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ABSTRAKT
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podielajtcich sa na biotransformécii cytostatik

Pocet TI'udi trpiacich rakovinou narasta. Stale viac sa vedci snazia obracat’ na
prirodu a hl'adat’ v nej pomoc. Jednymi z moZznych odpovedi na ich otazky by bolo
pouzitie prirodnych latok bud’ v liecbe, alebo i1 Vv prevencii rakoviny. Takymito latkami
moézu byt napriklad izoflavonoidy, polyfenolické latky vyskytujuce sa napr. v soji.
V mnohych vyskumoch uz bol testovany ich vplyv na telo. Tato praca sa zameriava na
ich Gi¢inok na aktivitu enzymov podielajucich sa na biotransformacii cytostatik.

Experimenty boli vykonané na bune¢nych liniach MCF-7 a MDA-MB-231 po
ovplyvneni izoflavonoidmi po dobu 24, 48 a 72 hodin. Bunec¢na linia MCF-7 vykazovala
viac zmien v aktivite ako linia MDA-MB-231. Z testovanych S$tyroch enzymov,
AKR1A1, AKR1C, CBR a GST, sa u dvoch enzymov nepotvrdila Ziadna zmena aktivity
po ovplyvneni izoflavonoidmi. Ide o enzymy CBR a AKRIC. Len pripade GST sa
dosiahlo ziadaného vysledku znizenia aktivity pre vsetky izoflavonoidy, genistein,
daidzein a formononetin, a to na bune¢nej linii MCF-7 po 24 hodinovej inkubaAcii.
Izoflavonoid formononetin sa zaslizil o uspeSnii zmenu aktivity v Styroch pripadoch,

u bunkach MCF-7 okrem uz spomenutého znizenia u enzymu GST, sa zasluzil o zvysSenie
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aktivity enzymu AKR1A1 po pouziti 4-pyridinkarboxaldehydu po 72 hodinovej inkubacii
a taktiez po 72 hodinovej inkubdcii u enzymu GST, kde iSlo tiezZ o zvySenie aktivity.
U bunecnej linii MDA-MB-231 sa podielal len na zvySeni aktivity u enzymu AKR1A1
po pouziti glyceraldehydu po 24 hodinovej inkubacii. U bune¢nej linii MCF-7 sa dvakrat
preukazal vplyv daidzeinu: raz spomenuty inhibiény u GST a aktiva¢ny uc¢inok na enzym
AKRI1A1 po 72 hodinovej inkubacii po pouziti 4-pyridinkarboxaldehydu. Len jeden krat
sa preukazal vplyv genisteinu na aktivitu enzymov, iSlo o zniZenie aktivity enzymu GST

u MCF7 po 24 hodinovej inkubacii.
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More and more people are suffering from cancer. Scientists are striving to turn to
nature and find the help there. One of the possible answers to their questions would be
usage of natural substances in either prevention or even treatment of cancer.
Isoflavonoids, polyphenolic compounds occurring e.g. in soybeans, are one of them.
Many scientists have already tested their influence on the human body. This thesis focuses
on the possible effect of isoflavonoids on the activity of enzymes participating in
biotransformation of cytostatic drugs.

Experiments were performed on human breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-
MB-231 exposed to isoflavonoids for 24, 48 and 72 hours. Cell line MCF-7 showed
greater changes in the enzymatic activity than MDA-MB-231. Of the four enzymes tested
(AKR1A1, AKR1C, CBR and GST), two enzymes showed no change in activity after
exposure to isoflavonoids — enzymes CBR and AKR1C. Only one experiment brought
the desired result for all isoflavones, genistein, daidzein and formononetin. Acitivity of
GST enzyme on the MCF-7 cell line, after 24 hours of incubation with isoflavonoids was
reduced. Isoflavonoid formononetin was responsible for the significant change of activity
in four cases, in the MCF-7 cells, aside the above mentioned reduction in the GST

enzyme, it was responsible for the increase in the activity of the enzyme AKR1A1 where



4-pyridinecarboxaldehyde was used and of the enzyme GST after 72 hours of incubation.
The influence of formononetin on the cell line MDA-MB-231 resulted in the increased
activity of the enzyme AKR1AL using glyceraldehyde as a substrate after 24 hour
incubation. Daidzein demonstrated twice the impact on the cell line MCF-7: once the
inhibitory effect on GST (mentioned above) and once activating effect on the enzyme
AKR1AL1 after 72 hours incubation after using 4-pyridinecarboxaldehyde. The effect of
genistein on the activity of the enzymes was shown only once. Genistein only reduced
activity of GST in the MCF-7 cell line after 24 hours of incubation.
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1 ZOZNAM SKRATIEK

17B-HSD 17B-hydroxysteroid dehydrogenaza

AKR Aldo-ketoreduktaza

BCA Bicinchonicka kyselina

BSA Hovidzi sérovy albumin

CBR Karbonylreduktaza

COX-2 Cyklooxygenaza 2

DAUN Daunorubicin

DMSO Dimetylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleové kyselina

DOX Doxorubicin

FBAL 2-fluor-B-alanin

GSH Glutation

GST Glutation-S-transferaza

MRNA Mediatorova ribonukleova kyselina

NADP* Nikotinamidadenindinuleotidfosfat

NADPH Redukovana forma nikotinamidadenindinuleotidfosfatu
O-DMA O-desmetylangolenzin

PBS Fosfatovy pufr

PGF2a syntaza Prostaglandinsyntaza

SDR Dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retazcom
SERM Selektivny modulétor estrogénovych receptorov



2 UVOD

Rakovina je rasttci zdravotny problém po celom svete a je druhou najcastejSou
pri¢inou imrti po ochoreni srdca. V sucasnej dobe existuje viac ako 10 miliénov pripadov
rakoviny ro¢ne na celom svete, ako napr. rakovina pecene, pl'ic, zalidka, hrubého Creva,
prsnika a vel'a d’alSich.

Bohuzial' neexistuje Ziaden extrémne efektivny liek na liecbu véaésiny typov
nadorov, ktory by bol sucasne ¢o najmenej toxicky na telu vlastné bunky. Nové prirodné
produkty ponukaji prilezitosti pre inovacie v oblasti lie¢iv, ako v prevencii, tak v liecbe.
Znacna Cast’ protinadorovych latok v stGcéasnosti pouzivanych v Klinickej praxi su
prirodného povodu. Napriklad viac nez polovica vsetkych protirakovinovych liekov na
predpis schvalenych medzinarodne medzi 1940 a 2006, boli prirodné latky, alebo ich
derivaty.

Uz davnejsi vyskum preukazal, ze v priemere 35% pripadov rakoviny bolo
spOsobenych stravou. Aj laboratorne vysledky poukazali na fakt, ze zvySeny prijem
ovocia a zeleniny a celych zin v strave, je vyznamne spajané so znizenim rizika
niektorych druhov rakoviny (Huang, a dalsi, 2010).

Vela klinickych §tadii je zameranych na uzivanie doplnkov stravy a na to, ako
upravenie stravy pomaha v ramci prevencii rakoviny. Protektivne G¢inky stravy st
zalozené na vyvolani indukcie bune¢nych obrannych systémov, vratane aktivacii
detoxikacnych a antioxida¢nych enzymov.

Fytochemikalie st definované ako bioaktivne neesencialne vyzivné latky z rastlin
(odvodené z gréckeho slova phyto, ¢o znamena rastlina). Maju rézne G¢inky na l'udské
zdravie ako su napriklad predpokladané chemoprotektivne vlastnosti (antikancerogénne
a antimutagénne), @ mozu zasahovat’ do nadorového postupu a progresie. Odhaduje sa,
Ze existuje viac ako 5000 réznych fytochemikalii, ktoré boli zistené v ovoci, zelenine,
obili a inych rastlinach, hlavne klasifikovanych ako fenolické latky, karotenoidy,
vitaminy, alkaloidy, dusikové zlu¢eniny a organosirové zlic¢eniny.

Naprie€ velku Strukturdlnu rozmanitost’ fytochemikalii, fenolické latky upttavaja
najvacsi zaujem pre svoju znac¢nl bioaktivitu. Fenoly poskytujii zakladné funkcie v
rozmnozovani a rastu rastlin, posobia ako obranné mechanizmy proti patogénom,
parazitom a predatorom a prispievaju tiez na sfarbeni rastlin. Okrem toho, zelenina

a ovocie bohata na fenolické latky, hra déleziti tlohu ako chemopreventivne €inidl4;
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napriklad fenolové latky v jablkach boli spajané s inhibiciou rakoviny hrubého ¢reva in
vitro. Mnoho fenolovych zlac¢enin uz bolo popisanych, ktoré maju silni antioxidacn
aktivitu a taktiez aj protirakovinové alebo antikarcinogénne / antimutagénne,
antiaterosklerotické, antibakterialne, antivirusové a protizapalové ucinky Vv rdéznych
mierach (Huang, a dalsi, 2010) (Heim, a dalsi, 2002) (Ding, a dalsi, 2015).

