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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Mgr. Katetfina LNENICKOVA
Skolitel: prof. Ing. Barbora SZOTAKOVA, Ph.D.
Nazev diserta¢ni prace:

MODULACE  BIOTRANSFORMACNICH A  ANTIOXIDACNICH ENZYMU
VYBRANYMI PRIRODNIMI LATK AMI

V poslednich desetiletich vyznamné stoupl zajem o rtizné dopliiky stravy, které obsahuji
1é¢ive byliny, rostlinné extrakty ¢i izolované ucinné latky. Jejich spotieba celosvétove roste,
a protoZe jsou obecné povazovany za bezpecné, jsou mnohdy konzumovany v nepfimétenc
velkych davkach. Po vstupu do organismu jsou tyto latky, stejné jako jind xenobiotika,
modifikovany pfedevs§im prostfednictvim biotransformacnich enzymil a sou¢asné mohou tyto
enzymy ovliviiovat. Pfipadna modulace aktivity (indukce nebo inhibice) biotransformacnich
enzymi miize vyznamn¢ ovlivnit farmakokinetiku soucasné podavanych 1é¢iv. Pro bezpecné
uzivani ptirodnich latek je tedy nezbytna znalost jejich mozného plisobeni na biotransformacni
enzymy.

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo studovat ucinky extraktli vybranych rostlin
a jejich obsahovych latek s biologickym ucinkem na aktivitu a expresi biotransformacnich
a antioxida¢nich enzymu. Zaméfili jsme se na studium ucinkd extraktd a obsahovych latek
z brusinky velkoplodé (Vaccinium macrocarpon, Ericaceae), zeleného ¢aje (Camellia sinensis,
Theaceae) a zvoskovniku cerveného (Myrica rubra, Myricaceae) vin vitro a in vivo
modelovych systémech. Uginek extraktu ze zeleného Gaje a hlavnich katechind
na biotransformacéni enzymy, ktery byl in vitro studovén ve stfevni nadorové linii Caco-2
v proliferujici i diferencované formé (buniky podobné enterocyttim), byl jen mirny a nemél by

tedy ovlivnit metabolismus soucasné¢ podavanych 1éCiv. Naproti tomu seskviterpeny



z voskovniku ¢erveného zpusobily vyznamnou inhibici aktivity cytochromt P450 in vitro
v mikrosomech z lidskych i potkanich jater, avSak v nésledujici in vivo studii se tento uc¢inek
v mySich jatrech a stfevech nepotvrdil. Podani brusinkového extraktu vyvolalo jen mirné
zvyseni aktivity biotransformac¢nich enzymu v jatrech potkana, zatimco v tenkém stieve zlstaly
aktivity téchto enzymt beze zmény. Soucasné podavani brusinkového extraktu by tedy nemélo
vyvolat zdvazné 1ékové interakce. Navic by jeho podani mohlo byt prospésné u obéznich
jedinct, protoze pti jeho podavani mysim s navozenou obezitou doslo k pozitivnimu ovlivnéni
redoxniho statutu a zvySeni aktivity/exprese nékterych antioxidacnich enzymi. Soucasti
experimentalni prace bylo rovnéz zhodnotit casovou korelaci mezi zménami v aktivité enzymu,
a jeho proteinové a genové expresi po indukénim podnétu. Intenzita a Casovy pribéh modulace
jednotlivych biotransformacnich enzymi se na jednotlivych urovnich lisily a jejich vzajemna
korelace také. Ziskané vysledky byly uzite¢né pro planovani dalSich in vivo studii.

Vysledky disertacni prace pomohly prohloubit znalosti o ptisobeni ptirodnich latek

na organismus.  Odhaleni pfipadnych modula¢nich ucinkG na  aktivitu/expresi
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Title of Doctoral Thesis:

MODULATION OF BIOTRANSFORMATION AND ANTIOXIDANT ENZYMES BY
SELECTED NATURAL COMPOUNDS

Public interest in various dietary supplements containing herbs, herbal extracts or
isolated active compounds has increased significantly over past decades. Consumption of these
supplements increases worldwide and they are often consumed in unreasonably high doses,
as they are generally considered as safe. Upon the intake to organism, these compounds are,
as other xenobiotics, modified mostly by xenobiotic-metabolizing enzymes and they could
influence these enzymes at the same time. Potential modulation of xenobiotic-metabolizing
enzymes’ activity (induction or inhibition) can seriously affect pharmacokinetics
of concomitantly administered drugs. Knowledge of the possible impact of natural compounds
on the xenobiotic-metabolizing enzymes is essential for their safe use.

The aim of this doctoral thesis was to study the effects of selected herbal extracts
and their active chemical constituents on the activity and expression of xenobiotic-metabolizing
and antioxidant enzymes. We have focused on the study of effects of American cranberry
(Vaccinium macrocarpon, Ericaceae), green tea (Camellia sinensis, Theaceae) and Chinese
bayberry (Myrica rubra, Myricaceae) extracts and their chemical constituents in the in vitro
and the in vivo model systems. Green tea extract and its main catechin epigallocatechin gallate
should not influence metabolism of co-administered drugs because their effect on the
xenobiotic-metabolizing enzymes, which was studied in vitro in the intestinal cancer cell line
Caco-2 in proliferative as well as in differentiated form (enterocyte-like cells), was only mild.
Contrary, sesquiterpenes of Chinese bayberry caused significant cytochrome P450 inhibition in
vitro in human and rat liver microsomes, but this effect was not confirmed in subsequent in vivo
study in mouse liver and intestine. Administration of cranberry extract caused only moderate

increase in xenobiotic-metabolizing enzymes’ activity in rat liver, while no changes in the



activity of these enzymes were found in small intestine. Concomitant administration of
cranberry extract should not cause serious drug interactions. Moreover, administration of
cranberry extract to obese individuals could be beneficial, because its administration to mice
with obesity positively influenced redox status and increased activity/expression of some
antioxidant enzymes. Part of the experimental work was to evaluate time correlation between
enzyme activity and its protein and gene expression upon induction. The intensity and time
course of individual xenobiotic-metabolizing enzymes’ modulation differed on individual
levels as well as their correlation. Obtained results were useful for planning of subsequent in
vivo studies.

The obtained results of this doctoral thesis extend the knowledge about acting of natural
compounds on the organism. Revealing of the possible modulation effects of dietary
supplements on the activity/expression of xenobiotic-metabolizing enzymes could contribute

to the safe use of co-administered drugs.
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1 UVOD

Zvyseni zajmu vetejnosti o ptirodni latky s pozitivnimi ucinky na lidské zdravi a jejich
roz$iteni ve formé& potravnich doplikt vedlo zaroven k jejich dikladnéjSimu studiu. Mezi
hlavni rizika patfi modulace farmakokinetiky soucasn¢ podavanych 1é¢iv, coz mize vést
k nedostatecné terapii a n¢kdy dokonce i1 k ohrozeni Zivota pacienta. Jiz je znamo mnoho
piipadl, kdy kombinace piirodni latky s 1éivem ohrozuje zdravi pacienta. Piikladem toho
muze byt krvaceni pfi sou¢asném uzivani jinanu dvoulalo¢ného (Ginkgo biloba, Ginkgoaceae)
a warfarinu (antikoagulancium), nebo serotoninovy syndrom navozeny kombinaci tfezalky
teCkované (Hypericum perforatum, Hypericaceaea) se selektivnimi inhibitory zpétného
vychytavani serotoninu (antidepresiva) (Fugh-Berman 2000).

Listy ¢ajovniku jsou $iroce rozsifeny dnes uz nejen jako oblibeny napoj, ale také jako
dopliiky stravy s obsahem celého extraktu ¢i izolovanych latek. Velice oblibené jsou také
pripravky s extrakty z brusinek, které pacienti uzivaji nejcastéji k prevenci ¢i potlaceni infekce
dolnich cest mocovych. Velky potencial ve farmacii maji také seskviterpeny, mimo jiné taky
pro jejich vyrazny antioxidacni U¢inek v organismu. VSechny tyto extrakty/latky se staly
predmétem naSeho zdjmu, nebot’ informace o jejich vlivu na biotransformaci a antioxidacni
ochranny systém byly nekompletni a nasim iimyslem bylo pfispét k jejich doplnéni.

Ackoliv je velkd pozornost vénovana studiu mechanismll biologickych ucinka
pfirodnich latek, problematika modulace biotransformacnich enzymil je casto odsunuta
do pozadi. Zamérem této disertacni prace je proto rozsifit dosavadni poznatky a ptfinést nové
informace o plsobeni ptirodnich latek na biotransformaéni enzymy a antioxidac¢ni obranny
systém bunck. Cilem provadénych experimentl bylo stanovit specifické aktivity a exprese
proteini a mRNA biotransformacnich a antioxida¢nich enzymi a zhodnotit dopad ptipadné

modulace ptirodnimi latkami.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 PRIRODNI LATKY

Rostliny syntetizuji Siroké spektrum organickych latek, které jsou tradicné
klasifikovany jako primarni a sekundarni metabolity. Primarni metabolity jsou latky, které hraji
zasadni roli ve fotosyntéze, dychani, ristu a vyvoji rostliny. Patii sem fytosteroly, nukleotidy,
sacharidy, proteiny, lipidy, aminokyseliny a organické kyseliny. Dalsi fytochemické latky,
oznacované jako sekundarni metabolity, se mohou akumulovat v rostlinach v ptekvapivé
vysokych koncentracich. Jedna se o strukturné rozmanitou skupinu latek. Nékteré z nich se
vyskytuji ve velmi omezeném poctu druhti rostlin a mohou tak slouzit jako chemotaxonomické
markery. Jejich funkce v rostlindch jsou stale intenzivné studovany. Doposud bylo prokéazano,
ze hraji klicovou roli v ochrané rostliny pted bylozravci a mikrobidlnimi infekcemi, slouzi jako
atraktanty pro opylovace, pusobi jako alelopatické latky, latky zajistujici UV protekci,
nebo signalni molekuly pfi fixaci dusiku v kofenovych hlizkach lusténin (Crozier et al. 2006).

Sekundarni metabolity rostlin mohou byt na zéakladé¢ jejich biosyntetického piivodu
rozdéleny do tii skupin: 1) flavonoidy a ptibuzné fenolické a polyfenolické slouceniny, 2)

terpenoidy a 3) alkaloidy a slou¢eniny obsahujici siru (Crozier et al. 2006).

2.1.1 Fenolické latky

Fenoly jsou charakteristické pfitomnosti aspont jednoho aromatického kruhu s jednou
¢1 vice hydroxylovymi skupinami. Fenolické sekundarni metabolity pfedstavuji velké mnozstvi
latek od jednoduchych, nizkomolekularnich s jednim aromatickym jadrem az po komplexni
taniny a od nich odvozené polyfenoly. Mohou byt klasifikovany podle poctu a uspofadani
uhlikovych atomii. Cast&ji se viak pouzivé zjednodusené déleni na flavonoidy a non-flavonoidy

(Crozier et al. 2000).

2.1.1.1 Flavonoidy a jejich aéinky

Flavonoidy jsou syntetizovany ve vSech Castech rostliny. Dodévaji barvu, vini a chut’
plodiim, kvétim a sementim, coz 14kd opylovace a zivocichy, ktefi nestrdvené semeno roznasi.
Dnes je znamo pies 9000 sloucenin fadicich se do této skupiny (Mierziak et al. 2014).

V rostlinach se flavonoidy zapojuji do UV protekce, pigmentace (Cervend, modra,
fialovd), nebo naptiklad stimulace tvorby kotenovych hlizek fixujicich dusik (Crozier et al.
2006). Flavonoidy pomadhaji zprostiedkovat symbioticky vztah rostliny s hlizkovymi

bakteriemi. Nizka koncentrace dusiku v ptidé zvySuje akumulaci flavonoidu, které ptitahuji
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diazotrofni bakterie coz vede k transportu dusiku do rostliny. V duchu symbiotického vztahu
pak bakterie vyuziva produkti fotosyntézy rostliny (Mierziak et al. 2014).

protinadorovy efekt a antimikrobni aktivita (Tapas et al. 2008). Znamy je také tzv. Francouzsky
paradox, ktery byl poprvé pozorovan u obyvatel Francie a nasledn¢ také v dal$ich zemich kolem
Stfedozemniho mote. Epidemiologicka studie odhalila, Ze strava bohata na flavonoidy koreluje
s prodlouzenim délky zivota a s nizsi incidenci kardiovaskularnich onemocnéni (Prochazkova
etal. 2011).

Zakladni strukturu flavonoidi tvofi dv€ aromaticka jadra spojena tifuhlikatym fetézcem,
ktery spolu s kyslikem mize tvorit heterocyklus. Pti déleni flavonoidti do jednotlivych skupin
se autofi Casto rozchazeji (Lago et al. 2014; Mierziak et al. 2014; Winkel-Shirley 2001). Podle
Crozier et al. (2006) je miZeme d¢lit na hlavni skupiny (flavony, flavonoly, flavan-3-oly,
isoflavony, flavanony a anthokyanidiny) (obr.1) a minoritni skupiny (dihydroflavonoly, flavan-
3.,4,-dioly, kumariny, chalkony, dihydrochalkony a aurony) (obr.2). Flavonoidy se v ptirodé
nachdzeji prevazné ve formé O-glykosidi, kde cukernou slozku nejcastéji predstavuje glukoza,
galaktdza, arabidoza a rhamnoza (Sangeetha et al. 2016). Mohou se vSak vyskytovat také jako
samotné aglykony. Hydroxylové skupiny flavonoidi mohou byt substituované methylovou
skupinou nebo isopentenylovou jednotkou (prenylované flavonoidy), coz zvysuje jejich

lipofilitu (Mierziak et al. 2014).
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Obr. 1: Obecna struktura hlavnich flavonoidii (upraveno podle Crozier et al. 2006)
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Obr. 2: Obecna struktura minoritnich flavonoidii (upraveno podle Crozier et al. 2006)
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Polyfenoly jsou velice Sirokou skupinou sekundarnich metabolitti. Jejich biosyntéza
probihd dvéma hlavnimi cestami: Sikimatovou a acetatovou cestou (Bravo 1998). Strukturu
flavonoidii tvoii tii kruhy (A, C a B) s difenylpropanovym skeletem (C6-C3-C6). Kruh A
vznikd cestou kyseliny octové, kterd pies acetyl-CoA dava vzniknout malonyl-CoA.
Kondenzaci tii molekul malonyl-CoA vzniké kruh A v molekule flavonoidii. Syntéza kruht C
a B vychazi z metabolismu glukézy cestou kyseliny Sikimové, kterd poskytuje kyselinu
skoficovou a jeji redukci vznikd kumarinova kyselina. Kondenzaci vzniklych produkta
aktivovanych CoA vznika chalkon (C15). Nasledné uzavieni kruhu a jeho hydratace davaji
vzniknout flavonoidiim a stilbentim (Formica a Regelson 1995; Wollgast a Anklam 2000).
Flavonoly

Flavonoly jsou pravdépodobné nejrozsitencjsi skupinou flavonoidi a jejich distribuce
a strukturalni riiznorodost je skuteéné velika. Siroce rozsifené flavonoly jako muyricetin,
kvercetin, isorhamnetin a kampferol se nejcastéji vyskytuji ve formé O-glykosidu. Konjugace
probihda predevSim v tieti pozici C-kruhu, ale vyskytuje se i v jinych polohach. Velka
rozmanitost je také v cukerné ¢asti, kterd je s flavonoly konjugovana. Naptiklad u kampferolu
byla pozorovana konjugace az s 200 riznymi cukernymi zbytky (Crozier et al. 2006).

