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Abstrakt

Uzivéni riznych potravnich dopliikdt v rdmci péstovani zdravého Zivotniho stylu je
v posledni dob& velmi popularni. Piestoze se vétSinou jednd o ptirodni produkty, jejich
konzumace ve velkych davkach nemusi byt vzdy zdravi prospéna.

Potravni dopliky jsou velmi casto flavonoidniho -charakteru. Flavonoidni
slouceniny se nachéazeji v rostlindch a prokazatelné ptiznivé ptsobi na lidské zdravi. Pro
své antioxida¢ni, antialergenni a chemopreventivni Uc€inky jsou Siroce studované.
V poslednich letech se byly dokumentovany i negativni vlivy flavonoidi, ¢asto zptisobené
jejich nadmérnou konzumaci. Byla mimo jiné prokézana jejich interakce s cytochromy
P450, které hraji diilezitou roli pfi biotransformaci xenobiotik. Zmény v metabolismu
cizorodych latek (at’ uz 1é€iv ¢i karcinogent) miizou zpusobit vazné poSkozeni organismu,
véetné nadorového bujeni. Dal§im z moznych bodl zasahu potravnich doplnkl je i1
cytochrom bs (resp. NADH:cytochrom bs reduktasa), ktery katalyticky cyklus cytochromi
P450 vyznamné ovliviiyje.

Potencidlné nebezpené jsou 1 interakce potravnich doplikd pfi vylu€ovani
cizorodych latek z organismu. Tohoto procesu se ucastni slozity systém transportérii, mezi
nimiz hraje velmi dilezitou roli P-glykoprotein. Jejich hlavnim ukolem je efluxni
transmembranovy pfenos xenobiotik, ¢imZz zabranuji hromadéni cizorodych latek
v bunééné cytoplazmé. Existuji vSak inhibitory téchto pienasecii (mezi nimi i nékteré
flavonoidy), které znemoziuji eliminaci Skodlivych latek a mohou tak zpisobit vazné
zdravotni komplikace.

Tato bakalarska prace se zabyvad vlivem vybranych flavonoidnich slou¢enin na
lidsky organismus se zamétenim na jejich chemopreventivni vlastnosti. Dale se pojednava
o vlivu flavonoidi na reakéni cyklus cytochromti P450, funkci cytochromu bs (a

cytochrom bs reduktasy) a transport xenobiotik P-glykoproteiny.

Klic¢ova slova: Cytochrom P450, enzymy II. faze biotransformace, indukce, metabolismus



Abstract

Recently the use of various food supplements as a part of a healthy lifestyle has
been very popular. Although most of them are natural products, their excessive
consumption may not always be beneficial for health.

Dietary supplements are usually of a flavonoid character. Flavonoid compounds are
found in plants and they have beneficial effects on human health. For their antioxidant,
anti-allergy and chemopreventive effects they are extensively studied. However, in recent
years the negative impacts of flavonoids have been described, often caused by their
excessive consumption. It has been shown that they interact with cytochrome P450, which
play an important role in the biotransformation of xenobiotics. The change in the
metabolism of xenobiotics (whether drugs or carcinogens) can cause serious health
problems, including a tumor growth. Beside cytochrome P450, there is another possible
points of intervention, cytochrome bs (or NADH:cytochrome bs reductase), which effects
the catalytic cycle of cytochrome P450.

Another point of potential danger is the elimination of xenobiotics out of the
organism. There is a complex system of transporters, in which P-glycoprotein plays a very
significant role. P-glycoprotein is involved in transmembrane efflux of xenobiotics,
preventing the aggregation of these substances in the cell cytoplasm. Nevertheless, there
are inhibitors of these transporters (among them also some flavonoids) that prevent the
elimination of harmful substances and may cause serious health complications.

This thesis examines the influence of some flavonoid compounds on the human
organism, focusing on their chemopreventive properties. In addition, the influence of
flavonoids on cytochrome P450 reaction cycle, cytochrome bs (and cytochrome bs

reductase) functions and on the transport of xenobiotics via P-glycoprotein is discussed.

Key words: Cytochrome P450, phase II enzymes, induction, metabolism
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Seznam pouzitych zkratek

ABC

AhR

APS
ARNT
ATP
BaP
CAR

CYP
cyt bs
DNA
FAD
FMO

HSP
MDR

MFO

NADH

NADPH
NBD

superrodina aktivnich transportéri pohanénych
hydrolyzou ATP (,,ATP-binding cassette*)
receptor pro aromatickeé uhlovodiky

(,»aryl hydrocarbon receptor)

persiran amonny

AhR jaderny faktor (,,AhR nuclear translocator®)
adenosintrifosfat

benzo[a]pyren

konstitutivni androstatovy receptor
(,,constitutive androstane receptor)

cytochrom P450

cytochrom bs

deoxyribonukleova kyselina
flavinadenindinukleotid

flavinové monooxygenasy

(,,flavin-containing monooxygenases*)

proteiny teplotniho Soku (,,heat shock proteins®)
mnohacetnd Iekova rezistence

(,,multi-drug resistance*)

systém monooxygenas se smiSenou funkci
(,,mixed function oxidases*)

redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
nukleotid vazajici doména P-glykoproteinu

(,,nucleotide-binding domain®)



ROS
RXR

TMD

P-glykoprotein

receptor aktivovany proliferatorem peroxisomu
(,,peroxisome proliferator activated receptor*)
reaktivni formy kysliku (,,reactive oxygen species®)
retionoidni X receptor

transmembranova doména P-glykoproteinu

(,,transmembrane domain®)



1 Uvod

Flavonoidy jsou nejrozsifencjsi skupinou fenolickych sloucenin nachazejicich se
v rostlindch, poskytuji mnoho chuti a barev ovoci a zeleniné, a jsou tak pfirozenou slozkou
lidské stravy. Konzumace flavonoidi je spojovéana s prospésnymi ucinky na lidské zdravi.
Predev§im se zkoumaji jejich chemopreventivni vlastnosti a schopnost snizit riziko
kardiovaskularnich chorob [1]. Nicméné epidemiologické studie poslednich let ptindseji
casto vysledky o neprikazné roli téchto fenolickych sloucenin v lidském organismu,
nékteré dokonce varuji pied jejich moznymi toxickymi Gcinky [2].

I ptes ptirodni ptivod flavonoidnich sloucenin se stale jedna o cizorodé¢ latky, které
nejsou télu vlastni a jsou v organismu metabolizovany fadou biotransformujicich enzymt.
Dulezita je interakce flavonoidii se systémem cytochromi P450. Nékteré flavonoidy jsou
znamé tim, ze dokdzi inhibovat aktivaci urcitych karcinogeni, ale soufasné mohou
indukovat cytochromy P450, které aktivuji jiny typ karcinogenid. Znalost interakci
flavonoida s cytochromy P450 je tedy velice podstatna pro pochopenti jejich vlivu na lidské
zdravi a pro piipadnou prevenci pred karcinogenni aktivitou a zménami metabolismu
lé¢ivych a endogennich sloucenin [3].

Katalyticky systém cytochromt P450 je mimo jiné modulovan cytochromem bs.
Ackoli pfesny mechanismus neni dosud znam, spekuluje se o vice moznostech transportu
elektronu do reak¢éniho cyklu cytochromti P450 i o allosterické stimulaci [4]. Inhibici
cytochromu bs by mohlo dojit k vaznému naruSeni metabolismu katalyzovaného
cytochromy P450, a tedy i k nepfiznivym zménadm v metabolismu cizorodych latek, které
mohou vést az k vaznym zdravotnim komplikacim. Bylo zjiSténo, ze k inhibitorim
NADH:cytochrom bs reduktasy patii i nékteré flavonoidy (napf. luteolin) [5].

Vylucovani cizorodych latek a jejich metabolitli na bunééné Grovni maji za kol
specifické transportéry. Velmi casto se jedna o aktivni ABC transportéry, které
k transportu vyzaduji dvé molekuly ATP a vyznacuji se Sirokou specifitou. Metabolismu
xenobiotik se vyrazné ucastni P-glykoprotein, ktery je zndmy pro tvorbu mnohacetné
I¢kové rezistence v rakovinnych buiikdch. I zde hraji flavonoidy velmi podstatnou roli.
Byly prokazéany jak stimulujici (glabridin), tak inhibujici (quercetin) U€¢inky na aktivitu P-
glykoproteinu [6, 7].



2 Cil prace

Lidé se kazdy den dostdvaji do styku s potravnimi dopliky flavonoidniho
charakteru a konzumuji je Casto ve vétSim nez doporuceném mnozstvi. Tyto latky vSak
nemusi byt zdravi prospésné, jak by se na zakladé nékterych studii dalo ocekavat. Cilem
této bakalaiské prace bylo shromdzdit informace o rtiznych, prevazné chemopreventivnich
flavonoidech vyskytujicich se v potravé a jejich plsobeni v lidském organismu.
Konkrétnéji se zaméfuje na jejich interakce s multienzymovym systémem cytochromu
P450, predevSim s cytochromem bs, a dale s ABC transportéry s durazem na P-

glykoproteiny.
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3 Metabolismus xenobiotik

Clovék pfijme za cely sviij Zivot nesmirné mnozstvi chemickych latek. Nékteré
z nich jsou pro spravné fungovani lidského organismu nezbytné a slouzi pfedevsim jako
zdroj energie. AvSak existuji i latky cizorodé, které nejsou télu vlastni a zdravy jedinec se
bez jejich ptfitomnosti obejde. Takové latky nazyvame xenobiotika [8].

