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1. TEORETICKY UVOD

1.1. Karcinogenese

Karcinogenese je oznaceni pro vznik onemocnéni nazyvaného souhrnné
rakovina, ktera pfedstavuje vice jak sto nemoci projevujicich se nddorovym bujenim
[1]. Rakovina je celosvétov€é rozSifené onemocnéni a patfi spolu s
kardiovaskularnimi onemocnénimi k civiliza¢nim chorobam s nejvys§i umrtnosti.
Na obrazku Obr.1 (str.9) je vidét grafické srovnani poctu umrti vybranych statii u
muZské a Zenské populace na rakovinu za rok 2000. Odhaduje se, Ze aZ 35% umrti

na rakovinu miZe souviset s koufenim a stravou [2]. Lé¢ba rakoviny se stala i v CR

pricin umrti [3].

Proces vzniku rakoviny je n€kolikastuptiovy a je zndzornén na obrazku
Obr.2.

Nadorové onemocnéni je multifaktoridlni a tyto faktory se daji rozdélit do
dvou skupin a to na faktory zptlisobujici a na faktory ovliviiujici nddorové bujeni

[1]. Dale mohou byt déleny na vnitini napt. dédi¢né, imunologické a hormonalni, a

nebo vnéjsi tj. fyzikalni, chemické a biologické jako napt. zafeni, chemické latky a
strava [4].
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Obr.2 Proces vzniku nddorového onemocnéni [5].



Jak je vidét na obrazku Obr.2 (str.8) nadorovému onemocnéni ptfimo
pfedchazi obdobi zvané progrese, v némz dochazi k malignanci. K malignim
transformacim buriky mize dojit nékolika moznymi cestami ale jejich spole¢nym
rysem je vzdy selhani nékterého z mechanisml regulace bunééného déleni a
regulace ,,socidlniho chovani” bun¢k. Nadorové burky se vice ¢i méné liSi od
bun¢k, ze kterych vznikly, a proto by mély byt buiikami imunitniho systému
rozpoznany. Nebezpecnost tohoto onemocnéni spoCiva pravé v tom, Ze odliSnosti
nejsou jiZ tak dostate¢né a dale k tomu naddorova burika je schopna vyuzit své rizné

,maskovaci” mechanismy, kterymi se brani rozpoznani imunitnim systémem a

nasledné eliminaci [6].
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Obr.1 Srovnadni poctu umrti na rakovinu na 100 000 obyvatel ve vybranych statech
za rok 2000 [7].
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Tato nemoc je zakefna v tom, Ze miZe ubéhnout i n€kolik let od expozice
karcinogenu do prvnich projevii onemocnéni. Rakovina ¢asto vznikd z riznych
faktort, kterym je ¢lovék celoZivotné vystaven a které zplisobuji genové mutace [8].
Poruchy jsou obvykle vyvolané v onkogenech nebo antionkogenech (tumor
supresorovych bun€k), tyto geny za normalnich okolnosti produkuji proteiny, které
souvisi s buné¢nou regulaci a normalnimi signaliza¢nimi drahamy bunék. Jsou-li
zmutované dochazi vétSinou k jejich abnormaln€ zvySené tvorbé produkti
onkogenu a nebo abnormélné sniZenou produkci produktii antionkogenii. Mutace
vede nasledné k poruSeni normalni tkanové lokalizace, pronikani do tkané jiné a

agresivnimu ristu bunék v téchto mistech [6].

1.2. Metabolismus xenobiotik

Terminem xenobiotikum je oznaCovana latka, ktera je pro organismus cizi.
Takovych latek, kterym miize byt organismus vystaven je nespocetné mnoho a
v Zivoté se s nimi béZné setkdvame napt. v podobé drog, 1€k, pesticidd, ve stravé
atd. [9].

Metabolismus je slovo pfevzaté z fectiny, které znamena ,,pfeména”, tedy v
tomto piipadé vSechny osudy slou€eniny-xenobiotika v organismu.

Biotransformaci se rozumi biochemicka metabolicka reakce, pomoci které se
organismus snazi pozménit pfijaté xenobiotikum. Cilem této reakce je vyuziti v§ech
chemickych a biologickych reakci, které méa organismus k dispozici, k tomu aby
bylo xenobiotikum lépe a rychleji primarné vylouc¢eno. Rychlej$i vylu€ovani je
zajisténo predevsim zvySenim rozpustnosti ve vodé tj.hydrofility. Biotransformace
by méla probihat cestou vedouci k pfeméné xenobiotika na neti¢innou formu tj.
latku biologicky neaktivni, ale stava se, Ze mize vzniknout i biologicky aktivni
produkt [10].

V literature se Casto pouziva tzv. Williamsova klasifikace fazi metabolismu
xenobiotik. Katalytické reakce se nazyvaji faze 1. ozna¢ovana jako derivatiza¢ni a
faze II. ozna¢ovana jako konjuga¢ni. Pfi metabolismu xenobiotika v organismu se

uplatiiuji predev§im jako je oxidace, redukce, hydrolyza a syntéza. Prvni tfi
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jmenovany jsou dle Williamsovy klasifikace zahrnuty v I. fazi biotransformace
xenobiotik, syntéza se tyka II. faze. VétSina xenobiotik je pravé prostfednictvim
téchto dvou fazi biotransformovana [11].

V 1 fazi jsou dominantni zejména oxida¢ni reakce a to hlavné enzymové
systémy oxydoreduktas, zejména systémy cytochrom P450 a dile FAD-dependentni
monooxygenasy tj.enzymy, které jsou pfitomny v mikrosomech. Hlavnimi enzymy
nemikrosomalni oxidace jsou alkoholdehydrogenasa, amonioxidasa atd..

Reakce I. faze jsou napf. alifaticka a aromaticka hydroxylace, tvorba arenoxidu,

N-, S- a O-dealkylace, N- a S-oxidace, deaminace, dechlorace a desulfurace. Mezi
hlavni nemikrosomalni reakce se fadi dehydrogenace, oxidace purinid, monooxidace
a aminooxidace. U reduk¢nich reakci je to pak napf. azoredukce, nitroredukce,
redukce karbonylu a redukce disulfidd, redukce N-oxidi a sulfoxidi a redukéni
dehalogenace. Ptikladem hydrolytickych reakci je hydrolyza esteri a amidd a
hydrolytick4 deaminace.

Reakce II. faze biotransformace jsou zaloZeny pfedev§im na konjugacnich
reakcich typu glukuronidace, sulfatové konjugace, glutathionové konjugace,
methylace, acetylace a peptidové konjugace [10].

Mozny osud xenobiotika v organismu je zndzorné€no v tabulce Tab.1

Tab.1 Mozné osudy xenobiotika v organismu

l.etapa | 2.etapa 3.etapa-biotransformace
Lfize Il.faze oI faze
o 1)— aktivovany metabolit
Q
e 3 - >
= = 2)— neaktivovany metabolit | 23— | oood)o )
2 3 konjugace transport | &
e >()
—(x)
lipofilni — hydrofilni
Ptevzato z [10] a adaptovano
legenda: —(x): tato faze nenastane

—,—,—,— : moZné pribéhy cest
1), 2), 3), 4) : zaCatky cest
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V 1. fazi mohou byt biologicky aktivni latky inaktivovany nebo se naopak
zmeéni jejich aktivita z biologicky neaktivnich na aktivni. Klicovym krokem k
aktivaci n€kterych 1éCiv a aktivaci karcinogentl je tvorba reaktivnich elektrofild,
které se vazi na makromolekuly (proteiny, DNA) a tvoii kovalentni adukty. Reakce
II. faze biotransformace se zdaji byt ve vétSiné pfipadi procesem inaktivujicim,
jelikoZ jsou to reakce prevadéjici xenobiotikum na snadnéji vyluditelny produkt
ledvinami, ale i tady existuji vyjimky a v poslednich letech se stale vice objevuji
pfipady, kdy i témito reakcemi dochézi ke zvySovani toxicity a reaktivity. Proto II.
fazi biotransformace nelze tedy povazovat za jednozna¢né detoxikacni proces.

Féaze na sebe mohou navazovat, ale ¢asto probéhne proces II. faze i bez
nutnosti faze I.

II. faze nemusi ale nutné byt kone¢nym krokem eliminace xenobiotik. Konjugaty je
nutné z bunék transportovat a tento proces se nékdy chybné oznacuje jako III. faze

biotransformace. I tento proces vSak nevyZzaduje nutné piedchozi dvé faze [11].

1.3. Cytochrom P450

Cytochrom P450 (EC 1.14.14.1) nazyvany téZz ,hem-thiolatovy protein
P450”je jednim z nejdtlezitéjSich proteind z enzymovou aktivitou, ktery se ucastni
metabolismu xenobiotik [12,13].

Tento enzym tvoti pocetnou superrodinu hemoproteint, které slouzi jako
terminalni oxidasa mikrosomalni oxidasy se smiSenou funkci (MFO). Pfi¢emz MFO

Oznaceni tohoto proteinu souvisi s jeho objevem jakozto zvlastniho
pigmentu (proto P) v sav¢ich jaternich mikrosomech [15].

Prvni zminky o cytochoromu P450 pochdzi z roku 1958. V této dobé byl
oznacovan jako mikrosomélni pigment schopny vazat oxid uhelnaty (CO). Celé své
oznaceni P450 ziskal diky charakteristické pozici absorpéniho maxima o vinové
délce 450 nm, ktery vykazuje v redukovaném stavu s navazanym CO [16]. Byl

povazovan za membranovy hemoprotein s neznamou fyziologickou funkci. Po

objeveni jeho funkce vyrazné vzrost zdjem o jeho studii [17].
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Cytochrom P450 hraje hlavni roli pfi detoxikaci latek exogennich (z
okolniho prostfedi), tj. napf. drog, 1€k, potravinovych dopliiki a enviromentalnich
polutantii. Uastni se také metabolismu endogennich latek (télu vlastnich), tj. napf.
cholesterolu, nasycenych a nenasycenych mastnych Kkyselin, steroidi,
prostaglandinii atd. [18]. Cytochrom P450 neni jen jeden (viz nésledujici kapitola:
Rozdéleni cytochromti P450). V biosyntetickych cestach pt. steroidii a Zlu€ovych
kyselin je jich zapojen omezeny pocet, vétSina se ucastni metabolismu xenobiotik
zahrnujici 1éky, toxické latky a chemické karcinogeny [14]. V organismu se
zucastni ptedevsim I. faze biotransfomace [19].

Mikrosomalni P450 jsou syntetizoviny na ribosomech vazanych na
membranu drsného endoplasmatického retikula a v cytosolu jsou ko-translaéné
zatlenény do jeho membrany [20].

Zelezo v cytochromu je vazano &tyimi vazbami pfes atomy dusiku na
pyrolové skelety, dal$i dva ligandy atomu Zeleza (paty a Sesty) jsou vazany nad a
pod rovinou hemu. Patym ligandem je zbytek aminokyseliny cysteinu, ktery se vaze
pomoci sulfhydrylové skupiny a Sestym ligandem je atom kysliku z molekuly vody
[19,21].

Tento membranovy protein se vyskytuje v burikdch v mitochondriich a v
endoplasmatickém retikulu [20].

