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Abstrakt

Potravinové suplementy jsou celosvétoveé uzivané produkty, které byly navrzeny k doplnéni stravy
o dodatecné ziviny. Obsahuji Siroké spektrum biologicky aktivnich latek: aminokyseliny, vitaminy,
mineraly, bylinné extrakty atd. Vzhledem k popularit¢ a nadmérné konzumaci potravinovych
suplementll roste nutnost vyzkumu jejich moznych vzajemnych interakci a vlivu na lidské zdravi.

Urcité potravinové suplementy jsou metabolizovany enzymy ze skupiny cytochromti P450,
které hraji klicovou roli v biotransformaci exogennich substrati. Nékteré biologicky aktivni latky
mohou zaroven ovliviiovat jejich aktivitu. Pfedkladana diplomova préace byla vénovéna studiu vlivu
nékolika nejpopularnéjSich slozek potravinovych dopliikii na cytochromy P450 3A4 a 1Al
vyskytujici se v gastrointestinalnim traktu. Byl zkouméan vliv kovovych iontd Zn*" a Mg?",
askorbatu ze skupiny vitaminti a kurkuminu ze skupiny polyfenolti.

Byl potvrzen silny inhibi¢ni u€inek kurkuminu na aktivitu obou zkoumanych isoforem
in vitro. Reakce 6B-hydroxylace testosteronu katalyzovand CYP3A4 byla pfidavkem kurkuminu
vyrazng potlacena, stanovend hodnota ICso ¢inila 4,7 uM. Bylo také pozorovano vyznamné snizeni
rychlosti O-deethylace resorufinu potkani a lidskou isoformou CYP1A1 (ICso = 1,1 uM, resp.
2,7 uM). Inhibi¢ni vliv byl pozorovén i u askorbdtu a zinecnatych iontli, zatimco piidavek
hotecnatych ionti nem¢l vliv na aktivitu zddné ze zkoumanych isoforem.

Ukazalo se, ze CUR ponechany 30 min inkubovat pti 37 °C v prostiedi fosfatového pufru
(pH 7,4) pted pfidanim do reak¢ni smési ¢aste€né ztraci svilj inhibi¢ni ucinek na ob& zkoumané
isoformy CYP. V ptipadé¢ stejné preinkubace kurkuminu ve smési s askorbatem a kovovymi ionty
ke snizeni inhibi¢niho potencidlu nedochazi. Zachovani inhibi¢niho uc¢inku bylo pozorovéno 1 pii
pouziti kombinace kurkuminu pouze se samotnym askorbatem nebo s jednim z kovovych ionti.
Podani kurkuminu s dal§imi slozkami potravinovych suplement (askorbatem nebo kovovymi

ionty) muze tedy ovlivnit jeho schopnost inhibovat sledované isoformy CYP.

Klic¢ova slova: dopliiky stravy, kurkumin, askorbat, hofe¢naté ionty, zine¢naté ionty, cytochromy

P450 1A1 a 3A4, inhibice



Abstract

Dietary supplements are globally used products designed to complement nutrition with additional
nutrients. They contain a wide range of biologically active compounds: amino acids, vitamins,
minerals, herbal extracts, etc. Due to the popularity and excessive consumption of food
supplements, there is a growing need to research their potential interactions and impact on human
health.

Certain dietary supplements are metabolized by enzymes from the cytochrome P450 group,
which play a key role in the biotransformation of exogenous substrates. Some biologically active
compounds may also affect their activity. The presented thesis was focused on studying the
influence of several popular components of dietary supplements on cytochromes P450 3A4 and
1A1 expressed in the gastrointestinal tract. The influence of metal ions Zn?>" and Mg?*, ascorbate
from the vitamin group, and curcumin from the polyphenol group was examined.

A strong inhibitory effect of curcumin on the activity of both investigated isoforms was
confirmed. The reaction of 6B-hydroxylation of testosterone catalyzed by CYP3A4 was
significantly suppressed by the addition of curcumin, with the determined ICso value being
4,7 uM. A significant decrease in the rate of resorufin O-deethylation by rat and human CYP1A1
isoforms was also observed (IC50 = 1.1 uM and 2.7 uM, respectively). Inhibitory effects were also
observed with ascorbate and zinc ions, while the addition of magnesium ions had no effect on the
activity of any of the investigated isoforms.

It was shown that CUR incubated for 30 minutes at 37°C in a phosphate buffer environment
(pH 7.4) before being added to the reaction mixture partially loses its inhibitory effect on both
studied CYP isoforms. In the case of the same preincubation of curcumin in a mixture with
ascorbate and metal ions, there was no decrease in inhibitory potential. The preservation of the
inhibitory effect was also observed when using a combination of curcumin with only ascorbate or
with one of the metal ions. Therefore, the administration of curcumin with other components of
dietary supplements (ascorbate or metal ions) may affect its ability to inhibit the studied CYP

isoforms.

Key words: food supplements, curcumin, ascorbate, magnesium ions, zinc ions, cytochromes

P450 1A1 and 3A4, inhibition
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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ARNT
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reaktivni formy kysliku
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xenobioticky responzivni element



1 Teoreticky uvod

Zdravé stravovaci navyky a spravny vybér potravin patii do zdkladnich environmentalnich
faktori v prevenci chronickych onemocnéni a zdravotnich komplikaci v pribéhu zivota [1].
K doplnéni potiebnych Zivin, které nemusi byt v dostateném mnozstvi pfijimany v bézné
straveé, byly navrzeny potravinové suplementy. Jedna se o produkty obsahujici rtizné biologicky
aktivni latky jako jsou napf. vitaminy, mineraly a aminokyseliny. V dnesni dobé se uzivani
potravinovych suplementl stalo béznou soucasti zivotniho stylu mnoha lidi [2,3].

Otazka kvality a bezpecnosti potravinovych dopliiki je v§ak kontroverznim a diillezitym
tématem, které vyzaduje zvySenou pozornost. Védecky vyzkum vlivu potravinovych dopliki
na lidsky organismus a informace o jejich efektivité a bezpecnosti byly az donedavna pomérné
omezené [2,4]. Dostupnost, popularita a celosvétova spotfeba potravinovych suplementi
zvySuji nutnost védeckého vyzkumu jejich u€inkt na lidské zdravi [4,5,6]. Pfedpoklada se, ze
dopliiky stravy poskytujici fyziologicky nebo farmakologicky efekt pravdépodobné mohou
vyvolovat 1 nezddouci U€inky. Pravé proto studium jejich moznych vzijemnych interakci
a vlivu na lidsky metabolismus tvoii popularni odvétvi soucasného vyzkumu [4,7].

Prokazovani efektivity a bezpecnosti potravinovych suplementti obvykle zavisi na fad¢
vyzkumnych pfistupt, od zdkladniho vyzkumu mechanismu ptisobeni in vitro az po klinické
studie na zvitatech a lidech [4]. Tato diplomova prace je vénovana studiu vlivu tfi zastupcii
nejuzivangjSich slozek potravinovych doplitkii na vybrané biotransformaéni enzymy in vitro.
Jsou to kurkumin ze skupiny polyfenolil, askorbét ze skupiny vitamini a dva kovové ionty Zn?*

a Mg?*,
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1.1 Cytochromy P450

Jak léky, tak potravinové suplementy jsou pfevazn€ metabolizovany enzymy ze skupiny
cytochromti P450 (CYP) [8]. Tyto enzymy jsou vétSinou exprimovany v jaternich tkanich,
existuji ale 1 extrahepatalni isoformy vyskytujici se po celém téle: napt. v tenkém stieve,
plicich, ktzi, ledvinach, nadledvinkach a mozku [8, 9]. Na bunécné Urovni se nachézeji
v mitochondrialnich membrandch nebo membranach hladkého endoplazmatického retikula [9].
Cytochromy P450 jsou zapojeny do Sirokého spektra reakcei biotransformace 1é¢iv, polutantt
zivotniho prostiedi, karcinogenil a fady endogennich substratil, jako jsou napf. eikosanoidy
katalyza oxidacnich reakci zvySujicich polaritu pfislusnych xenobiotik v ramci 1. faze
biotransformace pro u¢innéjsi vylouceni z organizmu a zabranéni jejich ptipadné bioakumulaci.
Béhem biotransformace vSak miize dochazet i ke vzniku toxickych, mutagennich nebo
karcinogennich derivati [9].

Nyni je znamo, ze cytochromy P450 se podileji na metabolické oxidaci, resp. redukci
95% vsech organickych latek, pro které jsou takové reakce znamy. Nejedna se vSak
o cytochromy v pravém smyslu, nebot’ nepienaseji elektrony na jiné€ proteiny. Jsou povazovany
za monooxygenasy nebo oxygenasy se smiSenou funkci (angl. MFO: ,Mixed function
oxidases®), protoze pienaseji elektrony na kyslik a katalyzuji oxidaci organickych latek

[10, 12]. Reakci hydroxylace uhlovodikil 1ze stechiometricky vyjadtit nasledovné [10]:

NADPH + H" + RH + O = NADP* + H,O + ROH

Uvedena reakce je povazovdna za typickou pro cytochromy P450. Stejnym
mechanismem vSak katalyzuji 1 dalsi typy reakci, do kterych patii napt. oxidace aldehyda
a ketontl, dehydrogenace alkylového fetézce, St€peni C-C vazby, dehalogenace halogenalkantl,
dealkylace a oxidace heteroatomi, epoxidace, cyklizace a ptfeskupovani oxidovanych

metabolitll, jako jsou napft. prostaglandiny [11-14].

1.1.1 Struktura cytochromu P450

Vsechny cytochromy P450 maji spolecné strukturni prvky a vykazuji na zékladni Girovni urcitou
podobnost. 'V aktivnim centru obsahuji silné¢ konzervovanou specifickou sekvenci
aminokyselin, v jejiz oblasti je vazan porfyrinovy skelet hemu (Obr. 1.1 na str. 12), a to

prostfednictvim thiolatové siry cysteinového zbytku, vdzané jako axialni paty ligand iontu
11



zeleza v hemu, a hydrofobnich interakei [11, 12]. Pozoruhodné je to, Ze cystein v aktivnim
centru je vazan dvéma vodikovymi mistky. Tato architektura je nutnd ke stabilizaci
thiolatového ligandu dodrzovanim H-vazebnych vzdéalenosti od sousedicich peptidovych

NH-skupin, ackoli podobna geometrie vodikovych miistkli neni nejoptimalnéjsi [15].

Obrazek 1.1: Ukazka prostorové struktury cytochromu P450 3A4. PyMOL 2.5.2, PDB koéd 1TQN [16].
Struktura hemu je ozna¢ena modfe, zbytek cysteinu riizove.

Pravé slozeni a orientace aktivniho centra je nejkonzervovangj$im prvkem vsech CYP.
Z katalytického hlediska lze popsané uspotadani povazovat za rozhodujici, nebot’ pfitomnost
dvou vodikovych mustkli umoZznuje udrzovani dostate¢né vysokého redoxniho potencialu pro
katalyzu oxidacnich reakci. Predpoklada se, ze vhodné elektrostatické prostiedi kolem
thiolatového ligandu je nezbytné pro udrzovani redoxniho potencidlu ve fyziologicky
pfistupném rozsahu, a tedy pro plnéni katalytickych funkci enzymu [15].

Popsand struktura je pficinou specifického spektralniho chovani cytochromii P450:
komplex redukovaného Zeleza hemu (Fe) s navazanym oxidem uhelnatym ma absorpéni
maximum pii vlnové délce cca 450 nm [17]. Né&které enzymy, napi. NO-synthasa,
prostacyklinsynthasa a n¢které peroxidasy vykazuji podobné spektralni vlastnosti
a katalytické reakce nebo také maji v aktivnim centru axidlni thiolatovy ligand. Nejsou vSak
klasifikovany jako cytochromy P450 z diivodu rozdilné katalytické specifity a zcela odlisnych
terciarnich struktur [12,15].

Ackoli CYP maji vysoce konzervovanou architekturu, jejich aktivni centra projevuji
dostatecnou strukturdlni rozmanitost, kterd umoziiuje vazbu substrati ruznych velikosti
a tvarQ na pfisluSné isoformy s riiznym stupném specificity. Nékteré cytochromy P450 vykazuji
vyraznou regio- a stereospecifitu vii¢i svym substratiim, zatimco jiné, jako je lidsky CYP3A4,

neselektivné metabolizuje vice nez 50% ze vSech znamych 1¢kt [17].
12



1.1.2 Nomenklatura a polymorfismus cytochromu P450

U lidi bylo identifikovano a popsano 57 funkcnich genit kddujicich cytochromy P450. CYP
jsou zastoupeny v lidském organismu v riznych isoformach, které byly rozdéleny do 18 rodin
a 44 podrodin na zaklad¢ sekvencni podobnosti jejich primarni struktury [18,19]. Do stejné
rodiny fadime cytochromy P450 vykazujici vic nez 40% sekvencni podobnost, do podrodiny
jsou pak seskupeny enzymy s vic nez 60% sekvencni podobnosti. Jednotlivé rodiny jsou
oznaceny zkratkou CYP s Cislem, podrodiny se pak oznacuji velkym pismenem [9, 18].

Pfevazna vétSina rodin cytochromti P450 plni endogenni funkce, jako jsou napf.
metabolismus zlucovych kyselin, eikosanoidi a steroidli. Zasadni roli v biotransformaci
xenobiotik hraje pomérmé mald skupina enzymi patficich do rodin CYP1, CYP2 a CYP3
[18, 19].

Do geneticky nejvariabilnéjSich enzym patii pravé CYP metabolizujici exogenni latky.
Ptedpoklada se, Ze je to disledkem nizkého evolucniho tlaku, nebot’ tyto isoformy postradaji
zakladni endogenni funkci [18]. Do hlavnich zdroji individudlni variability aktivity CYP
u riznych jedinct patii vlivy prostfedi (inhibice nebo indukce 1éky a kontaminanty Zivotniho
prostiedi), biologické faktory (pohlavi a fyziologické determinanty, jako je hormondlni stav,
piipadné onemocnéni, cirkadianni rytmy, geneticky polymorfismus samotnych gent a jejich
regulatortl). Mezi jednotlivymi isoformami CYP existuji velké rozdily, pokud jde o jejich
nachylnost ke zménam uvedenych faktort [20].

Polymorfismus CYP je hlavni pfi¢inou pozorovanych rozdili v metabolismu podanych
1€kt a jejich ucinku u pacientl rizného etnického ptivodu. Je zfejmé, ze aktivita jednotlivych
isoforem cytochromt P450 mtize determinovat reakci pacienta na podané 1é¢ivo [21]. Efektivita
lé¢iva muze zéaviset na aktivit¢ CYP 1 zhlediska toho, ze v tadé piipadd mize byt
metabolizovano na farmakologicky u¢inny produkt pouze nékterymi isoformami cytochromii
P450. V tomto piipadé ucinnost podaného 1éciva bude bezprostiedné ovlivnéna zvysenou, resp.
snizenou expresi pfisluSného CYP. Pravé proto informace o substratovych preferencich
jednotlivych isoforem a jejich vyskytu u rtiznych skupin pacientii je z klinického hlediska

nepostradatelna [9,20].
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1.1.3 Cytochromy P450 v gastrointestinalnim traktu

Vétsina cytochromi P450 ucastnici se biotransformace xenobiotik je soustiedéna v jatrech
(krom¢ 1A1, 1B1, 2A6). Nckteré z téchto enzymi jsou vSak také exprimovany
v extrahepatalnich tkanich, napi. ve stievnim epitelu [11]. Stfevni epitel obsahuje velké
mnozstvi enzymu schopnych ovliviiovat absorpci, resp. exkreci 1éCiv a potravinovych doplikd.
Ptispivaji k presystémové eliminaci, tedy snizuji biologickou dostupnost 1é€iv pfi peroralnim
podani tim, Ze je biotransformuji diive, nez se dostanou do systémové cirkulace [22]. Mezi
enzymy preménujici exogenni substraty a exprimované v tenkém steve patii cytochromy P450,
UDP-glukuronosyltransferasy, sulfotransferasy, flavinové monooxygenasy, carboxylesterasy,
N-acetyltransferasy, glutathion-S-transferasy a alkoholdehydrogenasa [23]. Cytochromy P450
hraji zasadni roli v primarni biotransformaci xenobiotik v gastrointestinalnim traktu.
Dusledkem takové chemické pfremény je bud’ detoxikace xenobiotika a usnadnéné vylucovani
z organismu, nebo bioaktivace a celkové zvySeni jeho toxicity [24]. Studie naznaluji, Ze
v lidském tenkém stfevé jsou nejvic exprimovany nasledujici isoformy cytochromii P450:
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2J2, CYP3A4, CYP3AS, CYP4F2. U kuraki je také
vyznamn¢ indukovana exprese isoformy CYP1A1 [9,23]. Je zndmo, ze isoforma CYP3A4
vykazuje nejvyssi troven exprese v GIT (GIT: “Gastrointestinalni trakt”), predstavuje témér
78% celkového obsahu CYP v tenkém stievé a md dominantni postaveni v biotransformaci
xenobiotik. Dalsi nejvice exprimovanou isoformou je CYP2C9, ktery také hraje vyznamnou
roli v procesu pfemény exogennich substratl a predstavuje 9,5 % celkového obsahu CYP v GIT

[15, 23].

1.1.3.1 Cytochrom P450 1A1

Cytochrom P450 1Al je jednim ze tii ¢lent rodiny CYPI1. Je pievazné exprimovan
v extrahepatalnich tkanich a primarné se podili na metabolismu exogennich latek [25]. CYP1A1
hraje dulezitou roli jak pfi biotransformaci environmentalnich karcinogent, tak pti metabolické
aktivaci  potravinovych  dopliki a [é¢iv  majicich  onkoprotektivni  uCinky.
Prispévek CYP1Al k progresi nebo prevenci rakoviny muze zaviset na rovnovaze
aktivace/detoxikace prokarcinogenli a mife extrahepatalniho metabolismu jednotlivych latek
s protikarcinogennim uc¢inkem [25].

Lidsky CYP1A1 je hlavné exprimovan v plicnim epitelu, kiizi a gastrointestinalnim

traktu. Muze byt také detekovan v placenté, plodu a embryu [26]. CYPIA1 je jednim

vvvvvv
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prostiedi. Studie také naznacuji urcitou korelaci mezi genetickymi variantami lidského genu
CYPI1A1 a nachylnosti k rakoving plic a prsu. Vzhledem k vyznamnému vlivu této isoformy
na lidskou onkogenezi byla modulace jeho aktivity povazovéna za potencidlni ndastroj
v chemoprevenci nddorovych onemocnéni [25,27].

