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AhR
AHRR

ARNT

bHLH

BNF
CAR
cDNA

COMT
CYP

DAS
DASO
DASO;,
DMBA
dNTP

DRE (XRE)
DTIC

EC

EGC
EGCG
FAD
GABA
GAPDH

GR
GTC
HAH

ang. aryl hydrocarbon receptor, receptor weglowodoréw aromatycznych
ang. aryl hydrocarbon receptor repressor, biatko represorowe czynnika
AhR

ang. aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator,

jadrowy transporter receptora Ah

ang. basic helix-loop-helix, domena wigzaca DNA o strukturze
helisa-petla-helisa

B-naftoflawon

ang. constitutive androstane receptor, konstytutywny receptor androstanu
komplementarny DNA, jednoniciowa posta¢ DNA bedaca kopiag RNA,
uzyskana po odwrotnej transkrypcji

katecholo-O-metylotransferaza

cytochrom P450

siarczek diallilu

sulfotlenek diallilu

sulfon diallilu

7,12-dimetylobenz[a]antracen

deoksyrybonukleotyd

ang. dioxin response element, sekwencja odpowiedzi na ksenobiotyk
dekarbazyna, cytostatyk

epikatechina

epigallokatechina

galusan epigallokatechiny

dinukleotyd flawinoadeninowy

kwas y-aminomaslowy

ang. glyceraldehydes phosphate 3-dehydrogenase,

dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa

ang. glucocorticoid receptor, receptor glukokortykoidowy

ang. green tea catechins, katechiny zielonej herbaty

ang. halogenated aromatic hydrocarbons, halogenowe weglowodory
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HCA
HNF
KBL
LBD
MAO
3-MC
MRNA
NADPH
NAPQI
NCoA
NES
NLS
oTC
PAS
PAH

PXR
PCR
RAR

RE
RT-PCR

RXR
SRC-1
TCDD
VDR

aromatyczne

ang. heterocyclic aromatic amines, heterocykliczne aminy

ang. hepatocyte nuclear factor, hepatocytowy czynnik jadrowy
marker wielkosci

ang. ligand bindig domain, domena wigzgca ligand
monoaminooksydaza

3-metylocholantren

informacyjny RNA

zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
ang. N-acetyl-p-benzoquinone imine, metabolit paracetamolu

ang. nuclear receptor coactivator, koaktywator receptora jadrowego
ang. nuclear export signal sygnat exportu z jadra

ang. nuclear localization signal, sygnat lokalizacji jadrowe;j

ang. Over the Counter, preparaty i leki sprzedawane bez recepty

ang. Per-Arnt-Sim, domena odpowiedzialna za dimeryzacje biatka
ang. polycyclic aromatic hydrocarbons, policykliczne wegglowodory
aromatyczne

ang. pregnane X receptor, receptor pregnanu X

ang. polymerase chain reaction, fancuchowa reakcja polimerazy PCR
ang. retinoic acid receptor, receptor kwasu retinowego

ang. response element, element odpowiedzi

ang. reverse transcriptase-polymerase chain reaction, reakcja PCR

z odwrotng transkryptaza

ang. retinoid X receptor, receptor retinoidu X

ang. steroid receptor coactivator-1, koaktywator receptora steroidowego
2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioksyna

ang. vitamin D receptor, receptor witaminy D
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WPROWADZENIE LITERATUROWE

1. WPROWADZENIE LITERATUROWE

1.1.  Wstep

Wspotczesna medycyna 1 farmacja stojg przed problemem konsekwencji zdrowotnych
wynikajacych z politerapii oraz ekspansji medycyny alternatywnej i komplementarnej, w tym
bedacych skutkiem nieracjonalnego stosowania preparatow pochodzenia roslinnego, zarbwno
z jednego surowca jak réwniez produktow wielosktadnikowych. Wspomagajaca rola
fitopreparatow o wielokierunkowym dziataniu umocnita ich pozycje na rynku i sprawita, ze
sa one powszechnie stosowane w terapii wielu schorzen i suplementacji diety oraz jako
sktadniki nowej zywnosci. Niekontrolowane przyjmowanie preparatdow tworzonych
z surowcow zielarskich, w tym lekow, oparte jest na funkcjonujacej w $wiadomosci
spotecznej tezie, w mys$l ktorej uznawane s3 one za produkty w pelni bezpieczne.
Niejednokrotnie dowodow na mylno$¢ takiego zatozenia dostarcza praktyka lekarska.
Wskazuje ona na brak dostatecznej wiedzy pacjentdéw na temat zagrozen wynikajacych
z konsumpcji produktéw ziotowych wraz z standardowa farmakoterapia oraz innych
niepozadanych skutkow ich stosowania. Wedtug analiz rynku, w Polsce suplementy diety
stanowig obecnie 18,7% sprzedawanych preparatow bez recepty (OTC) a popyt na nie
charakteryzuje si¢ szybka dynamikg wzrostu. Jest to powazny problem, poniewaz wiele z nich
moze wywolywac efekty uboczne w rezultacie stabo poznanych interakcji miedzy lekiem
syntetycznym a ro$linnym [Gorski i wsp., 2004]. Ryzyko jest wysokie zwlaszcza u oséb
w zaawansowanym 1 bardzo mtodym wieku, u pacjentow z zaburzeniami czynno$ci watroby
i/lub nerek, w stanach odwodnienia, chorobach metabolicznych i uktadu endokrynnego oraz
przy waskim indeksie terapeutycznym stosowanych lekow [Juurlink i wsp., 2003]. Efektem
interakcji moze by¢ zmiana okresu pottrwania leku, nasilenie lub ostabienie jego dziatania
a takze inny, negatywny wplyw na organizm, co potwierdza zwigkszajaca si¢ systematycznie
liczba zglaszanych dziatan niepozadanych.

Do interakcji miedzy lekiem a preparatem ziotowym moze dochodzi¢ na réznych
etapach procesow farmakologicznych, w tym farmakokinetycznych dotyczacych wchtaniania,
wigzania z biatkami, transportu btonowego, dystrybucji, metabolizmu 1 wydalania
ksenobiotyku z organizmu. Uwaza si¢, ze w znacznej czgéci u ich podtoza leza zmiany na
etapie I fazy biotransformacji przebiegajacej na poziomie izoform cytochromu P450. Enzymy

z tej nadrodziny, zlokalizowane zwlaszcza w tkankach narazonych na wysokie stgzenia
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substancji obcych, nalezag do mechanizmoéw obronnych organizmu umozliwiajacych
metabolizm zwigzkéw lipofilnych pochodzenia zewnetrznego i endogennego do zwigzkow
polarnych, mozliwych do usuni¢cia z moczem 1 zo6tcig. Wsrod substratow egzogennych
izoform cytochromu P450 znajduja sie, obok lekow, potencjalnie toksyczne czynniki, w tym
chemiczne zanieczyszczenia $rodowiska, skladniki dymu papierosowego i dodatki do
zywnosci. W znacznej mierze biokonwersja prowadzi do inaktywacji dostarczanych do
ustroju ksenobiotykow. Istnieje jednak mozliwos¢ tworzenia zwigzkow o wilasciwosciach
kancerogennych, zdolnych do wywierania cytotoksycznego wptywu na komorki i w efekcie
uznawanych za czynniki rozwoju choroby nowotworowej. Dlatego zmiany aktywnosci
enzymoéw zaangazowanych w biokonwersj¢ skutkuja konsekwencjami uzaleznionymi od
rodzaju substratu. W przypadku biotransformacji lekow, obnizenie aktywnos$ci prowadzi do
zwigkszenia stezenia leku bedacego substratem w osoczu, co moze skutkowaé nasileniem
jego dziatania i toksyczno$ci. W sytuacji indukcji enzymu ma miejsce spadek stezenia leku
W 0s0czu i obnizenie jego efektywnosci. Ze wzgledow toksykologicznych, stosunkowo stabo
poznanym a jednocze$nie interesujagcym targetem badan staja si¢ enzymy CYP1A1/2
i CYP2EL, prowadzace biotransformacje lekéw, metabolizm czynnikoéw chemicznych oraz
zaangazowane w aktywacje zwigzkéw prokancerogennych i hepatotoksycznych. Analizy
modulacji ich aktywnosci sg cenne réwniez z punktu widzenia funkcji fizjologicznych.
Ponadto, w zwigzku z udokumentowanym udziatem enzymu CYP2E1 w patogenezie chordéb
watroby, uwagg kieruje si¢ na hamowanie aktywnosci tej izoformy jako potencjalnej metody
terapeutycznej. Dotychczas poznane inhibitory tego enzymu w dtuzszym okresie stosowania
wykazuja hepatotoksycznos¢ lub neurotoksyczno$¢, w zwigzku z czym poszukuje si¢ wcigz
efektywnych i nieszkodliwych alternatywnych zwigzkow czynnych o podobnym wptywie na
CYP2EL1.

Istnieja doniesienia wskazujace na zdolno$§¢ modyfikacji ekspresji 1 aktywnosci
izoform cytochromu P450 poprzez indukcje lub inhibicje nie tylko poprzez czynniki
syntetyczne, ale rowniez zwigzki aktywne wystepujace w przetworach z surowcow
zielarskich. Przeglad literatury wskazuje, iz wsréd najpopularniejszych sktadnikow leku
ros§linnego 1 suplementow diety znajduja si¢: Hypericum perforatum, Valeriana officinalis,
Echinacea purpurea, Allium sativum, Camellia sinensis, Panax ginseng, Gingko biloba oraz
Glycine max. Dostepne sag one w sprzedazy w postaci jedno- lub wielosktadnikowych
preparatow o wielokierunkowym dziataniu. Sktadniki ekstraktow z tych surowcow moga
modulowa¢ biotransformacj¢ katalizowang przez wybrane izoenzymy CYP co, ze wzgledu na

rodzaj ich substratdéw, ma istotne znaczenie dla bezpieczenstwa fitoterapii. W zwigzku

13



WPROWADZENIE LITERATUROWE

z powyzszym udziat izoform cytochromu P450 w aktywacji i detoksykacji substancji obcych
stanowi przedmiot szerokich badan farmakologii molekularnej i toksykologii a poznanie
mechanizmow regulacji procesOw metabolicznych stato si¢ gléwnym zadaniem badan nad
interakcjami ostatnich kilkunastu lat. Mozliwos¢ ich przewidywania jest elementem
niezbednym dla prowadzenia skutecznej i bezpiecznej farmakoterapii w dobie polipragmaz;ji,
narastania popularnosci leku ro$linnego, suplementu diety oraz ich skojarzonego
przyjmowania z lekami syntetycznymi. Prowadzone w tym kierunku badania zmierzajg do
oceny bezpieczenstwa stosowania surowcow zielarskich w kontekscie potencjalnych korzysci

I ryzyka ich przyjmowania.

1.2. Fazy metabolizmu ksenobiotykow

Ksenobiotyki to substancje obce dla organizmu, nie begdace jego naturalnymi
metabolitami, w tym leki, prokancerogeny chemiczne oraz obecne w $rodowisku zwigzki
posiadajace w wigkszo$ci charakter liofilowy. Dzieki tej wlasciwosci moga one przenikaé
przez warstwe lipidowa, rowniez z udzialem bialek transporterowych. Hydrofobowe
wlasciwosci ksenobiotykéw utrudniajg procesy ich eliminacji i sprzyjaja gromadzeniu si¢
w tkance ttuszczowej. W celu usunigcia z organizmu wymagaja proceséw biotransformacji
w hydrofilowe metabolity. Przemiany tych substratow prowadzone sg przez szereg enzymow
metabolizmu ksenobiotykow i uzaleznione sg od wielu czynnikow, takich jak: wiek, ptec,
spozycie alkoholu, odwodnienie organizmu, dawka ksenobiotyku oraz wydolno$¢ narzadoéw
odpowiedzialnych za biotransformacj¢. Ze wzgledu na najwyzsza zawarto$¢ enzymow
metabolizmu ksenobiotykdw, najistotniejszym organem biokonwersji substancji obcych jest
watroba. Wykazano, ze rozpoczecie aktywnosci biotransformacyjnej w komorkach szczurzej
watroby ma miejsce juz pod koniec cigzy i1 trwa do osiggni¢cia dojrzatosci piciowej, gdy
przejmuje ona gtdwna rolg¢ w przemianach ksenobiotykow [Yang i wsp., 1989].

Biotransformacja ma na celu glownie ulatwienie eliminacji substancji obcych
z organizmu. Jednak w rzeczywisto$ci przemiany te moga prowadzi¢ zaréwno do inaktywacji,
zmiany aktywnos$ci 1 detoksykacji jak réwniez do metaboliczne] aktywacji
1 tworzenia zwigzkoéw toksycznych oraz kancerogennych. Jako etapowy proces przebiegajacy
W nastepujacych po sobie fazach tzw. funkcjonalizacji i koniugacji zostata po raz pierwszy
przedstawiona przez Rogera Williamsa w monografi Detoxifications Mechanisms z 1947r.
Reakcje biochemiczne w procesie biotransformacji prowadzone sg przez enzymy strukturalnie

zwigzane z  blonami  siateczki  endoplazmatycznej (np.  monoaminooksydazy
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1 glukuronylotransferazy), zlokalizowane roéwniez w mitochondriach oraz enzymy
rozpuszczalne (np. sulfotransferazy i esterazy). Wykazuja one czesto niewielkg specyficznosé
substratows, co pozwala na biotransformacje szerokiego spektrum zrdéznicowanych pod
wzgledem budowy ksenobiotykéw a takze przemiany zwigzkow endogennych. Reakcje I fazy
przemian ksenobiotykéw polegaja na wprowadzeniu do substratu grupy funkcyjnej
i katalizowane sg gltdwnie przez uktad oksydaz o mieszanej funkcji tworzacych mikrosomalny
fancuch przenoszenia elektronow sktadajacy si¢ m.in. z cytochromu P450. Biatka te katalizuja
reakcje biotransformacji zaré6wno endogennych jak i egzogennych substratoéw na drodze
utleniania, redukcji i hydrolizy, prowadzac do powstania ich hydrofilnych metabolitow,
zwykle wykazujacych zredukowang aktywno$¢ biologiczng. Aktywnos¢ izoform cytochromu
P450 moze wykazywa¢ zmienno$¢ zwigzang ze zdolno$cig regulacji ich ekspresji, co ma
istotne znaczenie ze wzgledu na funkcje omawianej grupy enzymow Ww przemianie
ksenobiotykow oraz ryzyko zachodzenia interakcji typu preparat roslinny lek syntetyczny.
Ksenobiotyki, w tym leki, policykliczne weglowodory aromatyczne (PAH) i inne substraty
enzymow CYP450, a takze zwigzki zawarte w wyciagach rodlinnych, moga oddziatywaé
z receptorami jagdrowymi lub czynnikami transkrypcyjnymi powodujac zmiany ekspresji
gené6w kodujacych okreslone izoformy. W II fazie biotransformacji, okreslanej jako
biologiczna inaktywacja, powstate metabolity posrednie ulegajg przeksztatceniu przez swoiste
enzymy na drodze sprzegania z endogennymi, polarnymi czasteczkami takimi jak:
aminokwasy, glutation, siarczany i kwas UDP-glukuronowy, co prowadzi zwykle do
inaktywacji 1 warunkuje utatwione usuwanie z organizmu z moczem lub z6lcig. Reakcje 11
fazy biotransformacji katalizowane sg gléwnie przez enzymy klasy transferaz a ich aktywnos¢
podlega rowniez modyfikacji pod wptywem czynnikow endogennych i egzogennych. Enzymy

poszczegblnych faz przemian ksenobiotykdéw zamieszczono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Reakcje 1 1 II fazy metabolizmu ksenobiotykow [Chung i wsp., 2000; Tredger i Stoll, 2002;
Cashman, 2005; Gonzalez i Tukey, 2006; Mutschler, 2010]

Enzym

Funkcja

Przyklady substratow

Faza |
Cytochrom P450

Monooksygenazy flawinowe
(FMO)

Hydrolazy epoksydowe
(mEH, sEH)

Faza Il
Glutationo-S-transferazy
(GST)

Sulfotransferazy (SULT)

N-acetylotransferazy (NAT)

UDP-glukuronylotransferazy
(UGT)

Metylotransferazy (MT)

Inne enzymy
Dehydrogenaza alkoholowa
Dehydrogenaza aldehydowa
Oksydoreduktaza NADPH -
chinonu (NQO)

Hydroksylacja, demetylacja,
dealkilacja, C- i O-oksydacja,
inne

N-, S- i P-oksydacja

Hydroliza epoksydow

Sprzgganie z glutationem

Sprzgganie z siarczanem

Dodanie grupy acetylowej

N-acetylacja, O-acetylacja

Sprzgganie z kwasem
glukuronowym

Dodanie grupy metylowej
N-metylacja, S-metylacja

Redukcja
Redukcja
Redukcja

Propranolol, chlorzoksazon,
teofilina, kofeina, diazepam

Trimetyloamina,
S-nikotyna, cymetydyna,
klozapina, ranitydyna,
tamoksyfen

Epoksydy

Adriamycyna, busulfan,
cyklofosfamid, pestycydy

Hormony steroidowe, kwasy
z6lciowe, izoflawony,
paracetamol

Arylaminy,
N-hydroksylowane
heterocykliczne aminy
Morfina, bilirubina,
paracetamol

Nikotynamid, kaptopril,
azatiopryna

Alkohole
Aldehydy
Chinony

Niektorzy autorzy definiuja nastgpujacy po obu fazach proces transportu na zasadzie
antyportu przez blony komodrkowe przy udziale p-glikoproteiny lub bialek MDR
(ang. multidrug resistance) jako III fazg biotransformacji ksenobiotykow [Vrzal i wsp., 2004].
Ostatnim etapem jest usunig¢cie powstatych metabolitow z organizmu wraz z zétcig i moczem.
Procesy biokonwersji maja na celu zmiang wiasciwosci fizykochemicznych substancji w celu
latwiejszego jej wydalenia. Zachodzaca podczas opisanych faz przemiana ksenobiotykow
zwykle prowadzi do redukcji aktywnosci farmakologicznej lekow 1 toksycznosci substratow.
Istniejg reakcje biotransformacji, w ktdrych z nieczynnych chemicznie substratoéw powstaja
reaktywne formy przejSciowe wykazujace wlasciwosci cytotoksyczne, kancerogenne,

mutagenne i teratogenne (Rycinal.) [Kishida i wsp., 2004].
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Receptory enzymow
metabolizujacych
ksenobiotyki

_ Metaboliczna
-~ aktywacja
Ksenobiotyki Faza | Faza ll
Leki funkcjonalizacja Reaktywne metabolity konjugacja -
Prokancerogeny | o wlasciwos$ciach | | Detoksykacja
Z 7 kancerogennych g
S CyP1,23.4 i mutagennych na drodze
S wigzania z DNA lub A
N - biatkiem Polarne produkty
~ ~ *
~ ~
>, | Stres A
oksydacyjny Mozliwos¢ tworzenia Woydalanie
Mutacje mutagenow
Toksyczno$é i kancerogendow
Kancerogeneza w nerkach lub jelicie

Rycina 1. Ogdlny schemat fazy I i Il metabolizmu ksenobiotykow

Substratami takimi sg Srodowiskowe czynniki chemiczne, w tym zawarte w diecie oraz dymie
papierosowym prokancerogeny, ktore staja si¢ realnym czynnikiem ryzyka rozwoju choréb

nowotworowych [Baer-Dubowska, 2005].

1.3. Wlasciwosci prokancerogenne ksenobiotykow

Konsekwencje toksykologiczne ekspozycji na ksenobiotyki uzaleznione sa od
zachowania stanu rownowagi mi¢dzy reakcjami fazy I i II metabolizmu substancji obcych.
W sytuacji nasilonej wydajnosci funkcjonalizacji w stosunku do reakcji biologicznej
inaktywacji, reaktywne formy zwigzkéw kancerogennych gromadza si¢ w komorce
1 wykazuja zdolno$¢ wigzania czasteczek DNA i bialek, co moze prowadzi¢ do uszkodzenia
komorek. Wsrdd przyczyn wymieni¢ mozna zarowno nieskuteczne funkcjonowanie enzymow
sprzggajacych jak i mozliwo$¢ modyfikacji I fazy przemian ksenobiotykow. W tym zakresie
szczegOlnie niebezpieczne wydaje si¢ by¢ zjawisko aktywacji metabolicznej macierzystych
zwiagzkow prokancerogennych, prowadzace do osiggania przez nie wtasciwosci mutagennych,
kancerogennych i embriotoksycznych [Shweitz, 2000]. Wsréd izoform cytochromu P450
zwigzanych z metabolizmem substratow o takim charakterze wymienia si¢ gtownie enzymy
z rodziny CYP1 oraz podrodziny CYP2E [loannides i Lewis, 2004]. Ponadto izoformy

cytochromu P450 wykazuja zdolno$¢ do generowania reaktywnych form tlenu mogacych
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modyfikowaé zasady purynowe i pirymidynowe a w konsekwencji prowadzi¢ do mutacji
punktowych i pgknig¢ tancucha DNA [Villard i wsp., 1998].

Do sktadnikow diety wykazujacych  genotoksyczno$¢  przejawiajacg — si¢
kowalencyjnymi modyfikacjami DNA nalezg: heterocykliczne aminy (HCA), N-nitrozaminy
oraz policykliczne weglowodory aromatyczne (PAH) [Goldman i Shields, 2003]. Stosunkowo
stabe dziatanie kancerogenne powstajacych podczas pirolizy biatek i aminokwaséw HCA,
zbudowanych z pierscieni aromatycznych i silnie reaktywnej egzocyklicznej grupy aminowe;j,
drastycznie wzrasta w wyniku procesu biologicznej aktywacji przez uklad enzymatyczny
metabolizmu ksenobiotykow. Ulegaja przemianom w wyniku N-hydroksylacji katalizowanej
przez izoenzym CYP1A2 oraz w wyniku estryfikacji prowadzonej przez acetylo-
i sulfotransferazy [Sugimura, 2000; Goldman i Shields, 2003]. W innych tkankach organizmu
z metabolizmem heterocyklicznych amin zwigzane sa izoformy CYP1A1 i CYP1BI1 [Crofts
I wsp. 1998; Turesky, 2007]. Powstate reaktywne metabolity wigzg si¢ gtownie z guaning
w pozycji C8, co moze zwigkszac ryzyko rozwoju nowotwordow, w tym raka jelita grubego
[Schiffman i Felton, 1990]. N-nitrozoaminy powstaja in vivo w wyniku jednoczesnego
przyswajania azotynow lub tez tlenkow azotu wraz z substancjami takimi jak drugorzedowe
aminy i przyczyniaja si¢ do rozwoju, gldwnie, nowotworoéw uktadu pokarmowego [Sugimura
2000; Goldman i Shields, 2003]. W wyniku ekspozycji tworzona jest N-nitrozodimetyloamina
ulegajaca enzymatycznej hydroksylacji przede wszystkim przez enzym CYP2E1 [Lai i Arcos,
1980]. Policykliczne weglowodory aromatyczne generowane sa w wyniku niepetnego
spalania substancji organicznych. Zrodlem tych zwiazkow jest zardwno dym tytoniowy jak
i dieta [Baer-Dubowska, 2005]. PAH sa metabolizowane do zréznicowanych produktow
przez enzymy biotransformacji ksenobiotykéw: CYP450, hydrolaze epoksydowa, transferaze
glutationu, NAD(P)H oksydoreduktaze chitonu i aldoketoreduktaze. Uznaje si¢, ze cytochrom
P450 petni kluczowa role w poczatkowym etapie utleniania PAH do fenoli 1 tlenkow.
Zaangazowanie wyzej wymienionych bialek katalitycznych potwierdzaja wyniki analizy
szlaku prowadzacego do powstawania diol-epoksydow PAH z udzialem cytochroméw P450
1 hydrolazy epoksydowej w watrobie szczurzej z wykorzystaniem substancji wzorcowej
w postaci benzo[a]pirenu [Shimada, 2006]. Benzo[a]piren to chemiczny czynnik
prokancerogenny ulegajacy biokonwersji do aktywnej formy posiadajacej wlasciwosci
elektrofilne, wykazujacej zdolno$¢ tworzenia wigzan kowalencyjnych z kwasami
nukleinowymi. Przy udziale monooksygenaz w | fazie biotransformacji powstaje zwigzek
posredni, benzo[a]pireno-7,8-dihydrodiol ulegajacy nastgpnie w reakcjach metabolicznych 11
fazy detoksykacji do nieszkodliwego metabolitu benzo[a]pireno-7,8-dihydriolo-glukoronidu
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usuwanego z z6lcig i moczem. Endogenna aktywacja moze jednak prowadzi¢ do tworzenia
pochodnych epoksydowych wykazujacych wysokie powinowactwo do formowania adduktow
DNA. W metabolizmie benzo[a]pirenu istotng funcj¢ petnig izoformy podrodziny CYP1 oraz
S-transferaza glutationu. Tego typu ksenobiotyki aktywowane sg za po$rednictwem
izoenzymow CYP1A, CYPIBI oraz CYP2B1 do epoksydioli wigzacych si¢
z deoksyguanozyng lub adening i prowadza prawdopodobnie do mutacji w genie
supresorowym p53 indukujgc glownie nowotwory ptuc [Denissenko i wsp., 1996]. Uktady
enzymatyczne prowadzace metabolizm ksenobiotykow pelnig istotng funkcje w aktywacji
wielu chemicznych kancerogenow a wigc potencjalna modulacja ich aktywnos$ci moze staé si¢

znaczaca w zapobieganiu inicjacji procesu kancerogenezy.

1.4.  Cytochrom P450

Izoenzymy nalezagce do nadrodziny cytochromu P450 (CYP-450) to stara
filogenetycznie grupa hemoprotein kodowanych przez geny, ktérych obecnos¢ potwierdzono
u jednokomoérkowych organizméw zyjacych 2-3 miliardy lat temu. Sugeruje si¢, ze biatka te
wywodza si¢ od archebakterii - jednego z najstarszych poznanych organizmoéw i realizujg
wazne metaboliczne funkcje uczestniczac w szlakach oksydoredukcyjnych komorek
[Martignoni i wsp., 2006]. Nazewnictwo enzymoéw z rodziny cytochromu P450 zostato
utworzone na podstawie obecnosci grupy hemowej w biatku 1 charakterystycznej wartosci
absorbancji. CYP-450 zidentyfikowany zostat przez Klingenberga i Garfinkla w 1958r.
i nazwany poczatkowo pigmentem P, a po charakterystyce widmowej dokonanej przez Sato
w 1960r., cytochromem P450 ze wzgledu na maksimum absorpcji przy dtugosci fali 450 nm
dla zredukowanej formy tego biatka zwigzanej z tlenkiem wegla [Klingenberg, 1958; Omura
1999; Nelson i wsp. 1996].

Nadrodzina hemoprotein cytochromu P450 obejmuje okoto 2500 biatek
mikrosomalnych, mitochondrialnych i cytozolowych wystepujacych zarowno u ludzi, jak
1 zwierzat, bakterii, pierwotniakéw 1 roslin. W latach osiemdziesigtych biatka cytochromu
P450 sklasyfikowano na podstawie homologii aminokwasowej w tancuchu peptydowym,
kryteriow filogenetycznych i organizacji genu [Kaminski i Wiaderkiewicz, 2008]. 1zoenzymy
nalezace do tej samej rodziny wykazuja homologi¢ sekwencji aminokwasowej na poziomie
powyzej 40%, natomiast nalezace do tej samej podrodziny osiggaja homologi¢ rzedu powyzej
55% [Levy, 1995; Zuber i wsp., 2002]. Skrot CYP oraz cyfra arabska okreslajag odpowiednio

rodziny i podrodziny tych bialek natomiast kolejny symbol liczbowy opisuje poszczegdlny
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gen kodujacy okreslony izoenzym [Nelson i wsp., 1996]. Kazda izoforma CYP jest
produktem specyficznego genu i posiada wtasng specyfike substratowa. U czlowieka opisano
wystepowanie 57 gendéw oraz ponad 58 pseudogendéw sklasyfikowanych w 18 rodzinach i 43
podrodzinach cytochromu P450 [Pavek i Dvorak, 2008; Pelkonen i wsp., 2008; Tomaszewski
I wsp. 2008]. Aktywno$¢ enzymatyczng izoform CYP450 taczy si¢ z biotransformacija
ksenobiotykdw oraz przemianami steroidow i prostaglandyn, przy czym maja one odmienne

lecz zachodzace na siebie specyficznosci substratowe [Nelson i wsp., 1996].

1.4.1. Struktura i funkcje cytochromu P450

W 1985 roku po raz pierwszy okreslono krystalograficzng strukture izoenzymu
cytochromu P450 u bakterii z rodzaju Pseudomonas putida. W oparciu o te badania oraz
modelowanie czasteczek i1 ukierunkowang mutageneze u ssakow opisano budowe zwigzanego
z btong cytochromu P450, u ktérego rozrdzniono regiony odpowiedzialne za wigzanie
substratu, transport elektrondw i wigzanie hemu. Wykazano réwniez, dla eukariotycznych
enzymoéw P450, obecno$¢ na N-koncu biatka 25 aminokwasowej sekwencji hydrofobowej
umozliwiajgcej zakotwiczenie enzymu w blonie komorkowej [Sakaguci i wsp., 1987].
Pierwszym eukariotycznym enzymem P450, dla ktérego okreslono pelng sekwencje
aminokwasowg byl izoenzym wyizolowany z komodrek watroby szczura indukowany przez
podawanie fenobarbitalu [Fujii-Kuriyama i wsp., 1982]. Przyktadowg struktur¢ biatka
izoenzymu CYP1A2 przedstawiono na Rycinie 2.

Rycina 2. Drugorzedowa i trzeciorzedowa struktura ludzkiej izoformy cytochromu P450 CYP1A2.
Na schemacie oznaczono grupg prostetyczng. Kolorem niebieskim zaznaczono 12 struktur
a—helisy oznaczone A-L, brazowym struktury B-kartki kolejno 1-4. Miejsce wigzania substratu
zaznaczono czerwong siecig [Sansen i wsp, 2007].

Funkcja cytochromu P450 jest $cisle zwigzana ze strukturg centrum katalitycznego

biatka, gdzie na C-koncu tancucha polipeptydowego znajduje si¢ uktad hemowy B okreslany
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jako protoporfiryna IX. Zelazo protoporfiryny IX tworzy wigzania koordynacyjne z atomami
azotu piersScienia pirolowego 1 siarki cysteiny lancucha biatkowego hemoproteiny oraz
czgsteczkg wody [Kaminski i Wiaderkiewicz, 2008]. Na C-koncu biatka zlokalizowane s3:
miejsce wigzania substratu, domena oddzialujaca z reduktazg NADPH cytochromu P450
I CYP- bs oraz determinanty antygenowe. Na aminowym koncu biatka znajduje si¢ kotwica
hydrofobowa siggajaca do przestrzeni siateczki S$rddplazmatycznej, gdzie znajduje si¢
hydrofobowy kanal stanowigcy droge transportu substratow metabolizowanych przez centrum
katalityczne cytochromu P450. Masa czasteczkowa izoform cytochromu P450 miesci si¢
w zakresie 43 - 60 kDa.

Cytochrom P450 jest koncowym ogniwem lancucha przekazu elektronéw. Wszystkie
poznane izoformy CYP-450 wiaza dwa atomy tlenu czasteczkowego do zelaza grupy
hemowej, podobnie jak ma to miejsce w hemoglobinie i mioglobinie. Jeden atom tlenu
tworzy czasteczke wody, przez co enzymy CYP s3 nazywane oksydazami o funkcji
mieszanej. Drugi atom tlenu jest wprowadzany do czasteczki substratu zwigkszajac polarnosé
metabolitu, dlatego enzymy CYP naleza do klasy enzyméw okreslanych mianem
monooksygenazy z numerem systematycznym 1.14.14.1. W wigkszosci przypadkow powstaje
hydroksylowany produkt. Ogolna reakcja katalizy prowadzonej przez enzymy cytochromu
P450 przebiega wedlug podanego ponizej schematu [Guengerich, 2000; Zuber i wsp., 2002]:

RH+ 0, +H +NADPH (lub NADH) — R-OH + H.O + NADP+ (lub NAD )

gdzie: RH - substrat, ROH - produkt

W reakcji monooksygenacji izoenzymy cytochromu P450 przejmuja elektron
z NADPH lub z NADH i poprzez inne przenosniki elektronéw sprzezone z biatkami
blonowymi, przenosza go na czasteczke tlenu. W rezultacie reakcji jeden atom tlenu zostaje
wbudowany do czasteczki substratu a drugi tworzy czasteczke wody. Cykl przemian
rozpoczyna si¢ utworzeniem kompleksu cytochrom P450-substrat w wyniku jego zwigzania
z grupa hemowa oraz redukcja zelaza Fe(Ill) do Fe(Il) w kompleksie przez elektron
pochodzacy od reduktazy NADPH [Guengerich, 2000]. U czlowieka przenoszenie
elektronow z NADPH na cytochrom P450 realizowane jest przez dwa systemy transportu
funkcjonujace w  siateczce  $rddplazmatycznej 1 mitochondriach. W  siateczce
sroédplazmatycznej NADPH przekazuje elektrony na reduktaze cytochromu P450 (1.6.4.2)
bedaca flawoproteing NADPH-zalezng, posiadajacg w czeSci katalitycznej, we fragmencie

C-koncowym zwréconym do cytozolu, domeny wigzace NADPH, dinukleotyd
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flawinoadeninowy (FAD) i mononukleotyd flawinoadeninowy (FMN) a takze domeng
oddziatujaca z cytochromem P450. Nastepnie, w wyniku zwigzania czasteczki tlenu z hemem,
powstaje kompleks oksycytochrom P450-substrat, po czym ma miejsce redukcja utworzonego
trojsktadnikowego kompleksu przez elektron z cytochromu bs lub reduktazy NADPH
cytochromu P450, uwodornienie i utworzenie kompleksu FeEOOH-RH. Po przytaczeniu
kolejnego protonu nastepuje rozpad wigzania O-O 1 utworzenie czasteczki H,O oraz
kompleksu Fe(l11)=0. Ten reaktywny kompleks przyjmuje rodnik wodorowy z substratu,
przechodzac w strukture Fe(III)-O'H, pozostawiajagc niesparowany elektron w czgsteczce
substratu. Powstate w ten sposob dwa rodniki podlegaja przemianie tworzac produkt z grupa
hydroksylowg. Koncowym etapem cyklu jest odlaczenie produktu i odtworzenie czasteczki
cytochromu P450 [Guengerich, 2000; Isin i Guengerich, 2007]. Schemat cyklu katalitycznego

zamieszczono na Rycinie 3.

ROH, + Hz0 RH
2H
P-450-Fe*3

P-450-Fe+2(RH) P 50-Fet3(RH)

a2
O =n

P-450-Fe+2(RH)

P-450-Fet2(RH)
Uz

£

Rycina 3. Cykl katalityczny z udzialem cytochromu P450 oraz schematyczna struktura grupy
prostetycznej [wg Rostkowska i wsp., 1998]

W pewnych reakcjach katalizowanych przez mikrosomalne izoenzymy cytochromu
P450, transfer drugiego elektronu moze zachodzi¢ z cytochromu b5 bedacego niewielkim
biatkiem hemowym (17 kDa) funkcjonujagcym w retikulum endoplazmatycznym. Cytochrom
b5 jest redukowany z udziatem NADPH zaleznej reduktazy cytochromu P450 lub NADH
reduktazy cytochromu b5 (1.6.2.2). W mikrosomach watroby z jedng reduktaza NADPH
wspoltpracuje 10-20 czgsteczek CYP-450 i 5-10 czasteczek cytochromu bs [Czekaj, 2005].
W warunkach indukcji lub inhibicji ma miejsce zmiana tych proporcji. W mitochondrialnym

systemie transferu elektronéw na cytochrom P450, akceptorem elektronow z NADPH jest
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FAD reduktazy flawoproteinowe, enzymu o masie ok. 51 kDa stabo zwigzanego z btong
mitochondrialng. W reakcji przenoszenia elektrondow na czasteczke hemu cytochromu P450
posredniczy niewielkie biatko zelazo-siarkowe (adrenodoksyna). Trzeci typ transportu
elektronéw na cytochrom P450 wystepuje u bakterii i opisany zostat u Pseudomonas putida
[Sevrioukova i wsp., 2004]. W mitochondriach znajduje si¢ okoto 10-15% hemoproteidow
metabolizujacych ksenobiotyki, w tym zaréwno konstytutywnych i indukowalnych izoform
cytochromu P450 z rodziny CYP1, 2 i 3 [Anandatheerthavarada i wsp., 1997].

Enzymy z nadrodziny P450 katalizuja wiele zréznicowanych reakcji chemicznych
szerokiego spektrum strukturalnie odmiennych substancji obcych. Glownag funkcja
katalizowanych przez nie reakcji jest przeksztalcenie substratow reakcji w bardziej polarne
metabolity, ktore moga zosta¢ tatwiej wydalone z organizmu bezposrednio lub w formie
sprzezonej, powstatej w wyniku aktywnosci enzymoéw II fazy metabolizmu ksenobiotykéw
[Cederbaum, 2006]. Monooksygenzy z nadrodziny CYP, w =zaleznosci od struktury
substratow, Katalizuja reakcje [Zuber i wsp., 2002; Tomaszewski i wsp., 2008]:

e hydroksylacji alifatycznego lub aromatycznego wegla (propanolol - CYP1A2)
e ¢poksydacji wigzania podwojnego (karbamazepina - CYP3A4)

e utleniania alkoholi i aldehydéw (metronidazol - CYP3A4)

e N - oksydacji (meksyletyna - CYP2D6)

e S - oksydacji (tioridazyna - CYP2D6, omeprazol - CYP3A4)

e oksygenacji i N - hydroksylacji heteroatoméw (S-, N-,X-),

e oksydatywnej O - dealkilacji (kodeina - CYP2D6)

e oksydatywnej N - dealkilacji (diazepam - CYP2C19)

e oksydatywnej S - dealkilacji (6-metylotiopuryna - CYP2D6)

e oksydatywnej deaminacji (amfetamina - CYP2D6)

e oksydatywnej denitryfikacji (aminofenazon - CYP3A4)

o oksydatywnej desulfurylacji (tiopental - CYP2D6)

e oksydatywnej dehalogenacji (halotan - CYP2EL)

o oksydatywnej cyklizacji (piroksykam - CYP2C9)

e aromatyzacji alicyklicznych substratow (nifedypina - CYP3A4, CYP3A3)
e oksydatywnej decyklizacji (alprazolam - CYP3A4)

e przeniesienia grupy tlenowej

e rozszczepienia estrOw

e dehydrogenacji
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reduktywnej dehalogenacji

azo- i nitro- redukcji

izomeryzacji

C- oksydacji

Uwaza si¢, ze izoenzymy CYP uczestnicza w metabolizmie ponad 80% lekéw oraz
przemianie innych zroznicowanych zwigzkow egzogennych. Obecnie wydaje sie, ze za
watrobowa biokonwersje wigkszosci ksenobiotykow u czlowieka odpowiadajg izoformy
z rodzin CYP1, CYP2 i CYP3 (CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6
I CYP2EL1) zaliczane do 35 izoenzymow istotnych kliniczne [Badyal i Dadhich, 2001; Zuber
i wsp., 2002; Martignoni i wsp., 2006] a sposrdd trzech gldéwnych mechanizmow 1 fazy
biotransformacji lekéw, utleniania, redukcji 1 hydrolizy, dominuja reakcje oksydacji
przeprowadzane przez monooksygenazy z nadrodziny cytochromu P450. Udziat izoform

w metabolizmie lekéw przedstawiono na Rycinie 4.

CYP2B6 CYP2A6

CYP2EL ™ 40, " 3% CYP3A4/5
0,
cyp2cgly 4% 36%

16%

CYP2C19
8%

CYP1A1/2
11%

CYP2D6
19%

Rycina 4. Proporcje udzialu enzymow cytochromu P450 w metabolizmie lekow
[wg Wrighton i wsp., 1992; Kashuba i Bertino, 2001]

Poza funkcja detoksykacyjng, aktywnos¢ niektorych izoform cytochromu P450 powigzana
jest z przeksztalcaniem chemicznych prokancerogenéw do ich aktywnych metabolitow
zdolnych do indukcji procesu nowotworzenia. Sposrod izoenzymoéw CYP450 analizowanych
w kierunku biotransformacji czynnikow w kancerogenne, teratogenne i hepatotoksyczne
metabolity szczegdlne wysoki udziat przypisuje si¢ izoformom z rodziny CYP1 oraz CYP2
(Tabela 2.).

24



WPROWADZENIE LITERATUROWE

Tabela 2. Udziat izoenzymow cytochromu P450 w bioaktywacji czynnikow prokancerogennych

[loannides, 2007]

Zakres udzialu Gléwne klasy
Podrodzina CYP450 w chemicznej aktywowanych Indukowalno$¢
kancerogenezie kancerogenow
CYP1A bardzo szeroki PAH, AA, HA, MC, bardzo wysoka
NNK, AAB
CYP1B bardzo szeroki PAH, AA, HA, MC, bardzo wysoka
NNK, AAB, estrogen
CYP2A umiarkowany NA, OP umiarkowana
CYP2B umiarkowany NA, OP wysoka
CYP2C niewielki PAH umiarkowana
CYP2D staby NNK nieindukowana
CYP2E obszerny NA, HAH wysoka
CYP2F nie okreslono - nie okreslono
CYP2G nie okreslono - nie okreslono
CYP2] nie okreslono - nie okreslono
CYP3A umiarkowany PAH, MC, PA wysoka

AA - aminy aromatyczne; HA - heterocykliczne aminy; MC - mikotoksyny;
NNK - 4-(metylonitrozamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol; AAB - aminoazobenzeny;
OP - oksazofosforyny; NA- nitrozaminy; PA - alkaloidy pirolizydynowe

Badania w modelach zwierzgcych pozbawionych ekspresji gendéw cytochromu P450
potwierdzity ich funkcje w zakresie metabolizmu substratéw endogennych i utrzymaniu
prawidlowego rozwoju u ssakow [Guengerich i wsp., 2000]. Funkcja systemu katalitycznego
cytochromu P450 jest zwigzana z metabolizmem endogennych steroidow, kwasow
zotciowych, eikozanoidow, retinoidow i prostaglandyn [Lewis i wsp., 1998]. Przyktadem
takiej aktywnosci jest biosynteza niskoczasteczkowych regulatoréw zréznicowanych funkcji
biologicznych, w tym tworzenie hormonow steroidowych z cholesterolu, w ktorym gtownag
rolg przypisuje si¢ enzymowi CYP51A1 [Shimada i wsp.1994; Zuber i wsp., 2002]. Ponadto
w syntezie kwasow zolciowych z cholesterolu i1 oksysterolu istotng funkcje petnig CYP7AL,
CYP7B1 i CYP39A1. W syntezie i metabolizmie witaminy D uczestniczg izoformy takie jak
CYP27A1, CYP27B1 i CYP24A1 natomiast w przemiany pochodnej witaminy A i kwasu
retinowego zaangazowane sg CYP26A1 1 CYP26B1 [Tomaszewski i wsp., 2008].

Fizjologiczne funkcje poszczegdlnych izoenzymoéw opisano w Tabeli 3.
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Tabela 3. Udzial izoenzyméw CYP w fizjologicznych szlakach metabolicznych ludzkiego organizmu
[wg Tomaszewski i wsp., 2008]

Funkcja w szlaku
metabolicznym

Izoformy CYP

Zrédlo

Biosynteza cholesterolu

Biosynteza kwasow
z6kciowych

Metabolizm
hormonow steroidowych

Metabolizm

kwasow thuszczowych,
prostaglandyn,
prostacyklin

1 leukotrienow

CYP51A1, CYP20A1

CYP7A1, CYP7BL1, CYP8B1,
CYP27A1, CYP3A4,
CYP39A1

CYP1A2, CYP2C9, CYP2C18,
CYP2C19, CYP3A4, CYP3AS,
CYP3A7, CYP3A43,
CYP11A1, CYP11B1,
CYP11B2, CYP17A1,
CYP19A1, CYP21A2
CYP2C8, CYP2J2, CYP2U1,
CYP2W1, CYP4A1l,
CYP4A22, CYP4AF2, CYPA4FS,
CYPA4F8, CYP4F11, CYP4F12,
CYP4F22, CYP4X1, CYP5AL,
CYP8AL, CYP20A1

CYP7A1L, CYP27AL,

Pikuleva, 2006
www.cypalleles.ki.se

Axelson i wsp. 1992; Russell,
2003; Norlin i Chiang. 2004;

Chiang, 2004
www.cypalleles.ki.se,
WWW. nextprot.org

Kroetz i Zeldin, 2002
www.cypalleles.ki.se
WWW. nextprot.org

Norlin i Chiang, 2004

Biosynteza oksysteroli

CYP39A1, CYP46Al Www. nextprot.org

Kalapos, 2003

Metabolizm ciat ketonowych CYP2E1
WWWw. nextprot.org
Metabolizm witaminy A CYP2C8, CYP26A1,CYP26B1, Go_nz_a_les, 1989
CYP26C1 Taimi i wsp., 2004
CYP2R1, CYP3A4, CYP24A1, Sakakiiwsp., 2005
Metabolizm witaminy D CYP27A1,CYP27B1, Www. nextprot.org
CYP27C1

[www.cypalleles.ki.se, dostep 10.08.2011; www.nextprot.org., dostep 25.04.2012r]

1.4.2. Lokalizacja tkankowa i komérkowa izoform cytochromu P450

Uklad monooksygenaz zalezny od cytochromu P450 popularnie okre§lany jest
mianem mikrosomalnego, ze wzgledu na lokalizacje¢ enzymow CYP w btonach retikulum
endoplazmatycznego, otoczki jadrowej, plazmolemmie i mitochondriach. W mitochondriach
funkcjonuja konstytutywne izoformy CYP-450 zaangazowane w metabolizm substancji
endogennych takich jak cholesterol, hormony sterydowe, witamina D3 i1 kwasy zéiciowe oraz
10-15% cytochromow P450 metabolizujacych ksenobiotyki. W blaszce zewnetrznej otoczki
jadrowej potaczonej z szorstka siateczka Srodplazmatyczng opisano wystgpowanie izoform
rodziny CYP1 indukowanych przez TCDD, 3-metylocholantren i B-naftoflawon, co moze
wigza¢ si¢ z nasilonym ryzykiem uszkodzenia DNA przez generowanie aktywnych
metabolitow posrednich lub tworzenie reaktywnych form tlenu. W plazmolemie hepatocytow
zawarto$¢ cytochromu P450 i aktywnos$¢ jego reduktazy jest niska lub nie wystepuje, przy

czym sposrod izoform cytochromu P450 stwierdzono obecnos¢ CYP2E1 [Kaminski, 1990].
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U ssakow miejsce funkcjonowania izoform cytochromu P450 okreslono jako
zrbznicowane, przy czym najwyzszy poziom wystepuje w przewodzie pokarmowym, gldwnie
w watrobie. Ich obecnos¢ potwierdzono réwniez w wigkszosci tkanek organizmu: nabtonku
jamy nosowej, w ptucach, nerkach, skorze, jadrach i komoérkach krwi [Zuber i wsp., 2002;
Martignoni i wsp., 2006]. Wykazano, ze w watrobie ilosci tych bialek utrzymujg si¢ na
najwyzszym poziomie wynoszacym blisko 300 pmol CYP/mg biatka mikrosomalnego
a w nabtonku jelita osiggajg wartosci stezenia ok. 20 pmol CYP/mg biatka mikrosomalnego,
co wskazuje, ze sg to gtowne miejsca zaleznej od CYP drogi wydalania ksenobiotykow,
podczas gdy inne tkanki wykazuja znacznie mniejsze zdolnosci ich eliminacji [Peters
I Kremers, 1989; Shimada i wsp., 1994]. W watrobie dorostego cztowieka izoformy CYP1A2,
CYP2A6, CYP2C, CYP2D6, CYP2E1l i CYP3A stanowig tgcznie w przyblizeniu 70%
catkowitej zawarto$ci enzymow CYP450. Zawartos¢ CYP1A2 1 CYP2EI stanowi niespeina
13% i 7% [Shimada i wsp. 1994, Shimada i wsp., 1996]. Udziat poszczegdlnych izoform

w mikrosomalnej frakcji ludzkiej watroby przedstawiono ponizej w Tabeli 4.

Tabela 4. Zawarto$¢ catkowitej frakcji cytochromu P450 i poszczegélnych izoform w ludzkich
mikrosomach watroby. Cato$¢ frakcji okre§lono analiza spektralng natomiast specyficzne
izoformy mierzono immunochemicznie Dane z 60 probek (srednia+S.D.) [Guengerich i wsp.,

1982]

Przedmiot badania nmol/mg bialka % P-450
CYP450 0,344 + 0,167
P-450 1A2 0,042 + 0,023 12,7+ 6,2
P-450 2A6 0,001 + 0,013 4,0+3,.2
P-450 2B6 0,014 + 0,013 02+0,3
P-450 2C 0,060 + 0,027 18,2+ 6,7
P-450 2D6 0,005 + 0,004 15+13
P-450 2E1 0,022 + 0,012 6,6 +29
P-450 3A 0,240 + 0,100 28.8+10,4

Zaobserwowano, ze calkowita zawarto$¢ enzymow CYP w ludzkiej watrobie
ptodowej stanowi okoto 1/3 warto$ci mierzonej u dorostej osoby i wzrasta w okresie
pourodzeniowym do 10 roku zycia. Ze wzgledu na czas rozpoczgcia aktywnosci enzymy CYP
u czlowieka mozna podzieli¢ na 3 kategorie:

e enzymy ulegajace ekspresji w watrobie ptodowej (CYP3A7 i CYP4Al), ktérych
aktywno$¢ obniza si¢ w okresie pourodzeniowym;
e enzymy ulegajace ekspresji u noworodkéw (CYP2E1 i CYP2D6), ktorych aktywnos¢

nie jest obserwowana u ptodu a ujawnia si¢ natychmiast po porodzie;
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e enzymy ulegajace ekspresji w pozniejszym okresie rozwoju (CYP1A2, CYP2B,
CYP2C i CYP3A4), ktorych aktywnos¢ wzrasta w kilka tygodni po urodzeniu
i wykazuje nizsze tempo rozwoju w porownaniu do enzymoéw okresu

wczesnopourodzeniowego [Cresteil, 1998].