U obratlovect se cytochrom P450 vyskytuje v jatrech, kiizi, nosni sliznici,
placenté, varlatech, vaje€nicich, v aorté€, krevnich destickach a v nervovém systému.

U lidi také v lymfocytech [22].

1.3.1. Rozdéleni cytochromu P450

U Cytochromu P450 se vyskytuji jeho tzv. nasobné formy tzv. Isoformy,
(geneticky podobné enzymy shodujici se v mechanismu katalyzy) [19,23].

K oznaceni cytochromu P450 se pouziva zkratka CYP [24].

CYP tvoii rodiny a podrodiny, do kterych byly zafazeny podle podobnosti
aminokyselinové sekvence. Stejnou rodinu tvoii CYP, které vykazuji vice jak 40 %

sekvenéni podobnost. Tyto Rodiny jsou oznaceny arabskou ¢islici za zkratkou CYP.
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Proteiny, které jsou si svou sekvenci podobné z vice jak 55 % jsou fazeny do stejné
podrodiny a jsou oznaCovany velkym pismenem za Cislem rodiny. Konkrétni
isoformy jsou oznaceny jesté druhou ¢islici nasledujici za podrodinou (pf. CYP1AI,
CYP2BI1) [25,26].

Nyni je znamo vice jak 7700 sekvenci CYP. V lidském organismu bylo
nalezeno 18 rodin a 44 podrodin, 57 sekvenci a 58 pseudogent [27].

Nasledujici 2 kapitoly jsou vénovany rodindm 1 a 2, které byly pro nasi praci

stéZejni.

1.3.1.1. Cytochromy P450 rodiny 1

Rodina CYP1 ma v lidském organismu vyznamnou roli v metabolismu lé¢iv
a karcinogent. Existuji zde 3 podrodiny (CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1), 3 geny a 1
pseudogen (CYP1D1P/1A8P). Funkci CYP1 je napt. hydroxylace estrogent (1A2 a
1B1) a také se uc€astni metabolismu hemu (1A2). CYP1 jsou indukovany pomoci
polycyklickych aromatickych uhlovodikii (PAU). PAU se nalézaji napf. v
cigaretovém kouti a pfipaleném jidle. Tato rodina miize aktivovat karcinogeny a
mutageny. Vysokd hladina CYP1A2 je spojovdna se zvySenym rizikem vzniku
rakoviny tlustého stfeva [22,27].

CYP1A2 je také identifikovan jako kli€ovy faktor v metabolické aktivaci
mnoha chemickych karcinogent jako je aflatoxin B-1 a riznych heterocyklickych
aromatickych amina a nékterych nitroaromatickych slou¢enin. Pfispiva v inaktivaci
nékterych léku [28].
vysokou homologii a jsou velice evoluéné konzervované. Maji odliSnou, ale
prekryvajici se substratovou specifitu [22].

Vyznam v lékarskych védach ma z této rodiny jest¢ CYP1BI, jehoZ genova

mutace pravdépodobné souvisi s vrozenym glaukomem [29].
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1.3.1.2. Cytochromy P450 rodiny 2
V lidském organismu je rodina CYP2 zaclené€na piedevsim do metabolismu

léciv a steroid. Predstavuje 13 podrodin, 16 geni a 16 pseudogent. Je to

téchto proteinti jsou schopny hydroxylace steroidii je jejich exprese zavisla na
pohlavi. Nékteré z nich se také ucastni metabolismu xenobiotik. Pro CYP 2B u
hlodavci jsou silnym induktorem barbituraty [27]. Indukce obecné je popisovana v
odstavci 1.3.2.2. (str. 17). Fenobarbital je silnym induktorem CYP2B1/2 v krysich
jatrech. CYP2B1 a CYP2B2 vykazuji 97% identitu [30].

Cytochromy této rodiny jsou evoluéné sekvencné vysoce variabilni a to
ziejmé souvisi s jeho funkci spojenou s metabolismem cizorodych latek. Je to

nejméné konzervovana rodina CYP [31].

1.3.2 Modulace cytochromu P450

Jak jiz bylo uvedeno cytochrom P450, ktery je v organismu mimo jiné téZ
zodpovédny za metabolismus 1€k a aktivaci karcinogend, je spole¢nym cilem
zkoumani mnoha védnich obord zahrnujici napt. farmakokinetiku a toxikokinetiku
[32].

Modulace jeho enzymové aktivity inhibici, indukci ¢i aktivaci je velice
zkoumana téz ve farmakologii, enzymologii a chemii obecné. Zmény aktivity u
¢lovéka, tedy in vivo, jsou velkym lékafskym problémem. Méni metabolismus 1€ki,
a tim se meéni i jejich biologicka aktivita. Vznikaji tak nezddouci lékové interakce
[33].

Vzhledem k pfitomnosti ¢i neptitomnosti ur€itého genu cytochromu P450 v
jednom druhu, ale ne v ostatnich, nemusi byt extrapolace dat ohledné toxicity z
hlodavci na €lovéka uplné spravna [34].

Hlodavci a lidi se liSi obsahem CYP. Pfestoze maji pfitomny stejné rodiny
tohoto enzymu tak se li§i v poctech genti. Naptiklad u mysi byva pocet gent ¢asto
vysSi a jako vyhodnéjsi experimentdlni model, ze kterého se ziskavaji vysledky,

které jsou pro cloveéka vice relevantni, se zdd byt pes rasy beagle. Dal$im
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vyznamnym faktorem, ktery se v metabolismu lékd uplatiiuje a ktery je tieba brat v
uvahu, je geneticky polymorfismus. Pojmem geneticky polymorfismus znamena
odliSnost v sekvenci DNA, ktera se objevuje ve vice jak 1% populace a mize mit za
nasledek rozdilnou metabolizaci 1€k ¢i karcinogenii [27].

Pokusy, které byly provadény in vivo, byly provedeny piedeviim na
hlodavcich, ale i lidsk4d jatra obsahuji cytochromy, které jsou inducibilni pfi
expozici Clov€ka témto induktorim jako je napif. fenobarbital, makrolidova
antibiotika, difenylhydantion, enviromentalni chemikalie, polychlorované bifenyly a
dalsi [35].

Aktivita cytochromu P450 je ovlivnéna velkym poctem genetickych,
endogennich a enviromentéalnich faktori, coz zpusobuje variabilni a individualni

metabolismus 1é¢iv u kazdého jedince [36].

1.3.2.1 Inhibice cytochromu P450

Inhibici se rozumi sniZeni aktivity enzymu. Latka, kterd je za inhibici
zodpovédna, se nazyva inhibitor [9].

Inhibice metabolismu 1€k, jako vysledek kompetice mezi dvéma rozdilnymi
léky matabolizovanymi tim samym CYP, mize mit za nasledek zvySeni
koncentrace jednoho ¢i obou 1€k v plasmé, a to mize nakonec vést k fadé¢ mensich
¢i vétSich zdravotnich potizi a nékdy i k smrti. Diky této interakci muselo byt z trhu
stazeno n€kolik vyznamnych 1€ékt. Nastup inhibice je obvykle rychly a nastava
¢asto po jednorazovém podani inhibitoru [33].

Inhibice mizZe byt reversibilni a ireversibilni.

Prvni zmifiovana je €asty pfipad popsany v tzv. lékové interakci a dochézi k
ni v disledku pfimé kompetice tj. soutéZeni o vazebné misto na CYP mezi
substratem a inhibitorem. Potencidlnimi reversibilnimi inhibitory jsou slouceniny s
volnym el.parem napft. heterocyklické slou€eniny obsahujici dusik.

Ireversibilni inhibice je zplisobena kovalentni modifikaci CYP enzym
reaktivnimi meziprodukty. Modifikovand miZze byt hemova slozka, takova

modifikace je napt. popsana pomoci ethinylenestradiolu, ktery je substratem
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CYP3A4. Modifikovana muze byt i proteinova sloZzka a to se projevi tehdy, je-li
modifikace na aminokyselinovém zbytku, ktery je soucasti vazebného mista

enzymu. Tuto modifikaci zptisobuje napt. chloramfenikol [32].

1.3.2.2. Indukce cytochromu P450

Indukce CYP spociva ve zvy$eni exprese genli pro CYP napt. po podani léka
a to vede ke zvyseni celkového mnozstvi enzymu a tim sou€asné zrychluje jeho
schopnost metabolizovat 1éky. Témito interakcemi se miize zmirnit farmakologicky
ucinek léku a v disledku zvySeni metabolismu a ndslednému rychlému odstranéni
l€ku z organismu to nakonec vede ke sniZeni jeho plasmatické koncentrace.

Plny u¢inek induktoru se miiZze projevit za delsi dobu, kterd maze trvat dny i
tydny, €as se li§i podle druhu induktoru. Indukce pomalej$i proces nez inhibice.

Indukce je vSeobecné nepiima a CYP se nedostane do fyzické interakce s
induktorem narozdil od inhibice.

Tato indukce enzymi metabolizujicich xenobiotika je intenzivné zkoumana
diky jejim vaznym ua¢inkim, které se projevuji ve farmakologické odpovédi

organismu na léky a dalsi xenobiotika [32, 33].

1.4. Chemoprevence

Termin chemoprevence byl pouzit jiz pted vice jak 30 lety a je definovany
jako inhibice ¢i pozastaveni procesu karcinogenese vyuZitim netoxickych latek jako
potravinovych, pfirodnich nebo farmaceutickych slou€enin, které brzdi rozvoj
rakoviny. Jejich schopnost spo¢iva v tom, ze bud’ blokuji poskozeni DNA, které
zahajuje proces karcinogenese (protoZze poSkozeni mnohych regulacnich gent vede
ke vzniku invazivni a metastdzujici rakoviny) nebo zdrzi ¢i zvrati progresi v
premalignantnich buiikach v nichZ takové poskozeni jiZ nastalo. [37,38]. Obecné lze
fici, Ze vzniku a vyskytu tohoto onemocnéni se zabraiiuje pouzivanim vybranych
slou¢enin. Prevence vzniku rozvoje rakoviny je duleZitym krokem pfti eliminaci

onemocnéni. Prevence spo€ivd predevSim v tom, Ze se zamezi kontaktu s

nebezpeénymi napf. karcinogenimi latkami, ale je slozité se nékterym latkam
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vyhnout absolutné. V Zivotnim prostfedi se vyskytuje mnoha latek, které byly na
zakladé¢ mutagennich testu prohlaSeny za potenciondlni karcinogeny. Mnohé z
téchto sloucenin se béZné nachazeji v potravinach [39].

S poznévanim mechanismu chemoprevence se rozSifuje syntéza slouCenin,
které v in vivo testech (na experimentalnich zviratech) jsou schopny zabranit rozvoji
karcinogenese selektivnim plisobenim na specifickou cilovou molekulu.

Statistickd data z oblasti karcinogenese jasné¢ poukazuji na nezbytnost
preventivniho pfistupu k tomuto onemocnéni [38].

