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Flavonoidy vznikaji jako sekundarni metabolity hosta jsou dené
konzumovany v ovoci a zeledin Vykazuji antioxidani, protizastlivé,
antikarcinogenni a dalSi pragmé vlastnosti. Jejich potencialni antikarcinogertinije
zprostedkovan silnym antioxidaim pisobenim, mize ale zahrnovat i inhibici enzym
metabolizujicich xenobiotika na karcinogenni geniny.

Vtéto praci byl zkouman potencialni inhibi vliv flavonoidi rutinu a
quercetinu na aktivitu a expresi cytochromu P45@CAP1A) ve stevnich bukach.
Quercetin je népstji se vyskytujici zastupce flavondida rutin jeho nejZngjsi
glykosidickd forma. CYP1A je zodp&dny za aktivacitady prekarcinogennich latek
piijimanych potravou. Studie byla provedena rtawsti linii HCT-8. Enzymova aktivita
CYP1A byla nttena stanovenim EROD/MROD aktivity, mnoZstvi pratel@YP1A
bylo stanoveno pomoci Western blottingu.

Quercetin v koncentraci 1 pM dagoboval mirné zvySeni EROD/MROD
aktivity, vy8Si koncentrace quercetinu vSak aktiiBEROD/MROD vyraz# snizovaly.
Quercetin p sowasné aplikaci s modelovymi induktory CYP1A (metingtantren,
MCH; B-naftoflavon,B-NF) vyrazré omezoval MCH iB-NF zprostedkovanou indukci
EROD/MROD aktivity. Quercetin také inhiboval ERODR®D aktivitu v buikach,
kde CYP1A byl pedem naindukovan expozici s MCH ngbdlF. Vliv rutinu byl ve
vSech experimentech mnohem nizSi a prakticky neuymy.

Quercetin v potray muze ¢ast€né omezovat aktivaci prekarcinogenve
strevnich bukach.
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Flavonoids originate as the secondary metabolifgdamts and they are daily
consumed in fruits and vegetables. They show thmsoxadant, antiinflammatory,
anticarcinogenic and other healthy effects. A pidéknanticarcinogenic effect is
mediated by the strong antioxidant activity, butc@én also include an inhibition of
xenobiotica - metabolizing enzymes to the carcincgeompounds.

This work has examined the potential inhibitioneeffof the flavonoids Rutin
and Quercetin on an activity and expression of @ytome P4501A (CYP1A) in the
intestinal cells. Quercetin is the most abundatdhoid and Rutin is its most abundant
glycosidic form. CYP1A is responsible for an activa of many pre - carcinogenic
ingested substances. The study was conducted onntéstinal cell line HCT-8.
CYP1A’'s enzymatic activity was measured by EROD/MR@ctivity; quantity of
CYP1A's protein was set by Western blotting.

Quercetin at the concentration of 1 uM caused #jighcreased EROD/MROD
activity but higher concentration of Quercetin d¢&sed EROD/MROD activity
substantially. During a synchronous application hwinodel inductors CYP1A
(Methylcholantren, MCH; B-naftoflavon, B-NF), Quercetin significantly reduced
induction of EROD/MROD activity mediated by MCH d@-NF. Quercetin also
inhibited EROD/MROD activity in those cells whereYE1A had been induced by
exposure with MCH or-NF in advance. Rutin's effect, on the other hamds
substantially weaker and virtually insignificantah conducted experiments.

Quercetin contained in food can partially reduce #ctivation of the pre-
carcinogenics in the intestinal cells.
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1 UvoD

NejvysSi vyskyt rakoviny kolonu a rekta je v zapadvrops, tedy v zemich
vyspilych. Tato skuténost je zavidna gedevSim Spatnou potravou. Pro
zapadoevropskou stravu je typicky vysoky obsah&dnych a nizky podil rostlinnych
produkfi a ¢asta Uprava smazenim a grilovanim. Na rozdil odiajoxych zemi
obsahuje navic naSe denni jidlo a piti¢l@mdochucovadla, konzervancia, barviva a
dalSi latky, které sicéasto ispivaji ke zvySeni gurmanského dojmu, ale v nafiéen
mohou vykazovat toxické vlastnosti. Lidské&ot je vybaveno mnoha reparativnimi
mechanismy, aleipnahromadni chyb a spolutasti dalSich faktdr se rekteré vady
stavaji neopravitelné. Bylo by dobré se vyhnoisgbeni iznych mutagein ale nas
Zivot je jimi jiz tak prostoupen, Ze to praktickemi moznéClovék proto musi hledat
nové cesty, které se za&fuji na eliminaci jejich vlivu vdle.

Jednou z moznostitigpeni ke zdravému Zivotnimu stylu je konzumace ovoce a
zeleniny. Obech dolre znamy jsou &inky obsazenych vitamin viakniny, ale stale
vice se hovii o dalSich sloteninach — flavonoidech. Flavonoidy vznikaji jako
sekundéarni metabolity rostlin a podili se na jejiéistu, zbarveni, antioxidaich
vlastnostech a mnohych daldicRada studii prokazala, Ze flavonoidyijinané
s rostlinnou stravou majiffznivé psobeni i na lidsky organismus. Nagtji byla
studovana jejich antikarcinogenni aktivita, kterd Fpisobena zejména silnymi
antioxida&nimi vlastnostmi a schopnosti modulovat aktivitykterych enzym. V
tenkém gew je dosazitelna koncentrace flavonbidprijimanych v potray
mnohonasobh vySSi nez v plastna jinych tkanich, a tak by se zde potencialni
antikarcinogenni &inky flavonidi mohly projevit nejsndze. V tenkémiest se také
odehrava aktivacéady prokarcinogeh na aktivni karcinogeny. Modulai aktivita
flavonoidi, ktera by ovliviovala pra¥¢ ty enzymy, jez se na aktivaci prokarcinogen
podileji, by mohla fsobit antikarcinogenn

V piedloZené diplomové praci byl studovan vliv flavaiona aktivitu a expresi
cytochromii P4501A, které jsou zodp&iné za metabolickou aktivaci (toxikad¢ady
prokarcinogef prijimanych s potravou. Jako zastupci flavoriold/ly vybrany rutin a
quercetin, protozZe jejich vyskyt v potkaje ze vSech flavonoidnejvyssi. Chili jsme
zjistit, zda by zvySenyifjem €chto flavonoidi mohl blokovat metabolickou aktivaci
v potraw obsazenych prokarcinogeenzymy v lumenu tenkéhoreva.



2 TEORETICKA CAST

2.1 FLAVONOIDY

Flavonoidy jsou rozsahlou skupinou latek, kterowritvvice jak 8000
flavonoidnich slotenin, @gi¢emZ se stale objevuji nové. Flavonoidy jsou roséin
sekundéarni metabolity a hrajtlézitou roli v jejich vyvoji, fistu, obrag rostliny proti
mikroorganisnim a Skidcaim. Flavonoidni latky se také podileji na zbarvetini a
chuti rostlin. V nejvysSi koncentraci se nachagzejemenech, ovocné slupcéjid a v
kvétech.

Jejich biosyntéza je iniciovana kondenzaci 4-kutdemgnzymu A se iemi
molekulami malonyl-koenzymu A za vzniku chalkonez jje prekurzorem vSech
flavonoidi [1]. Struktura se sklada ze dvou benzenovych kralheterocyklickym
pyranovym nebo pyronovym kruhemiim®dni flavonoidy se néastji vyskytuji ve
formé glykosidi (glukosidy, rhamnosidy, rutinosidy...), ale jejictiktura mize byt i
komplexrgjSi (estery a ethery). V zavislosti na substituciHu C v pozici 2,3 nebo 4 je
muzeme dlit do osmi skupin: flavany. flavanony, isoflavanprflavony, isoflavony,
anthokyanidy, chalkony a flavonolignany.

Vyznam tchto polyfenolickych slotenin pro ¢lovéka spd@iva v jejich
farmakologickych gincich. Jejich efekt je popisovan jako antialergichrotizartlivy,
protimutagenni, protikarcinogenni a enzymo-mo¢hilaAntioxidaini efekt flavonoid
je spojovan se snizenim rizika degenerativnichathdtteré vznikaji )isobeni volnych
radikah [2]. Jejich pfimérny denni pijem potravowini 1 — 2 g den& [3]. Stale vice
studii ukazuje, ze zvySenyiem flavonoidi mize korelovat se snizenym rizikem

onemockni rakovinou prsu, plic a zaludku [4,5,6].

2.1.1 Quercetin a rutin

Quercetin je flavonoidni sl@enina, jez pat do skupiny flavon, které maji
v poloze 3 navazanou hydroxylovou skupinu (viz abkal). Tyto sloteniny jsou
souhrn@ nazyvany jako flavonoly. Flavonoly jsou v rostlém metabolismu zahrnuty
do procesu tvorby energie, poskytuji rostlsilny antioxidani efekt a pravépodobré

ji chrani proti Skodlivému ultrafialovému izni.
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Quercetin je jeden z ngstji se vyskytujicich flavondi v potra¥ a tvai
aglykon celérady dilezitych glykosidi. Je obsaZzen zejména v cibuli, porkasneku,
jablcich, citrusech a bobulovinadfierny ¢aj, stejié jako dervené vino atizné ovocné
dZusy jsou také jeho bohatym zdrojem [7].

Primérny swtovy pifjem quercetinu je 5 - 40 mg dennale lidé zvySeh
konzumuijici zeleninu a ovoce mohou dosdhnout mabzgt 200 - 500 mg na osobu
denrg, piicemz zalezi na stravovacich navycich a sloZzenipotrgednotlivych statech
[7].

Quercetin vykazuje antioxidai [8], antivirové, protizagtlivé, antibakterialni a
antiproliferativni @inky. Rizné studie provedena vitro popisuji efekt quercetinu jako
indukce apoptoézy, inhibice uvani histaminu, antimutagenita, inhibice protein lpa
C, inhibice lipooxygenazy, modulace &iného cyklu, inhibice angiogeneze a inhibice
angiotensin konvertujiciho enzymu Il [9]. Diky jekgsokému zastoupeni v poteav
nizké toxici€ a pozitivnim dinkam proti rakovinnému bujeni ma tato stemina

potencial pro vyuZiti v prevenci rakoviny.

Obr. 1: Struktura quercetinu; 3,3",4°,5,7-pentahydroxydlav

NejbézrejSi forma vyskytu quercetinu je rutin [3]. Rutin j#avonolovy
glykosid, jehoZ struktura je t¥ena quercetinem a cukerngésti-rutin6zou. Chemické
struktura je znazogma na obrazku 2. Je nazyvan také jako vitamin P Ma vyrazré
Zlutou barvu.

Rutin byl objeven roku 1842 v listech routy voniRu{a graveolens). Mezi jeho
nejvyznamgjsSi zdroje pat pohanka obecna (Fagopyrum vulgare), routa vonedéia
japonsky (Sophora japonica). Jeho vysoky obsaleme nalézt row v chestu,
Sipcich, ve slupkach «kagt, v kire citrusovych plod, v jable&né slupce, zeleném a

cernémcaiji.
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Obr. 2: Chemicka struktura rutinu- 3,3",4",5,7-pentahygftavon-3-rutinosid

Na naSem Uzemi je nejvyzna&fgim zdrojem rutinu pohanka. NejvysSi
mnoZstvi obsahuji Kiy, ale nachazi se i v celé ros#irPiimyslow se zpracovavaji
semena, obsahujici okolo 20 mg rutinu ve 100 gngug¥icemZ mnozstvi rutinu je
zavislé na druhu, varieta girodnich podminkach [11]. Na naSem trhu se setkévam
zejmeéna s tepetnopracovanou a loupanou pohankou, kter&isletlku této Upravy
ztracicast rutinu.

Rutin ma vyrazné antioxidai vlastnosti, je sil§Sim antioxidantem nez
kyselina askorbova, jehociiek je ale koncentéa¢ zavisly [12]. Spolu s dalSimi
flavonoidy zvySuje hladinu vitaminu C &e. Kroms antioxid&niho pisobeni vykazuje
jes€ Weinky protizargtlive, antialergické a protivirové [10]. Protozetiru zvySuje
pevnost cévni 8hy, pouzivd se jako prevencéetovych zil. Podle studii je rutin
potencialnim antikarcinogennim flavonoidem, protgéeschopny vysoce redukovat
tvorbu zlomi DNA zpisobenou mutageny [13] a inhibovat lipidovou peraxid11].

Jeho denniifjem potravou je odhadovan asi ha 2 mg d@dad].

2.1.1.1 Absorbce rutinu a quercetinu

Rutin a quercetin se ve vysokém mnozstvi vyskyniv tenkém sew [15].
Rutin je mikroorganismy rozkladan na absorbovatdéemlické kyseliny srovnatelné
biologické aktivity [14]. Rutin je na rozdil od guetinu vysoce hydrofilni a v tenkém
strevé uvoliuje svij aglykon, zatimco quercetin je chemicky a bioctakyistabilni,
alespa v hornicasti tenkého #tva [16]. Vysledky z laboratbWalleho a kol. (2004)
[17] ukazuiji, Ze skteré flavonoidni glykosidy mohou by&peny jiz v Ustni dutié
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Pro biodostupnost quercetinovych glykdsig zasadni druh cukerné skupiny
navazané na fenolickou skupinu. Glukosové glykogghu vice absorbovatelné nez
ostatni. Vysledky ziskané na liné linii CaCo2 ukazuji, Zeckoliv quercetinove
glykosidy jsou schopnéfechéazet fes epitelialni butnou monovrstvu, jejichdinnost
je mnohem nizs8i neZz u quercetinovych aglykgh]. Cukernécasti flavonoidi zvySuji
hydrofilitu, a tak mohou byt flavonoidni glykosidgn ®Zce absorbovany z tenkého
streva. Jednou z moznosti je jejich rozklad enteradyakni na volné aglykony, které
pak mohou byt jednoduSe absorbovany v tenkérawst protoze jejich lipofilita
usnadiuje pasaz fes fosfolipidovou bariéru. Podstatnou roli vignodu lipofilickych
slowenin pasivni diizi hraje také afinita glykosidk epitelialni buséné membra&
Quercetinové glykosidy tak vykazuji nizSi lipofilita nizSi afinitu k liposomalni
membrag nez samotny quercetin [18]. Absorbce rutinu zrjajiyla podle &kterych
studii ozn&ovana jako dobr& 4st rutinu se ale ite vazat na komponenty veestni
sttn¢ a tim zné&n¢ snizit hladinu dosazené koncentrace v krevni ptd4@i.

Enzymem, jenZ je schopnyptt quercetin, je laktasa phlorizinhydrolasa (LPH),
ktera je navazana na luminalnéret kart&ového lemu. Diky tomuto enzymu §eovek
schopen hydrolyzovat midou laktézu Bhem prvnich let. Jeho aktivita je geneticky
regulovdna a v dosfosti klesd. AvSak diky tomu, Ze Evropané mdjijgmn mléka
denrg, zistava u nich zachovana az do dibsgti.

LPH je enzym se d¥ma aktivnimi misty. Pouzitim kontrolované inaktigac
phlorizinhydrolasy bylo zji$ho, Ze quercetinové glykosidy jsou hydrolyzovamyitro
hlavné v mist aktivni laktasy [18]. Laktasa preferuje hydrofilgibstraty, zasadnim
pozadavkem je dostupny hydroxyl ve spravné orierkadktivnimu mistu. LPH vSak
nehydrolyzuje quercetin-3-rhamnoglukosid [20, 21].

Objevenim sodikayzavislého gluk6zového transportéru - 1 (SGLT byl)dan
piedpoklad vy3Si absorpce flavonoidnich glykésidale objeveni refluxniho
transportéru tuto hypotézu vyvraci [17]. ckbliv flavonolové glykosidy jsou
transportovany malym mnozstvim SGLT - 1, deglylassl a nasledna difaze aglykonu
je hlavni cestou absorpce [18]. MoZzny mechanisnhsordce flavonoidl do stevni
stény je znazordén na obrazku 3.

Refluxnim transportérem je multidrug-resistencelgiro (MRP 2). Tento
pienas¢ ma 17 transmembranovych u08ekNachazi se v mnoha rakovinnych
burg¢cnych liniich a nadorech ziskanych z padientnag. z kolorektalniho

adenokarcinomu. MRP 2 je exprimovan v k&ot&m lemu proximalniho segmentu a
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jeho sekrece se postupsanizuje z jejuna do distalniho ilea. Jeho funkaeomlivréni
biodostupnosti I&v neni dosud uspokojévobjasina, ale obeaghse nabizi, Ze MRP 2
prispiva k rezistenci na déu chemoterapeutiky. Mezi flavonoidy fat k substratm

zahrnujeme genistein, chrysin a epigallokatechgafsat [22].

