Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biochemie
Studijni obor: Biochemie

Michaela Bebova

Dopliiky stravy jako modulatory aktivace potravnich
karcinogenu, II. faze biotransformace

Food Supplements as Activation Modulators of Food Carcinogens,
Phase Il Metabolism

Bakalarska prace
Vedouci bakalarské prace: prof. RNDr. Petr Hodek, CSc.

Praha, 2012



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracovala samostatné pod vedenim
mého Skolitele prof. RNDr. Petra Hodka, CSc. a vSechny pouzité prameny jsem fadné

ocitovala. Tato prace ani jeji podstatnd ¢ast nebyla piedlozena k ziskéni stejného nebo

jiného akademického titulu.

V Prazedne .................. Podpis..................



Podéekovani

Timto bych rada podékovala svému Skoliteli panu prof. RNDr. Petru Hodkovi,
CSc. za cenné rady, trpé€livost a ¢as, ktery mi vénoval pfi vypracovani této bakalarské

prace. Dale bych chtéla podékovat své rodiné a piatelim za cenné rady a psychickou
podporu.



Abstrakt

Heterocyklické aromatické aminy (HAA) jsou zastupci karcinogennich a
mutagennich latek, které vznikaji pfi tepelné upravé masa vcetné ryb, zejména pii smazeni
a grilovani. V organismu muze dochazet po vstupu téchto cizorodych latek k jejich
metabolické aktivaci na latky s vyssi toxicitou ¢i karcinogennim potencialem. Vedle
enzymu prvni faze biotransformace se tohoto procesu ucastni i enzymy druhé faze
biotransformace, zejména sulfotransferasy (SULT) a N-acetyltransferasy (NAT). Protoze
mohou byt tyto enzymy inducibilni, mize prostfednictvim jinych latek obsazenych
v potravé dochazet k jejich indukci. Vyznamnymi induktory jsou néktefi zastupci
flavonoidnich latek - genistein, biochanin A a -naftoflavon. U téchto latek byla prokazana
schopnost indukovat tvorbu sulfotransferas v podminkach in vitro a in vivo. Zvysené
mnozstvi enzyml muze vést k podpofe metabolické aktivace prokarcinogent za vzniku
vétsitho mnozstvi adukti s DNA, coZ mé za nasledek rozvoj karcinogeneze. Pro vyzkum
indukce potkanich enzymi rSULT a rNAT byly navrZzeny peptidy, které poslouZzi
k produkci protilatek vhodnych pro jejich imunodetekci.

Klicova slova: potravni karcinogeny, sulfotransferasy, N-acetyltransferasy



Abstract

Heterocyclic aromatic amines (HAA) are representatives of carcinogenic and mutagenic
compounds formed when muscle meat, including fish, is cooked, especially by frying and
grilling. When these xenobiotic compounds enter the organism, they may be activated by
metabolism into compounds with higher toxicity or carcinogenic potencial. Besides the
enzymes of the phase | metabolism also the enzymes of the phase Il metabolism mainly
sulfotransferases (SULT) and N-acetyltransferases (NAT) may participate. Because these
enzymes may be inducible their induction may be caused by other compounds present in
food. Important inductors are some representatives of flavonoids - genistein, biochanin A
and R-naphtoflavone. These compounds have been proven to be able to to induce
formation of sulfotransferases in vivo and in vitro conditions. An increased amount of
enzymes may lead to the support of metabolic activation of procarcinogens, resulting in an
increased formation of DNA aducts, causing development of carcinogenesis. For the
research of induction of rat enzymes, rSULT and rNAT peptides were proposed that will

be used for the production of antibodies suitable for their immunodetection.
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CiL PRACE

Velkou skupinu karcinogennich slouéenin tvofi potravni Kkarcinogeny a
prokarcinogeny, které jsou v gastrointestinalnim traktu metabolizovany a aktivovany
enzymy prvni a druhé faze biotransformace. Cilem této bakaldiské prace je soustiedit
literarni data a na zaklad¢é nich charakterizovat dvé hlavni skupiny enzymu druhé faze
biotransformace, které se zucastiiuji metabolické aktivace prokarcinogent, sulfotransferasy
(SULT) a N-acetyltransferasy (NAT). Prace se zaméfuje na ty formy enzymu, které
metabolizuji xenobiotika (potravni karcinogeny), jsou inducibilni a nachazeji se
v gastrointestinalnim traktu. Pro vyzkum jejich inducibility jsou na zaklad¢ jejich
proteinovych sekvenci navrzeny peptidy, které poslouzi k produkci protilatek vhodnych

pro jejich imunodetekci.



SEZNAM ZKRATEK

4-ABP 4-aminobifenyl

4-OH-PL 4-hydroxypropanolol

AaC 2-amino-9H-pyridol[2,3-b]indol

AAF acetylaminofluoren

AF aminofluoren

AlA aminoimidazoareny

AMK aminokyselina

ATP adenosintrifosfat

BSA hovézi sérovy albumin

Caco-2 bunécna kultura lidskych, intestindlnich rakovinnych bunék

(,,intestinal carcinoma cells®)

CHST sacharidova sulfotransferasa (,,carbohydrate sulfotransferase®)
CYP cytochrom P450

DDS diallyl disulfid

DEX dexamethason

DHEA dehydroepiandrosteron

DNA deoxyribonukleova kyselina

DS diallyl sulfid

El estron

E2 17B-estradiol

EPO eozinofilni peroxidasy

FAD flavinadenindinukleotid

FMO flavinové monooxygenasy

GIT gastrointestinalni trakt

Glu-P-2 2-aminodipyrido[1,2-a:3,2-d]imidazol

GST glutathion-S-transferasy

HAA heterocyklické aromatické aminy

Hep G2 bunécna kultura lidskych, jaternich rakovinnych bun¢k

(,,cultured human hepatic carcinoma cells*)
HOX oxokyseliny halogena

HPLC vysokouéinna kapalinova chromatografie



IARC

1Q

KLH
KMBC
LPO
MeAaC
MelQ
MelQx
MFO
MPO
M-PST
mMRNA
NADH
NAT
NATP
N-OH-AAF
N-OH-PhIP
NOR
OVA
PABA
PAPS
PCN
PhIP
PHS
PST
RSA
ST
SULT
T3
TCDD
TL

(,,high-performance liquid chromatography*)
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
(,,Internacional Agency for Research on Cancer)
2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolin

hemocyanin dérnatky obrovské

bunécna kultura lidskych rakovinnych bunék zluc¢ovodu
laktoperoxidasy
2-amino-3-methyl-9H-pyridol[2,3-b]indol
2-amino-3,4-dimethylimidazol[4,5-f]chinolin
2-amino-3,4-dimethylimidazol[4,5-f]chinoxalin

systém monooxygenas se smisenou funkei (,,mixed function oxidase*)
myeloperoxidasy

sulfotransferasa sulfatujici katecholaminy

medidtorova RNA (,,messenger RNA*)
nikotinamidadenindinukleotid

N-acetyltransferasy

pseudogen N-acetyltransferasy
N-hydroxy-2-acetylaminofluoren
N-hydroxy-2-amino-1-methyl-6-fenylimidazol[4,5-b]pyridin
Néarodni onkologicky registr

ovalbumin

kyselina p-aminobenzoovéa
3-fosfoadenosyl-5-fosfosulfat
pregnenolon-16a-karbonitril
2-amino-1-methyl-6-fenylimidazol[4,5-b]pyridin
prostaglandin-H synthasy

cytosolické sulfotransferasy (,,phenol sulfotransferase®)
krali¢i sérovy albumin

sulfotransferasa

sulfotransferasa

3,3,5-trijodthyronin
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

termolabilni sulfotransferasa



TPO thyroidni peroxidasy

TPST tyrosylproteinova sulfotransferasa
TS termostabilni sulfotransferasa
UGT UDP-glukuronosyltransferasa
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1. UVOD

Jedna z prvnich informaci o vlivu chemickych latek na zdravi ¢lovéka pochazi
z roku 1567 a tykala se hornikti v rakouskych dolech. Paracelsus piedpokladal, ze ptic¢inou
jejich $patného zdravotniho stavu, ktery popsal jako ,,chfadnuti“, by mohl byt arzen,
obsazeny v rudach. I kdyz ptedpoklad nebyl uplné spravny, protoze pravou pticinou byla
radioaktivita radonu, byl prvni, kdo povazoval chemickou latku za pti¢inu nemoci dnes
zname jako rakovina [1]. Od té doby se s diagndzou rakoviny potyka stale vice lidi.
Epidemiologické studie prokazuji, ze vyskyt rakoviny ve svété stile nartistd. PEti az
desetinasobné vzrostl vyskyt rakoviny prsu, zaludku a tlustého stieva. Zivotni styl,
koufeni, stravovani a zneciSténi Zivotniho prostiedi maji pravdépodobné mnohem
z4sadn&jsi vliv na vyskyt onemocnéni nez genetické faktory [2]. Podle Ustavu
zdravotnickych informaci a statistik CR bylo v roce 2009 do Narodniho onkologického
registru CR (NOR) nové nahlageno pies sedmdesat tisic piipadii zhoubnych novotvari a
novotvarti in situ, z toho kolem &tyficeti tisic pfipadii u muzi. Celkem bylo v CR za
obdobi existence registru, tedy mezi roky 1976 az 2009 evidovano 1 783 009 novotvarl u

celkem jeden a ptl milionu osob [3] (viz obr. 1).
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Obr. 1: Vyvoj incidence zhoubnych novotvari u muzd a zen (1985-2009) (pfevzato a
upraveno z [3])
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V posledni dob¢ se zvysila obliba konzumace grilovaného a smazené¢ho masa. Pti
tomto zplsobu pfipravy dochazi ke vzniku chemickych karcinogeni vcetné
heterocyklickych aromatickych amind, které byly poprvé identifikovany v 70. letech
profesorem Sugimurou v Japonsku [4]. Epidemiologické studie spojuji pravidelnou
konzumaci takto upraveného masa se zvySujicim se vyskytem rakoviny tlustého streva a
kone¢niku [5]. Své€tové organizace se snazi upozorfiovat na problematiku rostouci
incidence rakoviny ve svété, a tak Americka spolec¢nost pro rakovinu (American Cancer
Society) vydala smérnice v rdmci prevence rakoviny, doporucujici dostate¢nou fyzickou
aktivitu a zdravou stravu. Mezi hlavni body tykajici se kvalitniho nutri¢niho piijmu patii
konzumace dostatecného mnozstvi zeleniny a ovoce a diraz na ptevahu rostlinnych
produktt v ramci denniho ptijmu [6].

Jelikoz je karcinogeneze mnohastupniovy proces, je dilezitou soucasti prevence
vzniku rakoviny blokace karcinogennich procesi V riznych fazich jejiho vyvoje a to pravé
jiz zminénou stravou, latkami obsazenymi v potravnich dopliicich, nebo latkami
syntetickymi. Takovéto prospésné slouceniny, které zasahuji do karcinogennich proces,
se nazyvaji chemopreventivni a mohou mit G¢inky na riznych urovnich: antioxidacni
ucinky proti volnym radikalim, zabraiiovani nezadoucich u€ink zanétlivych procest,
blokace aktivace karcinogenti nebo zvyseni jejich detoxikace [7].

Nejpouzivangj§imi latkami v chemoprevenci jsou v posledni dobé fytochemikalie.
Fytochemikalie jsou bioaktivni slouceniny rostlinného pivodu bez nutri¢ni hodnoty, které
obsahuji ochranné latky a jsou schopné ovliviiovat aktivitu enzym v ramci
biotransformace. Jsou obsazeny v zelening, ovoci a dalsi rostlinné potravé [8]. Jelikoz se
jedna o latky pfijimané vyhradné ordlni cestou, je dulezité studovat, jakymi reakcemi tyto
latky prochézeji v procesu traveni a porozumét celkovému metabolismu a biotransformaci
spolu s jejich interakcemi s enzymy a s ostatnimi latkami, pfijimanymi v potravé, jako jsou
napf. vySe zminéné heterocyklické aromatické aminy. DlleZitym mistem této interakce je
gastrointestinalni trakt, kde dochazi slozitymi mechanismy k regulaci dostupnosti Zivin,
které odtud piestupuji do krve. Reakce, které probihaji mezi pfijimanymi latkami,
metabolity a enzymy mohou pusobit na rovnovahu mezi detoxika¢nimi a toxika¢nimi
procesy v ramci metabolismu. Pak se i pivodné chemopreventivni latka muze stat

nevhodné pusobici ¢i dokonce latkou toxickou.
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2. KARCINOGENEZE A CHEMICKE KARCINOGENY

Chemické karcinogeny jsou vétSinou organické nebo anorganické chemické
slouCeniny, které jsou schopné vytvaret adukty s DNA, piipadné jejich metabolismem
vznikaji volné kyslikové radikaly reagujici s DNA [9]. Vznik téchto adukti ma za
nasledek vznik toxickych uc¢inkt, které mohou byt teratogenni, mutagenni a karcinogenni.
Karcinogeny lze rozdé€lit do dvou skupin, podle toho, zda pisobi nebo neplisobi
genotoxicky:

o Genotoxické karcinogeny mohou ménit genetické informace (mutace gend,
chromozoml nebo genomu). Nejzavaznéjsi jsou poruchy genl pro proteiny,
které se podileji na pfenosu signald, kontrole exprese genil, regulaci bunécného
cyklu a apoptézy.

o Epigenetické karcinogeny nereaguji piimo s DNA. Uplatiiuji se zde tzv.
kokarcinogeny, které potencuji vliv karcinogenl, napf. nckteré hormony
(estrogen) [10].

