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Uvod

Uvod

Podle statistickych udajSwtové zdravotnické organizace je rakovina jiz
50 let celosw¥tové jednou z hlavnichigtin amrti v lidské populaci. Rakovina
tlustého steva a konéniku a rakovina gastrointestinalniho traktuipamezi
hlavni typy rakovin fispivajici k celkové umrtnosti na rakovinu. Prewenc
zaloZen& na zdravém Zivotnim styléetné vhodné stravy jsou povazovany za
jeden z hlavnich fiistupi, jak dosahnout snizeni rizika rakoviny. V uplyrally
letech se vyznaninzvysila spateba a uziti potravinovych dagi s obsahem
koncentrovanych chemopreventivnich  fytochemikaliklavonoidy, jako
nejpopulargjsi zastupci této skupiny, jsourifpmny v potravindch (ovoce,
zelenina, byliny, napoje) a v potravinovych dagth. Je porrné neznamym
faktem, Ze tyto slateniny mohou modulovat aktivitu enzyinmetabolizujicich
cizorode latky (xenobiotika) [Hodek a kol., 2002].

Z celé fady proteiri reagujicich s flavonoidy hraji nejvyzna&si roli
praw cytochromy P450 (CYP), monooxygenazy metabolizuyenobiotika
(nap. 1&iva a karcinogeny)Clenové podrodiny CYP1A, CYP1Al a CYP1A2,
se [astni aktivace prokarcinogenu, jako jsouitidpd polycyklické aromatické
uhlovodiky, aromatické aminy a heterocyklické amimaton a kol., 1995;
Rendic a Di Carlo, 1997]. VySSi exprese a aktivitdP1Al byva spojovana
s rizikem rakoviny plic, tlustého if®va a konéniku. CYP1A2 je navic
odpovdny za metabolizmusgady ¢asto uzivanych tdv, jako jsou fenacetin,
kofein, imipramin, a také se castni aktivace prokarcinog&n Enzymy
podrodiny CYP1A mohou byt indukovany aromatickyrhiavodiky. Aktivace
se [astni specificky receptor nazyvany Ah receptor.@gazani indukujici
latky na tento receptor se twdheterodimer s AhR jadernym translokatorem,
ktery se poté vaze na ,xenobioticky responzivnimglet®, a tak psobi jako
zesilova transkripce fislusnych gein [Ortiz de Montellano, 2005].
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Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) a heterblogké aminy
(HCA) predstavuji d¢ skupiny potencialnich karcinogénaktivovanych
podrodinou CYP1A. PAU vznikaji dmem nedokonalého spalovani nebo
pyrolyzy organickych latek aéhem rekterych vyrobnich procés Lidé jsou
vystavovani PAU tiznymi zpisoby. Primarni cestou expozice je inhalace
zneisténého vzduchu, kde v disledku spalovaniidva a cigaretového kéey
ataké poziti kontaminované vody a potravin, ktebézné obsahuji
mikrogramova mnozstvi PAU.

Expozice heterocyklickym amiim v potra¥ je povazovana za moznou
pricinu vzniku rakoviny u lidi. Tyto latky vznikaji deém Ezrn¢ béhem tepelné
Gpravy ¢erveného masa, ilveze a ryb [Sinha a kol., 2000]. HCA se ifvo
v ponerné vysokych koncentracich kondenzaci kreatininu sakyselinami.
Intenzivre e studovana tloha 2-amino-1-methyl-6-phenyl-
imidazo[4,5-b]pyridinu (PhIP) a dalSich HCA jako mmgch ic¢in vzniku
rakoviny u lidi, konkréta rakoviny tlustého $eva a prsu [Snyderwine, 1994;
Nagao a kol.,, 1994]. Molekularni podstata aktivaehto karcinogein
v organizmu vSak dosud nebyla zcela objasn zejména v kontextu jejich

interakci s dalSimi xenobiotiky.
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Cilem pedkladané prace je ro#$i sowasné znalosti o Uloze
chemopreventivnich latek v procesu karcinogenezenstd®ci spdeba
potravinovych dogpiki, které obsahuji tyto latky (napflavonoidy), vyvolava
obavy tykajici se jejich vedlejSicleiaku, které nejsou dostate znamy. Prace
se zamfuje na vyzkum &inkt chemopreventivnich latek, nikoli jako inhibitor
enzymi aktivujicich karcinogeny, ale jako indukiiorMezi jejich opomijené
a malo sledovanécinky pati nagiklad opakované nebo jednorazové peroralni
podani, petrvavani indukce nebo sekwem expozice organizmu
chemopreventivnim latkam a karcinogen Fi feSeni uvedené problematiky

bylo nutné splinit nasledujici ukoly:

* Optimalizovat imunochemickou detekci CYP1A v miksoglnich
vzorcich (jatra, tenké i®vo) s vyuzitim slegich protilatek proti
CYP1Al a CYP1A2, a rowi stanovit specifické aktivity CYP1Al

a CYP1A2 pomoci ,markerovych” substiat

» Posoudit schopnost zastup@iznych skupin chemopreventivnich latek po
peroralnim podani indukovat CYP1Al a CYP1A2 v jdtrea tenkém
strevu potkana, coz jsou dva hlavni organy odpo¢ za metabolizmus

xenobiotik, které se podileji na aktivaci karcinoige

* Vyhodnotit gislusné dinky chemopreventivnich latek na expresi
a specifické aktivity cytochromP450 v tiznych¢asovych a davkovacich

rezimech.

» Provést sekvemi studii, vramci které je potkdm nejprve podana
indukujici chemopreventivni latka a s¢éym casovym odstupem
indukujici nebo neindukujici karcinogen, a metoddB-postlabelling

vyhodnotit aktivaci karcinogenu na zakdasorby adukl s DNA.
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Vyzkum byl provadn zrekolika pohled, aby bylo mozné co
nejdikladrgji posoudit indukni &inky chemopreventivnich latek na
cytochromy P450 podrodiny 1A. Nejprve byla testavasiroka Skala
chemopreventivnich latek, jmenavitkurkuminy, stilbeny, organo4stité
slowteniny a flavonoidy. Byla stanovena proteinova egpra aktivita CYP1Al
a CYP1A2 k posouzeni schopnosti chemopreventiviitiek, perorals
podavanych potkam, indukovat CYP1A v jatrech a tenkéniesg€ potkana.
Tyto dva organy jsou hlavnimi misty metabolizmu odgntik. Indukeni (€inky
na CYP1Al a CYP1A2 byly zkouméany &znych ¢asovych a davkovacich
rezimech pomoci optimalizované metody ,Western tioigt s vyuzitim
primarnich slegiich protilatek, které byly oS&ny tak, aby se zabréanilo
nezadoucim interferencim vlivem keratinového ¢@teni preparat, a dale
pomoci néteni aktivit za pouziti specifickych subsfrat-ethoxyresorufinu pro
CYP1A1l a 7-methoxyresorufinu pro CYP1A2.

B-Naftoflavon (BNF), znamy induktor podrodiny CYPlAyl v celé
studii pouzit jako referami latka. V obou tkanich, v jatrech i v tenkérfest,
byla prokadzana jeho silna indirk schopnost3-Naftoflavon proto v celé studii

slouzil jako pozitivni kontrola.

Rezim |

Byly posuzovany indukni (€inky Siroké Skaly chemopreventivnich latek
na CYP1Al a CYP1A2 poéfdenni aplikaci latek gavazi do Zaludku. Jak
vyplyva zobrazku 1 nej&inngjSim neflavonoidnim induktorem CYP1Al byl
v obou tkanich diallyl sulfid, jenZz ro¥a indukoval CYP1A2 v jatrech.
NejiinnéjSimi flavonoidnimi induktory aktivit EROD a MROD axprese
CYP1A byly aglykony flavonoiti: B-naftoflavon, flavon, flavanon, morin.
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Obrazek 1Vliv podani neflavonoidnich latek v tenkéntest (A) a jatrech (B). Aktivity
EROD (CYP1Al) a MROD (CYP1A2) byly stanoveny v ngdkopmech izolovanych
z potkanich jater a proximalnicasti tenkého $tva po vystaveni neflavonoidnim
chemopreventivnim latkam (60 mg/kglesné hmotnosti) po dobu 5 dni. Imunodetekce
CYP1A1/2 byla provedena v jatrech a v proxim&kmsti tenkého séva potkana.

