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ABSTRAKT

Pti vzniku zhoubnych nadori se uplatiiuji rizné vnitini i vnéjsi faktory, pficemz bylo
prokazéno, ze genotoxicita vetSiny exogennich chemickych karcinogenti zéavisi na
metabolické aktivaci enzymy. Zastupci podrodiny CYP1A se ucastni aktivace
prekarcinogenil, napiiklad heterocyklického aminu PhIP. Jeden z hlavnich pfistupt, jak
dosahnout snizeni rizika rakoviny, je prevence. V posledni dob¢ se rozsitila konzumace
potravnich dopliikit obsahujicich rizné chemopreventivni latky, jako jsou predevSim
flavonoidy. Na druhou stranu byly potvrzeny 1 negativni ti€inky téchto latek a to predevsim
jejich  schopnost indukovat cytochromy P450 a tim zvySovat riziko aktivace
prekarcinogent. V této praci byl sledovan indukéni efekt jednorazového podani
chemopreventivni latky pB-naftoflavonu na cytochrom P450. Dale byla provedena
sekvencni studie, ve které byl nejprve potkanim podan induktor B-naftoflavon a s ¢asovym
odstupem karcinogen PhIP. Nakonec byl studovan ucinek PhIP na aktivitu cytochromi
P450 in vitro.

KEY WORDS: cytochrom P450, karcinogeny, chemopreventivni latky

ABSTRACT

The origin of malignant tumors have different internal and external factors and also
have been shown that, for majority of exogenous chemical carcinogens, the genotoxicity
depends on metabolic activation through enzymes. Members of the subfamilies CYP1A are
involved in activation of precarcinogens, for example the heterocyclic amine PhIP. One of
the main approaches to achieve a reduction in a cancer risk is prevention. Recently, the
consumption of dietary supplements containing various chemopreventive substances, such
as flavonoids, has expanded. On the other hand, some negative effects of these compounds
were also confirmed, especially their ability to induce cytochrome P450 and thus increase
the risk of activating precarcinogens. In this study, the inductive effect of a single
administration of chemopreventive compounds, namely the effect of B-naphtoflavon to
cytochrome P450, had been investigated. Furthermore, a sequential study was carried out.
In this study rats were first given an inducer, the B-naphtoflavon, and after a passed
interval they were given the carcinogen PhIP. Finally, the effect of PhIP on the activity of
cytochrome P450 has been studied in vitro.

KEY WORDS: cytochrome P450, carcinogens, chemopreventive compounds
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Cytochrom P450

1.1.1. Zakladni charakteristika cytochromu P450

Cytochromy P450 (Obr. 1, str. 1) pfedstavuji unikatni rodinu hemovych proteind [1]
vyskytujicich se v mnoha organismech od prokaryotickych po vétsinu eukaryotickych jako
jsou napft. kvasinky, houby, rostliny, hmyz a savci [1, 7, 10]. Jsou to kli¢ové enzymy
monooxygena¢nich déji podilejicich se na metabolismu endogennich latek i xenobiotik
[11].

Nazev cytochrom P450 se poprvé objevuje v odborné literatuie v praci Omury a Sato
[2]. Pismeno P v nazvu je odvozeno od slova pigment, ptivodné byl cytochrom P450 urcen
jako Cervené barvivo nalezené v jatrech. Po redukci atomu hemového Zeleza vaze oxid

uhelnaty a tento komplex absorbuje svétlo pii vinové délce 450 nm [39].

protoporfyrin IX

Obr. 1: Struktura savéiho CYP2CS5. Prevzato a upraveno z [1].

Jak jiz bylo uvedeno v prvnim odstavci, jednd se o hemovy protein, ktery se od
vétSiny ostatnich hemoproteinti, hemoglobinu a myoglobinu, 1i§i svymi spektrdlnimi a
katalytickymi vlastnostmi, které jsou dané uspotfadanim porfyrinového skeletu [11]. Tento
porfyrinovy skelet (protoporfyrin 1X) je ¢aste¢né vazan hydrobnimi interakcemi a zaroven
prostiednictvim thiolatové siry sulfhydrylové skupiny cysteinu pfitomné v aktivnim centru

enzymu [12].



Cytochromy P450 jsou u savct nhejhojnéji zastoupeny v jatrech, kde také probiha
nejvetsi  Cast biotransformacnich procest [4]. V mensi mife jsou zastoupeny
Vv gastrointestinalnim traktu, plicich, ledvinach, mozku a ve velmi nizkych koncentracich i
v dal$ich tkanich a organech (nosni sliznice, srde¢ni sval aj.) [14].

Obecné lze konstatovat, Ze substratova specifita cytochromi P450 je Siroka [3].
Preménuji jak exogenni latky (napf. léky, potravinova aditiva, polutanty jako jsou
polycyklické aromatické uhlovodiky, polycyklické aromatické nitroslouceniny, fenoly), tak
i endogenni latky (steroidy, vy$§i mastné kyseliny, prostaglandiny) [10]. Jednotlivé
cytochromy P450 se do urc¢ité miry 1i§i svou substratovou specifitu, i kdyz se jejich

schopnost pfeménovat rizné substraty castecné piekryva [7].

1.1.2. Monooxygenasovy systém (MFO systém)

Systém cytochromu P450 je v eukaryotickych bunkach vazan v membrané hladkého
endoplasmatického retikula nebo mitochondrii, zatimco u bakterii se tento systém nachazi
Vv rozpustné formé v cytosolu.

Mikrosomalni monooxygenasovy systém (Obr. 2, str. 2) je soubor enzymu
katalyzujicich celou fadu oxidac¢nich, oxygenacnich, popt. redukcénich reakci, pticemz
vyuziva predevS§im molekularni kyslik. Je téz nazyvan systémem oxidas se smiSenou

funkci

cytochrom P450: reduktasa

cytochrom bs

LT e

Obr. 2: Komponenty MFO systému v endoplasmatickém retikulu. Prevzato a upraveno z [1].



MFO se sklada ze tii zakladnich slozek:

1.) NADPH:cytochrom P450 reduktasa
Jedna se o enzym s molekulovou hmotnosti kolem 80 000 [9]. Je unikatni tim, Ze
obsahuje zaroven FAD a FMN koenzymy, diky nimz mutze pusobit jako déli¢
elektronového paru dodavajici postupné elektrony cytochromu P450. Sklada se ze
dvou domén, hydrofilni doména vykazuje NADPH:cytochrom c reduktasovou
aktivitu a je umisténa vné membrany endoplasmatického retikula. Naopak
hydrofobni doména slouzi k ukotveni enzymu v membrané a k tvorbé funkcniho
systému s cytochromem P450.

2.) cytochrom P450 (viz. kap. 1.1.1)

3.) biologicka membrana
Membréanové lipidy zptisobuji konformacni zmény cytochromu P450 zvysujici jeho
afinitu Kk substratu a jsou také ,zasobarnou“ uloZenych hydrofobnich substrata
cytochromu P450 [32].
Fakultativné mize MFO systém obsahovat také cytochrom bs a NADPH:cytochrom

bs reduktasu.

1.1.3. Reakéni cyklus cytochromu P450

Hlavni funkci tohoto enzymového systému je katalyzovat inkorporaci jednoho atomu
kysliku do molekuly substratu a druhy atom kysliku je redukovéan na vodu [7].

Obecné schéma reakce katalyzované cytochromem P450 je nasledujici:

NADPH + H* + O, + RH = NADP" + H,0 + ROH
kde RH pfedstavuje substrat a ROH hydroxylovany produkt reakce. Samotny reakéni
cyklus (Obr. 3, str. 4) se pravdépodobn¢ sklada alespon z osmi krokd.
V klidovém stavu je atom hemového zeleza ve ferri formé (tj. s oxidacnim cislem
I11) a je hexakoordinovano (v nizkospinovém stavu), Sestym ligandem je voda (1).

V prvnim kroku reakéniho cyklu dochazi k navdzani substritu na ferri formu
cytochromu P450, touto vazbou dochdzi k uvolnéni molekuly vody, tedy Sestého ligandu.
Dochazi ke zmé&né konformace molekuly enzymu, zaroveni atom hemového Zeleza zistava
ve své ferri form¢ (I1). Po tomto sledu udalosti dochazi k pfenosu elektronu

zZ NADPH:cytochrom P450 reduktasy, diky této reakci se hemové Zelezo redukuje na ferro



formu (tj. s oxidacnim ¢islem II), komplex zlstava pentakoordinovan (ve vysokospinovém
stavu). Tato forma enzymu je pak schopna vazat molekulu kysliku nebo jiné ligandy (111)
a (V). V dalsim kroku se tedy vytvaii ternarni komplex, jehoz nasledkem dochazi
k pfechodu do jiného mezomerniho stavu, na ,ferri-superoxidovy“ komplex. Tento
komplex je dale redukovan NADPH:cytochrom P450 reduktasou, v dusledku ¢ehoz se
aktivuje kyslik na peroxidovy anion (IV). Posledni jmenovana reakce je finalnim stupném
tzv. aktivacni faze reakéniho cyklu cytochromu P450. Hydroxyla¢ni faze neni zatim zcela
objasnéna. V dal$im kroku dochazi ke Stépeni vazby O-0O, ptfiCemz jeden atom kysliku je
redukovan, pfijme dva protony a dojde k uvolnéni vody (VI). Druhy atom ziistava vazan
na hemovém zelezu a vznika tak ,,ferri-oxenovy* komplex (V11). Dale dochazi k odstépeni
vodikového atomu z molekuly substratu za vzniku radikalu substratu a hydroxylového
radikdlu vazaného na ion zeleza hemu. Dochédzi k rekombinaci radikald, pii které se
uvoliuje hydroxylovana molekula substratu (ROH) a regeneruje se tak puvodni forma

cytochromu P450 [7].
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Obr. 3: Reakcni cyklus cytochromu P450. Prevzato z [66].



