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Abstrakt

Flavonoidy jsou pfirodni latky syntetizované v rostlinach jako sekundarni
metabolity. Vzhledem k Siroké Skale jejich biologickych uc€inkd, z nichz mizeme zminit
naptiklad ucinky antioxidacni, hepatoprotektivni ¢i antibakteridlni, jsou v soucasné dobé
stale vice pouzivany jako slozka potravnich doplikt. Kromé pozitivnich u¢inka byly ovSem
pozorovany i ucinky nezadouci, zejména mutagenni a pro-oxidac¢ni vliv. Velmi podstatnym
déjem, ktery je ovliviiovan flavonoidnimi slouc¢eninami, je biotransformace. Interakce
flavonoidi s biotransformacnimi enzymy, a to jak v 1. fzi biotransformace, tak i ve fazi
druhé, jsou zcela zasadni pro metabolismus 1é¢iv a v této souvislosti také pro procesy

karcinogenese.

V této bakaldiské praci byl studovan vliv vybranych flavonoidii myricetinu
a dihydromyricetinu na aktivitu N-acetyltransferasy 1 a 2, enzymu II. faze biotranfsormace.

Ptedevsim byl zkoumén mechanismus tohoto ptsobeni.

Experimentalné byla ovéfena inhibice lidské rekombinantni N-acetyltransferasy 112
pusobenim jak myricetinu, tak dihydromyricetinu. HlubS§im studiem interakci
N-acetyltransferasy 1 a2 stémito vybranymi flavonoidy bylo prokazano, ze zvySeni
koncentrace druhého substratu (p-aminobenzoova kyselina, sulfamethazin) nevede

ey oee

prvni krok reakce, tedy acetylaci enzymu acetylkoenzymem A.

Klic¢ova slova: dihydromyricetin, myricetin, inhibice, acetylace



Abstract

Flavonoids are natural compounds synthesized in plants as secondary metabolites.
Due to broad range of their biological effects, for example we can mention antioxidant,
hepatoprotective or antibacterial effects, flavonoids are increasingly used as a component
in dietary supplements. Besides positive effects, some negative effects were observed,
especially mutagenic and pro-oxidative properities. The biotransformation is an important
process which is affected by flavonoids. Interactions between flavonoids and
biotransformation enzymes in both phases of biotransformation are essential for the

metabolism of drugs and carcinogenesis processes.

In this bachelor thesis the influence of selected flavonoid compounds, myricetin and
dihydromyricetin, on the activity of N-acetyltransferase 1 and 2, enzymes of second phase

of biotransformation, was studied. Mainly the mechanism of this influence was tested.

The inhibition of human recombinant and of N-acetyltransferase 1 and 2 by myricetin
and dihydromyricetin was proved. The more in-depth study of interactions of
N-acetyltransferase 1 and 2 with selected flavonoids shows that raising concentration of
second substrate (p-aminobenzoic acid, sulfamethazine) does not lead to reduction of
inhibition effect. Thus, it is highly probable that both flavonoids already inhibit the first step

of the reaction, the acetylation of enzyme by acetylcoenzyme A.

Key words:dihydromyricetin, myricetin, inhibition, acetylation

(In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek

AcCoA

ADH

ALDH

AUD

CoA

DHM

DNA

DTNB

GST

Gua-HCl1

ICso

Ki

MetOH

MYR

NADH

NAT

PABA

PAPS

RNA

ROS

RPM

acetylkoenzym A
alkoholdehydrogenasa
acetaldehyddehydrogenasa

poruchy zptisobené nadmérnym piijmem alkoholu,

(,;alcohol use disorders®)

koenzym A

dihydromyricetin

deoxyribonukleova kyselina
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, Ellmanovo ¢inidlo
glutathion-S-transferasa

guanidin hydrochlorid

koncentrace slouceniny, pii které je dosazeno 50% maxima inhibi¢niho

efektu (,,half maximal inhibition concentration*)
inhibi¢ni konstanta

methanol

myricetin

nikotinamidadenindinukleotid (redukované forma)
N-acetyltransferasa

p-aminobenzoova kyselina
3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku

otacky za minutu



SMZ

SULT

TNB

TPMT

Tris/HCI

UDP

UGT

sulfamethazin

sulfotransferasa

5’-thionitrobenzoova kyselina
thiopurinmethyltransferasa
tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid
uridindifosfat

UDP-glukuronosyltransferasa



1 Uvod

V pribéhu minulého stoleti doslo k obrovskému rozvoji chemie 1é¢iv. Nové
poznatky v této oblasti a rozmach farmaceutického prumyslu velmi pfispély ke zméndm ve
zdravotni péci ve vétSin€ vyspélych stati po celém svété. Nejveétsi zménou bylo predevsim
soustiedéni veskeré 1éCebné péce do nemocnic a zvySené pouzivani synteticky vyrabénych
1é¢iv [1]. Ovem v nékterych, zejména rozvojovych zemich jako je Indie, Cina &i staty
Afriky, se tradi¢ni medicina zachovala, a dokonce je stale soucasti zadkladni zdravotni péce

[2,3].

V poslednich 25 letech se diky diirazu na zdravy Zivotni styl opét zacal zvySovat
zdjem o pfirodni medicinu a alternativni zpiisoby 1é¢by i1 v zemich s moderni 1é€ebnou péci
[4]. Naptiklad v USA wvzrostl pocet lidi vyuzivajici alternativni 1éCbu, zahrnujici
1 tzv. bylinkafstvi, béhem 90. let o témé&f 10 %, a to zejména pii 1écbe chronickych stavi,
bolesti zad a hlavy nebo pii depresich [5]. Vroce 1994 byla ve Spojenych statech
americkych piijata legislativa, kterd vymezuje termin ,doplnky stravy™ ¢i ,,potravni
dopliiky* jako novou tfidu produktl s pozitivnimi G€¢inky na lidské zdravi. Jsou to produkty

obsahujici vitaminy, mineraly, aminokyseliny nebo 1é¢ivé latky z rostlin [6].

Rostouci obliba potravnich doplikit v posledni dobé zplsobila i zvySeny zdjem
védct a 1€ékart o tyto ptipravky [7]. Ukazuje se, Ze krome¢ pozitivnich ucink na lidské zdravi
mohou mit nékteré latky obsazené v téchto doplicich pifi nadmérném uZivani 1 negativni
vliv. Z nezadoucich ucinkt téchto preparatli Ize jmenovat alergické a toxické reakce, I1ékové

interakce ¢i mozné mutagenni U¢inky [6].

1.1 Flavonoidy

Rostliny jsou k lécebnym ucelim vyuzivany po staleti. Existuje fada forem, ve
kterych mohou byt 1é€ivé latky z rostlin pfijimany. Diive byly pouzivany jak celé rostliny,
bud’ Cerstvé anebo susené napiiklad ve formé €ajl, tak i rizné extrakty z rostlin pouzivané
jako sirupy, masti nebo tieba oleje. Nyni jsou latky z rostlin rtiznymi zptsoby izolovany
adale zpracovavany, nejcastéji jako tablety a kapsle s vysokym obsahem téchto

extrahovanych tc¢innych latek.