V ramci tejto diplomovej prace nas zaujimali prirodné latky odvodené od
fenolickych zlacenin, izoflavonoidy. Konkrétne sa jedna o izoflavonoid genistein,
daidzein a formononetin a ich u¢inky v tele stvisiace s rakovinou. Diplomova praca sa
zaobera ich vplyvom na aktivity enzymov podielajucich sa na biotransformécii
cytostatik. Z enzymov boli skimané aktivity: aldehydreduktazy (AKR1A1) pomocou 4-
pyridinkarboxaldehydu, aldehydreduktazy (AKR1Al) pomocou glyceraldehydu,
aldoketoreduktazy (AKR1C) pomocou acenaftenolu, karbonylreduktazy (CBR) pomocou
menadionu a glutation-S-transferazy. Pokusy boli vykonané na bune¢nych liniach MCF-
7 a MDA-MB-231, ktoré boli ovplyvnené izoflavnoidmi po dobu 24, 48 a 72 hodin.
Vsetky experimenty boli stanovované spektrofotometricky (zmenou absorbancie

Vv pristroji TECAN) na mikrotitracnych dostickach.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 FENOLOVE ZLUCENINY A ICH
PROTIRAKOVINOVE UCINKY

Fenolové zluCeniny su zluc¢eniny, ktoré maja jeden, alebo viac aromatickych
kruhov, nesuce jednu, alebo viac hydroxylovych skupin a vSeobecne st rozdelené do
kategorii ako fenolické kyseliny a ich analogy, flavonoidy, triesloviny, taniny, stilbény,
kurkuminoidy, kumariny, lignany, chindény a d’alsie na zaklade po¢tu fenolovych kruhov
a d’alsich konstrukénych prvkov, ktoré spajajua tieto kruhy. Vyskytuji sa vo vel'mi ¢asto
pouzivanych rastlinach v kuchyni, ako napr. v kukurici, kurkume, hrozne, zazvoru, kave,
vine a Vv ¢aji. VSetky maju antioxidacné ucinky (Huang, a dalsi, 2010) (Heim, a dalsi,

2002).
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3.1.1 FENOLOVE KYSELINY A ANALOGY

Fenolové kyseliny su hlavnou skupinou fenolovych latok, siroko vyskytujucich sa
v rastlinnej riSi. Prirodné fenolové Kkyseliny sa bud’ vyskytuji vo volnej, alebo
konjugovanej forme, zvycajne ako estery alebo amidy. Vd’aka Strukturalnej podobnosti,
niekol’ko d’alSich polyfenolovych zlic¢enin sa posudzovalo ako analogy fenolickych

zltéenin, napr. kapsaicin, rozmarinova Kyselina, gingerol (Huang, a dalsi, 2010).
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Obr. 1 Fenolické zlu¢eniny vyskytujlice sa v prirode. Prevzaté z: (TutorVista)

Fenolové kyseliny a ich analogy maju Siroké spektrum bioaktivity, niektoré mozu
mat’ vyznamnu tlohu v prevencii rakoviny. Vicsina fenolickych kyselin ma antioxidacné
schopnosti. Schopnost’ rusit vol'né radikaly zavisi na pocte a polohe hydroxylovej
skupiny a metoxy substituentov v molekulach.

Okrem toho mozu fenolové Kyseliny a analogy inhibovat’ rast nadorovych buniek
a indukovat apoptéozu vdaka zastave bunkového cyklu; regulacii signalnych drah;
indukcii alebo inhibicii niektorych enzymov, ¢i vd’aka zlepsenej detoxikacii. Niektoré
fenolové kyseliny a analogy vykazuju tiez antibakterialne, antimykotické, antivirusové,

antimutagénne a protizapalové ucinky (Huang, a dalsi, 2010).
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3.1.2 FLAVONOIDY

Flavonoidy st skupinou obsahujticou viac ako 4000 fenolovych zlucenin, ktoré
sa vyskytuju prirodzene Vv rastlinach. Tieto zla¢eniny maju zakladnu kostru
fenylbenzopyranu (C6-C3-C6), sklada sa z 2 aromatickych kruhov (kruhy A a B)
spojené troma atdmami uhlika, ktoré su zvyc€ajne v okysli¢enom centralnom pyranovom

kruhu, alebo kruhu C.

O

Obr. 2 Fenylbenzopyran.

Rozne druhy flavonoidov st pritomné v takmer vsetkych rastlinach ako su ovocie
a zelenina. Flavonoidy st najvicsou skupinou fenolovych latok zastipenou V lie¢ivych
bylinach a koreni. Hlavné potravinové zdroje rastlin s petrzlen, tymian, Ceresne, Caj,
olivy, brokolica, a strukoviny. Kvercetin je jednym z hlavnych potravinovych
flavonoidov, najdeny v Sirokej Skale druhov ovocia, zeleniny a napojov. Flavanoly, napr.
katechiny, su tiez rozsirené Vv lie¢ivych rastlinach (napr. ¢aj, jablka, jahody, kakao).
Antokyany, vratane antokyanidinov a ich glykozidy, su Siroko distribuované v lie¢ivych
rastlinach, ako je napriklad Rosa chinensis. Mnoho potravin (napr. ovocie, zelenina,
obilie, atd’.), obsahuji antokyany, napr. hroznové Supky, ¢ucoriedky, Cervena kapusta,
fazula a kukurica. (Huang, a dalsi, 2010).

Flavonoidy su tepelne stabilné a straty v dosledku varenia ¢i vyprazania su
relativne nizke. Povazuje sa, ze flavonoidy su absorbované pasivnou difiziou potom ako
glykozylované flavonoidy su prevedené na ich aglykony. Mikroflora hrubého ¢reva hraje
dolezita ulohu v tejto konverzii. Biologicka dostupnost’ flavonoidov je len ¢iastocna, s
podielom pozitého mnozstva, ktoré sa absorbuje, s rozhranim od 0,2% do 0,9% pre ¢ajové
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katechiny, na 20% pre kvercetin a izoflavony. Tym padom velka cast zostava
neabsorbovana a gastrointestinalna sliznica je vystavena pomerne vysokej koncentracii
tychto zlucenin. Po absorpcii su flavonoidy Kkonjugované Vv peceni pomocou
glukuronidacie, sulfatacie, alebo metylacie, alebo st metabolizované na mensie fenolové
zluceniny.

Caj je tiez dolezitym zdrojom flavonoidov. Vel’ky poéet experimentalnych $tadii
naznacuje protinadorové ucinky ¢ajovych polyfenolov. Riziko rakoviny zaludka v tejto
studii klesa s rastiacim poctom davok zeleného cCaju pripravenych za den. V nedavnej
stadii pripadov a kontrol sledovali spotrebu siedmich, alebo viacerych $alok zeleného
¢aju za den, ¢o bolo potom spajané s 31% niz§im rizikom rakoviny zaludka. V sulade s
tymito udajmi, vysokd spotreba zeleného Caju, je spajana SO znizenim rizika
prekanceroznej chronickej atrofickej gastritidy.

Experimentalne vysledky, ziskané najmé v poslednych troch rokoch, preukazali
siroké spektrum biologickych aktivit pre flavonoidy, ktoré mézu byt’ prospesné proti
rakovine. Nie je vsak jasné, ¢i st pritomné tieto ucinky vo fyziologickych koncentraciach,
alebo ¢i su za tieto G¢inky zodpovedné metabolity, ktoré st pravdepodobne najviac
relevantné pre I'udi (Marchand, 2002).

Flavonoidy su spojené so znizenim rizika chronickych ochoreni, vratane rakoviny,
pretoze maji silné antioxida¢né aktivity in vitro, su schopné upravovat’ Siroky rad
reaktivnych druhov kysliku (napr. hydroxylové radikaly, peroxidové castice, Kyselinu
chlérnu a superoxidové radikaly). Vel'a flavonoidov tvori chelatové iony prechodnych
kovov, ako je Zelezo a med’, ¢im znizuju ich schopnost’ podporovat’ tvorbu reaktivnych
Castic.

Flavonoidy tiez inhibuju biomolekularne poSkodenie peroxydusitanem in vitro,
zabranuji karcinogénom ich metabolicka aktivaciu, vyvolavaji apoptoézu pomocou
zastavenia bunkového cyklu, podporuju diferenciaciu buniek, moduluju rezistenciu na
rozne druhy liekov (multidrug resistance) a inhibuju proliferaciu a angiogénny proces.
Tieto ¢innosti flavonoidov st umoznené vd’aka ich StruktGram. Pripadna glykozylacia
hydroxylovych skupin a substitucia inych substituentov (napr. metoxy skupin) ma vplyv
aj na antioxidac¢nu aktivitu flavonoidov (Huang, a dalsi, 2010).