1.1.4. Nomenklatura cytochromu P450

Cytochromy P450 se vyskytuji v riznych formach (izoformach), které jsou fazeny
do genetickych rodin a podrodin podle miry (stupné) homologie jejich primarni struktury
(potadi aminokyselin) proteinovych molekul [42]. Nebert a spolupracovnici navrhli nové
systematické nazvoslovi genti a forem P450, ve kterém se formy P450 oznacuji zkratkou
CYP (cytochrom P450). Rodiny cytochromii P450 jsou oznaCovany arabskou Cislici za
zkratkou CYP (napi. CYPL). Nasleduje velké pismeno oznacujici podrodinu (napf.
CYP1A). Nakonec nalezi opét arabska Cislice, ktera udava konkrétni izoformu (napf.
CYP1Al). Do stejné rodiny nalezi cytochromy P450, u kterych byla nalezena 40%
homologie aminokyselinové sekvence jejich proteint, do stejné podrodiny pak ty, které
vykazuji homologii vice nez 60% [41].

V roce 1999 bylo odhadovano, ze ¢lovék ma ve svém genomu 50 druht izoforem
CYP, vsoucasné dobé je znamo 57 isoforem cytochromt P450, kdy 50 z téchto
cytochromti je mikrosomalnich. Geny pro CYP se nachazeji na vSech lidskych
chromosomech s vyjimkou chromosomu Y. Cytochromy P450 pfitomné v lidském
organismu jsou Klasifikovany do 17 rodin. Metabolismu xenobiotik se ti¢astni cytochromy
P450 pouze tii z téchto rodin: CYP1, CYP2 a CYP3 (v mensi mife téz rodina CYP4).
Ostatni rodiny participuji na biosyntéze steroidl, cholesterolu ¢i zlucovych kyselin, na
metabolismu mastnych kyselin, kyseliny arachidonové apod. [32].

Mezi lidskymi a potkanimi cytochromy P450 existuji jisté rozdily. Nekteré lidské
isoformy nejsou piitomné u potkana a naopak. Pokud se zaméiime na substratovou
specifitu u obou organismti, u obou plati, Ze substratova specifita je u cytochromit P450
Siroka a u jednotlivych forem se Casto prekryva. Existuji vSak substraty, které jsou
metabolizovany stejnymi izoformami u ¢lovéka i potkana. Takovym piikladem je
CYP1A1/2 katalyzujici O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu nebo CYP2E1 katalyzujici 6-

hydroxylaci chlorzoxanu [40].

1.1.5. CYP1A podrodina

Podrodina CYP1A, ktera se sklada ze strukturné ptibuznych forem enzymti CYP1Al

vvvvvv

aktivovat az 90% vSech dosud znamych karcinogend, ucastni se biotransformace



polycyklickych aromatickych uhlovodikl, aromatickych aminii a heterocyklickych amint
[14]. Oba tyto enzymy jsou si velmi podobné, vykazuji témét 70% identitu
v aminokyselinové sekvenci, katalyzuji i podobné ¢i dokonce stejné reakce. Lisi se vSak
predevsim v lokalizaci. CYP1A1 je ve velmi nizkych koncentracich zastoupen v jatrech,
primarné se vyskytuje predev§im v plicich, mozku, GIT a srdci. Vysoka aktivita CYP1A1
je spojena s vyskytem kolorektalnich nadort [70]. Naopak CYP1A2 je jaternim enzymem.
Vykazuje sirokou substratovou specifitu, mezi vyznamné substraty patii aromatické aminy,
které vznikaji jako pyrolytické produkty tepelné upravy potravin. CYP1A2 metabolizuje

také dulezita 1é¢iva jako fenacetin, theophyllin, kaffein, imipramin a propranol [71].

1.1.6. Indukce a inhibice cytochromu P450

Pti indukci dochazi ke zvySeni hladin cytochromt P450. Nebert a kolegové se
vyrazné zaslouzili o objasnéni procesu podilejicich se na indukci cytochromu P450 [43].
Podstatou indukce vétSiny CYP je zvySeni rychlosti transkripce. Ke zvySeni transkripce
muze dojit aktivaci nékterého z jadernych nebo cytosolovych receptort, které nasledné
ovlivni transkripci. Exprese CYP1A gent je regulovana pies specificky receptor nazyvany
Ah receptor, ktery je aktivovan v pfitomnosti induktort, mezi které patiéi polycyklické
aromatické uhlovodiky, jako je 3-methylcholantren a halogenované aromatické uhlovodiky
jako je 2,3,7,8-tetrachloro-dibenzo-p-dioxin [45].

Neaktivovany AhR jaderny translokator je v cytosolu vazan v proteinovém
komplexu spolu s dimerem proteinu teplotniho Soku (Hsp90) a dal§imi buné¢nymi ko-
chaperony [44]. Po navazani ligandu vstupuje AhR do bunééného jadra, kde vytvaii
heterodimer, ktery se nasledné vaze na specifickou oblast DNA (dioxin responsivni
element = DRE s jadernou sekvenci 5'-TNGCGTG-3"). Za pomoci piislusnych
koaktivatort a transkrip¢nich faktort, dochazi ke spusténi transkripce a exprese CYP1A.
Po splnéni funkce v jadie je AhR je transportovan z jadra do cytosolu [47, 48].

AhR se neucastni pouze regulace exprese genli UCastnicich se metabolismu
xenobiotik, ale podili se také na regulaci bunééného ristu a proliferaci. Dlouhodoba

aktivace AhR tak mize pfispivat ke karcinogenezi [46].

Bylo identifikovano zna¢né mnozstvi sloucenin, které inhibuji cytochromy P450.

Prestoze jsou znamé inhibitory s vyuzitim pro rizné cytochromy P450, velké mnozstvi je



selektivnich jen pro jeden typ tohoto enzymu. Z krokl katalytického cyklu cytochromu

P450 jsou oznaceny jen tii, které podléhaji inhibici:

1) navazani substratu

2.) navazani molekuly kysliku na ,,ferro* formu tohoto enzymu

3) katalyticky krok, z kterého je aktivovany kyslik pfenesen z atomu hemového zeleza
na substrat

Vyvoj inhibitorti cytochromu P450 a také pochopeni mechanismu u¢inku raznych typt

inhibitort zna¢né vzrostl za poslednich nékolik let a pfinesl tak diilezité poznatky pro

rozvoj vysoce selektivnich inhibitorti cytochromu P450. Tyto inhibitory jsou dulezité nejen

pro studium struktury, mechanismu piisobeni a biologické role specifickych cytochromi

P450, ale i diky jejich potencidlu plsobit jako moduladtory aktivity cytochromti P450.

Vzhledem k tomu, Ze tyto enzymy hraji hlavni roli v metabolické aktivaci a detoxikaci

riznych chemickych karcinogeni a dalSich toxinli, vyvoj inhibitori, které mohou byt

pouzity k selektivni inaktivaci cytochromi P450 s cilem posunout rovnovdhu mezi

riznymi metabolickymi cestami tak, aby aktivace byla minimalizovana a naopak aby

dochazelo ke zvyseni detoxikace, by bylo velmi pfinosné.

1.2. Biotransformace xenobiotik

Lidsky organismus je vystaven ucinku velkého mnozstvi cizorodych chemickych
latek (xenobiotik). Do organismu se dostavaji napt. s pfijimanou potravou, inhalaci nebo
pokozkou, pomoci krevniho feCisté jsou rozvadény do jednotlivych orgéand, tkani az
nakonec do bunék. Zpusob, jakym se xenobiotika dostavaji do téla, zavisi také na jejich
fyzikalné-chemickych vlastnostech, ke kterym naptiklad patii rozpustnost ve vod¢ a tucich,
tékavost (u kapalin) a reaktivita [3].

Za biotransformaci cizorodych latek jsou oznaCovany procesy, které by mély vést
K jejich snadnému vylouceni z organismu nebo potlaceni jejich pisobeni [8]. Procesy
biotransformace muzeme rozdélit na 2 zakladni cesty: detoxika¢ni, kdy dochazi k eliminaci
molekuly.

U zivod¢ichti dochazi k biotransformaci xenobiotik ¢asto ve dvou fazich. Béhem 1.
faze, nazyvané téZz derivatizacni, dochdzi bud’ k zavadéni nebo odkryti skupin (-COOH, -

OH, -NH2), které¢ jsou poté schopny konjugace s polarnimi endogennimi slouceninami.



V prvé fazi biotransformace jsou latky strukturné pfeménovany na latky vice polarni
pomoci oxidace (epoxidace, aromaticka a alifaticka hydroxylace, dealkylace, N-oxidace,
oxidativni deaminace), redukce (reduktivni dehalogenace, nitroredukce, azoredukce) a
hydrolytickymi reakcemi [36].

V 1. fazi tedy dochazi ke zvySeni polarity xenobiotik, a tim i k jejich rozpustnosti ve
vodé a moznosti dalSich oxida¢nich reakei. Rozpustnost polarnich slouc¢enin ve vodé ma
velky vyznam pii vylucovani latek z organismu, exkrece nejcastéji probihd moci a zluci
[33]. Nejvyznamnéjsim enzymem I. faze je mikrosomalni systém monooxygenas se
smiSenou funkci (MFO) obsahujici cytochrom P450 (viz kap. 1.1.2.). Mezi dal$i enzymy
prvni faze patii flavinové monooxygenasy, alkoholdehydrogenasy, aldehyddehydrogenasy,
karbonylreduktasy, peroxidasy, xanthinoxidasy, karboxylesterasy, aj. [3].

Ve 1II. fazi (konjugac¢ni) dochazi ke konjugaci polarizovanych molekul
s endogennimi latkami (kyselina glukuronové, glycin, taurin, aktivni sulfat, glutation,
cystein, aktivni acetat atd.) [32] za vzniku konjugatu, ktery je dostatecné polarni a mize
byt vyloucen z organismu. VétSina konjugacnich reakei je katalyzovana enzymy ze ttidy
transferas. Obcas dochazi vlivem bakterialni hydrolyzy konjugatu ke zpétné resorpci
toxické latky enterohepatalnim ob&hem.