Aglykon+glykosid Intestinalni lumen

Glukuronid/sulfat

Obr. 3: Schéma prostupu quercetinového glykositkspntestinalni bariéru. SGLT - 1
sodikow zavisly glukézovy transportér, MRP - 2 multidrugrezistence - asociated

protein 2

V experimentu, ktery provedl M. Carbonaro a G. Gi@905) [15], byl mySim
podavan quercetin a rutinfimichané v potrau V¢étSina absorpce latek probihala
v prvnich gti minutach po podani davkyjipemz 33 - 62,5 % quercetinu bylo vazano
ve stevni stn¢, zbytek byl nalezen v lumbalnim obsahu. V tenkéievs probihal
nadnérny metabolismus, ale velmi limitovany transpori5(26) do krevnihaeciste.
Quercetin byl nejen rychleji absorbovan, ale i jghigmuté mnozstvi bylo vysSi [15].
V obdobném experimentu nebyl detekovan ZzZadny rutikrevnim olhu, jen
isorhamnetin, a rutin byl absorbovan jen jako vajogercetin [23].

V pokusu provaghém na izolovaném potkanim tenkérfest se fiblizné 10 %
podaného rutinu objevilo na vaskularni s#apiedevsim jako volny rutin (5,6 %).
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VétSina lumbély podaného rutinu opouda organ luminalnim efluxem. Hlavni sloZzkou
lumbalniho efluxu byl rutin [14].

V pokusu, kdy dobrovolnici oratnprijali 500 mgcistého rutinu, byl tento rutin
identifikovan v krevni plazghs maximem po §i hodinach po pjmuti davky, avsak
vV mizivém mnozstvi (63,22 ng/ml plazmy) [24].

Z experimeni provagnych s rutinem rizeme usoudit, Ze neni v tenkérest
apir¢ rozloZzen na sy aglykon a glykosid, ale Ze se dostava d@&hobv pivodni
strukture.

2.1.1.2 Metabolismus rutinu a quercetinu

Metabolismus flavonoidl byl dlouho neznamym procesem. Pro potencialni
vyuziti flavonoidi bylo nutné vyesSit, jak metabolismus probihda a jakych
koncentrgnich hladin mohou flavonoidy v organisnélovéka dosahnout. Byl proto
proveden porirné velky patet studii na potkanech, lidech i potkanich izolgudm
organech. Prvni studie naraZely na abseinistrpje, ktery by byl schopny tak mala
mnoZzstvi v krvi detekovat. Tento problém byl pgeadstrargn s rozvinutim HPLC
analyzy.

Metabolickd konverze quercetinu zahrnuje komplexkimaci deglykosilace,
glukuronidace, sulfatace, metylace a pigatiobré deglukuronidace. Kde ¥le se tyto
procesy odehravaji a posloupnost, se kterou sevgbjpo inicialni deglykosilaci, je
stéle pedmétem spekulaci [25].

Nejnowjsi studie jednozrimé prokazaly existencp - glukosidasoveé aktivity
v epitelu tenkého &eva lidi i potkai, ktera deglykosiluje quercetinové glykosidy [26].
Jeji aktivita se vSak nevztahuje na quercetin-3ar@glukosidy [18, 21]. Intestinalni
B - glukosidasa preferuje cukerné zbytky v polozdc€ nez v poloze 3 [9].

Ve studii W.Mullena a kol. (2006) [25] konzumovatiravi dobrovolnici 250 g
osmazené cibule. Po HPLC analyze plazmy bylo detekm sedm quercetinovych
metaboliti. V plaznt se kumuluji dva hlavni metabolity, quercetin-3lf&u a
quercetin-3-glukuronid. U obou sl&enin byl tax méreé nez jedna hodina po podani
cibule. V ma@i bylo detekovano 12 metabdijt pricemZ hlavnim metabolitem byl
quercetin diglukuronid. Z vysledkvyplyva, Ze na syntézeédhto metabolii quercetinu

se podileji enzymy glukuronosyltransferasa, sudftdferasa a O-methytransferasa [25].
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Podle jedné z teorii jsou hlavni metabolity (quénc8 -sulfat a quercetin-3-
glukuronid) produkovany v tenkémiete, prochézeji portalni Zilou a v jatrech jsou
piengnovany na mensi sléaniny - quercetin glukuronid sulfat, quercetin digironid
a isorhamnetin-3-glukuronid. Tato teorie byla zkéwma a potvrdilo se, Ze
v epitelialnich biikach tenkého Btva dochazi ke konjugaci s kyselinou glukuronovou
a hlavnimi produkty, které prochazejici do serézasti, jsou 3- a 7-glukuronidy
quercetinu. Ty jsou portalni Zilouripadeny do jater. Vysledky indukuji, Zze¢bny
potravni pijem quercetinu je usnad&m Uplnou konjugaci v tenkém ist¢ [27].
Pravdpodobny metabolicky fibéh po transportaci z tenkéhdesta do jater, kde jsou
konjugaty dale metabolizovany, a jejich nasledni&ene ledvinami do me, je velmi
slozity proces, na kterém se podileji glukosyltfaresy a methyltransferasy [25].

Pfi pokusu na izolovaném tenkém fes€ potkari tvorilo mnozstvi
absorbovaného rutinu jen 10 %itHZné 24 % gijmutého mnozstvi bylo konjugovano
se sulfatem a 20 % bylo konjugovano s kyselinokwlonovou, zbytek tvid samotny
rutin [14].

2.1.1.3 Biodostupnost rutinu a quercetinu

Zasadni podil na biodostupmosti flavonbicha forma, kterou jsou dasla
transportovany. Nagklad nelze vylodit, Ze quercetin dodany déla jako suchy prasek
bude mit nizSi biodostupnost nez quercetifimpany z cibule [28]. Obe@nlze tici, Ze
vySSi biodostupnost maji glykosidy n@gté aglykony.

Ze studie zroku 1975, kdy byly podany 4 g querncetperorald a 100 mg
quercetinu intravendznbyl uen jeho nizky distribtni objem 0,34 I/kg. Vazebnost na
bilkoviny, predevsim albumin, je extréranysoka, téns 99,1 % [17]. MnoZstvi rutinu,
jez se vyskytuje v plazéru zdravéhaloveka, je 0,72 - 0,76 pM,igemz po konzumaci
cibule byly detekovany hladiny quercetinu v plazby74 uM a rutinu 0,3 uM.

Polatas eliminace je dlouhy kolem 25 hodin. Tato s&ubst vnukla mySlenku,
Ze i opakovaném fisunu rutinu a quercetinu byéhg koncentrace v plazénstoupat.
Byl proto proveden experiment, kdy zdravi dobrowdlmpolykali deng jednu kapsli
obsahujici 1 gistého quercetinu. Dosazena plazmaticka koncentrdak byla za 28
dni pouze 1,5 uM [29]. Vzhledem k tomu, Z&y denni fisun quercetinu je daleko

nizsi, neni zde pra¥godobnost dosazeni vysSi, ani stejné hodnoty jehodantrace.
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2.1.1.4 Vyznam quercetinu a rutinu v prevenci nadorového oemocreéni

VétSina forem rakovinného onemdaen je dnes spojovana se Spatnymi
stravovacimi navyky, nevyvazenym slozenim potraygjim obsahem. DNA reaktanty
jsou @itomny v potra¥ v riznych zdrojich, jako jsou aditiva (sacharin, bugoy
hydroxyanisol), kontaminanty, nebo latky které \aji procesem vani [30]. BZzné se
vyskytujici DNA reaktivni genotoxiny jsou benzo[sipn, vysoce zkoumany aflatoxin
B1, vodou gijimany akrylamid, pevazi v alkoholu obsazeny ethylkarbamat [31].
Genotoxinoveé vlastnosti maji i sléeniny rostlinného fivodu. Kyselina aristocholova
obsaZena ¥vajich a rostlinnych medicinach, safarol s hepatkagennimi dinky a
dalSi [30]. Mezi latky, které se dne&adi k potencionalnim mutagém, pati
heterocyklické aromatické uhlovodiky, které vznikgjilovanim a smazenim masa a
ryb [32].

Pro stravovani zapadni Evropy je charakteristickgoky gijem energeticky
bohaté stravy, jeji celkova nevyvazenost a vysokéozstvi latek za&tujicich
organismus. Krom evropskych zemi je nejvySSi vyskyt rakoviny koloaurekta
v Australii, Severni Americe a nejnizsSi naopak viéd a Asii, tedy vyjma Japonska
[33]. Proto lze obecntici, Zze vyskyt kolorektalni rakoviny je vySSi v xdautych
zemich nez v zemich rozvojovych. Krémeografické polohy, se vyskyt rakovinyni
i na zaklad rozdilného pohlavi - kolorektalni karcinom je cekiove tieti nejlEznejsi
rakovinou u mu# a druhou nej&ngjSi u zZen.

Jednou z mozZnosti, jak snizit riziko vyskytu rakgyije @ijem potravy bohaté
na rostlinné produkty, tzn. ovoce a zeleniny. Razitefekt na traveni ma nejenom
vlaknina, ale také vitaminy a dalSi latky, mezir&tesefadi i flavonoidy. Jejich
potencialnimu antikarcinogennimu vyuziti brani sknost, Ze dosazena koncentrace
v plaznt je @ilis nizka pro mozné projeventiaku. Tenké sevo je vSak vystaveno
jejich nejvyssim koncentracim, a proto se zde poddmi antikarcinogennidinek mize
projevit vyznamnou ®rou.

Vyznamnym mechanismem antikarcinogennih@inku je antioxid&ni
schopnost flavonoid Frirodni flavonoidy silg vychytavaji kyslikové radikalin vitro i
in vivo, které vyvolavaji zavazné zmy na bugéné drovni vedouci k buiné smrti.
Diky své extréemni aktivit atakuji nezbytné butiné sowddsti a indukuji peroxidaci
membranovych lipid. Toto vede k utv@&ni toxickych slotenin, jako jsou epoxidy,

aldehydy a nové radikaly [34]. Rutin i quercetinjimantioxidani inky, aktivita
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rutinu je vSak obe@n mnohem nizSi nez ostatnich flavonoifll2]. Naproti tomu
quercetin je jednim z nejsij$ich antioxidant mezi flavonoidy. Antioxidani aktivita
je prisuzovana fitomnosti dvou farmakofdr uvnitt molekuly, které maji optimalni
konfiguraci pro vychytavani volnych radikalTémito misty jsou katecholova skupina
na B kruhu a OH skupiny na A, C kruhu [35]. Podi&tarych studii je pro antioxidai
efekt dilezit4 i dvojné vazba £ C3[12, 23].

Ze dvou studii fipadi a kontrol provedenych v Italii a ve Skotsku, kdesyskyt
této rakoviny nejvysSSi v Evr@p vyplyva, Ze zvySeny ifjlem flavonoidi miaze
redukovat vyskyt tohoto onemasmi. V obou pipadech byly fitom mezi flavonoidy
zarazeny i flavonoly. Zdrojovymi potravinami flavondidbyl ze 46 %¢caj, 14 %
pochazelo z cibule a 10 % z jablek. Zdrojovy noavonoidi hraje dilezitou roli
Vv jejich biodostupnosti, proto mohou byt vysledkghto studii ovliviené timto faktem.
Bylo nag. zjiS€no, Ze flavonoly obsazené ¢gji nejsou signifikant& spojeny se
schopnosti protektivnihasiinku proti kolorektalni rakovi#i[5].

Podle dalSi studie, kterou provedl G. Agulla rok@&94 [6], jez zkoumala
antiprolifer&ni inek flavonoidu quercetinu na nadorové linie, geérc inhibuje
proliferaci burtk rakoviny tlustého geva v bugené linii CaCo2 a HT 29 [6].

Pri sttedre dlouhém multiorgdnovém karcinogeneznim modelu tkand,
inhiboval 1 % quercetin podavany v potkarakovinnou propagaci v tenkémresi.
Podle in vitro studii provadnych na #@znych typech bu€nych linii, vykazoval
quercetin pozitivni korelaci s niz§im vyskytem raky Ust, prsou, plic, prostaty,
tlustého steva a kostniigns [4].

2.1.2 Mutagenita, toxicita a karcinogenita quercetinu a utinu

Pfi zkoumani protektivnich dinka rutinu a quercetinu musela byt pésena
také otadzka jejich negativnihdigobeni. Rutin i quercetin jsogidné antioxidanty (viz
vySe), coz fispiva kjejich protinadorové cinnosti, ale diky této vlastnosti mohou
vytvaret ortho - quinon a quinon - methidinové intermedi&teré jsou schopné
kovalentt se vazat k DNA. Tato skuieost je velice prawgpodobrt hlavnim
prispivatelem k mutageni¢itzprostedkované quercetinem [7]. DalSi problematickou
vlastnosti quercetinu je schopnost kompetitiumhibovat topoisomerazu Il a 1V, coz
muze vést ke zlom DNA, které vyudsti ve ztrdtu genetické informacg]. [

16



Vyznamnym mechanismem, kteryige zpisobit karcinogenezi nebo byt potencéln
strumigenni, je schopnost quercetintisgbit jako alternativni substrat pro jodaci
tyrosinu a ireverzibilé blokovat i thyroidperoxidasu [36].

Quercetin byl pro své potencialni karcinogenrinky studovan v mnoha
dlouhodobych experimentech naiatéch. \étSina z nich nevykazovala Zadniiznak
zvySeni tvorby neoplazim zmeény vahy ledvin ani srdce, nebyly pozorovany zadné
toxikologicky signifikantni nefiznivé &inky spojované s reprodukci nebo vyvojem
zarodku. Nevyskytovaly se ani zadné teratologidk#oamality. Pouze v dvouleté studii
na sandich potkanech, ip podavani, v fepcditu naclovéka 150 mg na 70 kg vahy,
doSlo ke zvySenému vyskytu adenomaiovych cest a adenokarcinérfv]. Vzhledem
k vysokym davkam quercetinu, které jsétytikrat vySSi nez horni hranice tpnéru
swtoveho @ijmu, neni toto riziko v populaci vysoké. VySSi yu&podobnost projeveni
se tchto negativnich dopadak mize hrozit pouze u vegetariamebo u konzumedt
potravnich dopika.

2.2 CYTOCHROM P450

Metabolismus xenobiotik probiha vieth fazich. Produkty I. faze metabolismu
jsou casto reaktivijSi intermediaty, které ve |Il. fazi reaguji s endogimi
sloweninami za vzniku mén reaktivnich, ve vo#l rozpustnych konjugat [37].
Transport xenobiotik, jejich metabdlit konjugai pres membrany je povazovan za lll.
fazi metabolismu xenobiotik. Principem metaboligg@émeny xenobiotik je dosazeni
hydrofilnich, netoxickych substfgt které jsou jednoduSe &d vylucovany.
Metabolickd peména vSak niZze veést i k aktivaci promutagéna Kk tvorlg vice
toxickych substrdit

Na wtSine reakci I. faze se podili nadrodina cytochromu P4&&né formy
tohoto cytochromu hraji Kdovou roli také v metabolismu hydrofobnich endogehni
substrai. Reakcemi, jako je C - oxidace, N - oxidace, Sxidace a dealkylace,
cytochromy P450 igtv&i své substraty jak na inaktivni metabolity, takai reaktivni
intermediaty (toxické volné radikaly), které se &tent® vazi k DNA a mohou
indukovat maligni transformaci. Hem obsahujici chtom P450 je lokalizovan
v mitochondriich a v endoplazmatickém retikulu. dékcim, které cytochrom
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katalyzuje, je jako koenzym eba NADPH a je nezbytn&ipmnost dalSiho enzymu
NADPH - cytochrom P450 - reduktasyn®é isoformy cytochromu P450 se nachazi
Vv jatrech, gastrointestinalnim traktu, plicich,uetich a dalSich tkanich.

Nadrodina cytochromu P450 sé&licha rodiny a podrodiny v zavislosti na jejich
aminokyselinové sekvenci. Wlovéka hraje zasadni roliép P450 cytochromélnich
(CYP) rodin - CYP1, CYP2, CYP3, CYP4 a CYP7. RoddP1 zahrnuje isoformy
CYP1A (CYP1Al a CYP1lA2) a CYP1B1l. Podrodina CYPI1&A jodpo¥dna za
aktivaci karcinogein benzo[a]pyrenu, 7,12-dimethylbenz[a]anthracenlat@finu B, a
z masa odvozenych heterocyklickych aromatickychnanmroteiny cytochromu P450
jsou s flavonoidy propojenydémi cestami. (i) Flavonoidy indukuji biosyntézu rhao
forem P450, (i) moduluji jejich enzymatickou aktiv (iii) a jsou cytochromem

metabolizovany [1].