Karcinogenni Uc¢inky jsou obecné charakteristické tim, ze vyvolavaji nadmérné bujeni
bunék a tkani vedouci k tvorbé nadori. Cim vice je ¢lovék exponovan karcinogennim
Cinitelam, tim dfive a vice poruch vznikd. Pokud je jiz néjaky gen zatizen genetickou
dispozici, muze byt karcinogeneze zna¢n¢ urychlena [11].

Teratogeny jsou latky, které zpisobuji morfologické a funkéni odchylky
Vv embryonalnim vyboji jedince. Cisty teratogen ti¢inkuje bez zmény genotypu a méni se
jen fenotyp. Mezi teratogenni latky patii napt. nékterd 1éCiva (tetracyklin, cytostatika) a
dalsi chemické latky jako ethanol, toluen aj.[10].

Podle oficialni databaze, ktera je vedena Mezinarodni agenturou pro vyzkum
rakoviny (Internacional Agency for Research on Cancer, IARC), jsou karcinogeny a

potencialni karcinogeny déleny do 4 skupin [12]:

Skupina 1 Latka je prokazany karcinogen pro ¢lovéka (napi. benzo[a]pyren)

Skupina 2A  Latka je pravdépodobny karcinogen pro ¢lovéka (napf. 2-amino-3-
methylimidazo[4,5-f]chinolin (1Q))

Skupina 2B  Latka je mozny karcinogen pro ¢loveka (napf. naftalen, styren)

Skupina 3 Latku nelze klasifikovat jako karcinogen pro ¢lovéka (napt. kofein)

Skupina 4 Latka pravdépodobné neni karcinogenem pro ¢loveéka (napf.

kaprolaktam)

13



Pii vyzkumu rakoviny na zvifecich modelech jsou c¢asto pouzivany jednotlivé
potencialni karcinogeny ve vysSich davkach, nez je realna expozice, avSak kombinace
vn¢jSich a vnitinich faktort plisobicich na ¢lovéka je dlouhodoby proces, trvajici nekolik
desitek let. Dosud bylo identifikovano ptes 3000 karcinogennich sloucenin a jejich pocet
bude pravdépodobné narustat [9]. V ramci narodniho toxikologického programu (National
Toxicology Program) je v USA vydavan seznam prokazanych chemickych karcinogent a
latek, které jsou podezielé z karcinogennich uéinka (Report on Carcinogens). V soucasné
dob¢ je kdispozici jiz dvanactd aktualizace. Seznam obsahuje zakladni popis a

charakteristiku latek, informace o vyzkumu, apod. [13].

2.1 Karcinogeny v potravé

Nekteré latky v potravé napt. aflatoxiny, polycyklické aromatické uhlovodiky nebo
heterocyklické aromatické aminy mohou piispét ke karcinogennim procesum a proto
dilezitym faktorem pro zdravi je vylouceni téchto latek z potravy. Karcinogenita u
organickych sloucenin v potravé je Casto zpusobena urCitou strukturou a funkénimi
skupinami slouéeniny. Karcinogeny se v potravé mohou vyskytovat pfirozené, vznikat pii
tepelném nebo technologickém zpracovani potravy anebo mohou byt potraviny
kontaminovany z okoli. Slou¢eniny se vétsinou vyskytuji ve velmi malém mnozstvi a jako
individudlni latky nepfedstavuji vyznamn&jsi riziko pro vznik nadord. Uginky viech
pfijimanych karcinogeni se ale s¢itaji a poruchy DNA se hromadi, takze dusledky

plsobeni karcinogennich latek se dostavuji aZ po delsi dobé [9].

2.2 Heterocyklické aromatické aminy

Heterocyklické aromatické aminy (HAA) jsou skupinou karcinogennich a také
mutagennich latek, které vznikaji pfi tepelné praveé masa vcetné ryb, zejména pii smazeni
a grilovani [14]. Navic se také nachézeji v dymu vznikajicim p#i grilovani [15] a v
tabakovém koufi [16].

Bylo identifikovano vice jak 20 riznych heterocyklickych aminu, které lze rozdélit
na dvé tfidy. Prvni tfida HAA vnikéd procesem pyrolyzy jednotlivych aminokyselin jako
tryptofan, glutamové kyselina nebo fenylalanin pfi teploté nad 250 °C. Vysoka teplota pfi

pyrolyze zptsobuje tvorbu deaminovanych a dekarboxylovanych aminokyselin, které
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spolu s reaktivnimi fragmenty volnych radikali tvofi heterocyklickou strukturu [17].
Pyrolytické HAA zahrnuji pét strukturné odlisSnych skupin: pyridoindoly, pyridoimidazoly,
fenylpyridiny, tetraazofluranteny a benzimidazoly, z nichz nejvyznamnéj§imi zastupci
jsou: 2-amino-9H-pyridol[2,3-b]indol (AaC), 2-amino-3-methyl-9H-pyridol[2,3-b]indol
(MeAoC) a 2-aminodipyrido[1,2-a:3,2-d]imidazol (Glu-P-2). Pii vysokych teplotach
doprovazejicich koufeni cigaret také dochazi k tvorbé pyrolytickych HAA, nejvice AaC a
MeAaC [18].

Druhd tfida HAA, aminoimidazoareny (AIA), se vytvaii pii pfipravé masa pii
teplotach v rozmezi 150-250 °C, tedy Castéji pii bézné piipravé v domacnosti. Prekurzory
téchto heterocyklickych amind jsou aminokyseliny, sacharidy a kreatin [19]. Mnozstvi
vytvotenych polycyklickych aromatickych aminli zélezi na typu pfipravovaného masa, na
zpusobu ptipravy a dobé zpracovani. Pfi smazeni a grilovani vznikd nejvice HAA, zatimco
pii opékani a vafeni vznika téchto slouc¢enin méné. Mezi nejhojnéjsi aminoimidazoareny
patii 2-amino-1-methyl-6-fenylimidazol[4,5-b]pyridin (PhIP), 2-amino-3-
methylimidazo[4,5-f]chinolin (I1Q) a 2-amino-3,4-dimethylimidazol[4,5-f]chinolin (MelQ),
jejichz struktury jsou znazornény na obr. 2.

Jak uz bylo uvedeno v Uvodu této kapitoly, Mezinarodni spole¢nost pro vyzkum
rakoviny (IARC) klasifikuje karcinogeny a potencialni karcinogeny do 5 skupin. Devét
zastupcd HAA je klasifikovano jako ,,pravdépodobné karcinogeny* skupiny 2B a 2-amino-

3- methylimidazo[4,5-f]chinolin (IQ) jako ,,pravdépodobny karcinogen® skupiny 2A [20].

?"3
=

| NH.

N CHj N CHj

x>
N

PhiIP MeIQ

Obr. 2: Struktura PhIP, 1Q a MelQ (pfevzato a upraveno z webovych strdnek National
Cancer Center Research Institute, USA)
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3. BIOTRANSFORMACE XENOBIOTIK

Organismy jsou neustale vystavovany vnéjsim fyzikalnim, biologickym a
chemickym vlivim, které mohou ovliviiovat pfirozené fyziologické pochody Zzivych
organismi. Pravé cizorodé chemické latky, které se piirozené nevyskytuji v organismu, se
nazyvaji xenobiotika a patii mezi n¢ hlavné 1é¢iva, potravni aditiva a polutanty Zivotniho
prostiedi. Xenobiotika se do krve organismii mohou dostat tfemi zplsoby: travicim
ustrojim (zaludek, stfeva) dychacim tstrojim (nosni sliznice, pradusky, plice) nebo
pokozkou. Nasledny transport do tkani a k cilovym buiikkam je zprostiedkovan hlavné
volnou a pasivni difazi, dale aktivnim transportem nebo endocytdzou [21].

Neéktera xenobiotika jsou latky lipofilni povahy, které je tifeba v procesu
metabolismu biotransformovat na hydrofilni slou¢eniny. Biotransformace je tedy
souhrnem biochemickych reakci, kterymi jsou xenobiotika ale i endogenni latky
preménovany za katalyzy enzymu na metabolity, které jsou pfipravené k exkreci. Hlavnimi
organy biotransformace jsou jatra, ledviny a gastrointestinalni trakt [22].

Jsou tfi mozné zpusoby interakce organismu s témito latkami. Prvni moZnosti je
detoxikace chemickymi reakcemi na metabolity, které jsou na konci tohoto procesu
exkretovany z té€la moci, stolici, potem nebo vydechovanym vzduchem. N¢které latky se
vlivem metabolické pfemény mohou stat metabolity s toxictéjsim ucinkem neZ jejich
prekurzor a podléhaji misto detoxikace tzv. aktivaci [10]. Aktiva¢ni a detoxikaéni procesy
nelze od sebe vzajemné oddélit, protoZe tentyZ enzym se miiZze podilet na detoxikaci jedné
chemické latky a zaroven zpusobit aktivaci jiné latky [23]. Druhou moznosti je akumulace
xenobiotika v organismu pficemz nasledky se mohou projevit az po dlouhé dobé. Treti
moznosti je, ze organismus chemicky neinteraguje s xenobiotikem, a to je nasledné
vylouceno v pivodni form¢, tedy v metabolicky nezménéné podobé [10].

U eukaryotickych organismi jsou rozliSovany dvé hlavni faze biotransformace.
V prvni  fazi zpravidla vznikaji nebo se odkryvaji chemicky reaktivni skupiny.
Prostfednictvim téchto skupin pak dochazi ke konjugaci s endogennimi latkami ve druhé
fazi (napf. s kys. glukuronovou, glutathionem, cysteinem atd.). Vzniklé konjugaty jsou jiz

vice rozpustné ve vode a snaze vylucitelné nez pivodni latky [22].
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3.1 1. faze biotransformace

1. féze biotransformace chemickych latek, casto oznaCovana také jako faze
derivatiza¢ni, zahrnuje zejména reakce oxidacni, hydroxylacni, dealkyla¢ni, redukéni a
hydrolytické, které probihaji hlavné v endoplasmatickém retikulu bunék. Béhem této faze
dochazi k odkryti nebo zavedeni polarnich skupin (napt. -OH, -COOH, -NH, atd.) a
dochazi tak ke zvySeni hydrofility vstupujici latky. Reakce 1. faze katalyzuje fada enzymd,
Z nichz nejdalezitéjsi jsou cytochromy P450, dale peroxidasy, flavinové monooxygenasy,

monoaminoxidasy, alkoholdehydrogenasy a dalsi.

3.1.1 Cytochromy P450

Mezi nejdulezitéjsi reakce patii oxidace prostifednictvim tzv. systému oxidas se
smisenou funkci (MFO zangl. Mixed Function Oxidase), coz je soubor enzymu
katalyzujicich oxida¢ni, oxygenaéni, popf. redukéni reakce a u eukaryot se nachazi v
membrané hladkého endoplasmatického retikula bunék [23]. Klicovymi enzymy této faze
a soucasné¢ MFO jsou cytochromy P450 (CYP). Termin CYP oznacuje skupinu
membranovych hemoproteint, které maji ve své molekule vazan nekovalentni vazkou
protoporfyrin IX. Ten je ¢asteéné vazan hydrofobnimi silami a zaroven prostfednictvim
thiolatové siry sulfhydrylové skupiny cysteinu, pfitomné v aktivnim centru enzymu, ktery
tvoii paty ligand Zeleza protoporfyrinu [24].

CYP se vyskytuji v riznych isoformach, které se fadi podle genetické homologie
do rodin (> 40% homologie) a podrodin (> 60% homologie) [25]. Rodina se oznacuje
arabskou C¢islici napf. CYPI, podrodina velkym tiskacim pismenem napf. CYPIA.
Jednotlivé isoformy jsou pak opét ocislovany napt. CYP1A2. V soucasné dobé je znamo
vice jak 11 000 sekvenci, z toho 620 rodin (40 piipada na Homo sapiens) [26].

Vyskyt cytochromti P450 v jednotlivych tk&nich neni stejny a to jak v ramci
jednoho organismu, tak obecné v lidskych tkanich. Cytochromy P450 jsou nejvice
obsazeny v jatrech, dale pak v ledvinach, plicich, tlustém stievé, kazi, mozku a
nadledvinkéach [24]. Obsah v lidskych tkanich zavisi také na faktorech jako vek, Zivotni
styl (napf. konzumace alkoholu a kouteni) nebo geneticky polymorfismus (vyskyt vice jak
dvou alel v genu pro dany znak v rdmci populace, ktery neni nahodny, ale postihuje vice
jak 1% jedinci).

17



Cytochromy P450 metabolizuji endogenni molekuly (napf. steroidni latky a
prostaglandiny) a také se Sirokou Skdlu xenobiotik, vcetné 1éCiv. Negativni vlastnosti je
jejich schopnost oxidovat prokarcinogeny v ramci metabolické aktivace na jejich vysoce
reaktivni elektrofilni formy, které mohou kovalentné modifikovat DNA [27]. Za tyto
reakce je zodpovédna hlavné podrodina CYP1A, ktera ma dva ¢leny CYP1A1 a CYP1A2
[28]. Napt. aromatické aminy jsou metabolicky aktivovany CYP1A2, zatimco
polycyklické aromatické uhlovodiky jsou aktivovdny CYP1ALl. Dale se zucastiuje
aktivace enzymy CYP1B1 [29], CYP2E1 [30], CYP3A4 [31], 2A6 a 2B6 [32].