Xenobiotika mohou mit pozitivni (v podobé 1é€iv) i negativni vliv na nas
organismus. O mife negativniho dopadu rozhoduje predevs§im toxicita, koncentrace a doba
pusobeni dané cizorodé latky. Xenobiotikum se nejprve dychanim, vstfebanim pokozkou
¢ travicim traktem dostdva do krevniho ob&hu. Nésledné¢ dochazi k jeho metabolické
preméné (biotransformaci), kterd je do urCité miry stanovena rozpustnosti dané latky
v tucich ¢i ve vodé [8, 9]. Mnoho cizorodych latek béhem biotransformace ztraci svou
biologickou aktivitu na zdkladé¢ zvySeni jejich hydrofility, ¢imz se podpoii jejich

vylu€ovani. Tento proces ma dvé hlavni faze [10].

3.1 Prvni faze biotransformace

Hydrolytické Stépeni spolu s oxidaci a redukci predstavuji hlavni reakce prvni faze
biotransformace xenobiotik, ktera se téz nazyva derivatizatni. Tyto reakce zahrnuji
vSechny metabolické procesy, které maji schopnost ménit cizorodé latky chemicky, a
probihaji predevsim v jatrech. Béhem této faze dochézi ke zvyseni polarity cizorodé¢ latky,
které katalyzuji enzymy pievdzné ze skupiny mooxygenas a dioxygenas. Ob¢ skupiny
potiebuji ke své aktivit¢ molekulu kysliku a kofaktor [10—12].

Kli¢ovou funkci mé systém monooxygenas se smiSenou funkci (,,mixed function
oxygenases®, MFO) obsahujici cytochrom P450 [13]. Zajist'uje inkorporaci jednoho atomu
kysliku do molekuly zpravidla hydrofobniho xenobiotika, zatimco druhy atom kysliku se
redukuje na vodu. Do tohoto enzymového systému patii krom& hemovych enzymu také
jejich reduktasy NADPH:cytochrom P450 reduktasa a NADH: cytochrom bs reduktasa
[11].

Dtlezitou funkci maji také flavinové monooxygenasy (FMO), které se v lidském
organismu podili na biotransformaci fady endogennich sloucenin (napf. cysteaminu), 1é¢iv
(cimetidin, tamoxifen) i xenobiotik (kokain, nikotin). Stejn¢ jako cytochromy P450 jsou
FMO mikrosomalni enzymy, které vyzaduji NADPH a molekulu kysliku, a ¢asto dokazi

metabolizovat stejné substraty jako CYP [14]. Dalsimi vyznamnymi enzymy I. faze
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biotransformace jsou dioxygenasy, které do molekuly substratu inkorporuji oba atomy
kysliku. Déli se na dvé hlavni skupiny podle toho, zda S$tépi ¢i nestépi aromatické kruhy

metabolizovanych sloucenin [11].

3.2 Druha faze biotransformace

V druhé fazi biotransformace, ktera se téZ oznaCuje jako konjugacni, dochazi
k tvorb¢ jesté polarnéjsiho produktu z ptivodné hydrofobni cizorodé latky. Xenobiotikum
reaguje s endogenni slouceninou ¢i funkéni skupinou dané slouceniny, ¢imz vznika
konjugat, ktery se daleko 1épe rozpousti ve vodé, a je tedy snadnéji vylucovan z lidského
organismu. Kazda takova latka musi pfi vstupu do druhé faze biotransformace obsahovat
skupinu (at’ uz je v ptivodni molekule nebo se tvoii v prvni fazi), ktera je schopna
s konjugacnim €inidlem reagovat [8, 9].

K nejvyznamnéjSim reakcim této faze patfi glukuronidace, kterd vyzaduje
aktivovanou formu kyseliny glukuronové, UDP-glukuronovou kyselinu. Spojeni s danou
molekulou poté katalyzuje glukuronyl transferasa. Konjugace muiize probihat i se samotnou
glukosou (pfes cinidlo UDP-glukosu) ¢i jinymi sacharidy. Vyznamnou roli hraje i
sulfatace, pfi které dochazi k esterifikaci N-hydroxylovanych amini kyselinou sirovou.
Reakci katalyzuji sulfotransferasy, pfi¢emz nejprve musi dojit k aktivaci substratu
konjugacnim c¢inidlem PAPS (3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat) [14]. DalSimi vyznamnymi
reakcemi je acetylace nebo konjugace s glutathionem ¢i aminokyselinou (napf. glycinem,
glutamatem) [10, 15].

Po této fazi dochazi k vylu€ovani pfeménéného xenobiotika z organismu ve stolici,
potu, moci nebo vydechem. Nékteré hydrofilni latky, které se po biotransformaci v jatrech
dostanou do zluce a zni do stfev, se poté ve stievech nedokazi zpétné resorbovat.
V nékterych piipadech v§ak mize dojit vlivem bakteridlni hydrolyzy konjugatu ke zpétné
resorpci toxické latky a dochazi k tvorbé enterohepatalniho ob&hu, ktery zplsobi, Ze je
metabolit udrzovéan v organismu. O vylucovani téchto cizorodych latek se mimo jiné staraji

1 ABC transportéry, predevsim P-glykoproteiny (viz dale) [8].
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4 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (Obr. 1) ptedstavuji superrodinu hemovych enzymd, kter¢ lze
nalézt snad v kazdém zivém organismu na Zemi, od bakterii az po ¢lovéka. Zapojuji se do
riznych metabolickych a biosyntetickych procesii a jejich pocet se odhaduje na vice nez
1000, pticemz endogenni substraty vétSiny z nich zlstdvaji dosud neznamé. Spolecnym
rysem vSech cytochromil P450 je jejich struktura a obecny mechanismus ucinku. Nicméné
existuji znac¢né rozdily ve funkci jednotlivych enzymt a ve struktufe a vlastnostech jejich
aktivnich mist. [16]. Na zdklad¢ téchto kritérii se diive cytochromy P450 tfidily do

jednotlivych rodin a podrodin. Dnes se rozdé€luji podle genetické podobnosti.

Obr. 1: Cytochrom P450 3A4 (ptevzato z [17])

4.1 Klasifikace

Od roku 1991 se pro cytochromy P450 pouziva nazev CYP, ktery je doplnén o
arabskou Ccislici vyjadiujici ¢islo rodiny (napt. CYP2). Enzymy v jedné rodiné se musi
podobat svymi sekvencemi nejméné ze 40%. U vyssiho stupné podobnosti (nad 55%) se
CYP tadi do tzv. podrodin, které se oznacuji abecedné¢ (CYP2A, CYP2B atd.). Celkovy
nazev jednotlivych ¢lent ¢i podskupin, které se lisi o méné nez 3% sekvenci, byva doplnén

o dalsi arabskou cislici (napt. CYP2A1) [16, 18].
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4.2 Vlastnosti a reakce

Cytochromy P450 ziskaly sviij nazev podle specifického absorpéniho pésu pfi
vlnové délce 450 nm, ktery se projevuje u jejich redukované formy v komplexu s oxidem
uhelnatym. Pismeno P je oznacenim pro pigment [19-21].

Vsechny isoformy CYP disponuji nékterymi spolecnymi strukturnimi vlastnostmi,
které jsou pro né charakteristické. Skladaji se z proteinu, v némz je hydrofobné véazan
skelet protoporfyrinu IX. Centralni atom Zeleza je v tomto skeletu vazdn pomoci ctyf
koordinacné kovalentnich vazeb. Dtlezitou roli zde hraje patd koordinacné kovalentni
vazba atomu Zeleza s thioldtovou sirou cysteinu, kterd spole¢né s hydrofobnimi vazbami
udrzuje aktivni centrum na spravném misté v rAmci makromolekuly. Sestym ligandem
trojmocného atomu Zeleza je molekula vody (resp. jeji atom kysliku). Pravé molekula vody
ma klicovy vyznam v katalytickém cyklu cytochromt P450 (viz dale) [12, 22].

V pribéhu vyvoje zivota ziskavaly cytochromy P450 stale nové funkce, naptiklad
hydroxylace organickych latek u prehistorickych mikroorganismi ¢i biosyntéza barviv
kvétl, mastnych kyselin a dalSich fyziologicky vyznamnych sloucenin v rostlinach.
V soucasnosti se zkouma predevsim kvili jeho funkei béhem detoxikace cizorodych latek.
Clovék tyto latky piijima cilend (nejéast&ji v podobé 1é¢iv) &i nezamérné jako slozky
potravy ¢i jako vedlejsi produkty lidské aktivity [12]. V nekterych piipadech se miize
jednat o latky karcinogenni. CYP se tak diky schopnosti eliminace toxickych latek a
aktivace 1éciva podilel na dilezité adaptaci organismll. Nicméné ve stejné mife se uplatiuji
1 potencialné nebezpecné reakce, kterymi jsou aktivovany protoxikanty a prokarcinogeny,
¢imz se CYP zucastnuji procesu karcinogenese [12].

