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Abstrakt 

 V současnosti je kladen větší důraz na zdravý životní styl, který zahrnuje mimo jiné 

i konzumaci přírodních látek ve formě potravních doplňků. Tyto sloučeniny, často 

flavonoidního charakteru, vykazují různé chemopreventivní účinky, například antioxidační 

či proti-karcinogenní účinky. Jejich nadměrná konzumace však může mít i negativní dopad 

na lidské zdraví. Flavonoidy mohou například ovlivňovat koncentraci biotransformačních 

enzymů cytochromů P450 v buňkách a tím zasahovat do metabolismu cizorodých látek. 

Takový zásah by pro člověka mohl mít za následek rozvoj karcinogeneze či neúčinnost 

některých léčiv. 

 Tato bakalářská práce se zabývá studiem schopností dvou flavonoidních sloučenin 

myricetinu a dihydromyricetinu indukovat a inhibovat cytochromy P450 rodiny 2B. 

Pomocí metody Western blotu bylo zjištěno, že ani jeden ze zkoumaných flavonoidů 

nezvyšuje expresi CYP2B1/2 v játrech, myricetin ani v žádné části tenkého střeva. 

V případě dihydromyricetinu byla pozorována indukce daných cytochromů  P450 rodiny 

2B ve střední části tenkého střeva. Inhibiční schopnost flavonoidů byla měřena in vitro 

jako pokles aktivity CYP2B při O-depentylaci 7-pentoxyresorufinu. Byly zjištěny hodnoty 

IC50 8,8μM pro myricetin a 0,5mM v případě dihydromyricetinu. 

 

Klíčová slova: xenobiotika, cytochromy P450, indukce, metabolismus 
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Abstract 

 

In recent years, there has been increased emphasis on healthy lifestyle, which 

includes, among others, consumption of natural nutrients in a form of various food 

supplements. These compounds, usually of a flavonoid character, show different 

chemopreventive effects such as anti-oxidant or anti-carcinogenic. The excessive 

consumption of these compounds can also have a negative impact on human health.  

Flavonoids may for instance influence the content of biotransformation enzymes, 

cytochromes P450, in the cells and thus influence the metabolism of foreign compounds.  

Such an influence might, as a result, lead to a development of carcinogenesis or inefficacy 

of certain medications.   

The main focus of this bachelor thesis is to study capabilities of  two flavonoid 

compounds (myricetin and dihydromyricetin) to induce and inhibit cytochromes P450 

of 2B family. By the Western blot method it was found that neither of the investigated 

flavonoids increased expression of CYP2B1/2 in livers, myricetin, or in any part of small 

intestine. In the case of dihydromyricetin there was noticed an induction of cytochromes 

P450 2B in the middle part of small intestine. The inhibitory potency of flavonoids was 

examined in vitro as an inhibition of 7-pentoxyresorufin O-depentylation catalyzed by 

CYP2B. Values of IC50 8,8μM and 0,5mM were determined for myricetin and 

dihydromyricetin, respectively. 

 

 

Key words: xenobiotics, cytochromes P450, induction, metabolism  
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Seznam použitých zkratek  

 

AHR   receptor aromatických uhlovodíků/ aryl hydrocarbon receptor  

BCA  4,4´- dikarboxy-2,2´-bicinchoninová kyselina 

BCIP/NBT 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfát/nitro blue tetrazolium 

BIS  N,N´- methylen(bis)akrylamid 

BSA  hovězí sérový albumin 

CAR    konstitutivní androstanový receptor / constitutively androstane receptor  

CBB  Coomassie brilliant blue 

CYP  cytochrom P450 

HIV  virus lidské imunitní nedostatečnosti / human immunodeficiency virus 

hsp    protein teplotního šoku / heat shock protein 

HSV   herpes simplex virus  

IgY  slepičí imunoglobulin typu Y 

MFO    mikrosomální monooxygenasový systém / mixed function oxidases 

PAGE  elektroforesa v polyakrylamidovém gelu 

PBS  isotonický fosfátový pufr 

PROD  pentoxyresorufin o-dealkylace 

PXR    pregnanový X receptor / pregnane X receptor 

RFU  jednotka relativní fluorescence / relative fluorescence units 

RH  substrát 

ROS   reaktivní formy kyslíku / reactive oxygen species   

ROH  oxygenovaná forma substrátu 

RSV   respirační syncytiální virus / respiratory syncytial virus  

SDS  dodecylsulfát sodný 

TEMED N,N,N´,N´- tetramethylethylendiamin 

TNF-α  faktor nádorové nekrózy / tumor necrosis factor α 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan 

VDR    vitamin D receptor 

v/v  objem/objem 

w/v  hmotnost/objem 
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1.1 Xenobiotika a jejich biotransformace 

 

Lidé jsou neustále vystavováni vlivu chemických látek z okolí. Ty se do organismu 

dostávají dýchacím či zažívacím ústrojím nebo absorpcí přes pokožku. Jedná se o látky 

tělu vlastní, které jsou dále spotřebovávány například jako zdroj energie, nebo látky 

cizorodé neboli xenobiotika, mezi něž patří jak chemikálie přírodního původu, tak i léčiva 

a produkty průmyslové výroby znečišťující životní prostředí.  

Xenobiotika bývají často i v malých dávkách látky toxické, mutagenní 

či karcinogenní a proto je nutné je z těla odstraňovat. Osud xenobiotik v těle je závislý 

na jejich fyzikálně-chemických vlastnostech, které rozhodují o tom, kam až se dostanou, 

jak zde budou reagovat a jakým způsobem budou z těla vyloučeny. Transport látek 

do buněk může probíhat různými způsoby. Zásadní roli hraje volná difuze, která je závislá 

na koncentračním gradientu látky na plasmatické membráně buňky, usnadněná difuze, při 

které je xenobiotikum analogem endogenní sloučeniny pro kterou má buňka přenašeč a je 

také závislá na koncentraci sloučeniny, dále pak aktivní transport, na který buňka musí 

vynaložit energii ve formě ATP či elektrochemického gradientu, a endocytóza, při které 

bývá látka obalena cytoplasmatickou membránou a poté pohlcena [1]. V případě volné 

difuze je podstatnou vlastností rozpustnost dané molekuly ve vodě.  Zatímco hydrofilní 

látky bývají snadněji odstraňovány z těla vylučovací soustavou, lipofilní sloučeniny 

naopak procházejí přes membránu a často se dostávají až k jádru, kde mohou působit 

až genotoxicky. Aby nedocházelo k jejich akumulaci, tak bývají tyto látky uvnitř buněk 

biotransformovány za účelem snížení jejich toxického účinku a zvýšení hydrofility 

pro snadnější eliminaci ven z buňky i z organismu [2]. Není však pravidlem, 

že biotransformace vede vždy ke snížení toxicity sloučeniny. Transformací může docházet 

ke tvorbě reaktivnějšího intermediátu, který bývá toxičtější, než původní molekula. 

Na druhou stranu tohoto jevu bývá využíváno pro aktivaci léčiv v buňce, kde je 

intermediát biologicky aktivnější, než podané farmakum [3]. Místem většiny 

biotransformačních reakcí jsou játra, dalšími pak tenké střevo, kůže a plíce, tedy orgány 

blízké vstupu látek do organismu [4]. 
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1.1.1. První fáze biotransformace 

  

Biotransformace hydrofobních látek probíhá v eukaryotních buňkách ve dvou 

fázích. První z nich je fáze derivatizační, při níž dochází k polarizaci molekuly. Jedná se 

například o oxidaci postranního řetězce, hydroxylaci aromátů, epoxidaci, sulfooxidaci 

a N-hydroxylaci, ale také redukci, deaminaci a hydrolytické reakce [1]. Katalýzu zajišťují 

enzymy přítomné jak v cytosolu, tak enzymy mikrosomální frakce, tedy membránové 

proteiny endoplasmatického retikula [5]. 

 Mezi cytosolární derivatizační enzymy patří například peroxidasy 

a NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy. Peroxidasy katalyzují jednoelektronové reakce 

při kterých jsou redukovány peroxidy. Těmito reakcemi dochází ke vzniku radikálů, které 

poté reagují se ostatními složkami cytosolu včetně případných xenobiotik. Oproti tomu 

NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy redukují dvouelektronovou reakcí chinony 

na hydrochinony, aniž by docházelo ke tvorbě radikálů [5,6].  