Flavony

Flavony jsou strukturné velice blizké flavonoltiim, ale nejsou tak Siroce rozSifeny.
Vyznamny obsah flavonli ma pfedevsim celer, petrZel a nékteré byliny. Polymethoxylované
flavony, jako jsou nobiletin a tangeretin, miZzeme nalézt také v nékterych citrusech (Crozier et
al. 2000).

Isoflavony

Isoflavony jsou charakterizované vazbou vedlej§iho aromatického kruhu v poloze C-3
chromanového cyklu misto obvyklé polohy C-2. Vyskytuji se témét vyhradné v lusténinach
s nejvyssi koncentraci v s6ji (Glycine max, Fabaceae). Isoflavony genistein a daidzein jsou
znamé predevSim pro svou silnou fytoestrogenni aktivitu. Struktura téchto latek vykazuje
vyznamnou podobnost se steroidnim hormonem estradiolem (Crozier et al. 2006).
Flavan-3-oly

Katechiny jsou sekundarni metabolity rostlin, které se fadi mezi flavonoidy do skupiny
flavan-3-olti. Krom¢ monomernich katechinli mezi flavan-3-oly patii také oligomerni a
polymerni proanthokyanidiny. Na rozdil od flavoni, flavonoli, isoflavoni a anthokyanidind,
které jsou planarni, flavan-3-oly, proanthokyanidiny a flavanony planarni nejsou diky
saturovanému uhliku C3 v heterocyklickém C-kruhu (Crozier et al. 2006). Katechiny, stejné

jako ostatni flavonoidy, prokazaly schopnost protekce pied riznymi patologickymi procesy
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jako kardiovaskuldrni a neurodegenerativni onemocnéni, rakovina, diabetes mellitus, zanét,
virové infekce ¢i obezita (Prochazkova et al. 2011). U katechint se projevuji jak antioxidacni,
tak 1 prooxidacni aktivity. Antioxidac¢ni aktivita, ktera je zajiStovana predevSim mechanismem
vychytavani kyslikovych radikali, mtize byt vyrazné snizena glukuronidaci katechinti. DalSimi
mechanismy jsou chelatace iontti kovii a inhibice inducibilni syntasy oxidu dusnatého (Kim et
al. 2010; Lambert et al. 2007). Prooxidacni G¢inek katechinli je navozen zvySenim tvorby
hydroxylového radikalu a peroxidu vodiku v ptitomnosti Cu(Il) a Fe(IIll) (Sutherland et al.
2006). V pripadé¢ EGCG je prooxidacni efekt navic spojovan s jeho schopnosti navodit ztratu
membranového potencidlu u mitochondrii coz vede k mitochondrialni dysfunkci a zvySeni
intracelularnich koncentraci reaktivnich forem kysliku (Leon-Gonzalez et al. 2015).

Vyznamnym zdrojem katechinii jsou cajovnikové listy (Camellia sinensis). Podle
zpusobu zpracovani ¢aj délime na Cerny (fermentovany), zeleny (bez fermentace) a oolong
(¢astecné fermentovany). Nejvyssi obsah katechint je v zeleném ¢aji, nebot’ béhem fermentace
je ¢ast katechinl pfeménéna na theaflaviny a thearubiginy, které jsou zodpovédné za vyraznéjsi
chut’ a tmavou barvu ¢erného ¢aje (Khan a Mukhtar 2013).

Mezi nejvice zastoupené katechiny zeleného caje se fadi (—)-epigallokatechin-3-gallat
(EGCG), (—)-epigallokatechin, (—)-epikatechin-3-gallat a (—)-epikatechin. Zaroven jsou v Caji
pritomny flavonoly, pfedevsim kvercetin, kaempferol, myricetin a jejich glykosidy (Khan a
Mukhtar 2013). EGCG je nejvice zastoupenym katechinem v zeleném caji (50-80%
z celkového obsahu katechintl) a je povaZovan za hlavni latku, kterd je zodpovédna za vétSinu
pozitivnich ucinkl zeleného ¢aje na lidsky organismus (Khan et al. 2006; Misaka et al. 2013).

Katechiny podléhaji metylaci, glukuronidaci, sulfonaci a S$tépeni cyklu. Hlavnim
metabolitem EGCG je EGCG-4"-O-glukuronid, ktery se v lidském endoplazmatickém retikulu
tvoii predev§im pomoci UDP-glukuronosyltransferasy 1A1, 1A8 a 1A9. B&hem tvorby
methylovanych produkt katechinii hraje vyznamnou roli jejich koncentrace. Pfi nizkych
koncentracich EGCG v cytosolu produkuje katechol-O-methyltransferasa (COMT) predevSim
dimethylované produkty, zatimco pii vysokych koncentracich EGCG vznikaji pfevazné
monomethylované molekuly EGCG. Sulfonaci katechinli zeleného caje zajistuje
sulfotransferasa (SULT) 1A1 a ve stievé se na této katalytické reakci podili i SULT1A3.
Stépeni kruhu katechinii je zajistovano stievni mikroflorou. Aktivni eflux pomoci transportnich
proteind je limitujicim faktorem biologické dostupnosti a akumulace mnoha latek v bunkach.
Ukazalo se, Ze multidrug resistence-associated proteins (MRP), ATP dependentni efluxni

transportér, brani hromadéni EGCG v buiikéach (Lambert et al. 2007).
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Anthokyany
Anthokyany (Recky anthos = kvétina a kydneos = modra) jsou polyfenolické pigmenty

patiici mezi flavonoidy, kter¢ jsou zodpoveédné za Cerveno-oranzové az modro-fialové zbarveni
v rostlinnych organech jako plody, kvéty a listy. Anthokyany (glykosylovand podoba téchto
flavonoidid) v ptirod¢ prevladaji a jejich aglykony (anthokyanidiny) se volné vyskytuji jen
ziidka. Devadesat procent anthokyant, které se v prirod¢ vyskytuji, obsahuje ve své struktuie
jeden ze Sesti zakladnich anthokyanidini (obr. 3). Zdrojem anthokyana v nasi stravé jsou
predevsim bobule, jako jsou borivky, ostruziny, jahody, brusinky nebo hroznové vino.
Anthokyany slouzi jako alternativa za syntetickd barviva v potravinafstvi (Wallace a Giusti

2015).

Antholoyanidin R R:
Pelargonidin H H
Eyanidin OH H
Delfinidin OH OH
Malvidin Ol e OMe
Peonidin OAle H
Anthokyanidin Petunidin OMe OH

Obr. 3: Prehled zakladnich anthokyanidinii (uplaveno podle Lu et al. (2014))

Velké mnozstvi dikazii o blahodarnych tcincich flavonoidi na lidské zdravi vedlo
k velké popularité€ a rozsifeni potravnich dopliiki s jejich obsahem. Dopliiky stravy maji Casto
vysoké koncentrace extraktii ptirodnich latek nebo jednotlivych uc¢innych latek. Konzumace
takovychto pfipravki miize vést k ovlivnéni farmakokinetiky soucasné¢ podavanych léciv
(Fugh-Berman 2000), a tak mohou ptedstavovat pro pacienta i riziko. Z toho prameni potieba
dikladnéjsiho poznani téchto potravnich dopliki a jejich G€inkli na organismus.
Utinky flavonoidii a jejich mechanismy

Flavonoidy upoutaly pozornost pfedevsim svymi antioxidacnimi u¢inky. Byla u nich
vSak pozorovana celd fada dalSich pozitivnich efektl na lidské zdravi. Mechanismy nékterych
z téchto Gcinkil jsou popsany nize.
Antioxidacni ucinky

Zvysené hladiny volnych radikalti vedou k nerovnovaze v antioxida¢nich obrannych
mechanismech a k oxida¢nimu stresu. Néasledna smrt bun¢k se mize projevit jako poskozeni

tkané. Flavonoidy projevily celou tadu zdravi prospéSnych efektii jako antialergicky,

-----
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flavonoidd je spojeno s jejich antioxida¢nimi vlastnostmi, které¢ jsou zalozeny piedevsim
na vychytavani volnych radikali (Sangeetha et al. 2016).
Ucinky na centrdlni nervovy systém

Flavonoidy tuc¢inkuji na centrdlni nervovy systém nckolika rliznymi mechanismy.
Mohou se vazat na benzodiazepinové misto na GABA(A) receptoru, coz vede k uklidnéni,
anxiolytickému a antikonvulzivnimu efektu. Antidepresivni a antiparkinsonické uc¢inky jsou
flavonoidy zprostiedkovany inhibici monoaminooxidasy A nebo B. Bylo také prokazano,
ze neuroprotektivni G¢inky zprostiedkovavaji flavonoidy mirnénim oxidacniho stresu
aregulaci kinasové kaskddy a apoptdzy neurondlnich bun€k. Flavonoidy z Peltiphyllum
pelatum inhibovaly acetylcholiesterasovou aktivitu v 1é¢b¢ alzheimerovy choroby a baikalein
(izolovany ze Scutellaria baicalensis) brani poskozeni neurondlni tkané a zlepSuje kognitivné
behavioralni projevy (Sangeetha et al. 2016).
Kardiovaskularni systéem

Flavonoidy mohou zvysSovat uvoliiovani oxidu dusnatého v endotelu, coz vede
k relaxaci cév. Plisobi tedy jako antihypertensiva (Sangeetha et al. 2016).
Dyslipidémie

V experimentalnich modelech byly flavonoidy popsany jako protektiva
pii hepatosteatdze a dislipidémii. Snizuji syntézu a mohou zvysSovat oxidaci mastnych kyselin.
Diabetes

U mnoha flavonoidii byly popsany antidiabetické u€inky pro diabetes mellitus 2. typu.
Byla u nich prokézéana inhibice a-glukosidasy (enzym S$tépici glykosidickou vazbu sacharidi
ve stieve), glukdézovych transportért, glykace proteini a vzniku AGE ¢astic (advanced
glycation end products), které jsou zodpoveédné za pozdni komplikace diabetu. Pozitivni G€inky
flavonoidl byly pozorovany i v pfipadé diabetes mellitus 1. typu (inzulin-dependentni diabetes
mellitus) (Nicolle et al. 2011). Flavonoid kvercetin zlepSuje regeneraci Langerhansovych
ostrivkil pankreatu a tim zvysSuje uvolnovani inzulinu.
Protizanétlivé ucinky

Na tomto t¢inku flavonoida se podili antioxida¢ni G€inky, inhibice enzymu pro tvorbu
eikosanoidi a produkci zanétlivych mediatorti. Flavonoidy také mohou regulovat bunky
ucastnici se zanétlivé reakce jako jsou lymfocyty, monocyty, NK buiniky, makrofagy, neutrofily
a zirné bunky (Garcia-Lafuente et al. 2009).
Protinadorové ucinky

Riizné epidemiologické studie ukazaly, Ze flavonoidy maji pozitivni ti€inky proti mnoha

druhim nédorti jako napftiklad tlustého stfeva, prsu, plic, prostaty a slinivky. Na tomto efektu
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se podili vétsi mnozstvi mechanismt. Patfi mezi né inaktivace kancerogenll, zastaveni
bunécné¢ho cyklu, antiproliferativni ucinky, indukce apoptézy a inhibice angiogeneze
(Ravishankar et al. 2013; Romano et al. 2013).
Ucinky na dychact trakt
Antioxidacni, protizanétlivé, protialergické a antispastické ucinky ptispivaji k blahodarnému
efektu flavonoidi pii onemocnéni dychacich cest. Mnoho flavonoidd, jako naptiklad apigenin,
silibinin a wogonin, je také popsano jako moduladtory sekrece hlenu v dychacich cestach,
nebot’ mohou snizovat produkci mucinu (Romano et al. 2013).
Ucinky na travict trakt

Flavonoidy snizuji stfevni motilitu a pomahaji pfi prijmech, tlumi visceralni bolest
a zanét v oblasti stiev. Také se projevuji jako hepatoprotektivum a terapeuticky tcinek je jim
pfipisovan i pti zalude€nich viedech. Flavonoidy izolované z Hypericum erectum dokonce maji
schopnost inhibovat rist Helicobacter pylori, ktery se tadi mezi hlavni faktory vzniku
zalude¢nich viedii (Romano et al. 2013).
Estrogenni ucinky

V 1écbé postmenopauzalni osteoporézy se mimo jiné vyuzivaji také isofavony,
které jsou znamé svymi estrogennimi Uc¢inky. Studie ukazuji, Ze isoflavony zlepSuji ptiznaky
menopauzy, a to pfedev§im diky jejich strukturni a funkéni podobnosti se 17p-estradiolem
(Atmaca et al. 2008).
Dermatologickeé ucinky

Flavonoidy jsou v dermatologii pouzivdny primarné pro jejich antioxidacni,
protizanétlivé a zklidnujici G€¢inky na pokozku. Ptikladem miiZe byt hesperidin, ktery pomaha
pfi zanétlivych onemocnéni kiiZze navozenych UV radiaci (Moon a Kim 2012).
Antimikrobni a antiparazitické aktivity

VétSina flavonoidil je povazovana za zakladni antimikrobni slozky, pfedev§im to plati
pro isoflavony a prenylované flavonoidy. Mechanismus neni zatim plné osvétlen, ale bylo
prokézéno, Ze flavonoidy extrahované zrostlin jako Larrea tridentate, Erythrina caffra
a Melampyrum arvense maji antivirové, antibakteridlni a antiprotozoalni uc¢inky (Romano et al.

2013).

2.1.2 Terpeny a jejich u¢inky

Terpeny, nebo také isoprenoidy, jsou Sirokou skupinou uhlovodiki, které jsou
produkovany mnoha rostlinami a nékterymi zivocichy. Obecné je jejich nejvyssi koncentrace
v rostlinnych reprodukénich strukturach a listech v pribéhu kveteni a bezprostiedné po ném.