Chemopreventivni slouceniny je nutno vzhledem k potiebam kazdého
jedince podavat individuéln€. Pokud ma slou¢enina velmi silné u€inky, ale sou¢asné
ma také nezanedbatelnou a vyznamnou toxicitu, miiZze byt pouzita pro jedince se
zvys$enym rizikem vzniku rakoviny tj. napft. jedince, kterému byl primérni nador jiz
chirurgicky odstranén. Takovou slou¢eninu nelze pouzit pro Sirokou vefejnost.
Pokud ma slou¢enina mirné ochranné ucinky a nizké Uc¢inky toxické, je vhodné

zvazit jeji podavani jedinci s nizkym rizikem vzniku nadorového onemocnéni [39].

1.4.1. Mechanismus chemoprevence
Inhibitory procesu karcinogenese lze zatadit do tfi tfid. Tabulka Tab.2
(str.19) ukazuje déleni slouéenin podle rtiznych cili zasahu chemopreventivnich
slouc¢enin. Né&které latky mohou vykazovat i vice aktivit pf. maji schopnost
blokatort 1 latek potlacujicich.
1. -inhibitory jimiZ jsou latky, které brani tvorbé nebo absorpci
karcinogeni a piisobi tedy ve fézi iniciace procesu karcinogenese
2. -blokatory, které brani metabolické aktivaci karcinogenu tj.dosaZeni
nebo reakci karcinogenu s bunéénym cilem a brani jejich vazbé na
DNA, piisobi téZ ve fazi iniciace
3. -latky potladujici, které jiZz piisobi ve fazi promoce a brani expresi
neoplastickych bunék, které by jinak vstoupily do fiaze progrese a

zpusobily tvorbu maligniho nadoru [37,38].
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Tab.2 Pusobeni efektoru, prevzato z [37] a adaptovano

faze karcinogenese typ efektoru
expozice enviromentalnim/vné&j$im
faktorim
! « inhibitory branici tvorbé a

absorpci karcinogenu

tvorba karcinogenu / absorpce

\ « blokdtory

reakce s bunénym cilem, poskozeni
DNA, mutagenese

J « potlacujici ldtky

neoplastické projevy

1.4.2. Chemopreventivni slouéeniny

Pro Gcely chemoprevence bylo navrZzeno velké mnozstvi sloucenin, u
kterych byly protektivni vlastnosti prokézany, coz je pozitivni v tom, Ze lze vybrat
optimélni chemopreventivni slou¢eniny pro ur€ité skupiny jedinci a pro dany typ
chemoprevence [39]. Mnoho téchto latek bylo nalezeno empiricky [38].

Potencialni chemopreventivni slou¢eniny maji rizné vlastnosti, chemickou
strukturu i fyziologické Gcinky. Jedna se o latky, jako jsou vitaminy (napi.kyselinu
listovou a vitaminy A,C, a E), mineralni latky (napf. selen, molybden a vapnik),
pfirodni produkty (napt. karotenoidy a flavonoidy) a syntetické latky (napft. derivaty
vitaminu A a D, a tamoxifen) [37].

Vyznamnou skupinu chemopreventivnich sloucenin tvoii fytochemikalie.
Tyto slouceniny specificky interaguji s riznymi stupni procesu karcinogenese.

Fytochemikalie jsou nevyzivové sloZky stravy, které jsou obsazeny v
rostlinach a vyznaCuji se chemopreventivnimi vlastnostmi. Tyto latky jsou asto
izolovany a podavany jako potravinové dopliiky. Z fady klinickych studii je zfejmé,
Ze maji vyznamné protikarcinogenni a protimutagenni vlastnosti. Vyznamnym
zdrojem chemopreventivnich latek je ovoce a zelenina. V USA byly napriklad
realizovany mnohé vladni programy na podporu konzumace zeleniny a ovoce, jako
nezanedbatelné slozky potravy a dilezitého faktoru prevence vzniku rakoviny, které
se zakladaly pravé na klinickych studiich. Z tohoto pohledu se jako vhodna zelenina

se doporucuje napt. Cesnek, sdja, raj¢ata a brukvovita zelenina [40].
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1.4.2.1. Nezadouci uéinky chemopreventivnich slou¢enin

Pouziti vysokych davek a dlouhodobéjSi podavani chemopreventivnich
slouc¢enin mize vést aZ k a¢inkdm, které jsou pro ¢love€ka nezadouci a Skodlivé.
Jsou-li fytochemikalie, které jsou pro organismus xenobiotikem, podavany v
koncentrované formé&, mohou kromé piiznivych ucinkd vyvolat i ty nezadouci.
Negativni vlastnosti mohou mit vice divodi bud’ 1) je chemikalie sama o sobé
toxicka, nebo 2) se metabolicky pfeméiiuje na toxicky produkt napf. cytotoxickou
latku, prooxidant ¢i latku mutagenni, nebo 3) miZe zasahovat do endogennich
metabolickych drah a 4) maze také interagovat s jinymi chemikaliemi pfitomnymi v
organismu napf. s léky a nakonec 5) miZe zpisobit indukci enzymd, které jsou
zodpovédné za aktivaci prokarcinogent [41].

Jiz v 15. stoleti na podobné jevy upozornil Paracelsus, ktery definoval
jedovatou latku: ,, Vsechno je jedovaté a neni nic, co by jedovaté nebylo, zadlezi jen

na davce, co ¢ini latku jedovatou” [10].

1.5. Flavonoidy

Flavonoidy, jak jiz bylo uvedeno, jsou zastupci fytochemikélii s
chemopreventivnimi vlastnostmi.

Flavonoidy jsou sekundarni metabolity vSech vy3Sich suchozemskych
cévnatych rostlin. Obecné se fadi do 6 podskupin: chalkony, flavony, flavonoly,
flavanony, anthokyaniny a isoflavanoidy [9, 42].

Vyznam flavonoidil jako pigmentd v rostlinné fiSi je znam jiz dlouho. V
rostlinné fyziologii flavonoidy reaguji na svétlo a kontroluji latky zvané auxiny,
které maji v rostlin€ vyznam regulatori riistu a diferenciace [43,44].

Jsou obsaZeny ve vSech potravinach rostlinného ptivodu predevsim v ovoci,
zelening, ofechach a napojich, které maji rostlinny pavod, tj. ¢aj, vino, cola, ginko
biloba. Bylo jiZ popséano vice nez 4000 raznych flavonoidi [44].

V rostlinach se vétSinou vyskytuji ve formé glykosidi, které jsou rozpustné
ve vodé€ a jsou chemicky stabilni. Cukernou slozku Casto tvofi glukosa, galaktosa,

arabinosa, xyluosa, rhymnosa a dalsi [45].
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Priklady flavonoidi, kterych se tykala experimentalni ¢éast této prace tedy,

quercetinu, isoquercitrinu a rutinu jsou uvedeny na obrazcich obr.3 , obr.4 a obr.5

Obr.3 Struktura quercetinu

Obr.4 Struktura Isoquercitrinu

HO
H CH3 H

H
OH OH

Obr.5 Struktura rutinu
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1.5.1. Vyuziti flavonoidu

Rostlinné flavonoidy maji mnoho biologickych vlastnosti a jsou b&znymi
soucastmi potravinovych doplikil. Zajem o tyto slouceniny jako dopliiky stravy je
veliky diky jejich pozitivnim vlastnostem na zdravi. Bohuzel neni mnoho studii,
které se zabyvaji jejich Skodlivymi u€inky v ptipadé jejich nadmémého uzivani.
Kromé toho tyto potravinové doplilky nemaji Casto své prospéSné vlastnosti
podlozené klinickymi testy. Navic davky, ve kterych jsou flavonoidy v téchto
dopliicich pfijimany, jsou mnohem vy3$38i neZ z béZné rostlinné stravy [46].
Koncentrace quercetinu, flavonoidu, ktery je v téchto dopliicich béZné€ obsazen
naptiklad v nékterych ptipadech az 20x pfevysuje denni davku, ktera by byla bézné

pfijata z rostlinné stravy [43].

1.5.2. Prospésné vlastnosti flavonoidu

Na ziklad¢ mnohych epidemiologickych studii bylo dokazéno, Ze ptijem
stravy zaloZené z vyznamné ¢asti na zeleniné vede k zvySovani délky Zivota a k
omezeni mnohych chorob jako jsou kardiovaskularni onemocnéni.

Flavonoidy mohou také inhibovat reversni transkriptasu a i tato skutenost
vede ke zvySenému z4ajmu o tyto slou€eniny v oblasti mediciny. Této vlastnosti se
vyuziva pfi 1é€bé retrovirovych infekci zahrnujicich napf. syndrom ziskané snizené
imunity (AIDS) [43].

Mnohé flavonoidy slouzi jako material pro vyvoj léCiv. Pro své vyznamné
cytostatické a antioxidacni G¢inky jsou navrZeny jako protikarcinogeny a
kardioprotektivni slouceniny [46].

Mohou téZ ovlivnit n€které kroky, které vedou k rozvoji zhoubnych nadori
napt. ochranou DNA pied poSkozenim [44].

V poslednich letech byla také vénovana zvySend pozornost vyzkumu jejich
schopnosti inhibovat bunéfny cyklus, bunéénou proliferaci a oxidativni stres.
Flavonoidy se mohou téz zucastnit inhibice detoxikujicich enzymd, enzymi

souvisejici apoptosou a imunitnim systémem [42].
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1.5.3. Nebezpeci flavonoidu

Nebezpeci flavonoidi, jako chemopreventivnich sloucenin jiz bylo popsano
vyse. Toto nebezpeci pro lidskou populaci predstavuje pfedevsim opomijeny fakt,
Ze vice neni vZdy lépe. Navzdory jejich prospéSnym vlastnostem provedené studie
poukazuji i na jejich potencidlni mutagenni a genotoxické vlastnosti. Toto bylo
zjisténo na experimentdlnim modelu jak bakteridlnim tak i sav¢im. Ne&které
flavonoidy mohou ptisobit jako mutageny i jako prooxidanty, které generuji volné
radikdly a ty nasledné mohou poskodit DNA. Také mohou inhibovat kli¢ové
enzymy zapojené do metabolismu hormoni. Poskozena DNA nebo $patné opravena
DNA miZe nasledné vést ke zlomu a mutacim, které maji za nasledek vznik
preneoplastickych 1€zi. Dale mohou inhibovat enzymy asociované s DNA, jako jsou
topoisomerasy.

Tyto potencidlné nebezpe¢né vlastnosti je nutné brat v uvahu hlavné pfi
vysokych davkach, kdy mohou ptevazit nad vlastnostmi prospé€Snymi. Navzdory
v$em klinickym studiim prokazujici jejich kladné vlastnosti zlistava otazkou, kde je

hranice netoxické davky, kterd ma jesté¢ chemoprotekéni efekt [46].

Quercetin

Quercetin je jeden z flavonoidi kterych se naSe prace tykala a z jeho
struktury jsou odvozené ostatni nami pouzivané flavonoidy. Mnoho studii prokazuje
jeho prospésné vlastnosti v oblasti kardiovaskuldrniho systému a jeho protivirové,
protizanétlivé a protimikrobidlni vlastnosti.