Tenké stevo, jako organ vysoce exponovany cizorodym latkaylg dale
rozckleno na de¢ pripadré tii casti. Obrazek 2 ukazuje, Ze vysSSi exprese
a aktivita CYP1Al byla vzdy zji8ha v proximalni ¢asti tenkého seva
v porovnani s distalndasti po podang-naftoflavonu, morinu a rutinu. AvSak
podani quercetinu a isoquercitrinu vedlo k nejuydshafistu ve stednicasti

tenkého geva (data neuvedena).



Vysledky a diskuze

1607 [ EROD

c .

S 120

o ]

S 80

g) 3

= 40

= 4

£ 1 —

e 7

ERE

o

0

4]

F .

a 24

o T s — [
P D P D P D P D P D
Control Diallyl B-Naphtho- Morin Rutin
sulphide flavone
‘ —-— T — ‘

Obrazek 2Vliv podani chemopreventivnich latek v tenkénegt. Aktivita EROD (CYP1A1)
byla stanovena v proximalni (P) a distalni (&sti tenkého #kva potkana po vystaveni
chemopreventivnim latkam (60 mg/kglesné hmotnosti) po dobu 5 dni. Imunodetekce
CYP1AL1 byla provedena v proximalni a distalasti tenkého geva potkana.

Rezim I

DalSi c¢ast studie byla zaloZzena na jednorazovém podani
chemopreventivnich latek zacalem stanoveni jejich inddki schopnosti
v nizkych davkach. Row bylo sledovano igtrvavani zvysené exprese CYP.
Prislusné dinky na expresi a specifické aktivity CYP byly éphodnoceny
v tenkém gew a jatrech potkana 24, 48 a 72 hodin od peroralpibdani
vybranych latek@br. 3aObr. 4).
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Obrazek 3Vliv flavonoidi v tenkém sew v riznych intervalech od podani. Aktivita EROD
(CYP1A1) byla stanovena v proximalni (P)iesini (M) a distalni (Dxasti tenkého #tva
potkana 24, 48 a 72 hodin od jednorazového podiorioidi (60 mg/kg ¢élesné hmotnosti).
Imunodetekce CYP1Al byla provedena v proximalrigdsti a distaln€asti tenkého stva
potkana.
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Obrazek 4Vliv flavonoidia v jatrech v @znych intervalech od podani. Aktivita EROD

(CYP1A1) byla stanovena v jaternich mikrosomech atkgna 24, 48 a 72 hodin od

jednorazoveho podani flavond@ide0 mg/kg &lesné hmotnosti). Imunodetekce CYP1A1l byla
provedena v jaternich mikrosomech potkana.

Vysledky ziskané seistvnimicastmi naznéuji vyznamnou roli struktury

latky a jejiho metabolizmu v procesu dostupnogtiganizmu.

Rezim IlI

V dalSich experimentech byl induktgs-gaftoflavon) a Bzn¢ dostupné
karcinogeny (benzo[a]pyren nebo PhIP) podavany upost Na zaklad
vysledia s B-naftoflavonem ve vySe uvedenych experimentech \ydran
interval 72 hodin mezi jednotlivymi podaningiasovy odstup byl zvolen tak,
aby se zabranilo mozZné inhibici aktéwach enzymi zpisobené ftomnosti