Terpeny jsou také hlavni slozkou rostlinnych pryskyfic (Paduch et al. 2007). V rostlinach
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ovliviiuji chut’ a viini, zastavaji funkce hormonii a membranovych lipidd, plisobi jako atraktanty
pro opylovace, ptipadné jako repelenty a zasahuji také do dychani a fotosyntézy (Humphrey a
Beale 2006). Ve vysoké koncentraci mohou byt terpeny toxické a stavaji se tak zbrani proti
byloZravetim a patogentim. Zivo¢isny cholesterol a steroly, stejné jako triterpeny a fytosteroly
jsou piimo zaclenény do stabilizace bunééné membrany a reguluji jeji permeabilitu. Terpeny
mohou existovat jako uhlovodiky nebo jejich struktura obsahuje navic kyslik ve formé
hydroxylové nebo karbonylové (ketonové ¢i aldehydové) skupiny. Latky vzniklé chemickou
modifikaci terpent jsou oznacovany jako terpenoidy (Paduch et al. 2007). Pfestoze chemicka
struktura terpentl je velice rozmanit, stejné jako jejich funkce, sestavaji jejich molekuly z jedné
zakladni jednotky, kterou je rozvétveny fetézec péti uhlikovych atomi (isopren). Podle poctu
izoprenovych jednotek terpeny délime na hemiterpeny (C5), monoterpeny (C10), seskviterpeny
(C15), diterpeny (C20), triterpeny (C30), tetraterpeny (C40), polyterpeny (>C40). Prekurzory
terpent isopentenyldifosfat (IPP) a dimethylallyldifosfat (DMAPP) mohou pii biosyntéze
vznikat dvéma cestami. Prvni z nich je mevalonatova cesta, ktera probiha v cytosolu bunék a
dochazi ptfi ni ksyntéze IPP zacetyl-CoA pies mevalonovou kyselinu a vznikly IPP
izomerizuje na DMAPP. Touto cestou vznikaji pfedev§im seskviterpeny a triterpeny. Druha
cesta oznaCovand jako Rohmerova, pyruvatova c¢i methylerythritolfosfatova, probiha
v plastidech, kde dochazi predevsim k syntéze monoterpentl, diterpent a tetraterpeni pies 1-
deoxy-D-xyluloso-5-fosfat. V tomto pfipad€ nedochézi k izomerizaci IPP na DMAPP, ale obé
jednotky vznikaji oddéleng. IPP a DMAPP jsou pomoci enzymu zvaného prenyltransferasa
spojovany za vzniku terpenti (Humphrey a Beale 2006; Cheng et al. 2007; Paduch et al. 2007,
Tholl 2015). V ptirod¢ se terpeny vyskytuji prevazné jako alkoholy a jejich glykosidy, ethery,
aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny a estery (Breitmaier 2006).
Hemiterpeny

Isopren samotny se ve volné formé v ptirodé nevyskytuje, avSak n¢kolik pétiuhlikatych
sloucenin s isopentanovou strukturou ano. Jednd se napiiklad o isovaleraldehyd,
1soamylalkohol, tiglovou kyselinu ¢i angelikovou kyselinu (Brielmann 1999).
Monoterpeny

Monoterpeny jsou soucasti mnoha rostlinnych silic, kterym dodavaji chut’ a viini. Své
uplatnéni nachazeji predevSim v potravindiském a kosmetickém pramyslu. Béznymi
alifatickymi monoterpeny jsou myrcen, geraniol a linalool. Mezi dalsi dobfe znamé zastupce

patii mentol, kafr, pinen a limonen (Brielmann 1999).
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Seskviterpeny

Zastupci seskviterpenti maji strukturu vychazejici ze tii izoprenovych jednotek a mohou
se vyskytovat ve formé acyklické, mono-, bi-, tri-, 1 tetracyklické. Podobné jako monoterpeny
1 seskviterpeny jsou povazovany piredevsim za vonné komponenty rostlinnych silic. Dilezitym
¢lenem této skupiny je farnesol, ktery ve formé pyrofosfatu je klicovym ¢lankem pfi biosyntéze
terpenoidit (Brielmann 1999). Mnoho seskviterpeni ma na lidsky organismus zajimavé
biologické ucinky a diky tomu jsou soucasti potravnich doplnkti. Seskviterpeny jsou casto
slozkou mnoha jidel a tradicni mediciny a znalost jejich osudu v organismu je tedy velice
dualezita. VSechny seskviterpeny prochazeji v organismu rozsahlou biotransformaci. Podléhaji
predevsim hydroxylaci, epoxidaci a glukuronidaci (Bartikova et al. 2014).

Seskviterpeny jsou velice lipofilni latky, které maji predpoklady pro modulaci
biotransformacnich enzymi. U né€kolika seskviterpentl izolovanych z kotent rostliny Curcuma
aromatica byla pozorovana schopnost inhibovat cytochrom P450. Takovéto ovlivnéni
vyznamného biotransformacniho enzymu muze vést k zavaznym Iékovym interakcim
(Bartikova et al. 2014). Seskviterpeny ochranuji buiniky pied oxida¢nim stresem nékolika
mechanismy: pfimé vychytavani RONS, chelatace kovovych iont, upregulace antioxida¢niho
ochranného systému a tlumeni zadnétu (Bartikova et al. 2014).

Kromé prospéSnych antioxidacnich vlastnosti maji seskviterpeny také schopnosti
oxida¢ni stres navozovat a chovaji se jako prooxidanty nebo maji dvoji roli, antioxidacni 1
prooxidacni za jistych fyziologickych ¢i patologickych podminek. Navozeni oxidacniho stresu
seskviterpeny provadéji generovanim reaktivnich kyslikovych radikali nebo inhibici
antioxida¢niho obranného systému. Nastésti se tyto ucinky projevuji piedev§im v nddorovych
bunkach nebo parazitech a v normalni tkani zlistava antioxidacni obrana nenarusena, nebo je
dokonce posilena. Lécivé rostliny poskytuji dilezity zdroj novych potencidlnich
protinadorovych 1é¢iv. U mnoha seskviterpent izolovanych z rostlin se projevuji protinddorové
schopnosti jako inhibice proliferace, indukce apoptozy, potlaceni angiogeneze, zpomalovani
metastazi nebo zlepSeni u€inku chemoterapie (Bartikova et al. 2014).

Diterpeny

Struktura diterpentt je zalozena na Ctyfech izoprenovych jednotkdch. Mezi jejich
zastupce patii cembren a retinal, ktery je zdkladnim chromoforem zahrnutym do pfemény svétla
na vizualni signal (Paduch et al. 2007).

Triterpeny
Triterpeny jsou tvofeny Sesti izoprenovymi jednotkami. Vyznamnym zastupcem je

napiiklad linearni triterpen skvalen, ktery je Siroce rozSifen v rostlinné 1 Zivoc€iSné fiSi.
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V nejvétsich koncentracich se vyskytuje v jatrech nékterych ryb, predevSim u Zraloka. Své
uplatnéni nasel predevsim v kosmetice (Paduch et al. 2007; Popa et al. 2015).

Tetraterpeny a polyterpeny

Osm izoprenovych jednotek tvoii tetraterpeny. Biologicky dulezité jsou lykopen
(v rajéatech) a karotenoidy, které¢ se hojné vyskytuji jako rostlinné pigmenty. Karotenoidy
mohou byt rozdéleny na zakladé jejich funkénich skupin do dvou skupin. Zastupci skupiny
karotenti jsou slozeny pouze z atomu uhliku a vodiku. Druhou skupinou jsou xantofyly, které
obsahuji aspon jednu kyslikovou funk¢ni skupinu (Grassmann 2005; Paduch et al. 2007).

Polyterpeny maji dlouhy fetézec tvofeny mnoha izoprenovymi jednotkami. Mezi
nejvyznamngéjsi zastupce patii ptirodni kaucuk (Paduch et al. 2007).

U¢inky terpenti

Jak jiz bylo zminéno, terpeny a terpenoidy mohou pomahat v prevenci a 1¢cbé nékolika
nemoci véetné rakoviny. Intenzivné studovanym zastupcem s témito ucinky je monoterpen D-
limonen a seskviterpen B-karyofylen oxid. Za hlavni mechanismus, jakym monoterpeny ptsobi
v protinddorové 1é¢be, je povazovano ovlivnéni post-translacni isoprenylace proteini
regulujicich bunécny riist, napiiklad inhibice post-translacni isoprenylace onkoproteinu p21,
ktery reguluje prenos signali a bunécny rist (Paduch et al. 2007). Bylo také prokazéano,
ze seskviterpeny a-humulen a B-karyofylen inhibuji nuklearni faktor kappa B (NF-xB), hlavni
regulator patogeneze zanétlivych onemocnéni a rakoviny. Dal§imi pozorovanymi mechanismy
jsou inhibice angiogeneze, metastazovani a invaze nddoru do okoli (Medeiros et al. 2007;
Salminen et al. 2008).

U mnoha terpenli byla pozorovana Uc¢innost proti gramnegativnim a grampozitivnim
bakteriim. Krom¢ téchto antimikrobnich Gi¢inkt prokazaly i antifungalni aktivitu. Mechanismus
tohoto ucinku je spojen predevSim s jejich lipofilnim charakterem. Ovliviiuji membranové
struktury, zvySuji membranovou fluiditu a permeabilitu, coZz vede az k naruseni dychaciho
fetézce. Antivirova aktivita terpenil neni jes$té plné€ objasnéna, ale naptiklad antivirova aktivita
isoborneolu je spojovana s jeho interakci s hydroxylovymi skupinami lipidi v membrané
obalujici virovou ¢astici (Paduch et al. 2007).

Antidiabeticky tc¢inek terpeni je nejlépe popsan na diterpenu steviolu a jeho gykosidu
steviosidu izolovanych z Stevia rebaudiana. Jejich antihyperglykemicka aktivita je spojena se
zvySenou glykolyzou a potlacenim glukoneogeneze. Steviosid ma navic ke svému
antihyperglykemickému uc¢inku i schopnost sniZzovat krevni tlak u potkani (Chan et al. 1998)

1 lidi (Hsieh et al. 2003).
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Dal$im z uc¢inkti, pro které jsou terpeny studovany je jejich schopnost usnadnovat
transdermalni penetraci. Jsou tedy vhodnymi kandidéaty pro dermélni aplikaci 1écivych latek
a to nejen diky usnadnéni vstfebavani, ale i diky tomu, Zze samy mohou zpiisobit pouze mirné

podrazdéni kiize a maji nizkou systémovou toxicitu (Bartikova et al. 2014; Paduch et al. 2007).

2.2 METABOLISMUS XENOBIOTIK

Vsechny organismy jsou neustale vystavovany cizorodym latkam, neboli xenobiotikiim,
které zahrnuji jak latky vyrobené, tak latky pfirodni. Mezi xenobiotika patii 1éky, primyslové
chemikalie, pesticidy, polutanty, alkaloidy, sekundarni rostlinné metabolity a toxiny
produkované plisnémi, rostlinami ¢i zivocichy. Vlastnosti, které xenobiotikim umoznuji
absorbci skrz kiizi, plice ¢i zazivaci Gstroji (pfedevsim jejich lipofilita) jsou piekazkou v jejich
eliminaci, nebot’ lipofilni latky mohou byt snadno reabsorbovény. Eliminace xenobiotik ¢asto
zavisi na jejich pfeméné na ve vodé rozpustné latky. Tuto konverzi, katalyzovanou enzymy
v jatrech a dalSich tkanich, zname jako proces biotransformace. Obecné jsou tedy vlastnosti
xenobiotik pfeménovany z lipofilnich (upfednostiiované pti absorbci) na hydrofilni (usnadnéni
exkrece moci a stolici). Bez biotransformace by lipofilni xenobiotika byla z téla exktretovana
tak pomalu, Ze by mohla zaplavit organismus a nasledné jej usmrtit (Parkinson 2001).

Eliminace xenobiotik neni jedinym vysledkem biotransformace. Xenobiotika projevuji
mnoho efektii na biologické systémy, at’ uz prospesnych ¢i Skodlivych. V mnoha ptipadech
chemicka modifikace xenobiotik v pribé¢hu biotransformace zménila jejich biologicky efekt.
Velkou dilezitost tento princip méa ve farmakologii, kde néktera léCiva musi projit
biotransformaci, aby se projevil jejich farmakodynamicky efekt. OvSem ve vétSiné ptipada
biotransformace ukoncuje farmakologicky ucinek 1é¢iv a snizuje toxicitu xenobiotik.

Enzymy metabolizujici xenobiotika (XME) hraji kli¢ovou roli v metabolismu, eliminaci
a detoxikaci xenobiotik a 1€k, kterym je nase télo vystaveno. Chrani tak télo pted potencidlné
Skodlivym ptisobenim xenobiotik z vnéjs$iho prostredi stejn¢ jako nékterych eobiotik (Xu et al.
2005). Reakce katalyzované biotransformacnimi enzymy jsou rozdéleny do dvou skupin, prvni
a druhd faze biotransformace. Reakce 1. faze biotransformace zahrnuji hydrolyzu, redukci
a oxidaci. Tyto reakce odhaluji nebo zavadéji funkéni skupiny do molekuly xenobiotika
(-OH, -NH>, -SH nebo -COOH) a vétSinou vedou pouze k mirnému zvyseni jejich rozpustnosti
ve vode. 2. Faze biotransformace zahrnuje glukuronidaci, sulfataci, acetylaci, methylaci
a konjugacni reakce s glutathionem a aminokyselinami (nej€astéj$imi jsou glycin, taurin
a glutamova kyselina). Kofaktory pro tyto reakce reaguji s funk¢nimi skupinami plivodni

molekuly xenobiotika nebo s t€mi, které byly vytvofeny béhem 1. faze biotransformace. 1. Faze
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biotransformace tedy nemusi vzdy nutné pfedchédzet fazi druhé. VétSina reakci 2. faze vede
k vyznamnému zvyseni rozpustnosti xenobiotika ve vod¢ a tim je exkrece cizorodé latky z téla

usnadnéna (Parkinson 2001).

2.2.1 Oxidace

Pti oxidaci xenobiotik se nejvice uplatiiuji monooxygenasy zahrnujici cytochromy P450
(CYP) a flavinové monooxygenasy (FMO). CYP jsou lokalizované piedevsim
v endoplazmatickém retikulu mnoha tkéni, kde se podili na hydroxylaci alifatického c¢i
aromatického uhliku, epoxidaci dvojné vazby, dealkylaci, oxidativni deaminaci, N-oxidaci, S-
oxidaci, dehalogenaci nebo oxidaci alkoholu. VSechny tyto reakce zahrnuji pocatecni krok
inkorporace jednoho atomu kysliku do struktury substratu (Gibson a Skett 2001). Jaterni
monooxygendzovy systém CYP (jinak také mixed function oxidase system — MFO) netvoii
pouze cytochrom P450, ale jeho soucésti jsou také NADPH cytochrom P450 reduktasa a
lipidovéa slozka phosphatidylcholin. Pro CYP je charakteristickd ptfitomnost hemoproteinu b
s porfyrinovym skeletem (protoporfyrin IX) s centralnim atomem Zeleza v oxidované podob¢.
Patym ligandem tohoto Zeleza je thiolatova sira cysteinu a protilehlym (Sestym) ligandem se
v pribéhu reakce stdva molekula kysliku.