 Pro první fázi biotransformace je v případě živočišných buněk podstatná přítomnost 

mikrosomálních monooxygenasových systémů (MFO). Ty tvoří řetězec 

elektron-transportních proteinů podobný mitochondriálnímu řetězci využívanému 

při dýchání. Skládá se především z NADPH: cytochrom P450 oxidoreduktasy, sloužící 

jako dělič elektronového páru, a cytochromu P450 (CYP), fungujícího jako terminální 

oxidasa. V některých řetězcích jsou zapojeny také cytochrom b5 a NADH:cytochrom 

b5 oxidoreduktasa a v případě mitochondriálního MFO byla prokázána přítomnost 

ferredoxinu [7,8]. Součástí systému je i plasmatická membrána, jejíž lipidy hrají roli 

v udržení nativní konformace CYP a umožňují správné prostorové natočení CYP vůči 

jejich reduktase i substrátům [5]. Funkce CYP spočívá v inkorporaci atomu kyslíku 

do hydrofobní molekuly, zatímco druhý atom z molekuly O2 je redukován na vodu [6]. 

Podrobněji jsou CYP a jejich funkce popsány v kapitole 1.2. 

 

1.1.2. Druhá fáze biotransformace 

   

V druhé fázi biotransformace je docíleno ještě větší polarizace molekuly a zvýšení 

molekulové hmotnosti cizorodých látek, což napomáhá efektivnějšímu vylučování do žluče 

a dále do gastrointestinálního traktu. V těchto reakcích jsou substrátem jak sloučeniny, 
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které prošly první fází biotransformace, tak cizorodé látky, které již na počátku byly 

částečně polární, a nebyla tedy nutná jejich předchozí úprava [9]. 

Princip konjugační fáze tkví v propojení hydrofilní skupiny vnesené do xenobiotika 

v derivatizační fázi s endogenní polární molekulou, jako jsou kyselina glukuronová, sulfát, 

acetát a glutathion. Enzymy účastnící se na katalýze těchto reakcí jsou například 

N-acetyltransferasy a sulfotransferasy, důležitou roli hraje také glutathion-S-transferasa, 

která je stejně jako MFO také 

mikrosomálním membránovým 

proteinem [1,5].  

  

 

1.2. Cytochromy P450 

  

Cytochromy P450 (Obr. 1) 

patří mezi evolučně velmi staré 

hemoproteiny nacházející se ve všech 

živých organismech včetně některých 

virů [10]. Jak již bylo řečeno 

v předchozí části, CYP jsou nezbytnou součástí systému monooxygenas se smíšenou 

funkcí účastnících se reakcí první fáze biotransformace. Kromě detoxikace cizorodých 

látek hrají CYP roli také v důležitých fyziologických metabolických dějích, při kterých 

jsou jejich substrátem například steroidní sloučeniny, mastné kyseliny, retinoidy, aceton, 

acetol, hydroperoxidy a tuky [11].  

Název těchto proteinů souvisí s jejich výrazným absorpčním maximem při 450 nm 

redukované formy CYP s oxidem uhelnatým [12]. Jako cytochromy bývají označovány 

v souvislosti s jejich hemovým základem (protoporfyrin IX) [13]. Od běžných cytochromů 

se ale CYP liší a to způsobem vazby hemu na proteinu. Zatímco cytochromy obecně mají 

protoporfyrin vázaný na bílkovinnou část pomocí imidazolového zbytku histidinu, 

cytochromy P450 váží protoporfyrin pouze hydrofobními interakcemi a zároveň vazbou 

na železo prostřednictvím thiolátové síry cysteinu [6]. Kromě struktury se tyto CYP liší 

také funkcí – cytochromy hrají roli přenašečů elektronů, zatímco CYP jsou enzymy. 

 

 

Obr. 1: Model cytochromu P450 2B4. Převzato z [55]. 
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1.2.1. Klasifikace cytochromů P450 

  

V současné době je známo přes třináct tisíc různých CYP, které jsou rozděleny dle 

homologie jejich kódující sekvence DNA [14]. Pokud shoda dvou sekvencí činí více 

než 40%, proteiny jsou řazeny do jedné rodiny. Pokud sdílí více než 55% DNA kódující 

dané proteiny, tak cytochromy spadají do stejné podrodiny [10]. Název jednotlivých 

cytochromů je tvořen následovně: „CYP“ (zkratka pro cytochrom P450), arabská číslice 

označující rodinu do které cytochrom spadá, poté velké písmeno zařazující CYP 

k jednotlivým podrodinám (pokud existují) a nakonec arabskými číslicemi specifikovaná 

forma daného proteinu [15]. 

 U obratlovců dosud bylo nalezeno 18 rodin cytochromů P450 [16], z nichž 

pro metabolismus xenobiotik jsou podstatné první tři, eventuálně čtyři rodiny (CYP1, 

CYP2, CYP3 a CYP4). Ostatní CYP se účastní metabolismu endogenních látek [5]. 

 

1.2.2. Reakce cytochromů P450 

  

Funkční enzym cytochrom P450 se skládá z proteinu s hydrofobně vázaným 

protoporfyrinem IX, ve kterém je kovalentně vázán atom železa s oxidačním číslem III. 

Krom 4 vazeb na atomy dusíku porfyrinu je atom železa spojen pátou koordinačně 

kovalentní vazbou satomem síry na cysteinu v aktivním centru enzymu. Šestý ligand 

zůstává volný a stává se tak klíčovým místem reakcí katalyzovaných těmito enzymy. CYP 

tak může být ve vysokospinovém (pentakoordinovaný) či nízkospinovém stavu 

(hexakoordinovaný) [2]. 

Velikost apoproteinu je závislá na původu cytochromu P450. Zatímco bakteriální 

CYP bývají cytosolární, eukaryotní CYP jsou většinou membránově vázané. Obsahují tedy 

navíc hydrofobní doménu na N-konci, díky které je protein ukotven ve fosfolipidové 

dvojvrstvě [6]. Prokaryotní řetězec tedy obsahuje asi 350-400 aminokyselin, zatímco 

eukaryotní je asi o 100 aminokyselin delší [2]. 
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Cytochromy P450 katalyzují množství různých monooxygenačních reakcí, které 

je možné zapsat zjednodušenou rovnicí, ve které RH představuje substrát, ROH 

monooxygenační produkt a zdrojem elektronů je NAD(P)H [3]: 

 

RH + O2 + 2 H
+
 + 2 e

-
 → ROH + H2O 

 

Přesný mechanismus reakce CYP je popsaný na obr. 2. 

 

1.2.3. Aktivita cytochromů P450 

  

Množství, druh a aktivita jednotlivých cytochromů P450 je u každého jedince 

rozdílná. Liší se především díky různým genetickým predispozicím, věku, životním stylu, 

zdravotním stavu člověka a. Jelikož se CYP podílejí na metabolismu cizorodých látek, 

jejich koncentrace a aktivita je důležitá pro viabilitu buňky. V případě jejich neobvyklé 

koncentrace může docházet k hromadění cizorodých látek nebo naopak k jejich 

nežádoucím reakcím vedoucím ke tvorbě toxického meziproduktu či produktu.  