Z chemického hlediska jsou slou¢eniny v rostlinach velmi rozmanité [2]. Rozd¢lit je

1ze na dv¢ velké skupiny. Prvni skupinou jsou primarni metabolity, které jsou esencialni pro



zivot a rast rostlin samotnych. Druhou skupinou jsou pak sekunddrni metabolity, které
nejsou pro zivot rostlin nezbytné, ale slouzi jim naptiklad jako pigmenty lakajici hmyz, jako
signalni molekuly nebo maji ochrannou funkci. Pravé tyto sekundarni metabolity jsou dnes
zpracovavany do formy potravnich doplilkii [8]. Pojmem sekundarni metabolity je
oznacovano vice nez 100 tisic chemickych struktur izolovanych =z rostlin. Nejvice

zastoupenymi skupinami jsou pak alkaloidy, terpeny, glykosidy a flavonoidy [9].

Flavonoidy jsou fenolické slouceniny, které jsou v rostlinach syntetizovany
z aromatickych aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu a z kyseliny malonové [10]. Zakladni
struktura je tvofena 15 uhlikovymi atomy uspofadanymi do dvou benzenovych kruhti, které
jsou propojeny pomoci pyranového heterocyklu. Tato struktura se také oznacuje jako
flavanové jadro [11]. Zakladni kostra mlze byt dale substituovana rliznymi atomy nebo
skupinami atom, velmi ¢asto jsou to hydroxylové nebo methoxylové skupiny. Podle téchto
substituentli a jejich polohy lze flavonoidy dé¢lit do nékolika skupin. Nejpocetnéj$imi
skupinami jsou flavonoly, flavony, isoflavony, flavanoly, flavanony a anthokyanidiny.
Existuji 1 dal§i podskupiny, které ovS§em nemaji tak Siroké zastoupeni (Obrazek €. 1, str. 10)

[12].

FLAVONOLY FLAVANONY ‘

& {f OH
Y If “
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FLAVANONOLY

FLAVAN-3-OLY

OH

ANTHOKYANIDINY ISOFLAVONY

FLAVAN-3,4-DIOLY

Obrazek ¢. 1: Rozdeéleni flavonoidii do zakladnich skupin. Uprostied je zdkladni kostra
flavonoid, tzv. flavanové jadro, kterd je dale substituovana za vzniku mnoha flavonoidnich

sloucenin. Pievzato z [13], upraveno.
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V rostlinach se flavonoidy vyskytuji ptedevsim v glykosylované formé, a to zejména
v pokozce listl, kvéti a ve slupkach plodi. Plni zde mnoho dilezitych funkei. Nékteré
z flavonoidii pomahaji pti opyleni jako atraktanty, jiné naopak maji ochrannou funkci proti
hmyzim Sktdctim, maji také dilezitou roli pfi transportu elektronii v pritbé¢hu fotosyntézy

a v neposledni fad¢ chrani rostliny pfed UV zafenim a oxida¢nim stresem [14].

1.1.1 U¢inky flavonoidi

Flavonoidy jsou syntetizovany pouze v rostlinach, Zivo¢ichové si je vytvofit neumi.
Ptesto jsou flavonoidy nedilnou soucasti stravy ¢loveéka [11]. Pfijiméme je v zelening, ovoci,
semenech, ofiSkach, ale i v ¢ajich nebo cerveném viné [14]. Jiz diive byly flavonoidy
pouzivany ve vétsim mnozstvi v koncentrovanégjSich formach (napft. vceli propolis) k 1é¢bé
riznych zdravotnich problémi. Slouzily k 1é€bé zanétl, alergii, nachlazeni, Zaludecnich
viedl nebo veelich bodnuti [15]. Pozd¢js$im studiem téchto sloucenin bylo prokdzano mnoho

pozitivnich ucinkl na lidsky organismus.

Zatim nejlépe popsanou vlastnosti je schopnost flavonoida plisobit jako antioxidanty.
Zejména flavony a katechiny plni dtlezitou funkei pii ochrané bunék a tkani proti volnym
radikaliim a reaktivnim formém kysliku (ROS) [16]. Mechanismy antioxida¢niho ptisobeni
jsou rizné. Flavonoidy mohou fungovat jako inhibitory enzyma zodpovédnych za tvorbu
volnych radikalt, naptiklad NADH oxidasa, ¢i mohou pifimo vychytavat ROS ve tkanich
nebo reguluji a chrani systémy pfirozené antioxidani obrany. Jednotlivé mechanismy
mohou byt vzijemné kombinovany. Velmi ¢astym disledkem oxida¢niho stresu je lipidova

peroxidace a flavonoidy se 1 zde vyznamné podileji na ochrané lipida [11].

Mezi dalSi pozitivni u¢inky fadime hepatoprotektivni efekt, ktery byl popsan
u nékterych flavonoidnich slou€enin, naptiklad u katechinu nebo apigeninu [16]. N&které
chronické nemoci mohou vést k trvalému poskozeni jater opét kviili plisobeni ROS, 1 zde se
proto uplatituje antioxidacni aktivita flavonoidii [11]. Navic bylo prokdzano, ze silymarin
stimuluje enzymovou aktivitu DNA-dependentni RNA polymerasy 1. V disledku toho
dochazi ke zvysené biosyntéze DNA a bunécné proliferaci, coz vede k lepSi regeneraci
jaterni tkan¢ [17]. Silymarin ma tedy pomérné Siroké uplatnéni v mediciné. Pouziva se pfi

1é¢bé jaterni cirhozy, pii ischemickych poSkozenich a pii toxické hepatitidé [18].

Déle jsou to antibakteridlni uc¢inky. V rostlinach jsou flavonoidy syntetizovany

zejména za ucelem ochrany pied mikrobialni infekci, neni tedy prekvapivym zjisténim, Ze
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jejich extrakty vykazuji stejné vlastnosti [11]. Bylo prokazano, ze quercetin zcela inhibuje
rust bakterie Staphylococcus aureus [16]. Antibakterialni flavonoidy v buiice piisobi na $irsi
spektrum cilti. Tvofi komplexy s proteiny pomoci vodikovych ¢i kovalentnich vazeb, tim
muze dochdzet k inaktivaci adhezind, enzymi, bunécnych transportnich bilkovin atp.

Lipofilni flavonoidy pak naptiklad narusuji mikrobidlni membréany [19, 20].

Nemén¢ podstatnou a zkoumanou vlastnosti jsou protirakovinné uc¢inky. Flavonoidy
obsazen¢ v zelenin¢ a ovoci puisobi chemopreventivné. Uvadi se, ze mira spotieby cibule
ajablek, dvou dulezitych zdroji flavonoidi v potravé, negativné koreluje s vyskytem
rakoviny prostaty, plic, zaludku a prsu [21]. Mezi dalsi pozitivni vlastnosti téchto sloucenin
patii protizanétlivé Gcinky, pozitivni vliv na kardiovaskuldrni systém nebo ovliviiovani

regenerace Langerhansovych ostriivkll pfi onemocnéni diabetes mellitus [16].

Bézné denni davky flavonoidi pfijimanych v potravé jsou zhruba 50 — 1000 mg/den,
z ¢ehoz nejvétsi procento tvoii quercetin. Pii pfekracovani téchto dennich davek byly ov§em
Jiz pozorovany i negativni U¢inky na lidsky organismus. Davky pouzivané v nékterych
flavonoidnich lécivech jsou pro organismus toxické a vedou k selhani ledvin, koznim

reakcim, rozpadu Cervenych krvinek nebo k trombocytopenii [15, 22].