Monooxygenace je zékladni reakce katalyzovanda CYP. CYP oxidace jsou
charakterizovany nasledujici reakei:

NADPH H + O, + RH — NADP" + H,O + ROH

CYP enzymy v jatrech katalyzuji pocatecni krok v biotransformaci xenobiotik vcetné
vetSiny 1é¢iv. Katalyzuji navazani atomu kysliku na molekulu substratu, ¢imz vétSinou
vzniknou hydroxylované nebo dealkylované metabolity. V lidském organismu je zndmo vice
jak padesat CYP isoforem a ty jsou dale klasifikovany do 17 rodin a 39 podrodin. Tato
klasifikace je zaloZzena na podobnosti v sekvenci aminokyselin. Proteiny, které se
v aminokyselinové sekvenci shoduji ve 40 % a vice jsou fazeny do stejné rodiny (znaceno
Cislici). Pfi shod€ vétsi jak 55 % jsou fazeny do stejné podrodiny (znaceno pismenem).
Jednotlivé Cleny podrodiny charakterizuje tfeti znak, kterym je cCislice (Anzenbacher a
Anzenbacherova 2001).

FMO, vyskytujici se ptfedevSim v jatrech, ledvinach a plicich, jsou monooxygenasy
obsahujici flavinadenindinukleutid (FAD). FMO jsou mikrosomalni enzymy katalyzujici
oxidaci nukleofilniho heteroatomu dusiku, siry nebo fosforu rozli¢nych xenobiotik. Savéi FMO
rodina obsahuje pét isoforem (FMOI1-5) a kazdd mé odliSnou substratovou specifitu. Kazda
FMO isoforma ma oblast bohatou na glycin, kde se nekovalentné vaze FAD. V blizkosti se

nachazi aktivni misto, které sousedi s druhou glycin-bohatou oblasti, kterd vaze NADPH.
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Narozdil od CYP vyuzivaji FMO jako kofaktor nejen NADPH, ale i NADH (piesto vSak
NADPH zustava preferovan). Mnoho reakci katalyzovanych FMO miize byt také katalyzovéano
pomoci CYP (Gibson a Skett 2001; Parkinson 2001).

2.2.2 Redukce

Xenobiotika obsahujici aldehydovou, ketonovou, disulfidovou, sulfoxidovou,
chinonovou, N-oxidovou, alkenovou, azo nebo nitro skupinu jsou ¢asto redukovany.
Enzymy redukujici karbonylovou skupinu

Redukce aldehydt, ketoni a chinonli je katalyzovdna enzymy redukujicimi
karbonylovou skupinu. Karbonylreduktasy jsou NAD(P)H dependentni enzymy ptitomné
v krvi a v buiikdch mnoha tkani (Matsunaga et al. 2006; Parkinson 2001). Tato skupina reduktas
s Sirokou substratovou specifitou byla rozdélena do tifi nadrodin, dehydrogenasy/reduktasy
s kratkym tetézcem (short-chain dehydrogenase, SDR), dehydrogenasy/reduktasy se stiedn¢
dlouhym fetézcem a aldo-keto reduktasy (AKR). Clenové SDR nadrodiny maji velice nizkou
podobnost v sekvenci, avSak jejich trojdimenzionalni struktury jsou si velice podobné. VSichni
¢lenové maji také zachovanu katalytickou tetradu Asn-Ser-Tyr-Lys (Matsunaga et al. 2006).

Rodina karbonylreduktas patii do nadrodiny SDR a dale se déli na Ctyfi typy, CBR1-
CBR4. Lidska CBR1 je monomerni NADPH-dependentni enzym, ktery katalyzuje
dvouelektronovou redukci exogennich i endogennich latek. Prostaglandin E2 je piikladem
endogenni latky, kterou CBR1 metabolizuje na méné aktivni metabolit. Mezi nejdulezité;jsi
substraty z fad 1éCiv bezesporu patii antracyklinova cytostatika doxorubicin a daunorubicin,
jejichz metabolity doxorubicinol a daunorubicinol (vznika alkoholové skupina na C-13) ztraci
protinddorovou aktivitu a jsou kardiotoxické (Gonzalez-Covarrubias et al. 2007).

AKR nadrodina je rychle se rozristajici skupinou NADPH-dependentnich
oxidoreduktas, které metabolizuji uhlovodiky, steroidy, prostaglandiny a dals$i aldehydy
a ketony xenobiotik i endogennich latek. Radi se do ni 15 lidskych proteintl, které jsou ¢lenény
do rodin AKRI1, AKR6 a AKR7. Nejvétsi skupinou je AKRI, kterd se dale déli
na aldehyd/aldosa-reduktasy =~ (AKR1A1l, @ AKRIBI, AKRIBIO a AKRIBIYS),
hydroxysteroiddehydrogenasy (AKR1C1, AKRIC2, AKRIC3 a AKRIC4), 5B-
steroidreduktasu (AKR1D1) a testis-specificky protein AKR1E2 (Malatkova a Wsol 2014;
Matsunaga et al. 2006).

NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy (NQO) jsou flavoproteiny, které katalyzuji
dvouelektronovou redukci chinonti na hydrochinony. Vyskytuji se v cytosolu a u savcii jsou
znamy dvé isoformy (NQO1 a NQO2). Dvouelektronova redukce katalyzovana NQO brani

jedno elektronové redukci chinonil prostfednictvim jinych chinonovych reduktas, ktera vede
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k tvorbé volnych kyslikovych radikali. Obé isoformy jsou indukovany jako soucést odpovédi

na oxidacni stres (Vasiliou et al. 2006).

2.2.3 Hydrolyza a hydratace

Savci maji mnoho hydrolytickych enzymi, které hydrolyzuji xenobiotika obsahujici
funk¢ni skupiny jako estery, amidy, thioestery, epoxidy, hydrazidy a karbaméaty (Gibson a Skett
2001; Parkinson 2001). Molekula vody mtize byt vazéna na substrat za soucasného rozstépeni
jeho molekuly (hydrolyza), nebo produktem zlistdva jedna molekula (hydratace) (Testa a Mayer
2003).

2.2.4 Glukuronidace

Glukuronidace je nejrozsifenéjsi z konjugacnich reakci u lidi a vétSiny savcu.
Glukuronidace vyZaduje kofaktor uridindifosfat-glukuronovou kyselinu (UDP-glukuronovou
kyselinu) a enzym UDP-glukuronosyltransferasu (UGT), ktera konjugaci katalyzuje. Mistem
glukuronidace je obvykle nukleofilni heteroatom (O, N nebo S) a vyslednymi produkty jsou
UDP a glukuronid. UGT je zakotvena v membrané endoplazmatického retikula jater a mnoha
dalsich tkani (Parkinson 2001).

Lidskd UGT nadrodina je ¢lenéna do ¢tyf rodin (UGT1, UGT2, UGT3 a UGTS),
pfi¢emz ¢lenové jednotlivych rodin vykazuji minimalné 40% homologii v jejich DNA sekvenci
(Jancova et al. 2010).

Velikost produktu glukuronidace urcuje cestu jeho eliminace. V piipadé metabolitl
vétsich nez 400 daltonil jsou vylu€ovany Zluci, a pokud je jejich velikost mensi, jsou piednostné
vylu€ovany moci. Vysokomolekularni latky, které jsou vylucovany ZIuc¢i a nasledné se
dostavaji do stfeva, se mohou stit substratem pro P-glukuronidasu, ktera hydrolyzuje
glukuronid za vzniku parentni latky, kterd mutze byt reabsorbovana. Tento kolob&h je
oznacovan jako enterohepatilni ob¢h a vede k prodlouzeni biologické dostupnosti léciv

(Gibson a Skett 2001).

2.2.5 Sulfonace

Sulfonace je hlavni konjugacni drahou pro fenoly, ale ¢asto probihd i u alkohold, aminti
a v mens$i mife u thiola (Gibson a Skett 2001). Sulfotransferasy (SULT) jsou nadrodinou
enzymt, které katalyzuji pfenos sulfonové skupiny -SO3 z donoru (vétSinou 3’-fosfoadenosin-
5’-fosfosulfat, PAPS) na xenobiotika a endogenni substraty. Syntézu PAPS katalyzuji dva
enzymy, ATP sulfurylasa a adenosin-5'-fosfosulfatkinasa (ATP kinasa), které jsou vysoce

konzervativni napti¢ vSemi organismy a jejich delece by byla letalni (Chapman et al. 2004).
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Sulfotransferasy jsou lokalizované piedevs§im v cytosolu jater a dale v ledvinach, stievé,
plicich, krevnich destickdch a mozku. Vzniklé sulfaty jsou velmi polarni, a tedy snadno
eliminovatelné (predevsim moci). Metabolity, které jsou vylu¢ovany zluc¢i, mohou byt ve stfeve
hydrolyzovany sulfatasami a podobné jako u glukuronidi se mohou dostat do enterohepatalniho

obéhu (Chapman et al. 2004; Parkinson 2001).

2.2.6 Konjugace s glutathionem

Glutathion (GSH) je znam jako protektivni latka, kterd télo chrani pred potencialné
toxickymi elektrofilnimi latkami. Mnoho 1é¢iv je metabolizovano enzymy prvni faze na silné
elektrofily a ty mohou reagovat s GSH na netoxické konjugaty. Seznam latek konjugovanych
s GSH zahrnuje epoxidy, alkeny, halo- a nitro- uhlovodiky, isokyanaty, a,-nenasycené ketony
a dalsi (Gibson a Skett 2001). GSH je tripeptid sloZzeny z glycinu, cysteinu a glutamové kyseliny
a na substrat se vaze pies siln¢ nukleofilni thiolovou skupinu cysteinu. Vzniklé GSH konjugaty
mohou byt vylouceny zluci, nebo jsou dale pfeménovany na derivaty kyseliny merkapturové
a nasledné jsou vylouceny moci (Jancova et al. 2010).

Konjugaci xenobiotika (pfipadné endogenni latky) s glutathionem katalyzuje
glutathion-S-transferasa (GST). Tento enzym je jednim z hlavnich detoxikacnich enzymu 2.
faze biotransformace a zaroven hraje dulezitou roli v ochrané bunék pfed oxida¢nim stresem.
GST jsou v burikach jater, ledvin, stfeva a dalSich tkéni (Jancova et al. 2010).

RozliSujeme dvé zdkladni nadrodiny GST. Do prvni fadime rozpustné dimerni enzymy
a druhou tvofi pravdépodobné trimerni struktury, které jsou membranoveé vazané (MAPEG,
membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism) (Gibson a Skett 2001;
Jancova et al. 2010). Nadrodina rozpustnych GST je rozdélena do osmi rodin znac¢enych jako
alfa, kappa, mi, omega, pi, sigma, theta a zeta. V lidském organismu najdeme pouze alfa, mi,
pi, kappa a theta. Vyskytuji se pfedev§im v cytoplazmé, ale pfitomny jsou také v jadru,

mitochondriich a peroxisomech (Jancova et al. 2010).

2.2.7 Metylace

Metylace je mén¢ béznou cestou metabolizace xenobiotik. Na rozdil od ostatnich reakci
2. faze biotransformace obecné sniZuje rozpustnost xenobiotik ve vodé a maskuje funkéni
skupiny. Vyjimkou v tomto pravidle je N-metylace xenobiotik obsahujicich pyridin (naptiklad
nikotin), kdy dojde k vytvoteni kvarteni amoniové soli a tim 1 ke zvySeni rozpustnosti ve vodé

(Parkinson 2001).
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Metylacni reakce jsou katalyzovany methyltransferasami, které jako kofaktor vyuzivaji
S-adenosylmethionin (SAM). L-methioninadenosyltransferasa katalyzuje syntézu tohoto
kofaktoru z L-methioninu a ATP (Gibson a Skett 2001).

Katechol-O-methyltransferasa (COMT) je zodpovédné za prenos methylové skupiny
ze SAM na katecholaminy. Tento enzym hraje klicovou roli v modulaci funkci, jakymi jsou
kognitivni funkce, kardiovaskularni funkce a vnimani bolesti. Substraty pro COMT nezahrnuji
pouze neurotransmitery jako noradrenalin, adrenalin a dopamin, ale také 1éCiva uzivana
pii 1écbe hypertenze, astmatu a Parkinsonovy choroby (Jancova et al. 2010). COMT je pfitomna
v sav¢ich buiikach ve dvou formach: rozpustna forma v cytoplasmé (S-COMT) a membranove
vazana (MB-COMT) v endoplazmatickém retikulu. S-COMT se vyskytuje pievazné v jatrech,
stieve a ledvinach, zatimco MB-COMT je nejvice exprimovana v oblasti centralniho nervového

systému (Jancova et al. 2010; Lachman et al. 1996).

2.2.8 N-acetylace

N-acetylace je hlavni cestou biotransformace xenobiotik obsahujicich aromaticky amin
nebo hydrazinovou skupinu. Xenobiotika obsahujici alifatické aminy jsou substraty pro N-
acetylaci jen vzacné. Podobné jako v ptipad¢ methylace, N-acetylace maskuje aminy a snizuje
tak jejich rozpustnost ve vodé€. N-acetylace xenobiotik je katalyzovdna N-acetyltransferasou
v pfitomnosti acetyl-koenzymu A jako kofaktoru. N-acetyltransferasa se vyskytuje
v cytoplazmé mnoha tkani, predev§im vSak v jatrech, gastrointestinalnim traktu, ledvinach

a plicich (Parkinson 2001).

2.2.9 Konjugace s aminokyselinami

Existuji dvé zakladni cesty, které vedou ke konjugaci xenobiotik s aminokyselinami.
Prvni a castéj$i z nich zahrnuje konjugaci xenobiotik obsahujicich karboxylovou skupinu
s aminoskupinou aminokyselin jako jsou glutamin, glycin a taurin. V tomto piipad¢ je nejdiive
potiebna konjugace xenobiotika s koenzymem A (katalyzovano acyl-CoA sythetasou). Vznikly
produkt pak reaguje s endogennimi aminy aminokyselin za vzniku konjugatt (katalyzovano N-
acyltransferasou). Druhou cestou je konjugace xenobiotik s aromatickou hydroxyaminovou
skupinou s karboxylovou skupinou aminokyselin jako serin nebo prolin. Tato cesta zahrnuje
aktivaci aminokyseliny pomoci aminoacyl-tRNA-synthetasy, kterd reaguje s aromatickym
hydroxylaminem za vzniku N-esteru (Parkinson 2001).

