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Abstrakt

Flavonoidy jsou pfirodni latky bézné pfijimané v rostlinné potravé. Jsou jim
pfisuzovany pozitivni uCinky na lidsky organismus, pfedevSim antioxidacni,
hepatoprotektivni a protirakovinné ucinky. V soucasnosti je mozné konzumovat vysoké
koncentrace téchto latek ve formé& potravnich doplikd. Neni vSak jisté, zda i1 v takto
neptirozen¢ vysokych mnozstvich jsou flavonoidy stale prospésné, ¢i jiz Skodlivé. Bylo
naptiklad dokazano, ze flavonoidy mohou ovliviiovat aktivitu biotransformacnich enzymu
a tim zasahovat mimo jiné 1 do procesu karcinogeneze ¢i metabolismu 1é¢iv. Z toho

davodu je tedy dilezité zkoumat mozné disledky zvySeného piijmu flavonoida.

V této diplomové praci byl zkouman vliv dihydromyricetinu (potencialni 1€k
zavislosti na alkoholu) a jemu strukturné podobnému myricetinu na aktivitu cytochromu
P450 2E1 (CYP2El) a N-acetyltransferas 1 a 2 (NAT1/2). Sledovan byl jak vliv
premedikace potkan témito flavonoidy na expresi a aktivitu téchto enzymi, tak

1 schopnost myricetinu a dihydromyricetinu inhibovat aktivitu CYP2E1 a NAT1/2.

U CYP2EI1 nebyla zaznamendna modulace na proteinové Urovni po premedikaci
flavonoidy oproti kontrole. Dihydromyricetin ani myricetin neinhibovaly aktivitu CYP2E1

pti koncentracich nizsich nez 1 mM respektive 0,1 mM.

V ptipadé NAT1/2 nebylo pozorovano zvySeni exprese ani aktivity v preparatech
jater a stfev premedikovanych potkanid. Pouze v proximalni ¢asti tenkého stfeva byla po
premedikaci myricetinem sniZena aktivita potkani NAT2 o vice nez 80%. Myricetin
a dihydromyricetin byly prokdzany jako inhibitory lidskych rekombinantnich NAT. Byly
stanoveny hodnoty ICso myricetinu pro NAT1 a NAT2 jako 3,5uM a 3,7 uM,
dihydromyricetin vykazoval slabsi inhibi¢ni schopnost s hodnotami ICso 8,5 uM pro NAT1
a 8,9 uM pro NAT2.

Dihydromyricetin ani myricetin neovliviiuji aktivitu CYP2E1, oba flavonoidy jsou

vSak inhibitory NAT.

Klic¢ova slova: Cytochromy P450, N-acetyltransferasy, Metabolismus, Indukce



Abstract

Flavonoids are natural compounds commonly ingested in herbs and vegetables.
They are believed to have a positive impact on human organism, in particular by their
antioxidant, hepatoprotective and anti-cancer effects. In these days, it is possible
to consume high concentrations of these compounds in form of dietary supplements.
However it is not clear, whether flavonoids in such unnaturally high concentrations are still
beneficial or rather harmful. It has already been proven, that flavonoids can influence the
activity of biotransformation enzymes and interfere e.g. with the process of carcinogenesis
and drug metabolism. For that reason it is important to investigate the impact of

an increased intake of flavonoids.

The aim of this thesis was to investigate the influence of dihydromyricetin
(a potential drug to cure alcohol use disorder) and its structurally similar flavonoid
myricetin on the activity of enzymes, cytochrome P450 2E1 (CYP2EI])
and N-acetyltransferases 1 and 2 (NAT1/2). The research included the determination of
the impact of a premedication by these flavonoids on the expression and activity of
CYP2E1 and NAT1/2. The inhibition capacity of myricetin and dihydromyricetin towards
the activity of CYP2E1 and NAT1/2 was also investigated.

After the flavonoid premedication of rats the expression of CYP2E1 at its protein
level did not differ from that of untreated control. The activity of CYP2E1 wasn't inhibited

in an observed range of flavonoid concentrations (less than 0.1 mM).

An increase of the expression or the activity of NAT1/2 wasn't detected in isolated
hepatic and intestinal cytosols of premedicated rats. Only in a proximal part of a small
intestine the activity of NAT2 was decreased (more than 80%) after the myricetin
premedication. The both flavonoids were proven to be inhibitors of human recombinant
NAT. ICso were determined as 3.5 uM and 3.7 uM for myricetin towards NAT1 and NAT2
respectively, and 8.5 uM and 8.9 uM for dihydromyricetin towards NAT1 and NAT2.

Neither dihydromyricetin nor myricetin influenced the activity of CYP2EI,

whereas both flavonoids are inhibitors of NAT.

Key words: Cytochromes P450, N-acetyltransferases, Metabolism, Induction
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1. Uvod

V soucasné dob¢ vzriista zajem spolecnosti o znalosti tykajici se ptirodnich latek.
Odborna vetejnost vyuziva tyto védomosti k vyvoji novych 1é¢iv a optimalizaci 1écebnych
postuptl. Také je populérni zajimat se o zdravy zivotni styl a stravovaci ndvyky a vyuzivat
prirodni latky ve form¢ potravnich doplinkt. Mezi zkoumané slouceniny patii predevsim
latky rostlinného piivodu, u kterych jiz existuji predpoklady o jejich biologické aktivité
diky dlouhodobym zkuSenostem s uzivanim dané rostliny. Jako zdroje informaci v tomto
ptipad¢ slouzi tradi¢ni bylinkafstvi uzivané naptiklad v ¢inské medicing, indické ajurvéde,
ale 1 mezi africkymi kmeny ¢i v indidnské kultuie. LéCivé rostliny jsou nejstarSim
terapeutickym prostredkem vyuzivanym po tisice let, jejich vyuziti vSak ve vyspélych
zemich pokleslo v poloviné dvacatého stoleti diky rozvoji syntetické vyroby 1éCiv.
V poslednich desetiletich byl ale opét zaznamenan narGst zdjmu o fytoterapii a to
1 ze strany odpovédnych zdravotnickych organi jako je World Health Organization (WHO,
Svétova zdravotnickd organizace, web. odkaz ¢.1) ¢i National Institutes of Health (NIH,
Nérodni institut pro zdravi), které financné podporuji vyzkum a upravuji pravidla
pro vyrobu lé¢ebnych ptipravkl ¢i potravnich dopliki rostlinného ptivodu (Zhang A.L.
akol., 2011). Mezi biologicky aktivni latky izolované z rostlin patii predevsim alkaloidy,

glykosidy, terpeny a také flavonoidy (Springob K a Kutchan T.M., 2009)

Vétsi cast vyzkumii se ptirozené zabyva hledanim pozitivnich efekti danych
ptirodnich latek na lidsky organismus, zatimco studiu moznych negativnich disledkt
konzumace téchto, pro télo cizich latek, takzvanych xenobiotik, je dan mens$i vyznam.
Pfitom jiz dnes jsou znamé lékové interakce pfi poziti urcitych ptirodnich ptipravkd,
napiiklad sniZzeni ucinnosti warfarinu po konzumaci extraktu z tfezalky teckované
(Yue Q.Y., 2000). Tyto interakce jsou zpiisobeny vlivem xenobiotik na aktivitu enzymii,
jejichz substraty jsou jak endogenni latky tak 1 cizorodé. Jelikoz dne$nim trendem
je konzumace pfirodnich latek, vcetné flavonoidi, ve formé potravnich doplikl
v mnozstvi mnohondsobné ptevySujicim pfirozenou koncentraci v potravé, je dilezitou
otazkou, zda takto nemohou byt ovlivnény biotransformaéni enzymy a tim i ohroZeno

zdravi ¢lovéka.



1.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou pfirodni slouceniny vyskytujici se v rostlinach a nékterych
houbach. Jako prvni byl ve 30 letech izolovan rutinu z citrusovych ploda. Zakladni
struktura flavonoidu (obr. 1) jeslozena z 15 uhliki ve dvou benzenovych jadrech
propojenych pyranovym kruhem, kter¢ jsou dale modifikovany navazanim hydroxyskupin,
ketoskupin ¢i hydrataci dvojné vazby na druhém uhliku pyranového kruhu. Dle trovné
oxidace jsou flavonoidy fazeny do jednotlivych skupin: flavony, flavonoly, flavanony,
isoflavony, anthokyanidiny a dal§i. V piirod¢ se vyskytuji pfedevSim v glykosylované
form¢, ale mohou existovat i jako aglykony ¢imethylované derivaty (Kumar S.,

Pandey A.K., 2013).

5 1

Obr. 1: Zakladni struktura flavonoidu (pfevzato z webového odkazu €. 2)

Flavonoidy jsou sekundarnimi metabolity rostlin a jsou syntetizovany
fenylpropanoidni cestou z fenylalaninu a malonatu (Winkel-Shirley B., 2001). Jejich
vyznam v rostlinach je riizny, zatimco anthocyaniny jsou nejcastéji barviva kveétl a hraji
roli v nékolika krocich pifi rozmnozovani rostlin, jiné flavonoidy mohou regulovat
rostlinny riist ¢i pisobit jako ochrana pted UV zafenim, hmyzem, byloZravci a patogeny

(Yao L.H. a kol. 2004, Stevenson D.E., 2007). Mezi dalsi vlastnosti flavonoidi patii jejich
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antioxidacni schopnost, tedy vychytavani volnych radikéalti produkovanych napiiklad pti
fotosyntéze. Tento antioxidacni efekt byva cCastym predmétem veédeckych vyzkumi

a flavonoidy jsou diky nému slibnymi zdravi prospéSnymi slou¢eninami.

V potravé jsou flavonoidy piijimané pfedevSim v ovoci a zeleniné, ale také
v koteni, bylinkéach a rostlinnych produktech jako jsou ¢aje ¢i vino. Jejich pfijem je zavisly
na mnozstvi konzumovanych potravin obsahujicich flavonoidy, ale obecné je vyssi
v porovnani s jinymi prospéSnymi latkami, napiiklad vitaminy. Zatimco piijem vitaminu C
se pohybuje kolem 70 mg/den, vitaminu E 7-10 mg/den a B-karotenu 2-3 mg/den, pfijem
flavonoidiit mize dosahovat az 50-800 mg/den (Pietta P.G., 2000). V dnesni dob¢ je na trhu
k dostani také velké mnozstvi rostlinnych extraktii ¢i pfimo koncentrovanych flavonoidi,
takze je mozné jejich piijem uméle suplementovat. Na druhou stranu takovy nepfirozeny
ptijem cizorodych latek ve formé potravnich doplikl mlize mit i negativni dopad na lidsky

organismus, jelikoz jejich u€inky jesté nejsou dostateéné prozkoumany.

Z pozitivnich G¢inkli na ¢loveéka ptisuzovanych flavonoidim je nejznaméjsi jejich
antioxidacni efekt. V bunkach se pfirozené vyskytuji reaktivni formy kysliku (ROS), kde
jsou vedlejsimi produkty reakci piedevSim v mitochondriich, peroxisomech
a endoplasmatickém retikulu. Jedna se napiiklad o superoxidovy kyslikovy radikal (O ™),
singletovy kyslik (102), peroxid vodiku (H20), nebo také vysoce reaktivni hydroxylovy
radikdl (‘OH). Hladina ROS je regulovdna endogennim antioxida¢nim systémem,
do které¢ho patii naptiklad superoxid dismutasa, glutathion-S-transferasa, glutathion,
ceruloplasmin a dalsi. ROS hraji roli v proliferaci bungk, ale 1 v jejich starnuti a apoptoze.
Za fyziologickych koncentraci funguji jako signaliza¢ni molekuly. Jejich koncentrace vSak
muzou byt zvySeny plsobenim vnéjSich vlivl, naptiklad koufenim, konzumaci alkoholu
a léciv, plisobenim UV zafeni a zneciSténym ovzduSim. ZvySené hodnoty ROS maji
zanasledek oxidativni poSkozeni biomakromolekul vcéetné DNA (modifikaci bazi,
duplikaci gentl), které mohou vést i1 k aktivaci onkogenli a iniciaci a promoci
karcinogeneze. S oxidativnim stresem byvaji spojend také jind onemocnéni, jako jsou
diabetes, ateroskler6za a neurodegenerativni onemocnéni (Waris G. a Ahsan H., 2006,

Gupta S.C. a kol., 2012).

ZvySenim piijmu cizorodych antioxidacnich latek, naptiklad flavonoidi, je mozné
sniZit koncentraci ROS vzniklych oxidativnim stresem a tim omezit tvorbu defektnich

makromolekul. Flavonoidy mohou piimo vychytdvat ROS, nebo indukovat tvorbu
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endogennich antioxidantl. Také mohou snizovat tvorbu ROS inhibici enzymu, které
je produkuji, ¢i chelataci iontli potfebnych pro spravnou funkei téchto enzymi. NejlepSimi
antioxidanty jsou aglykonni flavonoidy s nenasycenou vazbou mezi uhliky 2 a 3
a karbonylovou skupinou na uhliku 4. Dulezitou roli hraje také mnozstvi a rozmisténi
hydroxylovych skupin na kruhu B (Kumar S. a Pandey A.K., 2013). Bylo prokazéano, ze
konzumace flavonoidl snizuje oxidacni status plasmy v zavislosti na davce (Heim K.E.

a kol., 2002).

Krom¢ antioxidatniho efektu jsou flavonoidy znamé také pro své
Naptiklad u silybinu, quercetinu a morinu byla pii pokusech in vivo na mySich prokdzana
jejich schopnost zvratit indukovany hepatotoxicky efekt mikrocystinu (Jayaraj R. a kol.,
2007). Flavonoidy zde mohou, kromé& ochrany jaternich bunék pted plisobenim ROS, také
zabranovat vstupu toxickych latek do bunky a podporovat proliferaci bunék, ¢imz urychluji
regeneraci jaterni tkané (JayarajR. a kol., 2007, KumarS. a Pandey A.K., 2013).
Protirakovinny efekt byl prokdzan naptiklad u genisteinu na in vivo i in vitro modelech
(Barnes S., 1995). Ukazalo se také, ze flavonoidy mohou mit pozitivni vliv na kognitivni

funkce ¢lovéka (Lamport D.J. a kol., 2012).