 

 

Obr. 2: Katalytický cyklus cytochromu P450, kde Fe představuje hemový atom železa, RH 

substrát, ROH monooxygenační produkt a elektrony pochází z NAD(P)H. Převzato z [56]. 
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 Enzymy mohou být ovlivňovány různými způsoby. Interakcí xenobiotika přímo 

s CYP dochází k inhibici či aktivaci daného enzymu. Inhibice může být reverzibilní 

(kompetitivní, nekompetitivní či akompetitivní) nebo ireverzibilní [17]. V jiném případě 

může být enzymová aktivita ovlivněna již na úrovni transkripce. Některá xenobiotika mají 

schopnost indukovat syntézu cytochromů P450, čímž se zvyšuje metabolická aktivita 

daného enzymu v buňce [18]. K indukci dochází po aktivaci jaderného receptoru, díky 

kterému je zvýšena genová exprese. Většina jaderných receptorů se nachází v cytosolu 

a do jádra se přesouvají až po navázání ligandu [19]. Jedním z nejznámějších příkladů je 

arylový uhlovodíkový receptor (AHR), jehož aktivací dochází k indukci exprese genů 

pro CYP1A1/2 a CYP1B1. Jedním z ligandů AHR, a tedy i induktorem daných CYP, je 

například karcinogen benzo(a)pyren. [20] 

 

1.2.4. Podrodina CYP 2B 

 

Obecně je rodina CYP2 největší rodinou lidských CYP, představující až třetinu 

z celkového počtu kódovaných sekvencí pro cytochromy P450 a hraje tedy důležitou roli 

v metabolismu xenobiotik [20]. Avšak zastoupení podrodiny 2B je bráno jako nízké, 

konkrétně lidský CYP2B6 činí v játrech pouze 1-2% z celkového zastoupení CYP [4]. 

Mimo játra se CYP2B vyskytují také v tenkém střevě, plicích, ledvinách [4,19] a mozku 

[21]. Celkem bylo u zvířecích modelů (včetně člověka) popsáno 17 forem této podrodiny 

[22], kromě již zmíněného lidského cytochromu 2B6 také existují například potkaní 2B1 

a 2B2 či králičí 2B4.  

CYP2B se účastní metabolismu jak endogenních sloučenin (serotonin, testosteron 

[21]), tak toxických látek z okolního prostředí (chlorpyrifos, nikotin [21]) a léčiv 

(bupropion, cyklofosfamid, propafol [23]). Interakcí s cizorodými látkami může také 

docházet k inhibici (thiotepa, ticlopidine) či indukci (phenobarbital, rifampicin) CYP2B 

[23]. Indukce je v tomto případě vázaná především na funkci jaderného konstitutivního 

androstanového receptoru (CAR), ale v menší míře probíhá regulace transkripce také 

pomocí pregnanového X receptoru (PXR) a vitamin D receptoru (VDR) jaderných 

receptorů [19]. 
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1. 3. Flavonoidy 

 

 Flavonoidy jsou organické látky rostlinného původu odvozené od difenylpropanu 

či fenylchromanu. Jejich základní struktura je složena ze dvou benzenových jader 

(na obrázku 3 označeny jako A a B) propojených heterocyklickým pyranovým kruhem (C). 

Flavonoidy jsou dále děleny na různé třídy v závislosti na rozdílné modifikaci této 

struktury, lišící se (ne)přítomností dvojné vazby mezi druhým a třetím uhlíkem pyranového 

kruhu nebo navázáním hydroxy či keto skupin. Mezi tyto třídy patří například flavonoly 

(quercetin, kaempferol, myricetin), flavony (tangeretin, luteolin), flavanony (naringenin, 

hesperetin) a isoflavony (genistein, daidzein). V přírodě se flavonoidy vyskytují většinou 

vázané na cukry, častá je glykosidová vazba v poloze 3 [24,25]. 

  

Od první izolace rutinu z pomeranče ve 30. letech 20. století bylo do dnešní doby 

popsáno již více než 8000 různých flavonoidů [26]. Jedná se o sekundární metabolity 

rostlin a jejich úloha v nich je rozmanitá. Anthokyaniny, jako například pelargonidiny 

a delfinidiny jsou barviva květů a plodů, jiné působí jako atraktanty či odpuzovače hmyzu. 

Další plní obrannou funkci vůči virům, mikrobům či houbám, ale také jako ochrana před 

UV zářením [27]. Flavonoidy hrají roli také v regulaci růstu rostlin ovlivňováním pohybu 

auxinů a klíčení semen [28]. 

 

Obr. 3: Základní struktura flavonoidu. Převzato z [57]. 
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1.3.1. Působení flavonoidů na lidský organismus 

  

V lidském těle jsou aglykony flavonoidů dobře vstřebatelné v žaludku a tenkém 

střevě. Větší množství flavonoidů přijímaných v potravě se ale nachází ve formě 

glykosidů. Některé z nich mohou být štěpeny pomocí enzymů (např. β-glukosidasa) a poté 

absorbovány v tenkém střevě ve formě aglykonu, ostatní jsou degradovány 

mikroorganismy v tlustém střevě na aglykonní formy flavonoidů s porušenou cyklickou 

strukturou. Flavonoidy jsou poté metabolizovány hlavně v játrech [25]. 

Flavonoidům je přisuzováno množství pozitivních účinků na zdraví člověka. Mezi 

nejznámější patří jejich antioxidační účinky. V buňkách se přirozeně vyskytují reaktivní 

formy kyslíku (ROS) jako signální molekuly produkované především mitochondriemi, 

peroxisomy, endoplasmatickým retikulem a NADPH oxidasovým komplexem [29]. Běžně 

je jejich koncentrace regulovaná přirozenými endogenními antioxidačními mechanismy. 

Pokud je však buňka vystavena oxidačnímu stresu (UV záření, ozon, zánět, cigaretový 

kouř, xenobiotika) ROS nejsou dostatečně vychytávány a jejich prostřednictvím dochází 

k poškození lipidů, proteinů a nukleových kyselin. Tato poškození se podílí na stárnutí 

buněk a onemocnění jako jsou srdeční choroby, šedý zákal, diabetes, astma a rakovina 

[26,29,30,31]. Zvýšením příjmu exogenních antioxidačních látek, kterými jsou právě 

flavonoidy, je možné snížit koncentraci ROS v buňkách a tím zároveň zamezit tvorbě 

defektních makromolekul. K tomuto efektu dochází třemi různými způsoby: 

 

1) inhibicí enzymů tvořících ROS nebo chelatací iontů potřebných ke správné 

funkci těchto enzymů; 

2) přímému vychytávání ROS; 

3) indukcí tvorby endogenních antioxidantů (regulací exprese genů) [24,25]. 

 

V souvislosti s antioxidačními účinky bývají flavonoidy užívány jako prevence 

proti tvorbě maligních buněk. Ty vznikají mimo jiné právě i poškozením DNA reaktivními 

formami kyslíku. Této chemopreventivní vlastnosti ale flavonoidy nedosahují pouze 

jakožto antioxidanty, ale zasahují i jinými způsoby do iniciační a promoční fáze 

karcinogenese. Například omezením transkripce mutovaného genu pro protein p53, 
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zastavením buněčného cyklu v G1 fázi a inhibicí tyrosinkinasy, hsp proteinů či exprese 

Ras proteinů v již transformovaných buňkách [32]. 

Dle některých studií flavonoidy vykazují také hepatoprotektivní účinky. Například 

sylimarin, součást extraktu z ostropeřce, chrání před toxiny z jedovatých mochomůrek 

a také při léčbě cirhóz se projevily jeho prospěšné účinky. Možné mechanismy působení 

ochrany jaterních buněk zahrnují jak antioxidační účinky flavonoidů, tak bránění vazby 

toxinů na hepatocyty, ovlivnění propustnosti membrán a inhibice kachektinu (faktor 

nádorové nekrózy TNF-α) [33]. 

Stejně jako původně v rostlinách, i u lidí se projevují antimikrobiální vlastnosti 

flavonoidů. Existují tři hlavní cesty působení. První z nich je inhibice syntézy nukleových 

kyselin, kterou vykazují například myricetin a robinetin, ikdyž u nich není mechanismus 

inhibice přesně znám, [34] nebo quercetin, který inhibuje DNA gyrasu E. coli tím, 

že blokuje její ATPasovou aktivitu [35]. Druhým způsobem působení flavonoidů 

na bakterie je ovlivněním funkce cytoplasmatické membrány. Tu mohou buď přímo 

poškodit (katechiny), nebo jen snížit její fluiditu (sophoraflavanone G) či zvýšit její 

propustnost a tím zničit membránový potenciál, díky čemuž může dojít ke snížení 

rezistence bakterie (quercetin) [34]. Posledním efektem působení flavonoidů je inhibice 

dýchacího řetězce, která byla prokázána u retrochalkonů [36].  

Vedle antimikrobiálních vlastností mají flavonoidy také protivirový efekt. 