Konjugace s aminokyselinami je specialni formou N-acylace, kde je aktivovano 1é¢ivo

misto endogenniho kofaktoru (Gibson a Skett 2001).
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2.2.10 Transportni proteiny

Xenobiotika jsou béhem prvni a druhé faze biotransformace preménovana v méné
toxické a ve vod¢ vice rozpustné metabolity. Transportéry pak prendseji vzniklé latky pies
plazmatickou membranu, stejn¢ jako pies intracelularni membrany endoplazmatického
retikula, peroxisomt a mitochondrii a jsou tedy nezbytnou soucasti detoxikac¢niho procesu.
K nejvice studovanym patii P-glykoprotein, MRP transportéry (multidrug resistence associated
protein) nebo BCRP (breast cancer resistence protein). Vyskytuji se v mnoha tkanich, napiiklad
v jatrech, stieveé, ledvinach a mozku, kde vytvaii bariéru a hraji klicovou roli v absorpci,
distribuci a exkreci 1é¢iv. P-glykoprotein, MRP transportéry i BCRP vyuzivaji k transportu
substratu energii ziskanou z hydrolyzy ATP a fadi se tak mezi ABC transportéry (ATP binding
cassette). ABC transportéry jsou schopny pienaSet pies lipidové membrany velké mnozstvi
substratil, jako jsou aminokyseliny, kovové iony, cukry, lipidy ¢i xenobiotika (Dean et al. 2001;

Xu et al. 2005).

2.2.11 Modulace biotransformacnich enzymu

Délka a intenzita farmakologického ucinku podavanych 1éciv je pfedevSim dana
rychlosti jejich metabolizace, a proto ptipadné indukce ¢i inhibice biotransformac¢nich enzymi
mohou vést k zavaznym komplikacim terapie (Gibson a Skett 2001).

Indukce aktivity biotransformacénich enzymu vede k urychleni eliminace latek, které
jsou témito enzymy metabolizovany a podobné jako eflux latek zbuiky pomoci
transportérovych proteint, je dulezitym ochrannym mechanismem pted toxickymi latkami
ajejich kumulaci v organismu (Handschin a Meyer 2003). K indukci vede zvySeni genové
exprese a/nebo snizeni degradace hotovych enzymd, piipadné stabilizace jejich mRNA (tzv.
genoveé exprese je aktivace pomoci nuklearnich receptorti. Po navédzani ligandu na tyto
receptory dochazi ke spusténi kaskady, kterd vede ke zvyseni exprese danych genti. Receptor
pro aromatické uhlovodiky (AhR), orphan (sirotéi) receptory a glukokortikoidni receptor jsou
hlavnimi receptory transkripéni regulace biotransformacnich enzymu a transportéri a hraji
dalezitou roli v mnoha biologickych procesech (Shi 2007; Xu et al. 2005).

AhR je intenzivné studovanym nukledrnim receptorem, ktery je fazen do bHLH-PAS
(basic  helix—loop—helix/Per-Arnt-Sim) nadrodiny. Inaktivovany AhR se vyskytuje
v cytoplasmé v komplexu s chaperonovymi proteiny (HSP90, XAP2, p23). Jakmile se ligand
navaze na receptor, cely komplex se pfesune do jadra, kde se na néj navaze ARNT (AhR nuclear
translocator) protein. Chaperony jsou z komplexu uvolnény a heterodimer AhR/ARNT se vaze

na XRE (xenobiotics responsive element) sekvenci a zvysuje transkripci cilovych geni. AhR
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reguluje geny, které jsou zapojeny do velkého mnozstvi biochemickych procesti zahrnujicich
energeticky metabolismus, syntézu lipidi a cholesterolu, metabolismus xenobiotik a rizné
transportéry. Mezi AhR agonisty se fadi polycyklické aromatické uhlovodiky, halogenované
polycyklické uhlovodiky nebo nékteré flavonoidy (napt. kvercetin, apigenin a kamferol)
(Murray et al. 2014). Katechiny zeleného ¢aje jsou piikladem AhR antagonisti. EGCG se vaze
na chaperonové proteiny HSP9O0, stabilizuje komplex s AhR a brani tak vazbé na DNA
(Palermo et al. 2005).

Orphan nuklearni receptory byly objeveny na zaklad¢ prohledavani cDNA knihoven
a hledani podobnosti s iseky DNA jiz znamych nuklearnich receptort. Orphan receptory byly
tedy objeveny bez znalosti jejich fyziologickych ligandl, avSak oznaceni ,,orphan® pfetrvalo
1 po identifikaci téchto specifickych ligandi (Giguere 1999). Mezi orphan receptory fadime
napftiklad konstitutivni androstanovy receptor (CAR), pregnanovy nukledrni receptor X (PXR),
retinoidni X receptor (RXR), receptory aktivované proliferatory peroxisomt, jaterni X
receptory (LXR), nebo farnesoidni X receptor (FXR). V inaktivované form¢ se orphan
nuklearni receptor nachazi v cytoplasmé v komplexu s chaperonovymi proteiny a po navazani
ligandu se pfemisti do jadra, kde vytvoii heterodimer s RXR, navaZe se na promotorové oblasti
cilovych gent a spousti jejich transkripci. Nékteré nuklearni receptory (nejen ze zastupct
orphan receptortl) se na DNA mohou vazat jako monomery nebo homodimery (Giguere 1999).

PXR patii spolus CAR mezi orphan receptory, které vazi ligandy se steroidni strukturou
(Xu et al. 2005). PXR je exprimovan hlavné v jatrech a tenkém i tlustém strevé. Je dulezitym
regulatorem biologickych bariér, kde reguluje expresi biotransformacnich enzymi (napf.
CYP3A, CYP2C, UGT1A1, SULT) a transportéri (napt. P-glykoprotein a MRP2) (Gao a Xie
2010; Satsu et al. 2008). Znamymi aktivatory PXR zfad pfirodnich latek jsou napiiklad
hyperforin z tiezalky teCkované (Hypericum perforatum) (Moore et al. 2000) a diterpeny
obsazené v jinanu dvoulalo¢ném (Ginkgo biloba) (Satsu et al. 2008). Vzhledem k tomu, Ze pfti
aktivaci PXR se indukuje exprese CYP3A4, enzym katalyzujici pfeménu mnoha 1éciv, jsou pii
terapii danymi 1é¢ivy zminéné ptirodni latky kontraindikovany (Moore et al. 2000).

CAR je exprimovan piedevs§im v jatrech a v mensi mife i ve stievé. Reguluje expresi
enzymi prvni faze biotransformace (piredevSim CYP2B6, CYP3A4, CYP2C, CYP2A6,
CYP1A1, CYP1A2), konjugacnich enzyml (napi. UGT1Al, UGT1A6, UGT1A9, GST
a SULT) a transportérd (MRP, MDR1 a OATP1) (Yang a Wang 2014).

DalS$im mechanismem, stojicim za Ilékovymi interakcemi, je inhibice
biotransformacénich enzymu. Nejcastéji se jednd o vzajemné plsobeni soucasné podavanych

1é¢iv, ktera jsou substratem téhoz enzymu - jedno 1éCivo enzym inhibuje a tim se snizi
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biotransformace druhého lé¢iva. V fad¢ zdokumentovanych piipadii jsou ale danymi inhibitory
ptirodni latky, at’ uz flavonoidy, seskviterpeny nebo jiné.

Ptikladem je flavonoid likochalkon A (hlavni Gi€inna latka l€koftice), ktery siln€ inhibuje
nekteré CYP isoformy. VétSinou je typ inhibice plisobené likochalkonem A smiSeny,
ale v ptipadé CYP3A4 jde o kompetitivni inhibici (He et al. 2015). Pfi kompetitivni inhibici se
jak substrat, tak inhibitor vazi do aktivniho mista enzymu. Inhibitor toto aktivni misto blokuje
anedochazi k tvorb¢ produktu. Kompetitivni inhibitory jsou latky strukturné podobné substratu
a Casto se od nich 1isi v afinité¢ k danému enzymu.

Triterpen pristimerin (hlavni ucinnd latka rodu Celastrus) kompetitivné inhibuje
aktivitu CYP1A2 a CYP2C9, avSak aktivita CYP3A4 je timto triterpenem inhibovana
nekompetitivné (Hao et al. 2017). Nekompetitivni inhibitory se vaZi na jiné misto nez substrat,
ale znemoziiuji jeho vazbu na enzym zménou konformace ve vazebném misté.

Cilem inhibitord nejsou pouze enzymy, ale také transportéry. Piikladem toho je inhibice
efluxniho transportéru z fad ABC transportérti, P-glykoproteinu. Akompetitivn¢ je inhibovan
pusobenim demethoxycurcuminu, coz je polyfenol obsazeny v kurkumé (Curcuma longa)

(Teng et al. 2015).

2.3 ANTIOXIDACNI OBRANNY SYSTEM

Reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species) jsou Zivymi organismy
produkovany jako vysledek normalniho bun&éného metabolismu. Vykazuji Sirokou Skélu
biologickych tuc¢inkti od fyziologickych funkci (nejcastéji v nizkych koncentracich)
po poSkozovani bunéfnych komponent jako jsou lipidy, proteiny a DNA (pfi vysoké
koncentraci ROS). Pfi posunu rovnovahy oxidanty/antioxidanty ve prospéch oxidant
vznikd tzv. oxidacni stres, ktery se podili na rozvoji mnoha patologickych stavii véetné
rakoviny, neurologického poskozeni, aterosklerdzy, hypertenze, diabetu a astmatu. Kvili
reaktivni povaze ROS potiebuji zivé organismy ochranné mechanismy, aby si udrzely redoxni
homeostazu (Birben et al. 2012; Michiels et al. 1994; Yang a Lee 2015).

Mechanismy antioxida¢ni obrany organismu pisobi na n¢kolika trovnich. Primarni
antioxidanty zasahuji na urovni tvorby volnych radikalt. Proti vzniku ROS se uplatnuji
napf. transportni proteiny a chelatory ionti pfechodnych kovi, které stabilizuji ionty kovl
v redoxné inaktivnim stavu, a tim zabrafuji témto prvkim katalyzovat radikalové reakce.
Sekundéarni antioxidanty obstardvaji odstranéni jiz vzniklych volnych radikald. Mezi
sekundarni antioxidanty jsou fazeny enzymové antioxidanty a nizkomolekularni redukujici

latky (neenzymové antioxidanty). Terciarni antioxidanty jsou zaméfeny na opravy a eliminaci
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molekul poskozenych volnymi radikély. Do této skupiny patii napt. enzymy opravujici DNA
a proteolytické enzymy. Jednim z nejcastéjSich systémi klasifikace antioxidantd je rozdéleni

na enzymové¢ a neenzymov¢ antioxidanty (Birben et al. 2012).

2.3.1 Enzymové antioxidanty

Soucasti prvni linie obrany proti ROS jsou detoxikacni enzymy, predevSim

superoxiddismutasa (SOD), glutathionperoxidasa (GPx) a katalasa (CAT) (Birben et al. 2012).

2.3.1.1 Superoxiddismutasa

Superoxiddismutasa je jednim z hlavnich antioxida¢nich enzymu. Katalyzuje pfeménu

reaktivniho superoxidu na peroxid vodiku a kyslik:
20,7+ 2H" — 02 + H20;

Superoxidovy anion radikal ma redukéni 1 oxidacni vlastnosti, takZe pii dismutaci jedna
jeho molekula poskytuje elektron té druhé. U lidi existuji tfi formy: cytosolicka Cu/Zn-SOD,
mitochondridlni Mn-SOD a extracelularni SOD (EC-SOD). SOD pieméiuje O oxidaci
a redukci tranzitniho kovového iontu v aktivnim misté ping-pongovym mechanismem (Mates

et al. 1999).

2.3.1.2 Katalasa

Peroxid vodiku je produkovan plsobenim SOD nebo oxidasami, naptiklad
xanthinoxidasou. Pfeménu peroxidu vodiku na vodu a molekularni kyslik katalyzuje katalasa
(CAT) ¢i razné peroxidasy. Hlavni roli katalasy je ochrana bunék pied vysokymi
koncentracemi peroxidu vodiku. CAT je tetramerni enzym tvofeny Ctyfmi stejnymi
podjednotkami s hemovym jadrem v aktivnim misté (Birben et al. 2012). CAT je pfitomna
v peroxisomech, kde katalyzuje nésledujici reakci:

2 H,O; — 2 H,O + Oy

2.3.1.3 Glutathionperoxidasa

Glutathionperoxidasy (GPx) tvofi rodinu enzymil, které katalyzuji redukci peroxidu
vodiku a lipidovych hydroperoxidli (vznikaji pii peroxidaci membranovych lipidi)
v pfitomnosti redukovaného glutathionu jako donoru elektronii. U savcii byly nalezeny Ctyfi
hlavni selen-dependentni isoformy GPx. GPx1 (cytosolicka forma, metabolizuje H202) a GPx4
(katalyzuje pfeménu fosfolipidovych hydroperoxida) se vyskytuji ve vétSin¢ tkani. GPx2 se

nachazi na povrchu epitelidlnich bunék traviciho traktu, kde redukuje peroxidy v potravé. GPx3
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je jedinym c¢lenem GPx secernovanym do plasmy a je povazovdna za nejdulezitéjsi savci
extracelularni antioxida¢ni enzym (Birben et al. 2012). Dale byly v savéich buikach
identifikovany jesté dalsi dve isoformy, GPx5 a GPx6. Na rozdil od ostatnich isoforem postrada
GPx5 ve svém aktivnim misté selenocystein a je exprimovana v buitkach nadvarlete. GPx6 je
selen-dependentni a vyskytuje se pouze béhem embryonalniho vyvoje a v epitelu ¢ichovych
bunck dospélych jedincti (Margis et al. 2008). GPx1, 2, 3 a 6 jsou homotetramery, které
obsahuji seleno-cysteinovy zbytek v kazdé ze svych Ctyf podjednotek. GPx4 je monomerni
forma obsahujici rovnéz selenocystein v aktivnim centru, zatimco GPx5 je homodimer
s molekulou cysteinu v aktivnim misté obou podjednotek (Brigelius-Flohe a Maiorino 2013).
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0

Oxidovany glutathion (GSSG), ktery pii reakci vznikd, je redukovan zpét na GSH
pomoci glutahionreduktasy (GR). Tim je v bunikach udrzovan fyziologicky pomér GSH/GSSG
(Mates et al. 1999). GR je homodimerni flavoprotein, ktery k redukci GSSG vyuziva jako
kofaktor NADPH (Couto et al. 2016).

2.3.1.4 Dalsi enzymové antioxidanty

S likvidaci H2O» je spojovano i nékolik thiol-obsahujicich enzymi jako jsou
thioredoxinreduktasy (TrxR) nebo thioredoxinperoxidasy (Birben et al. 2012).

Do antioxida¢ni obrany organismu se zapojuje i GST. Tento konjugacni enzym
katalyzuje metabolismus xenobiotik, pfedev§im nenasycenych aldehydd, epoxida
a hydroperoxidia (Birben et al. 2012). Podrobnéji je tento enzym popsan v kapitole Konjugace

s glutathionem.

