UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Studijni program: BIOCHEMIE
Studijni obor: BIOCHEMIE

O \‘

.......

. N/ 20 ‘ ‘
RS0 0RR0RRL

Zdislava BoStikova

Interakce vybranych flavonoidu s cytochromy P450 rodiny 2B

Interaction of selected flavonoids with cytochromes P450 2B

Bakalarska prace

Vedouci zaveéreéné prace: Prof. RNDr. Petr Hodek, CSc.

Praha, 2014



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem bakaléafskou praci zpracovala samostatné pod vedenim svého
Skolitele prof. RNDr. Petra Hodka, CSc., a Ze jsem uvedla vSechny pouzité informacni
zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena k ziskani jiného

nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 15. 8. 2014



Podékovani

Na tomto misté bych chtéla podekovat predevsim svému skoliteli prof. RNDr. Petru

Hodkovi, CSc. za cenné rady, shovivavost a trpélivost pfi psani této prace.

Dale bych rada podékovala RNDr. Michaele Moserové, Ph.D., Bc. Petfe Fousové a
Bc. Michaele Bebové za rady a pomoc, které mi velmi pomohly pfi praci v laboratoti. Také
nemohu opomenout na trpélivost a podporu rodiny a pratel nejen pii tvorbé této prace, ale i

béhem celého studia.



Abstrakt

V soucasnosti je kladen vétsi diiraz na zdravy zivotni styl, ktery zahrnuje mimo jiné
1 konzumaci pfirodnich latek ve formé potravnich doplikid. Tyto slouceniny, casto
flavonoidniho charakteru, vykazuji rizné chemopreventivni u¢inky, naptiklad antioxida¢ni
¢i proti-karcinogenni u¢inky. Jejich nadmérnd konzumace v§ak mize mit i negativni dopad
na lidské zdravi. Flavonoidy mohou napiiklad ovliviiovat koncentraci biotransformac¢nich
enzymul cytochroma P450 v buiikach a tim zasahovat do metabolismu cizorodych latek.
Takovy zasah by pro clovéka mohl mit za nasledek rozvoj karcinogeneze ¢i netcinnost
nekterych 1éc¢iv.

Tato bakalarské prace se zabyva studiem schopnosti dvou flavonoidnich slouc¢enin
myricetinu a dihydromyricetinu indukovat a inhibovat cytochromy P450 rodiny 2B.
Pomoci metody Western blotu bylo zjisténo, Ze ani jeden ze zkoumanych flavonoida
nezvySuje expresi CYP2B1/2 v jatrech, myricetin ani v zadné casti tenkého stfeva.
V ptipad¢ dihydromyricetinu byla pozorovana indukce danych cytochromti P450 rodiny
2B ve stfedni ¢asti tenkého stieva. Inhibi¢ni schopnost flavonoidi byla métena in vitro
jako pokles aktivity CYP2B pti O-depentylaci 7-pentoxyresorufinu. Byly zjistény hodnoty
ICs0 8,8uM pro myricetin a 0,5mM v piipad¢ dihydromyricetinu.

Klic¢ova slova: xenobiotika, cytochromy P450, indukce, metabolismus



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 ICs 8,8uM and 0,5mM were determined for myricetin and

dihydromyricetin, respectively.
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Seznam pouzitych zkratek

AHR
BCA
BCIP/NBT
BIS
BSA
CAR
CBB
CYP
HIV
hsp
HSV
IgY
MFO
PAGE
PBS
PROD
PXR
RFU
RH
ROS
ROH
RSV
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TNF-a
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viv

wiv

receptor aromatickych uhlovodiku/ aryl hydrocarbon receptor
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virus lidské imunitni nedostatecnosti / human immunodeficiency virus
protein teplotniho Soku / heat shock protein

herpes simplex virus

slepi¢i imunoglobulin typu Y

mikrosomalni monooxygenasovy systém / mixed function oxidases
elektroforesa v polyakrylamidovém gelu

isotonicky fosfatovy pufr

pentoxyresorufin o-dealkylace

pregnanovy X receptor / pregnane X receptor

jednotka relativni fluorescence / relative fluorescence units
substrat

reaktivni formy kysliku / reactive oxygen species

oxygenovand forma substratu

respiracni syncytialni virus / respiratory syncytial virus
dodecylsulfat sodny

N,N,N",N’- tetramethylethylendiamin

faktor nadorové nekrozy / tumor necrosis factor o
tris(hydroxymethyl)aminomethan

vitamin D receptor

objem/objem

hmotnost/objem



1.1 Xenobiotika a jejich biotransformace

Lidé¢ jsou neustale vystavovani vlivu chemickych latek z okoli. Ty se do organismu
dostavaji dychacim ¢i zazivacim ustrojim nebo absorpci ptes pokozku. Jedna se o latky
télu vlastni, které jsou dale spotfebovavany napiiklad jako zdroj energie, nebo latky
cizorodé neboli xenobiotika, mezi néz patii jak chemikalie pfirodniho ptivodu, tak i 1éCiva
a produkty primyslové vyroby znecistujici Zivotni prostiedi.

Xenobiotika byvaji Casto 1 vmalych déavkach latky toxické, mutagenni
¢i karcinogenni a proto je nutné je z téla odstranovat. Osud xenobiotik v téle je zavisly
na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech, které rozhoduji o tom, kam az se dostanou,
jak zde budou reagovat a jakym zplisobem budou z téla vyloucCeny. Transport latek
do bun¢k muze probihat riznymi zpusoby. Zasadni roli hraje volna difuze, ktera je zavisla
na koncentraénim gradientu latky na plasmatické membrané bunky, usnadnéna difuze, pti
které je xenobiotikum analogem endogenni slou¢eniny pro kterou ma buiika pfenasec a je
také zavisla na koncentraci slouc¢eniny, dale pak aktivni transport, na ktery buiika musi
vynalozit energii ve formé ATP ¢i elektrochemického gradientu, a endocytoza, pti které
byva latka obalena cytoplasmatickou membranou a poté pohlcena [1]. V ptipadé volné
difuze je podstatnou vlastnosti rozpustnost dané molekuly ve vodé. Zatimco hydrofilni
latky byvaji snadnéji odstrafiovany z té€la vyluCovaci soustavou, lipofilni slouceniny
naopak prochazeji pfes membranu a Casto se dostavaji az k jadru, kde mohou pusobit
az genotoxicky. Aby nedochdzelo k jejich akumulaci, tak byvaji tyto latky uvnitt bunck
biotransformovany za u€elem sniZeni jejich toxického UCinku a zvySeni hydrofility
pro snadnéj$i eliminaci ven zbuiky i zorganismu [2]. Neni vSak pravidlem,
ze biotransformace vede vzdy ke snizeni toxicity slou¢eniny. Transformaci mtze dochazet
Na druhou stranu tohoto jevu byva vyuzivano pro aktivaci 1éCiv v buiice, kde je
intermediat biologicky aktivngj$i, nez podané farmakum [3]. Mistem vétSiny
biotransformacnich reakci jsou jatra, dal§imi pak tenké stfevo, kiize a plice, tedy organy

blizké vstupu latek do organismu [4].



1.1.1. Prvni faze biotransformace

Biotransformace hydrofobnich latek probihd v eukaryotnich bunkach ve dvou
fazich. Prvni z nich je faze derivatizacni, pfi niz dochézi k polarizaci molekuly. Jedna se
napiiklad o oxidaci postranniho fetézce, hydroxylaci aromatli, epoxidaci, sulfooxidaci
a N-hydroxylaci, ale také redukci, deaminaci a hydrolytické reakce [1]. Katalyzu zajist'uji
enzymy piitomné jak v cytosolu, tak enzymy mikrosomalni frakce, tedy membranové
proteiny endoplasmatického retikula [5].

Mezi  cytosolarni  derivatizacni  enzymy  patii napiiklad  peroxidasy
a NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy. Peroxidasy katalyzuji jednoelektronové reakce
pti kterych jsou redukovany peroxidy. Témito reakcemi dochazi ke vzniku radikald, které
poté reaguji se ostatnimi slozkami cytosolu véetné piipadnych xenobiotik. Oproti tomu
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy =~ redukuji ~ dvouelektronovou  reakci  chinony
na hydrochinony, aniz by dochazelo ke tvorbé radikala [5,6].