1.4.3. Rodzina CYP1 cytochromu P450

Rodzina biatek CYP1 jest jedng z najstarszych, najbardziej konserwatywnych
ewolucyjnie struktur i obejmuje izoformy CYP1Al, CYP1A2 i CYP1B1 (Tabela 5.) [Zuber
I wsp., 2002]. Wykazano, ze ekspresja genéw tych biatek u czlowieka jest zroznicowana
w poszczegélnych organach [Ding i Kaminsky, 2003; Shimada, 2006]. Charakterystyke

wymienionych izoform przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Charakterystyka ludzkich izoenzyméw CYP1 [Shimada i wsp. 1996; Choudhary i wsp.,
2005; Tomaszewski i wsp., 2008]

Mcz
(kDa)

Rodzina | Podrodzina | 1zoenzym L.aa L. k Lokalizacja tkankowa

jadra, prostata, komorki
migzszu ptuc, komorki jajnika,
CYP1Al 58,2 512 ER gruczot mlekowy, komorki
CYP1A nabtonkowe macicy, limfocyty,
hepatocyty

CYP1A2 58,3 515 ER he.patocyty, komorki
migzszowe pluc

komorki migzszowe $ledziony,
A G naczyniowka oka, komorki
nabtonkowe tchawicy i slimaka
ucha, nerka, gruczoty

CYP1B CYP1B1 60,8 543 ER sutkowe, macica, jajniki,
prostata, tarczyca, nadnercza,
serce, pluca, mozg, tozysko,
jadra, jelito cienkie,
leukocyty przysadka

Mcz- masa czasteczkowa; L.aa- liczba aminokwasdw; L.k- lokalizacja komorkowa;
ER- blony retikulum endoplazmatycznego

Izoforma CYP1A2 wystgpuje glownie w watrobie podczas gdy pozostate
zlokalizowane s3 w tkankach pozawatrobowych. Obecno$¢ transkryptu CYP1B1
potwierdzono w nerkach, gruczotach sutkowych, macicy, jajnikach, prostacie, tarczycy,

nadnerczach, §ledzionie, sercu, plucach, mézgu, tozysku, jadrach, jelicie cienkim, leukocytach
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krwi obwodowej, przysadce, natomiast nie wykazano jego ekspresji w trzustce [Shimada
I wsp. 1996; Choudhary i wsp., 2005]. 1zoforma ta uczestniczy w metabolizmie PAH oraz
endogennych steroidéw, retinolu i retinalu, arachidonianu i melatoniny a takze, u cztowieka,
katalizuje reakcje 4-hydroksylacji estradiolu. Podwyzszony poziom ekspresji CYP1B1
obserwowany jest w komodrkach nowotworowych a metaboliczna aktywacja estrogenow
zachodzaca z jego udzialem uznawana jest za czynnik rozwoju raka endometrium i piersi
[Pavek i Dvorak, 2008]. Podrodzina CYP1A cytochromu P450 sktada si¢ u wszystkich
gatunkéw ssakéw z dwoch izoform CYP1Al i1 CYPIA2 wysoce konserwatywnych
mig¢dzygatunkowo z homologia powyzej 80% pomiedzy gatunkami takimi jak: mysz, szczur,
matpa i czlowiek. Obie izoformy wykazuja wobec siebie 68% podobienstwo sekwencji
aminokwasowej [Martignoni i wsp., 2006]. Ludzkie geny CYP1Al i CYP1A2 potozone sg na
chromosomie 15q23 w orientacji ,,gtowa do glowy” (ang. head to head), w odlegtosci okoto
23kb od siebie [Fujii-Kuriyama i Mimura, 2005]. Enzym CYP1Al u czlowieka ulega
ekspresji glownie w tkankach pozawatrobowych, w tym w ptucach pod wptywem indukcji
przez prokancerogenne sktadniki dymu papierosowego, co wydaje si¢ by¢ istotnym

czynnikiem rozwoju raka tego organu (Tabela 6.) [Lewis i wsp., 1998].

Tabela 6. Poziom ekspresji enzymow z rodziny CYP1 i czynnika AhR w ludzkich prawidtowych

tkankach
Nazwa bialka Jelito cienkie  NerKki Pluca Lozysko Watroba
CYP1A1l + + +++© ++/+ ++
+/—
CYP1A2 —~ — +/— +% /- SRR
CYP1B1 -+ ++/+ ++/+ -+ -+
AhR -+ ++ +++/++ T o

+++ wysoka ekspresja, ++ umiarkowana ekspresja, + niska ekspresja, — brak ekspresji, ¢ palacze,
+/— poziom mRNA u 0s6b niepalgcych, *organ z najwyzsza ekspresja

Ponadto wykazano zdolno$¢ indukowania aktywnosci CYP1A1l w komorkach
srodbtonkowych naczyn krwiono$nych, nabtonku skéry 1 przewodu pokarmowego,
w komorkach ptodowych i embrionalnych [Nebert i wsp., 2004]. lzoforma CYP1Al ma
niewielkie znaczenie z punktu widzenia metabolizmu lekéw, przy czym wigzana jest
z przemianami karotenoidow. CYP1A2 ulega natomiast konstytutywnej ekspresji w watrobie.
Wykazano, ze profil indukcji obu izoform podrodziny CYPIA jest bardzo zblizony
miedzygatunkowo [Martignoni i wsp., 2006]. Intensywne badania CYP1Al i CYP1A2
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prowadzone sg glownie ze wzgledu na ich udziat w metabolizmie policyklicznych
weglowodoréw aromatycznych i arylamin w elektrofilowe, reaktywne formy posrednie, co
prowadzi do nasilenia ich toksycznego oddziatywania 1 wzrostu ryzyka rozwoju
nowotworow. Reakcje utleniania prowadzone przez CYPIAl i CYP1A2 inicjujg proces
konwersji substratéw o wlasciwosciach prokancerogennych prowadzac do tworzenia si¢
tlenkow, dioli, epoksydow i innych metabolitow, ktore moga petni¢ funkcje adduktow DNA
1 biatek. Poza tym podrodzina CYP1A katalizuje reakcje dealkilacji fenacetyny i1 kofeiny oraz
przemiany wielu innych lekéw [Pelkonen i wsp., 1998]. Indukcja ekspresji izoenzymow
z rodziny CYP1 ma miejsce w wyniku ekspozycji na substraty tych enzymoéw, takie jak
benzo[a]piren, 3-MC, PAH i chlorowcowane we¢glowodory aromatyczne a aktywacja
transkrypcji  przebiega prawdopodobnie przez szlak czynnika cytoplazmatycznego
- receptora weglowodorow aromatycznych (AhR) pod wptywem potencjalnych jego ligandow
[Nebert i wsp., 2004].

1.4.3.1. Udzial CYP1A2 w metbolizmie ksenobiotykéw

Izoforma CYP1A2 to jeden z gtownych enzyméw 1 fazy metabolizmu ksenobiotykow
ulegajacy ekspresji gtownie w watrobie 1 stanowiacy ok. 13% catkowitej zawartosci CYP.
Obecnos¢ tego biatka na nizszym poziomie opisano roéwniez w innych tkankach
[Shimada i wsp., 1994; Ding i Kaminsky, 2003; Martignoni i wsp., 2006]. Mozliwos¢ indukcji
obserwuje si¢ w przewodzie pokarmowym, nabtonku jamy nosowej oraz w mozgu [Nebert
i wsp., 2004]. Ludzki gen CYP1A2 sktada si¢ z siedmiu eksonéw i szesciu intronow,
natomiast w sklad biatka wchodzi 515 reszt aminokwasowych o lacznej masie 58,294 Da
[Zhou i wsp., 2010]. Struktura ludzkiej izoformy CYP1A2 sktada si¢ z 12 a-helis i 4 struktur
B-kartki oznaczonych odpowiednio jako A-L oraz 1-4. Ze wzgledu na budowe centrum
aktywnego enzym ten zaangazowany jest w biotransformacj¢ gldwnie niskoczgsteczkowych,
lipofilnych, ptaskich substratow zréznicowanych strukturalnie [Korhonen i wsp., 2005;
Sansen i wsp., 2007]. Dotychczas opisano ponad 110 lekow stosowanych klinicznie, ktore sa
w réznym stopniu metabolizowane przez CYP1A2. Wsrdd intensywnie biotransformowanych
znajdujg si¢: kofeina (>95%), teofilina (90-95%), tizanidyna (80-95%), fenacetyna (86%),
paraksantyna (80%), riluzol (75-80%), tauryna (50-65%), klozapina (40-55%), propranolol
(30-50%), melatonina (40-60%), aminopiryna (40-50%), duloksetyna (30-40%), olanzapina
(30-40%) i dekarbazyna (20-40%) [Sansen i wsp. 2007; Zhou i wsp., 2010]. Wsrod reakcji

katalizowanych przez t¢ izoform¢ wymienia si¢: demetylacje kofeiny i teofiliny,
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hydroksylacje propranololu, O-deetylacj¢ fenacetyny i N-demetylacj¢ zotepiny. Wykazano, ze
w mikrosomach watroby, CYP1A2 odgrywa dominujacg role w aktywacji dekarbazyny
(DTIC) bedacej cytostatykiem stosowanym W terapii pacjentow z czerniakiem [Reid i wsp.,
1999]. Teze te¢ potwierdzaja obserwacje hamowania reakcji N-demetylacji DTIC pod
wplywem inhibitoréw enzymu: a-naftoflawonu, kwercetyny i chlorzoksazonu. Dla badan in
vivo istotne jest, ze ludzka i szczurza izoforma CYP1A2 wykazuja zblizong specyfike

substratowg (Tabela 7.).

Tabela 7. Wybrane substraty CYP1A2 [Gallagher i wsp., 1994; Edwards i Bernier, 1996; McKinnon
i Evans, 2000; Flockhart, 2007; Sansen i wsp, 2007; Zhou i wsp., 2010]

ZESTAWIENIE SUBSTRATOW IZOENZYMU CYP1A2

Substraty endogenne: 17B-estradiol, estrogen, retinol,
kwas arachidonowy, inne steroidy i kwasy tluszczowe
Substraty egzogenne:
o leki przeciwdepresyjne: amitryptylina, klomipramina,
imipramina, dezipramina, agomelatyna, fluwoksamina,
fluoksetyna, duloksetyna,
leki przeciwpsychotyczne: klozapina, olanzapina, haloperidol
agonisci receptora serotoninowego: zolmitryptan
benzodiazepiny: chlordiazepoksyd, diazepam
B-blokery: propranolol
blokery kanatu wapniowego: verapamil
leki antyarytmiczne: meksyletyna, lidokaina, amiodaron
leki przeciwkrzepliwe: R-warfaryna, R-acenokumarol
leki przeciwbolowe/NLPZ: fenacetyna. naproksen,
paracetamol, aminopiryna
leki przeciwastmatyczne: furafilina, teofilina, zilueton
o leki przeciwnowotworowe: tamoksyfen, dekarbazyna, flutamid,
aminoflawon, bortezomib
o leki przeciwwymiotne: ondansetron
e hormony: melatonina,
¢ inne: kofeina, paraksantyna, riluzol, tauryna, tizanidyna,
ropiwakaina, takryna, tizanidyna, flutamid, ropiwakaina,
tizanidyna

e 7-metoksyrezorufina, 7-etoksykumaryna, 7-etoksyrezorufina
benzyoksyrezorufina

e PAH

e aflatoksyna B1

CYP1A2
Hydroksylaza
weglowodorow
aromatycznych

CYPIA2 katalizuje roéwniez reakcje utleniania innych ksenobiotykow, w tym
zwiagzkow prokancerogennych, ktorych przyktady podano w Tabeli 8. [Ding i Kaminsky,
2003]. Istnieja badania potwierdzajace mozliwo$¢ zmian aktywnos$ci CYP1A2 pod wpltywem
wielu czynnikéw, w tym egzogennych hormondw oraz skladnikow diety a takze wyciggow

roslinnych i izolowanych sktadnikow aktywnych w nich zawartych [Hong i wsp., 2004].
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Tabela 8. Efekt toksykologiczny przyktadowych substratow izoformy CYP1A2

Substrat Efekt toksykologiczny Autor
1. PAH
Benzo[a]piren Kancerogenny Fukuhara i wsp., 1999
3-Nitrobenzantron Genotoksyczny Arlt, 2005
Benzo[a]fenantren Kancerogenny Kleiner i wsp., 2004
2. Heterocykliczne aminy
2-acetyloaminofluoren Kancerogenny, genotoksyczny  Rendic, 2002
MelQx Hepatokancerogenny Turesky iwsp., 2002
3. Nitrozaminy
N,N-dimetylonitrozamina Kancerogenn e .
N,N—dietylgnitrozamina Genotokgyczr){y SR T G, 20l
N-nitrozodibutyloamina Kancerogenny
4. Leki
Fenacetyna Hepatotoksyczny von Moltke i wsp., 1996
i kancerogenny
Acetaminofen Hepatotoksyczny Rendic, 2002
i kancerogenny

Enzym CYP1A2 zwigzany jest z przemianami Steroidéw i kwasow thuszczowych.
Wsrod funkgeji fizjologicznych podkresla si¢ udziat CYP1A2 w metabolizmie 173-estradiolu
po jego poczatkowym przeksztalceniu do estronu, przy czym enzym ten bardzo aktywnie
katalizuje reakcje 2-hydroksylacji. Postuluje si¢ wigc, ze wysoka aktywno$¢ CYP1A2 moze
by¢ zwigzana z ryzykiem rozwoju raka piersi [Hong i wsp., 2004]. Ponadto CYP1A2
uczestniczy w przemianach melatoniny, bilirubiny i kwasu arachidonowego [Zhou i wsp.,
2010].

1.4.4. Rodzina CYP2 cytochromu P450

Wsrod izoenzymoéw z rodziny CYP2, zaangazowanych w metabolizm klinicznie
stosowanych lekéw 1 etanolu, wymienia si¢: CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 oraz CYP2F1 (Tabela 9.) [Pavek i Dvorak, 2008]. CYP2C9
ulega ekspresji na wysokim poziomie w ludzkiej watrobie 1 jelicie. CYP2E1 uczestniczy
w glukoneogenezie z acetonu i metabolizmie ksenobiotykéw, w tym nitrozamin,
paracetamolu [Raucy i wsp., 1989], 4-nitrofenolu [Tassaneeyakul i wsp., 1993], etanolu
[Ekstrom 1 wsp., 1986], chlorowcowanych weglowodorow [Raucy i wsp., 1993] i innych
niskoczasteczkowych zwigzkéw. Poza tym izoforma ta aktywuje substraty prokancerogenne
takie jak benzen, dialkilonitrozaminy, butadien, chloroform, chlorek winylu, akrylonitryl

i czterochlorek wegla [Gonzalez i Gelboin, 1994; Guengerich, 1995; Lewis i wsp., 1998].
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Tabela 9. Charakterystyka ludzkich izoenzymoéw CYP2 [Tomaszewski i wsp., 2008]

Mcz

Rodzina | Podrodzina | 1zoenzym (kDa) L.aa| L.k Lokalizacja tkankowa
hepatocyty, komorki migzszowe ptluc,
CYP2A6 56,0 | 494 ER |nablonek gruczotu mlekowego,
neurony mézgu
CYP2AT7 | 42,0 | 443 ER | hepatocyty
CYP2A hepatqcyty, komorki ,rniz}Zszowe ptuc,
jader i prostaty; komorki nabtonkowe
cyP2A13 | 567 | 494 ER tchawicy, jamy nc_)sowej, przewodu
moczowego, macica,
gruczot mlekowy;
neurony mozgu
hepatocyty, komorki migzszowe phuc,
CYP2B CYP2B6 56,3 491 ER | komoérki nablonkowe tchawicy,
komorki §luzowki jelita cienkiego
CYP2C8 | 55,8 | 490 ER |hepatocyty
CYP2C9 55,6 490 ER | hepatocyty
CYpP2C cyp2cis | 556 | 490 ER hf}p(fltocy'/ty, 1_<om(’)rki él}JZ§Wki jqz?lka
i jelita cienkiego, komorki trzustki
CYP2 CYP2C19 | 55,9 490 ER | hepatocyty
CYP2D CYP2D6 | 55,8 | 497 ER |hepatocyty
hepatocyty, komorki migzszowe nerek,
CYP2E | CYP2EL | 560 | 493 | ERr |Plucjader janikow,
$ledziona, trzustka,
miocyty, kardiomiocyty
CYP2F CYP2F1 55,5 | 491 ER |komorki migzszowe i nablonkowe phuc
CYP2J CYP2J2 577 | 502 ER kardi’om.ioc.yt'y, Sluzowka jelita,
komorki migzszowe nerek, hepatocyty
CYP2R | CYP2RL | 57,3 | 501 | ER | oroW .
sluzowka jamy ustnej i zotadka
sluzéwka jelita cienkiego i zotadka,
CYP2S CYP2S1 58,0 504 ER | komoérki nablonkowe tchawicy,
komorki migzszowe $ledziony i ptuc
CYP2U CYP2U1 | 62,0 | 544 ER m()Zc’lZek, gras’ica, przytarczyca,
komorki naskorka
ptuca, rdzen nadnercza, komorki
CYP2W CYP2W1 | 53,8 | 490 ER

sluzowki przetyku i zotagdka

Mcz- masa czasteczkowa; L.aa- liczba aminokwaséw; L.k- lokalizacja komorkowa;
ER- btony retikulum endoplazmatycznego
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1.44.1. Udzial CYP2E1 w metabolizmie ksenobiotykéw

CYP2EI1 jest jedyng izoformg w podrodzinie CYP2E, opisywang gldwnie ze wzgledu
na udzial w systemie MEOS (ang. microsomal etanol-oxidizing system) stanowigcym
alternatywna dla dehydrogenazy alkoholowej droge utleniania etanolu. Po raz pierwszy
izoforma ta zostala wyizolowana 1 oczyszczona z organizmu krolika a nast¢pnie opisana
u wielu gatunkéw, w tym szczura, myszy, chomika i czlowieka oraz uznana za wysoce
konserwatywng ewolucyjnie [Raucy i wsp. 1989; Nelson i wsp., 1996; Badyal i Dadhich,
2001]. Ludzki gen CYP2E1 potozony jest na dtugim ramieniu chromosomu 10 w prazku
10g24.3. Zawiera on 9 eksonéw i 8 intronéw obejmujgcych 11413pz genomowego DNA.
U cztowieka, szczura 1 myszy wykazano obecno$¢ jednego genu podrodziny CYP2E, przy
czym u krolika funkcjonujg 2 geny. Gen CYP2EL1 koduje zwigzane z blong biatko zbudowane
z 493 aminokwasow o lacznej masie czasteczkowej okoto 57 kDa. Enzym ulega
konstytutywnej ekspresji w watrobie, gdzie stanowi on w zaleznosci od zrdodta okoto 7-15%
catkowitej zawartosci enzymow CYP. Poza tym zaobserwowano wystgpowanie znacznych
ilosci tej izoformy w wiekszos$ci organow, w tym w ptucach, nablonku jelita, moézgu i nerkach
[Cederbaum, 2006]. W gronkach watrobowych poziom CYP2EI jest wyzszy w centralnej
czegsci zrazika. CYP2E] ulega ekspresji glownie w hepatocytach, ale znaczne ilo$ci wystepuja
rowniez w komorkach Kupffera, przy czym obie te formy sa indukowane przez np. etanol.
CYP2E1 jest zlokalizowany w blonach retikulum endoplazmatycznego, gdzie jest
zakotwiczony 1 utrzymywany przez hydrofobowa cze$¢ terminalng NH,. Domena
karboksylowa zawierajaca miejsce katalityczne znajduje si¢ w cytozolu. CYP2E1 zostal
wykryty réwniez w innych strukturach komorki takich jak blona komoérkowa, gdzie moze
petic¢ role w hepatatoksyczno$ci autoimmunizacyjnej obserwowanej u pacjentow cierpigcych
na alkoholowa chorobg watroby. Wykazano, ze CYP2EI jest transportowany na zewnatrz
retikulum endoplazmatycznego do aparatu Golgiego a nastgpnie do blony komoérkowe;.
Usunigcie lub modyfikacja hydrofobowe; NH2- koncowej transblonowej domeny biatka
CYP2E1 prowadzi do ujawnienia sygnatu kierujacego do mitochondriom. Sygnat lokalizacji
mitochondrialnej na N-koncu biatka CYP2E1 w watrobie szczurzej zostat zidentyfikowany
1 opisany pomiedzy aminokwasem 74 a 95 w regionie bogatym w dodatnio natadowane
aminokwasy i zawierajacym region hydrofobowy.

Izoenzym CYP2EI metabolizuje wiele egzogennych, zréznicowanych wielko$ciowo,
lipofilnych substratow, w tym nitrozaminy (N,N-dimetylonitrozamina), rozpuszczalniki

organiczne (aceton, acetonitryl, chloroform, czterochlorek wegla), weglowodory aromatyczne
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(benzen, toluen), alkohole (etanol, pentanol) i aldehydy (acetaldehyd). Niskoczasteczkowe
zwigzki  aktywowane przez CYP2El wykazuja  wlasciwosci  prokancerogenne
i hepatotoksyczne (Tabela 10.). Enzym CYP2E1 zaangazowany jest rowniez w metabolizm
niewielkiej grupy lekéw, w tym paracetamolu (acetaminofenu), izoniazydu,
7-etoksykumaryny, chlorzoksazonu i anestetykow wziewnych, takich jak halotan i sewofluran

[Raucy i wsp. 1989; Guengerich, 1995; Lieber, 1997].

Tabela 10. Efekt toksykologiczny przyktadowych substratow CYP2E1

Substrat Efekt toksykologiczny Autor
1. Leki
Acetaminofen Hepatotoksyczny Patten i wsp., 1993
Nefrotoksyczny
Chlorzoksazon Brak danych Fujita i Kamataki, 2001
Izoniazyd Hepatotoksyczny Koop, 1992
2. Anestetyki wziewne
Halotan Hepatotoksyczny 2l
Izofluran Hepatotoksyczny Njoku 1 wsp., 1997
Enfluran Hepatotoksyczny
3. Alkohole
Etanol Hepatotoksyczny Lieber, 1994
Metanol Hepatotoksyczny Koop, 1992
Glicerol Hepatotoksyczny Winters i wsp., 1988
4. Rozpuszczalniki
organiczne
Styren Kancerogenny Leavens i wsp., 1997
Benzen Hepatotoksyczny Kim i Kim, 1996
Czterochlorek wegla Hepatotoksyczny Wong i wsp., 1998
Chloroform Hepatotoksyczny Nakajima i wsp., 1995
Trichloroetylen Nefrotoksyczny/rak phuc Lipscomb i wsp., 1997
5. Nitrozaminy
N,N dimetylonitrozamina Hepatotoksyczny Lin i Hollenberg, 2001
Kancerogenny
N,N dietylonitrozamina Hepatotoksyczny Koop, 1992
Kancerogenny

Bioaktywacja paracetamolu przez CYP2E1 przebiega w wyniku reakcji
N-hydroksylacji do N-acetylo-p-benzochinonoiminy (NAPQI), ktora ulega detoksyfikacji na
drodze sprzegania z glutationem. NAPQI wykazuje wysoki stopien hepatotoksycznosci
1 moze wigza¢ si¢ kowalencyjnie przez grupy tiolowe do makroczasteczek a przez to
prowadzi¢ do martwicy hepatocytow. Toksyczny efekt biotransformacji ma miejsce
w przypadku przyjmowania wysokich dawek leku lub nasilenia aktywnosci CYP2EI

w wyniku indukcji. Metaboliczng aktywacje paracetamolu przedstawiono na Rycinie 5.
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Rycina 5. Metaboliczna aktywacja paracetamolu

Lekiem modelowym, stosowanym do oznaczania aktywnosci CYP2E1l jest
chlorzoksazon. Ponadto enzym ten jest zwigzany, obok CYP1A2, z aktywacjag DTIC [Reid
i wsp., 1999]. CYP2E1 ma istotne znaczenie w hepatotoksyczno$ci etanolu a takze innych
ksenobiotykow, gdyz produkty jego metabolizmu cechuja si¢ wysoka reaktywnoscia
chemiczng. Ma roéwniez zdolno$¢ generowania reaktywnych form tlenu wywotujacych
komorkowy stres oksydacyjny. Typy katalizowanych przez CYP2E1 reakcji zamieszczono

w Tabeli 11.

Tabela 11. Typy katalizowanych przez CYP2EI reakcji na przyktadzie wybranych substratow
[Lewis i wsp., 2000]

Substrat Katalizowana reakcja Autor
Chlorzoksazon 6-hydroksylacja Dreisbach i wsp., 1995
4-Nitrofenol 2-hydroksylacja Tassaneeyakul i wsp., 1993
Paracetamol N-hydroksylacja Koop, 1992
Anilina 4-hydroksylacja Koop i Coon, 1986
Etanol Ca-hydroksylacja Koop, 1992
Dietylonitrozamina N-deetylacja Gervasi i wsp., 1991

Wiele zwiazkoéw heterocyklicznych takich jak imidazol, pirydyna, pirazol,
4-metylopirazol, tiazol i izoniazyd podnosi poziom CYP2EL, podobnie jak rozpuszczalniki:
dwumetylosulfotlenek, benzen i aceton. Indukcja tego izoenzymu przebiega w odrdéznieniu od
pozostatych enzymow na drodze ztozonego mechanizmu, w ktorym dominujacg role wydaje
si¢ mie¢ stabilizacja biatka. Profil substratow CYP2E1 obejmuje rowniez czynniki
endogenne, co wskazuje na istotng fizjologiczng funkcje tego izoenzymu. Izoforma CYP2E1
jest okreslana powszechnie mianem monooksygenazy acetonu lub monooksygenazy acetolu.

Udzial tego enzymu w metabolizmie acetonu do acetolu 1 metyloglioksalu potwierdzaja
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obserwacje wzrostu poziomu acetonu we Krwi transgenicznych myszy pozbawionych
CYP2El w porownaniu do zwierzat typu dzikiego. Inne zwigzki endogenne to kwasy
thuszczowe: linolenowy i1 arachidonowy. Wykazano, ze przeciwciata anty-CYP2E1l IgG
hamuja mikrosomalng aktywnos$¢ oksydacyjng i peroksydacj¢ lipidow zalezng od CYP450
[Cederbaum, 2006].

1.5. Typy interakcji mi¢dzylekowych na poziomie cytochromu P450

Konstytutywna ekspresja izoform cytochromu P450 czesto ulega zmianom pod
wpltywem zroznicowanych czynnikdéw, w tym srodowiskowych, oddziatujacych w sposob
posredni lub bezposredni. Zjawisko to lezy u podloza interakcji typu preparat roslinny-lek
syntetyczny, dotyczy zmian w aktywacji lekéw i1 prokancerogenéw oraz detoksyfikacji na
etapie | fazy biotransformacji. Zrdéznicowany przebieg i tempo metabolizmu wybranych
lekow i substancji chemicznych jest rezultatem pobudzenia lub hamowania przemian
zaleznych od tych izoform, co wigze si¢ z konsekwencjami w efekcie terapeutycznym [Vesel,
1988; Pelkonen i wsp., 1998; Badyal i Dadhich, 2001]. Ponadto potencjalny udziat enzymow
P450 w tworzeniu toksycznych metabolitow stal si¢ przedmiotem wielu badan
z zakresu bezpieczenstwa lekow stosowanych w terapii i chemicznych zanieczyszczen
srodowiska [Vesel, 1988]. Wykorzystanie narzedzi biologii molekularnej w celach
wyjasnienia mechanizméw regulacji ekspresji enzymdéw oraz typowania induktorow
1 inhibitorow poszczegdlnych izoenzymow stwarza mozliwo$¢ przewidywania potencjalnych
interakcji. Ponadto inhibitory wykorzystywane sa powszechnie w pracach nad badaniem
specyfiki substratowej dla aktywnosci izoform cytochromu P450, w tym udzialu
poszczegolnych enzyméw w metabolizmie lekow w mikrosomach watroby. Na etapie
metabolizmu watrobowego obserwuje si¢ dwa rodzaje interakcji dotyczace enzymow
biotransformujacych leki - indukcje 1 inhibicjg, przy czym najbardziej znane sg interakcje
dotyczace izoenzymu CYP3A4 odpowiedzialnego za biokonwersje wigkszosci lekow.
Indukcja enzymu prowadzi do zwigkszenia produkcji jego biatka zwykle po cO najmniej
trzech dniach od ekspozycji na induktor [Tredger i Stoll., 2002]. Induktory okre$lonych
izoform czesto sg przez nie metabolizowane przez co nasilaja wlasny metabolizm powodujac
autoindukcje. Ponadto mogg rowniez wptywac na przemiany innych substratow tego samego
izoenzymu [Tredger i Stoll., 2002]. Indukcja wigze si¢ zwykle ze wzrostem syntezy enzymow
przez stymulacje¢ transkrypcji oraz translacji biatka i przebiega z udzialem specyficznych

receptorow, wsrod ktorych wyrdznia si¢ m.in. AhR, CAR i PXR wigzace okreslone klasy
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induktorow [Waxman, 1999]. Ponadto opisuje si¢ funkcjonowanie mechanizméw takich jak
stabilizacja transkryptu i proteiny. Hamowanie enzymu jest zwykle rezultatem kompetycji
pomiedzy lekami, ich metabolitami oraz innymi czynnikami endogennymi i ksenobiotykami
bedagcymi substratami tej samej izoformy cytochromu P450 o miejsce aktywne enzymu
w warunkach ich jednoczesnego wystgpowania w organizmie [Tomaszewski i wsp., 2008].
Przyktadem jest CYP3A, gdzie rozroznia si¢ kompetycje prosta pomiedzy dwoma substratami
jednej izoformy o wigzanie do miejsca aktywnego, ktora jest odwracalna i krotkotrwatla;
kompetycje migdzy lekiem a metabolitem drugiego leku o miejsce wigzania substratu
- odwracalng, polegajaca na wigzaniu metabolitu z hemem i hamowaniu aktywnosci enzymu
oraz nicodwracalny wptyw reaktywnego metabolitu leku, co hamuje metabolizm innych
substratow, okreslang jako inhibicja samobdjcza, czego przykladem jest metoksalen
z CYP1A2 [Tredger i Stoll, 2002]. W sytuacji, gdy dwa leki sa substratami tej samej izoformy
metabolizm jednego lub obu moze by¢ ostabiony, czego przyktadem jest erytromycyna
i midazolam konkurujace o miejsce aktywne izoformy CYP3A4 w konsekwencji czego ma
miejsce hamowanie metabolizmu midazolamu. Cymetydyna i antybiotyki makrolidowe
bezposrednio tworza kompleksy z grupa hemowa izoenzymoéw CYP. Cymetydyna jest
niespecyficznym inhibitorem enzymoéw CYP450. Odwracalna inhibicja moze by¢
kompetytywna lub niekompetytywna. Wigkszos¢ selektywnych inhibitorow CYP np. leki
bedace substratami okreslonych izoform CYP przeksztalcane do form reaktywnych
kowalencyjnie wiaza izoenzymy CYP prowadzac do ich inaktywacji. Ten typ hamowania
okreslany jest jako nieodwracalny lub mechanizm podstawowy [Murray, 1992; Badyal
i Dadhich, 2001].

1.5.1. Interakcje na poziomie CYP1A2

Izoenzym CYPIA2 jest przedmiotem wielu modyfikacji poprzez oddzialywanie
odwracanych i1 nieodwracalnych inhibitoréw jego aktywno$ci, w tym zaré6wno czynnikéw
syntetycznych jak i zwigzkow naturalnych. CYP1A2 jest gtéwng izoforma cytochromu P450
odpowiedzialng za metabolizm kofeiny podawanej w dawce terapeutycznej. Fakt ten jest
wykorzystywany podczas badan z zakresu farmakokinetyki, gdzie kofeina, podobnie jak
teofilina oraz fenacetyna s3 stosowane jako modelowe substraty w oznaczaniu aktywnosci
tego enzymu [Zhou i wsp., 2010]. Zaobserwowano, ze mozliwe jest wystgpowanie interakcji
farmakokinetycznych na poziomie zmiany aktywno$ci CYP1A2. Przyklady inhibitorow

I induktorow aktywnosci izoformy CYP1A2 zestawiono w Tabeli 12.
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Tabela 12. Przyktady inhibitorow i induktorow aktywnosci CYP1A2

Inhibitor Autor Induktor Autor

Amiodaron Yamreudeewong i wsp., B-naftoflawon Yokouchi i wsp., 2007
2003 Dym tytoniowy Hersh i Moore, 2004

Amitryptylina ~ Daniel i wsp., 2001 Fenobarbital Sakuma i wsp., 1999

Ciprofloksacyna Hersh i Moore, 2004 Fenytoina McKinnon i Evans, 2000

Cymetydyna Martinez i wsp., 1999 Karbamazepina Magnusson, 2008

Dezipramina Daniel i wsp., 2003 Lansoprazol Curi-Pedrosa i wsp., 1994

Enoksacyna Hersh i Moore, 2004 Metylocholantren  McKinnon i Evans, 2000

Erytromycyna ~ McKinnon i Evans, 2000 | Migso grillowane  Hersh i Moore, 2004

Flawonoidy (PAH)

soku McKinnon i Evans, 2000 Modafinil Robertson i Hellriegel, 2003

grejpfrutowego Omeprazol Yoshinari i wsp., 2008

Fluoksetyna Jeppesen i wsp., 1996 Pantoprazol Masubuchi i Okazaki, 1998

Fluwoksamina  Hersh i Moore, 2004 Ryfampicyna Hersh i Moore, 2004

Furafilina Pelkonen i wsp., 1998 TCDD French i wsp., 2004

Imipramina Daniel i wsp., 2001 Warzywa

Interferon Chen i wsp., 2011 Z rodziny Hakooz i Hamdan, 2007

Izoniazyd Zhou i wsp., 2010 krzyzowych

Klomipramina  Daniel i wsp., 2003

Ofloksacyna Fuhr i wsp., 1990

Paroksetyna Jeppesen i wsp., 1996

Sertralina Daniel i wsp., 2003

Trans- Chang i wsp., 2001

resweratrol

Verapamil Fuhr i wsp., 1992

Zilueton Zhou i wsp., 2010

Wykazano, ze hamowanie CYP1A2 moze powodowaé wzrost stezenia substratow

tego izoenzymu we krwi 1 w konsekwencji generowal dziatania niepozadane,
w tym rowniez zatrucie kofeing. Sposrdd inhibitorow na szczeg6lng uwage zastuguje substrat
CYP1AZ2 - fluwoksamina, gdyz ma ona analogiczny wplyw na izoformy, takie jak: CYP3A4,
CYP2C9 1 CYP2C19 a wiec moze zmienia¢é inne szlaki metaboliczne. Ws$rod
najistotniejszych selektywnych inhibitorow wychwytu serotoniny (SSRI) wymienia sig¢:
imipraming, klomipraming, dezipraming oraz sertraling. Natomiast fluoksetyna i paroksetyna
wykazujg staby hamujacy wpltyw na ludzki CYP1A2 obserwowany w mikrosomach watroby.
Jednak wplyw srodkéw antydepresyjnych jest w przyblizeniu dziesigciokrotnie stabszy
u szczuréw w porownaniu do cztowieka, co wskazuje na zréznicowanie migdzygatunkowe
w strukturze i funkcji CYP1A2. Niektore neuroleptyczne fenotiazyny w badaniach in vitro na
szczurzych mikrosomach hamujg CYP1A2 na drodze mechanizmu kompetytywnego lub
mieszanego podobnie jak antydepresanty u szczura, przy czym najsilniejszym inhibitorem jest
promazyna. Natomiast w przeciwienstwie do niej, nietypowy neuroleptyk - risperidon

I sertindol nie wplywaja na procesy utleniania kofeiny w szczurzych mikrosomach watroby
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[Goshman i wsp., 1999]. Wéréd lekow hamujacych CYP1A2 wymieniane s3: cymetydyna,
ciprofloksacyna, izoniazyd, erytromycyna i doustne $rodki antykoncepcyjne.
Ciprofloksacyna, furafilina i fluwoksamina opisywane sg jako inhibitory odwracalne [Zhou
i wsp., 2010]. Hamujacy wptyw na izoform¢ CYP1A2 majg rowniez flawonoidy zawarte
w soku grejpfrutowym [McKinnon i Evans, 2000; Foti i Wahlstrom, 2008]. Sugeruje si¢, ze
potencjalnymi inhibitorami CYP1A1 i CYP1A2 sa: metoksalen, bergapten i psoralen [Yang
i wsp., 1992]. Spadek aktywnos$ci CYP1A2 moze réwniez nastgpi¢ pod wplywem dziatania
syntetycznych dodatkéw do zywnosci - waniliny i etylowaniliny [Chen i wsp., 2012].
Przyktady interakcji z udzialem CYP1A2 przedstawiono w Tabeli 13.

Tabela 13. Interakcje z udziatem CYP1A2 [Badyal i Dadhich, 2001; Zhou i wsp., 2010]

CYP1A2 Substrat podlegajacy modyfikacji metabolizmu
Inhibitor
Fluwoksamina Alprazolam, antypiryna, bromazepam, diazepam,

imipramina, karbamazepina, klomipramina, klozapina,
kofeina, melatonina, metadon, propranolol, tauryna,
teofilina, tizanidyna, warfaryna

Fluoksetyna Dezipramina, klozapina, 7-etoksyrezorufina
Ciprofloksacyna Antypiryna, klozapina, kofeina, teofilina

Sok grejpfrutowy Kofeina

Cymetydyna Teofilina, warfaryna

Werapamil, diltiazem Antypiryna, teofilina

Estradiol, lewonorgestrel Takryna

Omeprazol Teofilina

Induktor

Dym tytoniowy Fluwoksamina, klozapina, kofeina, lidokaina, melatonina,

riluzol, teofilina, werapamil

Badania genetyczne na zwierzetach do$wiadczalnych wykazaty, ze obie izoformy CYP1A
mogg ulegac silnej indukceji pod wpltywem zréznicowanych czynnikéw zaré6wno na poziomie
mRNA jak i biatka [Zhou i wsp., 2010]. Stymulacja CYP1A2 przyczynia si¢ do obnizenia
skuteczno$ci lekow bedacych substratami tego enzymu. Przyktadem s3a zmiany w kierunku
silnej indukcji CYP1A2 obserwowane w badaniach klinicznych u palaczy pod wpltywem
PAH zawartych w dymie tytoniowym [Tredger i Stoll, 2002; Zhou i wsp., 2010]. Indukcja
CYPI1A2 obniza poziom teofiliny u palaczy, ktorzy wymagaja zwigkszania jej dawek podczas
terapii [Goshman i wsp., 1999]. Dane literaturowe wskazuja na 50% wzrost klirensu teofiliny
u miodych palaczy oraz 80% zwigkszenie u uzaleznionych oséb starszych [Zhou i wsp.,

2010]. U tych samych pacjentow ma miejsce redukcja skutecznosci atypowych
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neuroleptykow: klozapiny i1 olanzapiny. Etanol hamuje metabolizm kofeiny i jednoczes$nie
moze maskowa¢ indukcyjny wpltyw palenia papierosow [Tredger i Stoll, 2002]. Efekt
indukcji klirensu lekow obserwowany jest tez u dorostych i dzieci biernie narazonych na
ekspozycje. Wykazano roéwniez, ze niektore leki psychotropowe moga modyfikowad
metabolizm kofeiny posrednio poprzez wplyw na regulacj¢ cytochromu P450.
Dwutygodniowe podawanie promazyny, perazyny, klozapiny lub risperidonu powoduje
wzrost poziomu 1 aktywnosci CYPIA2 u szczurow. Ostatnie badania wplywu
antydepresantow na metabolizm kofeiny wykazaly, ze chroniczne podawanie fluwoksetyny
indukuje metabolizm kofeiny poprzez zwigkszanie aktywnosci tylko enzyméw z podrodziny
CYP2C natomiast podawanie sertraliny i mitrazapiny wplywaja na aktywno$¢ zarowno
enzymow CYP2C jak i izoformy CYP1A2. Interakcje kofeiny zanotowano w powigzaniu
z innymi lekami takimi jak leki przeciwgrzybiczne, leki sercowo-naczyniowe, antagonisci
receptoréw histaminowych H,, metyloksantyny (furafilina, teofilina), niesteroidowe leki
przeciwzapalne (paracetamol), doustne $rodki antykoncepcyjne 1 inhibitory pompy
protonowej [Kot i Daniel, 2008]. Aktywnos¢ CYP1A2 nasilaja leki takie jak: fenytoina,
karbamazepina i omeprazol [McKinnon i Evans, 2000]. Inhibitory pompy protonowej
(omeprazol 1 lansoprazol) indukuja obie izoformy CYPIA w pierwotnych ludzkich
hepatocytach jak rowniez w ustalonych liniach komérkowych [Zhou i wsp., 2010], jednak
zmian tych nie obserwuje si¢ a pracach z zakresu badan klinicznych. Ponadto wykazano
réwniez, ze kawa w wigkszych ilosciach moze rowniez indukowaé CYP1A2 u oséb

niepalgcych i nie stosujgcych doustnych srodkéw antykoncepcyjnych [Zhou i wsp., 2010].

1.5.2. Interakcje na poziomie CYP2E1

Z punktu toksykologicznego zainteresowanie koncentruje si¢ gtownie wokot zdolnosci
CYP2E1 do metabolizowania wybranych lekow, w tym anestetykow wziewnych
1 acetaminofenu oraz etanolu. Ponadto izoenzym CYP2E1 pelni istotng funkcj¢ w aktywacji
zwigzkow prokancerogennych o niskiej masie molowej do ich kancerogennych metabolitow.
Modyfikacje metabolizmu z udzialem CYP2EI przez jego inhibitory i induktory moga,
w przypadku lekéw, prowadzi¢ do zmiany parametréw farmakokinetycznych 1 zwigkszenia
ryzyka wystgpienia dziatan niepozadanych. Biorac pod wuwage rodzaj substratow
prokancerogennych aktywowanych metabolicznie przez ten enzym, mozna wnioskowaé, iz
toksyczno$¢ wymienionych czynnikow nasila si¢ po indukcji CYP2EI, np. poprzez

przyjmowanie etanolu, a redukowana jest przez inhibitory CYP2El. Wykazano, ze
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hamowanie CYP2E1 moze prowadzi¢ do redukcji genotoksycznosci wielu ksenobiotykow
bedacych jego substratami [Hammond i Fry, 1997].

W analizach interakcji CYP2E1 szczegblne znaczenie ma jego substrat chlorzoksazon,
ktory w wyniku reakcji hydroksylacji, przechodzi w 6-hydroksychlorzoksazon a ich
wzajemny stosunek jest tatwo oznaczany we krwi i powszechnie stosowany do oceny
przyblizonego poziomu aktywnosci CYP2El u czlowieka [Cederbaum, 2006]. Wsrod
zwigzkow hamujacych przemiany chlorzoksazonu a wigc redukujgcych aktywno$¢ tej
izoformy wymienia si¢ disulfiram i izoniazyd. Indukcja CYP2E1 pod wplywem etanolu
opisana zostala zar6wno w badaniach na zwierzgtach jak i u czlowieka prowadzac do
zwigkszenia metabolicznego klirensu wybranych lekow i wzrostu toksycznosci substratow tej
izoformy (acetaminofen, CCI4) [Yang i wsp. 1992]. Przyktady inhibitoréw i induktoréw

izoformy CYP2E1 zamieszczono w Tabeli 14.

Tabela 14. Przyktady inhibitorow i induktorow aktywnosci CYP2EI

Inhibitor Autor Induktor Autor
3-amino-1,2,4-triazol Rendic, 2002 Aceton Iba i wsp., 1993
Chlorometiazol Gebhardt i wsp., 1997 Etanol Badyal i Dadhich, 2001
Cymetydyna Ohashi i wsp., 1993 Fenobarbital Madan i wsp., 2003
Dietyloditiokarbaminian Guengerich i wsp., 1991 Izoniazyd Koop i wsp., 1985
Disulfiram Kharasch i wsp., 1993 Pirazol Winters i Cederbaum, 1992
Izotiocyjanian fenetylu ~ Nakajima i wsp., 2001 Ryfampicyna Madan i wsp., 2003
4-metylopirazol Lejus i wsp., 2002

Propofol Samela i wsp., 1998

Siarczek diallilu Brady i wsp., 1991b

Ze wzgledu na fakt, iz CYP2EI jest zwigzany z biotransformacja 5% dobowej dawki
paracetamolu w kierunku tworzenia toksycznego N-acetylo-p-benzochinonu (NAPQI)
sprzeganego z glutationem, indukcja tej izoformy nasila tempo tych przemian i stwarza
ryzyko uszkodzenia watroby [Raucy i wsp, 1989; Riordan i Williams, 2002]. Na przyktadzie
tego izoenzymu dowiedziono réwniez, ze interakcje moga by¢ zalezne od czasu dziatania
czynnika. Dlugotrwale podawanie etanolu indukuje biotransformacj¢ paracetamolu przez
CYP2E1 w kierunku zwigkszenia tworzenia NAPQI [Tredger i Stoll., 2002]. W pewnych
stezeniach etanol moze rowniez hamowac aktywno$s¢ CYP2El na drodze inhibicji
kompetytywnej [Yang i wsp., 1992]. Etanol spozyty wkrotce po przedawkowaniu
acetaminofenu moze zachowywaé si¢ jak konkurencyjny inhibitor katalizowanej przez
CYP2EL1 reakcji utleniania acetaminofenu do toksycznego NAPQI. Wykazano réwniez, ze

w obecnosci induktora enzymu CYP2EI, izoniazydu, zmianie ulega metabolizm sewofluranu,
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co prowadzi do stresu oksydacyjnego [Bezerra i wsp., 2010]. Jednocze$nie indukcja izoformy
CYP2EI przez paracetamol lub etanol prowadzi do zwigkszenia toksyczno$ci watrobowe;j
tego leku. Postuluje si¢, ze mechanizm inhibicji CYP2E1 przez 4-metylopirazol, 3-amino-
1,2,4-triazol opiera¢ si¢ moze na wigzaniu hemu, natomiast propofol jest uznawany za
inhibitor kompetycyjny [Lewis i wsp., 2000].

Sugeruje sie, ze sposrdd sktadnikow aktywnych naturalnie wystepujacych
w surowcach roslinnych w interakcje na poziomie CYP2E1 sg zaangazowane zwiazki siarki.
Podanie doustne siarczku diallilu (DAS) powoduje redukcje aktywnosci i poziomu biatka
CYP2E1 w szczurzych mikrosomach [Brady i wsp., 1991a]. Podobne obserwacje redukcji
aktywnosci CYP2E1 pochodza z badania in vitro z uzyciem metabolitu DAS, sulfonu diallilu
(DASO), ktore wskazaty na efekt zalezny od czasu inkubacji mikrosomow 1 stezenia. Na ich
podstawie wyprowadzono hipoteze o konwersji sulfonu diallilu przez CYP2E1 do reaktywnej
formy przejsciowej modyfikujacej grupe hemowa tego izoenzymu [Brady i wsp. 1991b].
Izotiocyjanian fenetylu nalezacy do glukozynolatow szeroko wystepujacych w warzywach
z rodziny krzyzowych powoduje inaktywacje CYP2EIl na drodze mechanizmu inhibicji
samobojczej. Zaréwno siarczek diallilu jak i izotiocyjanian fenetylu zaliczono do
kompetytywnych inhibitorow reakcji katalizowanych przez CYP2El. Wsréd ostatnich
doniesien in vivo istniejg sugestie wskazujace na mozliwo$¢ indukcji aktywnosci CYP2E1
pod wptywem popularnych dodatkow do zywnosci, takich jak syntetyczne aromaty: wanilina

i etylowanilina po tygodniowym okresie stosowania [Chen i wsp., 2012].

