UNIVERZITA KARLOVA YV PRAZE

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Chemie
Studijni obor: Biochemie

Dorota Zawadova

Aktivace karcinogent Vv travicim traktu

Bakalatska prace

Vedouci bakalaiské prace: prof. RNDr. Petr Hodek, CSc.

Praha 2011



Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva studiem aktivace heterocyklickych amint (HAA). Tyto
latky vykazuji Cetné karcinogenni U€inky na zkoumanych zvitatech i1 lidskych bunkach.
Tyto karcinogeny jsou tvoreny béhem tepelného zpracovani masa nebo béhem kouteni
cigaret. Pro vyvolani jejich karcinogennich ucinkl je potfebna jejich ptredesla aktivace.
Vétsina HAA je nejdiive aktivovana cytochromem P450 (CYP), zvlasté podrodinou 1Al a
1A2. Po aktivaci témito enzymy vzniknou N-hydroxylaminy, které reaguji s DNA pouze
slab€. Pro snadnéjsi tvorbu DNA aduktt je pozadovana dalsi aktivace téchto metaboliti na
reaktivnéj$i acetatové a sulfatové estery. Tyto estery jsou tvofeny sulfotransferasou
(SULT) a N-acetotransferasou (NAT). Ovlivnénim téchto enzyml mizeme pozitivné
regulovat vznik karcinomill. Za silny inhibitor jedné z podrodiny SULT (fenolové
sulfotransferasy P-PST) je povazovana kyselina kavova. Za dobré inhibitory NAT je

povazovan quercitin.

Kli¢ova slova: Heterocyklické aminy, biotransformace, cytochrom P450,

sulfotransferasa, N-acetyltransferasa



Abstract

HAA are compounds which are showing numerous carcinogenic impacts on studied
animals even human cells. These carcinogenes arise during the heat processing of meat or
during (cigarette) smoking. Activation of these compounds is required to their carcinogenic
effect. Most of all HAA are first activated by cytochrome P450 (CYP) especially
subfamily 1A1 and 1A2. As a consequence of activation with these enzymes are created N-
hydroxylamines, which weakly reacting with DNA. For better formation of DNA aducts
one more activation is essential. More reactive acetate and sulphate esters arise by second
activation from N-hydroxylamines. The esters are produced by sulphotranspherase (SULT)
even N-acetotranspherase (NAT).

When we affect these enzymes we could positive control the formation of carcinoma.
Caffeic acid is considered as a strong inhibitor of one SULT subfamily (phenolic
sulfotranspherase P - PST). On the other side as a good inhibitor of NAT is considered

(known) quercetin. (in czech)

Key words: Heterocyclic amine, biotransformation, cytochrome P450,

sulfotransferase, N-acetyltransferase
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1. Cil prace

Cilem této piehledové prace je kratké obeznadmeni s problematikou c¢astého vzniku
nadorovych onemocnéni a jejich vysoké mortality. Z fady karcinogennich latek se
zaméfujeme zejména na heterocyklické aminy, které jsou Castym plvodcem vzniku
karcinomu traviciho ustroji (gastrointestinalniho traktu). Nosnym prvkem této prace je
seznameni s pochody biotransformace xenobiotik se zvlastnim zaméfenim na aktivaci
heterocyklickych aminti v travicim traktu. Prace se zaméfuje hlavné na dva enzymy druhé

faze biotransformace, sulfotransferasu a N-acetyltransferasu.



2. Uvod

V dnesni dob¢ jsou nadorova onemocnéni jednou z nejcastéjSich nemoci, navic
svelmi vysokou mortalitou. Mezi evropské staty, které jsou nejvice postizené timto
onemocné&nim, bezpochyby patii: Ceska republika, Polsko, Mad’arsko nebo Dansko [Levi a
kol., 2004].

V roce 2009 tvorila nadorova onemocnéni vice nez 26,1 % amrti v Ceské republice, z

o znatném narastu evidovanych pacientd stimto onemocnénim ukazuje obr. 1

[http://www.czso.cz].
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Obr. 1: Ndriist poctu evidovanych pripadii s nadorovym onemocnénim v CR od roku 1991 do roku

2006 Zpracované vysledky na zakladé statistik ceského statistického uradu.

Mezi hlavni pficiny vzniku karcinomu patii koufeni, konzumace alkoholu,
vystaveni UV zareni, genetické predispozice a expozice karcinogenim. Za dalsi mozné

faktory zvySujici riziko rakoviny se povazuji obezita a nedostatek pohybu. Pro vznik
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karcinomt zaludku a stev je pak zvlast¢ zavazna nevhodna Zivotosprava a zejména Spatné
stravovaci navyky.

Uginnou chemoprevenci miizeme vyrazné snizit riziko aktivace karcinogent. Podle

smérnic spole¢nosti The American Cancer Society, mizeme zvySenim fyzické aktivity,
snizenim konzumace alkoholickych napoju a upravou naseho jidelnicku tak, aby byl tvoien
prevazné potravinami z rostlinnych zdrojii a obsahoval minimum tu¢nych vyrobku, sami
omezit vznik nadorovych onemocnéni [Dresbach, Rossi, 1998]. Mezi dalsi potraviny,
jejichz spotifebu bychom m¢éli zvysit, bezpochyby patii: ovoce (hlavné citrusové) a
zelenina, zde zejména Cesnek a cibule nebo fazole. Snizenim rizika aktivace karcinogent
docilime i pitim c¢aji a uzivanim rostlinnych vytazkt, které obsahuji inhibitory
karcinogeneze [Dresbach, Rossi 1998; Wattenberg, 1996].
Chemopreventivni latky mutzeme definovat jako slouceniny, které svym pusobenim
zasahuji do pocatecnich stadii tumorogeneze. Tyto latky mohou ptisobit bud’ jako blokujici
nebo tlumici agens [Dresbach, Rossi 1998]. V prvnim piipadé jde o latky, které svym
plusobenim zabrani vstupu karcinogennich latek do cilové tkdn€¢ nebo zabrani jejich
interakci s cilovou tkani. Mechanismus jejich pusobeni je zaloZeny na piedchazeni
aktivace karcinogenu, indukci zvySené aktivity detoxikacnich enzymi nebo zachyceni
karcinogeni jeSté€ nez zacne pusobit na cilovou tkan. Do druhé skupiny patii tlumici agens,
jejichz Gcinek zacind aZ po poskozeni tkan€ karcinogennimi latkami. Je zndmo nékolik
mechanizmi jejich pisobeni. Neékteré podporuji diferenciaci bunék, jiné zmirfuji
genotoxické uCinky, zejména zabranuji aktivaci onkogenu, dalsi pak selektivné inhibuji
proliferaci potencialné malignich bunék [Wattenberg, 1996].