Prestoze reakce faze I a faze II obvykle vedou k detoxikaci xenobiotik, mohou
Vv téchto reakcich vznikat reaktivni intermediaty, které se diky své vysokeé elektrofilité vazi
jak na DNA, tak na proteiny, a mohou byt silnymi mutageny a karcinogeny [34]. Tak je
tomu napf. u konjugati se sulfitem vznikajicich z N-hydroxylovanych aromatickych
aminii UCinkem sulfotransferas ¢i N-acetyltransferas. Konjugat sulfatu (acetatu) s N-
hydroxyslouc¢eninami (z prvni faze biotransformace) je v kyselém prostfedi moci nestabilni
a rozpada se za vzniku nitreniového (event. karboniového) iontu; vznika tedy elektrofil

reagujici s DNA a proteiny [32].

1.3. Karcinogeneze

Civilizaéni choroby se staly ve druhé poloviné 20. stoleti obavanou problematikou
vyspélych zemi svéta. Tyto choroby jsou Uzce spjaty s Zivotnim stylem 1 zivotnim
prostiedim, ale také s genetickou zatéZzi populace. Lidskou populaci nejvice ohrozuji

kardiovaskularni onemocnéni, na druhé misto se radi rakovina.



Podle soucasnych poznatkll je karcinogeneze postupny mnohastupniovy proces, pri
némz dochazi ke kumulaci poruch (mutaci aj.) urCitych genti, vedoucich k poruseni
normalni funkce jimi kédovanych proteini podilejicich se zejména na regulaci déleni a
diferenciace bunky a stabilité genomu.

Pii vzniku zhoubnych nadorti se uplatiiuji rtizné vnitini i vnéjsi faktory. Mezi
endogenni faktory patii kromé dédicné dispozice, veék, stav imunitniho a hormondlniho
systému. Mezi hlavni fyzikalni faktory zvétSujici pravdépodobnost vzniku nadori patii
radioaktivni, kosmické, UV a rentgenové zafeni; nékteré druhy velmi jemnych pevnych
Castic, napf. azbestu nebo sloucenin berylia. Infekéni mikroorganismy jako Helicobacter
pylori jsou zodpovédné za rakovinu zaludku, mezi viry zpusobujici rakovinu patii Rous
sarcoma retrovirus [32, 63].

Proces chemické karcinogeneze Sestava ze tii fazi: (i) iniciace, procesu vedoucimu
k mutaci, ktery je rychly a irreverzibilni, ale sam o sob¢é obvykle nestaci k vyvoji nadoru,
(if) promoce, kdy ,,iniciovana“ burika je vystavena pusobeni dalsi latky ozna¢ované obecné
jako promotor, dochazi k proliferaci bunék s porusenou diferenciaci a bunéénou
komunikaci, vznika benigni nador. Posledni fazi je (iii) progrese, ktera lze zjednodusené
piirovnat k fazi iniciacni, procesy modifikace bunék jsou razantnéjsi a dochazi k naprosto
nekontrolovatelnému bunécnému rastu, vznikd maligni nador, ktery infiltruje 1 do
sousednich tkani a likviduje je [32].

Moznost maligni pfemény existuje u kazdé tkang, avsak frekvence této pifemény je u
jednotlivych tkani velmi rozdilna. Kazda tkan ma jiné histologické slozeni, riiznou
intenzitu déleni bunék a metabolismu, odlisné regulacni mechanismy, ¢asto jiné enzymové
systétmy nebo izoenzymy (napf. u detoxikaCnich enzymu), a tim i1 rGznou schopnost
aktivovat nebo vylucovat karcinogenni latky.

VétSina exogennich chemickych karcinogenii neni aktivni ve své pivodni forme. Ve
tkdnich jsou preménovany oxidacnimi enzymy, zejména mikrosomdalnimi cytochromy
P450, na reaktivni elektrofilni formy schopné reakce s nukleofilnimi skupinami

nukleovych kyselin (zejména genomovou DNA) a vytvaret kovalentni adukty.



1.3.1. Karcinogeny

Mezi chemické produkty, které mohou vyvolat rakovinu, patii nejen latky organické,
ale téz anorganické, ncktera léCiva, pesticidy, kosmetické ptipravky, ptisady potravin,
pramyslové produkty a odpady.

O karcinogennim potencidlu chemickych latek rozhoduje do zna¢né miry jejich
chemicka struktura.

Z hlediska pasobeni chemickych karcinogenti na substrat je mozno karcinogeny
rozdé¢lit do tfi zdkladnich skupin:

1) pitimo pusobici karcinogeny, které mohou reagovat se substratem piimo, bez
jakékoliv predchozi metabolické aktivace, a mohou tedy vyvolat rakovinu v jeji
ptvodni formé

2.) nepfimo pusobici karcinogeny, neboli prokarcinogeny, které jsou samy o sobé malo
reaktivni, a musi byt proto in vivo aktivovany, vét§inou pusobenim enzymatickych
systému

3.) anorganické karcinogeny, které pisobi v dychatelné formé, jako aerosoly (prach,
kapénky), prevazné¢ dlouhodobym drazdénim sliznic.

S karcinogeny se setkavame nejen u syntetickych slou¢enin, ale také v piirodé, a
nekteré prirodni latky patii k nejuc¢innéjSim znamym karcinogentim. Jde zvlasté o produkty
nékterych plisni a bakterii, a dale o produkty rostlinné. Nebezpecné jsou predevsim

aflatoxiny, zvlasté aflatoxin By [37].

1.3.1.1. Heterocyklické aminy

Heterocyklické aminy jsou skupinou velmi skodlivych latek, které jsou genotoxické
a maji karcinogenni a mutagenni schopnosti [21]. Jsou to latky vznikajici v potravinach
S obsahem dusikatych komponent (bilkoviny, kreatin/kreatinin) a redukujicich cukrt
(hex6zy) pii tepelnych Gpravach v rozmezi 100 — 800 °C [20].

Tvorba téchto latek probiha béhem smazeni nebo grilovani na povrchu pokrmu.
Tyto skodlivé latky jsou ptitomny pievazné v kirce a ,,vypeku, zatimco vnitini ¢ast
vykazuje jen velmi malou mutagenni a karcinogenni aktivitu. Je dilezité védét, ze mnoho z
heterocyklickych amini je tékavych a jsou obsazena i Vparach v prib&éhu vafeni,

V kuchynskych vyparech byly zjiStény napt. AaC, MelQx a PhIP [16]. Heterocyklické
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aminy jsou ptitomny i v cigaretovém koufi, z ¢ehoz plyne, ze jejich pfijem se vyznamné
zvySuje u kuraku [21].

Vyznamnou skupinou heterocyklickych amind jsou N-heterocyklické aromatické
aminy se tfemi cykly, jejichz zastupci, PhIP (2-amino-1-methyl-6-fenylimidazo[4,5-
b]pyridin), MelQx (2-amino-3,8 dimethylimidazo[4,5-f]quinoxalin a AaC (2-amino-
9Hpyrido[2,3-b]indol) jsou uvedeny na (Obr. 4, str. 11). Jedna se o velmi silné mutageny a
karcinogeny [21].

Obr. 4: Vzorce nejvyznamnéjsich N-heterocyklickych aromatickych aminai.

Diilezitym organem pro transformaci heterocyklickych aminti jsou predevsim jatra
[14]. Genotoxicita heterocyklickych amint zavisi na metabolické aktivaci detoxika¢nimi
enzymy, zejména jaternim cytochromem P450 1A2 [21]. Arylnitreniovy ion se vaze
v pozici C8 na guanin DNA, ¢imz muzZe zpusobit mutaci a ptipadné vést ke tvorb¢é tumoru

[17,18].

Ditkazem metabolické pfemény vétSiny téchto latek, je fakt, Ze vstfebavani

heterocyklickych aminl u experimentalnich zvitat je velice ¢inna, moci se vylouci pouze

1-2%[21]

2-amino-1-methyl-6-fenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP)

PhIP je nejhojnéjSim heterocyklickym aminem zjisténym V potravinach. Byl
nalezen v tepelné upravenych rybach, hovézim, vepfovém, kufecim a jehné¢im mase, ale i

ve viné a pivu [18, 24, 25] a také v cigaretovém koufi [15, 18].

Nejvétsi koncentrace PhIP byly zjistény v kufecim mase, naopak vepiové maso

vykazuje nejmensi obsah této nebezpecné latky [18].
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V mnoha studiich provadénych na experimentalnich zvitatech byla prokazana
tvorba PhIP-DNA adduktii ve stfevech, srdci a plicich u potkand [26, 27], Vv jatrech,

stievech a v mlé¢nych zlazach u mysi [28].

PhIP je metabolizovano pievazné cytochromem CYP1A2 na dva hlavni produkty:
mutagenni 2-hydroxylamino-PhIP (N*-OH-PhIP) a neskodny 4'-hydroxylamino-PhIP (4'-
OH-PhIP). Oba produkty mohou byt konjugovany enzymy glukuronidasou a
sulfotransferasou za produkce nemutagennich sloucenin, které jsou snadno vyluéitelné. Na
druhou stranu muze N-hydroxylamino-PhIP byt pifeménén N-acetyltransferasou nebo
sulfotransferasou za vzniku aktivovanych esterti (N>-acetoxy-PhIP a N*-sulfonyloxy-PhIP).
Produkty rozpadu tdchto esteri se kovalentnd vazi na DNA za vzniku N2-(2-
deoxyguanosin-8-yl)-PhIP, coz je hlavni DNA addukt [26, 29].