Patii mezi flavonoly, které jsou v lidské rostlinné stravé nejvice obsaZeny.
Ve vysokych koncentraci se nachdzi v bézn€é konzumované zeleniné€ jako je napft.
cibule, jablka, kapusta a v mnohych béznych napojich jako je napt. ¢ervené vino,
¢erny a zeleny Caj. [43,46]

V pokusech, které byly provedeny in vitro zabrafiuje oxidaci nékterych
lipoproteinti, jejichZz oxidace je povazovana za kliCovy krok ve tvorbé
aterosklerotickych plaki. Timto se stal také chemoprotektivni slou¢eninou v oblasti

aterosklerotického onemocnéni [47].
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1.5.5. Metabolicky osud flavonoidu v organismu

Biologicka dostupnost (bioavailabillity) je podil mnozstvi podaného
xenobiotika, které je obsazeno v krevni plasmé jako nezménéné. Zavisi na vice
faktorech, napf. na cesté vstupu xenobiotika do organismu ¢i na rychlosti jeho
eliminace [10]. Biologicka dostupnost flavonoida se v riznych druzich zeleniny lisi
[46].

Za jejich pozorované G¢inky nakonec miZe jen to mnoZzstvi flavonoidu, ktera
ziustane biologicky dostupné, nebot' zbytek je napf. eliminovan €i pozménén
sttevnimi mikroorganismy [43]. Tato dostupnost je ovlivnéna jejich chemickou
formou, ve kterych jsou v potravinach k dispozici (¢asto glykosidové konjugéty),
jejich hydrofobicitou, jejich nachylnosti k odbourdvani a v neposledni fadé téz
mikrobialni stfevni florou [42].

I kdyZ jsou experimentdlné zjistény hodnoty primérmého denniho pfijmu
ruznych flavonoidii z potravy, je nutno k urCeni aktivni davky flavonoidi pro
organismus brat v Givahu jeho absorpci [47].

Flavonoidy a isoflavonoidy se béZné€ vyskytuji jako estery, ethery nebo
glykosidové derivaty nebo jejich smési [42].

Tyto flavonoidy vyskytujici se ve formé glykosidi, které obsahuji cukernou
slozku, nemohou byt absorbovany ze stfeva. Predpoklada se, Ze absorpci podléhaji
jen volné flavonoidy tzv. aglykony, pouze ty jsou schopny prochazet stfevni sténou,
avSak je mozné, ze glykosidy mohou pouZzivat i n€jaké transportni mechanismy
[47].

Pii pouziti anaerobni fermentace v pokusech provadénych in vitro s pouzitim
mikrofléry Zzijici v tlustém stfevé bylo prokézano, Ze doSlo k rychlé dekonjugaci
isoquercitrinu a rutinu. Rutin prosel deglykosylaci, $t€penim kruhu a dehydroxylaci.
Je jasné, ze mikroflora tlustého stfeva mé velky potencial pro pteménu a degradaci
flavonoidi na nizkomolekularni fenolické slouceniny, které maji v tlustém strevé
ochrannou biologickou funkci. Misto absorpce flavonoidd a forma, ve které jsou

absorbovany jsou dulezitymi faktory pifi zkoumani jejich metabolickych drah v

organismu [45].
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Je tedy zfejmé, Ze flavonoidy mohou mit navzdory svym kladnym
vlastnostem i negativni 0¢inky, jak jiz bylo probrano vy3e, a proto sledovani
indukce CYP vyvolané témito induktory v zavislosti na misté indukce, tedy na
mist¢ kde doSlo k absorpci flavonoidi je vyznamnym predmétem zkoumaéni.
Piedkladana prace by méla vést k rozsiteni poznatki tykajicich se této problematiky
a pomoci k poznani puasobeni chemopreventivnich latek-vybranych flavonoidi.
Test, které by se provadély s vyuZzitim stfevnich mikrosomi po per ordlnim podani
chemopreventivnich latek je malo a k této problematice je dilezité zjistit vice
skuteCnosti, které povedou k objasnéni mechanismu metabolismu flavonoida

v téchto mistech. Proto se i naSe studie zabyvala jak mikrosomy jaternimi tak i

sttevnimi ziskanymi in vivo z experimentalniho modelu potkana.
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2. Cil prace

Tato prace je zaméfena na stanoveni enzymu cytochromu P450, tedy enzymu

wew s

v organismu. Flavonoidy jsou potencidlnimi induktory tohoto enzymu a tudiz jejich
interakce s karcinogeny je negativni a muZe vést ke zvySeni rizika rozvoje

nadorového bujeni.
K realizaci tohoto cile je tieba splnit nasledujici tkoly:

1. Studovat indukéni vliv vybranych flavonoidi na cytochrom P450, na
experimentadlnim modelu (samci potkana) po peroralni premedikaci,

v jaterni a stfevni tkani.

2. Pomoci metody Western blot sledovat indukéni efekt vybranych
flavonoidi u isoforem CYP: 1A1l, 1A2, 1B1l, 2B1 v mikrosomalnich

preparatech.

3. Déale porovnat zmény na urovni indukce proteinu s metabolickou
aktivitou studovanych isoforem CYP pomoci méfeni pfemeény jejich

specifickych substrata.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

3.1.1. Chemikalie

Fluka, Svycarsko
tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), dodecylsulfat sodny (SDS),
Koch-Light laboratore Ltd., UK
2-merkaptoethanol
Lach-ner.s.r.o. CR
methanol
Linde, CR
suchy led
Millipore Corp., USA
immobilion-P pfenosova membrana
Penta, CR
glycin
PML a.s CR
Laktino—odtu¢néné susené mléko
Riede-de Hoen, Némecko
gercetin
Serva, Némecko
akrylamid, N,N "-methylenbisakrylamid (BIS),
N,N,N’",N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), Triton X-100, Coomassie
briliant blue R-250
Setuza a.s, CR

Vegetol-slunecnicovy olej
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Sigma-Aldrich, USA
B-naftoflavon, 7-ethoxyresorufin, 7-methoxyresorufin, 7-pentoxyresorufin,
redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH), SigmaMarker
,,wide range® (6500-205000), bicinchonova kyselina (BCA), protililatky I1gG
konjugovana s alkalickou fosfatasou proti slepi¢im protilatkdm IgY,
"BCIP/NBT tablety
Velaz s.r.o., CR
Samci potkana, kmen Wistar (140-150g)
Whatman, USA
Whatman papir, ¢.3

Isoquercitrin poskytl Prof. Ing. Vladimir Kien, DrSc

Protilatky slepi¢i protilatky proti CYP1A1/2 a krali¢i CYP2B4 poskytl

Doc. RNDr. Petr Hodek, CSc.

Rutinové mikrosomy (R), kontrolni mikrosomy (K) a p-naftoflavonové (BNF)
mikrosomy (v§e jaterni i stfevni, potkani a po premedikaci danymi latkami)
poskytla RNDr. Jitka K¥izkova

Fenobarbitalové (PB) jaterni potkani mikrosomy

poskytla RNDr. Véra Kotrbova

3.1.2. Pristroje a pomucky

Analytické vahy
PESA 40SM-200, Svycarsko

Automatické mikropipety
BioHit, Finsko, Nichirio, Japonsko

Centrifugy
Sanyo mikrocentrifuga MSE, Velka Britanie, Janetzki K23, Némecko,
Janetzki K24 Némecko, Beckman Coulter:OptimaTM  LE-80K
ultracentrifuga, USA
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Luminescenéni spektrofotometr

PerkinElmer LS55
Souprava na elektroforézu

HoeferTM miniVE, Amersham Biosciences USA
Souprava na ekektropfenos

Biometra®Fastblot B 43, USA
Spektrometr

SpektroMOM 195 D, Mad’arsko; Specord M40, Carl Zeiss Jena, Némecko
Zdroj deionizované vody

Simplicity 185, Millipore Corp., USA
Dalsi

Mikrotitraéni desticka (96 jamek); mikrozkumavky dle Eppendorfa; pH metr
ATI Orion 370, USA; Sonikator-Elmasonic E30H, P-lab; vortexovy mixér-MS 1
Minishaker; vodni lazeni-Julabo TW 8, Némecko; zdroj napéti pro elektroforesu a
Western blot-EPS 301 Amersham Pharmacia biotech, USA; tfepacka 0S-2 basic
IKA; sklenény homogenizator Potter-Elvehjem; silnosténné zkumavky, kahan,

kleste, sklenéné maskované mikrokyvety.
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3.2. Metody

3.2.1. Priprava experimentalniho materialu

K ziskéani experimentalniho materidlu obsahujici vybrané tkané byli pouziti
samci laboratornich potkanii kmene Wistar, ve vahovém rozmezi 140-150 g.
Potkani byli 5 dni ponechéni k aklimatizaci a stravu méli ad libitum. Poté byli
rozdéleni do dvou skupin po &tyfech jedincich a pouZitim peroralni ZaludeCni
gavaze kazdé skupiné byly podavany vybrané flavonoidy (quercetin a
isoquercitrin). Flavonoidy byly podavany po dobu 5ti dnti v davkach 60 mg/kg
télesné hmotnosti pokusného zvifete a jako rozpoustédlo bylo pouZito 1ml
slune¢nicového oleje. Premedikovani potkani byli nechani pfes noc hladovét a po
24 hodinach po posledni davce z nich byly usmrceni pouZitim suchého ledu (CO,) a

byly vyjmuty jatra a tenka stfeva.

3.2.2. Ziskani tkani a izolace mikrosomalni frakce

Jatra byla ponechéna cela a tenka stfeva byla rozdélena na t¥i ¢asti. Prvni

Cast-proximalni byla odstranéna asi 2 cm pod Zaludkem v celkové délce asi 10 cm,
druha ¢ast byla nasledujici ¢ast-stfedniho stieva ve stejné délce a tieti ¢ast byla
odebrana v téZe délce asi 10 cm z kone€né Casti stieva-z distalni ¢asti. Viechny

tkané byly uchovany v mrazicich boxech pfi teploté -80°C.

Pouzité pufry:

Pufr P1: 0,15 M KCl, 0,005 M Tris; pH 7,4; 23,5 mg tokoferolu v 0,5 ml
methanolu/11-ptidany do pufru pted pouZitim

Pufr P2: 0,1 M Na,P,0,.10H,0; pH 7,2

Pufr P3: 0,15 M KCl, 0,05 M Tris, 20% (v/v) glycerol; pH 7,4
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K izolaci mikrosomalni frakce byly pouZity tkané, které byly uchovany pfi -
80°C. Izolace byla provedena v chladové mistnosti pfi teploté 4°C. Mikrosomalni

frakce byly ziskany metodou podle van der Hoevena a Coona [48].

Jaterni a stfevni tkané€ byly zvazeny (hodnoty vSech experimentalnich vzorka
viz. vysledky), dikladn€ promyty pufrem P1, nizkami rozstfihany na malé kousky
a poté opét promyty pufrem Pl v 2 ndsobku jejich hmotnosti. Takto pfipravené
tkan€ byly nasledné homogenizovany v 4 nasobném mnoZstvi pufru P1 pomoci
sklenéného homogenizatoru Potter-Elvehjem. Vysledny homogenizat byl
centrifugovan, a centrifugovany pifi 600g po dobu 10 minut a teplot¢ 0-5°C
(centrifuga Janetzki K-23 s vykyvnym rotorem, 4x70ml, 2000 RPM). Supernatanty
byly spojeny dohromady a nechany v kadince na ledu, sedimentované pelety byly
rehomogenizovany v objemu pufru Pl odpovidajicimu pfiblizn¢ % pivodniho
objemu pivodni hmotnost tkan€ a opét centrifugovany za stejnych podminek.
Nasledné byly supernatanty z obou centrifugaci spojeny, a znovu centrifugovany
tentokrat po dobu 20 minut pti 15 000G pii 0-5°C (Janetzki K-24, thlovy rotor,
6x35 ml, 13 500 RPM).