Niektoré flavonoidy (napr. ¢ajové katechiny) maju protizapalova aktivitu vd’aka
schopnosti inhibovat’ cykloxygenazu-2 (COX-2) a indukovat’ syntézu oxidu dusnatého.
Zda sa, ze chronicky zapal hra délezita ulohu v etiologii rady rakovin a tym padom su

inhibitory COX-2 Studované ako chemopreventivne ¢inidla proti karcindbmu hrubého
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¢reva. Schopnost’ inhibovat’ rast buniek bola dokdzand u réznych flavonoidov na
niekol’kych Tudskych nadorovych bunkovych linidch. V estrogén-dependentnych
nadorovych bunkach alebo zvieracich modeloch boli antiproliferacné ucinky chapané v
stvislosti S antiestrogénovymi vlastnostami nicktorych  flavonoidov  (napr.
izoflavonoidov). V d’alsich modeloch in vitro bolo u flavonoidov preukazané, ze dokazu
ovplyvnit’ bunkova signalizaciu a progresiu bunkového cyklu. Bohuzial’ vSetky tieto
ucinky boli Casto preukazané v koncentraciach flavonoidov, ktoré su vyssie, nez akeé
mozu byt dosiahnuté u ¢loveka prostrednictvom stravy. Okrem toho, tieto experimenty
zvy¢ajne pouzivaju originalne zliceniny (nekonjugované flavonoidy). Iba obmedzené
mnozstvo dat je k dispozicii k hodnoteniu biologickej c¢innosti konjugovanych
flavonoidov alebo ich naslednych metabolitov, ktoré s hojnejsie v obehu neZ st materské

zlG¢eniny po poziti stravy bohatej na flavonoidy (Franke, a dalsi, 2008).

3.1.3 IZOFLAVONOIDY

Medzi izoflavonoidy patri daidzein, genistein, glycitein, formononetin, a ich
glykozidy (napr. genistin, daidzin), vécSinou st nachadzané v soji, strukovinach a
Cervenej d’ateline. Sojovy izoflavon genistein je inhibitor angiogenézy a preukazal aj
protinadorové a antiangiogenetické uc€inky U mySieho melanomu a karcindmu prsnika.
Okrem toho, niektoré izoflavony (napr. genistein a daidzein) st fytoestrogény a mozu
napodobiiovat’ biologickt aktivitu estrogénov a ovplyvnit’ metabolizmus steroidnych
hormonov. Preto by mohli hrat’ délezita ulohu pri prevencii rakoviny prsnika (Huang, a
dalsi, 2010).

Oralne podavané izoflavonoidy su u¢inne absorbované po odstiepeni glykozidov.
Tento dej sa vyskytuje najma pomocou ¢revnych baktérii. V inych vyskumoch bolo
zistené, Ze izoflavonoidy najdené v mocovych cestach, alebo v plazme, su spolahlivé
biomarkery pre spotrebu soje. Bolo skiumané, ako sa miera renalnej exkrécie
izoflavonoidov meni v zavislosti na zmene crevnej mikroflory podla veku, ¢i uzitych
antibakterialnych lieCiv. Zistilo sa, ze zdravé deti absorbuju viac izoflavonoidov zo sdje,
nez zdravi dospeli, ale vychytavanie izoflavonoidov sa znizuje u deti pocas uzivania
antibiotik. Predpokladalo sa, ze tato hypotéza by mohla byt vysvetlena rozdielmi
v ¢revnom prostredi, ktoré je sterilné pri narodeni a mikroflora sa vyvija postupne v

priebehu niekol'kych rokov, nez sa ustali u dospelych.
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Z vysledkov Stadie sa zistilo, Ze deti mali vysSiu mieru rendlnej exkrécie
izoflavonoidov nez dospeli, ktori boli vSetci zdravi. Aj ked deti predtym uzivali
antibiotika, alebo nie. Potvrdilo sa, ze zmeny miery renalnej exkrécie izoflavonoidov boli
zavislé od predoslej antibiotickej liecby. Po¢as pouzitej antibiotickej lieby v tejto studii
sa U deti preukazalo znizenie o 20% pre daidzein, 40% pre genistein a 25% pre celkové
hladiny izoflavonoidov. Naproti tomu u 12 dospelych hladiny daidzeinu vzrastli o 87%,
geinsteinu 0 54% a celkové mnozstvo izoflavonoidov o 74% pocas lieCby antibiotikami
(Franke, a dalsi, 2008).

Séjové vyrobky obsahuju izoflavonoidy predovsetkym ako glykozidy, ktoré su
hydrolyzované po poziti na biologicky dostupné aglykény hlavne vdaka crevnych
baktérii. Deglykosylacia tychto latok je dolezitym krokom v absorpcii, metabolizme,
vylucovani a biologickej aktivite izoflavonoidov (Rafii, 2015). Avsak tieto baktérie mozu
d’alej metabolizovat’ ,,voI'né®, biologicky dostupné izoflavonoidové aglykony k d’alS§iemu
rozkladu s vyslednymi produktami napr. equol, p-etylfenol a iné. Aj ked’ definitivny
dokaz chyba, ale vysledok tejto Stidie by mohol byt’ spésobeny u¢inkom antibiotik u deti
na zniZenie populécie crevnych baktérii podielajlicich sa na hydrolyze izoflavonoidov,
¢o nasledne vedie k nedostatku biodostupnych izoflavonoidov. Naopak antibiotika u
dospelych by mohli prednostne znizit' populaciu ¢revnych baktérii podiel'ajicich sa na
degradécii izoflavonoidovych aglykonov, zatial ¢o m6zu mat’ maly vplyv na baktérie,
ktoré hydrolyzuju izoflavonoidové glykozidy; ¢im sa zvySuje doba, po ktort moze byt
biologicky dostupné aglykony izoflavonoidov vstrebavané (Franke, a dalsi, 2008).

Vicsina chemickych karcinogénov vyzaduje Strukturdlnu premenu vo faze
| pomocou metabolizujicich enzymov do viac reaktivnej formy, ktora je schopna sa
naviazat na DNA. Reaktivne chemické skupiny zavedené enzymami |. fazy (alebo
povodné skupiny karcinogénu) moézu byt detoxikované konjugaciou pomocou
metabolickych enzymov I1. faze na vo vode rozpustné zlt¢eniny, ktoré potom médzu byt
odstranené z tela. Stadie in vitro u zvierat ukazali, Ze Gajové katechiny zvysuju aktivitu
niekol’kych detoxikaénych a antioxidaénych enzymov, ako je napriklad glutation
reduktaza, glutation peroxidaza, glutation S-reduktaza, kataldza a chindn reduktéza.

Séjové vyrobky st hlavnym zdrojom izoflavonoidov v strave. Mnohé Studie na
zvierataich ukazali ochranny ucinok tychto potravin proti nadorom mlie¢nej Zlazy.
Podavanie genisteinu na pociatku zivota zvySuje predcasné dozrievanie a diferenciaciu
prsnej zl'azy u potkanov, ¢o moze byt délezitym mechanizmom pre inhibujuci uc¢inok

soje na nador. Vysoka koncentracia izoflavonov v strave bola tieZ spajana s inhibovanim
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tumorgenézy U niekol’kych zvieracich modeloch u rakoviny prostaty. Aj ked azijské
krajiny, ako je Japonsko a Cina, sa li$ia v mnohych potencialne vyznamnych ohl'adoch
od zapadnych krajin, ich vysoka spotreba soje a nizka incidencia rakoviny prsnika a
prostaty su v stlade s ochrannym ucinkom séjovych potravin proti tymto druhom
rakoviny. Niekol'’ko epidemiologickych studii sa pokusilo testovat’ tieto hypotézy viac do
hibky. Stadie pripadov a kontrol (case-control studies) v Singapure a Japonsku ukazali
znizené riziko rakoviny prsnika pred menopauzou u spotrebitel'ov sdjovych produktov.
Znizené riziko rakoviny prsnika bolo tiez najdené u azijsko-americkych zien, ktoré
konzumovali vel'ké mnozstvo tofu. Avsak, tato asociacia bola obmedzena na tie Zeny,
ktoré sa narodili v Azii, o naznacuje, Ze expozicia v priebehu skorého Zivota, moze byt
dolezita. Na druhej strane tento G¢inok pozorovany u sdjovych vyrobkov by mohol byt v
dosledku inej zlozky azijskej stravy alebo inymi faktormi zivotného §tylu a nemusi teda
korelovat’ s prijmom soje.

Menej stadii je k dispozicii na odhalenie vzt'ahu medzi prijmom so6je a rakovinou
prostaty. Avsak, Casta konzumacia sojového mlieka a tofu bola spajana s nizs§im

vyskytom rakoviny prostaty v prospektivnych stadiach (Marchand, 2002).
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3.1.3.1 GENISTEIN

Standardné zloZenie izoflavonoidov v soji obsahuje genistein prevazne vo forme
glykozidu genistinu, rovnako ako daidzin a glycitin. Percentualne podiely réznych
izoflavonov pritomnych v sdjovych boboch st: genistin, asi 50%; daidzin, asi 38%; a
glycitin, asi 12%. 50 mg davka sd6jovych izoflavonov, ¢o predstavuje typicka dennt
davku, poskytuje 25 mg genistinu, 19 mg daidzinu a asi 6 mg glycitinu. Zvy¢ajne 40%
so6jového mlieka s prave sdjové izoflavonov. Aby sa naplnila davka 50 mg s6jovych
izoflavonov, je potreba prijat’ 125 mg séjového preparatu. Mensie mnozstvo genisteinu

ako aglykonu, je k dispozicii v niektorych pripravkoch z ¢ervenej d’ateliny (PubChem).