Pro prvni fazi biotransformace je v piipad¢ zivociSnych bunék podstatnd ptitomnost
mikrosomélnich ~ monooxygenasovych  systtmia (MFO). Ty tvofi fetézec
elektron-transportnich  proteini podobny mitochondrialnimu fetézci vyuzivanému
pii dychani. Sklada se predevsim z NADPH: cytochrom P450 oxidoreduktasy, slouzici
jako déli¢ elektronového paru, a cytochromu P450 (CYP), fungujiciho jako termindlni
oxidasa. V né¢kterych fetézcich jsou zapojeny také cytochrom bs a NADH:cytochrom
bs oxidoreduktasa a v pfipadé mitochondrialniho MFO byla prokazana pfitomnost
ferredoxinu [7,8]. Soucasti systému je i plasmatickd membrana, jejiz lipidy hraji roli
V udrZeni nativni konformace CYP a umoZiuji spravné prostorové natoceni CYP vici
jejich reduktase i1 substratim [5]. Funkce CYP spociva V inkorporaci atomu kysliku
do hydrofobni molekuly, zatimco druhy atom z molekuly O, je redukovan na vodu [6].
Podrobnéji jsou CYP a jejich funkce popsany v kapitole 1.2.

1.1.2. Druha faze biotransformace

V druhé fazi biotransformace je docileno jesté vétsi polarizace molekuly a zvySeni
molekulové hmotnosti cizorodych latek, coz napomaha efektivnéj§imu vylucovani do zluce

a dale do gastrointestindlniho traktu. V téchto reakcich jsou substratem jak slouceniny,



které proSly prvni fazi biotransformace, tak cizorodé latky, které jiz na pocatku byly
¢aste¢né polarni, a nebyla tedy nutnd jejich ptedchozi tiprava [9].

Princip konjugacni faze tkvi v propojeni hydrofilni skupiny vnesené do xenobiotika
Vv derivatizacni fazi s endogenni polarni molekulou, jako jsou kyselina glukuronova, sulfat,
acetat a glutathion. Enzymy tuCastnici se na katalyze téchto reakci jsou naptiklad
N-acetyltransferasy a sulfotransferasy, dilezitou roli hraje také glutathion-S-transferasa,

ktera je stejné¢ jako MFO také

mikrosomalnim membranovym

proteinem [1,5].

1.2. Cytochromy P450

Cytochromy P450 (Obr. 1)

patii mezi evoluéné velmi staré

hemoproteiny nachazejici se ve vsech

zivych organismech vcéetné nékterych
Obr. 1: Model cytochromu P450 2B4. Pievzato z [55].

vira [10]. Jak jiz bylo feceno

v pfedchozi ¢asti, CYP jsou nezbytnou soucdsti systému monooxygenas se smiSenou
funkci Ucastnicich se reakci prvni faze biotransformace. Kromé detoxikace cizorodych
latek hraji CYP roli také v dilezitych fyziologickych metabolickych déjich, pti kterych
jsou jejich substratem napiiklad steroidni slouceniny, mastné kyseliny, retinoidy, aceton,
acetol, hydroperoxidy a tuky [11].

Nézev téchto proteinil souvisi s jejich vyraznym absorpénim maximem pii 450 nm
redukované formy CYP s oxidem uhelnatym [12]. Jako cytochromy byvaji oznacovany
Vv souvislosti s jejich hemovym zakladem (protoporfyrin IX) [13]. Od béznych cytochromt
se ale CYP lisi a to zplisobem vazby hemu na proteinu. Zatimco cytochromy obecné maji
protoporfyrin vazany na bilkovinnou ¢ast pomoci imidazolového zbytku histidinu,
cytochromy P450 véazi protoporfyrin pouze hydrofobnimi interakcemi a zaroven vazbou
na zelezo prostiednictvim thiolatové siry cysteinu [6]. Kromé struktury se tyto CYP lisi

také funkci — cytochromy hraji roli pfenasecu elektront, zatimco CYP jsou enzymy.
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1.2.1. Klasifikace cytochromii P450

V soucasné dob¢ je znamo pies tfinact tisic riznych CYP, které jsou rozdéleny dle
homologie jejich kodujici sekvence DNA [14]. Pokud shoda dvou sekvenci ¢ini vice
nez 40%, proteiny jsou fazeny do jedné rodiny. Pokud sdili vice nez 55% DNA kodujici
dané proteiny, tak cytochromy spadaji do stejné podrodiny [10]. Nazev jednotlivych
cytochromi je tvoren nasledovné: ,,CYP* (zkratka pro cytochrom P450), arabska Cislice
oznacujici rodinu do které cytochrom spada, poté velké pismeno zatazujici CYP
k jednotlivym podrodinam (pokud existuji) a nakonec arabskymi ¢islicemi specifikovana
forma daného proteinu [15].

U obratlovci dosud bylo nalezeno 18 rodin cytochromti P450 [16], znichz
pro metabolismus xenobiotik jsou podstatné prvni tfi, eventualné ctyfi rodiny (CYPI,

CYP2, CYP3 a CYP4). Ostatni CYP se ucastni metabolismu endogennich latek [5].

1.2.2. Reakce cytochromii P450

Funkéni enzym cytochrom P450 se sklada z proteinu s hydrofobné vazanym
protoporfyrinem IX, ve kterém je kovalentné vazan atom zeleza s oxida¢nim ¢islem III.
Krom 4 vazeb na atomy dusiku porfyrinu je atom Zzeleza spojen patou koordinacné
kovalentni vazbou satomem siry na cysteinu v aktivnim centru enzymu. Sesty ligand
zUstava volny a stava se tak klicovym mistem reakci katalyzovanych témito enzymy. CYP
tak miize byt ve vysokospinovém (pentakoordinovany) ¢i nizkospinovém stavu
(hexakoordinovany) [2].

Velikost apoproteinu je zavisld na pivodu cytochromu P450. Zatimco bakterialni
CYP byvaji cytosolarni, eukaryotni CYP jsou vétSinou membranoveé vazané. Obsahuji tedy
navic hydrofobni doménu na N-konci, diky které je protein ukotven ve fosfolipidové
dvojvrstvé [6]. Prokaryotni fetézec tedy obsahuje asi 350-400 aminokyselin, zatimco

eukaryotni je asi o 100 aminokyselin delsi [2].
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Cytochromy P450 katalyzuji mnozstvi riznych monooxygenacnich reakci, které
je mozné zapsat zjednodusenou rovnici, ve které RH predstavuje substrat, ROH

monooxygenacni produkt a zdrojem elektronti je NAD(P)H [3]:

RH+0,+2H"+2e¢ —» ROH + H,0

Piesny mechanismus reakce CYP je popsany na obr. 2.

ROH RH
}v Fe3\
(ROH)Fe3* (RH)Fe\3~<—
(R*)(Fe-OH)>* (RH)Fe?*
1 }/ "
RH(Fe-0)>* (RH)Fe?*(0,)

H0 |
2H ° (RH)Fe®*(0,7)  (RH)Fe3*(03)

e

Obr. 2: Katalyticky cyklus cytochromu P450, kde Fe ptedstavuje hemovy atom zeleza, RH
substrat, ROH monooxygenaéni produkt a elektrony pochazi z NAD(P)H. Pievzato z [56].