2.3.2 Neenzymové antioxidanty

2.3.2.1 Nizkomolekularni antioxidanty

Nizkomolekularni latky patii mezi neenzymové antioxidanty, piikladem takovych latek
jsou vitaminy (vitamin C a E), B-karoten, kyselina mocova a GSH. Tyto latky mizeme podle
rozpustnosti ve vod€ rozdelit na hydrofilni, lipofilni a amfifilni; podle plivodu potom
na endogenni a exogenni.

Vitamin C (kyselina L-askorbovd) zajist'uje intracelularni a extracelularni vychytavani
a redukci volnych kyslikovych radikalti. Askorbat také regeneruje oxidovany tokoferylovy
radikal zpét na tokoferol (vitamin E) a tim se nepfimo podili na vychytdvani lipofilnich
radikald. Vitamin C je kromé antioxidacni aktivity dileZzity pro vstiebavani Zeleza, biosyntézu

kolagenu a ucastni se téZ syntézy katecholamintl. Vitamin E (a-tokoferol) se fadi mezi vitaminy
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rozpustné v tucich a je zapojen piedevsim do obrany pted oxidacnim poSkozenim membran.
Vitamin E také pomaha stabilizovat atherosklerotické platy.

GSH se vyskytuje ve vSech bunécnych kompartmentech a je hlavnim ve vodé
rozpustnym antioxidantem. Do antioxidacni ochrany se navic zapojuje jako kofaktor
enzymovych antioxidantil, ucastni se pfenosu aminokyselin pfes bunéénou membranu a je
schopen redukovat tokoferolovy radikal (podobné jako vitamin C).

Lipofilni antioxidant B-karoten (patfi mezi rostlinné¢ pigmenty) je schopen reagovat
s peroxylovymi (ROO¢), hydroxylovymi (*OH) a superoxidovymi (O>") radikaly. Chrani kazi
pted poskozenim, které zptisobuje UV zafeni, nebot’ zhasi singletovy kyslik, ktery plisobenim
tohoto zafeni vznika.

Na vychytavani volnych radikalii se podili 1 fenolické latky rostlinného ptivodu, napft.
derivaty stilbenu (frans-resveratrol), fenolické kyseliny (derivaty kyseliny benzoové
a skoficové), nebo flavonoidy.

Kyselina mocova a bilirubin jsou endogennimi nizkomolekuldrnimi antioxidanty.
Bilirubin se Gi¢astni ochrany lipidové membrany pied peroxidaci a pomoci biliverdinreduktasy
a NADPH je vznikly oxidovany biliverdin redukovan zpét na bilirubin. Mezi nizkomolekularni
antioxidanty se fadi mnoho dal$ich latek, napt. ubichinon (koenzym Q10), kyselina a-lipoova,

nebo melatonin (Birben et al. 2012; Pisoschi a Pop 2015).

2.3.2.2 Vysokomolekularni antioxidanty

Na udrZeni redoxni homeostdzy a prevenci vzniku volnych radikali se podileji
endogenni proteiny, které vazi prechodné kovy v komplexu. Volné Fe(II) a Cu(I) ionty mohou
reagovat s peroxidem vodiku za vzniku vysoce reaktivniho hydroxylového radikalu (Fentonova
reakce). Ceruloplasmin je protein, ktery zajistuje oxidaci Fe(II) na Fe(Ill), které je nasledné
inaktivovano vazbou na néktery ze specifickych proteind. Fe(Ill) je takto vychytavano
a prenaSeno prostfednictvim transferinu (v plasmé), feritinu (ve stfevni sliznici a kostni dfeni)
a laktoferinu (v leukocytech). Vysokomolekularnimi antioxidanty jsou i proteiny, které
vychytavaji a vazi hemoglobin (haptoglobin) a hem (hemopexin), nebot’ funkéni forma zeleza
v nich vazand ma prooxidacni vlastnosti. Dal§im piikladem jsou metalothioneiny, coz je
skupina proteinti bohatych na cystein, které chelatuji ionty kovti (Vasak 2005). Albumin je
dal§im piikladem proteinu, ktery se vychytavanim iontii kovl podili na antioxidac¢ni ochrané

organismu.
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2.4 METODIKA
Zakladnimi metodami pouzitymi k analyze vzorki byly: stanoveni enzymové aktivity,

detekce specifickych proteinil a stanoveni exprese mRNA vybranych gen.

2.4.1 Stanoveni enzymové aktivity

Aktivity vybranych biotransformacnich a antioxida¢nich enzymt byly stanoveny
v subcelularnich frakcich prostiednictvim specifickych substrati v pfitomnosti potifebnych
kofaktorti spektrofotometricky, spektrofluorometricky nebo pomoci HPLC analyzy. Vysledky
byly vyjadieny jako specificka aktivita, tedy aktivita vztazend na hmotnost (mg) celkového

proteinu ve vzorku.

2.4.1.1 Enzymy prvni faze biotransformace

Metoda stanoveni aktivity jednotlivych isoforem CYP je zaloZena na pfidani substratu,
relativné specifického pro danou isoformu, tj. ethoxyresorufinu (CYP1A1, ¢asteéné CYP1A2),
methoxyresorufinu (CYP1A2, castecné 1A1), pentoxyresorufinu (CYP2B)
a benzyloxyresorufinu (CYP3A a CYP2B). V mikrosomalni frakci je po reakci detekovan
fluoreskujici produkt resorufin. Metoda byla upravena podle Price et al. (2000). Dalsi metodou
pro stanoveni aktivity CYP3A je HPLC detekce hydroxylovaného midazolamu (Elbarbry et al.
2009). Aktivita isoformy CYP2C9 byla stanovena spektrofluorimetrickou detekci 7-hydroxy-
4-trifluormethylkumarinu, produktu vznikajiciho z relativné specifického substratu 7-methoxy-
4-trifluoromethylkumarinu (Price et al. 2000).

Stanoveni aktivity AKR probihalo na zakladé prace Ohara et al. (1995). Sledovan byl
ubytek (AKR1A1), ptipadné ptirastek (AKR1C) koncentrace koenzymu NADPH (absorbance
pifi 340 nm). Pfi stanoveni AKR1A1 byl soucasti reakéni smési relativné specificky substrat
DL-glyceraldehyd a NADPH. V ptfipadé AKRIC reakéni smés obsahovala acenaftenol
a NADP".

Soucasti reakéni smési pro stanoveni aktivity CBR1 je menadion (substrat) a koenzym
NADPH. Podobné jako v ptipadé AKR1A1 byl spektrofotometricky pii vinové délce 340 nm
sledovan tibytek NADPH. Tato metoda vychazi z publikace Mate et al. (2008).

Aktivita NQO1 byla stanovena na zaklad¢é spektrofotometrického méfeni redukce
cytochromu ¢ pfi vlnové délce 550 nm a v ptitomnosti NADH. Tato metoda byla popsana

v publikaci Cullen et al. (2003).
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2.4.1.2 Enzymy druhé faze biotransformace

Stanoveni GST je zalozeno na metod¢ podle Ye a Zhang (2001). K cytosolu byl piidan
GSH (konjugacni ¢inidlo) a 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (substrat). Tvorba S-2,4-
dinitrofenylglutathionu (vznikly konjugéat) byla sledovéna jako ptirastek absorbance pti vinové
délce 340 nm.

UGT aktivita byla stanovena po 20 minutich inkubace mikrosomalni frakce (po
pfedchozi preinkubaci s detergentem) s p-nitrofenolem, UDP-glukuronovou kyselinou
a chloridem hofecnatym. Slepé vzorky byly inkubovéany bez ptitomnosti UDP-glukuronové
kyseliny. Reakce byla zastavena trichloroctovou kyselinou a po neutralizaci pomoci hydroxidu
sodného byla zmétfena absorbance pii 405 nm. Tato metoda vychézi z publikace Letelier et al.
(2005).

Za ucelem stanoveni aktivity SULT byla pouzita mirn¢€ upravena metoda podle Frame
et al. (2000). M¢feni bylo zaloZeno na tvorb& p-nitrofenolu z p-nitrofenylsulfatu. Soucasti
rekéni smesi je chlorid hofecnaty, 3’-fosfoadenosin-5"-fosfat, p-nitrofenylsulfat a 2-naftol.
Absorbance vzniklého produktu byla métena pii 405 nm.

Stanoveni aktivity COMT je zalozeno na HPLC detekci methylovaného norepinefrinu.
Tato metoda je podrobné popsédna v praci Aoyama et al. (2005).

Metody pro stanoveni enzymové aktivity SULT a COMT nebyly na naSem pracovisti

provadény a byly zavedeny aZ v ramci této disertacni prace.

2.4.1.3 Antioxida¢ni enzymy

Aktivita peroxidasy byla stanovena pomoci dvojice substrati pyrokatechol-anilin, ktera
slouzila jako vodikovy donor pro stanoveni aktivity peroxidasy. Anilin-pyrokatechol je
preménovan na riizove zbarveny produkt [4-(fenylamino)benzen-1,2-diol], jehoz ptirtstek byl
zaznamenavan spektrofotometricky pii vinové délce 510 nm (Rad et al. 2007).

Stanoveni aktivity GR je zaloZeno na pfeméné oxidovaného glutathionu (GSSQG)
na redukovany glutathion (GSH) za soucasné oxidace koenzymu NADPH (Bonilla et al. 2008;
Carlberg a Mannervik 1985). Spotieba NADPH je detekovana jako Ubytek absorbance pfi
vinové délce 340 nm

Metoda stanoveni aktivity GPx vychazi z metody pro GR. V pribéhu reakce
katalyzované GPx je GSH pfeméiovan na GSSG. Vznikly GSSG je prabézné redukovan zpét
na GSH pomoci GR. Tuto reakci doprovazi oxidace NADPH, coz je monitorovano
spektrofotometricky poklesem absorbance pfi vlnové délce 340 nm (Flohe a Gunzler 1984;

Handy et al. 2009).
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Pro stanoveni aktivity katalasy byl pouzit molybdenan amonny, ktery tvoti s H2O> zluty
komplex. Aktivita katalasy pak byla stanovena na zakladé poklesu absorbance pfi vinové délce
405 nm (Goth 1991).

Stanoveni TrxR aktivity je zalozeno na pfeméné 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové
kyseliny na 5’-thionitrobenzoovou kyselinu (TNB) za soucasné oxidace NADPH (Kuntz et al.
2007). Mnozstvi vznikajiciho TNB je zaznamenavano pomoci detekce piirtstku absorbance pfi
vlnové délce 412 nm.

Aktivita SOD byla stanovena pomoci SOD Assay Kit-WST (Dojindo Laboratories,

Tabaru, Japan) podle manudlu vyrobce.

2.4.2 Stanoveni koncentrace proteinii

Za ucelem stanoveni koncentrace proteinti byly pouzivany dvé metody. Prvni z nich je
tzv. BCA metoda, kterd je zalozena na reakci méd’natychiontl s proteiny v alkalickém prostiedi.
M¢dnaté ionty piechdzeji na méd’né, které v prostiedi s pH 10 tvoii stabilni barevné komplexy
s bicinchoninovou kyselinou (BCA). Intenzita zbarveni je pfimo umérna koncentraci bilkovin
a ve vzorku je stanovena jako absorbance pii vinové délce 562 nm (Smith et al. 1985).

Druhou metodou bylo stanoveni podle Bradfordové, které je zaloZzeno na vlastnosti
kyselého roztoku barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 zmé&nit po navéazani bilkoviny své
absorpéni maximum ze 465 nm na 595 nm. Intenzita zabarveni je pak pfimo Umeérna

koncentraci bilkoviny (Compton a Jones 1985).

2.4.3 Prikaz a semikvantitativni stanoveni proteini

Prvnim krokem pro stanoveni exprese proteint ve vzorku bylo jejich rozdéleni pomoci
elektroforézy na polyakrylamidovém gelu. Zahiivanim vzorku doslo k denaturaci proteind
a navazani molekul dodecylsulfatu sodného, ktery proteinu udélil zaporny ndboj ptimo tmérny
jeho molekulové hmotnosti. Po naneseni na polyakrylamidovy gel a jeho zapojeni
do elektrického pole byly molekuly rozdéleny podle velikosti jejich zaporného naboje, tj. podle
jejich molekulové hmotnosti.

Dalsim krokem byl Western blot, kdy byly separované proteiny pieneseny
na nitrocelul6zovou membranu pomoci Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad).
Metoda byla upravena podle Towbin et al. (1979). Membrana s navdzanymi proteiny byla
nasledné inkubovéana sroztokem primarni protilatky (specifickd pro sledovany protein)
apo omyti probchla dalsi inkubace sroztokem sekundarni protilatky (konjugovana
s peroxidasou). K detekci signalu byl pouzit chemiluminiscencni kit (Amersham Bio-sciences,

USA). Koncentrace jednotlivych proteinli byla standardizovana na -aktin.
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2.4.4 Kvantifikace mRNA

RNA byla izolovana pomoci TRI Reagent (Molecular Research Center, Cincinnati,
USA), coz je specifickd smes fenolu a guanidin isothiokyanatu, kterd umoziuje selektivni
izolaci celkové RNA (tRNA, mRNA, rRNA, microRNA) z malého mnozstvi tkani ¢i bunék.
Po homogenizaci tkané (pfipadné bun€k) byl do vzniklého homogenatu piidan chloroform.
Nasledné stoceni rozdélilo smés na vodnou a organickou fazi, pti¢emz RNA ziistdvala vyhradné
v horni vodné fazi. Pfidanim isopropanolu doslo k selektivnimu vysrazeni Cist¢é RNA.
Koncentrace a Cistota RNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci NanoDrop ND-1000
UV-Vis spektrofotometru (Thermo Scientific, Waltham, USA). Jednofetézcova cDNA
(complementary DNA) byla syntetizovana z 1 pg celkové RNA pomoci ProtoScript II reversni
transkriptasy (NEB, Ipswich, UK) a ndhodnych hexameri. qPCR analyza byla provedena
na QuantStudio 6 termocykléru (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) za pouziti qPCR Core kitu pro Syber Green I (Eurogentec, Seraing, Belgium) a ru¢né
navrzenych primert. Kalkulace byly zaloZeny na “Delta-Delta Ct metod&” (Livak a Schmittgen

2001).
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem mého doktorského studia bylo sledovani u¢inku vybranych ptirodnich
latek na aktivitu a proteinovou 1 genovou expresi vybranych biotransformacnich

a antioxida¢nich enzymi v riiznych modelovych systémech.
Mezi dil¢i cile pattilo:

e Sledovat casovou zavislost zmény jednotlivych parametrti (aktivita, proteinova
a genova exprese) stanovovanych pii indukcénich studiich a urcit jejich vzajemnou

korelaci.

e Studovat modula¢ni UCinky jednotlivych katechini a extraktu zeleného Ccaje

na biotransformacéni enzymy v bunééné linii Caco-2.

r

e Studovat modula¢ni G¢inky vybranych seskviterpenti na aktivitu a genovou expresi

biotransformac¢nich enzym in vitro a in vivo.

e Studovat modula¢ni G€inky brusinkového extraktu na aktivitu a proteinovou expresi

biotransformac¢nich enzymu u potkana in vivo.

e Studovat uc¢inky brusinkového extraktu na antioxidaéni enzymy in vivo u normalnich

mys$i a mysi s navozenou obezitou.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 CASOVA ZAVISLOST ZMEN AKTIVITY A PROTEINOVE A GENOVE EXPRESE
BIOTRANSFORMACNICH ENZYMU

Studium modulaéniho Gc¢inku 1é¢iv ¢i jinych xenobiotik na biotransformacéni enzymy je
bezpochyby velice dilezit¢ predevsim pro moznost vzdjemnych interakci. U mnoha studii
provadénych za timto ucelem je pouze jeden inkubacni interval, coz je také v doporucenich
ufadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro induk¢ni studie (Huang a Stifano 2006). Nejvetsi
vypoveédni hodnotu z pohledu farmakologickych a toxikologickych studii ma soucasné
sledovéani aktivity a hladin mRNA a proteinu dan¢ho enzymu. Piesto vSak z metodickych
a ekonomickych divodia ptevladaji studie sledujici pouze jeden, pifipadné dva z téchto
parametrii (Richert et al. 2009).