1.1.2 Myricetin

Myricetin (MYR), 3,37,4°,5,5",7-hexahydroxyflavon, je chemické slouc¢enina tadici
se mezi prirozené se vyskytujici flavonoidy. B€zné¢ je pfijiman v zeleniné a ovoci. Vyskytuje
se jak ve volné, tak v glykosidicky vazané formé. MYR je velmi Spatné€ rozpustny ve vodé,
ale velmi dobfe se rozpousti v organickych rozpoustédlech. Patii do skupiny flavonold,
naptiklad spolu s luteolinem a quercetinem, a vykazuje vlastnosti typické pro tyto
slouceniny, zejména vlastnosti antioxidacni. Pravé diky svym ucinkiim ma Siroké vyuziti ve
farmacii, kde se vyuziva jeho protizanétlivy, analgeticky, protinadorovy a hepatoprotektivni

efekt [23, 24].

Je prokazano, ze MYR je vstiebavan v zaludku 1 ve stfevé. Hlavnim metabolickym
organem jsou pak jatra, v mensi mife je metabolizovan v rendlnich tubulech, plicich a kazi.

Vylucovan je nejcastéji jako kyselina 3,5-dihydroxyfenoloctova moci [25].

MYR je Castou slozkou doplikt stravy a kosmetickych produktii, kdy se vyuziva

jeho antioxida¢nich G¢inkl a schopnosti chranit lipidy pfed oxida¢nim poskozenim. Ackoli

12



tyto kladné vlastnosti jsou nezpochybnitelné, v posledni dobé se ukazuje, obdobné jako
u dal$ich flavonoidi, ze myricetin mtze pusobit i toxicky a pro-oxidacné. Zustava tak nadale

velmi zkoumanou slouceninou [24].

1.1.3 Dihydromyricetin

Dihydromyricetin (DHM), 3,3°,4°,5,5",7-hexahydroxy-2,3-dihydroflavonol, se
rovnéz fadi mezi flavonoidy [23]. Tato sloucenina byla identifikovana v suSenych listech
Ampelopsis grossedentata spoleéné s myricetinem a myricitrinem. Piestoze jsou zde
flavonoidy MYR i DHM obsazeny ve zna¢n¢ vysokém mnozstvi, je jejich purifikace z listi
rostliny pomérné obtizna [26]. Bylo prokazano, ze diky velmi podobné struktufe DHM
a MYR (lisi se pouze jednou dvojnou vazbou, viz Obrazek €. 2, str. 13), Ize izolovany DHM

v extraktech Ampelopsis grossedentata dehydrogenaci pfeménovat na MYR [27].

(A) OH (B) OH
OH OH

oo 9
OH

OH
OH O OH O

Obrazek ¢. 2: Struktura myricetinu (4) a dihydromyricetinu (B). Ptevzato z [23], upraveno.

DHM je také jednou z flavonoidnich sloZek rostlin rodu Hovenia, které fadime do
celedi feSetlakovitych. Tyto rostliny s jedlymi plody chuti pfipominajici rozinky jsou
péstovany predevS§im ve vychodni Asii. Pfirozené se vyskytuji v pdsmu vedoucim od
Japonska, pies Koreu a Cinu az po Himalaje, kde pteZivaji i v nadmoiskych vyskach kolem
2 000 m [28]. V tradi¢ni medicing, zejména €inské, byly rostliny Hovenia dulcis pouZivany

jako byliny pozitivné ptsobici pfi intoxikaci alkoholem.

Préave diky tomuto vyuziti se DHM stal pfedmétem zdjmu védct 1 v zapadnim svéte.
Poruchy zpiisobené nadmérnym piijmem alkoholu, z angl. ,,alcohol use disorders* (AUD),
jsou dnes celosvétovym problémem a jejich 1éCba je intenzivné zkoumanou oblasti.

V nedavnych studiich provadénych na potkanech bylo zjisténo, ze DHM siln€ potlacuje
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akutni intoxikaci ethanolem a ¢aste¢n¢ pomaha pti odbouravani ethanolu, jelikoz posiluje
aktivitu enzymt alkoholdehydrogenasy (ADH) a acetaldehyddehydrogenasy (ALDH). Na
zéklad¢ téchto vysledk je DHM navrhovan jako vhodna kandidatni sloucenina pro 1é¢bu

AUD [28, 29].

1.2 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika (z feckého xenos — cizi, bios — zivot) jsou latky, které se v lidském
organismu pfirozené nevyskytuji. Mohou to byt latky pfirodni i latky uméle vyrobené
¢lovékem. Z uméle produkovanych latek jsou to predevsim polutanty zivotniho prostredi
vznikajici primyslovou ¢innosti, hojn¢ pouzivané pesticidy a velkou skupinou fadici se do

této kategorie jsou rovnéz lé€iva [30].

Lidsky organismus je pisobeni xenobiotik vystaven denné, jejich vliv na ¢lovéka je
neustaly a nevyhnutelny. Vstup xenobiotik do organismu probiha v nékolika fazich. Nejprve
se dostavaji do krevniho feCisté, a to prostiednictvim traviciho Ustroji, respiraénim systémem
a pokozkou, a nasledné dochazi k jejich vstupu do jednotlivych télnich bunék. Bunky, ve
kterych dochazi k pfimé interakci xenobiotika s jednotlivymi bunécnymi kompartmenty,
oznacujeme jako buniky cilové. Mezi mechanismy transportu cizorodych latek do cilovych
bunék patii volna difuze, zprosttedkovana diflize za pomoci prenaSect, aktivni transport
a endocytdza. Zptsob, jakym cizoroda latka do organismu vstupuje, zalezi predev§im na
fyzikéalné-chemickych vlastnostech dané latky (polarita, rozpustnost, t€kavost ¢i reaktivita)

[31,32].

Ztidkakdy jsou xenobiotika z organismu vylu¢ovana v nezménéné podobé¢. Procesy
zodpovédné za jejich chemické piremény oznacujeme jako procesy biotransformace.
Hlavnim cilem biotransformacnich reakei je usnadnéni vylouceni xenobiotika nebo alespoii
potlaceni jeho ucinku v organismu. Pii biotransformaci dochazi nejen ke zménam chemické
povahy xenobiotik, ale 1 ke zménam v jejich biologickém ucinku. Tohoto jevu se hojné
vyuziva ve farmakologii, jelikoz u fady 1éciv jsou farmakologicky aktivni az metabolity
podavanych latek. Naopak z hlediska toxikologie je tento princip velmi nebezpecny, protoze
muze vést ke vzniku daleko SkodlivéjSich sloucenin, které mohou mit i tumorogenni G¢inky
[30, 33]. Zasadni roli v metabolismu xenobiotik hraji biotransformacni enzymy.

U eukaryotickych organismt rozliSujeme dvé hlavni faze biotransformace — derivatizacni

a konjugacni.
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1.2.1 1. faze biotransformace

V prvni fazi biotransformace, ktera je ¢asto oznacovana jako derivatiza¢ni, probihaji
zejména oxidacni, hydrolytické a reduk¢ni reakce. V priabéhu téchto reakci jsou
modifikovany molekuly xenobiotik zavedenim riznych polarnich skupin (-OH, -NH, -SH
nebo -COOH). Pokud molekula xenobiotika polarni skupinu jiz nese, dochazi v této fazi
k jejimu odkryti. Vysledkem 1. faze biotransformace je zvySeni polarity a hydrofility

metabolizovanych sloucenin [30].

Enzymy participujici v I. fazi biotransformace jsou pfedevSim monooxygenasy
(zejména cytochromy P450) a dioxygenasy, dale peroxidasy, fosfatasy a skupina hydrolas.
Vétsina téchto enzymt se ve velkém mnozstvi vyskytuje v jatrech, které jsou také hlavnim

organem biotransformace cizorodych latek.