1.6. Regulacja ekspresji genow CYP450

Zmienno$¢ metabolizmu ksenobiotykéw moze wynika¢ z modyfikacji aktywnosci
1 ekspresji enzymoéw z nadrodziny cytochromu P450 w wyniku dzialania zrdéznicowanych
czynnikéw na kolejnych etapach tworzenia proteiny. Modyfikacja moze dotyczy¢ procesu
transkrypcji  okreslonych genow CYP450, tempa degradacji specyficznych mRNA,
wydajnosci translacji 1 stabilizacji biatka. Wiele czynnikdw chemicznych bedacych
jednoczesnie substratami izoform cytochromu P450 oraz ich metabolitow ma zdolnos¢
wigzania enzymow CYP lub reduktazy NADPH:P450 hamujac lub nasilajagc aktywnos¢ tego
systemu poprzez interakcje migdzy enzymami lub wplyw na kluczowe etapy cyklu
katalitycznego [Yang i wsp., 1992]. Mozliwo$¢ wplywu sktadnikéw diety na aktywnosc¢

monooksygenazy zalezng od enzymoéw cytochromu P450 opisal w pionierskiej pracy
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Wattenberg [1971]. Ogoélny schemat mechanizméw regulacji ekspresji genéw CYP450
przedstawiono na Rycinie 6.

transkrypcja dojrzewanie stabilizacja translacja stabilizacja
genu MRNA MRNA enzymu

7 7 7 | 7
H_H —>AAAA/A\\/\$\4/ - f@t

N
1A1/2 1A2 1A1 2E1 2E1
2B1/2 2B1/2 3A1/2
2C7 2C12 3A6
2C11/12 2E1
2D9 2H1/2
2E1 3A1/2
2H1/2 3A6
3A1/2 11A1
3A6
4A1
11A1
11B1
21A1

Rycina 6. Zroznicowanie mechanizmow regulacji ekspresji izoform CYP450 [wg Porter i Coon, 2009]

Wiele ksenobiotykéw indukuje zmiany aktywno$ci genéw poprzez aktywacje
specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych bedacych wewnatrzkomérkowymi biatkami
receptorowymi. Powszechnym mechanizmem modulacji ekspresji izoform cytochromu P450
jest regulacja na poziomie transkrypcji genu zachodzaca przez receptory PXR, CAR, AhR,
receptor retinoidu X (RXR), receptor witaminy D (VDR), receptor kwasu retinowego (RAR)
I GR [Honkakoski i Negishi, 2000; Pascussi i wsp. 2003]. Wykazano, ze na poziomie
transkrypcji rodzina CYP1 regulowana jest gtownie poprzez heterodimer AhR z ARNT
(ang. aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator), podczas gdy ekspresja izoform
z rodzin CYP2, 3 oraz 4 znajduje si¢ pod kontrolg czynnikow transkrypcyjnych nalezacych do
receptorow jadrowych posiadajacych charakterystyczny motyw palca cynkowego, w tym
CAR, PXR i PPAR [Waxmann, 1999]. Udziat tych biatek w indukcji ekspresji izoform
cytochromu P450 zostal potwierdzony badaniami z zakresu inZynierii genetycznej z uzyciem
metod nokautu genow [Fujii-Kurijama i Mimura, 2005]. Indukcja badZz hamowanie ekspresji
enzymoOw cytochromu P450 moze modyfikowa¢ metabolizm a w konsekwencji klirens
ksenobiotyku, co w zaleznosci od jego rodzaju, moze mie¢ pozytywne lub negatywne
znaczenie dla funkcjonowania organizmu. Przykladem jest indukcja izoformy CYP1A przez
B-naftoflawon redukujaca dziatanie kancerogenne 7,12-dimetylobenzantracenu u gryzoni

[Wattenberg i Leong, 1970; Martignoni i wsp., 2006]. Nalezy jednak zwréci¢ uwage, iz
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izoformy CYPIA moga aktywowac niektore czynniki takie jak benzo[a]piren do ich
reaktywnych szkodliwych metabolitow [Gelboin 1980; Martignoni i wsp., 2006]. Niektorzy
autorzy podkreslaja, iz podczas gdy indukcja wigze si¢ zwykle z syntezag nowych enzymoéw
powodujac zmniejszenie efektywnosci lekow roztozone w czasie, inhibicja enzymow CYP
jest odpowiedzig bezposrednia mogaca wywolaé niepozadane podniesienie stezenia lekow
niosace konsekwencje toksykologiczne i terapeutyczne. Mechanizm inhibicji moze mie¢
charakter odwracalny, ktéry jest najczesciej wystepujaca forma Ilub nieodwracalny
(mechanizm podstawowy lub inhibitory samobdjcze) prowadzac do tworzenia reaktywnych
metabolitow 1 utraty aktywno$ci enzymu przed synteza nowych biatek. Inhibitory moga by¢
substratami metabolizowanymi przez okreslony enzym P450 (np. ketokonazol dla CYP3A4)
lub substancjami nie nalezacymi do grupy substratow [Martignoni i wsp., 2006].
Potranskrypcyjny mechanizm obejmuje stabilizacj¢ mRNA 1 biatka lub ich degradacje, co
moze wigzaé si¢ ze zmianami stanu fosforylacji enzymu. Poza tym wiele izoform ulega
specyficznej tkankowo ekspresji w rezultacie tworzac zréznicowany profil enzymow P450
w poszczegolnych tkankach [Porter i Coon, 2009]. Ponadto migdzyosobnicze zrdéznicowanie
aktywno$ci metabolicznej moze wynikaé z polimorfizmu genetycznego i prowadzi¢ do braku
enzymu, utraty mozliwosci indukcji lub syntezy izoformy ze zmieniong aktywnoscia
katalityczng. U cztowieka wykazano, iz polimorfizm wykazuja CYP2C9, CYP2CI19,
CYP1A1, CYP2B6, CYP2D6, CYP3A4 i CYP3AS5 [Martignoni i wsp., 2006]. Konstytutywna
ekspresja enzymow cytochromu P450 jest zalezna od wewnatrzkomoérkowego szlaku
sygnatowego podlegajacego wpltywom czynnikéw wzrostu, cytokin 1 endogennych
hormonéw. Molekularny mechanizm zaangazowany w ekspresje genow okreslonych izoform
CYP podlega regulacji przez czynniki fizjologiczne i srodowiskowe, w tym indukujace ich
wlasng biokonwersj¢ lub przemiany innych substancji [Vesel, 1988].

Czynniki mogace modyfikowa¢ ekspresj¢ bialek CYP i prowadzi¢ do istotnych skutkow
w postaci interakcji migdzylekowych wymieniono ponize;.

o Wiek - aktywno$¢ enzymoéw CYP spada wraz z wiekiem u obu plci, co wykazano
poprzez obserwacje obnizenia metabolizmu antypiryny biotransformowanej przez
m.in. CYP1A2 i CYP2EI, lidokainy, diazepamu i teofiliny u osob starszych. In vivo
aktywno$¢ CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9 i CYP2D6 jest niska podczas narodzin,
osigga wartos¢ maksymalng we wczesnym okresie dorostosci 1 maleje w podeszitym

wieku [Tanaka, 1983; Sotanieui, 1997; Badyal i Dadhich, 2001].
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Pte¢ - kobiety wykazujg wyzszy podstawowy poziom aktywnosci CYP3A4 1 wigksze
nasilenie interakcji. Klirens diazepamu i prednizolonu jest wyzszy u kobiet natomiast
klirens propranololu u me¢zczyzn [Tanaka, 1983; Badyal i Dadhich, 2001].

Hormony - niedobor testosteronu, obserwowany rowniez w podesztym wieku, obniza
aktywno$¢ enzyméw CYP. Wykazano, ze estrogen redukuje procesy oksydacji
niektorych lekow, w tym imipraminy a doustne $rodki antykoncepcyjne (preparaty
zawierajace estrogen i progesteron) obnizajg klirens diazepamu i chlordiazepoksydu.
Fazy cyklu menstruacyjnego wykazuja zmienny wptyw na aktywnos$¢ CYP, klirens
teofiliny jest obnizony w fazie lutealnej natomiast zwigkszony metabolizm antypiryny
zaobserwowano w okresie owulacji. Brak wptywu fazy cyklu na klirens zanotowano
w przypadku paracetamolu, nitrazepamu, salicylanéw i propranololu. O$ przysadka-
watroba wydaje si¢ by¢ istotnym regulatorem ekspresji CYP [Tanaka 1983; Kirkwod
I wsp., 1991; Badyal i Dadhich, 2001].

Polimorfizm genetyczny - kazdy izoenzym jest produktem odrgbnego genu
a zroznicowanie genetyczne zmienia ekspresje tych bialek u poszczegolnych
organizméw 1 wplywa na roznice w metabolizmie zréznicowanych lekow.
Polimorfizm genetyczny istotny klinicznie opisano dla CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9
1 CYP1A2. Te izoformy posiadaja warianty alleliczne a ich czesto$¢ jest zwykle
zroznicowana w réznych populacjach. W przypadku 1A2 jedynie 3-4% rasy bialej
posiada genotyp wariant stabego metabolizera [Murray, 1992; Badyal i Dadhich,
2001]. Istotny klinicznie polimorfizm CYP1A2 stwierdzono gléwnie u Azjatéw
1 Afrykanczykow, podczas gdy wsrdd mieszkancow Europy ma on mniejsze
znaczenie. Wsérod kilku odkrytych wariantéw alleli genu kodujacego izoforme
CYP1A2, najwigksze znaczenie ma warunkujacy zmniejszenie aktywnosci enzymu
allel CYP1A2*1C (G2964A), oraz allel CYP1A2*1F (C734A) zwigzany ze
zwigkszeniem indukcji genu. W populacji kaukaskiej zaobserwowano niewielkie
roznice mig¢dzyosobnicze w aktywnosci izoenzymu CYP1A2, przy czym kobiety
wykazujg mniejszg jego aktywno$¢ niz me¢zczyzni, a dominujgcym polimorfizmem
jest obecnos¢ allelu CYP1A2*1F [Gawronska—Szklarz, 2000]. U nosicieli mutacji
warunkujacej allel CYP1A2*1C leczonych teofiling obserwuje si¢ zwolnienie
metabolizmu tego leku przejawiajace si¢ zwigkszonym jego stezeniem w surowicy,
oraz wzrost ryzyka dziatan niepozadanych, glownie tachykardii [Obase i wsp., 2003].
Badania polimorfizmu CYP1A2 =z predyspozycja do wystapienia choréb

nowotworowych sugeruja zwiazek niskiej aktywnosci CYP1A2 z rakiem jadra
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[Vistisen i wsp., 2004] i wskazuja na zalezno$¢ obecnosci alleli CYP1A2*1D
(T-2467delT) i CYP1A2*1F i zwigkszonego ryzyka wystapienia raka trzustki [Li
i wsp., 2006]. U czlowieka opisano wystepowanie 10 polimorficznych loci genu
CYP2E1, przy czym nie zaobserwowano znaczacych réznic w predyspozycji do
etanolu, nie wykazano zwigzku pomigdzy formami allelicznymi genu CYP2E1l
a przypadkami wywotanej etanolem marskosci watroby a takze réznic w ekspres;ji
tego genu. W wielu badaniach epidemiologicznych podj¢to proby okreslenia zwigzku
polimorficznych alleli CYP2E1 z okreslonymi nowotworami (zotadka, ptuc, odbytu,
trzustki, watroby, nerek i jamy ustnej) ale oczywisty i istotny zwigzek byt trudny do
ustalenia [Cederbaum, 2006].

Choroby watroby - u pacjentow z marsko$ciag watroby obserwuje si¢ obnizong
ekspresje CYP1A2, CYP2E1 i CYP3A. Szczegétowa wiedza na temat wplywu chordb
na izoenzymy moze pozwoli¢ na racjonalne projektowanie terapii.

Stany zapalne - czynniki ostrej odpowiedzi na stan zapalny hamuja aktywnos¢ CYP
u cztowieka, co moze prowadzi¢ do nieprawidlowo wysokich stezen w osoczu
i wzrostu toksycznosci lekow metabolizowanych przez te izoformy [Badyal
i Dadhich, 2001]. Infekcje i stany zapalne mogg prowadzi¢ do ograniczenia tempa
metabolizmu substancji obcych, w tym lekow. W znacznym stopniu ma to zwigzek
z obnizeniem poziomu i aktywno$ci enzyméw CYP w watrobie, co potwierdzono
w badaniach wptywu chorob infekcyjnych i substancji zapalnych in vivo i in vitro
[Morgan, 1997; Renton, 2001]. Istnieja wyniki badan wskazujace na fakt, iz
w redukcji CYP2E1 wywotanej przez stany zapalne posrednicza cytokiny 1 zlozony
mechanizm regulacji, w tym czynnik transkrypcyjny HNF-1 zaangazowany
w konstytutywng ekspresje genu [Hakkola i wsp., 2003].

Dieta - wykazano, ze otylo§¢ powoduje nasilenie metabolizmu enfluranu
i sewofluranu u cztowieka [Badyal i Dadhich, 2001]. Enzym CYP2E1 moze by¢
indukowany w zro6znicowanych warunkach metabolicznych i zywieniowych,
np. u otytych szczurdw i szczuréw karmionych dieta wysokottuszczowa. Poziom
CYP2ELl u szczurow wzrasta w wyniku glodzenia natomiast cukrzyca powoduje
kilkukrotny wzrost mRNA 1 biatka CYP2E1, co moze by¢ zwigzane z aktywnos$cig
insuliny obnizajacej ekspresj¢ CYP2EIL. Indukcja CYP2E1 u cukrzykow moze
wynika¢ ze zwigkszonej produkcji ciat ketonowych. Wykazano, ze w pierwotnych
kulturach szczurzych hepatocytow glukagon obnizal poziom CYP2E1 poprzez
przyspieszony obrot biatka CYP2E1 w procesie zaleznym od AMP.
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e Palenie papierosow - powoduje indukcj¢ enzymoéw CYP, zwieksza klirens fenacetyny
i teofiliny.
e Cigza - moze indukowac¢ enzymy CYP, w wyniku indukcji CYP2D6 obserwowano

zwigkszony metabolizm metoprololu [Wadelius i wsp. 1997; Badyal i Dadhich, 2001].

1.6.1. Regulacja ekspresji genéw z rodziny CYP1A

U podtoza indukcji izoform CYP1A znajduje si¢ mechanizm transdukcji sygnatu
zalezny od czynnika transkrypcyjnego AhR. Uznano, ze nasilenie ekspresji izoenzymow
z podrodzin CYP1A oraz CYPI1B jest efektem poddania zwierzat laboratoryjnych dziataniu
agonistow czynnika AhR, przy czym stopien indukcji jest zwykle najwyzszy dla CYP1A1
[French i wsp., 2004; Zhou i wsp., 2010]. Analiza elementow sekwencji DNA CYP1A2
zaangazowanych w regulacje transkrypcji tej izoformy u czlowieka wykazata wystgpowanie
w regionie 5’ flankujacym dwoéch regionéw zawierajacych specyficzne motywy sekwencji
XRE i zwigzanych z indukcja ekspresji enzymu pod wptywem m.in. 3-MC. Jeden z nich
polozony jest w pozycji —2532/-2423, a jego delecja prowadzi do zmniejszenia reakcji na
induktor. Drugi region znajduje si¢ w potozeniu —2259/-1987, przy czym wykazano, iz nie
jest on zwigzany z czynnikiem AhR a moze stanowi¢ potencjalne miejsce oddziatywania
z AP1. Ponadto zlokalizowana jest tam konserwatywna sekwencja TATA box. Sekwencja
—2259/-1970 pelni funkcj¢ eukariotycznego promotora. Na podstawie powyzszej analizy
twierdzi¢ mozna, ze sekwencje te zwigzane sg z kontrolg transkrypcji genu AHR, w tym
z mozliwoscig oddziatywania z czynnikiem AhR [Quattrochi i wsp., 1994].

Receptor weglowodorow aromatycznych AhR jest konserwatywnym biatkiem
funkcjonujacym jako aktywowany ligandem czynnik transkrypcyjny u kregowcow, owadow
i pierwotniakow, zaangazowany réwniez w kontrolg cyklu komorkowego i apoptoze [Nebert
i wsp., 2004]. AhR uczestniczy w regulacji ekspresji ludzkich izoform CYP1Al, CYP1A2
i CYPIBI oraz niektorych genéw enzymoéw II fazy metabolizmu lekow [Quattrochi i wsp.,
1994; Whitlock, 1999]. Pod kontrolg czynnika AhR znajdujg si¢ enzymy takie jak transferaza
glutationu, dehydrogenaza aldehydowa, DT-diaforaza i UDP-glukuronylotransferaza, a takze
biatka zwigzane z proliferacja komorek (TGF-B, IL-1B, PAI-2), regulacja cyklu
komorkowego (p-27, jun-B) i apoptoza (Bax). Badania z wykorzystaniem mikromacierzy
wskazujg na szerszg grupe gendéw docelowych czynnika AhR [Nebert i wsp., 2000; Tijet
I wsp., 2006]. Znane z silnej rakotworczosci ligandy AhR to gtdéwnie wielopierscieniowe

weglowodory aromatyczne i organiczne zwigzki chemiczne z grupy dioksyn [Hankinson,
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1995; Whitlock 1999]. Najwazniejszym zwigzkiem oddziatujacym ze wspomnianym
czynnikiem transkrypcyjnym jest TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioksyna) bedac
przyczyng roéznorodnych toksycznych odpowiedzi u zwierzat i ludzi [French i wsp., 2004].
Receptor Ah wigze rowniez benzo[a]piren, dibenzoantracen, 3-MC, aflatoksyny
I inne. Istniejg réwniez doniesienia sugerujace aktywacje szlaku sygnatowego AhR pod
wptywem flawonoidoéw, karotenoidéw i1 fenoli pomimo ich niewielkiego podobienstwa do
ligandow tego czynnika [Denison i wsp., 2002]. W niektorych roslinach, w tym leczniczych,
wykazano obecno$¢ agonistow/antagonistow czynnika AhR. Przykladem s3 flawon
i diosmina bedace potencjalnymi agonistami AhR wywotujacymi indukcje aktywnosci
CYP1Al, CYP1A2 i CYP1B1 [Hodek i wsp., 2002]. Wysoki konserwatyzm ewolucyjny
wskazuje na wazng fizjologiczng rolg czynnika AhR w homeostazie i rozwoju organizmu. Na
poparcie tej tezy wymienia si¢ uznane za endogenne ligandy: tryptaming, kwas
indolilooctowy, bilirubing 1 biliwerdyne oraz lipoksyne A4 posiadajace nizsze od
egzogennych powinowactwo do izoenzymu [Fujii-Kuriyama i Mimura, 2005]. Zainicjowanie
interakcji ligandow z miejscem wigzania czynnika AhR moze by¢ liniowo zalezne od ich
stezenia. Po zwigzaniu liganda nast¢puje wicloetapowy proces transdukcji sygnatu [French
I wsp., 2004].

Ludzki gen AHR zlokalizowany jest na 7 chromosomie i obejmuje 12 eksonow
kodujacych biatko zbudowane z 848 aminokwaséw o lacznej masie czasteczkowej okoto 96
kDa [Hahn, 2002]. Biatlko AhR nalezy do duzej rodziny czynnikow transkrypcyjnych
bHLH-PAS i charakteryzuje si¢ wystgpowaniem konserwatywnej domeny wigzgcej DNA
0 strukturze helisa-petla-helisa bHLH (ang. basic helix-loop-helix) na aminowym koncu
biatka oraz domeny PAS (ang. Per-Arnt-Sim) odpowiedzialnej za dimeryzacje biatka
i zawierajacej domene wigzacg ligand (LBD) [Pongratz i wsp., 1998; Whitlock, 1999; Gu
i wsp., 2000]. Ponadto zarowno bHLH jak i PAS sg odpowiedzialne za oddzialywanie z hsp90
[Antonsson i wsp., 1995]. Na aminowym koncu biatka zlokalizowany jest sygnat lokalizacji
jadrowej (NLS) oraz sygnat exportu z jadra (NES) dzieki ktorym mozliwe jest
przemieszczanie biatka pomigdzy cytoplazmg a jadrem komorkowym [lkuta i wsp., 2000].
Sugeruje si¢ rowniez, ze NLS jest konieczny do funkcjonowania szlaku czynnika AhR, gdyz
mutacje w tej sekwencji wigza si¢ z uzyskaniem odpornosci na indukowang TCDD
toksyczno$¢ [Bunger i wsp., 2003]. W czesci karboksylowej biatka zlokalizowana jest
domena transaktywacji, w ktorej znajduje si¢ region bogaty w glutaming (Q-rich)

uczestniczacy w oddziatywaniu AhR z koaktywatorami takimi jak RIP140 (ang. receptor
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interacting protein 140) i SRC-1 (ang. steroid receptor coactivator-1) (Ryc. 7.) [Kumar
I Perdew, 1999; Kumar i wsp., 1999].

bHLH domena PAS
/_A_\ _A
- 2
A wysoka ilo$é
NH, Gln COOH
N J
S N g
NLS NES miejsce wigzania domena
ligandu i hsp90 transaktywacji
— _/
gl

miejsce tworzenia kompleksu
AHR:ARNT:DRE

Rycina 7. Struktura biatka AhR [wg Denison i wsp., 2002]

Jako jedyny z tej rodziny wymaga zwigzania liganda do jego aktywacji [Brunnberg
i wsp., 2003]. W wigkszosci komorek AhR wystepuje na terenie cytoplazmy w formie
nieaktywnej w kompleksie z biatkami opiekunczymi typu hsp90, biatkiem fuzyjnym XAP2
I p23, ktore sg zaangazowane w proces jego faldowania i stabilizacji, zabezpieczajg przed
ubikwitynacja i proteosomalng degradacja [Gu i wsp., 2000; Vrzal, 2004]. Pojawienie si¢
liganda 1 jego zwiazanie do domeny PAS B powoduje dysocjacj¢ kompleksu i fosforylacje
receptora przez kinaze tyrozynowa. Prowadzi to do zmian konformacyjnych AhR
1 uwidocznienia sygnatu lokalizacji jadrowej NLS. W konsekwencji dochodzi do translokacji
zwigzanego z ligandem czynnika AhR do jadra komoérkowego i utworzenia heterodimeru
z biatlkami ARNT o tacznej masie czasteczkowej okoto 180-220 kDa. Zwigzanie
heterodimeru do sekwencji odpowiedzi na ksenobiotyk-XRE okreslanego réwniez mianem
DRE (ang. dioxin response element) 5>~-TNGCGTG-3’ w rejonie 5’ koncowym genoéw CYP1
prowadzi do aktywacji ich transkrypcji [Hankinson, 1995; Villard i wsp. 1998; Boutros i wsp.
2004; Fujii-Kuriyama i Mimura, 2005]. Sekwencje XRE wystepuja w regionach
promotorowych wszystkich genow indukowanych przez PAH lub HAH, w tym CYP1A1/2,
CYP1B1, CYP2A8 i CYP19 i wykazujg podobienstwo do elementéw odpowiedzi na
glukokortykoidy a AhR podobienstwo do receptora glukokortykoidowego [Fujii-Kuriyama
I Mimura, 2005; Porter i Coon, 2009]. Oddzialywanie kompleksu z enhancerem wzmaga
sygnat indukcji transkrypcji w wyniku czego nastepuje uruchomienie aktywnosci polimerazy
I RNA AhR/ARNT, synteza mRNA a nastgpnic biatka genow docelowych. Na

Ryc. 8. przedstawiono schemat szlaku sygnalowego wraz z zarysem mechanizmu negatywnej
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regulacji AhR przez represor (AhRR), ktory moze hamowac transdukcje sygnatu na zasadzie

kompetycji z AhR o wigzanie ARNT.

. ligandy, TCDD

degradacja \
fosforylacja?

/ adro .®
komérkowe degradacja ?
>

/O

translacja
—T>

cytoplazma YP1A1/2, CYP1BA,
AHRR. inne

Rycina 8. Schemat szlaku sygnatowego czynnika AhR [Fujii-Kuriyama i Mimura, 2005;
Pavek i Dvorak, 2008]

Powstaty kompleks ARNT-AhRR oddziatuje z sekwencja XRE nie prowadzac jednak do
aktywacji transkrypcji. Represor AhR jest indukowany przez AhR, co wskazuje na sprzezenie
zwrotne w jego regulacji [Gu i wsp., 2000]. Najwyzsze st¢zenie biatka AhR i ARNT
obserwuje si¢ po 1-2 godzinach ekspozycji na TCDD po czym nastepuje proteosomalna
degradacja czynnika transkrypcyjnego z udzialem proteosomu 26S [Vrzal i wsp., 2004]
poprzedzona jego eksportem z jadra komorkowego i1 ubikwitynacjg. Zalezna od agonisty
degradacja ma na celu ochrong¢ komorki przed konsekwencjami dlugotrwatej ekspozycji na
wysokie jego stezenia [Gu i wsp., 2000]. AhR oddziatuje rowniez z wieloma innymi biatkami,
w tym czynnikami transkrypcyjnymi, korepresorami i koaktywatorami - SRC-1, NcoA i p160
ktore mogg wptywac na transkrypcje genow indukowanych obecnoscig TCDD [Beischlag
i wsp., 2002; Hankinson, 2005]. Oddziatywanie z SMRT hamuje ekspresj¢ genéw zaleznych
od AhR [Rushing i Denison, 2002].

Pomimo, iz fizjologiczna rola czynnika AhR nie jest jasna, podkresla si¢ jego istotne
znaczenie w rozwoju watroby oraz w reprodukcji. Myszy z wylaczong ekspresja genu AHR

posiadajg zmniejszong i zwiokniong watrob¢ oraz obnizony poziom ekspresji CYP1A2
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1 opornos¢ na indukowanie CYP1A1l przez TCDD. Zaobserwowano rowniez obumieranie
ptodéw mysich pozbawionych ARNT. Ponadto badania wykazaty, ze odpowiedz organizmu
na TCDD, wiaczajgc teratogeneze, immunosupresj¢, defekty w reprodukcji 1 rozwoj
nowotworu wigzg si¢ z funkcjonowaniem AhR [Gerhold i wsp., 2001].

Istniejg doniesienia sugerujace mozliwo$¢ indukcji CYP1A2 na drodze mechanizmu
niezaleznego od receptora AhR. Uwaza si¢, ze B-naftoflawon i 3-MC moga oddzialywac
rowniez z innym niz AhR receptorem cytoplazmatycznym o zblizonej do niego sekwencji
aminokwasowej lecz innej stalej sedymentacji [Brauze i Malejka-Giganti, 2000]. Postuluje si¢
udzial AhR w kontroli syntezy biatka wigzacego [-naftoflawon oraz jego biatka
represorowego AhRR funkcjonujacego w ujemnym sprz¢zeniu zwrotnym ksztattujagcym
efekty jego wiazania z ligandem [Kaminski i Wiaderkiewicz, 2008]. Ponadto uznaje si¢, ze
istnieje zwigzek pomiedzy szlakiem sygnatlu AhR i receptorem estrogenowym (ER). Wedtug
niektorych autoréw czynnik AhR moze hamowa¢ aktywno$¢ ER na drodze mechanizméw
takich jak: inhibicja posrednia poprzez zwigzanie heterodimeru AhR/ARNT do sekwencji
hamujacej iXRE (ang. inhibitory XRE) obecnej w genach docelowych ER, zmiany
koaktywatoréw - ARNT, synteza biatka bedacego inhibitorem, zwigkszenie proteosomalne;j
degradacji ER lub inna droga syntezy i metabolizmu 17p-estradiolu poprzez nasilenie
ekspresji aromatazy (CYP19), CYP1Al i CYP1B1 [Safe i Wormke, 2003; Matthews
I Gustafsson, 2006]. Ponadto AhR oddziatuje z biatkiem Rb zaangazowanym w kontrole
cyklu komorkowego. Istnieja badania sugerujace, ze u cztowieka konstytutywna ekspresja
CYP1A2 jest regulowana przez hepatocytowy czynnik transkrypcyjny HNF-1 [Chung
I Bresnick, 1997]. Czynnik ten moze wigza¢ si¢ do 5' sekwencji flankujacej genu CYP2E1
i kontrolowaé jego transkrypcje, cho¢ jego rola w pozytywnej regulacji ekspresji wymaga
dalszych badan. Biologiczne znaczenie indukcji gendéw z podrodziny CYP1A polega na
utrzymaniu homeostazy $rodowiska komorki przez zwigkszenie metabolicznego klirensu
substratow tych enzymow. Ze wzgledu na fakt, iz CYP1A1/2 moze metabolizowa¢ szeroki
zakres substratow, indukcja tych enzymow przez jeden z nich moze zwigkszy¢ metabolizm
innych zwigzkéw, w tym lekow stosowanych klinicznie, a w rezultacie prowadzi¢ do
nieoczekiwanych interakcji migdzylekowych.

Podstawy migdzyosobniczego zrdéznicowania ekspresji genu CYP1A2 nie s3 w pelni
poznane. Proby wyjasnienia potencjalnej zaleznosci aktywnosci CYP1A2 od stopnia
metylacji DNA tego genu w watrobie cztowieka opieraty si¢ na zatozeniach, ze stopien
metylacji DNA obejmuje 17 wysp CpG potozonych w poblizu miejsca inicjacji translacji

i wykazuje odwrotng korelacje z poziomem mRNA genu CYP1A2 w ludzkiej watrobie.
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Jednocze$nie wykazano znaczne zwigkszenie poziomu ekspresji genu CYP1A2 w linii
komorkowej pierwotnego raka watroby B16A2 po inkubacji z chemicznym czynnikiem
demetylujacym 5-aza-2'-deoksycytydyny, co potwierdza zwigzek ekspresji tego genu ze
stopniem metylacji DNA [Ghotbi i wsp., 2009]. Badania nad okresleniem allelospecyficznej
ekspresji CYP1A2 wskazuja, ze ws$rod opisanych kilku wariantow alleli tego genu
najwieksze znaczenie ma CYP1A2*1C (G2964A) warunkujacy redukcje aktywnosci enzymu
1 CYPIA2*IF (C734A) zwigzany ze zwickszeniem indukcji genu. Klinicznie istotny
polimorfizm CYP1A2 stwierdzono giéwnie w populacjach azjatyckiej i afrykanskiej. Nie ma
on wigkszego znaczenia u Europejczykow. W populacji kaukaskiej zanotowano niewielkie
mig¢dzyosobnicze zrdznicowanie w aktywnos$ci izoenzymu CYP1A2 gdzie u kobiet opisano
nizsza jego aktywnos$¢ niz u me¢zczyzn a dominujagcym polimorfizmem jest obecnos¢ allelu

CYP1A2*1F [Gawronska-Szklarz, 2000].

1.6.2. Regulacja ekspresji CYP2E1

Ekspresja izoformy CYP2EL jest regulowana wieloczynnikowo i zachodzi w sposob
kompleksowy. U szczuréw gen we wczesnym postnatalnym etapie rozwoju organizmu
znajduje si¢ pod kontrolg na etapie transkrypcji [Cederbaum, 2006]. Zaobserwowano, ze
aktywacja transkrypcji genu CYP2E1 po urodzeniu jest zwigzana z demetylacja cytozyny na
5’ koncu genu co w konsekwencji prowadzi do akumulacji RNA po uptywie miesigca od
narodzin [Jones i wsp., 1992]. Fakt ten jest poparty obserwacjami hipermetylacji genu
CYP2E1 w 5’ regionie sekwencji. Wykazano, ze ekspresja CYP2E1 podlega zmianom
w warunkach patofizjologicznych, takim jak jej indukcja w otytosci, cukrzycy, chorobie
alkoholowej 1 przy niealkoholowym, stluszczeniowym zapaleniu watroby [Caro
I Cederbaum, 2004]. Zwigkszony poziom CYP2EI jest tez obserwowany u zwierzat
przekarmionych, karmionych dieta wysokotluszczowa lub glodzonych. Istnieja réwniez
badania wskazujace na wpltyw hormondéw tarczycy, insuliny, leptyny i hormonu wzrostu
w regulacji ekspresji CYP2EL1 [Ito i wsp., 2007]. Molekularne mechanizmy regulacji CYP2E1
pozostaja jednak stabo poznane. Uznaje si¢, ze jest to ztozony mechanizm obejmujacy etap
transkrypcji, oddzialywanie na mRNA, etap translacji i modyfikacje potranslacyjnie.
Przypuszcza si¢, ze w kontroli ekspresji genu najwazniejsza jest stabilizacja mRNA 1 biatka,
a regulacja na etapie transkrypcji wydaje si¢ mie¢ mniejsze znaczenie w przeciwienstwie do
innych izoform. Poziom mRNA CYP2E1 wzrasta kilkukrotnie w warunkach gtodu 1 ketozy

u cukrzykow, prawdopodobnie w wyniku potranskrypcyjnej stabilizacji mRNA [Cederbaum,
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2006]. Na udziat tego mechanizmu w indukcji CYP2E1 wskazuja analizy w stanie gtodzenia,
gdzie podwyzszonemu stezeniu mRNA tego genu nie towarzyszyla aktywacja transkrypcji
[Yang i wsp., 1992]. Wykazano rowniez, ze etanol i imidazol zwigkszajg poziom biatka
CYP2E1 u szczura bez wplywu na stezenie mRNA tego genu, co potwierdza teze
potranskrypcyjnej stabilizacji biatka i jego ochrony przed degradacja po etapie zwigzania
liganda [Eliasson i wsp., 1988; Eliasson i wsp., 1990; Yang i wsp., 1992; Cederbaum, 2006].
Jednak wyzsze dawki ectanolu mogg stymulowaé transkrypcjc mRNA [Lieber, 1999].
Postuluje si¢ takze zwiekszenie wydajnosci translacji pod wptywem izoniazydu [Park i wsp.,
1993]. Badania analizujagce znaczenie kompleksu proteosomu w obrocie CYP2E1 pod
wptywem przewlektego podawania etanolu na jego aktywnos¢ i zawarto$¢, wykazaty spadek
aktywno$ci proteosomu 1 redukcje szybkiej degradacji biatka. Badania prowadzone
z wykorzystaniem techniki znakowania radiologicznego biatka CYP2El wykazaty, ze
CYP2E1 ulega degradacji w dwoch fazach z krotkim czasem potowicznego rozpadu
wynoszacym 7h i dluzszym czasem polowicznego rozpadu trwajagcym 37h. Po dlugotrwalej
ekspozycji na aceton zanika szybka faza degradacji biatka, natomiast wcigz obserwowana jest
faza trwajgca 37h. Dane te wskazuja, ze aceton - substrat CYP2EL, stabilizuje enzym poprzez
hamowanie szybkiej fazy jego degradacji [Cederbaum, 2006]. Wyniki badan potwierdzajg, iz
glownym mechanizmem regulacji CYP2E1 wydaje si¢ by¢ etap potranskrypcyjny w ktorym
zrdznicowane substraty 1 ligandy zwigkszaja zawarto§¢ CYP2EI przez ochrong przed szybka
degradacjg prowadzong przez wewnatrzkomorkowy szlak proteolityczny [Cederbaum, 2006].

Inny mozliwy mechanizm regulacji izoform cytochromu P450, w tym CYP2E1,
polega na tkankowo-specyficznej ekspresji tych biatek z udzialem czynnikow
transkrypcyjnych. Biatka CYP-450 wykazuja aktywno$¢ w zroznicowanych hepatocytach,
gdzie w ich konstytutywne]j ekspresji moga bra¢ udzial czynniki transkrypcyjne takie jak
C/EBP, HNF4, HNF1, HNF3 i HNF6. Gléwna rola w tym zakresie wobec bedacych
przedmiotem pracy izoform przypisywana jest hepatocytowemu czynnikowi jadrowemu
HNFla, ktory prawdopodobnie stymuluje ekspresjc CYP1A2 [Chung i Bresnick, 1997]
i aktywuje ekspresje genu CYP2E1l w szczurzych hepatocytach [Liu i Gonzales, 1995].
Sugeruje si¢, ze miejsce wigzania czynnika HNF-1a znajduje si¢ powyzej sekwencji TATA
box. Na jego udzial w kontroli transkrypcji genu CYP2E1 wskazujg badania transkrypcji
in vitro. Ponadto wiele cytokin, w tym IL-1pB, IL-6, TNFa i interferon y obnizajg poziom
ekspresji CYP1A2, CYP2C, CYP2EIL i CYP3A, w odréznieniu IL-4, ktéra indukuje ludzki
CYP2EL1 w hepatocytach [Muntane-Relat i wsp. 1995; Pascussi i wsp., 2000].
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1.7.  Zwierz¢ce modele eksperymentalne w badaniach metabolizmu ksenobiotykow

W farmakologii eksperymentalnej konieczne jest poznanie molekularnego
mechanizmu biotransformacji ksenobiotykow zwtaszcza w kierunku wystgpowania reakcji
niepozadanych, interakcji mig¢dzylekowych, ale réwniez podczas rozpoczynania procesu
rejestracji nowych preparatoéw leczniczych. Modele eksperymentalne wykorzystuja gtownie
zwierzece mikrosomy watroby zawierajace uklad cytochromu P450 lub ludzkie
rekombinowane enzymy ulegajace ckspresji w wirusowym lub bakteryjnym systemie
ekspresyjnym [Zuber i wsp., 2002]. Zmiany aktywnosci izoform cytochromu P450 moga by¢
przedstawiane na poziomie populacji komoérek lub pojedynczych komoérek odpowiednio
w homogenatach komodrek Ilub tkanek pochodzacych od zwierzat dos$wiadczalnych
poddawanych analizie. Metody opisywania indukcji izoform cytochromu P-450
w homogenatach i indywidualnych komorkach moga by¢ zblizone, jesli odpowiedz na
poziomie poszczegolnych komorek jest zblizona do odpowiedzi na poziomie populacji, np.
50% maksymalnej indukcji w calej watrobie powinno opisywa¢ 50% indukcje w kazdej
poddanej dziataniu czynnika komorce. Jednak odpowiedzi na czynnik w badaniach populacji
komorek in vivo i pojedynczych komorek sg bardzo odmienne [French i wsp., 2004].

Dla  pelnego  poznania  farmakologiczno-toksykologicznych — wiasciwosci
analizowanych preparatow prowadzone sa intensywnie badania z udzialem zwierzat
eksperymentalnych przed podaniem ich czlowiekowi. Chociaz zasadno$¢ badan na
zwierzetach w okreslaniu efektywnosci 1 bezpieczenstwa u cztowieka bywa kwestionowana,
uwaza si¢ z reguly ze dane farmakokinetyczne moga by¢ ekstrapolowane na czlowieka
[Martignoni i wsp., 2006]. Gryzonie w badaniach biologii molekularnej wykorzystywane sg
ze wzgledu na ich krotki okres zycia, wzrost duzej liczby zwierzat w krotkim okresie czasu
1 mozliwos¢ zrealizowania wielu badan. Zwierzg¢ta eksperymentalne stanowig genotypowo
1 fenotypowo stosunkowo jednorodng populacj¢ nie wykazujagc znacznych roznic
w aktywnosci badanych izoform. Istnieja natomiast inne racjonalne przestanki wskazujace na
zasadnos$¢ prowadzenia eksperymentow dotyczacych metabolizmu ksenobiotykéw z udziatem
zwierzat modelowych (szczur). Cytochromy P450 wyizolowane od szczura byly jednymi
z pierwszych opisanych, przy czym jednym z najstarszych enzymow CYP u tego organizmu
jest izoforma CYP1A2 uznawana za wysoce konserwatywna migdzygatunkowo, katalizujaca
reakcj¢ przemiany struktur aromatycznych, gldwnie aromatycznych amin, policyklicznych
aromatycznych weglowodoréw 1 innych ptaskich struktur i indukowana przez policykliczne

weglowodory aromatyczne takie jak 3-MC lub przez polichlorowane bifenyle. Podobne
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wnioski dotyczg CYP2E1, ktory u wszystkich gatunkow jest indukowany przez etanol, aceton
I metabolizuje rozpuszczalniki organiczne, nitrozaminy i niektore leki - paracetamol [Zuber
i wsp., 2002].

1.8. Przeglad wlasciwosci farmakologicznych wykorzystanych w pracy badawczej

surowcow roslinnych

1.8.1. Jezowka purpurowa

Preparaty E. purpurea znajduja si¢ na drugim miejscu co do wielkosci sprzedazy
wsrod produktéw zielarskich dostepnych bez recepty i s3 wykorzystywane w fitoterapii
chorob infekcyjnych, przezigbieniach, kaszlu, zapaleniach oskrzeli, grypie, zapaleniu jamy
ustnej 1 gardla. Jest to jeden z najczgsciej wykorzystywanych $rodkow leczniczych
u dorostych 1 dzieci a jego stosowanie deklaruje 10-20% konsumentdéw zi6t. Popularne sa
trzy gatunki tej rosliny E. purpurea, E. angustifolia i E. pallida, lecz tylko nadziemne czeSci
E. purpura i korzenie E. pallida zostaty zatwierdzone do stosowania wewngtrznego przez
niemiecka Komisj¢ E [Gorski i wsp., 2004]. Jezéwka purpurowa, okreslana rowniez mianem
rotacznicy, to wieloletnia bylina nalezaca do rodziny Asteraceae, dawniej Compositae.
Surowcami stosowanymi powszechnie w lecznictwie sg ziele i korzen jezéwki - Herba et
Radix Echinacea purpurea. Zbierane w okresie kwitnienia w drugim i trzecim roku uprawy
ziele stuzy w stanie Swiezym do produkcji soku i intraktu lub jest poddawane suszeniu.
W skladzie chemicznym ziela wymienia si¢: pochodne kwasu kawowego - Kkwas
kawoilowinowy 1 mate iloSci kwasu cykoriowego, flawonoidy pochodne kwercetyny
i kemferolu, polisacharydy takie jak metyloglukuronoarabinoksylany, arabinoramnogalaktany
1 kwasny ksyloglukan, slady olejku, poliacetyleny, alkiloaminy 1 alkiloamidy. Pozyskiwane
jesienig korzenie jezowki zawieraja pochodne kwasu kawowego - gltownie cykoriowy,
polisacharydy i glikoproteiny, §ladowe ilosci olejku (kariofylen i humulen), poliacetyleny,
alkailoamidy i znikome ilosci nietoksycznych alkaloidow pirolizydynowych [Strzelecka
i Kowalski, 2000]. Dziatanie lecznicze przypisuje si¢ pochodnym kwasu kawowego,
polisacharydom i alkilamidom [Lamer-Zarawska i wsp., 2007; Woelkart i Bauer, 2007; Foti
I Wahlstrom, 2008]. Zaleca si¢ stosowanie surowca Ww terapii Wwspomagajacej
1 profilaktycznej infekcji gornych drég oddechowych, przewlektych i ostrych zakazen
bakteryjnych i wirusowych [Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. Alkilamidy posiadaja

wlasciwosci hamujgce aktywnos¢ cyklooksygenazy, lipoksygenazy a takze wykazuja
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dziatanie przeciwwirusowe co wigze si¢ z redukcja napadéw astmy oraz stanéw zapalnych
[Freeman i Spelman, 2008]. Poleca si¢ rowniez stosowanie surowca jezOwki w leczeniu
fagodnego przerostu prostaty i chorobach nowotworowych. Zewnetrznie preparaty jezowki
stosowane sg na trudno gojace si¢ rany, egzemy i tuszczyce [Strzelecka i Kowalski, 2000].

Mechanizm dziatania farmakologicznego jest wielokierunkowy i ztozony. Do
najwazniejszych jego czynnikéw naleza: stymulowanie aktywnos$ci fagocytarnej makrofagoéw
1 monocytoOw oraz uwalniania przez nie immunomodulatorow, takich jak czynnik martwicy
nowotworu o, interferonu [, oraz interleukiny-1 co sklada si¢ na wiasciwosci
immunostymulujace, dezaktywacja hialuronidazy chronigca skoérg przed utratg elastycznosci,
stymulowanie roznicowania fibrocytéw z fibroblastow oraz dezaktywacja wolnych rodnikow
[Gorski i wsp. 2004; Lamer-Zarawska i wsp., 2007; Freeman i Spelman, 2008].

Pomimo, ze przetwory jezowki purpurowej wydaja si¢ by¢ tolerowane zaréwno
w krotkim (8-10dni) jak i dlugim okresie przyjmowania (2 miesigce), niekontrolowane
spozycie stwarza mozliwos$¢ ryzyka wielu interakcji migdzylekowych [Gorski i wsp., 2004].
Z tego wzgledu przetworéw E. purpurea nie nalezy podawac z lekami uposledzajacymi
czynno$¢ watroby: steroidami anabolicznymi, amiodaronem, metotreksatem i ketokonazolem
a takze z lekami immunosupresyjnymi, takimi jak cyklosporyna. Zbyt intensywna
i dlugotrwata stymulacja uktadu odpornosciowego preparatami z jezowka moze prowadzi¢ do
immunosupresji. Istniejg réwniez badania in vivo wskazujace na zachodzenie interakcji
pomiedzy jezéwka a innymi S$rodkami leczniczymi, w tym antybiotykami, lekami
immunosupresyjnymi i glikokortykosteroidami oraz substratami enzymow CYP takimi jak
leki przeciwzakrzepowe, benzodiazepiny 1 blokery kanatow wapniowych [Ozarowski i wsp.,
2006]. Z systematycznego przegladu literatury wynika jednak, ze dotychczas przeprowadzono
niewiele badan nad oddzialywaniem przetworéw z jezOwki purpurowej na izoenzymy
cytochromu P450, zwlaszcza dotyczacych CYP1A2 1 CYP2EIL. Brak jest wobec tego
kompletnych danych na temat pelnego bezpieczenstwa stosowania preparatow jezowki
w aspekcie ryzyka interakcji migdzylekowych na etapie izoform cytochromu P450, w tym
mozliwo$ci modyfikacji izoenzymoéw odpowiedzialnych za metabolizm substratow
prokancerogennych. W $wietle potencjalnych konsekwencji zdrowotnych mozliwo$é
zachodzenia interakcji z powszechnie stosowanymi $rodkami leczniczymi wymaga

weryfikacji.
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1.8.2. Soja zwyczajna

Glycine max to jednoroczna roslina zielna z rodziny Fabaceae, dawniej motylkowate
(Papilionaceae), wywodzaca si¢ ze wschodniej Azji, uprawiana roéwniez w Europie.
W lecznictwie stosowane sg nasiona (Sojae semen) i olej sojowy (Sojae oleum). Nasiona soi
zawieraja ok. 40% wysokowarto$ciowego biatka, do 18% oleju, 32% weglowodanow
1 ok. 2% lecytyny. Olej sojowy zawiera 80% nienasyconych kwasow tluszczowych w tym
44-62% kwasu linolowego, 4-11% kwasu linolenowego i 19-30% glicerydow kwasu
olejowego a takze kwas stearynowy i palmitynowy, fosfolipidy, witaminy i sterole [Strzelecka
i Kowalski, 2000]. Poza wymienionymi sktadnikami w surowcu wystepujg: saponiny,
flawonoidy (glownie izoflawony - genisteina i daidzeina), blonnik, witaminy, sole mineralne,
cholina, sitosterole, stigmasterol. W badaniach na zwierzgtach zmielone nasiona wykazywaty
dzialanie przeciwnowotworowe, za ktére wydaja si¢ odpowiada¢ inhibitory proteaz,
fitosterole, saponiny, kwasy fenolowe i izoflawony, natomiast izolowane z nich saponiny
przeciwzakrzepowe [Strzelecka i Kowalski, 2000; Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. Uwaza sig,
ze izoflawony sojowe redukuja ryzyko rozwoju raka piersi. Ze wzgledu na strukture podobng
do steroidow i1 wlasciwosci estrogendow moga dziata¢ jako agonisci receptora estrogenowego
1 wspotzawodniczy¢ z endogennymi receptorami. Soja ma tez znaczenie w profilaktyce raka
prostaty dzieki zdolno$ciom izoflawondw do hamowania angiogenezy. Wykazuje réwniez
dzialanie przeciwmiazdzycowe, obniza poziom frakcji LDL cholesterolu 1 podwyzsza
cholesterol frakcji HDL. Ponadto izoflawony sojowe sg silnymi antyoksydantami a genisteina
zwigksza gestos¢ tkanki kostnej [Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. Produkty na bazie tego
surowca sg czesto wykorzystywane w lagodzeniu objawdéw menopauzy u kobiet co jest
konsekwencja obecnosci w soi izoflawondéw takich jak daidzeina i genisteina. Wykazano
rébwniez, ze dieta bogata w soj¢ wplywa na obnizenie poziomu cholesterolu [Song i wsp.,
2007]. Sugeruje si¢ rowniez mozliwo$¢ oddziatywania przetworéw soi oraz jej sktadnikow
(genisteiny i daidzeiny) na aktywno$¢ enzymow z nadrodziny cytochromu P450 oraz
glikoproteiny P zwiazanej z jelitowo—moézgowym transportem lekow [Foti i Wahlstrom,
2008].

1.8.3. Czosnek pospolity

Allium sativum jest byling z rodziny Alliaceae wywodzacg si¢ z terenow Srodkowej

Azji, rozpowszechniong w wielu rejonach $wiata, w tym w Polsce. Surowcem
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wykorzystywanym w lecznictwie jest cebula - Allii sativi bulbus [Lamer-Zarawska i wsp.,
2007]. Czosnek i jego preparaty od kilku lat nalezag do najintensywniej badanych surowcow
ze wzgledu na wielostronng aktywno$¢ farmakologiczng i szerokie zastosowanie w fitoterapii
gléwnie schorzen uktadu odpornosciowego i oddechowego, zaréwno bakteryjnych jak
I wirusowych [Hu i wsp., 2005]. Liczne doniesienia literaturowe wskazuja na zr6znicowane
wlasciwosci farmakologiczne czosnku, ktore wydaja si¢ by¢ czesciowo zalezne od procesu
jego przygotowania i ekstrakcji, przy czym za gtowny efekt farmakologiczny surowca
odpowiadajg jego sktadniki aktywne - glikozyd alliina wystepujaca w ilosci 0,35-1,15%,
alkilowe jej pochodne metyloalliina i propyloalliina oraz zwigzki flawonoidowe - kwercetyna
1 rutyna, aminokwasy, polisacharydy, saponiny 1 terpeny oraz olejek zawierajacy
dwu- i trojsiarczki [Strzelecka i Kowalski, 2000; Blecharz-Klin i wsp., 2005]. Powstala
z przeksztalcen alliiny - allicyna wykazuje dziatanie bakteriobodjcze, a cysteinosulfotlenek
obniza poziom cholesterolu we krwi. Czosnek posiada wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
i dziala stymulujaco na uktad odpornosciowy, stad jego szerokie zastosowanie w leczeniu
zakazen drog oddechowych, rowniez w pediatrii [Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. Mechanizm
dziatania polega gtdéwnie na nasilaniu produkcji przeciwzapalnego czynnika IL-10 1 obnizaniu
poziom cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IFN-y i IL-2 [Hodge
I wsp., 2002]. Surowiec posiada rowniez wlasciwosci zolciopedne, hipolipidemiczne,
hipoglikemiczne, przeciwkrzepliwe i1 obnizajace ci$nienie krwi, co ma szczegdlne znaczenie
w geriatrii przy miazdzycy, zakrzepicy, nadci$nieniu tg¢tniczym 1 niezycie przewodu
pokarmowego. Farmakopea Europejska i WHO aprobujg zastosowanie preparatow z cebuli
czosnku w leczeniu tagodnych i srednich stanow nadcisnienia [Nowak, 2009a].