Cytochromy P450 jsou u savci zakotveny v membrané endoplasmatického retikula
a mitochondrii a katalyzuji reakce typu:

RH + O, +2H" + 2¢” — ROH + H,0 (1)

Zdrojem elektronii je kofaktor NAD(P)H, ktery je dodavd hemové prostetické skupiné
cytochromu P450 pifes NADPH:cytochrom P450 reduktasu (¢i NADH:cytochrom bs
reduktasu). RH obecné reprezentuje Siroky vybér lipofilnich sloucenin, pro které jsou
razné cytochromy P450 specifické [21]. Reakéni cyklus cytochromti P450 je zndzornén na

obrazku 2.
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Obr. 2: Reakéni cyklus cytochromi P450 (pievzato z [23])
Elektrony jsou do cyklu dodavany z NAD(P)H v krocich 2 a 4, RH ptedstavuje substrat,
ROH hydroxyla¢ni produkt, Fe hemovy atom Zeleza, Cys je zkratkou pro cystein.

4.3 Indukce cytochromu P450

Spole¢nym rysem nékterych cytochromi P450 je, Ze expozici organismu
xenobiotikim dojde ke zvySeni jejich exprese. Tato adaptivni odpoveéd je zndma jako
indukce a jedna se o pfisn¢ regulovany proces, ktery je v prvni fadé fizen na urovni
transkripce. Inducibilni CYP mohou byt ve tkanich a orgénech zastoupeny ve vétSim
mnozstvi podle vyskytu latky (induktoru), kterd jejich expresi vyvold. Krom¢ inducibilnich
existuji také konstitutivni CYP, jejichz obsah je neménny a které se zamétuji pfedevsim na
metabolismus endogennich sloucenin [24].

Exprese CYP je regulovdna velmi pifisné vuc¢i expozici xenobiotik a umoziuje
buiice zvyseni obsahu potiebnych cytochromt P450 k usnadnéni odstranéni potencialné
toxické cizorodé¢ latky. Indukce se v buiice uskutecituje pomoci receptort, které piisobi
primarn¢ v jadre. Jednd se o signalizaéni molekuly, které funguji jako ligand vazajici
transkripcni faktory [24]. Spole¢né jsou schopné rozpoznat velké mnozstvi cizorodych

latek a v disledku toho regulovat mnoho enzymi prvni a druhé faze biotransformace
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xenobiotik a transportnich proteind. Mezi tyto intracelularni receptory patii predev§im
[25]:

* AhR (,,aryl hydrocarbon receptor)

* CAR (,,constitutive androstane receptor*)

* PPARa (,,peroxisome proliferator activated receptor®)

* PXR (,,pregnane X receptor)

Prvni zminény receptor AhR patii do superrodiny PAS (Per-Arnt-Sim, ,,Period-Ah
receptor-nuclear translocator Single minded®), zatimco ostatni tfi jsou ¢leny superrodiny
jadernych hormonalnich receptorti (NHR, ,,nuclear hormone receptor®).

AhR je Siroce exprimovan v lidskych tkanich, pfedev§im v placenté, plicich, srdei,
slinivce bfisni a v jatrech [26]. Jako ligandy pfijima hydrofobni, planarni slouc¢eniny, napf.
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin  (TCDD), halogenové dioxiny, polychlorované
bifenyly ¢i polycyklické aromatické uhlovodiky (napf. benzo[a]pyren). AhR primarné
reguluje expresi gent v rodiné CYP1 (tj. CYP1A1, CYPIA2 a CYPIBI), ale i nékteré
ptislusniky rodiny CYP2 [25]. Za pocate¢niho stavu buniky bez navazan¢ho ligandu se
AhR nachézi v cytoplazmé a teprve po vazbé ligandu se premisti do jadra, kde interaguje s
AhR jadernym faktorem (ARNT, ,,AhR nuclear translocator) za tvorby heterodimeru. Ten
se poté vaze na specifickou sekvenci DNA a aktivuje transkripci cilovych genti. Pouzity
AhR mutze byt nakonec exportovan z jadra a degradovan v proteasomu nebo je recyklovan
v cytoplazmé [24, 25].

Receptory CAR a PXR transkripéné reguluji rodiny CYP2 a CYP3, PPARa se
zaméiuje na CYP4. Po vazbé ligandu tvoii heterodimer s retinoidnim X receptorem
(RXR). Heterodimer se poté vaze na tzv. rozpoznavaci element genu, ktery koduje dany
CYP [25]. Jsou také zodpovédné za interakce s jinymi jadernymi receptory a se Sirokou
fadou dalSich intraceluldrnich signalnich drah, vcetné téch aktivovanych urcitymi cytokiny
a riistovymi faktory. Ligandem je napiiklad fenobarbital (pro CAR), rifampicin (PXR) ¢i
kyselina klofibrova (PPARa) [27].

S ohledem na zkoumani zakladnich pfic¢in vaznych nezadoucich Gcinkl 1é¢iv se uvadi,
ze indukce CYP obecné vyvolava méné zavazné zmény v organismu nez jejich inhibice.
Inhibice cytochromil P450 totiz miize zpUsobit rychlé a velmi znatelné zvysSeni krevnich

hladin 1é¢iva, coz mlze vést az k priznaklim podobnym piedavkovani 1éky. Oproti tomu,
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indukce cytochromu P450 snizuje hladinu metabolizovaného 1é¢iva v krvi, coz snizuje
terapeuticky ucinek. Nicméné existuji i vyjimky jako napiiklad alkohol, jehoz zesilujici

ucinky zptsobuji stejny efekt indukce jako inhibice CYP [14].

4.4 Inhibice cytochromu P450

Inhibice cytochromit P450 je nejcastéjsi pricinou Skodlivych lékovych interakci a
jeji odhaleni zapficinilo odstranéni nékolika 1éku ztrhu [28]. V katalytickém cyklu
cytochromit P450 (viz kapitola 4.2) jsou tfi kroky obzvlast citlivé na inhibici. V prvni fadé
sem patfi navazani substratu, dale vazba molekularniho kysliku nésledovand prvnim
prenosem elektronu a nakonec samotna oxidace substratu [29].

Inhibice mtize zvysit biologickou dostupnost vychozi latky a koncentraci 1é¢iva
v ustadleném stavu. Zejména u proléfiv mize dojit ke snizeni mnozstvi aktivni formy
lé¢iva, coz obvykle vede az ktoxicité¢ ¢i nedostatecné ucCinnosti 1éCiva. Inhibitory
cytochromi P450 se déli na tfi mechanismem odliSné skupiny — reverzibilni, kvazi-
ireverzibilni a ireverzibilni [25].

Reverzibilni inhibice je nejcastéjSim typem inhibice enzymu (zejména kompetitivni
a nekompetitivni) a mize probihat pfimo, tedy bez metabolismu inhibitoru. Dochazi k ni
v disledku konkurence v aktivnim misté enzymu a pravdépodobné ovliviiuje pouze prvni
krok katalytického cyklu cytochromti P450. Vazby na enzym jsou vSak vétSinou slabé a
snadno se Stépi. Pfi kompetitivni inhibici soutézi substrat a inhibitor o vazbu na stejné
pozici aktivniho centra enzymu, pii nekompetitivni jsou aktivni vaznd mista odlisna [25].

Ireverzibilni a kvazi-ireverzibilni inhibitory pasobi v prubéhu nebo po druhém
kroku katalytického cyklu CYP (tedy pii pfenosu kysliku). Ireverzibilni inhibitory jsou
pomoci CYP aktivovany na reaktivni intermediaty, které deaktivuji CYP kovalentni
vazbou. Kvazi-ireverzibilni inhibitory tvoii komplexy s centralnim atomem Zzeleza CYP
[29]. Tato vazba je sice pevna, ale za specifickych podminek reverzibilni. Oproti tomu po
navazani ireverzibilnich inhibitorti nemtze dojit ke zpétnému obnoveni funkce cytochromi

P450 [29].
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4.5 Cytochrom bs

Jak jiz bylo uvedeno vyse (viz kapitola 4.2), sav¢i cytochrom P450 je membranoveé
vazanad monooxygenasa, jejiz katalytické aktivity vyzaduji dva elektrony, které jsou
postupné dodavany od jeho redoxnich partnerti — cytochrom P450 reduktasy a ptipadné
cytochromu bs [30].