Plsobeni flavonoidi vSak nemusi byt vzdy pozitivni. Studie na bakteridlnich
bunéénych liniich prokdzaly moZnou mutagenitu a genotoxicitu nékterych flavonoidi.
Ta mize byt zptisobena tim, Ze flavonoidy nefunguji vzdy antioxidacné, ale za urcitych
podminek také prooxidaéné (Skibola C.F. akol., 2000). Mira prooxida¢nich schopnosti
jednotlivych flavonoidid pfitom zéavisi na stejnych strukturnich znacich, jako jejich
antioxidac¢ni vlastnosti (Heim K.E. a kol., 2002). Flavonoidy mohou také inhibovat n¢které
enzymy, napiiklad topoisomerasu II a glutathion-S-transferasu, jeden z enzymu druhé faze

biotransformace (Skibola C.F. a kol., 2000).

1.1.1 Myricetin

Mpyricetin je zndmy flavonol, plnym ndzvem 3,3",4",5,5',7-hexahydroxyflavon, ktery

se bézné vyskytuje v zelening, bylinach, ofechach a ovocnych bobulich. Vzhledem k jeho
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Siroké distribuci v konzumovanych potravinach je myricetin ¢astym predmétem védeckych
studii a je o ném relativné velké mnozstvi informaci tykajicich se jeho ucinkt. Jeho
struktura splituje podminky flavonoidu se silnymi antioxidacnimi ucinky, ale ze stejného
divodu muze za urcitych podminek ptisobit také prooxida¢né (Ong K.C., Khoo H.E.,1997,
Heim K.E. a kol., 2002). Jeho protirakovinné u¢inky souvisi se schopnosti inhibovat funkci
nekterych biotransformacnich enzymt (CYP3A4, CYP2C9), ¢imz omezuji tvorbu
karcinogenii aktivovanych pravé t€émito enzymy (Li C. a kol., 2011; Ong K.C., Khoo H.E.,
1997). Myricetin také inhibuje arylalkylamin N-acetyltransferasu pfimo v aktivnim centru
vazajicim acetylkoenzym A, ¢imz muze ovlivnit hladinu melatoninu a tim cirkadianniho

rytmu (Shin J.C. a kol., 2013).

V této praci byl myricetin vybran jako komparativni slou¢enina pro méné¢ znamy
améné prozkoumany flavonoid dihydromyricetin (obr. 2). Tyto dvé latky se 1isi pouze
dvojnou vazbou mezi druhym a tfetim uhlikem pyranového kruhu, obdobné jako naptiklad

u dvojice quercetin - taxifolin.

OH OH
OH OH

HO O oy HO O
: OH OH

OH OH
CH O OH O

Obr. 2: Chemicka struktura dihydromyricetinu (vlevo) a myricetinu (vpravo). (vytvoreno v
programu ChemSketch, web. odkaz ¢€.3)
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1.1.2 Dihydromyricetin

Dihydromyricetin (DHM) je flavonoidni sloucenina s oficidlnim nazvem
(2R,3R)-3,5,7-trihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)-2,3-dihydrochromen-4-on. Znamy je
vyskyt této latky predevSim ve dvou rostlinach, jimiz jsou Hovenia dulcis (Cesky
Duzistopka sladkd) a Ampelopsis grossedentata (obr. 3), podle niz se téz dana sloucenina
nazyva ampelopsin. Hovenia dulcis je strom z ¢eledi feSetlakovitych rostouci ve vychodni
Asii, predevsim v Cing, Japonsku a Koreji. Jak esky nazev napovidd, misto plodd, jimiZ
jsou tmaveé hnédé tvrdé tobolky, jsou na této rostliné jedlé predevSim zduznatélé stopky
téchto plodii (obr. 3), které svou chuti pfipominaji sladké rozinky se skotfici (Hyun T.K.
a kol., 2010). Po tisice let je extrakt z této rostliny vyuzivan v tradi¢ni vychodni mediciné
pro zmirnéni ptiznakl opilosti a také jako 1€k na poskozend jatra, v ¢inském Iékopisu
(Chinese pharmacopoeia) je zatazen jiz od 6. stoleti (LianglJ., Olsen R.-W., 2014).
I v dnesni dobé je v Koreji komeréné dostupny extrakt z této rostliny prodadvany pod
nazvem Condition, ktery udajné zlepSuje nepiijemné nasledky pfiliSné konzumace
alkoholu (web. odkaz ¢. 6). Dle studii vodny extrakt z Hovenie signifikantné zvySuje
aktivitu alkohol 1 aldehyddehydrogenasy pii pokusech na zvifecich modelech. (Xu B.,
Sung C.K., 2005). Ampelopsis grossedentata je révovita rostlina rostouci predev§im
v Cing&. Z jejich listd byva vafen &aj, ktery je zndamy pro celou fadu prosp&snych uéinka
(Kou X., Chen N., 2012) a je proddvan mimo jiné pod obchodnim ndzvem Moyeam tea
(web. odkaz ¢. 7). V suSin€ této rostliny tvofi DHM az 20 % hmotnosti (Du Q. a kol.,

2002) a proto listy po vysuseni maji bélavou barvu.

Obr. 3: Rostliny Ampelopsis grossedentata a Hovenia dulcis, prevzato z webovych stranek 4 a 5.
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Utinky samotného DHM jsou zkoumany teprve v poslednich desetiletich a jesté
nejsou zcela definovany. Dosud byly dolozeny antioxida¢ni (Zhang Y.S. akol., 2003)
1 protinddorovy efekt (Zhang Q. a kol., 2014; Liu B. a kol., 2015). Jiné studie potvrdily
pozitivni vliv DHM na fyzickou kondici jedince vystaveného hypoxii, naptiklad ve vyssich
nadmoftskych vyskach (Zou D. a kol., 2014). DHM také zvysuje citlivost pficné pruhované
svaloviny na insulin (Shi L. a kol., 2015). Mezi nejzajimav¢jsi patii studie tykajici se vlivu
DHM na ucinky alkoholu a jeho odbouravani. Bylo zjisténo ze DHM je antagonistou
GABA receptori (vazajicich y-aminomdselnou kyselinu). Diky tomu jsou pii konzumaci
alkoholu potla¢ovany typické ptiznaky opilosti, jako je ztrata stability. Dokonce muze byt
zmirnéna 1 plasticita GABAA receptorii zplisobena ethanolem projevujici se zavislosti
na alkoholu. DHM u potkanil sniZoval projevy abstinence, jako jsou uzkost a ptecitlivélost,
dokonce také snizoval chut na konzumaci alkoholu (Shen Y. akol., 2012). Z téchto
divodu se DHM nabizi jako potencialni 1é¢ivo zavislosti na alkoholu. V nedavné studii
bylo také zjisténo, Ze DHM by mohl fungovat jako ochrana pted fetdlnim alkoholovym
syndromem zpusobenym nadmérnou konzumaci alkoholu v téhotenstvi (Liang].,

Olsen R.W., 2014).

DHM je mozné zakoupit v tabletdch jako potravni dopln€k (web. odkaz ¢. 8), vyuzivany
pfedevsim pro jeho pozitivni efekt pfi akutni intoxikaci alkoholem a jeho nasledném
odbourdvani. DHM je velmi malo toxicky s maximalni tolerovanou davkou u Wistar
potkani 5 g/kg (Su D. a kol., 2009). V tomto ohledu konzumace DHM v miligramovych
mnozstvich pravdépodobné neni Skodliva. Jeho SirSimu vyuZiti jako lé¢iva vSak kromé
nedostatku dalSich informaci o dané latce brani také jeho slaba rozpustnost ve vodném
prostiedi. Mnoh¢é studie se tedy zabyvaji vyvojem rozpustnéjSich komplexi DHM,
nejcastéji chelaty kovi, které navic mohou mit i zvySenou antioxidac¢ni ¢i protinadorovou

ucinnost oproti samotnému DHM (Guo Q. a kol., 2012).

Co se tyce tvorby metabolith DHM, prozatim byla provedena pouze studie na potkanech,
u kterych bylo v moci a stolici nalezeno 7 rtiznych metabolitd (Zhang Y. a kol., 2007)
po peroralnim podani DHM (obr. 4 str. 17). Vliv DHM na biotransformaéni enzymy byl
dosud studovan jen velmi omezené. Bylo naptiklad zjiSténo, ze dihydromyricetin je in vitro
schopny inhibovat glutathion-s-transferasu (Yang X., Yang Z., 2010), kterd je jednim

z dilezitych enzymi druhé faze biotransformace. Inhibici tohoto inzymu in vivo by mohlo
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dochdzet k hromadéni toxickych latek endogenniho i1 exogenniho plvodu a tim
1k poSkozeni organismu. Kromé¢ studia pozitivnich disledkii konzumace DHM je tedy
nutné studovat i jeho vliv na aktivitu biotransformacnich enzymd, aby byla zjisténa rizika

pii jeho pfipadném farmaceutickém podani.
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Obr. 4: Metabolity nalezené po peroralnim podani DHM potkantim. (Pfevzato a upraveno ze
Zhang Y. a kol., 2007)
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1.2 Biotransformace

Clovék nezije jako izolovany organismus. Pro sviij rist a vyvoj nutné potiebuje
vyménu latek s okolnim prosttedim a to at' jiz zhlediska piijmu zivin tak i kvuli
vyluCovani odpadnich latek. Spolecné s piirozenymi substraty metabolickych reakci
potfebnych k ziskani energie, stavebnich jednotek ¢i jen nizkomolekuldrnich latek
potiebnych ke spravné funkci se do organismu dostavaji také latky cizorodé. Jedna se
o latky, které ¢lovék miize konzumovat védomé, naptiklad 1é¢iva ¢i drogy, nebo nevédomée
v ptipad¢ polutant prostiedi, produkti tepelné Gpravy potravin ¢i jako pfirozenou soucast
rostlinné potravy (Stiborova M. akol., 2004). Tato xenobiotika, podobné¢ jako 1éCiva,
nejsou prirozenou soucasti organismu, ale mohou specificky a pozitivné ovliviiovat jeho
funkci. Na druhou stranu mezi xenobiotika patii i toxické a karcinogenni latky, které

reaguji s biomolekulami a mohou byt pfi¢inou nezvratného poskozeni DNA.

Polarni cizorodé latky se do organismu dostavaji hufe, jelikoz pro jejich prostup
ptes hydrofobni bunéénou membranu vyuzivaji kandly ¢i pfenaSeCe za spotieby energie.
Hydrofilni slouceniny jsou relativné snadno vylu€ovany a nedochézi k jejich hromadéni
v organismu. Naopak hydrofobni xenobiotika snadno prochdzi membranou, mohou
se dostat 1 do jadra a nasledné interagovat s DNA a pietrvavaji v organismu del$i cas
(Knejzlik Z., Ruml T, 2000). Jejich vylouceni z té€la byva pomalejsi, jelikoz kvili
koncentratnimu gradientu tyto latky obvykle setrvavaji uvniti bun€k a pii procesu
vylu€ovani mohou byt zpétné€ resorbovany. Aby nedochazelo k akumulaci hydrofobnich
xenobiotik v téle, existuji enzymy, které vnasenim polarnich skupin do molekul zvysuji
rozpustnost téchto latek ve vodném prostiedi a tim usnadiiuji jejich vylouceni z organismu.
V dnes$ni dobé¢ jsou intenzivn€ zkoumdny jak tyto biotransformaéni enzymy, tak i jejich
substraty a modulatory aktivity, protoze pravé jejich aktivita mize hrat zasadni roli

ve zdravi jedince.

Vétsina biotransformacnich reakcei probiha v jatrech, ale také v tenkém stieveé, kiizi
a plicich, tedy v orgénech blizkych vstupu latek do organismu. Proces biotransformace
probiha ve dvou fazich, které vSak na sebe nemusi nutné¢ navazovat. Jako tfeti faze byva
n¢kdy oznacovan samotny proces vylucovani xenobiotika z organismu. Nejedna se vSak
o pravou biotransformacni fazi, pfi které¢ by se ménily fyzikalné-chemické vlastnosti

molekul, ale pouze o transport xenobiotik v rdmci bunék 1 celého organismu.
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1.3 Prvni faze biotransformace

V prvni fazi biotransformace, zvané téz derivatizacni, dochazi ke zvySeni polarity
hydrofobnich sloucenin a tedy i jejich rozpustnosti a nasledné reaktivity. Toho byva
docileno tim, Ze je do molekuly bud’ pfimo vnasena polarni skupina (-OH, -COOH, -NH>),
nebo dochazi k odkryti téchto skupin. V této fazi biotransformace byvaji vyuzivany
predevsim oxidac¢ni, hydrolytické a reduk¢ni reakce, ale v mensim zastoupeni také reakce
sulfoxidacni, peroxida¢ni ¢i hydroxylaéni (Knejzlik Z., Ruml T, 2000). Enzymy
zapojenymi do této faze jsou flavinové monooxygenasy, dioxygenasy, hydrolasy,
peroxidasy, isomerasy, xanthinoxidasy a tzv. systémy monooxygenas se smiSenou funkci
(Mixed function oxidase system, MFO) jejichZ soucasti jsou cytochromy P450 (CYP)
(Stiborova M. a kol., 2004, Schroer K. a kol., 2010).

MFO jsou vyznamné piedevSim jako katalyzatory oxidacnich, oxygenacnich
a redukcnich déji. Skladaji se z nekolika komponent, z nichz svou roli hraje také bunécna
membrana endoplasmatického retikula (ER) nebo mitochondrii, ve které je cely systém
ukotven (Edwards R.J. akol.,, 1991). Reakéni sled katalyzovany MFO je sloZeny
z jednotlivych oxida¢né reduk¢nich kroki, obdobné jako je tomu v dychacim fetézci, a je
pfi ném rozlozena molekula O2 na atomy, z nichz jeden byva inkorporovan do substratové
molekuly a druhy redukovén na vodu. Zdrojem elektroni je NADPH, ze kterého jsou
elektrony déale pfendSeny pomoci ferredoxin reduktasy (v mitochondriich)
nebo oxidoreduktasa s flavinovym kofaktorem (v ER) na CYP, ktery je termindlni
oxidasou celého MFO syst¢tmu (Hannemann F. akol., 2007, Cederbaum A.l., 2015).
Soucasti tohoto elektron-transportniho fetézce muize byt také cytochrom b5 a jeho

reduktasa (Hildebrandt A., Estabrook R.W., 1971).

