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ABSTRAKT

Cytochromy P450 (CYP) jsou enzymy hrajici dulezitou roli pii metabolismu
exogennich latek (naptiklad 1é¢iv, kancerogentl, polutanti) a ucastnici se metabolismu
hydrofobnich endogennich substrati (napriklad sterold, mastnych kyselin,
prostaglandinit). Cytochromy podrodiny CYP1A se ucastni aktivace prekancerogent.
Jelikoz konzumace potravnich doplikti obsahujicich chemopreventivni latky (naptiklad
flavonoidy), které mohou branit procesu kancerogeneze, v poslednich letech vyrazné
stoupd, prestoze tyto laitky mohou mit na organismus také negativni uc¢inek. Jsou totiz
schopné cytochromy P450 indukovat, a tim navysit riziko aktivace prekancerogend.
V této praci byl sledovan indukéni efekt nékterych flavonoidnich latek: B-naftoflavonu,
myricetinu, dihydromyricetinu a 1é¢iva obsahujicitho vytazek z Cervenych listi vinné

révy - Antistaxu®.

Klicova slova: transferasy, Western blot, protilatky, kancerogeny

ABSTRACT

Cytochrome P450s (CYP) are enzymes, that play an important role in the
metabolism of foreign compounds (e.g. drugs, carcinogens, pollutants) and they also
participate in the metabolism of hydrophobic endogenic substrates (e.g. sterols, fatty
acids, prostaglandins). Cytochromes of subfamily CYP1A are involved in activation of
precarcinogens. Whereas the consumption of dietary supplements containing
chemopreventive substances (e.g. flavonoids) that can prevent the process of
carcinogenesis is significantly increasing in recent years, although these substances may
also have a negative effect on the organism. That because these substances can induce
the cytochrome P450s and thus increase the risk of activation precarcinogens. In this
study had been investigated the inductive effect of some flavonoids compounds —
B-naphthoflavone, myricetin, dihydromyricetin and a drug containing an extract of red

vine leafs - Antistax®.

Key words: transferases, Western blot, antibody, carcinogens
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1. TEORETICKY UVOD

S rozvojem védy a techniky dochazi k rozmachu primyslu a dopravy, hromadéni
odpadii a &asté chemizaci prostiedi. Zivé organismy jsou tudiz vystaveny puisobeni
cizorodych latek, které diive nebyly bézné nebo viibec neexistovaly. Mezi takové latky
patii naptiklad: pesticidy, barviva, nitroslouceniny, aromatické aminy, polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAH), fenolické slouceniny, ale i 1éCiva, jejichz ucinkim se
zamérné vystavujeme [1]. Mnohé ztéchto latek mohou u clovéka vyvolat riizna
onemocnéni, jako jsou astma, diabetes, rakovina atd.

Abychom mohli skodlivym efektim téchto latek predchazet ¢i je eliminovat, je
dilezit¢ porozumét mechanismu jejich piasobeni. Vyznamnou roli v téchto
mechanismech hraji biotransformac¢ni enzymy, které¢ dané latky metabolizuji. Ptikladem

takovychto enzymt jsou cytochromy P450.

1.1 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika jsou latky, které se v organismu bézné nevyskytuji a nejsou potifebné
jako zdroj energie ani pro zdravy vyvoj organismu [2]. Xenobiotika mohou byt
hydrofobni latky. Tato vlastnost jim umoZnuje snadny prostup biologickymi
membranami, ale je pfekazkou pro jejich eliminaci z organismu. Molekuly xenobiotik je
tedy nutné biotransformovat na molekuly polarnéjsi, které se vylucuji z organismu
snadnéji [3].

Biotransformace (metabolismus) cizorodych latek je proces vedouci k jejich
snadn€j$imu vylouc¢eni nebo potlaceni jejich biologickych efektli na organismus [1]. Pti
biotransformaci se méni fyzikalné-chemické vlastnosti molekul xenobiotik tak, aby ve
vysledku byla upfednostnéna jejich exkrece. Tuto tUlohu v organismu zajiSt'uji
biotransformacéni enzymy [4]. Tyto enzymy maji Sirokou substratovou specifitu, proto
jsou schopny pfeménovat latky exogenni i endogenni.

Bakterie vyuzivaji biotransforma¢nich enzymt ve sviij prospéch — aktivuji

xenobiotika a vyuZzivaji je jako zdroj energie ¢i uhliku. Zivo¢ichové se biotransformacni



enzymy snazi naopak eliminovat cizorodé slouceniny, a proto béhem evoluce vznikly
ruzné skupiny téchto enzymovych systémd [5].

Biotransforma¢ni reakce muzeme rozdélit na dvé faze. Prvni fazi je faze
derivatiza¢ni. Tato faze zahrnuje pochody, které zvysSuji polaritu xenobiotik a
zavedenim funkéni skupiny do xenobiotika pro druhou fazi biotransformace. Druhou
fazi predstavuji reakce, pii kterych dochézi ke konjugaci polarizované molekuly
xenobiotika s latkami télu vlastnimi (endogennimi). Kone¢nym produktem druhé faze
biotransformace je molekula 1épe rozpustna ve vodé, ktera muize byt z organismu

snadnéji vyloucena [6, 7].

1.1.1 Prvni faze biotransformace

Pfi prvni fazi biotransformace se uplatiuji reakce oxidacni, reduk¢ni a

hydrolytické. Dochéazi k zavedeni ¢i zptistupnéni funkéni skupiny, které se pozdéji
stavaji reakCénimi centry dal$i fdze biotransformace. Nejhojnéji se vyskytuji enzymy,
které katalyzuji oxidacni reakce. Mezi tyto enzymy fadime napiiklad oxygenasy nebo
peroxidasy.
P450 a flavinové monooxygenasy. Tyto enzymy vyuzivaji ke své funkci molekulu
biatomického kysliku a kofaktor, ktery je schopny tuto molekulu aktivovat (hem ¢i
FAD). Atom kysliku je inkorporovan do molekuly substratu, pficemz druhy atom
kysliku je redukovan na vodu [8].

Peroxidasy vyuzivaji k oxidaci souasnou redukci peroxidu vodiku. Maji
Sirokou substratovou specifitu, prosthetickou skupinou je zde hemové vazany atom

zeleza [9].
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1.1.2 Druha faze biotransformace

Ve druhé fazi biotransformace dochazi k reakci funkéni skupiny xenobiotika
S polarnim endogennim substratem. Mezi vyznamné reakce patii konjugace s kyselinou
glukuronovou, acetatem ¢i s nékterymi aminokyselinami. Po prob€hnuti této reakce je
polarita xenobiotika prudce zvySena a jeho molekula je vyloucena z organismu [7].

Vétsinu  reakei druhé  biotransformacni fdze katalyzuje enzym UDP-
glukuronyltransferaza. Jako donor glukuronatu slouzi UDP-glukuronova kyselina.
Vznikly metabolit je z organismu posléze vylou¢en moc¢i nebo zluc¢i[10].

Dalsi vyznamna reakce je reakce s glutathionem, kterou katalyzuje glutathion-S-
transferasa. Tato reakce zabezpeCuje detoxikaci molekul, které ve své struktuie obsahuji
elektrofilni centra. Tato centra se mohou vazat na nukleofily (naptiklad nukleové
kyseliny a proteiny) a zptsobit poskozeni genetického materialu nebo bunky. Konjugaty
glutathionu mohou byt z téla vylouceny Zlu¢i anebo ve formé& merkapturovych kyselin
moci.

Ne vSechna xenobiotika podstupuji obé faze biotransformace. Ptikladem jsou
opiové alkaloidy morfin a kodein. Kodein je pomoci cytochromu P450 (CYP2D6)
demethylovan na aktivni morfin, ten je posléze konjugovan s Kyselinou glukuronovou

za vzniku morfin-3-glukuronidu [11, 12].

1.2 Cytochromy P450

1.2.1 Charakteristika cytochromii P450

Cytochromy P450 patii mezi hemové proteiny. Roku 1958 byly objeveny
v sav€ich jaternich mikrosomech a popsany Garfinkelem a Klingenbergem [13, 14].
Vyskytuji se v mnoha organismech vcetné hub, bakterii, ryb, hmyzu, rostlin a savci.

Nézev ,,cytochromy P450% vychazi z poznatku, Ze redukovand forma tohoto
hemoproteinu v komplexu s oxidem uhelnatym vykazuje silné¢ absorpéni maximum pii

vlnové délce 450 nm, pismeno P znaci, Ze se jednd o pigment [15].
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Tyto enzymy se od ostatnich hemoproteinti 1iSi katalytickymi a spektralnimi
vlastnosti, které podminuje predevsim typ vazby porfyrinového skeletu [16].
Porfyrinovy skelet (protoporfyrin IX) je v aktivnim centru enzymu vazan hydrofobnimi
interakcemi a pomoci thiolatové siry sulfhydrilové skupiny cysteinu [17].