Bylo zkoumano mnoho latek, u kterych se pfedpokladalo chemopreventivni pouziti,
ale u vétsiny z nich byla prokazana vysoka toxicita napt. pro gastrointestinalni trakt, kostni
dren, srdce, plice, mozek nebo ledviny. Kromé minimalni kratkodobé toxicity je nutné, aby
latka nebyla dlouhodobé toxicka, byla vysoce G¢innd, snadno aplikovatelna a pokud mozno
cenové dostupna [Dresbach, Rossi 1998]. Mezi latky pouzivané v chemoprevenci patii:
retinoidy (derivaty vitaminu A), deltanoidy (derivaty vitaminu D3), antiestrogeny a
nesteroidni antirevmatika. Casté pouziti ma také oltipraz nebo finasterid [Klener, 2002].

Chemopreventivni terapeutika jsou ur¢ena pro dvé skupiny lidi. Do prvni patii lidi
s vysokym rizikem vzniku nddoru, at uz zdavodu genetické predispozice, profesni

expozici karcinogenim nebo zvySenim ostatnich rizik [Wattenberg, 1996]. Ve druhé
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skupiné jsou pacienti, ktefi v minulosti prodélali nadorové onemocnéni a u kterych 1ze
ocekavat recidivu.

Jako jedna z dalSich moznosti prevence nadorovych onemocnéni jsou preventivni
prohlidky u l€kare, zvlasté u osob se zvySenym rizikem vzniku karcinomu. Tato vysetieni
jsou zvlasté vhodna u karcinomi, pii jejichz vzniku muaze v€asny nalez vyrazné zvysit
Sanci na uzdraveni nebo u karcinomu, kterymi je potencidlné ohrozena podstatnd Cast
populace. Do téchto skupin patii zejména nador prsi, kolorektdlni karcinom, nador

délozniho ¢ipku, karcinom prostaty a maligni melanom [Klener].
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3. Karcinogeny

Karcinogeny jsou latky organického nebo neorganického piivodu, které svym plsobenim
na organizmus (pfimym nebo po metabolické pfemén€) vyvolavaji vznik novotvart.
PficemzZ ke vzniku maligniho onemocnéni mize dojit az po mnohaleté expozici. Dosud
bylo identifikovano pies 3000 karcinogend. VétSina z nich pochazi z pramyslu, odkud se
dostava do Zivotniho prostfedi. Karcinogeny mohou byt pfijaty organizmem riznym
zpusobem, napf. konzumaci potravy, pitné vody, vdechovanym vzduchem nebo penetraci
ptes kuzi [Stratil a Kuban, 2004 ].

Oficialni databazi karcinogenti vede Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny

(IARC — International Agency for Research on Cancer)

1. Prokdzany karcinogen pro ¢lovéka (napt. azbest nebo latky v tabakovém kouti)
2.a Pravdépodobny karcinogen pro cloveka (napft. ethylenoxid)

2.b Latky podezdielé z karcinogenniho u¢inku na ¢lovéka (napt. DDT)

3. Latky, které nemtizeme hodnotit pro nedostatek informaci

4. Latky, u kterych se pfedpoklada, Ze nemaji karcinogenni ucinek na ¢lovéka
3.1. Potravni karcinogeny

V potravé se vétSinou vyskytuje jen malé mnozstvi téchto latek. Jejich vyskyt miize byt
pfirozeny, nebo vzniknou kontaminaci potravy nebo jejim tepelnym zpracovanim. U této
skupiny latek je jejich karcinogenni schopnost ¢asto spojena surcitou chemickou
strukturou nebo funkéni skupinou. Vyznamné organické karcinogeny vétSinou patii do

téchto skupin latek [Rademacher, 1975.]:

e Kondenzované aromatické uhlovodiky a jejich heterocyklické N-, O-, a S- analogy
e N-nitroslouceniny
e Aromatické aminy, nitroslouc¢eniny a azoslouceniny

e Alifatické hydraziny, azosloucCeniny a azoxyslouceniny
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e Nékteré alkylujici a dalsi slouCeniny jako napt. CCls, CHCI3, CH,=CHCI,
CH,=CCl;, CH,=CH-CHO a jiné

3.1.1. Heterocyklické aminy

Jak jiz bylo uvedeno v ivodu, potrava je jeden z faktort, ktery muze ovlivnit vznik
karcinomu. Jednou z vyznamnych skupin latek, které mohou mit podil na vzniku tohoto
onemocnéni, jsou heterocyklické aromatické aminy (HAA). U téchto latek byla prokazana
schopnost tvofit ¢etné karcinomy v krysich modelech [Ohgaki a kol., 1991]. Vzhledem ke
schopnosti téchto latek zpasobit mutace somatickych bunék a navodit nadorové
onemocnéni ve zvifecich modelech, jsou tyto latky spojovany s indukci nadorovych
onemocnéni spojenych s potravou.

Za prukopniky v objevu HAA jsou povazovani Sugimura a kol. spolecné s Nagao a
kol., ktefi v roce 1977 objevili pfitomnost téchto latek v grilované rybé, hovézim steaku a
kouii vytvareném béhem grilovani téchto potravin [Sugimura a ko., 1977; Nagao a kol.,
19777]. Podle jejich tvrzeni mohou byt tyto mutageny vytvofeny pyrolyzou proteinu a
aminokyselin obsazenych v mase. [Snyderwine, 1994]. Vsechny tyto latky obsahuji
aminoskupinu pfipojenou k pyridinovému kruhu (struktura téchto latek viz obr. 2). V roce
1978 Commoner a kol. zaznamenali tvorbu dodate¢nych mutagenti v tepelné zpracovaném
hamburgeru a hovézim extraktu [Commoner a kol., 1978]. Od jejich objevu bylo
klasifikovano mnoho mutagent, které maji aminoskupinu pfipojenou na imidazolovy kruh

a tudiz byly klasifikovany jako imidazolové mutageny [Kasai a kol., 1980] (viz obr. 3).
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Aminokyseliny vzniklé pyrolyzou

AaC MednC

Obr. 2: Struktura nékterych pyridinovych heterocyklickych amini (pfejato a
upraveno od Snyderwine, 1994)

Trp-P-1: 3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[3,4-b]indol; Trp-P-2: 3-amino-1-methyl-5H-
pyrido[4,3-b]indole; Glu-P-2:2-amino-dipyrido[1,2-a:39,29-d]imidazol; Phe-P-1:
2-amino-5-phenylpyridin;, AaC: 2-amino-9H-dipyrido[2,3-b]indol; MeAoC: 2-amino-3-
methyl-9H-dipyrido[2,3-b]indol
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Obr.3: Struktura nékterych imidazolovych heterocyklickych amind (pFejato a
upraveno od Snyderwine, 1994)

1Q: 2-amino-3-methyl-imidazo[4,5-f]quinoline; MelQ:2-amino-3,8-dimethyl-imidazo[4,5-

flquinoxaline; 1Qx: 2-amino-3-methyl-imidazo[4,5-f]quinoxaline; 4-MelQx: 2-amino-3,4-
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dimethylimidazo-[4,5-f]quinoline;8-MelQx: 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-
flquinoxaline 4,8-DiMelQx: 2-amino-3,4,8 trimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline; PhIP: 2-
amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine

3.1.1.1. Syntéza heterocyklickych aromatickych aminu

Jak jiz bylo uvedeno vyse, vznikaji tyto latky béhem tepelného zpracovani latek bohatych
na bilkoviny. Prvni skupina HAA vznikd béhem pyrolyzy pfti teploté > 250°C jednotlivych
aminoskupin, jako napf. tryptofanu, glutamové kyseliny nebo fenylalaninu nebo zahiatim
proteini na vysokou teplotu [Sugimura a kol., 2004]. Pyrolytické HAA mohou vznikat i
béhem koufeni cigaret (rovnéz vysoka teplota, katalyzujici jejich vznik). Mezi nejcasté;si
HAA vznikl¢ pti tomto procesu patii: AaC a MeAaC [Yoshida a Matsumoto, 1980].
Hlavnim téchto HAA jsou aminokyseliny nebo proteiny. Jejich tvorba neni zavisla na
kreatinu a mohou byt produkovany z jidla jak zviteciho tak rostlinného ptivodu [Jagerstad
A kol. 1998]. Nejpopularnéjsi hypotézou vysvétlujici tvorbu téchto HAA je teorie zaloZena
na reakci volnych radikalt, produkujicich mnoho reaktivnich fragmentu, které mohou dale
kondenzovat a utvofit novou strukturu [Skog a kol., 2000].

Druhd skupina HAA je tvofend v tepelné zpracovaném mase pii teplotich v
rozmezi 150-250 °C (teplota bézné vyuzivana v domacnostech). Prekurzorem pro tyto
HAA jsou aminokyseliny, cukry a kreatin. 2-amino-N-methylimidazolova ¢ast HAA je
tvofena z kreatinu, zbyvajici ¢asti HAA (napf. pyridiny nebo pyraziny) jsou tvofené
pomoci Streckerové degradace tvofené v Maillardové reakci mezi hexdzou a
aminokyselinou [Jagerstad a kol. 1991]. Podle obecnych piedpokladl je za spojeni téchto
dvou ¢asti zodpovédna aldolova kondenzace, ktera pomoci aldehydu nebo souvisejici
Shiffové baze, spoji tyto molekuly do 2-amino-N-methyl-imidazoquinolinové nebo 2-
amino-N-methyl-imidazoquinoxalinové struktury.

Mezi kritické faktory majici vliv na tvofeni HAA (v tepelné zpracovaném mase)
patii teplota, pfi které je maso zpracovavano, doba zpracovani nebo jeho metoda. Mezi
metody, béhem kterych se tvofi nejvice HAA, patii smazeni na panvi nebo grilovani.
Diilezitou roli hraje i typ masa. Obecné je nejvetsi produkce HAA v libovém masu (hovézi,

ryby, kufe, vepiové atd.). Mezi nejcastéjsi slouceniny v tepelné zpracovaném mase patfi:
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PhIP a AaC, nasledované 8-MelQx (dalsi slouceniny viz tab. 1) [Felton a kol., 1984;

Felton a kol., 1986].

Tab. 1: MnoZstvi heterocyklickych amint obsaZenych ve vybranych jidlech (prejato a

upraveno od Snyderwine, 1994)

MnoZstvi
Sloucenina Jidlo
(ng/g)
AaC Smazeny hovézi steak 3,2-8,8
Smazeny losos n.d.-9,0
Peceny losos n.d.
Grilovany losos 2,8-109,0
Grilované hovézi 651
PhIP SmazZené sekané hovézi 15
Smazeny hovézi steak 23,5-48,5
Smazeny losos 1,7-23,0
Peceny losos n.d.-18,0
Grilovany losos 2,0-73,0
8-MelQx Uzend suSena makrela 0,8
Smazené sekané hovézi 0,1-2,4
Smazeny losos 1,4-5,0
SmazZeny hovézi steak 5,1-8,3
4,8-DiMelQx SmazZené sekané hoveézi 0,06-1,2
SmaZeny hovézi steak 1,3-2,0
Uzend susend makrela 0,08
1Q Grilované sardinky 4,9-20,0
Grilovany losos 0,3-1,8
Smazené sekané hoveézi 0,02-0,6
4-MelQ Grilovany losos 0,6-3,1
Grilované sardinky 16,6

n.d.: not detecable
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3.1.1.2. Mutagenni, karcinogenni a genotoxické ucinky

HAA

Pro utvofeni DNA-aduktii a mutagenniho nebo genotoxického ucinku HAA je nutnd jejich
v kapitole biotransformace).

Podle ¢etnych testi in vitro byly prokazany mutagenni ucinky téchto latek. U testh

provadénych in vivo nebyly vysledky vzdy zcela jednotné, za coz jsou pravdépodobné
zodpovédné faktory jako napf. typ a pohlavi zvifat nebo typ cilového organu/tkané
vybraného pro vyhodnoceni mutacniho spektra. Ve studiich s pivodnimi HAA (namisto
jejich aktivovanych metabolitl) jako domnélych mutageni, mize dojit k ovlivnéni
vysledkli rozdilnou schopnosti metabolické aktivace aplikovanych HAA u jednotlivych
zvitecich modell. Za kvantitu kone¢né mutagenni aktivity jsou zodpovédné faktory jako:
délka expozice nebo Cas potfebny k vytvoreni DNA-adukti a pro konverzi takovych
aduktt do detekovatelnych muta¢nich vysledkli. Podle obecnych ptedpokladi je pro vznik
DNA-aduktii navrhovano 24h, jako dostatecnd doba, zatimco pro tvorbu adukti
indukujicich trvalé zmény v sekvenci bazi, je potifeba nékolik tydnt [Davis a kol., 1996].
Na zaklad¢ téchto poznatkl je zdlraziiovano riziko pravidelné konzumace dobie
zpracovan¢ho masa. Redukce podilu a frekvence konzumace téchto jidel, je povazovano za
protek¢ni opatfeni proti mutagenezi spojovanou s HAA.
Dodate¢né k jejim mutagennim ucinktim in vitro byly u hlodavct prokazany karcinogenni
ucinky téchto latek [Kato a kol., 1989]. Konstantni podavani HAA dospélym potkaniim a
mySsim, zplsobilo u jednoho nebo obou druhti, u vSech testovanych sloucenin: Trp-P-1,
Trp-P-2, Glu-P-1, Glu-P-2, MeAaC, AaC, 4-MelQ a 8-MelQx s vyjimkou PhIP, vznik
hepatokarcinomti. U PhIP bylo prokdzéano, ze pii jeho dlouhodobém podévani potkanim,
zpusobuje vznik karcinomu prsnich zlaz a tlustého stfeva [Ito a kol., 1991]. Stejné
karcinogenni u¢inky u potkanti mély i 1Q a MelQ [Tanaka a kol., 1985]. Dalsimi cilovymi
misty 1Q a MelQ u potkanti je tlusté stfevo nebo klize.