Kupříkladu quercetin, rutin, katechin, isoquercetin a leukocyanidin vykazují inhibiční 

aktivitu vůči různým virům, jako jsou herpes simplex virus (HSV), poliovirus, respirační 

syncytiální virus (RSV) a Sindbis virus. Předpokládaný mechanismus působení spočívá 

v inhibici virové polymerasy a vazbě flavonoidu na virovou nukleovou kyselinu 

či kapsidové proteiny [34]. Část výzkumů se zabývá také možností využit flavonoidy 

v léčbě HIV [34], [37]. 

 

1.3.2. Toxicita flavonoidů 

 

Flavonoidy mají i další pozitivní vlastnosti, vykazují například protizánětlivé 

či antialergické účinky [38]. Na druhou stranu flavonoidy mohou mít i negativní vliv 

na zdraví člověka. Jejich příjem ve formě potravních doplňků představuje nepřirozené 

navýšení koncentrace těchto látek v organismu. V souvislosti s jejich antioxidačním 

efektem může být jejich zvýšený příjem škodlivý v důsledku přílišného vychytávání ROS, 
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jejichž koncentrace je za fyziologického stavu udržována na určité hladině. ROS jsou 

potřebné mimo jiné i pro apoptózu prekarcinogenních a transformovaných buněk, jejich 

absencí by tedy mohlo dojít k nádorovému bujení z důvodu včasného nepozastavení tohoto 

procesu [29]. Navíc antioxidační vlastnosti flavonoidů závisí na reakčních podmínkách, 

přičemž v určitých případech mohou působit pro-oxidačně. Jejich nadměrnou konzumací 

tedy může dojít ne ke snížení, ale naopak ke zvýšení oxidačního stresu [39]. 

Karcinogenita flavonoidů stále není dostatečně prozkoumána. Například quercetin 

je známý jako mutagenní látka na základě Amesova testu, testech na drosofilách či in vitro 

na buněčných liniích křečků. [40] Byla dokázána také jeho ireverzibilní vazba na DNA 

a proteiny lidských hepatocytů [41]. 

 

1.3.3. Flavonoidy a cytochromy P450 

 

 Flavonoidy mohou ovlivňovat funkci celé řady enzymů, mimo jiné také enzymů 

první i druhé fáze biotransformace, a tím zasahují do metabolismu xenobiotik. Konkrétně 

funkce CYP je flavonoidy modifikována několika různými způsoby. Flavonoidy mohou 

být buď substrátem pro tyto enzymy, nebo mohou fungovat jako jejich aktivátor 

či inhibitor, anebo mají vliv přímo na genovou expresi CYP. Jak již bylo řečeno 

v předchozí části, ovlivnění aktivity cytochromů P450, zapojených do metabolismu 

xenobiotik, může způsobit změnu předpokládané koncentrace léčiv v krevní plasmě 

či abnormální zpracování karcinogenů třeba i na jejich reaktivní intermediáty. Jedním 

z flavonoidních induktorů je například tangeretin, který indukuje tvorbu CYP1A1/2 

a částečně také CYP2B1/2 [42]. 

 

1.3.4. Myricetin 

 

Myricetin (3,3′,4′,5,5′,7-hexahydroxyflavon, obr. 4 na straně 17) je přírodní 

flavonol vyskytující se především v ovocných bobulích (brusnice, rybíz [43], hroznové 

víno), ale i v zelenině, bylinách a ořechách.  

 Jeho prozkoumané fyziologické účinky jsou rozporuplné. Byly zjištěny jak jeho 

anti­karcinogenní a antioxidační vlastnosti [44], tak i jeho karcinogenní [45] a pro-oxidační 
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účinky (v přítomnosti iontů železa) [24,44]. Myricetin vykazuje estrogenní aktivitu, 

v souvislosti s čímž byl zkoumán jeho vliv na viabilitu a pohyblivost spermií [46]. 

Diskutována je schopnost myricetinu bránit oxidaci LDL [44]. Z pokusu na potkanech také 

vyplívá, že myricetin ovlivňuje cirkadiánní rytmus. Působí jako inhibitor serotonin 

N-acetyltransferasy a tím zastavuje syntézu melatoninu, který bývá vyplavován v noci 

[47]. 

 Co se týče interakce myricetinu s cytochromy P450, je pravděpodobně možná  

inhibice CYP3A4 a CYP2C9 [48,49], stejně jako inhibice CYP1A1 [50]. 

 

 

1.3.5. Dihydromyricetin 

 

 Dihydromyricetin, jinak též ampelopsin, je jedním z příkladů využití tradiční čínské 

medicíny k možné přípravě léčiva.  Jedná se o flavanonol, který bývá nejčastěji izolován 

buď z Ampelopsis grossedentaty nebo z Hovenie dulcis (Dužistopka sladká) [51,52]. 

Od myricetinu se liší pouze absencí jedné dvojné vazby (Obr. 4). Dle dosavadních 

výzkumů má ampelopsin hypoglykemické, antioxidační, antibakteriální, hepatoprotektivní 

[52] a protirakovinné účinky [53]. 

 Nejzajímavější je ale jeho vliv na konzumaci alkoholu a její následky. V testech 

na potkanech bylo prokázáno, že dihydromyricetin pravděpodobně zabraňuje akutní 

   

A       B 
 

Obr.4: Struktury myricetinu (A) a dihydromyricetinu (B). Převzato z [58,59]. 
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intoxikaci ethanolem (aniž by sám působil toxicky), snižuje chuť na další konzumaci 

alkoholu a zmenšuje abstinenční příznaky. Ampelopsin je komerčně dostupný jako 

potravní doplněk a do budoucna se naskytuje možnost využití dihydromyricetinu jako léku 

závislosti na alkoholu či jako léčivo při akutní intoxikaci ethanolem [54].  
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2. Cíl práce 

 

Cílem předkládané bakalářské práce je určení vlivu flavonoidů myricetinu 

a dihydromyricetinu podaných perorálně na indukci CYP2B1 a CYP2B2 v játrech 

a tenkém střevu potkanů a dále inhibiční efekt těchto flavonoidů na CYP rodiny 2B. 

Pro dosažení tohoto cíle je třeba splnit následující dílčí úkoly: 

 

1. Stanovit koncentraci proteinů v jednotlivých mikrosomálních frakcích 

2. Provést imunodetekci CYP2B1 a CYP2B2 ve směsi elektroforeticky separovaných 

mikrosomálních proteinů pomocí specifické protilátky  

3. Určit hodnotu IC50  pro oba flavonoidy vzhledem k metabolismu markerového substrátu 

7-pentoxyresorufinu 
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3. Materiál a metody 

3.1. Chemikálie a materiál 

Bio-Rad (USA) 

nitrocelulosová membrána (#162-0112) 

 

Fluka (Švýcarsko) 

akrylamid, dodecylsulfát sodný (SDS), 2-merkaptoethanol, N,N-methylen-bis-akrylamid 

(BIS), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), 

 

Lachema Brno (Česká republika) 

bromfenolová modř, dekahydrát uhličitanu sodného, hydrogenuhličitan sodný, ethanol, 

hydrogenuhličitan sodný, hydroxid sodný, kyselina chlorovodíková, pentahydrát síranu 

měďnatého, vínan sodný 

 

Lach-ner (Česká republika) 

dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného, dihydrát dihydrogenfosforečnanu sodného, 

glycin, chlorid sodný 

 

Mlékárna Pragolaktos, a.s. (Česká republika) 

trvanlivé mléko 0,5% 

 

Serva (Německo) 

Tris (base), Triton X-100, N,N,N‘,N-tetramethylethylendiamin (TEMED), Coomassie 

brilliant blue R-250 (CBB) 

 

Sigma-Aldrich (USA) 

4,4´-dikarboxy-2,2´-bicinchoninová kyselina (BCA), sekundární králičí protilátka 

konjugovaná s alkalickou fosfatasou, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfát/nitro blue 

tetrazoliové tablety (BCIP/NBT), 7-pentoxyresorufin 

 

Thermo Scientific 

PageRuler
TM

 Plus Prestained Protein Ladder #26619 (Obr.5, str. 22) 
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Whatman (USA) 

Filtrační papír, č. 3 

 

Protilátky (MAP CYP78, IgY 2B α-LM2 a IgY 2C control) byly připraveny 

prof. RNDr. Petrem Hodkem, CSc., Přirodovědecká fakulta, Karlova Univerzita v Praze, 

Česká republika 

 

Potkaní mikrosomy byly připraveny Mgr. Eliškou Brabencovou a Bc. Johanou Hrdinovou 

v rámci jejich diplomové respektive bakalářské práce, a poté byly uchovávány při -80 °C. 