Cytochrom bs je hemovy protein mensi velikosti, piiblizné 16 700 Da [31]. Existuji
dvé membranové vazané formy cytochromu bs kodované riznymi geny, které se lisi jak
v bunééné lokalizaci, tak ve funkéni roli. Prvni znich se nachdzi v membrané
endoplasmatického retikula (mikrosomalni), zatimco druhd je ukotvena ve vnéjsi
mitochondridlni membrané. Ob¢ isoformy sestavaji z hydrofilni N-koncové domény,
obsahujici hemovou skupinu, a hydrofobni C-koncové domény. Tieti isoforma cyt bs se
nachazi v cytoplasmé maturovanych erytrocytii a nazyva se solubilni erytrocytarni [32,
33].

N-koncova doména obsahuje pfiblizné 100 aminokyselin a zprostfedkovava vazbu
ferriprotoporfyrinu IX. Tato ¢ast proteinu se otaci smérem k cytosolu a poskytuje elektron
cytochromu P450 [34]. C-koncovd doména interaguje s fosfolipidovou membranou a
ukotvuje samotny protein. Predpoklada se, ze 10 aminokyselinovych zbytkii C-koncové

domény obsahuje nezbytnou informaci o membranové lokalizaci isoforem [32].

4.5.1 Mechanismus tG¢inku cytochromu bs na cytochromy P450

Bylo prokézano, ze cytochrom bs stimuluje nékteré monooxygenasové reakce
cytochromu P450, nicméné mechanismus (¢i mechanismy) je stale diskutovan.
V poslednich letech byly navrzeny dvé hlavni hypotézy [4]:

* pifimy elektronovy pfenos jednoho ¢i dvou elektroni prostiednictvim
cytochromu bs

¢ allosterickd stimulace CYP bez ptenosu elektronu

V ptipad¢, Ze jsou oba elektrony prenaseny pouze NADH:cytochrom bs reduktasou, se
nezapojuje NADPH: cytochrom P450 reduktasa. Elektrony jsou transportovany nejprve
zNADH na NADH:cytochrom bs reduktasu, ktera je pfendsi na cytochrom bs a ten

nakonec na cytochrom P450.
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Existuje také moznost, Ze se na transportu elektronu mohou podilet obé reduktasy a
smér transportu je ruzny. Cesta elektronu od NADPH na NADPH:cytochrom P450
reduktasu muzu dale vést bud’ k cytochromu bs a od n¢j k cytochromu P450, nebo je
namifena rovnou k CYP [4, 35].

VSechny tyto moznosti transportu elektronli v ramci katalytického cyklu CYP jsou

znazornény na obrazku 3.

NADH g, | -
o )| e [E | anachroms,
e & ¢ <7 RH
© NADPHg eyt. P4S0 =N cytochrom ‘ }
NADP* » reduktoso A —/ P450 | o

R-OH
Obr. 3: Transport elektront v rdmci systému MFO (pfevzato a upraveno z [36])
Elektrony mohou byt transportovany rtiznymi cestami, nez se dostanou k cytochromu

P450. RH znaci substrat, R-OH hydroxyla¢ni produkt.

Nékteré CYP (napt. CYP3A4, 2C9, 17A, 4A7) jsou ovlivnény allosterickou
stimulaci cytochromem bs, pficemZz nedochazi k zddnému elektronovému pienosu. Tato
stimulace byla vyvolana apoformou cyt bs postradajici schopnost transportu elektront [37].

Role cytochromu bs je tedy v systému CYP velmi podstatna. Diky nému se zvySuje
rychlost katalyzy cytochromu P450 a navic mize cyt bs i zvySit zdanlivou afinitu, s niz

jsou nékteré CYP schopné vézat své substraty [14].

3.5.2 Vliv cytochromu bs na karcinogenesi

Jak jiz bylo uvedeno v piedchozi kapitole, pfesny mechanismus interakce
cytochromu bs s CYP neni dosud objasnéna. Studie se v poslednich letech zaméfuji na
interakce cyt bs s jednotlivymi ¢leny rodin cytochromt P450, ktefi se navic zapojuji do
aktivace 1 detoxikace karcinogenu benzo[a]pyrenu (v kombinaci s mikrosomalni epoxid

hydrolasou) [38]. Bylo prokdzéno, ze oxidace benzo[a]pyrenu lidskou CYPIAI1 je
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stimulovana cytochromem bs, coz nakonec vede k efektivnéjSimu oxida¢nimu
metabolismu tohoto karcinogenu. Cyt bs je podle téchto vysledkt dillezitym biologickym
faktorem, ktery ovliviiuje karcinogenesi zprostfedkovanou benzo[a]pyrenem [39].

V dal$i studii se uvadi, ze katalyza zprostfedkovanda CYP1Al je stimulovana
cytochromem bs 1 pfi metabolismu markerového substratu Sudanu I. Tato stimulace
CYPIA1 vede k oxidaci azobarviva Sudanu I a ke tvorbé jeho DNA aduktl a zavisi na
koncentraci cyt bs [40].

Cytochrom bs ovliviluje 1 oxidaci protinadorového 1éCiva ellipticinu in vitro.
Upravou poméru metabolitii ellipticinu vytvofenych CYP1A1 a 1A2 miize cytochrom bs
zpiisobit vyraznou zménu v oxidaci tohoto lé¢iva. Detoxikacni metabolity ellipticinu
(9/7-hydroxyellipticin) se pfeméiuji v metabolity tvotici DNA (12/13-hydroxyellipticin),
coz muze vést aZ k poskozeni DNA vznikem vysSich hladin kovalentnich DNA adukta.
Klicovou roli v poskozeni DNA vyvolaném ellipticinem hraje pouze holoforma
cytochromu bs, kterd dokaze oproti apoformé modulovat oxidaci ellipticinu cytochromem
P450 1A1. Absence ucinku apoformy se pfisuzuje ztrat¢ schopnosti pfenosu elektronu i

zménou ve 3D struktufe cyt bs, kterd neumoziuje dostatecnou interakci s CYP1A1 [41].
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5 ABC transportéry

V bunkéch probihaji metabolické pochody oddélené od okolniho prostiedi
cytoplasmatickou membrénou. V eukaryotickych buiikach se navic nachéazeji organely a
jejich vnitini struktury, které jsou ohrani¢ené vnitrobunéénymi membranami. Nepolarni
povrch biologickych membran je ¢ini mélo propustnymi pro vétsinu sloucenin polarniho a
iontového charakteru a k jejich transportu jsou zapotiebi specifické transportni proteiny
[21]. Transport miZe byt pasivni ¢i aktivni. Pfi pasivnim transportu (nebo také usnadnéné
difuzi) proudi specifické molekuly po jejich koncentracnim spadu. Oproti tomu aktivni
transport je endergonicky proces, ktery spojuje pohyb jednoho typu molekul proti a jiného
typu po jejich koncentra¢nim gradientu. K tomu vyzaduje urcité mnoZzstvi energie, proto je
velmi Casto spfazen s hydrolyzou ATP [7, 21].

ABC (,,ATP-binding cassette®, v piekladu ATP-vézajici kazety) rodina transportérti
patfi mezi nejvetsi a nejpodrobnéji popsané superrodiny transportérii. Patii mezi aktivni
transportéry, ¢emuz napovidd i vyznam zkratky ABC. VétSina z ABC transportérii je
zodpovédna za transport velkého mnozstvi sloucenin pies biologické membrany, vetné
Iéciv a jinych xenobiotik [42]. ABC transportéry jsou v organismech vSudypiitomné,
nalezneme je u prokaryot, rostlin, hub, kvasinek i zivo¢icht. Konkrétn€ u savci jsou
exprimovany predevS§im v jatrech, stfevech, hematoencefalické bariéte, placenté¢ a
ledvinach [7].

Ze zkratky ABC vyplyva, Ze se tyto transportéry fadi mezi ATP pohanéné pumpy.
Energii, kterd se uvolni hydrolyzou ATP, vyuzivaji k transportu substratu pfes membrany
dovnitf nebo ven z bunék proti jejich koncentracnimu gradientu [43].

Lidsky genom obsahuje 49 ABC gent, usporadanych do 7 podrodin (ABCA az
ABCG). Kazda transportni jednotka se obvykle sklada ze dvou intraceluldrnich nukleotid
vazajicich domén (NBD) a dvou transmembranovych domén (TMD) (Obr. 4) [44].
V takovém ptipad¢ se jedna o tzv. plny (,,full) transportér. Polypeptidovy fetézec, ktery
obsahuje pouze jednu NBD a jednu TMD, se nazyva polovi¢ni (,,half*) transportér [45].
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Obr. 4: Modely ABC transportérii v konformaci uzaviené (vlevo) a oteviené
(vpravo) (pievzato a upraveno z [46])
TMD je zkratkou pro transmembranovou doménu, NBD pro nukleotid vazajici
doménu. V oteviené konformaci dochazi k navazani substratu a molekul ATP. Hydrolyzou

ATP dojde ke zmén¢ konformace (na uzavienou) a substrat se uvolni.