Kromé exogennich substrati se CYP1A1 podili na biotransformaci i endogennich
sloucenin. Endogenni substraty zahrnuji hormony 17f-estradiol a melatonin a mediatory
zanétu, jako jsou kyselina arachidonova a kyselina eikosapentaecnova. K exogennim substratim
patii 1é¢iva, potravinové suplementy a polutanty Zivotniho prostiedi [28,29]. Rady studii
ukazuji, Ze CYP1AL1 je spojen s aktivaci vétSiny karcinogennich polycyklickych aromatickych
uhlovodikl (angl. PAH: ,,Polycyclic aromatic hydrocarbons*) prostfednictvim jejich pfemény
na epoxidové meziprodukty, ze kterych ptisobenim epoxidhydrolasy dale vznikaji reaktivné;si
diol-epoxidy [30]. Predpokladda se, ze epoxidacni reakce v ramci extrahepatalni
biotransformace jsou hlavni pfi¢inou karcinogeneze vyvolané CYPIA1. Klinické studie
naznacuji, Ze vznikajici metabolity zasahuji do struktury DNA a narusuji jeji integritu u lidi
a experimentalnich zvitat. Polycyklické aromatické uhlovodiky, jako jsou napt. benzo[a]pyren
bézn¢ se nachdzejici v tabdkovém koufi nebo imunosupresor dimethylbenzo[a]antracen,
nevystupuji pouze jako substrity CYP1Al, ale =ziroven pulsobi jako ligandy
aryluhlovodikového receptoru (angl. AhR: ,,Aryl hydrocarbon receptor*) [28].

AhR pisobi jako ligandem-aktivovany transkripéni faktor, ktery fidi transkripci genu pro
CYPIAIL. Ve svém inaktivovaném stavu se AhR nachazi v cytosolu v komplexu
s chaperonovymi proteiny [28,31]. Po vazbé polycyklickych aromatickych uhlovodiku na tento
receptor dochdzi k disociaci navazanych chaperonovych proteinli, coz umoznuje translokaci
komplexu AhR s navazanym ligandem do jadra. Nasledné se tento komplex vaze na jaderny
pfenaSec (angl. ARNT: ,,Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). Vznikajici komplex
nasedd na xenobioticky responzivni element (angl. XRE: ,, Xenobiotic responsive element®).
XRE ptedstavuje specifickou oblast promotoru ur€it¢tho genu, jehoz aktivace umoznuje

zvysenou expresi nékterych proteint véetné cytochromu P450 1A1 (Obr. 1.2 na str. 16) [28,31].
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Obriazek 1.2: Mechanismus modulace exprese CYP1A1 prostfednictvim navazani komplexu AhR a ARNT
na xenobioticky responzivni element (XRE). (Pfevzato a upraveno z [31].)

Vzhledem k tomu, Ze aktivace aryluhlovodikového receptoru pisobenim PAH vyvolava
zvysenou expresi CYP1AI, je pfitomnost téchto sloucenin spojena se zvySenou hladinou
mRNA pro CYPIAL, o ¢emz sveéd¢i pritomnost této isoformy v plicnim epitelu kurdkl ve
srovnani s jeji nedetekovatelnymi hladinami u nekufakt [28, 31]. Studie na potkanech
naznaCuji, ze pusobenim fady induktorG (B-naftoflavon, diallyldisulfid) dochazi
k signifikantnimu zvySeni exprese CYP1A1 v tenkém stievé [32]. ZvySeni exprese isoformy
CYPIALI je také spojeno s onkogenezi iniciované aktivaci endogennich substrati, jako je napf.
17B-estradiol, ktery je pfeménovan na 16-hydroxyestradiol schopny se kovalentné vazat na

estrogenové receptory, histony a DNA [28, 31, 33].

1.1.3.2 Cytochrom P450 2C9

Cytochrom P450 2C9 je druhym nejvice exprimovanym enzymem ze vSech CYP u lidi. Ma

vysokou hladinu v jatrech, ale je také exprimovan extrahepatalné, napf. v gastrointestindlnim

rozmanitosti. Odhaduje se, Ze pfispiva k biotranformaci ptiblizné 15% vSech 1€kt které jsou
preménovany enzymy CYP. Je zndmo, ze CYP2C9 metabolizuje antikoagulant warfarin,
antikonvulziva fenytoin a kyselinu valproovou, kardiovaskularni 1éky rosuvastatin a losartan
index, tedy uzky bezpec¢nostni profil. Aktivita CYP2C9 v rdmci jejich biotransformace je
béznym faktorem ovliviiujicim pravdépodobnost vzniku nezddoucich ucinki [20,34].
Cytochrom P450 2C9 vykazuje vysoky polymorfismus, ktery vyrazné ovliviiuje jeho
enzymovou aktivitu in vitro a in vivo [34]. V poslednich letech bylo identifikovano nékolik

substitué¢nich bodovych mutaci v genu pro CYP2C9. V soucasné dobé€ je zndmo nejméné Sest
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alel genu CYP2C9. Nejcastéji se vyskytujici alela je oznacena jako CYP2C9*1 a je povazovéana
za alelu divokého typu. Vzhledem k tomu, ze lidské alely CYP2C9*1, *2 a *3 byly objeveny
jako prvni, jejich aktivita byla dikladné prozkoumana jak in vitro, tak in vivo. Objev
genetického polymorfismu CYP2C9 stimuloval fadu vyzkumi stanovujicich funkéni vztahy
mezi alelou CYP2C9 a jeho metabolickou aktivitou. Studie in vitro naznacuji, ze alely
CYP2C9*2 a *3 jsou spojeny s vyznamnym potlac¢enim biotransformace rliznych substrat
CYP2C9 ve srovnani s alelou CYP2C9*]. Kromé toho vyzkumy in vivo prokazaly, ze jedinci
s alesponn jednou variantou téchto alel vykazuji vyznamné sniZeni metabolické aktivity
CYP2C9, tedy i snizeni pozadavki na davkovani urcitych 1éku vystupujicich jako substraty pro
tento enzym [18,36]. Exprese nefunkénich a slabé funkénich alel cytochromu P450 2C9 vedou
ke zvysené expozici jeho substratim, coz muze zvétsit riziko zadvaznych nezaddoucich ucinkd,
vcetn¢ neurotoxicity vyvolané fenytoinem, gastrointestinalniho krvaceni a nepfiznivych
[37].

Promotorovéa oblast genu pro CYP2C9 obsahuje n¢kolik prvkl reagujicich na jaderné
receptory (napf. pro pregnanovy X receptor (PXR), konstitutivni androstanovy receptor (CAR),
glukokortikoidni receptor (GR)), které se podileji na transkripcni regulaci jeho exprese. Pro
piesny odhad terapeutického ucinku 1é¢iv metabolizovanych CYP2C9 je potieba uvazovat jak
genetické (polymorfismus), tak negenetické (pfitomnost sloucenin zasahujicich do procesu

regulace transkripce) faktory ovliviujici jeho aktivitu [38].

1.1.3.3 Cytochrom P450 3A4

CYP3A4 je povazovan za nejvice exprimovany cytochrom P450 v lidském tenkém stfevé. Je
pfevazné exprimovan v enterocytech klka sttevniho epitelia. Studie ukazuji, ze n€které oralné
podavané 1€éky vystupujici jako substraty pro CYP3A4 podléhaji vyznamné presystémoveé
eliminaci v enterocytech. [39]. CYP3A4 je nejvice prostudovanou isoformou podrodiny
CYP3A, ma nejvyssi hladinu v tenkém stievé a jatrech. Je také zodpovédny za vétSinu
metabolickych aktivit pfipisovanych podrodiné€ CYP3A [40]. Cytochrom P450 3A4 ptispiva
k biotransformaci cca 50 % klinicky pouzivanych 1¢kl, do jeho substratli patii napf.
benzodiazepiny, blokatory kalciovych kanall, cyklosporiny, makrolidova antibiotika, opioidy
a nékolik statinti. Je inhibovan S$irokou S$kdlou xenobiotik, jako jsou erythromycin,
furanokumariny z grapefruitové §t'avy, ketokonazol a inhibitory HIV proteasy [18]. Kromé

biotransformace 1é¢iv hraje CYP3A4 dilezitou roli také v metabolismu nékolika endogennich
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latek, v€etné testosteronu, progesteronu, androstendionu a zlu¢ovych kyselin. Bylo prokazano,
ze CYP3A4 katalyzuje 4p-hydroxylaci cholesterolu a produkt byl navrzen jako in vivo
biomarker jeho aktivity. Prispiva také k bioaktivaci a detoxikaci chemickych karcinogend,
napf. aflatoxinu B1 [20,41].

Ptredpoklada se, ze hlavni pti¢inou Sirokého substratového spektra CYP3A4 je velikost
a flexibilita jeho aktivniho centra, kterd umoznuje navazani a pfeménu mnoha riiznych
lipofilnich slouc¢enin s pomérn¢ velkymi strukturami [21].

Vyzkumy ukazuji, Ze exprese lidského cytochromu P450 3A4 mulze byt indukovana
prostiednictvim aktivace PXR a CAR rtznymi latkami vcetné 1€k, steroidi a polutanti
zivotniho prostiedi [43]. CYP3A4 je jedinym enzymem ze tfidy cytochromt P450, ktery
vykazuje vyznamny rozdil exprese u muzi a Zen. Studie naznacuji, Ze CYP3A4 je exprimovan
u zen 1,5- az 2-kréat vice nez u muzl. To se projevuje rychlej§im vyluCovanim nékterych
typickych substrati této izoformy. Pti¢ina pohlavnich rozdili v expresi cytochromu P450 3A4
pravdépodobné spociva v odlisnych profilech ristového hormonu v plazmé [20]. Uvadi se také,
ze hladina exprese CYP3A4 je vyrazné vyssi u nddorovych tkani nez v ptislusnych zdravych
organech. To vyvolava otazku, zda ma CYP3A4 funkce ovliviiujici vyvoj a proliferaci bun¢k
malignich nadort, které by cCinily CYP3A4 slibnym cilem 1ékové prevence nddorovych
onemocnéni. Bylo zji§téno, Ze zvySené hladiny CYP3A4 u nékterych karcinomil prsu skute¢né
mohou podporovat progresi nadoru, coz méa za ndasledek nepfiznivé progndzy vyvoje
onemocnéni. Podobnd korelace by mohla byt nasledkem epoxygenasové aktivity CYP3A4,
kvili které je kyselina arachidonovd pfeménéna na kyselinu epoxyeikosatrienovou, ktera

nasledn¢ podporuje rust a proliferaci nadorovych bunék [40,42].

1.2 Biologicky aktivni latky

Do biologicky aktivnich latek patii slozky béznych potravin nebo potravinovych doplnkt, které
nejsou potiebné k uspokojeni zdkladnich vyzivovych potieb ¢loveka a které nejsou odpoveédné
za vyrazné zmény zdravotniho stavu. Mohou mit pro lidsky organismus pfiznivy efekt
a predstavovat uritou zdravotni vyhodu, pokud jsou konzumovany v bezpecnych
a ucinnych davkach [3, 44]. Kromé nizkomolekularnich latek, které se bézné¢ nachézeji
v ovoci a zelening, jako jsou zakladni vitaminy a mineraly, patii do biologicky aktivnich latek
fada slouCenin rostlinného ptivodu, véetné vldkniny, karotenoidid a fytosteroll. DalSimi
dalezitymi  fytochemikaliemi jsou polyfenoly (kurkumin, hesperidin), terpenoidy

(karotenoidy), alkaloidy (kofein) a sulforafany [45]. Polyfenoly tvofi velice rozsdhlou skupinu
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bioaktivnich fytochemikalii, kterd zahrnuje podtiidy flavonoidi (kvercetin), stilbeni
(resveratrol), fenolovych kyselin (kys. gallovd) a lignant (sekoisolariciresinol) [45, 46]. Od
popsanych rostlinnych metabolitl bylo odvozeno Siroké spektrum klinicky pouzivanych 1é¢iv
s prokazanou efektivitou. Klinické aplikace samotnych fytochemikalii v§ak nedosahla pouziti
vramci 1é€by komplexnich onemocnéni [47]. Je zndmo, Ze nedostatek vitamini muze
zpusobovat patologické stavy, jako jsou kurdé¢je, beriberi, pellagra a kiivice. Obsah vitaminil
v normalni vyvazené strave je vSak postacujici k tomu, aby se vzniku téchto chorob zabranilo.
Protichiidné vysledky z klinickych studii zaméfenych na stanoveni G€inku dopliki stravy jsou

hlavnim divodem absence védeckého konsensu ohledné jejich efektivity [44,48].

1.2.1 Kurkumin

Kurkumin (CUR) je latka ziskana z kotene rostliny kurkumovniku dlouhého (Curcuma longa).
Jedna se o zluty nebo oranzovy pigment, u kterého se ukazalo, ze ma i 1é¢ivé u¢inky. Kurkumin
je znam od staroveéku a byl hojn€ pouzivan v tradi¢ni indické medicing jiz pted vice nez 2500
lety. Pouziva se dodnes k 1é¢bé mnoha zdravotnich problémd, jako jsou hojeni ran, akné,
popéleniny, riznd kozni onemocnéni, o¢ni infekce, sinusitida, revmatismus, deprese, stres
a dyspepsie. Studie naznacuji, Ze CUR vykazuje celou fadu biologickych uc¢inki [49]. Uvadi
se, ze protizanétlivy uc¢inek CUR mize byt potencialné vyuzit v prevenci a 1é¢be nadord, nebot’
zanét je povazovan za jeden z faktorti rozvoje rakoviny [50]. Byla také prokézana schopnost
CUR piisobit na n€kolik biologickych cilii véetné transkripénich faktord, ristovych faktoru,
zanétlivych mediatorti, cytokinl, proteinovych kinas a enzymua regulujicich apoptézu
a bunécny cyklus, tedy modulovat nékteré bunécné drahy. Je zndmo, Ze CUR potlacuje rtst
nadoru regulaci nékolika signalnich drah, jako jsou napf. tumor supresorové
a kaspasové drahy, kinasové kaskady a drahy receptort smrti [51].

Kurkumin a  jeho prirodni derivaty demethoxykurkumin (DMC)
a bisdemethoxykurkumin (BMC) patii do skupiny tzv. kurkuminoidi (Obr. 1.3 na str. 20).
Kurkuminoidy spolu s vitaminy tvoii 3 az 5 % celkového chemického obsahu kurkumovniku.
77 % vSech kurkuminoidl v kotenech ptedstavuje pravé CUR. DMC a BMC tvoii ostatnich
17a6 % [51,52].

1.2.1.1 Chemicka struktura a vlastnosti kurkuminu

Kurkumin  je  symetrickou  molekulou  obsahujici dva  aromatick¢  kruhy

s o-methoxyfenolickymi skupinami spojené sedmiuhlikatym fetézcem obsahujicim
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B-diketonovou skupinu. Na zadklad¢ své struktury byl zafazen do skupiny polyfenola. Ma
nomenklaturni nazev 1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-hepta-1,6-dien-3,5-dion [52, 53].
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Obrazek 1.3: Chemicka struktura kurkuminoidt (vytvoieno v programu ChemSketch).

Ackoli extrakce a separace CUR z kurkumového prasSku byla hlésena jiz v roce 1815,
stale se objevuji vylepSené a pokrocilé extrakéni metody. Extrakce organickym rozpoustédlem
nasledovand kolonovou chromatografii je nej€astéji pouZivanou metodou pro izolaci
kurkuminu [53]. Pi neutralnim pH ma CUR tfi labilni protony, z nichz jeden je enolicky a dva
jsou fenolické. Ve vodnych roztocich za pokojové teploty je kurkumin prakticky nerozpustny
pii neutralnim a kyselém pH. Vzhledem k lipofilni povaze vykazuje mnohem vyss$i rozpustnost
v organickych rozpoustédlech, jako je methanol, ethanol, aceton a dimethylsulfoxid [53,54].

Ze struktury kurkuminu je patrné, ze podléha keto-enol tautomerii vzhledem
k ptitomnosti diketonové skupiny (Obr.1.4). Keto forma pievlada jak pfi neutralnim, tak pfi
kyselém pH, zatimco enol tautomer je pfitomen vyhradné v alkalickych podminkach, pti
kterych mtize byt struktura stabilizovana prostfednictvim intramolekularni vodikové vazby.

Rozpustnost kurkuminu ve vodném roztoku se tak zvysuje za alkalickych podminek [51, 55].
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Obrazek 1.4: Chemické struktury keto- a enol- tautomeru kurkuminu (vytvoteno v programu ChemSketch).

Absorpéni spektrum kurkuminu mé dva vyrazné absorpéni pasy, jeden ve viditelné
oblasti s maximem v rozmezi od 410 do 430 nm a dalSi pAsmo v UV oblasti s maximem pii
vlnové délce 265 nm [53]. Prvni absorpcni pés vykazuje zvySenou variabilitu, nebot’ zavisi na
rozpoustédle a protonaci molekuly. Kurkumin rozpustény v methanolu tak vykazuje absorpéni

pik pfi 430 nm, v acetonu se poloha piku posunuje do vinovych délek 415-420 nm.
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V alkalickych podminkach (pH > 10) je CUR plné deprotonovan a vykazuje maximalni
absorbanci pii 467 nm [53,54,56].

1.2.1.2 Reaktivita kurkuminu

Kurkumin ma primarné tii reaktivni centra znazornéné na obrazku 1.5: donor atomu vodiku,

Michaeltiv akceptor a kovovy chelator.

Chelator Michaellv
M3+ akceptor

QO " Nu
H,CO ~ OCH3,
j@/\ O Transfer
HO atomu vodiku
@ w :
H

Obriazek 1.5: Reaktivni mista ve struktufe kurkuminu ptispivajici k jeho biodostupnosti a chemické aktivité.
Cervené je oznatena oblast odpovidajici za chelataci kovovych iontii, modfe ozna¢eny Michaeltiv akceptor
piijima elektron v rAmci nukleofilni adice od nukleofilu (Nu), jeden z potencidlnich donor{i protonu je
oznacen zelen¢ (prevzato a upraveno z [51]).

o,B-nenasycend B-diketonova ¢ast CUR je ucinné chelatacni ¢inidlo a tvoii komplexy
s n€kolika znamymi kovovymi ionty. Schopnost kurkuminu chelatovat ionty kovli z néj déla
potencialni ¢inidlo proti Alzheimerové chorob¢, rakoving, depresi a artritidé [51,57]. CUR tvofti
komplexy s ionty AI** podilejici se na vzniku Alzheimerovy choroby, nebo se pfimo véaze na
malé f-amyloidy a zabranuje tim jejich agregaci a nasledné tvorb¢ plaki [58]. Prostfednictvim
tvorby stabilnich komplext se kurkumin také podili na detoxikaci t€zkych kovti, jako jsou méd’,
chrom, arsen, rtut’, olovo a kadmium [59]. Diketonova ¢ast kurkuminu reaguje nejen jako
kovovy chelator, ale také slouzi jako Michaeltiv akceptor v nukleofilnich adi¢nich reakcich, ve
kterych nukleofilem mulze vystupovat hydroxylova, thioldtovd nebo selenomerkaptanova
skupina [51]. Bylo prokazano, ze kurkumin reaguje zejména s glutathiony a thioredoxin-
reduktasami [60]. Konjugaty kurkuminu s glutathionem byly skute¢né izolovany v riznych
biologickych systémech. Aktivni tvorba tohoto adi¢niho produktu by pravdépodobné vedla
k vyCerpani intracelularnich zésob glutathionu v bunikach, coz by zpusobilo snizeni celkové

antioxidacni obrany [53]. Mnohem vyraznéji se vSak projevuje antioxidacni aktivita
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kurkuminu. Bylo zji§téno, Ze G¢inn¢ neutralizuje vétSinu reaktivnich forem kysliku (ROS) [53,
61]. VSechna tfi aktivni mista kurkuminu mohou podstoupit oxidaci pfenosem elektronti
a odtrzenim vodiku. Naptiklad reakci CUR s peroxylovymi radikéaly vznikaji fenoxylové
radikaly, které jsou mén¢ reaktivni a méné toxické [53,62]. Studie také naznacuji, ze kurkumin
reaguje se superoxidovymi radikély, ¢imz jsou superoxidy degradovany, pticemz kurkumin

plsobi jako mimetikum superoxid dismutasy [53].