Premedikace potkanů flavonoidy i slunečnicovým olejem (kontrola) proběhla v podobě 4 

dávek podávaných po 24 hodinách, v množství 60 mg/kg  látky rozpuštěné v 0,5 mL 

slunečnicového oleje na jednu dávku [61,62] 

  

 

 

Obr. 5: Použitý standard PageRuler
TM

 Plus Prestained Protein 

Ladder #26619. 

Převzato a upraveno z [60]. 
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3.2. Přístroje 

Analytické váhy 

40SM-200, PESA (Švýcarsko), DV215CD, Ohaus (Švýcarsko) 

 

Automatické mikropipety 

Nichiryo (Japonsko) 

 

Blotovací systémy 

Trans-Blot® Turbo™ Blotting Systém, Bio-Rad (USA), Whatman Fastblot B43, Biometra 

(Německo) 

 

Elektroforetická aparatura 

Mini-PROTEAN® Tetra Cel, Bio-Rad (USA) 

 

Inkubátor 

IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories 

 

Laboratorní třepačky 

ČSAV – vývojové dílny (Československo), Yellow lineOS 2 Basic, IKA (Německo) 

 

Luminiscenční spektrofotometr 

PerkinElmer LS55 (USA) 

 

Prosávací aparatura pro vyvolání proteinů 

SNAP i.d., Millipore Corp. (USA) 

 

Sonikátor 

Elmasonic E 30H, ELMA (Německo) 

 

Spektrofotometr 

Sunrise Absorbance Reader, TECAN 
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Vakuová pumpa 

Laboport® Mini laboratry pump, KNF (USA) 

 

Vodní purifikační systém 

Simplicity 185, Millipore Corp. (USA) 

 

Zdroj pro elektroforesu 

EPS 301 Electrophoresis Power Supply, Amersham Pharmacia Biotech (USA) 

 

Další použité přístroje: 

Vortex (MS1 Minishaker, IKA), mikrocentrifuga (C1301B, Labnet), mikrodávkovač 

(MICROLITER Syringe 702RN, Hamilton), vařič (ETA) 
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3.3. Metody 

 

3.3.1.  Stanovení koncentrace proteinů 

 Koncentrace proteinů v získané mikrosomální frakci byla stanovena metodou 

Smithe a spol. [63]. Princip této metody spočívá v redukci iontů Cu
2+

 na Cu
+
 díky 

přítomnosti určitých aminokyselin (cystein, tryptofan, tyrosin) v postranním řetězci 

proteinů. Přidaná BCA váže měďné ionty za tvorby modrofialového komplexu. 

Pro stanovení je měřena absorbance roztoku při 562 nm, přičemž intenzita zabarvení 

roztoku je přímo úměrná koncentraci daných aminokyselin v roztoku. Při zanedbání 

rozdílu v poměrech zastoupení jednotlivých aminokyselin v různých bílkovinách lze tedy 

říci, že naměřená absorbance je přímo úměrná koncentraci proteinu v roztoku. 

 

Chemikálie: 

Činidlo A:  2% (w/v) Na2CO3 · 10 H2O 

0,95% (w/v) NaHCO3 

0,16% (w/v) vínan sodný 

0,4% (w/v) NaOH 

1% (w/v) sodná sůl BCA 

pH 11,25 

 

Činidlo B:  4% (w/v) CuSO4 . 5 H2O 

 

Postup: 

 Vzorky byly vhodně naředěny demineralizovanou vodou do mikrozkumavek 

Eppendorf. U střevních mikrosomů bylo použito ředění 12,5x a 25x, jaterní vzorky byly 

ředěny 50x, 100x a 150x. Z každé mikrozkumavky bylo poté odebráno a přeneseno vždy 

po 9 μL do 96jamkové mikrotitrační destičky. Pro sestrojení kalibrační křivky bylo 

pipetováno stejné množství roztoku BSA o koncentracích 2,0; 1,5; 1,0; 0,75; 0,5; 0,25 

a 0,125 mg/mL.  Jako slepý vzorek sloužila deionizovaná voda. Vzorky, včetně slepého 

stanovení, byly připraveny v tripletech, standardy BSA pouze v dubletech. 
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 Činidlo pro stanovení proteinů bylo připraveno smísením roztoků A a B v poměru 

1:50. Do každé jamky obsahující vzorky bylo přidáno 260 μL tohoto činidla a destička 

byla inkubována 30 minut při 37 °C. 

 Po skončení inkubace byla změřena absorbance při 562 nm a data byla 

vyhodnocena v programu Kim32 [64]. 

 

3.3.2. Diskontinuální elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti 

dodecylsíranu sodného 

 Diskontinuální elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti 

dodecylsíranu sodného (SDS-PAGE), je metoda sloužící k dělení proteinů dle jejich 

molekulové hmotnosti. SDS je denaturačním činidlem, které všem proteinům udílí záporný 

náboj, takže se v elektrickém poli pohybují stejným směrem (k anodě). 

 

Chemikálie: 

Pufr A:  0,375M Tris/HCl 

0,1% (w/v) SDS 

pH 8,8 

 

Polymerační roztok A:  

30% (w/v) akrylamid v pufru A s 0,8% (w/v) BIS 

 

Pufr B:  0,125M Tris/HCl 

0,1% (w/v) SDS 

pH 6,8 

 

Polymerační roztok B:  

30% (w/v) akrylamid v pufru B s 0,8% (w/v) BIS 

 

4x koncentrovaný redukující vzorkový pufr:  

0,25M Tris/HCl 

8% (w/v) SDS 

20% (v/v) 2- merkaptoethanol 
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40% (v/v) glycerol 

0,004% (w/v) bromfenolová modř 

pH 6,8 

 

Elektrodový pufr: 

0,192M glycin 

0,025M Tris/HCl 

0,1% (w/v) SDS 

pH 8,3 

 

Barvící lázeň:  0,25% (w/v) Coomassie brilliant blue R-250 

46% (v/v) ethanol 

9,2% (v/v) kyselina octová 

 

Odbarvovací lázeň:  

25% (v/v) ethanol 

10% (v/v) kyselina octová 

 

Postup: 

 Mezi dvě skla (10 x 7,3/8,2 cm, šířka mezery 1mm) odmaštěná ethanolem byl nalit 

10% polymerační roztok A, okamžitě byl převrstven destilovanou vodou a ponechán 

polymerovat 30 minut. Poté byla voda odlita do výlevky a pro její úplné vysušení mezi 

skly byl použit proužek filtračního papíru. Byl připraven 5% polymerační roztok B, který 

byl nalit mezi skla na již ztuhlý první gel, a ihned byl do roztoku ponořen odmaštěný 

hřeben pro vytvoření jamek. Po 20minutové polymeraci byl hřeben vyjmut, skla byly 

umístěny do aparatury a do mezielektrodového prostoru byl nalit elektrodový pufr. 

 Vzorky byly naředěny do deionizované vody a smíchány se vzorkovým pufrem 

v poměru 3:1 na výslednou koncentraci proteinů 1 mg/mL v případě jaterních mikrosomů 

a 4 mg/mL u vzorků tenkého střeva a poté byly 5 minut vařeny. Do každé jamky bylo 

naneseno po 15 μL vzorku (standardu pouze 7 μL) pomocí Hamiltonovy mikrostříkačky. 

 Aparatura byla vložena do elektroforetické vany naplněné elektrodovým pufrem. 

Elektroforesa probíhala při napětí 200 V, dokud čelo nedoputovalo několik milimetrů 

od spodního okraje separačního gelu.  
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Po ukončení elektroforesy byla skla opatrně oddělena, a vrchní, zaostřovací, gel byl 

odříznut. Se separačním gelem bylo dále manipulováno metodou „Western blottingu“. 