Ve struktuie NBD lze mimo jiné nalézt dva sekven¢ni tiseky — Walker A a Walker
B. Zbytek lysinu ve Walker A se zapojuje do vazby s B-fosfatem ATP, zatimco zbytek
kyseliny asparagové ve Walker B interaguje s hofe¢natymi ionty. Mezi nimi se nachazi
vysoce konzervovana aminokyselinova sekvence ABC motivu (ABC signature motif nebo
také C-loop). Spole¢né rozpoznavaji, vazi a hydrolyzuji ATP [1].

Soucasti transmembranovych domén je nékolik hydrofobnich a-Sroubovic. Podili

se na rozpoznavani substratil a na jejich transportu pres fosfolipidovou membranu [43].

ABC transportéry tedy participuji na ptenosu vétsiny 1é¢iv a jejich metabolitl pies
membrany bunc¢k i bunécnych organel. Konkrétné u nadorovych bunék dochazi ke
zmnozeni ABC transportérti s vysokou afinitou pro dané protinadorové 1é¢ivo, coz vede az
k tvorbé mnohacetné 1ékové rezistenci. Tato rezistence se pfisuzuje snizujici se zavislosti
na ATP pii akumulaci 1€¢iv v bunikdch, coz mlze mit mimo jiné na svédomi exprese

jednoho konkrétniho transportniho proteinu — P-glykoproteinu [7, 47].
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5.1 P-glykoproteiny

Nékolik ¢lend podskupiny ABCB je znamo pro vznik mnohocetné rezistence
k 1ékiim v rakovinnych bunkach. Jsou proto také oznaceny jako MDR (,,multi-drug
resistance®) rodina ABC transportérii [48]. Mezi né patii i P-glykoproteiny (P-gp; P jako
permeabilni), které jsou v potkanich buiilkdch tvofeny sekvenci 1277 aminokyselin o
celkové velikosti ptiblizné 141 kDa [49].

P-gp maji nezvykle Sirokou specifitu a dokazi rozpoznat stovky slouCenin riznych
velikosti (od 330 az po 4000 Da) [50, 51]. Kromé& protinadorovych latek transportuji i 1éky
na srdeCni onemocnéni, inhibitory vapenatych kanald a HIV proteas, antibiotika ¢i
imunosupresiva [52].

P-glykoproteiny se vyskytuji konstitutivné u normalnich buné¢k, avsak jejich exprese se
vyrazné zvySuje piedev§im pii ni¢eni rakovinnych bunék protinddorovymi 1écivy. Jsou
tedy indukovatelné. Predpoklada se, Ze spolecné s enzymy metabolizujicimi xenobiotika je
exprese P-gp dulezitym ochrannym mechanismem proti potencialné toxickym slouc¢eninam

[53, 54].

5.1.1 Lokalizace a funkce

P-glykoproteiny jsou exprimovany na mnoha mistech. Nachazi se na apikalni
stran¢ epitelidlnich bunék, zejména v tenkém stfevé, jaternich buiikach a epitelidlnich
bunikdch hematoencefalické bariéry. Hlavnim pfedmétem studia téchto transportérii je
jejich schopnost regulovat absorpci, distribuci, metabolismus a eliminaci xenobiotik
v téchto tkanich [1, 45].

P-gp funguji jako ATP-dependentni vylucovaci ,full-transportéry*, které pumpuji
své substraty ven z bunék riznymi zplsoby podle anatomické lokalizace. Ve stfevnim
lumenu P-gp omezuje pfechod lé€iv do krevniho ob&hu po jejich perordlnim podéani
v disledku jejich exprese na apikdlni membrané enterocytli. Obsah P-gp se zvysuje
smérem od dvanactniku do tlustého stieva [52].

Jakmile se 1é¢ivo dostane do krevniho ob&hu, P-gp podporuje jeho vylucovani do
zlu¢i a moci. V tomto piipadé se P-gp exprimuje v kanalikuldrni membrané hepatocytti a
v lumindlni membrané proximalnich tubuldrnich bun¢k v ledvindch [55]. Béhem

zavaznych onemocnéni jater ¢loveéka dochazi k indukci P-gp. Piedpoklada se, ze spolecné
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sdalsim transportérem MRPI1 hraje dilezitou roli pfi ochrané¢ hepatocyti a
progenitorovych bunék proti poSkozeni vyvolaném xenobiotiky [56].

Lécivo eventualné vstupuje i do systémového krevniho obchu. P-gp bréni jeho
pronikani do citlivych tkani, napt. do mozku, varlat, lymfocytl ¢i krevniho ob&hu plodu.
Tato funkce je pravdépodobné rozhodujicim faktorem, ktery vede k uspésné 1écbe, jelikoz
adekvatni koncentrace lokélnich intracelularnich 1éCiv jsou nezbytné pro terapeutickou

G¢innost (napt. CD4 " lymfocyty b&hem 1é¢by HIV) [52].

5.1.2 Mechanismus transportu

P-glykoproteiny, stejné¢ jako ostatni clenové ABC rodiny, patii mezi aktivni
transportéry. Iniciacnim krokem transloka¢niho procesu je vazba slouceniny na stranu P-gp
s vyS$i afinitou a souCasné navazani ATP k NBD, nacez dochdzi k hydrolyze ATP. Ke
zméné konformace P-gp a vylouceni substratu z buiiky jsou zapotiebi celkem 2 molekuly
ATP. Prvni molekula zodpovid4d za transport substratu, zatimco druhd vraci P-gp do

puvodniho stavu (Obr. 5) [57].

Navazani ATP

~

Navazani O M

substratu

TMD1 ? Km)z

L; ADP + Pi
Prvni hydrolyza ATP
Uvolnéni substratu Q -
a

navrat do pavodniho stavu Zména konformace

O Substrat ADP + Pi \)

- ATP Druha hydrolyza ATP

Obr. 5: Mechanismus transportu substratu ven z bunky (pfevzato a upraveno z [57])
V oteviené konformaci je navazan substrat, po prvni hydrolyze ATP se konformace zméni

a substrat se uvolni. Druhou hydrolyzou ATP se transportér vraci do ptivodniho stavu.
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Jak jiz bylo zminéno, za interakci P-gp se substrity jsou zodpovédné
transmembranové domény. Pro zjiSténi pfesného mista této interakce se uzivd napf.
fotoafinitnich analogl substrati P-gp. Timto pfistupem byla identifikovdna hlavni mista
interakce, kterd se nachazi v TMD na a-Sroubovicich 5, 6 a 11, 12 (z celkovych dvanacti)
[58], dale v extracelularnich smyckach, které tyto TMD spojuji, a nakonec v samotné

doméné ATP [59, 60].

Slouceniny interagujici s P-gp se déli na tfi hlavni skupiny — substraty, modulatory
a inhibitory. Substraty jsou molekuly, které P-gp aktivné transportuji. Maji tak vyssi
koncentraci vné buiiky, avSak vysokd koncentrace substrati mulze blokovat transportér
nasycenim vazného mista pro substrat. Pfesné umisténi tohoto mista neni dosud zndmo
[61].

Modulétory upravuji vazebné misto pro substrat negativnim allosterickym
mechanismem. Bylo prokdzano, Ze jsou modulatory schopny ménit vazebné misto
substratu nekompetitivnim zpisobem, coz naznacuje moznost allosterické komunikace
mezi vazebnym mistem pro substrat a modulator [61].

Inhibici P-gp Casto dojde k potlaceni translokacni aktivity P-glykoproteinii, a to
diky interferenci ATP vazby s NBD (vice o inhibitorech dale) [57, 61].

25



6 Karcinogenese

24

Rakovina patii v klinické mediciné k nejzdvaznéjSim onemocnénim a
k nejpocetnéj§im pfi¢indm umrti celosvétové populace. Postihuje vSechny vékové
kategorie, avSak za posledni léta se pfedevsim kvili nezdravému zivotnimu stylu zvySuje
incidence u stale mladsich lidi. Pfi¢in vzniku nadorového bujeni je celd fada, od Spatné
skladby potravin bohatych na cukry a tuky pfes stres, ve€k, pohlavi az
expozici karcinogennim latkam, které se vyskytuji v Zivotnim prostiedi [9, 62].

Karcinogenese (t¢Z kancerogenese) je oznacenim pro komplexni proces vzniku
nadoru. Nador (¢i tumor) je definovan jako nové vznikajici abnormalni tkan, vyznacujici
se nadmérnym autonomnim ristem, ktery vede k poSkozeni celého organismu [9].
RozliSuji se dva typy nadorl - benigni (nezhoubné) a maligni (zhoubné). Benigni tumory
prudce expanduji a obvykle jsou opouzdieny vrstvou pojivové tkané. Ve vétsing piipadii
neohrozuji zivot jedince (jedna se napf. o bradavice ¢i matefska znaménka). Maligni
nadory se oproti tomu $ifi invazivnim zplUsobem a metastdzuji (umistuji své bunky
v dalSich castech téla), a zejména tim jsou pro zivot jedince zna¢né nebezpecné [21].