V metabolismu PhIP byly zaznamenany rozdily u lidi a potkant. [30]. U potkant
pfevazné dochdzi k 4 ’-hydroxylaci nasledovanou konjugaéni II. f4zi. Tvorba mutagenniho
2-hydroxylamino-PhIP (N?-OH-PhIP) se ukazuje byt spiSe minoritni metabolickou reakci
[31]. Avsak u lidi je tomu naopak, tvorba mutagenniho 2-hydroxylamino-PhIP (N*-OH-
PhIP) a nasledna glukuronidace je v tomto piipadé hlavni metabolickou cestou PhIP [30,
31].
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1.4. Chemoprevence

Chemoprevenci rozumime pouziti farmakologickych prostiedki nebo piirozenych
latek k inhibici jak aktivace karcinogent, tak jiz zapocatého karcinogenniho procesu.
Vznik mutaci, které jsou pri¢inou karcinogeneze lze ptredpokladat u kazdého jedince,
mohou vznikat jak z endogennich pti¢in (napf. poskozenim DNA uc¢inkem kyslikovych
radikali produkovanych makrofigy ¢i neutrofily), tak exogennimi vlivy (virové infekce,
zafeni, chemické karcinogeny). Organismus je schopen vlastnimi obrannymi mechanismy
tento proces zastavit a poskozeni opravit, ale v piipadé, ze se tak nestane, vyvijeji se
postupné¢ zmény, které mohou byt sriznym casovym odstupem pri¢inou vzniku
invazivniho nadoru. Chemoprevence ma tedy omezit rozvoj zminénych poruch a zabranit
vzniku zhoubnych nadort.

Chemoprevence mize byt rozdélena do tii strategii: primarni prevence je cilena na
zdravé jedince, ktefi jsou vSak rizikovymi skupinami, napf. kutaci. Tato prevence zahrnuje
jak upravu zivotniho stylu (vice pohybu, méné stresu, alkoholu a nikotinu), tak i apravu
stravovacich navyka (pravidelnost stravy, Uprava stravy). Sekunddrni prevenci chapeme
jako vcasnou diagnostiku onemocnéni ve stadiu, kdy je jesté 1éCitelné. Tercidarni prevence
znamena sledovani pacienta, ktery jiz tuto nemoc prodélal s cilem zamezit vyvoji
sekundarniho vzniku tumoru nebo opétovnému vyskytu [61, 62].

Velmi dulezita je prevence tj. snizovani vzniku rakoviny v ¢asnych fazich tohoto
procesu. Existuje mnoho studii pojednavajicich o moZném snizeni rizika rakoviny
souvisejicich s konzumaci uré¢itého druhu ovoce a zeleniny, [63] kromé toho, i potrava s
vysokym obsahem vlakniny, je davana do souvislosti se sniZzenou inicidenci rakoviny,
piedevsim rakoviny tlustého stieva [64].

Chemopreventivni potencial fytochemikalii je ddn kombinaci jejich uc€inkd, jako
epidemiologickych a experimentalnich studii lze sestavit vycet latek, které mohou byt
chemopreventivni, patfi mezi né napt.. vitaminy, fenolické a flavonoidni latky,

isothiokyanaty, kurkuminy, mastné kyseliny a terpenoidy [65].
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1.4.1. Flavonoidy

Flavonoidy jsou soucasti rodiny prirodnich fenolickych sloucenin. Reprezentuji
jednu z nejrozsifenéjSich tiid latek vyskytujicich se v zelening, ofechach, ovoci a napojich
jako je kava, Caj a Cervené vino [49], stejné tak jsou obsazeny v bylinach (Silybum
marianum, Alpina officinarum, Hypericum perforatum) [50]. Bylo identifikovano vice nez
8000 latek flavonoidni struktury [51].

Piirodni flavonoidy se vyskytuji vétSinou Vv podobé glykosidi (rhamnoglukosidy,
rutinosidy), ale jejich struktura mize byt mnohem komplexné;si (flavonolignany — silybin).
Na zakladé¢ jejich struktury jsou flavonoidy klasifikovany do 8 skupin: flavonoly, flavany,
flavanony, katechiny, anthokyany, isoflavony, dihydroxyflavonoly a chalkony.

Slouceniny flavonoidni struktury patii mezi rostlinné pigmenty a viin€, krom¢ toho,
hraji také dulezitou roli v rastu a vyvoji rostlin, v obrané proti mikroorganismim a
Skudctim. Jejich antioxida¢ni aktivita muze plnit ochranou funkci proti oxidativnimu
stresu.

Flavonoidy jsou navrzeny jako chemopreventivni latky pro snizovani vyskytu
srdeCnich a jaternich onemocnéni, jakoz i nékterych typt rakoviny. Vedle piimého
antioxidacniho efektu a vychytavani reaktivnich intermediatfi, jsou nékteré flavonoidy
schopné chelatovat bivalentni kovy (Fe, Cu), které jsou nedostupné pro redoxni reakce. Ve
vztahu K ¢lovéku jsou flavonoidy vseobecné povazovany za prospésné latky. Studie
provadéné v podminkach in vitro a in vivo prokazaly Sirokou $kalu fyziologickych a
antialergenni, antimutagenni, antikarcinogenni, antivirové vlastnosti [58]. Nicméné, ne
vSechny flavonoidy pusobi vzdy prospésné. Nékteré flavonoidy maji mutagenni a
prooxidacni efekty a mohou také zasahovat do metabolismu endogennich sloucenin.

Protinddorova aktivita flavonoidii je pfipisovana jejich schopnosti inhibovat
topoisomerasu | a Il [52, 53]. Dale jsou schopny zpomalit bunéénou proliferaci jako
nasledek jejich vazby na estrogenni receptor. Flavonoidy blokuji nebo potlacuji
vicestupnovou karcinogenezi, ktera je iniciovana pfeménou normalni bufiky na mutagenni.
Tyto buiiky podstupuji promoci a za¢inaji se meénit na naddorové buiky, které se vyviji
v buniky maligni. Flavonoidy mohou zasahovat riznymi kroky do tohoto procesu. Néekteré
flavonoidy (napfiklad kaemferol, diosmetin, theaflavin a biochanin A) mohou inhibovat

metabolickou aktivaci prekarcinogeni prostfednictvim enzyma [. faze (predevsim
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cytochromti P450), nebo jejich naslednou interakci s DNA. Z tohoto divodu tyto latky
blokuji iniciaci karcinogeneze. Nebo potravni flavonoidy (napiiklad naringenin, quercetin,
biochanin A a prenylchalkon) mohou stimulovat detoxifikaci karcinogenii a

prostiednictvim enzymu I1. faze, vedouci k jejich eliminaci ven z téla.

1.4.1.1. Metabolismus flavonoidu

Metabolismus flavonoidi u lidi, stejné jako u experimentalnich zvifat neni zcela
objasnén. U flavonoidu ziskanych pozitim ovoce nebo zeleniny se ocekava, ze jsou nejprve
metabolizovany ve stfevé stievni mikroflorou, kde jsou flavonoidni glykosidy c¢asto
Stépeny na volné flavonoidy (aglycony) a oba typy, jak glysosidy tak aglykony jsou
absorbovany [49]. Druhym dilezitym mistem transformace flavonoidd jsou jatra, tkané
bohaté na enzymy | a Il faze. Flavonoidy jsou postupné hydroxylovany a O-

demethylovany cytochromy P450, poté jsou konjugovany enzymy II faze [54].

1.4.1.2. Flavonoidy a cytochromy P450

Mezi proteiny interagujicich s flavonoidy patii cytochromy P450. Nc¢které
flavonoidy jsou schopné regulovat systém cytochromt P450. Druh aktivity, stimulacni Ci
inhibi¢ni zavisi na struktuie téchto flavonoidnich latek. Inhibice genové exprese enzymy
CYPIA blokovanim AhR hraje dtlezitou roli v jejich chemopreventivnich vlastnostech.
Napft. quercetin, jeden z nejbeznéji se vyskytujicich flavonoidl, se vaze jako antagonista
na AhR a nasledné¢ inhibuje CYP1A1 mRNA transkripci a proteinovou expresi
indukovanou B(a)P [55].
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2. CiL PRACE

Cilem této prace bylo studovat disledky podani flavonoidniho induktoru, p-
naftoflavonu, a karcinogenu PhIP na systém cytochromu P450 a aktivaci tohoto

karcinogenu v systémech in vivo a in vitro.

Pti feseni uvedené problematiky bylo nutné spinit nasledujici ukoly:

vyhodnotit prislusné ucinky chemopreventi latky na expresi a specifické

aktivity cytochromt P450 v riznych ¢asovych intervalech

e provést sekvencni podani nejprve chemopreventivni latky a po uplynuti

urcité doby také karcinogenu gavazi do zaludku laboratornich potkant

e charakterizovat povahu tuc¢inku karcinogenu PhIP na cytochromy P450

in vitro a posoudit jeho vliv v raznych ¢asovych intervalech

e provést studium ptridavku NADPH na metabolickou aktivaci karcinogenu
cytochromy P450
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3. MATERIALY A METODY

3.1. Materialy

3.1.1. Chemikalie

Fluka, Svycarsko
dodecylsulfat sodny (SDS), 2-merkaptoethanol, N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS),

tris(hydroxymethyl) aminomethan (TRIS), methanol, a-tocoferol

Linde, Ceska republika
suchy led

Millipore Corp., USA

Immobilon-P pienosova membrana

Perkin Elmer, USA

96-jamkova desticka pro fluorescen¢ni méreni

PML a.s., Ceska republika

Laktino — odtu¢néné susené mléko

Serva, Némecko

akrylamid, N,N‘-methylenbisakrylamid (BIS), N,N,N‘,N-tetramethylethylendiamin

(TEMED), Triton X-100, sodium dodecyl sulfat (SDS)

Setuza a.s., Ceska republika

Vegetol-slune¢nicovy olej

Sevapharma, a.s, Ceska republika

hovézi sérovy albumin (BSA)
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Sigma-Aldrich, USA