Cytochromy mizeme d¢lit podle toho, zda metabolizuji exogenni (tzv.
detoxikacni cytochromy P450), ¢i endogenni latky [18]. Rozsifeni detoxikacnich
cytochromti P450 zaptiCinila tzv. chemicka véalka mezi ZivociSnou a rostlinnou fisi, ve
které se zivoc¢ichové snazili vypotadat s fytotoxiny rostlin v ptijimané potravé [19].

U savci jsou cytochromy nejhojnéji zastoupeny v jatrech [20]. Dale se vyskytuji
ve tkéanich gastrointestindlniho traktu, plicich, ledvinach, mozku a v nizkych

koncentracich také priklad ve tkani nosni sliznice ¢i srde¢nim svalu [21].

1.2.2 Klasifikace cytochromi P450

Cytochromy délime do genetickych rodin a podrodin na zédklad¢ homologie
jejich primarni struktury (potadi aminokyselin) proteinovych molekul [22].

Nové systematické nazvoslovi navrhl Nebert a kolektiv — formy P450 se
oznacuji zkratkou CYP (dle nazvu cytochrom P450), rodiny se oznacuji arabskou ¢islici
za zkratkou CYP. Podrodiny jsou oznacovany pomoci velkého pismene a konkrétni
forma je urcena arabskou ¢islici na konci ndzvu (napi. CYP1A2). Do stejnych rodin
nalezi cytochromy P450, jenZ maji minimdln¢ 40% homologii aminokyselinové
sekvence. Do stejné podrodiny fadime cytochromy s homologii nejméné 60%.

Cytochromy v lidském organismu jsou fazeny do 17 skupin. Metabolismu
xenobiotik se ucastni predev§im cytochromy ze 3 rodin CYP1, CYP2 a CYP3 (v malé
mite 1 CYP4), zbylé rodiny se podili na biosyntéze endogennich slou¢enin (cholesterol,

zluovée kyseliny, atd.) [23].
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1.2.3 Struktura molekuly mikrosoméalnich cytochromii P450

Mikrosomalni cytochromy P450 jsou proteiny s molekulovou hmotnosti kolem
50 000 Da, které jsou asociované s fosfolipidovou dvouvrstvou endoplasmatického
retikula [24, 25]. Ukotveni na membranu zprostiedkovava N-terminalni hydrofobni
doména, ktera ¢itd 20 az 25 aminokyselin [19]. Smérem do cytosolu je orientovana C-
termindlni hydrofilni doména, ktera zodpovida za katalytickou funkci enzymu.

Cytochromy P450 jsou fazeny mezi hemoproteiny typu b. Ve své strukture
obsahuji apoprotein, ale i nebilkovinnou slozku - hem b (Obr. 1.1) neboli
Fe-protoporfyrin IX [26]. Atom Zeleza je ve skeletu protoporfyrinu IX koordinovano
dusiky tetrapyrolového jadra a thiolatové siry cysteinu, ktera je patym ligandem. Pro
katalytickou aktivitu cytochromi (aktivaci molekuly kysliku) je velice dualezita
koordina¢ni Fe-S vazba s vysokou elektronovou hustotou na atomu Zeleza [27]. Tato
vazba je téZ zodpovédnd za vznik charakteristick¢ho absorpcniho spektra komplexu
redukované formy cytochromu P450 s oxidem uhelnatym pii 450 nm. Pti poskozeni
vazby Fe-S, k ¢emuz dochazi napiiklad pifi denaturaci, pfechazi cytochrom P450 na

katalyticky neaktivni formu P420 [28].

CH
bk

CH,
H;C

H3C CH3

Obr. 1.1: Hemb
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1.2.4 Systém oxidas se smiSenou funkci (MFO systém)

Systém oxidas se smiSenou funkci je soubor enzymu, které katalyzuji fadu
oxidaénich, oxigenacnich, ¢i redukénich reakci. Systém pii téchto reakcich vyuziva
predev§im molekularni kyslik. Podle mechanismu katalyzy je také nazyvan
monooxygenasovy systém.

Monooxygenasovy systém se sklada ze 3 ¢asti:

1) cytochrom P450

2) biologicka membrana
Lipidy membrany ovliviiuji konformaci molekuly cytochromu P450 a
zvySuji jeho afinitu k substratu. Zaroven shromazduji hydrofobni
substraty cytochromt P450 [23].

3) NADPH:cytochrom P450 reduktasa
Molekulova hmotnost tohoto enzymu je okolo 80 000 Da [28]. Obsahuje
FMN i1 FAD koenzymy, a diky tomu muaze pusobit jako déli¢
elektronového paru, ktery postupné dodava elektrony cytochromu P450.

1.2.5 Mechanismus katalyzy cytochromii P450

Cytochromy P450 nejCastéji katalyzuji oxidacni reakce, pii kterych pienasi
jeden atom z molekularniho kysliku na substrat, pfiCemz z druhého atomu kysliku

vznikd voda [29]. Obecné lze reakci katalyzy cytochromem P450 tedy zapsat ve formé:

NADPH + H" + O, + RH — NADP" + ROH + H,0

kde RH je substrat cytochromu a ROH je hydroxylovany produkt reakce.

Cyklus katalyzy cytochromem P450 je na Obr. 1.2. V klidovém stavu se atom
zeleza nachazi ve trojmocném (nizkospinovém) stavu a je hexakoordinovan — Sesty
ligand tvoii voda (I). Pfi navdzani substratu na trojmocné Zelezo cytochromu P450
dochazi k uvolnéni molekuly vody (Sestého ligandu). Atom hemového Zeleza nadale

zUstava v trojmocném stavu, avSak dochdzi ke konformaéni zméné molekuly enzymu

14



(IT). Néasledn¢ dojde k prenosu elektronu z NADPH:cytochrom P450 reduktasy, pfti
¢emz je atom hemového zeleza redukovan na dvojmocnou formu a komplex ziistava
pentakoordinovan (ve vysokospinovém stavu). Tato forma enzymu muize vazat ligandy
hemu, naptiklad molekulu kysliku (III) a (V). V tomto kroku je tvofen ternalni
komplex. Nasledkem vzniku tohoto komplexu dochazi k prechodu do mezomerniho
stavu na tzv. Fe**-superoxidovy komplex. Tento komplex je pozdgji redukovan druhym
elektronem pomoci NADPH:cytochrom P450 reduktasy a kyslik je aktivovan na
peroxidovy anion (IV). Tato reakce je poslednim stupném tzv. aktiva¢ni faze reakéniho
cyklu cytochromu P450.

Dalsim krokem je rozstépeni O-O vazby. Jeden atom Kkysliku v redukovaném
stavu pfijme dva protony a dojde k uvolnéni molekuly vody (VI). Druhy atom kysliku
zistane navazan na hemové Zelezo, tim vznikne tzv. Fe'*-oxenovy komplex (VII).
V dalsim kroku dochazi k odsStépeni atomu vodiku z molekuly substratu a vzniku
radikalu substratu a hydroxylového radikélu, ktery je vdzan na ion hemového zZeleza.
Nasledné dojde k rekombinaci radikald, pti které se uvolni molekula hydroxylovaného

substratu (ROH) a regeneruje se ptivodni forma cytochromu P450 [29].
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Obr. 1.2: Mechanismus katalyzy cytochromu P450 (pfevzato a upraveno z [30])
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1.2.6 Podrodina cytochromi CYP1A

Podrodina CYP1A se sklada z forem CYP 1Al a CYP1A2. Tito zastupci mohou
aktivovat az 90 % znamych kancerogeni — ucastni se biotransformace aromatickych
amint, heterocyklickych amind, ale i polycyklickych aromatickych uhlovodiki [21].

Tyto dvé formy vykazuji témét 70% totoznost v aminokyselinové sekvenci a
katalyzuji podobné reakce (n€kdy i zcela shodné). Lisi se ale v lokalizaci v organismu.

Forma CYP1A1 se vyskytuje pfedev§im v plicich, mozku, srdci a GIT. Vysoka
aktivita tohoto enzymu je spojena s vyskytem kolonrektalnich nadort [31].

Forma CYP1A2 je jaterni enzym se Sirokou substratovou specifitou. Jeho
vyznamnymi substraty jsou napiiklad aromatické aminy, které jsou pyrolytickymi
produkty tepelné upravovanych potravin. Tato forma CYP také metabolizuje 1éCiva jako
kofein ¢i theophyllin [32].

1.2.7 Indukce, inhibice a stimulace cytochromu P450

Koncentrace cytochromii P450 v organismu casto zavisi na vlivu vnéjSiho
dispozicich.