Upravené molekuly jsou nasledné schopny ve druhé fazi biotransformace interagovat
s endogennimi latkami jako jsou aminy, kyseliny a alkoholy za vzniku latek dobie

rozpustnych ve vod¢ oproti pivodnim molekulam xenobiotik [31, 34].

1.2.2 1I. faze biotransformace

Konjugacni faze obvykle navazuje na 1. fazi biotransformace, ovSem jsou znamy
pfipady, kdy je derivatizacni faze vynechana. MlZeme zminit naptiklad morfin, ktery je
pfeménovan piimo konjugaci s kyselinou glukuronovou na morfin-3-glukuronid [30].
Obecné lze ftici, ze ve II. fazi dochazi k syntetickym reakcim endogennich substrati
s metabolity 1. faze. Diky zvySené rozpustnosti konjugati ve vod€ nedochdzi k jejich

akumulaci v buiikach a jsou snadnéji vylu¢ovéany z organismu [31].

Enzymy typickymi pro tuto fazi jsou transferasy. NejvyznamnéjSimi skupinami
konjugacnich enzymii jsou UDP-glukuronosyltransferasy (UGT), sulfotransferasy (SULT),
N-acetyltransferasy (NAT), glutathion-S-transferasy (GST) a methyltransferasy [35]. Podil

téchto enzymt na metabolismu klinicky uzivanych 1é¢iv zobrazuje Obrazek €. 3, str. 16.
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TPMT

OSTATNI

SULT

Obrazek ¢. 3: Podil enzymii 1. faze biotransformace podilejicich se na metabolismu klinicky
uzivanych léciv. UGT — UDP-glukuronosyltransferasy; SULT - sulfotransferasy;
NAT — N-acetyltransferasy; GST — glutathion-S-transferasy; TPMT — enzymy fadici se mezi

methyltransferasy. Pfevzato z [35], upraveno.

vvvvvv

xenobiotik s kyselinou  glukuronovou. KliCovym enzymem této reakce je
UDP-glukuronosyltransferasa zastupujici skupinu isoenzymii vyskytujicich se predev§im
v membranach endoplazmatického retikula. Tato reakce ma nemaly vyznam v metabolismu,
vice nez 40 % pouzivanych 1é¢iv je odbourdvano touto cestou, coz Ize vidét na Obrazku €. 3,

str. 16 [31, 35].

Druhou podstatnou skupinou enzymi II. faze jsou sulfotransferasy. Jejich
pfirozenym kofaktorem je 3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat (PAPS). Sulfonacni reakce jsou
dalezitou cestou pro metabolismus endogennich nizkomolekularnich latek, napiiklad
steroidd, katecholaminti, retinolu nebo serotoninu [36]. Nicméné je znamo i1 mnoho
reaktivnich metabolit vznikajicich sulfonaci, které se kovalentné vazi na DNA a mohou tak

pusobit jako chemické karcinogeny a mutageny [37].

Dal§imi vyznamnymi enzymy jsou glutathion-S-transferasy, jejichZ nejdilezité;jsi
roli je ochrana bunck pied oxida¢nim stresem. Jsou to katalyzatory mnoha reakci, jejichz
podstatou je tvorba thioetherli konjugaci endogenniho tripeptidu glutathionu s elektrofilnimi

xenobiotiky. Hlavni vyznam v organismu méa membranové vazana GST, kterd je
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nasledovana systémem cytochromu P450, a spoluprace téchto dvou enzyml umoziuje

vysokou rychlost detoxikace xenobiotik v organismu [31, 38, 39].

1.3 N-acetyltransferasy

Skupinou enzymii zodpovédnych ve II. fazi biotransformace za pfeménu
aromatickych aminti a hydrazini jsou arylamin N-acetyltransferasy neboli také
acetylkoenzym A-dependentni N-acetyltransferasy [35]. N-acetylace, reakce katalyzovana

témito enzymy, je prvnim krokem metabolismu arylaminti (Obrazek €. 4, str. 17) [40].

NH, NH CH;,
@/ NAT @/ Y
: 7N s o

AcCoA HS-CoA

Obrazek ¢. 4: Obecné schéma reakce katalyzované NAT. Ptenos acetylu z donoru (AcCoA)

na molekulu akceptoru. Pfevzato z [35].

Predpoklada se, Ze enzymova kinetika téchto reakci spocivd v tzv. ,ping-pong
bi-bi“ mechanismu, kdy po navazani prvniho substratu dochdzi k modifikaci enzymu, ktery
je poté schopen reagovat s druhym substratem za vzniku findlniho produktu. Tento
mechanismus ma tedy dva kroky. V prvnim kroku je enzym acetylovan acetylovou skupinou
donoru reakce, kterym je nejCastéji acetylkoenzym A (AcCoA), za tvorby stabilniho
intermediatu. Ve druhém kroku nasleduje deacetylace enzymu a acetyl je pfenesen na
akceptor. Tento mechanismus byl prokazan izolaci meziproduktu acetyl-NAT z lidskych,

krali¢ich a holubich jater za pouziti radiochemicky znaéeného (*H)AcCoA [41].

Obecné rozliSujeme tii typy reakci katalyzovanych NAT: N-acetylaci, O-acetylaci
a N,O-acetylovy intramolekularni pfenos. NAT jsou dileZitymi enzymy pii metabolismu
l1é¢iv a odbouravani karcinogennich latek. V nékterych ptipadech ovSem mize namisto
k eliminaci xenobiotika dochéazet k jeho aktivaci za vzniku N-acetoxyesterd, které se zna¢né

podileji na procesu karcinogeneze — viz Obrazek €. 5, reakce (B) a (C), str. 18 [42].
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Obrdazek ¢. 5: Reakce katalyzované NAT. A — N-acetylace, pienos acetylu z donoru (AcCoA)
na dusikovy atom aminové skupiny akceptoru; B — O-acetylace, pfenos acetylu z donoru
(AcCoA) na kyslikovy atom hydroxylové skupiny akceptoru; C — N, O-acetylace, pienos

acetylu v ramci jedné molekuly. Pfevzato z [42], upraveno.

NAT byly izolovany jak z prokaryotnich, tak z eukaryotnich organismil. Ze savc¢ich
druhti, u kterych byla aktivita NAT stanovena, Ize zminit kraliky, potkany, mysi ¢i kocky.
V lidském organismu se vyskytuji dvé zndmé isoformy tohoto enzymu —
N-acetyltransferasa 1 (NATI1) a N-acetyltransferasa 2 (NAT2). Jejich genové lokusy byly
lokalizovany na kratkém raménku chromozomu 8. PfestoZe jsou nukleotidové sekvence
genll NAT1 a NAT2 z 85 % homologni, enzymy se li§i nejen svou distribuci v organismu, ale

také substratovou specifitou [35, 43].

Bodové mutace genti téchto isoenzymu jsou pfi¢inou rozdila ve sbalovani proteinii
do terciarni struktury, zmén stability a rovnéZ rozdilll v katalytické €¢innosti. Vysledkem je
vyskyt dvou fenotypl — tzv. rychlé acetylatory a pomalé acetylatory. Pravé katalyticka
ucinnost NAT je velmi studovanou oblasti, jelikoz se ukazuje, ze typ fenotypu uzce souvisi
se schopnosti metabolizovat 1é¢iva, taktéz s predispozicemi ke vzniku nadorovych

onemocnéni a urcuje citlivost jedince na toxicitu arylamint [44]. Dalsi genetické studie
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dokazuji, ze vyskyt NATI a NAT2 v populaci se znacn¢ lisi i v zavislosti na etnickém

puvodu [42].

