlivych experimentdlnich skupinach

mysi je na Obr. 8 v sekci Vysledky.
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6.5. Stanoveni aktivit CYP

Enzymové aktivity vybranych CYP byly méfeny v jaterni mikrosomalni frakci mysi
s vyuzitim specifickych substrati. Koncentrace produktd byla stanovena pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV nebo fluorescencni detekci. Aktivita
CYP1A, CYP2A a CYP3A byla stanovena podle zavedenych protokolt Phillips et al. (1998)
a publikace Kronbach et al. (1989)*%3, Pii méieni aktivit CYPIA a CYP2A byla pouzita
kolona LiChrospher® RP-18, 250-4 (5 wm), pti méfeni aktivity CYP3A byla pouzita kolona
Kinetex® F5 (2,6 um) 100 A. V nasledujicich tabulkach (Tab. 2-4) je zaznamenano schéma
ptipravy reak¢éni smési pro stanoveni aktivity lidského CYP1A1/2, CYP2A6 a CYP3A4,

veetné€ specifickych substrat, slozeni mobilni faze a podminek detekce.
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Tab. 2: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity enzymu CYP1A1/2 v mikrosomalni frakci

mys$iho homogenatu jater — metody pouzivané pro lidské formy CYP.

CYP1A1/2
Reakce: Na N
LI, ememe 0,
CoHs0 0 0 HO o o
ethoxyresorufin resorufin
Typ reakce: O-deethylace

Objem reakcni smési:

100 pl

Pufr:

100 mmol-I" K/POs; pH = 7,4

MS — mnozstvi CYP:

35 pmol

Koncentrace substratu:

2,6 umol-1™

NADPH generujici systém:

7,9 mmol-I"" NADP; 83,4 mmol-I"' 1SO; 100 mmoll" MgSOx;
IDH (10 units-mg' proteinu)

Inkubace:

15 min; 37 °C; 350 rpm

Zastaveni reakce:

200 pl vychlazeného 100% MeOH

Mobilni faze:

25 mmol'I" NaH2PO4 0 pH = 7 : 100% MeOH (58:42)

Stacionarni faze:

C18

Eluce: isokraticka

Pratok MF: 0,8 ml'min’!

Nastiik vzorku: 50 ul

Cas méfeni: 10 min

Detekce: Fluorescen¢ni, excitace pfi 535 nm, emise pifi 585 nm

Po zastaveni reakce se vzorek centrifuguje pii 14000 rpm po dobu 10 minut a za teploty 4 °C.
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Tab. 3: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity enzymu CYP2A6 v mikrosomalni frakci

mySiho homogenatu jater — metody pouzivané pro lidské formy CYP.

CYP 2A6
Reakce: HO 0.__0O
O°  cypane
= =
kumarin 7-hydroxykumarin
Typ reakce: 7-hydroxylace

Objem reak¢ni smési:

100 ul

Pufr: 100 mmol-1" K/POs; pH = 7,4
MS — mnozstvi CYP: 35 pmol
Koncentrace substratu: 6,26 pmol-l'l

NADPH generujici systém:

7,9 mmol-I"" NADP; 83,4 mmolI"! 1SO; 100 mmol-l" MgSOx;
IDH (10 units-mg™" proteinu)

Inkubace:

30 min; 37 °C; 350 rpm

Zastaveni reakce:

200 pul vychlazeného 100% MeOH

Mobilni faze: 0,5% CH3COOH : ACN (60:40)

Stacionarni faze: C18

Eluce: isokraticka

Pratok MF: 1 ml-min”'

Nastrik vzorku: 10 pl

Cas méfeni: 7 min

Detekce: Fluorescencni, excitace pti 338 nm, emise pii 458 nm

Po zastaveni reakce se vzorek centrifuguje pti 14000 rpm po dobu 10 minut a za teploty 4 °C.
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Tab. 4: Reakéni podminky pro stanoveni aktivity enzymu CYP3A4 v mikrosomalni frakci

mys$iho homogenatu jater — metody pouzivané pro lidské formy CYP.