1.2.3. Aktivita cytochroma P450

Mnozstvi, druh a aktivita jednotlivych cytochromi P450 je u kazdého jedince
rozdilnd. Lisi se pfedev§im diky rliznym genetickym predispozicim, v€ku, zivotnim stylu,
zdravotnim stavu Cloveka a. Jelikoz se CYP podileji na metabolismu cizorodych latek,
jejich koncentrace a aktivita je dileZitd pro viabilitu bunky. V ptipadé jejich neobvyklé
koncentrace muze dochazet k hromadéni cizorodych latek nebo naopak k jejich

nezadoucim reakcim vedoucim ke tvorbé toxického meziproduktu ¢i produktu.
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Enzymy mohou byt ovliviiovany riznymi zpusoby. Interakci xenobiotika pfimo
S CYP dochdzi k inhibici ¢i aktivaci daného enzymu. Inhibice miize byt reverzibilni
(kompetitivni, nekompetitivni ¢i akompetitivni) nebo ireverzibilni [17]. V jiném piipadé
muze byt enzymova aktivita ovlivnéna jiz na urovni transkripce. Néktera xenobiotika maji
schopnost indukovat syntézu cytochromi P450, ¢imz se zvySuje metabolickd aktivita
dané¢ho enzymu v bunice [18]. K indukci dochdzi po aktivaci jaderného receptoru, diky
kterému je zvySena genova exprese. VéEtSina jadernych receptorti se nachazi v cytosolu
a do jadra se presouvaji az po navazani ligandu [19]. Jednim z nejznamé;jsich ptikladua je
arylovy uhlovodikovy receptor (AHR), jehoz aktivaci dochazi k indukci exprese gent
pro CYP1A1/2 a CYPIBI. Jednim z ligandi AHR, a tedy i induktorem danych CYP, je
naptiklad karcinogen benzo(a)pyren. [20]

1.2.4. Podrodina CYP 2B

Obecné je rodina CYP2 nejvétsi rodinou lidskych CYP, predstavujici az tretinu
z celkového poctu kodovanych sekvenci pro cytochromy P450 a hraje tedy dilezitou roli
V metabolismu xenobiotik [20]. AvSak zastoupeni podrodiny 2B je brano jako nizké,
konkrétné lidsky CYP2B6 cini v jatrech pouze 1-2% z celkového zastoupeni CYP [4].
Mimo jatra se CYP2B vyskytuji také v tenkém stieve, plicich, ledvinach [4,19] a mozku
[21]. Celkem bylo u zvifecich modelt (v¢etné ¢lovéka) popsano 17 forem této podrodiny
[22], kromé jizZ zminéného lidského cytochromu 2B6 také existuji napiiklad potkani 2B1
a 2B2 ¢i kralici 2B4.

CYP2B se castni metabolismu jak endogennich slouc¢enin (serotonin, testosteron
[21]), tak toxickych latek z okolniho prostiedi (chlorpyrifos, nikotin [21]) a léciv
(bupropion, cyklofosfamid, propafol [23]). Interakci s cizorodymi latkami mutze také
dochdzet k inhibici (thiotepa, ticlopidine) ¢i indukci (phenobarbital, rifampicin) CYP2B
[23]. Indukce je v tomto ptipad¢ vazana predevsim na funkci jaderného konstitutivniho
androstanového receptoru (CAR), ale v menSi mife probihd regulace transkripce také
pomoci pregnanového X receptoru (PXR) a vitamin D receptoru (VDR) jadernych

receptord [19].
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1. 3. Flavonoidy

Flavonoidy jsou organické latky rostlinného piivodu odvozené od difenylpropanu
¢i fenylchromanu. Jejich zdkladni struktura je slozena ze dvou benzenovych jader
(na obrazku 3 oznaceny jako A a B) propojenych heterocyklickym pyranovym kruhem (C).
Flavonoidy jsou déle d€leny na rGzné tfidy v zavislosti na rozdilné modifikaci této
struktury, liSici se (ne)ptitomnosti dvojné vazby mezi druhym a tietim uhlikem pyranového
kruhu nebo navazanim hydroxy ¢i keto skupin. Mezi tyto tfidy patii napiiklad flavonoly
(quercetin, kaempferol, myricetin), flavony (tangeretin, luteolin), flavanony (naringenin,
hesperetin) a isoflavony (genistein, daidzein). V ptirodé se flavonoidy vyskytuji vétSinou

vazané na cukry, Casta je glykosidova vazba v poloze 3 [24,25].

Od prvni izolace rutinu z pomerance ve 30. letech 20. stoleti bylo do dnesni doby
popséano jiz vice nez 8000 riznych flavonoidl [26]. Jedna se o sekundarni metabolity
rostlin a jejich tloha v nich je rozmanitd. Anthokyaniny, jako napiiklad pelargonidiny
a delfinidiny jsou barviva kvéta a plodd, jiné ptsobi jako atraktanty ¢i odpuzovace hmyzu.
Dalsi plni obrannou funkci vii¢i virim, mikrobiim ¢i houbam, ale také jako ochrana ptred
UV zatfenim [27]. Flavonoidy hraji roli také v regulaci ristu rostlin ovliviiovanim pohybu

auxint a kliceni semen [28].

Obr. 3: Zakladni struktura flavonoidu. Pievzato z [57].
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1.3.1. Piisobeni flavonoidi na lidsky organismus

V lidském téle jsou aglykony flavonoidi dobie vstiebatelné v zaludku a tenkém
sttevé. VEtsi mnozstvi flavonoidi piijimanych v potravé se ale nachazi ve formé
glykosidt. Nekteré z nich mohou byt Stépeny pomoci enzymt (napi. B-glukosidasa) a poté
absorbovany vtenkém stfevé ve formé& aglykonu, ostatni jsou degradovéany
mikroorganismy Vv tlustém stfevé na aglykonni formy flavonoidi s porusenou cyklickou
strukturou. Flavonoidy jsou poté metabolizovany hlavné v jatrech [25].

Flavonoidiim je pfisuzovano mnozstvi pozitivnich G¢inkli na zdravi ¢lovéka. Mezi
nejznaméjsi patii jejich antioxidacni ucinky. V bunkach se ptirozené vyskytuji reaktivni
formy kysliku (ROS) jako signalni molekuly produkované piedev§im mitochondriemi,
peroxisomy, endoplasmatickym retikulem a NADPH oxidasovym komplexem [29]. B&éZn¢é
je jejich koncentrace regulovand ptirozenymi endogennimi antioxidacnimi mechanismy.
Pokud je vSak buiika vystavena oxida¢nimu stresu (UV zafeni, ozon, zanét, cigaretovy
kouf, xenobiotika) ROS nejsou dostatecné vychytavany a jejich prosttednictvim dochazi
Kk poskozeni lipidd, proteinii a nukleovych kyselin. Tato poSkozeni se podili na starnuti
bun¢k a onemocnéni jako jsou srde¢ni choroby, Sedy zékal, diabetes, astma a rakovina
[26,29,30,31]. ZvySenim pfijmu exogennich antioxida¢nich latek, kterymi jsou pravé
flavonoidy, je moZné snizit koncentraci ROS v bunikach a tim zaroven zamezit tvorbé

defektnich makromolekul. K tomuto efektu dochézi tfemi riznymi zpisoby:

1) inhibici enzymu tvoticich ROS nebo chelataci ionti potiebnych ke spravné
funkci téchto enzymt;
2) ptfimému vychytavani ROS;

3) indukci tvorby endogennich antioxidantl (regulaci exprese gent) [24,25].

V souvislosti s antioxidacnimi G¢inky byvaji flavonoidy uzivany jako prevence
proti tvorbé malignich bun€k. Ty vznikaji mimo jiné prave i posSkozenim DNA reaktivnimi

formami kysliku. Této chemopreventivni vlastnosti ale flavonoidy nedosahuji pouze

.....

karcinogenese. Napiiklad omezenim transkripce mutované¢ho genu pro protein p53,
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zastavenim bunécného cyklu v G1 fazi a inhibici tyrosinkinasy, hsp proteinli ¢i exprese
Ras proteinti v jiz transformovanych bunkach [32].

Dle nékterych studii flavonoidy vykazuji také hepatoprotektivni u¢inky. Napiiklad
sylimarin, souast extraktu z ostropeice, chrani pied toxiny z jedovatych mochomurek
a také pti 1é¢be cirhoz se projevily jeho prospésné ucinky. Mozné mechanismy pusobeni
ochrany jaternich bun€k zahrnuji jak antioxidac¢ni ucinky flavonoidi, tak branéni vazby
toxini na hepatocyty, ovlivnéni propustnosti membran a inhibice kachektinu (faktor
nadorové nekrozy TNF-a) [33].