3.1.2 Peroxidasy

Peroxidasy jsou stejn¢ jako cytochromy P450 hemové enzymy, maji vSak atom
zeleza v oxida¢nim stavu +III (tvoii tzv. hemin, ferriprotopofyrin IX). Tyto enzymy
oxiduji pomoci peroxidu vodiku endogenni latky napt. thyroidni hormony a také néktera
xenobiotika jako napf. aromatické aminy a azobarviva. Typickou vlastnosti peroxidas je
schopnost katalyzovat nejriznéj$i typy reakci: halogenace, oxida¢ni kondenzace
aromatickych amint, dekarboxyla¢ni reakce, hydroxylace aj. [33]. Nachazeji se
Vv rostlindch, nizSich houbach (napt. kvasinky) a vzacnéji v zivocisnych tkanich.

Mezi peroxidasy vyskytujici se v lidském organismu patii n€kolik ¢lent, lisici se
lokalizaci a substratovou specifitou, kterd je obecné znacné Sirokd. Myeloperoxidasy
(MPO) se nachazeji v neutrofilnich leukocytech a katalyzuji oxidaci halogenidu za vzniku
oxokyselin halogenti (HOX). Podili se také na katalyze procesti vedoucich k chemicke
karcinogenezi. V rdmci vyzkumu provedeném na bunkach HL-60 (bunécna linie z kostni
diené zasazené leukémii) doslo po jejich inkubaci s fenolem a peroxidem vodiku k reakci
S buné¢nym glutathionem za vzniku reaktivniho thiolového radikélu RSe [34]. Vystaveni
bunék HL-60 riznym metabolitiim obsahujicim -OH skupiny jako vySe uvedeny fenol tedy
po oxidaci vede k tvorb¢ radikalu, ktery muze vytvaiet adukty s DNA.

Druhou skupinou jsou eozinofilni peroxidasy (EPO), nachazejici se v eozinofilnich
leukocytech a katalyzujici stejné jako MPO oxidaci halogenidi, zejména s bromidovym
aniontem. Uplatiiuji se pfevazné v reakcich na ochranu organismu proti parazitim, kterym
vytvaii cytotoxické prostiedi [35].

Dalsi skupinou jsou laktoperoxidasy (LPO), které maji antibakteridlni Gc¢inky a

nachazeji se ve slinach, slzach a v mléce, které je produkovano prsnimi Zzlazami.
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V metabolismu xenobiotik se LPO mohou zucastnit aktivace N-hydroxymetaboliti
aromatickych amind, napf. N-2-fluorenaminu [36] nebo napf. biotransformace
polycyklickych aromatickych uhlovodik. Gorlewska-Roberts a kol. zkoumali aktivaci
prokarcinogent z fad HAA a aromatickych amint v podminkéch in vitro, katalyzovanou
LPO v hovézim a lidském mléce. Pomoci HPLC byl detekovan vznik adukti na DNA
(v pofadi od nejvétsi koncentrace): benzidin > 4-aminobifenyl > 1Q > MelQx < PhIP [37].
Lze usuzovat, ze LPO se muZze podilet na procesu karcinogeneze v prsni tkani
prostiednictvim aktivace n¢kterych xenobiotik.

Poslednimi skupinami peroxidas jsou thyroidni peroxidasy (TPO) nachazejici se ve
folikularnich bunkéch stitné zlazy a prostaglandin-H synthasy (PHS). PHS jsou kli¢ovymi
enzymy V syntéze prostaglandind, latek zucastiujicich se zanétlivych a imunitnich
procest, a pravdépodobné se i podileji na aktivaci prokarcinogeni zfad HAA. Byla
zkoumana aktivace 1Q, zprostfedkovana prostaglandin-H synthasami in vitro za
spoluucasti MFO systému. Byly detekovany podobné DNA adukty v obou piipadech a
téchto reakci se zGcastnili jak PHS1 tak PHS2 formy. PHS1 je enzym Konstitutivni,
nachazejici se v riznych tkanich, na rozdil od PHS2, ktery je inducibilni a je exprimovan
Vv zavislosti na podnétech v podobé ristovych faktorti, hormonii a cytokinii [38]. Je tedy i
mozné, ze HAA mohou byt modulatory exprese PHS2, nebot” uz byla pozorovana indukce

PHS2 benzo[a]pyrenem [39] nebo 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinem (TCDD) [40].

3.1.3 Flavinové monooxygenasy

Flavinové monooxygenasy (FMO) tvofi skupinu enzymi, které katalyzuji
NADPH-dependentni oxygena¢ni reakce endogennich a xenobiotickych latek. Tyto
substraty jsou vétsinou nukleofilni slou¢eniny s heteroatomy jako dusik, sira nebo fosfor a
fadi se mezi n¢ Sirokd Skala rostlinnych latek a 1é¢iv [41]. Prostetickou skupinu téchto
enzymu tvoii flavinadenindinukleotid (FAD), ktery dava témto monooxygenasam nazev.
Podle kodujicich genli se FMO rozdéluji do rodin, z nichZ nejrozsifenéjsi jsou FMOI,
FMO2 a FMO3, jejichz substraty mohou byt endogenni latky (napf. kyselina lipoova,
methionin, trimethylamin) i xenobiotika (napf. primarni, sekundarni a tercialni aminy,
thioly, thioestery, sulfidy apod.).

FMO maji mnoho spole¢ného s cytochromy P450, ale jejich funkce nebyly zatim

prozkoumany do takové miry jako funkce cytochroml. Oba systémy monooxygenas
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vyuzivaji NADPH k redukci kyslikového atomu z biatomicke molekuly kysliku a vzniku
molekuly vody za soucasné inkorporace druhého kyslikového atomu do substratu. FMO 1
CYP jsou lokalizovany v endoplasmatickém retikulu bunék, hlavné v jaterni tkani, GITu a
ledvindch. Na rozdil od CYP koduje ale flavinové monooxygenasy relativné malo gent
(ptiblizn€ 11, z nichz 6 je pseudogenti) a nebyl zatim prokdzén indukcni efekt na jejich

expresi [42].

3.2 11. faze biotransformace

Nasledujici vyznamnou souCasti metabolismu xenobiotik je druha faze
biotransformace zahrnujici konjugaéni reakce. Pro tyto reakce je nezbytna pfitomnost
vhodné funkéni skupiny na substratu, kterd umozni vazbu na endogenni slouceniny
(ptirozené metabolity bunky) a byva zpravidla zavedena nebo odkryta ve fazi prvni. Pokud
jiz takova skupina existuje, prechdzi chemickd latka pfimo do druhé faze. Pivodné méné
hydrofilni slou¢eniny jsou konjuga¢nimi reakcemi pievedeny na snadnéji exkretovatelné
formy, které jsou odvadény z téla pry¢.

Mezi konjugacni reakce patii sulfatace, acetylace, methylace, glukuronidace
konjugace s glutathionem a konjugace s aminokyselinami. Jednotlivé reakce jsou
katalyzovany enzymy, které patii nejcastéji do skupiny transferas. Mezi tyto enzymy patii
UDP-glukuronosyltransferasy (UGT), sulfotransferasy (SULT), N-acetyltransferasy
(NAT), glutathion S-transferasy (GST) a nejruznéj$i methyltransferasy [43]. Jednotlivé
skupiny enzymu jsou diskutovany nize a dopodrobna jsou dale popsany sulfotransferasy a

acetyltransferasy, které jsou kli¢ové pro metabolickou aktivaci HAA a jinych xenobiotik.

3.2.1 Glukuronidace
UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) jsou klicovymi enzymy glukuronidace.

vvvvvv

biotransformace u vSech obratlovct [43] a tyto konjugaty vznikaji jak reakcemi s
xenobiotiky, tak endogennimi strukturami jako jsou hormony, vitaminy rozpustné v tucich

a zluCova barviva.
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UGT jsou membranové enzymy, které katalyzuji tvorbu chemické vazby mezi
nukleofilnim atomem kysliku, dusiku, siry nebo uhliku a kyselinou UDP-glukuronovou,
jak je znazornéno na obr. 3. Touto reakci vznikaji B-D-glukuronidy, které se eliminuji z

téla moci [43].
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B-D-glukurenid uridin-difosfat

UDP-glukuronova kyselina

Obr. 3: Konjugace nukleofilniho substratu s kyselinou UDP-glukuronovou (pievzato a
upraveno z [43])

3.2.1.1 Klasifikace a vyskyt

UGT se vyskytuji v membranach endoplasmatického retikula. Dosud bylo
rozpoznano asi 117 enzymu ,,super rodiny” UGT. Stejn¢ jako sulfotransferasy se UGT
dale déli podle sekven¢ni homologie do rodin a podrodin. V lidském téle se nachazi 4
rodiny - UGT1, UGT2, UGT3 a UGTS8. Mezi nejdilezitéjsi isoformy nachazejici se
v jatrech patii UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9, 2B7 a 2B15 [43]. V tenkém stfevé se
metabolismu potravy a 1é¢iv ucastni isoformy UGT1A7, 1A8 a 1A10 [44, 45].

3.2.2 Konjugace s glutathionem
Glutathion-S-transferasy (GST) Katalyzuji reakce, pii kterych se konjuguje

glutathion s endogennimi a exogenni elektrofilnimi slou¢eninami. Glutathion je tripeptid,
slozeny z aminokyselin kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu (y-Glu-Cys-Gly). GST se
vyznamn¢ podili na:

e detoxikaci a na ochrané proti volnym radikalim,

e konjugaci prostaglandint, testosteronu a progesteronu,

e modulaci protein kindzové aktivity v jadie buniky a bunécné proliferaci [46].
Reakci xenobiotika s glutathionem vznika primarni glutathionovy konjugat, jak je

znazornéno na obr. 4 (str. 22).
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3.2.2.1 Klasifikace a vyskyt

Lidské GST se nachéazeji ve tiech forméch: cytosolické, mitochondridlni a
mikrosomalni [47]. Cytosolicke a mitochondridlni GST tvofi pouze dimery, zatimco
mikrosomalni formy mohou tvofit i trimery a jiné agregaty [48]. Cytosolické a
mitochondrialni GST se nadale rozd¢€luji na tiidy alpha, kappa, mu, pi, sigma, theta, zeta a
omega. Lidské GST patii do tiidy alfa (A1-A4), mu (M1-M5), pi (P1), kappa (K1) a theta
(T1, T2). Cislo u tiidy pak znadi typ isoenzymu. lIsoenzymy V jednotlivych t¥idach
vykazuji asi 60% homologii, zatimco tfidy mezi sebou jsou si homologicky podobné asi
jen z 30% [43].

o SH o SR
HN i NH__.~COOH H,N NH__~COOH
- GST NH
+ zenobiotibum (RX)
COCH o COOH o
Glutathion glutathionovy konjugat

Obr. 4: Vznik glutathionového konjugatu (ptevzato a upraveno z [43])

3.2.3 Methylace

Methylaci dochazi k zavedeni methylové skupiny -CHj; na reaktivni hydroxylovou
nebo aminovou skupinu. Jako konjugaéni ¢inidlo zde slouzi S-adenosylmethionin, ktery je
prenaSen N-methyltransferasami nebo O-methyltransferasami na vhodny substrét.
Methylace se uplatiuje spiSe pii metabolismu endogennich substrati, nez pfi

biotransformaci xenobiotik a probiha v cytosolu jaternich a nervovych bunék [21].

3.2.4 Konjugace s aminokyselinami

Nekteré karboxylové kyseliny jako napt. kyselina benzoova nejsou odbourdvany B3-
oxidaci ale konjugaci s glycinem, taurinem nebo alaninem. Pro savce je nejcastéjsi
konjugace s glycinem za vzniku hippurovych kyselin, kterd probiha v matrix mitochondrie,

kde jsou aromatické kyseliny aktivované na Acyl-CoA [21].
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3.2.5 Sulfatova konjugace

Sulfotransferasy (SULT) jsou enzymy katalyzujici konjugaci sulfo-skupiny (SO3)
z aktivovaného sulfatu v podobé 3-fosfoadenosyl-5-fosfosulfatu (PAPS) s O-,N- nebo S-
akceptorovou skupinou metabolizované latky za vzniku rozpustnych esterti [43]. PAPS je
syntetizovan ve dvou krokové reakci za spotieby ATP a anorganického sulfatu. Spravné by
se tedy mél pouzivat pro tento typ konjugacni reakce termin sulfonace, avSak termin

sulfatace je v literatute taktéz rozsifeny a je mozné pouzivat oba terminy.
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Obr. 5: Spontanni rozpad N-sulfoxy-2-amino-3-methyl-9H-pyrido[2,3-b]indolu za vzniku
aduktu s bazi DNA. (pfevzato a upraveno z [50, 51])

Pro néktera xenobiotika a malé endogenni molekuly napt. dopamin je sulfatace
detoxika¢nim procesem, vedoucim k vice rozpustnym metabolitlim, které jsou v zavéru
exkretovany zlué¢i do traviciho traktu nebo moéi ztéla ven. Pro xenobiotika jako N-
hydroxyarylaminy, heterocyklické aminy nebo polycyklické aromatické uhlovodiky

znamena vsak sulfatace proces metabolické aktivace vedouci ke vzniku vysoce aktivnich
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elektrofilnich sloucenin, které jsou mutagenni a karcinogenni [49]. Sulfatace N-hydroxy-
HAA je naznacena na obr. 5 (str. 23), kde je také znazornén dulezity krok spontanniho
rozpadu sulfatované slouceniny za vzniku elektrofilniho dusiku na HAA a jeho néasledna

reakce s bazi za vzniku DNA aduktu.