Bylo prokazano, ze u potkant a opic, IQ a PhIP, tvoii DNA adukty v jatrech, bilych
krvinkdch a mnoha extrahepatalidlnich tkdnich vcetné srdce, tlustého stfeva, varlat a

mozku [Snyderwine a kol., 1993]. Studie na kojicich potkanech, kterym bylo podano 1Q,

19



8-MelQx nebo PhIP, ukazaly ptitomnost téchto latek v prsnich zlazach (A. Ghoshal, Ph.D.,
E.G.S., unpublished data, 1993). Piitomnost téchto latek byla nalezena i v zaludku
kojenych $ténat. Toto zjisténi zptisobilo znepokojeni nad expozici karcinogenti do mléka u
novorozenat. Podle studii na lidskych prsnich epitelialnich burikach bylo zjisténo, ze tyto
bunky metabolicky aktivuji HAA [Pfau a kol., 1992]. Na zaklad¢ role DNA aduktt
v karcinogenezi je povazovano, ze za iniciaci nadoru prsu muze byt zodpovédna in vivo

HAA adukce na prsni DNA.
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4. Biotransformace

T¢lo prichazi do styku s nejriznéjSimi cizorodymi latkami (xenobiotiky), které jsou

potencialné skodlivé. Jsou tfi mozné zpusoby interakce organizmu s témito latkami:

e nepodléhaji biotransformaci a jsou vylouceny Vv piivodni formé (pii pruchodu télem,
mohou zplsobit poSkozeni riznych €asti organizmu: sliznic, obéhové soustavy,
vnittnich organi aj.)

e jsou detoxikovany rtiznymi chemickymi reakcemi (je pozménéna jejich puvodni
forma) a nasledn¢ jsou z organizmu eliminovany

e dochazi k jejich akumulaci v organizmu (télo je vystaveno jejich dlouhodobému

ucinku, coz muze zpusobit napt. chronické otravy)

Nejvhodnéjsim zplisobem je pro organizmus pozménéni xenobiotik (biotransformace) na
netoxické produkty a jejich nasledna eliminace. Existuje nékolik zpusobi odstranéni
metabolizovanych xenobiotik. Nejcastéjsim postupem je eliminace moci, kterou je
eliminovana vétSina hydrofilnich latek [Fukasawa a kol., 2007]. Metabolity mohou byt
také vylu¢ovany ve stolici, potu, slzach nebo vydechovaném vzduchu.

Hlavnim mistem biotransformaci jsou jatra, kde je lokalizovana vétSina potiebnych
enzymi K témto d&jum. V jatrech dochazi k transformaci lipofilnich latek na latky
polarngjsi, které mohou byt vylouceny ledvinami [Fukasawa a kol., 2007].

Biotransformaci mtzeme rozdé@lit na dvé faze. V prvni fazi dochazi zejména k
oxidaci, redukci nebo hydrolyze xenobiotik — tyto reakce vedou ke zvySeni polarity
molekuly. V druhé fazi dochazi ke konjugaci endogennich hydrofilnich latek s polarni
skupinou xenobiotika, coz dale zvysi jeho rozpustnost ve vod¢. Mezi reakce druhé faze
patii mimo jiné: glukuronidace, sulfonace, acetylace, reakce s glutationem a
aminokyselinami  [Carriere a kol., 2001]. Tyto biotransformaéni faze jsou
nasledovany transmembranovym exportem cizorodych latek a produktl druhé faze z buiky
interakce organizmu s xenobiotiky je transport, kterého se ucastni napi. P-glykoprotein
nebo organické anionty pienasejici polypeptidy (OATP) [Kubesova, 2010; Bozina, a kol.,
2009].
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4.1. 1. faze

Tato faze probiha v endoplazmatickém retikulu a dochazi béhem ni k zavedeni nebo
zpristupnéni polarnich skupin (napt. -COOH, -OH, -NH,). Mezi nejcast¢jsi reakce této
faze patii zejména tyto: epoxidace, aromaticka a alifaticka hydroxylace, dealkylace, N-
oxidace a oxida¢ni deaminace [Vrzal a kol., 2004; Kubesova, 2010]. Béhem prvni faze
dochazi také k redukcim: redukéni dehalogenaci, redukci nitroskupiny a azoskupiny atd.
[Vrzal a kol., 2004]. Tyto reakce jsou katalyzované fadou enzymu jako napt. cytochromy
P450, flavinové monooxygenasy, alkoholdehydrogenasy, aldehyddehydrogenasy,
karbonylreduktasy, peroxidasy, xanthinoxidasy, karboxylesterasy a dalsi [Knejzlik a kol.,

vvvvvv

popsan v nasledujici kapitole.

4.1.1. Cytochrom P450

Cytochrom P450 (EC 1.14.14.1) ma vyznamnou ulohu v biotransformaci xenobiotik a
ucastni se oxidace piiblizné 75% 1é¢iv [Zuber a kol., 2002]. Pii této biotransformaci
nedochazi pouze k detoxikaci cizorodych latek, ale mize dojit i k jejich aktivaci, coz
zpusobi jejich karcinogenni nebo toxické ucinky.

Fyziologickymi substraty cytochromu P450 (CYP) jsou: steroidy, mastné kyseliny,
prostaglandiny nebo biogenni aminy, z xenobiotik pak: I1€ky, rostlinné jedy a toxické
chemikalie z prosttedi [Bozina, Bradamante, Lovric, 2009].

Tento enzym byl poprvé popsan Garfinkelem a Klingenebergem v roce 1958 jako
pigment v jaternich mikrozomech potkana [Garfinkel, 1958; Klingenberg, 1958]. Pismeno
P v jeho nazvu oznacuje pigment a oznaceni 450 je odvozeno od absorpéniho maxima jeho
redukované formy v komplexu s oxidem uhelnatym [Omura and Sato, 1964].

Nejvetsi zastoupeni tohoto enzymu je v membrané endoplazmatického retikula
Vv jatrech, nachazi se ale 1 v dalSich orgéanech jako napt. ve stfevech, ledvinach, mozku,

plicich, lymfocytech nebo placenté [Bozina, Bradamante, Lovric, 2009].
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Cytochrom P450 je spolu s NADPH: cytochrom P450 reduktazou a membranovymi
fosfolipidy soucasti mikrosomalni monooxygenasy se smisenou funkci (MFO z ang.
Mixed function oxidases) [Kiizkova, 2010].

4.1.1.1. Nomenklatura

Nomenklatura cytochromu je zalozena na zafazeni jednotlivych CYP do rodin a podrodin
podle homologie v primarni struktute . Pokud maji enzymy vice jak 40%-ni shodu
v aminokyselinové sekvenci, jsou zafazeny do stejné rodiny. Tato rodina je oznaCovana
arabskou ¢islici (napf. CYP1). Velkym pismenem jsou oznacovany cytochromy patiici do
stejné podrodiny (napf. CYP1A). Tyto enzymy musi mit shodnou primarni strukturu
minimalné z 55%. Jednotlivé formy enzymu jsou znacené druhou arabskou Cislici (napf.
CYP1AZ1) [Nelson, 1996].