Poté byly supernatanty opatrmé odd€leny od pelet, a supernatanty byly
ultracentrifugovany pifi 123 000G po dobu 90 minut pfi 4°C (ultracentrifuga
Beckman, ahlovy rotor Ti45, 35 000 RPM).

Supernatanty byly oddé€leny a vysledné pelety resuspendovany v objemu
pufru P2 odpovidajicimu pfiblizn€ 2 néasobku pivodni hmotnosti tkan€. Tento
vzorek byl centrifugovan pii 425 000G po dobu 90 minut a 4°C (ultracentrifuga
Beckham, uhlovy rotor Ti70, 60 000 RPM).

Promyté pelety byly resuspendovany v objemu pufru P3 odpovidajicimu
ptiblizn€ 1/5 plivodni hmotnosti tkan€. Takto ziskané mikrosomalni vzorky byly
nasledné¢ homogenizovany v sklenéném homogenizatoru Potter-Elvehjem a poté
rozd€leny do mikrozkumavek dle Eppendorfa (po 30u 1, 60ul, 90 pul). Vzorky byly

uchovany v mrazicim boxu pfi teplot€ -80°C az do dalsiho pouziti.
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3.2.3. Stanoveni celkové koncentrace proteinu

Koncentrace proteinii v jednotlivych mikrosomech byla urena pomoci
metody podle Smith a kol. [49]. Aminokyseliny jako cystein, tryptofan a tyrosin
obsaZené v proteinech jsou schopné redukovat vapenaté kationty Cu®** na Cu”. BCA
tvoti fialovy komplex s Cu’ v alkalickém prostfedi, tento komplex ma absorpéni
maximum pfi vinové délce 562 nm. Fialova barva vznikajiciho komplexu je stabilni
a da se pouzit ke kvantitativnimu stanoveni pfitomnych reagujicich proteini, jelikoz

intenzita barvy se zvySuje imérné zvysujici se proteinové koncentraci.

Pouzité roztoky:

Cinidlo A: 2% (w/v) Na,C0;.H,0, 0,95% (w/v) NaHCO3, 0,16% (w/v) vinan sodny
0,4% (w/v) NaOH, 1% (w/v) BCA sodna sl

Cinidlo B: 4% (w/v) CuSO4.5H,0

Pracovni &inidlo bylo vytvofeno smichanim ¢inidla A a B v poméru 49:1.
K experimentu byly pouzity silnosténné zkumavky, které byly nejprve vyZihany.

Pro kalibraci byl jako standard pouzit hovézi sérum albumin (BSA)
s pocateni koncentraci 1 mg/ml, zn€hoz byly pfipraveny kalibrani roztoky
standardu a pracovniho ¢inidla v objemu 1 ml a s koncentracemi BSA 20; 10; 5;
2,5; 1,25 pg/ml. Jako slepy pokus (blank) byl pouzit roztok obsahujici 10 pl
destilované vody misto BSA.

Mikrosomy byly zfedény destilovanou vodou v poméru 1:49 a k 10 ul tohoto
roztoku bylo ptfidano 990 pl pracovniho ¢inidla.

Vsechny ptipravené vzorky, tedy kalibracni roztoky, roztoky mikrosomi a blank
byly vortexovany a inkubovany ve vodni 14zni po dobu 60 minut pti 60°C.

Po zahtati vzorkl byla zmétena absorbance vzorkil oproti blanku pti vinové
délce 562 nm na spektrometru SpectroMOM 195 D. Z naméfenych hodnot byla
sestrojena kalibracni pfimka a zjeji rovnice linedrni regrese byly vypocitany
koncentrace proteinit v mikrosomech. Koncentrace v pivodnim vzorku byla ziskéna

vynasobenim vysledk pfislusnym fedénim vzorki.
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3.2.4. Elektroforesa na polyakrylamidovém gelu

v pritomnosti dodecyisiranu sodného (SDS-PAGE)

Elektroforesa je elektromigraéni separacni metoda, kterd se pouZziva
k rozdéleni proteini v elektrickém poli. PouZiva se diskontinualni uspofadani
polyakrylamidového gelu [50]. Aniontovy detergent dodecylsiran sodny (SDS),
ktery se vaze na polypeptidové fetézce jednotlivych bilkovin, denaturuje je a
ud€luje jim zaporny uniformni naboj, ktery ptekryva vlastni naboj proteinu. Tim je
zajiSténa migrace v elektrickém poli zaloZena na jejich rozdilné molekulové resp.
zdanlivé molekulové hmotnosti [51]. Metoda je zaloZzena na nékolika
predpokladech, z nichz nejdilezitéjsi jsou: 1) SDS se na vSechny bilkoviny véaze
stejnym zptisobem, 2) relativni molekulovd hmotnost je prakticky uméma délce

polypeptidového fetézce, 3)naboj SDS ptevazi nad vlastnim nédbojem proteinu [52].

Pouzité roztoky a pufry:

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

Polymera¢ni roztok A: 30% (w/v) akryalmid, 0,8% (w/v) BIS, v pufru A

Pufr B: 0,125M Tris; pH 6,8; 0,1% (w/v)SDS; 0,0006% (w/v) bromfenolova modf
Polymera¢ni roztok B: 30% (w/v) akrylamidu; 0,8% (w/v) BIS, v pufru B

Vzorkovy pufr: 0,065 M Tris(HCI); 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) 2-merkaptoethanol;
10% (v/v) glycerol; 0,003% (w/v) bromfenolova modt; pH 6,8

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

Barvici lazen: 1,25 g Coomassie brilliant blue R-250, 270 ml ethanol, 45ml kyselina
octova, destilovana voda do celkového objemu 500ml

Odbarvovaci lazei: 500 ml ethanol, 200ml kyselina octova, destilovana voda,
celkovy objem 2 1

Smés pro ptipravu spodniho, separa¢niho gelu 8% (3 sady skel): pufr A 15,4 ml;
polymeracni roztok A 5,6 ml; 21ul TEMED; APS (100mg/ml) 210 pl

Smés pro pfipravu vrchniho, zaostfovaciho gelu 3% (3 sady skel): pufr B 6,3ml;
polymeraéni roztok B 700 ul; TEMED 7 pl; APS (100mg/ml) 140 pl

Standard molekulovych hmotnosti tzv. Marker: SigmaMarker- ,,Wide range®
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Aparatura na elektroforesu byla sestavena ze dvou sklenénych tabulek o
velikosti (10x10,5 cm) se dvéma spacery (tloustka 1 mm) a stojanu na upevnéni
skel. Po sestaveni aparatury byla zjiSt€éna jeji pevnost a neprotékavost pomoci
destilované vody. Poté byl namichan roztok pro tvorbu spodniho separa¢niho gelu a
byl nalit mezi skla aparatury, ihned byl ptevrstven destilovanou vodou kvili
rovnosti povrchu gelu a kvili lepsi polymeraci. Gel se ponechal pii laboratorni
teploté polymerovat po dobu 45 minut. Nasledné byla destilovana voda odstranéna
a namichan vrchni zaostfovaci gel, kterym byl ptfevrstven gel spodni a ihned po
naliti se do n€ho zasadil teflonovy hieben pro vytvofeni 10ti jamek. Vrchni gel se
nechal opét polymerizovat za laboratorni teploty po dobu 45 minut. Po této dob¢ byl
do aparatury mezi dvé sady skel snalitymi a zpolymerovanymi gely nalit
elektrodovy pufr a byl odstranén hiteben.

Nejprve byly pfipraveny vzorky na elektroforézu, jaterni mikrosomy byly
nafedény na konecnou koncentraci 1 mg/ml a stfevni 2 mg/ml a smichany se 4x
koncentrovanym vzorkovym pufrem v poméru 3:1. VSechny vzorky byly povafeny
5 minut na vodni lazni. Vzorky byly poté nanaSeny mikroddvkova¢em do jamek
v objemu 20 pl a standard 10 pl. Standard byl nan4sen vzdy na zacatku gelu.

Poté byly aparatury otevieny zespodu a vloZeny do elektroforetické vany,
ktera obsahovala elektrodovy pufr. Po nasazeni vika byl aparat pfipojen na zdroj
stejnosmérného elektrického proudu. Prvnich 30 minut bylo nastaveno napéti na 80
V a poté bylo zvySeno na 150 V. Elektroforesa byla ukoncena v dobé, kdy celo
modré barvy dosahlo spodni ¢asti gelu.

Po probéhnuti separace byla aparatura rozebrana, a gely oddéleny od skel a
nechany v barvici lazni po dobu 1 hodiny a v odbarvovaci lazni byly nasledné
ponechény pies noc. Gely, které byly pouzity k metodé Western blot byly v rohu od

sebe oddélené znackou.
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3.2.5 Western blot

Metoda spo€iva v kvantitativnim pfenosu proteind  separovanych
elektroforeticky na polyakrylamidovém gelu na membranu z nitroceluosy (NC)
nebo z polyvinylidenfluoridu (PVDF). Celé této metod¢ se fikéa polosuchy pienos.
Metoda umoziiuje detekci konkrétniho proteinu, ktery je na membrané
imobilizovan. Detekce se provadi pomoci imunologickych postupii. Zbyla vazebna
mista na membrané, kterd by zpisobovala nespecifické interakce jsou zablokovany
nadbytkem indiferentniho proteinu. V dalSim kroku se nechal studovany protein
reagovat se protilatkou proti tomuto proteinu a nésledné se ptidala sekundéarni
protilatka proti té primarni. Sekundarni protilatka je znacena bud’ radioaktivné,
nebo je konjugovana s fluoroforem nebo enzymem. Studovany protein je nasledné
zjiStén bud’ autoradiograficky, UV svétlem, nebo podle tvorby reakéniho produktu

po pfidani chromogenniho substratu [53].

Pouzité roztoky a pufry:

Ptenosovy pufr: 0,025 M Tris; 0,129 M glycin; pH 8,3

PBS Triton X-100: 0,134 M NaCl; 1,8 mM Na,HPO,.10H,0; 1 mM NaH,POy,;
pH 7,2; 0,3% (w/v) Triton X-100

Blokovaci roztok: 5% (w/v) odtu¢néné susené mléko v PBS pufru s Triton X-100

Po elektroforetickém déleni proteind byl z polyakrylamidového gelu
mechanicky odstranén vrchni zaostfovaci gel a separacni gel byl inkubovan
v pfenosovém pufru na trepacce v petriho miskdch po dobu 30 minut. Pro
elektro-pfenos proteintli z gelu byla pouzita PVDF membrana, z niZ byl vystfiZzen
obdélnik podle rozméra gelu. Gely a membrany byly oznadeny pomoci vyfezi v
jejich hornich rozich. PVDF membrana byla ponofena na 10 vtefin do methanolu,
nasledné¢ na 10 minut do vody a nakonec do ptenosového pufru. Dile bylo
nastfihano 6 kusi obdélniku filtraéniho papiru Whatman €.3. ve stejné velikosti

jako pfenosova membréna. Tyto papiry byly také namoceny v pfenosovém pufru.
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Pfenosova aparatura byla omyta ethanolem a odmasténa a na anodu byly
poloZeny 3 vrstvy filtratniho papiru Whatman ¢.3 a na né PVDF membrana. Na
membranu byl umistén elektroforeticky gel a ptikryt dal§imi 3mi vrstvami papiru.
Po vytvofeni tohoto ,,sendvice“, jehoz zobrazeni je ukdzano na obrazku Obr.6
(str.36), byl vytlacen vzduch pomoci sklenéné tyCinky. Nakonec byl cely pfistroj
uzavien piiklopenim vika obsahujiciho katodu. Celé této metod¢ se fika polosuchy
prenos. Pienosovy proud byl nastaven na 3,5 mA néasobek obsahu membrény c¢i
jejich souctu v ptipadé€ vétsiho poctu membran. Pfenos probihal 45 minut.