1.2.1.3 Klinicky vyznam kurkuminu

-----

antifungalni, antiparazitické, antimutagenni, antidiabetické, antifibrinogenni, radioprotektivni,
antioxida¢ni, imunomodulacni a antikarcinogenni ucinky. N¢kteti povazuji CUR za zdroj
pralomovych terapeutik pro komplexni onemocnéni vyzadujici silnou ale neselektivni terapii
[63].

VétSina klinickych studii vénovanych kurkuminu byla zaméfena hlavné na lidi se
zdravotnimi problémy. Nedavna studie vSak sledovala ti¢inek micelarni formy kurkuminu na
zdravé ucastniky stfedniho veéku (40-60 let). Kazdodenni piijem 80 mg kurkuminu po dobu
4 tydni zplsobil pokles plazmatickych hladin triacylglyceridi, p-amyloida,
alaninaminotransferasy a interceluldrnich adheznich molekul (sICAM). Tyto vysledky
naznacuji, Ze CUR piispiva k podpote zdravi 1 u lidi nevykazujicich Zadné patologické stavy
[64, 65].

V ramci dalSich studii u pacientl s kolorektalnim karcinomem odolnym vii¢i standardni
chemoterapii denni davka 3,6 g kurkuminu zpisobila 60% pokles indukovatelné produkce
prostaglandinu E2 [66].

Je zndmo, ze koufeni zvySuje riziko mutagenity a rakoviny plic, cozZ mize byt ovlivnéno
dietnimi faktory véetné piijmu kurkumy. V ramci vyzkumu vénovaného stanoveni
antimutagennich u¢inki kurkuminu u chronickych kufki bylo zjisténo, ze po kazdodennim
podani 1,5 g kurkumy po dobu 30 dnl se vyrazné snizuje hladina mutageni v moci,
v kontrolni skupiné nekuiakli vSak nebyly pozorovany zadné zmény. Pfedpoklada se, Ze
kurkumin by mohl ptisobit jako u¢inny anti-mutagen u kutrdkd a snizovat tedy riziko vzniku
rakoviny plic [67].

Dalsi studie vénovana sledovani hladin cholesterolu v krvi u zdravych dobrovolnika
ukazuje, ze kurkumin v davce 0,5 g/den po dobé 7 dnti zphsobil pokles celkové hladiny

cholesterolu vkrvi o 11,6 % a zvySeni hladiny HDL cholesterolu o 29%. Kvili témto
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vlastnostem byl kurkumin povazovan za potencialni chemopreventivni c¢inidlo proti
ateroskleroze [64, 68].

V placebem kontrolované klinické studii se sledovanim ucinnosti kurkuminu v prevenci
vyvoje diabetu 2. typu byl zjiStén jeho prospéSny ucinek na funkci B-bunck v populaci
s prediabetem [69]. Po 9 mésicich lécby byl u 16,4 % ucastniki ve skupiné
s placebem diagnostikovan diabetes, zatimco ve skupiné s kazdodennim podanim kurkuminu
diabetes vibec nebyl diagnostikovan. Kromé toho tcastnici skupiny lécené kurkuminem
ve srovnani s kontrolni skupinou. Autofi této studie dospéli k zavéru, Ze kurkumin mize byt
prospesny v ramci prevence vyvoje diabetu 2. typu u lidi s prediabetem [69].

V nekritickém pohledu na kurkumin jako na vSelék je vSak jeho stinnd stranka casto
ignorovana. Je proto nesmirn¢ diilezité uvazovat i dal$i vlastnosti této piirodni latky: jeji
chemickou nestabilitu, slabou biodostupnost, potencialni toxikologické u¢inky a mozné 1ékové

interakce [63].

1.2.1.4 Biotransformace kurkuminu

Popsany terapeuticky potencidl kurkuminu je vSak zastinén jeho nizkou biologickou
dostupnosti, Spatnym farmakokinetickym profilem a rychlou degradaci
v gastrointestindlnim traktu. Dalsi vyzvou pro CUR jako potencidlni terapeutické ¢inidlo je jeho
nizka stabilita za fyziologickych podminek [51]. Pii 37°C a neutralnim pH biologicky polocas
kurkuminu ¢ini méné¢ nez 10 minut [51, 63]. In vitro studie vénovana biotransformaci
kurkuminu v lidskych a potkanich jaternich mikrosomech naznacuje, ze degradace kurkuminu
je NADPH-dependentni, a Ze polocas jeho rozpadu se v lidskych a potkanich mikrosomech
vyrazné 1i$1 (173,28 min, resp. 22,35 min) [70].

V metabolismu kurkuminu byly identifikovany dvé hlavni cesty, O-konjugace
a redukce. Produkty O-konjugace jsou kurkumin-glukuronid a kurkumin-sulfat. Produkty
redukce jsou nejéastéji dihydrocurcumin, tetrahydrocurcumin a hexahydrocurcumin, které
mohou podléhat nasledné konjugaci za vzniku pfisluSnych glukuronid (Obr.1.6 na str. 24)

[53, 72].
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Obrazek 1.6: Hlavni drahy biotransformace kurkuminu a jeho metabolity (vytvofeno v programu
ChemSketch).

Mal¢é mnozstvi kurkuminu absorbovaného télem je detekovano v krvi ve formé
konjugatti, ve volné formé CUR skoro neni detekovatelny. Samotny kurkumin mé nizkou
chemickou stabilitu, coz vede ke vzniku degradacnich produktti. Naptiklad Stépenim
diketonové skupiny vznikaji vanilin, kyselina ferulova a dihydroferulova. Oxidaci kurkuminu
vzniké bicyklopentadion. Pfedpoklada se, Ze produkty biodegradace a metabolity CUR se také

mohou podilet na jeho terapeutickém tcinku a celkové biologické aktivite [71].

1.2.1.5 Vliv kurkuminu na extrahepatalni isoformy cytochromu
P450

Rast klinického vyznamu kurkuminu vede ke zvySeni védeckého zajmu o pochopeni jeho
moznych lékovych interakei [72]. Naptiklad CUR ma potencidl byt ¢asti terapii proti mnoha
typtim rakoviny, muze tedy byt pouzit v kombinaci s jinymi chemoterapeutickymi latkami,
které jsou znamymi substraty CYP. Potencidlni Iékové interakce kurkuminu

s jinymi chemoterapeutiky a biotransformacnimi enzymy by vSak mohly mit zavazné nasledky,
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od toxickych vedlejSich ucinkii az po zanik terapeutického efektu v disledku indukce nebo
inhibice pfisluSnych enzymt [73]. Znamé efekty kurkuminu na vybrané isoformy CYP

exprimované v GIT jsou shrnuty v nasledujici tabulce 1.1:

Tabulka 1.1: Vliv kurkuminu na vybrané isoformy cytochromii P450.

Isoforma Model Vysledek Odkaz
Potlageni EROD aktivity, ICs0: 2 uM 74
Potkani jaterni mikrosomy
Potlageni EROD aktivity, ICs50: 20 uyM 75
CYP1Al
Homogenat z bunék potkaniho hepatomu Inhibiéni vliv, ICso: 0,74 uM 76
Bunky epitelidlniho karcinomu mlééné Vyrazné zvyseni hladiny mRNA kodujici CYP1Al 77
Zazy prostiednictvim aktivace AhR indukéni drahy
Slab4 inhibice, ICs0: 276,8 pM 73
Nebyl pozorovan Zzadny vliv na expresi
Lidské jaterni mikro
) Inhibini vliv, ICs0: 15,3 uM 78
bSmigen4 inhibice, ICs0: 36,3 uM, Ki: 10,6 uM 79
Lidské hepatocyty 50uM CUR vyvolal sniZeni relativni aktivity na 25,9% 80
Lidsky rekombinantni protein e ) "
CYP2CO SR Nekompetitivni inhibice, ICso0: 4,3 pM, Ki: 11,5 pM 81
Inhibiéni vliv, ICs0: 14,6 uM 82
Lidsl(.)"r rekombinantni protein - Inhibiéni vliv, ICs0: 6 uM
exprimovany v Supersomech 83
a
Inhibiéni vliv, ICso: 1,4 pM
Clovik Nebyla pozorovana .zmena .ve falirllakodynamnce 84
metabolizovaného 1é¢iva
Inhibiéni vliv, ICs0: 24,27 uM 70
Todsia st sl Nebyl pozorovan ani inhibiéni vliv, ani vliv na expresi 73
o Kompetitivni inhibice, IC50: 20,3 pM, Ki: 11,0 pM 79
Lidské hepatocyty 50uM CUR vyvolal sniZeni relativni aktivity na 61,9% 80
Lidsky rekombinantni protei
S, e T Inhibicni vliv, ICso: 11,9 uM 82
exprimovany v Supersomech
CYP3A4
Lidsky rekombinantni protein TR s 3 .
e imo e B Kompetitivni inhibice, ICs0: 16,3 uM, Ki: 7,4 uM 81
Lidsky rekombinantni protein = 10uM CUR vyvolal sniZeni relativni aktivity na 10%, jeho 85
exprimovany v Bakulosomech konjugatni metabolity v8ak zpihsobily vyznamnou aktivaci
Clovik Nebyla pozorovana .zména .ve falirllakodynamice 84
metabolizovaného 1é¢iva
Potkan Nebyla pozt:lmvén? zména blor.!ostupnostl substritu 36
metabolizovaného ortologni formou CYP3A1

qnhibice vyvoland demethoxykurkuminem. PInhibice vyvoland smési kurkuminoidii (kurkuminem,
demethoxykurkuminem a bisdemethoxykurkuminem).

Byl také pozorovan inhibi¢ni vliv smési kurkuminoida na aktivitu isoformy CYP2C19
v lidskych jaternich mikrosomech, hodnota ICso Cinila 7,4 uM [79]. V dal$i in vitro studii
v lidskych hepatocytech nebyl pozorovan inhibi¢ni vliv CUR na isoformu CYP2D6
a 58,3 uM kurkumin vyvolal snizeni aktivity CYP2CS8 0 22,5 % [73]. CUR také inhibuje dalsi

isoformy CYP, napt. jeho 4,2uM koncentrace zptsobila 50% snizeni dealkyla¢ni aktivity 2B1
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v potkanich jaternich mikrosomech. Bylo také zjisténo, Ze premedikace potkant kurkuminem
vyrazné potlacila expresi CYP2BI1 indukovanou fenobarbitalem [75]. In vitro studie na
rekombinantnich modelech naznacuje, Ze CUR vykazuje nejslab$i inhibici vici isoformé
CYP1A2 (ICso: 102 uM) v porovnani s CYP2C9 a CYP3A4 [82]. V dalsi in vitro studii na
potkanich jaternich mikrosomech se ukazalo, ze CUR je velmi slabym inhibitorem CYP2C11

(ICs50>100 M) [78].

1.2.2 Vitamin C

Vitamin C (kyselina askorbova, Asc) je nizkomolekularni ve vod¢ rozpustny ketolakton se
dvéma ionizovatelnymi hydroxylovymi skupinami. Diky své struktufe je v piirodé
vSudypfitomnym a nezbytnym darcem elektronii [87]. Rostliny a vétSina zvifat syntetizuji
askorbat z glukozy. U primitivnich ryb, obojZivelnikli a plazi syntéza askorbatu probiha
v ledvinach, zatimco u savcl je pfevazné syntetizovan v jatrech. Lidé, jini priméati, morcata
a n€kolik druhti netopyrii konzumujicich ovoce nemohou syntetizovat askorbat, protoZe nemaji
funkéni gen kodujici enzym potiebny pro posledni krok jeho syntézy -
L-gulonolaktonoxidasu [88]. V dusledku toho tyto druhy zavisi na dostate¢ném ptisunu
vitaminu C ze stravy. Ovoce a zelenina obsahuji dostate¢né mnozstvi askorbatu a ~90% jeho
denniho ptijmu v bézné populaci pochdzi prave z téchto zdrojii. Obsah se u jednotlivych druhii
1181, ale citrusové plody, kiwi, mango a zelenina, jako je brokolice, rajcata a paprika, se povazuji
za bohaté zdroje vitaminu C [87].

Klinickym znakem zavazného a dlouhodobého nedostatku vitaminu C jsou kurdéje, které
se projevuji zhorSenym hojenim ran, zanétem dasni, perifolikularnim krvacenim, ekchymozou
a petechii. Tyto projevy do znacné miry souviseji se zhorSenou kolagenovou biosyntézou.
Ackoli nedostatek vitaminu C je zpusoben hlavné nevyvazenou stravou, bylo identifikovano
n¢kolik dalsich rizikovych faktor, vcetné koufeni, téhotenstvi, genetické¢ predispozice,
namahavého cviceni a klinickych stavii spojenych s metabolickym syndromem, jako je
hypertenze, cukrovka a obezita [89]. Doporucené denni davka vitaminu C pro dospélé ve véku
25-51 let je cca 100 mg [90]. Uzivana davka askorbatu v potravinovych suplementech pro

dospélé ma rozmezi 100-1000 mg. Pi nachlazeni mize byt davka zvySena az na 3000 mg denné

[91].
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1.2.2.1 Antioxidac¢ni uc¢inek vitaminu C

Chemicka struktura vitaminu C (Obr.1.7) je sloZena z laktonového kruhu, dvou enolickych
hydroxylovych skupin a postranniho fetézce obsahujiciho primarni a sekundarni alkoholovou
skupinu. Tvorba dvou mezimolekularnich vodikovych vazeb podstatné pfispiva k celkové
stabilit¢ askorbatu. Enolicka forma a-ketolaktonu, zndma jako (R)-3.,4-dihydroxy-5-((S)-1,2-
dihydroxyethyl)-furan-2(SH)-on, se snadno oxiduje za tvorby diketonu (kyseliny
dehydroaskorbové¢) (Obr. 1.7) [92].

O @) 0 @]
HO . HO X ~ HO , B
| O .. 1 & 5. [y sHL o)
HO e o +e° O > +H . 9] 5
H )-oH ' H )-oH H )-oH
Asc OH AscSQ OH AscQ OH

Obrazek 1.7: Redoxni cyklus a struktura vitaminu C. Laktonovy kruh je oznacen Cervené, enolické
hydroxylové skupiny — zelené, primarni a sekundarni alkoholové skupiny postranniho fetézce — modfe.
Odstépenim protonu vznika aniont kyseliny askorbové (AscA), po nasledném odevzdani elektronu vznika
jeji semichinonova forma (AscSQ, askorbyl-radikal), pfi odstépeni vodikového radikalu v procesu oxidace
vznika chinonova forma vitaminu C (AscQ, kyselina dehydroaskorbova). (Pfevzato a upraveno z [103]).

V organismu hraje kyselina askorbova roli donoru elektront, protoze diky nizkému
elektronovému potencidlu a rezonan¢ni stabilité ma schopnost darovat atom vodiku a vytvofit
relativné stabilni askorbyl-radikal (AscSQ). Presto tato forma odsStépuje dalsi dva elektrony
z dvojné vazby laktonového kruhu. Diky popsanym vlastnostem ma vitamin C schopnost
snizovat hladinu reaktivnich forem kysliku a dusiku, ¢imz u¢inné udrzuje intracelularni redoxni
rovnovahu a minimalizuje oxidacni poskozeni zptisobeného reaktivnimi formami kysliku [93].
Bylo prokéazano, Ze askorbat neenzymaticky redukuje superoxidovy (0%*), hydroxylovy (HO"),
alkoxylovy (RO"), peroxylovy (ROO") a dalsi radikaly. Kyselina askorbova také potlacuje
hladinu tokoferolového radikédlu, vznikajiciho pfi redukci volnych radikali v lipidovém
prostiedi tokoferolem (vitaminem E) . Popsané radikaly odstépuji jeden atom vodiku z kyseliny
askorbové a oxiduji jej na askorbyl-radikal [94].

V pritomnosti katalytickych kovovych iontdi mtze vSak askorbat mit i prooxidaéni
ucinky. Askorbat ma schopnost redukovat zelezité kationty (Fe*") na zeleznaté (Fe?") za vzniku
askorbyl-radikalu [106]. V zavislosti na koordina¢nim prostiedi miize Fe?* snadno reagovat
s kyslikem a redukovat ho na superoxidovy radikal, ktery dava vznik H>02 a O2. Zeleznaty iont
nasledné reaguje s H2O2 za vzniku Fe** a velmi aktivniho hydroxylového radikalu. P¥itomnost
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askorbatu umoznuje cyklickou pfeménu Fe3™ zpét na Fe?', coz podporuje tvorbu vysoce

reaktivnich volnych radikalti z molekuly peroxidu vodiku [95].

1.2.2.2 Biologické funkce vitaminu C

Za 80 let od objevu vitaminu C se seznam jeho biologickych funkci neustdle rozSituje.
Biologicka role vitaminu C souvisi s jeho redukovanou formou a Ize ji rozd¢€lit na enzymové
aneenzymové funkce. Enzymova funkce vitaminu C spo¢iva v tom, Ze vystupuje jako kofaktor
pro dioxygenasy zavislé na Fe?"-2-oxoglutaratu podilejici se na biosyntéze kolagenu. Askorbat
také nepfimo moduluje vasodilataci zvySenim syntézy NO prostiednictvim redukce
sapropterinu — kofaktoru pro endotelialni NO-synthasu [87, 96].

Askorbat se podili na mnoha fyziologickych a biochemickych procesech zahrnujicich
enzymové reakce, které jsou katalyzovany enzymy z rodiny dioxygenas zavislych na
Fe?*-2-oxoglutaratu [97, 98]. Je znamo, Ze tyto enzymy zprostiedkuji spravnou syntézu
kolagenu. Jedn4 se o prolin-4-hydroxylasu a prolin-3-hydroxylasu, které se nachdzeji v lumen
endoplazmatického retikula a jsou zodpovédné za vloZeni hydroxylovych skupin na zbytky
prolinu, coz je nezbytnd modifikace v rdmci biosyntézy kolagenu [99]. Tyto dioxygenasy
pouzivaji 2-oxoglutarat jako kosubstrat a jako zdroj pro dva ze ¢tyt elektronii potfebnych pro
redukci kysliku. Pfenéseji jeden atom kysliku z Oz na 2-oxoglutarat za vzniku sukcinétu, druhy
atom kysliku je pfenesen na proteinovy substrat. Askorbat je pro tento proces nezbytnou
slozkou, nebot’ udrzuje Zelezo ve stavu s oxida¢nim ¢islem II, ¢imzZ je zajiSténa plna aktivita
popsané tiidy enzymu [88, 98]. Kolagen v extracelularnim prostoru hraje dilezitou roli fyzické
bariéry proti Sifeni a metastazovani rakovinnych bunék. Bylo prokdzano, Ze askorbat stimuluje
produkeci kolagenu ve fibroblastech lidské kiize [88].