1.3.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemthiolatové proteiny, které v aktivnim centru maji
ferroprotoporfyrin IX kovalentné navazany pfimo na protein ptes sulthydrylovou skupinu
cysteinu. Tim se CYP zasadné 1iSi od ostatnich cytochromi, u kterych je hem, resp. ion
zeleza vazany pouze koordina¢ni vazbou na imidazolovy zbytek histidinu (Stiborova M.

akol., 1999). Nazev ,.cytochrom® je tedy vtomto piipadé¢ velmi zavadgjici i ztoho
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divodu, ze CYP zdroven vykazuji enzymatickou aktivitu, avSak je nadale uzivan
z historickych duvodi. Poprvé byly CYP popsany na konci 50. let 20. stoleti
M. Klingerbergem (1958) a D. Garfinkelem (1958) jako zvlaStni pigment vyskytujici
se v jaternich mikrosomech, ktery v redukovaném stavu v komplexu s oxidem uhelnatym
vykazuje absorpéni maximum pii vinové délce 450 nm (obr. 5, str. 21). Nasledné byl také
prokdzan hemoproteinovy charakter téchto pigmentd (OmuraT., Sato R., 1962).
Odtud tedy pochazi nazev cytochrom, pismeno P jako pigment a ¢islovka 450 odvozena

od vinové délky typického absorpéniho maxima Soretova pasu.

Evolu¢né se jedna o velmi staré proteiny. Predpoklada se, ze vSechny CYP
maji svij ptivod ve stejném predchtdci zijicim pied vice nez 3 miliardami let. V soucasné
dobé bylo celkové popsano vice nez 18 tisic genli u rozmanitych organismi od bakterii
az po Clovéka. Konkrétné u lidi bylo nalezeno 57 genil a 58 pseudogent kodujicich CYP,
které jsou na zakladé¢ sekvencni podobnosti rozdélené do 18 rodin a 41 podrodin
(Nebert D.W. akol., 2013). Rodiny obsahuji jednotlivé CYP s alesponn 40% sekvencni
homologii a v nomenklatufe jsou oznacené¢ prvni arabskou Cdislici. Podrodiny jsou
geneticky identické alespon z 55% a jejich symbolem je velké pismeno, zatimco jednotlivé

isoformy CYP jsou opét znaceny numericky (Nebert D.W. a kol., 1989).

Jak jiz bylo feeno, CYP jsou slozeny z proteinové slozky a porfirinového skeletu
na néj navazané. Eukaryotni CYP jsou vazané na fosfolipidovou dvojvrstvu membran ER
¢i mitochondrii prostfednictvim N-terminalni hydrofobni domén& tvofené 20-30
aminokyselinami. Hydrofilni ¢ast CYP je orientovana smérem do cytosolu, obsahuje
katalytické misto atedy je zodpov&€dna za enzymatickou funkci CYP (Nelson D.R.,
Strobel H.W., 1988). Prokaryotni CYP byvaji cytosolarni, neukotvené¢ v membrang, jejich
proteinovy fetézec je tedy krat$i o chybéjici hydrofobni doménu a kréek (Stiborova M.
a kol., 2004). Hem b (protoporfyrin 1X), ktery tvoii neproteinovou slozku CYP, obsahuje
tetrapyrolové jadro vazajici uprostied 4 koordina¢né-kovalentnimi vazbami atom Zeleza.
Pétou vazbou na atom Fe tvofi koordina¢né-kovalentni vazba s thiolidtovou sirou proteinu

(Kadkhodayan S a kol., 1995).

Bez navazaného substratu je Fe hexakoordinovany Sestou vazbou na molekulu vody
a CYP se tak nachazi v nizkospinovém stavu, pfi kterém vykazuje absorpéni maximum

pfi vinové délce 418 nm. Po navazani substratu do aktivniho mista dochazi k vytlaceni
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H>O. Atom zeleza je pentakoordinovany a CYP se nachazi ve vysokospinovém stavu
s absorpénim maximem Soretova pasu pii 390 nm (Kadkhodayan S a kol., 1995). Reak¢ni
mechanismus CYP probiha ve dvou krocich (obr. 5.). Prvnim je aktivace O, pfi¢emz atom
zeleza musi byt nejprve redukovan z trojmocného na dvojmocné. Elektrony jsou dodavany
pomoci jiz vySe zminéného elektron-transportniho fetézce v MFO jehoz jsou CYP
soucasti. Ve druhém kroku je aktivovand molekula kysliku vyuzita z jedné poloviny
na hydroxylaci substratu a druhy atom je soucasné redukovan na vodu (Kadkhodayan S
akol.,, 1995; Cederbaum Al, 2015; Anzenbacher P., Anzenbacherova E., 2001;
Denisov I.G. a kol., 2005). CYP vSak mohou misto molekuly O2 vazat i peroxidy a vyuzit
peroxidovy kyslik obdobnym zptisobem (White R.E. a kol., 1980).
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Obr. 5: Katalyticky cyklus CYP (modte); katalyticky cyklus s peroxidovym substratem (modro-
¢erveng); absorpéni spektrum nizkospinového (I) a vysokospinového (II) stavu, absorpéni spektrum
redukovaného CYP s navazanym CO (C). Pfevzato z webového dokazu €. 9.
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CYP vykazuji velmi Sirokou substratovou specifitu. Jsou zapojeny jak
do metabolismu a biosyntézy endogennich latek, napiiklad tromboxanu, prostacyklinu,
cholesterolu ¢i vitaminu D3, tak do biotransformace xenobiotik (Rendic S., Di Carlo F.J.,
1997). Zhlediska odbouravani cizorodych latek hraji dtlezitou roli piedevSim
pfi metabolismu lé¢iv a karcinogenti. Napiiklad pfili§ vysokd aktivita mize byt divodem
rychlého odbouravani farmaceutik a tim sniZzenim jejich ucinnosti a naopak inhibice funkce
CYP muze byt pfic¢inou nechténého predavkovani Gcinnou latkou kvili zpomalenému
odbouravani (Danielson P.B., 2002). Pisobenim CYP také nedochdzi pouze k odstranéni
toxickych latek, ale naopak mohou katalyzovat pfeménu xenobiotik na aktivované
karcinogeny, které vykazuji vyssi reaktivitu nez plvodni slouceniny (prokarcinogeny).
Piikladem takové aktivace je benzo(a)pyren, vznikajici pfi nedokonalém spalovani
organickych materidlu (koufeni, peceni masa), ktery v téle byva aktivovan CYP1Al

na karcinogenni metabolit (Gelboin H.V., 1980)

Na aktivitu CYP maji vliv jak genetické predispozice (pohlavi, polymorfismus),
tak i chemické modulatory spojené s zivotnim stylem (stravovaci navyky, koufeni,
konzumace alkoholu). Inhibice CYP muze byt ireverzibilni, Castecné ireverzibilni
¢ireverzibilni. Mezi ireverzibilni inhibitory patii takzvané ,sebevrazedné substraty*.
Ty jsou metabolizovany CYP za tvorby reaktivnich produktl, které se ihned kovalentné
vazi do aktivniho centra enzymu, ve kterém se pravé nachazi. Casteéné ireverzibilni
inhibice je zpisobena koordinacné-kovalentni vazbou ligandu na protoporfyrin IX.
Reverzibilni inhibice byva kompetitivni ¢i nekompetitivni a vétSinou pii ni dochazi
k nekovalentni blokaci aktivniho mista inhibitorem (Montellano P.R.O., Correia M.A.,
1995). Specifické inhibitory mohou byt vyuzity ke studiu aktivity CYP a nabizi se zde také
moznost jejich terapeutického vyuziti (Zhou S. a kol. 2005). Mezi znamé inhibitory patii
grapefruitovy dzus (CYP3A4), erythromycin (CYP3A4), doxorubicin (CYP2D6),
disulfiram (CYP2EI) (Danielson P.B., 2002).

Ke zvySeni aktivity CYP dochazi na riznych wrovnich. Zaprvé mize
dochazet piimo ke zvySeni aktivity enzymu plisobenim aktivatoru (Ludwig E. a kol.,
1999), coz vSak nebyva zaznamendno ptili§ Casto. K nartstu celkové aktivity ale muze
dojit také diky zvysené koncentraci CYP. Nékteré latky mohou zvySovat stabilitu mRNA
¢i pfimo proteinu v buiice, coz vede k nahromadéni enzymu. K indukci vSak miize

dochazet také pifimo na transkripéni urovni (Danielson P.B., 2002). Existuje vice druht
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jadernych receptorti zapojenych do iniciace transkripce CYP genli, znichz jednim
z nejznaméjsich  je ,,aryl-hydrocarbon receptor (AhR), ktery byva aktivovan
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky a je zodpovédny za zvySenou transkripci

podrodin CYP1A4 a CYPI1B (Honkakiski P., Negishi M., 2000).

Jak jiz bylo feceno, cytochromy P450 jsou Sirokou rodinou enzymu katalyzujici
velké mnozstvi substrati. Do metabolismu xenobiotik pfitom zasahuji jen prvni tii rodiny
— CYPI1, CYP2 a CYP3. Ostatni CYP katalyzuje metabolismus endogennich latek,
predevSim biosyntézu steroidi (CYP11, CYP17, CYP19 a CYP21), metabolismus
mastnych kyselin (CYP4), biosyntézu zluCovych kyselin (CYP8), nebo také deaktivaci
vitaminu D (CYP24) (Danielson P.B., 2002). Existuji také CYP, u kterych dosud nebyl
zjistén jejich funkce a regulace a které proto byvaji nazyvany sirotéi CYP (z anglického
»orphan®) (Stark K., Guengerich F.P., 2007). Ackoli se o CYP mluvi ptedevS§im
v souvislosti s lidskym zdravim, maji tyto enzymy mozZnosti vyuziti 1 v jinych
biotechnologickych odvétvich. Diky vneseni genu CYP do DNA rostlin byly vytvoieny
transgenni kvétiny s neobvyklymi barvami (Ogata J. a kol., 2005) a své vyuziti nalézaji
ijako biokatalyzatory pii vyrob¢ 1é¢iv (Kumar S., 2010) ¢i ve vyzkumu bioremediace

(Doty S.L. a kol., 2007).

1.3.2 CYP2E1

Ditlezitou podrodinou zapojenou do metabolismu xenobiotik je podrodina
cytochrom P450 2E. Podrodina CYP2E zahrnuje u lidi jednu isoformu a to CYP2EI.
U téchto enzymi se cCasto vyskytuje geneticky polymorfismus, nikdy vSak nevede
k celkové inaktivaci genu, coz naznacuje jejich dualezitou funkci v organismu
(Gonzales F.J., 2007). Poprvé byl tento membranovy protein popsan v 70. letech 20. stoleti
jako soucast "mikrosomalniho ethanol oxidujiciho systému" (MEOS) (Lieber C.S. a kol.,
1970). Pozdé€ji byl izolovan a byla potvrzena jeho pfisluSnost k cytochromiim P450
(Gonzales F.J., 2007). V lidském téle se nachazi ve vysSich koncentracich predevSim
v jatrech, ale byl nalezen také v jinych organech, jako jsou plice, mozek, srdce, ledviny
a kostni dfeil (Anzenbacher P., Anzenbacherova E., 2001). CYP2EI je zapojen do mnoha

toxikologicky vyznamnych reakci, vcetné odbouravani ethanolu, anestetik (efluran,
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halothan), anilinu, halogenovanych uhlovodikii a paracetamolu (web. odkaz ¢. 10;
Gonzales F.J., 2007). Jelikoz vétSina substrath CYP2E1 jsou malé molekuly, také jeho

aktivni centrum je velmi malé v porovnani s ostatnimi CYP (Porubsky P.R. a kol., 2008).

Biotransformacéni reakce katalyzované¢ CYP2E1l jsou mnohdy pfi¢inou aktivace
prokarcinogenti ¢i toxind (Gonzales F.J., 2007). Mezi nejzndméj$i patii aktivace
nitrosamind, které se vyskytuji v tabdkovém koufi, a které nasledné pusobi genotoxicky
(Guengerich F.P., 1991). Také paracetamol (acetaminofen) je metabolizovan na vysoce
reaktivni produkt, ktery se kovalentné vaze na proteiny (Lee S.S.T. akol., 1996,
Manyike P.T. akol., 2000), coz byva pfiinou zavaznych jaternich selhdni

pii pfredavkovani timto 1ékem.

Existuje vice faktort, jejichz ptisobenim dochazi k indukci CYP2E. Mezi n¢ patii
pfedevsim chemické latky jako ethanol ¢i aceton (Anzenbacher P., Anzenbacherova E.,
2001; web. odkaz ¢. 10), ale také patologické stavy jako jsou hladovéni (HongJ. a kol.,
1987) ¢i diabetes (Wang T. akol., 2000). Chemickd indukce muze byt zplsobena
zvySenim transkripce, stabilizaci CYP2E1 mRNA ¢i pfimo stabilizaci proteinu
(Gonzales F.J., 2007, Anzenbacher P., Anzenbacherova E., 2001). Bylo zji§téno,
ze transkripce genu CYP2EI je ovlivnéna jaternim jadernym faktorem la (hepatocyte
nuclear factor, HNFla ) (Akiyama T.E., Gonzales F.J., 2003), a hormonalné¢ regulovana
ristovym faktorem (GH) (Chen G.F. akol.,, 1999). Mezi inhibitory CYP2E1 patii
diethyldithiokarbamat ¢i disulfiram (web. odkaz €. 10), z béZnych potravin snizuji aktivitu

CYP2EI naptiklad ¢esnek a cibule obsahujici dialylsulfid (Ioannides C., 1999).

CYP2EI je také intenzivné studovan v souvislosti s hepatotoxicitou. Nejen diky
své schopnosti aktivovat substraty za tvorby toxickych produktl, jak je tomu v piipadé
jiz zminénych nitrosaminti a acetaminofenu, ale CYP2E1 mohou také vyvolat oxida¢ni
stres. Jako vedlejsi produkt reakce CYP2E1 vznikaji tzv. "reactive oxygen species" (ROS),
které nasledné¢ reaguji s okolnimi biomolekulami vcetné DNA, lipidi 1 proteind.
Tento proces byva udavan jako jedna z pficin steatozy jater pii chronickém alkoholismu
(Yang L. a kol., 2014). Vychytavani ROS napomaha v téle mnoZstvi antioxidacnich latek,
predevsim glutathion (GSH), nebo také antioxidanty pfijimané v potrave, jako je vitamin E

a fenolické slouceniny (Lu Y.. Cederbaum A.I., 2008; Khan R.A. a kol., 2012).
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CYP2EI hraje také dilezitou roli v metabolismu ethanolu. Ethanol je zéarovei
substratem 1 induktorem CYP2El, coz je pfi¢inou jeho zrychleného odbouradvani
pii chronickém alkoholismu. Pro 1é¢bu zavislosti na alkoholu je vyuzivan disulfiram, ktery
inhibuje alkoholdehydrogenasu i CYP2EI, tedy oba enzymy metabolizujici ethanol
(Carper W.R. a kol., 1987; Danielson P.B., 2002). Disulfram vSak nema vliv na receptory
v mozku, jak je tomu v piipad¢ jiného potenciondlniho 1éciva, dihydromyricetinu.
Pravé piimé plsobeni na plasticitu mozku ovlivnénou dlouhodobou konzumaci alkoholu
je slibnym smérem 1écby této zavislosti. Oproti disulfiramu DHM udajné zvysSuje aktivitu
alkoholdehydrogenasy i aldehyddehydrogenasy (Shen Y. a kol., 2012), dosud v$ak nebylo

zjisténo, zda také ovliviiuje aktivitu CYP2E].