Preparaty czosnku zmniejszaja napigcie mig$ni  gladkich  jelit, oskrzeli
1 naczyn krwiono$nych, obnizaja ci$nienie tetnicze 1 dziataja tonizujaco w chorobach wieku
starczego. Preparaty z czosnku stosowane sg w zakazeniach gornych drég oddechowych,
przewodu pokarmowego, miazdzycy i nadcisnieniu [Strzelecka i Kowalski, 2000; Lamer
-Zarawska i wsp., 2007]. Ponadto surowiec wykorzystywany jest jako antidotum przy
zatruciu metalami ciezkimi. Znane jest rdwniez jego oddzialywanie hepatoprotekcyjne
[Lawson, 1994]. Obecne w czosnku organiczne zwigzki siarki wykazuja wiasciwosci
antyoksydacyjne. W komoérkach watroby i nerek szczurow karmionych dieta zawierajaca
czosnek wykazano w warunkach in vitro zmniejszenie tworzenia wolnych rodnikow [Rietz
I wsp. 1995]. Istnieja prace eksperymentalne i epidemiologiczne wskazujace na
przeciwnowotworowe wilasciwosci czosnku, co wykazano w badaniach zaréwno preparatow

z czosnku jak i jego siarkowych zwigzkow [Fleischauer i wsp., 2000; Park i wsp. 2002].
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Najczgséciej badane, oczyszczone zwigzki siarkowe testowane w modelach zwierzgcych

w kierunku wtasciwos$ci przeciwnowotworowych przedstawiono w Tabeli 15.

Tabela 15. Zwiazki organiczne siarki z czosnku testowane w modelu zwierzgcym z indukowanym
rozwojem nowotworu [Wargovich, 2006]

Struktura Nazwa
CH2 = CH-CH2-S-CH2-CH = CH2 siarczek diallilu (DAS)
CH3-CH2-CH2-S-CH2-CH2-CH3 siarczek dimetylu (DPS)
CH2 = CH-CH2-S-S-CH2-CH = CH2 disiarczek diallilu (DADS)
CH3-CH2-CH2-S-S-CH2-CH2-CH3 disiarczek di-n-propylu (DPDS)
CH3-S-CH2-CH = CH2 siarczek metylu allilu (AMS)
CH3-CH2-CH2-S-CH2-CH = CH2 siarczek n-propylu allilu (APS)
CH2 = CH —-CH2-S-CH2-CH-NH2-COOH  S-allilocysteina (SAC)

Wiasciwosci chemoprewencyjne czosnku nie zostaly w pelni poznane, ale sugeruje
sig, ze moga on polega¢ na hamowaniu I fazy metabolizmu ksenobiotykow, gltownie
aktywnosci cytochromu CYP2E1 zaangazowanego w biotransformacj¢ zwiazkéw
endogennych i ksenobiotykow, w tym prokancerogendéw i nasilaniu II fazy biotransformacji
[Park i wsp. 2002; Munday, 2004]. Siarczek diallilu (DAS) moze wywiera¢ zréznicowany
wplyw na izoformy CYP450. Pomimo powszechnej popularno$ci preparatow z tego surowca
istniejg badania wskazujace na fakt, iz nieckontrolowane dawkowanie Allium sativum nie
zawsze jest bezpieczne, co przejawia si¢ zmianami nekrotycznymi w obrazie
histopatologicznym watroby 1 nerek szczurzych po podaniu wyzszych dawek surowca
[1000 mg/kg] przez okres 30 dni [Banerjee i wsp., 2001].

Badania wskazuja, ze preparaty czosnku modyfikuja parametry farmakokinetyczne
paracetamolu, obnizajg stezenie warfaryny we krwi 1 powoduja hipoglikemi¢ podczas
podawania z chlorpropamidem [Blecharz-Klin i wsp., 2005]. Sugeruje si¢, ze aktywne
sktadniki jezo6wki mogg zmienia¢ metabolizm i efektywnos¢ lekow bedacych substratami dla
CYP3A4. Preparatow z czosnku nie powinno si¢ przyjmowac z alkoholem etylowym, lekami
przeciwzakrzepowymi ze wzgledu na zwigkszanie ryzyka krwawien. Przy dlugotrwatym
zazywaniu czosnku moze dochodzi¢ do standéw hipoglikemicznych co potwierdzaja badania
Kliniczne [Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. Na podstawie dostepnej literatury mozna
wnioskowa¢ o potrzebie wykonywania badan in vivo w zakresie mozliwych interakcji
preparatow czosnku z lekami syntetycznymi oraz wptywu na metabolizm innych substratow

izoform cytochromu P450 dla prowadzenia bezpiecznej farmakoterapii.
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1.8.4. Kozlek lekarski

Surowiec pozyskany z Valeriana officinalis znalazt szerokie zastosowanie
w ziotolecznictwie gtownie ze wzgledu na wilasciwosci tagodnie uspokajajace 1 nasenne.
V. officinalis to bylina rozpowszechniona na terenach Europy i Azji nalezgca do rodziny
Valerianaceae obejmujacej ponad 250 gatunkéw. Gatunek ten uznaje si¢ za zbiorowy
i wielopostaciowy, przy czym w Polsce spotykane sa: V. exaltata i V. angustifolia.
W lecznictwie znalazly zastosowanie dwa surowce tej rosliny zbierane jesienig w drugim
roku wegetacji - ktacze i korzen koztka (Valerianae rhizoma et radix) [Strzelecka i Kowalski,
2000]. Poddany procesowi suszenia w temperaturze do 35°C surowiec zawiera ok. 0,5-1%
irydoidow o charakterze estréw - walepotriatow (m.in.: waltrat, acetowaltrat, dihydrowaltrat)
I 0,5-2% olejku eterycznego z estrami kwasu walerianowego i izowalerianowego
z eugenolem, izoeugenolem 1 borneolem stanowigce gléwne sktadniki nadajace zapach
suszonego surowca. W skladzie chemicznym wyr6znia si¢ takze monoterpeny (kamfen,
limonen, pinen, felandren), frakcj¢ seskwiterpenowa - gldwnie czynne farmakologicznie kwas
walerenowy, walerenal i waleranon oraz triterpenowy zwigzek walerozyd A i aktynidyng.
W  zalezno$ci od techniki ekstrakcji wyciagi moga zawiera¢ zrdznicowane ilosci
wymienionych zwigzkéw. Odpowiednim sktadnikom surowca zawdzigczane jest jego
dziatanie uspokajajace (walepotriaty, kwas walerenowy i olejek eteryczny) oraz rozkurczajace
miegs$nie gladkie przewodu pokarmowego, uktadu moczowego 1 obwodowych naczyn
krwionosénych (olejek, waleranon) [Strzelecka i Kowalski, 2000]. Wyciagi alkoholowe
z korzenia koztka lekarskiego sa stosowane jako §rodek uspokajajacy w stanach napigcia
nerwowego, niepokoju oraz w terapii zaburzen snu i zaburzeniach funkcjonowania uktadu
pokarmowego przy nerwicach wegetatywnych [Strzelecka i Kowalski, 2000;
Foti i Wahlstrom, 2008; Hattesohl i wsp., 2008]. Wykazano, ze izolowane walepotriaty,
wykorzystywane jako bezpieczny tagodny $rodek psychotropowy w leczeniu geriatrycznym,
maja powinowactwo do receptorow benzodiazepinowych w mézgu, co ttumaczy ich dziatanie
sedatywne i niewielkie anksjolityczne. EMEA postuluje dziatanie uspokajajgce oparte
o zahamowanie enzymoéw odpowiedzialnych za rozklad kwasu y-aminomastowego (GABA)
w os$rodkowym ukladzie nerwowym i powodujace w ten sposdb wzrost jego stezenia
w moézgu i1 obnizenia jego aktywnosci oraz dzialanie rozkurczowe wobec migéni gladkich
przewodu pokarmowego 1 w mniejszym stopniu rowniez $cian naczyn krwionos$nych

[Lamer-Zarawska i wsp., 2007].
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Istnieja  doniesienia o potencjalnych interakcjach pomigdzy produktami
zawierajagcymi kozlek lekarski i standardowa terapia oraz zwigkszaniu ryzyka dziatan
niepozadanych. Podstawe do wyjasnienia interakcji przetwordéw V. officinalis, gtownie frakcji
olejku eterycznego i standaryzowanych ekstraktow korzeni z lekami syntetycznymi stanowia
badania kliniczne nad farmakologicznymi punktami uchwytu zwigzkow Dbiologicznie
aktywnych [ESCOP, 2003]. Ze wzgledu na sedacje wywolywang przez preparaty z surowca
nie powinno si¢ ich podawac z benzodiazepinami i alkoholem. Poza tym koziek potencjalnie
wptywa na wydtuzenie dziatania srodkow anestetycznych i wspomagajacych oddziatujgcych
przez receptor GABA co moze prowadzi¢ do nasilenia dziatania depresyjnego. Koziek
lekarski poteguje dziatanie nasenne tiopentalu i pentobarbitalu [Lamer-Zarawska i wsp.,
2007]. Dane literaturowe sugeruja rowniez wpltyw preparatow zawierajacych surowiec na
aktywno$¢ izoform cytochromu P450, gtownie CYP3A4, CYP2C9 1 CYP2C19
[Foti i Wahlstrom, 2008].

1.8.5. Zielona herbata

Napary z Camellia sinensis sa powszechnie stosowanym napojem ze wzgledu na
wlasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwnowotworowe i przeciwzapalne oraz z uwagi na
dziatanie sprzyjajace utrzymaniu prawidlowej masy ciata [Yang i wsp. 2000; Foti
I Wahlstrom, 2008]. Herbata nalezy do rodziny kameliowatych (Camelliaceae) i wystepuje
w dwoch odmianach botanicznych: herbata chinska (C. sinensis) i herbata indyjska
(C. assamica). Surowcem stosowanym w lecznictwie jest sg paki i liscie Theae folium
zawierajace 1,2-4,5% kofeiny, teofiling (do 0,04%), ok. 0,2%-0,5% teobrominy, zasady
purynowe: adenine i ksantyng, garbniki katechinowe w ilosci 10%-25%, katechiny i ich
galusany, saponiny, flawonoidy - pochodne kemferolu, kwercetyny i mirycetyny oraz
niewielkie ilosci olejku eterycznego (linalol, geraniol i jasmon) [Strzelecka i Kowalski, 2000,
Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. Farmakologiczne wiasciwosci zielonej herbaty zwigzane sg
z obecnoscig flawonoidow powszechnie nazywanych katechinami o wysokiej aktywnosci
antyoksydacyjnej wykorzystywanej m.in. w profilaktyce schorzen uktadu sercowo-
naczyniowego [Foti i Wahlstrom, 2008]. Wsrod katechin wyszczegdlni¢ mozna gtéwnie
epikateching (EC), epigallokateching (EGC) oraz galusan epigallokatechiny (EGCG) [Frel
I Higdon, 2003; Lu i wsp., 2003]. Napar z zielonej herbaty jest sktadem zblizony do sktadu
swiezych lisci i zawiera 30-42% katechin (w tym gtownie EGCG-11%, EC-10%, ECG-2%
i EGC-2%), flawonole (5-10%), metyloksantyny 7-9% (w tym gtéwnie kofeina 3-5%,
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teobromina, 0,1% i teofilina 0,02%), taning (4-6%), teogaling (2-3%), kwas chinonowy
(2%), biatka (1%), zwiazki mineralne (10%), oraz substancje lotne stanowigce ponizej
0,1% w statym ekstrakcie. Ponadto zawiera rowniez niewielkie ilosci innych polifenoli takich
jak procyjanidyny i depsydy a takze mikroelementy (glin, mangan, miedz, potas, wapn
I fluor) [Ostrowska, 2008]. Najwazniejszg substancjg czynng herbaty chinskiej wydaje si¢ by¢
galusan epigallokatechiny (EGCG), ktéremu przypisuje si¢ wiele dziatan farmakologicznych,
w  tym  przeciwmiazdzycowe,  antycholesterolowe,  przeciwnowotworowe  oraz
przeciwgenotoksyczne. Ze wzgledu na wilasciwosci zielona herbata stosowana jest, obok
schorzen uktadu krazenia, w chorobach neurodegeneracyjnych moézgu, cukrzycy typu II
1 profilaktyce miazdzycy. Potwierdzono bowiem, ze dlugotrwate spozycie katechin moze
korzystnie wptywa¢ na profil lipidowy 1 hamowanie otyloSci zwigzanej z dieta
wysokottuszczowa. Ze wzgledu na wilasciwosci antyoksydacyjne surowiec zalecany jest
réwniez do stosowania w chorobie nowotworowej. Szereg badan in vivo i in vitro wskazuje
na chemoprewencyjne wlasciwosci katechin zawartych w surowcu i jego przetworach oraz
dziatania antyproliferacyjnego w komorkach hepatoma [Hasegawa i wsp., 1995; Qin i wsp.,
2000]. W farmacji surowiec wykorzystywany jest jako zrddlo kofeiny 1 garbnikow
o wiasciwosciach $ciggajacych. Wsrdd interakcji wymienia si¢ obnizanie wchlaniania
alkaloidéw typu morfiny, antydepresantow i neuroleptykéw poprzez laczenie si¢ garbnikow
herbaty z substancjami zawierajacymi w swojej czasteczce azot [Lamer-Zarawska i wsp.,
2007]. Istnieje rowniez prawdopodobienstwo modulacji procesu biotransformacji
ksenobiotykoéw z udziatem izoenzymoéw cytochromu P450. Z tego wzgledu zielona herbata
i jej katechiny stajg si¢ przedmiotem badan w modelu zwierzgcym i w systemie in vitro
zmierzajacych do oceny warunkow w jakich moze dos$¢ doj$¢ do zmiany aktywnosci

wspomnianych enzymoéw.

1.8.6. Dziurawiec zwyczajny

Hypericum perforatum to wystepujaca na terenach zachodniej Azji, Chinach, Ameryce
Pétnocnej i Afryce oraz Srodkowej Europie, réwniez w Polsce, bylina z rodziny
Hypericaceae. Ziele dziurawca zwyczajnego (Hyperici herba) w postaci mtodych pedow
zbieranych dwukrotnie w ciggu roku, stanowi surowiec wchodzacy w sklad
najpopularniejszych preparatow leczniczych oraz medycyny alternatywnej stosowanych
glownie w tagodnych i umiarkowanych stanach depresyjnych [Foti i Wahlstrom, 2008].

Wyciag z surowca stanowi mieszaning zroznicowanych sktadnikow biologicznie czynnych,
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wsrod ktorych wyrdznia si¢ zwigzki antranoidowe: hiperycyng i jej pochodne - hiperforyng,
glikozydy flawonoidowe: hiperozyd, rutozyd, kwercetyne, ksantony, garbniki katechinowe
oraz fenolokwasy (kwas kawowy i chlorogenowy) a takze olejek eteryczny i fitosterole
[Strzelecka i Kowalski, 2000; Bagdonaite i wsp., 2012]. Sktad surowca a takze sposob
przygotowywania ekstraktéw wplywa na koncowa zawarto$§¢ zwiazkow aktywnych oraz
wielokierunkowe dziatanie farmakologiczne.

Wyciagi olejowe Ilub alkoholowe a takze sproszkowane ziele dziurawca
charakteryzujace si¢ wysokg koncentracja hiperycyny, pochodnych ksantonu i floroglucyny,
wykazuja dzialanie uspokajajace i tagodne przeciwdepresyjne w zwiagzku z czym zalecane s3
w okresie klimakterium, w niepokoju nerwowym i stanach Igkowych [Strzelecka i Kowalski,
2000; Lamer-Zarawska i wsp, 2007]. Wodne wyciagi z ziela zawieraja gtownie glikozydy
flawonoidowe, fenolokwasy 1 garbniki katechinowe, ktéore odpowiadaja za S$ciagajacy
1 spazmolityczny wplyw na migénie gladkie przewodu pokarmowego, zodlciowego
1 moczowego, co thumaczy ich stosowanie w chorobach watroby i zaburzeniach wydzielania
sokow trawiennych, skurczach jelit 1 wzdeciach, dyskinezie drég zoélciowych, w zastojach
krazenia obwodowego 1 lamliwo$ci naczyn krwiono$nych oraz pomocniczo w kamicy
z6kciowej 1 moczowej [Strzelecka i Kowalski, 2000; Lamer-Zarawska i wsp, 2007]. Badania
farmakologiczne wykazaty poprawg sprawno$ci psychicznej, zwigkszenie zdolno$ci
koncentracji 1 obnizenie objawow hipochondrycznych po kilku tygodniach zazywania
wyciggu z dziurawca [Foti i Wahlstrom, 2008]. W analizach tych potwierdzono wptyw
zwigzkéw aktywnych ziela H. perforatum na receptory pre- i postsynaptyczne a takze
metabolizm neurotransmiterow [Bladt i Wagner, 1993]. Jednocze$nie wykazano, ze za
korzystne efekty w leczeniu depresji i standw lekowych odpowiada glownie hiperycyna
bedaca potencjalnym inhibitorem wchlaniania zwrotnego serotoniny, norepinefryny
i dopaminy poprzez hamowanie monoaminooksydazy (MAQO) i katecholo-O-
metylotransferazy (COMT) [Foti i Wahlstrom, 2008; Strzelecka i Kowalski, 2000].
Zewngtrznie napary z surowca s3 stosowane na trudno gojace si¢ rany, oparzenia
i odmrozenia oraz w zapaleniu dzigsel, gardta i jamy ustnej [Lamer-Zarawska i wsp, 2007].

Podawanie wyciagu z dziurawca moze generowac interakcje farmakologiczne, ktorych
mechanizm nie zostat dotychczas w peini wyjasniony. Wsrdd interakcji farmakologicznych
w fazie farmakodynamicznej wskazuje si¢ na ryzyko rozwoju zespotu serotoninowego przy
jednoczesnym podawaniu wyciggdw z dziurawca wraz z selektywnymi syntetycznymi
inhibitorami zwrotnego wchtaniania serotoniny, w tym paroksetyny, sertraliny, wenlafaksyny.

Istotne klinicznie sg ujemne interakcje z lekami nasercowymi i doustnymi lekami
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przeciwzakrzepowymi:  digoksyna 1 warfaryng, z lekami immunosupresyjnymi
(cyklosporyng), przeciwastmatycznymi (teofiling), antykoagulacyjnymi (fenprokumonem)
i lekami przeciwpadaczkowymi. Dziurawiec zwyczajny przyjmowany w dawce dobowej
300 mg przez 4 tygodnie oraz w wyzszych iloSciach obniza stgzenie leku
Immunosupresyjnego o waskim indeksie terapeutycznym - cyklosporyny A w osoczu ponizej
efektywnego zakresu terapeutycznego. Preparaty tworzone z surowca moga tez nasilaé
dziatanie oraz farmakokinetyke doustnych $rodkéw antykoncepcyjnych [Lamer-Zarawska
i wsp, 2007]. Badania kliniczne wskazuja ze preparaty zawierajgce w sktadzie dziurawiec
moga wpltywaé na efekt terapeutyczny oraz profil bezpieczenstwa lekéw syntetycznych na
zasadzie interakcji z lekami antydepresyjnymi, przeciwpadaczkowymi, jak réwniez
z cytostatykami [Ozarowski i Mrozikiewicz, 2004]. EMEA sugeruje, ze sktadniki
stosowanych powszechnie wyciggéw z dziurawca moga powodowaé nie tylko wzrost
aktywnos$ci izoform cytochromu P450 ale by¢ moze aktywowaé receptory komorkowe
zwigzane z transportem i metabolizmem lekow w organizmie [Lamer-Zarawska i wsp, 2007].
Wobec tego znaczna liczba prac zarowno in vitro jak i in vivo koncentruje si¢ wokot
obserwacji potencjalnego wplywu dlugotrwatego i systematycznego stosowania wyciggow
Hypericum perforatum w interakcjach lekowych na poziomie biotransformacji
ksenobiotykoéw z udziatem CYP450 poprzez nasilanie aktywno$ci uktadu enzymatycznego

cytochromu P450, w tym roéwniez izoenzymu CYP1A2, 3A4 i 2C9 [Foti i Wahlstrom, 2008].

1.8.7. Milorzab dwuklapowy

Preparaty pozyskiwane na bazie wyciggu Ginkgo biloba sg najpopularniejszymi
suplementami diety na rynku [Tada i wsp., 2008]. Mitorzgb dwuklapowy (japonski) jest
nagonasiennym drzewem z rodziny Ginkgoaceae w stanie dzikim wystepujacym na terenie
wschodnich Chin, uprawianym w Azji, Ameryce Pn., Nowej Zelandii i Europie, rowniez
w Polsce. Surowcem farmaceutycznym sa liscie milorzebu dwuklapowego, z ktorych
przygotowuje si¢ wyciggi wodno-alkoholowe standaryzowane na zawarto$¢ frakcji
flawonoidowej i terpenowej. Ginkgo folium jest czesto stosowany gtéwnie ze wzgledu na jego
wlasciwosci przeciwutleniajace i neuroprotekcyjne [Foti i Wahlstrom, 2008]. Komercyjnie
w Niemczech dostepny jest ekstrakt EGb 761 1 LI 1370, natomiast w Europie stosowany jest
wycigg GBE z oznaczong zawarto$cig flawonoidow - 0,5-1,8% glikozydow flawonoidowych
oraz terpenow (ginkgolidy - 0,06%-0,23%, bilobalid - 0,26%) [Strzelecka i Kowalski, 2000].

Surowiec zawiera, stanowigce jedng z frakcji czynnych, terpenoidy, a wsrod nich laktony
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diterpenowe (ginkgolidy A, B, C, J i M), laktony seskwiterpenowe (bilobalid A, elemol
I eudesmol), monoterpeny (p-cymen, jonon), steroidy, flawonoidy wsérdd ktérych zaznacza si¢
obecno$¢ flawonoli - glikozydowych i estrowych pochodnych kwercetyny, kemferolu
i izoramnetyny oraz charakterystyczne dla tego surowca biflawonoidy - amnetoflawon,
bilobetyne i ginkgetyng¢; pochodne katechiny, proantocyjanidyny; kwasy thuszczowe, lipidy,
kwasy alifatyczne i hydroksykwasy oraz ginol, ginon i kwasy ginkgolowe [Strzelecka
i Kowalski, 2000; Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. Dziatanie farmakologiczne wyciggow
mitorz¢gbowych uwarunkowane jest obecnoscig flawonoidow, terpendw i proantocyjanidyn.
Wyciagi z liscia wykazuja wielokierunkowe wlasciwos$ci terapeutyczne - usprawniajg
obwodowe krazenie krwi poprzez zmniejszanie napi¢cia S$cian naczyn krwiono$nych
1 zwigkszenie ich elastyczno$ci dzigki wilasciwosciom flawonoidow, katechin
I proantocyjanidyn. Surowiec wykazuje rowniez dziatanie przeciwagregacyjne a ginkgolidy
zmniejszaja lepkos¢é krwi. Zwiazki polifenolowe surowca (flawonoidy, proantocyjanidyny,
katechiny) posiadajg silne wlasciwosci antyoksydacyjne przez co zmiataja wolne rodniKi
nadtlenkowe [Strzelecka i Kowalski, 2000; Nowak, 2009a]. Ginkgolidy i flawonoidy
spowalniaja degeneracje tkanki nerwowej a bilobalid dziata ochronnie na ostonki mielinowe
[Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. Wyciagi oraz preparaty z liSci mitorzgbu stosowane sg
w leczeniu chordéb naczyn krwiono$nych, zaburzen obwodowego krazenia krwi, zaburzen
neurologicznych i  degeneracyjnych [Strzelecka i Kowalski, 2000]. Wyniki badan
eksperymentalnych potwierdzaja, ze zwiazki aktywne surowca i wyciag wplywaja na
receptory cholinergiczne i a-adrenergiczne, hamuja wychwyt zwrotny choliny w hipokampie,
poprawiajg pami¢¢ 1 koncentracj¢ [Nowak, 2009a]. W zwiazku z powyzszym, we
wskazaniach wymienia si¢ gltownie zespoly otgpieniowe z zaburzeniami pamigci,
w niewydolno$ci naczyn mozgowych i krazenia w konczynach dolnych oraz dysfunkcji
osrodkowego uktadu nerwowego. W krajach europejskich wyciag z surowca jest klinicznie
wykorzystywany w niewydolno$ci mozgowej, demencji naczyniowej, chromaniu
przestankowym, zaburzeniach rownowagi i chorobie Alzheimera [Tada, 2008].

Wsréd interakcji wymienia si¢ mozliwo$¢ krwawien podczas stosowania wyciagu
z kwasem acetylosalicylowym. Ze wzgledu na przeciwzakrzepowe wtasciwos$ci nie poleca si¢
stosowania Ginkgo biloba z innymi czynnikami o takich wiasciwo$ciach jak warfaryna
I aspiryna [Foti i Wahlstrom, 2008]. Dodatnie interakcje obserwowane sa przy jednoczesnym
podawaniu z cyklosporyng A prowadzace do obnizenia jej neurotoksycznosci
[Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. Interakcje farmakodynamiczne mogg wystapi¢ réwniez

podczas jednoczesnego przyjmowania tego surowca z innymi preparatami roslinnymi
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o wlasciwosciach przeciwzakrzepowych takich jak czosnek i1 zen-szen [Foti i Wahlstrom,
2008]. Dane pochodzace z badan in vitro sugeruja rowniez interakcje preparatow Ginkgo
biloba na ctapie biotransformacji ksenobiotykow przejawiajgce si¢ zmianami aktywnos$ci
izoform cytochromu P450 [Chang i wsp., 2006a; Chang i wsp., 2006b; Foti i Wahlstrom,
2008]. Sugeruje sie, ze frakcja terpenoidowa popularnego ekstraktu EGb 761 hamuje
CYP2C9 podczas gdy flawonoidy tego wyciggu obnizaja aktywnos¢ CYP2C9, CYP1A2,
CYP2E1 i CYP3A4 [Gaudineau i wsp., 2004].

1.8.8. Zen-szen

Jednymi z najpopularniejszych produktow ziotowych stosowanych przez
amerykanskich i azjatyckich konsumentow sa preparaty Panax ginseng. Wyrdznia si¢ kilka
gatunkow zen-szenia, w tym Panax ginseng C.A. Meyer (nazywany azjatyckim) pochodzacy
gtownie z Korei i wschodnich Chin oraz Panax quinquefolius L. (zen-szen
potnocnoamerykanski) z Kanady [Chang, 2002]. Zen-szen nalezy do rodziny araliowatych
(Araliaceae) zasiedlajacych tereny Azji, Neapolu, Azji i Ameryki Pn. W celach leczniczych
powszechnie wykorzystywany jest korzen Ginseng radix oraz korzen z zielem - Ginseng
radix cum herba [Strzelecka i Kowalski, 2000; Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. Liczne
badania, w tym rowniez kliniczne, dotyczace aktywnosci farmakologicznej przetwordw
z surowca, ugruntowaty pozycje korzeni zen-szenia w lecznictwie. Z surowca pozyskiwanego
z 4-6 letnich ro$lin wyizolowano i opisano okoto 200 substancji. Radix Ginseng
charakteryzuje si¢ zawartoscig 0,5-12% steroidowych saponin triterpenowych - pochodnych
damaranu nazywanych ginsenozydami, stanowigcymi gléwny zwigzek czynny surowca lub
wyciagu, 0,5% olejku eterycznego, w sktad ktorego wchodzg gldwnie seskwiterpeny - elemen
1 eremofilen, alkoholi (panaksydol, panaksynol, panaksy triol), aminokwasow (arginina,
cysteina, tyrozyna, kwas alfa-aminomastowy), peptydéw, choliny, kwasow fenolowych,
polisacharydéw i flawonoidow [Strzelecka i Kowalski, 2000; Lamer-Zarawska i wsp., 2007].
Wséréd  zwiazkéw  flawonoidowych  Zen-szenia wymieniane s3: kemferol, 3-O-
glukogalaktozyd kemferolu oraz 3-O-galaktozyd kemferolu (tzw. trifoliny). Dziatanie
lecznicze P. ginseng wynika glownie z zawarto$ci oraz wzajemnych proporcji ginsenozydow,
gdyz kazdy z nich jest odrgbnym sktadnikiem aktywnym wywierajacym swoisty, niekiedy
przeciwstawny do pozostatych, a takze wielokierunkowy efekt [Wolski i wsp., 2008]. Profil
ginsenozydow jest charakterystycznym markerem surowca 1 zalezy od wieku 1 czgsci rosliny.

Dotychczas opisano okoto 50 ginsenozydow, ktére charakteryzujga si¢ roznorodnoscia
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strukturalng odpowiadajaca za zréznicowanie efektéw farmakologicznych, w tym za dziatanie
adaptogennie, psychostymulujace i zwigkszajace wydolno$¢ fizyczng organizmu. Z punktu
widzenia struktury chemicznej ginsenozydy mozna podzieli¢ ze wzgledu na typ aglikonu co

przedstawiono w Tabeli 16.

Tabela 16. Wybrane ginsenozydy w zalezno$ci od rodzaju aglikonu [Wolski i wsp., 2008]

Rodzaj aglikonu Ginsenozyd
Ral, Ra2, Ra3

Rbl, Rb2, Rb3

Rc, Rd, Rg3, Rh2

Rs1, Rs2, Rs3

m-Rb1, m-Rb2

m-Rc, m-Rd, F2

Re, Rf

20-gluko-Rf

Rgl, Rg2

Rh1l

Notoginsenozyd R2

F1

Ro

Chikusetsaponina IVa
Pseudoginsenozyd F11
Pseudoginsenozyd RT2
24(S)-Pseudoginsenozyd F11
Pseudoginsenozyd RT4

Pochodne 20(S)-protopanaksadiolu

Pochodne 20(S)-protopanaksatriolu

Pochodne kwasu oleanolowego,

Pochodne ocotillolu

Uznaje sig, ze ginsenozydy Rb;, Rb, oraz Rc stymuluja receptory GABA, przez co wywieraja
depresyjny wplyw na funkcjonowanie modzgu, co przejawia si¢ dziataniem
antypsychotycznym, uspokajajagcym, nasennym i przeciwlgkowym. Natomiast ginsenozydy
Rg: dziataja psychostymulujaco [Wolski i wsp., 2008; Nowak, 2009b]. Wspotczesne badania
wykazuja wlasciwo$ci immunostymulujace saponin Zen-szenia, co potwierdzaja obserwacje
wzrostu wytwarzania limfocytow typu T, komorek NK 1 interleukiny I. Stosowane
w lecznictwie wyciagi lub sproszkowany korzen obnizaja poziom cholesterolu, podnosza
cisnienie krwi przez zwigkszenie poziomu adrenaliny i noradrenaliny w surowicy krwi,
podnoszg poziom dopaminy i noradrenaliny w pniu mdzgu i obnizaja zawarto$¢ serotoniny.
Badania na zwierzgtach wskazuja na dzialanie parasympatykotoniczne, przeciwbolowe
I przeciwgorgczkowe, hepatoprotekcyjne, przeciwmiazdzycowe, immunomodulujgce
i przeciwutleniajace [Strzelecka i Kowalski, 2000; Lamer-Zarawska i wsp., 2007]. W oparciu
o dostgpne badania kliniczne, monografie ESCOP i WHO mozna uznaé, ze zen-szen jest

stosowany w celach tonizujacych, rekomendowany w celach zwalczania zmeczenia,
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wzmacniania systemu immunologicznego, poprawy wytrzymalo$ci fizycznej 1 stymulacji
apetytu [Chang, 2002; Nowak 2009b]. Mechanizm dziatania zen-Szenia nie jest znany, ale
wykazuje pozytywny wpltyw na proces uczenia si¢, pami¢¢ i nastroj, funkcje uktadu krazenia,
funkcje neuroendokrynne, metabolizm weglowodanow, lipidow oraz funkcje uktadu
odpornosciowego [Chang, 2002]. Wykazano réwniez wplyw na synteze¢ prostaglandyn
1 zdolno$ci przystosowawcze organizmu do zmiennych warunkéw §rodowiska, przy czym nie
wszystkie te dzialania potwierdzono w badaniach klinicznych. U o0s6b starszych preparaty
zawierajace surowiec wpltywaja na poprawe koncentracji i pami¢¢ oraz opozniaja procesy
starzenia [Strzelecka i Kowalski, 2000]. Doustne przyjmowanie wyciaggu zen-szenia obniza
zasi¢g indukowanego przez podanie DMBA rozwoju nowotworu pluc i skéry u myszy.
Nalezy nadmieni¢, iz metabolizm tego weglowodoru katalizowany jest przez enzymy
z rodziny CYP1 cytochromu P450 a potencjalny mechanizm ochronny moze wynikac
z hamowania aktywnosci tych izoform [Chang, 2002].

Odnotowano interakcje zen-szenia z warfaryng i inhibitorem monoaminooksydazy
- fenelzyng. W wyniku interakcji z warfaryna, heparyng, aspiryng i innymi antykoagulantami
moze mie¢ miejsce nasilenie ich dzialania. U zwierzat Zef-szen zwigksza aktywno$¢
dehydrogenazy alkoholowej i1 aldehydowej co podwyzsza klirens alkoholu. Surowiec
przyjmowany ze stymulantami moze by¢ przyczyna tachykardii lub nadci$nienia. Dobowo
sugeruje si¢ przyjmowanie dawki jednorazowej lub w czesciach 80-350 mg wyciagu. Wedtug
Komisji E doustnie dobowo 1-2 g sproszkowanego surowca [Lamer-Zarawska i wsp., 2007].
Wyniki pochodzace z badan klinicznych wykorzystujacych wyciagi zen-szenia sa sprzeczne.
Istniejg doniesienia o obnizeniu wtasciwosci przeciwzakrzepowych warfaryny u ochotnikéw
stosujacych w diecie ten surowiec [Rosado, 2003; Foti i Wahlstrom, 2008]. Inne wyniki prac
zespotu Hu i wsp. (2005) pozostaja w opozycji do powyzszych wskazujac na brak wptywu na
procesy farmakokinetyczne i farmakodynamiczne podczas jednoczesnego przyjmowania
Panax ginseng [Hu i wsp., 2005]. Ponadto stosowanie zen-szenia tgczenie z kofeing moze
indukowac¢ stan nadmiernego pobudzenia [Nowak, 2009b].

W badaniach in vitro z zastosowaniem zaré6wno ekstraktu jak i calkowitych saponin
wykazano efekt modulacji wybranych izoform cytochromu P450, jednak nie jest on

sprecyzowany w warunkach in vivo.
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2. CELE PRACY

1. Ocena poziomu transkrypcji genéw CYP1A2 i CYP2E1 kodujacych enzymy I fazy
metabolizmu ksenobiotykow w modelu in vivo pod wptywem standaryzowanych

ekstraktéw z roslin leczniczych.

2. Analiza poziomu mRNA genu AHR czynnika transkrypcyjnego CYP1A2

w grupach zwierzat otrzymujacych standaryzowane wyciagi roslinne.

3. Okreslenie istotnych réznic pomigdzy S$rednimi analizowanych grup celem
oszacowania zwigzku pomiedzy iloscig transkryptu CYP1A2 a poziomem ekspresji

czynnika AhR.

4. Proéba okreSlenia ryzyka zmian metabolizmu substratow badanych izoform, w tym
wystapienia potencjalnych interakcji, w oparciu o analize¢ molekularnych
mechanizméw regulacji  aktywnosci CYPIA2 i1 CYP2El pod wplywem

zastosowanych substancji roslinnych.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Materialy

3.1.1. Bufory

e bufor do nanoszenia probek DNA: 30% glicerol, 0, 25% barwnika Bromophenol blue
e TBE 10 x stezony: 88 mM TRIS, 89 mM kwas borowy, 2 mM EDTA

3.1.2. Roztwory i odczynniki

e agaroza (ABO, Fermentas, Litwa)

e alkohol etylowy 75% (POCh, Polska)

e [-naftoflawon (Sigma, USA)

e bromek etydyny (10 mg/ml), (Sigma, USA)

e chloroform (POCh, Polska)

e cymetydyna (Sigma, USA)

e DEPC (Sigma, USA)

e dietyloditiokarbaminian (Sigma, USA)

e EDTA (POCh, Polska)

e izoniazyd (Sigma, USA)

e izopropanol (POCh, Polska)

e kwas borowy (Sigma, USA)

e marker wielko$ci KBL (1kb DNA Ladder, Fermentas, Litwa)

e polimeraza Taq (Fermentas, Litwa)

e TEMED (Sigma, USA)

e TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostic, Niemcy)

e TRIS base (Sigma, USA)

e zestaw Fast Start DNA Master Sybr Green | (Roche Diagnostic, Niemcy)
e zestaw SuperScript First Strand Synthesis System (Invitrogen, USA)
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3.1.3. Aparatura i sprzet laboratoryjny

e aparat do elektroforezy poziomej (BioRad, USA)

e aparat do ilo$ciowej reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy)

e homogenizator tkankowy Power Gen 125 (Fisherbrand, Fisher Scientific, USA)

e komora laminarna Herasafe KS (Kendro, Niemcy)

e komora PCR UV-CLEANER UVC/T-M-AR (Biosan, USA)

e pipety nastawne (Eppendorf, USA; Labmate, Wielka Brytania)

e spektrofotometr BioPhotometer (Eppendorf, USA)

e system wizualizacji i analizy obrazu UV: UVI-KS4000/Image PC
(System Biotech Molecular Biology Instruments, USA)

e termomikser Compact (Eppendorf, USA)

e termocykler PTC 200 (MJ Research, USA)

e waga elektroniczna WPE 600 (Radwag, Polska)

e wiréwka Centrifuge 5415D/R (Eppendorf, USA)

e wirowka MiniSpin (Eppendorf, USA)

e worteks WL-1 (Biomix, Polska)

e wytwornica lodu ptatkowego iShin IF 300-150 (Biocom, USA)

e zamrazarka niskotemperaturowa Joun VXE 380 (Kendromed, Polska)

3.1.4. Material biologiczny

3.1.4.1. Standaryzowane preparaty roslinne

W  ramach eksperymentu analizujacego wplyw standaryzowanych preparatow
ro$linnych na poziom transkrypcji wybranych izoform cytochromu P450 z wykorzystaniem
zwierzat modelowych (szczur), na ktory uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej
nr 43/2005, zgromadzono nastgpujacy material roslinny o zdefiniowanej zawarto$ci
wybranych  zwigzkow  biologicznie  aktywnych  pozyskany od  wymienionych
producentéw/dostawcow:

e plynny wyciag z ziela jezéwki purpurowej (Echinacea purpurea) o zawartos$ci

zwiazkow polifenolowych w przeliczeniu na kwas kawowy 3,7%
(Phytopharm Klgka S.A.);
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e suchy wyciag z nasion soi zwyczajnej (Glycine max) o zawartosci 37% izoflawonow

w przeliczeniu na genisteing (RP-HPLC-DAD, detekcja przy 262 nm),
(Pierre Fabre Sante, Francja);

e granulat czosnku pospolitego (Allium sativum) o zawartosci 0,81% allicyny,
(met. Ph.Eur.V) (PZZ Herbapol S.A., Poznan);

e suchy wycigg alkoholowy z korzenia koztka lekarskiego (Valeriana officinalis)

o zawartosci 0,82% sekswiterpenéow w przeliczeniu na kwas walerenowy (HPLC)
zgodnie z Farmakopeg Francuskg X (Phytopharm Klgka S.A.);

e suchy wyciag z lici zielonej herbaty (Camellia sinensis) o zawartosci 61,0% katechin
i 0,1% kofeiny (HPLC) (TTD International, Australia);

e suchy wycigg alkoholowy z ziela dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum)

o zawartosci hiperycyny 0,3% i hiperforyny 0,61% (HPLC),
(Phytopharm Kleka S.A.);

e suchy wycigg alkoholowy z liSci mitorzebu dwuklapowego (Gingko biloba)

o zawartos$ci 24,5% glikozydow flawonolowych; 13,0% laktonow terpenowych
(Ginkgolidy A+B+C+Bilob.) i 5ppm kwasu ginkgolowego, (Martin Bauer S.p.A.);

» suchy wyciag alkoholowy z korzenia zen-szenia (Panax ginseng) o zawarto$ci 27,1%

ginsenozydow w przeliczeniu na Rgl (Phytopharm Kleka S.A).

W zwigzku z tym, ze sktad ekstraktéw zalezy, obok czynnikow zwigzanych z surowcem,
rowniez od metody ekstrakcyjnej oraz jej warunkow, przeprowadza si¢ proces standaryzacji.
Doprowadza on przetwor roslinny lub produkt leczniczy roslinny do okreslonej zawarto$ci
sktadnika lub grupy sktadnikéw o znanej aktywnos$ci terapeutycznej odpowiednio przez
dodanie substancji pomocniczych lub przez zmieszanie przetwordw ro$linnych
[Rozporzadzenie MZ, 11.08.2005r.].

3.1.4.2. Zwierzeta doSwiadczalne

Badania wykonano na zwierzetach laboratoryjnych - samcach szczura szczepu Wistar
o masie ciala 220-250 ¢, pochodzacych z punktu Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych
w Brwinowie. Zwierzeta przetrzymywano w zwierzetarni Katedry 1 Zakladu Farmakologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, w plastikowych klatkach, w pomieszczeniach
o temperaturze ok. 20°C i wilgotnosci 60% z 12-to godzinnym cyklem o$wietleniowym.

i karmiono standardowa pasza oraz udostepniono wod¢ ad libitum. Po zakonczeniu fazy
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doswiadczalnej szczury poddano dekapitacji a nastepnie, po pobraniu materiatu biologicznego

wykorzystanego w pracy, oddano do utylizacji.

3.2. Metody

3.2.1. Procedura projektu badawczego z wykorzystaniem modelu in vivo

Procedura doswiadczalna przebiegata zgodnie z wustawg o ochronie zwierzat
(Dz. U. 97.111.724, 1997). Na przeprowadzenie do$wiadczenia na zwierzetach uzyskano
zgode Lokalnej Komisji Etycznej nr 43/2005. Po trwajacym 14 dni okresie aklimatyzacji
zastosowane w pracy zwierzeta doswiadczalne podzielono losowo na grupy o liczebnosci
10 sztuk kazda. Ze wzgledu na liczebno$¢ prob doswiadczenie przeprowadzone zostato
w dwoch seriach. Czeg$¢ farmakologiczng badan wykonano w Katedrze 1 Zaktadzie
Farmakologii UM w Poznaniu. W pierwszej czesci eksperymentu zwierzeta otrzymywaty
syntetyczne substancje o charakterze induktorow i inhibitorow aktywno$ci badanych
enzymow watrobowych CYP450 dla ustalenia modelu wzorcowego indukcji badZ inhibicji.
Model ten mial postuzy¢ jako punkt odniesienia do stosowanych w drugim etapie preparatow
roslinnych. Kazda z grup zwierzat otrzymata przez okres 3 lub 10 dni jedna sposrod
wymienionych w Tabeli 17. substancji syntetycznych (wzorcowych) w opisanej dawce.

Tabela 17. Zestawienie dawek preparatow syntetycznych uzytych w doswiadczeniu

Nazwa preparatu Dawka/droga podania
Induktory
B-naftoflawon (CYP1A2) 100 mg/kg/ i.p.
Izoniazyd (CYP2E1) 150 mg/kg/ i.p.
Inhibitory
Cymetydyna (CYP1A2) 100 mg/kg/ p.o.
Dietyloditiokarbaminian (CYP2E1) 200 mg/kg/ i.p.

Cymetydyna podana zostala dozoladkowo (p.o.), natomiast pozostale preparaty
dootrzewnowo (i.p.). Przygotowanie dawek i ustalenie drogi podania poprzedzono
przegladem literatury w zakresie badan in vivo z zastosowaniem wymienionych substancji
oraz konsultacjami ze specjalista w zakresie farmakologii. Wytypowano dawki syntetykow,
przy ktorych wykazuja one efekt farmakologiczny pod wzgledem modulacji ekspresji

analizowanych enzymow.
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W drugiej cze$ci doswiadczenia losowo wydzielone grupy zwierzat otrzymywaly
jeden sposréd wymienionych w Tabeli 18. preparatow roslinnych przez 3 lub 10 dni

w jednorazowej dawce dobowej przypisanej ponize;.

Tabela 18. Zestawienie dawek preparatow roslinnych uzytych w doswiadczeniu

Nazwa rosliny Zastosowane dawkowanie
Echinacea purpurea 50 mg/kg, p.o.
Glycine max 100 mg/kg, p.o.
Allium sativum 250 mg/kg, p.o.
Valeriana officinalis 300 mg/kg, p.o.
Camellia sinensis 300 mg/kg, p.o.
Hypericum perforatum 300 mg/kg, p.o.
Gingko biloba 200 mg/kg, p.o.
Panax ginseng 30 mg/kg, p.o.

Zwierzgta utrzymywano W pozycji poziomej i podawano preparat za pomoca
metalowej sondy. Dawki ustalono na podstawie przegladu doniesien literaturowych oraz
konsultacji z farmaceutami, adekwatnie do najczesciej stosowanych i wykazujacych efekty
farmakologiczne. Przy okreslaniu dawek uwzglgdniono zachowanie mozliwosci ekstrapolacji
wynikow pozyskanych z eksperymentu na cztowieka. Rownolegle, zaréwno dla pierwszej jak
i drugiej czesci doswiadczenia, wydzielono grupy zwierzat kontrolnych karmionych
standardowg dietg przez okres odpowiednio 3 1 10 dni.

Po uplywie 16h od podania ostatniej dawki preparatu zwierzgta poddano dekapitacji
a nastgpnie wypreparowano prawe platy watroby, ktére zamrozono w cieklym azocie
(-196°C) a nastgpnie w temperaturze -80°C. Material biologiczny w postaci tkanki
watrobowej szczegdtowo oznakowano dla wykluczenia btedu laboratoryjnego na pierwszych
etapach badan. Ilo§¢ zgromadzonej tkanki umozliwiata wykonanie powtdrzen analiz. Z tkanki
otrzymano wysokiej jakoSci RNA, a nastgpnie zoptymalizowano procedur¢ odwrotnej
transkrypcji z uzyciem odpowiednich odczynnikéw. Dalsze prace nad ilo§ciowym pomiarem
poziomu ekspresji genow badanych izoenzymoéw wykonano w Zakladzie Farmakologii
1 Biologii Do$wiadczalnej oraz w Zakltadzie Badania Jako$ci Produktow Leczniczych

1 Suplementow Diety Instytutu Wiokien Naturalnych i Roslin Zielarskich w Poznaniu.
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3.2.2. Izolacja calkowitego RNA z tkanki watrobowej

Izolacje catkowitego komorkowego RNA z pobranych tkanek przeprowadzono
z uzyciem odczynnika TriPure Isolation Reagent (Roche) wedlug zmodyfikowanej metody
Chomczynskiego i Sacchi. W tym celu wykorzystano 20 mg tkanki pobranej z organu
w jatowych warunkach a nast¢pnie material biologiczny zalano 1 ml odczynnika TriPure oraz
poddano homogenizacji mechanicznej przez okoto 1 min w celu precyzyjnego zawieszenia
komorek watroby w tym odczynniku. Nastepnie do zawartosci probéwek dodano chloroform
w objetosci rownej 1/5 objetosci odezynnika TriPure (200 pl) i probowki wytrzasano przez
ok. 15 s a nastepnie inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 min, po czym ponownie
intensywnie wytrzasano przez 15 s i wirowano w warunkach 12 000 x g, 4°C przez okres
15 min. Nastepnie zebrano gorng fazg w ilosci ok. 600 ul (objetos¢ zebranej fazy stanowita
ok. 60% objetosci podanego TriPure) w ktorej znajdowat si¢ RNA, przeniesiono do $wiezej
probowki i podano do niej izopropanol w stosunku objetosciowym 1:1. Zawarto$¢ probowek
zmieszano i umieszczono na czas 30 min w temperaturze -80°C. Po rozmrozeniu probowki
z zawartos$cig poddano wirowaniu w warunkach 4°C, 12 000 x g przez 10 min. Nastepnie
usuni¢to supernatant, a osad RNA ptukano jednokrotnie w 1 ml 75% etanolu przygotowanego
z uzyciem wody dejonizowanej 1 autoklawowanej w  obecnosci DEPC
(Iml etanolu na Iml uzytego TriPure), worteksowano 1 min i pozostawiono na lodzie
w celu 2-3 min inkubacji. Tak przygotowane proby wirowano przez okres 5 min,
w warunkach 7500 x g, 4°C, po czym usuni¢to etanol pod komorg laminarng, gdzie
pozostawiono proby RNA w celu ich wysuszenia na okres 15 min. Po tym czasie do
probowek podano 100 pl wody wolnej od RNaz i w celu pelnego rozpuszczenia RNA
probowki umieszczono w termobloku w temperaturze 65°C na czas 5 min. Po uptywie
inkubacji proboéwki z zawarto$cig wymieszano 1 zwirowano a nastgpnie przechowywano
w temperaturze -80°C. W koncowym etapie proby RNA poddano analizie jako$ciowe]
i ilosciowej, po czym wykorzystywano jako matryce do syntezy cDNA w procesie odwrotnej
transkrypciji.

3.2.3. Analiza iloSciowa i jakoSciowa preparatow RNA

Dla oceny ilosciowej 1 jakoSciowej preparatow RNA postuzono si¢ pomiarem

spektrofotometrycznym. Préby RNA rozcienczono HoO w proporcji 1 pul RNA: 99 ul H0,
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zworteksowano i zwirowano. Do kalibracji spektrofotometru wykorzystano 100 pl HO.
Odczyt przeprowadzano przy trzech dtugosciach fali elektromagnetyczne;j:

260 nm — maksimum absorpcji dla RNA

280 nm — maksimum absorpcji dla biatek

320 nm — absorpcja dla drobin komoérkowych (tzw. tto)
Do obliczen postuzono si¢ wartosciami ODggp 1 OD2gp po odjeciu wartosci tha (OD3po).
Przyjmuje sie, ze wartoS¢ ODogo (gestos¢ optyczna, ang. optical density) rowna jest 1 dla
dsDNA o stezeniu 50 pg/ml, ssDNA o stezeniu 33 ug/ml oraz dla RNA o stezeniu 40 pg/ml.
W zwigzku z tym stezenie RNA obliczano wedtug podanego ponizej wzoru:

Stezenie RNA [ug/ml] = ODggo* 40*R
gdzie:

R - krotno$¢ rozcienczenia.
O wysokiej czystosci preparatu, a wigc 1 jego jakosci, Swiadczyta warto$¢ stosunku Azso/Azso
mieszczaca si¢ w granicach pomiedzy 1,80 - 2,0. Jako$¢ prob RNA okreslono rowniez na
podstawie analizy elektroforetycznej w 1% zelu agarozowym, w buforze 1 x TBE. Dla
wizualizacji RNA przy dlugosci fali 312 nm do zelu podawano bromek etydyny (0,5 pg/ml).
Rozdziat elektroforetyczny prowadzony byt przez okres 1h, przy napieciu 60V
(7,5 V/ecm) a nastepnie wizualizowany na transluminatorze w $wietle UV. Probki RNA

przechowywano w temperaturze -80°C.