Po ukonceni pfenosu byl ,,sendvi¢“ rozebran, gel ptenesen do barvici 1azné
obsahujici Comassie brilliant blue R-250 a po 30 minutich nasledné odbarven.
Prace s gelem spocivala jen v zjiSténi skute¢nosti, nakolik byl pfenos proteind
kvantitativni. Od membrény byl odstfihnut pasek, ktery obsahoval standard
molekulovych hmotnosti a byl barven 10 vtefin v barvici lazni obsahujici Comassie
brilliant blue R-250 a nakonec vloZen do ldzn€ odbarvovaci.

Zbytek membrany byl ponechén na 10 minut ve vodé¢ a poté byl umistén do
petriho misky s 5% odtuénénym mlékem v PBS-Triton X150 a cela miska byla ptes
noc uchovana v lednici pfi teplot€¢ 4°C. Dalsi den se k membrané€ pfidala primarni
protilatka na konkrétni isoformy daného proteinu CYP1A1/2 ¢i 2B1/2. Byla pouzita
slepi¢i protilatka proti potkanimu CYP1A1/2 a na vyvolavani CYP2B1/2 byla
pouzita slepi¢i protilatka proti krali¢imu CYP2B4. Primarni protilatka proti
CYPI1A1/2 byla fedéna na 15 pg/ml. Proti CYP2B1/2 byla pouzita protilatka fedéna
na 30 pg/ml. Takto byla membrana ponechana inkubovat s primarni protilatkou
v petriho misce v orbitalni ttepacce po dobu 2 hodin a poté byla primarni protilatka
dikladné odmyta 5% odtuénénym mlékem v pufru PBS-triton X150 , tak, Ze 3x za
sebou byla membrana promyta a nechana tfepat 3-5 minut. Dale byla membrana
inkubovana se sekundarni komer¢ni krali¢i protilatkou (IgG) proti primarni slepici
protilatce s navazanou alkalickou fosfatasou, nafedénou mlékem v poméru 1:1500.
Inkubace probihala na orbitalni trepatce po dobu 1 hodiny. Nakonec byla
membrana promyta 3x po dobu 5 minut na ttepacce 5% odtu¢nénym mlékem, poté

3x5 minut PBS Triton X-100 pufrem, a poté jesté¢ 3x5 minut destilovanou vodou.
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K samotnému zviditelnéni proteini byla pouzita tableta BCIP/NBT, tableta
obsahujici 10 mg substratu pro alkalickou fosfatasu. Tableta byla rozpusténa
s pouzitim sonikdtoru v 10 ml destilované vody a pfiddna k membrané. Po
zviditelnéni proteinové zony byla reakce zastavena vloZzenim membrany do

destilované vody a nasledné byla membrana vysusena ve filtracnim papite.

] Katoda(-)

Whatman papir

Gel po
elektroforese

PVDF
membrana

—Anoda (+)
Smeér prenosu

Obr.6. Schéma prenosové aparatury pro metodu Western blot
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3.2.6 Fluorimetrické stanoveni aktivity cytochromu P450
Pro méfeni katalytické aktivity cytochromi P450: CYP1Al, CYP1A2 a
CYP2B1/2 byly pouzity nasledujici specifické substraty:
CYP1A1/2 : 7-ethoxyresorufin
CYP1A2 :7-methoxyresorufin
CYP2B1/2 : 7-pentoxyresorufin
Které jsou dealkylovany za tvorby resorufinu, ktery je vhodny pro stanoveni
katalytickych aktivit CYP. Mnozstvi fluorescence je pfimo umérné katalytické

Aktivits CYP [54].

Pouzité roztoky a pufry:

Pufr: 0,1 M KH,PO4; pH 7,4

Zasobni roztok resorufinu: 10 uM resoufin v metanolu

0,2 mM 7-ethoxyresorufin, 7-methoxyresorufin, 7-pentoxyresorufin v metanolu

5 mM NADPH

Nejprve byly ptipraveny roztoky resorufinu, pro sestrojeni kalibracni kiivky,
fedénim zasobniho roztoku resorufinu pufrem na kone¢nou koncentraci 0,4; 0,3;
0,2; 0,15; 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125 uM. Slepy pokus obsahoval pouze pufr.

Vsechny standardy a slepy pokus byly opatrné vortexovany.

Mikrosomalni vzorky byly nafedény na kone¢nou koncentraci 0,5 mg/ml a
byly piipraveny v celkovém mnozstvi 0,5 ml (krom¢ vorku B-naftoflavonu (BNF),
ktery byl fedény na koncentraci 0,05 mg/ml). Z tohoto objemu bylo pipetovano 445
ul a pridano 5 pl substratu. Z takto pripraveného roztoku bylo pteneseno 150 pl do
jamky z96ti jamkové mikrotitracni desticky a pfidano rychle ve stejnych
intervalech 17 pl roztoku NADPH, ktery zahajoval reakci. Nasledné byla desticka
pfenesena na luminescenéni fluorimetr PerkinElmer LS55, kde byla métena
fluorescence s exitacni vinové délky 530 nm (Stérbina 15) a emisni vinové délky
585 nm (Stérbina 10). Enzymova aktivita v jednotlivych mikrosomélnich

preparatech byla nasledné vyc¢islena s pouzitim kalibra¢ni kfivky.
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3.2.7. Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Koncentrace CYP v mikrosomélnich vzorcich byla stanovena metodou,
kterou popsal Omura T. a Sato R. [55]. Tato metoda je zaloZena na diferenénim
spektrometrickém stanoveni u kterého se vyuziva vazby oxidu uhelnatého (CO) na
redukovany CYP. Tento CO-komplex vykazuje -charakteristické absorpéni

maximum pfi vinové délce 450 nm.

Pouzity pufr:
Pufr: 0,1 M draselny-fosfatovy, 20% (v/v) glycerol; pH 7,4

Mikrosomalni vzorky byly fedény 20x pufrem do celkového objemu 1 ml.
Cytochrom P450 ve vzorcich byl redukovan pfidanim asi 3 mg pevného
dithioni¢itanu sodného (Na,S,0;). Roztok v mikrozkumavce byl kratce opatrné
vortexovan a nasledné michan po dobu asi 1 minuty. Nasledné¢ byl pomoci
automatické pipety roztok rovnomémrné rozdélen do 2 sklenénych maskovanych
mikrokyvet, které meély optickou drahu 1 cm. Kyvety byly vloZzeny do
spektrofotometru (Carl Zeiss Jena) Specord M40 a byla proméfena zékladni
spektralni linie. Kyveta se vzorkem byla néasledné opatmé probubldvéna oxidem
uhelnatym (CO) po dobu asi 60 s a proméfeno spektrum v rozsahu vinovych délek

401-490 nm. Byla zaznamendana hodnota absorbance pii 450 nm a pfi 490 nm.
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Koncentrace CYP byla vypocitana, s vyuZitim Lambert-Beerova zakona,

podle nasledujiciho vzorce a vynasobena fedénim piislusného mikrosomalniho

vzorku.
cCYP = M.zo
(E450 = E490)-!

cCYP koncentrace cytochromu P450 [umol/1]
A, absorbance pfi dané vinové délce
€450 — Ea90 rozdil molarnich absorp¢nich koeficientt pfi uvedenych vinovych

délkach, ktery je 0,091 [cm™ pmol ™ dm’]
1 optické dréha kyvety [cm]
X fedéni vzorku

Specificka koncentrace cytochromu P450 ve vzorcich byla vypo¢itana
s pouzitim koncentra¢nich hodnot pro cytochrom P450 a hodnot celkového obsahu

proteind v danych mikrosomalnich frakcich. K vypoctu byl pouzit nasledujici

vzorec:
Specyp=— 1P
konc( protein)
Sp.cCYP specificka koncentrace cytochromu P450 [nm/mg]
cCYP koncentrace cytochromu P450 [umol/1]
konc(protein) celkova proteinova koncentrace [mg/ml]
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4. Vysledky

4.1. Charakterizace mikrosomalnich vzorku

Mikrosomalni frakce byly izolované zjaterni a stfevni tkané
z experimentalniho modelu samce potkana kmene Wistar. Potkani byli rozdéleni do
dvou skupin po 4 jedincich a kazdé skupiné byly podadvany vybrané flavonoidy.
Prvni skupin€ quercetin a druhé skupin€ isoquercitrin. Vysledky izolace a
experimentalnich stanoveni shrnuji tabulky 7ab.3 a Tab.4 (str.42), ve kterych jsou
zaznamenany celkové koncentrace bilkovin, které byly ziskdny stanovenim
s bicinchonovou kyselinou, obsah CYP a specificky obsah CYP ziskané vypoctem z
dat ze spektrometrického stanoveni CYP na zadklad¢ tvorby jeho redukovaného

komplexu s CO, v danych mikrosomalnich vzorcich.

Tab.3 Charakterizace jaternich mikrosomadlnich vzorku

. Cbilkovin Ccyp Cspec. CYP
induktor
(mg/ml) (uM) (nmol/mg i)

QJ 23,3 7,2 0,31
1QJ 36,1 27,5 0,76
RJ 34,7* 15,0 0,43
BNEFJ* 43,4 31,4 0,72
K 33,8* 21,9 0,64

legenda: myne — hmotnost odebrané tkané, ccyp — koncentrace cytochromu P450,
Chilovin—celkova koncentrace bilkovin, cgy. CYP—specificky obsah cytochromu P450,
v danych mikrosomalnich vzorcich

* hodnoty pfevzaté od RNDr.Jitky kiizkové
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Tab.4 Charakterizace stFevnich mikrosomalnich vzorki

induktor Cbilovin

(mg/ml)
QS 4,8
IQS 13,5
QM 21,6
IQM 14,9
QT 18,2
IQT 15,2
RUT 17,7
RUS 13,0
KS 12,3

legenda: S-proximélni (ptedni) ¢ast tenkého stfeva, M-middle (stfedni) ¢ast tenkého

stieva, T-distalni (koncova) ¢ast tenkého stfeva, Q- quercetin, [Q-isoquercitrin.

Koncentrace cytochromu P450 ve sttevnich vzorcich nebyla mozno ziskat
pouzitou spektrometrickou metodou, protoZe vzorky na ni byly malo citlivé.