1.4 Druha faze biotransformace

Druha faze biotransformace, oznacovana jako konjugacni, hraje také dilezitou roli
pii odbouravani xenobiotik i endogennich slouc¢enin. Enzymy této faze jsou piedevsim
cytosolarni transferazy. Ty katalyzuji konjugaéni reakce, kdy na substrat ptipoji polarni
endogenni molekulu. Tato modifikace molekuly ma za cil detoxikaci a snadnéjsi exkreci
cizorodych latek ztéla diky zvySené hydrofilit€. Substraty této reakce mohou byt
jak produkty prvni faze biotransformace, tak 1 slouceniny které jiz maji funkéni skupinu
potfebnou pro reakci zabudovanou ve svém skeletu (Chen C.H., 2011). Enzymy této faze
biotransformace zahrnuji UDP-glukuronosyltransferasy, sulfotransferasy,

N-acetyltransferasy, glutathion-S-transferasy a methyltransferasy (Jancova P. a kol., 2010).

Vyzkum tykajici se enzymu druhé faze biotransformace byl dlouho dobu zpomalen
oproti cytochromim P450, jelikoz jejich plsobenim vétSinou nevznikaji aktivované
reaktivni produkty, jak tomu byva u CYP. Ackoli byly zaznamenany ptipady, kdy se tento
negativni efekt projevuje. Napiiklad hydroxymethyl polyareny mohou byt aktivovany
sulfotransferasami na vysoce reaktivni produkty, které se kovalentné vazi na DNA
(Surh Y.J., 1998). ZvySend aktivita enzyml druhé faze biotransformace, zplisobena
napiiklad fenolickymi slouc¢eninami (Chen C. a kol., 2000, Appelt L.C., Reicks M.M.,
1999), tedy miize mit negativni dopad na zdravi organismu. Stejné tak i jejich sniZena

aktivita v§ak muze byt fatalni. Pfi nedostatecné funkci téchto enzymii dochazi k hromadéni
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toxickych ¢i karcinogennich intermediati vytvofenych predeSlym biotransformac¢nim
krokem a také miize dojit k toxickému pisobeni 1éCiv, ktera nejsou odbouravana a dochézi

k jejich akumulaci v téle (Jancova P. a kol., 2010).

Mezi jednotlivei, stejné jako u CYP, existuji rozdily v zastoupeni a funkci
jednotlivych enzymi druhé faze biotransformace. PfiCinou téchto rozdili jsou jak
genetické predispozice, tak i1 zZivotni styl (koufeni, strava, okolni prostiedi). (Evans G.
akol., 1960). Jako typickd ukazka dopadu rozdilné enzymatické vybavy je skupina

N-acetyltransferas.

1.4.1 Arylamine N-acetyltransferasy

Arylamin N-acetyltransferasy (NAT) jsou cytosolarni enzymy druhé faze
biotransformace. Poprvé byly izolovany v 60. letech 20. stoleti (Jenne J.W., Orser M.,
1965), ale jiz dfive byla tato rodina enzymu jako jedna z prvnich rozpoznéana jako pficina
rozdilné schopnosti lidi odbourdvat farmakologicky aktivni latky, konkrétné 1€k proti
tuberkuloze isoniazid (Evans D.A.P. akol., 1960). NAT jsou také znamymi aktivatory
prekarcinogent, konkrétné¢ 2-aminofluorenu na N-acetyl-2-aminofluoren. Ten mulze byt
dale metabolizovan a vysledné produkty jsou ultimatnimi karcinogeny, které tvofi

kovalentni DNA adukty (Hsia T.C. a kol., 2002).

NH, NH CH,
A LY
VA - 0

i Y

AcCoA HS-CoA

Obr. 6: Obecna reakce katalyzy acetylace arylaminti N-acetyltransferasami. (Ptevzato z
Jancova P. a kol., 2010 )

NAT katalyzuji konjugaci acetylové skupiny =z acetylkoenzymu A (AcCoA)

na aminovovou, hydroxylaminovou ¢i hydrazinovou skupinu aromatického substratu
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(obr. 6, str.26) (Upton A. akol., 2001). Tato reakce probihd tzv. ping-pongovym
mechanismem reakce (Riddle B., Jencks W.P., 1971). V aktivnim centru enzymu
se nachazi cysteinova skupina Cys®®, na kterou se v prvnim kroku kovalentngé vaze acetyl
z AcCoA. Ve druhém kroku poté enzym reaguje s druhym susbstratem a prendsi acetyl

na jeho funk¢ni skupinu (Boukouvala S., Fakis G., 2005).

U lidi se vyskytuji dva zastupci téchto enzymit — NAT1 a NAT2. Oba isoenzymy maji
stejnou velikost 290 aminokyselin a jsou z 85% homologni (Upton A. akol., 2001).
U mysi a potkant, typickych pokusnych zvifat, byly také objeveny isoenzymy NATI
a NAT?2, ty ale maji opacnou substratovou specifitu a nukleotidovou sekvenci, nez stejné
znacené lidské NAT. Zatimco typickym substratem lidské ,,NATI je p-aminobenzoova
kyselina, u potkana tuto latku metabolizuje isoenzym zvany ,,NAT2“ a naopak zatimco
lidska ,,NAT2* acetyluje isoniazid, tyto slouCeniny jsou substraty potkani ,,NAT1* (Sim E.
a kol., 2008). Navic se u hlodavcl vyskytuje jesté treti gen kodujici NAT3 (Walraven J.M.
akol., 2006), ktery vSak neni pftili§ ptepisovan. NAT byly identifikovany v riznych
tkanich i organismech, véetné prokaryot. Zatimco u potkanti vykazuji NAT vysokou
aktivitu, u ¢lovéka je spiSe stfedni a u psu tato skupina enzymi Gplné chybi (Jancova P.

a kol., 2010).

Vyzkum NAT probihd pfedev§im v souvislosti s vylu€ovanim 1é¢iv a odbouravanim
karcinogennich latek. Jejich funkce v endogennim metabolismu je vSak prozatim nejasna
(Sim E. a kol., 2003; Jancova P. a kol., 2010). Pro Uplnost je nutné také dodat, Ze do této
skupiny enzyml nepatii arylalkylamin N-acetyltransferasy, které jsou zapojeny
do metabolismu melatoninu a tim do regulace cirkadidlniho rytmu. Ackoli i tento enzym
jezvany ,N-acetyltransferasa“, zkratkou NAT jsou oznacovany pouze piislusné

detoxikaéni isoenzymy (Boukouvala S., Fakis G., 2005).

1.4.2 NAT1

Lidska arylamin N-acetyltransferasa 1 (NAT1) byla detekovdna v riiznych tkanich,
atojak vjatrech a stfevech, kter¢é jsou hlavnim centrem biotransformace, tak
1v erytrocytech, leukocytech, mocovém méchyii a také ve wvyvijejicim se plodu

(Boukouvala S., Fakis G., 2005). Jejimi specifickymi substraty jsou predevSim
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p-aminobenzoova kyselina a p-aminosalicylova kyselina, ale také p-aminobenzylglutamat
(Kawamura A. a kol., 2005). Ackoli piivodné byl tento enzym bran jako monomorfni,
dodnes jiz bylo nalezeno 28 alel vyskytujici se v lidské populaci (web. odkaz ¢. 11),
pfi¢emz nejvice zastoupené jsou alely NAT1*3, *4 a *10 (Boukouvala S., Fakis G., 2005).
Ovlivnéni aktivity NAT vné&j$imi vlivy neni zatim dostatecné prostudovano.
Jako inhibitory NAT1 byly prokazany kyselina kdvova a fenolické slouceniny quercetin,
ganistein a eskuletin (Kukongvviriyapan V. akol., 2006), z moznych terapeutickych
inhibitorti byly zkoumany rhodanin a naftochinony (Sim E. a kol., 2014). Bylo zjisténo,
ze také ptfimo nckteré substraty NATI1, arylaminy, mohou byt pficinou sniZeni exprese
téchto enzymu (Butcher N.J. a kol., 2000; Sim E. a kol., 2008). Potencidlnimi induktory
NATI jsou estery forbolu (Minchin R.F. akol., 2007) a androgeny (Jancova P. a kol.,
2010).

Vyzkum NATI1 se tykéd predev§im role tohoto enzymu v karcinogenezi. V prsnich
nadorech muza i zen byla detekovdna vyrazné zvySena exprese NATI1 (Sim E. a kol.
2014). Alela NAT1*10, jejiz pfitomnost zplisobuje vy$si N-acetyltransferasovou aktivitu
nez ostatni, je spojovdna s vyS$$im rizikem vyskytu non-Hodgkinova lymfomu, rakoviny

tlustého stfeva, rakoviny prostaty a rakoviny pankreatu (Minchin R.F. a kol., 2007).

1.4.3 NAT2

Lidska arylamin N-acetyltransferasa 2 (NAT2) se vyskytuje predevSim v jatrech
asttevech (Boukouvala S., Fakis G., 2005). Specifickymi substraty NAT2 jsou
sulfamethazin, isoniazid, hydralazin a sulfonamidy (JancovaP. akol., 2010).
Jako inhibitory = NAT2  byly identifikovany latky scopuletin a  kumarin
(Kukongvviriyapan V. a kol., 2006).

Jiz od 60. let byl tento enzym dévan do souvislosti s pozorovanymi metabolickymi
rozdily mezi lidmi. Zatimco jedna skupina se projevuje fenotypem tzv. pomalych
acetylatorti, odbourava isoniazid - 1€k podavany pifi onemocnéni tuberkuldzou,
s poloCasem az 180 minut, u skupiny rychlych acetylatori byva tento 1€k z poloviny
metabolizovan jiz za 80 minut (Kinzig-Schippers M. a kol., 2005). Ukézalo se, Ze pti¢inou

tohoto rozdilu je geneticky polymorfismus NAT2, kdy alely NAT2*4 a NAT2*12C byly
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nalezeny v DNA rychlych acetyldtorti zatimco alely NAT2*5 a NAT2*6 u pomalych
acetylatort (Hein D.W., 2000). Dosud bylo identifikovano vice jak 100 alel (web. odkaz
. 12), mezi nejéastéjsi vsak patii alely NAT2*4, NAT2*5°, NAT2*6° a NAT2*7¢
(Boukouvala S., Fakis G., 2005). Vyskyt jednotlivych alel se vyrazné 1i§i mezi populacemi,
napiiklad alela NAT2*5 se v kavkazské populaci vyskytuje v 52-68%, v Japonsku ma tuto
alelu pouze 10-15% populace (Boukouvala S., Fakis G., 2005). I v dalsich vyzkumech
s jinymi substraty, napiiklad s kofeinem, se projevil rozdil mezi rychlymi a pomalymi
acetylatory (Kinzig-Schippers M. a kol., 2005). Ackoli NAT2, na rozdil od NATI, témét
neni exprimovana ve tkani mocového méchyie, fenotyp pomalého acetylatora zvySuje

pravdépodobnost rakoviny tohoto organu u kufakt (Sim E. a kol., 2014).
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2. Cil prace

Cilem predkladané¢ diplomové prace bylo urceni vlivu flavonoidii myricetinu
a dihydromyricetinu na aktivitu enzymt CYP2E1 , NAT1 a NAT2. Byl studovén inhibi¢ni
a indukéni efekt téchto flavonoidi jak pifi pouziti rekombinantnich enzymd,
tak v mikrosomalni a cytosolarni frakci izolovanych zjater a stiev oralné
premedikovanych potkant. Pro dosazeni tohoto cile bylo tfeba splnit nasledujici dil¢i

ukoly:

1. Premedikace potkanti myricetinem a dihydromyricetinem

2. Izolace cytosolarnich a mikrosomalnich frakci z jater a stfev premedikovanych potkant
3. Stanoveni koncentrace proteinli v izolovanych preparatech

4. Imunodetekce CYP2EI a NAT ve smési elektroforeticky separovanych mikrosomalnich,

respektive cytosolarnich proteini pomoci specifickych protilatek

5. Stanoveni inhibi¢ni schopnosti myricetinu a dihydromyricetinu vii¢i CYP2E1 a NAT
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3. Material a metody

3.1. Chemikalie a material

Abcam (Spojené kralovstvi)
primarni krali¢i protilatka proti CYP2E1 (ab19140)

Bio-Rad (USA)
TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit 10%/12%, Trans-Blot® Turbo™ Transfer Buffer

BD Bioscience, USA
lidské arylamin N-acetyltransferasy NAT1 a NAT2 v Supersomech™

Fluka (Svycarsko)
dodecylsulfat sodny (SDS), 2-merkaptoethanol, tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris),

tokoferol (vitamin E)

Lachema Brno (Ceskd republika)
bromfenolovd modi, dekahydrat uhli¢itanu sodného, hydrogenuhli¢itan sodny, ethanol,
hydrogenuhli¢itan sodny, hydroxid sodny, kyselina chlorovodikova, pentahydrat siranu

médnatého, vinan sodny, glycerol, kyselina octova, methanol

Lach-ner (Ceska republika)
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného,

glycin, chlorid sodny

Linde (Ceskd republika)
kapalny dusik

LifeSpan BioSciences, Inc. (USA)
primarni krali¢i protilatka proti NAT1 (LS-C192679)
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Merck (Nemecko)

acetonitril

Millipore Corp. (USA)

pfenosova membrana Immobilon-P (PVDF, 0,45 pum)

Miékarna Pragolaktos, a.s. (Ceskd republika)

trvanlivé mléko 0,5%

Promega (USA)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat (BCIP), nitrotetrazolova modi (NBT)

Roche (Svycarsko)
inhibitory proteas (tablety Complete protease inhibitor, inhibice serinovych, cysteinovych

a metalo proteas)

Serva (Némecko)
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 -bicinchoninovd  kyselina (BCA), glukosa-6-fosfat, glukosa-6-
fosfatdehydrogenasa, NADPH, NADP", dichlormethan, kozi 1gG protilatka proti kralikovi
s konjugovanou alkalickou fosfatasou (A3687)