HO O

OH O
OH

Obr. 3 Struktura izoflavonoidu genisteinu

Genistein tlmi aktivitu protein-tyrozinové kinazy a topoizomerazy Il (DNA
topoizomerazy, typ Il). Je pouzivany ako antineoplastické a protinadorové cinidlo.
Experimentalne bolo dokazané, Ze indukuje zastavu bunecného cyklu v G2 faze v
T'udskych a mySacich bune¢nych linii.

Genistein moze inhibovat’ rast nadorovych buniek tym, ze blokuje enzymy,
potrebné pre rast buniek. Genistein méze znizit riziko kardiovaskularneho systému U Zien
po menopauze interakciou s jadrovymi estrogenovymi receptormi transkripciou
buneénych Specifickych génov. V randomizovanych klinickych stadiach, genistein
zvysil pomer oxidu dusnatého na endoteline a zlepsil tok sprostredkovany endotel-

dependentnou vazodilataciou u zdravych zZien po menopauze (DrugBank).
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3.1.3.1.1 FARMAKOKINETIKA GENISTEINU

Dolezitym bodom je aj stanovenie jeho famakokinetiky a farmakodynamiky. Na
stanovenie jeho biodostupnosti, bola pouzita renalna exkrécia po per oradlnom poziti.
Vzhladom k tomu, Ze zistené hladiny genisteinu v mo¢i dosahovali hladiny 3 — 10%
podanej davky, bola jeho bioavailabilita povazovana za dost’ nizku. Na druhej strane je
treba zmienit, Ze tato Stadia nebrala ohl’'ad na jeho vstrebanie priamo z Criev a vylicenie
do zI¢i v jeho konjugovanej forme, ¢i uz ako sulfat, alebo glukuronid, ktoré nemusia byt
reabsorbované, ale vylucené vo vykaloch ako konjugat, alebo Cista latka. Preto sa renalne
vylu¢ovanie méze povazovat’ iba za ¢iasto¢nt absorpciu genisteinu z gastrointestinalneho
traktu.

Farmakokinetika genisteinu u mysi pri podavani oralnou, intramuskularnou a
intraven6znou cestou, odhalila, Zze genistein je rychlo eliminovany z krvného priestoru
(Setchell, a dalsi, 2003).

V ingj $tudii po podani genisteinu do zalidku potkana kanylou, sa objavilo 40 —
50% davky v ZzI¢i po 4 hodinovej periode, ¢o potvrdilo, ze genistein prechadza
enterohepatalnou cirkulaciou. Studia zamerana na monitorovanie ZI¢ovych ciest pomohla
urcit’ podiel davky objavenej v zI¢i, ulohu absorpénych miest a ich vplyv na first-pass
metabolizmus genisteinu. Data z tejto stadie ukazuja, aspon u potkanov, ze izoflavon
genistein podlieha G¢innej enterohepatalnej cirkulacii. Genistein a jeho hlavny metabolit,
genistein 7-O-B-glukuronid, sua nielen dobre absorbované z ¢riev, ale st Uinne
extrahované z portalnej Krvi do pecene a vylu¢ované do ZI¢i. Zistilo sa, Ze pociato¢na
absorpcia genisteinu zac¢ina uz v duodene, kde dochadza ku pasivnej absorpcii. To, Ze sa
vyskytuje velka cast’ davky genisteinu v zI¢i, moze byt Ciastocne kvoli jeho hydrofobnej
povahe. Désledky ucinného enterohepatalneho obehu genisteinu a jeho metabolitov st
nasledovné: 1) genistein sa méze akumulovat’ v enterohepatalnom obvode a 2) moze byt’
vylu¢ovany s dlhym pol¢asom. V tomto ohlade Sa genistein moéze spravat ako
protinadorové lie¢ivo 5-fludruracil; po pociatocnom rychlom renalnom vylucovani jeho
metabolitu 2-fluor-B-alanin (FBAL), tato latka vykazuje dlhsi polc¢as v dosledku
konjugacii FBAL pomocou Zlc¢ovych kyselin (Sfakianos, a dalsi, 1997).

Biotransformacia hra kIaCovi ulohu Vv regulacii biologickej aktivity
izoflavonoidov — fytoestrogénov, kedze Il faza biotransformacie, ako je napriklad

glukuronidacia a sulfatacia, vytvara mechanizmy pre inaktivovanie a vylucovanie
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fytoestrogénov. Glukuronid a sulfat genisteinu boli uvedené ako hlavné metabolity
v plazme. Enzymy, ktoré sprostredktvaju prvua biotransformaciu u potkanov su nasytené
pri vysokych koncentraciach substratu, presnejSie po davke 40 mg genisteinu/kg/den. To
znamena, ze eXistuje moznost,, ze ako sa prijem izoflavonoidov zvySuje, napriklad u
spotrebitel'ov stravy bohatej na s6jové produkty ¢i doplnky stravy, podiel systémovych
nekonjugovanych izoflavonoidov, ktoré st dostupné pre tkaniva z plazmy sa zvysi
neprimerane. Iné prirodné zlozky potravin, ako su flavonoidy, mézu kompetitivne
inhibovat’ enzymy, ktoré st zapojené do prvého kroku biotransformacie genisteinu a tym
nepriamo zvysit systémovu biologicki dostupnost a tiez biologickti aktivitu

nekonjugovanych izoflavonoidov (Coldham, a dalsi, 2002).

3.1.3.1.2 FARMAKODYNAMIKA GENISTEINU

Cytochrom P450 (CYP) 1Al zohrava klIucova tlohu Vv estrogénovom
metabolizme, katalyzujtici premenu 17-B-estradiolu na hydroxylovany estrogén. Ukazalo
sa, ze expozicia estrogénom je priamo spojena S rizikom rozvoja rakoviny prsnika.
Predizena alebo zvysena expozicia estrogénu je spijana so zvysenym rizikom vzniku
rakoviny prsnika, ked’Ze zniZenie expozicie je povazované za ochranny krok. Preto zmeny
v aktivite CYP 1A1 by mohli vierohodne viest' k zmene hladiny estrogénu a kone¢nom
dosledku, by mohlo ovplyvnit’ riziko rakoviny prsnika. Expresia CYP 1Al bola zistena v
rakovinovom prsnom tkanive a moze byt indukovana v bune¢nych liniach odvodenych
od tkaniv l'udskych prsnikov.

V studii zameranej prave na tlohu genisteinu v proliferacii buniek rakoviny
prsnika a aktivitu CYP 1Al, bolo zistené, ze genistein inhibuje rast estrogén-receptor
pozitivnej MCF-7 a estrogén-receptor negativnej MDA-MB-231 bunky. Genistein
vykazoval podobny rastovo inhibi¢ny model u oboch pripadoch, MCF-7 a MDA-MB-
231buniek, ¢o sved¢i 0 nepritomnosti estrogénového receptoru, ktory moéze vyvolat
citlivost’ na genistein. Zistilo sa tiez, ze inhibicia CYP 1A1 je zavisla od koncentracie
genisteinu. CYP 1Al je primarny katalyzator v hydroxylacii 17-3-estradiolu. VVystavenie
estrogénu je znamy rizikovy faktor pre ¢loveka pre vznik rakoviny prsnika. Estrogén
podporuje mitoticku aktivitu v epiteli prsnika, ¢im sa zvysuje riziko rakoviny. Okrem

toho bolo poukézané na to, ze metabolitv estrogénu mozu tvorit’ adukty na DNA, ¢o vedie
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k DNA mutaciam. Koncentracia aktivnych estrogénovych metabolitov v prsnych
tkanivach je rozhodujtca pre ich biologickt aktivitu. Vplyv CYP enzymového systému
na biologicky ucinok estrogénu robi tento enzym prediktorom vyvoja rakoviny prsnika

a tym padom aj potencialnym ciel'om pre chemoprevenciu (Shon, a dalsi, 2006).

3.1.3.1.3 GENISTEIN A RAKOVINA

Vyskyt rakoviny prsnika sa zvySuje s vekom a ~ 75% pacientiek s karcindmom
prsnika je vo veku nad 50 rokov. Vicsina tychto pripadov rakoviny je zavislych na
estrogéne a je pravdepodobné, ze mnohé z tychto zien su lieCené tamoxifénom,
antiestrogénom. Pocas obdobia perimenopauzy a postmenopauzy, sa U mnoho zien moze
vyskytntit' jeden, alebo viac priznakov ako st navaly tepla, depresie, zmeny nalady,
poruchy spanku, suchost’ podvy ¢&i bolest’ kibov a to predovietkym z dovodu poklesu
estrogénu a hladiny progesteronu. Vie sa, Ze terapia tamoxifénom moze tieto symptomy
eSte zhorSovat. Hormonalna lie¢Cba moéze zmiernit’ niektoré z tychto priznakov. Avsak z
dovodu obav 0 zvySené riziko rakoviny prsnika, véc¢Sina onkologov neodporiaca
hormonalnu lie¢bu. AKo alternativu K tejto lie¢be, sa mozu niektoré zeny po menopauze
sami lie¢it’ doplnkami stravy, ktoré obsahuju fytoestrogény bez toho, aby to ich lekar
vedel a mozu posobit’ ako agonisti estrogénovych receptorov a a . Estrogénovy receptor
a je prevazne exprimovany V bunkdch MCF-7 a v 'udskych naddoroch prsnika (Ju, a dalsi,
2002) (Borras, a dalsi, 2006). Konzumacia stravy bohatej na sdjové produkty bola spajana
so zmenou V reprodukénych funkcich u Zien a zniZenie hladiny estrogénu v sére. Stidie
na zvieratach ukazali, ze dlhodobé¢ a intenzivne poZivanie potravinovych fytoestrogénov
moze vyvolat’ skor$i nastup nepravidelného menstrua¢ného cyklu suvisiaci s vekom u
zien, maskulinizaciu, ¢i zniZenie vylucovania luteiniza¢ného horménu (Foster, a dalsi,
2002).