3.2.5.1 Nomenklatura sulfotransferas

V organismu savct se nachazeji dvé tfidy sulfotransferas. Zastupci prvni tiidy
metabolizuji makromolekularni endogenni struktury (napft. proteiny, lipidy atd.) a jsou to
pfevazn¢ formy vazané na membrany lokalizované v Golgiho aparatu. Tyto
sulfotransferasy se neztcastiiuji metabolismu xenobiotik. Naopak druha t¥ida obsahujici
cytosolické enzymy se specializuje na metabolismus malych endogennich sloucenin, jako
jsou napt. hormony, Zlu¢ové Kkyseliny a neurotransmitery a zucastiiuje se metabolismu
xenobiotik [52].

Sulfotransferasy vazané v membranach se oznacuji zkratkou ST (z angl
sulfotransferase). Pfikladem jsou napt. enzymy tyrosylproteinové sulfotransferasy TPST,
které tvofi genovou rodinu, a jednotlivé formy se oznacuji €isly napt. TPST-1, TPST 2
apod. Dalsim piikladem je genova rodina sacharidovych sulfotransferas (CHST z angl.
carbohydrate sulfotransferase) napt. CHST 3, CHST 6 apod.

Rozdéleni cytosolickych sulfotransferas a jejich nomenklatura nebyla vzdy
v literatufe jednotnd. Dfive (pfiblizné do roku 1996) se cytosolické sulfotransferasy
oznacovaly zkratkou PST (z angl. phenol sulfotransferase) nebo ST (z angl.
sulfotransferase) a rozdélovaly se na termostabilni (TS) a termolabilni (TL) vzdy
s prislusnymi Cisly v poradi napt. TS PST 1. Na tfeti mezinarodni konferenci o sulfataci ve
Skotsku vroce 1996 (3rd International Sulfation Workshop) bylo dohodnuto, Ze se
sulfotransferasy budou oznacovat zkratkou ,,SULT*. VSechny cytosolické sulfotransferasy
jsou od té doby soucasti tzv. ,,super rodiny“ SULT [53, 54] a podle sekvenéni homologie
se nadale déli do rodin (nejméné 45% shoda) a podrodin (nejméné 60% shoda).
Klasifikace do rodin se rozlisuje ¢islem, které nasleduje po oznaceni ,,super rodiny*, napf.
SULT1. Nésleduje klasifikace do podrodin, uvedena velkym tiskacim pismenem, napf.
SULTI1A. Individualni enzymy se lisi dalsi Cislici, napt. SULT1A1. Pokud jeden gen
koduje dva proteiny, rozlisi se malym tiskacim pismenem napi. SULT2B1a a SULT2BI1b.

Poslednim znakem je hvézdicka s Cislem, ktera udava aleovou variantu genu napf.
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SULT1A1*1 [55]. Zdali se jedna o lidské, mysi nebo potkani enzymy se rozliSuje pismeny
r (= rat), h (= human) nebo m (= mouse), které se pise pied nazev SULT, napi. rfSULT1AI
nebo hSULT1AL.

Struktura, substratova specifita a lokalizace jednotlivych enzymi nejsou u vSech
zivoCisSnych druhit shodné. Z hlediska vyzkumu metabolismu prokarcinogenii a
karcinogent jsou diilezité enzymy ve tkdnich ¢lovéka a také enzymy ve tkanich potkant,
se kterymi se experimenty in vivo probihaji. Proto je nasledujici text zaméfen na
cytosolické sulfotransferasy.

Zatim je znamo 12 lidskych gent koédujicich hSULT. Enzymy se déli do 4 rodin
hSULT1, hSULT2, hSULT4 a hSULT6 nasledovné:

e Rodina hSULT1 tvoii nejpocetnéjsi skupinu, zahrnuje 4 podrodiny s 8 zastupci:
1A1, 1A2, 1A3 (gen je duplicitni a tvoii 2 formy 1A3 a 1A4, obé koduji stejny
enzym 1A3/4), 1B1, 1C2, 1C3, 1C4, a 1E1; zGcasthuji se primarné metabolismu
xenobiotik a steroidnich latek a nékdy se také nazyvaji fenolsulfotransferasy.

e Rodina hSULT2 zahrnuje 2 podrodiny A a B se dvéma zéstupci: 2A1, 2B1
(sestfthem tohoto genu mohou vznikat dva isoenzymy hSULT2Bla a
hSULT2B1b).

e Rodina hSULT4 zahrnuje pouze jednu podrodinu s kédujicim genem 4A1.

e Rodina hSULT6 zahrnuje také pouze jednu podrodinu s jednim ¢lenem

kodovanym genem 6B1 [56].

Rozdéleni rfSULT je podobné jako rozd€leni hSULT. Dé¢li se na 3 rodiny rSULTI,
rSULT2, rSULT4:

e Rodina rSULT1 tzv. fenolsulfotransferasy: 1A1, 1B1, 1C1, 1C2, 1C2A, 1D1, 1E1;

e Rodina rSULT2 tzv. hydroxysteroidove sulfotransferasy: 2A1, 2A2, 2A3, 2Bla a
2B1b;

e Rodina rSULT4 ma stejné jako v lidské tkani zatim jednoho zastupce, tzv. ,,sult-

like protein“: 4A1
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3.2.5.2 Charakteristika sulfotransferas
V nasledujicim textu jsou stru¢né charakterizovany jednotlivé lidské a potkani
formy sulfotransferas, jejich substratovd specifita, tkanova distribuce a vyznam

v biotransformaci endogennich latek a xenobiotik.

hSULT1Al1 a hSULT1A2

hSULT1A1 katalyzuje konjugaci steroidnich latek (napf. thyroidni hormony, 8-
estradiol), katecholaminti (dopamin) a xenobiotik napf. p-nitrofenol a p-kresol [57],
2-amino-1-methyl-6-fenylimidazol[4,5-b]pyridin  (PhIP) [58], vc¢etné 1éCiv  napf.
hydroxytamoxifen, Minoxidil (IéCivo proti vypadavani vlasi) atd.[59]. Enzym hSULT1A1
byl detekovdn v mnoha tkéanich, nejvice v jatrech, dale v mozku, kuzi, plicich,
gastrointestinalnim traktu a v ledvinach [60] a ma 7 identifikovanych alelickych variant, z
nichz nejbézné&jsi isoformy jsou hSULT1A1*1 a hSULT1A1*2. Forma hSULT1A1*1
vykazuje vétsi aktivitu, je vice termostabilni a vice se podili na sulfonaci prokarcinogent
[61].

hSULT1A2 katalyzuje konjugaci podobnych xenobiotickych substratti jako forma
1A1 napi. p-nitrofenol, a-naftol, Minoxidil, 1-hydroxymethylpyren a N-hydroxy-2-
acetylaminofluoren (N-OH-AAF). N-hydroxy derivat acetylaminofluorenu je aromaticky
amin, ktery do biotransformace vstupuje ve formé prokarcinogenu a jako ultimalni
metabolit vyvolava tvorbu hepatomti. Se hSULT1A1 a hSULT1A3 sdili hSULT1A2 vice
jak 90% sekvencni homologii [60], proto je detekce a rozliSeni tohoto enzymu ve tkanich
obtizna, lze vSak ptredpokladdat, Zze tkanova distribuce je podobna jako v piipade
hSULTI1AL1. Nachazi se tedy hlavné v jatrech a gastrointestinalnim traktu [62]. Na rozdil
od hSULT1A1 a hSULT1A3 vSak nepreménuje dopamin.

Mezi nejbéZnéjsi xenobiotika podléhajici metabolické aktivaci patfi zejména
polycyklické aromatické uhlovodiky, N-hydroxy derivaty arylamind, allylové alkoholy a
heterocyklické aromatické aminy [61], jejichz konkrétni zastupci jsou uvedeni v tab. 1 (str.
27).
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Tab. 1: Metabolicka aktivace prokarcinogenii enzymy hSULT1A1 a hSULT1A2

Enzym Xenobiotikum podléhajici metabolické aktivaci
2-aminofluoren (AF)

2-acetylaminofluoren (AAF)

hSULT1AL1 | 4-aminobifenyl (4-ABP)

hSULT1A2 | 2-amino-1-methyl-6-fenylimidazol[4,5-b]pyridin (PhIP)
2-amino-9H-pyrido[2,3-b]indol (AaC)
2-amino-3-methyl-9H-pyrido[2,3-b] indol (MeAaC)

([58, 63-68])

Jako nazorny piiklad metabolické aktivace xenobiotika v organismu lze uvést
aktivaci 2-acetylaminofluorenu, ktery podléha v prvni fazi biotransformace N-hydroxylaci
za katalyzy enzymu CYP1A2. Vznikly N-hydroxyderivat muze byt konjugovan ve druhé
fazi enzymem SULT1A2 za vzniku sulfatovaného metabolitu. Po odstépeni sulfatu

z atomu dusiku vznika nitréniovy iont, ktery vytvati adukty s DNA (viz obr. 6).

OH 0S04H
Cgsos
NH N

O L O L T

M-hydroxylace

CH3

SULT1AZ2

CYP1AZ @
O”Y’”?
(1

Mlitr&niceey iont

Obr. 6: Metabolicka aktivace 2-acetylaminofluorenu: N-hydroxylace CYP1A2 a aktivace
enzymem SULT1AZ2 za vzniku nitréniového iontu (ptevzato a upraveno z [32])

rSULT1A1

Nejrozsifengjsi sulfotransferasa u potkant, rSULTIA1 isoforma, se stejné¢ jako
jeho orthologni forma hSULT1AL nejvice vyskytuje v jatrech, dale v ledvinach, srdci a
tlustém stievé. Substratova specifita je také velmi podobna, katalyzuje konjugaci s p-
nitrofenolem, 1-naftolem, N-hydroxy-2-acetylaminofluorenem (N-OH-AAF) a napf.
s Minoxidilem [69]. Na rozdil od hSULT1Al1 a hSULT1A2, rSULT1Al konjuguje
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heterocyklické aromatické aminy 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolin (1Q) a 2-amino-
3,4-dimethylimidazol[4,5-f]chinoxalin (MelQx) [70, 71] za vzniku Kkarcinogennich

metabolita.

hSULT1A3/4

Enzym hSULT1A3/4, ktery je také oznacovan jako fenolsulfotransferasa sulfatujici
katecholaminy (M-PST) nebo také termolabilni fenolsulfotransferasa katalyzuje konjugaci
katecholaminl (napf. dopamin, noradrenalin), jednoduchych fenolti (napi. p-nitrofenol),
1é¢iv (napt. paracetamol) a karcinogenii (napf. hydroxymethylpyren) [61,62]. V roce 2007
byl také jako substrat hNSULT1A3/4 identifikovan nitrotyrosin, indikéator poskozeni bunky
a vzniku zanétu [72]. Tento enzym se vyskytuje zejména v tenkém stievé, konkrétné v
laéniku (jejunum) a ve sliznici tlustého stieva [73, 74], malé mnozstvi bylo detekovano
Vv jatrech [75].

Hildebrant a kol. ve své studii v roce 2004 pomoci PCR testi prokazali, ze gen
SULT1AS3 je duplicitni a rozlisili jej na dva geny SULT1A3 a SULT1A4 , pficemz oba
kéduji identické enzymy hSULT1A3/4 [76]. Ackoli se tento inducibilni enzym zucastni
konjugace 1éCiv a xenobiotik, a to hlavné ve tkanich gastrointestindlniho traktu, nema
orthologni zastoupeni u potkanti, na kterych by se potencidlni vyzkum in vivo interakci

xenobiotik a jinych ¢asti stravy mohl praktikovat (stejné tak se nevyskytuje ani u mysi).

hSULT1B1 a rSULT1B1

hSULT1BL1 byl poprvé izolovan a charakterizovan Fujitou a kol. v roce 1998 [77].
Hlavnimi endogennimi substraty jsou jodothyroniny (3,3-dijodothyronin, 3,3,5-
trijodothyronin, 3,3,5-reverzni trijodothyronin a thyroxin) [78]. Forma hSULTIB1 vsak
katalyzuje i konjugaci s xenobiotiky: 1-naftolem [78], p-nitrofenolem [79],
6-hydroxymethylbenzo[a]pyrenenem [55]. Nejvétsi aktivita tohoto enzymu byla
zaznamenana V tlustém stievé [80], dale v tenkém stfevé, jatrech a leukocytech [78].
Sekvence mRNA tohoto enzymu byla detekovana ve tka&nich mozku, vaje¢nicich a
ledvinach [81].

Stejné¢ jako lidska forma tak i rSULTIBI1 katalyzuje reakce s thyroidnimi
endogennimi substraty. Nejvice se nachazi hlavné v jatrech, dale v ledvinach a tenkém
sttevé [82]. Hormonalni regulace tohoto enzymu je odliSna od ostatnich enzymt SULTI

rodiny, protoze se neuplatiiuje vliv rastovych hormonu. Studie prokdzaly vliv
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dexamethasonu (DEX) a pregnenolon-16o-karbonitrilu (PCN) na rSULT1BL1. V jatrech
doslo k vyrazné indukci exprese enzymu obéma jiz zminénymi latkami (v ptipadé PCN
pouze u samce) [83].

rSULTI1BI1 se zcastituje metabolické aktivace xenobiotik za vzniku mutageni a to
konkrétn¢ u 6-hydroxymethylbenzo[a]pyrenu, stejné jako bylo prokazano u lidské formy
tohoto enzymu, a 4H-cyklopenta[def]chrysen-4-olu (na zakladé Amesova testu na S.
typhimurium) [84].