B-naftoflavon, 7-ethoxyresorufin, resorufin, dimethyl sulfoxid (DMSO), nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH), 4,4’ -dikarboxy-2,2 -bicinchoninova kyselina (BCA),
sekundarni krali¢i 1gY protilatka konjugovana s alkalickou fosfatasou, 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl fosfat/nitro blue tetrazoliové tablety (BCIP/NBT)

Toronto Research Chemicals, Inc., Canada
2-amino-1-methyl-6-fenyl-imidazo[4,5-b]pyridin (PhIP)

Velaz s.r.o., Kole¢ u Kladna, Ceska republika

sam¢i potkani Wistar (140-150 Q)

Whatman, USA
Whatman papir, N0.3

Protilatky proti CYP1Al a CYP1A2 byly pfipraveny prof. RNDr. Petrem Hodkem, CSc.,

Piirodovédecka fakulta, Karlova Univerzita v Praze, Ceska republika

Vsechny ostatni chemikalie byly nakoupeny od firmy Lachema Brno, Ceské republika

3.1.2. Pfistroje

Analytické vahy
PESA 40SM-200, Svycarsko

Automatické mikropipety

BioHit, Finsko; Nichiryo, Japonsko

Blotovaci systém

Whatman Biometra ® Fastblot B 43, USA
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Centrifugy
Sanyo Microcentur MSE, Velkd Britanie; Janetzki K23, Némecko; Janetzki K24,
Némecko; Beckman Coulter — OptimaTM LE-80K Ultracentrifuga, USA

Elektroforeticka aparatura

Amersham Biosciences Hoefer™ miniVE, USA

Laboratorni vahy

KERN EW600-2M, Némecko

Luminiscen¢ni spektrofotometr

PerkinElmer LS55, USA

Prosavaci aparatura pro vyvolani proteinu

SNAP i.d. Millipore Corp., USA

Spektrofotometr
SpektroMOM 195 D, Mad’arsko

Vodni purifikaéni systém

Simplicity 185 Millipore Corp., USA

3.1.3. Programy

FL WinLab: PerkinElmer, USA
Microsoft Office Excel 2007: Microsoft (Redmond, USA)

3.1.4. Ostatni

pH metr ATI Orion 370, USA; sonikator EIma E 30H-P-LAB, Némecko; vortex MS 1
Minishaker, Némecko; vodni lazen Julabo TW 8, Némecko; tfepacka Yellowline,

Némecko; magnetické michatky HM 2A, Laboratorni pfistoje Praha
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3.2. Metody

3.2.1. Premedikace

Pokusy byly provadény na mladych samcich laboratorniho potkana kmene Wistar
(~150 g, Velaz, Ceska republika), ktefi byli umisténi v Centru pro experimentalni
biomodely v Praze, vsouladu svyhlaskou ¢. 39/2009 Sb. Potkani byli nejdiive
aklimatizovani po dobu 5 dnd, chovani v draténych klecich pti 22°C a za 12 hodinovém
stiidani svétla a tmy. Potkantim byla podavana ad libitum ST-1 - kompletni krmna smés od

firmy Velaz, méli téz ptistup k pitné vodé.

e I. Rezim: B-naphtoflavon byl podavan p.o. vjedné davce 60 mg/kg télesné
hmotnosti rozpustény ve slune¢nicovém oleji (1 ml). Premedikovani potkani byli
usmrceni 24, 48 a 72 h po podani vySe uvedené flavonoidni latky. Kontrolni skupina

byla premedikovana pouze slune¢nicovym olejem (1 ml).

e II. Rezim: B-naphtoflavon byl podavan p.o. v davce 60 mg/kg té€lesné hmnotnosti a
po uplynuti 72h od podani byla potkanim podana dalsi latka, a to PhIP ve dvou
koncentracich (50 a 150 mg/kg télesné hmotnosti). PhIP v téchto koncentracich bylo
téz podano samostatné bez B-naftoflavonu. Potkani byli usmrceni 24h po

premedikaci.

3.2.2. 1zolace tkané

Roztoky:
pufr Py: 0,15 M KClI

0,05 M Tris/HCI (pH 7,4)

50 uM tokoferol (ptidano tésné pred pouzitim)
pufr Py: 0,1 M Na4P,07.10H,0 (pH 7,2)
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pufr P3: 0,15 M KCI
0,05 M Tris (pH 7,4)
20% (v/v) glycerol
Postup:

Mikrosomalni frakce byly pfipravené z potkanich jater pouzitim diferencni
centrifugace podle zptisobu van der Hoevena a Coona [67].

Pted pouzitim byly pufry umistény do chladu a nasledujici postupy byly provadény
pii teploté 4°C.

Zmrazena jaterni tkan vyjmutd z 80°C mraziciho boxu byla nejdiive zvazena,
nasledné oplachnuta a pomoci niizek rozstiithana na co nejmensi kousky. Takto pfipravena
tkan byla homogenizovana v pufru P; o objemu odpovidajicim ¢tyfnasobku hmotnosti
jaterni tkané ve sklenéném Potter-Elvehjem homogenizatoru. Vysledny homogenat byl
prelit do kyvet a centrifugovan po dobu 10 minut pfi teploté 0-5°C (centrifuga Janetzki K-
23, vykyvny rotor 4x70 ml, 2000 RPM).

Ziskané supernatanty byly odd€leny do kédinky a sedimenty byly
rehomogenizovany v pufru P1 v objemu rovnajicim se 1/4 hmotnosti ptivodni tkané.
Rehomogenaty byly centrifugovany za stejnych podminek jako v ptfedchozim piipadu. Oba
supernatanty byly nésledné slouceny a centrifugovany 20 minut pifi teploté¢ 0-5°C
(centrifuga Janetzki K-24, thlovy rotor 6x35 ml, 13 500 RPM). Vysledné supernatanty
byly opatrné¢ separovany od pelety a ultracentrifugovany po dobu 90 minut pii 4°C
(ultracentrifuga Beckman, ahlovy rotor Ti45, 6x64 ml, 35 000 RPM).

V nasledujicim kroku byly pelety resuspendovany, dale homogenizovany v pufru P
V dvojnasobku objemu hmotnosti pavodni tkdn¢ a ultracentrifugovany 90 minut pfi teploté
4°C (ultracentrifuga Beckman, uhlovy rotor Ti70, 8x64 ml, 60 000 RPM).

Ziskané supernatanty byly odstranény a pelety resuspendovany v pufru P3 0 objemu
odpovidajicimu 1/5 hmotnosti piivodni tkdn€é. Mikrosomalni vzorky byly rozpipetovany do
mikrozkumavek dle Eppendorfa, okamzit¢ umistény na led a nasledné skladovany pti -

&0°C v hlubokomrazicim boxu.

3.2.3. Stanoveni koncentrace proteinui

Koncentrace proteinii v mikrosomech byla ur¢ovana metodou podle Smithe a spol.

[68]. V této metodé je vyuzivana schopnost postrannich skupin nékterych aminokyselin

22



(cystein, tryptofan a tyrosin) redukovat Cu®* na Cu®. M&dné ionty jsou nasledn&
chelatovany  4,4’-dikaboxy-2,2"-bicinchoninovou kyselinou (BCA) za vzniku modro-
fialového komplexu, ktery se da stanovit spektrofotometricky pti vinové délce 562 nm.

Intenzita zbarveni je pfimo umérna koncentraci proteinu v roztoku.

Roztoky:
Cinidlo A: 2% (w/v) Na,C03.2H,0
0,95% (w/v) NaHCO3
0,16% (w/v) vinan sodny
0,4% (w/v) NaOH
1% (w/v) sodna sl BCA
Cinidlo B: 4% (w/v) CuSQO4.5H,0
Postup:

Cinidlo potfebné pro stanoveni proteinti bylo pfipraveno smichanim ¢&inidla A a
¢inidla B v poméru 49:1. Pro métfeni vzorki a pro sestrojeni kalibrac¢ni kiivky byly pouzity
sterilni mikrozkumavky dle Eppendorfa (1,5 ml). Standardy pro sestrojeni kalibracni
kiivky byly pfipraveny nafedénim roztoku hovéziho sériového albuminu (1 mg/ml) na
koncentrace 2, 4, 6, 8, 10 a 20 ug/ml na celkovy objem 0,5 ml. Referentni vzorek byl
piipraven smichanim 20 pl destilované vody s 480 ul ¢inidla.

Jaterni mikrosomy byly nafedény destilovanou vodou v poméru 1:49 a 10 ul tohoto
roztoku bylo piidano k 490 ul ¢inidla. Standardy byly stanovovany v dubletech a vzorky
sneznamymi koncentracemi v tripletech. VSechny piipravené standardy, vzorky a
referentni vzorky byly promichany na vortexu a inkubovany 60 min pfii teploté 60 °C ve
vodni lazni (inkubatoru Julambo TW8). Po inkubaci byla zméfena absorbance standardi a
vzorkli pfi 562 nm proti referentnimu vzorku (spektrofotometr SpectroMOM 195 D,
opticka draha 1 cm). Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena na zakladé naméfenych hodnot
standardii. Z regresni rovnice kalibracni kiivky byly vypocitdny koncentrace proteind a

vynasobeny pouzitym fedénim.
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3.2.4. Diskontinualni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu

(SDS-PAGE)

Roztoky:
Pufr A:

Polymeriza¢ni roztok A:

Pufr B:

Polymeriza¢ni roztok B:

Vzorkovy pufr

Elektrodovy puft:

Pro 2 gely:
Separacni gel (8%):

0,375 M Tris/HCI (pH 8,8)
0,1% (w/v) SDS

30% (w/v) akrylamid
0,8% (w/v) BIS

0,125 M Tris/HCI (pH 6,8)
0,1% (w/v) SDS
0,0006% (w/v) bromfenolova modf

30% (w/v) akrylamid
0,8% (w/v) BIS

0,25 M Tris/HCI (pH 6,8)
8% (w/v) SDS

20% (v/v) 2-merkaptoethanol
40% (v/v) glycerol

0,004% (w/v) bromfenolovd modft

0,192 M glycin
0,025 M Tris/HCI ( pH 8,3)
0,1% (w/v) SDS

11 ml pufr A

4 ml polymeriza¢ni roztok A
15 ul TEMED

150 pl 10% (w/v) APS
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Zaostiovaci gel (3%): 4,5 ml pufr B
0,5 ml polymeriza¢ni roztok B
5 ul TEMED
100 pl 10% (w/v) APS

Sigma Colour Burst™ Electrophoresis Marker (M.W. 8.000 — 220.000) (Obr.7, str.25)

— 220000

100 000

—— 60000

—— 45000
— 30000

— 20000

- 12000

W — 8000

Obr. 7: Sigma Colour Burst™ Electrophoresis Marker

Postup:

Roztok pro piipravu separac¢niho gelu byl aplikovan mezi sestavena skla (10 x 10,5
cm), gel byl okamzité pievrztven destilovanou vodou a ponechan tuhnout po dobu 30
minut. Po ztuhnuti gelu byla destilovana voda vylita, volny prostor nasledné vysusSen
kouskem filtracniho papiru. Nasledné byl az po okraj skel nalit zaostfovaci gel, do kterého
byl vnoten hieben pro vzorkové jamky. Po zpolymerovani (15 minut) byl hfeben vyjmut a
horni elektrodovy prostor byl vyplnén elektrodovym pufrem.