Thermo Scientific

Microplate BCA Protein Assay Kit

Whatman (USA)

Filtra¢ni papir, ¢. 3

chlorzoxazon a 6-hydroxychlorzoxazon (6-OHCLZ) byly obdrzeny od RNDr. Radky

Vaclavikové, Ph.D. ze Statniho Zdravotniho Ufadu v Praze

31



Mikrosomy izolované z potkant premedikovanych ethanolem byly pfipraveny na katedie

biochemie Ptirodovédecké fakulty v roce 2009 (c(CYP)= 16,7 uM; c(prot)= 21,5 mg/ml)

3.2. Pristroje
Analytické vahy

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

Automatické mikropipety
Nichiryo (Japonsko), Eppendorf (Nemecko)

Blotovaci systém

Trans-Blot® Turbo™ Blotting Systém, Bio-Rad (USA)

Centrifugy
EBA 270, Hettich (USA), K-23 a K-24 Janetzki (Nemecko), XPN-90 a LE-80K
Ultracentrifuge Beckman Coulter Optima (USA)

Elektroforeticka aparatura

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

Inkubator

IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories (Spojené kralovstvi)
HPLC systém
Agilent technologies 1200 (USA) - ctyrFkandlova peristalticka pumpa 1200, 1200 automaticky

davkovac ALS G13294, 1200 vakuovy degasser G1322A, zahrivac kolony LCO102, ECOM s.r.0.,

Laboratorni tfepacka

CSAV — vyvojové dilny (Ceskoslovensko),
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Vodni lazen

Lab Companion BS-11, Montréal Biotech Inc. (Kanada)

pH metr
HI2211, HANNA Instruments (USA)

Sonikator

Elmasonic E 30H, ELMA (Nemecko)

Spektrofotometr
Sunrise Absorbance Reader, TECAN (Svycarsko)

Vodni purifikacni systém

Simplicity 185, Millipore Corp. (USA)

Zdroj pro elektroforesu

PowerPac Basic, Bio-Rad (USA)
Dalsi pouZzité ptistroje:

Vortex (MSI Minishaker, IKA), mikrocentrifuga (CI301B, Labnet), mikrodavkovac
(MICROLITER Syringe 702RN, Hamilton)
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3.3 Metody

3.3.1 Premedikace

Premedikace pokusnych zvifat probéhla v souladu s vyhldskou Ministerstva
zemed€lstvi o chovu a vyuziti pokusnych zvifat (311/1997). Pokusnd zvifata (potkani
kmene Wistar 200-250 g) byli rozd€leni po dvou jedincich do skupin a drZeni
v podminkdch pfi teplot¢ 22°C, 12 hodinovym dennim rezimem, s volnym pfistupem
k potravé a vod¢. Premedikace probihala tfi dny podanim vzorku gavazi do zaludku.
Jednotlivé flavonoidy byly rozpusStény ve slunecnicovém oleji a potkanim bylo podano
60 mg flavonoidu na kg vahy. Kontrolni skupiné bylo podano 0,5 ml slune¢nicového oleje.

Ctvrty den, 24 hodin pfed usmrcenim, byla potkantim odebrana potrava.

3.3.2 Izolace cytosolarnich a mikrosomalnich frakci

Pufr 1 0,15M KCI
0,05 M tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid (Tris/HCI)

50 uM tokoferol

pH 7.4

Pufr 2 0,1 M NazP207.10H20
pH 7,2

Pufr 3 0,15 M KCl

0,05 M Tris/HC1
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20% (v/v) glycerol

pH 7,4

Cely proces izolace byl proveden pii4°C, pouzité materidly a pufry byly téz
pfedem vychlazeny. Mikrosomalni a cytosolarni frakce byly izolovany z jater a stfev
potkantl, pro kazdy vzorek byly pouzity tkdn¢ ze dvou pokusnych zvitat. Tenké stievo bylo
rozdéleno na tfi Casti oznaCené jako proximalni, stiedni a distalni Cast, kazd4 ptiblizné

15 cm dlouha.

Izolované tkan¢ byly zvazeny, omyty pufrem 1 apoté niizkami rozstiihany
na mensi ¢asti. Tkan byla homogenizovana v pufru o objemu 4 ml/g tkan¢ tkan ve dvou
riznych homogenizatorech podle Pottera-Elvehjema apoté centrifugovana 10 minut
pti 600xg (centrifuga Janetzki K-23, vykyvny rotor 4x70 ml, 2 000 RPM). Supernatanty
byly odebrany a uchovany a pelety byly resuspendovany v pufru 1 v mnozstvi 0,25 ml/g
tkan¢ a opétovné¢ homogenizovany. Homogenaty byly opét centrifugovany za stejnych
podminek jako v pfedchozim kroku. Supernatanty z obou centrifugaci byly smichany
a 20 minut centrifugovany pfti 15 000xg (centrifuga Janetzki K-24, thlovy rotor 6x35 ml,
13 500 RPM). Poté byly supernatanty opatrn¢ odebrany a centrifugovany pii 100 000xg
(centrifuga Beckman Coulter Optima XPN-90 Ultracentrifuge, rotor SW 32 Ti, 29 000
RPM). Supernatanty, které nyni pfedstavovaly cytosolarni frakci, byly alikvotovany
do mikrozkumavek, ihned zmrazeny tekutym N> a dale uchovavany pii -80°C. Pelety byly
opét resuspendovany v pufru 2 o objemu 2 ml/g tkan€ a homogenizovany pomoci Potter-
Elvehjemova homogenizatoru. Nésledné byly homogenaty jiz naposledy centrifugovany,
tentokrat 90 minut pfi 150 000xg (centrifuga Beckman Coulter Optima LE-80K
Ultracentrifuge, TYPE 70ti, 45000 RPM). Supernatanty byly odlity a pelety
resuspendovany v pufru3 (0,2 ml/g tkang). Suspenze, mikrosomalni frakce, byla

alikvotovana do mikrozkumavek, ihned zmrazena tekutym N a poté uchovana pii -80°C.
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3.3.3 Stanoveni koncentrace proteinti

Cinidlo A 2% (w/v) Na,C0O3.10 H0
0,95% (w/v) NaHCO3
0,16% (w/v) Na;C4H4Os6
0,4% (w/v) NaOH

1% (w/v) sodna sul 4,4"-dikarboxy-2,2"-bicinchoninové kyseliny (BCA)

Cinidlo B 4% (w/v) CuS04.5H,0

Stanoveni proteinti v obou izolovanych frakcich bylo provedeno pomoci

bicinchoninové kyseliny, dle metody Smithe a kol. (1985).

Aminokyseliny cystein, tryptofan a tyrosin jsou schopné redukovat ionty Cu®** na
Cu’, které poté reaguji s BCA za tvorby modrofialového komplexu rozpustného ve vodé.
Intenzita zabarveni roztoku je poté meéfena pii 562 nm aje piimo Umeérnd koncentraci
danych aminokyselin. Namétfené hodnoty absorbance lze poté extrapolovat na hodnoty
koncentraci proteinii, pfizanedbani rozdili v zastoupeni jednotlivych aminokyselin

v riznych bilkovinach.

Jaterni mikrosomalni 1 cytosolarni vzorky byly nafedény destilovanou vodou 50x
a75x, stfevni preparaty 5x a 10x. Do 96jamkové desticky bylo odméfeno po 9 ul
natedénych vzorkl, vzdy tiikrat pro kazdy preparat. Jako slepy vzorek slouzila
deionizovand voda. Pro kalibraci byly pfipraveny roztoky BSA o koncentracich 0,125;
0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 a 2,0 mg/ml a zpracovany jako neznamé vzorky v paralelnim
provedeni. Reakéni Cinidlo bylo pfipraveno z roztokli A a B v poméru 1:50 a do kazdé

jamky bylo aplikovano 260 pl.
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Poté¢ byla mikrotitracni desticka 30 minut inkubovana pii37°C. Po skonceni

inkubace byla zméfena absorbance pii 562 nm adata byla vyhodnocena v programu

Kim32 (web. odkaz ¢. 13).

3.3.4 Diskontinualni elektroforesa v polyakrylamidovém gelu

v pritomnosti dodecylsiranu sodného

Polymeracni gely

Elektrodovy pufr

Vzorkovy pufr

TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit 10%/12%

0,192 M glycin
0,025 M Tris/HC1
0,1% (w/v) SDS

pH 8,3

4x koncentrovany

0,25 M Tris/HCI

8% (w/v) SDS

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

0,004% (w/v) bromfenolova modr

pH 6,8
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Barvici lazen 0,25% (w/v) Coomassie brilliant blue R-250 (CBB)
46% (v/v) EtOH

9,2% (v/v) CHsCOOH

Odbarvovaci lazen 25% (v/v) EtOH

10% (v/v) CH;COOH

Diskontinualni  elektroforesa v polyakrylamidovém  gelu v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) je separa¢ni metoda, ktera slouzi k rozdéleni proteinii
predevsim dle jejich molekulové hmotnosti. Proteiny jsou nejprve denaturovany
a inkubovany s SDS, ¢imzZ ziskavaji zaporny naboj. V elektrickém poli se poté pohybuji

smérem k anodé.

Zaostfovaci irozdélovaci gel byly pfipraveny dle ndvodu k pouzivanému kitu
(BIO-RAD, TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit). Pouzité gely byly silné 1 mm s hustotu
zesitovani separacniho gelu 10% v piipadé¢ déleni mikrosomdlni frakce a 12%
pro cytosolarni frakci (hustota zaostfovaciho gelu neni vyrobcem uvedena). Rozméry
zaostfovaciho gelu byly pfiblizné 1,5%8,5 cm, separacni gel asi 4,5x8,5 cm. Jednotlivé
vzorky byly fedény vodou a vzorkovym pufrem na vyslednou koncentraci proteinu
1 mg/ml a pét minut zahfivany pii 100°C. Do kazdé jamky v zaostfovacim gelu bylo
pipetovano 20 ul vzorku, tedy 20 ug proteinu. Gely byly umistény do elektroforetické vany
(BIO-RAD, Mini-PROTEAN® Tetra System) s elektrodovym pufrem a byly pfipojeny
ke zdroji konstantniho elektrického napéti 200 V (BIO-RAD, PowerPac® Basic) po dobu
piiblizn€ 1 hodiny (dokud se ¢elo indikované zonou bromfenolové modfi nenachazelo

priblizn€ 0,5 cm od spodniho okraje gelu).

Po ukonceni elektroforesy byl odd€len vrchni zaostfovaci gel a rozdélovaci gel byl
dale pouzit pro Western blot nebo byl barven 1 hodinu v barvici 1azni na tfepaéce (CSAV -

vyvojové dilny) a poté ptes noc odbarvovan.
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3.3.5 Western blot

Pienosovy pufr Trans-blot® Turbo™ Transfer Buffer (BIO-RAD)

PBS Triton X-100 0,134 M NaCl
1,8 mM Na,HPO4
1 mM NaH>POq4

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

pH 7,2
Blokovaci roztok 5% (w/v) susené odtuénéné mléko v PBS Tritonu X-100
Vyvolavaci Pufr 5 ml 100 mM Tris/HCl
roztok
150 mM NacCl
1 mM MgCl,
pH 9,0
33 ul nitrotetrazolova modi (NBT)
16,5 ul 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat (BCIP)

Western blot, neboli imunoblot, je analyticka imunodetek¢ni metoda. Smeés
proteinli je po rozdéleni metodou SDS-PAGE pienesena pomoci elektrického proudu
na PVDF ¢i nitrocelulosovou membranu. Studovany protein je poté nalezen a vyznacen

imunochemicky (Towbin H. a kol., 1979).
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Separacni gel byl zméfen a byla ustfizena stejn¢ velkd PVDF membrana. Ta
byla nejprve zvlhéena v methanolu a poté byla na 2 minuty ponofena do pfenosového
pufru. Také byly nastiihany filtracni papiry, které byly téZ namoceny do prenosového
pufru na2 minuty. Na spodni desku blotovaciho pfistroje (anodu) byly polozeny tii
filtraéni papiry, na n¢ byla umisténa membrana, na kterou byl ptilozen polyakrylamidovy
gel. Vrchni vrstvu tvortily opét tii filtraéni papiry a blotovaci pfistroj byl uzavien vrchni
deskou. Elektropienos probihal 7 minut s konstantnim proudem 1,3 A (plocha membrany

asi 38 cm?; BIO-RAD Trans-Blot® Turbo™ Blotting System).

Po ukonceni pienosu byla membrana 1 hodinu blokovana v 15 ml blokovaciho
roztoku za stalého michani na tiepaéce (CSAV - vyvojové dilny). Poté byla pienesena
do 10 ml roztoku primarni protilatky nafedéné v blokovacim roztoku a byla pfes noc
inkubovéna pfti 6°C. Primérni protilatka proti CYP2EI byla produkovana v krélikovi a pro
imunodetekci bylo dle doporuceni vyrobce zvoleno fedéni 1:5 000. Primarni protilatka

proti NAT1 byla téz izolovéana z kralika a fedéna byla v pomé&ru 1:500.

Druhy den byla membrana promyta tfikrat 5 minut 15 ml blokovaciho roztoku
apoté byla hodinu inkubovana v 10 ml roztoku sekundarni protildtky v blokovacim
roztoku. Pro ob¢ krali¢i primarni protilatky byla pouzita stejna kozi IgG konjugovana

s alkalickou fosfatasou, fedéna v poméru 1:5 000.

Po ukonfeni inkubace byla membrana promyta dvakrat v blokovacim roztoku,
dvakrat v roztoku PBS Triton X-100 a nakonec ve vod¢, kazdé promyti probihalo 5 minut

za stalého michani na tfepacce.