2.2.1 Cytochrom P450 1A1

CYP1ALl je jednim z nejvice zkoumanych enzynmadrodiny cytochromu P450.
Je studovan hla¥npro svou schopnost aktivovat kontaminanty Zivainginostedi na
sloweniny s karcinogennimi vlastnostmi. CYP1Al vSakjéreaké vyznamnou roli
v detoxikaci karcinogein a metabolické aktivaci sléanin pisobicich preventivh
CYP1Al1l metabolizuje prekarcinogeny na epoxidovéermediaty, které jsou dale
metabolizovany na diolové epoxidy enzymem epoxidbigda. Modelovou latkou, u
které byl studovan metabolicky vliiv CYP1Al na aktiv proonkoget, byl
benzo[a]pyren. Schéma aktivace proonkdgerznazorino na obrazku 4.

CYP1Al je pouze minimatexprimovan v lidskych jatrech, ale jeho syntéza
muze byt vyraz indukovana a to zvlaStv mnoha extrahepatalnich tkanich. Stala
expozice inhalovanym sléaninam a karcinogé&m pirodniho prosedi zvysuje jeho
expresi. Sotasné studie prokazuji, Ze se CYP 1Al nachazi vmadmatickém
retikulu a vnitni membras mitochondrii a jeho ifitomnost zavisi na tkani,cku a
piitomnosti induktoru [38]. Protein a mRNA byly vey®ené niie nalezeny v placeht
a plicich kdaaki. Hladina mRNA CYP1Al se vyragnsnizi v pgipac, kdy kuak
n¢kolik tydna nekoui [39].

Role CYP1ALl pi vzniku rakoviny plic je stale studovana, ale w&sné dob

vyzkumy ukazuji, Ze defekt alely CYP1Al v kombinacideficitem glutathion-S-
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transferasy ma spojitost s vySSim vyskytem rakpvplic [39]. Vysok& aktivita
cytochromu je asociovana s kolorektalnim karcinoni88y 32], zvySeny vyskyt byl

také identifikovan u nadoru prsni zlazy [40].
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Obr. 4: Metabolicka aktivace benzo[a]pyrenu CYP1A1 [40]

2.2.2 Cytochrom P450 1A2

CYP1A2 je jatert specificky enzym. #&odre¢ se myslelo, Ze jeho exprese je
omezena pouze na jatra, ale nové studie ukazujé éeprimovan s CYP1A1 v plicich
[41]. V jatrech je konstitutivth exprimovan a rize byt indukovan xenobiotiky.
CYP1A2 metabolizujeiezité latky jako je phenacetin, theophylin, kofemipramim
a propanolol. Také aktivuje ¢které prokarcinogeny na karcinogeny, hap
4-aminobifenyly a heterocyklické arylaminy z jid&8]. Sekvence CYP1A2 je z 72 %
identick& se sekvenci P4501A1 [42].

CYP1A2 se vyskytuje u vSech jedincale jeho aktivita jetdzna — nap u
kurdki zvySena. Jeho vySSi aktivita je spojovana i sikarmay extrahepatélnimi, coz je
zpiasobeno transportem N - hydroxy metaliol€YP1A2 do tkani, kde transferasy
dokortuji aktivatni proces [39]. Dsledkem psobeni &chto metabolit vznika
pravéEpodobré i rakovina m@éového ngchyre [42]. Role P4501A2 se prokézala i
u tabdkem indukovanych rakovin [38].
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2.2.3 Receptor aromatickych uhlovodili (aryl hydrocarbon receptor, AhR)

AhR je ligando¥ zavisly cytoplazmaticky transkipi faktor, ktery reguluje
expresi mnoha génve vSech dnich tkanich. Zprosédkovava adaptivni bgdnou
odpowd na celoufadu xenobiotik, ale je bezpodméme& nutny i pro normalni
fyziologicky vyvoj [41]. Je zahrnut do regulace Bamého fstu, apoptozy,
signalizované hypoxie a b&mé adheze [40]. Transrepresoricka funkce AhR zgsahu
napiklad geny pro cytokiny z rodiny TGH3-(transformuijici fistovy faktorp), cytokin
A, cdk 2 (cyklin dependentni kinasa 2) a mnohé.jiNéjvice prostudované geny
regulované AhR jsou ty, které metabolizuji xenakmmt jako je CYP1Al. Indukce
CYP1A1 je jedna z AhR dependentnich odfmtlv Kontaminanty Zivotniho prasdi -
kam pati i halogenované aromatické uhlovodiky a nehalogené polycyklické
aromatické uhlovodiky - jsou n&jgi skupinu ligandl AhR, avSak ligandy mohou byt i
piirodré se vyskytujici latky [43]. AhR updnosiuje sloweniny, které jsou
hydrofobni, planarni a maji van der Waalsovy régmi4*12*5 A [29].

AhR je soudasti cytosolického multiproteinového komplexu, ktese sklada
jes€ ze dvou Hsp - 90 (heat shock protein 90 kDa), p&p - 90-interagujici
ko-shaperon a XAP2 imunophilin - like protein [4Qjgand AhR vstupuje do hiky,

v cytosolu se navaze na AhR, ktery podléha konfoninamené a dochazi k translokaci
komplexu AhR - ligand do jadra. V jl se naslednvaze ke svému nuklearnimu
translokatoru (AhR nuclear translocator, ARNT). AR lokalizovan vzdy vyhradn
vjade [37] ve form¢ heterodimerického komplexu s represorem AhR (aryl
hydrocarbon receptor represor, AhRR) [40]. ARNT \&&e nha receptorovodast
komplexu AhR - ligand. Tim dojde k vytieni vysoce afinitni formy véazajici DNA
v mist specifického rozpoznavajiciho mista tzv. DRE netRE (drug response
elements resp. xenobiotics response elements) tamllaci transkripce gen pro
CYP1Al a dalSich AhR responzivnich gef#3]. AhR zprostedkovanou transkripci
geni enzymi . a Il. fAze znazaiuje obrazek 5.

Na zvySené expresi geiCYP1AL se podili dalsi transkéipi faktory, jako jsou
Sp - 1 (undekapeptidova substance P - 1) a NFhedréfilamentova podjednotka - 1).
Jako ko - aktivatv pusobi SRC - 1 (ko-aktivator steroidniho receptomMoA2
(nuklearni ko - aktivator 2), p/CIP"(p cyklicka iduva peptidomimetickd sléanina) a
p300 (slodena spojena s tvorbou potencialu v mozku). Mnozi8ich transkrignich
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faktori je jeSt vysSi, ale dosud neni jasné, zda se vyskytuji w&bchny ve vSech
tkanich, kde je CYP1A1 indukovatelny [40].

Negativni regulace drahy AhRide probihat minimakhtrojim zpisobem. Prvni
Z chto mechanisin zahrnuje expresi AhR represoru (AhRR) Heterodimer
AhRR/ARNT pisobi jako represor zastavenim transkripce inicieVdRE a kompetuje
s AhR ve vytveeni heterodimeru a ARNT [40]. Transkripce AhRR j& gkontrolou
AhR, ktery tvdi negativni zptnou vazbu. Druhym Zsobem je export AhR z jadra po
odkryti nuklearni expertni sekvence (NES)etfim mechanismem je ubiquitinace
karboxylového konce molekuly AhR a jeji proteozomidlegradace systémem 26S
[43].

CYTOPLASM

\I hosphorylation

phosphorylation
\ 4

Obr. 5: AhR zprostedkovana aktivace gérenzymi |. a Il. faze [40]

2.2.3.1 Ligandy AhR

Ligandy Ahr jsou hydrofébni stereoplanarni struiius van der Waalsovymi
rozmery 14*12*5 A [29]. Mazeme je rozdit do dvou hlavnich kategorii;ifgodns se
vyskytujici a undle syntetizované. Latky s vysSi afinitou k AhR ipanezi ungle
syntetizované a jsou torguevsim planarni a hydrofobni halogenované arokatic
uhlovodiky (nap. dibenzofurany, bifenyly, polyhalogenované dibepzdioxiny) a
polycyklické aromatické uhlovodiky (n&p 3-methylcholantren, benzo[a]pyren,
benzantracen). Hydrofobni halogenované aromatitkévadiky jsou sloteniny még
stabilni a pedstavuji silgjsi ligandy AhR.
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ProtoZe AhR signalizai cesta byla aktivni i vifpad, Ze tomu nefedchézela
Zadna expozice exogennim ligand byla gedpokladana existence endogennich
fyziologickych ligandi. Po studiu AhR - knockoutovanych ati byly jako ligandy
uréeny tetrapyroly, metabolity kyseliny arachidonokarotenoidy, retinoidy a dalSi
[34].

VétSina AhR ligand je @ijimana v potraw. Flavonoidy pedstavuji nejutSi
skupinu girodre se vyskytujicich, v potr&wobsazenych AhR ligarid Flavonoidy jsou
jak AhR agonisty, indukujici expresi CYP1Al a CYR1Aak i antagonisty, blokujici
vazbu ligandu na AhR. dihek flavonoidi na AhR zavisi na strukie a koncentraci.
Antagonisticky efekt flavonoid muaze byt séazen:
Flavony+flavonoly>flavanony>katechiny. Strukturniblast flavonoid s afinitou
k hydrofobni kapse AhRipdstavuje 7. a 8. uhlik, pyran a B kruh [29].

2.3 BUNECNA LINIE HCT-8

Nadorové linie jsou charakteristické ztratodjakych nebo vSech faktir
schopnych regulovatist, diferenciaci a apoptozu. V nadorovych tkaniehopvykle
shizena strukturni a futki specializace. Maligni nadorové ity maji schopnost
invaze do pilehlého mezenchymu a nakonec migruji i do vzdatartiéni, metastazuii.
V nejjednodussim fippadt maze byt tento proces ro&én do dvou fazi, jejichz prvni
casti je iniciace. Dochazi zde k poskozeni &ug DNA, které #stdva neopravené
anebo se stdva neopravitelné. Toto poSkozeni vwistimatickou mutaci a je
reflektovano pi mitéze. Inici&ni udalosti jetasto tvorba aduktu DNA - genotoxin, ale
mohou to byt i endogenni produkg, volné radikaly. Druhowasti je promoce, ktera
usnaduje plnou transformaci do invazivniho stadia [44].

Zasadni vyhodouip pouzivani nadorovych bgénych linii je jejich vlastnost
neomezeného Bty kleni. Ri dodrZzeni nezbytnych podminek piicst (optimalni pH,
Ziviny, 37°C, pivod vzduchu a vlhkost), t¥b nadorova linie obnovitelny zdroj
biologického materialu. &teré rysy bu&iné linie se mizou @i vysSim pdtu pasazi
menit, ale obecé dochazime # opakujicich se pokusech ke stejnym&ém. Toto je
vyhodou nap oproti praci s lidskymi hepatocyty, kdy je ob#znejen jejich ziskani a

kratka Zivotnost, ale iiznorodost odpasdi na studované induktory vzorek od vzorku.
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Nevyhodou ¥tSiny burgécnych linii je jejich metabolickd inkompetentnosuiRy linie
HCT-8 pi béznych podminkéach neexprimuji mMRNA CYP1A1 a nebghidfikovan ani
protein CYP1ALl [45].

Bunécna linie HCT-8 je pravgpodobré stejného genetického zakladu jako linie
DLD-1, HCT-15 a HRT-18. Tato shoda byla dok&zan#ooheu tzv. DNA otisku prstu,
ktery se pro tyto linie ukazal byt identicky [4&lnie pochazi z 67 letého muze. Jedna
se o epitelialni btky ziskané z kolorektalniho karcinomu, které pastu tvai
monovrstvu (jejich struktura je Wt na obrazku 6). Ret dleni neni omezen, ale se
vzrastajicim pétem pasazi ive dochazet ke ztéaurcitych rysi. Buns¢nou linii Ize
tedy rozmrazit, rozpasdzovat a znovu zamréaiitZ se zachovava obnovitelnost zdroje
buns¢ného materialu.

Bunécna linie prochazi ip rastu ¥emi fazemi. Pro desintegraci narostlé
monovrstvy se pouZziva proteolyticky enzym tryp&onky se po pasazi musi reparovat
a pisednout k podkladu. Jejich kulovity tvar s€mhna charakteristicky protahly. Tato
faze se nazyva jakag faze. Buiky naristaji pongrné pomalu. Nasleduje fadeg, kdy
buiky jsou jiz gisedlé a aktivé se @&li, az do dosaZeni tzv. sattmd koncentrace.
Bunky vytvorily monovrstvu a nemaji dost mista na daieni. Naistaji proto v dalsi
vrstw, jejich tvar secasténé méni. Tato faze se nazyydatd a je charakterizovana
pomalym naistem bugk. Bylo vypozorovano, z&im déle trva fazelato, tim déle pak

trvalag faze [36].
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Obr. 6: Bunééna linie HCT-8 [46]
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d)

CIL PRACE

Ur¢it cytotoxicitu flavonoid: rutinu a quercetinu na bégné linii HCT-8

Zjistit, zda flavonoidy rutin a quercetin ouiuji aktivitu cytochromu P4501A
(CYP1A) v burgené linii HCT-8

Zjistit, zda rutin a quercetin zvysuji expresi giou CYP1A u buék linie HCT-8

Zjistit, zda rutin a quercetin ovliwji indukci CYP1A navozenou modelovymi

induktory (metylcholantrenem nelfenaftoflavonem)

24



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL, P RiISTROJE, POMUCKY, CHEMIKALIE

4.1.1 Biologicky material

Buné¢nd linie HCT-8 (lidské epitelové kly kolorektalniho karcinomu)
European Collection of Cell Cultures
4.1.2 P¥istroje

. CO, inkubator HeraCell
. Laminarni box BioAir AURA 2000 M.A.C
. Mikroskop Nikon Eclipse TS 100

. Vodni lazés Memmert
. Trepaka mikrotitra&nich destiekThermomixer Comfort
. Deskovaiepaka

. Zmrazovaci kontejner NALGENE
. Gel doc

. Digitalni pH metr Viriomag Mono
. Analytické vahy Scaltec SBC 22

. Multifunkéni snim& Tekan

. Mrazici box Heraeus

. Zdroj naggti BioRad PowerPac 200

. Centrifuga pro mikrozkumavky Biofuge Stratos Heaeu

4.1.3 Pomicky

Sterilni kultivaini lahve 75 crha 25 crf, sterilni pipety, multikanalové pipety,
automatické pipety, elektricky pipetovaci nastavesterilni pipetovaci Spky,

pipetovaci Sgiky mikrozkumavky, sterilni nadobky, stojanek na mdkumavky,
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stojanek na nadobky, sterilni véky, parafilm, sterilni kadinky, @&kerova konirka,
Petriho misky, sterilni Skrabky, sterilni mikro&tni desttky s plochym dnem pro
buré¢cné kultury, navazovaci kopistka, latexové rukaviceitrilové rukavice,
mikrotitracni destéky s kulatym dnem pro stanoveni proteinu, naléwsojanek na
gely, 75 mm spacerova skla, skla, sporigplen, jehla, stojan na elektroforézu, vana na
elektroforézu, nanaseci blok, kliny na rozeviréelii,gleditko, nerezova miska, bilé
houbitky, silné filtratni papiry, nitrocelulozova membrana, skied tyinka, blotovaci
zaizeni, potravinova folie, kancétka folie, kazeta pro vyvijeni filip RTG filmy,
fotopinzeta, pinzeta, tZky, zamrazovaci ampule, odmé baiky, odnerny vélec,
magnetické michadlo, &a, lahve pro uchovavéani roztok

4.1.4 Chemikalie

B-naftoflavon (Sigma-Aldrich PrahaCR), dikumarol (Sigma-Aldrich Praha,
CR), dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich Prah&R), ethanol 95% (Merck spol.s.r.o.,
CR), ethoxyresorufin (Merck spol.s.r.aCR), fetalni kaiské sérum (Sigma-Aldrich
Praha, CR), fetalni teleci sérum  (Sigma-Aldrich  Praha, CR),
chemiluminiscetni/fluroscerini substrat pro alkalickou fosfatazu (Vector Laborias,
CA, USA), methoxyresorufin (Merck spol.s.r.€R), methycholanthren (FIUK&R),
mySi monoklondlni Anti CYP 1A1/1A2 protilatka (NowuwBiologicals, CO, USA),
N,N,N",N’"-tetramethylethylendiamin (Merck spol.e.r. CR), penicilin/streptomycin
(Lonza, Svycarsko), polyklonalni kozi protilatkeoprmysi IgG1 (Novus Biologicals,
CO, USA), quercetin (Sigma-Aldrich Pral@R), RPMI 1640 médium (Sigma-Aldrich
Praha,CR), rutin (Sigma-Aldrich PrahaR), sodium pyruvat (Sigma-Aldrich Praha,
CR), sterilni roztok neutralnterverg 3,3 mg/ml v DPBS + MgGl+ CaC} (Sigma-
Aldrich Praha,CR), tablety na fosfatovy pufr se solemi (PBS) (Saghidrich Praha,
CR), tris(hydroxymethyl) — aminomethan (Penta a@R), trypsin-EDTA (Sigma-
Aldrich PrahaCR)
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4.2 METODIKA

4.2.1 Kultivace bunéénych linii

4.2.1.1 Priprava fosfatového pufru se solemi (PBS), roztokurfpsin-EDTA a
média pro kulturu HCT-8

Tableta pro fipravu PBS byla rozpuSta v 200 ml redestilované vody. Takto
byl ziskan 0,01 M fosfatovy pufr s 0,0027 M KCI 487 M NaCl o pH 7,4.