Clovék je kazdy den vystaven mnoha faktoriim, které mohou vyvolat nadorové
bujeni. Mnohastupiiovy proces karcinogenese je podminén mutacemi urcitych gent, které
zpusobuji nekontrolovatelnou bunécnou proliferaci. Kritické je poskozeni gent kodujicich
proteiny, které se ti€astni signaliza¢nich drah, kontroly exprese genti ¢i regulace bunééného
cyklu, déleni a diferenciace bunék [62]. Tyto geny se nazyvaji protoonkogeny a

tumorsupresorové geny a jejich mutace vede k maligni transformaci bunc¢k [9].

6.1 Mechanismus karcinogenese

Proces chemické karcinogenese se dé€li na tfi hlavni faze — iniciace, promoce a
modifikace zejména bazi DNA ultimatnimi formami karcinogeni je jednou z nejcastéjSich
genotoxickych vlivii. Mohou vznikat také cyklické adukty, pyrimidinové dimery,
interkaldty nebo mize byt DNA poskozena radiaci [12]

Iniciovanéd buiikka miiZze byt zniena imunitnim systémem. Pokud se tak nestane,

dojde po urcité dobé k exposici faktorti s promocnim ucinkem, které zplisobi jesté vétsi
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zmény genetické informace. Iniciani buiiky s poruSenou diferenciaci a mezibunécnou

komunikaci tak za¢nou jesté€ vice proliferovat a dojde ke vzniku benigniho nadoru [9].
Progresni faze je konecnou fazi karcinogenese a lze ji oznalit jako razantnéjsi

castecné kontrolovatelného benigniho nddoru, coz vede k tvorb&é maligniho tumoru, ktery

proniké i do sousednich tkani [9, 12].

6.2 Mechanismy potlaceni bunécné proliferace

.....

karcinogeneze, véetné vlivli na hormonalni ¢innost [63]. Mezi né patii snizeni exprese
tumorsupresorového genu p53, zastaveni bunéfného cyklu, inhibice tyrosinkinasy ¢i
inhibice ,,heat shock* proteinti.

Nejbéznéjsi genetické abnormality v lidskych nadorech jsou vyvoldny mutaci p53.
Tumorsupresorovy gen p53 reguluje zpomaleni bunééného cyklu a apoptozu
(programovanou bunéfnou smrt). Inhibice exprese p53 miize vést az k zadrzeni
rakovinnych bunék v G2 fazi bunééného cyklu [63, 64].

Tyrosinkinasy patii do rodiny proteinkinas lokalizovanych v nebo blizko bunécné
membrany a zapojuji se do regulace bunécnych signalnich drah [65]. Tyrosinkinasy maji
schopnost kontrolovat regulaci bunééného ristu, proto se predpoklada, ze jejich exprese
ovliviiuje vznik nadorii [64].

,Heat shock proteiny (HSP) vytvaii komplexy se zmutovanym p53, coz umoziuje
nadorovym builkkdm, aby se vyhnuly mechanismu potla¢eni bunééného cyklu. Diky
moznosti zajistit univerzalni stresovou odpovéd’ prodluzuji HSP dobu zivota nadorovych
bunék. Je znamo, ze n&které¢ flavonoidy inhibuji produkci ,,heat shock* proteinti v n€kolika
malignich bunéénych liniich, v€etné rakoviny prsu, leukémie ¢i karcinomu tlustého stfeva
[64, 65].

Na téchto mechanismech se podileji rizné slouceniny s chemopreventivnimi

ucinky vcetné n€kterych flavonoidt (napft. quercetin, viz dale).
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7 Chemopreventivni slouceniny

Chemoprevence miize byt definovana jako prevence rakoviny podavanim jedné
nebo vice chemickych latek ve formé 1éCiv nebo jako pfirozené se vyskytujici slozky
potravy [66].

Klasifikace vSech znamych chemopreventivnich sloucenin je obtizna, jelikoz dosud
nebyl zjistén pfesny mechanismus inhibice karcinogeneze mnoha z nich. Jedno z moznych
uspotadani zvetfejnil Wattenberg, ktery roztfidil tyto inhibitory do tii kategorii podle
casového useku procesu karcinogenese, na ktery ptsobi [67]:

1. slouceniny, které brani tvorbé karcinogent z prekurzorti

2. blokatory (,,blocking agents®), neboli inhibitory karcinogenese, které vytvari
bariéry bréanici karcinogennim slouc¢eninam, aby dosahly cilovych mist ve tkanich,
kde mohou nésledné i reagovat

3. potlacujici latky (,,suppressing agents®), které tlumi expresi ndrodového bujeni

Jednim z prokazanych zplsobli chemoprevence je napiiklad konzumace ovoce a
zeleniny, které obsahuji celou fadu prospéSnych latek vcetné flavonoidl. Mnohé
flavonoidy jsou povazovany za bioaktivni slouceniny, které jsou zodpovédné za snizeni
rizika rakoviny. Stejné jako u jinych xenobiotik se vSak musi dbat na skutecnost, ze se
jedna o cizorodé latky a jejich nadmérny pifisun by mohl naopak pisobit nevhodné ¢i
dokonce toxicky. Ke zhodnoceni potencialnich rizik i pfinost flavonoidii pro lidské zdravi

se tak stale provadi rizné studie jejich fyziologického chovani v lidském organismu [68].

7.1 Flavonoidy

Flavonoidy patii do skupiny piirodnich latek s fenolickou strukturou. Nachézeji se
predevsim v ovoci, zelening, obili, kvétinach ¢i dokonce v ¢aji a ve ving. Jsou vyhledavané
pro své priznivé u¢inky na lidské zdravi. V soucasnosti bylo popsano ptiblizné 4000 druhi,
pfi¢emz mnohé z nich zodpovidaji za zbarveni kvétl, plodl a listl rostlin a jejich ochranu
pred UV zatenim [69—71].

Zakladni struktura flavonoidi (Obr. 6) je tvofena benzenovym kruhem (A),
kondenzovanym se Sesticlennym heterocyklickym pyranovym kruhem (C), jenz je na

druhém uhliku substituovan fenylovou skupinou (B) [71]. Podle stupné oxidace a typu
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substituentti (hydroxy ¢i keto skupiny) na kruhu C se flavonoidy déli na flavony,

flavonoly, flavanony, flavanoly (¢i katechiny) a isoflavony. Jednotlivé slouceniny ve

tiidach jsou poté rozdéleny podle substituentli na kruzich A a B. Zakladni struktury kazdé

tiidy vcetné zastupcii a jejich vyskytu jsou znazornény v tabulce 1.

Obr. 6: Zakladni struktura flavonoidil (pfevzato z [72])

Tab. 1: Struktury flavonoidu, zastupci jednotlivych tfid a jejich vyskyt (vytvoteno podle

[64])

T7idy flavonoidii

Struktura

Priklady zastupcii

Vyskyt

apigenin, chrysin,

¢ervené vino,

O. oy ’
flavony O . . rajéatové slupky,
lutoelin, rutin
) celer, petrzel,
O kaemferol, cibule, olivovy olej,
O . . . . v .
flavonoly O | myricetin, quercetin, brokolice, ¢aj,
Jof tamarixetin bobulovité ovoce
o © hesperidin, naringin, _
flavanony ) ) o citrusy
naringerin, taxifolin
o
flavanoly o @ (-)-epikatechin, -
. i ¢aj
(katechiny) CE\J\OH (+)-katechin
O
isoflavony daidzin, genistein sojové boby
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VétSina flavonoidii se v pfirodé¢ vyskytuje vazand na sacharidy ve formé
O-glykosidi. Béhem metabolického zpracovéani se tato sacharidova slozka odstépuje a
zbyva pouze volny aglykon [2, 73, 74]. Aglykony jsou poté absorbovany a prochazeji
rozsahlou biotransformaci ve tkénich ¢i stfevni mikroflofe. Obecné jsou aglykony

ucinnéj$imi antioxidanty nez jim odpovidajici glykosidy [75, 76].

7.1.2 U&inky a toxicita flavonoidii

Zajem o mozné terapeutické vyuziti flavonoidi se zvysSuje diky jejich silnym
antioxida¢nim vlastnostem a vychytavani volnych radikald pozorované in vitro [73]. Dale
se projevuji antialergickymi, antivirovymi a jiz zminénymi antikarcinogennimi ucinky.
Nicméné epidemiologické studie, které zkoumaly vliv flavonoidl na lidské zdravi, byly
neprikazné. Nekteré¢ vysledky experimenti napiiklad podporuji ochranny uc¢inek
flavonoidi pti kardiovaskularnich chorobach. Opiraji se mimo jiné o tzv. ,,French
paradox®, oznacujici nizkou umrtnost na kardiovaskuldrni onemocnéni u stfedomoiské
populace (konkrétné Francouzil) v souvislosti se znacnou spotiebou cerveného vina a
pfijmem nasycenych tukli v porovnani s ostatnimi sousednimi staty [70]. Nicméné jiné
studie uvedly, Ze flavonoidy zadny vliv na lidské zdravi nemaji. Dal$i naznacuji, ze tyto
latky naopak ptisobi skodlive [2, 73].