3.2.4. Synteza cDNA

Reakcja odwrotnej transkrypcji wykonana zostata wedtug protokotu producenta przy
uzyciu zestawu SuperScript First Strand Synthesis System (Invitrogen) i z wykorzystaniem
termocyklera PTC 200 DNA Engine Gradient Cycler firmy MJ Research, Inc. Reakcje
odwrotnej transkrypcji przeprowadzano w 1,5 ml probéwkach a catg procedure wykonywano
pod komora laminarng, na lodzie. Do 2 pg RNA rozpuszczonego w wodzie wolnej od RNaz
podano 1 pl mieszaniny deoksyrybonukleotydow (dNTP) (st¢zenie wyjsciowe 10 mM), 1 pl
oligo(dT)z (0,5 pg/ul) i uzupetniono woda wolng od RNaz do objgtosci 10 pl. Zawartos¢
probowki mieszano, proboéwke wirowano przez 30 s i umieszczono w termobloku na 5 min
w temperaturze 65°C w celu denaturacji RNA. Nastepnie probowke przenoszono do lodu na
2 min, wirowano, ponownie umieszczano w lodzie i dodawano nast¢pujace sktadniki: 4ul
MgCl, (stezenie wyjsciowe 25 mM), 2ul 10x stezonego buforu (First Strand Buffer,
Invitrogen), 2 pul DTT (0,1M, Invitrogen), 1 pl odwrotnej transkryptazy SuperScript 1II RT
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(200U/ul) oraz 1 pl inhibitora rybonukleaz Rnase OUT (40U/ul, Invitrogen). Probowke
wstrzasano, krotko wirowano i umieszczano w termobloku. Synteze cDNA prowadzono
w czasie 50 min w temperaturze 50°C. Po zakonczeniu syntezy probowki poddawano
dziataniu temperatury 85°C przez 5 min w celu zatrzymania reakcji. Nastepnie podawano 1pul
RNase H i1 inkubowano 20 min w temperaturze 37°C. Po zakonczeniu procedury probowki
z cDNA przechowywano w temperaturze -20°C. W ten sposob uzyskany cDNA postuzyt jako

matryca do reakcji tahcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym.

3.2.5. Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

Zmiany poziomu ekspresji badanych genéw wyznaczano w reakcji tancuchowe;j
polimerazy w czasie rzeczywistym. Reakcje przeprowadzano w szklanych kapilarach,
w koncowej objetosci 10 ul, z wykorzystaniem cDNA pozyskanego w reakcji odwrotnej
transkrypcji, specyficznych par starteréw (TIB Molbiol) oraz zestawu Fast Start DNA Master
Sybr Green | (Roche Diagnostic). Do amplifikacji postuzyt aparat LightCycler realtime PCR
detection system (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), natomiast
oprogramowanie LightCycler3 Run Version 5.32 i LightCycler Data Analysis Version 3.5.28
pozwolito na analizowanie uzyskanych wynikéw oraz poréwnanie wzglednych réznic ilosci
poczatkowe] matrycy. Poziom poszczegdlnych transkryptow standaryzowano wzgledem
poziomu transkryptu genu referencyjnego GAPDH (ang. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase), ktorego ekspresja jest stata w warunkach eksperymentu. Sktad mieszaniny

reakcyjnej na pojedyncza probe dla poszczegodlnych gendw przedstawiono w Tabeli 19.

Tabela 19. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR w czasie rzeczywistym (sktadniki podano w kolejnosci

dodawania)
Ampli;ieI:]owany Sklad mieszaniny reakcyjnej
e 6,9 ul wody wolnej od RNaz
e 0,6 ul MgCl, (stezenie koncowe 2,5 mM)
CYP1A2 e (0,25 pl starter pierwszy (st¢zenie koncowe 0,5uM)
CYP2E1 e (0,25 pl starter drugi (stgzenie koncowe 0,5uM)
e 1ul LightCycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I, 10 x stezony
e 1 pulcDNA
e 7.1 ul wody wolnej od RNaz
e 0,4 ul MgCl; (stgzenie koncowe 2,5 mM)
AHR e (0,25 pl starter pierwszy (stezenie koncowe 0,5uM)
GAPDH e (0,25 pl starter drugi (stezenie koncowe 0,5uM)
e 1ul LightCycler Fast-Start Reaction Mix SYBR Green I, 10 x stezony
e | pulcDNA
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Sekwencje badanych genoéw z podziatem na eksony i introny uzyskano w bazie danych
Ensembl (wg. www.ensembl.org) i na ich podstawie projektowano startery przy uzyciu
programu Oligo 5.0 (National Biosciences). Startery dla genu CYP1A2 syntetyzowano wedtug
Michaud i wsp. [2005]. Sekwencje starterow oraz wielko$ci produktow przedstawiono
w Tabeli 20.

Tabela 20. Sekwencje starterow uzytych do reakcji PCR w czasie rzeczywistym

. . Wielkosé
Sekwencja startera Sekwencja startera
e B AT S Forward (5° — 3°) Reverse (5° — 3°) pr(zglzj)ktu
CYP1A2 | NM_012541 | CATCTTTGGAGCTGGATTTG | CCATTCAGTGAGGTGTCC 255

AHR | NM_013149 | ATAGCTACTCCACTTCAGCC | TCATGCCACTTTCTCCAGTC 244
CYP2E1|NM_031543 | CCTTTCCCTCTTCCCATCC | AACCTCCGCACATCCTTCC 278
GAPDH | NM_017008 | GATGGTGAAGGTCGGTGTG | ATGAAGGGGTCGTTGATGG 108

Ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym obejmowata kilka

nastepujacych po sobie etapow i przebiegata w okreslonych ponizej warunkach (Tabela 21.).

Tabela 21. Parametry reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Etap CYP1A2 AHR CYP2E1 GAPDH
Denaturacja wstepna 95°C, 600s 95°C, 600s | 95°C, 600s 95°C, 600s
Denaturacja 95°C, 8s 95°C, 8s 95°C, 8s 95°C, 4s
Hybrydyzacja starterow 53°C, 8s 55°C, 6s 55°C, 8s 56°C, 8s
Synteza nici komplementarnej 72°C, 8s 72°C, 8s 72°C, 8s 72°C, 8s
Synteza koncowa 70°C, 20s 70°C, 20s 70°C, 20s 70°C, 20s
Liczba cykli 35 35 30 30

Reakcje przeprowadzano w cyklach obejmujacych etapy 2, 3 1 4 po czym nastgpito topienie
produktéw reakcji polegajace na stopniowym wzroscie temperatury do wartosci 99°C. Ilos¢
transkryptu wyznaczano z krzywej wzorcowej, ktora sporzadzono poprzez wykorzystanie
rozcienczen cDNA uzyskanego po odwrotnej transkrypcji mRNA. Uzyskane wyniki
pochodza z co najmniej dwoch powtdrzen reakcji standaryzowanych wobec genu
referencyjnego GAPDH i przedstawione sg w postaci wykresow jako wartos¢ wzgledna

w odniesieniu do grupy kontrolnej.
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3.2.6. Rozdzial elektroforetyczny produktow reakcji real-time PCR

W celu identyfikacji amplifikowanych fragmentéw cDNA proby przygotowano poprzez
dodanie 3 pl buforu obcigzajacego do 10 pl produktu PCR w czasie rzeczywistym
1 rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym w warunkach napiecia 5 V/ecm
w buforze 1x TBE wobec molekularnego markera masy 100bp (Fermentas). Dla celow
wizualizacji  uzyskanych produktow reakcji z  wykorzystaniem promieniowania
ultrafioletowego 0 dlugosci 312 nm, zel zawieral bromek etydyny (0,5 pg/ml). Po rozdziale

zel fotografowano.

3.2.7. Analiza statystyczna wynikow

Wyniki koncowego etapu badan z wykorzystaniem wyciaggow roslinnych oraz
substancji  syntetycznych opracowano w programie Microsoft Excel. Do analizy
wykorzystano wyniki pochodzace z co najmniej dwodch niezaleznych powtdrzen. Wyniki
badan poszczegdlnych osobnikéw byly standaryzowane wobec genu referencyjnego GAPDH
oraz usredniane, po czym obliczono warto$¢ $rednig dla badanej grupy osobnikoéw, wartosé
odchylenia standardowego oraz SEM. Uzyskane rezultaty badan przedstawiono na wykresach
obrazujacych poziom ekspresji analizowanych izoform cytochromu P450 w zaleznosci od
zastosowanego preparatu i ekstraktu oraz okresu podawania. Ponadto utworzono bazg¢ danych
ze $rednimi warto$ciami poziomu mRNA analizowanych gendow dla kazdej z prob w Edytorze
Danych SPSS 17.0 PL dla Windows. Przy pomocy tego programu statystycznego,
z wykorzystaniem testu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA obliczono poziom
istotnosci, przy czym wartos¢ p<0,05 uznano za statystycznie znamienng. Dla okreslenia
roznic pomigdzy S$rednimi w badanych grupach wykonano test Tukeya oparty na
studentyzowanym rozstgpie, ktory umozliwia poréwnanie i okre$lenie istotno$ci réznic

pomiedzy parami $rednich przy jednakowym poziomie istotnosci.
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4. WYNIKI

4.1. Identyfikacja amplikonow badanych genéw

W celu identyfikacji dlugosci amplifikowanych fragmentéw cDNA, bedacych
produktami reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla genéw CYP1A2, CYP2E1l, AHR oraz
genu referencyjnego GAPDH, przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1,5% zelu
agarozowym w buforze 1x TBE. Koncowy obraz analizy elektroforetycznej trwajacej ok. 1,5h

w warunkach napiecia 5 V/cm oceniany w $wietle UV przedstawia Rycina 9.

1 2 3 4 5 6

500 pz

75 pz

Rycina 9. Analiza elektroforetyczna amplikonéw reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Rozdziat
prowadzony w 1,5% zelu agarozowym. Torl- marker wielkosci 1kb; tor2- produkt
GAPDH (108pz); tor3- produkt CYP2E1l (278pz); tor4- produkt CYP1A2 (255pz);
tor5- produkt AHR (244pz); tor6- kontrola reakcji.

4.2. Wykreslenie krzywych standardowych oraz charakterystyka temperatury topnienia

amplikonéw badanych genow

Poziom ekspresji badanych genéow oraz genu referencyjnego mierzono
z wykorzystaniem reakcji PCR w czasie rzeczywistym przy uzyciu par starterow
komplementarnych 1 specyficznych do sekwencji kodujacej. Ilo$¢ transkryptu kazdego
z badanych gendéw wyznaczano z krzywej wzorcowej, ktdrg sporzadzono z wykorzystaniem
rozcienczen cDNA uzyskanego w reakcji odwrotnej transkrypcji. Wyniki uzyskane dla
poszczegolnych grup badanych zwierzat wyrazone zostaly w odniesieniu do wartosci dla
odpowiednich grup kontrolnych. Poziom transkryptu u zwierzat nie otrzymujacych zadnego
z badanych preparatow okreslono jako 100%. Wyniki standaryzowano wobec genu
referencyjnego GAPDH dla ktorego rowniez wykreslono krzywg standardows. Ponizej
przedstawiono wykresy obrazujagce wyznaczanie temperatury topnienia (ang. melting

temperature) produktow amplifikacji, przebieg reakcji amplifikacji i krzywe wzorcowe.
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Pojedyncze szczyty krzywych topnienia produktow cDNA badanych genéw oraz GAPDH

wskazuja na specyficznos¢ amplifikacji.

4.2.1. Krzywa standardowa oraz Tm dla produktu amplifikacji cONA GAPDH

Krzywa standardowa dla produktu genu GAPDH wyznaczong na podstawie
amplifikacji przy rozcienczeniach cODNA oraz Tm przedstawiono na Rycinie 10A. Analiza
krzywej topnienia wykazata obecnos¢ produktu amplifikacji o Tm rownej 85,90°C

1 pozwolita na okreslenie specyficznos$ci reakcji (Rycina 10B).
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Rycina 10. Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla produktu GAPDH przy roznych
rozcienczeniach cDNA oraz krzywa wzorcowa (A). Wspoétczynnik nachylenia krzywej -3,92;
btad pomiaru wynosi 0,006. Wyznaczanie temperatury topnienia produktu reakcji PCR
w czasie rzeczywistym dla genu GAPDH (B). Tm = 85,90°C.

4.2.2. Krzywa standardowa oraz Tm dla produktu amplifikacji cONA CYP1A2

Krzywg standardowsa dla produktu cDNA genu CYP1A2 wyznaczong na podstawie
amplifikacji przy rozcienczeniach matrycy oraz Tm przedstawiono na Rycinie 11A. Analiza
krzywej topnienia wykazala obecnos$¢ produktu amplifikacji o Tm réwnej 87,29°C

1 pozwolita na okreslenie specyficznosci reakcji (Rycina 11B).
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Rycina 11. Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla produktu CYP1A2 przy roznych
rozcienczeniach cDNA oraz krzywa wzorcowa (A). Wspodtczynnik nachylenia krzywej

-4,12; btad pomiaru wynosi

0,0252. Woyznaczanie temperatury topnienia produktu

reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla genu CYP1A2 (B). Tm = 87,29°C.

4.2.3. Krzywa standardowa oraz Tm dla produktu amplifikacji cONA AhR

Krzywa standardowa dla cDNA AhR wyznaczong na podstawie amplifikacji produktu

przy rozcienczeniach cDNA oraz Tm przedstawiono na Rycinie 12A. Analiza krzywej

topnienia wykazata obecnos$¢ produktu amplifikacji o Tm réwnej 85,50°C 1 pozwolita na

okreslenie specyficznosci reakcji (Rycina 12B).
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Rycina 12. Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla produktu AhR przy réznych
rozcienczeniach cDNA oraz krzywa wzorcowa (A). Wspotczynnik nachylenia krzywej -3,78;
btad pomiaru wynosi 0,029. Wyznaczanie temperatury topnienia produktu reakcji PCR
w czasie rzeczywistym dla genu AHR (B). Tm = 85,50°C.
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4.2.4. Krzywa standardowa oraz Tm dla produktu cDNA CYP2E1

Krzywa standardowa dla CYP2E1 wyznaczong na podstawie amplifikacji produktu
przy rozcienczeniach CDNA oraz Tm przedstawiono na Rycinie 13A. Analiza krzywej
topnienia wykazata obecnos¢ produktu amplifikacji o Tm réwnej 88,44°C 1 pozwolita na

okreslenie specyficznosci reakcji (Rycina 13B).
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Rycina 13. Przebieg reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla produktu CYP2EI przy réznych
rozcienczeniach cDNA oraz krzywa wzorcowa (A). Wspotczynnik nachylenia krzywej -4,15;
btad pomiaru wynosi 0,035. Wyznaczanie temperatury topnienia produktu reakcji PCR
w czasie rzeczywistym dla genu CYP2E1(B). Tm = 88,44°C.

4.3. Analiza poziomu transkryptu CYP1A2, czynnika AhR oraz CYP2E1 pod wplywem
syntetycznych substancji wzorcowych

W celu wyjasnienia mechanizmu indukcji interakcji analizowano wptyw wzorcowych
syntetycznych substancji w postaci p-naftoflawonu (100 mg/kg, i.p.) jako induktora oraz
cymetydyny (100 mg/kg, p.0.) wykazujacej wlasciwosci hamujace wobec enzymu CYP1A2.
Jednoczes$nie dokonano pomiaru transkryptu czynnika AhR. Dla CYP2E1 wykorzystano
izoniazyd (150 mg/kg, i.p.) bedacy induktorem genu oraz dietyloditiokarbamianian
(200 mg/kg, i.p.) stanowigcy potencjalny inhibitor aktywnosci tej izoformy. Wyniki
standaryzowano wobec genu referencyjnego GAPDH i przedstawiono w postaci wykresow
jako warto$¢ wzgledng wobec grupy kontrolnej. Kontrole stanowity pomiary transkryptu
w tkankach zwierzat niepoddanych procedurze do$wiadczalnej, gdzie warto$¢ stezenia
mRNA badanych gendéw uznano za 100%. Zestawienie wynikow pomiaru ekspresji zatagczono

w ponizszej Tabeli 22.
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Tabela 22. Wptyw syntetycznych induktoréw i inhibitorow izoform CYP na poziom ekspresji
badanych genéw (n = 10)

Srednia +
Gen Substancja Czas SEM px
(induktor/inhibitor) podawania (grupa
badana)
3 dni 363,83+ 32,06 | <0,001
CvpLA e 10dni | 419,89+ 24,89 | <0,001
Cymetydyna 3 dni_ 102,87 + 7,24 0,714
10 dni 85,94 + 8,80 0,208
B-naftoflawon 3 dni_ 110,74 + 12,83 0,468
AHR 10 dni 128,25+ 5,79 0,096
Cymetydyna 3 dni_ 144,64 + 13,58 0,014
10 dni 139,55+2,14 | <0,001
. 3 dni 166,43 + 25,10 0,007
- Pl 10dni | 162671283 | 0003
Dietyloditiokarbamianian - dm_ 85,89+ 11,01 0,249
10 dni 73,86 £ 12,32 0,074

*Wartos$¢ p<0,05 przyjeto za statystycznie istotng (jednoczynnikowa ANOVA).

4.3.1. Zmiany poziomu mRNA CYP1A2 pod wplywem B-naftoflawonu oraz cymetydyny

Podanie B-naftoflawonu w dawce 100 mg/kg i.p. przez 3 dni wywotato wzrost

poziomu mRNA CYP1A2 obserwowany w grupie zwierzat badanych do warto$ci ponad

360% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0,001) (Rycina 14.).
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Rycina 14. Analiza wptywu B-naftoflawonu na poziom mRNA CYP1A2. Ilo$¢ transkryptu
oznaczono z wykorzystaniem techniki real-time PCR w komoérkach watroby szczur6w rasy
Wistar. Mierzone zmiany poziomu cDNA odpowiadajag zmianom w ilosci mRNA CYP1A2
w komorkach. Warto$¢ ilorazu cDNA CYP1A2 do GAPDH w probie kontrolnej przyjeto jako
100%. Na wykresie przedstawiono $rednie wartosci dla poszczegoélnych grup z zaznaczong
wartoscig SEM. ** p<0,001.
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Po 10 dniach podawania B-naftoflawonu efekt indukcji utrzymat si¢ i osiggnal warto$¢ prawie
420% w poréwnaniu do zwierzat przyjmujacych standardowa diete (p<0,001). Cymetydyna
w dawce 100 mg/kg, podawana p.o. zwierzetom przez okres 3 dni doswiadczenia nie zmienita
poziomu mRNA CYPIA2 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Natomiast 10 dniowe jej
stosowanie wywotato slaby efekt inhibicji na poziomie okoto 15% ponizej wartosci

zanotowanej dla zwierzat w grupie kontrolnej (Rycina 15.).
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Rycina 15. Analiza wptywu cymetydyny na poziom mRNA CYP1A2. Tlo$¢ transkryptu oznaczono
z wykorzystaniem techniki real-time PCR w komoérkach watroby szczuréw rasy Wistar.
Mierzone zmiany poziomu cDNA odpowiadaja zmianom w iloSci mRNA CYPIA2
w komorkach. Wartos$¢ ilorazu cDNA CYP1A2 do GAPDH w probie kontrolnej przyjeto
jako 100%. Na wykresie przedstawiono S$rednie wartoSci dla poszczegélnych grup
z zaznaczong warto$cia SEM. Wyniki nie uzyskaty istotnosci statystycznej przy p<0,05.

4.3.2. Zmiany poziomu mRNA czynnika AhR pod wplywem f-naftoflawonu oraz

cymetydyny

Zaliczany do induktorow aktywnosci izoformy CYP1A2 p-naftoflawon podawany
zwierzetom w dawce 100 mg/kg, i.p. przez 3 dni nie wptynat istotnie na poziom mRNA genu
AHR. Dhuzszy okres hodowli z tym induktorem spowodowal wzrost poziomu mRNA
czynnika AhR o okoto 28% w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 16.). Nie byt to
jednak wynik znamienny statystycznie.
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Rycina 16. Analiza wptywu B-naftoflawonu na poziom mRNA czynnika AhR. Tlo$¢ transkryptu
oznaczono z wykorzystaniem reakcji real-time PCR w komorkach watroby szczuréw rasy
Wistar. Mierzone zmiany poziomu cDNA odpowiadaja zmianom w ilosci MRNA AHR
w komorkach. Wartos¢ ilorazu cDNA AhR do GAPDH w probie kontrolnej przyjeto jako
100%. Na wykresie przedstawiono S$rednie wartosci dla poszczegdlnych grup
z zaznaczong warto$cia SEM. Wyniki nie uzyskaty istotnosci statystycznej przy p<0,05.

Cymetydyna w dawce 100 mg/kg p.o. wptyneta istotnie statystycznie na poziom
transkryptu genu czynnika AhR (Rycina 17.).
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Rycina 17. Analiza wptywu cymetydyny na poziom mRNA genu czynnika transkrypcyjnego AhR.
Tlos¢ transkryptu o0znaczono z wykorzystaniem techniki real-time PCR w komorkach
watroby szczuréw rasy Wistar. Mierzone zmiany poziomu cDNA odpowiadaja zmianom
w ilosci mRNA badanego genu w komorkach. Warto$¢ ilorazu cDNA AHR do GAPDH
w probie kontrolnej przyjeto jako 100%. Na wykresie przedstawiono $rednie wartosci dla
poszczegblnych grup z zaznaczong wartoscig SEM. * p<0,05; **p<0,001.
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Zaobserwowano podwyzszony poziom mRNA u zwierzat otrzymujacych cymetydyne
do wartosci okoto 144% (p=0,014) oraz 139% (p<0,001) odpowiednio po 3 dniach

1 10 dniach doswiadczenia.

4.3.3. Zmiany poziomu mRNA CYP2El1 pod wplywem izoniazydu oraz
dietyloditiokarbaminianu

W komorkach watroby zwierzat poddanych dziataniu izoniazydu przez okres 3 dni
w dawce 150 mg/kg i.p. zaobserwowano zwickszone stezenie transkryptu dla badanego genu
osiggajace warto§¢ ponad 166% w porodwnaniu z grupg kontrolng (p=0,007). Zwierzgta
otrzymujace preparat przez 10 dni wykazywaty podobng zmiang poziomu transkryptu genu
CYP2E1 utrzymujaca si¢ na poziomie ponad 162% w poréwnaniu do grupy zwierzat
kontrolnych (p=0,003) (Rycina 18.).

250
200 *
*
150 A
° OKontrola
100 . T ® |zoniazyd
150mg/kg
50
0 T
3dni 10 dni

Rycina 18. Analiza wptywu izoniazydu na poziom mRNA CYP2EI. Ilo$¢ transkryptu oznaczono
z wykorzystaniem techniki real-time PCR w komorkach watroby szczurow rasy Wistar.
Mierzone zmiany poziomu cDNA odpowiadaja zmianom stgzen mRNA CYP2EI]
w komorkach. Warto$¢ ilorazu cDNA CYP2E1 do GAPDH w probie kontrolnej przyjeto
jako 100%. Na wykresie przedstawiono S$rednie wartosci dla poszczegdlnych grup
z zaznaczong warto$cig SEM. * p<0,05.

Zaobserwowano, iz podawanie dietyloditiokarbaminianu w dawce 200 mg/kg i.p.
przez okres 3 dni wywotuje nieznaczne obnizenie ilosci transkryptu dla badanego genu rzedu
ok. 15% co mozna uzna¢ jedynie za tendencje do hamowania jego ekspresji. Po 10 dniach
efekt hamowania nasilit si¢ powodujac spadek poziomu transkryptu o ponad 26% wobec

grupy kontrolnej (Rycina 19).
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Rycina 19. Analiza wptywu dietyloditiokarbaminianu na poziom mRNA CYP2EI. Ilos¢ transkryptu
okreslono z wykorzystaniem techniki real-time PCR w komorkach watroby szczuréw rasy
Wistar. Poziom ¢cDNA odpowiada ilosci mRNA CYP2El w komorkach. Wartos¢ ilorazu
cDNA CYP2E1 do GAPDH w probie kontrolnej przyjeto jako 100%. Na wykresie
przedstawiono S$rednie warto$ci dla poszczegélnych grup z zaznaczong wartoscia SEM.
Wyniki nie byty istotne statystycznie przy p<0,05.

4.4. Analiza wplywu wyciagéw roslinnych na poziom transkryptu CYP1A2, czynnika
AhR oraz CYP2E1

4.4.1. Ocena poziomu transkryptu genu CYP1A2 w zalezno$ci od zastosowanego

w pracy preparatu roslinnego i czasu jego podawania

Wyniki badan wskazuja na brak wpltywu podawania wyciagu z ziela jezowki
purpurowej (50 mg/kg, p.o.), soi zwyczajnej (100 mg/kg, p.o.), czosnku pospolitego (250
mg/kg, p.o.), kozika lekarskiego (300 mg/kg, p.o.) 1 zielonej herbaty w czasie trwania
eksperymentu i przy wymienionych dawkach na ekspresje genu CYP1A2, mierzong stezeniem
transkryptu w komodrkach watroby szczurow wzgledem grupy kontrolnej karmionej

standardowg dieta (Rycina 20.).
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Rycina 20. Analiza wptywu standaryzowanych preparatow roslinnych na poziom mRNA CYP1A2.
Ilo$¢ transkryptu oznaczono z wykorzystaniem techniki real-time PCR w komorkach
watroby szczuréw rasy Wistar po 3 i 10 dniach podawania. Mierzony poziom cDNA
odpowiada ilosci mRNA CYPIA2 w komodrkach. Warto§¢ ilorazu cDNA CYP1A2 do
GAPDH w probie kontrolnej przyjeto jako 100%. Na wykresie przedstawiono S$rednie
wartosci dla poszczeg6lnych grup z zaznaczong wartoscig SEM. * p<0,05; ** p<0,001.

Zanotowano istotne statystycznie (p=0,002) zwigkszenie poziomu mRNA CYP1A2
u zwierzat otrzymujacych ekstrakt z dziurawca zwyczajnego w dawce 300 mg/kg, p.o. po 10
dniach prowadzenia doswiadczenia. Obserwowany efekt utrzymat si¢ na poziomie ponad
133% wzgledem wartosci dla grupy kontrolnej. Podobne wnioski dotycza analizy poziomu
ekspresji CYP1A2 technikg real-time PCR w grupie zwierzat, ktorym podano wyciag
z zen-szenia. W grupie tej po 10 dniach zaobserwowano istotny (p=0,006) wzrost ilosci
transkryptu badanego genu na poziomie 140% wobec grupy kontrolnej. Po 3 dniach
dozotadkowego podawania standaryzowanego alkoholowego wyciggu dziurawca
zZwyczajnego nie zanotowano znaczgcych rdéznic w poziomie mRNA CYPIA2. Istotny
statystycznie wynik wskazujacy na zdolno$¢ hamowania izoformy CYP1A2 po 10 dniach
stosowania wykazuje standaryzowany suchy wyciag alkoholowy Ginkgo biloba w dawce
dobowej 200 mgkg p.o. U zwierzat przyjmujacych preparat stwierdzono obecno$¢
transkryptu badanego genu na poziomie ponad 23% nizszym niz w grupie kontrolnej
(p<0,001). Krotszy okres podawania wyciggu nie wplynagt znaczgco na ekspresj¢ badanego
genu mierzong stezeniem transkryptu CYP1A2 (Tabela 23).
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Tabela 23. Wptyw standaryzowanych preparatow roslinnych na poziom ekspresji CYP1A2 (n = 10)

Srednia +
Nazwa ekstraktu otk . SEW p*
podawania (grupa
badana)

3 dni 107,89+ 9,24 | 0,479
= PUTPLITEE (B0 Mg 10dni | 103,88+ 10,02 | 0,429
3 dni 108,75+ 4,89 | 0,173
S s (L0 g 1) 10dni | 91.81+7,70 | 0270
: 3 dni 103,93 +3,66 | 0,449
by, ST (250 g, 10dni | 8817626 | 0095
- 3 dni 108,06 £4,59 | 0,188
V. officinalis (300 mg/kg) 10 dni 99 06 + 6.8 0,890
- 3 dni 97,58+5.86 | 0,744
&, BRSSO ) 10 dni 105,94+536 | 0,366
3 dni 95,6547 | 0,480
H. perforatum (300 ma/ka) | 15 4ni | 133586+ 1025 | 0,002
] 3 dni 93,86-4,39 | 0,306
5 llllels (00 gl 10 dni 76,14+533 | <0,001
: 3 dni 91,04+5,74 | 0,013
o Gl 0 ) 10 dni 140,46+ 8,77 | 0,006

4.4.2. Ocena poziomu transkryptu genu AHR w zalezno$ci od zastosowanego

W pracy preparatu roslinnego i czasu jego podawania

W badaniu obserwowano brak istotnego wptywu standaryzowanego wyciagu jezowki
purpurowej podawanego zwierzetom przez 3 1 10 dni na poziom mRNA badanego czynnika
transkrypcyjnego. W zastosowanej dawce 50 mg/kg p.o. ekstrakt ten nie wykazat zdolnosci
modulacji poziomu ekspresji badanego genu mierzonej iloscia jego transkryptu wobec grupy
kontrolnej. Wyciag z soi w dawce 100 mg/kg p.o. wykazal zdolno$¢ indukcji badanego genu
co przejawialo si¢ zwigkszeniem ilosci transkryptu AhR o blisko 61% po dziesi¢ciu dniach
trwania eksperymentu, przy czym dla wyniku tego uzyskano znamienno$¢ statystyczng
(p<0,001). Preparat czosnku zwyczajnego po 3 dniach podawania nie zmienitl poziomu
ekspresji AhR mierzonego technika PCR w czasie rzeczywistym w watrobie badanych
gryzoni. W wyniku wydhizonego do 10 dni trwania doswiadczenia zaobserwowano istotny
statystycznie (p=0,012) staby efekt hamowania transkrypcji analizowanego genu o 20%

w porownaniu do grupy zwierzat nie poddanych procedurze eksperymentalnej (Rycina 21.).
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Rycina 21. Analiza wptywu standaryzowanych preparatow roslinnych na poziom mRNA AhR. Ilos¢
transkryptu oznaczono z wykorzystaniem techniki real-time PCR w komoérkach watroby
szczuréw rasy Wistar po 3 i 10 dniach podawania. Mierzony poziom cDNA odpowiada ilosci
mRNA AhR w komédrkach. Wartos¢ ilorazu cDNA AhR do GAPDH w probie kontrolnej
przyjeto jako 100%. Na wykresie przedstawiono $rednie wartosci dla poszczegélnych grup
z zaznaczong wartoscig SEM. * p<0,05; **p<0,001.

Zastosowanie ekstraktu kozika lekarskiego w dawce 300 mg/kg p.o. przez 3 dni
doswiadczenia spowodowato istotne (p=0,004) podwyzszenie ilosci mRNA oznaczanego
technikg real-time PCR o okoto 24% wzgledem grupy kontrolnej. Po 10 dniach podawania
zwierzetom ekstraktu V. officinalis nie obserwowano takiej zalezno$ci. Istnienie zaleznos$ci
pomiedzy podawaniem ekstraktu i czasem trwania dos§wiadczenia oraz poziomem transkryptu
w hepatocytach badanych zwierzat obserwowano roéwniez pod wpltywem milorzebu
japonskiego. Suchy wycigg alkoholowy tego surowca podawany w dawce 200 mg/kg p.o.
przez 3 dni wigzat si¢ ze zwigkszong iloscig mRNA badanego genu wynoszaca 140% wobec
grupy kontrolnej przyjmujacej standardowg diet¢ (p=0,003). Wydtuzenie okresu podawania
preparatu do 10 dni wigzato si¢ ze zmniejszeniem efektu indukcji do okoto 121%. Analiza
poziomu transkryptu AhR w zaleznosci od wyciagow C. sinensis. i H. perforatum w dawce
300 mg/kg p.o, prowadzi do obserwacji §wiadczacych o braku wptywu podawania ekstraktu
na ekspresje czynnika AhR na poziomie mRNA. Ekstrakt zielonej herbaty wykazat tendencje
do zwigkszania ilosci mRNA AhR po 3 dniach eksperymentu o niespetna 12% oraz obnizenia
tego poziomu o niemal 14% po w dluzszym okresie czasu. Nalezy podkresli¢, ze wyniki te

nie uzyskatly istotnosci statystycznej (Tabela 24.).
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Tabela 24. Wptyw standaryzowanych preparatow roslinnych na poziom ekspresji AhR (n = 10)

Srednia +
Nazwa ekstraktu Czas . SEM p*
podawania (grupa
badana)

3dni 89,08 + 4,38 0,122
E. purpurea (50 mg/kg) 10dni 93694576 | 0.468
3 dni 111,84 + 4,80 0,108
it (O igh ) 10dni | 160,92 + 13.46 | <0,001
. 3 dni 97,649 + 4,39 0,695
A. sativum (250 mg/kg) 10 dni 80,39+3,10 | 0,012
L 3 dni 124,42+ 6,47 | 0,004
V. officinalis (300 mg/kg) 10 dni 103.92 + 737 0689
. . 3 dni 111,92 + 4,21 0,055
©- Sllnss (00 Mge) 10 dni 86,46 +441 | 0,096
3 dni 105,82 + 8,48 0,531
H. perforatum (300 mg/kg) 10 dni 89.06 4 250 0145
) 3 dni 140,86 £ 11,17 0,003
G- bilobal(200 ma/ka) 10dni | 121,10+ 1149 | 0,121
) 3 dni 86,26 + 5,92 0,067
P ginseng (30ima/kg) 10dni | 113.88+10,77 | 0.275

Zdolnos¢ do nieznacznej modulacji ekspresji genu AHR wykazat rowniez ekstrakt zen-szenia
(30 mg/kg, p.o.), ktoéry nieistotnie zredukowal poziom mRNA badanego czynnika o niespeina
14% ponizej poziomu dla grupy kontrolnej po 3 dniach doswiadczenia oraz powyzej tej
wartosci dla 10 dni. Mozna wigc wnioskowac, ze wyciag ten nie powoduje znaczacych
réznic w transkrypcji lub stabilizacji mRNA badanego genu. Niewielkie zmiany poziomu
transkryptu pod wptywem standaryzowanego ekstraktu oszacowano na kilkanascie procent

przy braku istotnosci statystyczne;.

4.4.3. Ocena poziomu transkryptu genu CYP2El1 w zalezno$ci od zastosowanego

W pracy preparatu roslinnego i czasu jego podawania

Badania wykazaty, ze w grupie zwierzat przyjmujacych wyciag E. purpurea przez
okres 3 dni w dawce 50 mg/kg p.o. uzyskano w grupie badanej wartos¢ okoto 12% ponize;j
grupy kontrolnej. Wynik ten byt istotny statystycznie (p=0,037). Wydluzenie czasu dziatania
ekstraktu do 10 dni nie zmienilo istotnie st¢zenia amplikonu cDNA genu CYPZ2EL - byto ono
w grupie badanej nizsze o blisko 17%. Uzyskane rezultaty nie $wiadcza o zdolno$ciach
jezowki purpurowej do modulowania transkrypcji CYP2El w dawce 1 okresie czasu
wykorzystanych w do$wiadczeniu. Podobnie pod wptywem granulatu czosnku pospolitego

stosowanego w dawce dobowej 250 mg/kg p.o. zanotowano jedynie niewielkie obnizenie
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o niespetna 17% ekspresji CYP2E1 mierzonej stezeniem amplikonu dla tego genu wzgledem
grupy kontrolnej. W dluzszym okresie czasu nie obserwowano tej zaleznosci. Ekstrakt
zielonej herbaty rowniez nie wykazywat istotnego wplywu na modulacj¢ poziomu transkryptu
CYP2EL. Po 3 dniach stosowania dawki 300 mg/kg p.o. nie obserwowano zmian na poziomie
mMRNA, natomiast przy 10 dniach zanotowano nieistotny wzrost ekspresji CYP2E1 o ok. 16%
(Rycina 22.).
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Rycina 22. Analiza wptywu standaryzowanych preparatow roslinnych na poziom mRNA CYP2EI.
Tlos¢ transkryptu oznaczono z wykorzystaniem techniki  real-time PCR w komorkach
watroby szczuréw rasy Wistar po 3 1 10 dniach dozotadkowego podawania preparatu.
Mierzony poziom cDNA odpowiada ilosci mRNA CYP2E1 w komorkach badanego materiatu
biologicznego. Warto$¢ ilorazu cDNA CYP2E1 do GAPDH w prébie kontrolnej przyjeto jako
100%. Na wykresie przedstawiono $rednie warto$ci dla poszczegoélnych grup z zaznaczong
wartoscig SEM. * p<0,05; **p<0,001.

W grupie zwierzat przyjmujacych wyciag Glycine max przez okres 3 dni w dawce 100
mg/kg p.o. nastgpit istotny spadek poziomu mRNA badanego genu o 25% w stosunku do
wyniku dla grupy kontrolnej (p=0,005). Dotyczyt on wszystkich osobnikéw w grupie
badanej. Natomiast w dtuzszym okresie czasu (10 dni) efekt ten nie utrzymat si¢. Natomiast
istotng redukcje poziomu mRNA obserwowano u zwierzat otrzymujacych wyciag z koztka
lekarskiego, dziurawca zwyczajnego, mitorzgbu dwuklapowego lub zen-szenia juz po
3 dniach podawania. V. officinalis w dawce 300 mg/kg p.o. przez okres 3 dni istotnie
(p<0,001) zmienit poziom mRNA CYP2EI redukujac jego ilo$¢ o ok. 30% wzgledem grupy
kontrolnej. W komorkach watroby zwierzat otrzymujacych ekstrakt przez okres 10 dni

oznaczono obnizenie ilosci transkryptu CYP2E1 na poziomie o ponad 25% nizszym niz

w grupie zwierzat karmionych standardowa dieta. (Tabela 25.).
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Tabela 25. Wptyw standaryzowanych preparatow roslinnych na poziom ekspresji CYP2E1 (n = 10)

Srednia +
Nazwa ekstraktu Czas . SEM p*
podawania (grupa
badana)

3 dni 8821+757 | 0,037

E. purpurea (50 mg/kg) 10dni 8358+799 | 0,096

3dni 7531+6,10 | 0,005

Gmaxi(100:ma/kg) 10 dni 9468+505 | 0432

. 3dni 83.17+694 | 0,065

A. sativum (250 mg/kg) 10dni | 10206+ 1029 | 0,843
. 3dni 70,06+ 451 | <0001

V. officinalis (300 mg/kg) 10 dni 74177 + 7.08 0003

. 3dni 103429+ 792 | 0,729

©- Sllnss (00 Mge) 10 dni 11623+ 9,41 | 0,104

3 dni 8129=4.16 | 0,007

H. perforatum (300 ma/ke) | 45 gni | 743541049 | 0,020
) 3 dni 5271240 | <0001
G. biloba (200 mg/kg) 10 dni 68,06+542 | <0001
) 3dni 4784+3,58 | <0001

P. ginseng (30 mg/kg) 10dni | 6954+1028 | 0006

Zastosowanie ekstraktu H. perforatum wywotato znamienng (p=0,007) redukcje mRNA
0 18% wzgledem grupy kontrolnej a po 10 dniach warto$¢ ta ksztattowala si¢ na poziomie
ponad 25% nizszym niz wynik dla zwierzat karmionych standardowa dieta
(p=0,02). Pozostate ckstrakty, G. biloba i P. ginseng, istotnie obnizyly poziom mRNA
CYP2E1 w podobnym stopniu. Mitorzab japonski zredukowat ilo$¢ transkryptu o ponad 47%
po 3 dniach (p<0,001) oraz o niemal 32% po 10 dniach (p<0,001) podawania
dozotadkowego. Wyciag z zen-szenia zmniejszyt iloS¢ mRNA o ok. 52% oraz ok. 30%
odpowiednio po 3 i 10 dniach trwania eksperymentu. Po 3 dniach doswiadczenia
polegajacego na podawaniu wyciggu z zen-szenia w dawce 30 mg/kg p.o. zaobserwowano
znaczne obnizenie poziomu transkryptu CYP2E1 o ponad 52% wzgledem kontroli
(p<0,001). Podawanie wspomnianej dawki przez okres 10 dni spowodowato istotne
statystycznie obnizenie poziomu mRNA CYPEI o ok. 25% (p=0,006).

4.5. OkreSlenie zwiazku pomiedzy poziomem ekspresji CYP1A2 i czynnikiem AhR

Dla oszacowania istotnych réznic mig¢dzy srednimi grupowanymi w ukladzie analizy
wariancji wykorzystano test post-hoc (tzw. test Tukeya). W oparciu o otrzymane wyniKi
powyzszej analizy podjeto probe okreslenia zaleznos$ci miedzy stezeniem mRNA CYP1A2

a poziomem ekspresji czynnika AhR zaangazowanego w indukowang regulacje transkrypcji
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tej izoformy. Za pomoca testu mozliwe jest doktadniejsze oszacowanie wptywu podawanych
wyciggow roslinnych na poziom ekspresji badanych genéw. Dla prawidtowej oceny
molekularnych mechanizmow zachodzacych relacji miedzy ekspresja CYP1A2 1 AhR

zastosowano substancje wzorcowe. Wyniki testu poréwnan wybranych par S$rednich

przedstawiono odpowiednio w Tabeli 26. i Tabeli 27.

Tabela 26. Poréwnanie $rednich dla poszczegodlnych prob w odniesieniu do analizowanych genow po

zastosowaniu substancji wzorcowych, (n = 10)

Preparat Gen | $rednia ROZMICa  gpy, P | Srednia ROZMCA gpy pa
Srednich Srednich

g‘gg'l‘}fzr 3 dni 10 dni

CYP1A2 | 364  -3244*° 0,254 <0001 | 420  -2999% 0226 <0,001

B-naftoflawon -0,067° 0,261 0,994 -0,352° 0,219 0,388

(100mg/ka/ e 1,11 1,28

i.p.). ’ 3,424° 0,261 <0,001 ’ 2,576° 0,219 <0,001

g‘f(“Pbl'X’zr 3 dni 10 dni

Cymetydyna _CYP1A2 | 1,03 -0,030* 0,126 0,995 0,86 0,158* 0,102 0,421
-0,440° 0,405°

i(100 mg/kg, AHR . \ 0126 0008 | | 0 \ 0,102 0,002

p.) 0,356 0,122 0,032 -0,466° 0,099 <0,001

# Roznica érednich miedzy grupa kontrolng a grupa badana.
® Roznica $rednich miedzy grupa badana dla CYP1A2 a grupg AHR.
*Wartos¢ p< 0,05 przyjeto za statystycznie istotng (test Tukeya).

Wyniki powyzszej analizy wskazuja, iz wartosci $rednie dla badanych genow rdznig
si¢ istotnie statystycznie zaréwno po 3 jak i 10 dniach iniekcji B-naftoflawonu jak réwniez
cymetydyny. Istotne réznice srednich wykazano mig¢dzy grupami CYP1A2 i AHR jak i grupa
kontrolng i1 badang dla CYP1A2 po podaniu induktora oraz grupa kontrolng i AHR po
podaniu inhibitora. Na podstawie przedstawionych wynikow nie mozna jednoznacznie
wnioskowa¢ o zaleznos$ci ekspresji badanej izoformy cytochromu P450 wzgledem ilosci
transkryptu AhR w tkance watrobowej u szczurow. Zaobserwowano brak istotnych zmian
mRNA czynnika AhR podczas indukcji CYP1A2 oraz znamienne zwickszenie stezenia
transkryptu AhR pod wplywem cymetydyny, ktéra nie wywotata zmian ekspresji genu
cytochromu P450. Istnieje wobec tego mozliwo$¢ funkcjonowania ujemnego sprzezenia
zwrotnego w mechanizmie regulacji CYP1A2 a takze wplywu cymetydyny na AhR
i transkrypcje genéw docelowych innych niz CYP1A2, w tym tez o znaczeniu
fizjologicznym, lub tez regulacji ekspresji na innym etapie przy braku liganda AhR.
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Tabela 27. Poro6wnanie wartosci srednich dla poszczegdlnych prob w odniesieniu do analizowanych
genow CYP1A2 i AHR po zastosowaniu standaryzowanych wyciggow roslinnych, (n = 10)

Preparat Gen | Srednia ROZMCA gy P | Srednia ROZmica gy, p*
Srednich srednich
Nazwa . ]
ekstraktu 3 dni 10 dni
E.purpurea CYP1A2 | 108 -0,077 0,090 0,829 1,04 -0,043° 0,098 0,971
(50 mg/kg, 0,116 0,093 0,601 0,064 0,098 0,913
p.0.) ARR Uz 0,114° 0,088 0,569 L 0,203° 0,098 0,183
CYP1A2 | 1,09 -0,086° 0,674 0,587 0,92 0,099 0,116 0,829
G. max (100 -0,125° 0067 0,265 20,612° 0116 <0001
m /k , .0. ) 1 1 1 1 )
g/kg, po) AHR 112 -0,118° 0,066 0,294 161 -0,404° 0,116 0,007
A sativum  CYP1A2 | 1,04 -0,038% 0,062 0,923 0,88 0,132° 0,073 0,292
(250 mg/kg, -0,008% 0,061 0,999 0,20 0,073 0,047
p.0.) ARR U -0,063° 0,061 0,729 e 0,163° 0,073 0,136
V. officinalis CYP1A2 | 1,08 0,079 0,071 0,685 0,99 ,0105° 0,087 0,999
(300 mg/kg, -0,270° 0,071 0,003 -0,040° 0,087 0,968
p.0.) AHR 1,24 -0,319° 0,069 <0,001 1,04 0,045° 0,087 0,955
C.sinensis CYP1A2 ]| 0,98 0,024® 0,068 0,985 1,06 0,063% 0,073 0,828
(300 mg/kg, -0,137% 0,071 0,241 0,171 0,073 0,109
p.0.) AHR L -0,288° 0,068 0,001 0.86 0,138° 0,073 0,252
H. CYP1A2 [ 0,95 0,047° 0,085 0,994 1,34 -0,377° 0,091 0,001
perforatum -0,064® 0,085 0,872 0,1112 0,091 0,617
300 mg/kg,
ooomakeAHR 108 o2sg 0083 oos2 | 089 0SB4 0083 <0001
G. biloba CYP1A2 | 0,94 0,060° 0,103 0,936 0,76 0,266° 0,105 0,071
(200 mg/kg, -0,447* 0,105 0,001 -0,215% 0,105 0,188
p.0.) ARR 14l -0,635° 0,100 <0,001 12l -0,386° 0,105 0,004
P.ginseng _CYP1A2 | 0,91 0,088%° 0,099 0,813 1,40 -0,451° 0,154 0,028
(30 mg/kg, 0,152% 0,097 0,409 -0,141° 0,154 0,794
p.o0.) AHR Bt -0,063° 0,097 0,914 114 0,405° 0,154 0,058

& Réznica $rednich miedzy grupa kontrolng a grupa badana.
®Roznica $rednich miedzy grupa badana dla CYP1A2 a grupa AHR. * p< 0,05 (test Tukeya).

Na podstawie uzyskanych wynikdéw nie mozna jednoznacznie wnioskowaé o zwigzku migdzy
poziomem ekspresji badanej izoformy a AhR uczestniczacym w molekularnym mechanizmie
regulacji transkrypcji CYP1A2 w obecnosci ekstraktow z roslin leczniczych, bez silnego
liganda tego czynnika. Analiza przedstawionych wynikéw wskazuje na istotne rdznice po
zastosowaniu substancji roslinnych migdzy niektorymi rozpatrywanymi grupami. Zestawione
wartosci $rednie dla poszczegdlnych badanych genow CYP1A2 i AHR rdznig si¢ znamiennie
statystycznie w wybranych przypadkach. Ma to miejsce podczas dtuzszego czasu podawania
G. max w dawce 100 mg/kg, p.o. gdzie obserwowano brak znaczgcych zmian w poziomie
transkryptu genu CYP1A2 przy jednoczesnym istotnym wzroscie iloSci mRNA dla czynnika
AhR. Moze to sugerowa¢ zdolno$¢ sktadnikéw soi do nasilania ekspresji innych genéw
docelowych AhR. Po 10 dniach podawania H. perforatum (300 mg/kg, p.o.), zwigkszonemu
stezeniu transkryptu CYP1A2 nie towarzyszyla zmiana ekspresji AHR. Po 3 dniach
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doswiadczenia w obu grupach nie zanotowano zadnego efektu, lecz uzyskano réwniez istotng
réznice Srednich dla obu porownywanych grup. W przypadku ekstraktu G. biloba w dawce
200 mg/kg, p.o. stosowanego zaréwno przez 3 dni jak i 10 dni obserwowano istotne roznice
miedzy grupami badanymi. Efekt ten wynikal ze zwickszenia ilosci transkryptu czynnika
AhR przy braku zmian CYP1A2 w krétszym okresie czasu oraz jego redukcji po wydtuzeniu
doswiadczenia. Ponadto istotne rdéznice opisano rowniez dla $rednich z grup badanych
otrzymujacych V. officinalis (300 mg/kg, p.o.) i C. sinensis (300 mg/kg, p.o.) przez 3 dni.
Obserwacje dotyczyly odpowiednio niewielkiego wzrostu AhR bez zmian CYP1A2 po
podaniu koztka oraz braku zmian poziomu transkryptu obu gendéw w grupie zwierzat

otrzymujacych zielong herbatg.