Stejn¢ jako ptvodné v rostlinach, i u lidi se projevuji antimikrobialni vlastnosti
flavonoida. Existuji tfi hlavni cesty ptisobeni. Prvni z nich je inhibice syntézy nukleovych
kyselin, kterou vykazuji naptiklad myricetin a robinetin, ikdyZ u nich neni mechanismus
inhibice pfesné znam, [34] nebo quercetin, ktery inhibuje DNA gyrasu E. coli tim,
ze blokuje jeji ATPasovou aktivitu [35]. Druhym zptisobem putisobeni flavonoida
na bakterie je ovlivnénim funkce cytoplasmatické membrany. Tu mohou bud piimo
poskodit (katechiny), nebo jen snizit jeji fluiditu (sophoraflavanone G) ¢i zvysit jeji
propustnost a tim zni¢it membranovy potencidl, diky c¢emuz miiZze dojit ke sniZeni
rezistence bakterie (quercetin) [34]. Poslednim efektem piisobeni flavonoidl je inhibice
dychaciho fetézce, ktera byla prokazana u retrochalkonti [36].

Vedle antimikrobidlnich vlastnosti maji flavonoidy také protivirovy efekt.
Kuptikladu quercetin, rutin, katechin, isoquercetin a leukocyanidin vykazuji inhibi¢ni
aktivitu vii¢i riznym virim, jako jsou herpes simplex virus (HSV), poliovirus, respira¢ni
syncytialni virus (RSV) a Sindbis virus. Predpoklddany mechanismus pisobeni spociva
Vv inhibici virové polymerasy a vazb&é flavonoidu na virovou nukleovou kyselinu
&i kapsidové proteiny [34]. Cast vyzkumii se zabyva také moznosti vyuzit flavonoidy

v 1¢¢bé HIV [34], [37].

1.3.2. Toxicita flavonoidu

-----

¢i antialergické ucinky [38]. Na druhou stranu flavonoidy mohou mit i negativni vliv
na zdravi Cloveka. Jejich piijem ve formé& potravnich doplikl piedstavuje nepiirozené
navySeni koncentrace téchto latek v organismu. V souvislosti sjejich antioxidacnim

efektem muze byt jejich zvySeny piijem Skodlivy v dusledku piilisného vychytavani ROS,
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jejichz koncentrace je za fyziologického stavu udrzovana na urcité hladiné. ROS jsou
pottebné mimo jiné i pro apoptézu prekarcinogennich a transformovanych bunék, jejich
absenci by tedy mohlo dojit k nadorovému bujeni z diivodu v€asného nepozastaveni tohoto
procesu [29]. Navic antioxidacni vlastnosti flavonoidii zavisi na reak¢nich podminkach,
ptfi¢emz v urcitych ptipadech mohou plisobit pro-oxida¢né. Jejich nadmérnou konzumaci
tedy mtize dojit ne ke snizeni, ale naopak ke zvySeni oxida¢niho stresu [39].

Karcinogenita flavonoidua stale neni dostate¢né prozkouména. Naptiklad quercetin
je znamy jako mutagenni latka na zakladé Amesova testu, testech na drosofilach ¢i in vitro
na bunéénych liniich kieckl. [40] Byla dokazana také jeho ireverzibilni vazba na DNA

a proteiny lidskych hepatocytt [41].

1.3.3. Flavonoidy a cytochromy P450

Flavonoidy mohou ovliviiovat funkci celé fady enzymi, mimo jiné také enzymi
prvni i druhé faze biotransformace, a tim zasahuji do metabolismu xenobiotik. Konkrétné
funkce CYP je flavonoidy modifikovana nékolika riznymi zptsoby. Flavonoidy mohou
byt bud substratem pro tyto enzymy, nebo mohou fungovat jako jejich aktivator
¢i inhibitor, anebo maji vliv pfimo na genovou expresi CYP. Jak jiz bylo feceno
v predchozi ¢asti, ovlivnéni aktivity cytochrom P450, zapojenych do metabolismu
xenobiotik, mtze zpusobit zménu piedpokladané koncentrace léCiv v krevni plasmé
¢i abnormalni zpracovani karcinogend tfeba i na jejich reaktivni intermedidty. Jednim
z flavonoidnich induktorti je napiiklad tangeretin, ktery indukuje tvorbu CYP1A1/2
a castecné také CYP2B1/2 [42].

1.3.4. Myricetin

Myricetin (3,3',4',5,5',7-hexahydroxyflavon, obr. 4 na stran¢ 17) je pftirodni
flavonol vyskytujici se pfedev§im v ovocnych bobulich (brusnice, rybiz [43], hroznové
vino), ale 1 v zelening, bylinach a ofechéch.

Jeho prozkoumané fyziologické Ucinky jsou rozporuplné. Byly zjistény jak jeho

anti-karcinogenni a antioxidacni vlastnosti [44], tak i1 jeho karcinogenni [45] a pro-oxidacni
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ucinky (v pritomnosti iontd zeleza) [24,44]. Myricetin vykazuje estrogenni aktivitu,
v souvislosti s ¢imz byl zkouman jeho vliv na viabilitu a pohyblivost spermii [46].
Diskutovana je schopnost myricetinu branit oxidaci LDL [44]. Z pokusu na potkanech také
vyplivd, ze myricetin ovlivituje cirkadidnni rytmus. Plsobi jako inhibitor serotonin
N-acetyltransferasy a tim zastavuje syntézu melatoninu, ktery byva vyplavovan v noci
[47].

Co se ty€e interakce myricetinu s cytochromy P450, je pravdépodobné mozna

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

OH QH
OH OH
HO
OH
OH O
A B

Obr.4: Struktury myricetinu (A) a dihydromyricetinu (B). Pfevzato z [58,59].

1.3.5. Dihydromyricetin

Dihydromyricetin, jinak téZ ampelopsin, je jednim z ptikladl vyuZiti tradi¢ni ¢inské
mediciny k mozné piipravé 1éciva. Jednd se o flavanonol, ktery byva nej€astéji izolovan
bud’ z Ampelopsis grossedentaty nebo z Hovenie dulcis (Duzistopka sladka) [51,52].
Od myricetinu se 1iSi pouze absenci jedné dvojné vazby (Obr. 4). Dle dosavadnich
vyzkumi ma ampelopsin hypoglykemické, antioxidacni, antibakterialni, hepatoprotektivni
[52] a protirakovinné ucinky [53].

Nejzajimavejsi je ale jeho vliv na konzumaci alkoholu a jeji nasledky. V testech

na potkanech bylo prokazano, Ze dihydromyricetin pravdépodobné zabranuje akutni
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intoxikaci ethanolem (aniz by sam pusobil toxicky), snizuje chut' na dal§i konzumaci
alkoholu a zmenSuje abstinen¢ni pfiznaky. Ampelopsin je komeréné dostupny jako
potravni doplnék a do budoucna se naskytuje moznost vyuziti dihydromyricetinu jako 1éku

zavislosti na alkoholu ¢i jako 1€¢ivo pii akutni intoxikaci ethanolem [54].
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2. Cil prace

Cilem piedkladané bakalaiské prace je ureni vlivu flavonoidi myricetinu
a dihydromyricetinu podanych peroralné na indukci CYP2B1 a CYP2B2 v jatrech
atenkém stfevu potkant a déle inhibicni efekt téchto flavonoidi na CYP rodiny 2B.

Pro dosazeni tohoto cile je tfeba splnit nasledujici dilci ukoly:

1. Stanovit koncentraci proteinti v jednotlivych mikrosomalnich frakcich

2. Provést imunodetekci CYP2B1 a CYP2B2 ve smési elektroforeticky separovanych
mikrosomalnich proteini pomoci specifické protilatky

3. Ur¢it hodnotu ICsp pro oba flavonoidy vzhledem k metabolismu markerového substratu

7-pentoxyresorufinu
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3. Material a metody

3.1. Chemikalie a material
Bio-Rad (USA)

nitrocelulosova membrana (#162-0112)

Fluka (Svycarsko)
akrylamid, dodecylsulfat sodny (SDS), 2-merkaptoethanol, N,N-methylen-bis-akrylamid
(BI1S), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris),

Lachema Brno (Ceska republika)
bromfenolova modf, dekahydrat uhli¢itanu sodného, hydrogenuhli¢itan sodny, ethanol,
hydrogenuhli¢itan sodny, hydroxid sodny, kyselina chlorovodikova, pentahydrat siranu

médnatého, vinan sodny

Lach-ner (Ceska republika)
dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného, dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného,
glycin, chlorid sodny

Miékdrna Pragolaktos, a.s. (Ceskd republika)

trvanlivé mléko 0,5%

Serva (Nemecko)
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"-bicinchoninova kyselina (BCA), sekundarni krali¢i protilatka
konjugovana s alkalickou fosfatasou, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat/nitro blue

tetrazoliové tablety (BCIP/NBT), 7-pentoxyresorufin

Thermo Scientific
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder #26619 (Obr.5, str. 22)
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250 —

130 —
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35 —
25

15 —  —

10 —

Obr. 5: Pouzity standard PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder #26619.
Ptevzato a upraveno z [60].