Z hlediska indukce délime cytochromy P450 na inducibilni a konstitutivni.
Koncentrace inducibilnich cytochromi P450 zéavisi na piisobeni induktoru, zatimco
koncentrace konstitutivnich cytochromi P450 je v organismu viceméné stala. Indukci
zpusobuji substraty, ale 1 dalsi latky exogenniho nebo endogenniho ptivodu. Ptislusné
bunécné receptory aktivuji transkripcni faktory. Mezi tyto receptory patii napiiklad
receptor pro aromatické uhlovodiky (AhR). Komplex ligand-receptor vstupuje do jadra
buriky, kde spousti transkripci genu daného enzymu do mRNA a vyvola tak tvorbu
prislusného proteinu.

Inhibici enzymu ¢asto zpisobuje vazba jiné latky nez substratu do jeho aktivniho
centra. Tato vazba mize byt doCasnd, ale miZze enzym 1i trvale poSkodit. Inhibitor se
muze navazat na komplex enzym-substrat, a tim ho inaktivovat nebo mize dojit ke

kompetitivni inhibici, kde inhibitor soutézi s enzymem o stejné vazebné misto [33, 34].

16



Specificka aktivita cytochromid P450 muize byt stimulovana nékterymi
chemopreventivnimi slou¢eninami neobsahujicimi hydroxylovou skupinu.

O pusobeni chemopreventivnich sloucenin je podrobnéji pojednano v kapitole
1.4.1.1.

Nekteré induktory a inhibitory CYP1Al a CYP1A2 jsou uvedeny v Tabulce 1.1.

Tab.1.1: Piehled CYP1A1 a 1A2 (sestaveno podle [29, 33, 35])

Cytochrom

P50 substrat inhibitor induktor

warfarin, steroidni

- PCB, dioxiny retinol, flavonoidy

1A1 hormony, nikotin, ' ’ : ) '
benzo[a]pyren, PAH flavonoidy, PAH cholekalciferol

retinal, PAH, PCB, PAH, serotonin. dopamin

1A2 Kofein, TCDD, » dopamin,

steroidni hormony  karbinol, koufeni tryptofan, flavonoidy

PCB - polychlorované bifenyly, PAH - polycyklické aromatické uhlovodiky,
TCDD - 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin

1.3 Kancerogeneze

Civiliza¢ni choroby, mezi které patii i rakovina, jsou zavaznym problémem
vyspélych zemi svéta. Onkologicka onemocnéni jsou spjata s zivotnim prostiedim,
zivotnim stylem, ale i genetickou vybavou jedince. Rakovina je druhou nejCastéjsi
pii¢inou umrtnosti v Ceské republice [36].

Kancerogeneze je né€kolikastuptiovy proces, pifi kterém dochédzi ke hromadéni
poruch urcitych gent, které¢ vedou k poruSeni spravné funkce jimi kodovanych proteinti.
Jako néador je oznacovana abnormalni tkén, kterd se neregulované déli. Rakovina ma
obvykle dlouhou latentni dobu, kterd mize trvat az desitky let.

Na vznik nadori maji vliv vnéjsi 1 vnitini faktory. Mezi vnitini faktory fadime
vék, dédicnou dispozici, stav hormondlniho a imunitniho systému. K vnéjsim faktorim

patii rentgenové, UV, kosmické a radioaktivni zafeni, n¢které druhy jemnych pevnych
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Castic (napf. azbestu a sloucenin beryllia) a chemické kancerogeny. Za rakovinu mohou
byt zodpoveédné i nekteré viry a mikroorganismy, jako naptiklad Helicobacter pylori

zpusobujici rakovinu zaludku [23, 37].

Kancerogeneze sestava ze tii fazi:

= 1. faze: INICIACE — rychly a irreverzibilni proces vedouci k mutaci. Sdm
obvykle nestac¢i k vyvolani nadoru.
= 2. faze: PROMOCE - burnika je vystavena ptsobeni dalsi latky — tzv. promotoru,
dochazi k proliferaci bunék s naruSenou diferenciaci a bunécnou
komunikaci. Dochazi ke vzniku benigniho nadoru.
= 3. faze: PROGRESE — podobni inicia¢ni fazi. Dochézi k nekontrolovatelnému
rustu bunék, vzniku maligniho nadoru, ktery infiltruje také do sousednich
tkani a ni¢i je [23].
Vétsina chemickych kancerogenll neni ve své ptivodni formé aktivni. Exogenni
kancerogeny jsou pireménovany ve tkénich pomoci oxida¢nich enzymii na reaktivni
elektrofilni formy schopné reagovat s nukleofilnimi skupinami nukleovych kyselin a

tvoftit tak kovalentni adukty.

1.3.1 Chemické kancerogeny

Mezi chemické kancerogeny fadime latky organické i anorganické, pramyslové
produkty, potravinové piisady, pesticidy, ale 1 né¢ktera lé¢iva a kosmetické ptipravky.
Kancerogeny mohou byt 1 produkty nékterych plisni, bakterii a rostlin. Nebezpecné jsou
zejména aflatoxiny, které produkuji Aspergillus flavus, napiiklad ve zkazenych
ofechach a mandlich.

O kancerogenit¢ chemickych latek rozhoduje piedev§sim jejich chemicka
struktura.

V lidském organismu existuji 1 pochody, které kancerogen mohou deaktivovat,

zneSkodnit nebo vyloucit [38]. (Obr. 1.3)
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Chemické kancerogeny mizeme na zékladé jejich ptisobeni délit do ti skupin:

1) piimo pusobici — mohou reagovat s druhou molekulou piimo (bez piedchozi

metabolické aktivace)

2) nepiimo pusobici (prekancerogeny/prokarcinogeny) — malo reaktivni, musi byt

aktivovany in vivo

3) anorganické — pusobi pfevazné dlouhodobym drazdénim sliznic. Patfi sem

hlavné aerosoly (kapénky, prach)

prekancerogen
kancerogen J_
metabolickd aktivace in vivo
| |
detoxikace + zdrava buiika | . kancerogen
I
vazba na bunééné makromolekuly

.

transformovand (latentni rakovinnd) bufika + zneskodnéni

!
chaotické mnozeni bungk (kokancerogen)

-

tutnor

[

metastazy

Obr. 1.3: Schéma reakci a mechanismi pfi vzniku rakoviny v organismu (pfevzato a

upraveno z [38])
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1.4 Chemoprevence rakoviny

Chemoprevence znamena pouziti pfirozenych latek nebo farmaceutickych
ptipravku k inhibici kancerogenniho procesu.

Organismus je schopen vlastnimi obrannymi mechanismy kancerogenni proces
zastavit a eliminovat patologicky bunécny klon. Nejucinnéjsi chemoprevenci by byla
blokace vzniku mutaci, coz je prakticky nemozné, jelikoz ¢asovy prostor od iniciace
nadorového procesu ke klinicky zjevnému nadoru je relativné dlouhy. Z tohoto divodu
se vyuziva jinych metod chemoprevence. Patii sem indukce diferenciace, indukce
apoptdzy, inhibice angiogeneze, inhibice proliferace, inhibice aktivace kancerogenil
nebo stimulace jejich detoxikace.

Chemopreventivni u¢innost byla jiz studovana u velkého poctu latek, ale pouze
u nekterych se podatilo ziskat doklady o jejich klinické u¢innosti. Mezi tyto latky patii
retinoidy, antiestrogeny, deltanoidy (derivaty vitaminu D3) ¢i nesteroidni antirevmatika

[39].

1.4.1 Flavonoidni latky

Flavonoidy jsou fenolické slouceniny reprezentujici jednu z nejrozsifenéjSich
trid latek, které se vyskytuji v zeleniné, ofechach, ovoci, €aji, kave, Cerveném viné a
nékterych bylinach [40, 41].

Flavonoidy se v pfirodé vyskytuji hlavné v podobé glykosidi. Dle struktury
klasifikujeme flavonoidni latky do osmi skupin: flavany, flavanony, flavonoly,
isoflavony, katechiny, anthokyaniny, chalkony a dihydroxyflavonoly.

Slouceniny s flavonoidni strukturou patii mezi rostlinné viiné a pigmenty, hraji
dilezitou roli ve vyvoji a rustu rostlin, ale 1 obran€ proti mikroorganismim a Skidcim.
Maji antioxidac¢ni aktivitu, tudiz brani oxidativnimu stresu.

