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Abstrakt

Dihydromyricetin (DHM), také znam jako ampelopsin, je ptfirodni antioxidant nachazejici se
vrostling  Ampelopsis  grossedentata, pouzivani v tradiéni  ¢inské  medicing.
Dihydromyricetin vykazuje zdravi prospé$né ucinky, plsobi napf. antioxidacné,
alkoholem ¢i zmirnéni projevii kocoviny nebo abstinence.

Mechanismus pisobeni DHM na metabolismus ethanolu je dodnes nejasny. Tato bakalaiska
prace je proto zaméfena na studium vlivu DHM na metabolismus ethanolu in vivo a vliv
DHM na expresi cytochromu P450 2E1 (CYP2EL), ktery je jeden z hlavnich enzymi
ucastnicich se na odbouravani ethanolu v organismu.

Potkani samci byli jednorazové premedikovani ethanolem (EtOH) anebo ethanolem
v kombinaci s DHM a v krvi byla stanovovana koncentrace EtOH. MnozZstvi EtOH a
acetaldehydu v krvi jedinct svéd¢i, ze DHM neovliviiuje rychlost metabolismu EtOH.
Zaroven byl sledovan vliv DHM pfii opakovaném premedikovani EtOH. Skupina potkant
premedikovana DHM vykazovala pomalejsi metabolismus EtOH nez skupina opakované
premedikovana pouze EtOH. Nasledn¢ byl studovan vliv DHM na expresi CYP2EL. Z jater
potkanti byly pfipraveny mikrosomalni frakce. Metodou Western blot s néaslednou
imunodetekci byla zjiSténa zvySena exprese CYP2E1 v jaternich mikrosomalnich frakcich
subjektii opétovné vystavenych EtOH oproti subjektim vystavenych EtOH v kombinaci
s DHM. Tak byla potvrzena schopnost DHM snizovat obsah CYP2EI.

Klicova slova: flavonoid, MEOS, biotransformace



Abstract — Abstrakt

Dihydromyricetin (DHM), also known as ampelopsin, is a natural antioxidant found in the
plant Ampelopsis grossedentata, traditionally used in Chinese medicine. Dihydromyricetin
exhibits health-benefiting activities. Besides its antioxidative, anti-inflammatory, anticancer,
and antimicrobial effects, it is said to suppress intoxication by alcohol and mitigate the
symptoms of hangover and abstention.

The mechanism of the activity of DHM on the metabolism of ethanol has not been fully
explored. Thus, the focal point of the presented thesis was to explore the effect of DHM on
the expression of CYP2EI, one of the major enzymes participating in the metabolism of
ethanol in organisms.

Male rats were administered with ethanol (EtOH) or ethanol in combination with DHM, and
the EtOH concentration of the blood was determined. The amount of EtOH and acetaldehyde
in the blood of individuals indicates that DHM does not affect the rate of EtOH metabolism.
Subsequently, the effect of DHM on repeated premedication of EtOH was monitored. The
group of rats treated with DHM showed a slower metabolism of EtOH than the group solely
premedicated with EtOH. Ultimately, the effect of DHM on CYP2E1 expression was studied.
Microsomal fractions were prepared from the rat livers. By use of Western blotting with a
following immunodetection, elevated levels of CYP2E1 were detected in the microsomal
fractions of rats exposed to EtOH alone in opposition to rats exposed to EtOH in combination

with DHM. Thus, the ability of DHM to reduce CYP2E1 was confirmed.

Key words: flavonoid, MEQOS, biotransformation
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Elektronovy transportni fetézec
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Ethylester mastné kyseliny
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Glykogensynthasakinasa-3f3
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MnSOD Superoxiddismutasa (s Mn)
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1 Teoreticky uvod

1.1 Ethanol

Ethylalkohol (C2HsOH), zvany ethanol, patfi do tfidy organickych slouc¢enin nesoucich
obecny néazev alkoholy. Ethanol slouzi v primyslu jako rozpoustédlo, pfi syntéze jinych
organickych slou€enin, nebo jako ptisada do automobilového benzinu. Ethanol je také
intoxikacni slozkou mnoha alkoholickych napojt. Je to nejbéznéji pouzivana navykova latka.
Vliv alkoholu na organismus je individudlni. Zavisi na véku, pohlavi, zdravotnim a duSevnim
zdravi a zneuzivani jinych navykovych latek. Nadmérna konzumace vede ke kratkodobym
ale 1 dlouhodobym skodlivym ucinkiim. Mezi kratkodobé Skodlivé uc¢inky patii ospalost,
nevolnost, zvraceni, prijem, dychaci potize, potize s teci, zkreslené¢ vidéni a sluch.
Dlouhodobé uzivani alkoholu zvySuje riziko chronického zanétu jater, onemocnéni jater,
podvyzivu a alkoholismus. Zptisobuje travici problémy, ovliviiuje tvorbu enzymi
endokrinnich zlaz, co vede k pankreatitidé [1]. Alkohol také poskozuje centralni nervovou
soustavu a mize zpusobit trvalé poSkozeni mozku. Ovliviiluje mozkové neurony nékolika
zpusoby. Dokaze ménit jejich membranu, iontové kanaly, enzymy a receptory. Ethanol se
vaze piimo na receptory pro acetylcholin, serotonin, kyselinu y-aminomaselnou (GABA) a

N-methyl-D-aspartat a ovliviiuje jejich funkei [2].
1.2 Metabolismus ethanolu

Ethanol miize byt v téle metabolisovan dvéma riznymi cestami: oxida¢ni a neoxidacni.
Hlavnim mistem metabolismu ethanolu jsou jatra. Nicméné je znamo, Ze zaludek také

prispiva k tzv. metabolismu prvniho prichodu.
1.2.1 Oxidaé€ni cesta metabolismu ethanolu

Oxida¢ni metabolismus ethanolu se uskuteciiuje v jatrech a v cytosolu hepatocytl. Zde se
ethanol metabolisuje enzymem alkoholdehydrogenasa (ADH). Metabolismus ethanolu
s ADH produkuje vysoce reaktivni a toxicky acetaldehyd, ktery mlZe ptispivat k poskozeni
tkané.

Oxidace ethanolu se také ucastni mikrosomalni systém oxidujici ethanol (MEOS). Jedna se
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o systétm zalozeny na cytochromu P450 (CYP), ktery se pirevazné nachazi
v endoplazmatickém retikulu. Enzym CYP2EI zodpovida za piiblizné 10 % celkového
metabolismu ethanolu [3]. Pfi chronickém alkoholismu, nebo pfi zvySené koncentraci
alkoholu, je indukovana tvorba CYP2E1. To vede ke zvySené mife oxidace ethanolu na
acetaldehyd a také generovani ROS, které ptispivaji ke stresu endoplazmatického retikula
[4]. Studie naznacuji, Ze individudlni citlivost na ethanol a nasledny rozvoj patologii mohou
souviset s rozdilem v katalytické aktivit¢ CYP2EIL. Studie in vitro s lidskymi mikrosomy
prokazaly pozoruhodnou interindividudlni variabilitu jak hladin proteinu, tak katalytické
aktivity CYP2E1 [5, 6].

Katalasa je enzym, ktery se nachazi na peroxisomech, a ptfedevsim rozklada peroxid vodiku
na kyslik a vodu. Také hraje mensi roli v oxidaci ethanolu na acetaldehyd. Inhibice tohoto
enzymu sniZuje rychlost oxidace ethanolu na acetaldehyd, napf. v mozku [7].

Naslednd  oxidace  aldehydu se  uskute¢iiuje v mitochondriich  enzymem
aldehyddehydrogenasou (ALDH). Acetaldehyd se oxiduje na acetat za soucasné redukce
NAD" na NADH, ktery miZe byt znova oxidovan mitochondridlnim elektronovém
transportnim fetézci (ETC) [8, 9]. Acetat je dale uvolnén do krevniho tecisté, kde se miize

dal metabolisovat na oxid uhli¢ity, vodu nebo se ucastnit biosyntézy mastnych kyselin [3].
1.2.2 Neoxidativni metabolismus ethanolu

Neoxidativni metabolismus ethanolu tvoii pouze zlomek celkového metabolismu ethanolu a
ma primarné dve cesty. Ethanol je neoxidativné metabolisovan reakci s mastnymi kyselinami
za vzniku ethylesterii mastnych kyselin (FAEE). Dalsi neoxida¢ni cestou je tvorba
fostatidylethanolu. Tato cesta vyzaduje enzym fosfolipidasu D (PLD) [10], ktera Stépi
fosfolipidy, primarné fosfatidylcholin, za vzniku kyseliny fosfatidové. PLD ma vysokou
Michaelisovu konstantu pro ethanol. To znamend, Ze enzymaticka reakce pro tvorbu
fosfatidylethanolu nastdvd az pii vysokych koncentracich ethanolu. Pfi produkci
fosfatidylethanolu enzymem PLD se inhibuje tvorba kyseliny fosfatidové a dochazi
k naruSeni bunécné signalizace [11]. Fosfatidylethanol se vylucuje pomaleji nez samotny
ethanol a mlZe se akumulovat v télesnych tekutinach a tkanich. Tato vlastnost d¢la
fosfatidylethanol biomarkerem, ktery umoziuje retrospektivni stanoveni pfijmu ethanolu, 1
kdyZ uZ samotny ethanol v organismu neni pfitomen [11].

Oxida¢ni a neoxidacni cesta metabolismu ethanolu jsou vzajemné propojeny. Ovlivnéni
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oxidace ethanolu slou¢eninami, které inhibuji ADH, CYP2EI anebo katalasu, vede ke
zvySeni neoxida¢niho metabolismu ethanolu a ke zvySené produkci FAEE v jatrech a

pankreatu [12].
1.3 Flavonoidy

Flavonoidy (z latinského slova flavus) jsou fenolické sekundarni metabolity rostlin. Tyto
slouc¢eniny se fadu let vyuzivaji v tradi¢ni medicing. Zakladni struktura flavonoida je na

obrazku ¢. 1.