Na zéklad¢ studie provedené Shinem a kol., ktefi porovnavali expresni profily
enzymil metabolizujici xenobiotika v tenkém stievé pomoci metody genovych ¢ipt tzv.
,GeneChip array", vykazoval rSULT1B1 nejvyssi hodnoty ze vSech rSULT (dale byl jeste
exprimovany rSULTIA1 a ne piili§ znama rN-deacetylasa/N-sulfotransferasa). Pro
srovnani, z lidskych hSULT byly nejvice exprimovany hSULT1A2 a hSULT1AS3, a to

témér Ctytikrat vice nez potkani formy [85].

rSULT1C1

rSULTI1C1 se nachézi hlavné v jatrech, ledvinach a tenkém stievé [119]. Nagata a
kol. ve svém vyzkumu prokazali, ze rfSULT1C1 je dominantnim enzymem v aktivaci
N-hydroxyarylamint, konkrétné byla detekovana vyrazna aktivita s N-hydroxy-2-
acetylaminofluorenem (N-OH-AAF) v jatrech samce potkana [86]. Studie in vitro
S bunénymi liniemi pro expresi potkanich rCYP1A2 a rSULTIC1 (V79-rCYP1A2-
rSULTI1C1) se zabyvala vlivem népoji, ovoce, zeleniny a jednotlivych flavonoidii na
toxicitu zpisobenou PhIP a jiz zminéného acetylaminofluorenu (AAF). Metabolickou
aktivaci PhIP a AAF zna¢né inhibovaly zejména extrakty ze zeleného Caje a Cerveného

vina. Z flavonoidi mély zna¢ny inhibi¢ni efekt flavon, kamferol a kvercetin [87].

hSULT1C2, rSULT1C2 a rSULT1C2A

hSULTI1C2 se pravdépodobné zucastiiuje metabolismu endogennich hormoni
Stitné zlazy, nebot’ byla pozorovana vysoka afinita pro 3,3,5-trijodthyronin (T3) [88].
Aktivita v ramci metabolismu xenobiotik byla pozorovana zatim u dvou substrati: p-
nitrofenolu a N-hydroxy-2-acetylaminofluorenu (N-OH-AAF) [89]. Afinita hNSULT1C2 k
OH-AAF ale neni jednoznacna, nebot hSULTIC2 vykazuje nizkou aktivitu k tomuto

substratu a je koncentracn¢ zavisly. Technikou ,,Northern blot“ byla mRNA tohoto
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enzymu detekovana v ledvinach, zaludku, v jaterni a ledvinné tkani plodu [81], ve §titné
zlaze, vajecnicich a v nékterych ¢astech mozku [90].

Zde je dobré podotknout, ze Freimuth a kol. zavedli nomenklaturu, ve kter¢ 1C1 a
1C2 geny koduji prislusné isoformy 1C1 a 1C2 [91]. Blanchard a kol. vSak navrhli nazyvat
formu 1C1 formou 1C2 a formu 1C2 formou 1C4, kvili odliSnosti pivodniho hSULT1C1
a rISULTI1C1 (nejedna se o orthologni geny) [92]. V odborném textu tedy muze nastat
zaména a je tfeba brat tuto okolnost v tvahu (novou nomenklaturu pouziva i internetova
databaze proteinii UniProt KB).

rSULT1C2 a rSULT1C2A jsou vysoce homologni (z 92%) ale ptesto odlisné
enzymy, které byly detekovany v nejvétsim mnozstvi v ledvindch, dale v zaludku a
Vv jatrech. Z testovanych sloucenin byl sulfatovan pouze p-nitrofenol (napf. dopamin,
acetaminofen, a-naftol s enzymem nereagovaly). Sekvence rSULT1C2A je z84%

identickd s lidskou formou tohoto enzymu a jsou kédovany ortholognimi geny [93].

hSULT1C3

Tento enzym byl zatim pfipraven jen synteticky na zékladé¢ domnélého genu 1C3.
Nebyla detekovana zadna aktivita s typickymi substraty pro hSULT1 podrodinu -
p-nitrofenolem a 1-naftolem, ani s xenobiotiky napf. paracetamolem a ethanolem.
Technikou imunoblotu vSak byla detekovana aktivita s derivaty polycyklickych
aromatickych  uhlovodiki - konkrétné 1-hydroxymethylpyrenem, 1-(a-hydroxy)
ethylpyrenem a 6-hydroxymethylbenzo[a]pyrenem, pii které doslo k metabolické aktivaci
za vzniku mutagenti. Neptedpokladd se, Ze by tyto slouceniny vSak byly typickymi

substraty a tato problematika musi byt jesté zkoumana [94].

hSULT1C4

Tento enzym byl detekovan v ramci genomové analyzy, avSak jeho funkce a
distribuce nebyla zatim uspokojivé vyfeSena. Byla prokazana aktivita se substraty jako p-
nitrofenol [95], N-hydroxy-2-acetylaminofluoren (N-OH-AAF) [89], bisfenol A,
4-nonylfenol [96] a 1-hydroxymethylpyren [61], ale zatim se neprokazala Zadna reaktivita
s endogennimi substraty. Aktivita enzymi nebyla detekovana v Zadné tkani, ale mRNA
byla nalezena v plicni a ledvinné tkani plodu, ledvinach dospélého jedince, v mensim

mnozstvi v srdecni tkani plodu a vaje¢nicich dospé€lého jedince [97].
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rSULT1D1

Dle databaze UniProt KB se tato tzv. dopaminova sulfotransferasa zucastiiuje
metabolismu katecholaminii jako napt. dopamin a prostaglandiny. O tomto enzymu nejsou
V literatufe podrobné informace. Pravdépodobné velmi podobny je mSULT1D1, ktery se
nachazi v jatrech a ledvinach a zucastiiuje taktéz metabolismu katecholamint, kde byla

prokazana regulace glukokortikoidy (dexamethasonem) [98].

hSULT1E1

Tento enzym se také nazyva estrogenova sulfotransferasa, protoze vykazuje
vysokou afinitu k estrogeniim v porovnani s jinymi enzymy, které tyto substraty konjuguiji.
hSULT1E1 katalyzuje reakce se steroidnimi hormony, estronem (E1) a 17R-estradiolem
(E2) [99], s thyroidnimi hormony [100], s 1-naftolem, naringeninem [49] a s
xenobiotickymi metabolity napt. p-nitrofenolem a 4-hydroxylonazolakem [101]. Ucastni
se také stereoselektivni aktivace promutagenu (-)-1-a-hydroxyethylpyrenu na mutagenni
derivat [102]. Enzym hSULTI1E1 byl identifikovan ve tkanich jater [103], laniku tenkého
stfeva [104], epitelidlnich burnikach prsni tkané a v endometriu [105, 106].

Jak jiz bylo zminéno, hSULTIE1 katalyzuje konjugaci s estrogeny, zenskymi
pohlavnimi hormony. Estrogeny jsou zapojeny do komplexni regulace buné¢né proliferace
a apoptozy nadorti, citlivych na hladinu hormonti. Metabolismus téchto hormont tedy tizce
souvisi se vznikem nadorového bujeni v prsni tkani a endometriu. Bylo zjisténo, Ze
hSULT1E1 katalyzuje vazbu N-OH-PhIP na DNA v bunéénych kulturach lidské prsni
tkan¢ v ramci procesu metabolické aktivace a tvorby nadoru [107]. Dale bylo zjisténo, ze
potencialnimi inhibitory tohoto enzymu jsou polychlorované bifenyly, polutanty zivotniho

prostredi, které tak mohou narusovat hormonalni cyklus u Zen [108].

rSULT1E1

rSULT1EL sdili s hRSULT1E1 73% sekven¢ni homologii. Na rozdil od hSULT1EI],
potkani forma se nezucastiiuje aktivace ani jedné enantiomerni formy promutagenu 1-
hydroxyethylpyrenu [109]. Byl zkoumén induk¢ni efekt metamfetaminu, latky pattici mezi
psychostimulancia, v potkanich tkanich jater a mozku. rSULT1EL byl spolu s rfSULT1A1
a rSULT2A1 vyrazné indukovan v obou organech [110]. Enzym rSULT1E1 je tedy také
prokazatelné inducibilni. Studii in vivo zabyvajicich se rSULT1E1 v jaterni a intestinalni

tkani vS§ak mnoho neni a problematika nebyla zatim uspokojivé vyieSena.
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hSULT2A1 a rSULT2A1

hSULT2A1 katalyzuje hlavné sulfonace steroidnich sloucenin:
dehydroepiandrosteronu (DHEA), pregnenolonu, testosteronu, kortizolu a 17R-estradiolu
[111], cholesterolu [112], ZluCovych kyselin [113]. Mezi xenobiotika, kterd jsou
preménovana timto enzymem, patii napt. hydroxymethylpyren, benzylové alkoholy [55],
p-nitrofenol nebo N-hydroxy-2-acetylaminofluoren, hSULT2A1 forma se tedy zacastiuje
aktivace prokarcinogeni [114, 115]. Tento enzym se vyskytuje hlavné ve tkani jater,
lacniku tenkého stieva a kiaie nadledvin. V ostatnich tkanich bud’ nebyl detekovan, nebo
ve velmi malém mnozstvi [104, 111].

Bylo prokézéno, ze rSULT2A1 je inducibilni enzym a pravdépodobné miize byt
ovliviiovana jeho schopnost aktivovat prokarcinogeny v travicim traktu (vice viz kap. 4.3

Indukce sulfotransferas, str. 41)

rSULT2A2

rSULT2A2 byl zatim detekovan jen v potkani a mysi tkani a nema orthologni
zastoupeni u lidi. V odborné literatute je o tomto enzymu velmi malo informaci. Zatim byl
detekovan jen na urovni mRNA v jaterni tkani a z hlediska své podobnosti se rSULT2B1b

se predpoklada, ze je jeho exprese ovlivnéna steroidnimi latkami [116].

rSULT2A3 a hSULT2A3

Enzym rSULT2A3 je exprimovan V jaterni tkani potkant a nékdy je téz nazyvan
zlucova sulfotransferasa. Bylo zkoumano, jak se tento enzym podili v jatrech na aktivaci
1é¢iva Tamoxifenu (pozn. Tamoxifen je 1€Civo pouzivané pii 1é€be rakoviny prsu u Zen).
Z vysledku vyplyva, ze rfSULT2A3 aktivuje metabolit a-hydroxytamoxifen na ultimalni
genotoxicky derivat, avSak jiné lidské ani potkani enzymy ze SULT?2 rodiny se na aktivaci
nepodili. Je tedy ptedpokladano, ze ke vzniku aduktt dochazi v potkanich jatrech, ale
v lidskych jatrech toto 1é¢ivo karcinogenni ani mutagenni G€inky nema. [117, 118].

hSULT2A3 nebyl zdmérné uveden v zdkladnim piehledu lidskych sulfotransferas,
nebot’ jsou informace o tomto enzymu dosti omezené. V roce 2000 byla sice vyfeSena
krystalova struktura lidské formy hSULT2A3 [119], avSak v odborné literatuie tento
enzym neni ani charakterizovan z hlediska tkanové a substratové specifity ani nevystupuje

v experimentech. Nimmagadda a kol. ve svém souhrnném c¢lanku o cytosolickych
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sulfotransferasach uvadi jako misto vyskytu kortex a jatra [120], tato informace vSak neni

Vv textu podlozena zadnou citaci.

hSULT2Bla a hSULT2B1b, rSULT2Bla a rSULT2B1b

Na rozdil od hSULT2A1, ktery ma Sirokou substratovou specifitu, obé formy
rSULT2B1 jsou vysoce specifické - hSULT2Bla isoforma katalyzuje
konjugaci pregnenolonu (enzym byva nazyvan pregnenolonova sulfotransferasa) a
hSULT2B1b isoforma konjugaci cholesterolu (cholesterolova sulfotransferasa) [121].
Z4dna xenobiotika zatim nebyla prokazana jako substraty pro tento enzym. Exprese na
arovni mRNA hSULT2B1 byla identifikovana v placenté, prostaté a prudusnici a dale
Vv menSim mnozstvi v tkani tenkého stfeva a plic [122]. Dale se hSULT2BI1b vyskytuje
hlavné v kazi [123].

Enzym rSULT2Bla je primarné exprimovan v mozkové tkani a ve varlatech,
zatimco rSULT2B1b se vyskytuje hlavné v kizi a tenkém stieveé, ve velmi malém
mnozstvi v jatrech a placenté. Substratova specifita je stejnd jako u lidskych forem,
rSULT2Bla svelkou ucinnosti katalyzuje konjugaci pregnenolonu a rSULT2B1b
cholesterolu [123].

hSULT4Al1 a rSULT4A1

V roce 2000 byly tyto enzymy identifikovany v mozkové tkani a jsou z 99%
sekvencné podobné [124]. Jejich tvorba probiha praveé jen ve specifickych ¢astech mozku
(napf. v mozkové klife, mozecku a kmeni mozkovém [125]), kde pravdépodobné ovliviiuji
nékteré nervové funkce v rdmci centralniho nervoveho systému. Afinita lidské formy
hSULT4A1 k substratim neni vysoka, ale byla detekovéana u trijodthyroninu, thyroxinu,
estronu, p-nitrofenolu, 2-naftylaminu a 2-naftolu [126]. Vzhledem k velmi vysoké
sekvencni homologii bude rSULT4A1 pravdépodobné vykazovat aktivitu ke stejnym
substratim. Tyto enzymy se primarné neuplatiiuji v metabolismu 1é¢iv a xenobiotik a
jejich fyziologicka funkce bude pravdépodobné na trovni mozkové tkané [124]. Nékolik
studii spojuje enzym hSULT4AL napi. s incidenci schizofrenie a vyskytu nitrolebnich

ependymomu u déti (pozn. ependymom je neuroepitelidlni nddor mozku) [127, 128].
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hSULT6B1

Gen 6B1 byl poprvé identifikovan a popsan v roce 2004 Freimuthem a kol. [129] a

samotny enzym byl lokalizovan poprvé pomoci RT-PCR ve varlatech a ledvinach [130].