Whatman (USA)

Filtra¢ni papir, €. 3

Protilatky (MAP CYP78, IgY 2B o-LM; a IgY 2C control) byly pfipraveny
prof. RNDr. Petrem Hodkem, CSc., Pfirodovédecka fakulta, Karlova Univerzita v Praze,

Ceska republika

Potkani mikrosomy byly ptipraveny Mgr. Eliskou Brabencovou a Bc. Johanou Hrdinovou
v ramci jejich diplomové respektive bakalarské prace, a poté byly uchovavany piti -80 °C.
Premedikace potkant flavonoidy i slune¢nicovym olejem (kontrola) probéhla v podob¢ 4
davek podavanych po 24 hodindch, v mnozstvi 60 mg/kg latky rozpusténé v 0,5 mL

slunec¢nicového oleje na jednu davku [61,62]
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3.2. Pristroje
Analytické vahy
40SM-200, PESA (Svycarsko), DV215CD, Ohaus (Svycarsko)

Automatické mikropipety

Nichiryo (Japonsko)
Blotovaci systémy

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

Elektroforeticka aparatura

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

Inkubator

IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories

Laboratorni tfepacky

CSAV — vyvojové dilny (Ceskoslovensko), Yellow lineOS 2 Basic, IKA (Némecko)

Luminiscen¢ni spektrofotometr

PerkinElmer LS55 (USA)

Proséavaci aparatura pro vyvolani proteinti

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

Sonikator

Elmasonic E 30H, ELMA (Nemecko)

Spektrofotometr
Sunrise Absorbance Reader, TECAN
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Vakuova pumpa

Laboport® Mini laboratry pump, KNF (USA)

Vodni purifikacni systém

Simplicity 185, Millipore Corp. (USA)

Zdroj pro elektroforesu

EPS 301 Electrophoresis Power Supply, Amersham Pharmacia Biotech (USA)
Dalsi pouZzité ptistroje:

Vortex (MS1 Minishaker, 1KA), mikrocentrifuga (C1301B, Labnet), mikrodavkovac
(MICROLITER Syringe 702RN, Hamilton), vati¢ (ETA)
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3.3. Metody

3.3.1. Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteinii v ziskané mikrosomalni frakci byla stanovena metodou
Smithe a spol. [63]. Princip této metody spoiva v redukei iontd Cu?* na Cu* diky
pritomnosti urcitych aminokyselin (cystein, tryptofan, tyrosin) v postrannim fetézci
proteind. Pfidanda BCA vaze médné ionty za tvorby modrofialového komplexu.
Pro stanoveni je meéfena absorbance roztoku pii 562 nm, pfi¢emz intenzita zabarveni
roztoku je pfimo Umérnd koncentraci danych aminokyselin v roztoku. Pfi zanedbani
rozdilu v pomérech zastoupeni jednotlivych aminokyselin v riznych bilkovinach lze tedy

fici, ze naméfena absorbance je pfimo imérna koncentraci proteinu v roztoku.

Chemikalie:

Cinidlo A: 2% (w/v) Na;COs3 - 10 H,O
0,95% (w/v) NaHCO3
0,16% (w/v) vinan sodny
0,4% (w/v) NaOH
1% (w/v) sodna stil BCA
pH 11,25

Cinidlo B: 4% (Wiv) CuSOy. 5 H,0

Postup:

Vzorky byly vhodné natfedény demineralizovanou vodou do mikrozkumavek
Eppendorf. U stfevnich mikrosomi bylo pouZito fedéni 12,5x a 25x, jaterni vzorky byly
fedény 50x, 100x a 150x. Z kazdé mikrozkumavky bylo poté odebrano a pieneseno vzdy
po 9 puL do 96jamkové mikrotitraéni destiCky. Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky bylo
pipetovano stejné mnozstvi roztoku BSA o koncentracich 2,0; 1,5; 1,0; 0,75; 0,5; 0,25
a 0,125 mg/mL. Jako slepy vzorek slouzila deionizovand voda. Vzorky, vcetné slepého

stanoveni, byly pfipraveny V tripletech, standardy BSA pouze v dubletech.
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Cinidlo pro stanoveni proteinii bylo pfipraveno smisenim roztokii A a B v poméru
1:50. Do kazdé jamky obsahujici vzorky bylo ptidano 260 pL tohoto ¢inidla a desticka
byla inkubovana 30 minut pii 37 °C.

Po skonceni inkubace byla zméfena absorbance pifi 562 nm a data byla

vyhodnocena v programu Kim32 [64].

3.3.2. Diskontinualni elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti

dodecylsiranu sodného

Diskontinualni  elektroforesa v polyakrylamidovém  gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodné¢ho (SDS-PAGE), je metoda slouzici k déleni proteini dle jejich
molekulové hmotnosti. SDS je denaturacnim ¢inidlem, které v§em proteiniim udili zéporny

naboj, takze se v elektrickém poli pohybuji stejnym smérem (k anodg).

Chemikalie:

Pufr A: 0,375M Tris/HCI
0,1% (w/v) SDS
pH 8,8

Polymeracni roztok A:

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

Pufr B: 0,125M Tris/HCI
0,1% (w/v) SDS
pH 6,8

Polymeracni roztok B:

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

4x koncentrovany redukujici vzorkovy pufr:
0,25M Tris/HCI
8% (w/v) SDS
20% (v/v) 2- merkaptoethanol
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40% (v/v) glycerol
0,004% (w/v) bromfenolova modr

pH 6,8

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

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

Postup:

Mezi dvé skla (10 x 7,3/8,2 cm, §ifka mezery 1mm) odmasténa ethanolem byl nalit
10% polymeracni roztok A, okamzité¢ byl pfevrstven destilovanou vodou a ponechan
polymerovat 30 minut. Poté byla voda odlita do vylevky a pro jeji Gplné vysuSeni mezi
skly byl pouzit prouzek filtra¢niho papiru. Byl ptipraven 5% polymeracni roztok B, ktery
byl nalit mezi skla na jiz ztuhly prvni gel, a ithned byl do roztoku ponofen odmastény
hfeben pro vytvofeni jamek. Po 20minutové polymeraci byl hfeben vyjmut, skla byly
umistény do aparatury a do mezielektrodového prostoru byl nalit elektrodovy puft.

Vzorky byly nafedény do deionizované vody a smichany se vzorkovym pufrem
v poméru 3:1 na vyslednou koncentraci proteind 1 mg/mL v ptipad¢ jaternich mikrosomu
a4 mg/mL u vzorkl tenkého stfeva a poté byly 5 minut vareny. Do kazdé jamky bylo
naneseno po 15 pul vzorku (standardu pouze 7 uL) pomoci Hamiltonovy mikrostiikacky.

Aparatura byla vlozena do elektroforetické vany naplnéné elektrodovym pufrem.
Elektroforesa probihala pti napéti 200 V, dokud celo nedoputovalo nékolik milimetra

od spodniho okraje separa¢niho gelu.
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Po ukonéeni elektroforesy byla skla opatrné oddélena, a vrchni, zaostfovaci, gel byl
odfiznut. Se separa¢nim gelem bylo dale manipulovano metodou ,,Western blottingu®.
Paralelné¢ bylo vzdy pfipraveno vice gelti, znichz jeden byl po ukonceni
elektroforesy barven 45 minut v barvici lazni a poté odbarvovan v odbarvovaci lazni.
Tento gel slouzil pro kontrolni porovnani mnozstvi proteinii v jednotlivych jamkach
a pro zhodnoceni uspésnosti elektropienosu. Pro metodu Western blot byl pfipraven jeden

gel obsahujici stftevni mikrosomy a dva gely s jaternimi vzorky.