Obrazek ¢. 1 — Zakladni struktura flavonoidi: difenylpropanovy skelet. Kostra flavonoida
sestava s 15 uhlikového skeletu, ktery se sklada ze dvou fenylovych kruhti (A a B) a
heterocyklického kruhu (C). Obrazek byl vytvoien v programu Paint Tool Sai 1.1.0

Ve vétsing pripadi se kruh B pfipojuje k poloze 2 kruhu C, ale mize se také vazat do polohy
3 nebo 4. Spolecné se strukturdlnimi rysy kruhu B, glykosylaci a hydroxylaci vSech tii kruhd,

v

jsou flavonoidy jednou z nejvétSich a nejrozmanitéjSich skupin fytochemikalii.
1.3.1 Antioxidacni u€inky flavonoid

Primarné antioxidanty plisobi zpozdénim, prevenci nebo odstranénim oxida¢niho poskozeni.
Antioxidacni vlastnosti flavonoidli zahrnuji vychytavani volnych radikald, chelataci kovi,

inhibici enzymi tvoficich radikaly nebo stimulaci antioxida¢nich enzyma v organismu.
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Nejlépe popsana antioxidacni vlastnost flavonoidd je odvozena z jejich schopnosti pfimo
vychytavat reaktivni formy kysliku (ROS). Flavonoidy dokézou okamzit¢ vazat volné
radikaly donaci atomu vodiku, nebo jednoduchym elektronovym pienosem [13]. Dalsi
mozny mechanismus pusobeni flavonoida zahrnuje chelataci prechodnych kovi. Flavonoidy
mohou chelatovat pfechodné kovy, nebo se vazat pifimo na uréity iont kovu. Timto
mechanismem zabranuji tvorbé ROS. N¢ekteré flavonoidy maji schopnost chelatovat stopové
prvky jako Fe?" a Cu’, které hraji Zivotné dtileZitou roli v metabolismu kysliku a tvorbé
volnych radikalii [14]. Kromé jiz zminénych zptsobu flavonoidy mohou také pisobit jako
intracelularni antioxidanty skrze inhibici enzymua tvoficich volné radikaly, napf.
xantinoxidasa, lipoxygenasa, proteinkinasa C, cyklooxygenasa, mikrosomalni
monooxygenasa, sukcinatoxidasa a NADPH-oxidasa [13]. V neposledni fadé mohou
flavonoidy pulsobit jako induktory wvnitinich antioxidacnich enzymi, jako jsou napf.
UDP-glukuronosyltransferasa, N-acetyltransferasa, sulfotransferasa, methyltransferasa [13].
Nespocet vyzkumt (in vitro a in vivo) zkoumalo korelaci mezi strukturou ptirodnich
flavonoidi a jejich antioxidacni aktivitou. Charakteristické strukturni vlastnosti souvisejici
s antioxida¢nimi schopnostmi flavonoidl jsou: hydroxylové skupiny na kruhu A (oznaceno
C, viz obrazek €. 2, str. 14), dvé hydroxylové skupiny na kruhu B v ortho poloze (oznaceno
A, viz obrazek €. 2, str. 14), 2,3-nenasycend vazba v kombinaci s 4-keto-skupinou na kruhu

C (oznacené B, viz obrazek €. 2, str. 14) a O-methylace [15].
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Obrazek ¢. 2 — Shrnuti vztahiu struktury flavonoidu a jejich antioxidacnich vlastnosti.
Prevzato z [16].

Volné hydroxylové skupiny jsou donory vodiku a radikdlové molekuly funguji jako
akceptory vodiku. Tim dochazi ke stabilizaci radikalti a vytvofi se relativné stabilni
flavonoidovy fenoxyl radikal. Nasledné¢ muze tato struktura reagovat s dalSim radikalem
(alkoxyl (RO*)) a tim zaujmout stabilni chinonovou strukturu. Pfitomnost hydroxylovych
skupin 3-OH a 5-OH zvySuje schopnost flavonoidl vychytavat a absorbovat volné radikaly.
Ptitomnost skupin 3'-OH a 4'-OH na kruhu B poskytuje vysokou stabilitu flavonoidovym
fenoxilovym radikalim [16]. Kromé hydroxylovych skupin nékolik studii ukazalo dalezitost
C2-C3 nenasycené vazby v kombinaci s pfitomnosti 4-keto-skupiny. Neptfitomnost jedné
z téchto charakteristik zplisobuje vyrazné mensi antioxidacni aktivitu [17]. Dalsi struktura,
ktera zvysSuje antioxida¢ni aktivitu flavonoidu, je O-methylace. Rozdily mezi antioxida¢ni
kapacitou u flavonoidi jsou zejména zptisobeny rozdily v hydrofobicité a planarité¢ molekuly.
Vyzkum skupiny Wen X., et al. [18] ukdzal, Ze flavony s methylovou skupinou byly
metabolicky stabilnéjsi a 1épe se absorbovaly pfes monovrstvu bunék adenokarcinomu
lidského tlustého stieva ve srovnani s jejich nemethylovanymi analogy. Tento vyzkum také

naznacil, Ze diky methylaci flavonoidy odolaji i jaterni biotransformaci.

1.4. Reaktivni formy kysliku

Molekuly volnych radikall, predev§im reaktivni formy kysliku (ROS) jsou také definovany
jako reaktivni kyslikové radikéaly a také jako neradikalové derivaty kysliku [19]. Existuje
nékolik druht ROS, jako napf. superoxidovy aniont (O2), singletovy kyslik (O2), peroxid
vodiku (H20:) a vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (-OH). Mezi endogenni druhy ROS
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patii peroxid vodiku a superoxidovy aniont, které se vyskytuji v mitochondrialnim dychacim
fetézci. Kromé toho mezi extracelularni zdroje ROS ftadime ultrafialové svétlo (UV),
ionizujici zéfeni, xenobiotika a zneCiStujici latky [20]. Oxidacni poskozeni vyvolané
volnymi radikaly se oznacuje jako oxidacni stres. Oxidacni stres je spojen s nékolika
degenerativnimi chorobami, jako jsou osteoartritida, rakovina, cukrovka ¢i onemocnéni
kardiovaskularniho systému. K oxida¢nimu stresu dochazi, pokud je rovnovaha mezi
produkci ROS a endogennim antioxidaénim obrannym mechanismem zmeénéna. Nadbytek
ROS ovlivituje makromolekuly jako DNA, proteiny, a lipidy. V dasledku toho mtize dojit
k denaturaci proteinti, mutaci DNA, inhibici enzymt, zménam fluidity a struktury membran.
Avsak ROS nemusi byt vzdy Skodlivé. V ptipadé, Ze urovenn ROS se drzi pod kontrolou,
mohou fungovat jako intracelularni poslové a ptispivat k spravné funkci imunitniho systému

[21].
1.4.1 Tvorba reaktivnich forem kysliku

K produkci superoxidu dochazi pomoci jednoelektronové redukce molekularniho kysliku.
Poté se superoxid pifevede na peroxid vodiku plsobenim mitochondrialniho enzymu,
superoxiddismutasy zavislé na manganu (MnSOD), nebo formy diatomického kysliku [22].
Peroxid vodiku je pomérné nereaktivni, ale hraje roli ve Fentonové reakci. Vytvaii radikaly,
které mohou poskozovat strukturu bun¢k a molekul. Haber a Weiss v roce 1934 piedstavili
reakci superoxidu s peroxidem vodiku za vzniku hydroxylovych radikalt:
.05 + Hy0, =+ OH + OH™ + 0, [23]

Hydroxylové radikaly mohou byt také tvoieny reakcemi s kyselinou chlornou, ktera je
produkovana myeloperoxidasou [24].

Existuje mnoho enzymatickych drah, kterymi mohou byt ROS v butice generovany. VétSina
cest zahrnuje pocatecni produkei superoxidu, coz jak jiz bylo uvedeno, vede k produkci jesté
reaktivnéjSich sloucenin. Ackoli n€které enzymatické systémy vytvareji superoxid, napft.
NADP oxidasy, ROS také vznik4 v anaerobni respiraci bunék. Zde je superoxid vedlejSim
produktem zpracovéani kysliku. Jeho hlavnim zdrojem generovani je ATP synthasa a
elektronovy transportni fetézec (ETC), ktery se skladd ze tfi komplexi. Elektronovy
transportni fetézec funguje pomoci pienosu elektront prostfednictvim fady elektronovych
pienaSeci. Prenos elektronll je spojen s uvolnénim protont (H") do mezimembranového
prostoru mitochondrie, ¢imz se vytvori elektrochemicky potencial, Ap, ktery miize byt vyuzit
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k syntéze ATP [8]. Pokud dojde k tiniku elektroni z komplexii, mohou dané elektrony
redukovat kyslik na superoxid. Prvni komplex v ETC obsahuje flavinovy mononukleotid.
Jedna se o hlavni misto produkce superoxidii. Elektrony se piendsi z NADH na FMN. Poté
dochazi k prenosu elektronii pies FeS klastr k mistu redukce CoQ [25]. Superoxid se tvoti
pii redukci FMN na FMNH,. Mira redukce FMN zavisi na poméru NADH/NAD", pfi¢emZ
vys$§i pomér odpovida vétsimu mnozstvi redukovanych FMN [26]. Tieti komplex v ETC
zastava vyznamnou funkci pii tvorbé superoxidu. Komplex III je mistem, kde jsou elektrony
pienaseny z CoQ na cytochrom c. Zmény v Ap, nebo 1 redukcni stav CoQ, stejné jako vazba
inhibitoru antimycin pfispiva k produkei superoxidu v komplexu III [8].

Pti inhibici Komplexu I po pfidani 2-oxoglutardtu vysokou hladinu superoxidu generuje
enzymem a-ketoglutaratdehydrogenasa. Enzym obsahuje flavinovou podjednotku a vyuziva
elektrony vzniklé pii redukci NAD™, které Komplex I nedokaze pouzit [27].

Cytochrom P450 (CYP) je dal§im enzymem v mitochondriich, ktery mize vyrabét ROS.
Cytochrom P450 katalyzuje monooxygenasove reakce, jenz vyzaduji elektrony z NADH.
Tyto elektrony mohou ,,uniknout a reagovat s diatomickym kyslikem za tvorby superoxidu
[28].