Jednou z moznych pfi¢in nezddoucich G€inkli flavonoidi muize byt interakce s
podobnymi slouc¢eninami ¢i 1éky. Také podavani velkych davek jediného flavonoidu miize
snizovat biologickou aktivitu stopovych prvki, vitaminl a kyseliny listové. Kromé toho

muze mit neptiznivy vliv na funkci §titné zlazy [70, 77].

7.1.3 Vybrané flavonoidy s chemopreventivnimi u¢inky

Jak jiz bylo zminéno vyse, flavonoidy patii mezi chemopreventivni slouc¢eniny a
zasahuji nejen proti potencidlnimu vzniku nekontrolovatelné bunécné proliferace, ale 1
béhem ostatnich fazi karcinogenese. VyuZzivaji pfevazné¢ mechanismy potlaceni bunécné
proliferace uvedené v kapitole 6.2. V nésledujici ¢asti kapitoly jsou podrobné;jsi informace
o ctyfech flavonoidech, které se vyznamné podili na chemoprevenci a na 1écbé rakoviny.

Byly vybréany proto, Ze se ¢asto objevuji v publikacich o chemopreventivnich slou¢enindch

a v této praci jsou zminény 1 déle.
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Quercetin

Flavonol quercetin je viibec jednou znejvice zkoumanych flavonoidnich latek
s chemopreventivnimi G¢inky. Studie z roku 1992 uvadi, ze podavani vysokého mnozstvi
quercetinu po nékolik let mize u starSich potkanti vyvolat nadorové bujeni ledvin [78, 79].
P11 hlubsim vyzkumu se pozdéji ukéazal spi§ opacny, tedy antimutagenni ti¢inek tohoto (ale
i dalsich) flavonoidd in vivo [70]. Negativni vysledky prvni studie ziejmé ovlivnil
pokrocily v€k zvifat i dlouhodobé pfijmu vysokych davek této flavonoidni slouceniny.
Teorii o chemopreventivnich Gc¢incich quercetinu podpofila naptiklad studie z roku 2000,
kterd se zaméfila na vliv vybranych flavonoidi na maligni bunééné kolonie v plicich
potkanti. Ukézalo se, Ze quercetin, apigenin i tamoxifen vyznamné snizily pocet
nadorovych kolonii v zavislosti na davce (tamoxifen z nich byl nejméné u¢inny). Podobné
vysledky byly zaznamendny i u stejného pokusu provadéného in vitro. Quercetin a
apigenin se diky tomu mohou stat velmi dualezitym néstrojem pro odstranéni
metastdzujiciho melanomu [80].

Biologické vlastnosti quercetinu jsou spojovany i s urCitym vlivem na
kardiovaskularni systém. Spolecné s dal§imi flavonoidy plsobi preventivné proti
aterosklerotickym plakiim, zabranuji shlukovani krevnich desticek a podporuji relaxaci
kardiovaskularniho hladkého svalstva (antihypertenzivni i antiarytmické G¢inky). Zistava
vSak otazkou, jaké mnozstvi quercetinu musi byt dodano, aby pfi jeho nizké biologické
dostupnosti byly v organismu dosazeny terapeutické koncentrace [78]. To samé plati

v souvislosti s chemoprevenci a 1é¢bou rakoviny.

Apigenin

Apigenin patii mezi flavony a stejné jako quercetin byla prokdzana jeho schopnost
inhibice rtstu plicnitho melanomu u potkand [80]. Kromé toho aktivuje tumorsupresorovy
gen p53 a indukuje apoptézu nadorovych bunék prostaty clovéka. Apoptdza je iniciovana
narusenim potencidlu mitochondridlni membrany, které je vyvolano zvySenou produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS, ,,reactive oxygen species®) ¢i fosforylaci p53. [81].

Dalsi studie zaznamenala schopnost apigeninu pozastavit bunécny cyklus
nadorovych bun¢k v G2 fazi. Bunéény cyklus je ter¢em i jinych flavonoidnich sloucenin,
jako napf. luteolin, kaempferol ¢i quercetin. Mista U€inkli v rdmci bunééného cyklu se 1isi

podle rozdila ve struktufe jednotlivych flavonoidl. Zatimco quercetin a luteolin maji
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substituovanou hydroxy skupinu na C3 v kruhu B a potlacuji G1 fazi bunééného déleni,

kaempferol a apigenin, postradajici tuto substituci, inhibuji fazi G2 [82].

Luteolin

Dal§im vyznamnym flavonem je luteolin, ktery je hojné vyuzivan v tradicnim
¢inském 1ékatstvi k 1écbé hypertenze, zanétlivych onemocnéni a v neposledni fadé
rakoviny. Protinddorové vlastnosti luteolinu se projevuji indukci apoptézy a inhibici
bunécné proliferace, metastaz a angiogeneze [83].

Jak jiz bylo feceno u apigeninu, luteolin zasahuje do bunééného cyklu. Pozastavuje
Gl fazi u nadorovych bun¢k zaludku a prostaty a je spojovan s inhibici podjednotky

cyklin-dependentni kinasy 2, ktera kontroluje S fazi [82, 83].

Genistein

Isoflavon genistein se téZ podili na pozastaveni bunéného cyklu v G2 fazi, avSak
oproti ostatnim vyse zminénym flavonoidim se vyznacuje pfitomnosti hydroxy skupiny na
C5 v kruhu A [82].

Genistein ma silny inhibi¢ni G¢inek na proliferaci endotelialnich bunék zavisly na
davce, ale rovnéz potlacuje rast nadoru prsu in vivo. Ukdzalo se, ze je nékolikanasobné
ucinngj$i nez jiné isoflavony. Navic experimenty prokdzaly, Ze navzdory vysokym
koncentracim genisteinu se neprojevuji zadné toxické pfiznaky u normalnich bunék.
Genistein tedy specificky piisobi pouze na proliferujici buiiky. Tato vlastnost ma ohromny

vyznam pfi pfipadném pouZiti této slouceniny pro lécbu rakoviny [84].

Naésledujici kapitoly jsou zaméfeny na interakce flavonoidii s CYP, cytochromem
bs a ABC transportéry. Na téchto interakcich se podili kromé CEtyf vySe zminénych

zastupct 1 jiné flavonoidni slouceniny.

7.1.4 Flavonoidy a cytochromy P450

Mechanismus, kterym flavonoidy piisobi, mtize byt ovlivnén interakcemi s riznymi
enzymovymi systémy. Prokdzana byla interakce s cytochromy P450, flavonoidy tedy
zasahuji 1 do metabolismu xenobiotik [77]. Cytochromy P450 obvykle pfeménuji

xenobiotika na méné toxické slouceniny, avSak nékdy dochazi ke tvorbé reaktivnich

32



meziproduktli, ptipadné k tiniku volnych radikali. CYP s flavonoidy interaguji nejméné
tremi zpusoby [74]:

1. flavonoidni slou¢eniny indukuji biosyntézu nékterych cytochromt P450

2. inhibuji ¢i stimuluji enzymové aktivity CYP

3. CYP nékteré flavonoidy metabolizuji.

Indukéni efekt na monooxygenasovou aktivitu CYP byl prokdzan u syntetické
flavonoidni slouceniny 7,8-benzoflavonu, kterd zptsobuje aktivaci jaterniho karcinogenu
aflatoxinu B1. Predpoklada se, ze 7,8-benzoflavon indukuje predevsim CYP3A4 [85].

Naopak inhibi¢né zasahuje do katalytického cyklu CYP luteolin, ktery inhibuje
rodiny CYPIA1, CYPIA2 a CYPIBI. Tim napomahd snizit tvorbu aktivnich forem
mutagent a redukovat vznik aduktl, napt. benzo[a]pyrenu [83].

Vyznamnou roli mezi vSemi isoformami cytochromti P450 hraje podrodina CYP3A
(ptedevsim jiz zminény CYP3A4), kterd patii mezi majoritni isoformy CYP v jatrech a
v intestinalnim traktu a je zodpovédna az za 50% metabolismu vSech 1é¢iv [86, 87]. Funkci
CYP3A ovliviiuji flavonoly quercetin a kaempferol. Napiiklad tyto flavonoidy dokazi za
pomoci CYP3A4 v lidskych jaternich mikrosomech inhibovat metabolismus blokatort

kalciovych kanala [77, 88].

7.1.5 Flavonoidy a cytochromy bs

Jak jiz bylo uvedeno vySe (viz. kapitola 4.5), NADH:cytochrom bs reduktasa je
klinicky a toxikologicky dilezity enzym, jez se podili na cytochromem b5
zprostfedkovany metabolismus endogennich substratl a cytochromem P450 katalyzovany
metabolismus 1éCiv. JelikoZ cyt bs 1 jeho reduktasa hraji velmi dileZzitou roli v biologické
aktivité a toxicité celé fady chemickych sloucenin, zaméfuji se studie na jejich modulace
pfirodnimi produkty. Modulace jejich aktivity mohou vést ke zménam v toxicité 1éCiv,
bioaktivaci proléciv a ke karcinogenni aktivité riznych latek. Bylo naptiklad prokazéano, ze
NADH:cyt bs reduktasa je zodpovédnad za tvorbu volnych radikalt z heterocyklickych
amind, které vznikaji pfi tepelné tiprave potravin [5, 8§9].