V soucasnosti je znamo vice nez 2500 sekvenci CYP, z toho 18 rodin a 43 podrodin
pfipadd na c¢lovéka [http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html]. Z velkého poctu
znamych forem CYP je za vétSinu jeho aktivity zodpovédnych pouze pét: CYP3A4/5
(nejcetngjsi), CYP2D6, CYP2C8, CYP1A1/2 A CYP2C19 [Fukasawa , 2007].

4.1.1.2. Funkce

CYP je hemoproteinem b (jeho struktura viz obr. 2), v jehoz porfyrinovém kruhu je étyfmi
ligandy vazan zelezity kationt (viz obrazek 2). Patym ligandem je thiolatovy aniont
z cysteinového zbytku, ktery je vazan v aktivnim centru enzymu. Poslednim ligandem

hemu je atom kysliku pochazejici z vody [Kubesova, 2010; Stiborova a kol., 1999].
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Obr. 2: struktura hemu b

Prejato od Krizkovd

Jak jiz bylo feéeno (viz kapitola Cytochrom P450), je pro CYP typicka katalyza oxida¢nich
reakci. DalSim substratem této reakce vedle organické slouceniny je molekularni kyslik
(Jjako zdroj mohou byt pouzity i peroxidy a peroxokyseliny), donorem elektronti pak

NADPH. Celou reakci mtizeme vyjadtit nasledujici rovnici:
RH + O, + NADPH + H" -ROH + H;0 + NADP"

e Reakce zacina prenosem elektronii z NADPH na NADPH: P450 reduktasu
e Dale dochazi k redukci cytochromu P450
e V poslednim kroku je redukovanym CYP aktivovana molekula kysliku, z které je

jeden atom zaclenén do molekuly substratu a druhy tvoii molekulu vody

Jak jiz bylo uvedeno (viz kapitola Cytochrom P450), pfi reakcich vedoucich ke zvySeni
polarity xenobiotik nemusi dojit pouze k detoxikaci latek a jejich vylouceni z organizmu,
ale také kjejich aktivaci. Takto aktivované metabolity se mohou vazat piedevSim na
nukleové kyseliny, proteiny, ¢imZ zpusobi jejich modifikaci a zménu nebo ztratu
fyziologické funkce [Stiborova a kol., 1999].

Nejdilezitejsi isoformy zodpovédné za biotransformaci chemikalii a zvlasté metabolickou
aktivaci prekarcinogent jsou: CYP1A, CYP1A2, CYPIBI1, CYP2A6, CYP2EI a CYP3A4
[Bozina, Bradamante, Lovric, 2009]. Dal§i moznosti jak CYP miize negativné ovlivnit

regulaci procesu nadorového bujeni je biosyntéza a odbourdvani latek potencujicich
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karcinogenezi nebo naopak latek ni¢icich nadorové buiky. Na tomto procesu se podileji
zejména cytochromy P450 1A1, 1A2, 3A4 a 2C, které se uiCastni metabolismu exogennich

prokarcinogent, steroidnich latek a protinadorovych 1é¢iv [Stiborova a kol., 1999].

4.2. 11. faze

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu této kapitoly, ve druhé fazi dochazi ke konjugacnim reakcim,
které maji za tikol dals$i zvySeni polarity latky pro jeji snadngjsi eliminaci z organizmu.
Této fazi vétSinou predchazi faze prvni, ve které se na xenobiotikum navazou polarni
skupiny (pfipadné¢ dojde k odkryti polarnich skupin xenobiotika), které jsou schopny
interakce s endogennimi polarnimi slou¢eninami druhé faze. V piipad¢, ze takova skupina
jiz existuje nevstupuji xenobiotika do faze prvni, ale piechazi piimo do faze druhé.
V piipadé, ze je latka dostate¢né hydrofilni uz po prvni fazi, nastane opaény piipad, kdy
latka neprochazi druhou fazi, ale je pfimo eliminovana z organismu.

Stejné jako v prvni fazi biotransformace nemusi dojit pouze Kk detoxikaci
xenobiotika, ale mize se stat, ze se jeho toxicita zvétsi nebo dokonce je tato ptivodné
netoxicka latka aktivovana. Pokud dojde ke spojeni netoxického metabolitu prvni faze
s endogenni funkéni skupinou konjugaéni faze, muze dojit k jeho aktivaci a nabyti
karcinogennich nebo genotoxickych vlastnosti. Piikladem takové aktivace je konjugace
aromatickych aminti s N-acetyltransferasou [Grant, 1992], heterocyklickych amint

se sulfotransferasou nebo s UDP-glukuronosyltransferasou [Yamazoe, 1999].

Podle Benedettiho a kol., 2007 patii mezi hlavni reakce druhé faze:

e Acetylace, v které dochazi ke konjugaci s acetylovou skupinou N-acetyltransferasy
(NAT). Jako ptiklad xenobiotik podléhajicich této reakci lze uvést: isoniazid
(antituberkulotikum) nebo kyselinu p-aminobenzoovou.

e Methylace, za kterou jsou zodpovédné S-, N- a O-methyltransferasy. Pii této reakci
dochazi k transportu methylové skupiny z S-adenosyl-L-metioninu na nukleofil

obsahujici atom S, N nebo O.
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e Glukuronidace, kterou katalizuje UDP-glukoronyltransferasa. Této reakci podléhaji
rizné endogenni substraty jako napt. bilirubin, steroidni hormony nebo zlucové
kyseliny nebo exogenni latky, mezi jinymi chemické karcinogeny, 1éky nebo latky
znecist'ujici zivotni prostiedi [ Ritter, 2000]

e Sulfatace riznych endogennich 1 exogennich latek, kterou Katalizuje
sulfotransferasa (SULT). Donorem sulfatu je 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat
(PAPS).

e Konjugace saminokyselinami, hlavné glycinem a glutaminem (v mensi mife
S taurinem)

e Konjugace s glutationem, za kterou je zodpovédna glutation S-transferasa (GST).

Tato reakce metabolizuje karcinogeny, endogenni a exogenni toxiny.

Dale budou podrobnéji popsany sulfotransferasa a acetyltransferasa, které jsou enzymy

nejcastéji zodpovédnymi za konecnou aktivaci HAA [Shut a Snyderwine, 1999].

4.2.1. Sulfotransferasa

Sulfatace hraje kli¢ovou roli v metabolizmu xenobiotik, syntéze steroidii a usnadiuje
inaktivaci a eliminaci endogennich latek jako napf. hormoni $§titné zlazy, steroidii nebo
katecholu [Falany, 2003]. Této reakce se tcastni dva enzymové systémy: sulfotransferasa
(SULT), ktera katalyzuje sulfataci a sulfatasa, ktera katalyzuje hydrolyzu organosulfatu
(utvotenych ptsobenim SULT). Kromé samotnych enzymu, je pro spravnou funkci
sulfatového systému, klicova zasoba substratu, dostaCujici mnozstvi aktivovaného
sulfatového donoru PAPS a rovnovaha mezi sulfataci a hydrolyzou (takto) vzniklého
koniugatu, ktera zalezi na relativnich aktivitach a lokalizaci obou enzymu (umisténi obou
enzymu je rozdilné, sulfotransferasa se nachazi v cytosolu, kdezto arylsufatasa je ptitomna
v lyzosymech nebo v endoplazmatickém retikulu).