Je dolezité poznamenat’, ze iba aglykon genisteinu ma estrogénne ti¢inky (Chang,
a dalsi, 2000). Doplnkova liecba genisteinom produkuje dostatocné koncentracie
aglykonu genisteinu v nadorovom tkanive, aby premohla inhibi¢né ti¢inky tamoxifénu a
jeho metabolitov v MCF-7 bunkach na rast nadorovych bunkach. Na druhej strane je
genistein schopny znizovat’ hladinu estradiolu v plazme (Ju, a dalsi, 2002) (Borras, a
dalsi, 2006).
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3.1.3.2 DAIDZEIN

Daidzein je izoflavonovy aglykon a je produkovany v tele z rastlinnych
izoflavonov. Hlavnym zdrojom daidzeinu z potravy je biologicky aktivny glykozid
daidzin. Fermentacia alebo travenie s6jovych bobov, alebo séjovych vyrobkov vedie k
uvolneniu molekuly cukru z izoflavonovového glykozidu, daidzinu, takze vznikne

isoflavonovy aglykon, daidzein.

HO O

OH

Obr. 4 Struktara daidzeinu

3.1.3.2.1 FARMAKOKINETIKA DAIDZEINU

V poslednom desatro¢i doslo k znacnému zaujmu o prijem fytoestrogénov Vo
vztahu k Tudskému zdraviu. Daidzein je metabolizovany na equol a O-
desmetylangolensin (O-DMA), érevnymi baktériami. Stidie in vitro a na zvieratach
ukazali, ze equol a O-DMA st biologicky viac aktivne, nez je ich prekurzor daidzeinu.
Zaujimavé je, ze existuji podstatné interindividualne rozdiely v metabolizme daidzeinu;
po konzumacii soje alebo daidzeinu, priblizne 30% — 50% Tl'udskej populacie produkuju
equol a asi 80% — 90% O-desmetylangolenzin. Pozorovacie a interven¢né stadie u l'udi
ukazali, ze schopnost’ produkovat’ equol a O-DMA mdze byt spojena SO znizenym
rizikom niektorych chordb, vratane rakoviny prsnika a prostaty (Atkinson, a dalsi, 2005).

Na rozdiel od genisteinu, daidzein neinhibuje protein tyrozinkinazu. Vo vysokych
koncentraciach daidzein (> 100 pm) inhibuje rast buniek MCF-7, nizsie davky (1 um)

stimuluju rast buniek (Lamartiniere, a dalsi, 2002).
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Obr. 5 Metabolizmus daidzeinu. Prevzaté z (Rafii, 2015)

K expozicii daidzeinu dochadza predovsetkym prostrednictvom stravy; daidzin z
potravy sa nachadza vo velkom mnoZstve vV nefermentovanych s6jovych potravinach a
daidzein sa nachadza vo velkom mnozstve vo fermentovanych sojovych vyrobkoch.
Malé percento jedincov méze tiez konzumovat’ formononetin, predchodcu daidzeinu, z
doplnkov stravy, ktoré obsahuju ¢erventi d’atelinu. Daidzin méze byt hydrolyzovany [3-
glykosidazami v ¢revnom trakte a dokazy podporuju, Ze sa tento dej moze zacat' uz v
tenkom ¢&reve. Crevné baktérie v hrubom é&reve mozu metabolizovat® daidzein na
dihydrodaidzein, ktory potom moze podsttpit’ Stiepenie Kruhu inymi ¢revnymi baktériami
za vzniku O-DMA; tvorba O-DMA nebola pozorovana v ileu a predpoklada sa, Ze sa
potrebné baktérie na jeho vznik vyskytuju len v hrubom ¢éreve (Frankenfeld, 2011).
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Obr. 6 Cesta daidzeinu v tele pri premene na O-DMA.
Prevzaté z (Frankenfeld, 2011)

3.1.3.2.2 FARMAKODYNAMIKA DAIDZEINU

METABOLIT O-DMA

O-DMA je menej strukturdlne podobny 17-B-estradiolu ako jeho materska
zluCenina, daidzein; takze moze vykazovat rozne biologické ucinky nez daidzein.
Dokazy zo $tudii in vitro naznacuju, ze O-DMA ma niekol'ko biologickych tG¢inkov na
nadorové ochorenia. Na druhej strane vysledky TPudskych metabolickych Studii a
pozorovacich studii rizika ochorenia naznacuju, ze tieto t¢inky nemusia byt’ fyziologicky
relevantné in vivo, vzhladom k objemu a tvaru (predovsetkym glukuronidu)
cirkulujiceho O-DMA. Taktiez prislusné baktérie podiel’ajiice sa na metabolizme tychto
latok, mézu mat’ odlisnu fyziologicku ulohu. Vylu¢ovanie O-DMA mocom u l'udi je
markerom pritomnosti ¢revnych baktérii schopnych rozstiepit’ C-kruh.

Dokazy z in vitro stadii podporuju nazory, ze za vznik O-DMA st zodpovedné
iné baktérie, neZ za vznik equolu. Okrem toho sa zistilo, Ze fenotyp k premene O-DMA
je nezavisly od pritomnosti fenotypu k vzniku equolu, takze niektori 'udia mézu tvorit’

iba jednu z tychto latok, alebo ziadnu, ¢i oboje. Pritomnost’ oboch fenotypov mdze
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ovplyvnit’ mnozstvo jednotlivych latok cirkulujucich v obehu. V malej studii sa zistilo,
ze ak je tu schopnost’ premienat’ daidzein aj na equol a aj na O-DMA, tak preferovanym
vysledkom je premena daidzeinu na equol.

Utinky O-DMA na rast a integritu in vitro nadorovych buniek boli §tudované na
niekol’kych bunkovych liniach, vratane MCF-7 (Pudsky karciném prsnika) a MDA-MB-
231 (Pudsky karcinom prsnika). Zistilo sa, ze glukuronidova forma inhibuje rast MCF-7,
ale ovel’a slabsie nez tomu bolo vo forme aglykonu.

Klasifikacia osoby za producenta O-DMA, je vykonavana na zaklade pritomnosti
O-DMA v mo¢i, krvi, alebo pritomnosti prislusnych baktérii kultivovanych zo stolice.
Zistilo sa, ze priblizne 95% deti vo veku okolo 10 rokov, je schopnych produkovat O-
DMA.

Celkovo tieto pozorovania naznacuju, ze cirkulujuce koncentracie O-DMA
nemusia predstavovat’ VO fyziologickych koncentraciach riziko ochorenia. Aj ked’ je
¢lovek schopny tvorby O-DMA, zistené koncentracie tejto latky, boli vzdy vel'mi nizke

(Frankenfeld, 2011).

O-DMA A OSTEOPOROZA

Len malo S§tadii bolo vykonanych zabyvajice sa kostnym metabolizmom s
ohl'adom na O-DMA. KedZe je estrogénova aktivita O-DMA mensia nez equolu, uéinky
O-DMA na kosti a metabolizmus lipidov u mysi po vybrani vajecnikov, spolu s t¢inkami

na bunky osteoklastov boli slabsie nez equolu (Uehara, 2013).

METABOLIT EQUOL

Az okolo 60% populacie z Azie je schopnych produkovat’ equol v porovnani s
30% v zapadnych populaciach. Tento fakt je spajany S niz§im vyskytom ochoreni
zavislych od hormonov U tejto populacie, ktora tiez spotrebuje viac izoflavonoidnej stravy
prostrednictvom stravy na baze soje (Rafii, 2015).

Producenti equolu boli definovany ako tie subjekty, ktoré vylucuja viac ako 10
ng/ml equolu vo vzorke mocu 24 hodin po konzumacii davky 50 mg izoflavonoidov na

veceru (Jackson, a dalsi, 2011).
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Stadie ukazali, ze equol mal viac estrogénovych wi¢inkov na adenokarciném
Pudskych buniek ako daidzein. Bolo preukazané, ze equol ma vyssiu antioxidacnu
aktivitu ako daidzein. Equol, ¢i uz produkovany v mikrobialnej flore, alebo priamo
podavany samiciam mysi, ma tieZ anti-estrogénové ucéinky v reprodukénom tkanive.
Podavanie equolu a aj samotny endogénne produkovany equol znizoval expresiu
receptoru progesterénu u mysiach v bunkach vaginalneho epitelu, ¢o ukazuje, ze equol
znizuje reakcie estrogén-dependentnych tkaniv (Rafii, 2015).