Vzorky byly nafedény milliporovanou vodou na kone¢nou koncentraci 1mg/ml a
nasledné smichany se vzorkovym pufrem v poméru 3:1, denaturovany asi pétiminutovym
varem na vodni lazni.

Vzorky (25 pl) a standard (5 pl) byly naneseny na gel za pouziti Hamiltonovy
stiikacky.

Sklenéné desky s gelem byly umistény do elektroforetické vany a spodni prostor byl

vyplnén elektrodovym pufrem. Elektroforesa probihala ve vertikalnim uspotadani nejdiive
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30 min pfi napéti 80 V, které bylo pak zménéno na hodnotu 150 V. Elektroforesa byla
ukonc¢ena, kdyz celo s bromfenolovou modii dorazilo ke spodnimu okraji separa¢niho
gelu. Detekce proteinii byla provedena pfenosem na PVDF membranu a naslednou

imunodetekci.

3.2.5. Metoda elektropienosu proteintt na PVDF membranu

(Western blot)

Roztoky:

Pienosovy pufr: 0,192 M glycin
0,025 M Tris-HCI
upraveno na pH 8,3

PBS Triton X-100: 0,134 M NacCl
2,7 mM KClI
1,8 mM Na,HPO,4.10H,0
1 mM NaH,PO,
upraveno na pH 7,2
0,3% (w/v) Triton X-100

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

Postup:

Gel z ukoncené elektroforézy byl za 30 minut inkubovan s pienosovym pufrem.
Mezitim byla nastifihdna PVDF membrana na velikost ziskaného gelu, poté byla ponofena
do methanolu 10 sekund z kazdé strany, nasledné pienesena do destilované vody a nakonec
do prenosového pufru.

Prvni tf#i filtratnimi papiry Whatman, byly ponofeny do pienosového pufru a
poloZeny na anodu blotovaciho pfistroje, nasledovala PVDF membrana, gel a opét tii
filtraéni papiry Whatman. Pfipadné vzduchové bubliny byly odstranény valcovanim
sklenénou ty¢inkou a poté byla pfiloZzena katoda blotovaciho pfistroje. Celkovy proud byl

nastaven na zakladé plochy membran, 3.5 mA/cm? po dobu 45 minut.
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Po ukonceni pienosu byla PVDF membrana piemisténa do 5% roztoku odtu¢néného
suseného mléka, kde byla blokovdna pies noc pti 4°C, aby se zabradnilo pozdé&jsi
nespecifické vazbé proteint.

Dalsi den byla membrana inkubovéana 2 hodiny za tfepani se specifickou primarni
slepi¢i protilatkou proti CYP1Al1 a CYP1A2 o koncentraci 30 ug/ml v blokovacim
roztoku. Nasledovalo dikladné promyvani v blotovacim roztoku opakované celkem 3x.
Inkubace se sekundarni protilatkou byla provadéna na ptistroji SNAP i.d.. Membrana byla
ptiloZzena proteiny na jamky, uvalcovana a nasledné byl ptiloZien spacer, aparatura byla
promivana 3x PBS Triton X-100 pfi zapnuté vyveéve. Poté byla membrana inkubovéana se
sekundarni krali¢i 1gY protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatasou (fedéna 1: 1 500
blokovacim roztokem), bez vyvévy po dobu 10 minut. Poté byl do jamky nalit PBS Triton
X-100 a nasledovalo promivani pfi zapnuté vyveéve, opét 3x.

Membrana byla umisténa do destilované vody. Poslednim krokem bylo vyvolani,
proteinové zony rozpoznané primarni protilatkou byly vizualizovany pomoci BCIP / NTB
tablety obsahujici 10 mg substratu pro alkalickou fosfatasu. Reakce byla zastavena

pienesenim membrany do destilované vody. Mebrana byla poté vysuSena mezi filtracnimi

papiry.

3.2.6. Stanoveni enzymové aktivity 7-ethoxyresorufin-O-deethylasy

(EROD)

Cytochromy P450 rodiny CYP1 piedev§im 1Al jsou hlavnimi enzymy, které
katalyzuji O-deethylaci
7-ethoxyresorufinu na resorufin, ktery vykazuje fluorescenci.

Flurescence byla meéfena na luminiscen¢nim spektrometru PerkinElmer LS-55
vybavenym 96 jamkovou mikrotitraéni destickou, excitatni a emisni vlnové délky
odpovidaly hodnotam 530 a 585 nm. M¢feni bylo provadéno na zdkladé modifikace

metody popsané Burekm a Mayerem (1974) [69].
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Sloucenina R
O Resorufin H
,\{ 7-ethoxyresorufin CyHs
R—O
Obr. 8: Struktura resorufinu a 7-ethoxyresorufinu
Roztoky:
Redici pufi: 0,1 M KH3PO4 (pH 7,4)
Roztok resorufinu: 10 uM resorufin v methanolu
Substrat: 0,2 mM 7-ethoxyresorufin DMSO
Kofaktor: 5 mM NADPH
Postup:

Standardy pro kalibracni kiivku byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku

resorufinu fedicim pufrem na kone¢né koncentrace 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,3

and 0,4 uM. Referentni vzorek obsahoval jen fedici pufr, vSechny standardy a referentni

vzorek byly promichany na vortexu.

Vzorky byly pfipraveny nafedénim mikrosomalni frakce pufrem na findIni
koncentraci proteini 0,05 mg/ml. Specificky substrat (7-ethoxyresorufin) byl piidan
K roztokiim vzorki, tak aby jeho kone¢nad koncentrace byla 2,2 uM. Takto piipravené
smési byly preinkubovany po dobu 3 minut. Poté bylo z kazdé smési odebrano 150 ul a
pieneseno do jamek mikrotitraéni desticky, reakce byla iniciovana pfidanim 17 pl
NADPH.

Fluorescence byla méfena okamzité po piidini NADPH v deseti 60 sekundovych
cyklech. Enzymové aktivity byly stanoveny porovnanim se standardy resorufinu a

vztazeny na obsah mikrosomalnich proteint ve vzorku.
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3.2.7. Vliv PhIP na aktivitu cytochromt P450

3.2.7.1. Studium inhibiéniho vlivu PhIP na cytochromy P450

Roztoky:
Roztok PhIP: 0,01;0,1;1; 10 uM PhIP v DMSO

Postup:

Do mikrozkumavek dle Eppendorfa bylo odméfeno 495 pl pufru, dale bylo ptidano
za pouZziti Hamiltonovy stfikacky 0,4 pl mikrosomalni jaterni frakce premedikované 48h
B-naftoflavonem (0,05 mg/ml), nakonec bylo odméfeno 5 ul zasobniho roztoku 0,01; 0,1;
1 a 10 uM PhIP. Jako kontrola byl pouzit roztok stejného sloZeni, s tim rozdilem, Ze
obsahoval misto 5 pl zasobniho roztoku PhIP 5 pl DMSO. Nasledné byla zméfena
deethyla¢ni aktivita (viz kap. 3.2.6.).

3.2.7.2. Studium vlivu PhIP na cytochromy P450 v rtiznych ¢asovych intervalech

Roztoky:
Roztok PhlIP: 1 uM PhIP v DMSO

Postup:

Do kazdé ze 2 sklenénych Iékovek (5 ml) bylo odméfeno 1943 ul pufru, dale 31 pl
mikrosomalni jaterni frakce premedikované 48h B-naftoflavonem (1mg/ml), nakonec bylo
ptidano do jedné z lékovek 20 pul 1 uM PhIP, do druhé 20 pl DMSO, tak aby celkovy
objem reak¢ni smési ¢inil 2000 pl. Takto pfipravené smési se byly inkubovéany 10, 25, 40 a
55 minut pfi laboratorni teploté (~25°C) za stalého tfepani. Po uplynuti této doby bylo
odebrano z reakéni smési 400 pl pro immunodetekci CYP1A. Pro méfeni EROD aktivity
bylo odebrano do mikrozkumavky dle Eppendorfa 25 ul a dopInéno pufrem do 500 pl, tak

aby vysledna koncentrace proteint byla 0,05 mg/ml. Nasledné byla zméfena deethylacni

aktivita (viz kap. 3.2.6.).
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3.2.7.3. Studium piidavku NADPH na metabolickou aktivaci PhIP cytochromy
P450

Roztoky:
Roztok PhiP: 1 uM PhIP v DMSO

Systém regenerujici NADPH: 10 mM MgCl,.6H,0

10 mM glukosa-6-fosfat

1 mM NADP

0,5 U.ml™ glukosa-6-fosfat dehydrogenasa
Postup:

Do kazdé ze 2 sklenénych Iékovek (5 ml) bylo napipetovano 1750 ul pufru, dale 31
ul mikrosomalni jaterni frakce premedikované 48h B-naftoflavonem (1mg/ml), do jedné
z lékovek bylo napipetovano 20 pl 1 uM PhIP, do druhé 20 pul DMSO, nakonec bylo
piidano 200 pul generujiciho systému, tak aby celkovy objem reakéni smési ¢inil 2000 pl. Z
takto pripravené smési bylo v ¢asech 0, 15, 30 a 45 minut odebrano 400 ul pro
immunodetekci CYP1A. Pro méfeni EROD aktivity bylo odebrano do mikrozkumavky dle
Eppendorfa 25 ul a doplnéno pufrem do 500 pl, tak aby vysledna koncentrace proteint
byla 0,05 mg/ml. Specificky substrat 7-ethoxyresorufin (5,72 ul zasobniho roztoku) byl
piidan k ziedénému vzorku a poté bylo bez inkubace 3 X 150 ul do jamek mikrotitracni
desticky, do dvou ze tii jamek bylo jesté¢ pfidano 2 pl zasobniho roztoku NADPH.