Studie také naznacuji, Ze askorbat nepfimo sniZuje hladinu hypoxii indukovaného faktoru
(angl. HIF: «hypoxia-inducible factor»). V hypoxickych podminkach aktivovany komplex HIF
funguje jako transkripéni faktor pro kontrolu exprese gent kodujicich produkty zamétrené na
obnoveni bunééné homeostazy, jako jsou erytropoetin, vaskularni endotelidlni ristovy faktor
a nékolik glykolytickych enzymi. Aktivace HIF je povazovana za dulezitou slozku
angiogeneze nadorovych tkani [88,100]. Bylo prokazano, ze cytoplazmatické prolin-
hydroxylasy reguluji aktivitu HIF, ktery je stale pfitomen v buiice nezavisle na parcidlnim tlaku
kysliku. V normoxii je HIF ale u¢inn¢€ hydroxylovan témito enzymy. Hydroxylovany HIF se
poté vaze na komplex ubikvitin-ligasy, coz vede k jeho ubikvitinaci a nasledné proteazomalni
degradaci. Jako ¢lenové rodiny Fe**-2-oxoglutarat-dependentnich dioxygenas, HIF-prolin-

hydroxylasy vyZzaduji pro svou funkci askorbat jako redukcéni Cinidlo k udrzeni zZeleza
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v zeleznatém stavu [101]. Studie in vitro naznacuji, ze velké davky askorbatu skute¢né potlacuji
tvorbu kapilar ve tkanich [102]. Tato diilezitd zjiSténi naznacuji, Ze vysoka hladina askorbatu
v tkdni muaze chranit pred aktivaci hypoxii indukovaného faktoru a agresivni proliferaci
nadorovych bun¢k [88,101].

Bylo také zjisténo, Ze askorbat ma vliv na demethylaci histond, ktera je také katalyzovana
enzymy zavislymi na Fe?*-2-oxoglutaratu [103]. Piedpoklada se, ze piijem askorbatu muze
zlepsit funkci epigenetickych modifikétorti, protoze mnoho z nich patii do rodiny dioxygenas
zéavislych na Fe?*-2-oxoglutaratu [104]. Vzhledem k tomu, Ze hypermethylace DNA je spojena
s vyvojem rakoviny, askorbat by potencidln¢ mohl snizovat pravdépodobnost maligni
transformace modulaci slozek systémi nastavujicich epigeneticky kod [105].

Kyselina askorbovd je také vyzadovana jako redukcni cinidlo pro dopamin-f3-
monooxygenasu, ktera hydroxyluje dopamin za vzniku noradrenalinu. Zaclenuje jeden atom
molekularniho kysliku do substratu a druhy redukuje na H20, pro tento proces jsou zapotiebi
dveé molekuly kyseliny askorbové, z nichz kazda daruje jeden atom vodiku pro vznik molekuly
vody [106,107].

Kromé svych roli ve vySe uvedenych enzymovych procesech je askorbat silnym
antioxidantem se schopnosti redukovat (pato)fyziologicky vyznamné volné radikaly
a reaktivni formy kysliku. Askorbat také regeneruje vitamin E (a-tokoferol) z jeho oxidované
formy (o-tokoferoxylového radikalu), ¢imZz nepifimo potlacuje peroxidaci lipidid. Askorbat
muze také redukovat urat a glutathionové radikdly jako soucést antioxida¢ni sité v buiikach
a extracelularnich tekutinach. Je zndmo, ze vitamin C u¢inn¢ chrani biologické makromolekuly
pied oxidacnim poskozenim, které by jinak mohlo pfispét k zahdjeni a progresi né€kolika

chronickych a akutnich onemocnéni [87, 88].

1.2.2.3 Biotransformace vitaminu C

Nizkomolekularni 1é¢iva a xenobiotika jsou normalné metabolizovdna plisobenim kombinace
biotransformacnich enzymi. Biotransformace vede k tvorbé oxidovanych a konjugovanych
metabolitl, které vykazuji zvySenou hydrofilitu podminujici jejich lepsi vylucovéni
z organismu [ 108]. Askorbat se ucastni mnoha fyziologickych oxida¢né-redukénich reakcei jako
donor elektronii, coz je =zakladem cyklického charakteru jeho biotransformace
v organismu. Plsobi jako specificky kofaktor nebo antioxidant a tim se oxiduje na askorbyl
radikal, ktery nasledné¢ mtize podstoupit dismutaci za vzniku recyklované molekuly askorbatu
a kyseliny dehydroaskorbové [109]. Piestoze ma kyselina dehydroaskorbova poloc¢as rozpadu

jen nékolik minut, je normalné enzymoveé redukovana zpét na askorbat, coz je intracelularni
29



proces, ktery je u zdravych jedinct u¢inny i detekovatelny. Ukazalo se vSak, ze uvedeny proces
recyklace askorbatu mize mit snizenou Uc¢innost u pacientli trpicich fadou onemocnéni
a naptiklad u kufdki, coz se projevuje v jeho zvySené potiebé. ZvySeny piijem vitaminu C tedy
miZe byt nezbytny k dosaZeni homeostdzy u pacientt z rizikovych skupin [108, 110]. Jak jiz
bylo zminéno, produkt antioxida¢niho u¢inku askorbatu - kyselina dehydroaskorbova je fadou
bunék zpatky redukovana na askorbat, ¢imz je jeho homeostaticka Groven efektivn€ zachovana.
Obrat vitaminu C je proto zvlasté spojen s katabolismem kyseliny dehydroaskorbové, v némz
dochazi k jeji hydrolyze na kyselinu 2,3-diketogulonovou a dekarboxylaci na l-xylonat

a l-lyxonat, které mohou vstoupit do pentdézové drahy pro naslednou degradaci [111].

1.2.2.4 Vliv vitaminu C na zkoumané isoformy cytochromu P450

V ramci in vitro studie v homogenatu z bunék potkaniho hepatomu bylo pozorovano nevyrazné
potlaceni dealkylac¢ni aktivity cytochromi P450 podrodiny 1A askorbatem, jehoz 5uM
koncentrace zptisobila snizeni relativni aktivity o 7 % [76]. Dalsi in vitro studie prokazala, ze
askorbyl palmitat, biologicky dostupnéjsi forma askorbatu, plisobi v lidskych jaternich
mikrosomech jako kompetitivni reverzibilni inhibitor CYP3A4 [112]. Byl v8ak pozorovan
1 aktivacni vliv askorbatu na rekombinantni CYP3A4. Pridavek vitaminu C vyvolaval zvyseni
katodického piku enzymu v pfitomnosti diklofenaku (typického substratu pro tuto isoformu),
coz svéd¢i o mozném vlivu elektrokatalyzy a stimulaénim efektu askorbatu [113]. Jeho
aktivacni vliv byl také pozorovéan v dal$i in vitro studii, kde lidské rekombinantni CYP2C9
a CYP2D6 po pfidani vitaminu C do inkubacni smési vykazovaly zvySeni hodnoty Vmax.
Predpoklada se, ze pridavek antioxidantu zvySuje stabilitu enzymu prostfednictvim
efektivnéj$iho odstranéni volnych radikalt vznikajicich béhem katalyzy, coz se projevuje
rostouci hodnotou maximalni rychlosti [114]. V ramci jedné klinické studie byl stanoven vliv
vitaminu C na aktivitu CYP3A4 pomoci erytromycinového dechového testu. Suplementace
vitaminem C nevyvolala konzistentni uc¢inek v studované populaci jako celku, u muzi vSak

bylo pozorovéano statisticky vyznamnéjsi zvyseni primérné aktivity CYP3A4 0 21,9% [115].

1.2.3 Vzajemné interakce kurkuminu a askorbatu

Antioxidanty piedstavuji pfirozenou slozku obranného mechanismu zivych organismi.
Likviduji toxické volné radikaly, ¢imz podporuji zachovani homeostazy. Kurkumin je znamym
antioxidantem, stejn¢ jako askorbat vykazuje ochranny ucinek proti oxida¢nimu poSkozeni

vyvolanému volnymi radikaly. Existuje fada in vivo studii vénovanych antioxidacnimu u¢inku
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samotného kurkuminu a vitaminu C na experimentalnich zvifatech s chemicky vyvolanym
oxida¢nim stresem. V soucasné dobé je vSak pomérné madlo studii vénovanych ucinku
kombinace téchto dvou antioxidanti. Ukazalo se, ze podani kurkuminu spolu s askorbatem pied
pusobenim kadmia vyvoldvajiciho hepatotoxicitu by mohlo silnéji podpofit reparacni procesy
a poskytnout vétsi ochranu nez premedikace samotnym kurkuminem nebo askorbatem. [116].
Dalsi studie naznacuji, Ze predléCba poskozeni jater vyvolaného methotrexdtem pomoci
kombinace vitaminu C a kurkuminu vyvolavd vyznamnéjSi snizeni sérovych hladin
alanintransamindzy, aspartattransamindzy, alkalické fosfatdzy a laktatdehydrogenazy
a vyznamné zvyseni tkanové hladiny superoxiddismutazy a glutathionu. Bylo také pozorovano
vyznamné snizeni hladin malondialdehydu a celkové zlepSeni histopatologickych zmén
v jaternich tkanich, coZ potvrzuje potencialni hepatoprotektivni i¢inky kombinované terapie
[117]. Ukazalo se také, Ze kombinace kurkuminu, askorbatu a glycyrhizinu miize byt uzitecna
pfiregulaci imunitni odpovéedi v boji proti infekci SARS COV-2 a potlaceni nadmérné zanétlivé
reakce, aby se zabranilo nastupu cytokinové boute [118].

Rovnéz se predpokladalo, ze interakce polyfenold s askorbatem miize predstavovat
podobny synergicky mechanismus, jako v pfipadé redoxniho cyklu mezi vitaminem C
a o-tokoferolem [119]. V rdmci podrobngjsi studie byl vSak prokazan opak: kurkumin
vykazoval antagonisticky ucinek v kombinaci s kyselinou askorbovou pii kvantitativnim
sledovani jejich redoxni aktivity. Navic m¢l vyznamné vyssi antioxidacni aktivitu nez askorbat

[120].

1.2.4 Biochemicka role iontu kovu

Kovové ionty hraji esencidlni roli v biologickych systémech. Zména distribuce jednotlivych
iontl v bunce ovlivituje celou fadu biochemickych procesti [121]. N&které ionty kovil vystupuji
jako signalni a katalytické faktory nebo ptfedstavuji dilezité strukturni slozky biologickych
makromolekul. Vyznamné ovliviiuji biosystém a hraji zasadni roli ve fyziologickych
procesech, jako jsou udrzovani bunééné homeostazy, regulace metabolickych drah, biosyntéza,
prenos signalli a energetickd pfeména [122,123]. Nadbytek, deficience nebo abnormalni
distribuce kovovych iontil narusuje vitalni bunécné funkce, coz se projevuje nejenom poruchou
metabolismu, ale i bunéfnou smrti. To naznacuje mozné aplikace kovovych iontd
v protinadorové 1é¢bé. Ve srovnani s tradicnimi chemoterapeutickymi léky lze vétSinu
kovovych iontl vyuzit proti Sirokému spektru nadora s vysokou ucinnosti a bez vzniku Iékové
rezistence [123]. V soucCasné dob¢ je deficience mineralnich latek pomérné vzacna, existuji

vSak rizikové skupiny jedinct, pro jejichz klinicky stav je potieba piisné sledovat dostatecny
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piijem nekterych iont kovi, jako je napt. hoi¢ik, zinek, méd’ a Zelezo [124]. Mezi seniory jsou
ionty kovii nej€astéji vyuzivany pro podporu funkce $titné Z1azy, imunitniho systému a prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni a osteoporozy [125, 126]. Tato diplomova prace je vénovana
studiu Mg?" a Zn?" iontl. Hofe€naté ionty jsou uzivany v ramci 1é¢by nespavosti [127]
a zlepSeni funkci kosterniho svalstva [128], zatimco uZzivani zine¢natych iontl je spojeno

s podporou kognitivnich funkei, mineralizace kosti a srazeni krve [129].

1.2.4.1 Funkce horecnatych iontii

Hoi¢ik ve formé dvojmocného kationu (Mg?") je druhy nejvice zastoupeny ion v eukaryotické
buiice po drasliku. Hraje nezbytnou roli v fadé fyziologickych a biochemickych procest [130].
Mg?" piisobi predevsim prostiednictvim vazby na biomolekuly, jako jsou proteiny, nukleové
kyseliny a nukleotidy [131]. Podili se jako kofaktor na vice nez 600 enzymovych reakcich,
které jsou vétSinou zavislé na adenosintrifosfatu. Zasahuje do cest degradace makrozivin,
oxidac¢ni fosforylace, proteosyntézy a replikace DNA. Reguluje neuromuskularni excitabilitu,
sekreci parathormonu a svalovou kontrakci, také ovliviiuje tonus cév a krevni tlak. Chronicky
deficit Mg?* zvySuje riziko arytmii a kardiovaskularnich komplikaci v disledku rozvoje
aterosklerozy [130]. Hotc¢ik je fyziologicky antagonista vapnikovych kanalt, reguluje
propustnost membran interakci s fosfolipidy a stabilizuje membranové struktury [130,132]. Je
zastoupen ve svalovych buiitkdch, mekkych tkanich, krevnim séru a erytrocytech. Nejvyssich
koncentraci dosahuje intracelularné a v matrici kosti. Mezi intraceluldrnim a extracelularnim
prostorem projevuje Mg?" pomérné slaby koncentraéni gradient [133]. Doporu¢ena denni davka
hot¢iku pro dospélé ve véku 25-51 let je 350 mg [134]. Bézn¢ uzivana davka v potravinovych
suplementech je 500-750 mg [135]. Ptedpoklada se, zZe je intestindlné absorbovano pouze

30-40% konzumovaného Mg?* [136].

1.2.4.2 Funkce zine¢natych iontu

Zinek (Zn?") je stopovy prvek regulujici fadu fyziologickych procest. Je nezbytny pro rist
avyvoj organismu a je povazovan za antioxida¢ni prvek [137]. Vyskytuje se ve forme kofaktoru
ve stovkach enzymi a v tisicich proteinovych domén. Na bunécné trovni reguluje proliferaci,
diferenciaci a apoptdzu. Mezi fyziologickymi funkcemi vyZadujicimi Zn?*" patéi imunitni
odpovéd’, intermediarni metabolismus, replikace a oprava DNA, reprodukce, vidéni a chut’.
Kromé toho je zinek nezbytny pro neurogenezi, synaptogenezi, rist neuronil a proces

neurotransmise. Je ulozen ve specifickych synaptickych vezikulech glutaminergnich neuront
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a je uvoliovan jako neuromodulator [138]. Zn?" moduluje stabilitu biologickych membran
a uspotradani multiproteinovych komplext. Ovliviiuje funkéni kapacitu bun¢k ve vrozeném
a adaptivnim imunitnim systému, ma regula¢ni ucinek na produkci cytokinti, aktivitu
komplementu a produkei protilatek [139].

Zinek je povazovan za redoxné& inertni kov, nebot’ se bezprostiedné netiCastni redoxnich
reakci. Funkce zinku jako antioxidantu je popsana dvéma riznymi mechanismy: (i) ochranou
thiolovych skupin proteinti ped piisobenim volnych radikalt a (ii) potlacenim tvorby ROS na
zakladé antagonismu s redoxné aktivnimi pfechodnymi kovy, jako jsou Zelezo a méd’ [140].
Bylo zjisténo, Ze zinek chrani proteiny obsahujici thiolové skupiny, naptiklad dihydroorotasu.
Antagonismus Zn>* vii¢i redoxné aktivnim koviim spoéiva v podobnosti jejich elektronovych
oball, coz umoznuje vytlaceni ionti zeleza ¢i médi z vazebného mista a jejich néasledné
nahrazeni zinkem. Vytlaceny redoxn¢ aktivni kov pak mlze opustit bunku, ¢imz se snizi jeho
schopnost katalyzovat Fentonovou reakci vedouci k tvorbé hydroxylovych radikala [141].
Klinické studie naznacuji, ze nedostatek zinku je spojen se zvySenou urovni oxidacniho stresu,
vcetné zvySené oxidace lipidd, bilkovin a DNA [141,142]. Doporucena denni davka zinku pro
dospélé je 10 mg [143], zatimco béznd denni davka zine¢natych iontli v suplementech Cini
15-25 mg [144]. Suplementace zinkem byla G€¢inna v rdmci prevence infekénich onemocnéni
u starSich pacienti se srpkovitou anémii a ma pifiznivy Gc¢inek pii 1écb¢ infekénich onemocnéni

dychacich cest u déti [141].

1.2.4.3 Vliv Mg?* a Zn** iontii na cytochrom P450

Vzhledem ktomu, Ze CYP patifi k metaloproteinim, jeho katalytickd schopnost je
bezprostiedné zavisla na koordina¢nim okoli Zelezit¢ho iontu v hemu. Lze ptedpokladat, ze
ptitomnost dalSich iontii kovl v blizkosti aktivniho centra se milize projevit i na enzymové
aktivité. Studie naznacuji, Ze kovové ionty maji vyznamny vliv na proces pienosu elektront
ukézala, ze ionty kovi alkalickych zemin (napf. Mg?") vyvolavaji ve struktuie CYP101
konformaéni zménu a distorzi v aktivnim centru. Bylo stanoveno, Ze pfitomnost Mg?* iontd
usnadiiovala vazbu substratu a tvorbu vysokospinové formy zeleza v hemu [146]. Byl také
pozorovan stimula¢ni vliv hofecnatych ionti na CYP3A4 v lidskych jaternich mikrosomech.
Predpoklada se, ze podobny efekt je dan zesilenim elektronového pienosu v disledku interakce
Mg?* s cytochromem bs a P450-reduktasou, na jejichz aktivité je CYP zavisly [147]. V ramci
dalsi in vitro studie na lidskych jaternich mikrosomech nebyl pozorovéan zadny signifikantni

vliv hoteCnatych iontli na aktivitu CYP [148]. V in vitro studii piidavek zineCnatych iontt
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vyvolal potlaceni pfemény testosteronu rekombinantni isoformou CYP3A4, hodnota ICso ¢inila
27 uM [149]. Piedpoklada se, Ze inhibi¢ni G¢inek Zn?" miize byt spojen s jeho vlivem na

cytochrom bs, ktery piispiva k pienosu elektront v katalytickém procesu [149,145].
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2 CIL PRACE

Cilem ptredkladané diplomové prace je stanoveni vlivu nékolika sloZek potravinovych doplitkt
a jejich smési na aktivitu cytochromi P450 in vitro. Studie byla zaméfena na CYP3A4
a CYP1A1 vyskytujici se v GIT.