 Paralelně bylo vždy připraveno více gelů, z nichž jeden byl po ukončení 

elektroforesy barven 45 minut v barvící lázni a poté odbarvován v odbarvovací lázni. 

Tento gel sloužil pro kontrolní porovnání množství proteinů v jednotlivých jamkách 

a pro zhodnocení úspěšnosti elektropřenosu. Pro metodu Western blot byl připraven jeden 

gel obsahující střevní mikrosomy a dva gely s jaterními vzorky. 

 

 

3.3.3. Western blot 

 Western blot, jinak též imunoblot, je analytická metoda sloužící k imunodetekci 

proteinů ze směsi. Směs proteinů je nejprve rozdělena dle velikosti metodou SDS-PAGE 

a poté jsou proteiny přeneseny na nitrocelulosovou či PVDF membránu, nejčastěji 

působením elektrického proudu. Membrána je poté imunochemicky vyhodnocena [65]. 

  

Chemikálie: 

Přenosový pufr: 0,025M Tris 

   0,192M glycin 

   pH 8,3 

 

PBS Triton X-100: 0,134M NaCl 

   1,8mM Na2HPO4 

   1mM NaH2PO4 

   0,3% (w/v) Triton X-100    

pH 7,2 

 

Blokovací roztok: 50% roztok odtučněného mléka 

   0,3% (w/v) Triton X-100 

   0,134M NaCl 

   1,8mM Na2HPO4 

   1mM NaH2PO4 

 



 

29 
 

Barvící roztok Ponceau:  

0,2% (w/v) Ponceau Red 

   10% CH3COOH 

 

Postup: 

 Separační gel po elektroforese byl dán do přenosového pufru a ponechán na 

třepačce po dobu 30 minut, přičemž pufr byl za dobu inkubace dvakrát vyměněn.  Mezitím 

byly nastříhány potřebné chromatografické papíry a nitrocelulosová membrána tak, 

aby byly pouze o několik milimetrů větší než gel. Membrána byla smočena v destilované 

vodě a poté byla ponořena do transferového pufru.  

 Na spodní desku (anodu) blotovacího přístroje byly položeny na sebe tři filtrační 

papíry nasáklé přenosovým pufrem, na ně byla položena membrána, na kterou byl umístěn 

gel. Tento „sendvič“ byl dokončen opět trojitou vrstvou filtračních papírů namočených 

v transferovém pufru. Pomocí válečku byly odstraněny vzduchové bubliny a poté bylo vše 

přikryto katodou blotovacího přístroje. 

  

Z praktických důvodů byl elektropřenos jaterních a střevních mikrosomů proveden 

ve dvou různých aparaturách a lišil se i způsob imunodetekce.  

  

V případě jaterních vzorků byly vytvořeny dva identické gely a tedy i dvě 

membrány. Elektropřenos byl proveden v aparatuře Bio-Rad při napětí 25 V a proudu 

1,3 A po dobu 7 minut. Po skončení byly obě membrány obarveny Ponceau Red barvivem 

pro ověření úspěšnosti přenosu a byly ponechány přes noc v lednici v blokovacím roztoku. 

Gely po přenosu byly barveny a odbarvovány způsobem popsaným v kap. 3.3.2. 

 Druhý den byly membrány inkubovány 2 hodiny v roztoku 10 mL primární slepičí 

protilátky o koncentraci 20 μg/mL, ředěné v blokovacím roztoku, přičemž jedna membrána 

byla inkubována v roztoku protilátky před imunizací slepice a druhá po imunizaci proti 

CYP2B. 

 Membrány byly poté opakovaně promývány na přístroji SNAP i. d. roztokem PBS 

Triton X-100 při zapnuté vývěvě. Následovala desetiminutová inkubace se sekundární 

králičí IgY protilátkou konjugovanou s alkalickou fosfatasou (ředěna 1:1500) bez zapnuté 

vývěvy. Nakonec bylo provedeno opakované promytí membrány opět roztokem PBS 

Triton X-100.  
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 Elektropřenos střevních proteinů z gelu na nitrocelulosovou membránu proběhl 

ve starší aparatuře Biometra, ve které probíhal přenos nejprve 10 minut s nastaveným 

proudem 0,8 mA/cm
2
 a poté dalších 45 minut při proudu 2 mA/cm

2
. Po ukončení byl gel 

barven dle kap. 3.3.2. a membrána byla po obarvení v Ponceau Red ponechána přes noc 

v blokovacím roztoku v lednici. 

 Druhý den byla membrána nejprve inkubována 2 hodiny v roztoku 10 mL primární 

slepičí protilátky proti CYP2B o koncentraci 20 μg/mL, ředěné v blokovacím roztoku. 

Následovalo promývání blokovacím roztokem na třepačce, třikrát po dobu 5 minut, a poté 

proběhla hodinová inkubace v 10 mL se stejnou sekundární protilátkou, tentokrát ředěnou 

blokovacím roztokem 1: 4000. Membrána byla důkladně promyta 2x blokovacím roztokem 

a 3x roztokem PBS Triton X-100 

 

Zviditelnění proběhlo stejně pro oba postupy pomocí tablety BCIP/NBT rozpuštěné 

v 15 mL destilované vody. 

 

3.3.3. Pentoxyresorufin O-dealkylace, fluorescenční stanovení 

 Stanovení pentoxyresorufin O-dealkylace (PROD) slouží ke stanovení 

depentylasové aktivity CYP2B. Depentylací vzniká fluorescenční produkt resorufin, jehož 

koncentraci je možné měřit fluorimetricky [66]. Pomocí této metody byla určena hodnota 

50% inhibice aktivity (IC50) CYP2B1/2 působením myricetinu a dihydromyricetinu. 

 

Chemikálie: 

Draselný fosfátový pufr:  

0,1M KH2PO4 

   pH 7,4 

 

Resorufin:  10μM resorufin v methanolu 

 

0,2mM 7-pentyloxyresorufin v methanolu 

 

5mM NADPH 

 

vzorek jaterních mikrosomů potkanů premedikovaných 

phenobarbitalem, ccyp= 20,99μM 
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Postup: 

 Nejprve byla změřena kalibrační řada resorufinu. Resorufin byl ředěn draselným 

fosfátovým pufrem v mikrozkumavkách Eppendorf postupně na koncentrace 0,4μM; 

0,3μM; 0,2μM; 0,15μM; 0,1μM; 0,05μM; 25nM a 12,5nM. Do 96jamkové destičky bylo 

přeneseno z každé zkumavky 150μL do jamky. Měření probíhalo vždy ve dvou jamkách 

pro jednu koncentraci a jako slepý vzorek byl použit „dublet“ roztoku draselného 

fosfátového pufru. Byla měřena fluorescence na luminiscenčním spektrofotometru 

PerkinElmer LS55 při emisní vlnové délce 585 nm, 5 s nad každou jamkou. (excitační 

vlnová délka 530 nm).  

 Potkaní mikrosomy byly naředěny do draselného fosfátového pufru na výslednou 

koncentraci CYP 0,5μM. Do mikrozkumavky bylo odměřeno 485 μL draselného 

fosfátového pufru, 10 μL 0,5μM roztoku CYP a 5 μL methanolu s rozpuštěným 

flavonoidem. Tato směs byla inkubována 10 minut za laboratorní teploty a stálého třepání 

a poté do ní bylo přidáno 5,6 μL zásobního roztoku 7-pentoxyresorufinu. Po promíchání 

byla směs inkubována za laboratorní teploty 2 minuty a poté byly ze směsi odebrány 

vzorky pro měření fluorescence. Měření bylo provedeno ve třech jamkách, do každé bylo 

přeneseno 150 μL vzorku a poté 17 μL draselného fosfátového pufru do jamky se slepým 

stanovením a po 17 μL 5mM NADPH do dvou zbylých jamek. Měřeno bylo celkem 10 

cyklů v celkovém čase 10 minut, za stejných podmínek jako měření kalibrační řady. 