V nasi studii jsme stanovili specifickou aktivitu a proteinovou a genovou expresi tii
biotransformacnich enzymi regulovanych ptes AhR a sledovali jsme prubeh indukce navozené
modelovym induktorem B-naftoflavonem (BNF) ve tiech (v pfipadé mRNA ctytech) casovych
intervalech. Modelovym systémem byly izolované potkani hepatocyty ovlivnéné BNF
v koncentraci 10 uM. Inkubace byla ukoncena po 4, 12 a 24 hodinach, v ptipadé stanoveni
exprese mRNA byl pfidan interval 2 hodiny. Sledovanymi enzymy byl cytochrom P450
(CYP1A1/2), glutathion-S-transferasa alfa (GSTA) a NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa 1
(NQO1).

V ptipadé CYP1A1/2 byl u vSech parametrti dobie patrny pozvolny nartist ziskanych
hodnot. Hladina mRNA se zvysila z 11 ndsobku (po 2 hodinach) na 103 nésobek (po 24
hodinach) kontroly. Koncentrace proteinu CYP1Al byla po 24 hodinich osmindsobna
a proteinu CYP1A2 pétindsobna. Aktivita CYP1A1/2 byla mirn€ zvySend jiZ po 4 hodinach
a dale rostla, pfestoze v dalSich Casovych intervalech nebyla v kontrolnich vzorcich jiz
detekovana. Z vysledkl je patrné, ze CYP1A induktory jsou sndze odhalitelné, nebot’ staci
sledovat jeden parametr a jeden ¢asovy interval v rozmezi 4-24 hodin pro jejich detekci.

NQO1 specifickd aktivita s Casem postupné nartistala, avSak hladina mRNA byla
nejvyssi po dvou hodinach inkubace s BNF (16 ndsobek kontroly) a v dalSich ¢asovych
intervalech doslo k jeji postupné degradaci az na petinasobek kontroly (po 24 hodinach). NQO1
protein byl po 4 hodinach mirné zvySen (180 % kontroly) plisobenim BNF a jeho koncentrace
se vyznamn¢é neménila po celou dobu trvani experimentu.

Odezvou GSTA aktivity na BNF po 4 hodinach bylo jeji snizeni na 65 % aktivity

kontroly. V pritbéhu experimentu doslo k jejimu pomalému zvySovani az na 76 % aktivity
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kontroly po 24 hodinédch. Po 2 hodinach byla hladina mRNA GSTA zvysena, avSak v dalSich
casovych intervalech byla srovnatelnd s kontrolnimi hodnotami. Mnozstvi GSTA proteinu
v ovlivnénych hepatocytech se od kontrolnich vyznamné neliSilo v zadném z Casovych
intervali. Inhibi¢ni reakce GST na pisobeni BNF neni tak ptekvapiva vzhledem k tomu, ze se
na regulaci GST podili vice mechanismii (Higgins a Hayes 2011) a byla jiz pozorovana
v bunééné linii HepaRG (Brauze et al. 2017).

U kazdého ze sledovanych enzymii byla pozorovana odlisna odezva na ptisobeni BNF
a prekvapivé 1 rozdilny vztah mezi aktivitou a proteinovou a genovou expresi, piestoze jsou
vSechny enzymy regulovany pfes AhR. Ziskané vysledky jasné ukazuji, ze pouziti pouze
jednoho casového intervalu a/nebo pouze jednoho z parametri miize vést k nespravné
interpretaci vysledkd.

Podrobnosti jsou uvedeny v piiloze 1.
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4.2 KATECHINY ZELENEHO CAJE A AKTIVITA KONJUGACNICH ENZYMU IN
VITRO

Katechiny zeleného caje, podobné jako mnoho dalSich pfirodnich latek, se diky svym
pozitivnim u¢inkliim na lidské zdravi vyskytuji v mnoha dopliicich stravy. Avsak jejich
konzumace ve vysokych davkach mize vést k modulaci aktivity biotransformacnich enzymu
a nasledné¢ k farmakologickym komplikacim. Z tohoto diivodu jsme se rozhodli ke zhodnoceni
jejich vlivu na hlavni konjugaéni enzymy.

Caco-2 bunéfnd linie (odvozena od lidského epitelidlniho kolorektalniho
adenokarcinomu) byla pouzita jako stfevni model naddorovych bun€k (proliferujici forma)
amodel enterocytim podobnych bunék (diferencovand forma). Pomoci MTT testu a testu
s neutralni Cerveni byla stanovena viabilita bunék po inkubaci s extraktem ze zelen¢ho cCaje
(GTE) a jeho hlavnim katechinem EGCG v koncentracnim rozmezi 0-12,5 pg/ml. Na zakladé
ziskanych vysledki byly bunky inkubovany 24 a 96 hodin s EGCG a GTE
v netoxickych koncentracich 1 a 5 pg/ml. V ziskanych vzorcich byla stanovena aktivita
a exprese mRNA GST, UGT, SULT a COMT.

GTE ani EGCG neovlivnily v Caco-2 bunééné linii mRNA hladiny zadného
z vybranych konjuga¢nich enzymii. SULT aktivita nebyla inkubaci s katechiny signifikantné
ovlivnéna a aktivita UGT nebyla v mikrosomalnich frakcich detekovana viibec. Aktivita GST
byla vybranymi latkami v obou koncentracich zvySena pfiblizn€ o 30 % po 96 hodinové
inkubaci s diferencovanymi buiikami. Tento efekt byl jiz pozorovan v jinych modelovych
systémech (Kanwal et al. 2014; Maliakal et al. 2001; Matouskova et al. 2014; Pandey et al.
2010) a je povazovan za jeden z mechanismi, kterymi katechiny chrani bunky pted jejich
oxidativnim poskozenim (Chow et al. 2007). EGCG a GTE naopak snizovaly aktivitu COMT
v diferencovanych Caco-2 bunkdch po 24 hodinach. Tento efekt vSak neni povazovan
za zadouci v enterocytim podobnych buiikach, vzhledem k tomu, Ze COMT chrani buniky pred
toxicitou chinont, které z katecholil jinak vznikaji. Vyjimkou je terapie Parkinsonovy choroby,
kdy inhibice COMT aktivity zvySuje biologickou dostupnost levodopy, kterd je jinak timto
enzymem metabolizovana (Chen et al. 2005).

Podrobnéji jsou podminky studie a ziskané vysledky popsany v ptiloze II.
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4.3 LINEARNI SESKVITERPENY A AKTIVITA BIOTRANSFORMACNICH ENZYMU
IN VITRO

Seskviterpeny jsou sekundarnimi metabolity rostlin, které se ve stravé objevuji,
ale pfedevsim jsou pfijimany prostfednictvim potravnich doplitkit nebo v tradicni medicing.
Cilem této in vitro studie bylo porovnani potenciondlnich modulac¢nich u¢inkti vybranych
acyklickych seskviterpent: trans-nerolidolu (TNER), cis-nerolidolu (CNER) a farnesolu
(FAR) na aktivity hlavnich biotransformacnich enzymu v lidskych a potkanich jatrech.

Aktivity byly stanoveny v subcelularnich frakcich prostfednictvim specifickych
substrati v pfitomnosti potiebnych kofaktorti spektrofotometricky, spektrofluorometricky
a pomoci HPLC analyzy. Nejdtive probéhlo ovéreni mozného inhibi¢niho vlivu CNER, TNER
a FAR (v koncentraci 100 puM) na aktivity vybranych karbonyl-redukujicich enzymu
(AKR1A1, AKRI1C, CBR1, NQOLI), konjugacnich enzymti (SULT, GST, UGT) a cytochromt
P450. Nasledné byla provedena inhibi¢ni studie vybranych isoforem CYP v pfitomnosti
specifického substratu a seskviterpent v koncentraénim rozmezi 0-100 uM.

Ze vSech testovanych enzymi, byla inhibice aktivity pozorovana pouze u CYP1A
(substrat ethoxyresorufin) a CYP2B/3A (substrat benzyloxyresorufin). Inhibice se projevila
v lidskych 1 potkanich jaternich mikrosomech a to pisobenim vsech tii studovanych
seskviterpenl. V pifipadé inhibice CYP2B/3A byly ziskané hodnoty ICso sledovanych
seskviterpenti podobné, avSak v lidskych mikrosomech byly mirné nizsi (1,3-2,4 uM) nez
v potkanich (4,4-6,4 uM). Inhibi¢ni efekt seskviterpenti byl dokonce jeste silngjs$i neZ inhibice
navozend ketokonazolem (modelovy inhibitor CYP3A4). Kinetickou studii, provedenou
s TNER, bylo zjisténo, Ze inhibice CYP2B/3A byla jak v lidskych, tak i potkanich
mikrosomech nekompetitivni. Vzhledem k tomu, Ze CYP3A4 je jednim z hlavnich enzymu
metabolizujicich 1éCiva, miize souCasné podavani seskviterpenti vést k nebezpecnym
interakcim.

Inhibi¢ni ucinek seskviterpeni na CYPIA nebyl tak vyrovnany jako v ptipadé
CYP2B/3A anebyl ani tak silny jako v ptipadé modelového inhibitoru a-naftoflavonu. Lidska
CYPI1A byla pisobenim TNER inhibovana kompetitivné, zatimco u potkani CYPIA byla
inhibice nekompetitivni. Pozorovana inhibice CYP1A piedstavuje pozitivni efekt, nebot’
za katalyzy CYP1A dochazi ktvorbé toxickych a kancerogennich metaboliti
z enviromentalnich polutantii (Ma a Lu 2007).

Podle vysledkd inhibi¢ni studie byly vybrany pro stanoveni hodnoty ICso 1 dalsi
isoformy CYP clovéka (CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EI1

a CYP3A4/5). Pozorovand inhibice vSak byla velmi slabd, nebo se neprojevila viibec.
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Piekvapiva byla pfedevSim slaba inhibice v pfipadé CYP3A4/5 pii pouziti midazolamu
a testosteronu jako substratu, nebot’ jsou oba relativné specifické pro CYP3A4.

Na zéklad¢ vysledkt této studie miizeme fici, Ze citlivost biotransformacnich enzymu
na seskviterpeny je podobna v potkanich 1 lidskych jatrech a potkani by tedy mohli byt

vhodnym modelem pro hodnoceni interakce 1é¢ivo-seskviterpen in vivo.

fv v
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4.4 CYKLICKE SESKVITERPENY A AKTIVITA BIOTRANSFORMACNICH ENZYMU
IN VITRO

Seskviterpeny, hlavni obsahové latky rostlinnych silic, jsou Casto uzivany v tradi¢ni
medicing a jako potravni dopliiky. V nasi studii jsme se zaméfili na cyklické, Siroce rozsirené
seskviterpeny B-karyofylen (CAP), jeho isomer a-humulen (HUM) a B-karyofylen oxid (CAO).
Cilem bylo stanovit pfipadné inhibi¢ni G¢inky téchto tii latek na aktivity hlavnich enzymu
metabolizujicich xenobiotika. Zvolenym in vitro modelem byly lidské a potkani subcelularni
frakce, které byly inkubovany s CAP, CAO nebo HUM v pfitomnosti specifickych substrati
a kofaktorti sledovanych enzymii.

V prvni fazi experimentu probéhlo ovéfeni inhibi¢niho ucinku na vybrané CYP
isoformy, karbonyl-redukujici enzymy a konjugaéni enzymy. Pouzitd koncentrace
seskviterpenti byla 100 uM. Vliv seskviterpenti byl pozorovan pouze u CYP1A (substrat
ethoxyresorufin) a CYP2B/3A (substrat benzyloxyresorufin).

S ohledem na vysledky inhibi¢ni studie byla stanovena hodnota ICso pro inhibované
formy CYP. Inhibice CYP1A zprosttedkovana CAP, CAO 1 HUM se ukézala jako pouze mirna,
avSak inhibice CYP2B/3A byla velmi silnd s ICsp v rozmezi pfiblizné 2-5 uM. V lidskych
hepatocytech byla aktivita CYP2B/3A plisobenim CAO inhibovéna se stejnou intenzitou jako
modelovym inhibitorem ketokonazolem.

Mechanismus, kterym CAO inhibuje enzymovou aktivitu, byl stanoven pro CYP1A
a CYP2B/3A v lidské 1 potkani mikrosomalni frakci. Kineticka studie ukazala, ze v ptipadé
lidské CYP1A je inhibice navozena CAO kompetitivni, zatimco potkani CYP1A CAO inhibuje
nekompetitivng. Nekompetitivni inhibice byla pozorovdna i v pfipadé¢ potkani a lidské
CYP2B/3A.

Silny inhibi¢ni uc¢inek seskviterpenti byl podnétem pro stanoveni hodnot ICso i pro dalsi
vyznamné lidské isoformy CYP (CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2CI19,
CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4/5). Nejsiln€jsi inhibice (ICso 20 pM) byla pozorovéana pfi
pouziti midazolamu jako substratu (CYP3A4) a CAO jako inhibitoru.

Metabolismus mnoha 1é¢iv probihéd ptes CYP3A4. S ohledem na tento fakt je inhibice
tohoto enzymu navozena seskviterpeny urcitym rizikem a mohla by vést k ovlivnéni
farmakokinetiky soucasné uzivanych 1é¢iv. Pfi pohledu na vysledky ziskané z lidskych
a potkanich subcelularnich frakei, miiZzeme potkany oznacit za vhodny in vivo model pro dalsi
testovani ptipadnych interakci seskviterpeni s 1é¢ivy.