Hlavni cile:

e Provedeni literarni reserSe vénované CYP1A1, CYP3A4, CYP2C9 a vlivu vybranych
biologicky aktivnich latek na jejich aktivitu

e Stanoveni vlivu askorbatu, hofe¢natych a zinecnatych iont na rychlost enzymovych
reakci katalyzovanych CYP1A1, CYP3A4 a CYP2CO.

e Urceni hodnoty ICso (koncentrace zplisobujici 50% inhibici) pro kurkumin viiéi kazdé
z uvedenych isoforem CYP.

e Stanoveni pfipadného inhibi¢niho vlivu kurkuminu na aktivitu NADPH:cytochrom-
P450 oxidoreduktasy.

e Stanoveni vlivu smési obsahujicich kurkumin, askorbat a zine¢naté, resp. hofecnaté
ionty na aktivitu uvedenych isoforem s ptfedbéznou 30-minutovou inkubaci pii 37 °C

v prostiedi pufru a bez ni.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité chemikalie a biologicky material

Chemapol, CR: chlorid hofe¢naty

Cypex BiolVT, USA: lidsky rekombinantni CYP3A4LR v Baktosomech™ s nizkym obsahem

P450-reduktasy (low reductase)

Fluka, Svycarsko: tokoferol (Vit. E)

Gentest BD Bioscience, USA: lidsky rekombinantni CYP1A1lv Supersomech™

Katedra biochemie, Prirodovédecka fakulta UK: jatra potkan premedikovanych Sudanem I,

kurkumin (95% Cistota)

Lach:Ner, CR: chlorid draselny, chlorid sodny, dihydrogenfosfore¢nan draselny, EDTA,

ethylacetat, glycerol, kyselina askorbova

Lachema, CR: pyrofosfat sodny, uhli¢itan sodny

Linde, CR: kapalny dusik

NZYtech, USA: Tris-base

Penta, CR: hydroxid draselny

Roche GmbH. Némecko: NADPH

Sigma-Aldrich, USA: dimethylsulfoxid, chlorid zine¢naty, cytochrom c, 7-ethoxyresorufin,

fenacetin, resorufin, 6-hydroxytestosteron, testosteron

ThermoFisher Scientific, USA: Microplate BCA Protein Assay Kit

VWR Chemicals, Francie: acetonitril (HPLC), methanol (HPLC)
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3.2 Pouzité pristroje

Analvtické vahy:

40SM-200A, Pesa, Svycarsko

Automatické pipety:

Eppendorf, Némecko

Centrifugy:

Centrifuga 5418, uhlovy rotor, Eppendorf, Némecko

Minicentrifuga SpectrafugeTM, thlovy rotor, Labnet, Korea

Centrifuga Hermle Z 383 K, vykyvny rotor, Hermle LaborTechnik Némecko
Centrifuga Allegra X-30, tthlovy rotor F0630, Beckman Coulter (USA)
Ultracentrifuga Optima XPN-90, thlovy rotor 45Ti, Beckman Coulter (USA)

Filtraéni zarizeni na pufry:

Millipore StericupTM filtration system, Sigma-Aldrich, USA

HPLC systém:

HPLC systém Agilent Technologies 1200 Series, Agilent Technologies, USA
Pumpa: Agilent 1200 Series Quaternary Pump

Autosampler: Automated Sample Injector ALS G1329A

Detektor: Agilent 1290 Infinity Diode Array Detector (G4212A)

Vakuovy odplynova¢ G1322

Termobox pro kolonu: LCO 101, ECOM, CR

Ptedkolona: Nucleosil 8 X4 mm, 100-5, Cis, Macherey-Nagel, Némecko
Kolona: Nucleosil 250 X4 mm, Cis, 100-5, HD, Macherey-Nagel, Némecko
Program: ChemStation Online 1

Inkubator:

Thermomixer Compact, Eppendorf, Némecko
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Magneticka michacka:

C-MAG MS 4, IKA, Némecko
Variomag, Monotherm, Némecko
Piredvazky:

EW 600-2M, Kern, Némecko

pH-metr:

pH metr ATI Orion 211 s kombinovanou elektrodou, ATI Orion, USA

Spektrofotometr

DeNovix DS-11+, NanoDrop Technologies, Inc, USA
Agilent Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies, USA

Spektrofotometr + fluorimetr:

Infinite M200 PRO Multimode Microplate Reader, TECAN, Svycarsko

Vakuova odparka:

CentriVap Benchtom vacuum concentrator, Labconco, USA
Vortex:

MS1 Minishaker, IKA, Némecko
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Izolace mikrosomalni frakce

Izolace mikrosoml byla provedena diferencni centrifugaci modifikovanym postupem podle
Lindstrom-Seppa [150]. Mikrosomalni frakce byla izolovdna ze spojenych jater ¢tyf potkant
premedikovanych Sudanem I, ktery je zndmym induktorem CYP1A [151] postupem dle Stiborové
[151]. Premedikace potkanti a odbér tkan€ nebyl soucasti predkladané diplomové prace, odebrana
tkan byla uskladnéna v mrazicim boxu pii -80 °C.

Celé procedura probihala v chlazené mistnosti pii teploté 5°C, vS§echny materidly a roztoky

byly pfedem vychlazeny. Pro izolaci mikrosomu byly pouzivany nasledujici pufry:

Pufr P1: 150 mM KCI; 50 mM TRIS; 1 mM EDTA; 20 uM vitamin E; pH 7,4
Pufr P2: 100 mM Na4P207:10 H20; 1 mM EDTA; pH 7,2
Pufr P3: 150 mM KCI; 50 mM TRIS; 1 mM EDTA; 20% v/v glycerol: pH 7,4

Tkan urcena k izolaci byla zvaZena, najemno nastiihana, a nékolikrat promyta v pufru P1,
jehoZ objem odpovidal pfiblizn€ 2-nasobku hmotnosti tkan¢. Odkrvené kousky tkané byly poté
v malych davkach dvakrat homogenizovany v Potter-Elvehjemové homogenizatoru (nejprve
ve volngj$im, potom v tésnéjSim). Na homogenizaci byl pouzit pufr P1 o objemu odpovidajicimu
Ctyfnasobku hmotnosti tkang. Vznikly homogenat byl pfefiltrovan pres 3 vrstvy gazy
a centrifugovan 10 minut pii 620 g a teploté 0 - 5°C (centrifuga Hermle Z 383K, vykyvny rotor
4 x 70 ml, 2 000 RPM). Ziskany supernatant byl centrifugovan po dobu 20 minut pii 15 000 g
a teploté¢ 0 - 5°C (centrifuga Allegra X-30R, uhlovy rotor F0630 6 x 35 ml, 11 500 RPM).
Supernatant byl nasledné¢ oddélen od sedimentu lehce sedlé vrstvy a centrifugovan po dobu
90 minut pi1 123 000 g a teploté 4 °C (ultracenrifuga Beckman Optima XPN-90, thlovy rotor
45 Ti 6 x 94 ml, 45 000 RPM). Vznikla peleta byla resuspendovana a homogenizovéana v pufru
P2, jehoz objem piiblizn¢ odpovidal %2 objemu homogeniza¢niho pufru P1. Ziskana suspenze byla
poté znovu odstfedéna po dobu 50 minut pfi teploté 5°C (ultracenrifuga Beckman Optima XPN-
90, uhlovy rotor 70 Ti 8 x 39 ml, 59 000 RPM). Po centrifugaci byl sediment s mikrosomalni
frakei resuspendovan v pufru P3, jehoz objem odpovidal ctvrtiné pivodni hmotnosti jater.
Ptipraveny preparat mikrosomalni frakce byl rozpipetovan na alikvoty, které byly nasledné
zmrazeny v kapalném dusiku a uskladnény v hlubokomrazicim boxu piti -80 °C.

Koncentrace proteini v izolovanych jaternich potkanich mikrosomech byla stanovena podle

navodu komer¢ni sady Microplate BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scietific, USA).
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3.3.2 Stanoveni aktivity cytochromu P450 1A1 —
O-deethylace 7-ethoxyresorufinu

O-deethylace 7-ethoxyresorufinu je povazovana za specifickou markerovou reakci pro métreni
aktivity isoformy CYP1Al. Tato reakce poskytuje produkt resorufin (Obr. 3.1), po jehoz
excitaci zafenim o vinové délce 530 nm je emitovano fluorescenéni zaieni o vinové délce
585 nm [152]. Diky popsané vlastnosti resorufinu lze pribéh enzymové reakce kontinudlné

sledovat fluorimetricky.

N N
NADPH
o]
2
HsC,0 0] o) O O OH

7-ethoxyresorufin resorufin

Obrazek 3.1: O-deethylace 7-ethoxyresorufinu — markerova reakce isoformy CYP1A1l (vytvofeno
v programu ChemSketch).

Pomoci markerové reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu byl sledovan vliv slozek
potravinovych dopliki (resp. jejich smési) jak na CYP1A1 v potkanich jaternich mikrosomech,
tak na rekombinantni lidsky CYP1A1 v Supersomech™.

Pted méfenim byly Supersomy™ a mikrosomy optimélné fedény pufrem tak, aby narist
fluorescence zplisobeny vznikem resorufinu byl linearni s ¢asem.

Byly pfipraveny inkubaéni smési o objemu 200 ul o celkovém sloZeni:

e 0,1 M fosfatovy pufr (KH2PO4/K2HPO4, pH 7,4)

e 2 uM 7-ethoxyresorufin (0,4mM zdsobni roztok v methanolu)

e Rekombinantni lidskd isoforma CYP1A1l o koncentraci 7,5 pmol/ml (I nmol/ml
v Supersomech™) nebo potkani jaterni mikrosomy o koncentraci proteint 0,05 mg/ml
(z&sobni koncentrace 15 mg/ml)

e 0,5mM NADPH (5 mM zasobni roztok ve fosfatovém pufru)

e Slozka potravinovych suplementl (resp. smés slozek) o ptislusné koncentraci, resp.
odpovidajici mnozstvi ptislusného rozpoustédla pro neinhibovany vzorek:

o Kurkumin v rozmezi koncentraci 0,05-50 uM

(200x koncentrovanéjsi zasobni roztoky v dimethylsulfoxidu (DMSO))
o Vitamin C v rozmezi koncentraci 0,02-10 mM

(10x koncentrovanéjsi zasobni roztoky ve fosfatovém pufru)
o ZnCla/ MgClz v rozmezi koncentraci 0,4-1000 uM

(10x koncentrovanéjsi zasobni roztoky v deionizované vod¢)
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e Sm¢s obsahujici 1uM CUR (zasobni roztok v DMSO o koncentraci 200 uM)
a jednu zndsledujicich kombinaci: 1mM Asc + 0,ImM ZnCl2 /MgCl;
200uM Asc + 20uM ZnClo/MgClz; 50uM Asc + 5uM ZnCla/ MgClz
(10x koncentrovanéj$i zasobni roztoky v deionizované vodg)

e Ekvimolarni smés obsahujici CUR, Asc a ZnClz, resp. MgClz v koncentraénim

rozmezi 0,5-10 uM

Nejprve byla pripravena preinkubacni smés obsahujici CYP, pufr a 7-ethoxyresorufin.
Po 5-minutové preinkubaci pfi 37 °C a 400 RPM na termobloku (Thermomixer compact) byla
smés pipetovana do jamek mikrotitraéni destiCky. Nasledné byly pfidany roztoky slozek
potravinovych doplikd, resp. jejich smési. Do kontrolniho neinhibovaného vzorku a slepého
vzorku bez NADPH bylo pfiddno odpovidajici mnozstvi piislusného rozpoustédla. Obsah
organickych rozpoustédel neptesahoval 1 % celkového objemu reakéni smési. Reakce byla
zahajena ptidanim 20 pl 5mM roztoku NADPH, do jamky obsahujici slepy vzorek bylo pfidano
20 pl pufru.

Pti sledovani vlivu smési na enzymovou aktivitu byla také provedena piedbézna
inkubace vsech slozek potravinovych doplikt (CUR, Asc, ZnCl2/MgClz). Pozadovany objem
zasobniho roztoku CUR nebo smési slozek byl piidan do jamky, roztok byl doplnén pufrem do
objemu 100 pl a nechan inkubovat ve fluorimetru po dobu 30 minut pii 37 °C. Posléze bylo
pfidano 80 pl preinkubacni smési obsahujici potfebné mnozZstvi CYP a 7-ethoxyresorufinu
v pufru, které¢ byly piedem temperovany 3 min na 37 °C. Reakce byla startovana roztokem
NADPH.

Nejprve byla sestrojena kalibracni kiivka reprezentujici zavislost intenzity fluorescence
na mnozstvi standardu resorufinu. Nartst fluorescence po zahajeni enzymové reakce byl méten
béhem 5 minut v Casovych intervalech 15 sekund pti excita¢ni vinové délce 530 nm a emisni
vlnové délce 585 nm. Ze smérnice piimky zavislosti fluorescence na case bylo pomoci
kalibracni kiivky kvantifikovdno mnozstvi vznikajiciho produktu. Pozorovéna rychlost reakce
vyjadiend jako latkové mnoZzstvi vzniklého resorufinu za minutu byla vztazena na pmol CYP,
resp. mg proteintt v mikrosomech. Rychlost reakce vzorku s pfidanou slozkou potravinovych
suplementt (resp. s pfidanou smési) byla porovnana s rychlosti reakce neinhibovaného vzorku
predstavujiciho 100% reakéni rychlost. Timto zpisobem byla vypoctena relativni aktivita
vyjadiend v procentech.

Statisticka vyznamnost ziskanych vysledki byla vyhodnocena pomoci T-testu v MS

Excel.
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3.3.3 Stanoveni aktivity cytochromi P450 3A4 —
6p-hydroxylace testosteronu

Markerova reakce pfemény testosteronu na 6B-hydroxytestosteron (Obr. 3.2) se bézné pouziva ke

stanoveni aktivity isoformy CYP3A4 [153].

OH OH
«+OH
NADPH
—_—l
02
o 0
testosteron 16B-hydroxytestosteron

Obrazek 3.2: 6B-hydroxylace testosteronu — markerova reakce isoformy CYP3A4 (vytvofeno v programu
ChemSketch).

V ramci této diplomové prace byla 6p-hydroxylace testosteronu vyuzita pro sledovani vlivu
slozek potravinovych suplementi na aktivitu rekombinantntho CYP3A4 exprimovaného

v Baktosomech™,

3.3.3.1 Priprava reak¢énich smési

Inkubac¢ni smési o objemu 500ul obsahovaly nasledujici slozky:

0,1 M fosfatovy pufr (KH2PO4+/K2HPOs, pH 7,4)
e 20 uM testosteron (zasobni roztok v methanolu o koncentraci 4 mM)
e CYP3A4 o koncentraci 30 pmol/ml (3 nmol/ml v Baktosomech™)
e | mM NADPH (zasobni roztok ve fosfatovém pufru o koncentraci 10 mM)
e Slozka potravinovych suplementt (resp. smés slozek) o ptislusné koncentraci, resp.
odpovidajici mnozstvi piislusného rozpoustédla pro neinhibovany vzorek:
o Kurkumin v rozmezi koncentraci 0,5-50 uM
(200x koncentrovanéjsi zasobni roztoky v DMSO)
o Vitamin C v rozmezi koncentraci 0,02-10 mM
(10x koncentrovanéjsi zasobni roztoky ve fostatovém pufru)
o ZnCl2 v rozmezi koncentraci 5-250 uM
(10x koncentrovangjsi zasobni roztoky v deionizované vod¢)
o MgClz o koncentraci 5-250 uM
(10x koncentrovanéjsi zasobni roztok v deionizované vod¢)

o Smeés obsahujici SuM CUR (zasobni roztok v DMSO o koncentraci 1 mM)
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a jednu z nasledujicich kombinaci: ImM Asc + 0,1mM ZnCl2 /MgClz; 5S0uM
Asc + 5uM ZnCl /MgCl2 (10x koncentrovangj$i zasobni roztoky
v deionizované vod¢)

V tripletech byly pfipraveny preinkubacni smési obsahujici vSechny slozky kromé
NADPH. Celkovy obsah organickych rozpoustédel v reakénich smésich neptesahoval 1 %.
Ptipravené preinkubacni smési byly vlozeny do termobloku (Thermomixer compact) a nechany
inkubovat po dobu 5 minut pfi 37 °C a 400 RPM. Reakce byla zahdjena ptidanim 50 pl
zasobniho roztoku NADPH do kazdého vzorku ve stejnych ¢asovych intervalech. Do prvniho
slepého vzorku bylo misto roztoku NADPH ptidano 50 ul fosfatového pufru. V dal§im slepém
vzorku byly proteiny jesté ptfed zahajenim reakce denaturovany piidavkem ,,stop-roztoku‘
obsahujiciho 2M NaCl a 1M Na2COs. Oteviené zkumavky obsahujici reakéni smés byly
vloZeny do termobloku, inkubace probihala po dobu 10 minut pti 37 °C za stalého tfepani pii
300 RPM. Nasledné byla reakce zastavena ptidavkem 100 pl stop-roztoku a kazdy vzorek byl
nasledné vortexovan 10 sekund. Do vyslednych smési bylo ptfidano 5 pl roztoku vnitiniho
standardu obsahujiciho ImM fenacetin v methanolu a 1 ml ethylacetatu pro naslednou extrakci.
Extrakce byla provedena za intenzivniho tfepani po dobu 3 min pii 1400 RPM (Thermomixer
compact), vzorky byly nésledné centrifugovany po dobu 5 min pii 13000g. Po centrifugaci byla
horni organicka faze odebrana do sklenénych vialek a dosucha odpaiena ve vakuové odparce
pii 37°C. Popsany postup extrakce byl proveden dvakrat, odebrané organické faze byly spojeny
do jedné vialky.

Pfi sledovani vlivu smési na enzymovou aktivitu byla také provedena predbézna
inkubace samotného CUR a smési vSech slozek potravinovych doplikt (CUR, Asc, ZnCl2) ve
fosfatovém pufru. Pislusné slozky byly pfidany do zkumavky, roztok byl doplnén pufrem do
250 pl a nechan inkubovat v termobloku po dobu 30 minut pti 37 °C a 400 RPM. Nasledn¢

byly pfidany ostatni slozky reak¢ni smési a vzorky byly pfipraveny vySe popsanym zplisobem.
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3.3.3.2 Separace 6B-hydroxytestosteronu metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie

Vyse popsanou markerovou reakei vznika produkt 6p3-hydroxytestosteron, ktery byl stanoven
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Odparek ziskany extrakci byl
rozpustén v 40 pl methanolu. Separace produktu reakce a vnitiniho standardu byla provedena
pii 35°C a priitoku 0,6 ml/min na koloné Nucleosil 250 X4 mm, Cis, 100-5, HD. Nastiik na
kolonu ¢inil 20 ul. Analyza probihala po dobu 35 minut s gradientovou eluci. Mobilni faze
obsahovala 50% a 75% methanol v riznych pomérech podle koncentra¢niho gradientu, ktery

je uveden v nasledujici tabulce 3.1:

Tabulka 3.1. Koncentraéni gradient sloZek mobilni faze p¥i separaci 6p-hydroxytestosteronu. Mobilni
faze A — 50% methanol, B — 75% methanol.

Cas, [min] Mobilni faze A, [%] Mobilni faze B, [%]
00:00 100 0
27:00 0 100
30:00 100 0
35:00 100 0

Metabolit byl detekovan pii 254 nm v Case 12 min odpovidajicimu eluénimu casu
standardu 6B-hydroxytestosteronu. Pfi stejné vinové délce byl také detekovan vnitini standard
fenacetin v eluénim ¢ase 9 minut. Produkt byl kvantifikovan vztazenim jeho plochy piku
k plose piku vnitiniho standardu; takto vypoctena relativni plocha piku byla imérna rychlosti
sledované reakce. Hodnoty relativnich ploch pikti 6B-hydroxytestosteronu pro vzorky
s ptfidanou slozkou potravinovych suplementu (resp. s pfidanou smési) byly porovnany

s relativni plochou piku kontrolniho vzorku bez ptidanych latek pfedstavujici 100 % aktivity.