Flavonoidy napomahaji sniZzeni vyskytu jaternich a srde¢nich onemocnéni, ale 1
nékterych typd rakoviny. Kromé antioxidacniho efektu a vychytavani reaktivnich
meziprodukti, jsou nékteré z nich schopny chelatovat dvojmocné kationty kovii (Cu,

Fe).
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Dosud byla zjisténa Sirokéd Skala fyziologickych a biologickych ucinkti téchto
latek (antibakteridlni, antioxidacni, antialergenni, antimutagenni, antikancerogenni,
antivirové a protizanétlivé Uc¢inky) [42]. Bohuzel ne vSechny flavonoidni latky jsou
organismu prospe$né. Nekteré z nich maji prooxidaéni a mutagenni efekt a mohou
zasahovat do metabolismu endogennich sloucenin.

Protinddorova aktivita flavonoidnich sloucenin je umoznéna naptiklad
navazanim na estrogenni receptor, ¢imz dojde ke zpomaleni bunécéné proliferace nebo
inhibici enzymi (napiiklad topoisomeras | a Il) [43, 44]. Do procesu kancerogeneze
tedy mohou vstupovat riznymi zpusoby. Velmi dualezitou vlastnosti nékterych
flavonoidi je jejich schopnost inhibovat metabolickou aktivaci prekancerogenti pomoci
enzymu I. fize (vétSinou cytochromt P450) nebo naslednou interakci S DNA. Potravni
flavonoidy (napiiklad quercetin) stimuluji detoxikaci kancerogenti pomoci enzymd II.
faze, coz vede k jejich vylouceni.

Nekteré flavonoidy jsou schopny modulovat systém cytochromi P450. Zda

pujde o stimulaci €1 inhibici aktivity zavisi na struktufe téchto flavonoidnich latek.

1.4.1.1 Modulace aktivity CYP flavonoidnimi slou¢eninami

Nekteré syntetické a ptirozené se vyskytujici flavonoidy jsou ucinnymi
inhibitory cytochromti P450 ucastnicich se metabolismu xenobiotik: CYP1A1, 1A2,
1B1, 3A4 a steroidogenniho CYP19. Inhibice genové exprese enzymu rodiny CYP1
blokaci AhR receptoru je dulezita =z hlediska chemopreventivnich vlastnosti
flavonoidnich latek. Naptiklad quercetin (jeden z nejhojnéji volné se vyskytujicich
flavonoidil) se vaze jako antagonista na AhR receptor, a tim inhibuje benzo[a]pyrenem
(B[a]P) indukovanou transkripci genu CYP1Al do mRNA a naslednou proteinovou
expresi, coz nakonec vede k tvorbé B[a]P-DNA adukti [46].

Flavonoidy jsou ale Casté&ji agonisty AhR receptoru — indukuji expresi CYP1A1
a CYP1A2 (naptiklad synteticky B-naftoflavon). Indukce aktivity CYP probiha riznymi
mechanismy. Mize se jednat o piimou stimulaci genové exprese pies specificky
receptor a/nebo CYP protein ¢i o stabilizaci mRNA [47, 48]. Urc¢ité flavonoidy, stejné
jako néktera dalsi xenobiotika, napiiklad 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD),
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indukuji cytochromy P450 vazbou na AhR receptor. Tento proces je spojen s narustem
aktivity cytochromti rodiny CYP1, které jsou zodpovédné za aktivaci prekancerogent.
Afinitu vazby xenobiotik na AhR receptor urcuje jejich struktura — pro vazbu jsou
upiednostiiované plandrni aromatické slouceniny s nékolika skupinami substituentd, coz
vysvétluje, pro¢ velké mnozstvi flavonoidnich sloucenin je ligandem tohoto receptoru
[49]. Vliv flavonoidnich sloucenin na aktivitu CYP nezavisi pouze na jejich struktufe,
ale i na jejich koncentraci v organismu. Pti nizSich koncentracich mize byt flavonoidni
slou¢enina antagonistou AhR receptroru a zaroven pti vyssich koncentracich mize byt
stejna latka agonistou AhR modulujici genovou expresi [37].

V soucasné dobé€ jsou popsany 1 ptipady stimulace cytochromi P450 (zejména
CYP3A4) flavonoidnimi slouceninami. Bylo zjisténo, Ze aktivitu cytochromt P450
mohou stimulovat flavonoidni slouc¢eniny neobsahujici hydroxylovou skupinu.
Napiiklad nesubstituovany 7,8-benzoflavon je slou¢enina stimulujici specifickou
CYP3A4 aktivitu, zatimco quercetin stimuluje aktivitu CYP1A2 [50, 51, 52].
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2 CiL BAKALARSKE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je urcit vliv p.o. podavanych flavonoidnich
sloucenin: B-naftoflavonu, dihydromyricetinu, myricetinu a 1é¢iva Antistax® na indukci
a aktivitu CYP1A1 v tenkém stievé a CYP1Al a CYP1A2 v jatrech experimentalnich

potkand.

K dosaZeni tohoto cile je zapotiebi splnit nasledujici dil¢i ukoly:

e aplikovat potkaniim studované flavonoidni slouceniny gavazi do Zaludku
e provést izolaci mikrosomalni frakce jater a stiev exponovanych zvitat

e stanovit koncentraci proteinti a CYP v mikrosomalni frakci

e metodou Western blot analyzovat indukci CYP1Al a CYP1A2

e stanovit aktivitu CYP1A1 a CYP1A2 pomoci specifickych substrati
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité pristroje

Aparatura pro ,,Western blotting*:
Whatman Biometra Fastblot B43 (Némecko)

Automatické pipety:
Nichiryo (Japonsko), BioHit (Finsko)

Centrifugy:

Beckman Coulter - OptimaTM LE-80K ultracentrifuga (USA, uhlovy rotor Ti 45 a Ti
70), Janetzki K23 (Némecko), Janetzki K24 (Némecko), stolni minicentrifuga Labnet
(USA), Eppendorf - Centrifuge 5418 (Némecko, uhlovy rotor)

Elektroforeticka aparatura:

Amersham Biosciences - Hoefer™ miniVE (USA)

Homogenizatory:

sklenéné homogenizatory dle Pottera a Elvehjema, rizné obsahy

Injek¢éni mikrostrikacka:

Microliter Syringe 702RN - Hamilton (Svycarsko)

Inkubator:

IR 1500 Automatic CO, Incubator - Flow Laboratories (USA)

Laboratorni michacka:

Vortex 3 - IKA-Werke GmBH & Co. (Némecko)
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Laboratorni vahy:
40SM-200 - PESA (Svycarsko), 440-35N — KERN (Némecko), EW 600-2M — KERN
(Némecko), EK600H - A&D Instruments LTD (Velka Britanie)

Luminiscen¢ni spektrofotometr:

LS55 - PerkinElmer (USA)

Magnetickd michacka s ohfevem:

Monotherm - Variomag (Némecko)

pH metr:
ATI Orion 370 (USA)

Vyrobnik ultracisté vody:
Simplicity 185 - Millipore Corp. (USA)

Sonikator:

Elmasonic E 30H - ELMA (Némecko)

Zdroj pro elektroforézu:

EPS 301 Electrophoresis Power Supply - Amersham Pharmacia Biotech (USA)



3.2 Pouzité chemikalie a material

API Chem (Cina):
Dihydromyricetin

BD Gentest™ (USA):
standardy cytochromi s exprimovanou NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasou: Rat
CYP1Al + OR, Rat CYP1A2 + OR

Boehringer Ingelheim (Némecko):

Antistax — potahované tablety (360 mg ucinné latky)

Fluka (Svycarsko):
akrylamid, a-tokoferol, dodecylsulfat sodny (SDS), 2-merkaptoethanol, methanol,
N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS), tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Friesland CR, a.s. (éeské republika):

Milli — susené mléko, odtu¢néné

Lachema Brno (Ceské republika):

bromfenolova mod#, dekahydrat uhli¢itanu sodného, dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu
sodného, dihydrogenfosforeCnan draselny, dithioni¢itan sodny, ethanol, glycerol,
hydrogenuhli¢itan sodny, hydroxid sodny, chlorid draselny, kyselina chlorovodikova,

pentahydrat siranu méd’natého, persiran amonny, vinan sodny

Linde (Ceska republika):
kapalny dusik, oxid uhelnaty, suchy led

Millipore Corp. (USA):

Immobilon™ — NC transferova membrana (nitrocelulosova),

Immobilon™ — P transferova membrana (PVDF)
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Reanal Budapest’ (Mad’arsko):
glycin

Sevapharma, a.s. (Ceska republika):

hovézi sérovy albumin (BSA)

Serva (Némecko):
Coomassie brilliant blue R-250 (CBB), N,N,N",N - tetramethylendiamin (TEMED),
Triton X-100

Setuza a.s. (Ceska republika):
Vegetol — slune¢nivovy olej

Sigma (USA):

5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat/nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT), 4,4 -dikarboxy-
2,2’-bicinchoninova kyselina (BCA), 7-ethoxyresorufin, 7-methoxyresorufin, -
naftoflavon, myricetin, redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH),

resorufin, sekundarni krali¢i protilatka proti IgY konjugovana alkalickou fosfatasou