Mitochondrialni respirace neni jedinym zdrojem ROS. Dal§imi zdroji mohou byt enzymy
nikotinamidadenindinukleotidfosfatoxidasa (NADPH-oxidasa), xantinoxidoreduktasa a
myeloperoxidasa [29]. NADPH-oxidasa funguje jako vicepodjednotkovy enzym, ktery
prostiednictvim elektronii prenesenych z NADPH muze redukovat kyslik na superoxid.
Xantin-oxidoreduktasa ma dvé vziajemné zaménitelné formy, xantindehydrogenasu a
xantinoxidasu. Ob¢ formy jsou nezbytné pro katabolismus purinti. Oxiduji hypoxantin na
xantin a ten pak aZ na kyselinu mo¢ovou. Xantindehydrogenasa oxiduje NADH na NAD",
zatimco oxidasa dokaze produkovat superoxid a peroxid vodiku z diatomického kysliku.
Vyznamnou funkci ma myeloperoxidasa, jez se vyuZiva k produkci kyseliny chlorné (HCIO).
Kyselina chlorna je klicovym meziproduktem pii tvorbé mnohych ROS a patii mezi velmi
reaktivni slouceniny. Miize reagovat se superoxidem za vzniku hydroxylovych radikald,
anebo s peroxidem vodiku za vzniku singletového kysliku [24]. Kyselina chlorné se také
podili na rOznych bunéénych reakcich. Iniciuje peroxidaci lipidi anebo oxidaci

sulfhydrylovych a thioetherovych skupin na proteinech [24].
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1.4.2 Priznivé ucinky reaktivnich forem kysliku

Po dlouhou dobu se piepokladalo, ze ROS patii mezi latky vyhradné toxické. Tyto latky byly
spojeny se starnutim, karcinogenezi, neurodegeneraci, ateroskler6zou a cukrovkou. Nicméné
ROS jsou nezbytné pro udrzovani redoxni homeostdzy v organismu a spravné funkce
kardiovaskularniho a imunitniho systému. Pokud dojde k piekroc¢eni urovné ROS, s kterou
se organismus jiz nedokdze vyrovnat, dojde k oxida¢nimu stresu. Na druh¢ strané, pokud
urovent ROS bude pfili§ nizkd, dojde k redukénimu stresu, ktery muze také vést k rade
onemocnéni jako rakovina nebo kardiomyopatie [30]. Uroveii ROS pro udrZeni optimalni
urovné redukéniho stavu v organismu se nazyva tzv. ,,redoxni okno* [33]. Redoxni regulace
je nezbytna pro udrzovani spravnych signaliza¢nich procest. Tyto redoxni reakce obvykle
znamenaji interakci ROS s aminokyselinou cystein na proteinech. ROS moduluje buné¢nou
proliferaci, drahy k zajiSténi spravné regulace buniky a programovanou bunéénou smrt. ROS
aktivuje kinasy jako cGMP-dependentni proteinkinasu (PKG) anebo proteinkinasu A (PKA),
coz vede k apoptoze buitkky. Kromé toho miize také inhibovat proteinové fosfatasy oxidaci
cysteinu. Diky tomu zabranuje jejim inhibicnim u¢inkim v signalizaci mitogenem
aktivované proteinkinasy (MAPK). Dochézi k oxidaci protein-tyrosinfosfatasy (PTP) a
inhibici  ROS. Timto procesem se udrzuje optimalni tUroven ruastového faktoru.
Tyrosinfosfatasa se aktivuje fyziologickou hladinou H>O» cestou oxidace cysteinu na
kyselinu sulfenovou, ale pfili§ vysokd koncentrace ROS oxiduje cystein na kyselinu
sulfinovou. To mize vést k nevratné modifikaci katalyzujiciho cysteinu a uplné inaktivaci
fosfatasy [31]. Dalsi vyznamna signalizacni draha, ktera je zavisla na fosfoinositid-3-kinase
(PI3K), je také regulovana ROS. Produkty ROS aktivuji antioxida¢ni geny, které pomahaji
organismu udrzovat si optimalni hladinu ROS. Jednim zgend je redoxni faktor-1
endonukleasi (Ref-1). Kdyz je cytoplazmaticky Ref-1 vystaveny oxidativnimu stresu se
pfesune do jadra kde interaguje s transkripcnimi faktory, které dale iniciuji antioxidacni
ochranny systém [32]. Mnoho z téchto redoxnich regulacnich cest se zkouma pro dopady
ROS na rist kolateralnich krevnich cév. Tedy jednd se o hlavni oblast vyzkumu cévnich
onemocnéni, napt. periferni cévni onemocnéni, ischemicka srde¢ni choroba. Pfedmétem
studii ROS v koronarnim kolateralnim riistu byla excesivni hladina ROS a zvySeny oxida¢ni
stres, které inhibuji rist kolateralu. Na opacné strané€ spektra, pfili§ nizka hladina ROS a tim

zpiisobeny redukéni stres rovnéZ inhibuji rist korondlnich kolaterald. DileZitou roli hraji
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ROS pfii angiogenesi jako prostiednik rustovych faktorti a také jako spousSté¢ migrace a
proliferace endotelialnich bun¢k [34]. Nerovnovaha v uvedené redoxni homeostdzi mize mit
i pozitivni dopad. KdyZ organismus utrpi akutni trauma, jako napf. krvéaceni, aktivuje se
renin-angiotensin-aldosteronovy systém a télo zacne vyrabét angiotensin II. Angiotensin II
pomaha zazit krevni cévy a tim zvySuje tlak [23]. Angiotensin II aktivuje NADPH-oxidasu
v bunikach hladkého svalstva a tim zahajuje tvorbu superoxida [35].

Cévni bunky hladkého svalstva vyzaduji ROS pro vhodny rast. Rustovy faktor desticek
(PDGF) a trombin jsou agonisté pomahajici proliferaci bunck, oba vyZaduji ROS pro zesileni
signalizace vedouci ke stimulaci ristu bunck [36].

Reaktivni formy kysliku maji také dulezitou roli v imunitnim systému. Vrozend imunita
vyuziva makrofagy, neutrofily a dendritické buiiky. Tyto buniky maji specifické receptory
na rozeznani cizich struktur, jako jsou napt. bakterie & viry. Cast vrozeného imunitniho
systétmu vyuziva fagocytozu. Reaktivni formy kysliku pomahaji rozkladat cizorodé
struktury. Produkce ROS probiha ve fagocytujici buniky pomoci NADPH-oxidasy [30]. Pti
navazani cizi latky na receptor se pies fagocytujici bunky néasledné spousti tvorba ROS [36].
Chronické granulomat6zni onemocnéni (CGD) patii mezi vzacné dédicné onemocnéni,
u n¢hoz dochazi k poskozeni NADPH-oxidasy. V dusledku toho je produkce ROS narusena
a organismus se stavd nachylnéjsim k infekci (napt. zanétu plic nebo osteomyelitid¢).
Imunita lidi trpicich CGD neni schopna bojovat s infekci a tvofi kolem lozisek infekce
granulomaty. LéCba probiha prostfednictvim antibakteridlni, antimykotick¢ a

imunomodulacni terapie [37].
1.4.3 Negativni u€inky reaktivnich forem kysliku

Jak jiz bylo zminéno, nadmérné mnozstvi ROS v organismu zplsobuje naruSeni homeostazy
a miiZze vést k patologiim od autoimunitnich chorob az po kardiomyopatie. V buiice existuje
mnoho cytosolickych, extracelularnich a mitochondridlnich zdroji ROS. Men$i mnoZstvi
ROS organismus vyuZziva v riiznych metabolickych drahach. Mirn€ zvySena produkce ROS
nadmérnéd produkce ROS se stava patologickou a miiZze vést k mitochondrialni a bunécné
apoptoze prostiednictvim aktivace komplexu apoptosomu. Interakce apoptozu aktivujiciho
faktoru (APAF-1) s mitochondridlnim cytochromem c¢ hraje zasadni roli v aktivaci

apoptosomu, jenz déale vede k aktivaci apoptotickych caspas. Zda burnika vstoupi do stavu
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zanétu, nebo nastane bunécna apoptdza, zavisi na mnozstvi mitochondridlnich ROS v burice.
Nadprodukce ROS zptisobi zanétlivd onemocnéni, jako je revmatoidni artritida, roztrouSena
skler6za nebo ateroskleroza, a to prostfednictvim nadmérné aktivace MAPK [38]. Vyssi
produkce ROS miuze byt zpiisobena enzymy, jako je napf. myeloperoxidasa (MPO).
Myeloperoxidasa, patfici do podrodiny peroxidas, produkuje kyselinu chlornou z H>O,.
Myeloperoxidasa se vyskytuje v neutrofilech a monocytech. Miize byt aktivovana pfi
cytotoxické reakci pro zabijeni patogenti a bakterii tzv. respiracni vzplanuti. Nadmérna
produkce HCIO ovSem miize zplsobit oxida¢ni poskozeni, apoptozu a zanétlivé onemocnéni.
Z klinického hlediska, nadmérna produkce ROS prosttednictvim MPO se projevuje produkci
nitrotyrosinu v endotelialnich oblastech zanétu, zhorSenim NO-dependentni vazodilatace,
inaktivaci neutrofilnich granulocyti béhem zanétu a prodlouzenim doby trvani respira¢niho
vzplanuti. Tato poskozeni jsou patrna v onemocnénich souvisejicich s defekty MPO, jako je
aterosklerdza, porucha tvorby krevnich desticek, roztrouSena aterosklerdza a Alzheimerova
choroba [24].

KdyzZ produkce ROS vstoupi v buiice nad bazalni troven nezbytnou pro bunécnou signalizaci
a transdukci, buiitka mé potiebu se zbavit nadbytecného mnozstvi ROS. Burnka si vyvinula
antioxida¢ni mechanismy pro vychytavani mitochondridlni ROS a vraceni bunky do jejiho
fyziologického stavu. Jeden ztéchto mechanismii vyuziva enzym superoxiddismutasu
(SOD), ktera se sklada s tii isoforem: cytoplazmatickd Cu/Zn superoxiddismutasa (SOD1),
mitochondrialni superoxiddismutasa dependentni na manganu (SOD2) a extracelularni
Cu/Zn superoxiddismutasa (SOD3). Superoxiddismutasy katalyzuji reakci O2 na H,O,. Ten
se dale redukuje na vodu pomoci glutathionperoxidasy a katalasy. SODI1 obsahuje méd’
na svém aktivnim miste. Pii nespravném skladani enzymu nebo strukturalnich zménéach
zpusobenych mutaci se piistupnost a reaktivita katalytické médi zvySuje. Tyto zmény mohou
vést ke tvorbé vysoce toxickych ROS, které pfispivaji k rozvoji amyotrofické lateralni
sklerozy (ALS) a neurodegenerativniho onemocnéni, kterd postihuje neurony [38]. Isoforma
superoxiddismutasa 2 (SOD2) neboli mangan-dependentni dismutasa se nachazi ve vnitini
mitochondridlni membrané a preménuje toxické superoxidové anionty produkované
mitochondridlnim elektronovym transportnim fetézcem na H2O: a diatomicky kyslik [39].
Tato funkce SOD2 umoziuje buiice zbavit se ROS, a tak piedejit patologiim a bun&cné smrti.