Flavonoidni slouceniny sice sdileji znacnou strukturni podobnost, avSak vykazuji
rozdily v inhibici cyt bs reduktasy. Rozdil v substituci v kruhu C v poloze C3 muze vést

k rozdilnym interakcim s enzymem. Napiiklad absence substituce hydroxylové skupiny v
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pozici C3 luteolinu usnadnuje silnou interakci s jinymi slou¢eninami (interakce FAD
s kruhem B, Lys185 skruhem A a C apod.). Tuto substituci naopak nepostradaji
flavonoidy taxifolin ¢i quercetin a nejsou schopné podobné interakce vytvaret [89].
Absence této hydroxylové skupiny v poloze C3 tedy zvySuje inhibi¢ni u€innost pro cyt bs
reduktasy (v porovnani mezi luteolinem a quercetinem az desetinasobn¢). Luteolin je diky
tomu povazovan za jeden z velmi G€¢innych inhibitorti bunééné proliferace [5, 70].

Flavonoidy mohou redukci cytochromu bs modulovat aktivitu cytochrom bs
reduktasy. Velmi Gi¢innym inhibitorem cyt bs je myricetin, naopak slabou inhibici vykazuje
napf. taxifolin. Analyza struktur a aktivity téchto flavonoidd naznacuje, Zze soucasna
pfitomnost tfi hydroxy skupin v kruhu B u myricetinu zptsobuje silnou inhibici enzymt.
Pfesny mechanismus inhibice vSak neni dosud znam, nicméné ptedpoklada se, Ze tato
inhibice myricetinem (podaného samostatné ¢i jako soucést potravy) mize mit vliv na
metabolismus terapeutickych 1é¢iv i na detoxikaci xenobiotik [90].

Co se tyCe indukce cytochromu bs flavonoidy s nebo bez chemopreventivnich

ucinkii, nebyly nalezeny zadné literarni zdroje, které by indukéni efekt dolozily.

7.1.6 Flavonoidy a ABC transportéry

S ohledem na roli ABC transportérti pii vylucovani cizorodych latek z lidského
organismu, je dulezité poznat i jejich interakce s flavonoidy. Tyto informace napomahaji
objasnit potencialni interakce mezi potravinami ¢i rostlinnymi produkty s 1é¢ivy [6]. ABC
transportéry mohou byt ovlivnény flavonoidy pfes jejich ATPasovou aktivitu. Tato aktivita
mize byt jednak inhibovéna pisobenim flavonoidi genisteinu nebo quercetinu ¢i naopak
stimulovana pomoci glabridinu [6, 91].

Dal$im moznym mechanismem inhibice ABC transportérii je ptisobeni flavonoida
jako substrati. ABC transportéry je tak mohou pienéset, coz vede ke kompetitivni inhibici
vici ostatnim substratim. Tato pfedstava je vSak komplikovangjsi, jelikoZ transportéry
maji vice vaznych mist, které poskytuji rizné druhy interakci [6].

S inhibici ABC transportéri vyvolanou flavonoidy se uzce poji i enzymy
metabolizujici 1é¢iva, mezi které patii n€kolik zastupci cytochromt P450 [92]. Velmi
dobie je znama kooperace mezi P-glykoproteinem a enzymy CYP450 (pfedev§im

CYP3A4), které inhibuje peroralni absorpci, tedy i biologickou dostupnost jejich substrati.
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CYP3A4 a P-gp funguji jako detoxifikacni systémy a tvoii koordinovany obranny

mechanismus proti riznym endogennim a Skodlivym slouc¢eninam [93].

7.1.6.1 Inhibice mnohacéetné 1ékové rezistence

V klinické farmakologii se zvlastni pozornost vénuje schopnosti mnohacetné
1¢kové rezistence n€kterych ABC transportér. ZvySena exprese MDR1 genu se vyuziva k
predikci Spatné prognézy u urcitych typit onkologickych onemocnéni. Mnohocetnd Iékova
rezistence P-glykoproteini v§ak muze byt i inhibovédna specifickymi inhibitory, jejichz
vlastnosti jsou velmi dtlezité pro pochopeni 1ékovych interakci s P-gp. V tadé ptipadi
dochazi pfi vzajemném podavani inhibitoru i substratu P-gp k vyraznému zvySeni hladiny
substratu, coz vede az k vaznym vedlejsSim uinktim. Typickymi ptiklady jsou 1ékové
interakce s inhibitory digoxinem, loperamidem a saquinavirem [44, 60].

Pti 1é¢bé rakoviny miize omezenim funkce P-gp dojit ke zvySeni intracelularnich
cyklosporin, tamoxifen &i verapamil [94]. Uinnost slou¢enin prvni generace vsak neni
prilis vysokd. Mimo jiné proto, Ze inhibitory tlumi aktivitu P-gp i v jinych tkanich
(pfedevsim v jatrech a ledvinach), kde P-gp stimuluje eliminaci protinadorovych léciv
[60].

Existuje také druhd generace inhibitorti, jejimz ucelem je piekonani mnohacetné
1€kové rezistence. Patii sem naptiklad valspodar, ktery je analogem cyklosporinu, avsak je
oproti nému ucinngj$i a méné toxicky [95]. Na druhou stranu vyzaduje znac¢nou redukci
davkovani chemoterapeutik, stejn¢ jako dalsi ¢len druhé generace inhibitort biricodar,
ktery ma schopnost obnovovat buné¢nou citlivost viici protinddorovym léciviim [60].

Aby byly co nejvice eliminovany nezadouci farmakokinetické interakce, vyviji se i
tieti generace inhibitord. Navrzené slouceniny jsou specifické k P-glykoproteinim, jejich
biologickéa dostupnost je dobra, ucinek dlouhodoby a navic se u nich vyraznéji neprojevuji

interakce s chemoterapeutiky. Patii sem napt. pyronaridin ¢i tariquidar [60, 95].
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Slozeni potravy mé velky vyznam pro celkové zdravi. V dne$ni dob& neustéle
roste zdjem o potravni dopliiky s obsahem latek flavonoidniho charakteru, které by mély
lidskému organismu prospivat. Flavonoidy jsou casto davany do souvislosti se snizenym
vyskytem zavaznych onemocnéni vcetné¢ karcinogenese. U nékterych flavonoidnich
sloucenin byly prokazdny vyznamné chemopreventivni vlastnosti, které by mohly byt
velmi uzitecné pii protinadorové terapii.

Z dosavadnich studii vychazi jako jedna znejucinngjSich chemopreventivnich
sloucenin quercetin. Proti proliferujicim nadorovym buiikdm uc¢inkuje rlznymi
mechanismy a byla prokdzana dokonce jeho schopnost inhibice malignich plicnich kolonii
bunék u potkani. Projevil se i jako inhibitor mnohacetné Iékové rezistence u
P-glykoproteinti. Uinek quercetinu vSak velmi zavisi na jeho davkovani. Pii riizném
mnozstvi podané latky dochazelo ke zcela odliSnym vysledkiim. Rozhodné je nasnadé
provést detailngjsi vyzkumy této slouceniny, kterd by mohla velmi pomoci pfi terapii
malignit i prevenci karcinogenese.

Flavonoidy jsou i pfes veskeré nad¢jné vyhlidky stale cizorodé latky, které
prochdzeji procesem biotransformace. Vyzkumy potvrdily moznost jak indukce, tak
inhibice cytochroml P450, které mohou vést k hromadéni xenobiotik v organismu, a tedy
k vaznym zdravotnim komplikacim. Na 1écb¢ rakoviny se vyznamné podili i cytochrom bs,
stimulujici reakce zprostfedkované ur€itymi cytochromy P450, které vedou k oxidaci
karcinogennich sloucenin (napi. benzo[a]pyrenu) i protinadorovych 1éciv (ellipticinu).
Vysledkem vSak neni vzdy detoxikace toxickych latek a v mnohych piipadech dochézi
naopak k modifikaci DNA. Byla také prokdzana inhibice cytochromu bs nékterymi
flavonoidy, napf. myricetinem.

Stale neni zcela vyfeSen problém interakci mezi vice 1éCivy. Efluxni transportéry,
P-glykoproteiny, znesnadfiuji transport protinddorovych 1é¢iv v disledku mnohacetné
I¢kové rezistence. Studie se proto zaméiuji na vyzkum inhibitorti, které by mohly zvysit
biologickou dostupnost i ti¢inek podavanych 1¢kii.

Mnoho flavonoidnich sloucenin se tedy vyznacuje chemopreventivnimi
vlastnostmi, avSak stile je tieba provést mnoho studii, které pomohou lépe pochopit

mechanismus jejich plisobeni v organismu a vysvétlit vzdjemné interakce mezi nimi.
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