Thermo Scientific (USA):
Standard molekulovych hmotnosti pro PAGE: Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder (10-260 kDa)

Whatman (USA):
chromatografické papiry, €. 3

Protilatky proti CYP1A1/1A2 a CYP1A2 byly pfipraveny a poskytnuty prof. RNDr.
Petrem Hodkem, CSc., Pirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze, Ceska

republika.
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3.3 Metody

3.3.1 Premedikace potkanii

Samci laboratornich potkand (vaha ~ 200 g, kmen Wistar) byli chovani v Centru
pro experimentalni biomodely v Praze pti 22 °C v klecich, kde méli neomezeny ptistup
ke granulované stravé a vodé a pii 12 hodinovém dennim rezimu. Premedikace byla
zahdjena po tydenni aklimatizaci. Posledni den pfed usmrcenim byla zvifatim odebrana
strava. Pro experimenty byli potkani rozdéleni do skupin, kterym bylo podavano 0,5 ml
roztokd studovanych sloucenin ve slune¢nicovém oleji nebo ve vodé tak, aby jejich
vyslednd koncentrace byla 60 mg na 1 kg potkana. Kontrolni skupiné¢ byl podavan
slune¢nicovy olej. Davkovani bylo uskutecnéno pomoci zaludecni sondy (gavazi).

Potkani byli usmrceni v atmosféte oxidu uhli¢itého.

Typ expozice:
Kontrolni skupina: podavano 0,5 ml slune¢nicového oleje po dobu 4 dni. Po 24

hodinach od posledni davky byli potkani usmrceni.

Myricetin: po dobu 4 dni bylo podavano 0,5 ml roztoku myricetinu ve slune¢nicovém

oleji. Po 24 hodinéach od posledni davky byli potkani usmrceni.

Dihydromyricetin: po dobu 4 dni bylo podavano 0,5 ml roztoku dihydromyricetinu ve

slune¢nicovém oleji. Po 24 hodinach od posledni davky byli potkani usmrceni.

Antistax: tablety pfipravku Antistax obsahujiciho anthokyaniny byly rozdrceny v tieci
misce tlouckem, dale nasledovala extrakce vodou. Ziskany vodny extrakt byl
podévan potkanim po dobu 4 dni v ddvkach o objemu 0,5 ml a vysledné
koncentraci 60 mg na 1 kg potkana. Den po podani posledni davky byli potkani

usmrceni.

p-naftoflavon: podano jednorazové 0,5 ml roztoku [-naftoflavonu rozpusténého ve

slune¢nicovém oleji. Po 96 hodinach nasledovalo usmrceni.

28



3.3.2 I1zolace mikrosomalni frakce

Mikrosomalni frakce z jater a tenkych stiev potkanti byly ziskdny metodou
diferencia¢ni centrifugace [53].

Proces izolace probihal pti 4 °C, pti¢emz vSechny pufry a néstroje byly na tuto
teplotu vychlazeny. Tenka stieva (rozd€lena na tfi Casti - proximalni, stiedni a distalni)
a jatra byla promyta a nasledn¢ zmrazena a uchovana pfi -80 °C.

Stfeva i jatra byla nejprve zvazena, poté rozstfihana a nékolikrat promyta v pufru
P1 (0,15 M KCI; 0,05 M TRIS/HCI; 50 uM tokoferol; pH bylo upraveno pomoci 1M
HCl na hodnotu 7.4), aby doslo kodkrveni. Nasledovala homogenizace
v homogenizatoru dle Pottera a Elvehjema spufrem Pl o objemu odpovidajicim
Ctyinasobku hmotnosti stfevni tkang.

Homogenaty byly centrifugovany po dobu 10 minut pii 2000 RPM a 4 °C (centrifuga
K-23, Janetzki, vykyvny rotor 4 x 70 ml). Supernatant byl odlit do kddinky a uchovan v
chladu. Sediment byl rehomogenizovan V Potter-Elvehjemové homogenizatoru
s roztokem P1 o0 objemu odpovidajicim ¢tvrtiné vahy tkan€. Nasledna centrifugace
probihala za stejnych podminek jako centrifugace piredchozi.

Supernatant byl slit do kadinky k supernatantu z predeslé centrifugace a nasledné byl
odstiedén 20 minut pti 12 500 RPM a 4 °C (centrifuga K-24, Janetzki) v thlovém
rotoru 6 x 35 ml. Supernatant byl odd¢len a ultracentrifugovan 75 minut pii 35 000
RPM a 4 °C (ultracentrifuga Beckman, uhlovy rotor Ti45, 6 x 70 ml). Tento supernatant
byl uchovan, jelikoz se jednalo o cytosolarni frakci. Peleta sedimentu byla
homogenizovana v Potter-Elvehjemové homogenizatoru spolu s pufrem P2 (0,1 M
NayP,07.10H,0; pH roztoku bylo upraveno pomoci 1M HCI na hodnotu 7,2), jehoz
objem odpovidal dvojnasobnému mnozstvi hmotnosti tkang.

Suspenze byla ultracentrifugovana 75 minut pii 60 000 RPM a 4 °C (ultracentrifuga
Beckman, uhlovy rotor Ti70, 8 x 36 ml). Supernatant byl slit, peleta sedimentu byla
homogenizovana v pufru P3 (0,15 M KCI; 0,05 M TRIS; 20% glycerol; pH roztoku
bylo upraveno titraci 1M HCI na hodnotu 7,4), jehoZ objem byl roven pétiné hmotnosti
sttevni tkan€. Ptipravené suspense mikrosomi byly pfeneseny po cca 100 pl do
mikrozkumavek dle Eppendorfa a ihned zamraZeny pomoci kapalného dusiku a

skladovany piti -80 °C.
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3.3.3 Stanoveni proteinti

Koncentrace proteini v mikrosomalni frakci byla stanovena metodou podle
Wiechelmana a kol. [54]. Metoda je zaloZena na schopnosti proteinii redukovat Cu®* na
Cu’. Mé&dné ionty jsou nasledné chelatovany kyselinou bicinchoninovou (BCA)
v alkalickém prosttedi za vzniku fialového komplexu. Tento komplex je poté stanoven
spektrofotometricky pfi vinové délce 562 nm. Zabarveni je stabilni po dobu minimalné

45 minut a jeho intenzita je pfimo imérna koncentraci proteini.

Cinidlo A: 2% (w/v) Na,C0s.2H,0; 1% (w/v) sodna sil BCA; 0,95% (w/v) NaHCOs3;
0,16% (w/v) vinan sodny; 0,4% (w/v) NaOH

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

Cinidlo pro stanoveni proteint bylo piipraveno smisenim &inidel A a B v poméru 50:1.

Roztoky mikrosomt, slepého vzorku a standardu byly pripraveny do 96-ti jamkové
mikrotitraéni desticky tak, Ze bylo odméfeno 9 pul vzorku a smiseno s 260 pl
piipraven¢ho Cinidla. Jako standard slouzil roztok BSA o koncentracich: 0,125; 0,25;
0,50; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0 mg/ml. Do jamek ptisluSicich slepym vzorkiim bylo pipetovano
9 ul deionizované vody misto roztoku proteint. Nasledovala inkubace po dobu 30 minut
pii 37 °C (IR 1500 Automatic CO; incubator). Absorbance vzorkl a standardi byly
méfeny pii vlnové délce 562 nm pomoci ¢tecky mikrotitra¢nich desticek (Sunrise
Absorbance Reader). Data byla vyhodnocena v programu Kim32 [55].

Ze ziskanych absorbanci standardu byla sestrojena kalibracni pfimka, s pomoci

jejiz rovnice byla stanovena koncentrace proteinti ve vzorku mikrosomiti.
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3.3.4 Diskontinualni elektroforéza SDS-PAGE

SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE) slouzi k déleni proteini
na zakladé molekulové hmotnosti [56].

Dodecylsiran sodny (SDS) udéluje v§em proteinovym makromolekulam zaporny
naboj, tudiz se v elektrickém poli proteiny separuji na zdkladé své molekulové
hmotnosti.