Tteti isoforma superoxiddismutasy téz katalyzuje superoxidovy aniont na peroxid vodiku.
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Na molekularni trovni nadmérnd exprese SOD3 snizuje koncentraci aniontll superoxidu a
aktivuje mitogen kindsy [40].

Jak jiz bylo zminéno, za fyziologickych podminek se ROS odstrafiuji pomoci SOD. Pokud
jsou vsak ROS syntetizovany v té€sné blizkosti NO, mtize se spontanné tvorit toxicky radikal
peroxynitrit (ONOO"). Peroxynitritové radikdly mohou voln¢ prochazet bunécnymi
membranami; aniontovymi kandly nebo pasivni difuzi. Selektivné reaguji v buiice nitraci
tyrosinovych zbytkd na proteinech [41]. Pfitomnost vzniklych nitrotyrosini miize ménit
konformaci a funkci proteind, jako jsou napt. neurofilamenty a aktin, coz vede k patologiim,
jako ateroskleroza, ischemie myokardu a syndrom drézdivého tracniku [41]. Peroxynitrity
téz oxiduji hemové skupiny proteint jako hemoglobin, myoglobin anebo cytochrom c [42].
Déle mtiZze peroxynitrit poskozovat DNA oxidaci bazi DNA a tim pfispét k apoptdze buiiky.
Béhem reperfuze anebo zanétu mitochondrie produkuji vyssi mnozstvi NO, ¢imz dochazi
k inhibici komplexu IV v elektronovém transportnim fetézci a zvySeni Uniku elektroni
s naslednou tvorbou superoxidu a peroxynitritu. ZvySena produkce ROS nésledné zpiisobuje
mitochondrialni oxidac¢ni poSkozeni a také zvySuje pocet pfitomnych volnych radikala [29].
V patologickém stavu se kviili nadmérné produkci ROS NO méni na ONOO", zapfticinujici
endotelialni dysfunkci. Pokles koncentrace NO naruSuje vazodilataci zavislou na endotelu,
coz vede k dlouhodobym kardiovaskularnim potizim. Tato dysfunkce cévniho endotelu je
spojend s patologiemi jako hypertenze, preeklampsie, aterosklerdza a ischemickd srdecni
choroba [43].

Nadmérné mnozstvi ROS maé také negativni dopad na posttranslacni modifikaci proteint, jak
u vratnych, tak 1 nevratnych oxida¢nich modifikaci. Bylo pozorovéano, ze reakce ROS se
zbytky aminokyselin vede ke starnuti a dysfunkci proteint. Jak jiz bylo uvedeno tyto
posttransla¢ni modifikace se nejCastéji vyskytuji na thiolové funkéni skupiné (-SH),
na cysteinovych zbytcich. Atom siry na thiolové skupiné umoziuje oxidaci cysteinu
na kyselinu sulfenovou, sulfinilou nebo sulfonovou [44]. Bylo zjisténo, ze nitrosylace
cysteinovych zbytkli ROS chrani proteiny pfed oxidativnim stresem a dalSim oxida¢nim
poskozenim, mize dokonce urychlit ¢as zotaveni. Na druhé strané€ glutathionylace pomoci
ROS je spojena s neurodegenerativnimi a kardiovaskularnimi nemocemi. Sulfenylace je
vysoce reaktivni a nestald modifikace proteintl, kterd je spojena s ireverzibilnim oxida¢nim

poskozenim a apoptézou buniky. Mezi jiné modifikace patii také karbonylace a fosforylace
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[45]. Tyto modifikace mohou zménit polaritu aminokyseliny a tim modulovat pienos
bunééného signalu a zménu v interakci s kovovymi kofaktory. Béznym piikladem muize byt
inaktivace membranovych proteini, jako jsou pienasete glukosy nebo Na“”K'-ATPasy.
Inhibice téchto pfenasecti mize vést k neurodegenerativnim porucham. Dodatecné se také
muze vyskytnout oxidace methioninovych zbytki na sulfoxid, jenz vede

ke snizeni bunécné signalizace a nasledné fosforylace [45].
1.5 Dihydromyricetin

Dihydromyricetin (DHM), znamy také pod nazvem ampelopsin, patii do skupiny flavonoidi.
Tato latka byla izolovana z rostliny Ampelopsis grossedentata, ktera roste na jihu Ciny.
A. grossedentata se pouziva v tradicni v ¢inské medicing€ k 1écbé pyretické horecky, kasle,
bolesti hltanu a hrtanu a. Dale se vyuZziva pfi prevenci a 1écbé nefritidy, hepatitidy, halitozy
a polyorexie [45]. Nedavné studie prokazaly, ze DHM vykazuje fadu zdravi prospé$nych

w1

pusobi jako modulator enzymil tiCastnicich se metabolismu lipidt a glukosy.
1.5.1 Chemické viastnosti dihydromyricetinu

Dihydromyricetin vykazuje pomérné nizkou biologickou dostupnost coz omezuje jeho
potencialni 1é¢ebné aplikace. Rozpustnost DHM se zvySuje zahtatim, napt. z 0,2 mg/ml pfi
25 °C na 0,9 mg/ml pti 37°C. Rozpustnost DHM také pozitivné koreluje s koncentraci
hydroxypropyl-B-cyklodextrinu, PVP K30 a PEG6000 [46]. Pfi acylaci DHM vznika
dihydromiricetin-16-acetat ktery ma desetkrat vyssi rozpustnost v lipidech nez DHM [47].
Nizka biologicka dostupnost DHM téz souvisi s jeho nizkou stabilitou. Dihydromyricetin se
pii plisobeni svétla, pH, pepsinill a pankreatinovych enzymi rozklada. Metabolity flavonoidi

obvykle vznikaji hydrolyzou, §t€penim kruhu a redukci [48].
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Obrazek ¢. 3 — Struktura dihydromyricetinu. Prevzato a upraveno z [48].
1.5.2 Uginky dihydromyricetinu na oxidaéni stres

Oxidacni stres se oznacuje jako stav nerovnovahy bunéné homeostdzy, charakterizovany
jako nadprodukce reaktivnich forem kysliku, které pretézuji antioxidacni systém organismu.
Jak jiz bylo zminéno vyse, nadmérné mnozstvi ROS pfispiva k mitochondrialn¢ dependentni
apoptoze. V nedavnych studiich byla dokézana schopnost DHM chranit mezenchymalni
kmenové buiiky vychytavanim radikala [49]. Antioxida¢ni u¢inky DHM byly také potvrzeny
ve vyzkumu antioxidacnich G¢inkt extraktl rostliny Ampelopsis grossedentata v s6jovém
oleji a vafeném mletém hovézim mase [50]. Nadmérné mnozstvi ROS plisobi jako
dominantni faktor pfispivajici k fibréze myokardu. Srdecni fibroblast se aktivuje
vazokonstrikénim peptidovym hormonem, angiotensin II. Jak jiZ bylo zminéno, angiotensin
II zvySuje tvorbu ROS aktivaci NADPH-oxydasy. Dihydromyricetin snizuje hladiny ROS a
biomarkeru malondialdehydu (MDH), utlumuje expresi lidského neutrofilniho cytochromu
b, p22Ph°* (podjednotka NADPH-oxidasy) a stimuluje celkovou antioxidaéni kapacitu [51].
Prebytek ROS v organismu také koreluje s neurodegenerativnimi chorobami. Kyselina
3-nitropropionova muze vyvolat motorickou dysfunkci ¢ poruchy uceni a paméti
prostiednictvim hyperprodukce ROS. Dihydromyricetin obnovuje metabolické abnormality
ve striatu, podporuje expresi antioxida¢niho systému a inhibuje mitochondridlné zavislou

apoptézu [52]. Poruchy paméti jsou také zpiisobeny hypobarickou hypoxii, kterd casto
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vyvolava oxidacni stres v mozku. Bylo prokdzano, ze DHM potlacuje produkci ROS a
zmirfiuje peroxidaci lipid v hipokampu. Také podporuje mitochondridlni biogenezi a
zlepSuje funkci mitochondrie. Krom¢ toho DHM chréni neurony pied hypobarickou hypoxii
snizenim oxida¢niho stresu vyvolaného signalizaci Sirt3-FOXO3a [53]. Oxidativni stres
byva povazovan za kriticky faktor, ktery souvisi s nefrotoxicitou vyvolanou cisplatinou.
V lidskych bunkach ledvin HK-2 DHM chrani pted timto typem nefrotoxicity, a to redukci

oxida¢niho zanétlivého stresu [54].
1.5.3 Protirakovinna aktivita dihydromyricetinu

Vyssi hladina ROS a oxidacni stres pozitivné koreluji s karcinogenezi. Dihydromyricetin
muze potencidlné regulovat bunéfnou smrt prostfednictvim regulace tvorby ROS.
Dihydromyricetin v zavislosti na ddvce podporuje tvorbu ROS a aktivaci mitochondrialné
dependentni apoptézy v bunikdch lidského hepatokarcinomu HepG2 [55]. Prostfednictvim
snizeni regulace Akt/Bad signalizace dochézi k apoptdze, jez se aktivuje pomoci DHM. Déle
DHM inhibuje fosforylaci Akt-Ser473 a Bad-Ser122/Ser136. Tim zvySuje expresi Bax a Bad
proteini a dochazi k tvorbeé heterodimert Bel-2/Bcl-xL a aktivaci Bax-stimulované apoptézy
v bunikach HepG2 [56]. Dihydromyricetin v zavislosti na davce snizuje expresi p53 a zvysuje
expresi Bcl-2, coz vede k aktivaci apoptozy v rakovinové bunce, napt. zaludku [57].
Dihydromyricetin podporuje apoptézu bunck redukci TGFp a aktivaci signalnich drah p53 v
bunkach HepG2 [58]. Dihydromyricetin také reguluje expresi Bcl-2 a zvySuje pomeér
Bax/Bcl-2 a ptiznivé ovliviiuje regulaci signalni drahy p53 v bunkach HepG2 [59].
Dihydromyricetin vykazuje selektivni cytotoxicitu vi¢i nemalobunéénym karcinomam plic
(NSCLC). Miize to souviset s tvorbou ROS vyvolanou DHM, ktera zptsobi mitochondrialné
zavislou apoptozu. Kromé toho DHM podporuje ROS-indukované signélni drahy [60]. DHM
muze indukovat nejen apoptozu, ale také autofagii v bunikach lidského melanomu. Zesiluje
tvorbu ROS, ktera miiZe byt potlatena N-acetyl-L-cysteinem (NAC). Mechanismus autofagie
indukované DHM souvisi s "upregulaci" fosforylace NF-kB indukovanou ROS [61].