3.3.3. Western blot

Western blot, jinak téz imunoblot, je analyticka metoda slouzici k imunodetekci
proteini ze smési. Smés proteint je nejprve rozdélena dle velikosti metodou SDS-PAGE
apoté jsou proteiny pireneseny na nitrocelulosovou ¢i PVDF membranu, nejcastéji

pusobenim elektrického proudu. Membrana je poté imunochemicky vyhodnocena [65].

Chemikalie:

Prenosovy pufr: 0,025M Tris
0,192M glycin
pH 8,3

PBS Triton X-100:  0,134M NaCl
1,8mM Na;HPO,
1mM NaH,PO,
0,3% (w/v) Triton X-100
pH 7,2

Blokovaci roztok: 50% roztok odtu¢néného mléka
0,3% (w/v) Triton X-100
0,134M NaCl
1,8mM Na;HPO,
1mM NaH;PO,
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Barvici roztok Ponceau:
0,2% (w/v) Ponceau Red
10% CH3;COOH

Postup:

Separacni gel po elektroforese byl dan do pfenosového pufru a ponechan na
ttepacce po dobu 30 minut, pfi¢emz pufr byl za dobu inkubace dvakrat vyménén. Mezitim
byly nastiihany potiebné chromatografické papiry a nitrocelulosovd membrana tak,
aby byly pouze o nékolik milimetrii vétsi nez gel. Membrana byla smocena v destilované
vod¢ a poté byla ponoiena do transferového pufru.

Na spodni desku (anodu) blotovaciho pfistroje byly polozeny na sebe tii filtracni
papiry nasaklé pfenosovym pufrem, na n€ byla poloZzena membrana, na kterou byl umistén
gel. Tento ,,sendvic” byl dokoncen opét trojitou vrstvou filtraénich papirt namocenych
Vv transferovém pufru. Pomoci valecku byly odstranény vzduchové bubliny a poté bylo vse

ptikryto katodou blotovaciho pfistroje.

Z praktickych davodi byl elektroptenos jaternich a stievnich mikrosoma proveden

ve dvou riznych aparaturach a lisil se 1 zptisob imunodetekce.

V piipad¢ jaternich vzorkli byly vytvoteny dva identické gely a tedy i1 dvé
membrany. Elektropfenos byl proveden v aparatufe Bio-Rad pii napéti 25 V a proudu
1,3 A po dobu 7 minut. Po skonceni byly obé membrany obarveny Ponceau Red barvivem
pro ovéfeni usp&snosti prenosu a byly ponechany ptes noc v lednici v blokovacim roztoku.
Gely po pienosu byly barveny a odbarvovany zptisobem popsanym v kap. 3.3.2.

Druhy den byly membrany inkubovany 2 hodiny v roztoku 10 mL primarni slepic¢i
protilatky o koncentraci 20 pg/mL, fedéné v blokovacim roztoku, pficemz jedna membrana
byla inkubovana v roztoku protilatky pted imunizaci slepice a druhd po imunizaci proti
CYP2B.

Membrany byly poté opakované promyvany na piistroji SNAP i. d. roztokem PBS
Triton X-100 pii zapnuté vyvéveé. Nasledovala desetiminutova inkubace se sekundarni
krali¢i IgY protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatasou (fedéna 1:1500) bez zapnuté
vyvévy. Nakonec bylo provedeno opakované promyti membrany opét roztokem PBS

Triton X-100.
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Elektroptenos stfevnich proteinti z gelu na nitrocelulosovou membranu probéhl
ve star$i aparatufe Biometra, ve které probihal pfenos nejprve 10 minut s nastavenym
proudem 0,8 mA/cm? a poté dalSich 45 minut pfi proudu 2 mA/cm?®. Po ukon&eni byl gel
barven dle kap. 3.3.2. a membréana byla po obarveni v Ponceau Red ponechana pies noc
v blokovacim roztoku v lednici.

Druhy den byla membrana nejprve inkubovana 2 hodiny v roztoku 10 mL primarni
slepic¢i protilatky proti CYP2B o koncentraci 20 pg/mL, fedéné v blokovacim roztoku.
Nasledovalo promyvani blokovacim roztokem na tfepacce, tiikrat po dobu 5 minut, a poté
probéhla hodinova inkubace v 10 mL se stejnou sekundarni protilatkou, tentokrat fedénou
blokovacim roztokem 1: 4000. Membréna byla dikladné promyta 2x blokovacim roztokem

a 3x roztokem PBS Triton X-100

Zviditelnéni probé¢hlo stejné pro oba postupy pomoci tablety BCIP/NBT rozpusténé

v 15 mL destilované vody.

3.3.3. Pentoxyresorufin O-dealkylace, fluorescen¢ni stanoveni

Stanoveni  pentoxyresorufin  O-dealkylace (PROD) slouzi ke stanoveni
depentylasové aktivity CYP2B. Depentylaci vznika fluorescencni produkt resorufin, jehoz
koncentraci je mozné méfit fluorimetricky [66]. Pomoci této metody byla ur¢ena hodnota

50% inhibice aktivity (1Cso) CYP2B1/2 ptisobenim myricetinu a dihydromyricetinu.

Chemikalie:
Draselny fosfatovy pufr:
0,1M KH,PO4
pH 7,4
Resorufin: 10uM resorufin v methanolu

0,2mM 7-pentyloxyresorufin v methanolu
5mM NADPH

vzorek  jaternich  mikrosomd  potkanii  premedikovanych
phenobarbitalem, ccyp=20,99uM
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Postup:

Nejprve byla zmétena kalibracni fada resorufinu. Resorufin byl fedén draselnym
fosfatovym pufrem v mikrozkumavkach Eppendorf postupné na koncentrace 0,4uM;
0,3uM; 0,2uM; 0,15uM; 0,1uM; 0,05uM; 25nM a 12,5nM. Do 96jamkové desticky bylo
pfeneseno z kazdé zkumavky 150uL do jamky. Méfeni probihalo vzdy ve dvou jamkéach
pro jednu koncentraci a jako slepy vzorek byl pouzit ,,dublet“ roztoku draselného
fosfatového pufru. Byla méiena fluorescence na luminiscenénim spektrofotometru
PerkinElmer LS55 pfti emisni vlnové délce 585 nm, 5 s nad kazdou jamkou. (excita¢ni
vlnova délka 530 nm).

Potkani mikrosomy byly nafedény do draselného fosfatového pufru na vyslednou
koncentraci CYP 0,5uM. Do mikrozkumavky bylo odméteno 485 pL draselného
fosfatového pufru, 10 uL 0,5uM roztoku CYP a 5 pL methanolu s rozpusténym
flavonoidem. Tato smés byla inkubovéana 10 minut za laboratorni teploty a stalé¢ho tiepani
a poté do ni bylo pfidano 5,6 uL. zasobniho roztoku 7-pentoxyresorufinu. Po promichani
byla smés inkubovédna za laboratorni teploty 2 minuty a poté byly ze smési odebrany
vzorky pro méfeni fluorescence. Méteni bylo provedeno ve tfech jamkéch, do kazdé bylo
preneseno 150 plL vzorku a poté 17 pL draselného fosfatového pufru do jamky se slepym
stanovenim a po 17 uL. 5SmM NADPH do dvou zbylych jamek. Méteno bylo celkem 10
cykla v celkovém ¢Case 10 minut, za stejnych podminek jako méfeni kalibracni fady.

Pouzité koncentrace myricetinu v methanolu pro ur¢eni ICsy byly 10mM; 1mM,;
0,ImM; 0,0lmM; 1pM a OM. Inhibicni u¢inek dihydromyricetinu byl zkouman
v koncentracich 1M; 0,1M; 0,01M; 1mM; 0,ImM a OM. Jako 100% aktivni byla zvolena
reakéni smés bez flavonoidu, s obsahem 5 pLL methanolu.