3.3.4 Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

Aktivita NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy (POR) byla stanovena pomoci markerové
reakce redukce cytochromu ¢, ktery je zndmym ptirozenym akceptorem elektronu [154]. Tato
reakce je vyjadifena nasledujici rovnici:

NADPH + H* + 2 cytochrom ¢ (Fe**) = NADP* + 2 cytochrom ¢ (Fe*)

Redukovany cytochrom c absorbuje zafeni o vlnové délce 550 nm, coz je vyuzito pro
kontinudlni sledovani aktivity POR. Do sklenéné kyvety o optické draze 1 cm byla ptidana

reak¢ni smeés o celkovém objemu 1 ml o nasledujicim slozeni:
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e 300mM fosfatovy pufr (KH2PO4/K2HPO4, pH 7.,7)

e Cytochrom ¢ o koncentraci 0,5 mg/ml (zasobni roztok 10 mg/ml v 10mM
fosfatovém pufru, pH 7,7 )

e Potkani jaterni mikrosomy o koncentraci 0,15 mg/ml

e Kurkumin v koncentraénim rozmezi 0,1-20 uM (200x koncentrovanéj$i zasobni
roztoky v DMSO) / DMSO pro kontrolni vzorek

e 0,1 mM NADPH (10 mM zésobni roztok ve vod¢)

Nejprve byly pfidany a zamichany vSechny slozky kromé& NADPH pro zméfeni ,,blanku”.
Objem organickych rozpoustédel v reakéni smési neptesahoval 1 % celkového objemu.

Po zahgjeni reakce pfidanim 10 pl roztoku NADPH byl obsah kyvety dukladné
promichén a pomoci spektrofotometru DeNovix DS-11+ byl po dobu 2 minut sledovan nartst
absorbance pii 550 nm. Ze zméfenych hodnot zmén absorbance byla néasledné¢ pomoci
molarniho absorpéniho koeficientu cytochromu ¢ (21,01 pumol'-cm™'-ml) vypoctena aktivita
POR vyjadiena jako latkové mnozstvi vzniklého produktu za minutu vztazené na mg
mikrosomalniho proteind. Aktivita vzorku s pfidanym kurkuminem byla vztazena na hodnotu

aktivity kontrolniho vzorku s DMSO, které ptedstavovala 100%.

3.3.5 Méreni absorp¢nich spekter kurkuminu

Pro stanoveni teplotni stability CUR byla zméfena jeho absorpcni spektra pfed a po
30-minutové inkubaci pti 37 °C. Byly pfipraveny dva roztoky o celkovém objemu 2 ml
obsahujici 0,1M fosfatovy pufr o pH 7,4, methanol (0,5% v/v) a kurkumin o koncentraci 5 nebo
50 uM (200x koncentrovanéjsi zasobni roztok v DMSO). Organicka faze predstavovala piesné
1% celkového objemu smési. Z Cerstvé piipravenych roztokli byl odebran 1 ml a zméfeno
absorp¢ni spektrum (Agilent Cary 60 UV-Vis) neinkubovaného kurkuminu. Zbytek byl nechan
inkubovat 30 min na termobloku pfi 37 °C, poté byla zméfena spektra roztoku s kurkuminem

po inkubaci. Slepy vzorek obsahoval misto kurkuminu rozpoustédlo DMSO.
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4 Vysledky

Pro sledovani vlivu vybranych biologicky aktivnich latek na katalytickou schopnost CYP1A1
in vitro byly jako prvni model zvoleny jaterni mikrosomy potkani premedikovanych Sudanem I,
induktorem této isoformy [151]. Nejprve byly tyto mikrosomy isolovany a v nich stanovena
koncentrace proteinii — 15 mg/ml. Dal$im modelem pro sledovani aktivity lidské isoformy byly
Supersomy™ piedstavujici hmyzi mikrosomy obsahujici rekombinantni lidsky CYP1A1. Aktivita
potkaniho a lidského CYP1Al byla kontinudln€é meétfena prostfednictvim markerové reakce
O-deethylace 7-ethoxyresorufinu s fluorimetrickym stanovenim produktu. Pro sledovani aktivity
CYP3A4 byl zvolen model Baktosomi™, coZ jsou membrany isolované z E.coli exprimujici
rekombinantni CYP3A4. Pomoci markerové reakce 6B-hydroxylace testosteronu byl stanoven vliv
sloZek potravinovych dopliiki na aktivitu CYP3A4. Mnozstvi vznikajiciho produktu bylo v tomto
ptipadé¢ kvantifikovano metodou HPLC. Isoforma CYP2C9 nebyla z ¢asovych davodu
prozkoumana.

Nejprve byl stanoven vliv samotnych biologicky aktivnich latek (kurkuminu, askorbatu,
nebo iontd kovl Zn?* & Mg?"), nésledné bylo sledovano jejich spole¢né plisobeni na kazdou

z uvedenych isoforem CYP.

4.1 Vliv kurkuminu

Pomoci tfi markerovych reakci byl in vitro stanoven vliv kurkuminu na aktivitu CYP1AI,
CYP3A4 aPOR, kterd je jejich znamym redoxnim partnerem. Ziskané hodnoty reak¢nich rychlosti
pro vzorky obsahujici kurkumin byly vzdy vztazeny k reakéni rychlosti neinhibovaného vzorku,
do kterého misto CUR bylo ptidano jeho rozpoustédlo DMSO. Zmétena reakeni rychlost byla tak

prevedena na hodnoty relativni aktivity.

4.1.1 Sledovani aktivity lidské a potkani isoformy cytochromu P450 1A1

Pomoci markerové reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu byla stanovena aktivita lidské
apotkani isoformy CYP1A1. Pro sledovani inhibi¢niho vlivu kurkuminu byly pouzity koncentrace
0,05; 0,2; 0,5; 1; 2; 4; 8; 20; 40; 60 uM. Pomoci logaritmického vynosu byly stanoveny hodnoty
ICso pro kurkumin vici potkani a lidské isoformé CYP1A1, kterd Cinila 1,1 pM, resp. 2,7 uM
(Obr. 4.1 na str. 47). Nejnizsi pridana koncentrace kurkuminu zpusobila snizeni aktivity CYP1A1
v potkanich jaternich mikrosomech na 93 %, 40uM CUR zpisobil skoro uplnou inhibici. Pti

sledovéani aktivity lidské isoformy cytochromu P450 1A1 byl pouzit rekombinantni enzym
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exprimovany v Supersomech™. 1uM koncentrace CUR piedstavujici ICso pro potkani CYP1A1

vyvolala potlaceni aktivity na 76 %.
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Obrazek 4.1: Logaritmicky vynos zavislosti aktivity (a) potkani a (b) lidské isoformy CYP1A1l na
koncentraci pridaného kurkuminu (CUR). Aktivita byla stanovena pomoci markerové reakce
O-deethylace 7-ethoxyresorufinu Koncentrace 7-ethoxyresorufinu v reakéni smési Cinila 2 pM. Koncentrace
mikrosomalnich proteinii byla 20,05 mg/ml, resp. koncentrace CYP1A1 ®7,5 pmol/ml. Procenta reprezentuji
aktivitu enzymu v ptitomnosti CUR vztazenou na aktivitu neinhibovaného vzorku (100%). Zobrazené hodnoty
predstavuji pruméry a smérodatné odchylky ze tii mefeni. Graf byl sestrojen pomoci programu Origin 2016
(OriginLab, USA) s prolozenim dat sigmoidni funkei.
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4.1.2 Sledovani aktivity NADPH:cytochromP450-oxidoreduktasy

Nasledné¢ byla ovétena specifita pozorované inhibice. Snizeni reak¢éni rychlosti v pfitomnosti CUR
mohlo byt zpisobeno pifimou inhibici CYP, nebo jejich obligatniho redoxniho partnera
NADPH:cytochrom-P450-oxidoreduktasy (POR). Pomoci markerové reakce redukce cytochromu
¢ byl stanoven vliv kurkuminu na aktivitu POR v potkanich jaternich mikrosomech. Z grafu na
obrazku 4.2 je patrné, ze kurkumin pii pouzitych koncentracich nevykazuje inhibi¢ni G¢inek na

POR.
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Obrazek 4.2: Vliv kurkuminu na aktivitu NADPH:cytochrom-P450-oxidoreduktasy v potkanich
jaternich mikrosomech sledovany pomoci markerové reakce redukce cytochromu c. Koncentrace
cytochromu ¢ v reakéni smési ¢inila 0,5 mg/ml. Koncentrace mikrosomalnich proteinii byla 0,15 mg/ml.
Procenta ptfedstavuji aktivitu enzymu v pfitomnosti CUR vztazenou na aktivitu vzorku s pfidanym DMSO
(100%). Data ptedstavuji priméry a relativni chyby ze tiff méfeni.

4.1.3 Sledovani aktivity cytochromu P450 3A4

Vramci této diplomové prace byly uréeny optimalni podminky métfeni 6B-hydroxylace
testosteronu pro nasledné stanoveni vlivu biologicky aktivnich latek na aktivitu CYP3A4
exprimované v Baktosomech™,

Nejprve bylo uréeno vhodné mnozstvi enzymu v reakéni smési. Byl pozorovan linearni
narust relativni plochy piku produktu az do 30nM koncentrace CYP3A4 (Obr. 4.3 na str. 49). Pro

nasledujici méfeni byla tedy zvolena 30nM koncentrace CYP.
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Obrazek 4.3: Zavislost relativni plochy piku 6p-hydroxytestosteronu na koncentraci CYP3A4 v reak¢ni
smési s pouzitim NADPH-generujiciho systému. Linearni z&vislost je proloZena prvnimi tfemi body. Inkubace
trvala 15 minut. Koncentrace testosteronu v reakéni smési ¢inila 20 uM. Data predstavuji priiméry a smérodatné
odchylky ze tii méfeni.

Byla také stanovena optimdlni doba trvani enzymové reakce; byla vyzkousena 5, 10, 15,

20-minutova inkubace. Z grafu na obrazku 4.4 je patrné, Ze linearni zavislost mnozZstvi

vznikajiciho produktu na dobé¢ inkubace platila az do 20 minut.
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Obrazek 4.4: Zavislost relativni plochy piku 6p-hydroxytestosteronu na dobé inkubace s pouZitim
NADPH-generujiciho systému. Linedrni zavislost je proloZena vSemi body. Koncentrace testosteronu
v reakéni smési Cinila 20 pM, koncentrace enzymu byla 30 nM. Data predstavuji priméry a smérodatné
odchylky ze tfi méfeni.

Optimalizace byla provedena s pouzitim NADPH-generujiciho systému (GS) obsahujiciho
hotecnaté ionty, které mohly interferovat se sledovanim vlivu ostatnich slozek potravinovych
doplikti. Pro eliminaci interferujiciho ptispévku GS byl v nésledujicich experimentech pouzit
roztok ¢istého NADPH. Byla ovéiena linearni zavislost plochy piku vznikajiciho produktu na ¢ase

(Obr. 4.5 na str. 50). Pro nésledujici méfeni rychlosti 63-hydroxylace testosteronu byla zvolena
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10-minutova doba inkubace, pii které bylo mnozstvi vznikajiciho produktu dobie

kvantifikovatelné a zaroven nebyla doba inkubace nevhodné dlouha z ditvodu degradace CUR.
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Obrazek 4.5: Zavislost relativni plochy piku 6p-hydroxytestosteronu na dobé inkubace s pouZitim roztoku
NADPH. Linearni zavislost je prolozena vSemi body. Koncentrace testosteronu v reakéni smési Cinila 20 pM,
koncentrace enzymu byla 30 nM. Chybové tsecky predstavuji variaéni rozpéti ze dvou méfeni.
Optimalizované¢ podminky markerové reakce 6B-hydroxylace testosteronu byly vyuzity pro
sledovani vlivu kurkuminu a dalSich biologicky aktivnich latek na aktivitu rekombinantniho
CYP3A4 exprimovaného v Baktosomech™. Byly pouzity koncentrace 0,5; 1; 2; 5; 10; 20 uM

svwvr

kurkuminu vyvolala pokles aktivity o 13 %.
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Obrazek 4.6: Zavislosti aktivity CYP3A4 na koncentraci pridaného kurkuminu. Aktivita byla stanovena
pomoci markerové reakce 6p-hydroxylace testosteronu. Koncentrace testosteronu v reakéni smeési ¢inila 20 pM.
Koncentrace enzymu ¢inila 30 pmol/ml. Procenta pfedstavuji aktivitu enzymu v ptitomnosti CUR vztazenou na
aktivitu neinhibovaného vzorku (100%). Data pfedstavuji primeéry a relativni chyby ze tfi méteni. Graf byl
sestrojen pomoci programu Origin 2016 (OriginLab, USA) s proloZenim dat exponencidlni funkei.
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4.2 Vliv askorbatu

Dale byl sledovan vliv samotného askorbatu, dalsi ze studovanych biologicky aktivnich latek.

4.2.1 Sledovani aktivity lidské a potkani isoformy cytochromu P450 1A1

Byl stanoven vliv askorbatu na O-deethylasovou aktivitu potkani a lidské isoformy CYP1A1. Pro
potkani CYP1A1 byly pouzity koncentrace 0,4; 2; 10; 50; 250; 1000 uM Asc (Obr. 4.7a na
str. 50). Inhibi¢ni vliv askorbatu na sledovanou reakci se projevil aZ pti vysSich koncentracich,
250uM Asc zpiisobil potlaceni aktivity o 10%. Podobné byl sledovén vliv vitaminu C na aktivitu
rekombinantni lidské isoformy CYPIAl exprimované v Supersomech™. Jelikoz nizké
koncentrace Asc nemély na potkani CYP1A1 v mikrosomech zadny vliv, byly u lidské isoformy
pouzity vyssi koncentrace v rozsahu 20 uM—10 mM (Obr. 4,7b na str. 52). Inhibi¢ni vliv byl
pozorovan az pii vysSich koncentracich askorbatu nez v ptipadé¢ mikrosomti, ImM Asc potlacil

O-deethylasovou aktivitu o 14 %, 10 mM o 37 %.

51



Q
~—
[y
N
o

100 I

0 III

0 0,4 m 50 m 250 m 1000
Koncentrace askorbatu, [uM]

0 20 100 = 1000 ®W5000 ®10-10°
Koncentrace askorbatu, [uM]

[0
o

Relativni aktivita, [%]
5 3

N
o

z

120

100

80

60

40

Relativni aktivita, [%]

20

Obriazek 4.7: Vliv askorbatu na aktivitu (a) potkani a (b) lidské isoformy CYP1A1 sledovany pomoci
markerové reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Koncentrace 7-ethoxyresorufinu v reak¢éni smési Cinila
2 uM. Koncentrace mikrosomalnich proteint byla 20,05 mg/ml, resp. koncentrace CYP1A1 7,5 pmol/ml.
Procenta ptedstavuji aktivitu enzymu v pfitomnosti Asc vztazenou na aktivitu vzorku s pfidanou vodou (100%).
Data predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze tif méfeni.

4.2.2 Sledovani aktivity cytochromu P450 3A4

Byl také sledovan vliv askorbatu na aktivitu rekombinantni isoformy CYP3A4 exprimované
v Baktosomech™. Z grafu na obrazku 4.8 (str. 51) je patrné, ze vyssi koncentrace vit. C zpisobuji

vyznamnou inhibici CYP3A4, ImM koncentrace Asc vyvolala snizeni aktivity o 20 %.
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Obrizek 4.8: Vliv askorbatu na aktivitu lidského CYP3A4 v Baktosomech™ sledovany pomoci
markerové reakce 6f-hydroxylace testosteronu. Koncentrace testosteronu v reakéni smési ¢inila 20 uM.
Koncentrace enzymu byla 30 pmol/ml. Procenta pfedstavuji aktivitu enzymu v pfitomnosti Asc vztazenou na
aktivitu vzorku s piidanou vodou (100%). Data ptedstavuji priméry a relativni chyby ze tfi méfeni.

4.2.3 Stanoveni vlivu pH na aktivitu cytochromii P450 1A1 a 3A4

Askorbat je kyselinou schopnou snizovat hodnotu pH. Bylo proto ovéteno, jestli snizeni reakéni
rychlosti ve vzorcich s Asc neni zplisobeno zménou pH, které vyznamné ovliviiuje kinetiku
enzymovych reakci. Nejprve byl zméfen vliv ptidaného askorbatu na pH fosfatového pufru
pouzitého v reak¢nich smésich. Zména pH byla pozorovana od vétSich koncentraci Asc, SmM

koncentrace vyvolala snizeni pH na 7,3, zatimco pufr s pfidanym 10mM askorbatem mél pH 7,2

(Tab. 4.1).

Tabulka 4.1: Vliv pfidaného askorbatu na pH 0,1M fosfatového pufru (pH = 7,4) v reak¢ni smési. Asc —
askorbat.

C (As), [UM] pH
0,5-103 7,4
1103 7.4
5-10° 7,3
10-10° 7,2

Dale byl stanoven vliv zmény pH odpovidajici ptidavku askorbatu na aktivitu CYP1A1
v potkanich jaternich mikrosomech a CYP3A4 v Baktosomech™. Pokles pH nezpisobil
vyznamnou zménu aktivity CYP1A1 (Obr. 4.9 na str. 54).
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Obrazek 4.9: Vliv pH na rychlost markerové reakce CYP1A1l O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu
v potkanich jaternich mikrosomech. Koncentrace 7-ethoxyresorufinu v reakéni smési Cinila 2 pM.
Koncentrace mikrosomalnich proteind byla 0,05 mg/ml. Data pfedstavuji pruméry a smérodatné odchylky
z minimaln¢ tf méteni.
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Naopak u CYP3A4 vedlo sniZzeni pH k zvySeni reakéni rychlosti. Pfi pH 7,2, odpovidajici 10mM
koncentraci pridaného Asc, doslo ke zvyseni aktivity o 35% oproti pH 7,4 (Obr.4.10).

0.16

— .
0.14
0.12

0.1 L

0.08
0.06
0.04
0.02
0

7,4 =73 =72

Obrazek 4.10: Vliv pH na aktivitu CYP3A4 v Baktosomech™ sledovany pomoci markerové reakce
6p-hydroxylace testosteronu. Koncentrace testosteronu v reakéni smési €inila 20 pM. Koncentrace enzymu
byla 30 pmol/ml. Inkubace trvala 10 min. Data pfedstavuji priméry a smérodatné odchylky ze tfi méfeni.
Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena pomoci T-testu: * p < 0,05; *** p < 0,001 pfi porovnani se vzorkem
s pH 7.4.

Relativni plocha piku produktu

4.3 Vliv kovovych iontt

V ramci piedkladané diplomové prace byl stanoven vliv hofe¢natych (Mg?") a zine¢natych (Zn?")
iontl na aktivitu lidskych rekombinantnich CYP1A1 a CYP3A4 a potkaniho CYP1A1 v jaternich

mikrosomech.
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4.3.1 Sledovani aktivity lidské a potkani isoformy cytochromu P450 1A1

Ukézalo se, Ze zine¢naté ionty maji inhibi¢ni vliv jak na potkani, tak na lidskou isoformu CYP1A1
(Obr. 4.11).