Dodnes nebyl prokazatelné potvrzen zadny specificky substrat tohoto enzymu.

Vtab. 2 a tab. 3 (str. 35) jsou shrnuty zastupci lidskych hSULT a potkanich

rSULT. Dale jsou zde uvedeny tkan¢, ve kterych byly detekovany, substraty téchto

enzymu a inducibilita.

Tab. 2: Piehled lidskych hSULT

Enzym Endogenni substraty a Misto detekce v Inducibilita
xenobiotika organismu
hSULT1A1 | steroidni slou¢eniny, jatra, mozek, kuze, GIT, ANO
katecholaminy, xenobiotika ledviny (a)
(HAA, aromatické aminy,
PAH), 1éCiva
hSULT1A2 | steroidni slou¢eniny, jatra, GIT (a) ANO
katecholaminy, xenobiotika
(HAA, aromatické aminy,
PAH)
hSULT1A3/4 | katecholaminy, jednoduché GIT, jatra (c) ANO
fenoly, 1éCiva, Xenobiotika
hSULT1B1 | jodothyroniny, xenobiotika tenké a tlusté stfevo, jatra, ANO
leukocyty (a)
hSULT1C2 | thyroidni hormony, ledviny, Zaludek, jatra, ?
xenobiotika Stitna zlaza, vajecniky,
mozek (b)
hSULT1C3 ? ? ?
hSULT1C4 | xenobiotika plice a ledviny plodu, ?
ledviny (b)
hSULT1E1 | steroidni a thyroidni jatra (c), tenké stievo (a), ANO
slouceniny, xenobiotika prsni tkan (a),
(HAA) endometrium (a, b)
hSULT2AL1 | steroidni slouceniny, jatra, tenké stievo, kiira ANO
xenobiotika (HAA, aromatické | nadledvin (a)
aminy)
hSULT2A3 ? ? ?
hSULT2B1a | pregnenolon plice, tenké stievo (b) ?
hSULT2B1b | cholesterol placenta, prostata,
priadusnice (b)
hSULT4Al | steroidni a thyroidni mozek (b) ?
slouceniny
hSULT6B1 ? varlata, ledviny (d) ?

Vysvétlivky: ? - neurCeno, a - detekce metodou ,,Western blot“, b - detekce metodou ,,Northern
blot*, ¢ - detekce prostiednictvim enzymové aktivity, d - detekce prostiednictvim RT-PCR
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Tab. 3: Pfehled potkanich rSULT

Enzym Endogenni substraty a Misto detekce v Inducibilita
xenobiotika organismu
rSULT1Al | steroidni slouceniny, jatra, ledviny, GIT, ANO
xenobiotika (HAA, aromatické | srdce (a)
aminy)
rSULT1B1 | jodothyroniny, xenobiotika jatra, ledviny, tlusté ANO
sttevo (¢)
rSULT1C1 | xenobiotika (OH-AAF) tenké stfevo, jatra, ANO
ledviny (c)
rSULT1C2 | p-nitrofenol ledviny, zaludek, jatra ?
rSULT1C2A (a)
rSULT1D1 | katecholaminy ? ?
rSULTL1ELl | steroidni a thyroidni slouceniny, | jatra, mozek (a) ANO
xenobiotika (HAA)
ISULT2A1 | steroidni slouceniny, jatra, tenké stfevo (a) ANO
xenobiotika (HAA, aromatické
aminy)
rSULT2A2 ? jatra (b) ?
rSULT2A3 | steroidni slouceniny jatra (c) ?
rSULT2B1a | pregnenolon mozek, varlata
rSULT2B1b | cholesterol kuaze, tenké stievo, jatra
(d)
rSULT4Al | steroidni a thyroidni slou¢eniny | mozek (b) ?

Vysvétlivky: ? - neurCeno, a - detekce metodou ,,Western blot“, b - detekce metodou ,,Northern
blot*, ¢ - detekce prostrednictvim enzymoveé aktivity, d - detekce prostiednictvim RT-PCR

3.2.6 Konjugace s acetatem

Arylamin N-acetyltransferasy (NAT) katalyzuji 2 typy reakci: O-acetylaci a N-
acetylaci. N-acetylace spo€iva v pienosu acylového zbytku z acetyl-CoA na -NH, skupinu
arylaminu za vzniku arylacetamida (viz obr. 7, str. 36). Dochazi tedy k produkci ve vodé
rozpustnych amidi z pivodné lipofilnich, ve vodé malo rozpustnych amind. O-acetylace je
formalné shodna s N-acetylaci, pfenos acylového zbytku vsak probiha na -OH skupinu
arylhydroxyaminl za vzniku acetoxyaminil. Predpoklada se, Ze N-acetylace slouCeniny
pfevazné ,,inaktivuje na mén¢ toxické slouceniny a O-acetylace slouceniny ,,aktivuje na
toxiCt&jsi slouceniny. Acetylace jsou dulezitymi reakcemi V biotransformaci xenobiotik
zejmeéna aromatickych amint, arylhydroxyaminii, aromatickych heterocyklickych amind, a
hydrazint [43]. Role NAT v metabolismu endogennich substratt vSak zatim neni Gplné

Znédma.
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AcCoA HS-CoA

Obr. 7: Schéma N-acetylace (pievzato z [43])

3.2.6.1 Nomenklatura N-acetyltransferas

N-acetyltransferasy jsou cytosolarni enzymy, které se nachazeji v mnoha tkanich
nejruznéjsich biologickych druhid. U lidi rozeznavame 2 isoformy: NAT1 a NAT2. Oba
geny loci, kddujici isoformy NAT1 a NAT2 jsou lokalizovany na osmém lidském
chromozomu a jejich nukleotidové sekvence vykazuji 85% homologii, enzymy se ale lisi
substratovou specifitou. Pro uplnost je tieba uvést, Ze existuje jesté tieti gen loci, ktery
koduje pseudogen NATP, ktery ale neni exprimovan. Do roku 2011 bylo jiz identifikovano
28 lidskych alelickych variant NATI a 66 lidskych alelickych variant NAT2, jejichz
seznam je pravidelné aktualizovana na strankach University v Louisville, v USA (posledni
aktualizace 7/2011) [131]. Tento fakt poukazuje na znaény geneticky polymorfismus,
ktery mé& vliv na individualni rozdily v kapacité metabolismu - rozliSuji se tzv. rychlé a

pomalé acetyla¢ni fenotypy.

3.2.6.2 Charakteristika N-acetyltransferas

Jak jiz bylo zminéno vySe, ackoli obé& isoformy katalyzuji stejné reakce, maji
rozdilnou substratovou specifitu a také tkanovou distribuci. Specifickym substratem pro
lidskou NATL1 je kyselina p-aminobenzoovd (PABA), kyselina p-aminosalicylovd, p-
aminobenzylglutaméat [132] a R-naftylamin. Forma NAT1 se vyskytuje piedevsim v
extrahepatalnich tkanich [133]. Naopak typickym substratem pro NAT2 je sulfamethazin
[46] a nachazi se hlavné ve tkani jater a tenkého stieva [134].

N-acetyltransferasy hraji dilezitou roli v biotransformaci celé fady xenobiotik. N-
acetylace za ucasti obou isoforem je dulezitym mechanismem detoxikace aromatickych
amini [135]. Oproti tomu O-acetylace arylhydroxylamind, 2-amino-9H-pyrido[2,3-
blindolu (AaC) a dalsich pyrolytickych HAA probihd za vzniku reaktivnich N-acetoxy-
derivati, které se mohou vazat na DNA [136, 137, 138]. Mezi HAA ze skupiny
aminoimidazoarenti, Které jsou biotransformovany za ucasti NAT2 patii napi. MelQx a IQ

[139, 140].
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Jako typicky ptiklad metabolické aktivace xenobiotika v organismu za katalyzy
NAT lze uvést aktivaci 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridinu (PhIP), silného
karcinogenu a mutagenu. CYP1A2 Kkatalyzuje N-hydroxylaci na odpovidajici 2-
hydroxyamino-1-methyl-6-fenylimidazo[4,5-b]pyridin  (N-hydroxy-PhIP),  ktery je
nasledn¢ esterifikovan N-acetyltransferasami (nebo sulfotransferasami) na vysoce
reaktivni O-acetylovy ester (nebo O-sulfonylovy ester). Tyto estery pak podléhaji
heterocyklickému $tépeni za vzniku nitrénioveho iontu, ktery stejné jako v predchazejicim

ptipadé vytvaii adukty s DNA (obr. 8).

CH3 CHs
4 &
e '
.
- | N%NHE P450 (CYP1A2) - | N%NHOH
PhIP N-hydroxy-PhIP

A NAT (SULT)

/
o .
% | }‘N H-O-ﬁ-CHS — nitreniovy iont
N 0 vznik adukti s DNA

CHa

N-acetoxy-PhlP

Obr. 8: Schéma metabolické aktivace PhIP za vzniku reaktivniho nitréniového iontu
(ptevzato a upraveno z [141])

V zavislosti na acetylatnim fenotypu se piedpokladd, Ze jedinec s rychlejsi
acetylaci bude vytvaret acetylaci N-OH-metabolitli vétsi mnozstvi adukti s DNA nez
jedinec s pomalejsi acetylaci. Na potkanich modelech s rozdilnymi acetyla¢nimi fenotypy
byl proveden experiment in vivo. Potkantiim byly podavany slouceniny heterocyklickych
aromatickych aminii MelQx a PhIP. PhIP-adukty byly detekovany v tlustém stieve, ale
v zasad¢ se neliSili v zavislosti na fenotypu. MelQx-adukty byly detekovany hlavné
V jatrech a to ve vyrazné vétSim mnozstvi u rychlého acetylacniho typu [142]. Acetylacni
fenotyp je tedy urcité dilezity faktor z hlediska karcinogeneze a muze ovliviiovat prab¢h

biotransformace.
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4. MODULACE ENZYMOVE AKTIVITY ENZYMU II. FAZE
BIOTRANSFORMACE

Z funk¢niho hlediska lze enzymy charakterizovat jako katalyzatory chemickych
reakci probihajicich v organismech. Dulezitou vlastnosti téchto katalyzatort je jejich
regulovatelnost, ktera muze byt v zasadé dvoji - regulace mnozstvi enzymu na Urovni
genove exprese a regulace enzymové aktivity. Enzymova aktivita mize byt regulovana
tzv. aktivatory nebo inhibitory, které se dohromady nazyvaji modulatory. Tyto latky se
vazi na enzym kovalentni vazbou (ireverzibilni inhibice) nebo slabymi vazebnymi
interakcemi (reverzibilni inhibice) a ovliviiuji tak kinetiku enzymovych reakci [143].

Z pohledu regulace na Urovni genové exprese existuji dva typy enzymd. Prvnim
typem jsou konstitutivni enzymy, které jsou vytvareny organismem bez ohledu na
pfitomnost nebo nepfitomnost specifického stimulu. Pokud vsak lze ovlivnit exogenni
stimulaci genovou exprese enzymu tak, ze dochazi ke zvyseni jeho mnozstvi v organismu,
nazyvaji se tyto enzymy inducibilni a latky, které to zptsobi induktory. Stejné jako u
regulace enzymové aktivity nazyvame slouceniny zasahujici do téchto déji modulatory.
Mezi modulatory patii hlavné 1é¢iva, prirozené slozky potravin, potravni dopliky a
ptidatné latky (aditiva). Vyznamnou skupinu latek obsazenych v potravé tvofi flavonoidy,

a proto jsou podrobngéji charakterizovany v nésledujici kapitole.

4.1 Flavonoidy

Flavonoidy tvofi vyznamnou skupinu fenolickych slou¢enin. Fenolické slouceniny
jsou piirodni organické latky, pro néz je charakteristické vyskyt rtznych nasobkt
fenolovych strukturnich jednotek. Mezi pfirozené funkce téchto sloucenin v rostlinach
patii napf. chemicka obrana proti parazitim a patogentim nebo pigmentace [144].

V souéasné dob¢ je znamo vice jak 8000 flavonoidd [145], které se zpravidla déli
podle své struktury do 7 skupin: flavony, isoflavony, flavonoly, flavanony, flavanoly,
anthokyaniny a chalkony (viz tab. 4, str. 39). Jak vyplyva z tabulky, mezi hlavni zdroje

flavonoidu patii zelenina, ovoce, Cajové listy, sdja a byliny [146].
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Tab. 4: Zakladni tridy flavonoidd, ptiklady zastupct a jejich vyskyt v potrave

Trida Zastupci Zdroj v potravé
flavonoly kvercetin, rutin, myricetin, robinin, | bobule, listy libecku, brokolice,
fisetin, galangin, kamferol cerny rybiz, brusinky
flavanony | hesperetin, naringin, pinocembrin pomeran¢, pomelo, mandarinka
flavony apigenin, chrysin, diosmin, luteolin, | petrzel, oregano, tymian, celer
baikalein
flavanoly katechin, epikatechin, zeleny Caj, Cerny Caj, Cervené

epigallokatechin, epikatechin gallat,
theaflavin

vino

anthokyaniny

kyanidin, malvidin, peonidin,
petunidin

bobule, grep, Cervené vino, ¢aj

isoflavony | genistein, daidzein, glycitein, sOja, sdjova mouka, tofu, jetel
biochanin A
chalkony | xantohumol pivo, chmel

(pfevzato a upraveno z [146, 147])

Z&kladni strukturu flavonoidd tvoti flavanovy skelet, znazornény na obr. 9.
Jednotlivé skupiny flavonoidd se pak odliSuji poéty a pozici navazanych hydroxyskupin.
V piirozené formé jsou to latky ve vodé nerozpustné, a aby byly absorbovany, musi byt

metabolizovany v tenkém stievé nebo rozlozeny mikroflorou v tlustém stievé. Vyjimku

tvofi anthokyaniny, které se pfimo vstiebavaji v gastrointestinalnim traktu [148].