Fluorescence byla méfena okamzité po piidani NADPH v Sesti 100 sekundovych cyklech.
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4. VYSLEDKY

4.1.1zolace a stanoveni proteinu

Mikrosomalni frakce (MS) byly izolovany z jater potkanii Wistar po premedikaci

chemopreventivni latky B-naftoflavonu nebo karcinogenu PhIP. Stanoveni koncentrace

proteini bylo provedeno pouzitim BCA metody (viz kap. 3.2.3). Ziskané hodnoty jsou

uvedeny Vv tabulce ¢. 1 a 2.

Tab. 1:

Jaterni MS frakce

Cproteinu [mg/ml]

B-naftoflavon 24h
-naftoflavon 48h
B-naftoflavon 72h

33,8
65,1
60,5

Cproteinu — koncentrace proteintl

Tab. 2:

Jaterni MS frakce

Cproteinu [mg/ml]

PhIP1
PhIP2
BNF+PhIP1
BNF+PhIP2

38,8
48,3
39,1
28,1

Cproteinu — Koncentrace proteinti, BNF - B-naftoflavon,

PhIP1 = 50 mg/kg, PhIP2 = 150 mg/kg

4.2. Vyhodnoceni indukce cytochromu P450

Indukéni efekt testovanych latek byl zjistovan pomoci imunochemické detekce

cytochromii P450 na proteinové urovni, dale bylo provadéno meéteni specifické aktivity

cytochromu P450.
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Imunochemicka analyza byla provedena za ucelem zjisténi CYP1A1/2 proteinové
exprese. Vyskyt izoforem CYP1Al a CYP1A2 v jaternich mikrosomalnich frakcich byl
provadén za pouziti Western Blotu (viz kap. 3.2.5.).

Stanoveni aktivity 7-ethoxyresorufin-O-deethylasa (EROD) bylo pouzito pro ziskani
udajui o indukci CYP1A. Tyto enzymy Katalyzuji deethylaci substratu 7-ethoxyresorufinu
na fluorescencni produkt, resorufin. Enzymové aktivity byly stanoveny porovnanim se

standardy resorufinu a pfepocitany na obsah mikrosomalnich proteini ve vzorku (viz kap.
3.2.6).

4.2.1. Indukéni efekt jednorazového podani chemopreventivni latky

Pro pfiblizeni, co moZna nejredln€j$i situaci bézné¢ho Zivota, kdy pfijimadme
Vv potravé 1 chemopreventivni latky, byl proveden pokus jednordzového podani f3-
naftoflavonu p.o. za Gcelem zjisténi induk¢i schopnosti. Prislusné specifické aktivity CYP
byly hodnoceny v jatrech potkana 24, 48 a 72 hodin od p.0. podani B-naftoflavonu.

Vysledkem tohoto pokusu bylo zjisténi silné indukce CYP1AL po 24h premedikaci
B-naftoflavonu (Obr. 9, str. 32). Vysledek byl ziskan ve spolupraci s RNDr. Jitkou
Koblihovou, Ph.D.

O EROD
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1000 A
800 -
600 -
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200 ~

pmol resorufin/min.mg protein

Kontrola 24h 48h 72h
B-Naftoflavon

Obr. 9: Vliv g-naftoflavonu v jdtrech v riznych casovych intervalech po poddni. EROD aktivita byla
stanovena V jaternich mikrosomech z potkana 24, 48 a 72 hodin od jednordzového p.o. podani [-

naftoflavonu. Graf reprezentuje priimérné hodnoty ze tii nezavislych méreni, chybové usecky zndzoriuji

smeérodatnou odchylku.
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4.2.2. Sekvenéni podani

V tomto experimentu byl induktor, tedy B-naftoflavon a karcinogen podavany
postupné. Jako karcinogenni latky bylo pouzito PhIP, ktery reprezentuje potravni
karcinogen. PhIP byl podavan ve dvou davkach, niz$i predstavovala 50 mg/kg télesné
hmotnosti, vyssi 150 mg/kg télesné hmotnosti, byl podavan bud’ samostatné nebo po 72h
od podani induktora B-naftoflavonu.

Obr. 10 (str. 33) znazornuje, ze v jatrech nema B-naftoflavon Zadny ucinek na
zménu EROD aktivity v kombinaci s obémi koncentracemi PhIP — PhIP1 (50 mg/kg
télesné hmotnosti) a PhIP2 (150 mg/kg télesné hmotnosti). Na druhou stranu imunodetekce
CYP1AL/2 ukazuje, ze podani B-naftoflavonu zpisobuje slaby nartist CYP1A1/2 exprese
vV obou piipadech podani PhIP (50mg/kg 1 150mg/kg télesné hmotnosti). Vysledky byly
ziskany ve spolupraci s RNDr. Jitkou Koblihovou, Ph.D.
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Obr. 10: EROD aktivita v jdtrech. Mikrosomy byly isoloviny z potkanich jater po vystaveni -naphtoflavonu
(BNF 72h) a/nebo karcinogenu PhIP (PhIP1 — 50 mg/kg télesné hmotnosti; PhIP2 — 150 mg/kg télesné
hmotnosti). Graf reprezentuje primérné hodnoty ze tii nezdavislych méreni, chybové usecky zndzoriuji

smérodatnou odchylku. Immunodetekce CYP1AL/2 byla provedena v jaternich mikrosomech.
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4.3. Interakce PhIP s cytochromy P450 in vitro

Pouzitim pokusti in vitro byl studovan mozny mechanismus ptisobeni PhIP a jeho
metaboliti na cytochrom P450. Ke studiu bylo pouzito izolovanych mikrosomovych frakci
z potkanich jater premedikovanych p-naftoflavonem. Nejprve byl proveden pokus ke
zjisténi chovani PhIP, zda se jedna o inhibitor, ¢i nikoliv. Pfimy uc¢inek PhIP byl sledovan
béhem inkubace mikrosomu s touto latkou. Pfipadny vliv metabolitd PhIP byl hledan po
soucasném piidani NADPH regenerujiciho systému, ktery umoziuje reakce katalyzované
pravé cytochromy P450. Tyto dil¢i pokusy byly provadény ve dvojim provedeni: 1.
inkubacni systém slouzil jako kontrolni, ptedstavoval inkubaéni stabilizaci (viz kap.
4.3.1), vdalsim pokuse neobsahoval karcinogen (viz kap. 4.3.2) a v posledni studii
predstavoval systém obsahujici PhIP, ale bez kofaktoru (viz kap. 4.3.3). 2. systém byl
detek¢ni. Bylo provadéno méfeni EROD aktivity a imunodetekce pomoci metody Western
blot.
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4.3.1. Studium inhibi¢niho vlivu PhIP na cytochromy P450

Pro urceni inhibi¢nich ucinkd PhIP na cytochromy P450 byla proméfena EROD
aktivita (viz kapitola 3.2.6.) rizné koncentrovanych roztoka PhIP (0,01; 0,1; 1 a 10 uM).
Roztok obsahoval téz mikrosomalni frakce potkannich jater premedikovanych 48h B-
naftoflavon (0,05 mg/ml). Naméfené hodnoty aktivit byly vyneseny do grafu (Obr. 11, str.
35) abyly vztazeny ke kontrole (kontrola = 100%).
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Obr. 11: Viiv PhIP na aktivitu cytochromii P450 14. Naméiené hodnoty EROD aktivit jsou vztazené
na EROD aktivitu kontroly, ktera je povazovana za 100%.

4.3.2. Studium vlivu PhIP na cytochromy P450 v riznych ¢asovych

intervalech

Reakéni smés obsahovala jaterni mikrosomalni frakce premedikované 48h J3-
naftoflavonem (1 mg/ml), dale fosfatovy pufr a PhIP (1 uM), kontrolni vzorky obsahovaly
misto PhIP DMSO. Byla proméfovana EROD aktivita (viz kapitola 3.2.6.) v casovych
intervalech 0, 15, 30 a 45 minut. (Obr. 12, str.36). Také imunochemicka analyza
CYP1A1/2 nezaznamenava vyrazné zmeény v expresi CYP1A1/2 v prub¢hu inkubace.
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Obr. 12: EROD aktivita v riznych casovych intervalech inkubacni smési bez PhIP (A) a s obsahem PhIP
(B). Graf reprezentuje priimerné hodnoty ze dvou méreni, chybové usecky zndzoriuji smérodatnou

odchylku. Imunostanoveni cytochromu P450 141/2.

4.3.3. Studium pfidavku NADPH na metabolickou aktivaci PhIP
cytochromy P450

Inkubace byla opét provadéna ve dvou provedenich, a to za pfitomnosti 1 uM PhIP,

nebo jako kontrolni bez PhIP. Stanoveni EROD aktivity bylo téZ provadéno dvojim

zpusobem, s ptidavkem nebo bez pfiddni NADPH.