1.5.4 Vliv dihydromyricetinu na metabolismus

Flavonoidy vystupuji Casto jako agonisté proliferace aktivovanych peroxisomovych
receptort (PPARYy), jez vykazuji inhibi¢ni u¢inek na diabetes. "Upregulace" exprese

diabetogennich adipokini a "downregulace" exprese adiponektinli jsou zprosttedkovany
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fosforylaci PPARy-Ser273, kterd je regulovana signalizacni cestou ERK/CDKS.
U modelovych diabetickych potkanti bylo zjisténo, ze DHM miize inhibovat fosforylaci
PPARy-Ser273 oslabenim signaliza¢ni drahy ERK/CDKS, to vede ke zpomaleni néastupu
hyperglykémie a ke zlepseni rezistence na inzulin bez piibyvani na vaze [62]. Rizeni
inzulinové rezistence v kosternim svalu se stava strategii 1é¢by cukrovky typu II (T2D).
Dihydromyricetin zvySuje senzitivitu inzulinu kosterniho svalstva, tim dochazi k indukci
"upregulace" exprese receptorit p-IRS-1 a protilatek p-AKT. Indukci tvorby autofagosomil
dochazi ¢astecné skrze aktivaci drahy v myotubulech mySich myoblastovych bunék C2C12
[63]. Mnoho flavonoidi (naringenin, quercetin a dihydromyricetin) se podili na zlepSeni
ambulantniho profilu glukosy. Spole¢né s benzo[a]pyrenem (BaP),
p-naftoflavonem (BNF) DHM aktivuje CYP1A expresi a 7-ethoxyresorufin-O-deethylaci
(EROD) zprostiedkovanou timto cytochromem P450. Bylo také prokézéano, ze ptijem DHM
pied nebo soucasné s podavanim BaP miize zvysit riziko BaP vyvolané tumorogeneze

v tenkém stieve [64].
1.5.5 Uginky dihydromyricetinu na nervovy systém

Bylo prokazano, Ze se mikroRNA (miRs) podileji na vyvoji Alzheimerovy choroby (AD).
Sirt funguje jako pfimy substrat miR-34a, mize podpofit bunécnou toleranci ke starnuti
indukci autofagie. V modelech pro starnuti bunék DHM "downreguloval" expresi miR-34a
a p53/p21 indukovanou D-galaktosou a "upreguloval" expresi Sirtl. Serin/threoninova
kinasa, mTOR negativn¢ plisobi na aktivaci autofagie. Dihydromyricetin zvysuje fosforylaci
mTOR na Ser2448 a inaktivuje ji v modelech indukovanych D-galaktosou, coz vedlo k
aktivaci autofagie [65]. U Parkinsonovy choroby DHM také vykazuje neuroprotektivni
aktivitu prostfednictvim zeslabeni cytotoxicity vyvolané
1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridinem (MPTP), generovanim ROS a aktivaci
glykogensynthasakinasy-3p (GSK-3p) [66].

Bylo prokazano, ze DHM vykazuje ochranné ucinky pii intoxikaci alkoholem a tim zvySuje
toleranci k alkoholu. Molekularni mechanismus mize byt spojen s kompetitivni vazbou
DHM na vazebni mista benzodiazepinu na receptorech pro kyselinu y-aminoméselnou
(GABAAR) [67]. Prenatilni expozice alkoholu (FAE) propaguje dlouhodobé alterace
chovani a fyziologie, které mohou souviset s dysfunkci GABAAR v hipokampu. V modelech
potkant DHM uc¢inné piedchazi porucham FAE regulaci GABAAR [68]. Dysfunkce
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GABAAR pfi neurotransmisi také ptispiva k vyvoji AD. U dvou kment transgennich mysi
(TG2576 a TG-SwDI) DHM snizuje produkci amyloid-B-peptidu a obnovuje hladiny
gephyrinu, GABAergicky pfenos a funkcni synapse. To vede ke zlepSeni klinickych
symptomu [52].

1.5.6 Vliv dihydromyricetinu na metabolismus alkoholu

YV oW

Konzumace alkoholu piedstavuji nejbéznéjsi formu zneuzivani navykovych latek. Mize se
vyvinout alkoholismus, pro néjz je charakteristické opakované uzivani alkoholu vedouci
k toleranci, abstinen¢ni syndrom a fyzické a psychicka zavislost. V soucasné dob¢ neexistuje
uc¢inny Iék na tuto poruchu, ktery by nemél vedlejsi u€inky. Nicméné nejnovéjsi studie
naznacuji, ze farmakologické vlastnosti DHM jsou zékladem pro uspesny vyvoj 1€€by poruch
uzivani alkoholu. Dihydromyricetin dokéZe sniZit intoxikaci EtOH a potencionalné téz
ochranit jatra vii¢i hepatotoxickym latkdm. SniZuje steatdozu jater, jaterni triglyceridy,
aktivuje enzym proteinkinasu aktivovanou cAMP. Dihydromyricetin ziejmée téz indukuje
expresi enzymu metabolisujicich EtOH (jako jsou ADH a ALDH) a redukuje tak koncentrace
EtOH a acetaldehydu [69]. Nejnovéjsi studie ukazuji na schopnost DHM snizit tvorbu ROS
pii konzumaci EtOH inhibici mikrosomalniho CYP2E1 [70]. Dihydromyricetin mimo jiné,
téz potlacuje abstinencni ptiznaky u potkand, véetné uzkosti a nachylnost k zachvatim a

vyrazné¢ snizuje dobrovolnou konzumaci EtOH u potkanii [71].
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2 Cil prace

Hlavnim cilem ptedlozené bakalaiské prace bylo zjisténi ucinku dihydromyricetinu
na metabolismus alkoholu za podminek in vivo. Pro dosazeni daného cile bylo potiebné splnit
nasledujici dil¢i ukoly:

e Izolace jaternich mikrosomalnich frakci potkant, ktefi byli vystaveni bud

samotnému ethanolu nebo ethanolu v kombinaci s dihydromyricetinem.
e Zjisténi vlivu dihydromyricetinu na expresi CYP2E1 na Grovni proteinu.

e Urceni vlivu dihydromyricetinu na koncentraci ethanolu a acetaldehydu v krvi
potkanti premedikovanych bud® ethanolem nebo ethanolem v kombinaci

s dihydromyricetinem.
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3 Materialy a metody

Pouzité chemikalie

Abcam, UK

krali¢i protilatka proti CYP2EI (ab19140)

APIChem, Cina

dihydromyricetin

Fluka, Svycarsko

a-tocopherol, B-mercaptoethanol, Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Gibco® by life technologiesTM, USA

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Lachema Brno, Ceska republika

Bromofenolovd modf, kyselina chlorovodikovd, kyselina octovd, methanol, vinan
sodnodraselny

Linde, Ceska republika

kapalny dusik, suchy led

Millipore Corp., USA

Immobilon — NC nitrocelulosova pfenosovd membrana

Penta, Ceska republika

hydroxid sodny, ethanol, Folin-Ciocalteau roztok, chlorid draselny

PML a.s., Ceska republika

nizkotu¢né susené mléko Laktino

Serva, Némecko

akrylamid, bis-akrylamid (BIS), Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB), Tris/HCL,
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED), Triton X-100,

Sigma-Aldrich, USA

5-bromo-4-chloro-3-inodylfosfat (BCIP), kozi IgG protilatka proti IgG kralika
s konjugovanou alkalickou fosfatasou, nitrobluetetrazolium (NBT)

Zentiva A.S., Ceska republika

Heparinum natricum
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3.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy

Discovery, Ohaus Corp (USA)

Automatické pipety

Eppendorf (Némecko); Nichipet EX (Nichiryo, Japonsko)
Blotovaci systém

Trans-Blot® Turbo Transfer Systém, Bio-Rad (USA)
Centrifugy

Allegra X-30R Centrifuge (USA); Centrifuge 5418, Eppendorf (Némecko); Hermle
LaborTechnik GmbH Z 383 K (Némecko); Optima XPN-90 (USA); Spectrafuge Mini
Centrifuge C1301B, Labnet International, Inc. (USA)
Inkubatory

Thermomixer compact, Eppendorf (Némecko)
Laboratorni michadlo

IKA RW 16 basic overhead stirrer (Némecko)
Laboratorni tifepacka

Vortex Genius 3, IKA-Werke GmbH & Co. KG (Némecko)
Magneticka michacka

Monotherm, Variomag (Némecko)

pH metr

HI 2211 pH/ORP (HANNA Instruments, Ceska republika)
Sonikator

Elmasonic E 30 H, P-Lab (Ceska republika)
Spektrofotometr

Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies, USA)

Predvazky

KERN EW 600-2M, Kern & Sohn GmbH (Némecko)
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Vodni lazen
EL 20R, KAVALIER (Ceska republika)
Zdroj pro elektroforézu

PowerPac Basic, Bio-Rad (USA)
3.3 Metody

3.3.1 Premedikace potkanu / stanoveni koncentrace ethanolu a

acetaldehydu v krvi potkant

Deset dospélych samcti potkant (znacenych R1-R10) stafi 7-12 tydnti kmene Wistar (Anlab,
Némecko) o hmotnosti 300-400 g bylo aklimatizovano ve standardnich klecich pfii
laboratorni teploté a 12 hodinovém svételném rezimu. Pokus probéhl v souladu s vyhlaskou
Ministerstva zeméd¢lstvi €. 311/1997 Sb., o chovu a vyuziti pokusnych zvitat a byl schvélen
Odbornou komisi pro praci s pokusnymi zvifaty 1. LF UK.