Zakoupeny roztok Trypsin-EDTA byl rozpipetovan p0@ inl do sterilnich
naddobek a do kazdé &hto nddobek bylofjlano 90 ml PBS. Vysledné roztoky byly
roz&kleny po 10 ml do sterilnich 15 ml nadobek a uchéwdvgi - 18°C. Takto byl
ziskan roztok Trypsin-EDTA (0,25 %).

Bunky byly kultivovany v médiu RPMI-1640 , obsahujici glutamin. Médium
bylo obohaceno o 5 % inaktivovaného fetalniho bolin séra, 5 % inaktivovaného

konského séra, 1 % pyruvatu sodného a 0,5 % penitstimptomycinu.

4.2.1.2 Rozmrazeni burééné linie dlouhodol® uchovavané v tekutém dusiku

Do pipravené kultivani lahve 25 crh bylo steril napipetovano 8 ml
kultivacniho média, fedeltatého na 37°C. Médium bylo opako¥amabirano pipetou
z kultivaeni lahve a fidavano do zamrazovaci zkumavky sikami. Zde dochazelo
k rychlému tani horni vrstvy begk a ndedni buré¢né suspenze. Vyt¥ena suspenze
byla rychle odsavana agmnasSena do kulti¢ai lahve. Rozmrazeni jéetba provest co
nejrychleji, aby se i@deslo toxickému vlivu dimethylsulfoxidu (DMSO),eky tvai
10 % roztok ve zmrazené zkumavce. Bina suspenze byla v kultigai lahvi mirnym
prottepanim zhomogenizovana a uréist do CQ inkubatoru.

Po adherenci bwk (min. za 6 hodin, resp. druhy den) byléngno médium a

poté nasledovala rutinni kultivace, jiz za pouzg&icnt kultivasnich lahvi.
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4.2.1.3 Kultivace bunéénych linii

Kultiva¢ni lahev byla uzaena a vyjmuta z COnkubatoru. Bylo slito médium
a sterilr® napipetovano 13 ml nového média. Pasazllnyla provadna podle #istu
burgk, pii dosazeni 90 % konfluence, obvykle jednou az diMat§rdré. Médium bylo
meénéno kazdy druhy den.

4.2.1.4 Pasazovani adherentnich bugk (HCT-8 linie)

Kultiva¢ni lahev byla uzaena a vyjmuta z COnkubatoru. Médium bylo slito
a buiky byly sterilrg dvakrat oplachnuty 7 ml PBS. PBS odstrani vagrilkiréénych
Spoji, coz je dlezité pro spravnou funkci trypsiniCim dikladrgji jsou buiky
oplachnuty PBS, tim kratSi je enzymatickésgbeni a tim 0g3nsjSi pasaz. Potani
1 ml roztoku Trypsin-EDTA (0,25 %) byla lahev utewa a mirnym kyvanim byl
roztok rozprogen po celém povrchu dna kultidrd lahve. Buky byly umistény do
CO; inkubétoru, aby mohl enzynxilkujici pri 37°C dolte pisobit. Doba inkubace
zavisi na dkladnosti oplachnuti a na konfluenci kkn Pribéh enzymatického
uvolovani adherentnich bék ze dna mze byt pozorovan v mikroskopu. Ve chvili,
kdy m¢la wétSina bugk kulovity tvar a vol@ putovaly po di, byla suspenze jednim
prudkym pohybem sg&gpana do spodrasti lahve. Timto se zahingje vzniku shluk a
udrZzuje jednobutna suspenze. V co nejkratsi ddiylo sterilré pridano 5 ml média,
tim se zastavilo enzymatickégobeni a opakovanym nabiranim a vypénist pipety o
dno byla suspenze homogenizovanatSina suspenze byla z lahve odebrana a pouzita
pro experimenty. 0,5 ml bylo vraceno do lahve ailste doplrtno médiem do 13 ml.
Lahev byla umisiha do inkubatoru a byl povolen uzéav

4.2.1.5 Zmrazeni bunééné linie pro dlouhodobé uchovani v tekutém dusiku

Pasazi byly ziskany By ve forne suspenze. Byly faciny tak, aby v 1,2 ml
média byl poet burgk odpovidajici fiblizng 80 — 90 % konfluenci na plo$e 25 Tm
tj. priblizné 3 - 5 miliéom burek v 1 ml. Buréna suspenze byla napipetovana do
zamrazovacich zkumavek o objemu 1,5 ml po 1,2 mlk&¥dé zkumavky byloff@lano

150 pl sterilniho fetalniho bovinniho séra. Nakomgto pridano 150 pl sterilniho
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DMSO, zkumavky uzaeny a rkolikrat promichany, aby bylo dosaZzeno rovrioné
koncentrace 10 % toxicky apobiciho DMSO. Zkumavky byly umésty do
zmrazovaciho kontejneru, ktery byl nafinisopropanolem, a co nejrychleji byly
umisgny do mraziciho boxu. Kontejner napiry isopropanolem zajiije gradientove
chlazeni - 1°C/min.

Druhy den byly zamraZzené biimé suspenze ve zkumavkackemeseny do

kontejneru s tekutym dusikem pro dlouhodobé uchiovan

4.2.2 Test cytotoxicity — barveni neutralni¢erveni (Neutral Red uptake
test)

Princip testu cytotoxicity je zaloZzen na schopnastiavych budk udrzovat ve
svych lysozomech pH niz8i nez ma okolni cytoplazBavivo neutralnicervei je pxi
fyziologickém pH bez naboje a prostupuje do lysozo#de v3ak ziskava naboj a jiz
nemize prostupovat zp. Builky se jevi jako syt cervené. B poskozeni biikky vSak
dochazi i k poruSeni pH gradientového rozdilu nanbréré lysozomu, protoze jeho
udrZeni je pro biku energeticky nakmé. Barvivo nize prostupovat jak dovijttak i

ven a buiky se jevi jako sitle zbarvené.

4.2.2.1 Priprava roztoku testovanych latek, neutralni¢erveng, fixaéniho a
lyzaéniho roztoku

Testované roztoky byly ipraveny zroztok zasobnich, jejich fadnim
v médiu podle tabulky 1.®né koncentrace R byly nanaSeny na jednu destQ na
druhou, kazdy roztok v 6 paralelnich jamkach. Obmpravovaného roztoku R nebo
Q v médiu byl 700 pl. #pravované roztoky byly dvakrat koncentro¥gh nez je
vysledna expozni koncentrace, protoze bylyigavany v mnozstvi 100 ul do jamek
s buikami, kde jiz 100 pl média bylo.
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Tab. 1: Priprava roztok testovanych latek

Koncentrace
zasobnich roztak Q
nebo R

DMSO

5mM

10 mM

10 mM

50 mM

0,1M

0,1M

02M

02M

Objem gidaného zas
roztoku Q nebo R d
média

b 1,4 pl

1,4 ul

1,4 pul

2,8 ul

1,4 ul

1,4 ul

28

1)

3,5 ul

Koncentrace Q neb
R v médiu

O

0 uMm

10 uM

20 puM

40 uM

0,1 mM

0,2 mM

0,4 mM

0,6 mM

1 mM

Expozini
koncentrace Q neb
R

O 0 uM

5uM

10 pM

20 UM

50 uM

0,1 mMm

0,2 mM

0,3 mM

@ mM

Kontrola byla na destce nanesena ve dvou sloupcich, tj. 12 paralelrdohkgr.

Neutralni éerven

Zakoupeny roztok neutralndervert o koncentraci 3,3 mg/ml byl redin

médiem na vyslednou koncentraci 40 pg/ml.

Fixaéni roztok

19/100 ml CaGlv 0,5 % formaldehydu

Lyzaéni roztok

1 % CHCOOH v 50 % etanolu

4.2.2.2 Nasazeni bugéné suspenze na mikrotitr&ni desticky

Kultiva¢ni lahve s konfluenci cca 80 - 90 % byly vyjmut€@, inkubatoru a
béZnym zpisobem zpasazovany. Sterilni pipetou bylo odebra@® Ml burcné
suspenze do 0,5 ml mikrozkumavkyiidgano 100 pl trypanové méda nechano
inkubovat 3 min fi pokojové teplat. Byla gripravena Birkerova kotinka a do kazdé
poloviny komurky byla pipetovana kapka suspenze ze samostatoébéru. Pod

mikroskopem bylo p&tdno mnozstvi buik lezici unit desetictverail. Paitaly se
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buiky lezici uvnit a dotykajici se horniho a levého rozhrani jedmpth étverai.
Bunky dotykajici se dolniho a levého rozhranéipény nebyly — viz obrazek 7.
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Obr. 7: Ctverec Biirkerovy korirky o délce strany 1 mm. Bitaji se biiky leZici
uvnité, dotykajici se horniho a levého rozhrani jedngdiv étverar (O). Buiky

dotykajici se dolniho a levého rozhrani se &épp (D).

MnoZstvi bugk v na‘edné suspenzi bylo vygitano podle vzorce:
c = x*10*
(c — paet burgk vsuspenzi, x — [@mérny paet burgk v jednom ctverci,
10° — piepaset na jeden ml)

Bunécnd suspenze byla nasazovana o h&s26t 000 busk/100 pl. Do jedné
jamky bylo pipetovano 100 pl suspenze. Do posthajamek bylo pipetovano 100 pl
PBS, ktery pomaha udrZzovat dostateu vihkost, aby nedochéazelo k vysychani jamek
v pribéhu kultivace. Biiky byly vloZzeny do C@ inkubatoru a nechany 24 hodin
inkubovat.

4.2.2.3 Postup prace

Po 24 pop 48 hodinové inkubaci by &y bunky dosahnout 20 — 30 %
konfluence a na mikroskopu se jevi jako protahlgednojaderné. Byly ifipraveny
roztoky testovanych latek v médiu a do kazdé jamklguikami pidavano 100 pl.
Kazdy roztok byl pidavan do 6 jamek pod sebou, tedy 6 paralelnicinkizdNesmi byt

zapomenuto na kontrolu, jiz je v tomttipadt samotny DMSO, ve kterém jsou R a Q
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rozpusény. Nasledovala 48 hodinova inkubace v inkubatqa,niz by ndly bunky
dosahnout 100 % konfluence.

Opatrre bylo odsato vSechno médium, aniz byl poSkrabanrgmowurtk a
piidano 200 ul roztoku neutraltérveré v médiu o koncentraci 40 pg/ml. Bky byly
nechany 3 hodiny inkubovat v inkubatoru.

Médium bylo odséato a lslky fixovany 15 min na destkach gidavkem 100 pl
fixatniho roztoku p pokojové teplat. V této fazi jiz roztoky nemusime odsavat
pipetou, ale std obsah opatmhvyklepnout nad umyvadlem. Bky byly oplachnuty
50 ul nesterilniho PBS fiplano 200 pl lyzéniho roztoku a 30 minépany narepace
mikrotitra¢nich destiek.

Destiéky byly vyhodnocovany na multifugkim snimai mikrotitracnich
destéek Tekan Infinite M200 programem Megellan. Vyslethoéinoty absorbance byly
vztaZzeny k hodnotdm kontroly, kdy kontrola mé Zznast 100 %.

4.2.3 Méreni aktivity CYP 1A metodou EROD/MROD

Pro CYP 1Al je charakteristicka ethoxyresorufin-€ethylasova aktivita.
CYP1A Kkatalyzuje deetylaci ethoxyresorufinu (ER) zeniku fluoreskujiciho
resorufinu, jehoz fluorescence sém

Obdobrg CYP 1A2 svoji methoxyresorufin-O-demethylasovouivatou Sgpi

methoxyresorufin (MR) za vzniku resorufinu.

4.2.3.1 Méreni vlivu R a Q na aktivitu CYP 1A

Na mikrotitrani destéky s kulatym dnem byla nasazena &tma suspenze
podle navodu popsaného v kapitole 4.2.2.2. Za Znhbyly gipravovany testované
roztoky. Kazda latka byla nasazena na samostatestitkdi, jednotlivé koncentrace do
celychtadka, tj. 10 paralelnich vzotk Testované roztoky bylyfipraveny z roztok
z&sobnich jejich radnim v médiu podle tabulky 2. Roztoky bylyfigraveny
v mnozstvi 1200 ul, dvakrat koncentro¥gsn nez byla vysledna exp@ni koncentrace,
protoZze byly pidavany v mnozstvi 100 pul do jamek sikami, kde jiz 100 ul média

bylo.
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Tab. 2: Priprava roztok testovanych latek

Koncentrace

zasobnich roztak DMSO 1mM 5 mM 10 mM 50 mM

Objem gidaného
zas. roztoku Q@ 2,4yl 2,4 ul 2,4 ul 2,4 ul 2,4 ul
nebo R

Koncentrace Q

nebo R v médiu 0uM 2 uM 10 uM 20 pM 100 pMm

Expoziéni

koncentrace 0 uM 1uM 5uM 10 uM 50 uM

Bunky byly nechany 48 hodin inkubovat v @Qnkubatoru. Po skani
inkubace bylo odsato médium, ity oplachnuty 50 pl fedeltatého PBS a poté
prfidavano inkub&ni médium. Do kazdé jamky bylo pipetovdno 100 [Mulveiniho
média obsahujiciho ER nebo MR. N#&ppavu 1 ml inkub&niho média bylo pouZzito
5 ul roztoku ER/MR v DMSO (1 mM), 6 ul roztoku Diomarolu v DMSO (10 mM) a
doplréno 0,1 M fosfatovym pufrem, pH 7,4.

Bunky byly nechany 60 min inkubovat v Gdkubatoru. Nasledhbylo pridano
do v3ech jamek 20 pl 0,1 M NaOH a dd&sti nechany 60 mini¢pat na fepace
mikrotitracnich destiek pi laboratorni teplat

Vyhodnocovani destek se provatlo na [istroji Tekan Infinite M200
programem Megellan metodou Resorufin, kdy jFana spodni fluorescence. Vysledna
intenzita fluorescence vzatkbyla gepaitena na pimérnou intenzitu fluorescence

kontroly.

4.2.3.2 Méreni vlivu R a Q na indukci CYP 1Ap-naftoflavonem a
metylcholantrenem

B-naftoflavon (-NF) a metylcholantren (MCH) jsou vyznamné induigtor
CYP1A. V tomto experimentu bylo zfi8vano, zda Q nebo R ovlivni indukci CYP1A
B-NF nebo MCH.

Nejdrive byla na mikrotitréni destéky nasazena bwtina suspenze podle
navodu v kapitole 4.2.2.1. Za 24 hodin bylyppaveny testované roztoky. Kazda latka
byla nasazena na samostatnou dkstijednotlivé koncentrace do celyéadki, tj. 10

paralelnich vzork Testované roztoky bylytpraveny z roztok zasobnich v mnozstvi
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1200 pl jejich neednim v médiu s 5 uM3-NF nebo MCH. Bylo postupovano podle
obrazku 8.

6 ml média+ 6 pl 10 mN3-NF (MCH)
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Obr. 8: Redni testovanych roztdkna mikrotitr&ni desteky.
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Poslednim roztokem byl roztok 2,4 ul DMSO v 1,2 média. Ten byl na
desttce nanesen v prvnitadku jako kontrola.

Roztoky byly gipraveny dvakrat koncentrovggi nez je vysledna expdni
koncentrace, protoze bylyigavany v mnozstvi 100 ul do jamek sikami, kde jiz
100 pl média bylo. Biky nechany 48 hodin inkubovat v G@rmostatu. Poktavalo
se podle navodu v kapitole 4.2.3.1. Vysledna intanfluorescence vzotk byla
piepaitena na pimérnou intenzitu fluorescence jamek, kde byl samdingM B-NF
nebo MCH.

4.2.3.3 Méreni vlivu Q a R na EROD/MROD aktivitu CYP 1A indukovanéhop-
NF nebo MCH

Na mikrotitrani destéky byla nasazena b&tna suspenze podle navodu v
kapitole 4.2.2.1. Za 24 hodin byfipraven roztok 10 uM3-NF nebo MCH v médiu,
roztok byl tedy dvakrat koncentrovgsi nez byla vysledna expdnii koncentrace,
protoZe byl pidavan do jamky v mnozstvi 100 ul, kde jiz 100 p¢dha bylo. Tento
roztok byl v mnozstvi 100 pl nanesen do vSech janeeknikrotitr&ni destéce, krong
prvnihotadku, kam byl nanesen roztok 0,05 % DMSO v médierykbyl na desce pro
kontrolu. Nasledovala 48 hodinova inkubace v inkaha
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Bylo odsato médium, hiky oplachnuty 50 pl ifedeltatého PBS a poté
piidavano inkub&ni médium. Do kazdé jamky pipetovano 100 pl inkuidao média
obsahujici ER nebo MR. Testované roztoky R a Q pkiyany spolén¢ s inkub&nimi
roztoky - ER i MR. Na fipravu 1 ml inkubéniho média bylo pouZzito 5 ul roztoku
ER/MR v DMSO (1 mM), 6 pl roztoku Dicoumarolu v DN@S(10 mM), 1 pl roztoku
1 mM/ 5 mM/ 10 mM/ 50 mM R Q a doplgno 0,1 M fosfatovym pufrem, pH 7,4.