O flavonoidech se mluvi ptevazné jako o chemopreventivnich slouc¢eninach. Pisobi
jako tzv. ,,scavengery neboli vychytavace volnych radikalt [149], mohou indukovat nebo
inhibovat enzymy podilejici se na metabolismu karcinogeni a potlauji vyvoj

neoplastického ristu ve tkanich napf. tim, Ze podporuji antiproliferacni a pro-apoptické

S 2
T “}2 '
© %_.ﬁ 3 \'\—-"_
5 4 g 3

Obr. 9: Z&kladni flavanovy skelet flavonoidt (pfevzato a upraveno z [146])

zmény v nadorovych bunikach.

39




Konzumace vysokych davek muze byt pro c¢lovéka ale skodliva a to hned
z nékolika hledisek:
e latky mohou byt sami o sobé toxické,
e metabolickou pfeménou mohou vznikat cytotoxické a mutagenni
slouceniny,
e mohou interferovat s metabolismem endogennich slou¢enin,
e mohou interagovat s jinymi latkami z potravy,
e mohou ovliviiovat stievni mikrofléru,

e mohou indukovat enzymy, které aktivuji potravni prokarcinogeny [150].

4.2 Inhibice sulfotransferas

Nishimuta a kol. zkoumali vliv riznych ovocnych néapoji (grapefruitovy a
pomerancovy dzus, zeleny, ¢erny a polozeleny caj) a jejich slozek na rekombinantni
hSULT1A1 a hSULT1AS3 in vitro. Jako substraty byly pouzity typické substraty téchto
enzymu p-nitrofenol (1A1l) a dopamin (1A3). Aktivita hSULT1Al byla inhibovana
grapefruitovym a pomerancovym dzusem z 80-90%, a téméf kompletné vSemi tfemi typy
caji. Aktivita hSULTI1A3 byla inhibovana nejvice extrakty caji téméet z 95%. Inhibice
dzusy byla u grapefruitového asi z 50% a pomerancového asi z 20%. Z latek obsazenych
v dzusech nejvice inhibovaly hSULT1A1 kvercetin, tangeretin a nobiletin. Nejsilné;si
inhibitor hSULT1A3 byl kvercetin. Katechiny obsazené v ¢ajich inhibovali aktivitu
hSULT1AL i hSULT1AS3, v druhém piipadé€ byla inhibice slabsi [151].

Jako dalsi potencialni inhibitory byly zkoumany equol, daidzein, flavon, genistein,
(+)-katechin, a opét jiz zminény kvercetin. Stejné jako v pfedchozi studii nejvice inhiboval
aktivitu hSULT1A1 kvercetin, téméf z 70%, a nejmensSi inhibi¢ni potencial vykazoval
flavon. Aktivita hSULT1A3 byla flavonoidy inhibovana velmi maélo, v ptipadé flavonu
nedoslo k zadné inhibici [152]. V dalsi in vitro studii byl opét potvrzen inhibi¢ni efekt
extraktu ze zeleného Caje a prokézan inhibi¢ni efekt extraktu z banaby, rostliny pouzivajici
se v alternativni mediciné napt. pii 1é¢bé diabetu (obsahuje 9-12% fenolickych latek).
Aktivita hSULT1A3 byla inhibovana oproti jinym testovanym latkam relativné hodné.
Extrakty ze sojovych bobt, listii moruSe nebo je¢mene neinhibovaly aktivitu hSULT1A3
téméf viubec [153]. Nejvétsi inhibice aktivity hSULT1E1L ze 37 testovanych flavonoidnich

slouceni byla zaznamenana Vv piipadé genisteinu a equolu (equol je nesteroidni slouc¢enina
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s estrogennim ucinkem, ktera se tvoii ze sdjového isoflavonu daidzeinu piisobenim

bakterii ve stfevech) [154].

4.3 Indukce sulfotransferas

Stejné jako inhibice tak i indukce sulfotransferas je moznd prostfednictvim 1éc€iv,
polutantti a doplnku stravy. Indukci hSULT 1é¢ivem prokazali Bian a kol. v podminkach in
vitro s Hep G2 buiikami prostiednictvim glukokortikoidd, konkrétné vliv dexamethasonu,
ktery zvysil aktivitu hRSULT1A3/4 vici substratu témét dvojnasobné [155].

Interakce doplnk stravy a intestindlnich sulfotransferas jsou vSak zatim
neprozkoumanou oblasti. Uvadim zde dostupné vyzkumy, ve kterych se indukce slozkami
potravy prokazala v podminkach in vivo i in vitro. Maiti a kol. provedli vyzkum vlivu
retinové kyseliny (bioaktivni forma vitaminu A) na rSULT v potkanich jatrech a tenkém
stievé. Po dvoutydenni premedikaci potkant kyselinou retinovou a substraty, 2-naftolem a
dehydroepiandrosteronem (DHEA) byla prokazana indukce exprese rSULT1AL v tenkém
stfevé a v jatrech. V podminkach in vitro na lidskych rakovinnych bunikach Hep G2 a
Caco-2 byla prokazéna indukce isoforem hSULT1A1, hSULT2A1 i hSULT1E1 [156].

Prokédzanym doplitkem stravy, ktery indukoval lidské formy hSULTIA1 a
hSULT2A1, je genistein, isoflavon ze skupiny flavonoidi. Studie na Hep G2 a Caco-2
burikach ukazuje, Ze genistein indukoval obé¢ isoformy sulfotransferas a to v zavislosti na
davce a také na Casu [157].

Dalsi vyzkum provedl Yeh a kol., ktefi zkoumali indukéni vlastnosti kyseliny
gallové, gentisové, p-hydroxybenzoové, ferulové a p-kumarové na Hep G2 bunikach. Jako
nejucinngjsi induktor hNSULT1AL1 se ukazala byt kyselina gallova a gentisova, dale
p-hydroxybenzoova a p-kumarova [158]. Jedna z dalsich studi in vitro na Hep G2 bunkach
prokézala také induk¢ni efekt B-naftoflavonu viici hSULT enzymm, pfi reakei s
4-hydroxypropanololem  (4-OH-PL). Zpéti zkoumanych enzymi (hSULTI1AI,
hSULT1A3/4, hSULTI1BI1, hSULTIE]1 a hSULT2A1) vykazoval nejvétsi inducibilitu
SULT1A3/4. Naopak hSULT2AT1 nevykazoval zadnou aktivitu za danych podminek [159].

In vivo studie Chana a kol. se zabyvala indukénim potencidlem biochaninu A
(BCA), ptirodni latky patiici mezi flavonoidy a nachazejici se v mnoha bylinnych
doplncich stravy, na rSULT1A1, rfSULT2A1 a rSULT1ELl isoformy. Potkani byli

premedikovani po dobu sedmi dni riznym mnozstvim dané latky a nasledné¢ byly
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analyzovany jejich jatra a tenké stievo. Imunodetekci byla prokazana indukce vsech
isoforem v potkanich jatrech a to jak samice, tak samce az na rSULTI1EI, ktery nebyl
indukovan v jatrech samice. V tenkém stfevu dosSlo také k vyrazné indukci isoforem
rSULT1A1 arSULT2AI, pficemz u samcu byl tento efekt vyraznéjsi [160].

Jedny z nejnovéjsich poznatkii v této problematice pfinesla skupina kolem Zhoua,
ktera zkoumala indukcéni vlastnosti kofeinu na rSULTIA1 a rSULT2AI1 isoformy
V potkanich jatrech a v tenkém stievé. Indukce rSULT1A1 a rSULT2A1 byla prokézana
Vv obou organech, u samic i samci. Ackoli se rSULT1AL1 isoforma indukovala v jatrech
samce velmi vyrazné, u rSULT2A1 formy nebyla G¢innost tak markantni. Obecné byla

indukce v tenkém stieve vyraznéjsi nez v jaterni tkani [161].

Tab. 5: Ptrehledny souhrn latek piirodniho ptivodu, které indukovali nékteré formy
sulfotransferas v podminkéach in vivo nebo in vitro.

Podminky Enzym PFirodni latka Systéem Citace
invitro | hSULT1A1 Kys. retinova Caco-2 [156]
genistein Caco-2 [157]
kys. gallova Hep G2 [158]
kys. gentisova Hep G2 [158]
kys. p-kumarova Hep G2 [158]
B-naftoflavon Hep G2 [159]
hSULT2A1 kys. retinova Caco-2 [156]
genistein Caco-2 [157]
hSULT1E1 kys. retinova Caco-2 [156]
B-naftoflavon Hep G2 [159]
hSULT1A3/4 | B-naftoflavon Hep G2 [159]
hSULT1B1 -naftoflavon Hep G2 [159]
invivo | rSULT1Al Kys. retinova potkani tkan tenkého [156]
stfeva a jater
biochanin A potkani tkan tenkého [160]
stfeva a jater
kofein potkani tkan tenkého [161]
stfeva a jater
rSULT2A1 biochanin A potkani tkan tenkého [160]
stieva a jater
kofein potkani tkan tenkého [161]
stieva a jater
Vysvetlivky:

Caco-2 - bunécna kultura lidskych, intestinalnich rakovinnych bun¢k
Hep G2 - bunéc¢na kultura lidskych, jaternich rakovinnych bunék
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4.4 Inhibice N-acetyltransferas

Kukongviriyapan a kol. testovali inhibi¢ni efekt derivati kyseliny skoficové,
flavonoidii a kumarinu na lidskych jaternich a KMBC buikach (rakovinné buiky
zlu¢ovodu). Znacny inhibi¢ni efekt na hNAT1 vykazoval kvercetin a kyselina kavova, dale
kamferol a genistein. Zadna testovana fenolick latka neinhibovala hNAT2 ve srovnatelné
mite jako NATI1, av§ak kurkumin je siln&j$im inhibitorem hNAT2 nez hNATI1 [162].

Dalsi inhibi¢ni efekt potravnich komponent na N-acetyltransferasy byl prokézan
Chenem a kol., ktefi testovali efekt latek obsazenych v ¢esneku - diallyl sulfidu (DS) a
diallyl disulfidu (DDS) na lidskych nadorovych bunkach tlustého stieva. Obé dvé latky
vykazovaly inhibi¢ni efekt na hNAT1 a hNAT2, ktery byl koncentra¢né zavisly [163].

4.5 Indukce N-acetyltransferas

O indukci hNAT dopliiky stravy je znamo velmi malo. Dosud nebyla prokézana
zadna pfirodni latka, ktera by indukovala expresy enzymli NAT1 nebo NAT2. Jsou vSak
znama né&ktera léciva, u kterych byl indukéni efekt prokdzan. Mitchell a Warshawsky
prokazali indukéni efekt 4-aminosalicylové kyseliny (PAS, k1é¢bé tuberkulosy) a
sulfametazinu na ob&¢ formy v jaternich buiikich hNAT1 a hNAT2, do kterych byly
pomoci vektorl vlozeny ptislusné geny enzymu. V buitkdch mocového méchyie doslo také

k indukci témito xenobiotiky, ale pouze formy NAT1 [164].
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5. NAVRZENI PEPTIDU PRO PRODUKCI PROTILATEK

V kap. 3.2.5.2 a kap. 3.2.6.2. byly podrobné charakterizovany ty enzymy druhé
faze biotransformace, které se mimo jiné vyznamné zucastiiuji metabolické aktivace
prokarcinogenti a promutagent - sulfotransferasy a N-acetyltransferasy. Tyto dvé skupiny
enzymi obsahuji nemaly pocet zastupct, znichz velka ¢ast interaguje
v gastrointestinalnim traktu s metabolity vzniklymi v prvni fazi biotransformace nebo
piimo s latkami piijimanymi v potravé. Inducibilni enzymy, které se metabolické aktivace
zGcastnuji, mohou byt indukovany fytochemikaliemi (napft. flavonoidy). Indukci mtze byt
zvySen potencial metabolické aktivace, jejimz disledkem bude zvySeny pocet mutaci DNA
a tedy vétsi karcinogenni ucinky na organismus. V rdmci vyzkumu této problematiky je
tedy nasi snahou zjistit, jaké vztahy mezi témito dé&ji jsou a jak flavonoidy indukuji tyto
enzymy. Jednou z vyzkumnych metod je vyuziti protilatek, které mohou byt pouzity
k imunodetekci enzymui druhé faze biotransformace v gastrointestinalnim traktu. Protilatky
vznikaji jako odpovéd’ imunitniho sytému na vybrané peptidy z proteinovych sekvenci,

nebot’ tyto peptidy pusobi ve fylogeneticky odlisSném organismu jako antigeny.