Inhibice potkaniho CYP1A1 byla pozorovana po piiddni 250uM ZnClz, které vyvolalo
potlaceni aktivity na 81 % (Obr. 4.11a na str. 55). Vyrazngjsi inhibice byla pozorovana u lidské
isoformy, u které jiz pfidavek 20uM Zn?* vyvolal pokles enzymové aktivity na 73 %. Nejvyssi

pridana koncentrace zine¢natych iontd (1mM) zpisobila snizeni aktivity o polovinu (Obr. 4.11b).
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Obrazek 4.11: Vliv zine¢natych ionti na aktivitu (a) potkani a (b) lidské isoformy CYP1A1 sledovany
pomoci markerové reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Koncentrace 7-ethoxyresorufinu v reakéni
smési Cinila 2 uM. Koncentrace mikrosomalnich proteini byla 20,05 mg/ml, resp. koncentrace CYP1Al
57,5 pmol/ml. Procenta predstavuji aktivitu enzymu v piftomnosti Zn>* vztazenou na aktivitu vzorku s pfidanou
vodou (100%). Data pfedstavuji priméry a smérodatné odchylky ze tii méfeni.
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Na rozdil od zineCnatych iontli, hofe¢naté nezpisobily potlaceni enzymové aktivity pii

m10 m 50 m 250 W 1000

zadné z pouzitych koncentraci (Obr. 4.12).
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Obrazek 4.12: Vliv horecnatych iontl na aktivitu (a) potkani a (b) lidské isoformy CYP1A1 sledovany
pomoci markerové reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Koncentrace 7-ethoxyresorufinu v reakéni
smési Cinila 2 uM. Koncentrace mikrosomalnich proteini byla 20,05 mg/ml, resp. koncentrace CYP1Al
57,5 pmol/ml. Procenta piedstavuji aktivitu enzymu v piitomnosti Mg?* vztazenou na aktivitu vzorku s pfidanou
vodou (100%). Data ptedstavuji priméry a smérodatné odchylky ze tif méteni.
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4.3.2 Sledovani aktivity cytochromu P450 3A4

Pro stanoveni vlivu kovovych iontl na aktivitu CYP3A4 byly pouzity 5; 20; 100; 250uM Mg?*
a Zn** (Obr. 4.13). Oba ionty mély podobny inhibi¢ni vliv s mirnym snizovanim enzymové

aktivity, 100uM Zn?** a Mg?" potlacily aktivitu na 87, resp. 89 %.
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Obrazek 4.13: Vliv (a) zinefnatych a (b) hofecnatych iontd na aktivitu lidského CYP3A4
v Baktosomech™ sledovany pomoci markerové reakce 6B-hydroxylace testosteronu. Koncentrace
testosteronu v reak¢éni smési ¢inila 20 uM. Koncentrace enzymu byla 30 pmol/ml. Procenta ptedstavuji aktivitu
enzymu v pritomnosti Zn>*, resp. Mg?" vztaZenou na aktivitu vzorku s pfidanou vodou (100%). Data predstavuji
praméry a relativni chyby ze tii méfeni.
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4.4 Vliv smési potravinovych dopliki

Pro stanoveni ptfipadného vzajemného ovlivnéni uvedenych slozek potravinovych doplika byl

také sledovan vliv jejich smési na aktivitu CYP1A1 a CYP3A4 in vitro.

4.4.1 Sledovani aktivity lidské a potkani isoformy cytochromu P450 1A1

Pti sledovani O-deethylasové aktivity CYP1AT1 v potkanich jaternich mikrosomech bylo pouZzito
nékolik ekvimolarnich smési obsahujicich kurkumin, askorbat a zine¢naté, nebo hotecnaté ionty.
Byly pouzity koncentrace 0,5; 1; 5; 10 uM (Obr.4.14 na str. 59). Paraleln¢ byl vzdy sledovan vliv
samotného CUR o odpovidajici koncentraci. Pro imitaci fyziologickych podminek byla také pied
piidanim do reakcéni smési provedena 30-minutova inkubace smési potravinovych doplnki ve
fostatovém pufru (pH 7,4) pti 37°C. Z grafu na obrazku 4.13 je patrné, Ze preinkubace kurkuminu
ve fosfatovém pufru o pH 7,4 pii 37°C vedla ke snizeni jeho inhibi¢niho uc¢inku na
O-deethylasovou aktivitu; napt. SuM CUR zpusobil potlaceni aktivity na 22 %, zatimco

inkubovany kurkumin o stejné koncentraci na 30 % pavodni aktivity (Obr. 4.14a na str. 59).
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Obrazek 4.14: Vliv kurkuminu (CUR) a jeho ekvimolarnich smési (MIX) s askorbatem a (a) zine¢natymi,
resp. (b) hofeénatymi ionty na aktivitu CYP1A1 v potkanich jaternich mikrosomech sledovany pomoci
markerové reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Srafované sloupce reprezentuji vliv kurkuminu nebo jeho
odpovidajicich smési po 30-minutové inkubaci pii 37 °C (ink). Koncentrace 7-ethoxyresorufinu v reakéni smési
¢inila 2 uM. Koncentrace mikrosomalnich proteinti v reakéni smési €inila 0,05 mg/ml. Procenta pfedstavuji
aktivitu enzymu za uvedenich podminek vztazenou na aktivitu vzorku s pfidanymi rozpoustédly (100%). Data
predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze tii méfeni. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena pomoci
T-testu: »* p < 0,01 pti porovnani s odpovidajicim vzorkem s inkubovanym kurkuminem; v p < 0,05;
VV p <0,01 pti porovnani s odpovidajicim vzorkem s neinkubovanym kurkuminem.
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Vliv popsanych smési potravinovych dopliki byl také stanoven na modelu rekombinantni

lidské isoformy CYP1A1 exprimované v Supersomech™

. Kromé ekvimolarnich mixt byly také
pouzity smeési s riznymi pomeéry koncentraci askorbatu a iontd kovi. Koncentrace piidaného
kurkuminu vzdy C¢inila 1uM, coz odpovidd hodnoté ICso stanovené v potkanich jaternich
mikrosomech. Krom& CUR smési obsahovaly askorbat o koncentracich 50uM (MIX1); 200uM
(MIX2); 1000uM (MIX3) a ZnCl2 nebo MgClz o 10-krat mensSich koncentracich (Obr.4.15 na str.
61). Vliv popsanych smési byl porovnan s vlivem samotné¢ho kurkuminu. Jak u CUR, tak u jeho
smesi byla také provedena 30-minutova inkubace v pufru pii 37°C.

Bylo pozorovano vyznamné potlaceni inhibi¢niho t¢inku kurkuminu po provedeni inkubace.
1uM CUR zptsobil snizeni enzymové aktivity na 51 (Obr. 4.15a na str. 61), resp. 50 % (Obr. 4.15b
na str. 61), zatimco ve stejné koncentraci po inkubaci mé¢l signifikantné slabsi inhibici, 80, resp.
89 % (Obr. 4.15 na str. 59). Vzorky obsahujici smés kurkuminu s askorbatem a kovovymi ionty
vykazovaly podobny stupeil inhibice pied a po provedeni inkubace. Hodnoty relativni aktivity se
u vzorki s pfidanymi inkubovanymi smésmi blizi k hodnotam inhibice samotného kurkuminu bez
inkubace. Inkubovany CUR ve smési s 50uM Asc a SuM ZnClz (Obr. 4.15a na str. 61) potlacil
enzymovou aktivitu na 59 %, zatimco neinkubovany CUR vyvolal sniZeni aktivity na 51 %. Popsana
tendence byla pozorovana u smési jak s zine€natymi ionty, tak s hofe¢natymi ionty.

DalS§im pozorovanym trendem je celkové zesileni inhibi¢niho U¢inku CUR ve smési
s ostatnimi slozkami u vzorkli bez inkubace. Napftiklad vzorek s ekvimolarni smési kurkuminu,
askorbatu a ZnCl2 mél relativni aktivitu 33 %, coz je o 18 % niZ8i nez u vzorku, do kterého byl
pfidan pouze 1uM CUR. Stejny ekvimolarni mix obsahujici misto ZnClz hote¢naté ionty vykazoval
0 22 % silngj$i inhibici nez samotny kurkumin (Obr. 4.15b na str. 61).

Pro stanoveni, kterd z komponent popsanych smési je zodpovédna za udrzovani inhibi¢niho
ucinku CUR 1 po jeho 30-minutové inkubaci pti 37°C, byl také sledovan vliv jeho smési s jednou
z komponent (s Asc nebo ZnCl2/MgClo). Z diivodu nedostatku Supersomi™ byl cely experiment
proveden na modelu potkanich jaternich mikrosomt. V kazdé pouzité smési koncentrace CUR, Asc
a iontl kovi Cinila 1uM. S inhibi¢nim ucinkem samotného kurkuminu byl porovnan vliv jeho
ekvimolarni smési s askorbatem, smési s ZnCl./MgClz nebo smési obsahujici vSechny komponenty
(Obr. 4.16 na str. 62). Zesileni inhibi¢niho G¢inku po 30-minutové inkubaci bylo pozorovéano

u kazdé¢ z ptidanych kombinaci.

60



a) %0
% . v §*** ) *k MIX1
Lol WNele
g I \ §

: 3N
b) 120
% 40 v \ § = MIX3
g N

Obrazek 4.15: Vliv kurkuminu (CUR) a jeho smési (MIX) s askorbatem a (a) zinenatymi, resp.
(b) hoFeénatymi ionty na aktivitu lidského CYP1A1 v Supersomech™ sledovany pomoci markerové reakce
O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Srafované sloupce reprezentuji vliv 1pM kurkuminu nebo jeho
odpovidajicich smési po 30-minutové inkubaci pii 37 °C. Koncentrace 7-ethoxyresorufinu v reakéni smési ¢inila
2 uM. Koncentrace enzymu byla 7,5 pmol/ml. MIXeq: 1uM CUR + 1uM Asc + 1uM #ZnCl,/*MgCl,; MIX1:
1uM CUR + 50uM Asc + 5uM *ZnCl,/®MgCly; MIX2: 1uM CUR + 200uM Asc + 20uM *ZnCly/®MgCl,; MIX3:
1uM CUR + 1000uM Asc + 100uM 2ZnCl,/°MgCl,. Procenta piedstavuji aktivitu enzymu za uvedenych
podminek vztazenou na aktivitu vzorku s pfidanymi rozpoustédly (100%). Data predstavuji primeéry a smérodatné
odchylky minimaln€ ze tii méfeni. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena pomoci T-testu: * p < 0,05;
*x p <0,01; *x* p <0,001 pii porovnani s odpovidajicim vzorkem s inkubovanym kurkuminem; Vv p < 0,05;
VvV p<0,01; vvVv p <0,001 pii porovnani s odpovidajicim vzorkem s neinkubovanym kurkuminem.
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Obrazek 4.16: Vliv kurkuminu (CUR) a jeho smési (MIX) s askorbatem a/nebo (a) zine¢natymi, resp.
(b) hofecnatymi ionty na aktivitu CYP1A1l v potkanich jaternich mikrosomech sledovany pomoci
markerové reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Srafované sloupce reprezentuji vliv kurkuminu nebo jeho
odpovidajicich smési po 30-minutové inkubaci pii 37 °C. Koncentrace 7- ethoxyresorufinu v reak¢éni smési €inila
2 uM. Koncentrace mikrosomalnich proteinti v reakéni smési byla 0,05 mg/ml. Koncentrace kazdé slozky ¢inila
1uM, do vzorkt byl pfidan bud* samotny CUR, nebo jeho smés s jednou ze slozek (CUR+Asc/CUR+ZnCl; nebo
MgCl,), nebo jeho ekvimolarni smés se vSemi slozkami. Procenta piedstavuji aktivitu enzymu za uvedenych
podminek vztaZenou na aktivitu vzorku s pfidanymi rozpoustédly (100%). Data predstavuji priméry a smérodatné
odchylky ze tii méteni. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena pomoci T-testu: * p < 0,05; x* p < 0,01;
*x*% p < 0,001 pfi porovnani s odpovidajicim vzorkem s inkubovanym kurkuminem; Vv p < 0,05; vv p < 0,01;
VVV p <0,001 ptfi porovnani s odpovidajicim vzorkem s neinkubovanym kurkuminem.
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4.4.2 Sledovani aktivity cytochromu P450 3A4

Podobné jak bylo popsano u isoformy CYP1AT1 byl stanoven ti¢inek CUR a jeho smési s Asc a ionty
kovli na 6B-hydroxylasovou aktivitu CYP3A4 exprimovaného v Baktosomech™. Na zakladé
stanoveni hodnoty ICso byla zvolena 5uM koncentrace kurkuminu. Smési obsahovaly askorbat
a zine¢naté, resp. hotecnaté ionty (Obr. 4.17). U této isoformy se projevila podobna tendence, jako
u CYP1A1: CUR inkubovany po dobu 30 minut pii 37°C ma slab$i inhibi¢ni vliv nez CUR
neinkubovany (pokles aktivity na 65 vs. 44 %). Inhibi¢ni G€inek kurkuminu byl ve smési s Asc
a kovovymi ionty zachovan i po 30-minutové inkubaci. Tak napf. inkubovana smés CUR s 50uM
Asc a 5uM MgCl» zpiisobila sniZeni aktivity na 44 %, stejné€ jako samotny neinkubovany kurkumin,

zatimco vzorek s CUR po 30-minutové inkubaci mél relativni aktivitu 65 % (Obr. 4.17a).
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Obrazek 4.17: Vliv kurkuminu (CUR) a jeho smési (MIX) s askorbatem a (a) zine¢natymi, resp.
(b) hoFe¢natymi ionty na aktivitu lidského CYP3A4 v Baktosomech™ sledovany pomoci markerové
reakce 6B-hydroxylace testosteronu. Koncentrace testosteronu v reakéni smési ¢inila 20 uM. Koncentrace
enzymu byla 30 pmol/ml. Srafované sloupce reprezentuji vliv 5uM kurkuminu nebo jeho odpovidajicich smési
po 30-minutové inkubaci pii 37 °C. MIX1: 5uM CUR + 50uM Asc + 5uM *ZnClo/®MgCl,; MIX2: 5uM CUR
+ 1000uM Asc + 100uM *ZnCl,/®MgCly. Procenta piedstavuji aktivitu enzymu za uvedenych podminek
vztazenou na aktivitu vzorku s pfidanymi rozpoustédly (100%). Data ptedstavuji priméry a relativni chyby ze
tii méteni. Statisticka vyznamnost byla vyhodnocena pomoci T-testu: * p < 0,05; ** p < 0,01; *x* p < 0,001
pfi porovnani s odpovidajicim vzorkem s inkubovanym kurkuminem; v p < 0,05; vV p < 0,01; pfi porovnani
s odpovidajicim vzorkem s neinkubovanym kurkuminem.
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4.5 Stanoveni teplotni stability kurkuminu

Vzhledem k pozorovanému snizeni inhibi¢niho G¢€inku inkubovaného kurkuminu bylo s cilem
stanoveni jeho teplotni stability zméfeno absorpéni spektrum pfed a po 30-minutové inkubaci
v pufru pfi 37°C. Byly vyzkousSeny dvé koncentrace CUR: 5 a 50 uM (Obr. 4.18). U obou
koncentraci byl po provedeni inkubace pozorovan pokles absorbance pfi vinové délce absorpéniho
maxima (425 nm) vice nez o polovinu. V inkubovanych vzorcich byl také pozorovan nartst

absorp¢niho piku v oblasti 260 nm.
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Obrazek 4.18: Absorp¢ni spektra kurkuminu pied a po provedeni 30-minutové inkubace p¥i 37 °C (ink).

Hodnoty absorbance odpovidajici vinové délce absorpéniho maxima (A4zs) jsou oznac¢eny nad absorpénimi piky.
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S DISKUZE

Potravinové dopliiky, nazyvané téz potravinové suplementy, jsou Siroce uzivané produkty, které
maji za cil doplnit stravu o dodate¢né Ziviny. Moderni potravinové suplementy mohou obsahovat
Sirokou $kalu latek, vcetné vitaminti, mineralti, bylinnych extraktd, aminokyselin, probiotik
a mnoha dalSich. Vzhledem k popularité¢ téchto produktt roste védecky zajem o studium jejich
moznych vzajemnych interakci a G€inkl na lidské zdravi. Piedkladana diplomové prace byla
vénovana studiu vlivua kurkuminu, askorbatu, zinecnatych a hofecnatych ionti na vybrané
cytochromy P450 v gastrointestindlnim traktu: CYP1A1 a CYP3A4. Z casovych divodii nebyla
1 pivodné planovana isoforma CYP2C9 zkoumana.

Cytochromy P450 ptedstavuji rodinu hemoproteinii hrajicich klicovou roli v metabolismu
exogennich substrat, mezi které patii i potravinové suplementy, se kterymi CYP ptichazeji do
styku v GIT. Aktivita cytochromt P450 je dalezitym parametrem v kontextu farmakokinetiky
1é¢iv, napiiklad inhibitory CYP konzumované v potravé mohou zpomalit metabolismus uzivanych
1é¢iv, coz muze vést k jejich nadmérnému piisobeni a toxicité. Znamou slozkou potravinovych
suplementll s prokdzanym inhibi¢nim U¢inkem na CYP je vySe zminény kurkumin, jehoZ vliv na
aktivitu CYP byl zkouman v této diplomové praci.

Pro stanoveni vlivu kurkuminu na isoformu CYP1AT1 in vitro byla méfena O-deethylasova
aktivita v jaternich mikrosomech izolovanych z potkant premedikovanych Sudanem I, ktery je
znamym induktorem CYP1A [151]. Byla stanovena koncentrace CUR vyvolavajici 50 % inhibici
(ICs0), ktera ¢inila 1,1 uM pfii koncentraci substratu 2 uM 7-ethoxyresotufinu (Obr. 4.1 na str.
47), coz je v souladu s vysledkem diivéjsi studie, kde kurkumin také vykazoval silny inhibi¢ni
ucinek (ICso = 2 uM) a vyrazné potlacil O-deethylasovou aktivitu v jaternich mikrosomech
izolovanych z potkanli vystavenych B-naftoflavonu, ktery také indukuje expresi CYP1A1 [74].
Silny inhibi¢ni ucinek kurkuminu se projevil 1 pii sledovani O-deethylasové aktivity lidske
isoformy CYP1A1 exprimované v Supersomech™, kde hodnota ICso byla 2,7 uM (Obr. 4.1. na
str. 47). V nasledujicich experimentech vSak 1uM kurkumin pravidelné snizoval enzymovou
aktivitu lidské isoformy na 50 %, coz odpovida hodnot¢ ICso pro potkani CYP1A1 v mikrosomech.