Bunky nechany 60 min inkubovat v G@nkubatoru. Naslednbylo pfidano do
vSech jamek 20 ul 0,1 M NaOH a déksi nechany 60 mini¢pat na iepace
mikrotitratnich destiek pi laboratorni teplat.

Vyhodnocovani destek se provago na istroji Tekan Infinite M200
programem Megellan metodou Resorufin, kdy g#ana spodni fluorescence. Vysledna
intenzita fluorescence vzatkbyla grepaitena na pimérnou intenzitu fluorescence
jamek, kde byl samotny 5 uBNF nebo MCH.

4.2.4 Western blotting

4.2.4.1 Priprava roztoka pro Western blotting

4 M HCI

Do 150 ml redestilované vody bylgilto 88 ml koncentrované HCI a roztok byl

doplrén destilovanou vodou do 250 ml. Uchovéano v lédei

Piiprava Ripa pufru s inhibitory

Priprava probhla podle schématu v tabulce 3.
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Tab. 3: Priprava Ripa pufru s inhibitory

Igepal CA-630 2 ml
Deoxycholat sodny 1g
> Ripa pufr
SDS 0,29
Fosfatovy pufr 0,1 M, pH 7,4 200 ml
10 mg/ml PMSF v isopropanolul0 pl/ml Ripa] )
Aprotinin (5-10 TIU/ml) 10 pl/ml Ripg Inhibitory
100 mM Orthovanadat sodny 10 pl/ml Rip

Z&sobni roztok AA+bis AA

Bylo navazeno 30 g AA a 0,8 g bis AA. Latky bylyzpuStny v malém
mnozstvi destilované vody a dophy destilovanou vodou do 100 ml. Uchovavano
v lednice.

1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8

Bylo navazeno 18,5 g Trisu,figano 75 ml redestilované vody. pH bylo
upraveno pomoci 4 M HCI na pH metru. Redestilovamodou bylo dopléno do
100 ml. Uchovavano v ledtte.

0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8

Bylo navazeno 6,0 g Trisufigano 75 ml redestilované vody. pH bylo upraveno
pomoci 4 M HCI na pH metru. Redestilovanou vodouo byoplrgtno do 100 ml.
Uchovavano v leddce.

10 % SDS

Bylo navazeno 10 g SDS a rozpimgi v 80 ml redestilované vody. Destilovanou

vodou bylo doplano do 100 ml. Uchovavandipaboratorni teplat.

36



Koncentrovany elektrodovy pufr

Bylo navazeno 72 g glycinu, 15 g Trisu, 5 g SDSe ¥$lo rozpugino v 900 ml
redestilované vody. pH bylo upraveno na 8,3 pombdil HCI na pH metru. Bylo
doplréno destilovanou vodou v odiimé baice do 1000 ml a rozlito po 100 ml do

plastikovych nadobek a dano zamrazit.

10 % APS

Pripraveno was poteby. 10 mg persiranu amonného bylo rozngtve 100 pl
redestilované vody.
0,5 % BFB

Bylo navazeno 50 mg BFB &igano 10 ml redestilované vody. Uchovavatio p

laboratorni teplat

Zasobni vzorkovy pufr

1,3 ml redestilované vody bylo smichano s 1,0 iINd, Tris-HCI pufru pH 6,8;
2,0 ml glycerolu; 3,0 ml 10 % SDS a 0,6 ml 0,5 ¥BBBHchovavano v ledice.

Vzorkovy pufr

Pripraveno Was poteby. K potebnému mnozZstvi zasobniho vzorkového pufru
piidano 2-merkaptoetanol (50 pl/1 ml).
Blotovaci pufr

Bylo navazeno 6,06 g Trisu; 28,8 g glycinu a rozgns ve vod. Bylo pridano
400 ml methanolu a bylo do@no v odnérné baice destilovanou vodou do 2000 ml.

Uchovavano v ledice.
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0,1 M Tris pufr, pH 8,0

Bylo navazeno 12,11 g Trisu, rozptrsd v 800 ml redestilované vody. pH bylo
upraveno na 8,0 pomoci 4 M HCI na pH metru. Reldesthou vodou bylo doptmo

do 1000 ml. Uchovavano v ledae.

TBST

Bylo navazeno 8,77 g NaCl, rozp&sd v 300 ml redestilované vody. Byly
piidany 3 ml Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M Tris pufru pj.&Redestilovanou vodou bylo
doplrtno 1000 ml. Uchovéavano v ledake.

TBS

Bylo navazeno 2,19 g NaCl, rozp&rsd ve 100 ml redestilované vody. Bylo
piidano 25 ml 0,1 M Tris pufru pH 8,0; a dopho redestilovanou vodou do 250 ml.
Uchovavano v leddce.

AP pufr

Bylo navazeno 6,06 g Trisu a 508 mg Mg®6IH,0. Bylo rozpu&tno ve 300 ml
redestilované vody. Pomoci 4 M HCI bylo pH upraver® 9,5 na pH metru. Bylo

doplréno redestilovanou vodou v o@mé baice do 500 ml. Uchovavano v ledoeé.

4.2.4.2 Zpracovani proteinu pro Western blotting

Bunééna suspenze byla femkna podle navodu popsaného v kapitole 4.2.2.1 na
hustotu 300 000 bk na ml. Suspenze byla stetilpipetovana po 4 ml na Petriho
misky s ptimérem 6 cm. Nechana 24 hodin kultivovat v inkubatdduuhy den byly

piipraveny roztoky testovanych latek ze zasobnictokiizpodle obrazku 9 — 11.
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62 ml média
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Obr. 9: Priprava testovanych roztoka Petriho misky — roztok 5 uMNF

Roztok s MCH byl gipravovan analogicky k roztokufsNF, ale na rozdil od
n¢j byl pridavan zasobni roztok 10 mM MCH.
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Obr. 10: Priprava testovanych roztéka Petriho misky - roztok 5 uM MCH
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Roztoky samotnych testovanych latek pouze v médiu.
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Obr. 11: Priprava testovanych roztélka Petriho misky — samotné latky

Poslednim roztokem byl roztok kontroly, obsahufl& ml média a 12 pl
DMSO.

Kazdy roztok byl pipetovan po 4 ml na Begdem odséaté Petriho misky, aby bylo
ziskano patbné mnozstvi proteinu. Nasledovala 48 hodinovaubake v CQ
inkubatoru.

Bylo odsato Zivné médium a pipetovano 0,5 ml vyzéieého fosfatoveho pufru
0,1 M, pH 7,4 na kazdou misku. Pomoci sterilnichaB&k byly seSkrabany tky
k jednomu okraji a suspenzéepesena do 1,5 ml mikrozkumavky uraing v ledové
lazni. Jedna Petriho miska byla seSkrabana do jedikéozkumavky. Biky byly
staieny za chlazeniip40 g 5 min na centrifuze a pipetou byl odstraisupernatant.
Peleta byla resuspendovana ve 40 ul pufru Rip&ibitory — tabulka 3, na vortexu
promichano a inkubovano 30 min v ledové lazni.

Po skowkeni inkubace hiky stateny za chlazeni ip 10300 g 5 min a
supernatant ze 3 paralelnich vabdpatré odsan a fenesen do jedné spoie 1,5 ml
mikrozkumavky umisiné v ledové lazni. Z kazdého vzorku odebrano daudwalych
mikrozkumavek 10ul pro stanoveni bilkoviny ve vzorku. VSechny mikkamavky

zamrazeny.
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4.2.4.3 Stanoveni bilkoviny pomoci bicinchonové kyseliny (BA)

Proteiny ve vzorku reaguji s €we soli siranu za vzniku &y ktery tvdi pri
pH 10 s BCA stabilni modrofialovy komplex. Interaizbarveni je fimo uneérna
mnoZstvi bilkoviny a je &fitelna na pistroji pro néfeni absorbanceigh62 nm.

Oba odebrané vzorky po skami ziskani proteinu byly rozmrazeny a jeden
narecén vodou desetkréat, druhy dvacetkrat. Ka¥el#ni bylo naneseno na samostatnou
mikrotitracni destéku s kulatym dnem. Jednotlivé vzorky byly pipetoygo 10 ul ve
¢tyrech paralelnich vzorcich na prawiast mikrotitr&ni desttky.

Jako standard pro vytieni kalibr&ni kiivky slouZzil 1 % roztok albuminu, ktery
byl nareckn na 0 pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml, 600 pg/ml, g@dml a 1000 pg/ml. Pro
ovéteni byla provedena dviedni. Roztoky albuminu byly pipetovany po 10 ul na
levoucast kazde desky ve étyrech paralelnich vzorcich.

Do vSech jamek bylo pipetovano 200 pl roztoku, kteenikl smichanim
NaHCG;, NaCOs kyseliny bicinchonovév 0,1 M NaOH s4 % CuSE6 H,0
v poneru 50:1. Nasledovala 30 minutova inkubace v inkohat

Desticky byly vyhodnocovany snindam mikrotitr&nich destiek Tekan Infinite
M200 programem Megellanfipvinové délce 562 nm, kdy je dfena absorbance.
Z hodnot roztolk albuminu byla vytvéena kalibrani kiivka a z té od&tany vysledné

koncentrace proteinu v jednotlivych vzorcich.

4.2.4.4 Elektroforéza proteini na polyakrylamidovém gelu

Princip metody je zaloZzen na separaci prdtgiouze diky své molekulové
hmotnosti, protoZe diky reakci s SDS ztraci nabaolekuly proteinu na vyznamu.

Priprava polyakrylamidového gelu

24 hodin ped samotnym provedenim elektroforézy bylyippaveny
polyakrylamidové gely. Prace byla provedena v ridiak. 75 mm spacerova skla, skla
i hieben byly omyty jarem, vodou, destilovanou vodolihametanolem a nechany
oschnout. Sucha skla se na sefsedt prilozila, spojila sponami, postavila na gumovou
podloZzku do stojanku afiflacila vrchnim kolikem. V malé kadince byl namichan

roztok na rozélovaci gel — tabulka 4.
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Tab. 4: Priprava roztoku na roztbvaci gel — rozpis na jeden gel

Redestilovana voda 16m

Pufr 1,5 M Tris— HCIpH 8,8 1,25 ml

10% SDS 0,05m
AA+bis AA 2,1ml
Roztok APS 29 pl
TEMED 2 ul

Roztok byl promichan a ihned pipetou nalivan mkla ghruba do vysky 4,5 cm
od spodniho okraje. Horni hladina bylgewrstvena cca 200 ul isoutanolu nasycenym
vodou a nechana 45 min polymerovat.

Isobutanol byl odlit, gel proplachnut destilovaneodou, prostor opatén
vysusen filtrénim papirem. V malé kadince byl namichan roztokzaastovaci gel —
tabulka 5.

Tab. 5: Priprava roztolt na zaosbvaci gel — rozpis na jeden gel

Redestilovana voda 1,563 ml
Pufr 1,5 M Tris-HCI pH 6,8 0,625 ml
10% SDS 0,025 ml
AA+bis AA 0,25 ml
Roztok APS 15 pl
TEMED 2 pl

Roztok byl lehce promichan a pipetou nalit mezagkh rozdlovaci gel az po
horni okraj skel. keben byl zasunut do roddvaciho gelu az po drazky tak, aby

nezistaly postranni zubyrebenu venku. Nechanags noc polymerovat v lednici.

Elektroforéza

Vzorky proteinu byly ngedény destilovanou vodou na koncentraci 10 pg/ul,
smichany se vzorkovym pufrem 1:1 v mikrozkumavk&cpropichnutym wkem a

povaeny 3 minuty narepace mikrotitr&nich destiek.

42



Gely byly vyndany z lediky, opatré vytdhnuty kiebeny a proplachnuty jamky
destilovanou vodou. Skla vioZeny sij§imi skly ven do vnini ¢asti stojanku na
elektroforézu. Ten byl zasunut do &&i casti stojanku a sklafpahnuty sponami.
Stojanek byl vloZzen do vany. Do horniho elektrodav@rostoru byl nalit pufr — 70 ml
elektrodového pufru smichame s 280 ml redestilowanty, a co zbylo, bylo nalito do
spodniho elektrodového prostoru. Na okraj skelrnagazen nanasSeci blok a do kazdé
jamky naneseno 10 ul vzorku. NanaSeci blok byl eynd/ana ponena do ledové
lazre, priklopena vikem a ifpojena ke zdroji. Na zdroji bylo nastaveno konstan
nagti 100 V, které bylo na zatku rozaélovaciho gelu zvySeno na 200 V.
Elektroforéza byla zastavena v okamziku, kdio dotghlo az ke spodnimu okraji gelu.

Imunoblotting

Skla s gelem byla vyndana a poewa do blotovaciho pufru nalitého v nerezové
misce. Pomoci klinu byla skla rozewa, zaosovaci gel byl o#iznut a odstram.
Separani gel byl uvolgn od spaceér a v misé naneseni prvniho vzorku #znut roh.
Gel byl ponechan v pufruékolik minut.

Mezitim byl sloZzen blotovaci sendviVSechny sotasti byly nejdive pondgeny
do blotovaciho pufru. N&ernoucast blotovaciho Z&eni byla poloZzena bila hodka a
na ni jeden silny filtréni papir. Gel byl vyndan z pufru a rozptest na filtr&ni papir.
Opatrré byla nastizena ve velikosti gelu nitroceluldzova membrandstiven levy
horni roh a membrana byla poloZzena na gel. Drulyyfitirac¢ni papir byl poloZzen na
membranu a povalenim skigré tyinky po povrchu byly odstrany vzduchové
bublinky. Navrch byla polozena bild hotka, sendw byl uzawen a vlozen do
blotovaci vany. Ta byla dolita az po vrch blotovagufrem a po stranbylo vloZzeno
leditko s ledem.

Blotovaci vana byla vloZena do ledové I&zpripojena ke zdroji a na zdroji bylo
nastaveno konstantni ngp100 V. Blotting probihal 90 min.

Po skowreni blottingu byl oteken blotovaci send¥ia membrana bylaipnesena
pomoci pinzety do Petriho misky s25 ml 8 % mlekaBST ( 2g odtanéného
suseného mléka / 25 ml TBST). Miska byla uloZeifes moc do lednice.
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Promyvani membran

VSechny roztoky, jez oplachovaly membranu, musely pokojovou teplotu.
Jedna membrana byla oplachovana vzdy v 25 ml raztektriho miska byla umista
na kyvaku, rychlost kyvu byla nastavena na stupe

Membrana byla oplachnuta dvakrat 5 minut TBST. ddeVala dvouhodinova
inkubace s primarni protilatkou. Jednalo se o nmy8hoklonalni Anti CYP 1A1/1A2
protilatku. Dopordenéiedini pro Western blot od vyrobce bylo 1:500. Prdt@débyla
pipetovana do 25 ml TBST se 125 mg @dtiného suSeného mléka. Po inkubaci byla
odsata a zamrazena pro dalSi pouziti.

Membrana byla Sestkrat oplachnuté minut v TBST. Nasledovala hodinovéa
inkubace se sekundarni protilatkou. Jednalo sdyklpoaalni kozi protilatku proti mysi
IgG1. Tato protilatka byla konjugovana s alkalickkosfatazou. Dopokenéiedni od
vyrobce pro Western blot bylo 1:100 az 1:1000. £wol bylofedni stejné jako u
primarni protilatky a to 1:500. Protilatka byla etpvana do 25 ml TBST se 125 mg
odtwnéného suseného mléka. Po inkubaci byla odsata a&ndodo lednice pro dalSi
pouZziti.

Nasledovalo Sestépiminutovych oplach TBST, dw pétiminutova oplachnuti

TBS a nakonec dvpétiminutoveé inkubace s AP pufrem.