Zviditelnéni probéhlo pomoci 5 ml vyvolavaciho roztoku. Poté byla membrana

promyta ve vod¢ a vysuSena filtra¢nim papirem.
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3.3.6 Inhibice aktivity CYP2E1 ptisobenim DHM

Inkubadni smés pufr 150 mM KCl
(V=10,5ml) 50 mM Tris/HCI
pH 7,4

NADPH-generujici 1 mM NADP

systém (GS) 10 mM MeCla

10 mM glukosa-6-fosfat

1 U/ml glukosa-6-fosfatdehydrogenasa
chlorzoxazon 0,5 mM (250 nmol) v MetOH

mikrosomalni preparat 100 pmol CYP

flavonoid dihydromyricetin ( 0,1 uM - 1 mM) nebo
myricetin (1 uM - 100 uM); pridavek v

10 ul acetonitrilu

Zastavovaci roztok 43% H3POq4

Vnitini standard 1 mM phenacetin v MetOH

Extrakéni ¢inidlo CH»Cl

Pro stanoveni aktivity nCYP2E1 byla sledovana tvorba  produktu
6-hydroxychlorzoxazonu z chlorzoxazonu, kteryje specifickym substratem CYP2EI.
Detekce produktu probihala pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)

(Peter R. a kol., 1990).
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Nejprve byly pfipraveny inkubacni smési, pfi¢emz reakce byla startovana piidanim
NADPH-GS po tfiminutové pre-inkubaci ostatnich reaktantii pti 37°C za stalého michani
(90 otacek za minutu; Lab companion BS-11). Reak¢ni smési byly inkubovany 15 minut
(stejné¢ podminky jako pre-inkubace) apoté byla reakce =zastavena piidanim
25 ul 43% H3PO4. Mikrostiikackou typu Hamilton bylo do kazdé smési piidéno 5 pl 1 mM
roztoku phenacetinu jako vnitiniho standardu. Poté byla provedena vifiva extrakce
do 2 ml CH2Cl> 20 snavortexu (Labnet, Vortex mixer VX-200). Zkumavky byly
centrifugovany 5 minut pii 3 000 RPM (centrifuga Hettich, EBA 270, vykyvny rotor,
1 000xg) a ze spodni organické faze byl do sklenéné¢ zkumavky odebran 1 ml, ktery byl
poté odparen (pfiblizné 30 minut pii 38°C).

Pro analyzu HPLC byl odparek rozpustén v 50 ul MetOH a 20 pl bylo aplikovano
na kolonu  (Macherey-Nagel, Nucleosil  100-5 column Cig) v pfistroji ~ Agilent
technologies 1200. Rozdéleni smési probihalo pii30°C apritoku mobilni faze
(56% methanol v deionizované vodé€) 0,5 ml/min. Celkovy ¢as analyzy jednoho vzorku byl
16 minut. Phenacetin, substrat ijeho hydroxylovany metabolit byly detekovany
absorban¢né pfi 287 nm a 210 nm v ¢asech pfiblizn¢ 10 respektive 7 a 14 minut. Vzorky
byly pfipravovany v tripletech avysledky byly standardizovany pomoci vnitiniho

standardu phenacetinu.

Pro stanoveni mnoZstvi vytvofeného produktu byla pfipravena kalibra¢ni fada, pro
kterou byly pouzity reakéni smési bez flavonoidu zastavené v ¢ase 0 (ihned po pifidani
NADPH-GS), do kterych byl nasledné pfidan substrat ve vyslednych koncentracich 0; 2,5;
5,0;7,4;9,8 a 15 uM.

3.3.7 Stanoveni aktivity NAT v cytosolarnich vzorcich

Pufr 20 mM Tris/HCl

pH 8,0
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Substraty 2,0 mM acetylkoenzym A (AcCoA) v pufru
1 mM p-aminobenzoova kyselina (PABA) v H2O

10 mM sulfamethazin (SMZ) v MetOH

Zastavovaci roztok/ 10 mM 5.5'dithio-bis-(2-nitrobenzoova kyselina) (Ellmanovo

detek¢ni Cinidlo ¢inidlo, DTNB)
6,4 M guanidin hydrochlorid (Gua-HCI)
0,1 M Tris/HC1

pH 7,3

V izolovanych cytosolarnich frakcich potkanii byla méfena acetylacni aktivita
NAT. Substraitem potkanni NATI je SMZ, PABA je substraitem pro NAT2, zatimco
v pfipadé lidskych enzymi je znaceni NAT opacné (Sim E. akol., 2008). Acetylaci
substrati vznikd v roztoku koenzym A (CoA) s volnou sulthydrylovou skupinou, jehoz
pfitomnost je detekovatelnd pomoci Ellmanova cinidla. Reakei CoA s DTNB vznika
thionitribenzoova kyselina (TNB), ktera siln¢ absorbuje okolo 412 nm (Brooke E.W.
a kol., 2003; De Angelis J. a kol., 1998).

Na jednu jamku bylo smichano 20 ul 2,0 mM AcCoA, cytosolarni preparat (20 pg
celkového proteinu) a pufr v pfislusném dopocitaném mnozstvi. Tato smés byla 5 minut
pre-inkubovana pii 37°C a tifepani 450 RPM (Eppendorf Thermomixer compact) a poté
byla reakce iniciovana pfiddnim druhého substratu — v mnozstvi 25 pl 1 mM PABA/ 2,5 ul
10 mM SMZ. Inkubace probihala 25 minut pii37°C a450 RPM abyla ukoncena
prenesenim alikvotl do jamky (96jamkova pruhlednd desticka) obsahujici 25 ul DTNB
ve stopovacim Cinidle. Zabarveni bylo méfeno absorban¢né po 5 minutich pii 405 nm na
¢tecce Tecan Sunrise™. Pro ovéfeni linearity reakce byly u kontrolnich preparatl

odebirany alikvoty v tripletech kazdych 5 minut.

Pro srovnéni byly také provedeny experimenty s rekombinantnimi lidskymi

enzymy NATI a NAT2. Vzhledem k rozdilné specifické aktivit€ rekombinantnich enzymu
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deklarované vyrobcem byly pouzity rozdilné koncentrace proteind (0,1 mg/ml pro NAT1
a 0,2 mg/ml pro NAT2). Mnozstvi vytvoieného produktu tak bylo v obou uspotadanich

srovnatelné.

Pro vypocet enzymové aktivity, bylo nutné provést kalibraci roztoku standardu
CoA. CoA byl pfidan doreakéni smeési obsahujici jaterni kontrolni cytosoly
bez pritomnosti druhého substratu. Pouzité¢ vysledné koncentrace pro kalibraci byly 0,78;

1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 pM.

Pro uréeni absolutnich hodnot absorbance odpovidajici mnozstvi vytvofené¢ho
produktu byla odectena absorbance Cinidla v reakéni smési zastavené v Case 0 (reakce
zastavena ihned po pfidani druhého substratu) od absorbance po 25 minutach. Specificka

aktivita enzymu v jednotlivych preparatech poté byla spocitana dle vzorce 1.

Vzorec 1: Vypocet specifické aktivity enzymu

Nprod _ Cprod- Vsmesi

Aspec =

L. Mpyrot L. Mpyrot
A
Cprod = E
a _ A Vsmesi
spec —
t.Myror- k
Aspec ... Specificka aktivita enzymu t ... doba inkubace
Hprod ... ldtkové mnozstvi  detekovaného Mprot ... hmotnost celkového proteinu

produktu
A ... namérené absolutni hodnoty absorbance

Vimesi ... celkovy objem reakcni smési
k... smérnice kalibracni primky

Cprod ... koncentrace produktu
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3.3.8 Inhibice aktivity NAT ptisobenim DHM a MYR

Princip metody 1 pouzité reagencie byly stejné jako metody v kapitole 3.3.7.
Pro stanoveni inhibi¢ni schopnosti MYR a DHM byly vyuzity rekombinantni enzymy
NATI1 a NAT2 se substraty PABA respektive SMZ. Do reakéni smési bylo navic ptidano
5 pul methanolu, ktery obsahoval rozpustény flavonoid. Vysledné pouzité koncentrace
myricetinu byly 0,78; 1,56; 3,13; 6,25; 12,50; 25,0 a 50,0 uM a pro dihydromyricetin 0,25;
0,50; 1,0; 3,25; 6,50; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100; 150 a 200 uM.

Vzorek s nulovou koncentraci flavonoidu (5 pl methanolu) slouzil jako kontrola
(100% aktivity). Naméfené hodnoty absorbanci byly nasledné pievedeny na procenta
aktivity kontroly a vysledky vyneseny do grafu. Logaritmickou regresi experimentalnich
dat byly urceny hodnoty koncentrace MYR a DHM, kterd zptsobuje pokles kontrolni
aktivity na polovinu (ICso).
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4. Vysledky

4.1 Stanoveni koncentrace proteini v izolovanych vzorcich

Koncentrace proteinii v jednotlivych mikrosomalnich i cytosolarnich vzorcich

izolovanych zpotkanti premedikovanych myricetinem a dihydromyricetinem byla

stanovena pomoci BCA, metodou popsanou v kapitole 3.3.3. Vysledné hodnoty jsou

uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1: Koncentrace proteinil v izolovanych mikrosomadlnich frakcich.

Koncentrace .. . ..
i) Kontrola Myricetin Dihydromyricetin
Jatra 20,5 41,6 36,8

Tenké stfevo — proxi 2,61 1,23 5,67

Tenké stfevo —

middle 2,74 2,96 4,41
Tenké stfevo — distal 2,13 2,43 2,06
Tlusté stfevo 3,98 3,86 2,85

Vzorky byly izolovany z jater a stfev z potkant premedikovanych flavonoidy myricetinem

a dihydromyricetinem. Kontrolni skuping byl podan slune¢nicovy ole;.

46




Tabulka 2: Koncentrace proteinil v izolovanych cytosolarnich frakcich.

Elcl);l/c;rll)trace Kontrola Myricetin Dihydromyricetin
Jatra 30,1 26,2 22,8
Tenké stfevo — proxi 3,56 1,85 2,30
Tenkes stievo ~ 5,49 438 5,81
Tenké stfevo — distal 4,57 4,45 3,91
Tlusté stfevo 3,42 3,52 3,06

Vzorky byly izolovany z jater a stfev z potkant premedikovanych flavonoidy myricetinem

a dihydromyricetinem. Kontrolni skupin¢ byl podan slune¢nicovy ole;j.

4.2 Western blot

Metodou Western blot (kapitoly 3.3.4 a 3.3.5) bylo sledovano mnozZstvi proteinu
CYP2E1 aNATI v jednotlivych vzorcich v zavislosti na premedikaci potkant. Pro
vizualni kontrolu, zda bylo do vSech jamek naneseno stejné mnozstvi proteinu, byla
provedena paralelni SDS elektroforesa se stejnymi vzorky, kde vSak gel nebyl dale pouZit
pro metodu elektropienosu. Pro kontrolu tspésnosti elektroptenosu byl polyakrylamidovy
gel, pouzity pro Western blot, nabarven a poté bylo opét vizualné zhodnoceno, zda v gelu

nezlstaly nepienesené proteiny.

Pozitivni kontrolou v pfipadé¢ imunodetekce CYP2EI1 byly jaterni mikrosomy
izolované z potkanii premedikovanych ethanolem, ve kterych by tato izoforma CYP méla
byt indukovana. Ve vzorcich jater (obr. 7, str. 49) nebyl nalezen viditelny rozdil v
mnozstvi CYP2E1 mezi pozitivni kontrolou a kontrolnim vzorkem (potkani premedikovani
slune¢nicovym olejem), respektive vzorky po premedikaci flavonoidy. Zony piedstavujici
mnozstvi CYP2E1 v jatrech potkanti premedikovanych flavonoidy myricetinem a
dihydromyricetinem mély srovnatelnou intenzitu zabarveni jako kontrolni vzorek.

Ve sttevech potkani rozdélenych na Ctyfi ¢asti (proximdlni, stfedni a distalni ¢ast tenkého
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stieva a tlusté stievo) také nebyl nalezen vyznamny rozdil v obsahu CYP2E1 (obr. 8, str.

49 a obr. 9, str. 50)

Pro stanoveni NAT byly kontroly funkénosti primarni protilatky pouzi

ty

rekombinantni lidské enzymy pro NAT1 a NAT2. V jatrech byla detekovana piitomnost

NAT velmi slabé, srovnatelné ve vSech vzorcich (obr. 10, str. 50). Nebylo zjisténo zadné

vyrazné navySeni koncentrace tohoto enzymu ve vzorcich po premedikaci flavonoidy

oproti kontrole. V zadné ¢asti stiev NAT nebyly detekovany (obr. 11 a 12, str. 51).

1 2 3 4 5

Obr. 7: Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci CYP2E1 v jatrech. Pro elektroforesu byl
pouzit 10% polyakrylamidovy gel, do kazdé jamky bylo pipetovano 20 ug proteinu. Do
jednotlivych drah byly aplikovany vzorky v redukujicim pufru v nasledujicim potadi: jaterni
mikrosomy po premedikaci ethanolem (1); standard (50kDa) (2); mikrosomy po premedikaci

slune¢nicovym olejem - kontrolni (3), myricetinem (4) a dihydromyricetinem (5).

Obr. 8: Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci CYP2E1 v proximalni a stfedni ¢asti
tenkého stfeva. Pro elektroforesu byl pouzit 10% polyakrylamidovy gel, do kazd¢ jamky bylo
pipetovano 20 pg proteinu. Sipkou je vyznaGena pozice CYP2E1 na membrané. Do jednotlivych
drah byly aplikovany vzorky v redukujicim pufru v nasledujicim potadi: mikrosomy izolované

z proximalni ¢asti tenkého stfeva po premedikaci slune¢nicovym olejem (1), myricetinem (2)

a dihydromyricetinem (3); mikrosomy izolované ze stiedni ¢asti tenkého stfeva po premedikaci
slune¢nicovym olejem (4), myricetinem (5) a dihydromyricetinem (6); jaterni mikrosomy po

premedikaci ethanolem (7).
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Obr. 9: Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci CYP2E1 v distalni ¢asti tenkého stieva a
v tlustém stievé. Pro elektroforesu byl pouzit 10% polyakrylamidovy gel, do kazdé jamky bylo
pipetovano 20 pg proteinu. Sipkou je vyznatena pozice CYP2EI na membrané. Do jednotlivych
drah byly aplikovany vzorky v redukujicim pufru v nasledujicim potadi: mikrosomy izolované

z distalni ¢asti tenkého stfeva po premedikaci slune¢nicovym olejem (1), myricetinem (2)

a dihydromyricetinem (3); mikrosomy izolované z tlustého stfeva po premedikaci slunecnicovym
olejem (4), myricetinem (5) a dihydromyricetinem (6); jaterni mikrosomy po premedikaci

ethanolem (7).

s i

Obr. 10: Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci NAT v jatrech. Pro elektroforesu byl
pouzit 12% polyakrylamidovy gel, do kazdé jamky bylo pipetovano 20 pg proteinu. Sipkou je
vyznacena pozice NAT1 na membrané. Do jednotlivych drah byly aplikovany vzorky

v redukujicim pufru v nasledujicim potadi: standard (1); mikrosomy po premedikaci
slune¢nicovym olejem - kontrolni (2), myricetinem (3) a dihydromyricetinem (4); rekombinantni

NATI (5), 4 pg/jamkKa.
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Obr. 11: Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci NAT v proximalni a stiedni casti tenkého
stteva. Pro elektroforesu byl pouzit 12% polyakrylamidovy gel, do kazdé jamky bylo pipetovano
20 pg proteinu. Sipkami jsou vyznageny pozice NAT1 (A) a NAT2 (B) na membrané. Do
jednotlivych drah byly aplikovany vzorky v redukujicim pufru v nasledujicim potadi: mikrosomy
izolované z proximalni ¢asti tenkého stieva potkand po premedikaci slunec¢nicovym

olejem - kontrolni (1), myricetinem (2) a dihydromyricetinem (3); mikrosomy izolované ze stfedni
Casti tenkého stieva potkanti po premedikaci slunecnicovym olejem - kontrolni (4),

myricetinem (5) a dihydromyricetinem (6); rekombinantni NAT1 (7), 4 pg/jamka; rekombinantni
NAT?2 (8), 4 pg/jamka.