CYP3A4
Reakce: Cl Cl
O Q oy, CYPaA4 O Q
3 CH,OH
LN | N ?
\
midazolam 1-hydroxymidazolam
Typ reakce: 1-hydroxylace

Objem reakéni smési:

110

Pufr:

100 mmol-1" K/PO4; pH = 7,4

MS — mnozstvi CYP:

12,56 pmol

Koncentrace substratu:

2,8 umol-I!

NADPH generujici systém:

21,4 mmol1"" NADP; 144,4 mmol-I"" 1SO; 50 mmol-1" MgSOs;
IDH (10 units'mg™' proteinu)

Inkubace:

8 min; 37 °C; 350 rpm

Zastaveni reakce:

100 pl vychlazeného 100% MeOH

Mobilni faze:

10 mmol-1I" CHsCOONa 0 pH = 4,7 : ACN (64:36)

Stacionarni faze:

RP-18

Eluce: isokraticka

Priitok MF: 0,6 ml'min’*

Nastiik vzorku: 50 wl

Cas méfeni: 14,2 min

Detekce: UV-VIS; detektor (D2) (A : 200 — 350 nm); detekce pii 240 nm

Po zastaveni reakce se vzorek centrifuguje pti 14000 rpm po dobu 10 minut a za teploty 4 °C.

33




7. Vysledky

7.1. Charakterizace mikrosomalni frakce

Nejdiive byla charakterizovana jaterni mikrosomalni frakce vSech skupin mys$i stanovenim
specifického obsahu CYP, ktery je dan pomérem koncentrace CYP a celkové koncentrace
proteinu v mikrosomalni frakci.

U samcti i samic byl pozorovan snizeny specificky obsah CYP u skupin GF
a GF + EcCN v porovnani s kontrolnimi SPF skupinami s normalni stfevni mikrobiotou
(Obr. 8).

SPECIFICKY OBSAH CYP
2.0-
S
g 1.5
o g
23 1.0-
e £
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(/)]
W w L > ' w w >
4 =2
s ° & & ° &
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Obr. 8: Grafické znazornéni specifického obsahu CYP v jaterni mikrosomalni frakci
jednotlivych skupin mysi. SPF, specific pathogenfree mysi s normalni stfevni mikroflorou;
GF, germ-free mysi postradajici stfevni mikrofloru; GF + EcN, GF mysSi osidlené
probiotickou bakterii Escherichia coli Nissle 1917.

7.2.  Stanoveni aktivit CYP

Aktivita vybranych CYP byla méfena v mikrosomalnich frakcich ziskanych z jaterniho
homogenatu experimentélnich zvitat. Mysi byly rozdéleny podle pohlavi a déle na jednotlivé

skupiny SPF, GF a GF osidlené EcN. Pro méfeni byly vybrany tfi vyznamné
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rodiny z hlediska metabolismu Ié¢iv u lidi — CYP1A, CYP2A a CYP3A. Vysledky vSech
naméfenych aktivit byly zpracovany do graft, které jsou uvedeny na Obr. 9-11. Vysledky
aktivit jsou vzdy vztazeny k ptislusné kontrolni skupiné (SPF), ktera odpovida 100% aktivity.

7.2.1. Stanoveni aktivity CYP1A

U samct nebyl pozorovan rozdil v aktivit¢ CYP1A mezi SPF a GF skupinou my$i. GF mysi
po kolonizaci EcN vykazovaly nizsi aktivitu CYP1A (pfiblizné¢ o 35%) oproti mySim bez
osidleni mikroorganismy (GF) (Obr. 9A).

U samic doslo u GF skupiny ke snizeni aktivity CYP1A az o 66 %, naopak po
kolonizaci EcN byla aktivita CYPL1A na Urovni kontrolni SPF skupiny (Obr. 9B).
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Obr. 9: Enzymaticka aktivita CYP1A u SPF, GF a GF + EcN mySich (A) samci a (B)
samic. Vzorky byly méfeny v triplikdtech v mikrosomalni frakci pfipravené z jater 5 mysi
z kazdé skupiny. Stanoveni aktivity bylo opakovano tfikrat. Vysledky jsou vyjadieny jako
primér = SD ztriplikdtd v jednotlivych métenich. SPF, specific pathogenfree mySi s
normalni stfevni mikroflorou; GF, germ-free mysi postradajici sttevni mikrofloru; GF + EcN,