Mezi faktory ovliviiujici zasobu substratu patii metabolizace téchto substrati
jinymi enzymy jako mnapif. UDP-glukuronosyltransferasou, methyltransferasou, N-

acetyltransferasou a jinymi. Neméné dulezitym cinitelem regulujicim mnoZstvi substratu
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je fakt, ze sulfatové konjugaty jsou polarni molekuly a nejsou schopny samy piekrocit

biologickou membranu.

4-nitrophenol

ATP  PPi ATP  ADP
sofgmps A, paps
® @ NO,
® @
0s0,
PAP

4-nitrophenyl sulfate
NO,

Obr. 3: Sulfatovy systém (piejato a upraveno od Coughtrie, 1998)

Utvareni a hydrolyza sulfatového konjugatu katalyzovana SULT a ARS (na prikladu
4-nitrofenolu). (1) ATP sulfurylasa, (2) APS kinasa, (3) sulfotransferasa, (4) arylsulfatasa
PAP — adenosin 3°5 -bisfosfat; APS — adenosin 5 “-phosphosulfat,

ADP — adenosin 5 *-difosfat.

Jak bylo uvedeno vySe, mezi klicové prvky spravné funkce sulfatového systému patii
dostate¢né mnozstvi donoru sulfatu. Timto donorem je pro eukaryotni SULT
3’-fosfoadenosin 5’-fosfosulfat nebo 3’-fosfoadenylsulfat (PAPS). Tato molekula je
tvofena z ATP a anorganického sulfatu, za katalyzy ATP sulfurylasy a APS kinasy. Pro
syntézu jedné molekuly PAPS je zapotiebi dvou molekul ATP, coz €ini ze sultatace pro
bunku energeticky naro¢ny proces [Coufhtrie, 1998].

Jak jiz bylo zminéno, za sulfataci molekul je zodpovédnd sulfotransferasa. Lidska rodina
sulfotransferas (SULT) zahrnuje pét ¢lent, které se 1iSi substratovou specifitou a primarni
sekvenci [Coufhtrie, 1996]. Na zaklad¢ aminokyselinové sekvence a preference k substratu
muzeme lidské sulfotransferasy déle rozdélit do dvou rodin: fenolové sulfotransferasy a
hydroxysteroidni sulfotransferasy. Do prvni rodiny patii: P-PST, SULT 1A2, M-PST a
EST a do druhé pak HST.
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4.2.1.1. Biologicka funkce sulfatace

Sulfatace patfi mezi dulezité reakce druhé faze metabolizmu xenobiotik. Tato reakce
chrani proti toxickému nebo potencialné toxickému plsobeni Cetnych xenobiotik a jejich
metaboliti [Coufhtrie, 1998]. Konjugaty sulfatu vykazuji snizenou biologickou aktivitu
V porovnani s puvodnimi slou¢eninami [Mulder, 1990]. Existuje mnoho pfiipadt, kdy
sulfatové konjugaty jsou biologicky aktivnéjSi nez volné slouceniny. Nejzajimavejsim
piipadem bioaktivace sulfataci je aktivace potravnich environmentalnich mutagent a
karcinogend. Pfikladem sloucenin, kde sulfatace hraje rozhodujici roli v jejich bioaktivaci
jsou polycyklické aromatické uhlovodiky nebo aromatické aminy, véetné heterocyklickych
aminq, které se nachazi v tepelné zpracovaném mase [Coufhtrie, 1998].

Vétsina SULT se nachazi v gastrointestinalnim traktu [Chen a kol.,2003]. Tato
skute¢nost spolu s faktem, Ze sulfatace hraje dulezitou roli v aktivaci potravnich
prekarcinogenti vede k pfedpokladu tvorby vysoce reaktivnich, mutagennich estert
kyseliny sirové uvniti gastrointestindlniho traktu. Tento fakt mize byt dulezitym
mechanizmem napf. pro rakovinu tlustého stieva, kde dochazi k sulfataci (aktivaci)

potravnich aromatickych aminti [Coufhtrie, 1998].

4.2.1.2. Indukce

Podle studii na potkanich stievech a jatrech byla zjisténa indukce exprese SULTIAL1
vSemi trans retinovymi kyselinami. Studie na hepatalidlnich lidskych buiikéach, s pouzitim
rostlinnych fenolickych kyselin jako napt. kyseliny gallové rovnéz prokézaly inducibilitu
této exprese [Maiti a kol. 2005; Yeh a kol. 2005]. Citovéano podle Bian.

Inducibilita byla pozorovéna i u lidského SULT1A3 v stfevnich a hepatalidlnich
bunkach. Jako inducibilni latky tohoto enzymu byly prokazany metotraxat a 3-naftoflavon
[Chen a ko., 2005; Miyano a kol. 2005] citovano podle Bian.

Podle studii Biana a kol., je lidsky gen SULT1A3 indukovatelny také glukokortikoidy.
Pii poddvani dexametazonu doSlo ke znaénému zvySeni aktivity u kontrolni skupiny

SULT. Mensi indukce byla docilena podavanim prednizolonu [Bian a kol., 2007].
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4.2.1.3. Inhibice

Zajimavou otazkou je potencionalni schopnost jinych potravnich sloucenin
inhibovat aktivaci SULT takovych prokarcinogenti. V poslednich letech se této schopnosti
sloucenin (chranit proti chemicky indukované rakoving) vénuje velkd pozornost [Stavric,
1994]. Mezi nejvice studované potravni slouceniny, jako potencialni rakovinné
chemopreventivni latky patii fenolické slouceniny, jako napt. quercetin [Stavric, 1994] a
hlavni slozky takovych sloucenin jako je napf. zeleny ¢aj [Wargowich, 1997]. Ackoliv
epidemiologickd data neposkytuji vzdy jednoznacné dikazy o pfimém protinddorovém
ucinku zeleného cCaje, nepochybné odrazeji komplexni pfirodni interakéni faktory
ovliviujici individualni citlivost [Coufhtrie, 1998].

Byla zhodnocena schopnost tii nealkoholovych napoji (¢erného, zeleného Caje a
kavy) inhibovat aktivitu lidské fenolové sulfotransferasy (jako zdroj M-PST a P-PST byl
pouzit cytozol z krevnich desti¢ek). Cerny a zeleny ¢aj a zvlasté kava se ukazaly silnymi
inhibitory P-PST a M-PST. Pfiblizné 10 000 nasobn¢ ziedény Salek silné filtrované kavy
inhiboval 50% aktivity P-PST z krevnich desti¢ek. Oba napoje kava i ¢aj obsahuji ptiblizné
700 sloucenin. Po pifezkoumani nékolika z nich, byla identifikovana kyselina kavova jako
silny a selektivni inhibitor P-PST. Tato skute¢nost dokazala, ze fenolova sulfotransferasa
P-PST (zapojena v aktivaci potravnich prokarcinogentl) je siln€ inhibovéana béznymi népoji

jako ¢aj nebo kava [Jones a kol., 1995].