1.3.1 Lidska N-acetyltransferasa 1 a 2

Substraty typickymi pro lidsky isoenzym NATI1 jsou kyselina p-aminobenzoova
(PABA), kyselina p-aminosalicylovd a kyselina p-aminobenzylglutamova [45]. Jelikoz
v populaci nebyly pozorovany rozdily v N-acetylaci téchto substratli, byly povazovany za
monomorfni. Stejné tak 1 NAT1 byla oznaCovana jako monomorfni enzym [44]. Dnes jiz
vime, ze se v populaci vyskytuje vice forem tohoto enzymu, mezi nejéastéji vyskytujici se

alely patii NAT1*3, NATI1*4 a NAT1*10 [46].

Isoenzym NAT2 se nachazi hlavné v jatrech a stfevech, a pifedevsim tato forma je
zodpovédna za metabolismus 1éCiv. Pro lidskou NAT2 je nejbéznéjSim substratem
sulfamethazin (SMZ), dale pak isoniazid, hydralazin a sulfonamidy [35]. Isoniazid se
pouziva jako 1€k proti tuberkuldze, a pravé diky studiu pacientli 1écenych na tuto chorobu,
byly poprvé zaznamenany rozdily v rychlosti acetylace a pozdéji tak doslo k objevu riznych
alel NAT2? [47]. Ukazuje se, ze alely NAT2 vyskytujici se u pomalych acetylatorti jsou
v piimé spojitosti s nékolika onemocnénimi. Byvaji spojovany s vyskytem rakoviny
mocového méchyie u kuraki a jsou brany jako faktor ptispivajici k vyvolani autoimunitniho
onemocnéni lupus erythematodes. V b€loSské populaci je témét 50% zastoupeni téchto

pomalych acetylatord, coZ vede ke zvySené nachylnosti k uvedenym chorobam [44].

1.3.2 Inhibitory NAT

Aktivita enzymu II. fdze biotransformace je velmi ¢asto ovliviiovana riiznymi druhy
sloucenin. Nékteré latky mohou mit stimulujici vliv a zvySuji jejich aktivitu, jiné latky
naopak piisobi jako inhibitory [48]. Z hlediska mechanismu délime inhibice na ireversibilni
a reversibilni, u kterych dale rozliSujeme kompetitivni, akompetitivni, nekompetitivni
a smiSené inhibice. Mezi ireversibilni inhibitory, které se kovalentné vazi na enzym a trvale
ho inaktivuji, fadime naptiklad ionty tézkych kovl nebo organofosfaty. Reverzibilni
inhibitory tvofi senzymem volnéjsi komplexy, které mohou za urcitych podminek
disociovat a katalytickd aktivita enzymu muiZe byt obnovena. Pfi kompetitivni inhibici
soupefi inhibitor se substratem o vazebné misto na molekule enzymu. Molekuly inhibitoru
a substratu si jsou v tomto piipadé podobné. Akompetitivni inhibice podobnost inhibitoru

a substratu nevyzaduje. Inhibitor se totiz vaZze az na komplex enzym-substrat, zplisobi
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strukturni zménu v aktivnim misté enzymu a snizi tak jeho katalytickou funkci. Nejedna se
tedy o ovlivnéni vazby substratu na enzym. Tento typ inhibice je vyznamny piedevsim
u vicesubstratovych reakci. U nekompetitivni a smiSené inhibice se inhibitor vaze na jiné
misto na enzymu nez substrat. Vazba inhibitoru ovliviiuje jak katalytickou aktivitu enzymu,

tak jeho interakci se substratem [49].

Inhibice aktivity NAT byla popséana i v piipadé nékterych fenolickych sloucenin. Pro
NATTI je to konkrétné kyselina kavova tadici se mezi hydroxykyseliny, kyselina gallova
vyskytujici se vdzana v taninech nebo epigalokatechin galat, coz je latka ze skupiny
katechintl, kterd je bézné¢ obsazena v zeleném caji. NAT2 specificky inhibuji kumarinovy
derivat skopoletin ¢i kurkumin, ktery je velmi €asto pouzivan jako barvivo [50]. Studie
provadéné na tumorech tlustého stieva pak poukazuji na inhibici NAT v nddorovych
bunkach vlivem diallyl sulfidu a diallyl disulfidu, které¢ se pfirozené vyskytuji v cibuli

a ¢esneku [35].

Aktivni centrum NAT je tvofeno katalytickou triddou tifi aminokyselin — cysteinem,

histidinem a kyselinou asparagovou (Obrazek €. 6, str. 20) [41].

aktivni centrum

aktivni centrum

_—————

v
Hy!

Obrazek ¢. 6: Aktivni centrum NAT s katalytickou triadou. Schéma zobrazuje pienos
acetylové skupiny z AcCoA (donor) na aminovou skupinu molekuly akceptoru. Pievzato

z [41], upraveno.

Bylo dokazano, ze zaména kyseliny asparagové za alanin nebo asparagin vede

k aplné ztraté aktivity téchto enzymu. Z toho vyplyva, ze funkénost NAT zavisi na
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pfitomnosti thioldt-imidazolového iontového paru v aktivnim centru [51]. V této souvislosti
byla studovana napiiklad inaktivace té€chto enzymu plisobenim peroxynitritu, ktery se vaze
do aktivniho centra, kde oxidativné modifikuje cystein [52]. U kiecCich NAT bylo
zkoumano 1 puasobeni bromacetanilidu, ktery se ireverzibilné vaze rovnéz na cystein
v aktivnim centru, ¢imz enzym inaktivuje. Zde bylo zjisténo, Ze preinkubace s AcCoA
vyrazné potlacuje interakci enzymu NAT2 s bromacetanilidem a napomaha tak k zachovani

katalytické funkce [53].

Vyzkum reakénich mechanismi NAT a slouCenin, které by mohly byt
potenciondlnimi modulétory jejich aktivity, je dalezity zejména vzhledem ke spojitosti
jednotlivych alel NAT stadou onemocnéni. Polymorfismus NAT mize mit v nékterych
pfipadech za nésledek naptiklad nezadouci Uc¢inky 1¢kli, a dokonce navodit vznik
nadorového bujeni. Uvadi se naptiklad, ze fenotyp rychlého acetylatora mtize byt spojen
s myelotoxicitou vyvolanou amonafidem a fenotyp pomalého acetylatora je naopak

spojovan s periferni neuropatii zptisobenou uzivanim isoniazidu [54, 55].

Pravé vzhledem k témto zdravotnim rizikim jsou testovany vybrané flavonoidni
slouCeniny, které by mohly fungovat jako inhibitory NAT. Studie interakci NAT se
slouceninami obsaZenymi v potravnich dopliicich ukazuji, ze né&které flavonoidy jako
inhibitory opravdu funguji. Pfedpoklada se, Ze vhodné davky nékterych flavonoidii by mohly
pusobit chemopreventivné tak, ze inhibici biotransformacénich enzymt zamezi tvorbé
karcinogennich metabolitli vznikajicich katalytickou aktivitou NAT. V piipad¢ sloucenin
s antioxida¢nimi vlastnostmi by mohlo dochézet i k ovliviiovani intraceluldrniho redoxniho

stavu burky, a tim dokonce az k apoptoze.