GF mysi osidlené probiotickou bakterii Escherichia coli Nissle 1917.
7.2.2.  Stanoveni aktivity CYP2A

V piipadé CYP2A byla u samci pozorovdna zvySend aktivita (o 47 %) u GF mysi oproti
kontrolni SPF skupiné. Zajimavé je, Ze GF mySi kolonizované EcN vykazovaly jesté
vyraznéjsi zvyseni aktivity CYP2A, ktera byla v této skupiné zvySena témét 5x oproti SPF
mys$im (Obr. 10A).
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U samic bylo pozorovano vyrazné zvySeni u skupiny GF i GF + EcN v porovnani
s SPF skupinou. U GF skupiny byla aktivita CYP2A zvySena az 8 X u GF + ECN skupiny
témét 6x (Obr. 10B).
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Obr. 10: Enzymaticka aktivita CYP2A u SPF, GF a GF + EcN mysich (A) samci a (B)
samic. Vzorky byly méfeny v triplikatech v mikrosomalni frakci pfipravené z jater 5 mysi
z kazdé skupiny. Stanoveni aktivity bylo opakovéano ttikrat. Vysledky jsou vyjadieny jako
prumér + SD =z triplikatd v jednotlivych méfenich. SPF, specific pathogenfree mysi s
normalni stfevni mikroflorou; GF, germ-free mysi postradajici strevni mikrofloru; GF + ECN,

GF mysi osidlené probiotickou bakterii Escherichia coli Nissle 1917.
7.2.3. Stanoveni aktivity CYP3A

Také nejvyznamnéjsi forma CYP pro metabolismus lé¢iv u lidi, byla vyrazné ovlivnéna
mikrobidlnim osidlenim s rozdilnym trendem u samcti a samic.

U GF skupiny samct nedoSlo k vyrazné zméné aktivity CYP3A v porovnani s SPF
skupinou, zatimco po kolonizaci GF mysi EcN byla aktivita snizena o vice jak 50 %
Vv porovnani s GF skupinou (ptiblizné€ o 75 % oproti SPF skupin€) (Obr. 11A).

Aktivita CYP3A u samic vykazovala stejny trend u jednotlivych skupin mysi, jaky byl
pozorovan v piipadé CYPIA. Doslo k vyraznému snizeni aktivity CYP3A v piipadé¢ GF
skupiny (témét o 70 %) oproti SPF skupiné. Naopak, aktivita CYP3A byla u GF mysi po
kolonizaci EcN srovnatelna s aktivitou u SPF mysi (Obr. 11B).
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Obr. 11: Enzymaticka aktivita CYP3A u SPF, GF a GF + EcN mysich (A) samcu a (B)
samic. Vzorky byly méfeny v triplikatech v mikrosomalni frakci pfipravené z jater 5 mysi
z kazdé skupiny. Stanoveni aktivity bylo opakovéano tfikrat. Vysledky jsou vyjadieny jako
prumér + SD z triplikati v jednotlivych méfenich. SPF, specific pathogenfree mysi s
normalni stfevni mikroflorou; GF, germ-free mysi postradajici sttevni mikrofloru; GF + EcN,

GF mysi osidlené probiotickou bakterii Escherichia coli Nissle 1917.
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Diskuze

Stievni mikrobiom zna¢né ovlivituje hostitelsky organismus a jeho dysbiéza ma za
nasledek fadu onemocnéni a metabolickych poruch®. Stfevni mikrobiota a jeji
metabolity zplisobuji zmény v genové expresi hostitele, véetné exprese gend pro jaterni
biotransforma¢ni enzymy>4. Cilem piedkladané bakalaiské prace bylo stanovit, zda ma
sttevni mikrobiom vliv na aktivitu biotransformac¢nich enzymu 1. faze, cytochromu
P450 (CYP) v jatrech mysich samct a samic. Pro posouzeni vlivu mikrobiomu byly
pouzity gnotobiotické mysi s pfesné definovanym slozenim stfevniho mikrobiomu,
my$i bezmikrobni (GF) a GF mysi osidlené probiotickou bakterii Escherichia coli
Nissle 1917 (EcN).