Byl také stanoven vliv kurkuminu na aktivitu CYP3A4 pomoci markerové reakce
6B-hydroxylace testosteronu in vitro. V porovnani s isoformou CYP1Al, byla pro CYP3A4
nalezena vyssi hodnota ICso 4,7 uM pii 20uM koncentraci substratu (Obr. 4.6 na str. 50), ktera
vSak stale svéd¢i o silném inhibi¢nim U¢inku CUR. Oproti hodnotdm uvedenym v literatute
(ICs50=16,3 uM [81] ; 11,9 uM [82]) je stanovena ICso pomérné nizkd, coz pravdépodobné souvisi

s pouzitim jinych substratii a markerovych reakci.
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Ze vsech cytochromti P450 v lidském tenkém stievé ma CYP3A4 nejvyssi hladinu a je
zapojen do biotransformace pfiblizné¢ 50 % znamych 1é¢iv. Lze proto predpokladat, Ze tato
isoforma bude in vivo v enterocytech nezanedbatelné ovlivnéna konzumovanym kurkuminem, coz
se mize projevit alternaci ucinka 1é€iv, které jsou primarn€ metabolizovany CYP3A4. Jedna se
o lékovou interakci, jejiz disledkem je potencidlni ztrata terapeutického efektu neboli zGzeni
terapeutického okna daného 1éciva.

Pro ovéteni specifity pozorované inhibice byl stanoven vliv kurkuminu na aktivitu
NADPH:cytochrom-P450-oxidoreduktasy (POR), kterd je obligdtnim partnerem cytochromil
P450 a plni kritickou roli v transferu elektronti béhem katalyzy [155]. Proto potlaceni aktivity CYP
mohlo byt projevem inhibi¢niho u¢inku na POR, ale ne na samotné cytochromy P450. Pti
stanoveni vlivu kurkuminu na aktivitu P450 oxidoreduktasy nebyla pozorovéna signifikantni
inhibice (Obr. 4.2 na str. 48), coz znamena, ze stanoveny inhibi¢ni vliv byl skute¢né zptisoben
potlacenim aktivity samotnych cytochromti P450. Ziskany vysledek je v souladu s dalsi studii
Suresh a kol. (2006), kde tydenni premedikace potkan kurkuminem neméla vliv na aktivitu POR
v jejich jaternich mikrosomech [156].

Dalsi zkoumanou latkou v této diplomové praci je vitamin C, také znamy jako askorbat,
ktery je dulezitym nutricnim prvkem vykazujicim silny antioxidac¢ni Gc¢inek. Uvadi se, ze
intracelularni koncentrace askorbatu ma Siroké rozmezi 600uM—4 mM [157], proto byl sledovan
vliv pomérné vysokych koncentraci Asc (do 10 mM). V ramci jiné studie byl pozorovan pouze
slaby inhibic¢ni Gc¢inek askorbatu na dealkylacni aktivitu CYP1A v buiikach potkaniho hepatomu,
kde 5uM Asc snizil aktivitu o 7 % [76], zatimco v ramci této diplomové prace potlaceni
O-deethylasové aktivity askorbatem bylo pozorovéano az od koncentrace 250 uM (snizeni aktivity
o 10 % v potkanich jaternich mikrosomech), resp. od ImM (sniZeni aktivity lidské isoformy
0 14 % v Supersomech™) (Obr. 4.7 na str. 52). Vyrazn&j$i inhibice byla pozorovana u isoformy
CYP3A4, u které 20uM askorbat vyvolal potlaceni 6B-hydroxylaéni aktivity o 12 % (Obr.4.8 na
a kol. (2002) na modelu lidskych jaternich mikrosomti, podani askorbyl palmitatu in vivo vSak
nemélo vliv na farmakokinetiku metabolizovaného 1é¢iva [112], z ¢ehoz vyplyva, ze askorbat by
pravdépodobné nemél vstupovat do lékovych interakci a ovliviiovat aktivitu CYP3A4 v GIT,
1 kdyz byla pozorovana inhibice této isoformy in vitro.

Z chemického hlediska je vitamin C slabou kyselinou schopnou odsStépovat protony a tedy
zpusobovat snizeni pH roztoku. V této diplomové praci byly pouzity vysoké koncentrace Asc,
které pravdépodobné mohly ovlivnit pH reakéni smési, coz by se mohlo projevit zménou

enzymové aktivity studovanych CYP. Bylo proto ovéteno, jestli pozorovany inhibi¢ni G¢inek
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askorbatu nesouvisi s poklesem pH vyvolanym pfidanim kyseliny do reak¢éni smési. Byl stanoven
vliv pfidaného Asc na hodnotu pH 0,1M fosfatového pufru (pH 7,4) pouzivaného na ptipravu
reakénich smési (Tab. 4.1 na str. 53). Ukazalo se, ze ze vSech pouzitych koncentraci Asc hodnotu
pH ovlivnily pouze dvé: SmM (pokles na pH 7,3) a 10 mM (pokles na pH 7,2). Nasledné byl
sledovan vliv alternativnich hodnot pH na aktivitu potkaniho CYP1A1l a lidského CYP3A4.
Zména pH neméla vyrazny vliv na O-deethylasovou aktivitu v potkanich jaternich mikrosomech
(Obr. 4.9 na str. 54), zatimco rychlost pfemény testosteronu cytochromem P450 3A4 byla pii pH
7,3 zvysena o 42% vaci pH 7,4 (Obr. 4.10 na str. 54). Z absence vyrazného zpomaleni reakéni
rychlosti vyvolané zménou pH vyplyva, ze pozorovany pokles aktivity CYP1A1 a CYP3A4 byl
bezprostifedné zplisoben samotnym askorbatem, nikoliv vychylenim z oblasti pH-optima.
Cytochromy P450 jsou metaloenzymy obsahujici atom zeleza v centralni prostetické
skupin€¢ hemu. Kovové ionty se mohou bezprostiedné vazat na aktivni misto CYP a ovliviiovat
jeho strukturu a stabilitu, mohou také modulovat elektronovy pfenos mezi hemem a substratem,
tyto jevy maji rizné dopady na aktivitu enzymu v zavislosti na typu kovu a jeho koncentraci.
V ramci predkladané diplomové prace byl zkouman vliv zine¢natych a hotfecnatych iontll na
aktivitu CYP. Hofecnaté ionty nevykazovaly vyrazné potlaceni aktivity lidské a potkani isoformy
CYP1A1 (Obr. 4.12 na str. 56), coz souhlasi se studii Kim a kol. (2002), kde signifikantni inhibice
také nebyla pozorovana [148]. U isoformy CYP3A4 zpasobil 250uM MgCl> pokles
6B-hydroxylacni aktivity na 86 % (Obr. 4.13b na str. 57), coz mlize souviset s konformacni
zménou a distorzi aktivniho centra vyvolanou pfitomnosti Mg?* [146]. Piidavek zine¢natych ionth
m¢él inhibi¢ni ucinek na kazdou ze zkoumanych isoforem CYP. O-deethylasova aktivita
u CYPIALI v potkanich jaternich mikrosomech byla ptidavkem ZnCl: potlacena mnohem mirnéji
nez u lidského CYP1A1 v Supersomech™. U potkani isoformy byla vyrazna inhibice pozorovéana
az od 250uM koncentrace Zn*", kterd zpusobila pokles aktivity na 81 %, zatimco jiz 20uM
koncentrace zinecnatych iontil potlacila enzymovou aktivitu lidského CYP1A1 na 73 % (Obr. 4.11
na str. 55). Pozorovany rozdil v a¢inku Zn?>" na lidsky a potkani CYP1A1 miize byt zplisoben
pouzitim rozdilnych experimentalnich modeli: potkani jaterni mikrosomy obsahuji fadu dalSich
enzymu, mj. hepatalni CYP1A2, ktery také ptispiva k O-deethylasové aktivité, zatimco lidska
isoforma byla sledovana na specifictéjSim supersomalnim modelu, ve kterém CYP1A1 muze
projevovat vyssi citlivost k plisobeni zine¢natych iontll. Cytochrom P450 3A4 byl také ovlivnén
pridavkem ZnClz, jehoz 100uM koncentrace zpusobila pokles enzymové aktivity o 13 % (Obr.
4.13anastr. 57). Potlaceni 6B-hydroxyla¢ni aktivity rekombinantniho CYP3A4 zine¢natymi ionty
bylo prokazano v diivejsi in vitro studii Kim a kol. (2005) [149], kde stanovend hodnota ICso Cinila

27 uM, 1 kdyZ koncentrace testosteronu byla 200 uM. V literatufe se uvadi, Ze inhibi¢ni vliv
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zinecnatych ionti je spojen s jejich modulaci elektronového pienosu interakcei s cytochromem bs,
ktery se ucastni katalytického procesu jako fakultativni redoxni partner cytochromi P450;
v nepfitomnosti cytochromu bs je inhibiéni vliv Zn*" eliminovan [145,149]. Specifické pisobeni
zine¢natych iontll na cytochrom bs miiZze byt pfi¢inou mnohem slabsi inhibice pozorované v této
diplomové praci na baktosomalnim modelu exprimujicim CYP3A4, nebot neobsahoval
cytochrom bs, ktery by mohl pfispét ke katalytickému procesu. Pozorovana inhibice se tézko
aplikuje na hypoteticky vznik I€kovych interakci a modulace biotransformace 1éciv in vivo, nebot’
maximalni intracelularni koncentrace volného Zn?* je 100 pM [158], coZ je fadové niz§i neZ
koncentrace pouzité v ramci této diplomové prace, proto je vliv zine¢natych iontd na aktivitu CYP
in vivo nepravdépodobny.

Popsané slozky potravinovych dopliikli jsou casto uzivany ve smésich. Hlavnim cilem
predkladané diplomové prace je stanoveni jejich spoleéného vlivu na aktivitu cytochromit P450
vyskytujicich se v GIT. Pro imitaci fyziologickych podminek byla také provedena
30-minutova inkubace smési slozek potravinovych suplementi ve fosfatovém pufru (pH 7,4) pii
37 °C pred pridanim do reakéni smési. V1iv smési obsahujici kurkumin, askorbat a zine¢naté, resp.
hofecnaté ionty byl vZdy porovnan s vlivem samotného kurkuminu. Ukézalo se, Ze 30-minutova
inkubace CUR v pufru pii 37 °C zplsobuje signifikantni sniZeni jeho inhibi¢niho G¢inku jak na
lidsky a potkani CYP1A1, tak na CYP3A4. Napiiklad O-deethylasova aktivita lidského CYP1A1
v Supersomech™ byla ptidavkem 1uM CUR potladena na 50 %, po provedeni inkubace byla
relativni aktivita vzorku s kurkuminem snizena pouze na 89 % (Obr. 4.15b na str. 61). Podobna
tendence byla pozorovana i u CYP3A4 v Baktosomech™, kde 5uM kurkumin vyvolal pokles
6B-hydroxylacni aktivity na 44 %, zatimco CUR inkubovany pii 37 °C potlacil aktivitu jen na
66 % (Obr. 4.16b na str. 62). Pokles inhibi¢niho G¢inku po inkubaci pravdépodobné souvisi
s nizkou stabilitou kurkuminu. Uvadi se, Ze jeho biologicky poloCas pii fyziologické teploté
a neutralnim pH ¢ini mén€ nez 10 minut [51]. Pro stanoveni teplotni stability CUR bylo také
zméteno jeho absorpéni spektrum pied a po 30-minutové inkubaci v pufru pti 37 °C. Ukazalo se,
7ze po inkubaci kurkumin ztraci vic nez 50 % absorbance pii 425 nm, vinové délce jeho
absorp¢niho maxima, dochézi tedy k jeho degradaci. 30-minutovéa inkubace nejen vedla ke snizeni
absorbance kurkuminu, ale zpiisobila vznik nového absorpéniho piku v oblasti 260 nm (Obr. 4.18
na str. 64). Ziskané vysledky jsou v naprostém souladu se studii Gagandeep a kol. (2020) [159],
kde jiz 15-minutovéa inkubace v PBS pufru (pH 7,4) pii 37 °C vyvolala signifikantni pokles
absorbance pii 425 nm a vznik dal§iho absorp¢éniho piku pfi 260 nm. Druhy absorpcni pik
pravdépodobné odpovida degrada¢nim produktiim kurkuminu majicich jiné absorpéni vlastnosti

nez ptuvodni molekula.
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Pokud byl ale kurkumin pfidan do reakéni smési spolu s askorbatem a kovovymi ionty,
stupent inhibice nebyl po 30-minutové inkubaci v porovnédni s neinkubovanym CUR témeér
zméneén, a to u obou isoforem CYP. Naptiklad pfidani ekvimolarni (1uM) smeési obsahujici CUR,
Asc a MgClz vyvolalo po 30-minutové inkubaci pokles O-deethylasové aktivity lidského CYP1A1
na 51 %, coZ je stejnd uroven inhibice jako u samotného kurkuminu bez provedené inkubace
(Obr. 4.15b na str. 61). Je tfeba zminit, Ze ,,stabiliza¢ni* u¢inek byl pozorovan u kazdé smési bez
ohledu na pomér koncentraci jejich slozek. Popsand tendence byla pozorovana u obou typt smési:
jak se zine¢natymi, tak s hofe¢natymi ionty. Napiiklad inkubovany 5uM kurkumin vyvolal pokles
6B-hydroxylacni aktivity CYP3A4 na 77 %, zatimco jeho inkubovana smés s 50uM askorbatem
a SuM ZnCl: snizila aktivitu na 49 % (Obr. 4.17 na str. 63). Dal$im pozorovanym trendem bylo
zesileni inhibi¢niho u¢inku u vzorkli s neinkubovanou smési na rozdil od samotného
neinkubovaného CUR. Neinkubovana ekvimolarni smés s kurkuminem, askorbatem a Mg?*
zpusobila siln€jsi inhibici nez samotny neinkubovany kurkumin: 28 % vs. 50 %. Na rozdil od
lidskych CYP1A1 a CYP3A4, kde uvedeny vliv smési vypadal podobné, u potkanich jaternich
mikrosomli popsand tendence nebyla tak zjevna, coz ale mize byt zplisobeno pouZitym
experimentalnim modelem s vét§im mnozstvim interferujicich faktora.

S cilem zjistit, ktera z komponent smési zpiisobuje pozorované zesileni inhibi¢niho t¢inku,
bylo provedeno sledovani vlivu kurkuminu ve smési s jednou ze slozek (Asc nebo ZnCl2/MgClz)
na aktivitu CYP1A1 v potkanich jaternich mikrosomech. Kazd4 z pouzitych kombinaci méla
podobny ucinek: samotny 1uM kurkumin po 30-minutové inkubaci pfi 37 °C snizil
O-deethylasovou aktivitu na 65 %, zatimco jeho ekvimolarni smés s askorbatem potlacila po stejné
preinkubaci aktivitu na 46 %, s kovovymi ionty Zn>* nebo Mg?" na 51, resp. 53 %, coz odpovida
sile inhibi¢niho G¢inku neinkubovaného CUR, ktery snizil aktivitu pfiblizn€ o 50 % (Obr. 4.16b
na str. 62).

Pozorované zesileni inhibi¢niho ucinku v pfipadé smési potravinovych doplikid mize
souviset se stabilizaci molekuly kurkuminu redoxné aktivnim askorbatem a ionty kovi, se kterymi
CUR vytvaii pevné chelata¢ni komplexy prostfednictvim své enolické skupiny [53]. V nékterych
pfipadech 1 neinkubované smési vykazovaly signifikantn€ siln¢jSi inhibici nez samotny
neinkubovany CYP. Je mozZné, Ze zesileni inhibi¢niho t¢inku vyvolané smési biologicky aktivnich
latek je dano zatim nezndmymi interakcemi mezi jednotlivymi sloZkami. Stanovena tendence ma
klinicky vyznam: bylo potvrzeno, ze CUR je pomérné€ silnym inhibitorem CYP1A1 a CYP3A4,
ktery hraje klicovou roli v biotransformaci Sirokého spektra klinicky pouzivanych 1é¢iv. Jeho
inhibi¢ni ucinek by vSak za fyziologickych podminek mohl byt vyznamné potlacen v disledku

teplotniho rozkladu. Tento ptedpoklad je podporovan fadou in vivo studii, ve kterych kurkumin
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nem¢l vliv na farmakokinetiku 1é¢iv metabolizovanych CYP3A4 [84], resp. jeho ortologni potkani
formou CYP3A1 [86]. V dalsi in vitro studii Su a kol. (2022) bylo prokazéano, ze degradace
kurkuminu je v lidskych a potkanich jaternich mikrosomech NADPH-dependentni [70]. Je tedy
mozné, Ze pii soucasné konzumaci kurkuminu s askorbatem nebo kovovymi ionty jeho inhibi¢ni
u¢inek bude v organizmu zachovan. Disledkem uzivani CUR v kombinaci s askorbatem
a kovovymi ionty v prib&hu lékové terapie by pak mohly byt toxické vedlejsi ucinky, coz
predstavuje nejveétsi riziko u 1ékd s nizkym terapeutickym indexem, prodlouzeni jejichz
biologického poloCasu méa obzvlast nebezpecné nasledky, jako jsou napft. antikoagulancia nebo
imunosupresiva.

Tato diplomova prace je soucasti SirSiho projektu zkoumajiciho mozné interakce ve smésich
riznych typl potravinovych suplementt. Ziskané vysledky naznacuji, Ze vzajemné interakce
potravinovych suplementti skutecn¢ mohou alternovat uc¢inky biologicky aktivnich latek in vitro,
nicméné popsana problematika vyzaduje hlubsi vyzkum v oblasti intermolekulovych interakci:
identifikace rozpadovych produktl samotného kurkuminu a moznych produktd jeho interakce

s askorbatem a kovovymi ionty.
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6 ZAVER

Pfedmétem studia této diplomové prace byl vliv kurkuminu, askorbatu, zine¢natych a hofe¢natych
iontl na aktivitu cytochromi P450 vyskytujicich se v GIT.
V ramci predkladané DP byly ziskany nésledujici vysledky:

e Byla provedena literarni reSerSe vénovana vlivu kurkuminu, askorbatu a kovovych ionti na
aktivitu CYP1A1, CYP2C9 a CYP3A4.

e Byl stanoven vliv zine¢natych a hofeCnatych iontl na aktivitu CYP1Al a CYP3A4.
Zinecnaté ionty vykazovaly vyznamny inhibi¢ni Gi€inek na obé& isoformy, zatimco inhibi¢ni
vliv hofec¢natych iontli nebyl pozorovan.

e Byl prok4zan inhibi¢ni u¢inek askorbatu na CYP1A a CYP3A4.

e Byly uréeny hodnoty ICso pro kurkumin vic¢i zkoumanym isoformam CYP. Pro lidsky
a potkani CYP1A1 hodnota ICso ¢inila 2,7, resp. 1,1 uM. Vici CYP3A4 kurkumin
vykazoval 1Cso 4,7 uM.

e V pfipad¢ provedeni 30-minutové inkubace CUR pii 37 °C v prostiedi fostatového pufru
pted pfidanim do reakéni smési doslo ke snizeni inhibi¢niho u¢inku CUR; tato zména vSak
nebyla pozorovana v ptipad¢ preinkubace CUR ve smési s askorbatem a/nebo kovovymi
ionty za stejnych podminek.

e Nebyl pozorovan inhibicni vliv kurkuminu na aktivitu NADPH:cytochrom-P450
oxidoreduktasy.

e [soforma CYP2C9 nebyla z casovych divodi experimentalné zkoumana.
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