4.2.1.4. Aktivace

Za hlavni enzym spojeny s aktivaci AIA (aminoimidazo-azaareny; hlavni podtiida
heterocyklickych aminiit HAA) se povazuje jaterni cytochrom P450, ktery je zodpovédny
za N-hydroxylaci. Vzniklé N-hydroxylaminy jsou schopny piimé reakce s DNA, ale za
kone¢né karcinogenni latky jsou povazovany acetatové nebo sulfatové estery N-hydroxy-
HAA. Tyto estery jsou vétSinou tvoreny N-acetyltransferasou (NAT) nebo
sulfotransferasou (SULT) [Shut a Snyderwine, 1999] (viz obr. 3). U potkanl
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premedikovanych PhIP, byly v tlustém stfevu nalezeny adukty PhIP-DNA, navzdory
zjevnému nedostatku aktivace v prvni fazi [Kaderlik a kol., 1994]. Estery N-hydroxy-AlA
utvofené¢ beéhem druhé faze jsou nestalé metabolity, které reaguji s nuklofilnimi misty
DNA. Esterova c¢ast plni roli odchazejici skupiny, ktera dava vzestup predpokladanym
elektrofilnim iontim aryldusikovych intermediéti, mnoho let povazovanych za tcastniky
tvofeni arylaminoych DNA aduktii. V mnohem mensim rozsahu mohou byt aryldusikové
ionty vytvofené piimo z N-hydroxylaminové skupiny. Tato skutecnost vysvétluje
vytvoieni DNA aduktt pii absenci esterifikace jako napi. u N-hydroxy-IQ. Aryldusikovy
iont je obecné povazovan za konecnou karcinogenni formu AIA zodpovédnou za tvorbu
AIA-DNA adukti [Kadlubar a Beland, 1985; Snyderwine a kol., 1988]. Reaktivita téchto
aryldusikovych iontd a jejich uhlikovych iontli rezonan¢nich forem s jednotlivymi
nukleofilnimi misty DNA dédva vzniknout specifickym DNA aduktim, které byly nalezeny
na pozici C8 a N? guaninu [Turesky a kol., 1992].
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Obr. 3: Bioaktivace MelQx a utvoreni nitreniového a karboniového iontu (piejato a
upraveno od Penning, 2011)
R -SO3-, -COCH3; MelQx — 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline

Jingm mistem vzniku DNA aduktd, je mezi N? exocyklickou aminovou skupinou
deoxyguanosinu (dG) a C5 heterocyklického kruhu IQ a MelQx. Tato skutecnost
signalizuje delokalizaci naboje nitréniového iontu heteroatomu HAA [Turesky a Vouros,
2004]. Pro detekci HAA adukti u experimentalnich zvitat byly pouzity metody 32P-
postlabeling [Shut a Snyderwine, 1999] a kapalna chromatografie/hmotnostni
spektrofotometie [Turesky a Vouros, 2004]. Je obecné ptedpokladano, Ze tato poskozeni

DNA jsou zodpovédné za mutagenni i¢inky HAA u lidskych a bakterialnich bunék.
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Obecné¢ se predpoklada, ze modifikace HAA-purinovych bazi indukuji konformacni zmény
DNA. Tyto zmény jsou povazovany za dilezité determinanty nabyti biologické aktivity u
aduktt a jejich sklonu k indukci posunové mutace zamény paru bazi béhem translace
[Broyde a kol., 2008]. Schopnost lidské (nebo bakterialni DNA) polymerasy bezchybné
prodluzovat primery za templatem G-IQ aduktu byla shleddna za vysoce zavislou na

struktufe aduktti a na misté adukce uvnitt sekvence [Choi a kol., 2006; Stover a kol. 2006].

4.2.2. N-acetyltransferasa

N-acetyltransferasa (NAT; EC 2.3.1.5) byla poprvé identifikovana v roce 1962, jako
dulezita slozka biotransformace kyseliny p-aminobenzoové a sulfanilamidu [Muenzen a
kol., 1926]. Jako kofaktor tohoto enzymu byl objeven koenzym A [Lipman a Kaplan,
1945]. Bylo zjisténo, ze se tento kofaktor ucastni pienosu uhlikové skupiny obsahujici
acetat [Nathan a kol., 1948].

U lidi jsou dva dobie charakterizované enzymy NAT1 a NAT2. Tyto enzymy jsou
monomerni proteiny s 290 aminokyselinovou délkou, které sdili 86% sekvencni identitu a
maji piekryv substratové specifity. Hlavnim mistem exprese NAT2 jsou jatra a tenké
sttevo. Navzdory této podobnosti obou enzymil, ukazuji tyto enzymy vyznamné rozdily
Vv substratové selektivité, napt. NAT1 ukazuje mnohem vyssi afinitu k PAS (kyselina p-
aminosalicylovad) nez k SMZ (sulfamethazin), zatimco NAT2 ukazuje opacnou selektivitu
(vyssi afinitu kK SMZ nez k PAS) [Grant a kol., 1991]. Podle obecnych piedpokladd, jsou
za tyto rozdily v substratové specifit¢ zodpoveédné rozdily v aminokyselinové sekvenci

mezi témito dvéma enzymy.

4.2.2.1. Funkce

N-acetylace je hlavni cesta biotransformace pro aromatické aminy (R-NH;) a hydraziny
(R-NH-NHy) [Evans, 1992]. Navic je hlavni reakci L-cysteinovych konjugati vzniklych

pii metabolizmu glutationovych konjugatt, z kterych vznikne merkapturova kyselina.
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NAT je také zodpovédna za katalyzu O-acetylace alkoholu, v¢éetné¢ N-hydroxidu, které
vznikly pii aktivaci aromatickych amind [Penning, 2011].

Jak jiz bylo zminéno vySe, je N-acetyltransferasa jednim z enzymu zodpovédnych za
metabolickou aktivaci HAA. U lidi byly ur¢eny dvé N-acetyltransferasy, NAT1 a NAT2.
Exprese NAT1 je zejména v extrahepatalidlni tkdni, zatimco nejvétsi exprese NAT2 je
Vjatrech a stfevnim epitelu [Hickman a kol., 1998; Windmill a kol., 2000]. NAT
metabolizuji mnohé 1éky obsahujici aminovou a hydrazinovou funkéni skupinu [Hein a
kol., 2000]. U experimentalnich zvifat a lidi je N-acetylace hlavni detoxikacni drahou
metabolizmu arylaminu. Navic NAT katalyzuje intramolekuldrni N,O-acetylovy pienos N-
hydroxy-N-acetyl-AA K tvorb¢ reaktivniho N-acetoxy intermediatu, ktery se vaze k DNA
[Hein, 2000; Kadlubar a Beland, 1985].