1 2 3 4 5 6 7 8

Obr 12: Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na indukci NAT v distalni ¢asti tenkého stfeva a

v tlustém stievé. Pro elektroforesu byl pouzit 12% polyakrylamidovy gel, do kazdé jamky bylo
pipetovano 20 pg proteinu. Sipkami jsou vyznageny pozice NAT1 (A) a NAT2 (B) na membréang.
Do jednotlivych drah byly aplikovany vzorky v redukujicim pufru v nasledujicim

potadi: mikrosomy izolované z distalni ¢asti tenkého stieva potkand po premedikaci
slune¢nicovym olejem - kontrolni (1), myricetinem (2) a dihydromyricetinem (3); mikrosomy
izolované z tlustého stieva potkant po premedikaci slune¢nicovym olejem - kontrolni (4),
myricetinem (5) a dihydromyricetinem (6); rekombinantni NAT2 (7), 4 pg/jamka; rekombinantni
NATI (8), 4 ug/jamka
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4.3 Inhibice aktivity CYP2E1 ptisobenim DHM

Aktivita ~ CYP2E1  byla méfena na  zédkladé  tvorby  produktu
6-hydroxychlorzoxazonu. Reak¢éni smési byly michany v celkovém objemu 0,5 ml a
extrahovany dle metody popsané v kapitole 3.3.6. Detekce substratu, produktu 1 standardu
(phenacetin) probihala méfenim absorbance pii 287 nm a 210 nm po rozd€leni smési
metodou HPLC. Nejprve byla provedena kalibrace 6-hydroxychlorzoxazonu (2,5 - 15 pM)
zobrazend na obr.13. Poté byla sledovana inhibice CYP2E1 dihydromyricetinem a
myricetinem ve vzorku jater potkana premedikovaného ethanolem. DHM a MYR byly
piidavany do reakéni smeési ve vyslednych koncentracich 0,1 uM - 1 mM, respektive

1 - 100 uM. kontrolou byl vzorek s ptidavkem acetonitrilu.

Z naméienych hodnot (obr. 14 na str. 53) vyplyva, Ze ve studovaném rozmezi
koncentraci DHM neinhibuje aktivitu CYP2E1. Naopak pfti nizSich koncentracich DHM

vykazuje stimulacni efekt.

y =0,227x
R?=0,9954

3,5 /
3

2,5
) v

s e

s
0 / . . . ; ; ; .

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Koncentrace 6-OHCLZ (uM)

Relativni plocha piku

Obr. 13: Kalibra¢ni fada 6-hydroxychlorzoxazonu. Do reakéni smési o celkovém objemu 0,5 ml
byl po zastaveni v Case byly pfidan 6-hydroxychlorzoxazon (6-OHCLZ) ve vyslednych
koncentracich 2,5-15 pM. Mnozstvi 6-OHCLZ bylo stanoveno pomoci RP-HPLC (mobilni faze
56% methanol, pritok 0,5 ml/min, 30°C) a standardizovano na phenacetin. Méfeni byla provedena

v triplikatech.
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Obr. 14: Mnozstvi 6-hydroxychlorzoxazonu (6-OHCLZ) produkované CYP2E1 v pfitomnosti
ruznych koncentraci dihydromyricetinu. Dihydromyricetin byl rozpu§tén v acetonitrilu a pfidavan
v 10 pl do reakéni smési o celkovém objemu 0,5 ml. Mnozstvi 6-OHCLZ bylo stanoveno pomoci
RP-HPLC (mobilni faze 56% methanol, pratok 0,5 ml/min, 30°C) a standardizovano na

phenacetin. Méfeni byla provedena v triplikatech.

Koncentrace 6-OHCLZ (uM)

O P N W & U1 O N 0 L
|

0 1 10 100
Koncentrace myricetinu (uM)

Obr. 15: Mnozstvi 6-hydroxychlorzoxazonu (6-OHCLZ) produkované CYP2E1 v pfitomnosti
ruznych koncentraci myricetinu. Myricetin byl rozpus$tén v acetonitrilu a pfidavan v 10 pl do
reakéni smési o celkovém objemu 0,5 ml. Mnozstvi 6-OHCLZ bylo stanoveno pomoci RP-HPLC
(mobilni faze 56% methanol, pritok 0,5 ml/min, 30°C) a standardizovano na phenacetin. Méfeni

byla provedena v triplikatech.
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4.4 Stanoveni aktivity NAT v cytosolarnich vzorcich

Aktivita NAT byla stanovena na zéklad¢ tvorby produktu - koenzymu A ze
substratu acetylkoenzymu A dle metody popsané v kapitole 3.3.7. Druhym substratem
reakce byla pro enzym NAT!1 (potkani NAT2) kyselina p-aminobenzoova a pro NAT2
(potkani NAT1) sulfamethazin. Kalibra¢ni zéavislost pro CoA (0,78 - 100 uM), je
zobrazena v grafu na obr. 16. Linearni regresi byla nalezena rovnice ptimky y = 0,0023x.
Spravné slozeni reakéni smési tak, aby reakce probihala linearné, bylo ovéfeno pro oba
rekombinantni enzymy (obr. 17 a 18, str. 55) a také pro kontrolni potkani preparaty (pro
priklad uvedeno na obr. 19, str. 56)

Nameétfené absorbance byly pfepocitiny na enzymovou aktivitu jednotlivych
vzorkd. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulkach 3, str. 57 a 4, str. 58. Namé&fené
hodnoty jsou srovnatelné, v zadné z tkani nedochazi k vyraznému ovlivnéni aktivity po

premedikaci myricetinem ¢i dihydromyricetinem.
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Obr. 16: Kalibracni zavislost CoA. CoA byl ptidavan do reakéni smési (400 uM AcCoA, jaterni
kontrolni cytosol 20 pg proteinu, pufr, V= 100 pl) bez druhého substratu (PABA). Detekénim
¢inidlem bylo 25 pul 10 mM DTNB v 6,4 M Gua-HCIl. Absorbance byla méfena pii 405 nm.
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Obr. 17: Produkce AcCoA v Case v reakéni smési obsahujici rekombinantni NAT1. Reakéni smés
obsahovala AcCoA 400 uM; PABA 250 uM; rekombinantni NAT1 0,1 mg/ml; pufr; V= 100 pl
Detekénim ¢inidlem bylo 25 pl 10 mM DTNB v 6,4 M Gua-HCl. Absorbance byla méfena pti
405 nm.
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Obr. 18: Produkce AcCoA v Case v reakéni smési obsahujici rekombinantni NAT2. Reakéni smés
obsahovala AcCoA 400 uM; SMZ 250 pM; rekombinantni NAT2 0,2 mg/ml; pufr; V= 100 pl
Detekénim ¢inidlem bylo 25 ul 10 mM DTNB v 6,4 M Gua-HCl. Absorbance byla méfena pii
405 nm.
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Obr. 19: Produkce AcCoA v Case v reakéni smési obsahujici kontrolni cytosoly a SMZ jako
substrat. Reakéni smés obsahovala AcCoA 400 uM; SMZ 250 uM; potkani jaterni kontrolni
cytosoly 20 pg celkového proteinu; pufr; V=100 pl. Detekénim ¢inidlem bylo 25 pul 10 mM DTNB
v 6,4 M Gua-HCI. Absorbance byla métena pii 405 nm.
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Tabulka 3: Enzymova aktivita NAT2 v cytosolarnich vzorcich izolovanych z potkani
premedikovanych myricetinem a dihydromyricetinem.

Potkani NAT2 Premedikace Absorbance Spec1ﬁcka. aktivita
(nmol/min/mg)
Kontrola 0,096 16,7 £2,2
Jatra Myricetin 0,100 17,4 +£0,78
Dihydromyricetin 0,106 18,4+ 1,3
Kontrola 0,041 7,1+£2,2
memtlilm cast Myricetin 0,035 6,1+1,0
Dihydromyricetin 0,043 74+14
Kontrola 0,078 6,8 £0,30
Stfedni ¢ast t.s. Myricetin 0,049 4,3+0,86
Dihydromyricetin 0,052 4,5+0,83
Kontrola 0,048 4,2 +0,39
Distalni Cast t.s. Myricetin 0,055 4,8 +0,53
Dihydromyricetin 0,060 52+1,1
Kontrola 3,44 29,9 £ 0,20
Tlusté strevo Myricetin 0,126 11,0 £ 0,50
Dihydromyricetin 0,318 27,7+ 0,60

Reak¢ni smes obsahovala AcCoA 400 uM; PABA 250 uM; potkani cytosoly v mnozstvi 20 pg
celkového proteinu; pufr; V=100 pl. Detekénim ¢inidlem bylo 25 ul 10 mM DTNB v 6,4 M Gua-
HCI. Absorbance byla méfena pii 405 nm a tyto hodnoty poté byly prepocitany na specifickou

aktivitu enzymu dle vzorce uvedené¢ho v metodé 3.3.7.
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Tabulka 4: Enzymova aktivita NAT1 v cytosolarnich vzorcich izolovanych z potkani
premedikovanych myricetinem a dihydromyricetinem.

Potkani NAT1 Premedikace Absorbance Spec1ﬁcka. aktivita
(nmol/min/mg)
Kontrola 0,075 13,0+ 3,8
Jatra Myricetin 0,089 155+14
Dihydromyricetin 0,061 10,6 + 0,79
Kontrola 0,108 6,3+0,71
memtlilm cast Myricetin 0,018 104052
Dihydromyricetin 0,093 5,4+041
Kontrola 0,050 2,9+0,29
Stredni ¢ast t.s. Myricetin 0,051 3,0+ 0,26
Dihydromyricetin 0,031 1,8 £0,38
Kontrola 0,063 3,6 0,24
Distalni cast t.s. Myricetin 0,091 5,3+0,74
Dihydromyricetin 0,091 5,3+0,10
Kontrola 0,091 5,3+0,21
Tlusté strevo Myricetin 0,040 2,3+0,33
Dihydromyricetin 0,098 52+1,0

Reak¢ni smés obsahovala AcCoA 400 uM; SMZ 250 uM; potkani cytosoly v mnozstvi 20 pg
celkového proteinu; pufr; V=100 pl. Detekénim ¢inidlem bylo 25 pl 10 mM DTNB v 6,4 M Gua-
HCI. Absorbance byla méfena pii 405 nm a tyto hodnoty poté byly prepocitany na specifickou

aktivitu enzymu dle vzorce uvedené¢ho v metodé 3.3.7.
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4.5 Inhibice aktivity NAT ptisobenim DHM a MYR

Reakéni smés pro sledovani inhibice NAT byla sestavena stejné jako smés pro
ovéieni linearity reakce. Soucésti reakéni smési bylo také 5 pl methanolu s obsahem
flavonoidu. Nasledné byly porovnany namétené hodnoty absorbance smési s inhibitorem
vuci smési s nulovou koncentraci inhibitoru. Vysledné procentualni hodnoty byly
vyneseny do grafti (obr. 20-23, str. 59 -61) a z proloZenych logaritmickych kiivek byly

stanoveny hodnoty ICso, které jsou uvedeny v tabulce 5 na str. 61.
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Obr. 20: Inhibice aktivity NAT1 myricetinem vyjadiena v procentech aktivity kontroly.
Koncentrace substratii ve smési byla 400 pM AcCoA a 250 uM PABA a mnozstvi proteinu
0,1 mg/ml (rekombinantni NAT1).
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Obr. 21: Inhibice aktivity NAT1 dihydromyricetinem vyjadiend v procentech aktivity
kontroly. Koncentrace substrati ve smési byla 400 uM AcCoA a 250 uM PABA a
mnozstvi proteinu 0,1 mg/ml (rekombinantni NATT1).
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Obr. 22: Inhibice aktivity NAT2 myricetinem vyjadiena v procentech aktivity kontroly.
Koncentrace substratii ve smési byla 400 puM AcCoA a 250 uM SMZ a mnozstvi proteinu
0,2 mg/ml (rekombinantni NAT2).
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Obr. 23: Inhibice aktivity NAT2 dihydromyricetinem vyjadiend v procentech aktivity
kontroly. Koncentrace substratii ve smési byla 400 uM AcCoA a 250 uM SMZ a mnozstvi
proteinu 0,2 mg/ml (rekombinantni NAT2).

Tabulka 5: Hodnoty ICso myricetinu a dihydromyricetinu.

NAT1 NAT2
Mpyricetin 3,5uM 3,7 uM
Dihydromyricetin 8,5 uM 8,9 uM

Pro koncentrace substratii 400 pM AcCoA a 250 uM PABA/SMZ a mnozstvi proteinu 0,1 pg/pl
(NAT?1) respektive 0,2 pg/pl (NAT2).
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5. Diskuze

V soucasné dobé je na trhu velky vybér potravnich doplnkd, které byvaji uzivany za
Gi¢elem prevence onemocnéni & zlepdeni zdravotniho stavu. Casto se jedna o piirodni
latky, jejichz pozitivni uCinky jsou ovéfeny jak tradici (bylinkarstvi, ¢inskd medicina),
tak 1 védeckym vyzkumem. Vedlejsi Gcinky jsou vSak studovany velmi omezené. Mimo
jiné mohou tyto latky modulovat aktivitu biotransformacnich enzymi a tim zasahuji
do metabolismu jak endogennich latek, tak i xenobiotik. Z toho divodu je dilezité znat
mozné dopady zvysené konzumace téchto sloucenin, ptfestoze jsou ptirodniho pivodu a

proto jsou Casto povazovany za nezavadné.