Zvitata byla rozdélena do tfi skupin. Prvni den byl potkanim R1, R4, R6, R7 gavazi
do Zaludku podan 40 % ethanol a potkantiim R2, R3, R8 a R10 obdobné& podan 40 % ethanol
v kombinaci s 0,8M dihydromyricetinem. V ¢asovych intervalech 5 minut, 15 minut,
30 minut a 60 minut po gavazi byla zvifata uspana oxidem uhli¢itym a byla jim odebrana
krev. Krev z oka se odebirala sklenénou kapilarou potazenou Heparinem. Zvifeti R5 nebylo
nic podavano a jeho krev slouzila pro kalibraci. Druhy den byly potkani R1-R4
premedikovani 40 % ethanolem a byla jim znova odebrand krev ve stejnych casovych
intervalech spolu s potkanem RS5. Zvife R9 nebylo béhem pokusu premedikovano a ani
uspavano a slouzilo jako kontrola. Potkani R1, R2, R3, R4, R5 a R9 byly nasledn¢ usmrceni
a jejich jatra byla vyjmuta. Jatra byla ihned zmraZena a uskladnéna pii teploté -80 °C.
Odebrané vzorky krve byly poslany na Ustav soudniho 1ékaistvi na analyzu koncentrace
ethanolu a acetaldehydu. VSechna zvitata byla pted zah4jenim pokusu 12 hodin bez ptistupu

k potravé. Tento experiment byl provadén ve spolupraci s Bc. Gabrielou Boubinovou.
3.3.2 Preparace mikrosomalni frakce

Pufr B1: 0,15 M KCI; 0,05 M Tris/HCI; pH 7,4; tokoferol v methanolu (v konecné
koncentraci 50 uM)
Pufr B2: 0,1 M NasP207.10H20 (upraven na pH 7,2 HCI)
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Pufr B3: 0,15 KCI; 0,05 M Tris/HCI; 20 % (v/v) glycerol; pH 7,4

Mikrosomalni frakce byly pfipraveny z jater potkan R1, R2, R3, R4, R5 a R9. Po usmrceni
potkanti byla jatra ihned vyjmuta a uskladnéna pii teploté -80 °C.

Pro izolaci mikrosomalnich frakei jater potkant byla pouzita diferencni centrifugace [72].
Cely proces izolace byl proveden ve chlazené mistnosti pii 4 °C, vSechny pufry a pouzité
materialy byly pfedem vychlazeny. Kousky mrazenych jater byly odvéazeny, nastiihany
nizkami a dikladné¢ promyty pufrem Bl. Nasledné byly jaterni tkané homogenizovany
v pufru B1 pomoci homogenizatoru Potter-Elvehjem. Objem pufru B1 byl stanoven podle na
hmotnosti jaterni tkan€. Pro kazdy 1 g jaterni tkdné bylo pouZito 4 ml pufru B1. Homogenat
byl cenrtifugovan pii 600xg po dobu 10 minut pii teploté¢ 0-5 °C (centrifuga Hermle
LaborTechnik GmbH Z 383 K). Supernatanty byly dale centrifugovany pii 15 000xg po dobu
20 minut pfi teplote 0—5 °C (centrifuga Allegra X-30R). Supernatanty byly opatrné odebrany
a dale centrifugovany na ultracentrifuze pti 123 000xg po dobu 90 minut pii teploté 4 °C
(ultracentrifuga Optima XPN-90). Supernatanty (cytosolova frakce) byly ihned zmrazeny a
ulozeny pii -80 °C. Pelety se resuspendovaly a nasledn¢ homogenizovaly pomoci malého
Potter-Elvehjem homogenizétoru v pufru B2 (pro kazdy pivodni 1 g tkan¢ bylo pouzito 2 ml
pufru B2). Homogenizat se poté centrifugoval na ultracentrifuze pii 425 000xg po dobu
90 minut pii 4 °C (ultracentrifuga Optima XPN-90). Po odstranéni supernatantu se
mikrosomy opatrné oddélily od glykogenu a resuspendovaly v pufru B3 (na 1 g tkédn¢€ bylo
pouzito 800 pl pufru B3). Z mikrosomalnich frakci byly vytvotfeny alikvoty a ty byly ihned

zmrazeny a uskladnény pii -80 °C.

3.3.3 Stanoveni koncentrace proteini v mikrosomalnich frakcich

pomoci Lowryho metody

Stanoveni koncentrace proteinii v mikrosomalnich frakcich bylo provedeno pomoci
Lowryho metody [73].

Roztok A: 7,1 mM Na-K-vinan; 0,85 M Na>COs; 0,45 M NaOH

Roztok B: 78,7 mM Na-K-vinan; 44,5 mM CuSOs; 0,1M NaOH

Pifi Lowryho metodé¢ se vyuziva chelatace médnatého iontu imidovymi strukturami
polypeptidového fetézce v alkalickém prostiedi, k cemuz ptispiva redukce Folin-Ciocalteau

¢inidla (smés kyseliny fosfowolframové a kyseliny fosfomolybdenové) tyrosinovymi zbytky
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bilkovin. Roztok ¢inidla se zabarvuji modie. Zbarveni se pak méfi spektrofotometricky pfi
650 nm [73].

Takto byla stanovena celkova koncentrace proteinti vzorkl zpracovanych v kapitole 3.3.2.
Pracovalo se v duplikatech. K 10 pl mikrosomalni frakce bylo pridano 190 ul destilované
vody a nasledné 200 pl roztoku A. Vzorky byly promichany na laboratorni tiepacce (Vortex
Genius 3) a 10 minut inkubovany ve vodni lazni (EL 20R, KAVALIER) pii 50°C.
Po inkubaci bylo ke v§em roztokim ptidano 20 pl roztoku B, opét bylo vSe promichano a
inkubovdno 10 minut za laboratorni teploty. Na =zavér bylo davkovano 600 pl
Folin-Ciocalteauova cinidla zfedéného 1 : 14 destilovanou vodou. Findlni roztok byl
inkubovan 10 minut pii 50 °C. Po ochlazeni vzork na laboratorni teplotu byla zmé&fena jejich
absorbance pifi 650 nm spektrofotometrem Cary 60 UV-Vis. Nasledné byla ze zasobniho
roztoku BSA o koncentraci 0,1 mg/ml pfipravena kalibra¢ni fada roztokl (viz obrazek €. 5,

strana 35) a proméfena vysledna absorbance pii 650 nm stejnym zptisobem.

3.3.4 Diskontinualni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

v pritomnosti dodecylsiranu sodného

Pouzité roztoky:

Pufr A: 1,5 M Tris/HCI; pH 8,8

Polymerizacni roztok A: 30 % (w/v) akrylamid; 0,8 % (w/v) bis-akrylamid; v pufru A
Pufr B: 1,5 M Tris/HCI; pH 6,5

Polymerizacni roztok B: 30 % (w/v) akrylamid; 0,8 % (w/v) bis-akrylamid; v pufru B
Vzorkovy pufr: 0,25 M Tris/HCI; 8 % (w/v) SDS; 20 % (v/v) 2-merkaptoethanol, 40 % (v/v)
glycerol; 0,004% (w/v) bromofenolova modf; pH 6,8

Elektrodovy pufr: 0,192 M glycin; 0,025 M Tris/HCI; pH 8,3; 0,1 % (w/v) SDS

Ptiprava 4 geli:

Separaéni gel 10 %: 7,9 ml destilovana voda; 5,0 ml pufr A; 6,7 ml polymeriza¢ni roztok
A; 8,0 ul tetramethylethylendiamin (TEMED); 200 pl (100 mg/ml) dodecylsulfat sodny
(SDS); 200 pl (100 mg/ml) peroxodisiran amonny (APS)

Zaostiovaci gel 4 %: 3,6 ml destilovana voda; 630 pul pufr B; 667 ul polymerizacni roztok
B; 5,0 ul TEMED; 50 pl (100 mg/ml) SDS; 50 pl (100 mg/ml) APS Elektroforéza

v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) se pouZziva
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k rozdéleni slozek proteinové smési na zakladé jejich molekulové hmotnosti.
Polyakrylamidovy gel slouzi jako nosné a separa¢ni médium a dodecylsiran funguje jako
aniontovy detergent slouzici k denaturaci proteint. Bilkoviny pokryté SDS jsou zaporné
nabité a pii pouziti elektrického pole jsou siln¢ pfitahovany k anod¢ (kladné nabita
elektroda). Roztok pro separacni gel byl nanesen mezi dvé skla (10 x 8,2; 10 x 7,4 cm;
1 mm) a prekryt vodou, aby nedoslo k vysuseni. Dale byl ponechan polymerizovat 30 minut.
Nasledné byl na separacni gel nanesen roztok pro zaostfovaci gel a mezi "spacery" byl vlozen
hieben pro vytvoreni deseti jamek. Roztok se nechal polymerizovat 15 minut pfi laboratorni
teploté. Gel byl vloZen do aparatury pro elektroforézu, ktera byla naplnéna elektrodovym
pufrem po vyznacenou uroven na aparatufe. Mikrosomalni vzorky byly fedény s vodou
na finalni koncentraci 1 mg-ml! a déle smichany se vzorkovym pufrem v poméru 3 : 1.
Vsechny vzorky byly ponechdny ve vodni lazni pii 100 °C po dobu 5 minut. Pfipravené
vzorky (20 pl) a marker (5 pl) byly naneseny do jamek gelu pomoci automatické pipety.
Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 200 V po dobu 80 minut. Pracovalo se
v kvadruplikatech. Dva gely se separovanymi proteiny byly vizualizovany pomoci barviva

Coomassie Brilliant Blue. Dalsi dva gely byly pouzity pro Western blotting.

3.3.5 Barveni polyakrylamidového gelu pomoci barviva Coomassie
Brilliant Blue

Pouzité roztoky:

Barvici lazen: 0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 46 % (v/v) ethanol; 9,2 % (v/v)
kyselina octova

Odbarvovaci lazen: 25 % (v/v) ethanol; 10 % (v/v) kyselina octova

Dva polyakrylamidové gely obsahujici separované proteiny byly pfi mirném tfepani barveny
barvici lazni po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Nasledné doslo k odbarveni gelii ptes

noc v odbarvovaci lazni.
3.3.6 Western blot s naslednou imunodetekci

Pouzité roztoky:

Pienosovy pufr: 0,025 M Tris; 0,192 M glycin; pH 8,3; 10 % (v/v) methanol

PBS Triton X-100: 0,134 M NaCl; 1,8 mM NaxHPOs; 1 mM Na;HPOu; pH 7,2; 0,3 % (W/v)
Triton X-100
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Blokovaci roztok: 5 % (w/v) susené mléko v PBS Triton X-100

Vyvolavaci roztok: 20 ml Tris/HCI; 15 mM NaCl; 1 mM MgCl; 10 mM NaNjs; pH 9;
132 pl nitro-blueterazolium chlorid; 66 pl 5-bromo-4-chloro-3’-indolylfostat-p-toluidin
Western blot je metoda pouzivana pro uréeni relativniho mnozstvi bilkoviny nachéazejici se
ve vzorcich. Po elektroforéze jsou separované mikrosomalni proteiny pievedeny
elektropfenosem na membranu a pomoci specifickych protilatek vizualizovany.