Faktory, ako su stravovacie navyky, mézu modulovat’ zloZenie a aktivitu ¢revnych
mikroorganizmov, teda ovplyvnuja tvorbu equolu, ktory ma vyraznu biologicku aktivitu
v porovnani s daidzeinom a genisteinom. Viaze sa na estrogénové receptory a a § s vi¢sou
afinitou, nez daidzein a ma antiandrogénne vlastnosti tym, Ze sa naviaze na
dihydrotestosterén. Crevna mikrofléra je schopna produkovat' len S-(-)-enantiomér
equolu (S-equol), zatial’ ¢o komercne dostupna synteticka forma equolu je racemicka R/S-
(£) zmes (Dewi, a dalsi, 2012).

U zdravych T'udi sa racemat equolu lisi od jednotlivych enantiomérov v jeho
biologickej dostupnosti a farmakokinetike, ¢o naznacuje, Ze endogénne produkovany
a exogénny equol mozu mat’ odlisna biologicka uéinnost’. Studie skumajuce G&inky
sojovych izoflavonoidov a ich metabolitov na reproduk¢ény systém hlasi nejednoznacné,
rozporuplné vysledky. Vysledky podporuju myslienku, Ze izoflavonoidy nemaju
estrogénové ucinky na reprodukéné ustrojenstvo samcov alebo zdravych mysich samic
pri podavani v potrave, v davkach odpovedajucich davkam pre l'udi. Tieto vysledky
podporuji  myslienku, ze equol, bud’ racemicky, alebo prirodzeny, nevyvolava
estrogénové Gcinky U mysi pri fyziologickych koncentraciach (< 3000 nmol/l) (Dewi, a
dalsi, 2012).

Podobne ako SERM (selektivne modulatory estrogénovych receptorov), equol
inhibuje stratu kostnej hmoty zrejme bez estrogénovej aktivity v reprodukénych organoch
ovariektomiovanych mysi. Pozorovala sa aj vyssia aktivita (S) -equolu na krehkost’
femuru (Uehara, 2013).
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3.1.3.3 FORMONONETIN

Fytoestrogénovy izoflavonoid formononetin je obsiahnuty, na rozdiel od sdjovych
izoflavonoidov genisteinu a daidzeinu, z vel’kej ¢asti hlavne v Cervenej d’ateline. Jeho
metabolity st hlavne daidzein a nasledne equol s O-DMA (Tolleson, a dalsi, 2002).

Utinky formononetinu zahffiajii regulaciu steroidnych receptorov, ako
androgénovych, tak estrogénovych, inhibiciu bunkovej proliferaicie a DNA

topoizomerazy II a propagaciu apoptdzy rakovinovych buniek (Liu, a dalsi, 2014).

HO O

Obr. 7 Struktira formononetinu

3.1.3.3.1 FARMAKOKINETIKA FORMONONETINU

Metabolizmus formononetinu zvycajne zahifia O-demetylaciu, kde vysledny
produkt je daidzein. Tento dej je sprostredkovany cytochromom CYP1A2, ktory je
primarna peceniova izoforma CYP450. Zistilo sa, ze niektoré flavonoidy mozu byt
inhibitormi CYP1A1, CYP1A2 a CYP1B1. Dohromady tieto pozorovania naznacuju, ze
konzumacia ovocia a zeleniny, ktoré obsahuju niektoré flavonoidy (napr. diosmetin,
naringenin, hesperetin, eriodiktyol, alebo homoeriodiktyol) v rovnakom ¢ase ako doplnky
stravy, ¢i potraviny, ktoré obsahuju biochanin A alebo formononetin, mézu inhibovat’
CYP1A enzymy v Crevach a peceni a zvysit koncentraciu biochaninu A alebo
formononetinu v krvi (Roberts, a dalsi, 2004).

Co sa tyka jeho biodostupnosti, tak bola vykonana $tudia, kde bol na zaciatku
podavany formononetin. Detekovany daidzein spolu s jeho metabolitom equolom a pro-

estrogenovym izoflavonoidom formononetinom v plazme a moci u dojnic kimenych

28



normalnou stravou obsahujucou izoflavonoidy, demonstruje ich biologickt dostupnost’
prostrednictvom stravy (Tolleson, a dal§i, 2002). Takto prijaté fytoestrogény su
hydrolyzované ¢revnymi baktériami. Formononetin sa metabolizuje na daidzein a ten
potom na equol. Produkty metabolizmu izoflavonoidov mézu byt vylucované z tela ¢i
absorbované (Park, a dalsi, 2005). Formononein sa absorbuje dobre vo vsetkych ¢astiach
¢reva. Absorpcia bola sustredena prevazne do intestinum tenue, bez Specifickych
absorp¢nych miest. To ukazuje, Ze absorpény mechanizmus formononetinu v traviacom
traktu u potkana prebieha pasivnou diftaziou, bez sprostredkovanej absorpcie (Liu, a dalsi,
2013). Ak sa vstrebava, podstupuje nasledni konjugaciu v peceni najma S Kyselinou

glukuronovou a je vylu¢ovany mocom, alebo zl¢ou (Park, a dalsi, 2005).

3.1.3.3.2 PROTIRAKOVINOVE UCINKY FORMONONETINU

V poslednej dobe je kladeny zna¢ny doraz na identifikaciu novych
protinadorovych c¢inidiel z prirodnych zdrojov. Formononetin ma Siroké spektrum
farmakologickych ué¢inkov, ako je napriklad inhibicia proliferacie buniek, progresia
bunkového cyklu a indukcia apoptdzy v roznych nadorovych bunkovych liniach. Bolo
preukazané, ze formononetin vyrazne inhibuje migra¢né a invazivne schopnosti buniek
rakoviny prsnika in vitro v koncentraciach, ktoré st netoxické na iné telové bunky.
Taktiez inhibuje bunkovii metastazu rakoviny prsnika a dlhsiu dobu prezitia zvierat in
vivo. Toto zistenie naznacuje, ze formononetin moze byt potencialne uzito¢ny ako anti-
invazivny prostriedok na rakovinu prsnika (Zhou, a dalsi, 2014).

Apoptdza ma dolezitt tlohu v liecbe rakoviny a je aj obl'ibenym ciel'om mnohych
lieCebnych stratégii. Formononetin vyznamne indukuje pokles Zivotaschopnosti buniek
HeLa (nadorové bunky kréka maternice) v zavislosti na davke. Zistilo sa, Ze formononetin
zvysil mnozstvo odumretych buniek v bunkach HeLa. Ako formononetin inhiboval
zivotaschopnost’” buniek HelLa, produkcia ATP a celkova spotreba kyslika bola tiez
vyznamne znizend. Tato mitochondridlna dysfunkcia vyvolana formononetinom méze

byt’ ciel'om pre G¢inok na apoptdzu nadorovych buniek (Jin, a dalsi, 2014).
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3.2 VYBRANE ENZYMY A ICH SUBSTRATY

3.2.1 ALDEHYDREDUKTAZA AKR1A1

Aldo-keto reduktazy (AKR) st enzymy podielajiice sa na oxidoredukénych
reakciach na prirodnych a umelych substratoch (Hyndmana, a dalsi, 2003). Nachadzaja
sa v eukaryotickych aj prokaryotickych organizmoch a su schopné metabolizovat’ Siroky
rozsah substratov, vratane alifatickych aldehydov, monosacharidov, steroidov,
prostaglandinov a xenobiotik (Jez, a dalsi, 1997). Cela skupina enzymov AKR obsahuje
az okolo 140 proteinov, ktoré su distribuované v 15 rodinach (AKR1-AKR15). Najviésou
rodinou je skupina AKR1, ktora obsahuje aldozoreduktazy, aldehydreduktazy,
hydroxysteroidné dehydrogenazy a steroidné 5B-reduktazy. Katalyzuji redukciu
aldehydov a ketonov, monosacharidov, ketosteroidov a prostaglandinov. St tieZ
katalyzatormi oxidacie hydroxysteroidov a trans-dihydrodiolov polycyklickych
aromatickych uhl'ovodikov. Menej je zname o ich liekovych substratoch.

AKR1AL je cytozolicky protein exprimovany V oblickach, peceni, kostnej dreni,
srdci, kostrovych svaloch, pankrease, prostate a pI'icach (Hyndmana, a dalsi, 2003). AKR
su prevazne monomérne, rozpustné, NADPH zavislé oxidoreduktidzy podiel’ajuce sa na
redukcii aldehydov a ketonov na primarne, respektive sekundarne alkoholy. Preto su
AKR enzymy klasifikované ako metabolizujice enzymy vo faze I, ktoré premienaju
karbonylové skupiny na alkoholy kvoli zvyseniu ich rozpustnosti vo vode a urychleni
odstranenia z tela cez reakcie konjugacie (Skalova, a dalsi, 2013).