Pfedmétem této diplomové prace bylo studium vlivu dihydromyricetinu a pro
srovnani také myricetinu na aktivitu biotransformacnich enzymi CYP2E1 a NATI/2.
CYP2E1 je enzymem prvni faze biotransformace, ktery se ucastni napiiklad do
metabolismu ethanolu a aktivace karcinogennich nitrosamini. NAT jsou enzymy druhé
faze biotransformace, které hraji dilezitou roli jak v odbourdvani 1éCiv (isoniazid), tak
v procesu aktivace prokarcinogenii (2-aminofluoren). Dihydromyricetin je pfirodni
slou€enina, kterd vykazuje zajimavé ucinky pfi soucasném ¢i ex post podani s ethanolem.
Diky nim je dihydromyricetin potencidlnim lé¢ivem zavislosti na alkoholu a také
atraktivnim potravnim dopliikem pro lidi konzumujici ve vétsi mife jednorazové alkohol.
V souvislosti s touto vlastnosti dihydromyricetinu byl studovan jeho vliv na CYP2EI.
Myricetin je dihydromyricetinu velmi strukturné podobny (lisi se dvojnou vazbou mezi
atomy uhliku C2 a C3) a jelikoZ se jednd o béZny rostlinny flavonoid, je také mnohem lépe
prostudovany. Vykazuje riizné pozitivni G€inky na lidsky organismus, predevSim

antioxidacni a protirakovinny.

Vliv myricetinu a dihydromyricetinu na aktivitu CYP2E1 nebyl dosud studovan.
Mpyricetin byl prokazan jako inhibitor jinych CYP, konkrétné CYP3A4 a CYP2C9 (Li C.
akol., 2011) ale wurcity inihibi¢ni efekt vykazuje také vici CYP1A1/2 a CYP2BI1
(Bostikova Z. akol., 2015). Indukce CYP pisobenim myricetinu neni znama.
Dihydromyricetin byl zjiStén jako inhibitor CYP2C9 a zaroveil induktor CYP3A4 u
potkand (Huang Y. akol., 2013). Jiné flavonoidy, napiiklad genistein a equol, byly
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nalezeny jako inhibitory CYP2E1 (Helsby N.A. akol., 1998), indukce timto typem
sloucenin vsak nebyla potvrzena (Helsby N.A. a kol, 1997) .

Vliv flavonoidl na aktivitu (indukce a inhibice) CYP2El byl zkouméan dvéma
metodami. Nejprve byli témito latkami premedikovani potkani, u kterych poté byla
sledovana proteinova exprese CYP2E1 v mikrosomalnich vzorcich jater a stfev technikou
Western blot. V jatrech nebyla zaznamenana indukce po premedikaci flavonoidy oproti
kontrolnimu vzorku po premedikaci slune¢nicovym olejem. Pro lokalizaci CYP2E1 na
membrané¢ byly pouzity jaterni mikrosomy izolované z potkanti premedikovanych
ethanolem. Ackoli v téchto mikrosomech mél byt CYP2E1 indukovan, tedy zobrazena
zona méla byt vyraznéjsi, intenzita zabarveni zony byla srovnatelna s ostatnimi. Pti¢inou
tohoto efektu je pravdépodobné skutecnost, ze CYP2E1 muze byt indukovan nejen
cizorodymi latkami, ale také v dasledku hladovéni (HongJ akol., 1987). Vzhledem k
tomu, ze v pribéhu premedikace byli potkani posledni den drZeni bez potravy, doslo
pravdépodobné k urcité indukci CYP2E1 u vSech skupin zvitfat. Ve stievnich preparatech
nebylo detekovano zvysené mnozstvi CYP2E1 oproti kontrole. Protoze preparaty stiev po
indukci ethanolem nebyly k dispozici, k lokalizaci CYP2E1 na PVDF membran¢ a ovéfeni
funkcnosti protilatek byl pouzit téZ vzorek jaternich mikrosomi po indukci ethanolem. V
pfipad¢ proximdlni Casti tenkého stieva je na membrané viditelné¢ snizené mnoZzstvi
CYP2El po premedikaci myricetinem, coz je pravdépodobné zplisobeno nanesenim
celkové nizS§iho mnozstvi preparatu. Tato domnénka byla potvrzena kontrolnim gelem

barvenym po SDS-PAGE barvivem Coomassie Brilliant Blue R250.

Druhou metodou bylo stanoveni inhibice aktivity CYP2E1 plsobenim myricetinu
a dihydromyricetinu. Pfi tomto experimentu byla sledovdna tvorba produktu
6-hydroxychlorzoxazonu z chlorzoxazonu detekci na HPLC. Jako zdroj enzymu byly
pouzity mikrosomalni vzorky izolované z jater potkani premedikovanych ethanolem.
Chlorzoxazon je sice substratem nejen pro CYP2EI1, ale také pro CYP1A1l (Lucas D.
a kol., 1996), v pfedchozim vyzkumu jsme vSak prokazali, Ze dihydromyricetin je velmi
slabym inhibitorem CYP1A1l (Bostikova Z. a kol., 2015). V tomto uspotfadani by tedy
zména v hydroxylacni aktivité byla pfisuzovana modulaci pfedevs§im CYP2E1. Ani jedna
zlatek vSak za ocekdvanych fyziologickych koncentraci (do 100 uM) vyrazné
neinhibovala aktivitu CYP2E].
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Co se tyce vlivu myricetinu a dihydromyricetinu na enzymy druhé féaze
biotransformace, i zde jiz byly prokazany néckteré interakce. Oba flavonoidy mohou
inhibovat aktivitu glutathion-S-transferasy (Yang X., YangZ., 2010; SahuS.C.,
Gray G.C., 1996). Myricetin byl prokdzan jako inhibitor sulfotransferasy SULTI1A1
(James M.O., Amabadapadi S., 2013). Také NAT mohou byt ovlivnény flanonoidy,
napiiklad quercetin zvySuje in vivo aktivitu NAT2 (Chen Y. a kol., 2009), zatimco in vitro
je quercetin inhibitorem obou NAT (Kukongvviriyapan V. akol., 2006). Jako dalsi
flavonoidni inhibitory NAT se projevily naptiklad wogonin (Yu C.S. akol, 2005) ¢i
genistein (Kukongvviriyapan V. a kol., 2006). Informace o interakcich dihydromyricetinu

s témito enzymy v literatufe zatim chybi.

Mnozstvi NAT na proteinové urovni bylo sledovano v cytosolarnich vzorcich jater
a stfev potkanli premedikovanych myricetinem a dihydromyricetinem. Ve studovanych
vzorcich nebyla zaznamenédna indukce NAT ptsobenim téchto flavonoidi. Ve stievech
nebyla pfitomnost NAT detekovana v Zadném ze studovanych vzorkii. V jatrech byla
velmi slabé detekovana ptitomnost NAT v obou preparatech, jejich koncentrace byla
srovnatelnd s kontrolou. Nebylo vSak mozné urcit, o kterou detekovanou isoformu se
jednd, jelikoz protilatka s deklarovanou specifitou vici NAT1 interagovala s ob&éma
lidskymi rekombinantnimi enzymy (NATI1 i NAT2), které byly pouzity jako pozitivni
kontroly. Vzorek potkanich NAT, které se strukturné 1isi od lidskych NAT, nebyl k
dispozici. Nelze tedy vyloucit, Zze ackoli vyrobce uvadi, Ze protilatku lze pouzit i pro
detekci potkanich isoforem, ve skutecnosti tato protilatka nedostate¢né funguje. Slaba ¢i
zadna detekce tedy nemusi byt nutné zplisobeny nizkymi koncentracemi sledovaného

enzymu.

V dalSim kroku byla sledovéana aktivita NAT1 a NAT2 v izolovanych vzorcich.
Ve vétsiné vzorki byly stanovené aktivity srovnatelné, ani jeden z flavonoidii nezptisobil
indukci NAT, coz naznacuji vysledky imunodetekce. V tlustém stfevé po podani
myricetinu bylo zaznamenano vyrazné sniZeni aktivity vice nez o 50% u obou isoforem
v porovnani s kontrolou. Toto sniZzeni vSak pravdépodobné bylo zplsobeno degradaci
protein ve vzorku. Tento ditvod potvrdil 1 kontrolni barveny gel pro elektropfenos (obr.
24, str. 65), kde byl obsah proteinii s vys§si molekulovou hmotnosti zietelné snizen.
Obdobny trend, tedy nizsi aktivita v tlustém stifeveé po premedikaci myricetinem, byl zjistén

téz Mgr. Michaelou Bebovou, v ptipad¢ aktivity sulfotransferas v identickych preparatech

63



(dosud nepublikované vysledky). K degradaci vzorku pravdépodobné doslo, i pies pouziti
inhibitortl peptidas, jiz v prabéhu izolace, divodem mohlo byt nedostate¢né promyti stiev
pfed homogenaci. Krom¢ snizené aktivity ve vzorku tlustého stieva, byl zaznamenan
vyznamny pokles (vice nez 80%) specifické aktivity potkani NAT1 také v proximalni ¢asti
tenkého stfeva po premedikaci myricetinem. Tento jev byl opakované potvrzen a nelze ho
pfisuzovat poSkozeni preparatu, jelikoz pro NAT2 nebylo snizeni aktivity zaznamenano.
Jak bylo zjisténo v nasledujicim experimentu, myricetin je schopen dosud neobjasnénym
mechanismem inhibovat aktivitu NAT jiz v pomémé nizkych koncentracich. Je tedy
mozné, ze v izolovaném vzorku z nejvice exponované tkané byl myricetin jesté stale
pfitomen. Mohl by byt naptiklad kovalentné vazany v aktivnim centru enzymu jako tzv.
sebevrazedny substrat. Neni ovSem jasné, pro¢ nedosSlo téz k ovlivnéni aktvity NAT2,

kterou je myricetin schopen G¢inné inhibovat za podminek in vitro.
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Obr. 24: Elektroforeticky gel vzorki izolovanych z tlustého stfeva premedikovanych potkanti. Pro
elektroforesu byl pouzit 12% polyakrylamidovy gel, do kazdé jamky bylo aplikovano 20 pg
proteinu cytosolarnich vzorkd v redukujicim pufru po premedikaci slune¢nicovym olejem -

kontrola (1), myricetinem (2), dihydromyricetinem (3).

V posledni casti této diplomové prace byla sledovéana inhibi¢ni aktivita myricetinu
a dihydromyricetinu vii¢i rekombinantnim enzymim NATI a NAT2. Za pouzitych
experimentalnich podminek byly nalezeny pomérné nizké hodnoty ICso. Pro myricetin
byly ICso pfiblizné 2x niz§i (3,5 uM pro NATI1 a 3,7 uM pro NAT2), neZ pro
dihydromyricetin (8,5 uM pro NAT a 8,9 uM pro NAT2). Tento jev niz§i u€innosti (napf.
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antioxida¢ni ¢i inhibicni vi¢i glutathion-S-transferase) vice nasyceného flavonoidu je
znamy pro podobné dvojice, které se 1isi pouze jednou dvojnou vazbou, naptiklad taxifolin
a quercetin (Rice-Evans C.A. a kol., 1996; Kumar S. , Pandey A.K., 2013). U NAT byla jiz
diive popsana inhibice flavonoidnimi slouceninami jako jsou wogonin (Yu C.S. akol.,
2005) a quercetin, u kterého byla také stanovena hodnota K; a inhibice byla oznacena jako
nekompetitivni (Kukongvviriyapan V. a kol., 2006). V této studii v§ak nebyl bran v tivahu
dvousubstratovy mechanismus reakce N-acetyltransferas. Pokud by flavonoidy inhibovaly
prvni krok, tedy reakci s navazanim AcCoA do aktivniho centra, méla by inhibice obraz
nekompetitivniho mechanismu, jak naznacuje zminénd studie. Ackoli v ramci této
diplomové prace nebyl studovan mechanismus dané inhibice plsobenim myricetinu a
dihydromyricetinu, bylo by tfeba provést experimenty, pii nichZz by byl testovan efekt
flavonoidl na oba substraty N-acetyltransferas (AcCoA a PABA/SMZ).

Dihydromyricetin je slouc¢enina potencialné G¢inna jako 1€k zavislosti na alkoholu
diky svému vlivu na receptory v mozku a také na aktivitu enzymu podilejicich se na
odbouravani alkoholu (alkohol dehydrogenasy a aldehyddehydrogenasy) (Shen Y. a kol.,
2012). V této praci bylo dokdzano, Ze dihydromyricetin nezasahuje do metabolismu
ethanolu modulaci exprese ¢i aktivity CYP2El. Ani myricetin, dihydromyricetinu
strukturn¢€ podobny flavonoid, nema vliv na aktivitu CYP2EI.

Ani jeden z flavonoidli neindukuje NAT, ale oba dva flavonoidy inhibuji jejich
aktivitu. Jiz dfive bylo dokdzano, Ze aktivitu NAT mohou inhibovat i jiné flavonoidy,
predev§im quercetin (Kukongvviriyapan V. a kol., 2006). Quercetin je nejrozsifenéjSim
flavonoidem pfijimanym v potravé, pricemz jeho primérny denni piijem se pohybuje
v desitkach miligramt (Formica J.V., Regelson W, 1995). Tento relativné vysoky piijem
vSak zfejmé nema vliv na lidské zdravi. Dihydromyricetin z tohoto hlediska tedy nemusi

byt vniman jako Skodliva sloucenina.
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6. Souhrn

V této diplomové praci zamérené na studium vlivu dvou flavonoidl, dihydromyricetinu
a myricetinu na biotransformacni enzymy CYP2E1 a NAT1/2 bylo dosazeno nasledujicich

vysledkd:

- CYP2EI nebyl indukovan v jatrech ani ve stfevech potkani po premedikaci

myricetinem a dihydromyricetinem

- Dihydromyricetin ani myricetin neinhibovali aktivitu CYP2E1 v koncentracich

nizsich nez 1 mM respektive 0,1 mM

- NATI1/2 nebyly indukovény v jatrech ani stfevech potkanti po premedikaci

myricetinem a dihydromyricetinem

- Po premedikaci myricetinem doslo ke snizeni aktivity NAT1 (o vice nez 80%)
v proximalni ¢asti tenkého stieva potkant, v jinych preparatech nebylo detekovano
relevantni  snizeni aktivity NATI1/2 po premedikaci myricetinem ani

dihydromyricetinem

- Oba flavonoidy inhibovaly aktivitu NAT. Byly stanoveny jejich hodnoty ICso vici
obéma enzymtiim, NAT1 i NAT2. Pro myricetin byly ICso nizsi (3,5 uM pro NAT1
a 3,7 uM pro NAT2), nez pro dihydromyricetin (8,5 pM pro NAT a 8,9 uM pro
NAT2)
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