Mezi ¢ista, odmasténa a do elektroforetické aparatury uchycena skla byl nanesen
roztok pro piipravu 8% separa¢niho gelu o slozeni: 5,5 ml pufru A (0,375 M TRIS/HCI,
0,1% SDS; pH 8,8); 2 ml polymera¢niho roztoku A (30% akrylamid; 0,8% BIS; pH
8,8); 75 ul persiranu amonného (100 mg/ml) a 7,5 ul TEMEDu. Roztok byl ihned po
naliti pfevrstven destilovanou vodou. Po 30 minutach polymerace byla voda odlita, gel
byl opatrné osusen filtracnim papirem a prevrstven roztokem pro ptipravu 3%
zaostfovaciho gelu o slozeni: 2,7 ml pufru B (0,125 M TRIS/HCI; 0,1% SDS; pH 6,8);
300 pl polymeraéniho roztoku B (30% akrylamid; 0,8% BIS; pH6,8); 3 ul TEMED; 60
pl persiranu amonného (100 mg/ml). Do zaostfovaciho gelu byl zasunut hieben pro
vytvoreni jamek k aplikaci vzorkid. Po 20 minutach polymerace byl hieben vyjmut a
elektrodovy prostor byl vyplnén elektrodovym pufrem o slozeni: 0,025 M TRIS/HCI;
0,195 M glycin; 0,1% SDS, pH 8,3.

Vzorky byly nafedény na koncentraci 2 mg/ul smisenim se vzorkovym pufrem
(0,25 M TRIS /HCI; 8% SDS; 40% glycerol; 20% 2-merkaptoethanol; 0,003%
bromfenolova modf; pH 6,8) v poméru 3:1 a 5 minut povafeny ve vodni lazni. Do
jamek bylo pomoci mikrosttikacky aplikovano 20 ul vzorku a 6 — 8 pl standardu
molekulovych hmotnosti (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder).

Po aplikaci vzorka byla elektroforeticka aparatura umisténa do elektroforetické
vany, kterd byla vypInéna elektrodovym pufrem. Na aparaturu bylo umisténo viko a
byla ptfipojena ke zdroji. Elektroforéza ve vertikdlnim uspotadani probihala pii napéti
80 V po dobu prvnich 30 minut, poté bylo napéti zvySeno na 150 V. Aparatura byla
odpojena od zdroje, kdyz celo bromfenolové modii dosahlo pfiblizné¢ 0,5 cm od
spodniho okraje separacniho gelu (cca po dalSich 90 minutach).

Detekce proteinii byla provedena pifenesenim na nitrocelulosovou ¢i PVDF

membranu a naslednou imunodetekci.
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3.3.5 Metoda Western blot

Pouzite roztoky:

Pienosovy pufr: 0,192 M glycin; 0,0235 M TRIS-HCI; pH 8,3

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

Blokovaci roztok: 5% (w/v) odtu¢néné mléko v PBS Tritonu X-100

Western blotting je metoda pouzivana k uréeni relativniho mnozstvi proteint v riznych
vzorcich. Po elektroforéze jsou odd€lené mikrosomdlni proteiny pieneseny na
membranu, na které jsou oznaCeny pomoci specifickych protilatek a nasledné

vizualizovany [Towbin et al., 1979].

Po ukonceni elektroforézy byl gel inkubovén s pfenosovym pufrem po dobu 30
minut. NitrocelulosovdA membrana byla nastiihana na velikost odpovidajici velikosti
gelu, smocena v destilované vod¢ a nasledné pienesena do ptenosového pufru.

Filtra¢ni papiry Whatman 3 (rovnéz nastiihané na velikost odpovidajici velikosti
membrany) byly ponofeny do pfenosového pufru a 3 z nich byly poloZzeny na anodu
blotovaciho pfistroje, na n¢ byla polozena nitrocelulosovd membrana, gel a dalsi tii
filtracni papiry Whatman. Vzduchové bubliny byly odstranény pomoci sklenéné
tyCinky, poté byla pifiloZzena katoda blotovaciho pfistroje. Proudova hustota byla 3,5
mA/cm? gelu a proveden elektropienos po dobu 50 minut.

Aby se predeslo nespecifickym reakcim, byla membrana po dokonceni pfenosu
vloZena do 5% odtu¢néného miéka (blokovaci roztok), kde byla pies noc ponechana pii
4 °C za stalého michani.

Druhy den byla membrana vlozena do roztoku primarni slepi¢i protilatky proti
CYP1A1/1A2 nebo proti CYP 1A2 o koncentraci 30 pg/ml, kde byla za stalého tfepani
inkubovéana po dobu 2 hodin. Po inkubaci byly membrany tfikrat promyty blokovacim
roztokem vzdy po 5 minutach. Nasledovala aplikace sekundarni krali¢i IgG protilatky

proti IgY konjugované s alkalickou fosfatdzou, kterd byla natfedéna blokovacim
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roztokem v poméru 1:1 430, a inkubace po dobu jedné hodiny. Dale byla membrana
promyta 3 X 5 minut v 5% roztoku odtu¢néného mléka, PBS Triton X-100 pufru a
destilované vode.

Specificky oznacené proteiny na membrané byly vyvolany pomoci tablety
BCIP/NBT, ktera byla rozpusténa v 10 ml vody. Po zvyraznéni proteinovych zén byla
reakce zastavena pfenesenim membrany do destilované vody, nasledné byla membrana

osusena filtracnim papirem.

3.3.6 Stanoveni enzymové aktivity 7-ethoxyresorufin-O-deethylasy (EROD) a
7-methoxyresorufin-O-demethylasy (MROD)

Hlavnimi  enzymy, které Kkatalyzuji O-deethylaci (demethylaci) 7-
ethoxyresorufinu (7-methoxyresorufinu) na resorufin, jsou CYP1A1 a CYP1A2.
Resorufin vykazuje fluorescenci, kterd byla méfena na luminiscen¢nim spektrometru
Perkin Elmer LX-55, kdy jeho emisni vinova délka byla nastavena 585 nm a excita¢ni
vinova délka 530 nm. M¢&feni bylo provedeno podle metody dle Burka a Mayera (1974)
[57].

IT R Sloucenina
O O 40 H resorufin
CHjs 7-methoxyresorufin
= CyHs 7-ethoxyresorufin

Obr 3.4: Struktura resorufinu, 7-methoxyresorufinu a 7-ethoxyresorufinu
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Pouzite roztoky:

Substrat: 0,2 mM 7-methoxyresorufin (7-ethoxyresorufin) v DMSO

Kofaktor: 5 mM NADPH v destilované vodé

Roztok resorufinu: 10 uM resorufin v methanolu

Redici pufr: 0,1 M KH,PO, (pH upraveno pomoci 1M KOH na hodnotu 7,4)

Nejprve byly pfipraveny roztoky standardii o koncentracich: 0,0125; 0,025;
0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,3 a 0,4 uM pro sestaveni kalibra¢ni kiivky. Kontrolni vzorek
obsahoval pouze fedici pufr. VSechny roztoky byly promichany na Vortexu.

Mikrosomalni vzorky byly nafedény pufrem na koncentraci 0,5 mg/ml.
Specificky substrat byl pfidan k roztokiim vzorki tak, aby jeho konecnd koncentrace
byla 2,2 uM. Ptipravené roztoky byly preinkubovany po dobu 3 minut za laboratorni
teploty, poté bylo z roztokli 150 ul pteneseno do jamek mikrotitracni desticky. Reakce
byla iniciovana ptidanim 17 ul NADPH.
Fluorescence byla méfena bez prodlevy v deseti cyklech s intervalem 60 sekund.
Aktivity enzymii byly stanoveny srovndnim se standardy resorufinu a naslednym

vztazenim na obsah mikrosomalnich proteinii v pouzitém vzorku.
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4 VYSLEDKY

4.1 Izolace mikrosomalni frakce a stanoveni proteini

Frakce mikrosomti (MS) byly izolovany z tenkych stfev a jater potkanti kmene

Wistar, kterym byly podény flavonoidni latky:

B-naftoflavon,

myricetin,

dihydromyricetin nebo IéCivo Antistax®. Proteiny byly stanoveny pomoci metody

Wiechelmana a kol. (viz kapitola 3.3.3). Vysledky jsou uvedeny V tabulkach 4.1 a 4.2.