Vysledky experimentalni ¢asti ukazaly, ze enzymova aktivita CYP1A se nelisila
u GF samcl v porovnani s kontrolni SPF skupinou s normalni stfevni mikroflorou,
zatimco u samic doSlo vlivem bezmikrobniho stavu k vyraznému poklesu aktivity
CYP1A (Obr. 9AB). Stejny trend byl pozorovan u GF A SPF samcu také v pripadé
aktivity CYP3A (Obr. 11AB). Vysledky jsou v souladu s piedeslou studii, ktera
potvrdila vliv stfevniho mikrobiomu spolu s pohlavim na expresi a aktivitu nékterych
CYP v jatrech mysi®.

EcN je nepatogenni probioticky kmen, ktery vykazuje imunomodula¢ni Gc¢inky
bez toxického efektu. Jedna se o nejpodrobnéji studované a nejlépe dokumentované
probiotické 1éCivo soucasnosti, které je komercné dostupné, dobie tolerované
a bezpecné. Mize byt pouzito napiiklad pti 1é¢bé kolitidy, chronické zacpy nebo
syndromu drazdivého traéniku*®. Bylo také zjisténo, Ze soub&zné uzivané probiotikum
EcN mize modulovat farmakokinetiku 1é¢iva amiodaronu a zvySovat jeho biologickou
dostupnost®. Studie z roku 2017 ukézala, Ze kolonizace samcti GF mysi EcN
signifikantn¢ ovlivnila mRNA expresi Cypla2 a Cyp3all v jatrech v porovnani s GF
skupinou®. V souladu s témito vysledky, ziskana data piedkladané bakalaiské prace
ukazala vliv EcN kolonizace GF mysi na enzymovou aktivitu CYP1A a CYP3A. Vliv
EcN kolonizace byl pozorovan u samcti i samic, avSak s opaénym trendem (Obr. 9AB

a 11AB).
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Vzhledem k tomu, ze jsou enzymy podrodiny CYP1A a CYP3A zapojeny do
metabolismus Siroké $kaly cizorodych latek a 1é¢iv, mohou mit zmény v jejich aktivité
Klinicky dopad.

V piipadé aktivity CYP2A byl pozorovan vyrazny narist u obou
gnotobiotickych skupin (GF a GF + EcN) u samcu i samic oproti pfislusnym SPF
skupinam (Obr. 10AB). Z vysledkt vyplyva, ze enzymy podrodiny CYP2A mohou byt
velmi citlivé na zmény ve slozeni stfevniho mikrobiomu. Neddvna studie ukézala
dilezitou roli mikrobiomu v regulaci exprese mRNA Cyp2a5 a enzymové aktivité
CYP2A u samic mysi pii zanétlivych stavech*®. Za zminku stoji rozdil v efektu
kolonizace EcN (stejné jako v ptipadé CYP1A a CYP3A) u samct a samic na aktivitu
CYP2A (Obr. 10AB), coz ukazuje dilezitost pohlavi, pfi zvazeni intervenci cilenych

na mikrobiom béhem farmakoterapie.
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Z.aveér

Predkladana bakaléiskéa prace je zamétena na studium vlivu stfevniho mikrobiomu na
enzymovou aktivitu vybranych CYP v mikrosomalni frakci izolované z jater mySich
samcl a samic. Pro posouzeni vlivu mikrobiomu byly pouzity gnotobiotické mysi

s ptesné definovanym slozenim stfevniho mikrobiomu.

Ze ziskanych dat lze vyvodit nasledujici zavéry:

» Aktivita CYP1A a CYP3A byla vyrazné snizena u GF samic v porovnani
s kontrolni SPF skupinou

» Kolonizace GF mysi EcN ovlivnila vSechny vybrané aktivity CYP
V porovnani s GF skupinou u samct 1 samic

» Aktivita CYP2A byla vyrazn€ zvysena u obou gnotobiotickych skupin (GF
a GF + EcN) u samct 1 samic oproti ptisluSnym SPF skupindm

» Efekt kolonizace GF mysi EcN byl u vSech méfenych aktivit CYP opacny

U samct 1 samic oproti ptislusSnym GF mySim
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