Podrobnosti jsou obsahem ptilohy IV.
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4.5 SESKVITERPENY B-KARYOFYLEN OXID A TRANS-NEROLIDOL A
BIOTRANSFORMACNI ENZYMY IN VIVO

Soucasti rostlinnych silic jsou seskviterpeny, populdrni bioaktivni latky s pozitivnim
efektem na lidské zdravi. ZvySeny zajem o konzumaci potravnich doplikt s témito latkami
zvySuje pottebu poznani jejich ptipadnych modulacnich Uc€inku na biotransformacni enzymy.
Za ucelem ziskani komplexnich dat jsme provedli in vivo studii, ve které byla mySim podéana
davka CAO nebo TNER v koncentraci 50 mg/kg. Mysi byly usmrceny po 6 a 24 hodinach
a byla jim odebrana jatra a stfevo, kde byla stanovena aktivita a mRNA exprese vybranych
enzymi prvni a druhé faze biotransformace xenobiotik. Aktivity byly stanoveny
spektrofotometricky, pfipadné spektrofluorometricky prostfednictvim specifickych substrat
a kofaktori a hladiny mRNA byly stanoveny metodou kvantitativni real-time PCR.
Mezi sledované enzymy pattily cytochromy P450 isoformy CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B,
CYP3A, CYP2C9, dale karbonyl-redukujici (CBR1/3, NQO1, AKRIAl1l a AKRIC)
a konjugacni (GST, UGT a SULT) enzymy. Hladiny mRNA byly stanoveny pouze v pifipadé
detekce zmény v enzymové aktivité.

Oba seskviterpeny zvysily aktivitu CYP v jaternich i stfevnich mikrosomech. Aktivity
CYP2B a CYP3A byly v jatrech obéma seskviterpeny zvyseny vice nez dvojnasobn¢ a aktivity
CYPIA1 a CYP2C byly zvySeny pouze mirng€. Ve stievé byla nejvice indukovana aktivita
CYP2C a aktivita CYP1AI a CYP1A2 nebyly detekovany viibec. Ve stievé i1 v jatrech byly
hladiny mRNA vybranych isoforem CYP zvySeny, coZ koreluje s vysledky ziskanymi
stanovenim aktivit. Vzhledem k indukci CYP aktivity, mohou v podminkach in vivo CAO
a TNER ovlivnit biodostupnost, toxicitu a i€¢inek souc¢asné podanych 1é¢iv €i jinych xenobiotik.
Utinek CAO a TNER na enzymy redukujici karbonyl a chinon v mysim stievé byl pozorovan
pouze u NQOI, jehoz aktivita byla inhibovana po 6 1 24 hodinach od podani seskviterpenti. Ve
stitevé stanovena hladina mRNA NQOI1 se ovSem v ovlivnénych vzorcich neliSila od hladin
kontrolnich. V jatrech bylo sniZzeni NQO1 aktivity patrné pouze po 6 hodinach po podani CAO.
V jatrech se po 24 hodinach projevilo mirné zvySeni aktivity AKRIC a CBR1/3. Aktivita
vybranych konjugacnich enzyma (GST, SULT, UGT) nebyla ovlivnéna. Pouze SULT byla
v jatrech mirn€ zvysena po podani TNER.

Ze ziskanych vysledkd je patrné, Ze navzdory obecné piedstavé o bezpecnosti
pfirodnich latek, mohou byt tyto latky biologicky aktivni a jejich konzumace muze pfinaset
jista rizika.

Detailnéji je cela studie popsana v ptiloze V.
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4.6 BRUSINKOVY EXTRAKT A AKTIVITA A EXPRESE BIOTRANSFORMACNICH
ENZYMU

Potravni doplitkky a dzusy z brusinky velkoplodé (Vaccinium macrocarpon) jsou
v dnesni dobé Siroce rozsifené a asto konzumované diky jejich pozitivnimu dopadu na lidské
zdravi, predevS§im jako podpora terapie infekce dolnich cest mocovych, dale pro jejich
protinadorové a antioxida¢ni ucinky. Plody brusinek obsahuji vedle vitaminu C, také vysoké
koncentrace anthokyanind, flavonoll a proanthokyanidint (Dao et al. 2012).

V nasi in vivo studii byl potkantim p. o. podavan standardizovany brusinkovy extrakt
CystiCran® (1,6 mg anthokyanidinii a 36 mg proanthokyanidinii v jedné tableté) ve dvou
schématech. Prvni skupiné potkani bylo podavéano 14 dni 0,5 mg proanthokyanidini/kg/den
(coz u lidi odpovida jedné tablet¢ denné) a druhd skupina dostala jednordzové 1,5 mg
proanthokyanidini/kg/den (coz u lidi odpovida tirem tabletam). V jaterni tkani a mukoze
tenkého stieva byla stanovena aktivita a exprese vybranych biotransformacnich enzymu:
cytochrom P450 (CYP1A1, CYP1A2, CYP2B and CYP3A), CBR1, GST a UGT.

V mikrosomalni jaterni frakci bylo po 14-ti dennim podéavani brusinkového extraktu
pozorovano zvyseni aktivity 7-ethoxyresorufin-O-deethylasy (EROD; CYPlA) a 7-
benzyloxyresorufin-O-dearylasy (BROD; CYP2B/3A). Jednorazové podani brusinkového
extraktu nemélo na aktivitu CYP statisticky vyznamny efekt. Ve stfevni mukdze nebyla aktivita
CYP detekovana ani v kontrolnich vzorcich.

Brusinkovy extrakt v obou davkovacich schématech zvysil specifickou aktivitu CBR1
v jatrech atenkém stfevé potkana, aCkoliv pouze zmény v cytosolu jater byly statisticky
vyznamné. Specifické aktivity konjugacnich enzymi UGT a GST v jatrech potkana byly
zvySeny jednorazovym i dlouhodobym podavanim brusinkového extraktu, pfiCemz narist
aktivity UGT byl vyraznéjsi (pfiblizné o 50 %). V tenkém stievé nebyla UGT detekovéana
a aktivita GST zistala nezménéna. V pfipadé zmény aktivity enzymu, byl odpovidajici protein
kvantifikovan pomoci metody Western blot. V hladin€ proteinti zddného z enzymi nebyla
pozorovana statisticky vyznamna zména vici kontrole.

Vzhledem k pouze mirnému ovlivnéni aktivit biotransformacénich enzymd, se riziko
interakei pii sou¢asném podavani 1€€iv nejevi jako zdvazné.

Podrobné;i je tato in vivo studie popsana v ptiloze VI.
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4.7 BRUSINKOVY EXTRAKT A ANTIOXIDACNI OCHRANA U OBEZNICH MYSI

Plody brusinky (Vaccinium macrocarpon, Ericaceae) reprezentuji bohaty zdroj
vitaminu C a fenolickych antioxidanti (pfedevs§im flavonoidi), které se podileji na pozitivnich
ucincich na lidské zdravi. Ve stravé jsou nejéastéji ptijimany ve formé dzusu, susenych plodii
¢i jako potravni doplitky. Nekteré z pozitivnich G€inkli brusinek byly popsany u obéznich
jedinct, u kterych brusinkovy extrakt pomohl zredukovat vdhu a zmirnit oxidacni stres (Anhe
et al. 2015).

Cilem této in vivo studie bylo zhodnoceni vlivu brusinkového extraktu na antioxidaéni
enzymy Vv jatrech, stfeve, plazmé a erytrocytech obéznich a normalnich mysi. Za timto Gcelem
byly mysi hned po narozeni rozdéleny do dvou skupin a u jedné z nich byla navozena obezita
glutamatem sodnym. Po sedmi mésicich byly obézni i normalni mysi rozdéleny do dvou skupin,
kdy jedna byla kontrolni se standartni stravou a druhé byla poddvéna strava obsahujici 2 %
brusinkového extraktu, ktera jim byla podavana 28 dni.

V plazmé byla stanovena celkova hladina thiolovych skupin, ktera byla zvySena
u obéznich 1 normalnich mysi dostavajicich brusinkovy extrakt a hladina malondialdehydu,
ktera se od hodnot namétenych u kontrolnich mysi neliSila. V erytrocytech pak byly stanoveny
aktivity CAT, GPx, GR, GST, SOD a koncentrace GSH. Specificka aktivita GST v erytrocytech
byla signifikantné zvySena u obéznich i normalnich mysi, které mély stravu obohacenou
brusinkovym extraktem. V jatrech a tenkém stievé byly sledovany aktivity CAT, SOD, GR,
GPx, GST, NQOI, peroxidasy (Px) a TrxR. V jatrech byla ovlivnéna pouze aktivita NQOI,
ktera byla piisobenim brusinkového extraktu zvySena u obéznich i normalnich mysi. Na zakladé
téchto vysledki byla stanovena proteinova a genova exprese NQO1. ZvySeni NQO1 na trovni
mRNA hladin bylo pozorovano u mysi s navozenou obezitou. Toto zjisténi je pro konzumenty
brusinek a potravnich dopliikl s nimi pfiznivé, nebot’ se tim zvysi detoxikace chinonll a také
ochrana pied peroxidaci lipidi. V tenkém stievé byla vyznamné zvySena aktivita CAT
u obéznich mysi, kterym byl podavan extrakt z brusinek. AvS§ak zZddna zména se neprojevila ani
v koncentraci proteinu CAT, a ani hladina CAT mRNA nebyla ovlivnéna.

Utinek brusinkového extraktu na aktivitu antioxida¢nich enzymtl a redoxni rovnovahu
byl vyraznéjsi u mysi s navozenou obezitou.

Detaily o provedeni a vysledcich studie jsou obsazeny v ptiloze VII.
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5 ZAVER

Predkladana disertacni prace byla zamétena na studium ucinkti vybranych ptirodnich
latek na biotransformacni a antioxidacni aparat buiiky. Na zéklad¢ vytycenych cilti mohou byt

dosazené¢ vysledky shrnuty do nasledujicich bodii:

e V modelovém systému izolovanych potkanich hepatocytii byla sledovana
Casova zavislost zmény tii parametrti (aktivita, proteinova a genova exprese) tii
biotransformac¢nich enzymti. U jednotlivych parametrii byla odhalena velika
variabilita v odezvé na puisobeni induktoru i v jejim ¢asovém pribéhu.

o Utinky EGCG a extraktu zeleného &aje na aktivity biotransformacnich enzymii
byly studovéany v proliferujicich 1 diferencovanych Caco-2 buikéach. Mirna
modulace byla pozorovéna pouze v ptipadé GST (zvyseni aktivity) a COMT
(snizeni aktivity).

e Vybrané linearni a cyklické seskviterpeny vyrazné snizovaly aktivitu CYP
in vitro v lidskych a potkanich mikrosomech. Nejvice byly inhibovany isoformy
CYPI1A a CYP2B/3A, u kterych byla stanovena hodnota ICso a typ inhibice.
V in vivo studii provadéné na mySich byl pozorovan ucinek pravé opacny,
v jaterni 1 stfevni tkani byly zvySeny nejen aktivity stanovovanych isoforem
CYP, ale 1 hladiny jejich mRNA.

e V dalsi in vivo studii byly sledovany zmény v aktivité¢ biotransformacnich
enzymu po jednorazovém podani vysoké davky a po pravidelném podévani nizsi
davky standardizovaného brusinkového extraktu potkanlim. ZvySeni aktivity
bylo pozorovano u CYP1A, CYP2B/3A, CBRI1, UGT a GST. Ze ziskanych dat
se vSak neda pfedpokladat vyznamna interakce se souasné podanymi 1écivy.

e 7 antioxida¢nich enzymi sledovanych u obéznich a normalnich mysi po podani
brusinkového extraktu byla ovlivnéna pouze aktivita GST, NQO1 a CAT.

Vyraznéjsi odezva pak byla zaznamenana u mysi s navozenou obezitou.
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8.3 SEZNAM ZKRATEK

ABC transportéry
AGE Ccastice
AhR

AKR

ARNT

ATP

BROD

BCA

BNF

Caco-2

CAO
CAP
CAT
CAR
CBR
CNER
CoA
COMT
CYP
S-COMT
DMAPP
EC-SOD
EGCG
EROD
FAD
FAR
FDA

FMO
FXR
GABA

,ATP-binding cassette transporters*
»advanced glycation end products*
receptor pro aromatické uhlovodiky
aldo-ketoreduktasy

,,AhR nuclear translocator*
adenosintrifosfat
benzyloxyresorufin O-dearylasa
bicinchoninova kyselina
B-naftoflavon

bunéc¢na linie odvozena od lidského epitelidlniho kolorektalniho
adenokarcinomu

B-karyofylen oxid

B-karyofylen

katalasa

konstitutivni androstanovy receptor
karbonylreduktasa

cis-nerolidol

koenzym A
katechol-O-methyltransferasa
cytochrom P450

cytoplasmatickd katechol-O-methyltransferasa
dimethylallyldifosfat

extracelularni superoxiddismutasa
(—)-epigallokatechin-3-gallat
7-ethoxyresorufin O-deethylasa
flavinadenindinukleotid

farnesol

»Food and Drug Administration®, Utad pro kontrolu potravin a
1éciv

flavinové monooxygenasy
farnesoidni X receptor

kyselina y-aminomaselna
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GPx
GR
GSH
GSSG
GST
HPLC
HSP90

HUM
ICso

IPP
LXR
MB-COMT
MDR
MRP
MTT
M-SOD
NADH
NADPH
NF-xB
NK buniky
NQOI1
OATPI
PAPS
PCR
PPAR
Px

PXR
RNA
ROS
RXR
SAM
SDR

glutathionperoxidasa
glutathionreduktasa
glutathion

oxidovany glutathion
glutathion-S-transferasa

vysokoucinna kapalinova chromatografie

,heat shock protein®, proteiny teplotniho Soku s molekulovou

hmotnosti 90 kDa

o-humulen

koncentrace inhibitoru, ktera zpusobi 50%-ni pokles aktivity

enzymu
isopentenyldifosfat

jaterni X receptor

membranove vazana katechol-O-methyltransferasa
,»multidrug resistance protein‘

»multidrug resistance associated protein
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
mitochondrialni superoxiddismutasa
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nuklearni faktor kappa B

buiiky oznacované jako ptfirozeni zabijeci (,,nature killer)
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa 1

polypeptid transportujici organické aniony 1
3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat

,Polymerase Chain Reaction*; polymerazova fetézova reakce
receptor aktivovany proliferatory peroxisomi
peroxidasy

pregnanovy X receptor

ribonukleova kyselina

reaktivni kyslikové radikaly

retinoidni X receptor

S-adenosylmethionin

reduktasy/dehydrogenasy s kratkym fetézcem
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SOD
SULT
TNB
TNER
TrxR
UGT
uv
XAP2
XME
XRE

superoxiddismutasa
sulfotransferasa
5’-thionitrobenzoova kyselina
trans-nerolidol
thioredoxinreduktasa
UDP-glukuronosyltransferasa
,,Ultraviolet®; ultrafialové zareni
»X-associated protein 2

enzymy metabolizujici xenobiotika

xenobioticky responsivni element
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