Vysledné hodnoty byly poté vyhodnoceny v programech Microsoft Excel [67]
a Origin Lab [68].
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4. Vysledky

4.1. Stanoveni proteint

V zamrazenych mikrosomalnich frakcich izolovanych z jater a stfev potkant byla
stanovena koncentrace proteinli pomoci metody popsané v kapitole 3.3.1. na strané 24.
Krom¢ kontrolnich potkanti a potkani premedikovanych flavonoidy myricetinem
a dihydromyricetinem byla stanovena i koncentrace proteinti v jaternich mikrosomech
potkanu a kralika po poziti phenobarbitalu. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tabulkach 1

a 2 a byly pouzity pro spravné nafedéni proteint pii metodé¢ Western blot.

Tab. 1: Koncentrace proteind v jednotlivych mikrosomalnich frakcich tenkého stéeva kontrolnich
potkanti i potkanti premedikovanych flavonoidnimi latkami myricetinem a dihydromyricetinem.

Koncentrace proteinu o e o,
Proximalni cast Stredni ¢ast Distalni cast

v [mg/ml]

Kontrola 8,5 9,3 9,4

Myricetin 11,7 10,2 8,3

Dihydromyricetin 11,2 9,3 13,3

Tab. 2: Koncentrace proteind v mikrosomalni frakci jater kontrolnich potkanti i zvitat
premedikovanych phenobarbitalem a flavonoidnimi latkami myricetinem a dihydromyricetinem.

Koncentrace proteinu v [mg/ml]
Kontrola 55,5
Myricetin 52,2
Dihydromyricetin 46,9
Phenobarbital — potkan 23,7
Phenobarbital — kralik 48,8
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4.2. Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci CYP2B

Vliv flavonoidi na expresi cytochromt P450 2B1 a 2B2 v jatrech a v tenkém stieve
potkanti byl zkouman metodou imunoblotu, jak je podrobné&ji uvedeno v kapitole 3.3.3.

na strané 28.

Ovlivnéni exprese proteini v jednotlivych tkanich bylo zkouméno ve dvou
samostatnych pokusech. Pfi prvnim z nich byly zkoumany proteiny jaternich mikrosomu
a byla ovétena funkcnost protilatek. Pozitivni kontrola specifi¢nosti a funkénosti primarni
protilatky piipravené proti kralicimu CYP2B4 spocivala v naneseni krali¢ich a potkanich
jaternich mikrosomu s indukovanymi cytochromy P450 po premedikaci phenobarbitalem
na gel vedle zkoumanych jaternich vzorku. Funk¢nost sekundarni protilatky byla ovétena
tim, ze do jedné zjamek byl nanesen vzorek slepi¢i protilatky (MAP CYP78).
Elektroforesou a naslednym elektropfenosem byly vytvofeny dvé identické membrany,
Z nichZ jedna byla inkubovana ve slepici protilatce proti CYP2B a druha byla za stejnych
podminek inkubovéana Vv roztoku slepi¢i pre-imunni protilatky, tzn. protilatky izolované
Z neimunizovaného zvifete.

Kone¢ny vysledek je uveden na obr. 6 (str. 34). Ze zobrazenych membran lze
usoudit, Ze ani jeden z podanych flavonoidl nevyvolal v jatrech potkanil vyraznou zménu
v expresi CYP2BI ¢i CYP2B2 vii¢i nepremedikované kontrole. Primarni i sekundérni

protilatka prokéazaly reaktivitu s pozitivnimi kontrolami.

Na obr. 7 (str. 34) je znazornéna membrana obsahujici proteiny mikrosomalnich
frakci tenkého stieva. Pro ovéfeni funk¢nosti protilatek tentokrat byly pouzity pouze jaterni
mikrosomy potkanti premedikovanych phenobarbitalem.

Z daného obrazku je ziejmé, Ze myricetin nevyvolava indukci CYP2B v Zadné ¢asti
tenkého stfeva potkanii, zatimco v pfipadé¢ dihydromyricetinu je zvySena exprese téchto

enzymu ve stfedni ¢asti tenkého stieva.
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Obr. 6: Srovnani membran inkubovanych v pre-imunni protilatce (A) a v protilatce izolované ze slepice po
imunizaci (B). Detail obrazku B - vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci CYP2B1/2 v jatrech (C).
Pro elektroforesu byl pouzit 10% polyakrylamidovy gel.

Do jednotlivych drah byly aplikovany vzorky v redukujicim pufru v nasledujicim potadi:

standard (1), slepi¢i protilatka proti CYP78 (2), potkani jaterni mikrosomy po premedikaci myricetinem (3),
dihydromyricetinem (4), slune¢nicovym olejem jako kontrolou (5) a phenobarbitalem (6) a posledni draha

obsahuje krali¢i jaterni mikrosomy po premedikaci phenobarbitalem (7).

55 kDa —
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Obr. 7: Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci CYP2B1/2 v riznych ¢astech tenkého stieva.
Pro elektroforesu byl pouzit 10% polyakrylamidovy gel.

Do jednotlivych drah byly aplikovany vzorky v redukujicim pufru v nasledujicim potadi:

-standard (1)

-jaterni mikrosomy po premedikaci phenobarbitalem (2)

-mikrosomy proximalni ¢asti stfeva po premedikaci slune¢nicovym olejem- kontrolni (3), myricetinem
(4) a dihydromyricetinem (5)

- mikrosomy stiedni &asti stfeva po premedikaci slune¢nicovym olejem (6), myricetinem (7)
a dihydromyricetinem (8)

- mikrosomy distalni ¢asti stieva po premedikaci slune¢nicovym olejem (9), myricetinem (10)

a dihydromyricetinem (11)



4.3. Stanoveni hodnoty ICsy metodou PROD

Depentylaci 7-pentoxyresorufinu vznika fluorescencéni produkt resorufin, jehoz
koncentrace je pfimo umérnd intenzit¢ emitovaného zatreni. Pro stanoveni schopnosti
myricetinu a dihydromyricetinu inhibovat aktivitu CYP2B1/2 byla méfena mira
depentyldzové aktivity CYP pro rizné koncentrace flavonoidu. Jednotlivé aktivity byly
porovnany s nulovou hodnotou inhibice v neptfitomnosti flavonoidu a poté byly vyneseny
do grafu (obr.8-11, str. 35-38). Inhibi¢ni kiivky pro oba flavonoidy vykazuji S rostouci
koncentraci slouceniny nejprve lehky nartst aktivity a poté rychly pokles. Pro urceni
hodnoty 1Csy nebyly proto vys$si hodnoty, nez byla hodnota kontroly, uvazovany.
Pro myricetin byla vypocitana hodnota ICsg 8,8uM, pro dihydromyricetin 0,5mM.

Kalibracni krivka
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Obr.8: Kalibracni rada resorufinu.

Pouzité koncentrace: 0,3; 0,2; 0,15; 0,1; 0,05; 0,025 a 0,0125uM
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Obr. 9: Graf zavislosti intenzity fluorescen¢niho zafeni na ¢ase pro rizné
koncentrace zasobniho roztoku dihydromyricetinu (A) a graf reprezentujici
poméry depentylazovych aktivit CYP2B1/2 pii riznych koncentracich
dihydromyricetinu vuci aktivité kontroly (B).
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Obr. 10: Graf zavislosti intenzity fluorescen¢niho zafeni na ¢ase pro rizné
koncentrace zasobniho roztoku myricetinu (A) a graf reprezentujici poméry
depentylazovych aktivit CYP2B1/2 pii ruznych koncentracich myricetinu

vuci aktivité kontroly (B).
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Obr. 11: Inhibi¢ni kiivky myricetinu (A) a dihydromyricetinu (B).
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5. Diskuze

Flavonoidy jsou soucasti pfirozené potravy piijimané Cclovékem. Zejména
Vv alternativni mediciné jsou jim pfisuzovany 1é¢ivé vlastnosti a i soucasné testy prokazuji
nekteré zdravi prospéSné ucinky. V dnesni dobé ale dochézi k jejich nepfimétené
konzumaci ve form¢ potravnich dopliikti, ve kterych byvaji dané flavonoidy pfitomné
v nesrovnatelné vyssich koncentracich, nez v ptivodnim zdroji téchto latek. Piesto jsou,
diky svému piirodnimu pivodu, tyto dopliky obecné povazované za nezavadné,
aniz by byly fadné prozkoumané jejich ucinky na lidsky organismus. Flavonoidy mohou
zasahovat i do biotransformace cizorodych latek, konkrétné mohou indukovat cytochromy
P450 a dalsi enzymy a tak pozménovat osud xenobiotika v organismu.