Z prostudovanych flavonoidl 1ze zminit quercetin, ktery vykazuje silny inhibi¢ni
efekt na aktivitu NAT. Vysledky ukazuji na nekompetitivni zplsob inhibice, kdy neni
ovlivnéno aktivni centrum NAT [54]. Piisobeni MYR a DHM na NAT1 i NAT2 bylo také
Jiz experimentalné zkoumano a tyto slouceniny rovnéz zptisobovaly inhibici obou enzymu.
U NAT2 byl inhibi¢ni efekt obou flavonoidl témét totozny, ovSem pro NATI1 byla
koncentrace potiebnd k dosazeni 50% maxima inhibi¢niho efektu u MYR pftiblizné tiikrat

niz8i nez u DHM. Otéazkou tedy ziistava, jakym mechanismem inhibice probiha [56].
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2 Cil prace
Cilem predkladané bakalaiské prace bylo ovéfit schopnost flavonoidii myricetinu
a dihydromyricetinu inhibovat aktivitu N-acetyltranferas a objasnit mechanismus této
inhibice. Inhibi¢ni efekt vybranych flavonoidi byl studovan na lidskych rekombinantnich

enzymech NAT1 a NAT2. Pro dosazeni tohoto cile bylo nutné provést nasledujici dil¢i
ukoly:
1. Prométit ICso myricetinu a dihydromyricetinu pro NAT1 a NAT2.

2. Ur¢it typ inhibice NAT1 a NAT2 ptsobené myricetinem a dihydromyricetinem.
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3 Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie

APIChem (Cina)
dihydromyricetin

Fluka (Svycarsko)
sulfamethazin (SMZ)

Gentest — BD Biosciences (USA)
lidské cytosolarni N-acetyltransferasy (NAT1*4; NAT2*4)

Lach-Ner (Ceska republika)

methanol

Sigma-Aldrich (USA)
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB), acetyl-koenzym A,
p-aminobenzoova kyselina (PABA), TRIZMA hydrochlorid

Thermo Fischer Scientific (USA)
guanidin hydrochlorid

Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Japonsko)
myricetin
3.2 Pouzité pristroje
Analytické vahy
Discovery, Ohaus Corp. (USA)

Automatické mikropipety
Eppendorf (Némecko)

Inkubator

Thermomixer Compact, Eppendort (Némecko)

Laboratorni tfepacka

Vortex Genius 3, IKA-Werke GmbH & Co. KG (Némecko)



Magnetickda michacka

KMO 2 basic, IKA-Werke GmbH & Co. KG (Némecko)

pH metr
HI 2211, HANNA Instruments (USA)

Piredvazky
KERN EW 600-2M, Kern & Sohn GmbH, (Némecko)

Sonikator

Elmasonic E 30H, ELMA (Némecko)

Spektrofotometr
Sunrise Absorbance Reader, TECAN (Svycarsko)

3.3 Metody
3.3.1 Méreni katalytické aktivity NAT
Reakéni pufr 2,0 mM Tris/HCI
pH 8,0 (upraveno: 2 M NaOH)
Substraty 2,0 mM acetylkoenzym A (AcCoA) v reakénim pufru
10 mM p-aminobenzoova kyselina (PABA) v H.O
10 mM sulfamethazin (SMZ) v MetOH
Zastavovaci roztok 6,4 M guanidin hydrochlorid (Gua-HCl)
0,1 M Tris/HCI
pH 7,3 (upraveno: 2 M NaOH)

Detekéni cinidlo 10 mM 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB)

v zastavovacim roztoku

Pro stanoveni acetyla¢ni aktivity NAT byly pouzZivany rekombinantni lidské enzymy
NAT1 a NAT2. Pouzitym substratem pro NAT1 byla PABA a pro NAT2 jim byl SMZ [35].
Pisobenim NAT dochazi k acetylaci uvedenych substratii acetylovou skupinou pienesenou

z AcCoA. V roztoku tak vznika koenzym A (CoA) s volnou thiolovou (-SH) skupinou. Ten
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lze spektrofotometricky detekovat pomoci Ellmanova c¢inidla (5,5'-dithiobis-2-
nitrobenzoova kyselina, DTNB). Toto ¢inidlo reaguje s volnou thiolovou skupinou za

vzniku kyseliny 5’-thionitrobenzoové (TNB), ktera ma absorpcni maximum pii 412 nm [57].

Pro stanoveni aktivity NAT1 bylo na jednu reak¢éni smés smichéno 380 ul 2,0 mM
AcCoA, 190 pl rekombinantniho proteinu NAT1 o koncentraci 0,015 mg/ml, 1282,5 nl
reak¢niho pufru a 95 pl methanolu. V ptipadé NAT2 to bylo 380 ul 2,0 mM AcCoA, 190 ul
rekombinantniho proteinu NAT2 o koncentraci 0,030 mg/ml, 1282,5 ul reakéniho pufru
a 95 ul methanolu. Takto pfipravené smeési byly 5 minut preinkubovany v inkubatoru
(Thermomixer compact, Eppendorf) pii 37 °C (450 otacek za minutu — RPM) v uzavienych
mikrozkumavkach. Néasledné byla reakce iniciovana pfiddnim druhého substratu — pro
NAT1 45 pl 10 mM PABA, pro NAT2 45 pl 10 mM SMZ. Vzorky byly inkubovany
25 minut pti 37 °C, 450 RPM opét v uzavienych mikrozkumavkach v inkubatoru.

Reakce byla ukoncena pienesenim 105 pl reakéni smési do jamky v 96-jamkové
mikrotitracni desti¢ce, ve které jiz bylo naneseno 25 pl zastavovaciho roztoku s DTNB.
Mnozstvi CoA bylo stanoveno spektrofotometricky pii 412 nm na pfistroji Sunrise
Absorbance Reader. Pro ovéfeni linearity reakce byly odebirany 3 vzorky z reakéni smési
obsahujici NAT1 o objemu 105 pl a 3 vzorky z reakéni smési obsahujici NAT2 o objemu
105 pl kazdych 5 minut.

Absolutni hodnoty absorbance, které odpovidaly mnozstvi vytvoreného produktu
CoA, byly ur¢eny jako rozdil absorbance vzorku po 5 — 25 minutich inkubace a absorbance

vzorku v Case 0, tedy thned po ptidani druhého substratu do reakéni smési.

3.3.2 Inhibice aktivity NAT piisobenim MYR a DHM

Princip této metody byl totozny jako postup popsany v predchozi kapitole (3.3.1).
Stejné byly 1 pouzité reagencie. Inhibi¢ni aktivita byla stanovovéna pro flavonoidy MYR
a DHM. Vyuzity byly rekombinantni lidské enzymy NAT1 a NAT2 se substraty PABA,
respektive SMZ. V reakéni smési bylo vzdy 5 ul methanolového roztoku flavonoidu nebo

samotného rozpoustédla.

Pro NATI1 byly vysledné pouzité koncentrace MYR a DHM 12,5 — 100 uM. Pro
NAT?2 byly vysledné koncentrace MYR a DHM rovnéz 12,5 — 100 uM.
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3.3.3 Urceni typu inhibice aktivity NAT piisobenim MYR a DHM

Mechanismus inhibice enzymi NAT1 a NAT2 byl studovan technikou popsanou
v kapitole 3.3.1. Do reak¢ni smési obsahujici 20 pl 2,0 mM AcCoA, 10 ul rekombinantniho
proteinu NAT1 o koncentraci 0,015 mg/ml, respektive NAT2 o koncentraci 0,030 mg/ml
a 67,5 ul reakéniho pufru bylo pfidano 5 pl methanolu s rozpusténym flavonoidem.
Koncentrace flavonoidii byly zvoleny na zakladé pfedchozich inhibi¢nich experimentd, a to
vrozsahu 12,5 — 50 uM pro MYR i DHM. Kontrolni vzorek obsahoval 5 ul Cistého
methanolu. Tyto pfipravené smési byly 5 minut preinkubovany v inkubatoru (Thermomixer
compact, Eppendorf) pii 37 °C (450 RPM) v uzavienych mikrozkumavkach. Nasledné¢ byla
reakce iniciovana pfidanim 2,5 ul PABA, respektive 2,5 ul SMZ (druhy substrat) v rozsahu
koncentraci 62,5 — 500 uM. Vzorky byly inkubovany 20 minut pti 37 °C, 450 RPM opét

v uzavienych mikrozkumavkach v inkubétoru.