Chemiluminiscenéni detekce

Membrana byla fenesena do temné komory a nasledné prace byly
uskuté€novany i ochranném sitle. Membrana byla vyndana z AP pufru a na Petriho
misce potazené potravinovou foélii na ni bylo nampéno 1,5 mi
chemiluminiscetiniho/fluorescetniho substratu pro alkalickou fosfatazu. Nasledmval
pétiminutova inkubace, éhem které byly RTG filmy ugZzeny na format membrany.
Pinzetou byla membranargmesena do kanceétké folie a vloZzena do kazety pro
exponovani filni. Doba osvitu se pohybovala kolem 12 az 15 minuiin Foyl
fotopinzetou ponien do vyvojky fedni podle ndvodu na obale 1:25) a za neustalého
kyvani bylo sledovano vyvijeni. Jakmilecahfilm tmavnout, byl vytdhnut a oplachnut
v destilované vod Poté byl ponten na gkolik minut do ustalovée Fedni podle

navodu na lahvi 1:10), nasledovalo oplachnuti @le&thou vodou a suseni.
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Filmy byly vyhodnocovany na ifstroji Gel Doc programem Quantity
One — 4.6.1. Intenzita fluorescence byleegmitdvana na hodnotu fluorescence

kontroly.
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5 VYSLEDKY

5.1 TESTOVANI CYTOTOXICITY R, Q

K testovani cytotoxicity bylo vyuZito barveni ndltri cerveni (neutral Red
uptake test). Test byl proveden podle navodu pasary kapitole 4.2.2. s kazdou
latkou tikrat. Kontrola obsahovala 0,05 % DMSO, protoZzeaesné latky (Q,R) byly
v DMSO rozpu&tny. V predkEZném experimentu bylo zji8to, Ze DMSO neni pro
bunky HCT-8 v koncentraci 0,05 % toxicky. Kontrolal@dynanesena na deste ve
dvou sloupcich, krajnim a préstinim. Kazda testovana koncentrace Q nebo R byla
nanesena do jednoho celého sloupce tj. v Sestiepaich vzorcich. Vysledné hodnoty
absorbance vzotkbyly vztazeny k pimérné hodnat absorbanci kontrol. Vysledky
jsou uvedeny v tabulkach 6, 7 a na obrazcich 12, 13
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Tab. 6: Cytotoxicita R pro bu&nou linii HCT-8. Prvni i fadky redstavuiji vysledky
ze ¥i pokudi, posledniadek ptmérné hodnoty

K(DMSO) | Rutin Zivotnost (%)+ SD
c=0uM c=5uM c=10pM : c=20pM : c=50pM : c=100pMic=200uM c=300uM: c=500uM
100,0 100,8+3,4 98,1+1,5 89,3+2,3 88,7+2,8 90,4+78b,2+2,5  84,3+2,3 80,4+2,]
100,0 99,3+11,7 97,215 97,0£3,3 95,824 93,5+3%,2+1,1  92,0+1,7 91,5+1,(
100,0 99,7+4,7 97,646,060 97,9454 95,2+6,3 97,1+796,7+5,5 93,249,2 87,246,9
100,0 100,3+6,6 . 97,9+2,9 93,6£3,7 92,0+3,9 93,8+5%1,0+3,0 : 88,7+4,4 83,8131
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Obr. 12: Cytotoxicita R pro bu&nou linii HCT-8

Z vysledki vyplyva, Zze R neni pro b&énou linii HCT-8 giliS toxicky.
K mirnému Ubytku bu¥k doSlo az {i pouziti koncentrace 300 uM a vySSich, ato jen o
11 %.
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Tab. 7: Cytotoxicita Q pro bu&nou linii HCT-8. Prvni #i fadky tvadi vysledky ze iti
pokusi, posledniadek pamérné hodnoty

K(DMSO) || Quercetin Zivotnost (%) + SD
c=0uM c=5uM c=10uM ic=20pM  c=50pM :c=100pM c=200uM: c=300uM: c=500uM
100,0 101,9+2,7 98,343,8 94,4+3,4 81,3+4,0 65,7+2534,4+1,4 49,7+1,1 40,714
100,0 102,4+3,1 100,9+2,5 93,4463 78,0x1,3 679+261,1+34 51,0+1,5 50,3i1,513
100,0 100,0+¢5,7 100,1+7,1 952+41 78,259 690+7658+2,9 59,2+44 555+1,8
100,0 101,4+43,8 99,8444 94,346 79,2+3,7 67,2+4@D,4+2.6 53,3+2,3 48,8+1,4
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Obr. 13: Cytotoxicita Q pro bugnou linii HCT-8

Z vysledki vyplyva, ze Q je pro bunou linii HCT-8 ve vysSich koncentracich
toxicky. Signifikantni sniZzeni Zivotnosti bék (o 21 %) fisobil Q jiz @i koncentraci

50 uM.

48



5.2 TESTOVANI ZHASENiI FLUORESCENCE RESORUFINU R, Q

Test byl proveden pouze jednou podle navodu popsamnekapitole 4.2.4.
Testované latky (R,Q) byly naneseny do celych stoufj. Sesti paralelnich vzoik
Fluorescence vzotk byla vztazena na fmérnou fluorescenci roztoku samotného
resorufinu a vyjatena v %.

Vysledky testovani jsou uvedeny v tabulce 8, 9.

Tab. 8: Vliv Q a R na fluorescenci 0,5 uM resorufinu (2980

0,5 uM resorufin +
5uMR 50 uUM R 5uM Q 50 uM Q
Flourescence (%)94,4+1,5 88,2+2,2 94,0+£3,0 91,1+2,8

Tab. 9: Vliv Q a R na fluorescenci 0,05 uM resorufinu (26D

0,05 puM resorufin +
5uMR 50 uM R 5uM Q 50 uM Q
Fluorescence (%)95,545,5 90,7+2,1 90,7044,1 85,814,4

Z hodnot vyplyva, Zze Q a R mifzhaseji fluorescenci resorcinu.
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5.3 TESTOVANI VLIVU R a Q NA AKTIVITU EROD/MROD

Bunky byly 48 hodin exponovany Q nebo R. Po slemi expozice byla stena
aktivita EROD/MROD odpovidajici aktiéit CYP1A podle navodu popsaného
v kapitole 4.2.3.1. Kazdy test byl provedéirét. Kontrola, obsahujici 0,05 % DMSO,
byla nanesena na dest v prvnimiadku. Kazda koncentrace Q nebo R byla testovana
v celémiadku, tj. v dvanacti paralelnich vzorcich. Vyslednéenzita fluorescence
vzorki byla vztazena na pmérnou intenzitu fluorescence kontroly.

Vysledky testovani vlivu R na EROD a MROD aktivjgou uvedeny v tabulce
10, 11 a na obréazcich 14, 15.

Tab. 10: Vliv 48-hodinové expozice R na aktivitu EROD v ktiné linii HCT-8
Aktivita EROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experimempramér
K(DMSO) |100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 |100,0+0,0
1uM R 103,4+7,5 97,4+7,2 97,3%6,5 ]99,4+7,0
5uM R 97,0+5,7 99,9+6,7 92,0+4,4 96,315,6
10uM R 90,1+10,6 99,4+6,1 96,7+13,7 95,4+10,1
50uM R 97,3+4,4 105,3+58 94,0+5,0 98,915,1
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Obr. 14:Vliv 48-hodinové expozice R na aktivitu EROD v ané linii HCT-8
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Tab. 11: Vliv 48-hodinové expozice R na aktivitu MROD v t#gné linii HCT-8
Aktivita MROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experimeipramér
K(DMSO) (100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
1uM R 101,7+4,6 97,614,7 86,5+17,6 99,8+3,1
5uM R 96,6+1,7 96,4+4.,8 85,0+£11,9 93,1+8,0
10uM R 100,1+4,1 98,6+5,6 84,6+16,1 94,6+7,2
50uM R 103,3+4,2 106,5+5,9 86,9+19,7 98,1+8,9
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Obr. 15: Vliv 48-hodinové expozice R na aktivitu MROD v kigné linii HCT-8

Z vysledki vyplyva, Zze R fi 48-hodinové expozici neinhibuje aktivitu EROD i
MROD.
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Vysledky testovani vlivu Q na EROD a MROD aktivjaou uvedeny v tabulce
12, 13 a na obrazcich 16, 17.

Tab. 12: Vliv 48-hodinové expozice Q na aktivitu EROD v ktné linii HCT-8
Aktivita EROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experimempramér
K(DMSO) [(100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 (100,0+0,0
1uM Q 143,2+14,6 185,8+7,8 159,7£12,7 |162,9+11,7
5uM Q 127,944,0 72,615 77,3+7,1 92,614,2
10uM Q 91,5+2,6 73,325 80,945,8 81,9+3,7
50uM Q 88,0+3,0 72,8+0,7 83,613,7 81,5+2,5
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Obr. 16: Vliv 48-hodinové expozice Q na aktivitu EROD v iané linii HCT-8

52



Tab. 13: Vliv 48-hodinové expozice Q na aktivitu MROD v k&iné linii HCT-8
Aktivita MROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experimempramér
K(DMSO) |[100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
1uM Q 140,4+9,4 158,0+7,8 150,3+11,3 |149,6+9,5
5uM Q 113,7+6,0 78,8+3,7 80,3+6,4 90,945,3
10uM Q 89,0+2,4 81,1+4,0 78,1+7,4 82,7+4,6
50uM Q 89,4+29 79,3+3,8 79,3+6,4 82,7+4,4
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Obr. 17: Vliv Q na aktivitu MROD v bug¢né linii HCT-8

Z vysledki vyplyva, Zze 48-hodinova expozice Q v koncentrapiM signifikantré
zvySuje aktivitu EROD/MROD v hikach HCT-8. Ve vysSich koncentracich Q je viak
aktivita EROD/MROD inhibovana.

53



5.4 TESTOVANI VLIVU R a Q NA INDUKCI EROD/MROD -
NAFTOFLAVONEM

Aktivita EROD/MROD odpovidajici aktivit CYP1A byla nétena podle navodu
popsaného v kapitole 4.2.3.2. Kazdy test byl prewetikrat. Pozitivni kontrolou byly
bunky exponované samotnym 5 uM-NF. V ostatnich vzorcich byly kly
exponované saasre B-NF (5 uM) a R nebo Q wiznych koncentracich. Kazda
koncentrace Q nebo R byla testovana ve dvanactlghaich vzorcich. Vysledna
intenzita fluorescence vzarkbyla vztazena na fmérnou intenzitu fluorescence

pozitivni kontroly.
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Vysledky testovani vlivu R na indukci EROD a MR@ENF jsou uvedeny
v tabulce 14, 15 a na obrazcich 18, 19.

Tab. 14:Vliv R na indukci ERODB-NF v burgé¢né linii HCT-8

Aktivita EROD (%) + SD

1.experiment2.experiment 3.experimen} pramér
5uM B-NF 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 |100,0+0,0
5uM B-NF+1pM R |97,0+9,0 75,5+15,1 199,4+13,2 (90,6+12,4
5uM B-NF+5pM R 199,4+14,0 70,5+16,2 | 102,5+10,3 |90,8+13,5
5uM B-NF+10uM R |83,9+10,1 70,9+16,4 101,5+17,5 (85,4+14,7
5uM B-NF+50uM R | 68,6+5,5 71,6£15,2 83,1+10,8 |74,4+10,5
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Obr. 18: Vliv R na indukci ERODB-NF v burgcné linii HCT-8
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Tab. 15:Vliv R na indukci MROD-NF v burgé¢né linii HCT-8

Aktivita MROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experimeptuameér

5uM B-NF 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 |[100,0+0,0
5uM B-NF+1pM R |92,1+25,6  100,8+30,0 95,7+19,2 |96,2+24,9
5uM B-NF+5uM R |197,0£22,9  64,6£15,0 95,3+x17,1 |85,6+18,3
5uM B-NF+10uM R |89,9+18,1  65,1+16,8 | 100,8+20,7 |85,3+18,5
5uM B-NF+50uM R |72,9£10,2  88,1+27,0  95,4x22,8 |85,5+20,0

140

120
£ 100 4
[a]
8 80 <
=
8 60
2
£ 40
<

20

0 T T T T

0 10 20 30 40 50 60
Koncentrace R (uM)

Obr. 29: Vliv R na indukci MRODg-NF v burgééné linii HCT-8

Z vysledki vyplyva, Ze R miré snizuje indukci EROD/MROIB-NF.
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Vysledky testovani vlivu Q na EROD a MROD aktivjaou uvedeny v tabulce
16, 17 a na obrazcich 20, 21.

Tab. 16: Vliv Q na indukci EROD3-NF v burééné linii HCT-8
Aktivita EROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experimeptamér

5uM B-NF 100,0+0,0 100,0+0,0  100,0+0,0 |100,0+0,0

5uM B-NF+1pM Q |108,7+12,3 94,6+20,6 91,5+12,1 |98,3%£15,0

S5uM B-NF+5uM Q | 60,3+5,2 90,3+14,8 90,1+15,2 |80,3+11,7

SuM B-NF+10uM Q |18,6+1,3 18,5+1,6 27,1+5,1 |21,4+2,6

5uM B-NF+50uM Q [5,9+0,7 5,2+0,8 3,8+0,5 5,0+0,6
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Obr. 20: Vliv Q na indukci ERODB-NF v burg¢né linii HCT-8
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Tab. 17:Vliv Q na indukci MRODg-NF v burée¢né linii HCT-8

Aktivita MROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experiméptameér
5uM B-NF 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 | 100,0+0,0
5uM B-NF+1uM Q [94,5+36,4 104,3+23,3 . 101,2+7,1 [100,0+22,6
5uM B-NF+5uM Q | 44,2+6,1 85,3+12,1 73,5+19,6 |67,7+£12,6
5uM B-NF+10uM Q |20,3+1,1 23,9+2.8 10,743,9 |18,3+2,6
SuM B-NF+50puM Q | 15,9+0,6 6,6+0,8 4,1+0,5 8,9+0,7
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Obr.21: Vliv Q na indukci MRODB-NF v burgééné linii HCT-8

Z vysledki vyplyva, ze Q vyrazhsnizuje indukci EROD/MROIB-NF a to jiZ

v koncentraci 5 uM.
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5.5 TESTOVANI VLIVU Q a R NA EROD/MROD AKTIVITU CYP
1A INDUKOVANEHO B-NAFTOFLAVONEM

Aktivita EROD/MROD odpovidajici aktivit CYP1A byla nétena podle navodu
popsaného v kapitole 4.2.3.3. Kazdy test byl prewetikrat. Buiky byly 48 hodin
exponovany 5 uM3-NF. Q nebo R (viiznych koncentracich) byligan k buikam az
tésne pred skokenim expozice, tj. bezprdstre pied zahajenim gfeni aktivity
EROD/MROD. Kazda koncentrace Q nebo R byla testawandvanacti paralelnich
vzorcich. Vyslednd intenzita fluorescence vioblyla vztazena na pmérnou intenzitu

fluorescence 5 uN3-NF.
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Vysledky testovani vlivu R na EROD/MROD aktivitu €Y1A indukovaného
B-NF jsou uvedeny v tabulce 18, 19 a na obrazcicl222

Tab. 18: Vliv R na EROD aktivitu CYP 1A indukovanétieNF v buréené linii HCT-8
Aktivita EROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experimeiptamér
5uM B-NF 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 |100,0+0,0
5uM B-NF+1pM R 111,7#10,2 102,5+10,8 :103,8+12,6 |106,0+11,2
5uM B-NF+5puM R | 101,2+4,4 1 106,8+9,7 193,3+12,9 |100,4+9,0
5uM B-NF+10uM R |93,6+16,4 94,048,2 88,8+10,4 92,1+11,7
5uM B-NF+50uM R |62,3+7,1 93,9+9,9 74,7+6,8 77,0£7,9
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Obr. 22: Vliv R na EROD aktivitu CYP 1A indukovanélflaNF v buré¢né linii HCT-8
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Tab. 19: Vliv R na MROD aktivitu CYP 1A indukovanéhf-NF v burécné linii
HCT-8
Aktivita MROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experimempramér
5uM B-NF 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 |100,0+0,0
5uM B-NF+1pM R [89,246,4 84,4+6,8 83,6+13,9 [85,8+9,0
5uM B-NF+5uM R 97,9+16,7 73,3+3,1 74,9+8,4 [82,0+9,4
5uM B-NF+10uM R | 80,6+7,9 67,6+5,8 69,8+8,8 72,747,5
5uM B-NF+50uM R | 56,5+6,4 60,1+2,4 55,246,0 57,3+4,9
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Obr. 23: Vliv R na MROD aktivitu CYP 1A indukovanehf-NF v burécné linii
HCT-8

Z vysledki vyplyvd, Ze R inhibuje aktivitu CYP 1A indukovareé-NF.
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Vysledky testovani vlivu Q na EROD a MROD aktivilYP 1A indukovaného
B-NF jsou uvedeny v tabulce 20, 21 a na obrazcicl224

Tab. 20: Vliv Q na EROD aktivitu CYP 1A indukovanélsNF v burééné linii HCT-8
Aktivita EROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experimeipramér
5uM B-NF 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0£0,0 |100,0+0,0
5uM B-NF+1pM Q 71,248,2 61,1+9,8 58,3£17,0 |63,5+11,7
5uM B-NF+5uM Q 61,3+11,1 41,4+4,9 22,548,1 |41,7+8,0
5uM B-NF+10uM Q |37,4+4,0 31,4+5,2 12,4+4,2 |27,0%4,5
5uM B-NF+50uM Q |37,7+6,9 10,6%1,5 12,445,4 |20,2+4,6
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Obr. 24: Vliv Q na EROD aktivitu CYP 1A indukovanélfleNF v buré¢né linii HCT-8
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Tab. 21: Vliv Q na MROD aktivitu CYP 1A indukovanéhf-NF v burécné linii
HCT-8
Aktivita MROD (%) + SD

l.experiment 2.experiment 3.experimeipramér
5uM B-NF 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0 |100,0+0,0
5uM B-NF+1pM Q 27,5+4.7 38,0+8,0 39,6+29,9 (35,1+14,2
5uM B-NF+5uM Q 19,824 23,727 30,9+32,7 (24,8+£12,6
5uM B-NF+10uM Q |[15,7+2,3 20,6+2,6 28,2+31,6 |21,5+12,2
5uM B-NF+50uM Q |11,6+1,7 15,4+1,9 21,1+21,9 |16,048,5

120

100

80

60

40

N
1

Aktivita MROD (%)

-

0 10 20 30 40 50 60

Koncentrace Q (uM)

Obr. 25: Vliv Q na MROD aktivitu CYP 1A indukovanéhf-NF v burgécné linii
HCT-8

Z vysledka vyplyva, Ze Q inhibuje aktivitu3-NF indukovaného CYP 1A.