Okrem inych latok, metabolizuji aj antracyklinové antibiotika, ktoré sa pouzivaju
v klinickej praxi ako protinadorové lie¢iva pri liecbe leukémii, lymfomov, karcindmov a
sarkdémov. Dva antracykliny, ktoré sa bezne pouzivaju pri lieCbe rakoviny je doxorubicin
(DOX) a daunorubicin (DAUN). DOX prispel k zlepSeniu diZky Zivota nespoéetnych
pacientov postihnutych rakovinou a to najméd pri lieCeni agresivneho lymfomu,
Hodgkinovej choroby, detskych solidnych nadorov, karcindmu mikkych tkaniv a
karcindmu prsnika, zatial' co DAUN bol podavany u pacientov podstupujucich liecbu
akutnej myeloidnej a akatnej lymfoblastickej leukémie.

Ukazalo sa, ze DOX je slabym substratom pre AKR1A1, na rozdiel od DAUN,
ktory sa l'ahko metabolizuje v prislusny C-13 metabolit. Toto je zaujimavé zistenie,

pretoze chemické Struktary DOX a DAUN su vel'mi podobné. Tato vysSia metabolicka
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aktivita pre DAUN v porovnani s DOX je v stlade s tym, ¢o bolo pozorované in vitro na
tvorbe alkoholovych metabolitov v cytozolovych frakciach pripravenych z l'udského
srdcového tkaniva. Zda sa, ze AKRL1AL ma vysoku Specificitu pre DAUN nez DOX, aj
ked’ su tieto antracykliny Struktirne podobné.

Redukcia karbonylovej skupiny AKR enzymom sa predpoklada, ze zahfia
spolupracu Styroch aminokyselin (tyrozin, lyzin, kyselina asparagova, a histidin), ktoré
tvoria katalyticku stvoricu. Tieto styri aminokyseliny a ich polohy st zachované v uplne;j
vacgsine jednotlivych reduktaz v tejto enzymovej rodine. V pripade AKR1A1 sa tieto
aminokyseliny nachadzaju v poziciach: kyselina asparagova-45, tyrozin-50, lyzin-85 a
histidin-113. Stac¢i len mald zmena v tomto zlozeni a uz méze jeho uloha klesnut’ az
0 50%, kvoli zmenam v afinite substratov. V danom pripade to znamend, Ze sa DOX
a DAUN nedostato¢ne metabolizujii na ich prislusné alkoholy, tvoria sa reaktivne
intermetabolity, a moze dojst ku kardiotoxicite. Existuje niekol’ko navrhovanych
mechanizmov kardiotoxicity vyvolanej antracyklinmi, ktoré zahfnaji bunkovi toxicitu z
metabolitov, selektivnu inhibiciu génovej expresie pre proteiny asociované s kontrakciou
myokardu a inhibiciu aktivity topoizomerazy Il (Bains, a dalsi, 2008).

Medzi inhibitory AKR1AT1 patri napriklad fenobarbital (Kaiserova, a dalsi, 2005).
Dalej bolo preukézané, Ze atorvastatin zniZuje expresiu tohto enzymu az o 20% (Ruf, a
dalsi, 2009) (Pépin, a dalsi, 2013). Z prirodnych latok majice inhibi¢nu aktivitu st
niektoré flavonoidy (napr. diosmetin, naringeninu, hesperetin, eriodiktyol, alebo
homoeriodiktyol) (Roberts, a dalsi, 2004).

3.2.2 ALDOKETOREDUKTAZY AKRI1C

Enzymy AKRIC katalyzuji oxidoredukéni premenu rdznych substratov,
vykazuju r6znu citlivost’ k inhibitorom a rozdielnu tkanovu distribliciu. VSetky Styri
enzymy sa vyskytuju v peCeflovom tkanive, AKR1C4 je iba v peceni, 1C2 a 1C3 su aj v
prsnych tkanivach a prostate. VSetky tieto enzymy maji zésadnll rolu v metabolizme
androgénov a estrogénov a podiel’aju sa tak na vzniku a progresii andrgen- a estrogen-
dependentnych onemocneni (napr. karcindbm prostaty, benignd hyperplazie prostaty,
karciném prsnych tkaniv) (Skalova, a dalsi, 2013).

AKR1C1 metabolizuje progesteron na jeho inaktivny metabolit 20a-

hydroxyprogesteronu. Udrziavanie dostatocnej cirkulujiicej hladiny progesteronu je
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nevyhnutné, aby sa zabranilo pred¢asnému porodu. Salicylaty a ich derivaty st hlavné
inhibitory tohto enzymu.

AKR1C2 sa podiela na metabolizme 5a-dihydrotestosterénu za vzniku
neaktivneho androgénu So-androstan-3a,17p-diolu. Inhibitory AKR1C2 sa tak snazia
vysporiadat’” s nedostato¢nostou androgénov. Doteraz neboli ziadne malé molekuly
identifikované ako AKRI1C aktivatory, ale latky, ktoré by mohli ulah¢it’ vdzbu a
uvol'neniec NADP (H), by mohli plnit’ tato ulohu.

AKR1C3 je znama ako 17B-hydroxysteroid dehydrogendza (17p-HSD) a
prostaglandin (PG) F2a syntaza. 17p-HSD sa podiel’a na redukcii A4-androsten-3,17-
dionu na testosteron, redukcii Sa-androstan-3,17-dionu na Sa-dihydrotestosteron a
redukcii estronu na 17p-estradiol. Inhibitory pre 173-HSD reakcie st vyhl'adavané kvoli
pokroc¢ilému karcinomu prostaty a karcinomu prsnika, kde znizovanie nadmernych hladin
enzymu moze poskytnat’ pomocnil ruku pre iné hormonalne terapie. PGF2a syntaza tiez
redukuje PGH2 na PGF2a a PGD2 na 11B-PGF2a. Inhibitory pre AKR1C3 su
indometacin a 6-medroxyprogesterdnacetat, tato latka bola pouzita na inhibiciu AKR1C3
na liecbu akutnej myeloidnej leukémie (Penning, 2014).

Nadmerna expresia AKR1C3 v roznych nadorovych ochoreniach moéze byt
zodpovedna za zlyhanie liecby rakoviny chemoterapeutikami s karbonylovou skupinu v
molekule.

AKR1C4 je $pecificka reduktaza 3-ketosteroidov pecene a podiel’a sa na klirens
steroidnych hormoénov z obehu a biosyntéze zlcovych kyselin (Novotna, a dalsi, 2008).

Okrem endogénnych steroidnych latok su AKR1C1, 1C2 a 1C4 schopné
katalyzovat’ redukciu karbonylovej skupiny u nesteroidnej xenobiotickej zltceniny
oracin, nové potencialne protinadorové chemoterapeutikum. Najicinnej$i enzym v
premene oracinu na jeho redukovanu formu je AKR1C1. Redukcia karbonylovej skupiny
oracinu je detoxikac¢na reakcie, ktora eliminuje terapeuticki ucinnost’ tohto lieku.
Stcasné podavanie jednotlivych inhibitorov je ziaduce, pretoze by sa zabranilo rezistencii
voci danému lieku (Wsol, a dalsi, 2007).

Okrem toho AKR1C3 tiez sprostredkovava redukciu C13 karbonylu doxorubicinu
na neaktivny hydroxymetabolit doxorubicinol. Povazuje sa, Ze doxorubicinol je
zodpovedny za kardiomyopatiu pozorovania pocas liecby doxorubicinom. Vzhladom k
tomu, ze je AKR1C3 nadmerne exprimovany pri hormonalne zavislych malignit, ako su

rakoviny prostaty a prsnika, sucasné podavanie inhibitorov  AKR1C3 moze zvysit
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ucinnost’ chemoterapeutickych latok oracinu a doxorubicinu a zaroven znizi riziko

kardiomyopatie po podani doxorubicinu (Novotna, a dalsi, 2008).

3.2.3 KARBONYLREDUKTAZA CBR

Karbonylreduktaza (CBR) patri do triedy oxidoreduktaz, ktoré st sti¢astou rodiny
enzymov S kratkym retazcom dehydrogenaz/reduktazy (SDR). Su vSadepritomné v
prirode a katalyzujt redukciu vel’kého mnozstva biologicky a farmakologicky aktivnych
latok, vratane r6znych endogénnych a xenobiotickych karbonylovych zla¢enin. CBR bola
popisana Vv Tudskych tkanivach, vratane pecene, srdca, pluc, obli¢iek, mozgu,
semennikov, Vaje¢nikov a nadobliciek.

Vseobecne plati, ze CBR st enzymy S nizkou molekulovou hmotnostou,
monomérne, cytozolové a NADPH-dependentné, ktoré redukuju aldehydové a keto
skupiny prostaglandinov, steroidov, pterinov, biogénnych aminov a chinénov
odvodenych od polycyklickych aromatickych uhlovodikov. Mnoho liekov s keto
skupinou a alifatickym keto postrannym retazcom, ako napriklad v molekule
antracyklinovych protinadorovych lie¢iv, DAUN a DOX, su tiez redukované. Redukcia
karbonylu je hlavnou reakciou a v mnohych pripadoch je reakcia nevratna. Avsak v
niektorych reakciach sa moze vyskytnut' oxidacia sekundarnych alkoholov a
hydrochinonov v pripade NADP * ako kofaktoru.