Reakce byla zastavena pfenesenim 105 pl reakénich smési do jamek v 96-jamkové
mikrotitracni desticce, které obsahovaly 25 ul zastavovaciho roztoku s DTNB. Vzorky byly
opét odebirany ve 3 opakovanich. Uvedend mnoZstvi jednotlivych slozek reakéni smési

odpovidaji objemu jedn¢ jamky v mikrotitra¢ni desticce.

Celkem bylo ptipraveno 16 kombinaci koncentraci MYR, respektive DHM a PABA,
respektive SMZ.
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4 Vysledky

4.1.1 Ovéreni linearity reakci katalyzovanych NAT

Aktivita NAT byla stanovovana nepiimo na zakladé¢ méfeni mnozstvi vznikajiciho
produktu koenzymu A z acetylkoenzymu A metodou popsanou v kapitole 3.3.1. Rozdilné
koncentrace rekombinantnich enzymii byly pouzity vzhledem k rozdilné specifické aktivité
enzyml deklarované vyrobcem. Mnozstvi vznikajictho CoA tak bylo u obou reakénich
smési ptiblizné€ srovnatelné. Druhym substratem byla p-aminobenzoova kyselina pro NAT1
a sulfamethazin pro NAT2. Linearita pribc¢hu reakci byla ovéfena pro oba rekombinantni
enzymy. Prubéh reakce pti daném slozeni reakéni smési byl pro NAT1 i NAT2 linearni

zhruba 20 — 25 minut od iniciace reakce (Obrazek ¢. 7 a 8, str. 27, 28).
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Obrdazek ¢. 7: Produkce CoA rekombinantni NATI. Reakéni smés obsahovala 381 uM
AcCoA, 238 uM PABA, rekombinantni NAT1 (0,015 mg/ml), reak¢ni pufr, celkovy objem
105 pl. Detek¢énim ¢inidlem bylo 25 pl 10 mM DTNB v zastavovacim roztoku. Absorbance

byla méfena pii 412 nm. Méfeni bylo provadéno v triplikatech.
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Obrazek ¢. 8: Produkce CoA rekombinantni NAT2. Reakéni smés obsahovala 381 uM
AcCoA, 238 uM SMZ, rekombinantni NAT2 (0,030 mg/ml), reakéni pufr, celkovy objem
105 pl. Detekénim ¢inidlem bylo 25 pl 10 mM DTNB v zastavovacim roztoku. Absorbance

byla métena pii 412 nm. Méteni bylo provadéno v triplikatech.

4.1.2 Inhibice aktivity NAT pisobenim MYR a DHM

Optimalizované sloZeni reak¢éni smési (vykazujici linedrni pribéh reakce v Case, viz
kapitola 3.3.1) bylo pouzito pro inhibi¢ni reakce. Navic bylo do reakéni smési pfidano 5 pl
methanolu, ktery obsahoval rozpustény flavonoid. Jako kontrola 100% aktivity byla pouZzita
reakéni smés s piidavkem 5 pl Cistého methanolu (nulova koncentrace flavonoidu).
Nameétené hodnoty absorbance vzorkii obsahujici inhibitor byly porovnany s hodnotou
absorbance kontrolniho vzorku. Vysledné procentualni hodnoty byly vyneseny do
semilogaritmickych grafi a logaritmickou regresi byly stanoveny hodnoty ICso pro oba

flavonoidy. Tato hodnota odrazi citlivost molekuly enzymu k danému inhibitoru [58].

Z naméfenych hodnot je zfejmé, Ze MYR 1 DHM vykazuji inhibi¢ni aktivitu vici
NAT1 i NAT2. U NATI byly uréeny hodnoty ICso ptfiblizné jako 33,1 uM pro MYR a pro
82,8 uM DHM, v ptipadé¢ NAT2 jsou hodnoty ICso pro MYR 68,5 uM a 77,7 uM pro DHM
(Obréazek ¢. 9 a 10, str. 29).
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Obrazek ¢. 9: Inhibice aktivity NATI myricetinem a dihydromyricetinem. Do reakéni smési
bylo pridano 5 pl methanolového roztoku flavonoidu v rozsahu koncentraci 12,5 — 100 pM.
Inhibice aktivity NATI je vyjadiena v procentech kontrolni aktivity. Mnozstvi produktu
CoA bylo stanoveno spektrofotometricky pii 412 nm za pouziti 25 pl detekéniho ¢inidla.
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Obrazek ¢. 10: Inhibice aktivity NAT2 myricetinem a dihydromyricetinem. Do reakéni smési
bylo ptidano 5 ul methanolového roztoku flavonoidu v rozsahu koncentraci 12,5 — 100 uM.
Inhibice aktivity NAT2 je vyjadiena v procentech kontrolni aktivity. MnoZstvi produktu

CoA bylo stanoveno spektrofotometricky pii 412 nm za pouziti 25 pl detekéniho ¢inidla.
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4.1.3 Mechanismus inhibice aktivity NAT piisobenim MYR a DHM

Mechanismus inhibice pisobenim myricetinu a dihydromyricetinu byl studovan jak
pro isoformu NATI, tak i pro NAT2. Bylo pouzito 16 kombinaci koncentraci substratu
a inhibitoru pro kazdy enzym. Po 20 minutach inkubace byla méfena absorbance vzorki
lisicich se pravé koncentraci substratu a inhibitoru. Mnozstvi vytvofeného CoA odpovida
absolutnim hodnotdm nameétfené absorbance. Ziskané hodnoty byly vyneseny do
sloupcovych grafii (Obrazek €. 11 — 14, str. 30 — 32), ze kterych je dobte patrné, ze v piipadé
NAT1 zvySeni koncentrace inhibitoru vede k vysSimu inhibi¢nimu efektu a zména
koncentrace substratu PABA na tento efekt nema témét zadny vliv. U NAT2 rovnéz dochazi
s rostouci koncentraci inhibitoru ke zvySeni inhibice a navySovani koncentrace substratu

SMZ v tomto piipadé¢ efekt umocnuje.