Vyrazna inhibice je patrna jiZipnejnizsi koncentraci 5 uM.
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5.6 TESTOVANI VLIVU R A Q NA INDUKCI EROD/MROD
METYLCHOLANTRENEM

Aktivita EROD/MROD odpovidajici aktivit CYP1A byla nétena podle navodu
popsaného v kapitole 4.2.3.2. Test byl provedenzeojednou. Pozitivni kontrola
obsahovala samotny 5 puM MCH. Ve vzorcich byl s MEHIM) sodasrE pridan Q
nebo R viiznych koncentracich. Kazda koncentrace Q nebo R lbgbtovana
ve dvanacti paralelnich vzorcich. Vysledna intenflilorescence vzoikbyla vztazena

na pameérnou intenzitu fluorescence pozitivni kontroly.
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Vysledky testovani vlivu R na EROD/MROD aktivitu ®€Y1A indukovaného
MCH jsou uvedeny v tabulce 22, 23 a na obrazcigt226

Tab. 22: Vliv R na EROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCHouns¢né linii HCT-8

Aktivita EROD (%) + SD

5uM MCH 100,0+0,0

5uM MCH+1pM R [99,8+9,0

5uM MCH+5uM R | 94,8+13,6

5uM MCH+10pM R | 90,5+15,2

5uM MCH+50uM R | 82,9£8,0
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Obr. 26: Vliv R na EROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH uifgéné linii HCT-8
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Tab. 23: Vliv R na MROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH buns¢né linii
HCT-8

Aktivita MROD (%) + SD

5uM MCH 100,0+0,0
5uM MCH+1pM R 100,1+£16,7
5uM MCH+5pM R | 96,8+33,9
5uM MCH+10uM R | 74,8+9,3
5uM MCH+50uM R [ 69,8+10,9
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Obr. 27: Vliv R na MROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH buns¢né linii
HCT-8

Z vysledki vyplyva, Ze R snizuje indukci EROD/MROD MCH.
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Vysledky testovani vlivu Q na EROD/MROD aktivitu €Y1A indukovaného
MCH jsou uvedeny v tabulce 24, 25 a na obrazcicl228

Tab. 24:Vliv Q na EROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH wuitg¢né linii HCT-8

Aktivita EROD (%) + SD

S5uM MCH 100,0+0,0

5uM MCH+1uM Q | 83,4£15,0

5uM MCH+5UM Q | 56,5%10,5

5UM MCH+10pM Q |32,8+5,6

5UM MCH+50pM Q | 10,7+1,8
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Obr. 28: Vliv Q na EROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH wut&¢né linii HCT-8
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Tab. 25: Vliv Q na MROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH whg¢né linii
HCT-8

Aktivita MROD (%) + SD

5uM MCH 100,0+0,0
5puM MCH+1pM Q [ 102,9+42.6
5uM MCH+5uM Q | 72,2+12,2
5uM MCH+10uM Q |59,0+9,6
5uM MCH+50uM Q |46,7+8,1
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Obr. 29: Vliv Q na MROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH whg¢né linii
HCT-8

Z vysledka vyplyva, ZeQ snizuje indukci CYP 1A MCH. Vyrazné sniZeni
indukované EROD aktivity je patrné jizipgejnizsi koncentraci Q 5 uM, u MRODGip
koncentraci Q 10 uM.
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5.7 TESTOVANI VLIVU Q A R NA EROD/MROD AKTIVITU CYP
1A INDIKOVANEHO METYLCHOLANTRENEM

Aktivita EROD/MROD odpovidajici aktivit CYP1A byla nétena podle navodu
popsaného v kapitole 4.2.3.3. Test byl provederz@gadnou. Biiky byly 48 hodin
exponovany 5 uM MCH. Q nebo R (frznych koncentracich) bylioan k buikam az
tésne pred skokenim expozice, tj. bezprdstre pied zahajenim gfeni aktivity
EROD/MROD. Kazda koncentrace Q nebo R byla testawandvanacti paralelnich
vzorcich. Vyslednd intenzita fluorescence vioblyla vztazena na pmérnou intenzitu

fluorescence samotného 5 uM MCH.
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Vysledky testovani vlivu R na EROD/MROD aktivitu €Y1A indukovaného
MCH jsou uvedeny v tabulce 26, 27 a na obrazcict830

Tab. 26:Vliv R na EROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH wuttgc¢né linii HCT-8
Aktivita EROD (%) + SD

5uM MCH 100,0+0,0
5uM MCH+1uM R [ 113,7+19,4
5uM MCH+5uM R [102,8+13,6
5uM MCH+10uM R | 106,5+12,5
5uM MCH+50uM R |109,2+5,0
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Obr. 30: Vliv R na EROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH utf&éné linii HCT-8
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Tab. 27: Vliv R na MROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH wi¢né linii

HCT-8

Aktivita MROD (%) + SD

5uM MCH

100,0+0,0

5uM MCH+1uM R

113,2+9,2

5uM MCH+5uM R

116,9+8,5

5uM MCH+10uM R

114,9+9,8

5uM MCH+50uM R

129,7+12 .4
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Obr. 31: Vliv R na MROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH whi¢né linii

HCT-8

Z vysledki vyplyvd, Ze R indukuje aktivitu CYP 1A indukovamémCH.
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Vysledky testovani vlivu Q na EROD/MROD aktivitu ®Y1A indukovaného
MCH jsou uvedeny v tabulce 28, 29 a na obrazcigt832

Tab. 28: Vliv Q na EROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH wuitg¢né linii HCT-8
Aktivita EROD (%) + SD

5uM MCH 100,0+0,0
5uM MCH+1uM Q |80,245,8
5uM MCH+5uM Q | 56,6+5,7
5uM MCH+10uM Q [40,9+3,5
5uM MCH+50uM Q [20,1+0,8

Aktivita EROD * SD

120

100

80

[ g

60

o+

40

HH

Aktivita EROD (%)

20 -

O T T T T

0 10 20 30 40 50 60
Koncentrace Q (uM)

Obr. 32: Vliv Q na EROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH wufgené linii
HCT- 8
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Tab. 29: Vliv Q na MROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH whg¢né linii
HCT-8

Aktivita MROD(%) + SD

5uM MCH 100,0+0,0
5uM MCH+1uM Q |83,4+7,8
5uM MCH+5uM Q | 70,045,4
5uM MCH+10uM Q |62,8+6,4
5uM MCH+50uM Q [52,1+5,0
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Obr. 33: Vliv Q na MROD aktivitu CYP 1A indukovaného MCH wh&¢né linii
HCT-8

Zvysledka vyplyvad, Ze Q inhibuje aktivitiu EROD/MROD CYP 1A
indukovaného MCH.
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5.8 TESTOVANI VLIVU Q A R NA EXPRESI CYP 1A METODOU
WESTERN BLOTTING U

Test byl proveden podle navodpopsaného kapitole 4.2.5. Intenzit
jednotlivych  prouzi odpovida mnozstvi vyt¥eného proteinu CYP1A1/.
Denzitometrické hodnoceni ndigtroji Gel.doc se vSak nepdde, intenzita prouzi
proto byla hodnocena pouze vizualivysledky testoval jsou uvedeny na obrazcic
34, 35protein CYP 1A pedstavuje spodrifadu prouzKk.

MCH +
Mic +5pM R +50uM R +5uM

e et =

Q +50pMQ MCH DMSO 5uMQ 50uM G

e e e T e g ]

S v

Obr. 34: Vysledky Western blottingu protilatkou proti CYP1A1/2.

Z obrazku je patrné zvySené mnozstvi proteinu CYP veAvzorku MCH,
modelovym induktorem CYP 1A. R tuto indukci neoviliye, zatimco Q induini
acinek MCH na CYP1A vyznanmnomezuje. \ kontrolnim vzorku obsahujicim pou
DMSO nebyla zji&na téndt zadna oncentrace proteinu CYP 1A, st&jmak i ve

vzorcich exponovanych pouze

B-NF+
+5UM R +50pM R +5uM Q B-NF +50uM Q DMSO 5uMR 50pM R Mi

Obr. 35: Vysledky Western blottingu protilatkou proti CYP1A1/2

Z obrazkuje patrné zvySené mnozstvi proteinu CYP 1A ve wvazot 3-NF,
dalSim modelovym induktorem CYP 1A. 5 pM R i Q ikdoi &inek B-NF na CYP1A
potencuji, ve vySSi koncentraci ho naopak inhibMg. vzorku obsahujicim DMS
nebyla zjiS¢na tén& zadna koncentre proteinu CYP 1A, stefntak i ve vzorcict

exponovanych pouze R.
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6 DISKUSE

Nadnerny vyskyt rakoviny deva a dalSiclkasti gastrointestinalniho traktu je
v zemich zapadni Evropy zZ&fnén predevSim nevhodnou stravou. ét¥ina
prokarcinogefl se do &la dostava potravou a kivym krokem vedoucim k vytweni
aktivnich karcinogeinje metabolicka aktivace, zpréstikovana enzymy metabolizujici
xenobiotika. Mezi latky s genotoxinovym potencial@aii i heterocyklické aminy a
nitrosaminy, které vznikaji ip smazeni a grilovani masa. V tenkénmegt jsou tyto
latky metabolizovany cytochromy P450 (CYP) N - hydrdaci na aktivni N - OH
aminové metabolity [47], které se po nésledné é&imeri kovalentrg vazi k DNA [40]

a tim zmisobuji mutagenni efekt. MnoZstvi genotaxinpotrag, tekutinach a vzduchu
neni zanedbatelné a vyhnout se jejicisqbeni je prakticky nemozné. Bylo by proto
vhodné, kdyby jejich Skodlivy vliv byl eliminovampokud mozno co nejire po jejich
piijmu. Prvni tkani, kudy prostupuji dcsld, je tenké gevo. Inhibici enzym
podilejicich se na metabolizaci heterocyklickychirdima nitrosamif, by mohlo dojit
ke snizeni jejich metabolické aktivace a tim k&eni jejich toxického {ssobeni.

Tato prace se zabyvala modirdéani inky flavonoidi rutinu a quercetinu
praw na xenobiotika metabolizujici enzymy v tenkérrewt, konkrétiji na CYP1A.
Potencialg antikarcinogenni dinky jsou u flavonoid nejvice spojovany s jejich
antioxidani aktivitou. Flavonoidy pjimané potravou se vSak velmi Spatabsorbuji
Z gastrointestinalniho traktu, a tak prakticky ppuze stevé je jejich koncentrace
dostaténa pro mozné uplagni jejich vliva.

Pro naSi studii byl vybran rutin a quercetin, ktgr@¥i mezi nejzrgji se
vyskytujici flavonoidy a jejichZ koncentrace v @k jsou pondrné vysoké. Prvnim
ukolem bylo zjistit, zda rutin a quercetin owiyji Zivotnost butcné linie HCT-8. Oba
flavonoidy jsou nerozpustné ve wd tak bylo nutné pouzit jako rozpaidio DMSO,
ktery vSak podle i@dchozich studii, provadych na kategt biochemie Farmaceutické
fakulty Karlovy univerzity, je pro hiky v koncentraci nad 1 % (v/v) toxicky [36].
Proto koncentrace DMSO pouZzivana v této praci pglavicni — tedy 0,5 % (v/v). Pro
stanoveni cytotoxicity byla vyuZzita metoda barveautralnicerveni. Rutin vykazoval
signifikantni Ubytek Zivych buik aZz @i pouZziti koncentrace 500 uM a to jen asi o
16 %. Quercetin signifikaninzvySoval umrtnost buk (0 20 %) jiz v koncentraci
50 uM. Ri pouziti vySSich koncentraci quercetinu se Zivetrwyraz@ sniZzovala a

500 puM quercetin usmrtil jiz vice nez 50 % Bkin Fxi dalSich experimentech
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provadgnych na bu&né linii HCT-8, byly tedy maximalni pouzivané kontmce obou
flavonoidi 50 uM.

Pri testech, kdy zdravi dobrovolnici polykali 28 dednu kapsli obsahuijici 1 g
quercetinu denf) dosahovala plazmatickd koncentrace pouze 1,5 aikdk dosazeni
toxické koncentrace v plazmeni prakticky mozné.iPtestech provaghych s rutinem
jsou plazmatické koncentrace jestizsi (0,3 uM) [29], tedy anifpvysokém pijmu
rutinu potravou nehrozi riziko toxickéhdgobeni na hiky.

Prace byla za#stena na nadrodinu CYP1A, kam fpatsoformy CYP1Al a
CYP1A2. CYP 1A2 je ale exprimovan téfrvylucné v jatrech, proto se potencialni vliv
flavonoidi ve stevnich buitkach mize vztahovat pouze na CYP1AL, ktery se fkaich
tenkého seva &zr¢ vyskytuje. K néieni enzymoveé aktivity CYP1A v baéné linii
HCT-8 bylo zvoleno stanoveni jeho 7-ethoxyresor@iueethylasové (EROD) a
7-methoxyresorufin-O-demethylasové (MROD) aktivity.

CYP1A je aktivovan fes ligando¥ zavisly transkripni faktor - AhR. Podle
n¢kterych literarnich pramé@nptasobi quercetin jako AhR antagonista, vazici se na
receptor bez aktivace transkfipho faktoru pi nizSich koncentracich (do 1,5 uM), coz
je vSak soutasré i maximalni koncentrace, kteréuie quercetin v plazéndosahnout.
V koncentraci 100 uM {sobil jiz quercetin jako AhR agonista aktivujicanskripci
fizenou AhR, ale tento efekt se v lidskéstetnemize uplatnit [29, 37]. WSina
dostupnych studii ozgaje quercetin jako inhibitor cytochromu P4501A1 ieaZse
piimo na molekulu enzymu. V testu, jenZ byl prayrddha intaktnich endothelialnich
bunkach inkubovanych se 100 uM quercetinem, vykazawagrcetin vyznamnou
inhibici EROD aktivity (IGe<1uM) [6]. Quercetin také v koncentraci do 20 uM
inhiboval aktivitu CYP1A1 u bustné linie 101L [48]. B in vivo pokusu provaghém
na potkanech byl quercetin v koncentraci 0,3 % (wikmichavan do potravy po dobu
dvou tydni. 24 hodin po poslednim podani byla fat& zabita, byly fipraveny
cytosolické frakce z jater a &ch byla néfena EROD aktivita. Vztazeno ke kontrolnim
potkarim, dosahovala EROD aktivita mikrosé@rpotkari krmenych quercetinem 86 %
[49]. Quercetinn vivotedy pisobil jako inhibitor CYP1A2 v jatrech potkana.

Ackoliv vétSina studii indikuje quercetin jako inhibitor cgtbomu P4501A,
byly provedeny i studie s ofaymi vysledky. V bug¢né linii MCF-7 quercetin
zpasoboval koncentkmé a casow zavislé zvysSeni aktivity EROD. ZvySeni EROD
aktivity bylo maximalni po 48 hodinové inkubacieal za 72 hodin bylo zvySeni

signifikantni oproti kontrole [38, 50].fPpokusu provaghém na potkanech krmenych
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cibulovym praskem po dobu 9 @wimoslo k indukci CYP1A. ® identifikaci slowenin
obsazenych v prasku, ttflbsamotny quercetin pouze mal@ast, a tak nemohl byt
zahrnut do indusniho efektu latek obsazenych v cibuli [28].