Bylo prokézdno, ze NAT2 a NATI jsou polymorfni enzymy, které rozdéluji
jednotlivé latky na rychlé a pomalé acetylacni fenotypy [Weber a Hein, 1985; Vatsis a
Weber, 1993]. Geneticky polymorfizmus téchto enzymu ovlivitluje rovnovahu mezi
detoxikaci a metabolickou aktivaci environmentalnich arylaminovych karcinogent a mtize
pusobit na riziko vzniku jistych lidskych nadorovych onemocnéni jako napf. nadoru
tlustého stfeva nebo mocového meéchyfe. Nedavné studie navic prokézaly, Ze NATI
aktivita v lidském tlustém stfevu a mocovém méchyfi je dilezitym determinantem rizika
nadorového onemocnéni a in situ metabolické aktivace arylamind [Bell a kol., 1995;
Badawi a kol., 1995].

N-acetoxy derivaty N-hydroxy-IQ a N-hydroxy-MelQx jsou vysoce nestabilni
[Turesky, 1994], oproti tomu N-acetoxy-PhIP je dostatecné stabilni a byl izolovan HPLC
[Frandsen a kol., 1992]. O-acetylace mnoha N-hydroxy-HAA je ve vétsim rozsahu
katalyzovana lidskou NAT2 (106), ackoliv N-hydroxy-PhIP a N-hydroxy-2-AoaC jsou
pfedevSim bioaktivovany NATI1 [Minchin a kol., 1992; King a kol., 2000]. Rychly i
pomaly fenotyp acetylace N-hydroxy-HAA je prezentovan v lidskych jaternich vzorcich.
O-acetylace N-hydroxy-HAA se také vyskytuje v lidském tlustém stievu (domnélou
cilovou tkani HAA). Ackoli rychly polymorfizmus O-acetylace neni zietelné rozeznatelny
Vv tlustém sttevu [Turesky a kol., 1991], coz muze byt zpiisobeno relativni nizkou expresi
NAT2 proteinti v tlustém stievu [Hickman a kol., 1998]. V této tkani muze byt
uskute¢néna bioaktivace N-hydroxy-HAA ve vétsi mife NATI. NATI také piispiva
Kk bioaktivaci nékolik N-hydroxy-HAA v lidské prsni tkani, kde je nizka aktivita NAT2
[Sadrieh a kol., 1996]. NAT1 je vyjadfeno v relativné¢ vysoké hladin€ v extrahepatialni
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tkani [Hickman a kol., 1998; Windmill a kol., 2000] a muize pfispivat k bioaktivaci N-
hydroxy-HAA v domnélych cilovych tkanich jako napf. v tlustém stfevu, prostaté nebo
prsnich Zlazach [Williams a Phillips, 2000; Williams a kol., 2001]. PhIP bylo
identifikovano v mléce zdravych Zzen, které jedi dobfe zpracované maso [DeBruin a kol.,
2001] a nedavné studie udavaji detekci PhIP-DNA aduktt v lidské prsni tkdni [Zhu a kol.,
2003]. Bylo oznameno, ze mnozstvi konzumentt dobfe zpacovaného masa, zeny s rychlym
genotypem NAT2, maji vyssi hladinu PhIP-DNA aduktii nez ty, které maji pomaly NAT2
genotyp. Tyto studie navrhuji, ze N-acetoxy-PhIP tvofeny NAT2 v jatrech miize byt
dostate¢né stabilni k transportu krevnim feéistém a reakci SDNA v prsni tkani.
V nékterych studiich je NAT2 rychly acetylaéni typ (NAT2*4 allela) spojovan se
zvySenim rizika rakoviny tlustého stteva [Hein, 2000]. Navic byl pozorovéan pozitivni
interaktivni efekt u jedincl, ktefi Casto konzumuji grilované maso a ktefi maji rychlé
acetylatory a CYP1A2 N-oxidatory, coz podporuje tidajnou roli HAA v etiologii rakoviny
tlustého stfeva [Le Marchand a kol., 2001; Ishibe a kol., 2002].

4.2.2.2 Inhibice

Podle studii CHenga a kol., které byly provedeny na lidskych buiikach tlustého stfeva
z adenokarcinomu, je NAT inhibovan ketoprofenem. Dal§im inhibitorem NAT jsou
komponenty kavy jako napt. 7,12-dimethylbenz[a]anthracen [Huber a Parzefall, 2005].

Kukongvirizapana a kol. provedl vyzkum inhibice NAT na lidskych jaternich buikach a
bunkach rakoviny ZluCovodu. Tyto studie prokazaly, ze dobrym inhibitorem NATI i
NAT2 je quercetin. Déle byla zkoumana kyselina kdvovd a kyselina galova, které
vykazovaly inhibici NAT1, ale ne NAT2. Oproti tomu kurkumin inhiboval NAT2 a ne
NATI. Jako silny inhibitor NAT1 se ukazal aloe emodin, ktery inhiboval tento enzym
mimo jiné v nadorovych buinikdch tlustého stfeva, prostaty, jater, mocového méchyte,

leukemie [Lin a kol. zjistili, 2005].
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Clovék je kazdy den vystavovan piisobeni riiznych xenobiotik, které mohou mit nep¥iznivy
vliv na jeho zdravi. S expozici cetnych xenobiotik je spojovan vznik mnohych naddorovych
onemocnéni. Jednim z nejéastéjdich nadorovych onemocnéni v CR jsou karcinomy
tlustého stfeva, ale 1 jinych Casti traviciho traktu. Na vznik tohoto onemocnéni ma krome
jinych faktort (jako napi. genetické predispozice) velkou vliv piijimana potrava a
karcinogeny Vv ni obsazené. Mezi nejcastéji vyskytujici se latky v potravé s karcinogennim
ucinkem patii heterocyklické aminy. Tyto latky se hlavné nachazi v tepelné zpracovaném
mase jako je: grilovany steak, smazené hovézi nebo smazend ryba.

Pro karcinogenni uc€inek téchto latek je nutnd jejich predesla aktivace. Tuto aktivaci
zajistuji cytochromy P450 (CYP), které jsou zodpovédné za N-hydroxylaci téchto latek.
Nejvyznamngj$imi CYP podilejicimi se na aktivaci prokarcinogenti jsou 1A1 a 1A2. Takto
aktivované latky maji slabou afinitu k DNA a proto jsou dale aktivovany na reaktivnéjsi
estery. Za esteryfikaci téchto latek jsou zodpovédné hlavné enzymy sulfotransferasa
(SULT) a N-acetyltransferasa (NAT). Tyto sulfaitové nebo acetatové estery jsou
povazovany za kone¢né karcinogenni produkty. Hlavnim mistem exprese téchto enzymi je
travici trakt, obzvlaste jatra a stfeva. Ovlivnénim téchto enzyml miZzeme vyznamné sniZit
riziko vzniku karcinomi. Inhibitory téchto enzymil jsou mimo jiné Cetné latky obsaZeny
V potravé. Mezi nejznaméjsi patii quercitin, ktery je obsazen v ovoci (napf. citrusovych
plodech), zelening (napf. cibuli). Dal$imi inhibitory sulfotransferasy a N-acetyltransferasy
patii sloZzky kavy a ¢aje jako je kyselina kdvova. Jinou moZnosti jak sniZit riziko vzniku

karcinomil je zménit zplsob Upravy potravin bohatych na HAA.
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