Gel se separovanymi proteiny byl 30 minut pfi mirném tfepani ekvilibrovan s prenosovym
pufrem. Mezitim byla nitrocelulosova membrana a filtra¢ni papiry (Whatman #3) rozsttizeny
na rozméry odpovidajici velikosti gelu. Nitrocelulosovda membrana byla aktivovana
namocCenim do destilované vody po dobu 5 minut a nasledné¢ do ptenosného pufru
na 15 minut pfi laboratorni teploté. Filtratni papiry byly smoceny v pfenosovém pufru.
Do kazety pro blotovani byly polozeny tfi filtracni papiry a nitrocelulosova membrana.
Na membranu byl polozen gel, ktery byl pokryt zbylymi tfemi filtracnimi papiry. Pomoci
valeCku na blot se odstranily bubliny mezi papiry. Kazeta byla vlozena do blotovaciho
piistroje Trans-Blot® Turbo. Proteiny byly pieneseny pii konstantnim napéti 25 V po dobu
15 minut.

Po ukonceni pfenosu byla membrana blokovana v blokovacim roztoku po dobu 1 hodiny pfti
4 °C pfi mirném tiepani. Tim se zabranilo nespecifickému vazani primarné protilatky
na membranu. Nasledn¢ byla membrana pifes noc inkubovana se specifickou primarni
protilatkou (krali¢i protilatka proti CYP2E1) pii 4 °C a mirném tfepani. Primarni protilatka
byla dle doporuceni vyrobce fedéna 1 : 5000 blokovacim roztokem. Dalsi den byla membrana
4x promyta blokovacim roztokem a poté inkubovana po dobu 1 hodiny se sekundarni
protilatkou (kozi IgG protilatka proti [gG kralika) s konjugovanou alkalickou fosfatasou) pfi
4 °C pti mirném tfepani. Sekundérni protilatka byla fedéna dle doporuceni vyrobce 1 : 30000
blokovacim roztokem. Po inkubaci byla membrana opét 5% promyta blokovacim roztokem a
5% PBS Triton-X100. K vizualizaci proteinli na membrané byla membrana inkubovana
ve vyvolavacim roztoku po dobu 5 minut. Vizualizace se ukoncila promytim membrany
destilovanou vodou a po vysuSeni byly pofizeny fotografické snimky obou membran.
Vysledky  byly  zpracovdny  programem Image Lab  6.1.0.7  spolecnosti

Bio-Rad Laboratiories.
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4 Vysledky

4.1. 1zolace mikrosomalnich frakci jater potkanu

Mikrosomalni frakce byly izolovany z jater potkanti premedikovanych prvy den ethanolem
nebo ethanolem v kombinaci s dihydromyricetinem a druhy den pouze ethanolem, jako bylo
popsano v kapitole 3.3.1. Koncentrace celkového mnozstvi proteini v mikrosomalnich

preparatech byla stanovena pomoci Lowryho metody (viz Tabulka €. 1).

¥ 0.0196x +0,0011
R = 0,991

Absorbance pfi 650 nm

Koncentrace BSA [pg/pl]

Obrazek ¢. 4 — Kalibracni kiivka pro stanoveni koncentrace proteinii v mikrosomdlnich
frakcich pomoci Lowryho metody. Ziedénim zasobniho roztoku BSA v destilované vodé
(1 mg/ml) byla ptfipravend kalibra¢ni fada. Z namétfenych absorbanci byla sestrojena

kalibracni kiivka pro stanoveni koncentrace proteinu v mikrosomalnich frakcich.
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Vzorky  cl[mg/ml] c2 [mg/ml]  Cpramems [Mg/ml]  Cpavodni [mg/ml]

R1 33,92 32,81 33,36 133,46
R2 17,81 17,34 17,57 70,30
R3 41,58 43,11 42,34 169,38
R4 18,21 38,90 28,56 114,22
RS 39,10 22,94 31,02 124,07
R9 32,32 32,78 32,55 130,19

Tabulka €. 1: Koncentrace proteinu v mikrosomalnich frakei jater
¢l — koncentrace prvniho vzorku z duplikatu, c2 — koncentrace druhého vzorku z duplikatu, Cprimsmas — pramérna
koncentrace roztoku c1 a c2, cpavodni — pivodni koncentrace v mikrosomalnich frakci po vyndsobeni pouzitym fedénim.

4.2 Exprese CYP2E1 v mikrosomalnich frakcich jater

potkanu

Ptitomnost enzymu CYP2E]1 v jaternich mikrosomalnich frakcich byla zjiStovana metodou
Western blotu (viz obrazek €. 5). ZvySena exprese CYP2E1 bylo pozorovano pouze u vzorku
R4. Vzorky R1, R2 a R3 maji srovnatelné hladiny CYP2EI1. Z vysledki je patrné, Ze DHM

expresi CYP2E1 ovliviiuje pouze minimalné.
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Obrdazek ¢. 5: Western blot mikrosomalnich jaternich frakcich po detekci CYP2E1. Do jamek
10 % polyakrylamidového gelu byly naneseno 10 pg proteinu. Byly pouZzité mikrosomalni
frakce jater potkant, kterym byl gavazi podavan ethanol (R1 a R4) nebo ethanol v kombinaci
s DHM (R2 a R3). Druhy den byla zvifata opétovné premedikovana 40 % EtOH.
Mikrosomalni frakce potkana RS pouze uspavaného CO: slouZila jako pro zjisténi vlivu

acidosi na expresi CYP2EI. Jako dalsi kontrola byla pouZita mikrosomalni frakce
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neovlivnéného jedince (R9). Membrany €. 1 a 2 obsahovaly stejné vzorky a byly identicky

zpracovany.

—_— |
' R1 R2 R3 R4 RS R9

O EtOH EtOH + DHM [Oacidosa Wkontrolnijedinec

Relativni zony density CYP2E1

Obrazek ¢. 6: Relativni densita zon CYP2E jednotlivych jaternich frakci. Zvirata R1 a R4
byla prvné premedikovéana 40 % EtOH s DHM a druhy den 40 % EtOH. Zvifata R2 a R3
byla oba dny premedikovéana pouze 40 % EtOH. U vzorku RS5 lze pozorovat vliv acidosy
na expresi CYP2E1. Kontrolni zvifte (R9) representuje konstitutivni hladinu CYP2EI.
Ptiblizné mnozstvi CYP2E1 vzniklé vlivem acidosy je znaceno zluté a mnozstvi CYP2E1
bézn¢ se nachazejici v kontrolnim jedinci je znaceno modie. Vzniklé mnozstvi CYP2EI
vlivem EtOH je znaeno zelené a mnozstvi CYP2E1 vzniklé vlivem EtOH v kombinaci
s DHM je znaceno rizové. Denzitometrické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu
Image Lab 6.1.0.7 spole¢nosti Bio-Rad Laboratiories.

Obrazek ¢. 6 ukazuje analyzu relativni zastoupeni CYP2E1 v jednotlivych mikrosomalnich
frakcich. Jedinec exponovany jen oxidu uhli¢itému (RS) vykazuje o 53 % vyssi hodnoty
CYP2EI ve srovnani s kontrolnim jedincem (R9). Byl vypocitan procentudlni rozdil mezi
vzorky premedikovanych 40 % EtOH v kombinaci s DHM (R2 a R3) a vzorky
premedikovanych pouze 40 % EtOH (R1 a R4) odecitanim ptiblizného mnozstvi CYP2EI
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nachdazejiciho se v kontrolném jedinci (znaceno modie, viz obrazek €. 6 str. 36) vzniklého
aciddésou (znaceno zluté, viz obrazek ¢. 6 str. 36). V jaternich mikrosomalnich frakcich R2

a R3 je v priméru o 75,5 % méné CYP2E1 nez v mikrosomalnich frakci R1 a R4.
4.3 Koncentrace ethanolu a acetaldehydu v krvi potkanti

Byl monitorovany vliv dihydromyricetinu na koncentraci ethanolu a acetaldehydu v krvi
potkanti pfi jednordzové a opakované premedikovani EtOH (viz kapitola 3.3.1, str. 29).
Pokusna zvitata byla rozd€lena do dvou skupin a byl jim podan gavazi 40 % EtOH nebo
40 % EtOH s pfidavkem DHM (o koncentraci 0,8 M). Krev jim byla odebrana z oka
v Casovych intervalech 5, 15, 30 a 60 min a stanovena koncentrace obou analytii. Opakovana
premedikace 40 % EtOH probihala za stejnych podminek na poloviné potkanii z obou skupin
(viz kapitola 3.3.1 str. 29). U skupiny potkant premedikovanych EtOH lze pozorovat mirny
kontinualni nartist koncentrace EtOH v krvi. Ve 30. minuté se koncentrace EtOH stabilizuje
a v 60. minuté se koncentrace EtOH témé&f neméni. U skupiny zvitat premedikovanych EtOH
s pfidavkem DHM je patrny urcity pokles koncentrace EtOH v krvi pii 30 min, kterd znovu

narusta pii 60 min (viz obrazek €. 7, str. 38).
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Obrazek ¢. 7 — Koncentrace EtOH v krvi potkanii v zavislosti na case pri jednorazovém
podani. Potkani byli rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupiné€ (n=4) byl podéan 40 % EtOH.
Druhé¢ skupiné (n=4) byl podan EtOH v kombinaci s DHM. Vzorky krve byly odebrany
z oka v Casovych intervalech 5, 15, 30 a 60 minut po podani gavaze. Koncentrace ethanolu
v krvi byla stanovena plynovou chromatografii (v triplikatech) na Ustavu soudniho 1ékafstvi.
Ethanol se v organismu oxiduje na acetaldehyd. Soucasné s ethanolem byla téz zmétena
koncentrace aldehydu v krvi v danych ¢asovych tsecich. Vysledky byly vyneseny do grafu

(viz obrazek ¢. 8, str. 39). U¢inek DHM na odbouravani acetaldehydu nebyl pozorovan.
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Obrazek ¢. 8 — Koncentrace acetaldehydu v krvi potkanii v zavislosti na case po prvnim
podani ethanolu. Koncentrace acetaldehydu v krvi byla méfena v ¢asovych intervalech 5, 15,
30 a 60 minut po podani gavaze. Koncentrace acetaldehydu v krvi byla stanovené plynovou
chromatografii (v triplikatech) na Ustavu soudniho 1ékaistvi.

Vliv dihydromyricetinu pi1 opakovaném podani EtOH byl testovan nasledujici den (viz 3.3.1
str. 29). Skupina potkani, ktera prvni den byla premedikovana 40 % EtOH s kombinaci DHM
vykazuje po opakovaném podani 40 % EtOH vyssi koncentraci EtOH v krvi nez skupina
zvifat nevystavena DHM. Koncentrace EtOH v krvi potkanii, ktefi byli opakované
premedikovani EtOH vykazuje podobny prubéh metabolismu EtOH jako prvni den (viz

obrazek €. 9, str. 40). Koncentrace EtOH se po 15. minuté stabilizuje a dale se jiz neméni.