Tab. 4.1: Hmotnost tkan¢ a koncentrace proteind v intestinalnich mikrosomalnich

frakcich kontrolni skupiny a skupin po premedikaci B-naftoflavonem, myricetinem,

dihydromyricetinem a lé¢ivem Antistax®

hmotnost koncentrace obsah mikrosomalnich
Vzorek . .o . o
tkané [g] proteini [mg/ml] proteinu [mg]
Kontrola P 2,5 8,3 6,6
Kontrola S 2,5 7,8 5,5
Kontrola D 3,2 10,7 5,4
BNF P 2,9 9,4 5,6
BNF S 4,8 12,4 11,2
BNF D 3,0 7,3 51
Antistax P 2,7 8,8 3,5
Antistax S 2,6 8,2 4,1
Antistax D 3,1 10,5 53
Myricetin P 3,4 7,3 4,7
Myricetin S 4,0 8,2 6,6
Myricetin D 4,2 10,2 7,1
Dihydromyricetin P 4,9 11,5 8,6
Dihydromyricetin S 5,0 10,1 7,6
Dihydromyricetin D 3,9 13,5 8,8

P — proximalni ¢ast tenkého stieva, S — stiedni Cast tenkého stteva, D — distalni Cast

tenkého stieva, BNF — B-naftoflavon
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Tab. 4.2: Hmotnost tkan¢ a koncentrace proteinti v jaternich mikrosomalnich frakcich
kontrolni skupiny a skupin po premedikaci -naftoflavonem, myricetinem,

dihydromyricetinem a lécivem Antistax®

. o obsah

hmotnost koncentrace proteinu . .

vzorek tkané [g] [mg/mi] mikrosomalnich

g g proteinii [mg]
Kontola 19,9 41,3 107,4
BNF 18,1 56,4 332,8
Antistax 20,5 57,5 172,5
Myricetin 19,1 40,5 186,3
Dihydromyricetin 25,7 38,2 191,0

4.2 Vliv flavonoidnich litek na expresi proteini CYP1A1 a CYP1A2

Exprese CYP1AI a CYP1A2 byla sledovana pomoci metody Western blot (viz
kapitola 3.3.5). Jako primarni protilatky byly pouzity slepi¢i anti-CYP1A1/1A2 a anti-
CYP1A2. Sekundarni protilatky obsahovaly navazanou alkalickou fosfatasu,
k vizualizaci byl tedy pouzit substrat alkalické fosfatasy.

Obrazky 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 a 4.5 znazornuji vysledky ziskané sledovanim vlivu
vybranych flavonoidnich latek na indukci CYP1A. Z obrazki membran (Obr. 4.2, 4.3 a
4.4) je patrné, Ze Antistax®, myricetin a dihydromyricetin neindukuji CYP1A v tenkém

stieve potkanti na rozdil od aplikace B-naftoflavonu.
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CYP1Al— - - s | —CYP1A1

Obr. 4.1: Vliv B-naftoflavonu na expresi CYP1A1 ve stievech a jatrech potkanich
samcl. Membrana byla vyvolana primarni slepi¢i protilatkou anti-CYP1AL1/1A2.

1: kontrola — proximalni ¢ast tenkého stieva, 2: kontrola — stfedni ¢ast tenkého stieva,

3: kontrola — distalni ¢ast tenkého stieva, 4: standard CYP1A1, 5: 3-naftoflavon —

- proximalni ¢ast tenkého stieva, 6: B-naftoflavon — stiedni ¢ast tenkého stieva,

7: B-naftoflavon — distalni ¢ast tenkého stieva, 8: B-naftoflavon — jatra

CYP1Al— | ¥ —CYP1Al
' —CYP1A2

Obr. 4.2: Vliv Ié¢iva Antistax® na expresi CYP1AI ve stievech a jatrech potkanich
samcl. Membrana byla vyvolana primarni slepi¢i protilatkou

anti-CYP1A1/1A2.

1: standard CYP1A1, 2: Antistax — proximalni ¢ast tenkého stieva, 3: Antistax — stiedni

Cast tenkého stieva, 4: Antistax — distalni ¢ast tenkého stieva, 5: Antistax — jatra

CYP1Al—

CYP1A2— et | —CYPIAL

Obr. 4.3: Vliv myricetinu na expresi CYP1A1 ve stievech a jatrech potkanich samcii.
Membrana byla vyvolana primarni slepi¢i protilatkou anti-CYP1A1/1A2.

1: myricetin — jatra, 2: myricetin — proximalni ¢ast tenkého stfeva, 3: stiedni Cast
tenkého stfeva, 4: distalni ¢ast tenkého stfeva, 5: standard CYP1Al
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CYP1Al— -5 - | <—CYP1Al
> : —CYP1A2

Obr. 4.4: Vliv dihydromyricetinu na expresi CYP1A1 ve stfevech a jatrech potkanich
samcl. Membrana byla vyvolana primarni slepi¢i protilatkou anti-CYP1AL1/1A2.

1: kontrola — proximalni ¢ast tenkého stieva, 2: kontrola — stfedni ¢ast tenkého stieva,

3: kontrola — distalni ¢ast tenkého stfeva, 4: standard CYP1A1, 5: dihydromyricetin —

- proximalni ¢ast tenkého stieva, 6: dihydromyricetin — stfedni ¢ast tenkého stieva,

7: dihydromyricetin — distalni ¢ast tenkého stieva, 8: dihydromyricetin — jatra,

9: kontrola — jatra

CYPIAZ— | & —CYP1A2

Obr. 4.5: Vliv B-naftoflavonu, dihydromyricetinu, myricetinu a Ié¢iva Antistax® na
expresi CYPL1A2 v jatrech potkanich samci. Membrana byla vyvolana slepici
protilatkou anti-CYP1A2. Jako standard CYP1A2 byl pouzit vzorek jaternich
mikrosomu potkanti, kterym byl podan benzo[a]pyren.

1: kontrola, 2: B-naftoflavon, 3: benzo[a]pyren, 4: dihydromyricetin, 5: myricetin,

6: Antistax®

4.3 Vliv flavonoidnich litek na enzymovou aktivitu cytochromii P450

V této casti bakalatfské prace byl sledovan vliv premedikace vybranymi
flavonoidnimi latkami na aktivity cytochromt P4501A. Konkrétné bylo sledovano, zda
narust ¢i pokles obsahu CYP1A odpovida jejich enzymové aktivité.

Bylo provedeno stanoveni 7-methoxyresorufin-O-demethylasové aktivity

(MROD), ktera je pfipisovana predevsim CYP1A2 a 7-ethoxyresorufin-O-deethylasové
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aktivity (EROD), kterd je charakteristicka ptedevsim pro CYP1AL. V obou ptipadech se
jednd o dealkylaci za vzniku fluorescenniho produktu - resorufinu. Aktivita enzymil
byla vypoctena s vyuzitim rovnice kalibracni ptimky standarda resorufinu.

Indukéni efekt zkoumanych flavonoidnich sloucenin v jatrech potkanich samcii
je znazornén na Obr. 4.6 a 4.7. Indukéni efekt B-naftoflavonu v tenkych stievech
potkanich samci zachycuje Obr. 4.8. Myricetin, dihydromyricetin a Antistax®
Vv tenkych stfevech potkanti neindukovaly CYP1A, aktivita tedy u téchto vzorkd métena

nebyla.
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Obr. 4.6: Aktivita CYP1A stanovena jako MROD v jatrech kontrolni skupiny potkanti
a skupin potkani po premedikaci flavonoidnimi latkami: B-naftoflavonem, 1é¢ivem
Antistax®, myricetinem a dihydromyricetinem (vZzdy o koncentraci 60 mg/kg télesné
hmotnosti potkana). Hodnoty zaznamenané v grafu jsou primérnymi hodnotami dvou

nezavislych méteni. Smérodatné odchylky zndzortiuji chybové usecky.
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Obr. 4.7: Aktivita CYP1A stanovena jako EROD v jatrech kontrolni skupiny potkant a
skupin po premedikaci flavonoidnimi latkami: B-naftoflavonem, léCivem Antistax®,
myricetinem a dihydromyricetinem (vZzdy o koncentraci 60 mg/kg télesné hmotnosti
potkana). Hodnoty zaznamenané v grafu jsou primérnymi hodnotami dvou nezavislych

meétfeni. Smérodatné odchylky znazornuji chybové usecky.
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Obr. 4.8: Aktivita CYPIA stanovena jako EROD v tenkych stfevech potkanich samcti
premedikovanych B-naftoflavonem (60 mg/kg télesné hmotnosti).
P — proximalni ¢ast tenkého stfeva, S — stfedni Cast tenkého stfeva, D — distalni Cast

tenkého stfeva
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5 DISKUZE

Flavonoidy patii mezi chemopreventivni latky, které jsou obecné povazovany za
latky organismu prospésné. Tyto slouceniny vSak mohou ovliviiovat (stimulovat ¢i
inhibovat) aktivitu celé skaly enzymu ucastnicich se nejriiznéjSich metabolickych drah
Vorganismu, a tim negativné puasobit napiiklad na hormondlni rovnovahu nebo
metabolismus 1é¢iv. Indukci cytochromi P450 mize dojit ke stimulaci aktivace
prekancerogentl, a tim zvySeni rizika vzniku rakoviny [41].

Tato prace byla zaméfena na sledovani indukéniho efektu vybranych
flavonoidnich latek: B-naftoflavonu, dihydromyricetinu, myricetinu a 1é¢iva Antistaxu®
na cytochromy P450. Modelovym organismem v této praci byli samci laboratornich
potkanti kmene Wistar. Studovan byl vliv flavonoidnich latek na obsah a aktivitu
cytochromit P450 1A1 a 1A2 v jatrech a cytochromu P450 1Al v tenkych stfevech
potkana. Tyto organy byly vybrany, protoze jsou hlavnim mistem metabolismu
xenobiotik. Exprese proteintt CYP1A byla stanovena imunochemicky pomoci metody
Western blot a bylo zjistovano, zda indukce jednotlivych forem CYP vede k nartstu
jejich specifické aktivity méfené za pouziti specifickych substrati 7-methoxyresorufinu
¢i 7-ethoxyresorufinu.