Na inhibini/indulkeni efekt flavonoid na CYP1A ma rozhodujici vliv nejen
chemicka struktura flavonoidu, ale i pouzita koricare a experimentélni podminky.
Aktivni misto CYP1AL1 preferuje vazani 7 - hydroxydmych flavor [1]. Quercetin je
piiklad, kdy gidatna 3 - hydroxylova skupina sniZuje inkiti efekt ve srovnani
s korespondujicim flavonem luteolinem. Vysledky zilkg Ze hydroxylova skupina
v pozici 5 a 7 na A kruhu a hydroxylace a methogglana 4 pozici B kruhu jsou
nezbytné pro inhibici benzo[a]pyrenem indukovanédity, ale hydroxylova skupina
v poloze 3 A kruhu nezbytna neni. DalSim faktorenm yy/kazani inhikiniho efektu je
vyskyt dvojné vazby 2,3 [51]. Flavonoidy s dvojneazbou na ¢- C;z byly vice
efektivni nez pislusné redukované homology [52]fitBmnost dvojné vazby totiz
uckluje koplanarni formaci fenylovému kruhu (B)id¢ benzopyranovému kruhu.
Planarni flavonoidni molekula prefete® interaguje s CYP1Al a 1A2 [53]. &
hydroxylovych skupin na B kruhu 5,7 - dihydroxyftawi vykazuje regulatorni efekt na
selektivitu enzymi CYP1. VySSi poet hydroxyl usti ve vySSi inhikini inek na
CYP1A1, ale v méasilnou inhibici CYP1A2 [54]. Flavonoidni glykosidyag. rutin
maji mnohem nizsi inhibni efekt.

V testech, které byly provedeny vramci této studipisoboval quercetin
v koncentraci 1 uM zvySeni aktivity EROD i MROD, rofi kontrolnim buitkam na
162,9 % a 149,6 %. V koncentraci 5 uM vSakqbil jiZ mirre inhibi¢né a tato inhibice
se zvySovala s rostouci koncentraci. AvSak i 50 gudrcetin jsobil snizeni aktivity
pouze o necelych 20 %. Rutin neovilbwal signifikantk EROD a MROD aktivitu
v bunkach HCT-8.

HCT-8 jsou jako ¥tSina bugénych linii tenkého g$eva metabolicky
inkompetentni. Bu&na linie HCT-8 za normalnich podminek exprimuje tantivné
CYP1A pouze v malém mnoZzstvi, a proto byl intibiinek quercetinu a rutinu na
CYP1A testovan v hikach, ve kterych byl CYP1A naindukovan 48 - hodimov
expozici s modelovymi induktory (MCH nel®NF). RovréZz bylo zji¥ovano, zda
quercetin a rutin mohou ovlivnit indukci CYP1A mdaleymi induktory (MCH nebo
B-NF), pokud budou hiky 48 hodin inkubovany dohromady s flavonoidem a HC
nebo B-NF. Po skoteni expozice byla tiena aktivita EROD a MROD a pomoci
Western blottingu stanoveno mnozstvi CYP1A1 pratein
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V literdrnich pramenech se&ipgkoumani vlivu quercetinu na indukci CYP1A
pouzival jako modelovy induktor TCDD (2,3,7,8-tetnborodibenzo-p-dioxin). Byla
testovana schopnost queretinu kompetovat o vazbdhRas TCDD u bu&né linie
MCF-7. Pokud byla koncentrace quercetinu 5000 Xivpgez TCDD, doslo kast&éné
inhibici vazby TCDD na AhR. Bkoliv afinita quercetinu k receptoru je nizsi ve
srovnani s TCDD, tyto vysledky indukuji, Ze queirtgkimo interaguje s AhR. U AhR
deficientni MCF-7 bu&né linie nedosSlo ke zvySeni EROD aktivity po inkciba
s quercetinem, na rozdil od normalni MCF-7 liniez oaznauje, Ze AhR je nezbytny
pro projeveni efektu quercetinu na expresi CYP [30]. Ovlivnéni aktivity CYP1A1
pies AhR niize gispivat k chemoprevenci. ddteré potravni slateniny potl&uji
rakovinny proces inhibici metabolické aktivace katavané CYP1A1l a inhibici
enzymové indukce CYP1A1 karcinogeny. Toto 8 dlokovanim navazani induktoru
na AhR, nebo prevenci navazani komplexu AhR - ARMTXRE, (viz obrazek 38&ast
A). Dal8i moznosti je vytu@ni chemoprotektivni latky (viz obrazek S&st B) [40].
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Obr. 36: Dva tizné mechanismyigpeni CYP1A1 k chemoprevenci [40]

NaSe vysledky na bétné linii HCT-8 ukazuji, Ze quercetin vyrazomezuje
MCH i B-NF zprostedkovanou indukci EROD i MROD aktivity.fiPpouziti 50 uM
quercetinu byla hodnota EROD oproti samotnému M@fiena az na 10,7 % a oproti
samotnémPB-NF na 5,0 %. Aktivita MROD byla téZ quercetinenragreé snizena: na

8,1 % oproti samotnému MCH a na 8,9 % oproti sagratr-NF. Rutin vykazoval jen
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nepatrny vliv na indukci CYP1A zprdgstikovanou jak MCH tak -NF. Maximalni
sniZzeni aktivity CYP1A bylo dosaZzené jndukci MCH u MROD aktivity a to 69,8 %
oproti samotnému induktoru.

| v jinych studiich quercetin sniZzoval indukci CYR.1Quercetin se vazal jako
antagonista na AhR a wisledku toho inhiboval benzo[a]pyrenem indukovanou
CYP1A1 mRNA transkripci a proteinovou expresi v miomech potkanich jater [55].
V jiném pokusu byly bikky HepG2 inkubovany s polychlorovanymi bifenylypak byl
piidan quercetin o koncentraci 10, 20, 50 a 100 pivhibice aktivity CYP1Al
indukované polychlorovanymi bifenyly byla&etelre patrnd jiz pi pouZiti quercetinu o
koncentraci 25 uM. VysSi koncentrace quercetinurjiibovaly aktivitu CYP1Al na
hodnoty nizsi nez #ha kontrola obsahujici 0,1 % DMSO [56].

NasSe vysledky potvrzuji vyrazny inhdni efekt quercetinu na i@dem
naindukovany CYP1A. Testovali jsme inhibi vliv quercetinu a rutinu na
EROD/MROD aktivitu v bitkach, kde CYP1A byl fedem naindukovan expozici s
MCH anebB-NF.

Po @idani quercetinu v koncentraci 50 uM doSlo ke gmiZEROD aktivity
indukované MCH na 20,1 % oproti kontrole (bedidpvku flavonoidu do re&ki
smesi). Snizeni MROD aktivity indukované MCH nebyld taysoke, pouze na 52,1 %.
Quercetin vyrazgi snizoval MROD aktivitu naindukovanorNF (na 16,0 %). Rutin
piekvapiv mirr¢ zvySoval jak EROD tak MROD aktivitu naindukovan®bCH. Fi
indukci B-NF vSak rutin inhiboval EROD aktivitu na 77 % kmiy a MROD aktivitu
na 57,3 % kontroly.

Vysledky testovani vlivu flavonoid na aktivitu CYP1A metodou EROD a
MROD mohou bytitaste&ne zkresleny faktem, Ze samotné flavonoidy rutin argetin
zhaseji fluorescenci resorufinu. U nizSich konaaitresorufinu je zhaseni fluorescence
flavonoidy vyrazwjSi. VysSi zhaSeci efekt vykazoval quercetin ndinrw/zhledem
k tomu, Ze resorufin vznika metabolickym rozklad@ém m/ethoxyresorufinu CYP1A,
nebylo jeho mnoZstvi ve vzorkurgsré stanovitelné. Inhildni efekt flavonoid na
EROD a MROD aktivitu byl prawgpodobr cast&né¢ umocrén zhasenim fluorescence
vzniklého resorufinu. | vysledky uiginéné Schwarzem a kol. (2003) [57] j&sn
demonstruji, Ze pouziti EROD zkouSky samotn&envést k ne@snému hodnoceni
inhibicniho pisobeni testovanych latek na CYP1A. Khelad resveratrol byl
identifikovan EROD testem jako silny selektivni iiitor lidského CYP1A1l a kandidat
protirakovinné substance. Jind data vSak ukazajire®veratrol inhibuje jiné CYP1A
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aktivity (epoxidaci diolu 7,8-diol-benzo[a]pyrenhydroxylaci benzo[a]pyrenu) jenom
casténé nebo wibec [57]. Proto k jednoztieému prokazani inhibiniho pisobeni
quercetinu na CYP1A v lakdch HCT-8 bude kromEROD a MROD je&t potreba
testovat jiné CYP1A aktivity. Prokazani inhihiho efektu by tedy #ho byt potvrzeno
jes€ jinym testovanim vlivu flavonoitl primarre na vznik genotoxity, naf.
sledovanim vlivu quercetinu na hydroxylaci benzpja¢nu a epoxidaci 7,8-diol-
benzo[a]pyrenu.

Vliv rutinu a quercetinu na expresi CYP1A a na MCH pB-NF
zprostedkovanou indukci exprese CYP1A byl testovan imagigkou kvantifikaci
mnozstvi  proteinu  CYP1A. Biky byly 48 hodin inkubovany se
samotnym quercetinem, rutinem, s MCHB<9NF a s kombinacemi quercetinu nebo
rutinu sodasre s MCH nebdB3-NF. Po zpracovani vzoilkbyly proteiny @leny pomoci
SDS elektroforézy, nasledpieblotovdny na membranu. Protein CYP1A byl detekovan
pomoci specifickych protildtek. Kvantifikace CYPJ#oteinu programem Gel.doc se
nezddila. Z optického hodnoceni je patrna nizka expnesseinu CYP1A u bu¥k
HCT-8 inkubovanych s DMSO, rutinem a quercetinemapidti tomu nizeme
pozorovat silny prouzek jaterniho CYP1A u potkanialkrosomi, coz odrazi izna
mnoZstvi isoforem 1A1 a 1A2 verstnich buitkach a hepatocytech. Oba modelové
induktory prokazaly s§ indukeéni vliv i u naSi testované linie. Rutin neowowal
indukci exprese CYP1A zprdgstlkovanoup-NF ani MCH. Rutin samotny roa
nezvysuje expresi proteinu CYP1A oproti kontroleue@etin v koncentraci 5 pM
neovliviioval expresi proteinu CYP1A. 50 uM quercetin inkidloindukeni efekt MCH
na CYP1A a slafji i indukéni efektp-NF.

V dostupné literatte byl testovan vliv flavonoid na expresi CYP1A vice
metodami. Bylo mifeno mnozstvi exprimované mRNA CYP1A, detekovano iatvd
komplexu AhR - DRE, metodou EMSA byl zjigvan efekt quercetinu na translokaci
AhR do jadra. | z&hto studii dochazime k nejednoZnému zawru, jakym
mechanismem se inhilni efekt quercetinu projevuje.

Quercetin zvySoval expresi mMRNA CYP1A1 u bemé linie MCF-7.Cim vy3si
koncentrace quercetinu byla pouzita, tim se dosaboxyssi exprese mMRNA CYP1A1l
[38]. Hladina mRNA byla nejvyssi po 12 hodinové ubkci s quercetinem, po 24
hodinach je zvysSeni stale signifikantni, ale po hlinach je hladina pouze mdrn
zvysSena [50]. Enzymova aktivitdgirvavala mnohem déle nez nez zvyseni mRNA, coz

pravdépodobré odrazi stabilitu enzymu oproti mRNA. Quercetin 3w expresi
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CYP1A1, zatimco ostatni flavonoidypanaftoflavon stimuluji expresi CYP1A1/2 [55].
Quercetin zvySuje mMRNA expresi [58] a aktivitu C¥H1a snizoval aktivitu CYP1A2
[55]. V jiné studii byl detekovan komplex AhR - DREpotkanim cytosolu, k zji&hi
vlivu quercetinu na expresi CYP1ACim vy38i koncentrace quercetinu byla pouZzita,
tim méré komplexu AhR - DRE bylo detekovano [29]. Efekt mretinu na translokaci
AhR do jadra a na jeho navazani na DNA bwien metodou EMSA. Quercetin
zpusoboval koncenttmé zavislé zvySeni DNA vazaci kapacity nuklearnihdRABO].

V dalSi studii byly testy prov&dy na bugicné linii MCF-7 se stabilnim CYP1AL.
Quercetin jako agonista kompetoval o vazbu na AhRdukoval expresi CYP1AL.
Quercetin se ukazal jako nejsij#i inhibitor ze vSech flavonoid/59].

Rutin v naSich testech neprokazal vliv na CYP1Adideu vyjimkou bylo
ovlivnéni indukovaného CYP1A MCH, kdy j&tvySoval indukni vliv. Tento test byl
proveden pouze jednou, proto by bylofpba k prokazani tohotctimku na bugcné
linii HCT-8 experiment zopakovat. Rutin tedy nite byt zahrnut do protektivniho
efektu flavonoid spdaivajiciho v inhibici CYP1A, ktery je zahrnut do rabblické
aktivace genotoxin Quercetin ve vysSich koncentracichisgbi inhibéné na
konstitutivni aktivitu CYP1A v biikkach HCT-8, i pi nizSich koncentracich vyragn
inhibuje CYP1A aktivitu naindukovanou MCH nelNF. Inhibice naindukované
CYP1A aktivity je koncentrén¢ zavisla, se zvySenim koncentrace quercetinu se
prohlubuje. Quercetin ro¢t omezuje MCH neb@-NF zprostedkovanou indukci
CYP1A. Quercetin tedy fize mit protektivni vliv fi vzniku karcinogefi, prijimanych
potravou jako prokarcinogeny a metabolizovanych CXRe stevnich buikach.

NasSe studie prokazala, ze efekt flavorioidglykosidi je ve srovnani s jejich
aglykony slabsi. NizSi je i jejich toxicita. Quetice je kompetitivni antagonista,
schopny inhibovat indukci CYP1A.iiPjeho dostateném gijmu by mohl omezovat
tvorbu genotoxin zprostedkovanou CYP1A v tenkémietg. V idealnim pipad by
tedy Skodlivy vliv genotoxifi obsazenych v potravmohl byt redukovan fgmem
zeleniny obsahujici quercetin.

Vysledky ziskané pouzitim b&tnych linii I1ze vSak jen omezérextrapolovat
na situaci uclovéka in vivo. Metabolismus zkoumaného substratu je zped&bvan
mnoha enzymovymi systémy,figemz pevladajici forma zalezi na koncentraci
substratu. Induktory a inhibitory jsoutidka specifické, proto je ¢tké ukit
mechanismus inhibice [53]. Vysledny efekt rutingueercetinu vdle je ovlivrén vysi

jejich piijmu a také dalSimi latkami, které déa spolu s nimi fichazeji. Pro dalSi
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zkoumani jejich vlivu na stvni buiky by bylo dobré zjistit, jaké koncentrace se ve
strevnich bukach lidi opravdu nachazi a jak vysoké expozicenumut quercetinu se
v tenkém dewe muze dosahnout. Ro¥a by bylo dobré pracovatiimo s primarnimi

lidskymi enterocyty.

82



7 ZAVER

. Flavonoidy rutin a quercetin nejsou pro Bémou linii HCT-8 toxické
v koncentracich do 50 uM. Quercetitii wysSSich koncentracich jiz toxicky
pusobi.

. Quercetin ovlivioval konstitutivni aktivitu CYP1A v bufiné linii HCT-8: v
1 uM koncentraci aktivitu CYP1A zvySoval, ve vyd&ncentrace ji mir&
inhiboval. Rutin konstitutivni aktivitu CYP1A neavhuje. Quercetin (vyrazy)

i rutin (Caste&ng) inhibovaly CYP1A aktivitu naindukovanou MCH3aNF

. Rutin a quercetin neovihuji expresi proteinu CYP1A v b&éné linii HCT-8
Ovliviuji ale indukni &inek MCH ap-NF na expresi proteinu CYP1A. Rutin
v koncentraci 5 pM potencuje indirik (€inek B-NF, v koncentraci 50 uM ho
inhibuje. Quercetin vyraznsniZuje indukci exprese CYP1A zpriestkovanou
jak MCH, tak ip-NF.
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8 ZKRATKY

AhR receptor aromatickych uhlovoilik

B-NF B-naftoflavon

CYP cytochrom P450

DMSO dimethylsulfoxid

ER ethoxyresurufin

EROD 7 — ethoxyresurufin — O - deethylace
FBS fetalni teleci sérum

K kontrola

LPH laktasa phlorizinhydrolasa

MCH methylcholantren

MR methoxyresorufin

MRP -2 multidrug — resistence protein 2

MROD 7 — methoxyresorufin — O - demethylace
PBS fosfatovy pufr

Q guercetin

R rutin

SD srrodatna odchylka od aritmetickéhaiperu

SGLT-1 sodiko¥ zavisly glukézovy transportér 1
TCDD 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

T-E trypsin - EDTA
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