Ze specifické koncentrace u jaternich mikrosomalnich frakci viz. tabulka
Tab.3 (str.41) lze vidét, ze kromé quercetinu, u vSech ostatnich vzorki tato

koncentrace v porovnani s kontrolnim vzorkem narostla pfiblizné 2x.

4.2. Elektroforetické déleni

Elektroforesa byla pouzita k rozdéleni proteint v jednotlivych frakcich, byla
pouzita gelova polyakrylamidova (PAGE) v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS). Jako vzorky byly pouzity jaterni a stfevni mikrosomalni frakce a jako
standard molekulovych hmotnosti byl pouZit SigmaMarker ,,wide range“ jehoz
sloZzky v¢etné molekulovych hmotnosti jsou vyobrazeny na obrazku Obr.7 (str.43)
spolu se elektroforeticky rozdélenymi proteiny sttevnich mikrosomaélnich vzorkii.
Na obrazku Obr.8 (str.44) zachycuji separaci proteini jaternich a stfevnich
mikrosomalnich frakci pfti SDS PAGE.
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CYPIALI a 1A2 na elektroforetickém gelu doputovali do oblasti okolo
55 kDa, coz je molekulova hmotnost odpovidajici savéim CYP. CYPIAl ma
nepatrné vétSi molekulovou hmotnost nez CYP1A2, tudiz doputovala gelem na
kratsi vzdalenost. U CYP2BI1 a CYP2B2 je tomu naopak, CYP2B2 m4 v porovnani
s CYP2B1 ponékud niZs$i mobilitu. Touto metodou nebylo rozdé¢leni jednotlivycg™h
CYP patrné, avSak metoda elektroforetického déleni proteini dokdzala mimo jiné,
7ze krozdéleni opravdu dosSlo a pozadované gely mohou byt pfipraveny k

naslednému experimentu, kterym byla metoda Western blot.

KS QS QM QT 1QS IQM IQT RUS RUT
- ’ ' N
myosin 200 kDa- §

B-galaktosidasa 116 kDa-
fosforylasa 97 kDa-  §

BSA-hovézi serovy albumin 66 kDa -
glutamatdehydrogenasa 55 kDa-

ovalbumin 45 kDa- }

glyceraldehyd 3-fostat dehyrogenasa 36 kDa-

karbonat anhydrasa 29 kDa-
trypsinogen 24 kDa-
Obr.7 Elektroforeogram mikrosomadlnich strevnich vzorki se standardem
molekulovych hmotnosti SigmaMarker ,,wide range *
St.-standard molekulovych hmotnosti SigmaMarker ,,wide range*
S-proximalni (piedni) ¢ast tenkého stfeva, M-middle (stfedni) ¢ast tenkého stieva,

T-distalni (koncova) ¢ast tenkého stfeva, Q-quercetin, [Q-isoquercitrin, R-rutin.
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QS IQS RUS

CYP
55KDa { CYP {
55 KDa

a) b)

Obr.8 Elektroforeogram mikrosomdlnich a) jaternich vzorku b) stievnich vzorku

legenda: st.-standard molekulovych hmotnosti, ostatni viz seznam zkratek str.6-7.

Z gela na obrazku Obr.8 po elektroforetickém déleni je patrné, Zze u vzorki
z jaternich mikrosomt se v oblasti CYP objevuji siln€jsi linie nez u stfevnich

vzorku.

4.3. Western blot-imunodetekce indukce CYP

Po elektroforetickém déleni mikrosomalnich proteinti byly proteiny z gelu
pteneseny v elektrickém poli na povrch PVDF membrany, aby mohly byt nasledné
detekovany pomoci specifickych protilatek. Byl vyhotoven imunoblot pro
jednotlivé isoformy CYP, konkrétné 1A1/2 a 2B1/2. Na némz bylo mozno sledovat
uroven indukce jednotlivych forem CYP. Na obrazku Obr.9 (str.45) je patrna
indukce CYP1A1/2 a na obrazku Obr.10 (str.45) je zobrazena indukce CYP2B1/2
v jaternich mikrosomech. Tyto CYPlAl a CYPIA2 stejné¢ jako CYP2BI a
CYP2B2 maji vysoké procento homologie a tudiz jsou detekovany spole¢né jednou
primarni slepi¢i protilatkou ke které se nasledné vaze sekundarni protilatka
konjugovana s alkalickou fosfatasou. Pro CYP2B1/2 byla pouzita slepici protilatka,
ktera je primarné vyrobena proti kralicimu CYP2B4, ale k tomuto stanoveni ji lze
pouzit, protoze se t€Z vaze na CYP2B1/2 potkana protoze, ktery je s CYP2B4 silné
homologni. Vysledky imunoanalyzy CYP1A1/2 a CYP2B1/2 u stfevnich vzorku
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jsou na obrazcich Obr.11. (str.46) a na obrazku Obr.12. (str.47), a na téchto

obrazcich si Ize v§imnout porovnani indukce v riznych ¢astech stfevni tkan€.

1A1/2
BNF KJ QJ IQJ RUJ

cyrial W
CYPIA2

e

0br.9 Imunoblot CYPIA1/2 v jaternich mikrosomalnich vzorcich

Oznaceni vzorkd: BNF- B-naftoflavon , ostatni viz seznam zkratek str.6-7.

Z vysledki je patrné, Ze kromé BNF ,ktery je silnym induktorem CYP1A1/2
v potkanich jatrech a stievech (pouZit jako pozitivni kontrola), indukci vyvolavaji i
ostatni flavonoidy. Vyraznymi induktory CYP1A1 oproti kontrolnimu vzorku jsou
isoquercitrin a rutin. Quercetin nezpusobil indukce této isoformy CYP v pfisluSnych
mikrosomalnich vzorcich. CYP1A2 (zéna svy3§i mobilitou nez CYPlAl),

nevykazoval vyznamnou indukci v Zadném pfitomném vzorku.

2B1/2
PB KJ QJ IQJ RUIJ

-~

CYP2B2 ™™g
CYP2B1

Obr.10 Imunoblot CYP2B1/2 v jaternich mikrosomdlnich vzorcich

PB-fenobarbital, ostatni viz seznam zkratek str.6-7.
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Zadny ze zkoumanych flavonoidi se touto metodou neprokézal jako silny
induktor isoformy CYP2B2 v jaternich mikrosomélnich vzorcich. Oproti kontrole
slabé zvySuje obsah CYP2B2 jen isoquercitrin a rutin. Mikrosomalni preparaty
pfipravené zjater po premedikaci potkand fenobarbitalem byly pouzity jako

pozitivni kontrola, a standard oznacujici polohu CYP2B2.

1A12
I}NFS KS QS QM QT I1QS IQM IQT RUS RUT

CYPIA] wm

Obr.11 Imunoblot CYP1A1/2 ve stFevnich mikrosomdlnich vzorcich v riznych
casti tkani.

Vzorky: viz seznam zkratek str.6-7.

Sttevni mikrosomy po premedikaci B-naftoflavonem (BNFS) byly opét
pouzity jako pozitivni kontrola. Lze si v§imnout, Ze v porovnani s kontrolnimi
sttevnimi mikrosomy (KS) z proximalni ¢asti, vyrazna indukce nastala v této ¢asti
po podani rutinu (R). Je$té znatelné zvySeni vykazoval vzorek IQM, naopak vzorek
Q nevykazoval induk¢ni shopnosti. U mikrosomdlnich vzorkii Q byla nejvétsi
indukce pozorovana na zacatku tenkého stfeva a postupné klesala. U vzorku IQ byla
nejvétsi indukce zaznamenana v prostfedni ¢asti. U vzorku R, kde mikrosomy
z prostfedni stfevni ¢asti nejsou k dispozici Ize jen tvrdit, Ze v proximalni ¢asti byla

oproti distalni ¢asti indukce vyssi.
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2B1/2

BNFS KS QS QM QT IQS IQM IQT RUS RUT

CYP2B1/2

Obr.12 Imunoblot CYP2BI1/2 ve stFevnich mikrosomalnich vzorcich v ruznych cdsti
tkani.

Vzorky: viz seznam zkratek str.6-7.

U stfevnich mikrosomalnich vzork byla imunoanalyzou isoformy
CYP2B1/2 v porovnani s kontrolnimi mikrosomy K, prok4zana zvySené indukce u
RUS a dale u Q. Vzorek IQ v této proximalni ¢asti nevykazoval indukci. U Q byla
nejvétsi indukce v proximalni ¢asti a postupné klesala. U IQ se indukce objevila jen

ve stfevni ¢asti a u R v proximalni, ale ne v distalni.

4.4. Fluorimetrické stanoveni enzymové aktivity

Deethylacni aktivita CYP1A1/2 (EROD), demethylacni aktivita CYP1A2
(MROD) a depentylac¢ni aktivita CYP2B1/2 (PROD) byla pouzita jako indikator
aktivity té€chto isoforem v mikrosomadlnich jaternich a stfevnich vzorcich. Tyto
isoformy jsou hlavnimi enzymy, které specificky metabolizuji 7-ethoxyresorufin, 7-
methoxyresorufin a 7-pentoxyresorufin na produkt, kterym je resorufin. Resorufin
vykazuje fluorescenci, kterd je umérna aktivité ptisluSného enzymu, jez se reakce
ucastnil. Enzymové aktivity byly vypocteny pomoci kalibra¢ni kiivky, ktera byla

sestrojena s vyuZitim resorufinu jako standardu.
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Vliv flavonoidi na EROD aktivitu CYP1A1/2, MROD aktivitu CYP1A2, a
PROD aktivity CYP2B1/2 v potkanich jaternich mikrosomech je zndzornén na
sloupcovych grafech Obr.13 (str.48), Obr.14 a Obr.15 (str.49).

Pro stfevni mikrosomalni vzorky jsou vysledky pro EROD aktivitu CYP1A1/2 pro
MROD aktivitu CYP1A2 a pro PROD aktivitu CYP2B1/2 na obrazku Obr.16

(str.50), Obr.17 a Obr.18 (str.51).

200

150

100

pmol resorufinu/min/mg proteinu

50

0 . . I .
KJ Q 1QJ RUJ

BNFJ
mikrosomalni vzorky

Obr.13 Efekt vybranych flavonoidii na EROD aktivitu CYPI1A1/2 v jaternich
mikrosomadlnich vzorcich

Vzorky: viz seznam zkratek str.6-7.

Z pozorovani EROD aktivit, na obrazku Obr.13, v jednotlivych vzorcich je
ziejmé, Ze Zadny z testovanych flavonoidl neovliviiyje tuto aktivitu tak siln€ jako
BNF, pouzity jako positivni kontrola.. Z vybranych flavonoidi oproti kontrole
vyrazné zvySuje aktivitu isoquercitrin a rutin.

Na obrazku Obr.14 (str.49) je znazornéné zvySeni MROD aktivity CYP1A2
a to také pouze quercetinem a rutinem.