98



DYSKUSJA

5. DYSKUSJA

5.1. Zasadnos$¢ zastosowanego modelu zwierzecego i metodologii badawczej

Modele zwierzece sa powszechnie stosowane w badaniach przedklinicznych lekow
w celach opisania ich metabolizmu w organizmie zywym, okreslenia efektywnosci
1 bezpieczenstwa a w konsekwencji ekstrapolacji uzyskanych obserwacji na czlowieka.
Doswiadczenia prowadzone z udziatem zwierzat eksperymentalnych umozliwiajg takze
analize interakcji mig¢dzylekowych 1 dziatan niepozadanych, w tym na poziomie
funkcjonowania enzymow cytochromu P450. W wielu przypadkach, ze wzgledu na etyczne
I techniczne ograniczenia, jest to jedyna droga prowadzenia badan in vivo z mozliwoscia
pobrania tkanek narzadow. Dla realizacji tych projektéw istotne jest okreslenie rdznic
migdzygatunkowych w budowie enzymoéw metabolizujacych leki, ich ekspresji oraz
aktywnos$ci katalitycznej. Analiza ta jest pomocna w podjeciu decyzji o wyborze gatunku
modelowego do badan, a w konsekwencji umozliwia prognozowanie podobnych zaleznosci
u czlowieka na podstawie mechanizméw obserwowanych w zwierzecym modelu
eksperymentalnym.

Przeglad danych literaturowych sugeruje, iz indukcja 1 inhibicja enzymow cytochromu
P450 jest poréwnywalna u wszystkich gatunkow zwierzat a nadrodzina ta jest jedng
z najbardziej konserwatywnych migdzygatunkowo. Wsrdéd izoform za najbardziej
zachowawcze uznaje si¢ CYP1A1/2 oraz CYP2E1 co potwierdza m.in. analiza homologii
sekwencji [Nelson i wsp., 1996; Guengerich, 1997; Zuber i wsp., 2002]. Dzigki znacznym
podobienstwom w fizjologii, enzymologii 1 molekularnych mechanizmach wptywajacych na
metabolizm  ksenobiotykow, w badaniach nad izoformami CYP powszechnie
wykorzystywany jest model szczurzy. Fakt ten popieraja obserwacje aktywnosci CYP1A2
oraz mozliwosci jej indukcji zaréwno w ludzkiej watrobie jak 1 watrobach zwierzat
eksperymentalnych [Gonzalez i Gelboin, 1994]. W oparciu o dostepng literature wnioskowac
mozna, ze ekspresja gendow CYP jest regulowana w podobny sposéb zarowno u cztowieka jak
1 gryzoni, czego przykladem jest analizowany w pracy czynnik AhR dimeryzujacy z ARNT
w odpowiedzi na PAH [Cresteil, 1987; Gonzalez, 1992; Hankinson, 1995; Rich i Boobis,
1997]. Natomiast poréownanie sekwencji DNA ludzkiego i szczurzego genu CYP2E1
wskazuje na wysoki stopien podobienstwa (80-94%) obszaru obejmujacego 150 pz miejsca

startu polimerazy RNA [Song i wsp., 1986; Umeno i wsp., 1988], co moze wskazywa¢ na
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istnienie wysoce konserwatywnego regionu regulatorowego bedacego miejscem wigzania
czynnikow transkrypcyjnych. Ponadto wybor gryzoni do tego typu badan jest powszechny
1 poparty wzgledami praktycznymi, takimi jak ich krotki okres zycia, szybki wzrost 1 wysoka
plodnos¢. Ze wzgledu na fakt, iz u ssakéw ponad 90% reakcji fazy I biotransformacji
ksenobiotykow katalizowanych jest przez cytochromy P450, z czego znaczna cze$¢ przebiega
w watrobie, analiza ekspresji wybranych w pracy gendéw w tkance watrobowej u szczura jest
w peni uzasadniona.

Na podstawie przegladu literatury wnioskowa¢ mozna, ze analizy indukcji lub
hamowania izoform cytochromu P450 prowadzone w oparciu o techniki hybrydyzacyjne
(Southern i Western blot), test immunoenzymatyczny ELISA oraz badania aktywnosci
enzymatycznej nie odzwierciedlajg precyzyjnie iloSciowych zmian transkryptu badanych
gen6éw. Ocena taka jest mozliwa przy wykorzystaniu techniki real-time PCR poprzedzonej
reakcja odwrotnej transkrypcji. Technika ta jest wysoce czutlym sposobem amplifikacji
i ilosciowej oceny zdefiniowanego fragmentu kwasu nukleinowego z mozliwoscia detekcji
produktu reakcji w czasie rzeczywistym. Analiza pozwala na monitorowanie Kinetyki reakcji
1 okreslenie poczatkowej ilo$ci analizowanego DNA. Jest to rowniez technika w oparciu
o ktorag mozna wnioskowac o wptywie analizowanego czynnika, w tym zwigzkow aktywnych
farmakologicznie, na zmiany na poziomie transkryptomu i syntezy biatka. Analiza ekspresji
genow metoda PCR w czasie rzeczywistym jest znacznie bardziej czuta niz testy ELISA
i metody hybrydyzacji. W pracy doktorskiej technika PCR w czasie rzeczywistym postuzyta
jako precyzyjne narzedzie skriningu w celu oszacowania wplywu standaryzowanych
wyciaggoéw roslinnych na poziom transkryptu enzyméw watrobowych CYP1A2 1 CYP2EI1
oraz czynnika transkrypcyjnego AhR. W celu namnozenia specyficznych produktow reakcji
pochodzacych z cDNA badanych gendéw zastosowano odpowiednie pary starterow i wysokiej
jakosci odczynniki. Reakcje prowadzono w precyzyjnym i czutym aparacie LightCycler® ze
systemem kapilarowym. Do detekcji amplikonu postuzyt fluorochrom SYBR Green |
interkalujacy w dwuniciowy DNA, ktorego wzbudzenie i maksimum absorpcji wystepuje
przy odpowiednio 494 nm i 521 nm. Specyficznos¢ metody potwierdzity analizy krzywych
topnienia produktow. Optymalizacja metody pozwolita na uzyskanie wysokiej powtarzalno$ci
wynikow badanych prob, ktore analizowano wzglgdem standardu wewngtrznego
w odniesieniu do prob niepoddanych procedurze do§wiadczalnej. Ponadto poziom transkryptu
badanych gendéw normalizowano wzgledem genu GAPDH nalezacego do rodziny tzw.
housekeeping gene o stabilnej ekspresji. Umozliwito to kontrole rownoleglych reakcji pod

wzgledem ilosci 1 jako$ci matrycy.
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5.2. Wplyw wyciagéw roslinnych na metabolizm substratow izoenzymow CYP1A2
i CYP2E1 w oparciu o zmiany ekspresji genow na podstawie uzyskanych wynikow

i doniesien literaturowych

Wysoka popularno$¢ rynkowa preparatdow pochodzacych z surowcéw zielarskich
sktania do podejmowania projektow w kierunku oceny bezpieczenstwa i potencjalnych
mozliwosci ich wplywu na enzymy cytochromu P450. Modulacja aktywnos$ci 1 zawartosci
tych enzymow w mikrosomach watroby moze by¢ istotna dla zdrowia czlowieka ze wzgledu
na ich zdolno$¢ do inaktywacji ale rowniez aktywacji szerokiego zakresu ksenobiotykow
i sktadnikéw zywnosci. Biorgc pod uwage rodzaj substratdow metabolizowanych przez
enzymy z podrodziny CYP1A oraz izoform¢ CYP2EI, zmiany ich ekspresji moglyby
prowadzi¢ do nasilania wlasciwosci mutagennych, kancerogennych i embriotoksycznych
niektorych z nich oraz modyfikowaé¢ efektywno$¢ biotransformowanych przez nie lekow
a takze wptywa¢ na przemiany substancji psychoaktywnych - kofeiny i etanolu. Szerokie
spektrum czynnikow syntetycznych 1 naturalnych, wigzacych si¢ i aktywujacych szlak
transdukcji sygnatu AhR, jest wcigz definiowane. Wielu autoréw sugeruje wrecz, ze indukcja
wspomnianych enzymoéw CYP zwigzanych z metaboliczng aktywacja uwazana jest za
wskaznik narazenia na toksyczne lub/i kancerogenne czynniki zawarte w diecie 1 §rodowisku
[Lewis i wsp., 1998]. Znaczenie zmian ekspresji genéw CYP jest istotne rowniez z punktu
widzenia stosowania cytostatykow, gdyz izoformy CYP1A2 i CYP2E1 w mikrosomach
watroby odgrywaja dominujacg role m.in. w aktywacji dekarbazyny (DTIC) stosowanej
w terapii pacjentow z czerniakiem [Reid i wsp. 1999]. Wykazano, ze inhibitorami reakcji
N-demetylacji DTIC sg a-naftoflawon hamujacy aktywno$sé¢ CYP1A, kwercetyna (CYP1A2),
chlorzoksazon (CYP1A2 i CYP2EL) i disulfiram (CYP2EL) [Koprowska i Czyz, 2011].

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny progres w badaniach majacych na celu
wyjasnienie zroznicowanych szlakow 1 mechanizmu dzialania receptoréw zaangazowanych
w regulacj¢ watrobowej frakcji enzymow P450 u ssakow. Indukcja i inhibicja enzyméw CYP
przez naturalne sktadniki diety, suplementy i lek ros$linny moze skutkowaé efektami
ubocznymi 1 wptywac¢ na metabolizm substratow okreslonych izoform. Moze to mie¢ miejsce
rowniez pod wptywem stosowania preparatow z roslin leczniczych, gdyz dane literaturowe
wskazuja na mozliwo$¢ udzialu wybranych zwiazkéw aktywnych w nich zawartych
w klinicznie istotne interakcjach z lekami syntetycznymi. W zwigzku z tym istotg
prowadzonych badan byta analiza zdolnosci wptywu standaryzowanych wyciagow z zielonej

herbaty, soi, jezowki purpurowej, zen-szenia, koztka lekarskiego, mitorzgbu dwuklapowego,
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dziurawca zwyczajnego oraz granulatu czosnku na ekspresj¢ izoform CYP in vivo. Uzyskane
obserwacje maja umozliwi¢ wnioskowanie o mozliwosciach modyfikacji przemian
ksenobiotykow prowadzonych przez CYPIA2 i CYP2El w organizmie zywym oraz
dokonanie ekstrapolacji na cztowieka. Wykorzystanie w pracy standaryzowanych wyciagow
surowcow zielarskich bedacych mieszaning zrdéznicowanych skladnikéw aktywnych
biologicznie zamiast izolowanych zwigzkéw byto dziataniem zamierzonym. Celowo$¢ takiej
analizy autorka uzasadnia faktem powszechnego przyjmowania przez pacjentow ztozonych
preparatow/suplementéw a nie poszczegolnych ich sktadnikow. Wobec tego zachodzi
mozliwo$¢ wzajemnego oddziatywania oraz istnienia niezidentyfikowanych dotychczas
sktadnikow wyciggow majacych tacznie zdolno$¢ modulacji enzymdéw biotransformacii
ksenobiotykow.

Celem niniejszej pracy stata si¢ ocena poziomu transkrypcji genéw CYP1A2 i CYP2E1
kodujacych enzymy I fazy metabolizmu ksenobiotykoéw oraz czynnika transkrypcyjnego AhR
u szczuréw poddanych dziataniu standaryzowanych wyciagdw z roslin leczniczych. Ideg
pracy bylo uzupetnienie deficytu informacji na temat mozliwosci modyfikacji ekspresji
1 aktywno$ci badanych genéw na poziomie regulacji ich transkrypcji. Na podstawie
uzyskanych wynikow oraz w $wietle dostepnej literatury podjeto probe okreslenia
molekularnego podtoza interakcji preparatow pochodzenia roslinnego 1 substratow
metabolizowanych przez CYP1A2 i CYP2ELl. W celu analizy zjawiska indukcji interakcji
oceniono wptyw syntetycznych substancji wzorcowych bedacych induktorami i inhibitorami
aktywnosci badanych genow. Wobec izoformy CYP1A2 zastosowano B-naftoflawon bedacy
syntetyczng pochodng naturalnie wystgpujacego flawonoidu uznawang za silny specyficzny
induktor CYP1A i wykorzystywany w badaniach farmakologicznych i farmakokinetycznych
[Yokouchi i wsp., 2007]. W badaniach zespotu Edwards i wsp. [2003] potwierdzono, przy
uzyciu specyficznych przeciwciat, podwyzszenie poziomu apoproteiny CYP1A2 do warto$ci
160% wzgledem proby kontrolnej. Przedmiotem analiz bytly mikrosomy watroby pozyskane
od 11 dawcow 1 inkubowane przez 72h z BNF w stezeniu 50 pM. Autorzy postuluja indukcje
na drodze mechanizmu zaleznego od receptora Ah [Edwards i wsp., 2003]. Podobne wyniki
zaobserwowano w innym badaniu na kulturach ludzkich hepatocytow [Meunier i wsp., 2000].
Indukcyjny wplyw B-naftoflawonu na izoformy CYP1A na etapie biatka mierzonego technikg
Western blot obserwowano w badaniach na szczurach otrzymujacych w diecie 0,04% BNF
przez okres 7 dni. Uzyskano odpowiednio 12-krotne zwigkszenie poziomu CYP1Al oraz
2,7-krotne zwigkszenie intensywnosci prazka dla CYP1A2. Autor na podstawie swych analiz
uznat BNF za agoniste czynnika AhR [Stresser i wsp. 1994]. Ocena wplywu podawania
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B-naftoflawonu w dawce 25 mg/kg i.p. dziennie przez okres 2 dni na enzymy CYP1A
w modelu szczurzym podjeta zostata przez zespot Iba i wsp. [1999]. W efekcie BNF podnidst
aktywnos$¢, poziom transkryptu i biatka CYP1A, przy czym efekt indukcji byt wyzszy
u samcow w porownaniu do samic. Wyniki sugerujace indukcj¢ transkrypcji po podaniu
B - naftoflawonu samcom szczura szczepu Wistar potwierdzaja rezultaty pracy doktorskiej,
w ktorej zastosowano znacznie wyzsza dawke 100 mg/kg i.p. i wydluzono czas podawania
induktora odpowiednio do 3 i 10 dni. W grupie zwierzat badanych po 3 dniach podawania
zanotowano znamienny statystycznie (p<0,001), blisko 3,6 krotny wzrost poziomu mRNA
genu CYP1A2 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Podobny efekt obserwowano po 10 dniach
stosowania induktora, gdzie poziom indukcji wzrost do wartosci niemal 420%. Doniesienia
literaturowe sugeruja, ze B-naftoflawon w dawce 40 mg/kg stosowany dootrzewnowo przez
3 dni moze powodowa¢ nawet 20-krotny wzrost poziomu mRNA CYP1A2, przy czym
wielko$¢ proby w tym doswiadczeniu byla znacznie nizsza (n=4) niz w pracy doktorskiej
(n=10) [Yu i wsp., 2005].

W celu oceny potencjalnego udzialu czynnika AhR w indukcji CYP1A2 przez
B-naftoflawon dokonano pomiaru poziomu mRNA genu dla tego receptora. Nie wykazano
istotnych statystycznie zmian w poziomie transkryptu genu czynnika AhR przy dawce
100 mg/kg i.p. po trzech dniach podawania zwierzgtom. Warto jednak zauwazy¢, iz dtuzszy
okres hodowli z tym induktorem CYP1A2 (10 dni) spowodowat wzrost poziomu mRNA
o okoto 28% w porownaniu do grupy kontrolnej. Powyzsze rezultaty, mimo iz nie s3 istotne
statystycznie, mogg sugerowa¢ udzial wspomnianego czynnika w procesie indukcji
1izoenzymoOw z podrodziny CYP1A przez ten zwigzek. Potwierdzajg one obserwacje zespotu
Oinonen i wsp. [1994] wskazujace na zwigkszenie ilosci mRNA genu AHR pod wplywem
BNF przy braku zmian na poziomie biatka u szczurow. Natomiast istnieja roéwniez
doniesienia sugerujace mozliwos¢ indukcji CYP1A2 na drodze mechanizmu niezaleznego od
receptora AhR. Uwaza si¢, ze B-naftoflawon moze oddzialywaé réwniez z innym niz AhR
receptorem cytoplazmatycznym o zblizonej do niego sekwencji aminokwasowej lecz innej
statej sedymentacji [Brauze i Malejka-Giganti, 2000]. Podanie B -naftoflawonu w dawce
dobowej 80 mg/kg przez zespot Kishida i wsp. [2008] znacznie indukowato mRNA CYP1A1
i CYP1A2 a takze wywotalo wzrost stezenia transkryptu receptora AhR w watrobie
u szczurOw. Poniewaz czynnik AhR wraz z ARNT, AhRR, HIFlalpha naleza do rodziny
regulatorow transkrypcji helix-loop-helix/PAS uczestniczacych w kaskadzie odpowiedzi na
ksenobiotyk, celowe jest przytoczenie pracy zespolu Brauze 1 wsp. [2006].

W badaniu analizowano wplyw podawania i.p. ligandow czynnika AhR na ekspresje
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wspomnianych genow w watrobie u szczuréw. Analiza ilosciowa PCR w czasie rzeczywistym
nie wykazata zmian w poziomie mRNA ARNT i HIFlalpha po podaniu B-naftoflawonu,
3-MC i1 TCDD. Ekspresja AhRR ulegta zmianie po podaniu TCDD natomiast nie pod
wplywem 3-MC i B-naftoflawonu. Ekspresja mRNA AhR i markerow jego aktywacji,
CYP1A1 i NQOI, znamiennie wzrosta po podaniu TCDD, 3-MC oraz, w mniejszym stopniu,
BNF. Wyniki te wskazuja, ze wigzanie ligandow do AhR wptywa na transkrypcje zarowno
CYP1A1l i NQOL1 jak i AhR [Brauze i wsp., 2006]. Uzasadnionym wydaje si¢ zalozenie, ze
B-naftoflawon jest uznawany za ligand wykazujacy wysokie powinowactwo do AhR oraz
innych biatek wiazacych PAH [Brauze i Malejka-Giganti, 2000]. Uzna¢ mozna, ze poziom
indukcji AhR zalezy od potencjatu induktora enzyméw metabolizmu ksenobiotykow.
Przeglad literatury pozwala wnioskowaé, Ze zastosowana w pracy doktorskiej
cymetydyna hamuje metabolizm wielu substratow enzyméw CYP w warunkach in vivo i in
Vvitro zar6wno u szczurdéw jak i u cztowieka. Cymetydyna moze wywota¢ inhibicj¢ izoform
CYP1A,CYP2C9, CYP2D6, i CYP3A4, przy czym klinicznie istotne znaczenie ma zdolnosc¢
wplywu na aktywno$¢ CYP3A4 i CYP1A2, co wykazano w analizach in vitro na ludzkich
mikrosomach watrobowych [Martinez i wsp., 1999]. Klinicznie istotne interakcje z lekiem
wystepuja zwykle przy dziennej dawce na poziomie lg lub obecnos$ci inhibitorow tego
enzymu. Najistotniesze z nich dotycza substratow o waskim indeksie terapeutycznym takich
jak teofilina, prokainamid i R-warfaryna. Na podstawie wynikow in vitro sugeruje sig, ze
hamowanie CYP przez cymetydyn¢ wykazuje charakter kinetyki kompetytywny lub mieszany
kompetytywny/niekompetytywny i zalezy od jej stezenia w watrobie [Levine i wsp, 1998;
Cremer i wsp., 1989]. W oparciu o wczesniej prowadzone badania uznano cymetydyng za
odwracalny i nieselektywny inhibitor enzyméw CYP [Levine i wsp., 1998]. Wyniki pracy
doktorskiej zwracajace uwage na molekularne podloze wskazujg, ze zastosowanie
cymetydyny in vivo w dawce 100 mg/kg p.o. zaréwno przez okres 3 i 10 dni do$wiadczenia
nie wptyneto istotnie na poziom mRNA CYP1A2 wzglegdem grupy kontrolnej. W diuzszym
czasie (10 dni) obserwowano niewielka tendencje do redukcji poziomu transkryptu badanego
genu o niespelna 15% ponizej wartoSci zanotowanej dla zwierzat w grupie kontrolne;.
Podobne wnioski pochodza z badania zespotu Levine i wsp. [1998], gdzie posrednio
wykazano brak wptywu cymetydyny na aktywno$¢ izoform CYP1A w badaniach na modelu
szczurzym. Zastosowana wowczas dawka 150 mg/kg 1.p cymetydyny nie zmienita
indukowanej p-naftoflawonem aktywnosci O-deetylazy 7-etoksyrezorufiny (EROD)
I O-demetylazy metoksyrezorufiny (MROD) bg¢dacych markerem CYP1A w mikrosomach
watroby [Levine i wsp., 1998]. Brak hamujacego wplywu cymetydyny na izoenzymy
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z podrodziny CYP1A na poziomie biatka i mRNA w ludzkich hepatocytach in vitro wykazaty
réowniez badania Curi-Pedrosa i wsp. [1994]. Brak istotnego spadku ekspresji ocenianej
EROD mozna tlumaczy¢ obserwacjami Cremer i wsp. [1989], gdzie najwigkszg zdolnosé
hamowania aktywno$ci CYP1A2 mierzonej utlenianiem teofiliny obserwowano po podaniu
doustnym inhibitora. Na tej podstawie w pracy doktorskiej dawka 100 mg/kg podawana byta
p.o., jednak nie wywotata ona istotnych zmian na poziomie mRNA CYP1A2. Jednocze$nie
obserwowano istotny statystycznie wzrost stezenia mRNA genu AHR w hepatocytach, gdzie
osiggn¢to ono odpowiednio warto$§¢ okoto 144% (p=0,014) oraz 139% (p<0,001)
w odniesieniu do grupy zwierzat nie poddanych procedurze eksperymentalnej, odpowiednio
po 3 i 10 dniach do$wiadczenia. Przeglad literatury wskazuje na brak innych doniesien
o badaniach nad wplywem cymetydyny na wspomniany czynnik. Jednoczes$nie obserwowana
tendencja do wzrostu transkryptu AhR bez zmian poziomu mRNA genu CYP1A2 sugeruje
mozliwos¢ potranskrypcyjnych modyfikacji mMRNA badanego czynnika transkrypcyjnego, co
jest powszechnym mechanizmem regulujacym ekspresje genow w  komodrkach
eukariotycznych. Istnieje mozliwo$¢ jego degradacji lub zmian biatka 1 kolejnych etapow
mechanizmu indukcji lub istnienie innej posredniej drogi regulacji CYPL1A. Ponadto
zwigkszony poziom mRNA AhR moze wigza¢ si¢ z aktywacja ekspresji innego genu
docelowego pod wplywem podanego leku, gdyz czynnik ten peini istotng funkcje
fizjologiczng w utrzymaniu homeostazy w organizmie i przemianach zwigzkow endogennych.

Pierwsze wnioski wskazujace na udziat izoniazydu w zwigkszaniu aktywnosci
CYP2EI poprzez mechanizm potranslacyjny, na drodze stabilizacji biatka 1 bez udziatu
kaskady sygnalowej zaleznej od receptora, pochodza z prac Koop i wsp. [1985]. Wplyw
izoniazydu na stabilizacje biatka okreslono jako analogiczny do regulacji pod wplywem
etanolu i imidazolu zachodzacej poprzez hamowanie fosforylacji i degradacji biatka [Eliasson
i wsp., 1990]. Analiza zdolno$ci indukcyjnych izoniazydu wobec CYP2E1 podjeta przez
zespot Park i wsp. [1993] prowadzita do podobnych wnioskow o zwigkszeniu efektywnosci
translacji, ilosci biatka oraz aktywnosci w oparciu o pomiary hydroksylazy aniliny. Zmian
tych nie obserwowano na poziomie mRNA CYP2El. Dowodow na poparcie tej tezy
dostarczyl autorom fakt, iz wcze$niejsze podanie cykloheksamidu i fluorku sodu hamujacych
translacj¢ znosito efekt izoniazydu, co sugerowalo, ze indukcja ma miejsce na drodze
aktywacji translacji mRNA CYP2El. Ponadto wykazano, ze dwa strukturalne analogi
izoniazydu - kwas izonikotynowy i jego amid wykazywaty nizsza zdolnos¢ indukcji CYP2EL.
Na podstawie tych obserwacji autorzy sugeruja, iz dla selektywnosci indukcji CYP2E] oraz
sity oddziatywania, wydaje si¢ by¢ istotna grupa hydrazydowa i pierscien pirydynowy
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izoniazydu [Park i wsp., 1993]. Wplyw izoniazydu na poziom biatka CYP2E1
i aktywnos$¢ enzymatyczng u szczuréw po podaniu 200 mg/kg i.p. przez okres 5 dni
analizowano w pracy Poloyac [2004]. Wykazano, ze w watrobie zwierzat z grupy badanej
ilos¢ biatka wzrosta ponad 2,5 podobnie jak aktywno$¢ mierzona tworzeniem
6-hydroksychlorzoksazonu. Efekt indukcji potwierdzilo tkankowo specyficzne nasilenie
hydroksylacji kwasu arachidonowego. Badania in vivo na modelu szczurzym
z wykorzystaniem izoniazydu jako induktora w dawce 100 mg/kg i.p. przez okres 4 dni
potwierdzity zmiany aktywnosci izoformy CYP2El mierzone reakcja hydroksylacji
p-nitrofenolu metodami spektrofotometrii. Analiza biatka metoda Western blot prowadzita do
podobnego wniosku. Nie podjeto natomiast pomiaréw ilosci transkryptu badanego genu
[Karamanakos i wsp., 2009]. Autorzy zaktadaja jednak mozliwo$¢ regulacji ekspresji enzymu
CYP2E1 rowniez na etapie syntezy i stabilizacji transkryptu [Powell i wsp., 1998]. Istnieje
niewiele doniesien literaturowych mowiacych o wplywie izoniazydu na st¢zenie mRNA
CYP2E1. W komorkach watroby zwierzat poddanych dziataniu izoniazydu przez okres 3 i 10
dni w dawce 150 mg/kg i.p. w ramach pracy doktorskiej zaobserwowano znamienne
(odpowiednio p=0,007 oraz p=0,003) zwigkszenie st¢zenia transkryptu genu CYP2El do
wartosci ponad 160% w poréwnaniu z grupami kontrolnymi. Biorgc pod uwage rezultaty
uzyskane w pracy oraz obserwacje innych autorow mozna domniema¢ o wplywie izoniazydu
na stabilizacj¢ mRNA w komorce. Wykorzystanie dawki izoniazydu u szczuréw nizszej niz
badana w pracy doktorskiej - 100 mg/kg i.p. - przez wydtuzony okres 21 dni zdaniem zespotu
Yue i wsp. [2004] nie wywotalo istotnych zmian poziomu mRNA CYP2EI przy nasilonej
aktywnosci tego enzymu. Nalezy jednak zauwazy¢, ze stezenie transkryptu badano reakcja
klasycznego PCR z wykorzystaniem cDNA 1 wizualizowano w Zelu agarozowym, co jest
analiza nieporownywalnie mniej czutg od zastosowanej w pracy doktorskiej real-time PCR.
Wobec wynikéw powyzszych badan oraz na podstawie prac Powell i wsp. [1998] mozna
wnioskowa¢ o istnieniu korelacji miedzy bialkiem a aktywnoScig mierzong przemianami
chlorzoksazonu i p-nitrofenolu bedacych substratami CYP2E1. Nie wykazano jednak takiej
zalezno$ci dla poziomu transkryptu i aktywnosci katalitycznej biatka. Uzyskane rezultaty sa
potwierdzeniem kompleksowej regulacji ekspresji CYP2E1 [Powell i wsp., 1998].

Glowny metabolit disulfiramu, dietyloditiokarbaminian, uznawany jest za selektywny
inhibitor aktywno$ci katalitycznej CYP2E1 na drodze mechanizmu podstawowego
w ludzkich mikrosomach watroby [Guengerich i wsp., 1991] oraz in vitro i in vivo u szczurow
[Brady i wsp., 1991a]. Jest on stosowany gltéwnie w badaniach zmierzajacych do okreslenia

udziatlu wspomnianego enzymu w biotransformacji ksenobiotykéw. W pracy doktorskiej
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zastosowano dietyloditiokarbaminian jako substancj¢ wzorcowa w celu okreslenia zmian na
etapie transkrypcji. Wczesdniejsze analizy aktywnos$ci prowadzone przez zespdt Kharasch
i wsp. [1993] wykazatly, ze pojedyncza dawka disulfiramu (500 mg) podana zdrowym
ochotnikom zmniejsza aktywnos¢ CYP2E1 o okolo 85% 1 wydluza czas eliminacji
chlorzoksazonu u szczuréow in vivo, czyli prowadzi do szybkiej i selektywnej inaktywacji
watrobowej frakcji CYP2E1 ocenianej analiza reakcji 6-hydroksylacji chlorzoksazonu
[Kharasch i wsp., 1993]. Podobnie, badania in vivo na modelu szczurzym zespotu
Karamanakos i wsp. [2009] z wykorzystaniem disulfiramu w dawce 75 mg/kg i.p. jako
inhibitora przez okres 4 dni wykazaly redukcje poziomu biatka i aktywno$ci izoformy
CYP2E1 mierzone odpowiednio technika Western blot i metodami spektrofotometrii (reakcja
hydroksylacji p-nitrofenolu). Nie wykonano natomiast pomiaréw ilo$ci transkryptu badanego
genu. W pracy doktorskiej zaobserwowano, iz podawanie dietyloditiokarbaminianu w dawce
200 mg/kg i.p. przez okres 3 dni wywoluje nieznaczne i nieistotne obnizenie ilosci
transkryptu dla genu CYP2E1 rzedu ok. 15% co mozna uznaé¢ jedynie za tendencj¢ do
hamowania jego ekspresji. Po 10 dniach efekt nasilit si¢ powodujac spadek poziomu
transkryptu o ponad 26% wobec grupy kontrolnej, przy czym wynik ten nie byt rdwniez
znamienny (p<0,05). Efekt redukcji poziomu mRNA o warto$¢ 38% u szczurdw uzyskat
rébwniez zespot Martini i wsp. [1997] pod wplywem pojedynczej dawki 100 mg/kg
disulfiramu podanej dootrzewnowo. Natomiast w pracy autorstwa Pratt-Hyatt i Hollenberg,
[2010] odnotowano zmniejszenie aktywnosci CYP2E1 in vitro w obecnosci NADPH
w sposoOb zalezny od czasu i st¢zenia inhibitora. Autorzy pracy w ktorej wykorzystano DDC
uznaja, ze inaktywacja CYP2E1l przebiega poprzez kowalencyjne wigzanie adduktu
z enzymem. Dalsza analiza pozwolita uznaé, Ze dietyloditiokarbaminian moze tworzy¢
wigzanie disiarczkowe z jedna z o$miu cystein obecnych a apoproteinie CYP2E1. Badania

nad hamujacym wplywem dietyloditiokarbaminianu na CYP2E1 wciaz trwaja.

5.2.1. Wplyw Echinacea purpurea na poziom transkryptu i aktywno$s¢ CYP1A2
i CYP2EL

W monoterapii przyjmowanie jezowki wigze si¢ z niewielkim ryzykiem dla
konsumenta [Freeman i Spelman, 2008]. Natomiast niekontrolowane stosowanie jej
preparatow podnosi prawdopodobienstwo wystepowania klinicznie istotnych interakcji
z substratami enzymow CYP, w tym lekami immunosupresyjnymi, przeciwzakrzepowymi,

benzodiazepinami i blokerami kanalu wapniowego, co moze skutkowaé powaznymi
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konsekwencjami zdrowotnymi [Gorski i wsp., 2004]. Pomimo tego interakcje migdzy
przetworami z jezé6wki purpurowej a lekami syntetycznymi nie sg dotychczas kompleksowo
opisane.

Badania z wykorzystaniem bakulowirusowych wektorow ekspresyjnych CYP
wykazaty, ze wyciag z jezéwki stabo hamuje aktywnos¢ CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6
I CYP3AA4 in vitro [Modarai i wsp., 2007]. Autorzy twierdza, ze alkiloamidy odpowiedzialne
za wlasciwosci immunomodulacyjne jezowki moga hamowa¢ CYP3A4, CYP2CI19
1 CYP2D6. Natomiast w przeciwienstwie do wptywu catego ekstraktu, nie redukujg one
aktywnosci CYP1A2. W zwiazku z powyzszym za obserwowany efekt moga odpowiadac
inne sktadniki obecne w preparatach Echinacea [Modarai i wsp., 2007]. W kolejnym badaniu
in vitro wykazano, ze izolowane hydrofobowe alkiloamidy z jezowki w stezeniu 25 puM
wykazaly zdolno$¢ hamowania aktywnosci CYP2El mierzonej za pomoca substratu
p-nitrofenolu w ludzkich mikrosomach watroby. Aktywno$¢ tego enzymu nie ulegla zmianie
pod wplywem kwasu kawowego [Raner i wsp., 2007]. Autor sugeruje, ze eckstrakty
przygotowywane przy uzyciu rozpuszczalnikow z wysoka zawarto$cig etanolu zawieraja
zazwyczaj znaczne ilosci hydrofobowych alkiloamidow i wywieraja wyzszy wptyw hamujacy
na enzymy CYP, natomiast ekstrakty wodno-etanolowe wigksze ilosci bardziej hydrofilowych
pochodnych kwasu kawowego.

Wiyniki badan in vivo w modelu szczurzym uzyskane w ponizszej pracy potwierdzaja
na poziomie transkryptu sugestie wskazujagce na brak efektu modulacji CYP1A2 przy
stosowaniu suplementacji jezowka. W pracy wykazano brak zwigzku pomiedzy trwajacym
3 oraz 10 dni podawaniem wyciggu jezowki purpurowej standaryzowanego na zwarto$¢
kwasu kawowego (3,7%) w dawce 50 mg/kg p.o. a poziomem transkryptu CYP1A2
w komorkach watroby szczuréw z grupy badanej wzgledem grupy kontrolnej. Brak wplywu
obserwowano rowniez na poziomie mRNA czynnika AhR. W pracy doktorskiej nie
obserwowano indukcji transkrypcji lub stabilizacji mRNA mierzonych stezeniem transkryptu
CYP2EI u szczurow otrzymujacych dziennie 50 mg/kg p.o. wzgledem grupy kontrolne;j. Przy
wspomnianej dawce zanotowano niewielkg redukcje mRNA, ktora po 3 dniach podawania
ekstraktu wyniosta okoto 12% (p=0,037) natomiast po 10 dniach odpowiednio 17%.
Uzyskane rezultaty wskazuja, ze zastosowany wycigg nie zawiera silnych agonistow
i antagonistow szlaku sygnatlowego AhR oraz nie podnosi poziomu konstytutywnej ekspresji
AhR. Nalezy zauwazy¢, iz badania nad mozliwosciag zmian ekspresji i/lub aktywnoSci
izoformy CYP2EI s3 istotne ze wzgledu na mozliwo$¢ tworzenia reaktywnych form tlenu

1 nasilania toksycznos$ci substratow oraz tworzenia adduktow DNA generowanych przez ten
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enzym. Nie stwierdzono dotychczas, ktory ze sktadnikow aktywnych przetwordéw z jezowki
mogltby odpowiada¢ za obserwowane w pracach efekty.

Gorski i wsp. [2004] zwraca uwage na ograniczong liczbe badan in vivo dotyczacych

interakcji jezoOwki z innymi $rodkami stosowanymi w terapii. Analiza wpltywu przyjmowania
przetwordéw z jezé6wki na aktywno$¢ CYP1A2 w badaniach klinicznych opiera si¢ gléwnie
o parametry farmakokinetyczne. Istniejg prace oparte na pomiarze cDNA wskazujace, ze
nalewki z jezowki moga hamowac¢ aktywno$¢ CYP3A4, natomiast wplyw na CYPI1A2 nie
jest znany. Zespot Gorski i wsp. [2004] przeprowadzil badania okreSlajagce wplyw
przyjmowania komercyjnie dostepnego wyciggu z korzenia E. purpura zawierajacego
powyzej 1% fenoli w dawce 4 x 400 mg przez 8 dni na metabolizm kofeiny, tolbutamidu
I dekstrometorfanu - specyficznych markerow izoform CYP1A2, CYP2C9 i CYP2D6
w surowicy krwi 1 moczu u 12 badanych oséb. Wykazano, ze przyjmowany wyciag
w zastosowanej dawce byl dobrze tolerowany przez organizm i nie powodowat
niekorzystnych efektow ubocznych. Dodatkowo oceniono wptyw przyjmowania jezowki na
aktywno$§¢ CYP3A poprzez dozylne i doustne przyjmowanie midazolamu. Zanotowano
istotne obnizenie klirensu markera aktywnosci CYP1A2 - kofeiny o0 27% na podstawie czego
mozna wnioskowaé, iz krétkotrwate przyjmowanie jezowki prowadzi do hamowania
aktywnos$ci katalitycznej CYPIA2 w badaniach in vivo, co moze mie¢ znaczenie dla
substratbw o waskim indeksie terapeutycznym takich jak teofilina i klozapina. Czas
pottrwania kofeiny nie ulegt zmianie po podaniu jezowki [Gorski i wsp., 2004].
W badaniach Gurley i wsp. [2004] opartych o analiz¢ metabolizmu kofeiny
i chlorzoksazonu odpowiednio katalizowanych przez CYP1A2 i CYP2E1 u 12 zdrowych
ochotnikow wykazano, ze Echinacea purpurea podawana doustnie w dawce 800 mg
2x dziennie przez 28 dni nie zmienia istotnie aktywnos$ci tych enzyméw. Nie zaobserwowano
istotnych zmian w stosunku st¢zen paraksantyny i kofeiny w surowicy krwi. Jest to zalezno$¢
podobna do obserwowanej w pracy doktorskiej. Autor wskazuje jednak, ze roztwor 5-10%
komercyjnie dost¢pnej nalewki z korzeni E. pallida i E. ngustifolia oraz nadziemnej cze¢sci
E.purpurea hamuje metabolizm CYP3A4 natmiast wptyw jezowki na aktywnos$¢ katalityczng
innych izoform, w tym CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 nie jest wpelni znany [Gorski i wsp.,
2004].

Warto podkresli¢, ze na koncowy efekt whasciwosci przetwordw E. purpurea wobec
enzymow CYP450 wplyw maja technika przygotowywania ekstraktu oraz stan i sklad
surowca. Wykazano, ze sktadniki hydrofobowe, w tym alkilamidy, wywoluja wigksza
inhibicj¢ izoform CYP450 niz hydrofilowe takie jak fenylopropanoidy [Raner i wsp., 2007].
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Postuluje si¢, ze efekt hamowania CYP1A2 zalezy od zréznicowania miedzyosobniczego
a podawanie przetwordw jezoéwki moze spowodowaé wzrost stezenia teofiliny w osoczu.
Ze wzgledu na fakt, iz jest to substrat CYP1A2 o waskim zastosowaniu medycznym
niewielkie zmiany osiggajace 20% jego klirensu s3 uwazane za klinicznie istotne
[Gorski 1 wsp., 2004]. W zwiazku z powyzszym zmiany ekspresji i aktywno$ci mogg miec
szczegblne znaczenie dla pacjentdw cierpigcych na astme i1 zapalenie oskrzeli, ktorzy
jednoczesnie korzystaja z wtasciwosci przetworow jezoOwki wraz z standardowg terapia.

Na podstawie badan klinicznych wykazano, ze wplyw popularnych suplementéw
zawierajacych jezowke u zdrowych ochotnikéw na CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1 i CYP3A4
jest niewielki a ryzyko interakcji relatywnie niskie. Jednak badania dotyczace bezpieczenstwa
wciaz trwajg [Gorski i wsp., 2004; Gurley i wsp., 2004; Freeman i Spelman, 2008]. Freeman
i Spelman zwracaja uwage na fakt, ze brak zweryfikowanych doniesien o interakcjach tego
surowca z lekiem syntetycznym. Biorac pod uwagg szacowane ryzyko zwigzane
z przyjmowaniem produktow Echinacea (1 na 100 000), liczb¢ dawek spozywanych rocznie
okreslang na powyzej 10 min, fakt krotkoterminowego stosowania i liczbe zdarzen
niepozadanych (<100), produkty jezowki purpurowej nie wydajg si¢ stanowié istotnego

zagrozenia dla konsumentoéw [Freeman i Spelman, 2008].

5.2.2. Wplyw Glycine max na poziom transkryptu i aktywnos¢ CYP1A2 i CYP2E1

Badania epidemiologiczne 1 eksperymentalne dostarczaja danych potwierdzajacych
korzystny wptyw izoflawonow sojowych, bedacych zZrédlem fitoestrogendéw, na organizm
cztowieka. Dieta sojowa wydaje si¢ zmniejsza¢ czestotliwo$¢ wystgpowania chordb
przewlektych, takich jak otylo§¢, miazdzyca, 1 cukrzyca. Ponadto doniesienia literaturowe
sugeruja istnienie zwigzku miedzy wysokim spozyciem produktow sojowych a obnizonym
ryzykiem zapadalno$ci na niektoére typy nowotwordéw, co obserwowano w populacji
azjatyckiej, w tym raka piersi, jajnika, prostaty i jelita grubego [Singhal i wsp., 2007].
Prowadzone w tym zakresie badania na zwierzgtach wydaja si¢ potwierdza¢ zmniejszong
czestos¢ chemicznie indukowanych przypadkow raka piersi, prostaty i jelita, jednak
mechanizm tego oddziatywania nie zostal w pelni poznany. Z drugiej strony dane uzyskane
z badan oczyszczonych izoflawondéw stosowanych w stezeniach farmaceutycznych,
podawanych gryzoniom, wskazuja na ryzyko wystapienia zaburzen rozrodczych zaréwno
u kobiet jak i mezczyzn [Delclos i wsp., 2001; Singhal i wsp., 2009]. Dowiedziono, ze

flawonoidy moga wptywa¢ na stezenie niektoérych lekow w surowicy krwi powodujac
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nasilenie lub brak efektu terapeutycznego, co moze stanowi¢ konsekwencje ich zdolnosci do
modulacji aktywno$ci enzymow CYP glownie na etapie transkrypcji i stabilizacji mRNA
[Kishida i wsp., 2004]. Na podstawie badan in vitro sktadnikow soi zaobserwowano ich
potencjalny hamujacy wplyw na aktywno$¢ enzymoéw z nadrodziny cytochromu P450
1 uznano daidzeing, genisteing i glicytyne za inhibitory niekompetycyjne CYP2A6. Ponadto
hydrolizowane ekstrakty sojowe moga hamowa¢ CYP2C9 i CYP3A4 w ludzkich
mikrosomach watroby [Foti i Wahlstrom, 2008].

Dotychczas niewiele wiadomo na temat mechanizmoéw, dzigki ktorym preparaty soi
reguluja ekspresje izoform CYP1A oraz CYP2EI a takze ich efekcie na szlak sygnalowy
czynnika AhR. Badania in vitro i in vivo zmierzaja do wyjasnienia oddziatywania
izoflawondw na zrdéznicowanie substratowe 1 aktywno$¢ enzymoéw metabolizujacych
ksenobiotyki [Anzenbacher i Anzenbacherova, 2001]. Istnieja prace wskazujace, ze genisteina
moze hamowaé tworzenie adduktow DNA in vitro powstalych w wyniku ekspozycji na
benzo[a]piren poprzez obnizenie aktywnosci CYP1A1l. Podobne wnioski dotyczg obnizenia
indukowanej 3-MC aktywnosci CYP1A1 oraz wywotanej DMBA ekspresji CYP1A1 i AhR
u szczuréw karmionych izolatem biatka sojowego [Rowlands i wsp., 2001; Ronis i wsp.,
2001; Singhal i wsp., 2007]. Rezultaty badan z uzyciem ludzkich mikrosomow watroby
wykazaly supresj¢ aktywnosci CYP1A2, CYP2A6, CYP2D6 i CYP2C9 oraz CYP3A4 pod
wplywem hydrolizowanego ekstraktu sojowego, co obserwowano w oparciu o metabolizm
substratow tych enzymow, odpowiednio: fenacetyny, kumaryny, dekstrometorfanu,
warfaryny i testosteronu. Niehydrolizowany ekstrakt soi wywotal nieznaczng inhibicje
CYP1A2, CYP2A6 i CYP2D6 i stabg aktywacje CYP3A4 [Anderson i wsp., 2003].
Mechanizm odpowiedzialny za mozliwe oddzialywania aktywnych sktadnikow preparatéw
sojowych na ekspresje genow z podrodziny CYP1A oraz jego zwiazek z czynnikiem AhR nie
jest jasny.

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki obrazuja wplyw standaryzowanego ekstraktu
sojowego (100 mg/kg p.o.) na poziom mMRNA CYP1A2 i CYP2E1l oraz czynnika
transkrypcyjnego AhR zaangazowanego w regulacje ekspresji CYP1A2 w modelu in vivo
z wykorzystaniem techniki real-time PCR. W pracy doktorskiej wykazano brak zmian
w poziomie konstytutywnym mRNA CYP1A2 w watrobie szczur6w otrzymujacych
standaryzowany wycigg alkoholowy o zawartosci 37% izoflawondw w przeliczeniu na
genisteing w dawce dobowej 100 mg/kg p.o., niezaleznie od okresu podawania (3 lub 10 dni).
Jednoczesnie w grupie zwierzat otrzymujacych ekstrakt przez 10 dni obserwowano istotne

(p<0,001) zwigkszenie ilosci transkryptu genu AHR o ok. 61%, przy czym w Krotszym
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okresie czasu (3 dni) nie zanotowano takiej zaleznosci. Wyciag Glycine max po 3 dniach
podawania wywotat istotne obnizenie poziomu mRNA genu CYP2E1 0 25% w stosunku do
wyniku dla grupy kontrolnej (p=0,005). Efekt ten dotyczyl wszystkich osobnikow w grupie
badanej. W dluzszym okresie czasu nie obserwowano zadnych zmian na poziomie mRNA
CYP2EI1. Podobne obserwacje dotyczace transkryptu CYP1A2 odnotowano w badaniach na
szczurach rasy Sprague Dawley otrzymujacych wyciag z fermentowanych nasion soi w dawce
300 mg/kg diety o zawartosci 155 mg/g genisteiny I 127 mg/g daidzeiny przez 4 tygodnie.
Brak modyfikacji stgzenia mRNA dotyczyt gléwnych watrobowych izoform cytochromu
P450, w tym réwniez CYP1A1 i CYP2E1. Wyniki te moga sugerowac, ze izoflawony sojowe
stosowane w dluzszym okresie czasu nie powoduja indukcji enzyméw CYP na poziomie
transkrypcji i potranskrypcyjnej stabilizacji mRNA [Kishida i wsp., 2004]. Do podobnych
wnioskow doszedt zespot Helsby i wsp., ktory wykazat, ze daidzeina i metabolit genisteiny
- ekwol nie wptywaja na aktywnos¢ i poziom biatka CYP1A1, CYP1A2, CYP3A1 1 CYP2EI
u myszy po podaniu dootrzewnowym do dawki 40 mg/kg masy ciata [Helsby i wsp., 1997].
W rezultacie pozniejszych badan zespot ten sugeruje, ze izoflawony sojowe 1 ich metabolity
moga nieznacznie, W sposOb nieistotny statystycznie, redukowaé zawarto$¢ biatka
i aktywnos¢ CYP1A2, lecz uznaje on roOwniez ze nie jest to wystarczajacy argument na
wyjasnienie chemoprewencyjnych wlasciwosci izoflawonow sojowych [Helsby i wsp. 1998;
Kishida i wsp. 2004]. Stosowanie izolatu biatka sojowego zawierajacego wysokie dawki (430
mg/kg) izoflawonow, w tym 276 mg/kg genisteiny i 132 mg/kg daidzeiny, redukuje zaréwno
konstytutywna, jak i indukowang DMBA, aktywno$¢ CYP1Al (EROD) in vivo [Singhal
I wsp., 2007]. Obnizenie ilosci apoproteiny CYP1A1 i mRNA oraz ostabienie wigzania
dimeru AhR z ARNT do sekwencji XRE obserwowano jedynie w grupie zwierzat narazonych
na dziatanie indukcyjne DMBA pod wptywem diety zawierajacej izoflawony. Konstytutywny
poziom biatka AhR okre§lany w lizacie tkanki watrobowej ulegt redukcji dopiero po 20
dniach stosowania izolatu i towarzyszyt mu brak zmian mRNA w grupie otrzymujacej te
dietg. Badania in vitro tego samego zespotu wykazaly redukcje biatka i mRNA CYPIAI
odpowiednio o 25% 1 50% po inkubacji szczurzych komoérek watrobowych w medium
zawierajacym surowice zwierzat indukowanych DMBA oraz 25% spadek ilo$ci biatka AhR
przy braku zmian mRNA tego czynnika [Singhal i wsp., 2007]. Autorzy wnioskuja o regulacji
genu AHR na poziomie potranskrypcyjnym, w tym mozliwosci stymulowania obrotu biatka
AhR w komorce ze wskazaniem na jego proteosomalng degradacje pod wplywem sktadnikow
aktywnych soi [Singhal i wsp., 2007]. Ten sam zesp6t zaobserwowal brak wplywu genisteiny

1 daidzeniy w stezeniach obecnych w izolacie biatlkowym soi na mechanizm transdukc;ji
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sygnatu czynnika AhR. Ponadto autorzy zwracaja uwage na mozliwos¢ regulacji tego szlaku
na etapie biatka XAP2 [Singhal i wsp., 2008]. Dla pelnej interpretacji wynikéw badan istotne
jest poznanie zaréwno mechanizméw kontroli ekspresji enzymow CYP450 na etapie
transkrypcji jak i potranskrypcyjnych. W przypadku przedstawionych w pracy izoform nie
bez znaczenia jest stabilnos¢ transkryptow i bialek w komorce. Dowiedziono, ze okres
pottrwania mRNA CYP1A2 i CYP2EI wynosi > 24h, natomiast dla najczesciej opisywanego
enzymu CYP1ALl jest to warto$¢ jedynie 2,4h. Wobec tego transkrypt ten jest uznawany za
jeden z najmniej trwatych o najkrotszym czasie potowicznego rozpadu [Lekas i wsp., 2000].
Fizjologiczna funkcja czynnika AhR, uzasadniona konstytutywng ekspresja, nie jest
szczegblowo poznana i wymaga dalszych badan. W ostatnich latach opisano nowa klas¢
ligandow AhR okreslanych jako selektywne modulatory AhR (SAhRM), ktora nie
posredniczy w aktywacji gendw odpowiedzi na ksenobiotyk a stymuluje 1 utrzymuje zalezng
od czynnika AhR, niekanoniczng aktywno$¢ zwiazang z supresjg genéw ostrej fazy reakcji
zapalnej w watrobie [Narayanan i wsp., 2012]. Z tego punktu widzenia selektywna indukcja
tego czynnika miataby uzasadnienie terapeutyczne [Murray i wsp., 2010]. Wobec tego by¢
moze ekstrakt z soi stanowi zrodlo naturalnie wystepujacych ligandéw wykazujacych
potencjalne wtasciwosci selektywnego modulatora receptora AhR. Sktadnikami typowanymi
do tej funkcji sg izoflawony, ktore moglyby w ten sposoéb wptywac na procesy fizjologiczne
poprzez aktywacje AhR [Medjakovic i wsp., 2010]. Wobec powyzszego, obserwowany
w pracy doktorskiej wzrost poziomu mRNA AhR pod wpltywem zastosowanego w pracy

ekstraktu z soi bez zmian ekspresji CYP1A2 bylby uzasadniony.