 Použité koncentrace myricetinu v methanolu pro určení IC50 byly 10mM; 1mM; 

0,1mM; 0,01mM; 1μM a 0M. Inhibiční účinek dihydromyricetinu byl zkoumán 

v koncentracích 1M; 0,1M; 0,01M; 1mM; 0,1mM a 0M. Jako 100% aktivní byla zvolena 

reakční směs bez flavonoidu, s obsahem 5 μL methanolu. 

Výsledné hodnoty byly poté vyhodnoceny v programech Microsoft Excel [67] 

a Origin Lab [68]. 
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4. Výsledky 

 

4.1. Stanovení proteinů 

 V zamražených mikrosomálních frakcích izolovaných z jater a střev potkanů byla 

stanovena koncentrace proteinů pomocí metody popsané v kapitole 3.3.1. na straně 24. 

Kromě kontrolních potkanů a potkanů premedikovaných flavonoidy myricetinem 

a dihydromyricetinem byla stanovena i koncentrace proteinů v jaterních mikrosomech 

potkanů a králíka po požití phenobarbitalu. Výsledky stanovení jsou uvedeny v tabulkách 1 

a 2 a byly použity pro správné naředění proteinů při metodě Western blot.  

 

 

 

Tab. 1: Koncentrace proteinů v jednotlivých mikrosomálních frakcích tenkého střeva kontrolních 

potkanů i potkanů premedikovaných flavonoidními látkami myricetinem a dihydromyricetinem. 

Koncentrace proteinu 

v [mg/ml] 
Proximální část Střední část Distální část 

Kontrola 8,5 9,3 9,4 

Myricetin 11,7 10,2 8,3 

Dihydromyricetin 11,2 9,3 13,3 

 

Tab. 2: Koncentrace proteinů v mikrosomální frakci jater kontrolních potkanů i zvířat 

premedikovaných  phenobarbitalem a flavonoidními látkami myricetinem a dihydromyricetinem. 

Koncentrace proteinu v [mg/ml] 

Kontrola 55,5 

Myricetin 52,2 

Dihydromyricetin 46,9 

Phenobarbital – potkan 23,7 

Phenobarbital – králík  48,8 
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4.2. Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci CYP2B 

 Vliv flavonoidů na expresi cytochromů P450 2B1 a 2B2 v játrech a v tenkém střevě 

potkanů byl zkoumán metodou imunoblotu, jak je podrobněji uvedeno v kapitole 3.3.3. 

na straně 28. 

  

Ovlivnění exprese proteinů v jednotlivých tkáních bylo zkoumáno ve dvou 

samostatných pokusech. Při prvním z nich byly zkoumány proteiny jaterních mikrosomů 

a byla ověřena funkčnost protilátek. Pozitivní kontrola specifičnosti a funkčnosti primární 

protilátky připravené proti králičímu CYP2B4 spočívala v nanesení králičích a potkaních 

jaterních mikrosomů s indukovanými cytochromy P450 po premedikaci phenobarbitalem 

na gel vedle zkoumaných jaterních vzorků. Funkčnost sekundární protilátky byla ověřena 

tím, že do jedné z jamek byl nanesen vzorek slepičí protilátky (MAP CYP78). 

Elektroforesou a následným elektropřenosem byly vytvořeny dvě identické membrány, 

z nichž jedna byla inkubována ve slepičí protilátce proti CYP2B a druhá byla za stejných 

podmínek inkubována v roztoku slepičí pre-imunní protilátky, tzn. protilátky izolované 

z neimunizovaného zvířete.  

Konečný výsledek je uveden na obr. 6 (str. 34). Ze zobrazených membrán lze 

usoudit, že ani jeden z podaných flavonoidů nevyvolal v játrech potkanů výraznou změnu 

v expresi CYP2B1 či CYP2B2 vůči nepremedikované kontrole. Primární i sekundární 

protilátka prokázaly reaktivitu s pozitivními kontrolami.  

 

 Na obr. 7 (str. 34) je znázorněna membrána obsahující proteiny mikrosomálních 

frakcí tenkého střeva. Pro ověření funkčnosti protilátek tentokrát byly použity pouze jaterní 

mikrosomy potkanů premedikovaných phenobarbitalem. 

 Z daného obrázku je zřejmé, že myricetin nevyvolává indukci CYP2B v žádné části 

tenkého střeva potkanů, zatímco v případě dihydromyricetinu je zvýšena exprese těchto 

enzymů ve střední části tenkého střeva. 
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Obr. 6: Srovnání membrán inkubovaných v pre-imunní protilátce (A) a v protilátce izolované ze slepice po 

imunizaci (B). Detail obrázku B - vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci CYP2B1/2 v játrech (C). 

Pro elektroforesu byl použit 10% polyakrylamidový gel. 

Do jednotlivých drah byly aplikovány vzorky v redukujícím pufru v následujícím pořadí: 

standard (1), slepičí protilátka proti CYP78 (2), potkaní jaterní mikrosomy po premedikaci myricetinem (3), 

dihydromyricetinem (4), slunečnicovým olejem jako kontrolou (5) a phenobarbitalem (6) a poslední dráha 

obsahuje králičí jaterní mikrosomy po premedikaci phenobarbitalem (7). 

 

 

Obr. 7: Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci CYP2B1/2 v různých částech tenkého střeva. 

Pro elektroforesu byl použit 10% polyakrylamidový gel. 

Do jednotlivých drah byly aplikovány vzorky v redukujícím pufru v následujícím pořadí:  

-standard (1) 

-jaterní mikrosomy po premedikaci phenobarbitalem (2) 

-mikrosomy proximální části střeva po premedikaci slunečnicovým olejem- kontrolní (3), myricetinem 

(4) a dihydromyricetinem (5) 

- mikrosomy střední části střeva po premedikaci slunečnicovým olejem (6), myricetinem (7) 

a dihydromyricetinem (8) 

- mikrosomy distální části střeva po premedikaci slunečnicovým olejem (9), myricetinem (10) 

a dihydromyricetinem (11) 
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4.3. Stanovení hodnoty IC50 metodou PROD 

Depentylací 7-pentoxyresorufinu vzniká fluorescenční produkt resorufin, jehož 

koncentrace je přímo úměrná intenzitě emitovaného záření. Pro stanovení schopnosti 

myricetinu a dihydromyricetinu inhibovat aktivitu CYP2B1/2 byla měřena míra 

depentylázové aktivity CYP pro různé koncentrace flavonoidu. Jednotlivé aktivity byly 

porovnány s nulovou hodnotou inhibice v nepřítomnosti flavonoidu a poté byly vyneseny 

do grafu (obr.8-11, str. 35-38). Inhibiční křivky pro oba flavonoidy vykazují s rostoucí 

koncentrací sloučeniny nejprve lehký nárůst aktivity a poté rychlý pokles. Pro určení 

hodnoty IC50 nebyly proto vyšší hodnoty, než byla hodnota kontroly, uvažovány. 

Pro myricetin byla vypočítána hodnota IC50 8,8μM, pro dihydromyricetin 0,5mM. 
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Obr.8: Kalibrační řada resorufinu.  

Použité koncentrace: 0,3; 0,2; 0,15; 0,1; 0,05; 0,025 a 0,0125μM 
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Obr. 9: Graf závislosti intenzity fluorescenčního záření na čase pro různé 

koncentrace zásobního roztoku dihydromyricetinu (A) a graf reprezentující 

poměry depentylázových aktivit CYP2B1/2 při různých koncentracích 

dihydromyricetinu vůči aktivitě kontroly (B). 
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Obr. 10: Graf závislosti intenzity fluorescenčního záření na čase pro různé 

koncentrace zásobního roztoku myricetinu (A) a graf reprezentující poměry 

depentylázových aktivit CYP2B1/2 při různých koncentracích myricetinu 

vůči aktivitě kontroly (B). 
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Obr. 11: Inhibiční křivky myricetinu (A) a dihydromyricetinu (B). 