Pro testovani vlivu vybranych sloucenin bylo zvoleno podani gavazi do zaludku
Vv celkovém poctu ¢ty davek po 24 hodinach v mnozstvi 60 mg/kg télesné vahy
potkana. Sekvenéni podani gavazi do zaludku nejlépe simuluje expozici ¢lovéka, a tak
muze byt 1épe odhalen vliv chemopreventivnich sloucenin na organismus. Vyjimkou
byl pouze B-naftoflavon, ktery byl podan potkanim jednorazové a po 96-ti hodinach
nasledovalo usmrceni. V piipad¢ B-naftoflavonu, zndmého induktoru CYP1AI i 1A2,
bylo cilem zjistit odpovéd’ na otazku, jak jeho efekt na organismus s ¢asem klesa.

Ze ziskanych vysledkd je patrné, Ze B-naftoflavon indukoval expresi CYP1A1 ve
vsech ¢astech tenkého stieva, pfi¢emz indukce byla siln€j$i v proximalni a sttedni ¢asti
tenkého stieva nez v €asti distalni. Toto zjiSténi potvrzuje skutecnost, Ze rozloZzeni CYP
proteind v gastrointestindlnim traktu neni rovnomérné, vétSinou byva vyssi v proximalni
casti tenkého stfeva [58]. Miize vSak dochézet i k absorpci (nebo biotransformaci) 83-
naftoflavonu, a tim k poklesu jeho koncentrace, coz zplsobi i pokles indukce CYPIA

podél délky stifeva. V jatrech byla po premedikaci B-naftoflavonem zjisténa silna
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indukce exprese CYP1A1. Nebyla vsak zjisténa indukce exprese izoformy CYP1A2,
ptestoze je f-naftoflavon znamym induktorem obou forem - CYP1Al i CYP1A2. Tato
skutecnost miize byt zptisobena tim, ze izoforma CYP1A2 ma kratsi poloCas Zivota nez
izoforma CYP1AL, a proto 96 hodin po premedikaci B-naftoflavonem jiz neni CYP1A2
na membrané témer viditelny [45]. Aktivita EROD v jatrech potkani naméfend po
jednorazové premedikaci B-naftoflavonem byla vyrazné vyssi v porovnani s aktivitou
EROD u kontrolnich vzorkl. Aktivita CYPIA stanovend jako EROD u stfevnich
vzorkl potkanich samcii premedikovanych B-naftoflavonem byla nejvyssi v proximalni
stieva. Toto zjisténi odpovida indukci patrné na membrané po Western blotu. Bylo jiz
provedeno nekolik studii zabyvajicich se podanim potravnich kancerogenti potkanim
premedikovanym chemopreventivni flavonoidni latkou indukujici CYP. Takovou studii
je naptiklad studie Hodka a kol. [59], pii které byl zkouman vliv B-naftoflavonu na
genotoxicitu potravnich kancerogent - konkrétné¢ benzo[a]pyrenu a 2-amino-1-methyl-
6-phenylimidazo[4,5-b]pyridinu (PhIP). Bylo zjisténo zvySené mnozstvi DNA aduktl
V porovnani s jejich mnozstvim po poziti samotného kancerogenu. Vysledky této studie
poukazuji na potenciondlni zvyseni rizika vzniku rakoviny po poziti induktoru enzymu
podrodiny CYP1A.

Premedikace lécivem Antistax® zplsobila v malé mife indukci CYPIA1
V proximalni ¢asti tenkého stfeva. V ostatnich castech tenkého stfeva nebyla zjisténa
indukce CYPIAI timto 1é¢ivem. V jatrech nedoSlo k indukci exprese CYP1Al ani
CYPI1A2. Stanovena aktivita MROD i EROD jaternich mikrosomalnich vzork po
premedikaci 1é¢ivem Antistax® byla dokonce nizs$i nez u kontrolnich vzorkid. Antistax®
je 1écivo obsahujici smés flavonoidnich sloucenin, zejména quercetin. Vliv quercetinu
na expresi CYP1A byl zkouman v diserta¢ni praci Ktizkové [60], pfiCemz byla zjisténa
zvySend exprese CYP1Al ve stfedni ¢asti potkanich stfev. Aktivita EROD byla
V porovnani s kontrolni skupinou vyssi ve stfedni a distalni ¢asti tenkého stieva.

Dihydromyricetin neindukoval expresi CYP1ALl v zadné z ¢asti tenkého stfeva,
ale zptsobil v porovnani s kontrolnimi vzorky slabou indukci exprese CYP1AI i
CYP1A2 v jatrech. Aktivita MROD i EROD po premedikaci dihydromyricetinem byla
naméfena priblizné dvakrat vyS§i neZ aktivita stanovend u kontrolnich vzorku.

Dihydromyricetin je flavonoidni sloucenina vyskytujici se v jedlych castech asijského
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stromu Hovenia dulcis, ktera zabranuje intoxikaci alkoholem tim, Ze se vaze na GABA
receptory. Tato vlastnost dihydromyricetinu byla zvefejnéna Liang a kol. [61].

Pro porovnani byl studovan i vliv myricetinu. V pfipadé myricetinu také nebyla
zjisténa indukce exprese CYP1A1 v zadné z ¢asti tenkého stfeva, ale byla zjiSténa slaba
indukce exprese CYP1A2 v jatrech. Exprese CYPIAl v jatrech myricetinem
Vv porovnani s kontrolou indukovéna nebyla. Stanovena aktivita MROD i EROD
jaternich mikrosomalnich vzorkli po premedikaci myricetinem byla niz§i nez u
kontrolnich vzorki. Roku 2006 Chaudhary a Willett uskute¢nili studii prokazujici
inhibi¢ni vliv myricetinu na EROD aktivitu v buiikach rakoviny prostaty [62]. V naSem
pfipadé mohl byt myricetin stale pfitomen v membranach mikrosomi, a tim pisobit
inhibi¢né.

Skutecnost, Ze premedikace myricetinem a Antistaxem® snizila EROD 1
MROD aktivitu CYP1Al a 1A2 v jatrech v porovnani s kontrolnimi vzorky a zaroven
nedoslo k indukci CYP1A, je pozitivnim zjisténim. Opacny vysledek by mohl znamenat
zvySené riziko aktivace kancerogenu cytochromy P450 podrodiny 1A se vSemi
negativnimi disledky. Myricetin a Antistax® lze tedy z hlediska studovanych vlivi na
CYP1A1l/1A2 povazovat za slouCeniny bezpecné pro organismus a potencialné

vyuzitelné z hlediska prevence rakoviny.
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6 ZAVER

Vytéeny cil prace se podafilo splnit a dosdhnout nasledujicich vysledki:

i fev il i il i
Z jater a stfe samc laboratornich otkani kmene Wistar
premedikovanych vybranymi flavonoidnimi slouceninami gavazi do

zaludku byly ptipraveny mikrosomalni frakce.

B-Naftoflavon indukoval expresi CYP1Al ve vSech castech tenkého
stteva. Indukce CYP1A2 v jaterni mikrosomalni frakci 96 hodin po
premedikaci P-naftoflavonem nebyla zaznamenana. Aktivita EROD
Vv jaterni mikrosomalni frakci po premedikaci B-naftoflavonem
V porovnani s kontrolou byla ¢tyfikrat vyssi. Aktivita CYPIA stanovena
jako EROD v tenkych stievech potkanti byla nejvyssi v proximalni ¢asti

a klesala smérem k distalni ¢asti.

Antistax® zpusobil slabou indukci CYP1A1 v proximalni ¢asti tenkého
stieva, neindukoval ale expresi CYP1A v jatrech. Aktivity MROD a

EROD v porovnani s aktivitami kontrolni skupiny byly dokonce nizsi.

Myricetin neindukoval expresi CYP1AL v Zadné z ¢asti tenkého stieva

ani nezvysil aktivitu MROD a EROD v jatrech potkand.

Dihydromyricetin neindukoval expresi CYP1ALl v zadné z ¢asti tenkého
stieva, zpusobil ale slabou indukci exprese CYP1Al a CYP1lA2
v jatrech. Aktivita MROD v jatrech po premedikaci dihydromyricetinem
byla dvakrat vy$si nez aktivita kontrolnich vzorkt. Aktivita stanovena
jako EROD v jatrech po premedikaci dihydromyricetinem byla dva a pil

krat vyssi nez aktivita kontrolnich vzorki.
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