5.2.3. Wplyw Allium sativum na poziom transkryptu i aktywno$¢ CYP1A2 i CYP2E1

Aktywno$¢ farmakologiczna preparatow 1 wyciggdw z czosnku zwigzana jest
z obecnoscig bogatych w siarke sktadnikéw aktywnych - allicyny i alliiny oraz flawonoidoéw
takich jak kwercetyna i1 rutyna. Istnieja doniesienia sugerujace, ze produkty bedace
przetworami tego surowca mogg modyfikowa¢ parametry farmakokinetyczne lekéw, w tym
paracetamolu, prowadzac do nasilania jego toksycznosci [1zzo i Ernst, 2001]. Ponadto zwigzki
siarkowe zawarte w czosnku s3 badane w kierunku zdolno$ci do redukcji indukowanych
w modelach zwierzgcych nowotwordéw, na drodze modyfikacji enzymoéw detoksykacyjnych,
w tym CYP2E1 [Davenport i Wargovich, 2005; Wargovich, 2006]. W zwigzku z pracami

sugerujagcymi mozliwos¢ zachodzenia interakcji oraz modyfikacji metabolizmu substratoéw
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izoform CYP1A2 i CYP2EL, podjeto probe analizy w modelu in vivo, stanowiagcg przedmiot
niniejszej pracy doktorskiej.

Istniejg doniesienia sugerujgce spadek aktywnosci CYP2E1 i poziomu bialka tego
enzymu pod wptywem siarczku diallilu (DAS), disiarczku diallilu (DADS) oraz wzrost
aktywnos$ci 1 poziomu biatka CYP2B1 [Brady i wsp., 1991b; Park i wsp., 2002]. Supresja
CYP2EI1 obserwowana byla rdwniez w szczurzych mikrosomach izolowanych od zwierzat
otrzymujacych olejek z czosnku w dawce 500 mg/kg, przy czym po 24, 48 oraz 72h
otrzymywania preparatu w zakresie dawek 200-1000 mg/kg zanotowano niewielka redukcje
biatka tego enzymu i brak wptywu na mRNA [Kwak i wsp., 1995]. Natomiast w badaniu
zespotu Greenblatt i wsp., [2006] polarne sktadniki czosnku takie jak allina, nie wykazywaty
istotnego hamowania aktywnosci enzymow CYP in vitro. Staby efekt redukcji uzyskano
jedynie dla S-metylo-L-cysteiny i S-allilo-L-cysteiny wobec CY3A4, cho¢ zdaniem autora
brak jest doniesien z badan klinicznych potwierdzajacych istotne ryzyko interakcji z udziatem
substratow tego enzymu. Istnieja rowniez sugestie wskazujace na zdolnos¢ sktadnikow
czosnku do indukcji aktywnos$ci CYP3A4 lecz sa one niewystarczajace [Foti i Wahlstrom,
2008]. W innym badaniu in vitro w wyniku inkubacji mikrosoméw z sulfonem diallilu
w obecnosci systemu generujacego NADPH, nastgpita inaktywacja CYP2E1 zalezna od
czasu, stezenia i przebiegajaca zgodnie ze wzorem typowej inhibicji samobdjczej [Brady
i wsp., 1991c]. Siarczek diallilu (DAS) ulega przeksztatceniom do sulfotlenku diallilu
(DASO) oraz sulfonu diallilu (DASO;) przez izoform¢ CYP2E1. Uwaza sig, ze sulfon diallilu
jest przeksztatcany dalej przez ten izoenzym do reaktywnych form posrednich, ktore
modyfikuja grup¢ hemowa enzymu CYP2E1 [Yang i wsp., 1992].

Doswiadczenia wykonane na zwierzetach potwierdzaja chemoprewencyjne
wlasciwosci czosnku w stosunku do szeregu kancerogenow. Wedlug doniesien
literaturowych siarczek diallilu wykazuje niska aktywnos¢ przeciwnowotworowa, jednak jego
metabolity generowane przez CYP2E1: DASO oraz DASO?2 takie dziatanie posiadajg [Yang
I wsp., 2001]. Sktadniki te redukujg toksycznos¢ indukowang substratami CYP2E1
acetaminofenem, czterochlorkiem wegla i N-nitrozodimetyloaming u gryzoni. Uznawane s3
za inhibitory kompetycyjne CYP2E1l. Ponadto DASO; jest samobdjczym inhibitorem
CYP2E1 poniewaz wigzac si¢ nieodwracalnie w jego miejscu aktywnym, niszczy aktywnos¢
katalityczng. Wyniki badan pracy doktorskiej majgce na celu pomiar mRNA izoform
CYP1A2 i CYP2E1 oraz czynnika AhR technika real-time PCR w watrobie gryzoni
w zaleznosci od podawania wyciggu czosnku pospolitego w dawce 250 mg/kg p.o. wskazuja

na brak znaczacych zmian w poziomie transkryptu CYP1A2 po 3 i 10 dniach stosowania.
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Obserwowano natomiast redukcje mRNA czynnika AhR o 20% (p=0,012) po 10 dniach
doswiadczenia przy niewielkim, okolo 12% obnizeniu ilosci CYP1A2. Biorac pod uwage
fakt, iz czynnik ten reguluje rowniez ekspresje CYP1AIl, nalezaloby okresli¢ poziom
transkryptu tej izoformy. W przypadku CYP2E1 zanotowano jedynie nieznaczne, niespetna
17% hamowanie CYP2E1 po 3 dniach stosowania ekstraktu czego nie potwierdzono po
wydtuzeniu czasu trwania do$wiadczenia do 10 dni. Nalezy nadmienié, ze wyniki te nie
wykazujg istotnosci statystycznej przy p<0.05. Badania nad wplywem okre$lonych
siarkowych sktadnikow organicznych czosnku na mRNA CYP1A2 i CYP2El w watrobie
u szczurow realizowal rowniez Davenport i Wargovich [2005]. Nie wykazano wowczas
istotnego wptywu zadnego analizowanych zwigzkow: DAS, DADS, AMS, DPS, DPDS, PMS
i SAC przy zréznicowanych dawkach 200 mg/kg, 100 mg/kg i 50 mg/kg na poziom
transkryptu  wspomnianych izoform. Jest to wynik podobny do otrzymanego w pracy
doktorskiej. Natomiast badania biatka wykazaty, ze podanie dozotagdkowe dobowych dawek
200 mg/kg DAS, DADS oraz 2-propenyl siarczku metylu (AMS) obnizyto poziom watrobej
frakcji biatka CYP2EL odpowiednio o 45%, 25% i 47% (p<0.01) co obserwowano po 1, 4i 8
tygodniach leczenia. Siarczek dipropylu (DPS), disiarczek dipropylu (DPDS), PMS i SAC
nie wptynety na biatko frakcji watrobowej tej izoformy. DAS w dawce 200 mg/kg zwickszyt
poziom biatka CYP1A2 o 282% (p<0.01), podczas gdy inny skladnik siarkowy siarczek
allilo-metylowy (AMS) zwickszyt biatko CYP1A2 o 70% (p<0.05). Efekt wydtuzonego
podawania 200 mg/kg DAS i AMS zaréwno po 1,4 1 8 tygodniach wywotat istotng redukcje
o ponad 50%,(p<0.05) biatka watrobowej frakcji CYP2EI. Przewlekte podawanie 200 mg/kg
DAS 1 AMS prowadzilo do zaleznego od czasu zwigkszania ilosci biatka izoform CYPIA do
poziomu istotnie wyzszego niZ w sytuacji zastosowania pojedynczej dawki kazdego ze
sktadnikow. Po 8 tygodniach podawania DAS i AMS wzrost ilosci biatka CYP1A2 osiagnat
poziom odpowiednio wyzszy o 50% i 240% [Davenport i Wargovich, 2005]. Podobnie
dtuzsze podawanie dawek 50 and 100 mg/kg DAS obnizylo poziom biatka watrobowe;j
CYP2E1 odpowiednio o 39% 1 52% (p<0.05). DAS w dawce 50 mg/kg istotnie podniost
poziom biatka CYP1A1l i CYP1A2 o odpowiednio 146% i 173%. Interesujace jest, Ze nie
obserwowano takiej zaleznosci dla dawki 100 mg/kg DAS na CYPIAl 1 CYP1A2.
Kroétkotrwate podawanie DAS moze powodowac szybka redukcje aktywnosci CYP2EI, przy
czym silna supresja wystepuje po 4 tygodniach stosowania. Autorzy rozwazaja mozliwos¢
zachodzenia interakcji z lekami lub innymi substratami CYP2E1l o niskiej masie
czasteczkowej, a przy dlugoterminowym stosowaniu takze do wuszkodzenia watroby

[Wargovich, 2006]. Prace nad efektem sproszkowanego czosnku w diecie na aktywno$¢
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i biatko CYP2E1 u szczurow =z indukowanym dietylonitrozaming procesem
hepatokancerogenezy prowadzit zespot Park i wsp. [2002]. Zwierzeta otrzymujace przez
okres 8 tygodni diet¢ zawierajacg 2.0 1 5.0% czosnku wykazywaly nizsza aktywnos¢ CYP2EI
oraz poziom biatka tego enzymu a takze zmniejszone ogniska zmian indukowanych podaniem
I.p. dietylonitrozaminy [Park i wsp., 2002]. Zdaniem Le Bon i wsp. [2003] dieta wzbogacona
0 5% sproszkowanego czosnku stosowana u szczurOw przez 2 tygodnie wywotuje redukcje
CYP2E1 oraz nieznaczny wzrost aktywno$ci CYP1A2 (EROD) [Le Bon i wsp., 2003].
Natomiast olejek z czosnku (100 mg/kg) stosowany przez 1 i 60 dni nie wywotywat
uszkodzenia watroby, natomiast redukowal istotnie aktywno$¢ i poziom biatka zar6wno
CYP2EL1L jak i CYP1A2 u myszy, co wskazywalo na jego wiasciwosci hepatoprotekcyjne
[Zeng 1 wsp., 2009]. Wynik wskazujacy na redukcje aktywnosci O-deetylazy
7-etoksyrezorufiny uzyskano u myszy karmionych DAS (200 mg/kg) lub DASO, (50 mg/kg)
[Yang i wsp., 1994]. Podobnie odnotowano znaczacy spadek aktywno$ci mikrosomalnego
enzymu NDMA (demetylaza N-nitrozodimetyloaminy) be¢dgcego miarg funkcjonowania
CYP2EI u szczuréow pod wplywem siarczku diallilu. Wigzato si¢ to ze spadkiem poziomu
biatka CYP2E1 w mikrosomach, co wykazano technikami immunodetekcji [Brady i wsp.,
1991c; Yang i wsp., 1992]. Trisiarczek diallilu (DATS) podawany w dawce 500umol/kg i.g.
przez 5 dni takze hamuje aktywnos$¢ i zminiejsza poziom biatka CYP2E1 oraz wykazuje
wlasciwos$ci hepatoprotekcyjne u szczuréw z indukowanym przez czterochlorek wegla ostrym
uszkodzeniem watroby [Hosono-Fukao i wsp., 2009].

Interpretujagc badania w modelu zwierzgcym nalezy zauwazy¢, ze dawki zwigzkow
siarkowych w nich stosowanych s3a znacznie wyzsze niz obecne w preparatach
przyjmowanych przez czlowieka, w zwiazku z czym ryzyko dzialan niepozadanych
i interakcji na poziomie badanych izoform wymaga weryfikacji w analizach klinicznych.
Jednoczes$nie korzysSci ptynace z monoterapii rowniez sg znacznie stabsze. Badania kliniczne
z wykorzystaniem czosnku sg nieliczne, przy czym kilka z nich wskazuje na hamowanie
aktywnosci izoenzymow CYP in vivo. Zespot Gurley i wsp. [2005a] podczas badan na grupie
starszych pacjentow wykazat, ze dtugoterminowe stosowanie olejku z czosnku w dawce 500
mg 3x dziennie przez okres 28 dni prowadzito do istotnego obnizenia aktywnosci CYP2E1,
co monitorowano redukcjg o 22% stosunku 6-hydroksychlorzoksazonu do chlorzoksazonu
w surowicy. Nie obserwowano natomiast istotnie statystycznych zmian metabolizmu kofeiny,
co wskazywa¢ moze na brak zmian aktywnosci CYP1A2 [Gurley i wsp., 2005a].
U mlodszych os6b w pracy tego zespotu, w tych samych warunkach pod wplywem czosnku

obserwowano zmniejszenie aktywnosci o 39% [Gurley i wsp., 2002]. W badaniach tych nie
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wykonywano analiz poziomu mRNA. Inne prace nie wykazuja istotnych zmian aktywnosci
CYP2D6 i CYP3A4 po suplementacji diety preparatami czosnku [Markowitz i wsp., 2003].
Hamowanie aktywacji wielu ksenobiotykow przez CYP2El 1 redukowanie tworzenia
wolnych rodnikéw oraz acetaldehydu sprawia ze siarkowe zwigzki czosnku posiadajg wysoki
terapeutyczny potencjal. Z tego wzgledu identyfikacja najbardziej efektywnych inhibitorow
CYP2EI moze prowadzi¢ w kierunku rozwoju suplementéw diety czy lekow wzbogaconych
o te sktadniki lub zasugerowac inzynierii genetycznej prace w kierunku zmiany zawarto$ci
zwiagzkow siarkowych czosnku. Jednak podczas rozwazan nalezy wzia¢ pod uwage fakt, iz
wickszos¢ z obserwowanych efektow wystepuje przy dawkach znacznie wyzszych niz
standardowo przyjmowane przez cztowieka. Biologiczna aktywno$¢ czosnku i jego
sktadnikow w nizszych stezeniach zblizonych do poziomu konsumpcji pozostaja celem

przysztych badan [Yang i wsp., 2001].

5.2.4. Wplyw Valeriana officinalis na poziom transkryptu i aktywno$é¢ CYP1A2
i CYP2E1

Obecne na rynku farmaceutycznym przetwory z korzenia koztka lekarskiego cieszg si¢
duzym zainteresowaniem zwlaszcza w terapii zaburzen snu i tagodnych standw nerwicowych.
Wsrod sktadnikow wyciaggéw tego surowca nie okreslono gtownego zwigzku aktywnego.
Badania z zastosowaniem izolowanych komponentéw nie wyjasniajg w pelni obserwowanych
wlasciwosci  farmakologicznych, ktére s3  prawdopodobnie efektem  dziatania
synergistycznego kilku sktadnikéw. Ze wzgledu na mozliwo$¢ zachodzenia interakcji
pomigdzy przetworami z V. officinalis a lekami syntetycznymi podejmowane sa badania
kliniczne w celu wskazania farmakologicznych punktéw uchwytu zwigzkéw biologicznie
aktywnych [ESCOP, 2003]. Istnieje niewiele doniesien literaturowych opisujacych badania
interakcji przetworow z koztka lekarskiego z substratami izoform cytochromu P450. Przeglad
literatury wskazuje, iz wyciag z korzenia koztka hamuje aktywno$¢ CYP3A4 w badaniach
in vitro nawet o warto$¢ 88%. Kwas walerenowy wykazuje znacznie mniejszg zdolno$¢
hamowania CYP3A4 i staby efekt inhibicji wobec CYP2C9 i CYP2C19 [Foti i Wahlstrom,
2008]. Badanie in vitro wykonane przez zespot Hellum i wsp. [2007] na ludzkich pierwotnych
hepatocytach nie wykazato zaleznosci dawki ekstraktu z aktywnosciag CYP1A2.

Wyniki badan in vivo przedstawione w niniejszej pracy wskazuja na brak istotnego
wplywu wyciggu z V. officinalis w dawce 300 mg/kg p.o. stosowanego przez 3 dni oraz 10

dni na poziom transkryptu genu CYP1A2 oznaczanego technikg PCR w czasie rzeczywistym
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wzgledem grupy kontrolnej karmionej standardowa dieta. Warto nadmieni¢, ze 3 dniowe
podawanie wspomnianej dawki wyciggu z surowca spowodowalo natomiast istotne
(p=0,004), lecz niewielkie podwyzszenie ilosci mRNA AhR oznaczanego technikg PCR
w czasie rzeczywistym wzgledem grupy kontrolnej. Po 10 dniach podawania zwierzgtom
ekstraktu V. officinalis nie obserwowano takiej zalezno$ci. Ponadto w komorkach watroby
zwierzat otrzymujacych ekstrakt obserwowano istotng (p<<0,001) redukcje ilosci transkryptu
CYP2EI o ok. 30% po 3 dniach badania oraz o ponad 25% po 10 dniach do$wiadczenia
wzgledem grup kontrolnych. Ze wzgledu na brak dostepnych danych z badan na modelu
zwierzgcym utrudnione jest wnioskowanie o zaleznosci efektu od dawki 1 standaryzacji
ekstraktu. Podobny do uzyskanego w pracy doktorskiej efekt w badaniu klinicznym
zanotowat Gurley i wsp. [2005b], po 28 dniowym okresie podawania koztka
w dawce dobowej 375 mg [Gurley i wsp., 2005b]. Podczas takiej suplementacji nie wykazano
zmian aktywnos$ci CYP1AZ2 i CYP2E1 mierzonych metabolizmem kofeiny i chlorzoksazonu
w badaniu klinicznym u ochotnikéw. Brak wplywu produktu koztka lekarskiego na fenotyp
wspomnianych enzyméw CYP zdaniem autora moze wynika¢ z niskiej zawarto$ci kwasu
walerenowego. Obserwacje z opisanego badania klinicznego potwierdzaja uzyskany
w niniejszej pracy doktorskiej wynik §wiadczacy o braku indukcji CYP1A2 przez przetwory
z koztka w dawkach opisanych powyzej na poziomie transkryptu i aktywnosci. Badanie
kliniczne potencjalnych interakcji tego surowca z innymi preparatami wykazato niewielki
wplyw na aktywno$¢ CYP3A4 i brak efektu wobec CYP2D6 po trwajacym 14 dni
przyjmowaniu koztka w ilosci 1g/dzien na probie 12 os6b [Donovan i wsp., 2004a].

Na podstawie przegladu literatury mozna uznaé, ze kozlek lekarski nie generuje
istotnych interakcji na poziomie aktywno$ci badanych izoform cytochromu P450
po dhuzszym stosowaniu w dawce dobowej 375 mg. Natomiast wyniki przeprowadzonego
do$wiadczenia w modelu szczurzym jako pierwsze wskazuja na istnienie mozliwosci
oddzialywania ekstraktu koztka na ekspresjc CYP2EI, co ze wzgledu na rodzaj
biotransformowanych przez te¢ izoforme¢ substratow, mogloby potencjalnie $wiadczy¢
o wlasciwosciach chemoprewencyjnych jego przetworow w monoterapii. Jednocze$nie
sugerujg istnienie ryzyka zachodzenia interakcji przy jednoczesnym stosowaniu
z paracetamolem, chlorzoksazonem i innymi lekami metabolizowanymi przez CYP2EL.
Konieczne jest wigc prowadzenie dalszych szerokich badan w tym zakresie, zwtaszcza ze
wzgledu, ze ekstrakt ten moze wykazywaé wlasciwosci modulujace wobec innych enzymow

cytochromu P450.
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5.2.5. Wplyw Camellia sinensis na poziom transkryptu i aktywno$¢ CYP1A2 i CYP2E1

Herbata zielona stanowi okoto 20% $wiatowej produkcji odmian herbaty. Sposrod
aktywnych zwiazkow zawartych w roslinnych ekstraktach wzmozong uwage kieruje si¢ na
zwigzki polifenolowe pozyskiwane z todygi 1 lisci, wykorzystywane jako naturalne
antyoksydanty przeciwko indukowanej lekami toksycznosci, w tym tworzeniu wolnych
rodnikéw. Wilasciwosci prozdrowotne, w tym przeciwnowotworowe wykazane w badanich
epidemiologicznych, przypisuje si¢ gldwnie katechinom oraz produktom ich kondensacji
- teaflawinom i tearubiginom [Yang i wsp., 1996; Frei i Higdon, 2003]. Wyniki badan
potwierdzaja, ze ekstrakt herbaty posiada silniejsze dziatanie antyoksydacyjne niz suma
efektu dziatania pojedynczych skladnikow aktywnych. Ponadto uznaje si¢, ze obok
mechanizmow opartych na hamowaniu aktywnosci enzymow uczestniczacych w wytwarzaniu
wolnych rodnikéw tlenkowych, wychwytywaniu wolnych rodnikoéw oraz chelatowaniu jonow
metali przejSciowych, preparaty z surowca mogg modulowaé aktywno$¢ enzymow
cytochromu P450 odpowiedzialnych za detoksykacj¢ 1 aktywacje czynnikow
prokancerogennych. Przeglad literatury wskazuje, ze wiedza na temat potencjalnych interakcji
sktadnikoéw zielonej herbaty i szlaku zaleznego od AhR oraz wptywu na ekspresje genow
CYPIA jest ograniczona. Istnieja jednak doniesienia pochodzace z badan in vitro i na
zwierzetach analizujace wpltyw C. sinensis i poszczeg6élych zwigzkow polifenolowych na
enzymy metabolizmu ksenobiotykéw. Wsréd dowodow wskazujacych na istotnienie
chemoprewencyjnych wlasciwosci ekstraktow z surowca znajdujg si¢ prace z wykorzystaniem
modeli zwierzecych z indukowanym rozwojem nowotwoOru, W tym poprzez mechanizm
transdukcji sygnatu AhR [Williams i wsp., 2000]. Nalezy jednak podkresli¢, ze brak jest
doniesien in vivo opartych o analize poziomu konstytutywnej transkrypcji badanych w pracy
doktorskiej izoform cytochromu P450. Analiza dostepnej literatury wskazuje, ze jest to
jedyna dotychczas praca oceniajaca wplyw ekstraktu z zielonej herbaty in vivo na poziom
ekspresji CYP1A2, CYP2E1 oraz AhR technikg PCR w czasie rzeczywistym.

Whnioski pochodzace z prac in vitro dostarczaja niejednokrotnie niepetnych
1 sprzecznych informacji na temat efektu wyciggow z surowca na CYP1A2 1 CYP2EI.
W badaniach Williams i wsp. [2000] podjeto analiz¢ wptywu komercyjnie dostgpnego
ekstraktu zielonej herbaty oraz poszczegdlnych katechin na funkcje czynnika AhR i ekspresje
gendw CYP1A w ludzkiej linii komdrkowej HepG2 1 kulturach pierwotnych hepatocytow.
Wykazano, ze zastosowany ekstrakt, zawierajacy ponad 81% katechin, hamuje w sposob

zalezny od stezenia, indukowane przez TCDD wigzanie AhR do DNA 1 transkrypcje CYPIA,
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co potwierdzono redukcja mRNA mierzonego technika Northern blot dla genow CYP1Al
I CYP1A2 w ludzkich hepatocytach. Sposrdéd katechin EGCG wykazywal wlasciwosci
antagonisty AhR, cho¢ jego zdolno$¢ hamowania odpowiedzi na TCDD byla nizsza niz
catego ekstraktu. Autorzy uznaja, ze zastosowany wycigg wykazuje charakter mieszanego
agonisty-antagonisty aktywnosci AhR. Rezultaty tej pracy wskazuja, ze modulacja ekspresji
CYPIA nie jest wlasciwoscia pojedynczych katechin obecnych w ekstrakcie zielonej herbaty
a wynikiem kompleksowego dziatania wszystkich sktadnikow. Mozna wiec wnioskowaé ze
ekstrakt z zielonej herbaty zawiera niski poziom agonistéw AhR lub tez agonistow o niskim
powinowactwie [Williams 1 wsp., 2000]. Odmienne wyniki uzyskano w badaniach in vitro
zespotu Yang i Raner [2005], gdzie inkubacja komorek HepG2 z ekstraktem zielonej herbaty
standaryzowanym na zawarto$¢ 50% polifenoli przez 6h wywotata indukcj¢ CYP1A1, 1A2,
2C 1 2E1 w sposob zalezny od stezenia mierzong technikag RT-PCR. Indukcj¢ obserwowano
réwniez na poziomie biatka izoform CYP1A, natomiast ilos¢ enzymu CYP2E] nie znalazta
si¢ w zakresie oznaczalno$ci metody Western blot, zar6wno przed jak i po inkubacji z zielong
herbata. Zanotowano natomiast spadek aktywnosci CYPIA 1 CYP2El pod wptywem
ekstraktu. Rdéznice pomigdzy zmianami mRNA i biatka a aktywnoscig autorzy tlumacza
wptywem ekstraktu jako stabego agonisty powodujacego niewielki wzrost poziomu enzymow
CYP1A oraz jednoczesnej obecnosci w wyciagu skladnikow je inaktywujacych [Yang
I Raner, 2005]. Inkubacja z poszczegdlnymi katechinami (EGC, EGCG, EG i ECG)
prowadzona w tym samym badaniu nie wptyne¢ta na poziom ekspresji CYPIA1 1 CYP1A2
mierzone] stezeniem mRNA a mechanizm ich oddziatywania nie jest wpelni wyjasniony.
Ponadto badania nad mozliwoscig wptywu flawonoidow zawartych w diecie na aktywacje
transkrypcji CYP1A2 wskazuja, ze ekstrakt zielonej herbaty hamuje indukowang aktywno$¢
AP-1 in vitro. Zespot Shih i wsp. [2000] sugeruje, ze obecno$¢ miejsc wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych z rodziny AP-1 w regionie flankujacym sekwencji genu CYP1A2 moze
wskazywac¢ na udziat tych bialek w regulacji ekspres;ji ludzkiej izoformy tego enzymu [Shih
i wsp., 2000].

Wyniki wlasne, na podstawie badan w modelu szczurzym, wskazuja na brak istotnego
wplywu standaryzowanego ekstraktu zielonej herbaty w dawce 300 mg/kg p.o. na poziom
ekspresji mierzony technika PCR w czasie rzeczywistym. Jednocze$nie nie wykazano
znaczgcych zmian w poziomie mRNA AhR u zwierzat otrzymujacych suchy wyciag
alkoholowy z zielonej herbaty o zawarto$ci 61% katechin. Niewielkie zwigkszenie ilo$ci
transkryptu o niespetna 12% po 3 dniach oraz obnizenie tego poziomu o okolo 14%

w dhuzszym okresie czasu (10 dni) sugeruje istnienie przejsciowej stymulacji transkrypcji
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badanego czynnika. Zgodnie z sugestiami Nikaidou i wsp. [2005] wyciag zielonej herbaty
zawiera zardwno agonistow jak 1 antagonistow czynnika AhR, przy czym galusan
epigalokatechiny uznawany jest za potencjalny inhibitor tego receptora [Nikaidou i wsp.,
2005]. Istnieje teoria, zgodnie z ktorg EGCG nie wiagze si¢ do miejsca aktywnego AhR lecz
odziatuje bezposrednio z biatkiem opiekuficzym Hsp90, co powoduje zmiany konformacyjne
AhR migrujacego do jadra lecz pozbawionego zdolnosci wigzania DNA [Palermo i wsp.,
2005]. Dtuzsze, trwajace 4 tygodnie podawanie 2,5% roztworow zielonej herbaty szczurom
do woli powoduje wzrost aktywnosci CYP1A1 w mikrosomach watroby szczurzej po ich
inkubacji ze specyficznym substratem. Nie zaobserwowano natomiast zadnych zmian
aktywnos$ci CYP1A2 co bytoby zgodne z wynikiem uzyskanym w pracy doktorskiej na
poziomie mMRNA [Niwattisaiwong i wsp., 2004]. Analizowany w pracy doktorskiej ekstrakt
zielonej herbaty nie wykazywat istotnego wpltywu na modulacj¢ poziomu transkryptu
CYP2EL. Standaryzowany wyciag podawany przez okres 3 dni w dawce 300 mg/kg p.o. nie
spowodowat zmian poziomu mRNA CYP2EI natomiast wydtuzenie do§wiadczenia do 10 dni
wywotalo statystycznie nieistotne zwigkszenie ekspresji CYP2E1 o ok. 16%. Efekt indukcji
MRNA CYP2EL1 in vitro zanotowat wcze$niej inny zespot [Yang i Raner, 2005]. Poniewaz
CYP2E1 nie jest genem regulowanym przez receptory jadrowe PXR, VDR i GR, nie jest
mozliwe uzasadnienie wplywu zielonej herbaty na drodze podobnej do CYP2C, ktérego
indukcje zanotowano réwniez w badaniu wspomnianego zespotu. Obok regulacji ekspresji
CYP2E1l na drodze stabilizacji biatka postuluje si¢ istnienie czynnikéw mogacych
oddziatywaé takze na etapie transkrypcji. Chociaz mechanizm ten pozostaje niewyjasniony,
niektorzy autorzy wskazujg na udzial cytokin poprzez aktywator transkrypcji - czynnik SP1
[Peng i Coon, 2000]. Inne doniesienia sugeruja wplyw zielonej herbaty na aktywno$¢
wybranych enzyméw CYP, w tym indukcje¢ CYP1Al i CYP1A2 oraz brak zmian CYP2E1
obserwowane u szczurOw po podaniu zrdéznicowanych ekstraktow Camellia sinensis
[Bu-Abbas i wsp., 1994; Sohn i wsp., 1994]. Szczury otrzymujace do woli $§wiezy 2,5%
ekstrakt wodny zielonej herbaty przez 4 tygodnie wykazywaly zwigkszony poziom
aktywnosci MROD (CYP1A2) oraz w mniejszym stopniu EROD (CYP1Al) a takze
podwyzszong ilo§¢ apoproteiny CYP1A2 [Bu-Abbas i wsp., 1994]. Do podobnych wnioskow
prowadzg Maliakal i wsp. [2001], gdzie zanotowano wzrost aktywnosci CYP1A1 i CYP1A2
mierzone w mikrosomach watroby po 4-tygodniowym okresie podawania 2-3% wyciagu
z herbaty szczurom rasy Wistar [Maliakal i wsp., 2001]. Autorzy tych prac uznaja, iz wptyw
ekstraktu zielonej herbaty na CYP1A wynika z kompleksowego dziatania zr6znicowanych

polifenoli. Kolejne wydtuzenie czasu podawania zwierzgtom 2% roztworu zielonej herbaty do
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6 tygodni wigzato si¢ z istotnym wzrostem aktywnosci CYP1A1l, CYP1A2 i CYP2BI1 a takze
enzymu Il fazy - UDP-glukuronylotransferazy ale nie zmienito poziomu aktywnosSci
CYP2E1, CYP3A4 i S-transferazy glutationu [Sohn i wsp., 1994]. Mozna wnioskowacé, ze
hamowanie aktywnos$ci P450 moze by¢ zwigzane z obecno$cig sktadnikoéw polifenolowych
a obserwowana w niektorych badaniach indukcja CYP1A2 z obecnoscia kofeiny w ekstrakcie
[Yang i Raner, 2005]. Brak efektu indukcji w badaniach pracy doktorskiej moze wynikaé
z niewielkiej zawarto$ci tego sktadnika (0,1%) w zastosowanym wyciggu. Na podstawie
badan prowadzonych przez Xu i wsp. [1996] wynika, Zze trwajace 8 tygodni podawanie
wyciggu zielonej herbaty (2%w/v) redukuje tworzenie adduktow DNA pod wplywem
kancerogennej heterocyklicznej aminy, co oznaczono w watrobie U szczurow. Technika
Western blot wykazata nieznaczng indukcj¢ izoformy CYP1A2 w poréwnaniu do indukcji
CYP1AL [Xu i wsp., 1996].

Obserwacje pochodzace z pojedynczych badan klinicznych wykazuja brak wplywu
ekstraktu z zielonej herbaty podawanego w kapsutkach zawierajagcych dawke dobowa 4x 211
+ 25 mg katechin 1 mniej niz 1 mg kofeiny przez 14 dni na aktywno$¢ CYP2D6 oraz
CYP3A4 [Donovan i wsp., 2004b]. Nie zanotowano rowniez zmian aktywnos$ci CYP1A2 pod
wplywem ekstraktu zielonej herbaty zawierajacego 80% - 98% katechin, w tym glownie
galusanu epigallokatechiny (EGCG) w 50% -75%, po 4 tygodniach w dawce 800 mg EGCG
[Chow i wsp., 2006]. W konsekwencji mozna uznaé, ze powtarzalne przyjmowanie katechin
zielonej herbaty, glownie w celu wspomagania utraty wagi, w dawkach opisanych w pracy
zwykle nie prowadzi do istotnych zmian w przemianach substratow badanych izoform.
Zwroci¢ nalezy jednak uwage na fakt, ze dostepnych jest niewiele badan nad
bezpieczenstwem ich stosowania, ktore jednoczesnie nie analizuja zagadnienia w sposob

kompleksowy.

5.2.6. Wplyw Hypericum perforatum na poziom transkryptu i aktywnosé¢ CYP1A2
i CYP2E1

Na podstawie przegladu bibliograficznego mozna wnioskowaé, i1z dziurawiec
zwyczajny jest najczesciej badanym surowcem roslinnym w kierunku jego potencjalnych
interakcji z substratami izoform cytochromu P450. Mozliwos¢ modyfikacji aktywnos$ci
badanych w pracy enzymoéw cytochromu P450 potwierdzaja doniesienia o modulacji
metabolizmu teofiliny przez CYP1A2 u pacjentéw stosujagcych wycigg z dziurawca, €O

stwarza koniecznos$¢ zwigkszania dawki dobowej leku. Ponadto w literaturze opisuje si¢
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zmiany metabolizmu amitryptyliny (CYP2D6 i CYP1A2) i klozapiny u 0sob stosujacych lek
ros$linny lub suplementacj¢ oparte o ten surowiec. Trudno jest oceni¢ jednoznacznie, ktory ze
sktadnikow ekstraktu dziurawca zwyczajnego jest odpowiedzialny za efekty modulacji
CYP450. Prace doswiadczalne na liniach komoérkowych dostarczajag niejednoznacznych
informacji na temat potencjatu poszczegdlnych sktadnikow aktywnych zawartych w surowcu,
przy czym efekt niektorych z nich nie zostat dotychczas opisany. W badaniach zespotu
Komoroski i wsp. [2004] z zastosowaniem pierwotnych kultur ludzkich hepatocytow
wykazano, ze hiperycyna i hiperforyna stosowane w stezeniach do 5 uM nie zmieniajg
istotnie aktywnos$ci i zawarto$ci biatka izoformy CYP1A2 po 48h inkubacji. Jednoczes$nie
obserwowano wzrost st¢zenia transkryptu CYP1A2 po inkubacji z hiperforyng oraz obnizenie
ekspresji tego genu pod wptywem hiperycyny. W oparciu o analizy biatka i aktywnosci
enzymu CYP1A2 zespot sugerowal, iz zachodzenie klinicznie istotnych interakcji in vivo
migdzy badanymi sktadnikami wyciagu z dziurawca a substratami badanego genu jest mato
prawdopodobne [Komoroski i wsp., 2004]. Inne doswiadczenie w modelu in vitro prowadzone
przez Obach [2000] wykazato, ze surowy ekstrakt St. John’s wort wywoluje inhibicje
izoenzymu CYP1A2 a otrzymane wyniki skierowaly uwage autora na zawarty w ekstrakcie
zwigzek flawonoidowy 13 i 118-biapigening uznawane za silne kompetytywne inhibitory tego
enzymu (Ki = 0,95 uM). Efekt hamowania zanotowano réwniez w przypadku kwercetyny,
niekompetytywnego inhibitora aktywnosci CYPIA2 (Ki = 3,3 uM). Wobec faktu, iz dane
z badan in vitro nie odzwierciedlajg w petni sytuacji in vivo, niezbg¢dne jest prowadzenie
analiz skutkow dziatania ekstraktow z dziurawca w modelu zwierzgcym. Wykazano, ze po
jednorazowej aplikacji 300, 600 i 1800 mg alkoholowego wyciggu Hypericum perforatum
najwyzsze S$rednie stgzenie dla hiperycyny wynosi 1,5ng/ml, 4,1 ng/ml i 14,2 ng/ml
a potokres trwania odpowiednio 24,8-26,5 godziny i 9 godzin dla hiperycyny i hiperforyny.
Wydalanie produktow metabolizmu nastgpuje prawdopodobnie z Zolcia, przy czym nie
stwierdzono obecno$ci przemiany tych zwigzkow w moczu. Wyciagi alkoholowe dziurawca
maja bardzo niskg toksycznos¢, po podaniu doustnym DL 50 dla szczura 1 myszy, (powyzej
500 mg/kg masy ciata), przy czym nie stwierdza si¢ zmian teratogennych, embriotoksycznych
i fetotoksycznych u ptodow [Lamer-Zarawska i wsp., 2007].

Wyniki pracy doktorskiej, w ktorej ocenianiano wpltyw podawania standaryzowanego
alkoholowego wyciggu dziurawca zwyczajnego w dawce 300 mg/kg p.o. wskazuja na
mozliwo$¢ zachodzenia interakcji z lekami metabolizowanymi przez badang izoforme
w okresie dtuzszym niz 3 dni stosowania przetworéow z surowca. Pod wplywem podawania

ekstraktu u zwierzat po 10 dniach doswiadczenia autorka obserwowata istotny statystycznie
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(p=0,002) wzrost poziomu mRNA CYP1A2 o ok. 33% przy jednoczesnym braku wptywu na
ekspresj¢ czynnika AhR na poziomie transkryptu. Jest to potwierdzenie in vivo obserwacji
indukcyjnego wptywu ekstraktu na mRNA CYP1A2 pochodzacych z badania in vitro zespotu
Krusekopf i Roots [2005] w linii komorkowej HepG2. W do$wiadczeniu tego zespotu efekt
zwigkszenia stgzenia transkryptu uzyskano rowniez pod wplywem izolowanej hiperforyny.
Nie mozna natomiast wnioskowac o udziale sktadnikow aktywnych Hypericum perforatum
w regulacji mRNA AhR, co sugeruje konieczno$¢ przeprowadzenia dodatkowych badan
w Kierunku oceny ekspresji innych biatek kaskady transdukcji sygnatu tego czynnika, w tym
jadrowego translokatora ARNT oraz represora AhRR. Ponadto mozna przypuszczaé, ze
wyciag z dziurawca zwyczajnego nie wptywa na konstytutywna ekspresje czynnika AhR i nie
zawiera sktadnikow bedacych potencjalnym selektywnym modulatorem AhR. Indukcje
CYPI1A2 na poziomie biatka pod wplywem dziurawca zwyczajnego u szczurdéw rasy Wistar
obserwowano w pracy Shibayama i wsp. [2004]. Wykazano wowczas, ze najwyzszy poziom
stezenia biatka osiggajacy wartos¢ 358% wzgledem grupy kontrolnej wystepowal po
10 dniach stosowania dawki 400 mg/kg handlowego preparatu St John's Wort podawanego
z uzyciem sondy. Nizsza dawka 40 mg/kg nie zmienila poziomu enzymu. Ponadto wykazano,
ze efekt zalezny byl od czasu podawania preparatu, przy czym wydluzenie do§wiadczenia
powyzej okresu 10 dni skutkowato stopniowym zmniejszeniem efektu stymulacji CYP1A2
[Shibayama i wsp., 2004].

Badania in vivo w modelu szczurzym, bedace przedmiotem niniejszej pracy, sugeruja
mozliwos¢ redukcji transkryptu CYP2E1 pod wpltywem wyciagu z H. perforatum. Wyniki
wskazujg jednoznacznie, ze stosowanie dziurawca zwyczajnego przez okres zaréwno 3 dni
jak i 10 dni w dawce 300 mg/kg p.o. wywoluje znamienne statystycznie obnizenie poziomu
mRNA dla genu CYP2E1 o okoto 18% po 3 dniach podawania (p=0,007) oraz o ponad 25%
po 10 dniach trwania projektu (p=0,020) w poréwnaniu do grup zwierzat karmionych
standardowg dietg. Przeglad literatury wskazuje na brak prac z zakresu oceny surowca pod
katem ekspresji CYP2E1 z wykorzystaniem zastosowanego w pracy modelu zwierzecego.
Zespot Bray i wsp. [2002a] przeprowadzitl projekt na myszach Webster, w ktorym
analizowano wplyw czterodniowego podawania ziela dziurawca zwyczajnego w dawce
dobowej 435 mg/kg a takze jego sktadnikow aktywnych - hiperycyny i1 hiperforyny w ilosci
dobowej odpowiednio 1 mg/kg i 10 mg/kg. Wyniki sktonity do wnioskowania o braku zmian
w catkowitej zawartosci watrobowej frakcji CYP-450 pod wplywem zastosowanego
surowca. Podobnie nie obserwowano zmian w aktywnos$ciach katalitycznych, w tym

O-deetylacji 7-etoksyrezorufiny (CYP1A2) i hydroksylacji p-nitrofenolu (CYP2EL) a takze
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w poziomie biatka obu izoform [Bray i wsp., 2002a]. Zesp6t ten podjal réwniez analize
wptywu dobowych dawek 140 mg/kg oraz 280 mg/kg St. John's wort zawierajacego 0,3%
catkowitych hiperycyn i 2,3% hiperforyny na aktywnos$¢ i ekspresj¢ izoenzymow cytochromu
P450 w czasie 1, 2 oraz 3 tygodni podawania. Zaobserwowano brak zmian w aktywno$ci
CYPI1A oraz dwukrotne podwyzszenie aktywnosci i 2,5-krotny wzrost ilo$ci biatka CYP2E1
po 3 tygodniach doswiadczenia niezaleznie od stosowanej dawki [Bray i wsp., 2002b].
Autorzy ci nie wykonali analiz transkryptow badanych genow, natomiast w oparciu o wyniki
aktywnos$ci oraz ocen¢ biatka sugeruja, ze dlugoterminowe przyjmowanie jezéwki moze
predysponowac niektorych konsumentéw do nasilania toksycznosci lekow lub zwigkszonego
ryzyka niektorych nowotworow.

W badaniu klinicznym Wenk i wsp. [2004] wykazano niewielki wzrost aktywnoS$ci
CYP1A2 po 14 dniach przyjmowania 3x300 mg dziennie ekstraktu St. John’s wort w grupie
kobiet w porownaniu do badanych mezczyzn, co pozwala autorom sugerowac potencjalny
zwigzek wystapienia interakcji ze zréznicowaniem pici. Autor podkresla ze wptyw St John's
Wort na CYP1A2 jest niejasny. Gurley i wsp. [2005a] w badaniu prowadzonym na grupie
starszych pacjentow (6 me¢zczyzn i 6 kobiet) wykazal, ze dlugoterminowe stosowanie
ekstraktu dziurawca o zawartosci 0,3% hiperycyn w dawce 300 mg 3xdziennie przez okres 28
dni prowadzito do wzrostu aktywnosci CYP2ELl o czym $wiadczylo zwigkszenie o 26%
warto$ci  wskaznika mierzonego stosunkiem stgzenia 6-hydroksychlorzoksazonu do
chlorzoksazonu w surowicy. W tym samym badaniu nie obserwowano istotnie statystycznych
zmian aktywnosci CYP1A2 okreslanej metabolizmem kofeiny [Gurley i wsp., 2005a].
Wczesniejsza praca tego zespotu wykazata rowniez efekt indukcji CYP2E1 pod wpltywem
Hypericum perforatum u os6b w miodym wieku przy takich samych warunkach
doswiadczenia [Gurley i wsp., 2002]. Ze wzgledu na fakt, ze nie poznano dotychczas
czynnika transkrypcyjnego dla CYP2E1, mechanizm regulacji przez skladniki ekstraktu moze
odbywac si¢ na etapie potranskrypcyjnym, potranslacyjnym lub na drodze oddziatywania
z nieznanym dotychczas regulatorem ekspresji tego enzymu. Ponadto, poza hiperforyng, za
zrdznicowany efekt wyciaggu moga odpowiada¢ roéwniez inne jego sktadniki. Badanie
kliniczne randomizowane, kontrolowane za pomoca placebo, z udzialem 56 ochotnikow
zespotu Arold i wsp. [2005] wykazato nieznaczng i nieistotng indukcje CYP1A2 po 10 dniach
przyjmowania ekstraktu H. perforatum w dawce 240 mg dziennie zawierajacej 3.5 mg
hiperforyny. Substratem na podstawie ktdrego przemian oceniano aktywno$¢ enzymu byla
kofeina. Jest to wynik zblizony do rezultatu uzyskanego na szczurach w pracy doktorskie;.

Natomiast obserwacje zespolu Morimoto i wsp. [2004] dotyczace efektu Hypericum
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perforatum na farmakokinetyke¢ teofiliny u zdrowych 12 ochotnikéw otrzymujacych dawke
3x 300 mg przez 15 dni wskazujg na brak istotnych zmian w osoczu. Autorzy podsumowujac
uznaja, ze prawdopodobienstwo zmiany stezenia teofiliny w osoczu pod wpltywem
zastosowanego okresu przyjmowania dziurawca zwyczajnego jest niskie [Morimoto i wsp.,
2004].

W oparciu o wyniki analizowanych prac badawczych mozna wnioskowa¢ o zwigzku
ryzyka wystgpienia interakcji z wielkoscia dawki 1 czasem stosowania ekstraktu
H. perforatum. Niskie dawki stosowane krotkotrwale mogg wywota¢ nieznaczng indukcje
izoenzymu CYP1AZ2 i powodowaé¢ niewielkie zmiany w parametrach farmakokinetycznych
substratow tej izoformy. Niezaleznie od postulowanego mechanizmu oddzialywania
skladnikéw wyciagu z opisanego surowca na CYP2E1 brak jest doniesien o istotnych
interakcjach na tym podtozu. By¢é moze wynika to z niedostatecznego zglaszania
podejrzanych przypadkéw lub niewielkiej liczby lekow syntetycznych bedacych w znacznym
stopniu substratami CYP2E1 i jednocze$nie podawanych doustnie. Jednak stosowane
anestetyki wziewne, takie jak enfluran czy sewofluran sg metabolizowane przez CYP2EI
a ich fluorowcowane pochodne moga powodowaé uszkodzenia watroby. Dlatego istotne jest
analizowanie potencjalnej mozliwosci wystepowania interakcji substratow CYP2E1 z zielem
dziurawca zwyczajnego [Gurley i wsp., 2005a]. W oparciu o dostgpne dane mozna rowniez
wnioskowac, ze wptyw dziurawca na aktywnos¢ CYP1A2 i CYP2EI nie jest w pelni poznany

i wymaga dalszych analiz.

5.2.7. Wplyw Ginkgo biloba na poziom transkryptu i aktywnosé¢ CYP1A2 i CYP2E1

Ekstrakt z lisci Ginkgo biloba (EGb) jest uznawany za jeden z najpopularniejszych
suplementow diety pochodzenia roslinnego, gtéwnie ze wzgledu na wlasciwosci poprawiajace
funkcje kognitywne. Aktywno$¢ EGb jest wielokierunkowa 1 wynika z synergistycznego
dziatania sktadnikoéw wyciagu, gléwnie flawonoidow z proantocyjanidynami, terpenoidow
(ginkgolidy), bilobalidu 1 kwaséw organicznych. Zaréwno wymienione grupy, jak i czynne
w modelach farmakologicznych, poszczegolne zwiazki chemiczne, nie wykazujg wlasciwosci
catego ekstraktu [Bodalski i Bodalska, 2006]. Jednak dotychczas niewiele wiadomo na temat
potencjalnych interakcji G. biloba ze stosowanymi Klinicznie lekami. Opisano przypadki
samoistnych krwawien u pacjentow przyjmujacych milorzab dwuklapowy, w tym u osob
stosujgcych go tgcznie z aspiryng lub warfaryng. Na tej podstawie uznaje si¢, ze zawarte

w ekstrakcie ginkgolidy moga hamowac¢ czynnik aktywujacy plytki [Zou i wsp., 2002].
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Analizy in vitro sugeruja hamujacy wptyw EGb na wybrane izoformy cytochromu P450,
natomiast prace in vivo wskazuja na mozliwos¢ modyfikacji metabolizmu ksenobiotykow
zarowno w kierunku indukcji jak i inhibicji. Przeglad danych literaturowych wskazuje wiec
na potrzebe dalszych prac w zakresie oceny bezpieczenstwa stosowania preparatow
z mitorzebu dwuklapowego.