A 

B 
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5. Diskuze 

 

 Flavonoidy jsou součástí přirozené potravy přijímané člověkem. Zejména 

v alternativní medicíně jsou jim přisuzovány léčivé vlastnosti a i současné testy prokazují 

některé zdraví prospěšné účinky. V dnešní době ale dochází k jejich nepřiměřené 

konzumaci ve formě potravních doplňků, ve kterých bývají dané flavonoidy přítomné 

v nesrovnatelně vyšších koncentracích, než v původním zdroji těchto látek. Přesto jsou, 

díky svému přírodnímu původu, tyto doplňky obecně považované za nezávadné, 

aniž by byly řádně prozkoumané jejich účinky na lidský organismus. Flavonoidy mohou 

zasahovat i do biotransformace cizorodých látek, konkrétně mohou indukovat cytochromy 

P450 a další enzymy a tak pozměňovat osud xenobiotika v organismu. 

 V této práci byl zjišťován vliv dvou flavonoidů myricetinu a dihydromyricetinu 

na indukci CYP2B1/2. Jedná se o potkaní orthology lidského cytochromu P450 2B6. Byl 

zkoumán jejich obsah v játrech a v tenkém střevě, jakožto hlavních míst biotransformace 

xenobiotik. Stanovení množství CYP2B bylo provedeno metodou Western blotu 

s imunochemickým zobrazením konkrétních enzymů. 

 V literatuře je možné nalézt práce zabývající se podobným tématem, například 

odborný článek pojednávající o vlivu flavonoidů quercetinu, isoquercitrinu a rutinu 

na expresi CYP1A1/2 a CYP2B1/2 [69]. Výsledkem tohoto experimentu bylo zvýšení 

exprese CYP2B1/2 v proximální a střední části tenkého střeva působením quercetinu, 

isoquercitin indukoval CYP2B pouze ve střední části, a rutin vykazoval pouze slabou 

indukci CYP v proximální části tenkého střeva [69]. Jiným příkladem flavonoidních 

induktorů cytochromu P450 rodiny 2B je flavon (2-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one) [70].  

 Dle nedávného výzkumu bylo zjištěno, že dihydromyricetin způsobuje zvýšení 

aktivity CYP3A4 in vivo [71]. Indukčními schopnostmi myricetinu a dihydromyricetinu 

vůči CYP se také zabývala Mgr. Eliška Brabencová ve svém diplomovém projektu. V této 

studii byl zjištěn slabý indukční efekt daných flavonoidů na CYP1A1/2 v játrech. 

V tenkém střevě indukce nebyla zaznamenána [61]. 

 V předkládané práci byly použity mikrosomální frakce izolované Mgr. Eliškou 

Brabencovou a byl v nich sledován vliv flavonoidů na expresi CYP2B1/2. V játrech nebyl 

zjištěn žádný vliv na množství těchto CYP, zatímco v tenkém střevě byla pozorována 

indukce ve střední části u potkanů premedikovaných dihydromyricetinem. Jiný indukční  



 

40 
 

efekt nebyl pozorován. Příčina zvýšení exprese CYP2B1/2 pouze v tomto určitém místě 

není zřejmá, pravděpodobně se však jedná o důsledek působení střevní mikroflóry. 

Dihydromyricetin sám o sobě nemusí být induktorem, ale mikroorganismy mohou 

modifikovat molekulu dihydromyricetinu na produkt, který je schopen navodit indukci 

CYP2B. Jejich aktivita může být ještě znásobena tím, že dihydromyricetin vstřebaný 

v žaludku a v proximální části tenkého střeva může být v játrech glykosylován a opět 

vyloučen ve žluči do tenkého střeva. Navázáním cukerného zbytku může být navýšena 

atraktivita této sloučeniny jakožto substrátu pro střevní mikrofloru. Mikroorganismy 

ale mohou štěpit dihydromyricetin nejen na meziprodukt způsobující indukci CYP2B, 

ale i na menší fragmenty, které již tuto schopnost nemají, a z toho důvodu pravděpodobně 

není pozorována indukce v distální části tenkého střeva. 

 Za zmínku také stojí informace, že v případě mikrosomů tenkého střeva byla 

na membráně zřetelná zóna proteinů o molekulové hmotnosti zhruba 40 kDa. Tento protein 

byl přítomný ve všech frakcích střevních mikrosomů a jeho množství v jednotlivých 

vzorcích bylo téměř stejné. Pokud by se nejednalo o inducibilní protein, lze usoudit, 

že celkové množství proteinů nanesené do jednotlivých drah je též stejné. Zobrazení této 

zóny je pravděpodobně zapříčiněno nedostatečnou specifitou primární protilátky. Jiným 

důvodem by také mohl být proteolytický rozklad bílkoviny na kratší fragmenty. 

  

V druhé části práce byla určena konstanta IC50 myricetinu a dihydromyricetinu vůči 

CYP2B1/2. Inhibiční schopnost myricetinu je známá i vůči jiným CYP, konkrétně 

u CYP2C9 a CYP3A4 (IC50(CYP2C9)= 13,8μM; IC50(CYP3A4)= 7,81μM) [72,73], a vůči 

stejným enzymům vykazuje inhibični potenciál také dihydromyricetin pro který přesné 

hodnoty IC50 nejsou známy [71]. V případě CYP2B1/2 zkoumaných v této práci byl 

nalezený inhibiční efekt myricetinu na depentylázovou aktivitu těchto enzymů s hodnotou 

srovnatelnou se schopností inhibovat i jiné rodiny a podrodiny CYP. Nejedná se tedy 

o specifický inhibitor rodiny 2B. Dihydromyricetin vykazoval oproti myricetinu relativně 

slabé inhibiční vlastnosti vůči aktivitě CYP2B1/2. Je tedy pravděpodobné, 

že v mechanismu inhibice CYP myricetinem hraje roli dvojná vazba mezi druhým a třetím 

uhlíkem heterocyklického pyranového kruhu. 

Aby bylo možno hodnoty IC50 určit, byly vyloučeny odlehlé hodnoty vykazující 

více než 100% aktivitu CYP2B1/2 oproti kontrole. Tyto hodnoty však nemusí být pouze 

chybou měření, ale mohlo by se jednat o jev stimulace aktivity enzymů danými flavonoidy. 
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Tento jev byl již u některých CYP popsán dříve například u CYP3A4 nebo CYP1A2 [42] 

a pro jeho potvrzení nebo vyvrácení v tomto konkrétním případě bude nutný ještě další 

výzkum. 
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Závěr 
  

 Flavonoidy jsou jedny ze sloučenin užívaných ve formě potravních doplňků, aniž 

by byl řádně prozkoumán jejich vliv na organismus. Jedním z účinků flavonoidů může být 

i ovlivnění metabolismu cizorodých látek, například léčiv, nebo karcinogenů. Cílem této 

bakalářské práce byl výzkum vlivu dvou flavonoidních látek, myricetinu 

a dihydromyricetinu, na indukci a inhibici dvou biotransformačních derivatizačních 

enzymů CYP2B1 a CYP2B2.  

- Nejprve byla stanovena koncentrace proteinů v mikrosomálních frakcích 

potkaních jater a tenkém střevě. Mikrosomy izolované z tenkého střeva byly 

rozděleny do tří různých frakcí, v závislosti na vzdálenosti izolovaného úseku 

od vrátníku, na části proximální, střední a distální. Naměřené koncentrace byly poté 

využity pro přesné odměření množství vzorku pro elektroforesu. 

- V druhém kroku byla provedena diskontinuální elektroforesa 

v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti SDS, díky které byly proteiny separovány.  

Po elektroforese následoval elektropřenos proteinů na nitrocelulosovou membránu, 

na které byly poté imunodetekčně zobrazeny CYP2B1/2 a bylo porovnáno jejich 

množství v jednotlivých frakcích podle velikosti jednotlivých zviditelněných zón. 

Výsledkem je zjištění, že myricetin neindukuje CYP2B1/2 v játrech ani v žádné 

části tenkého střeva, zatímco v případě dihydromyricetinu se projevil indukční 

efekt na tyto cytochromy P450 ve střední části tenkého střeva. Nikde jinde indukce 

dihydromyricetinem nebyla zaznamenána.  

- Posledním provedeným úkolem bylo stanovení inhibice myricetinu 

a dihydromyricetinu vůči depentylázové aktivitě CYP2B. Hodnoty IC50 byly 

stanoveny jako 8,8μM pro myricetin a 0,5mM v případě dihydromyricetinu. 
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