5.1 Kritéria pro navrhovani peptidickych imunogent

Pii navrhovani peptida je dulezité vybirat vhodné sekvence vybranych enzymi
podle urcitych vlastnosti, které jsou dulezité pro konstrukci imunogenu. Vlastnosti lze
vyhodnotit napf. pomoci programii dostupnych na internetovych serverech. Jednotliva

kritéria a metody, které byly pouzity k navrzeni vhodnych sekvenci, jsou popsany nize.
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5.1.1 Antigenicita

Peptid musi vykazovat antigenicitu, tedy schopnost chovat se v organismu jako
antigen, vyvolavajici tvorbu protilatek. Predikce této vlastnosti lze napft. prostfednictvim
programu (tzv. ,,scale®) ,,Hphob. / Welling & al* [165], na portalu Expasy [166]. Na obr.
10 je grafické znazornéni antigenicity, kde na horizontalni ose jsou pozice jednotlivych
aminokyselin (AMK) daného enzymu a na vertikalni ose je mira antigenicity. Z obrazku je

patrné, ze vysokou antigenicitu vykazuje napt. Usek 180-190 AMK.

ProtScale outp;:\}QQ\user sequence
8.7 T T T T - T
\ Hphob. < Helling & al

Score
@
w

T
1

B.3 1 1 1 1 1
=1 18 15@ e 25

Fosition

Obr. 10: Predikce antigenicity v proteinové sekvenci enzymu rNAT1

5.1.2 Expozice

Dalsi kritérium pro vybér sekvence peptidu je jeho dostupnost v ramci
trojrozmérné struktury - peptid by mél byt na povrchu proteinu. Predikovat tuto vlastnosti
Ize pomoci programu ,,Hphob. / Janin“ [167], na portadlu Expasy [166]. Stejné jako
v piedchazejicim piipadé lze z grafické presentace urcit (obr. 11, str. 46), jaké Useky tuto

vlastnost vykazuji. Nejvyssi expozici zde vykazuje usek okolo 220-235 AMK.
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FrotScale output for user sequence
B.85 T T T T

T
Hphob. ;» Janin

Score

B.3 1 I I I I
54 1@ 158 28a 258

Fosition

Obr. 11: Predikce expozice v proteinové sekvenci enzymu rNAT1

5.1.3 Pristupné aminokyselinové zbytky

Dilezitou vlastnosti peptidu je flexibilita a dostupnost zbytki aminokyselin.
Predikce této vlastnosti Ize pomoci programu ,,.% accessible residues [167], na portalu
Expasy [166]. Na obr. 12 je grafickd presentace, ze které lze vycist hlavni useky
s pristupnymi zbytky - 10-25 AMK, okolo 25 AMK a 170-190 AMK.

ProtScale output for user segquence
B.73 T T T

T T
% accessible residues

8.7 =

Score
[
]

T
1

B.25 I I I I I
ca laa 158 cea 25a

Fosition

Obr. 12: Predikce pfistupnych zbytkd v proteinové sekvenci enzymu rNAT1
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5.1.4 Hydrofilita

Dalsim dulezitym parametrem je hydrofilita. Predikci lze provést napi. dle
programu ,,Hphob. / Kyte & Doolittle* [168], na portalu Expasy [166]. Stejné jako
Vv predchézejicich pfipadech se jedna o grafické znazornéni (obr. 13), kde je kazdé
aminokyselin€¢ pfifazend urcitd hodnota tohoto parametru a vytvofena spojita kiivka.

Nizkou hydrofilitu zde vykazuje napft. tsek okolo 160 AMK.

ProtScale output for user sequence
8.2 T T T

T T
Hphob., » Kyte & Doolittle

'n‘,x.‘ |

@.2 I I I I I
1z) 188 158 cae 258

Fosition

Score
o)
w

T

Obr. 13: Predikce hydrofility v proteinové sekvenci enzymu rNAT1

5.1.5 Absence usporadané sekundarni struktury

Navrzeny peptid by nemél vykazovat tendenci tvofit uspofadani sekundarni
struktury jako je dvousroubovice (a-helix) a skladany list (B-sheet). K predikci vhodnych
sekvenci muze slouzit napt. program Network Protein Sequence Analysis [169], ktery
nabizi né€kolik metod. Po zadani proteinové sekvence do piislusného pole se zobrazi
kompletni predikce sekundarni struktury, dle pfedem zadanych parametrd. Ve svém
navrhu jsem pouzila metody MLRC [170], DSC [171], PREDATOR [172] a PHD [173].
Jednotlivé vysledky se setadi pod proteinovou sekvenci enzymu, jak je zobrazeno na obr.

14, str. 48). Posledni tadek je primérnym vyhodnocenim vSech metod.
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Obr. 14: Predikce sekundarni struktury v proteinové sekvenci enzymu rNAT1(h = a-helix,

10 20 a0 40 S0 €0 7
| | | | | |

(=]

5B
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hhhhhhhhhh L
k=1 140
|
DIAYEIIYTQMREELELT 3=
22
150 1€0 170 180 180 200 210

| | | | | | |
RO VEAIFRLTEENGTWY LD IRREDVENQEFVHSDLLER SEYREIYSFTLEFRT IEDFEY VNI YLY
= hhhhhh hhesss EEEm

FEHEELVITI Usek bez usporadané
sekundarni struktury

e = B-sheet, c = bez sekundarni struktury, ? = nelze jednoznacné urcit)

5.1.6 Jedine¢nost sekvence

Jednim
aminokyselinovd sekvence méla odpovidat pouze danému proteinu. Pro ovéfeni
jedinecnosti 1ze pouzit funkci BLAST na portalu UniProt [174]. Po vloZeni sekvence je

generovan graficky piehled vSech enzymu, ve kterych se dany usek nachazi, poptipadé

z nejdialezitéjSich  parametri  je jedineCnost peptidu, nebot’

procentudlni podobnost s jinymi enzymy.
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5.1.7 Délka peptidového imunogenu

Nejvhodnéjsi délka peptidu byva Casto sporna. Nejbéznéjsi antigeny jsou 11-16
AMK dlouhé a jsou relativné snadno syntetizovatelné. Peptidy kratsi nez 9 AMK uz pak
nebyvaji jedinecné, naopak delSi sekvence mohou obsahovat vice epitopti. Komeréné
prodavané antipeptidové protilatky byvaji piipraveny proti peptidu v délce az 50 AMK .

Takové peptidy jiz mohou vykazovat snahu vytvaret uspofadané sekundarni struktury.

5.2 Strategie vybéru nosného proteinu a hostitele

Navrzeni sekvence peptidu je prvni fazi celého procesu. Dilezitym krokem je
zajistit, aby byl peptid vystaven imunitnimu systému v takové formé, aby vyvolal produkci
protilatek schopnych rozpoznat cilovy protein. K tomuto ucelu se pouzivaji tzv. nosné
proteiny, které zajisti efektivni rozpoznani peptidu. Je tedy dulezité vybrat vhodny protein
a zpusob pfipojeni peptidického fetézce. Mezi nejcastéjsi zplisoby navazani peptidu na
nosny protein patii metoda, ktera vyuziva volnou thiolovou skupinu aminokyselinového
zbytku cysteinu. Nejvyhodné&jsi je, pokud dana sekvence na svém konci jiz cystein
obsahuje. V piipadé€, ze cystein neobsahuje, je mozné ho k sekvenci piidat na N- nebo C-
konec sekvence.

Spravny vybér nosného proteinu zajistuje vyvolani co nejvyraznéjsi imunitni
odpovédi Vtéle hostitele. Mezi nejpouzivanéjsi nosi¢e patii hemocyanin dérnatky
obrovské (KLH), hovézi sérovy albumin (BSA), ovalbumin (OVA) nebo krali¢i sérovy
albumin (RSA) [175].

Vybér odpovidajiciho hostitele, ktery bude dostatené a vhodné reagovat na
antigen je finalnim krokem. Zviteci model by mél byt geneticky vzdaleny od zdrojového
organismu, aby nedos$lo k rozpoznani antigenu imunitnim systémem. Pokud se navrhuje

peptid ze sekvence lidského enzymu, je vhodné zvolit mysi, krali¢i, nebo slepi¢i model

hostitele nez zvolit napf. model primata [175].
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5.3 Vybrané peptidy rSULT a rNAT

K vyzkumu vlivu chemickych karcinogeni na organismus v podminkach in vivo se
pouzivaji nejcastéji potkani modely a tyto modely budou pouzity i v této ¢asti. Na zaklad¢
vySe uvedenych vlastnosti byly navrzeny peptidy rSULT a rNAT, které spliuji zakladni

kritéria dulezita pro zamér vyzkumu:

- enzym se zucCastiiuje metabolismu xenobiotik,
- byl detekovan nebo predikovan v gastrointestinalnim traktu,

- neni prokazateln¢ konstitutivni (je potencialné inducibilni)

V tab. 6 (str. 51) jsou piehledné charakterizovany jednotlivé navrzené sekvence a
uvedena kritéria, podle kterych byly vybrény (grafick4 zobrazeni jednotlivych predikci
kritérii v ramci enzymu jsou pfilozeny v pfiloze na konci této prace). V poslednim sloupci
je uvedeno hodnoceni sekvence podle programu dostupného na internetu Antigen Profiler
[176]. Program vyuziva sadu algoritmt k posouzeni ,kvality antigenti a porovnava je
s daty z vice jak tfinacti tisic peptidovych protilatek. Po zadani sekvence do ptislusného
pole se zobrazi Cislo ze $kaly od 0,0 do 5,0 (obr. 15). Za vyborny antigen se povazuje

dosazeni hodnot v rozmezi 2,7 - 5,0.

B o112 202 EFEEENES0

Obr. 15: Meétitko vhodnosti antigenu (pievzato a upraveno z [176])
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Tab. 6: Seznam navrzenych peptidovych sekvenci rSULT a rNAT

Pozice a usA Elg‘fir(]l(ilé Jedine¢nost PFistupné Antigen
Enzym Sekvence peptidu velikost seEundérm’ sekvence Antigenicita | Expozice AMK Hydrofilita Prof?ler
peptidu zbytky
struktury

rSULT1A1 CGRAPIYARVPF (lg ?A_K/TK) ano ano ++ +++ + ++ 3,2
rSULTIB1 | VLNDGNVEKC (1glA_|7v(|)K) ano ano - .+ - N 27
rSULTICL | C-NYTTLPSSIMD (ﬁiﬁi) ano ano + - +t+ it 17
rSULTIC2 | QPSGVDKANAM-C (1%0,&1&%) ano ano - .t et e+ 21
rSULT1E1 CPVKFRAEL (28;"3'92) ano ano +4++ + + +++ 3,3
rSULT2AL | HLFSKSLFSSK-C (ﬂil,\ﬁ) ano ano - . . i+ 19
NAT1 LELTSGKDQPQ-C (ﬁ‘r’;\j‘:’() ano " .+ 4 b fad 32
NSDLLEKSKY-C (%;ﬁ&) ano ano +++ ++ +++ +++ 3,3
INAT2 | NTPANKYSSGM-C (135:&?() ano ano . ‘4 P . 18
SGKDQPQVPA-C &ggﬂ\jﬁ) ano s - 4 - et 33

V tabulce jsou uvedeny jednotlivé vybrané peptidy pfislusnych enzymu, pofadi aminokyselin v proteinové sekvenci a délka peptidu. Dale jsou

zde uvedena zakladni kritéria a hodnoceni dle programu Antigen Profiler.

Vysvétlivky:

+ - projev dané vlastnosti ( + nizky, ++ pramérny, +++ velmi dobry)

# - sekvence je obsaZzena také v proteinu NAT2
## - sekvence je obsazena také v proteinu INAT1
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5. ZAVER

V poslednich dvou stoletich doslo k vyraznému rozvoji primyslu a to zejména
farmaceutického, chemického a potravinaiského odvétvi. Produkty téchto pramyslovych
obort jsou cizorodé chemicke latky, které jsou pro organismus nepfirozené a mohou
vyvolavat negativni zmény. Ur¢itou ¢ast tvoii i potravni karcinogeny a prokarcinogeny
podléhajici metabolické aktivaci, jejichz zastupci jsou napi. heterocyklické aromatické
aminy. Dlouhodobou expozici témto latkam se organismus vystavuje nebezpeci vzniku
rakoviny. Jednim ze zpusobi jak tyto jevy zmirfiovat a potlaCovat je pomoci
chemopreventivnich latek ve stravé. Vyznamnymi zastupci chemopreventivnich sloucenin
jsou flavonoidy a bylo prokazano, zZe tyto latky na tirovni genové exprese inhibuji tvorbu a
aktivitu nékterych enzymi zucastiujicich se metabolické aktivace prokarcinogent. V této
praci jsou soustfedény studie, ve kterych se prokazaly inhibi¢ni ale také indukéni Gcinky
nékterych rostlinnych latek vcetné flavonoidi na enzymy druhé faze biotransformace -
sulfotransferasy (SULT) a N-acetyltransferasy (NAT). Biochanin A, genistein, kyselina
gentisovd nebo kyselina gallova se projevily jako induktory rSULT1A1, rSULT2AL,
hSULT1A1, hSULT2A1 a hSULTIBI. Indukce hNAT dopliky stravy zatim nebyla
prokazéana a tato oblast musi byt jest¢ zkoumana.

Faktory, které ovliviiuji vznik rakoviny, jsou pfedev§im mnozstvi cizorodych latek,
délka expozice, zivotni prostfedi a interakce v organismu s ostatnimi pfijimanymi latkami.
Pravé detailni poznani pifesnych mechanismi, kterymi jsou potravni karcinogeny
metabolizovany, a mechanismli interakci Sjinymi slozkami stravy je dulezité

pro zdokonalovani prevence rakoviny a jeji terapii.
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