Doniesienia poprzedzajace realizacje pracy doktorskiej sugerowaly mozliwosc¢
wpltywu wyciggu mitorzebu na gléwne ludzkie izoformy cytochromu P450. W pierwszych
pracach obserwowano brak efektu bilobalidu, ginkgolidow A, B, i C na aktywnos¢ CYP1A2
oraz silne hamowanie przez kwasy gingkolowe i1 umiarkowang supresj¢ powodowang
inkubacjg z izoramnetyng [Zou i wsp., 2002]. Ze wzgledu na fakt, ze kwasy ginkgolowe moga
wywotywaé reakcje alergiczne, obecne na rynku preparaty EGb s3 ich pozbawione.
Doswiadczenie Gaudineau i wsp. [2004] prowadzito do wniosku o hamujagcym wptywie
ekstraktu EGb761 na CYP1A2 (Ki = 106 +/- 24 microg/mL) i CYP2E1l (Ki = 127 +/- 42
microg/mL), przy czym za efekt ten wydata si¢ by¢ odpowiedzialna frakcja flawonoidowa
[Gaudineau i wsp., 2004]. Ocena wiasciwosci zwigzkow czynnych, gtownie flawonoidow
z lisci mitorzebu, wobec CYP450 w modelu in vitro, prowadzona przez von Moltke i wsp.
[2004], potwierdzita, ze aglikony flawonowe - kwercetyna, kemferol i apigenina posiadaja
wlasciwosci potencjalnych inhibitorow ludzkiego izoenzymu CYP1A2 [von Moltke i wsp.
2004]. Kuo i wsp., [2004] wskazuja, ze kemferol i izoramnetyna posiadaja wyzsza niz
kwercetyna 1 zalezng od stgzenia zdolno$¢ hamowania CYP1A w szczurzych mikrosomach
watroby. Na podstawie obserwacji zespot sugeruje mozliwos¢ kompetycyjnego hamowania
aktywnosci CYP1A1 i CYPIA2 przez ekstrakt [Kuo i wsp., 2004]. Podobnie, dane
pochodzace z badan Chang i wsp. [2006b], potwierdzaja mozliwos$¢ zachodzenia interakcji
preparatow mitorzebu dwuklapowego o znacznej zawartosci trilaktonéw terpenowych
1 glikozydow flawonowych na etapie biotransformacji ksenobiotykdéw przejawiajace si¢
hamowaniem aktywnosci CYP1A1l, CYPIA2 i CYPIBI1. Zmiany te obserwowano jako
redukcj¢ O-dealkilacji 7-etoksyrezorufiny w pierwotnej kulturze szczurzych hepatocytow
[Chang i wsp., 2006b]. Inkubacja z izolowanymi sktadnikami aktywnymi ekstraktu pozwolila
autorom uznac, ze za efekt ten odpowiadaja aglikony: kwercetyny, kemferolu i izoramnetyny.
Autorzy ci postuluja mieszany mechanizm inhibicji, przy czym twierdza, ze za redukcje
aktywnosci CYP1A2 odpowiada gtownie kwercetyna (Ki =418 +/- 50 nM). Z drugiej strony
istniejg opinie, ze G. biloba moze wywiera¢ zalezny od st¢zenia sprzeczny i dwufazowy
wplyw na metabolizm CYP1A2 w kulturach pierwotnych ludzkich hepatocytéw. W niskich
stezeniach (2.19 ug/ml) obserwowana jest indukcja aktywnosci CYP1A2 na poziomie 140%

127



DYSKUSJA

wzgledem kontroli, natomiast przy wyzszych wartosciach stezen efekt jest odwrotny [Hellum
I wsp., 2007]. Podjete przez zespot Jeuken i wsp. [2003] proby typowania agonistow AhR
wsrod ekstraktow i suplementow diety sugeruja, ze Ginkgo biloba stymuluje wigzanie AhR
do DNA i1 moze wptywac na ekspresje gendw docelowych tego czynnika. Kontynuacjg tej
obserwacji jest praca Li i wsp. [2009] bedaca proba wyjasnienia hipotezy o mozliwoS$ci
indukcji ludzkich watrobowych enzymoéw metabolizmu lekéw 1 transporterdw na drodze
aktywacji PXR, CAR i AhR przez bioaktywne terpenoidy i flawonoidy wyciagu z mitorzebu
dwuklapowego. Pierwotna hodowla ludzkich hepatocytow oraz linia komorkowa HepG2
posluzyty jako model in vitro dla badan aktywacji receptorow i indukcji enzyméw. Wykazano
m.in., ze kwercetyna i kempferol aktywuja PXR, CAR i AhR natomiast bilobalid nie wptywat
na receptory ksenobiotykéw. Wykazano réwniez, ze flawonoidy indukowaty ekspresje
CYP1A2 w komorkach tej linii ale podobnego rezultatu nie uzyskano dla pierwotnej hodowli
hepatocytow ludzkich. Mozna wigc wnioskowaé, ze terpenoidy i flawonoidy wyciagu
z milorzebu wykazuja zroznicowang zdolno$¢ indukeji poprzez selektywna aktywacje wyzej
wymienionych receptorow [Li i wsp., 2009].

Badania in vivo zmierzajagce do wyjasnienia wplywu surowca G. biloba na
farmakokinetyke teofiliny metabolizowanej przez CYP1A2 wskazuja, ze podawanie
komercyjnie dostgpnego wyciggu GBE w dawce 10 mg/kg i 100 mg/kg szczurom (6sztuk)
przez okres 5 dni powoduje istotny statystycznie wzrost klirensu catkowitego (osoczowego)
tego substratu podanego w dawce 10 mg/kg dozylnie odpowiednio o okoto 30% i1 70%
w porownaniu do grupy kontrolnej. Po podaniu doustnym teofiliny w dawce 10 mg/kg
warto$¢ AUC ulegta redukcji 0 40% po wcezesniejszym podawaniu GBE w dawce 100 mg/kg.
Rezultaty te sugeruja mozliwo$¢ indukcji aktywnosci CYPIA2 i zwigkszenia klirensu
teofiliny u szczuréw [Tang i wsp., 2007]. Podobnie, w oparciu o testy aktywnosci
O-demetylazy metoksyrezorufiny (MROD) i hydroksylazy aniliny (ANHD) uznane za
markery odpowiednio CYP1A2 i CYP2E1 zaobserwowano, ze podawanie wyciggu Ginkgo
biloba zawierajacego 25,2% flawonoidéow i 6,2% terpenoidow w dawce 200 mg/kg
dozotadkowo powoduje istotng 2,3-krotng indukcje MROD (CYP1A2) oraz 1,4-krotng
indukcje ANHD (CYP2E1) w mikrosomach watroby. Przy dawce 100 mg/kg nie zanotowano
istotnych zmian w aktywnosci CYP2E1 i 1,4-krotny wzrost CYP1A2 [Yang i wsp., 2003].
Ten sam zespot wykazat redukcje w poziomie mRNA CYP1A2 oraz brak zmian transkryptu
CYP2E1 w watrobie szczurdéw rasy Sprague-Dawley otrzymujacych ginkgolidy w dawce 100
mg/kg masy ciata przez 4 dni [Yang i wsp., 2005].
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W pracy doktorskiej otrzymano istotny statystycznie wynik potwierdzajacy niewielka
zdolno$¢ hamowania izoformy CYP1A2 na poziomie mRNA po 10 dniach stosowania,
standaryzowanego na obecno$¢ 24,5% glikozydow flawonolowych i 13,0% laktonéw
terpenowych, suchego wyciggu alkoholowego Ginkgo biloba w dawce 200 mg/kg p.o.
U zwierzat przyjmujacych preparat stwierdzono obecno$¢ transkryptu badanego genu na
poziomie o okoto 24% nizszym niz w grupie kontrolnej. Krotszy okres podawania wyciagu
nie wplynat znaczaco na ekspresje badanego genu mierzong stezeniem transkryptu CYP1A2.
Badanie nad wptywem zawierajacego 24% flawonoidow i 6% terpenoidow ekstraktu Ginkgo
biloba (EGB 761) w dawce dobowej 10 i 100 mg/kg przez 10 dni na parametry
farmakokinetyczne propranololu u szczuréw i ekspresje enzyméw CYP prowadzit zespot
Zhao i wsp. [2006]. Autorzy obserwowali redukcje parametru AUC badanego leku
1 maksymalnego stezenia (Cmax) propranololu w osoczu pod wpltywem ekstraktu w dawce
100 mg/kg. Ze wzgledu na fakt, iz reakcja hamowana byla istotnie pod wplywem
a-naftoflawonu, odczytano ten wynik jako indukcje aktywnosci CYP1A2. Jednoczes$nie
obserwowano wzrost ekspresji CYP1A2 technikami RT-PCR i Western blot w tkance
watrobowej [Zhao i wsp., 2006]. W pracy Deng i wsp. [2008] nad wptywem EGb 761
i glownych jego skladnikéw na izoformy cytochromu P450 u szczurow wykazano, iz
bilobalid istotnie indukuje aktywno$¢, zwieksza poziom mRNA i biatka CYP1A2 oraz,
w wyzszych stezeniach, powoduje wzrost aktywnosci CYP2E1. Induktorem CYP2EI wydaje
si¢ by¢ rowniez kwercetyna. Ginkgolidy A i1 B oraz kwercetyna i kemferol istotnie indukuja
aktywnos¢, transkrypcje i translacje CYP1A2 zaleznie od dawki [Deng i wsp., 2008].
Wspomniane ginkgolidy oraz kempferol nie indukowaty aktywnos$ci 1 ekspresji CYP2EL.
Dysproporcje w wynikach prowadzonych prac badawczych moze thumaczy¢ zrdéznicowanie
sktadu wyciggow G. biloba, w tym zawartosci frakcji terpenoidowej, w tym ginkgolidow
I biobalidu oraz ich biodostepnosci. Ponadto w pracy doktorskiej zastosowano wyzsze dawki
ekstraktu oraz bardziej precyzyjna technike oznaczania poziomu transkryptu.

Jednoczesnie suchy wyciag alkoholowy mitorzebu dwuklapowego podawany w dawce
200 mg/kg p.o. przez 3 dni wigzat si¢ z istotnym wzrostem mRNA czynnika AhR do wartosci
wynoszacej 140% wobec grupy kontrolnej przyjmujacej standardowa dietg (p=0,003).
Wydhuzenie okresu podawania preparatu do 10 dni wigzalo si¢ ze zmniejszeniem efektu
indukcji do okoto 121%. Analiza mechanizmu oddzialywania wyciggu milorzebu
dwuklapowego na AhR in vitro wskazuje, ze ma on zdolno$¢ aktywacji wspomnianego
czynnika, za ktéra odpowiada, prawdopodobnie, kwercetyna. Jednocze$nie wykazano brak

zwiazku ginkgolidow A, B, C, 1 J z regulacja jego aktywnos$ci oraz wytypowano kemferol
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i izoramnetyne jako antagonistow AhR [Rajaraman i wsp., 2009]. Potwierdzenie hamujacego
wplywu kemferolu a takze ekstraktu G. biloba zawierajacego 24% flawonoli w dawce
dobowej 100 mg/kg w modelu in vivo stwierdzono poprzez obserwacj¢ redukcji indukowanej
podaniem 3-MC transformacji watrobowej frakcji czynnika AhR. Autorzy wskazuja, ze za
efekt ten odpowiedzialny jest kemferol oraz jego metabolity [Mukai i wsp., 2009]. Dla pelnej
oceny mechanizmu regulacji CYP1A wazne jest, ze indukcja przez flawonoidy moze
zachodzi¢ na drodze zréznicowanych mechanizmow, w tym bezposrednio poprzez stymulacje
ekspresji genu z udziatem czynnika transkrypcyjnego a takze poprzez stabilizacjc mRNA
i/lub bialka. Biorac pod uwage ztozono$¢ procesu modulacji ekspresji izoformy CYP1A2,
rozwaza si¢ mozliwo§¢ oddziatywania sktadnikow EGb z innymi czynnikami transdukcji
sygnatu AhR a takze czynnikiem AP-1. Badania in vitro wskazuja, ze kwercetyna moze
wplywaé na oddziatywanie kompleksu AP-1 z DNA w regionie sekwencji enhancera genu
CYP1A2, gdzie izdentyfikowano miejsce jej potencjalnego wigzania. Moze to sugerowac
udzial wspomnianej rodziny bialek w regulacji ekspresji ludzkiej izoformy tego enzymu [Shih
i wsp., 2000].

Wyciag milorzgbu zastosowany w badaniu bedacym przedmiotem tej pracy, w sposdb
istotny statystycznie (p<0,001) zredukowat ilos¢ mRNA genu CYP2El w watrobie.
Wykazano, ze juz 3 dniowe podawanie p.o. ekstraktu 200 mg/kg wywolalo u zwierzat
obnizenie ekspresji genu do wartosci 52% w porownaniu do grupy kontrolnej. U szczurdéw
otrzymujacych G. biloba przez 10 dni obserwowano znamienng (p<0,001) redukcj¢ stezenia
MRNA tego genu o0 30%. G. biloba zawierajacy 25,2% flawonoidow i 6,2% terpenoidow
w dawce 200 mg/kg dozotadkowo powoduje istotng 1,4-krotng indukcj¢ ANHD (CYP2EIL)
w mikrosomach watroby, natomiast przy 100 mg/kg nie zanotowano Zadnych zmian [Yang
i wsp., 2003]. Izolowane ginkgolidy w dawce 100 mg/kg masy ciata przez 4 dni wykazaty
brak zmian transkryptu CYP2E1 w watrobie szczurow rasy Sprague-Dawley otrzymujacych
[Yang i wsp., 2005]. Jest to wynik podobny do sugestii Shinozuka i wsp. [2002], gdzie
trwajace 4 tygodnie wzbogacanie diety G. biloba (0,5%) nie powoduje zmian transkryptu
zarowno CYP1A1/2 jak i CYP2E1 u szczurow.

W badaniu klinicznym suplementacja Ginkgo biloba standaryzowanego na obecnosé¢
24% glikozydow flawinowych 1 6% laktondw terpenowych w dawce 60 mg 4x dziennie przez
28 dni przez osoby starsze nie zmienita aktywnosci CYP3A4, CYP1A2, CYP2EL i CYP2D6.
Nie wykazano znaczacych zmian w metabolizmie lekéow - kofeiny, chlorzoksazonu,
debryzochiny i midazolamu podawanych lacznie z suplementacjg G. biloba [Gurley i wsp.,

2005a]. Brak znamiennego wplywu obserwowano réwniez w grupie miodszych dorostych
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pacjentow [Gurley i wsp., 2002]. Najnowsze badania na pacjentach w kierunku oceny
stosowania EGb 761 w dawce dobowej 240 mg wskazuja na brak istotnego wpltywu
krétkotrwatej (8 dni) suplementacji na aktywnos¢ enzyméw CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19
oraz CYP2D6. Ocena parametrow farmakokinetycznych dotyczacych przemian substratow
wskazuje na niski potencjal zastosowanego ekstraktu do wywolywania interakcji
miedzylekowych [Zadoyan i wsp., 2012].

Interpretujagc wyniki opisanych prac nalezy uwzgledni¢ synergistyczny efekt oraz
ilosciowe 1 jako$ciowe réznice w sktadzie stosowanych wyciggéw. Na podstawie dostepnej
wiedzy nie mozna jednoznacznie wnioskowaé 0 bezpieczenstwie Stosowania tego surowca.
Dla okreslenia mozliwosci oddziatywan mig¢dzylekowych istnieje potrzeba prowadzenia
badan klinicznych na szerszej probie pacjentow stosujacych EGb dtugoterminowo. Ponadto
wskazana jest analiza w modelu in vivo mozliwosci regulacji CYP1A poprzez czynniki inne

niz AhR oraz na etapie regulacji stabilnosci transkryptu.

5.2.8. Wplyw Panax ginseng na poziom transkryptu i aktywno$¢ CYP1A2 i CYP2E1

Korzen Panax ginseng jest powszechnie stosowanym surowcem leczniczym ze
wzgledu na dziatanie tonizujace, wzmacniajagce w stanach oslabienia i1 rekonwalescencji,
a takze podczas spadku koncentracji [Komisja E, 1991]. Zwraca si¢ jednocze$nie uwagg na
jego wiasciwosci antyoksydacyjne 1 przeciwnowotworowe, ze szczegolnym uwzglednieniem
poszukiwania ich molekularnego podtoza. Dotychczas przeprowadzono niewiele badan nad
bezpieczenstwem stosowania 1 wlasciwosciami tego surowca w zapobieganiu i leczeniu
toksycznych skutkdw przemian ksenobiotykow. Wykazano, Ze przyjmowanie czerwonego
ekstraktu zen-szenia powoduje obnizenie ryzyka wystgpowania indukowanego przez
7,12-dimetylobenzantracen (DMBA) rozwoju nowotworu ptuc [Yun i wsp., 1983] i skory
u myszy [Xiaoguang i wsp., 1998]. W oparciu o fakt, iz metaboliczna aktywacja DMBA
nalezacego do PAH przebiega gléwnie przy udziale izoform CYP1A1/2 oraz CYPIBI
postuluje si¢ istnienie mechanizmu protekcyjnego polegajacego na hamowaniu aktywnosci
tych enzymow przez sktadniki aktywne P. ginseng [Chang i wsp., 2002].

Pierwsze badania nad wplywem saponin czerwonego zen-szenia na aktywno$¢
enzymow CYP450 podjat zespot Kim i wsp. [1997] wykazujac zalezny od dawki spadek
aktywno$ci izoenzymow w izolowanych szczurzych mikrosomach watroby. Efekt ten
dotyczyt zwtasza indukowanej podaniem czterochlorku wegla, hydroksylazy p-nitrofenolu

uznanej za wskaznik CYP2EL. Obserwacje z badan in vitro oczyszczonych ginsenozydow
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autorstwa Henderson i wsp. [1999] wykazaty, ze sposrod Rbl, Rb2, Rc, Rd, Re, Rf i Rgl
inkubowanych z ludzkimi rekombinowanymi izoenzymami CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 oraz CYP3A4 i specyficznymi substratami, jedynie ginsenozyd Rd nieznacznie
hamowat analizowane aktywnosci. Analiza fluorymetryczna potwierdzita rowniez staby efekt
inhibicji ginsenozydu Rb2 wobec CYP3A4 i CYP2D6, indukcji aktywnosci CYP2C9 pod
wplywem ginsenozydu Rc oraz CYP3A4 w wyniku dziatania ginsenozydu Rf. Na podstawie
uzyskanych rezultatow wykluczono mozliwo$¢ hamujacego wplywu ginsenozydéw na
analizowane izoenzymy. Natomiast inna praca in vitro oceniajgca wpltyw wyciggdéw Panax
ginseng oraz poszczegolnych jego ginsenozydow na aktywnos$¢ enzyméw cytochromu P450
prowadzi do wnioskow 0 hamowaniu CYP1Al na drodze mechanizmu inhibicji
kompetytywnej oraz CYP1A2 i CYP2B1 na drodze inhibicji mieszanej [Chang i wsp., 2002].
Autorzy zwracaja uwageg, ze izolowane ginsenozydy Rbl, Rb2, Rc, Rd i Rf redukuja
aktywno$¢ CYP1 jedynie przy st¢zeniach znacznie wyzszych niz w ekstrakcie, co sugeruje, ze
nie byly one zwigzane z wlasciwosciami wyciggu wobec tych enzymow. Za efekt hamowania
aktywnosci O-dealkilacji 7-etoksyrezorufiny moga wiec, zdaniem autoréw, odpowiadaé
zaro6wno ginsenozydy, jak i zwiazki polifenolowe takie jak kwas taninowy [Chang i wsp.,
2002]. Oceniajac efekt ginsenozydoéw na aktywnos$¢ ludzkich izoform cytochromu P450
w pracy przegladowej Lu i wsp. [2005] zwracajg uwage na efekt indukcji CYP1A2 pod
wptywem Re oraz brak efektow po podaniu Rbl i Rf na CYP1A2 oraz CYP2EL [Lu i wsp.,
2005]. Sposrod innych sktadnikow wyciggu z surowca w modelu in vitro autorstwa Song
I wsp. [2004] analizowano wplyw silnego immunomodulatora, ginsanu, podawanego
iniekcyjnie (i.p.) w dawce 100 mg/kg na ogdlny poziom watrobowej frakcji enzymow
cytochromu P450 uzyskujac w efekcie redukcje catkowitej iloSci izoenzymow
mikrosomalnych po 1. a takze 5. dniu doswiadczenia. Efekt ten byt zalezny od pici zwierzat.
Badania in vivo na zwierzg¢tach prowadza do uogélnionych wnioskow mowiagcych
o mozliwosci modulacji aktywnoséci wybranych enzyméw CYP przez wyciag z zen-Szenia
zaleznie od drogi podania preparatu oraz rodzaju 1 skladu ekstraktu. W pracy doktorskiej
wykazano brak wplywu (p=0,013) ekstraktu standaryzowanego na obecnos¢ 27,1%
ginsenozydow w dawce 30 mg/kg. p.o. na poziom mRNA genu CYP1A2 po 3 dniach
podawania go zwierzetom w grupie badanej. Podobne wyniki uzyskat zesp6t Yu i wsp.
[2005], gdzie wykazano, ta samg technika, brak zmian transkryptu wspomnianego genu
w watrobie szczurow rasy Sprague-Dawley po 1 i 4 dniowym podawaniu sondg lub i.p.
ekstraktu zen-szenia zawierajacego 4% ginsenozydéw w dawce dobowej 30 lub 100 mg/kg.

Stosowana dawka wyciagu z zen-szenia w badanym czasie nie zmienita aktywnosci CYP1A
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mierzonej reakcja O-dealkilacji 7-etoksyrezorufiny [Yu i wsp., 2005]. W watrobie szczuréw
otrzymujacych w pracy doktorskiej preparat przez okres 10 dni nastapito istotne (p=0,006)
zwigkszenie ilosci transkryptu genu CYP1A2 na poziomie 140% wobec grupy kontrolnej.
Jednoczesnie wykazano mozliwo$¢ nieznacznej modulacji ekspresji AhR przejawiajacej sie
okoto 13% redukcja po 3 dniach oraz tej samej wielko$ci, slaba indukcja transkrypcji
wzgledem grupy kontrolnej po 10 dniach stosowania. Rezultaty te nie uzyskaty istotnosci
statystycznej przy p<0,05. Na podstawie tych pomiar6w mozna przypuszczaé, ze diuzsze
stosowanie przetwordw z zen-szenia moze zmieniaé metabolizm substratow CYP1A2. Do
podobnych obserwacji dochodzi zespot Jeuken i wsp. [2003] podczas préb typowania
agonistow czynnika AhR wsrod ekstraktow i suplementéw diety. Wykazaty one, ze Panax
ginseng stymuluje wigzanie AhR do DNA i ekspresj¢ genow docelowych tego czynnika.
Moze to w pewnym stopniu tlumaczy¢é wzrost ilosci transkryptu genow CYP1A2 oraz
niewielkie zmiany czynnika AhR. Ponadto, warto zauwazy¢, ze wyniki pracy doktorskiej sa
dotychczas jedynymi dostepnymi danymi na temat poziomu mRNA AhR w komorkach
watroby szczuroOw otrzymujacych ekstrakt zen-szenia, ktéry moze stanowi¢ zrodto zaréwno
potencjalnych jego ligandow jak 1 czynnikdw oddzialujacych na inne elementy szlaku
transdukcji sygnatu, w tym biatko represora (AhRR) i ARNT. Dane pochodzace z badan na
modelu zwierzgcym uzyskane w niniejszej pracy wskazujg rowniez na zdolnos$¢ ekstraktu
z zen-szenia do istotnej (p<0,001) redukcji o ponad 52% transkryptu CYP2E1 juz po 3 dniach
stosowania w dawce 30 mg/kg p.o. Podawanie wspomnianej dawki przez okres 10 dni
utrzymato znamienny (p=0,006) efekt inhibicji mRNA CYPE1 na poziomie o ok. 30%.
W badaniu klinicznym Gurley i wsp. [2005a] analizie poddano wptyw ekstraktu Panax
ginseng standaryzowanego na zawarto$¢ 5% ginsenozydéw, dawkowanego 500 mg, 3X
dziennie przez 28 dni u ochotnikow pod wzglgdem enzymoéw watrobowych CYP3A4,
CYP1A2, CYP2E1 i CYP2D6. Wyniki tego zespotu wskazuja, ze dlugotrwale przyjmowanie
P. ginseng powoduje statystycznie nieistotng zmian¢ aktywnosci CYP1A2 mierzonej
przemianami kofeing w dawce 100 mg. Podobny brak efektu zanotowano po podaniu
chlorzoksazonu (500 mg) dla izoformy CYP2ELl. Autorzy wnioskujg, ze suplementacja
produktami zawierajacymi zen-szen nie wywotuje istotnych klinicznie interakcji z lekami
bedagcymi substratami CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1 i CYP3A [Gurley i wsp., 2005a].
Podobny wynik otrzymano dla mtodszej grupy pacjentow [Gurley i wsp., 2002]. Wnioskujac
mozna uzna¢, ze wyniki in vitro sugerujace hamujace dziatanie ekstraktu wobec CYP1A2 nie
potwierdzity si¢ w modelu in vivo. Wyniki pracy doktorskiej sugeruja mozliwos¢ modulacji

ekspresji CYP1A2 i CYP2E1 w kierunku, odpowiednio, indukcji i inhibicji przez przetwory
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zawierajace zen-szen w zalezno$ci od czasu ich stosowania i1 zawarto$ci frakcji polifenoli.
W odniesieniu do skali stosowania preparatow zawierajacych zen-szen, obecny stan wiedzy
na temat interakcji miedzy takimi produktami a lekami syntetycznymi nalezy uznaé za
niewystarczajacy. Wobec pojawiajacych sie sugestii dotyczacych mozliwosci modyfikacji
przemian ksenobiotykow przez izoenzymy CYP1A2 i CYP2EIL, wiasciwosci P. ginseng
wymagaja dalszych weryfikacji.

5.3. Podsumowanie

Zgodnie z wynikami wielu badan zmienno$¢ ekspresji 1 aktywno$ci enzymow
cytochromu P450 w znacznym stopniu moze wigzaé si¢ ze zrdéznicowaniem diety, w tym
przyjmowaniem preparatow ziotowych stanowigcych zrodlo naturalnie wystepujacych
zwigzkow aktywnych. Ze wzgledu na problemy w typowaniu sktadnikow odpowiedzialnych
za modulacje enzymoéw metabolizmu lekdéw, przewidzenie interakcji lekéw syntetycznych
1 przetworow z surowcow zielarskich jest wyjatkowo trudne. Z opisanych badan wynika, ze
regulacja enzymow I fazy metabolizmu ksenobiotykow przez przetwory roslin zielarskich ma
charakter kompleksowy i1 zalezy od surowca, dawki oraz drogi podania badanego organu,
gatunku na ktéorym prowadzone jest badanie a takze czasu przyjmowania i1 technik
przygotowania preparatu oraz liczebnosci badanej proby. Jest ona wypadkowa dzialania
sktadnikow poszczegolnych ekstraktow bedacych niejednokrotnie Zrdédtem zardéwno
agonistow jak 1 antagonistow aktywnosci izoform cytochromu P450. Poré6wnanie stopnia
zmian ekspresji badanych izoenzyméw pod wplywem analizowanych w pracy doktorskiej
standaryzowanych wyciagow z efektem syntetycznych induktordéw i inhibitoréw wskazuje, ze
modulacja ekspresji i aktywnos$ci tych enzymow zachodzi na niskim poziomie. Trudne jest
wiec okresSlenie kiedy interakcja moze by¢ istotna klinicznie. Badania nad regulacja
izoenzymow cytochromu P450, ze wzgledu na ich zwigzek z metabolizmem lekow
onkologicznych, prowadzone sg roéwniez w kontekscie podnoszenia efektywnosci i redukcji
skutkow ubocznych leczenia. Mozliwo$¢ manipulacji ekspresja i aktywnoscig izoenzymow
CYP zwigzanych z aktywacja prokancerogenow przez ekstrakty ros$linne moglaby znalez¢
praktyczne zastosowanie w profilaktyce rozwoju wielu nowotworow.

Na podstawie przegladu literatury mozna wnioskowac, ze analiza wpltywu wyciaggoéw
ro$lin zielarskich na transkrypcje oraz aktywno$¢ CYP1A, AhR oraz CYP2E1l byla
dotychczas przedmiotem nielicznych badan klinicznych, w modelu zwierzecym 1 w kulturach

in vitro. Mozna uznaé, ze izoformy i czynnik transkrypcyjny stanowigce przedmiot pracy
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doktorskiej, sa poznane w znacznie nizszym stopniu niz CYP3A4 i CYP2D2, a wyniki
dotychczasowych doniesien daja niejasny obraz mechanizmu interakcji ekstraktow roslinnych
z substratami opisanych enzymow. Czynnik transkrypcyjny AhR moze by¢ aktywowany
przez szerokie spektrum strukturalnie réznorodnych substancji syntetycznych i naturalnych
bedacych ligandami aktywujacymi szlak transdukcji sygnatu. Badania nad obecno$cig
endogennych aktywatorow AhR, w tym bilirubiny, cAMP i tryptofanu sugeruja, ze aktywacja
tego czynnika na podstawowym poziomie jest procesem fizjologicznym. Ponadto trwaja
prace nad okreslaniem naturalnie wystepujacych ligandéw nalezacych do grupy SAhRM
a tym samym zdolnych do regulacji wielu procesow komodrkowych. Istnieja doniesienia
wskazujace na istnienie zwigzku pomiedzy receptorem AhR a szlakiem receptorow kwasu
retinoidowego (RAR), receptora witaminy D (VDR), receptorami aktywowanymi przez
proliferaty peroksysomow (PPAR) [Vrzal i wsp., 2004]. Zmiany receptora AhR sg istotne
rowniez z punktu widzenia zaburzen gospodarki hormonalnej, gdyz wykazano istnienie
zwigzku pomigdzy AhR a receptorem estrogenowym. Natomiast wysoka stymulacja tego
szlaku w wyniku ekspozycji na dioksyny lub inne substraty prokancerogenne i ligandy AhR
jest zwigzana z niekorzystnym efektem dla zdrowia, gdyzZ moze zainicjowa¢ kaskade zmian
ekspresji genow prowadzac do nasilania kancerogennosci, teratogenno$ci, hepatotoksycznos$ci
I immunosupresji [Singhal i wsp., 2008; Bradshaw i Bell, 2009]. Stad poszukiwanie
antagonistbw AhR wydaje si¢ by¢ istotnym elementem strategii chemoprewencji.
Standaryzowane ekstrakty E. purpurea oraz C. sinensis nie wptynety znamiennie na poziom
transkryptu zarowno CYP1A2 jak i1 badanego czynnika bez wzglgedu na czas ich stosowania.
Podsumowujac, na podstawie zaprezentowanych wynikow badan mozna wnioskowacé, ze
codzienne przyjmowanie standaryzowanych ekstraktow G. max i G. biloba w zastosowanych
dawkach moze wywiera¢ indukcyjny wplyw na czynnik AhR, przy czym nie okre$lono
podobnych zmian dla ekspresji CYP1A2. W przypadku soi moze to wskazywac na obecno$¢
w wyciggu sktadnikow posiadajacych wiasciwosci ligandow AhR okreslanych jako
selektywne modulatory Ah. Istotng mozliwos¢ modulacji na etapie transkryptu CYP1A2
zanotowano jedynie na podobnym poziomie w grupach zwierzat pod wplywem trwajacego
10 dni stosowania H. perforatum lub P. ginseng, gdzie wykazano zwigkszenie st¢zenia
MRNA oraz pod wpltywem G. biloba obnizajgcego t¢ wartos¢ wzgledem grupy kontrolne;j.
Wyciagi z dziurawca zwyczajnego oraz z zen-szenia nie zmienilty badanej w pracy ekspresji
AhR. Roéznice w odpowiedzi CYP1A2 i AhR na zastosowane w pracy substancje roslinne
moga wskazywa¢ na wielokierunkowo$¢ zardwno przeptywu informacji w komorce jak

I dziatania tych wyciggdw. Mechanizm aktywacji receptora oraz genu CYP1A2 jest ztozony
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1 zwigzany réwniez z mozliwosécig ujemnego i dodatniego sprze¢zenia zwrotnego, w tym
aktywacja przez czynnik transkrypcyjny jego inhibitora. Modyfikacje szlaku sygnatowego
receptora  Ah zachodza poprzez oddzialywanie na transkrypt, stabilno$¢ kompleksu
cytoplazmatycznego, kompetycje z ligandem o miejsce wigzania, zmiany konformacyjne
czynnika, wplyw na asocjacj¢ z ARNT a takze wigzanie do sekwencji DNA. Ponadto
regulacja CYPIA2 moze zachodzi¢ na drodze zrdéznicowanych mechanizméw, w tym
zaro6wno z udzialem czynnika transkrypcyjnego jak i poprzez stabilizacj¢ mRNA i/lub biatka
[Shih i wsp., 2000]. Istotng role w tym procesie prawdopodobnie, obok AhR, moze roéwniez
pehi¢ kompleks AP-1.

Peten mechanizm regulacji ekspresji genu CYP2EI jest slabo poznany i stanowi
wypadkowa wielu czynnikow, w tym stanu zdrowia, warunkoéw metabolicznych
1 zywieniowych, w tym narazenia na induktory i inhibitory aktywnosci. Indukcja CYP2E1 nie
jest zjawiskiem pozadanym, gdyz prowadzi do hepatotoksycznosci reaktywnych metabolitow
wielu jego substratow, zwigzana jest z generowaniem reaktywnych form tlenu podczas cyklu
katalitycznego i wolnych rodnikéw. Z punktu widzenia mechanizmu indukcja jest
przykladem alternatywnej regulacji ekspresji na drodze stabilizacji biatka po zwigzaniu
z miejscem aktywnym enzymu, zwykle bez aktywacji genu. Nalezy zauwazy¢, iz biatko tego
enzymu jest wysoce niestabilne w wielu tkankach bez obecnosci egzogennego substratu,
w tym etanolu i jego poziom jest trudny do oszacowania. Niewiele jest rowniez badan
oceniajacych zmiany mRNA w komorkach poddanych dzialaniu wyciaggéw roslinnych.
W pracy doktorskiej ekstrakty ro$linne w dawkach i przyjetym okresie podawania nie
wykazaty wtasciwosci indukcyjnych wobec CYP2E1. Ze wzgledu na znaczenie enzymu
CYP2E1 w patogenezie choréb watroby, hamowanie aktywnosci tej izoformy mozna uznaé
za potencjalng metod¢ terapeutyczng. Bioragc pod uwage fakt, ze dotychczas poznane
inhibitory tej izoformy takie jak disulfiram, pirazol, 4-metylopirazol i chlormetiazol wykazuja
w dluzszym okresie stosowania hepatotoksyczno$¢ lub neurotoksyczno$é, poszukuje sie
efektywnych i nieszkodliwych alternatywnych zwigzkéw czynnych o podobnym wpltywie na
wspomniany enzym [Karamanakos i wsp., 2009]. Wyniki pracy doktorskiej wskazuja, iz
wyciagi z mitorzebu dwuklapowego, zen-szenia, koztka lekarskiego oraz dziurawca
zwyczajnego mozna uzna¢ za potencjalne inhibitory ekspresji CYP2E1 na drodze
mechanizmu supresji transkrypcji lub destabilizacji mRNA. Wiasciwosci Glycine max w tym
zakresie nie zostaly potwierdzone poniewaz istotny efekt redukcji stgzenia transkryptu
CYP2E1 po 3 dniach podawania nie utrzymat si¢ w diluzszym okresie czasu. Moze to

swiadczy¢ o adaptacji aktywnosci tej izoformy do warunkéw eksperymentalnych. Pozostate
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ekstrakty: E. purpurea, A. sativum oraz C. sinensis nie wykazaty znaczacych wlasciwosci
modulacji ekspresji CYP2E1. Mechanizm hamowania ekspresji CYP2E1 na poziomie mRNA
nie jest jasny. Istniejg jednak sugestie wskazujace na fakt, iz regulacja ta moze przebiegac z
udziatem HNF-lo, gdyz istnieje prawdopodobienstwo wplywu tego czynnika oraz jego
wspotoddzialywania z innymi biatkami na obnizenie ekspresji enzyméw CYP [Riddick i wsp.,
2004]. Jest to kolejny dowdd na ztozonos¢ procesu modulacji ekspresji badanej izoformy.
Analiza interakcji dotyczacych metabolizmu lekéw budzi zainteresowanie praktyki
lekarskiej 1 firm farmaceutycznych rozwijajacych si¢ w kierunku zapewnienia profesjonalnej
opieki medycznej majacej na wzgledzie przede wszystkim troske o zdrowie pacjenta.
Kontrolowane przyjmowanie leku roslinnego i produktéw ziotowych poprzedzone rzetelng
informacja o bezpieczenstwie, pochodzaca z badan klinicznych i1 eksperymentalnych oraz
wywiadem zywieniowym, zmniejsza ryzyko niepowodzen terapii i niekorzystnych skutkow
zdrowotnych. W tym celu podejmowane sg prace badawcze z wykorzystaniem narzgdzi
biologii molekularnej, umozliwiajace ocen¢ mechanizméw zachodzenia interakcji
i poszukiwanie egzogennych i endogennych czynnikow zmieniajacych metabolizm

ksenobiotykow.
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6. WNIOSKI

1. Wykazano wplyw standaryzowanych wyciggdw z powszechnie stosowanych
surowcow zielarskich na ekspresj¢ enzymow 1 fazy metabolizmu ksenobiotykéw
CYP1A2 i CYP2ELl. Wyniki wskazuja na obnizenie poziomu transkryptu CYP1A2
pod wptywem G. biloba oraz zwigkszenie stezenia mRNA po podaniu H. perforatum
i P. ginseng w modelu in vivo. Hamowanie ekspresji izoformy CYP2E1 wykazano
pod wptywem G. biloba, P. ginseng, V. officinalis i H. perforatum. Jednoczesnie,
zaden z wykorzystanych w pracy ekstraktow nie wykazat zdolnosci indukcji CYP2E1

na etapie transkryptu.

2. Ekstrapolacja wynikow badania na homologiczne ludzkie izoformy CYP1A2
i CYP2E1 moze wskazywac¢ na mozliwo$¢ zmiany parametrow farmakokinetycznych
lekow bedacych ich substratami i przyjmowanych 1Igcznie z przetworami

wymienionych surowcow.

3. Pomiar stezenia mRNA badanych gendéw i czynnika transkrypcyjnego pozwala
wnioskowac¢ o braku istotnego ryzyka modyfikacji metabolizmu substratéw CYP1A2

i CYP2E1 po wptywem C. sinensis i E. purpurea.

4. Brak jednoznacznego zwigzku migdzy konstytutywnym poziomem transkryptu
czynnika AhR a CYPIA2 moze sugerowaé, iz transdukcja sygnalu w komorce
odbywa si¢ wielokierunkowo. Mechanizm aktywacji receptora oraz genu CYP1A2 jest
ztozony 1 zwigzany z mozliwo$cig ujemnego i dodatniego sprzezenia zwrotnego,
w tym aktywacja przez czynnik transkrypcyjny jego inhibitora. Wynik ten $wiadczy¢
réwniez moze o stabym efekcie agonistow I antagonistow obecnych w zastosowanych

preparatach.
5. Zwigkszony poziom mRNA czynnika AhR bez zmian ekspresji izoformy CYP1A2

moze wskazywac¢ na obecno$¢ w wyciggu z G. max jego potencjalnych selektywnych

modulatorow.
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7. STRESZCZENIE

Izoenzymy z nadrodziny cytochromu P450 (CYP-450) to hemoproteiny z klasy
monooksygenaz katalizujgce reakcje I fazy biotransformacji ksenobiotykow, w tym lekow
oraz metabolizm substratow endogennych takich jak steroidy, kwasy tluszczowe
I prostaglandyny. Zaangazowane sg one glownie w biokonwersj¢ hydrofobowych substratow
do ich hydrofilowych metabolitow. Obok funkcji detoksykacyjnej aktywno$¢ niektorych
izoform cytochromu P450, w tym stabo poznanych CYP1A2 i CYP2EI, powigzana jest
Z przeksztatcaniem chemicznych czynnikow mutagennych, do ktorych nalezg policykliczne
aromatyczne weglowodory, nitrozaminy i arylaminy do ich aktywnych metabolitow.
Analizowane w pracy enzymy ulegaja ckspresji na wysokim poziomie w watrobie
1 wykazuja silny konserwatyzm miedzygatunkowy. Wsrod klinicznie istotnych lekow
metabolizowanych przez CYP1A2 wymienia si¢ teofiling, kofeing, fenacetyne, klozapine,
fluwoksaming i acetaminofen. Izoforma CYP2E1 zaangazowana jest w przemiany halotanu,
acetaminofenu i chlorzoksazonu. Aktywnos¢ systemu katalitycznego cytochromu P450 moze
ulega¢ modyfikacjom pod wplywem czynnikow o wlasciwosciach indukcyjnych lub
supresyjnych, co lezy u podioza interakcji migdzy lekiem syntetycznym a preparatem
roslinnym. Dotychczas uznaje si¢, ze z indukowang aktywacja transkrypcji izoformy
CYPIA2 zwigzany jest gldéwnie czynnik AhR, podczas gdy druga z badanych izoform jest
regulowana kompleksowo na etapie transkrypcji, translacji oraz poprzez stabilizacj¢ mRNA
1 biatka. Zmiany ekspresji tych enzymoéw moga zaburza¢ metabolizm ich substratow, co
prowadzi do powaznych konsekwencji o charakterze farmakologicznym i toksykologicznym.

Celem przedstawionej pracy doktorskiej byla ocena potencjalnego wpltywu wybranych
standaryzowanych preparatow roslinnych na poziom transkryptu CYP1A2 i CYP2E1
w zwierzgcym modelu eksperymentalnym. Badania przeprowadzono u szczuréw rasy Wistar
otrzymujacych drogg dozotadkowa ekstrakty Hypericum perforatum, Valeriana officinalis,
Echinacea purpurea, Allium sativum, Camellia sinensis, Panax ginseng, Gingko biloba,
Glycine max odpowiednio w dawkach dobowych 300, 300, 50, 250, 300, 30, 200 i 100 mg/kg
przez 3 oraz 10 dni. Wydzielono rowniez grupy kontrolne zwierzat karmionych w tym samym
czasie standardowa dietg. Po zakonczeniu procedury zwierzeta poddano dekapitacji 1 pobrano
tkanke watrobowsa, z ktoérej nastgpnie izolowano catkowity RNA oraz okre§lano poziom
ekspresji badanych genow z uzyciem techniki PCR w czasie rzeczywistym. Poziom

transkrypcji badanych genow normalizowano wzgledem GAPDH.
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STRESZCZENIE

W pracy wykazano, ze zastosowane wyciagi roslinne moga wywiera¢ zré6znicowany
wplyw na ekspresj¢ enzymdéw odpowiedzialnych za biotransformacj¢ ksenobiotykow.
Sposrod wykorzystanych w pracy ekstraktow jedynie G. biloba istotnie (p<0,001) obnizyt
poziom ekspresji CYP1A2 do wartoéci 76% po 10 dniach podawania. Zdolno$¢ indukcji tej
izoformy na etapie transkryptu u szczurow otrzymujacych wyciagi przez 10 dni wykazaty
H. perforatum i P. ginseng (133%, p=0,002; 140%, p=0,006). Pod wptywem A. sativum po
10 dniach obserwowano redukcje ekspresji genu AHR o wartos¢ 20% (p=0,012), podczas gdy
G. max istotnie zwiekszyt (161%, p<0,001) stezenie mRNA w komodrkach watroby.
W poréwnaniu do grup kontrolnych, indukcje czynnika AhR wykazano réwniez po 3 dniach
stosowania G.biloba (141%, p=0,003) i V. officinalis (124%, p=0,004). Po 10 dniach
obserwacji nie zanotowano podobnego efektu. Zroznicowany efekt wymienionych ekstraktow
wobec CYP1A2 i AhR wskazuje na ztozono$¢ mechanizmu regulacji ekspresji tego enzymu.
Izoforma CYP2EI1 byta silnie hamowana przez G. biloba (53%, p<0,001; 68%, p<0,001),
P. ginseng (48%, p<0,001; 70%, p=0,006), V. officinalis (70%, p<0,001; 74%, p=0,003)
i H. perforatum (81%, p=0,007; 74%, p=0,020) w watrobie szczuréw zaré6wno po 3 jak
i 10 dniach systematycznego podawania przetworow. Dane te sugerujg istnienie mozliwosci
supresji CYP2E1 na etapie transkrypcji lub/i poprzez destabilizacje mRNA przez sktadniki
stosowanych ekstraktow. Wyciag G. max wykazal podobng wlasciwos$¢ obnizenia ekspresji
CYP2E1 (25%, p=0,005) jedynie w krotkim okresie czasu (3 dni), natomiast
E. purpurea i A. sativum nie wptyngty na poziom transkryptu tej izoformy.

Wiyniki pracy doktorskiej sugeruja, ze wyciagi ziotowe G. biloba, H. perforatum
I P. ginseng moga generowa¢ istotne interakcje na poziomie ekspresji CYP1A2. Majg one
jednoczes$nie zdolnos¢ redukcji CYP2ELl. Wptyw A. sativum G. max i V. officinalis na
izoform¢ CYP1A2 jest dyskusyjny ze wzgledu na mozliwos$¢ regulacji ekspresji czynnika
AhR bez zmian poziomu CYP1A2. Zwigkszony poziom mRNA czynnika AhR bez zmian
ekspresji CYP1A2 moze wskazywac na obecnos¢ w wyciggu z G. max jego selektywnych
modulatoréw. Ponadto, zaden z wykorzystanych ekstraktow nie wykazat zdolnosci indukcji
CYP2El. Na podstawie pomiaru stezenia mRNA badanych gendw 1 czynnika
transkrypcyjnego mozna wnioskowac, ze stosowanie C. sinensis i E. purpurea nie wigze si¢
z istotnym ryzykiem modyfikacji metabolizmu ich substratoéw. Ze wzgledu na istotng rolg
badanych izoform, konieczne jest prowadzenie dalszych szczegdélowych badan dotyczacych

wplywu wyciagéow roslinnych na ich ekspresj¢ 1 aktywnos¢.
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SUMMARY

8. SUMMARY

The effects of herbal materials on the expression level of rat CYP1A2 and

CYP2EL genes showing high interspecies conservation

The cytochrome P450 isoforms are a superfamily of heme-containing
monooxygenases that are involved in the phase | biotransformation reactions of xenobiotics
including drugs as well as endogenous compounds such as steroids, fatty acids and
prostaglandins. The main function of CYP450 enzyme system is the convertion of lipophilic
xenobiotics into the more soluble substances. However, some isoforms such as CYP1A2 and
CYP2E1 are also responsible for the metabolic activation of chemical procarcinogens
(e.g. arylamines, nitrosamines, aromatic hydrocarbons) to their ultimate reactive metabolites.
CYP1A2 and CYP2EL isoforms are expressed at high levels in the liver and show strong
interspecies conservation. Among clinically important drugs metabolized by CYP1A2 are
theophylline, caffeine, phenacetin, clozapine, fluvoxamine and acetaminophen. The CYP2E1
enzyme plays a main role in the metabolism of halothane, acetaminophen and chlorzoxazone.
The P450 system activity may be subject to modification under the influence of induction or
suppressor factors which may lead to numerous interactions especially between synthetic
drugs and herbal preparations. It was demonstrated that CYP1A2 isoform is transcriptionally
induced by the aryl hydrocarbon receptor (AhR) while CYP2EL is comprehensively regulated
at the stage of transcription, translation and by stabilizing the mRNA and protein. Modulation
of these enzymes can influence the metabolism of their substrates leading to serious
consequences of a pharmacological and toxicological effects.

The aim of this dissertation was to analyze the potential influence of herbal extracts on
the gene transcription levels of CYP1A2 and CYP2EL by using animal model. The study was
performed in Wistar rats that were given standardized herbal extracts (Hypericum perforatum,
Valeriana officinalis, Echinacea purpurea, Allium sativum, Camellia sinensis, Panax ginseng,
Gingko biloba, Glycine max) once daily for 3 and 10 days. It was also distinguished control
groups of animals fed the standard diet. Subsequently, the animals were decapitated and livers
were isolated. Total RNA was extracted and gene expression levels was determined by
quantitative real-time PCR method using a SYBR Green I dye according to manufacture’s

instructions. The transcriptional level of each gene was normalized to the GAPDH.
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SUMMARY

The results of this experiment show that herbal extracts may have a varying impact on
the expression of enzymes responsible for biotransformation of xenobiotics. Among the
herbal materials used in this study, only G. biloba statistically significant decreased the
expression level of CYP1A2 to the value of 76% (p<0,001) after 10 days of administration.
On the contrary, H. perforatum and P. ginseng show a induction effect (133%, p=0,002 and
140%, p=0,006) on the CYP1A2 mRNA level. A. sativum dosing also inhibited the expression
of AhR by almost 20% (p=0,012) after 10 days whereas G. max significantly induced the
MRNA concentration (161% , p<0,001) in rat liver. Compared to controls, the level of AhR
MRNA was also statistically significant induced after 3 but not 10 days of G.biloba (141%,
p=0,003) and V. officinalis (124%, p=0,004) extracts feeding. The diverse effect of these
extracts against CYP1A2 and AhR indicates the complexity of the mechanism of regulation
of expression of this enzyme. Moreover, it was demonstrated that CYP2EL isoform was
strongly inhibited by G. biloba (53%, p<0,001; 68%, p<0,001), P. ginseng (48%, p<0,001,;
70%, p=0,006), V. officinalis (70%, p<0,001; 74%, p=0,003) and H. perforatum (81%,
p=0,007; 74%, p=0,020) in rat liver both after 3 and 10 days of chronic administration of
extracts. These date described above suggest that standardized herbal materials can regulate
the expression of CYP2E1 gene by suppressing their transcription and/or mRNA stabilization.
G. max showed a inhibitory effect on the rat CYP2EL isoform by 25% (p=0,005) only after
short-term intake of standardized extract. Very little or no inhibition was observed for
CYP2EL1 after of E. purpurea and A. sativum administration.

In conclusion, the results suggest that G. biloba, H. perforatum and P. ginseng extracts
might induce significant herb-drug interactions and alter the effectiveness and
pharmacokinetics of drugs metabolized by CYP1A2 and CYP2EL. Due to the divergent
effects of A. sativum, G. max and V. officinalis extracts on CYP1A2 and AHR transcription
level their impact is debatable. However, increased mRNA levels of factor AhR may indicate
the presence of its selective modulators in the G. max extract. Futhermore, none of the
extracts used in the study did not induced the CYP2E1 mRNA synthesis. Based on the
measurement of mMRNA studied genes and the transcription factor it can suggest that the use
of C. sinensis and E. purpurea is not associated with significant risk of modifying the
metabolism of their substrates. Due to the important role of CYP1A2 and CYP2E1 enzymes
in toxicology and pharmacology, it is necessary to conduct further detailed studies regarding

the effect of herbal extracts on their expression and activity.
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