V této praci byl zjistovan vliv dvou flavonoid myricetinu a dihydromyricetinu
na indukci CYP2B1/2. Jedna se o potkani orthology lidského cytochromu P450 2B6. Byl
zkouman jejich obsah v jatrech a v tenkém stfeve, jakozto hlavnich mist biotransformace
xenobiotik. Stanoveni mnozstvi CYP2B bylo provedeno metodou Western blotu
s imunochemickym zobrazenim konkrétnich enzymd.

V literatufe je mozné nalézt prace zabyvajici se podobnym tématem, napiiklad
odborny ¢lanek pojednavajici 0 vlivu flavonoidii quercetinu, isoquercitrinu a rutinu
na expresi CYP1A1/2 a CYP2B1/2 [69]. Vysledkem tohoto experimentu bylo zvyseni
exprese CYP2B1/2 v proximalni a stfedni Casti tenkého stfeva plsobenim quercetinu,
isoquercitin indukoval CYP2B pouze ve stiedni ¢asti, a rutin vykazoval pouze slabou
indukci CYP v proximalni ¢asti tenkého stieva [69]. Jinym piikladem flavonoidnich
induktorti cytochromu P450 rodiny 2B je flavon (2-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one) [70].

Dle nedavného vyzkumu bylo zjisténo, ze dihydromyricetin zptisobuje zvyseni
aktivity CYP3A4 in vivo [71]. Indukénimi schopnostmi myricetinu a dihydromyricetinu
vuci CYP se také zabyvala Mgr. Eliska Brabencova ve svém diplomovém projektu. V této
studii byl zjistén slaby indukéni efekt danych flavonoidd na CYP1A1/2 v jatrech.
V tenkém stieveé indukce nebyla zaznamendna [61].

V predkladané praci byly pouzity mikrosomdlni frakce izolované Mgr. EliSkou
Brabencovou a byl v nich sledovan vliv flavonoidi na expresi CYP2B1/2. V jatrech nebyl
zjistén zadny vliv na mnoZzstvi téchto CYP, zatimco v tenkém stfevé byla pozorovéana

indukce ve stfedni ¢asti u potkant premedikovanych dihydromyricetinem. Jiny induk¢éni
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efekt nebyl pozorovan. Pti¢ina zvyseni exprese CYP2B1/2 pouze v tomto uréitém misté
neni ziejma, pravdépodobné se vSak jedna o dusledek plisobeni stfevni mikroflory.
Dihydromyricetin sam o sob¢é nemusi byt induktorem, ale mikroorganismy mohou
modifikovat molekulu dihydromyricetinu na produkt, ktery je schopen navodit indukci
CYP2B. Jejich aktivita muze byt jest¢ znasobena tim, ze dihydromyricetin vstfebany
v zaludku a v proximdlni ¢asti tenkého stireva miize byt v jatrech glykosylovan a opét
vyloucen ve zluci do tenkého stieva. Navazanim cukerného zbytku muze byt navySena
atraktivita této slouCeniny jakozto substratu pro stfevni mikrofloru. Mikroorganismy
ale mohou $tépit dihydromyricetin nejen na meziprodukt zpusobujici indukci CYP2B,
ale i na mensi fragmenty, které jiz tuto schopnost nemaji, a z toho divodu pravdépodobné
neni pozorovana indukce v distalni ¢asti tenkého steva.

Za zminku také stoji informace, Ze v pfipadé mikrosoml tenkého stieva byla
na membran¢ zietelna zona proteinti o molekulové hmotnosti zhruba 40 kDa. Tento protein
byl pfitomny ve vSech frakcich stfevnich mikrosomti a jeho mnozstvi v jednotlivych
vzorcich bylo témét stejné. Pokud by se nejednalo o inducibilni protein, Ize usoudit,
ze celkové mnozstvi proteind nanesené do jednotlivych drah je téZ stejné. Zobrazeni této

Mrwe

divodem by také mohl byt proteolyticky rozklad bilkoviny na kratsi fragmenty.

V druhé ¢asti prace byla urcena konstanta ICso myricetinu a dihydromyricetinu vaci
CYP2B1/2. Inhibi¢ni schopnost myricetinu je zndma i vuci jinym CYP, konkrétné
u CYP2C9 a CYP3A4 (IC5(CYP2C9)= 13,8uM; IC50(CYP3A4)=7,81uM) [72,73], a vuci
stejnym enzymim vykazuje inhibi¢ni potencidl také dihydromyricetin pro ktery ptesné
hodnoty 1Csy nejsou znamy [71]. V ptipadé CYP2B1/2 zkoumanych v této praci byl
nalezeny inhibi¢ni efekt myricetinu na depentylazovou aktivitu téchto enzymu s hodnotou
srovnatelnou se schopnosti inhibovat i jiné rodiny a podrodiny CYP. Nejedna se tedy
0 specificky inhibitor rodiny 2B. Dihydromyricetin vykazoval oproti myricetinu relativné
slabé inhibicni vlastnosti viO¢i aktivit¢ CYP2B1/2. Je tedy pravdépodobné,
ze V mechanismu inhibice CYP myricetinem hraje roli dvojné vazba mezi druhym a tietim
uhlikem heterocyklického pyranového kruhu.

Aby bylo mozno hodnoty ICsy uréit, byly vylou¢eny odlehlé hodnoty vykazujici
vice nez 100% aktivitu CYP2B1/2 oproti kontrole. Tyto hodnoty vSak nemusi byt pouze

chybou méfeni, ale mohlo by se jednat o jev stimulace aktivity enzyma danymi flavonoidy.
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Tento jev byl jiz u nékterych CYP popsan diive naptiklad u CYP3A4 nebo CYP1A2 [42]
a pro jeho potvrzeni nebo vyvraceni v tomto konkrétnim ptipadé bude nutny jesté dalsi

vyzkum.
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Zaver

Flavonoidy jsou jedny ze sloucenin uzivanych ve formé potravnich dopliki, aniz
by byl fadn¢ prozkouman jejich vliv na organismus. Jednim z ucinki flavonoidi miize byt
1 ovlivnéni metabolismu cizorodych latek, naptiklad 1é¢iv, nebo karcinogent. Cilem této
bakalarské prace byl vyzkum vlivu dvou flavonoidnich latek, myricetinu
a dihydromyricetinu, na indukci a inhibici dvou biotransformaénich derivatiza¢nich
enzymu CYP2B1 a CYP2B2.

- Nejprve byla stanovena koncentrace proteinti v mikrosomalnich frakcich
potkanich jater a tenkém stfevé. Mikrosomy izolované z tenkého stieva byly
rozdéleny do tfi rGznych frakci, v zévislosti na vzdalenosti izolovaného useku
od vratniku, na ¢asti proximalni, stfedni a distalni. Namétené koncentrace byly poté

vyuzity pro pfesné odméteni mnozstvi vzorku pro elektroforesu.

- Vdruhém  kroku byla  provedena  diskontinualni  elektroforesa
V polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS, diky které byly proteiny separovany.
Po elektroforese nasledoval elektroptenos proteinti na nitrocelulosovou membranu,
na které byly poté imunodetekéné zobrazeny CYP2B1/2 a bylo porovnéano jejich
mnozstvi v jednotlivych frakcich podle velikosti jednotlivych zviditelnénych zon.
Vysledkem je zjisténi, Ze myricetin neindukuje CYP2B1/2 v jatrech ani v Zadné
casti tenkého stfeva, zatimco v piipad€ dihydromyricetinu se projevil indukéni
efekt na tyto cytochromy P450 ve stiedni ¢asti tenkého stieva. Nikde jinde indukce

dihydromyricetinem nebyla zaznamenana.

- Poslednim provedenym tukolem bylo stanoveni inhibice myricetinu
a dihydromyricetinu vici depentylazové aktivit¢ CYP2B. Hodnoty 1Csy byly
stanoveny jako 8,8uM pro myricetin a 0,5mM v piipadé dihydromyricetinu.
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