Zvyseni PROD aktivity CYP2B1/2 na obrazku Obr.15 (str.49), je patrné u
vSech vzorki, v klesajicim pofadi intenzity: [QJ, RUJ, QJ, s porovnanim

s kontrolnim vzorkem.
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Obr. 14 Efekt vybranych flavonoidii na MROD aktivitu CYP1A2 v jaternich
mikrosomalnich vzorcich

Vzorky: viz seznam zkratek str.6-7.
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mikrosomalni vzorky

Obr.15 Efekt vybranych flavonoidit na PROD aktivitu CYP2B1/2 v jaternich
mikrosomalnich vzorcich

Vzorky: viz seznam zkratek str.6-7.
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Obr.16 Efekt vybranych flavonoidu na EROD aktivitu CYP1A1/2 v stéevnich
mikrosomalnich vzorcich

legenda: viz seznam zkratek str.6-7.
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Obr.17 Efekt vybranych flavonoidu na MROD aktivitu CYP1A2 v stfrevnich
mikrosomalnich vzorcich

legenda: viz seznam zkratek str.6-7.
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Obr.18 Efekt vybranych flavonoidii na PROD aktivitu CYP2B1/2 ve stFevnich
mikrosomalnich vzorcich

Vzorky: viz seznam zkratek str.6-7.
Z vysledki ziskanych ze stfevnich mikrosomalnich vzorkl lze zjistit, Ze na

zvySeni EROD a MROD aktivity ptislusnych CYP se v mensi ¢i vétsi mife podilely
vSechny zkoumané flavonoidy. U PROD aktivity CYP 1B1/2 jiz tomu tak nebylo.
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5. DISKUSE

Vzhledem k tomu, Ze flavonoidy jsou latky rostlinného piivodu, neni na né
vétSinou nahlizeno jako na latky nebezpecné. Tyto latky se Casto zrostlinného
materialu izoluji pro vyrobu potravinovych doplika a 1€ékt. Vyznamnymi faktory,
které urcuji jejich Siroké uzivani jsou, jednak Ze tyto fytochemikalie maji prokazané
mnohé prospéSné UCinky na zdravi a jednak Ze jsou béZné€ dostupné v obchodech.
Tyto dopliiky se ¢asto vyuzivaji od lé¢ebnych ucelit az po podporu tvorby svalové
hmoty €i k ovlivnéni hmotnosti. Je ale nutné se zamyslet nad tim zda koncentrované
flavonoidové vyrobky a ptirodni zdroje flavonoidu (tj. zelenina, ovoce, ¢aj...) maji
stejné ucinky. Zrozdili obou forem konzumovanych flavonoidi, je odliSna
koncentrace, tedy déavka, ve které jsou latky organismem pfijimany a ktera
ovliviiuje uc€inek téchto sloucenin. U flavonoida bylo prokazano, Ze maji schopnost
modulovat aktivitu enzyma metabolizujicich xenobiotika a Ze se timto zplisobem
podileji na ovlivnéni metabolismu Iékd. Flavonoidy mohou vyrazné€ ovlivnit
biologickou dostupnost 1ékii po peroralnim pouziti. Tato nezadouci interakce muze
zpusobit bud’ ptedavkovani nebo nedostatecny terapeuticky uUc¢inek. Vyznamnost
tohoto ovlivnéni je zavisla na konkrétnim ptipadu, na citlivosti jedince a na druhu a
mnozstvi flavonoidu, které je organismem pfijimano. Byly jiz popsiny mnohé
z téchto interakci [56,57].

Gastrointestindlni trakt je misto, kde se flavonoidy mohou metabolizovat,
pfesto je malo studii, které by zkoumaly vliv flavonoidi na obsah CYP ve stfevni
tkani. Praveé nedostatek validnich informaci z pokusi in vivo v této oblasti vyzkumu
je jeden z diivodd, pro€ se predkladana prace touto problematikou zabyva.

V této praci je dokazan vliv vybranych flavonoidid jako induktord CYP
v experimentalnim modelu potkana. Price je zaméfenad na zjiStovani vlivu
vybranych flavonoidd na modulaci isoforem cytochromu P450, dilezitych pro
metabolismus xenobiotik a aktivaci karcinogend.

Kazda tkan ma jedine¢ny CYP profil a tim i citlivost na pfijata xenobiotika.
Tato skute¢nost vede ke tkanove specifické reakci na chemickou expozici. Mnohé

z extrahepatalnich CYP jsou v jatrech také pfitomny, ale casto ve vysSich
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koncentracich. V tenkém stfevé je obsazen napi. CYP1A1/2 [58], jehoZ pfitomnost
a indukce byla v ptedkladané praci prokazana.

Jak ukazuji vysledky elektroforetického déleni Obr.8 (str.44) a
fluorimetricka stanoveni aktivity CYP, ve stfevnich mikrosomalnich vzorcich
Obr.16-18 (str.50,51) byl v souladu s literaturou obsah CYP mensi nezZ v jaternich
vzorcich Obr.13-15 (str.48,49)

Pti zjistovani specifického obsahu CYP v riiznych mikrosomalnich vzorcich
bylo zjiSténo, Ze po podani isoquercitrinu a v jaternich mikrosomélnich vzorcich
vzrostl celkovy obsah CYP Tab.3 (str.41). Tato skutecnost, Ze tento flavonoid je
vyznamnym induktorem CYP, byla potvrzena i metodou Western blot Obr.9,10
(str.45). Zde bylo ale zjisténo, ze 1Q indukuje CYP1A1/2 vice nez R a u CYP2B1/2

je jejich ucinek srovnatelny. Fluorimetrické stanoveni EROD, MROD, PROD
Obr.13-15 (srov.48,49)koreluje s vysledky imunodetekce. U quercetinu, flavonoidu,
ktery oproti ostatnim pouZitym nemd sacharidovou sloZku, byly pozorovany jiné
vysledky. Specificky obsah CYP byl po aplikaci tohoto flavonoidu v jaternich
mikrosomech dokonce niz$i. Imunodetekce neprokazala u jaternich mikrosomui
vyrazné ovlivnéni ani jedné isoformy CYP. Z fluorimetrickych stanovenich EROD
byla aktivita srovnatelna s kontrolou. Tyto vysledky ukazuji na skute¢nost, Ze Q
neni induktorem isoformy CYP1A1 a CYP2B1/2.

Davod pro¢ se pozoruji u specifickych obsahii odliné vysledky, je
skute¢nost, Ze pfi tomto stanoveni se méfi koncentrace vSech ptritomnych CYP a
vysledny obsah je souhrn vSech jeho modulaci , ke kterym po podani flavonoidu
doslo. Nékteré CYP mohly byt vybranym flavonoidem indukovany, jiné
inhibovany.

U stfevnich mikrosomalnich vzorki je jiz na gelu po elektroforetickém
déleni Obr.8 (str.44) patrné, ze obsah CYP je v té€chto vzorcich men3i nez v
jaternich. K tomu mohla pfispét i skute¢nost, Ze travici trakt obsahuje peptidasy,
které mohly sniZit obsah nativniho CYP degradaci napt. béhem izolace. Vysledky

EROD a MROD aktivity Obr.16-18 (str.50,51) vykazuji stejny trend jako
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imunodetekce., opét nejvétsi nartist aktivity ve stfedni €asti, a v ostatnich Castech
srovnatelny. Stfevni peptidasy jsou i divodem pro¢ na imonoblotu se pozoruje
indukce, ale ke zvyseni aktivity proteinu nedoslo. Tato situace nastala pfi indukci
CYP2B1/2 u vorku IQM a RUS, kde na imunoblotu Obr.12 (str.47) je patrna
indukce ale aktivita PROD Obr.18 (str.51) stémito vysledky nekoreluje.
Imunodetekce CYP1A1/2 Obr.11 (str.46) vzorku R ukazuje silnou indukci
v proximalni ¢asti , ktera zietelné koreluje s az dvounasobnym zvySenim EROD
aktivity Obr.16 (str.50). U MROD aktivity Obr.17 (str.50) takové zvySeni
v proximalni ¢asti nepozorujeme. Tento fakt ziejmé znamend, ze za EROD aktivitu
v proximalni ¢asti mize z vyznamné ¢asti CYP1A1l. Stfevni vzorek Q imunodetekci
CYP1A1/2 Obr.11 (str.46) nevykazoval Zadnou indukci, ale u MROD a PROD
aktivity zvySoval aktivitu a to nejvice ve stfedni a distalni ¢asti Obr.16,17 (str.50).
U PROD.aktivity Obr.18 (str.51) byl quercetin jako jediny flavonoid, ktery se
vyrazné podilel na zvySeni aktivity CYP2B1/2 ve sttevnich mikrosomalnich
vzorcich.

Jak je patrné z piedkladané prace misto vstfebani a druh a forma flavonoidd
jsou jisté faktory, které ovliviiuji indukci cytochromu P450 a tim se mohou podilet
na zméné¢ metabolismu léCiv a karcinogenll. Dale lze poukazat na to, Ze
glykosylované flavonoidy jako isoquercitrin a rutin jsou u¢innéj$imi induktory
CYP1A1/2 i CYPIB1/2 vjaternich mikrosomalnich vzorcich a CYP1Al/2
v stfevnich mikrosomalnich vzorcich, oproti quercetinu, ktery glykosylovou slozku
nemd. I[soquercitrin nejvice indukoval CYP1A1/2 ve stfedni Casti stieva obr.11
(str.46), a to by mohl byt ten okamzik kdy je degradovan sttevnimi mikroorganismy
na formu (pfedpoklada se, Ze na aglykon) ktera je této indukce schopna. Divodem

vvvvvv

peptidasami.
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6. Zaver

®)

Jako modelové slouceniny byly vybrany ptirodni flavonoidy, které se
pfidavaji do potravinovych doplitki a to: quercetin-neglykosylovany

flavonoid, isoquercitrin a rutin-glykosylované flavonoidy.

Jako experimentalni model, byl vybran samec potkana. Potkani byly
premedikovanany peroralné vybranymi flavonoidy a byla z nich odebrana

jaterni a stfevni tkan.

Indukce isoforem CYP1A1/2 a CYP2B1/2 byla zjjisténa pomoci
imunodetece s pouZzitim specifickych slepiich protilatek. Modulace

aktivity byla zjiSt€éna pomoci EROD, MROD a PROD aktivity.

V jaternich mikrosomalnich vzorcich byla pozorovana indukce vSemi
vybranymi flavonoidy. Jako neju¢innéjsi induktor CYP1A1/2 i
CYP2B1/2 byl ve vsech ptipadech isoquercitrin.

Ve stfevnich mikrosomalnich vzorcich byla také zjisténa indukce CYP. U
zvySoval vyznamné i aktivitu MROD CYP1A2. Oba u¢inky na aktivitu i
obsah CYP1A1/2 isoquercitrinu byly nejintenzivnéjsi ve stfedni Casti
stteva. U CYP2B1/2 imunodetekci se ukéazal byt jako induktor quercetin,
v predni a stfedni Casti stfeva a tato skute¢nost byla znatelna i ze zvySeni
PROD aktivity. Imunodetekci byl zji§tén i induktor isoquercitrin a to
nejvice ve stfedni €asti, avSak u tohoto vzorku ke zvy$eni PROD aktivity
nedoSlo. Dale byl imunodetekci indukéni vliv na proteinové urovni
prokazan téz po aplikaci rutinu a nejvice v predni ¢asti stteva, tento efekt

ale nekoreloval s naméfenou PROD aktivitou.
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Svoluji se zapijcenim této prace pro studijni Géely a prosim, aby byla fadné

vedena evidence vypujcovateli.

Jméno a pfijmeni 5
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