39



4,00

3,50 |
3,00 1
2,50 1

2,00 =

ol _/ x =

1,00 +

Koncentrace ethanolu [mg/ml]

0,50

0,00

T1 =5 minut T2 =15 minut T3 = 30 minut T4 = 60 minut
[ EtOH E EtOH + DHM

Obrazek ¢. 9 — Koncentrace EtOH v krvi potkanui v zavislosti na c¢ase po opakovaném podani
ethanolu. Polovina (n=2) obou skupin zvifat byla druhy den znova premedikovana 40 %
EtOH a byla jim odebrana krev z oka v ¢asovych intervalech 5, 15, 30 a 60 minut.
Koncentrace EtOH v krvi byla stanovena plynovou chromatografii (v triplikatech) na Ustavu
soudniho Iékafstvi.

Krev potkant prvné premedikovanych 40 % EtOH v kombinaci s DHM vykazuje znacné
niz8i koncentrace acetaldehydu po opétovné premedikaci 40 % EtOH pii 15 min nez skupina
potkant vystavenych pouze 40 % EtOH (viz obrazek €. 10, str. 41). Po uplynuti 15 min
koncentrace acetaldehydu v krvi potkanii opakované premedikovanych pouze 40 % EtOH
klesa. Koncentrace acetaldehydu u skupiny potkanti premedikovanych EtOH+DHM

pti 30 min vyrazné klesa a pti 60 min mirné nartsta (viz obrazek €. 10, str. 41).
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Obrazek ¢. 10 — Koncentrace acetaldehydu v krvi potkanu v zavislosti na Ccase

po opakovaném podani ethanolu. Polovina (n=2) obou skupin zvitat byla druhy den opétovné
premedikovana 40 % EtOH a byla jim odebrana krev z oka v Casovych intervalech 5, 15, 30
a 60 minut. Koncentrace acetaldehydu v krvi byla stanovena plynovou chromatografii

(v triplikatech) na Ustavu soudniho lékaistvi.
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5 Diskuse

Nadmeérna konzumace alkoholu (ethanolu) je vyznamnou pfi¢inou chronického onemocnéni
jater jako je hepatitis, cirh6za jater a hepatocelularni karcinom. Dihydromyricetin (DHM) je
flavonoid pouzivany v ¢inské tradicni mediciné. Tato fytochemikalie je znama pro své
pozitivni ucinky na zdravi ¢lovéka. Navic se DHM také pouziva pfi intoxikaci alkoholem, ke
zmirnéni pfiznakd kocoviny a potencionalné miize chrénit i pfed chemickym poskozenim
jater. Podkladem pro tuto bakalafskou praci byly studie zabyvajici se vlivem DHM
na metabolismus EtOH [69] a vlivem DHM na CYP2E1 [70]. Cilem ptedkladané bakalatské
prace bylo ovétit piisobeni DHM na koncentraci CYP2EI a otestovat hypotézu, kterd uvadi
DHM jako latku urychlujici metabolismu EtOH za podminek in vivo.

V ptedkladané bakalaiské praci byl sledovan vliv DHM na metabolismus ethanolu. Pro tento
ucel byla métena koncentrace EtOH a acetaldehydu v krvi potkanti. Jako pokusny model byli
vybrani potkani samci kmene Wistar. Zvifata byla rozdélena do dvou skupin. Prvni skupiné
byla podina gavdz s40 % EtOH a druhé skupiné 40 % EtOH s pfidavkem DHM
(o koncentraci 0,8 M). Zvitata byla uspana oxidem uhli¢itym a krev jim byla odebrana z oka
v Casovych intervalech 5 min, 15 min, 30 min a 60 min. Ziskané vysledky (viz obrazek €. 7,
str. 38) vSak nepotvrdily zavéry studie [69], kterd prokazovala schopnost DHM sniZovat
koncentrace EtOH v krvi. Ziskané vysledky predlozené prace ukazuji, ze DHM neovliviiuje
ani koncentraci EtOH ani koncentraci acetaldehydu v krvi. Koncentrace EtOH v krvi
potkant premedikovanych 40 % EtOH s DHM vyrazné klesne pfi 30. minutach. Fenomén
muze souviset se schopnosti DHM ovliviiovat redoxni rovnovahu bunky. Studie prokazala,
ze dihydromyricetin ovlivituje redoxni stav bunék lidského karcinomu pomoci sniZovani
koncentrace ROS [55]. Neshoda ziskanych vysledki s publikovanymi daty [71] mohou byt
zpusobeny biologickou interindividudlni variabilitou a toleranci potkanii na alkohol potkanti.
Rozpor Ize téz ptipsat podanim EtOH jedinciim rozdilnou formou nez ve zminéné publikaci.
V ptedkladané préci se pro pfesnéjsi simulaci ordlniho poziti ethanolu pouzila gavaz do
zaludku na rozdil od intraperitonedlniho podani uvedeného v publikaci. Intraperitonedlni
podani EtOH u hlodavcl jako metoda modelovani G¢inku expozice alkoholu neni vhodné,
protoze neodpovida béznému zplsobu konzumace alkoholu u lidi [74]. Zplsob, ktery byl

zvolen pro feSeni této prace, je rozhodné pro extraporaci vysledkl na ¢loveéka spravnéjsi.
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V nasledujicich experimentech byl zjistovan vliv. DHM na metabolismus EtOH a
acetaldehydu pifi kumulativni intoxikaci. Polovina jedincti z obou skupin potkant byla
opctovné premedikovana 40 % EtOH a byla jim odebrana krev z oka v priabéhu 60 min.
Koncentrace EtOH v krvi potkant, kteti byli prvy den vystaveni ethanolu v kombinaci
s DHM byla vyznamné vys§i (viz obrdzek 9, str. 40) nez koncentrace u jedinct
premedikovanych pouze alkoholem. Ze ziskanych vysledki je patrné, ze expozice DHM
zpomaluje metabolismus EtOH pii opakovaném podéani. Tento efekt DHM nebyl
v obdobnych studiich dosud zjistén ani publikovan. Koncentrace acetaldehydu
pfi opakované premedikaci 40 % EtOH vyrazné stoupd v 15 min a opét klesd v 30. min.
V 60. minuté¢ koncentrace acetaldehydu znova mirné nartstd. U pacientli postizenych
alkoholem indukovanou jaterni chorobou dochdzi k redukci aktivity cytosolarni
aldehyddehydrogenasy, coZ mlZe zplsobit pozorovanou fluktuaci koncentrace acetaldehydu
[75].

Alkoholdehydrogenasa (ADH) je hlavnim enzymem oxidujicim ethanol na acetaldehyd.
Pro oxidaci EtOH ADH systém vyzaduje kofaktor NAD™, ktery piijima vodik a redukuje se
na NADH, coZ zvySuje pomér NADH/NAD" a pfispiva tak k steatdze jater [76]. Na rozdil
od ADH systému, ktery potiebuje koenzym NAD', CYP2EI vykazuje vysokou aktivitu
NADPH oxidasy zpusobenou slabym spojenim s NADPH-cytochrom P450 reduktasou [77],
coz dale vede k produkeci reaktivnich forem kysliku, které poskozuji jaterni bunky.

V druhé casti predkladané bakalaiské prace byl sledovany vliv DHM na expresi CYP2E1
in vivo. Pro zjisténi vlivu DHM na expresi CYP2E1 byli izolovany jaterni mikorsomy
z potkanli premedikovanych EtOH. Potkaniim byl gavazi podavéan bud’ 40% roztokem EtOH
nebo 40 % EtOH s ptidavkem DHM (o koncentraci 0,8 M). Druhy den byli premedikovani
40 % EtOH. Proteiny jednotlivych mikrosomalnich frakei byli separovany pomoci
diskontinualni elektroforézy. Relativni mnozstvi CYP2EI bylo zji$téno pomoci metody
Western blot. Byla pozorovédna zvysena hladina CYP2E1 u vSech jedincii (R1, R2, R3, R4),
kterym byl podéan ethanol, coz svéd¢i o schopnosti ethanolu indukovat expresi CYP2EI [78].
Nejvyssi exprese CYP2E1 byla pozorovana v jaterni mikrosomalni frakci potkana R4 (viz
obrazek €. 6, str. 36) Vzhledem k mozné chybé pfi stanoveni koncentrace proteinu v tomto
roztoku, nemusi byt tento vysledek zcela relevantni. Tento pfedpoklad potvrzuje porovnani

se vzorkem R1 z obdobné premedikovaného potkana, kde je patrny urcity nartst obsahu
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CYP2EI vzhledem k odpovidajici kontrole RS, ale podstatné niz§i nez u vzorku R4.

Dihydromyricetin nevykazuje schopnost urychlovat metabolismus ethanolu, a tak snizovat
koncentraci ethanolu a acetaldehydu v krvi. Pfi opakovaném vystaveni EtOH metabolismus
alkoholu dokonce zpomaluje. Dihydromyricetin ov§em patrné snizuje koncentraci CYP2E1
pii intoxikaci EtOH. Protoze experimenty byly provedeny na potkanim modelu, nejsou tyto
vysledky zcela pienositelné na lidsky organismus. Pfed pokusy s lidskymi subjekty bude
treba GCinky DHM na metabolismus alkoholu déle studovat na vhodném modelovém

systému.
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6 Souhrn

Predlozena bakalafska prace se vénovala vlivu dihydromyricetinu na biotransformacni
enzym CYP2E1 a na metabolismus ethanolu in vivo. Provedené studie poskytly nasledujici
vysledky:
e Byly izolovany jaterni mikrosomalni frakce potkand premedikovanych
ethanolem, kterym byl diive podan samotny ethanol nebo ethanol v kombinaci

s dihydromyricetinem.

e Vjaternich mikrosomdlnich frakcich zvifat oSettenych DHM bylo zjisténo
znizené¢ mnozstvi CYP2EI, cozZ svéd¢ici o schopnosti DHM inhibovat expresi

CYP2EL1 v ptitomnosti EtOH.

e Casovy prubéh metabolismu EtOH u potkant vystavenych samotnému EtOH a

EtOH s DHM byl srovnatelny. Nebyl tedy prokazan stimulacni efekt DHM.

e U potkanti vystavenych DHM, kterym byl opakované podan EtOH druhy den, byl

metabolismus EtOH viditeln€ zpomalen oproti skupiné bez DHM.
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