chemopreventivnich latek, a zardwaby indukni efekt stale fetrvaval.
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Z obrazku 5je patrné, Ze v tenkémiet€ vedlo podanp-naftoflavonu ke
zvySeni aktivity EROD, a také exprese CYP1Al vehigdstech tenkéhoigiva
pii nizké davce PhIP (PhIP1, 50 mg/kg). Naopak vysté&éka PhIP (PhIP2,
150 mg/kg) vedla ke ztrét aktivity EROD u potkadh premedikovanych
B-naftoflavonem, zatimco exprese CYP1Al se vygameneénila. Podoba jako
v pripace podani obou latek BNF i PhIP2, kombinag¢enaftoflavonu
a benzo[a]pyrenu nezvysila aditiévrexpresi a aktivitu CYP1Al ve srovnani
s jednotliv podanymi latkami.
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Obrazek 5 Aktivita EROD (CYP1Al) v tenkéem ws\w. Mikrosomy byly izolovany
z proximdlni, stedni a distalnicasti tenkého #kva potkana po vystaveminaftoflavonu
a/nebo karcinogém. Imunodetekce CYP1AL1l byla provedena v proxim&iédni a distalni
¢asti tenkého #eva potkana.
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V jatrech Qbr. 6 kombinace B-naftoflavonu a benzo[a]pyrenu vedla
k zna&néemu zvyseni aktivity EROD a MROD ve srovnani s\gtivé podanymi
latkami, zejména u CYP1A2. Toto nazog potencialni synergicky efekt obou
téchto latek. Podohm jako v gipact tenkého seva, nebyl pozorovan Zzadny

vyrazny efekt po podafknaftoflavonu v kombinaci s PhiP.
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Obrazek 6Aktivita EROD (CYP1Al) a aktivita MROD (CYP1A2) \ajrech. Mikrosomy
byly izolovany z jater potkana po vystavefiinaftoflavonu a/nebo karcinogém.
Imunodetekce CYP1Al a CYP1A2 byla provedena v jgtbrmikrosomech potkana.

Tvorba aduki karcinogenu s DNA se obetcmpovazuje za ilezity
genotoxicky krok v procesu iniciace karcinogene2mto je mnozstvi adukt
karcinogenu s DNA dalSim markerem pro posuzovéikaivzniku rakoviny.
Oba karcinogeny, benzo[a]pyren a PhIP, jseenpnovanyin vivo, coz vede
k jejich aktivaci a/nebo detoxikaci. MnoZstvi aduldaP s DNA se podido
stanovit metodod?P-postlabelling v proximalni a distaltiésti tenkého #tva
(Tab. 1. Premedikacg-naftoflavonu vyrazé zvysSila mnozstvi aduktu 1 BaP
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s DNA (adukt tvéeny z 9-hydroxy-BaP) v proximalniasti tenkého stva.
Celkové mnozstvi adukiBaP s DNA v proximalnéasti je tendi dvakrat vyssi
nez v distalnasti. Toto zji&ni je v souladu s vysSi expresi CYP v proximalni
casti tenkého #kva ve srovnani s distalriasti, kter4 byla zjisha jak

imunochemicky, tak gfenim aktivity gislusnych CYP.

Tabulka 1 MnoZstvi aduki benzo[a]pyrenu s DNA.

RAL/10° nukleotid
Vzorek DNA
Skvrna 1 Skvrna 2 Skvrna 3 Celkem
éast tenkého stva
BaP proximalni 3,85 2,82 4,39 11,06
BNF+BaP proximalni 5,15 2,97 3,96 12,08
BaP distalni 4,40 1,56 1,64 7,60
BNF+BaP distalni 4,02 1,85 2,46 8,33

B-Naftoflavon a/nebo benzo[a]pyren byly podany paotika a v proximalni a distalniasti
tenkého gtva byly stanoveny adukty s DNA. RAL, ,relative adtllabelling*

Skvrna 1 — adukt tveny z 9-hydroxy-BaP
Skvrna 2 - hlavni dGp adukt (/G-BPDE)
Skvrna 3 — neidentifikovany adukt

Hodnoty ziskané metodod®P-postlabelling velmi ddle odpovidaji
vysledkim imunodetekce a &henim specifickych aktivit, kdy premedikace
B-naftoflavonem nezvySila vyznaran zadné sledované hodnoty oproti
samotnému podani BaP. Benzo[a]pyren je znamy jekp imduktor podrodiny
CYP1A, proto je mozne, Ze jiz po podani samotnéla® Biebo BNF bylo
dosazeno maximalni hladiny indukce.

Adukty PhIP s DNA budou v nejblizSi ddtstanoveny no¥ vyvijenou
technikou kapalinové chromatografie siepinanim kolon ve spojeni

s tandemovou hmotnostni spektrometrii [Singh g ROI10].

10
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