Vynesenim hodnot absorbance do dvojnasobné reciprokého vynosu a prolozenim
vynesenych bodl byly pro NAT1 ziskdny vz4jemné rovnobézné ptimky, jejichz pribeh byl
rovnobézny s osou x (Obrazek €. 15, str. 32). Pro NAT2 byl pribéh ptimek obdobny,
s vyjimkou pfimky pro nejvyssi koncentraci flavonoidu (50 uM), ktera jiz s osou x ani

s pfimkami ostatnich koncentraci rovnob&zna nebyla (Obrazek €. 16, str. 33).
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Obrazek ¢. 11: Inhibice NATI myricetinem pri riiznych koncentracich substratu a inhibitoru.
Substrat PABA byl pouzit v rozmezi koncentraci 62,5 — 500 uM; koncentrace MYR byla
12,5 —-50 uM.
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Obrazek ¢. 12: Inhibice NATI dihydromyricetinem pri riuznych koncentracich substratu
a inhibitoru. Substrat PABA byl pouzit v rozmezi koncentraci 62,5 — 500 uM; koncentrace
DHM byla 12,5 — 50 uM.
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Obrazek ¢. 13: Inhibice NAT2 myricetinem pri ruznych koncentracich substratu a inhibitoru.
Substrat SMZ byl pouzit v rozmezi koncentraci 62,5 — 500 pM; koncentrace MYR byla
12,550 uM.
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Obrazek ¢. 14: Inhibice NAT2 dihydromyricetinem pri riuznych koncentracich substratu
a inhibitoru. Substrat SMZ byl pouzit v rozmezi koncentraci 62,5 — 500 uM; koncentrace

DHM byla 12,5 — 50 uM.
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Obrazek ¢. 15: Reprezentativni dvojndasobné reciproky vynos inhibice NATI flavonoidy.
Substrat PABA byl pouzit v rozmezi koncentraci 62,5 — 500 uM; koncentrace flavonoidu
byla 12,5 — 50 uM.
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Obrazek ¢. 16: Reprezentativni dvojnasobné reciproky vynos inhibice NAT?2 flavonoidy.
Substrat SMZ byl pouzit v rozmezi koncentraci 62,5 — 500 uM; koncentrace flavonoidu byla
12,5 - 50 uM.
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5 Diskuze

N-acetyltransferasy jsou klicovymi enzymy metabolismu bézn¢ klinicky uzivanych
l1é¢iv. Pii biotransformaci zodpovidaji piedev§im za pfeménu aromatickych aminQ
zvyseny piijem flavonoidii, a proto se flavonoidy staly velmi intenzivné zkoumanymi

slouceninami, zejména z pohledu jejich interakci s xenobiotiky.

V této souvislosti byl proto studovan vliv myricetinu a dihydromyricetinu na aktivitu
N-acetyltransferas. Zamérem experimentll je piiblizit se situaci v lidském organismu,
z tohoto diivodu byly pouzivany lidské rekombinantni NAT. Konktrétné¢ byla pouzivana
isoforma NATI1*4, ktera je povaZzovana za nejvice rozsiteny fenotyp NATI. Pro studium
NAT?2 byla vybrana isoforma NAT2*4, ktera je rovnéZ oznacovana jako bézny typ. NAT1*4
je charakterizovana normalni rychlosti acetylace. Nosi¢ této isoformy je oznacovan jako

stitedné rychly acetylator, zatimco nosi¢ NAT2*4 je rychlym acetylatorem [59].

Mpyricetin a dihydromyricetin jsou fenolické slou€eniny liSici se pouze jedinou
dvojnou vazbou. U¢inky t&chto sloudenin v lidském t&le nejsou dosud zcela objasnény, ale
vzhledem k jejich moZnému vyuziti v Iékafstvi jsou intenzivné zkoumany. Nejprve byly
experimentalné stanoveny hodnoty ICso pro oba enzymy a oba flavonoidy. Tyto hodnoty
byly v souladu s pfedchozimi studiemi [56]. U NAT1 byly ureny hodnoty ICso pfiblizné
jako 33,1 uM pro MYR a pro 82,8 uM DHM, v ptipadé NAT2 jsou hodnoty ICso pro MYR
68,5 uM a 77,7 uM pro DHM. Prave rozdil v hodnotach ICso, kdy je hodnota ICso u NAT1
pro MYR pfiblizné€ 2,5x niz8i neZ pro DHM, by mohl mit vyznamny vliv pro terapeutické

pouziti téchto flavonoidd.

Pfi ur€ovani typu inhibice pisobenim MYR a DHM na NAT je nutné uvazovat
bi-bi ping-pongovy mechanismus reakce [41]. Inhibitorem (flavonoidem) miize byt
ovliviiovana jak vazba prvniho substratu (v tomto pfipadé AcCoA) do aktivniho centra NAT,
tak 1 naslednd druhd reakce, kdy je acetylova skupina pifenasena na druhy substrat (PABA,
respektive SMZ). Provedené experimenty vychazely z predpokladu, ze vazba AcCoA na
thiolovou skupinu cysteinu v aktivnim centru neni zasaZena ptsobenim flavonoidd. Timto
zptisobem se chovaly i dalsi flavonoidni slouceniny strukturné podobné MYR a DHM.

Naptiklad quercetin byl prokézan jako silny inhibitor NAT, ktery se vaze mimo katalytickou
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triddu enzymu, a proto byla tato inhibice oznacena jako nekompetitivni [50]. OvSem tyto

experimenty neuvazovaly dvousubstratovy mechanismus reakce NAT.

Provedené experimenty byly zaméfeny na ovlivnéni druhého kroku této
dvousubstratové reakce flavonoidy. Jak je patrné z Obrazku ¢. 11 — 14, str. 30 — 32, zvySeni
koncentrace inhibitoru (MYR, respektive DHM) vedlo ke snizeni rychlosti reakce.
V piipadé NAT1 zvySeni koncentrace druhého substratu (PABA) nemélo na reakci ve
smyslu potlaceni inhibice zadny vliv. U NAT2 byl dokonce s rostouci koncentraci druhého

substratu (SMZ) inhibi¢ni efekt jesté silnéjsi.

Rovnobézné piimky ziskané dvojnasobné reciprokym vynosem hodnot absorbance
(s vyjimkou 50 uM koncentrace flavonoidu u NAT2) poukazuji na oekavany ping-pong
bi-bi mechanismus reakce [60]. Rovnobéznost pifimek by dale mohla naznacovat
akompetitvni typ inhibice. To je ovSem v rozporu s tim, Ze dané pifimky jsou rovnobézné
1 s osou x, jelikoz rozsah inhibice na koncentraci substratu nezavisi. Poloha pfimek je patrna
na Obrazku €. 15 a 16, str. 32 a 33. Ze ziskanych vysledki je zfejmé, Ze k ovlivnéni aktivity
NAT musi dochazet v jiném reakénim kroku nez pii reakci s druhym substratem (PABA,
respektive SMZ). K inhibici enzymu bude tedy velmi pravdépodobné dochézet jiz v prvnim
kroku dvousubstratové reakce — pii navazani AcCoA do aktivniho centra enzymu. Vzhledem
k jiZ zminénym studiim jinych flavonoid se bude v tomto prvnim kroku zifejmé jednat

o inhibici nekompetitivni, ov§em tyto hypotézy je nutné experimentalné potvrdit.
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6 Zavér
Predkladand bakalatskd prace se vénovala studiu vlivu flavonoidii myricetinu
a dihydromyricetinu na N-acetyltransferasy. Experimentalné byl zkouman inhibi¢ni efekt

téchto flavonoidl na aktivitu lidskych isoenzymi NAT1 a NAT2 a na studium mechanismu

téchto inhibic. Provedené experimenty poskytly tyto vysledky:

e Byly stanoveny hodnoty ICso pro myricetin: ICso = 33,1 uM (pro NATI)
a ICso = 68,5 uM (pro NAT2).

e Byly stanoveny hodnoty ICso pro dihydromyricetin: ICso= 82,8 uM (pro NAT1)
alCso=77,7 uM (pro NAT2).

e ZvySeni koncentrace substratu PABA pro NATI nevede k potlaceni inhibi¢niho
efektu MYR ani DHM.

e ZvySeni koncentrace substratu SMZ pro NAT2 vede k posileni inhibi¢niho efektu
MYR i DHM.

e Inhibitory MYR a DHM ziejm¢ ovlivituji prvni krok ping-pongového

mechanismu reakce, kterym je interakce enzymu s AcCoA.
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