Reakéni smés obsahovala jaterni mikrosomalni frakce premedikované 48h

B-

naftoflavonem (1 mg/ml), dale fosfatovy pufr, PhIP bylo ptfiddno DMSO, posledni soucasti

reakéni smési byl NADPH regenerujici systém.
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Obr. 13: EROD aktivity v riiznych casovych intervalech inkubacni smési bez PhIP (4, C) a s obsahem
PhIP (B, D) s piidavkem NADPH (C,D). Graf reprezentuje priuimérné hodnoty ze dvou méreni, chybové

useCky znazoriuji smerodatnou odchylku. Imunostanoveni cytochromu P450 141/2.
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5. DISKUZE

Chemopreventivni  latky, mezi néz fadime  pfedev§im flavonoidy,
jsou vSeobecné povazovany za latky zdravi prospésné. Pokud se na né podivame i z
druhého pohledu, jsou to latky, které mohou inhibovat ¢i stimulovat aktivity vétSiny
cytochromti P450, rovnéz jsou ale schopny indukovat expresi urcitych cytochromii P450.
Takovato indukce CYP miize stimulovat metabolickou aktivaci prekarcinogent, a tim
zvysit riziko vzniku rakoviny [50].

Prvni studie byla zamétfena na sledovani indukéniho efektu jednordzového podani
nizké davky chemopreventivni latky, jmenovité B-naftoflavonu, na cytochromy P450. Byla
stanovena proteinova exprese pomoci metody Western blot a aktivita CYP1A1/2 za pouziti
specifického substratu 7-ethoxyresorufinu. B-naftoflavon byl potkanim podan p.o. gavazi
do zaludku v ¢asovém rozmezi 24, 48 a 72h. Z vysledka (Obr. 9, str. 32) je patrné, ze k
nejsilngjsi indukci CYP1A dochazi po 24h premedikaci B-naftoflavonu.

V dal$im experimentu byl induktor, B-naftoflavon a potravni karcinogen PhIP
podavany postupné. Pokud jsou totiz latky, jak karcinogen, tak chemopreventivni latka
podany najednou, chemopreventivni latka mtize inhibovat karcinogen a dokézat tak svij
pozitivni vliv. Hlavnim cilem této casti pokusu bylo zjisténi, zda opravdu zavisi na potradi
podani chemopreventivni latky a karcinogenu a zda miize v pripad¢ postupného podani mit
naopak negativni vliv a zvySovat aktivitu karcinogenu. Toto postupné podani se téz da
piirovnat k realné situaci bézného zivota. Chemopreventivni latky se uzivaji za ucelem
snizeni efektu karcinogenich latek, kterym je ¢lovék exponovan. Na zaklad¢é vysledka z
piedchoziho experimentu byl vybran interval 72h mezi jednotlivymi podanimi. Casovy
interval byl zvolen tak, aby byl induk¢ni efekt zachovéan a aby se zabranilo mozné inhibici
aktivacnich enzymi zplsobené ptitomnosti chemopreventivni latky. Vysledky v ptipadé
tohoto sekvenéniho podani B-naftoflavonu a nasledné karcinogenniho PhIP nejsou
jednozna¢né. Podani B-naftoflavonu v kombinaci s obéma davkami PhIP (50 mg/kg a 150
mg/kg télesné hmotnosti) nemélo vyrazny vliv na EROD aktivitu, naopak imunodetekci
bylo zjisténo zvyseni exprese CYP1A1/2 vlivem podani B-naftoflavonu i PhIP (Obr. 10,
str. 33). Z téchto vysledki muzeme vyvodit, Ze po podani B-naftoflavonu dochazi ke
zvySeni exprese CYP1A, nedochazi vSak ke zvySovani aktivity téchto enzymi. A tudiz

nedochazi ke zvySeni metabolické aktivace PhIP.
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K objasnéni nejednoznac¢nych vysledki z ptredchozi studie, byly provedeny pokusy
in vitro. V prvni fad¢ byl sledovan chrakter i¢inku PhIP na cytochromy P450. Z vysledki
(Obr. 11, str. 35) vyplyva, ze G¢inek PhIP neni vyrazné€ inhibi¢ni ¢i stimula¢ni, proto byla
provedena dalsi studie in vitro, ve které jsme se snazili objasnit vliv PhIP na cytochromy
P450 v rbznych casovych intervalech. V reakéni smési byly inkubovany jaterni
mikrosomalni frakce premedikované B-naftoflavonem, a PhIP. V prubéhu inkubace byla
prométovana v uréitych casovych intervalech EROD aktivita, u které nebyly v prubéhu
experimentu zaznamenany vyrazné zmeény, spiSe dochazelo ke stabilizaci systému. Také
imunochemickou analyzou nebyly nezaznamenany vyrazné zmény v expresi CYP1A1/2.

Poslednim pokusem byla studie ptidavku NADPH na metabolickou aktivaci PhIP
cytochromy P450. Pii této inkubaci reakéni smés jiz obsahovala NADPH dodané
regenerujicim systémem, pieména substratu 7-ethoxyresorufinu na vysledky produkt
resorufin vykazujici fluorescenci, nemusela byt tudiZ iniciovana pfidanim dalsiho NADPH,
tak jak je u této metody pravidlem. Pro piipad, Ze by se NADPH dodané regenerujicim
systémem spotiebovalo pii piipadné metabolické aktivaci PhIP, bylo systému v paralelnim
méfeni dodano navic NADPH a byla zméfena EROD aktivita. Z (Obr. 13, str. 37) lze
vyCist, ze v pfipad¢ inkubace reak¢ni smési s PhIP bez ptidavku dalsitho NADPH dochazi
ke snizeni deethylasové aktivity.

Nejasné vysledky experimentt in vitro mohou byt dany kratkymi ¢asovymi tseky
inkubace, pii kterych se vliv PhIP na cytochromy P450 nestihl projevit.
Dalsim markerem pro posuzovani rizika vzniku rakoviny je mnozstvi aduktii karcinogenu s
DNA. Tvorba aduktti karcinogenu s DNA se obecné¢ povazuje za dulezity genotoxicky
krok v procesu iniciace karcinogeneze. Karcinogeny, jako PhIP, jsou enzymové
biotransformovany in vivo, coz mize vést jak k aktivaci, tak detoxikaci téchto latek.
Potencialni vliv flavonoidi indukovat adukty karcinogenu s DNA byl stanoven podle
Singh a spol. (2010) [72] technikou kapalinové chromatografie s pfepinanim kolon ve
spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii prof. RNDr. Marii Stiborovou, DrSc. v
Némeckém centru pro vyzkum rakoviny v Heidelbergu. Tab. 3 (str. 40) ukazuje mnozstvi
adukt PhIP s DNA [73].
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Hodnoty ziskané touto metodou velmi dobie odpovidaji vysledkim ziskanych z
imunochemické analyzi a méfeni specifickych aktivit, ve kterych premedikace -

naftoflavonem vyznamné nezvysila zadné sledované hodnoty oproti samotnému podani

PhIP.

Tab. 4: Mnozstvi adduktzz PhIP s DNA

Vzorek DNA (jatra) RAL
PhIP1 64,90
PhIP2 163,35
BNF+PhIP1 81,25
BNF+PhIP2 187,05

RAL —,, relative adduct labelling per 10° nucleosides* [73]

Vysledkem této studie je zjisténi, Zze sekven¢ni podani chemopreventivni latky a
karcinogenu nemusi Mit vyrazny negativni vliv na vyvoj nadorového onemocnéni.
V budoucnu budou provedeny dalsi studic pro upiesnéni spravného podavani

chemopreventivnich latek.
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6. ZAVER

e Laboratorni potkani byly premedikovani p.o. chemopreventivni latkou a/nebo
karcinogenem v riznych ¢asovych intervalech a mikrosomalni frakce byly

izolovany z jater téchto zvirat

e Indukce cytochromi P450 1A1/2 v jaternich mikrosomech po podani

chemopreventivni latky byla nejsilngjsi 24h po premedikaci

e Imunochemicka analyza metodou Western blot prokazala slaby nartst
CYP1A1/2 exprese v sekvencnim podani chemopreventivni latky a

karcinogenu

e Experimenty in vitro neprokazaly vyrazny inhibi¢ni ¢i stimula¢ni u¢inek

karcinogenu na cytochromy P450

e Nepodatilo se objasnit vliv karcinogenu na cytochromy P450 v riznych

¢asovych intervalech

e Zvolenymi metodami nebylo prokazano, ze by mé¢l pridavek NADPH vliv na

metabolickou aktivaci karcinogenu cytochromy P450
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7.SEZNAM ZKRATEK

AaC

AhR

BaP

BCA
BCIP/NBT
BIS

BNF

CYP
DMSO
DNA
EROD
HCA
2-ME
Mel QX
MFO
MS
NADPH
PAGE
PAH
PBS
PhIP
p.o.
PVDF
R

RAL
ROH
SDS
TEMED
Tris
uv

2-amino-9Hpyrido[2,3-b]indol

aryl uhlovodikovy receptor

benzo[a]pyren

hovézi sérovy albumin

5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat/nitro blue tetrazolium
N,N’-methylenbisakrylamid

B-naftoflavone

cytochrom P450

dimethyl sulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
7-ethoxyresorufin-O-deethylace
heterocyklické aminy

2-merkaptoethanol
2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxalin
oxidasa se smisenou funkci

mikrosomalni frakce

redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
polycyklické aromatické uhlovodiky

fosfatovy pufr
2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin
peroralni podani

polyvinyliden fluorid

substrat

relative adduct labelling

hydroxylovany substrat

dodecylsulfat sodny
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultrafialové
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viv

w/v

objem kapalné latky v kone¢ném objemu roztoku

hmotnost rozpusténé latky v kone¢ném objemu roztoku
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