CBR metabolizuje niektoré rovnaké substraty ako iné karbonylové redukéné
enzymy, ako st napriklad aldehydreduktazy a alkoholdehydrogenazy. CBR je mozZno
odlis§it od aldehydovych reduktdz a alkoholdehydrogendz pomocou pouzitia
aromatickych ketonov ako substraty a pomocou flavonoidov ako inhibitory, napriklad
rutin, kvercetin alebo kvercitrin. Iné inhibitory CBR st indometacin, furosemid a
disulfiram. Prave pouzitie aromatickych ketonov a chinénov je typické pre CBR (Forrest,
a dalsi, 2000) (Szotakova, a dalsi, 2013).
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3.2.4 GLUTATION-S-TRANSFERAZY (GST)

GST enzymy hraju kl'ai¢ovu ulohu vo faze Il detoxikacie mnohych cudzorodych
latok. Z tohto dovodu ich inhibicia méze vyznamne ovplyviiovat metabolizmus a
biologické ucinky uréité liekov, priemyselnych produktov a environmentalnych
kontaminantov (Szotakova, a dalsi, 2013). Tieto enzymy katalyzuju konjugaciu
elektrofilnych xenobiotik (napr. liekov, toxinov a karcinogénov) S endogénnym
tripeptidovym glutationom (GSH), za t¢elom ich deaktivacie a zvyseni ich hydrofility
(Bousova, a dalsi, 2013).

Niekol'ko alkyla¢nych ¢inidiel a ich metabolity su substratmi pre GST. Patri
medzi ne chlorambucil, mechloretamin, cyklofosfamid, akrolein, 1,3-bis (2-chloretyl) -1
nitrosomocovina. Spolo¢né pre tieto substraty GST je ich elektrofilna povaha ich
aktivnych cytotoxickych skupin. Studie zamerané na konjuga¢né reakcie lie¢ivo-GSH
ukazali, ze elektrofilna zlt¢enina reaguje s tiolovou skupinou redukovaného glutationu
spontannym sposobom rovnako dobre ako v pripade katalyticky konjugovanej reakcie
pomocou GST.

Rezistencia na protinddorovu lie€bu zvyc€ajne vznikd po nadmernom exprimovani
enzymu. Preto vyvoj inhibitorov dava moznost’ zvySenia uc¢innosti protinddorovej liecby.
V pripade alkyla¢nych ¢inidiel, odolnost’ liecby bola pripo¢itana viacerym faktorom, ako
napriklad znizenie bunkovej absorpcii lie¢iva, zmenené hladiny GSH a zvysenie hladiny
GST. Existuje viacero kompetitivnych aj nekompetitivnych inhibitorov, ale mnohé latky
obmedzuje ich toxicita ¢i karcinogenita v ich pouziti ako humanne lie¢ivo. Medzi
inhibitory GST patri napriklad klofibrat, analégy GSH, indometacin, alebo sulfasalazin
(Schultz, a dalsi, 1997), bilirubin, zl¢ové kyseliny (Skalova, a dalsi, 2013).

Z prirodnych latok sa medzi GST inhibitory radia niektoré flavonoidy, ako
napriklad genistein, kvercetin, kampferol a kurkumin (Hayeshi, a dalsi, 2007).

Novsia latka, 8-metoxypsoralen, sa preukazala ako dobry inhibitor aktivity GST,
nie len v suvislosti s rakovinovymi bunkami, ale jej vyhodou je, ze ma tiez vyuzitie
Vv terapii infekénych ochoreni, pretoze sa zvysenad aktivity GST prejavila aj u patogénnych

baktérii (de Oliveira, a dalsi, 2014).
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4 CIELE DIPLOMOVEJ PRACE

Ciel'mi tejto prace bolo zistit’, ¢i prirodné latky z rady izoflavonoidov ovplyviiuja
u prsnych nadorovych linii aktivitu biotransformacnych enzymov metabolizujicich
cytostatika a teda ¢i mdzu mat’ potencionalny vplyv na zmenu ucinnosti cytostatickej

lieCby. Stanovené ciele:

1. Zvladnutie prace s bunkami v laminarnom boxe: pasaZovanie, sterilna praca

s bunkami

2. Ovplyvnenie prsnych nadorovych linii MCF-7 a MDA-MB-231

izoflavonoidami (genistein, daidzein, formononetin)
3. Priprava subcelularnych frakcii buniek

4. Stanovenie aktivit vybranych biotransforma¢nych enzymov u kontrolnej

skupiny a tak isto aj u skupin ovplyvnenych izoflavonoidami

5. Porovnanie enzymovych aktivit medzi jednotlivymi skupinami a zhodnoteni

vplyvu izoflavonoidov na tieto aktivity
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5 METODICKA CAST

5.1 PRISTROJOVE A MANIPULACNE VYBAVENIE

e 8-kanalova pipeta (Eppendorf, Nemecko)

e 8-kanalova elektronicka pipeta (Eppendorf, Nemecko)

e analytické vahy Sartorius CP2225D (Sartorius AG, Nemecko)
e automatické pipety r6zneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

e centrifuga Heraeus, rotor #3335 (ThermoFisher Scientific, USA)

e (itacka mikrotitraénych dosti¢iek Tecan Infinite M 200 PRO (Tecan Group Ltd.,

Svajéiarsko)

e doskova trepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph Instruments, Nemecko)

e hlboko mraziaci box Jouan (Thermo Scientific, USA)

e homogenizator Potter-Elvehjem

e laboratorna trepacka vortex IKA MS3 basic (IKA, Nemecko)
e pipetiky SwiftPet+ (HTL, Pol'sko) a Eppendorf (Nemecko)

e termomixér Eppendorf (Nemecko)

e Ultracentrifuga Beckman Coulter (USA)

e vodna kapel’ Maemmert (Maemmert, Nemecko)

e laboratorne sklo (Thermo Fisher Scientific, Cesk4 Republika)
e mikroskiimavky 0,5 ml, 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf, Nemecko)

e plastové skimavky rozneho objemu (TPP, Svajéiarsko)

e plastové sterilné inkuba¢ni nadoby T75 a Petriho misky o priemere 15 cm (TPP,

Svajéiarsko)
e serologické sterilné plastové pipety rozneho objemu (TPP, Svajéiarsko)

e 3$picky pro automatické pipety rozneho rozsahu (Eppendorf, Nemecko)

5.2 REAGENCIE A CHEMIKALIE

e 4-pyridinkarboxaldehyd (Sigma, Nemecko)

e acenaftenol (Sigma, Nemecko)
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bovinné fetalné sérum — teplom inaktivované (Lonza, Belgicko)

BSA (bovine serum albumin) (Fluka, Ceska Republika)

CDNB (Fluka, Ceska Republika)

daidzein (Sigma, Nemecko)

dimetylsulfoxid > 99,9% (DMSO) (Sigma, Nemecko)

DL-glyceraldehyd (BDH)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) pro SCM (Lonza, Belgicko)
etanol (Penta, Ceska Republika)

formononetin (Sigma, Nemecko)

fosfatovy pufr (PBS) — tablety (Sigma, Nemecko)

genistein (Sigma, Nemecko)

glycerol (Dr. Kulich Pharma, Ceska Republika)

GSH (Sigma, Nemecko)

K-fosfatovy pufr (Penta, Ceska Republika)

menadion (Sigma, Nemecko)

Na-fosfatovy pufr (Penta, Ceska Republika)

NADP+ (Merck, Nemecko)

NADPH (Merck, Ceska Republika)

set pre stanovenie bielkovin s BCA (bicinchonic acid) (Sigma, Nemecko)
TRIS/HCI pufr (Penta, Ceska Republika)

trypsin a EDTA (Lonza, Belgicko)

ultradista voda (vyrobena na pristroji Milli-Q RG, Millipore, Ceska Republika)

37



5.3 PASAZOVANIE BUNIEK

Na pokusy sme pouzili bunkové linie adenokarcindmovych bunick — MCF-7
a MDA-MB-231. Bunky su kultivované v médiu s predpisanym zlozenim (fetilne
bovinné sérum — 10% FBS, 10 mM HEPES a 50 pg/ml gentamycinu) Vv plastovych
nadobach. Kultivaénymi podmienkami sme sa snazili napodobit” prostredie in vivo, preto
sme bunky umiestnili v inkubatore pri 37°C v atmosfére 5% CO2.

Po urcitej dobe bunkového rastu a delenia (obvykle po 2 — 3 diioch) je nutné bunky
zpasazovat’ = rozruSenie medzibunkovych kontaktov a kontaktov buniek s kultivaénym
povrchom pomocou proteazy trypsinu. Pocas pasazovania sme vymenili staré médium za
nové, Cast’ buniek sme odstranili a zvySok preniesli do novej kultivacnej nadoby.

Pocet pasazi je zaznamenavany, aby sme vedeli urcit’ vek bunkovej kultary.

5.4 OVPLYVNENIE BUNIEK IZOFLAVONOIDMI

Bunky sme nasadili do Petriho misiek a po narastu na 80% sme ich ovplyvnili
roztokmi izoflavonoidov. Na ovplyvnenie buniek sme pouzili 10mM zasobné roztoky
izoflavonoidov genisteinu, daidzeinu a formononetinu v DMSO. Cielova koncentracia
izoflavonoidov je 10uM. DMSO sa nachadza v médiu o koncentracii 0,1%,. Rovnaka
koncentracia DMSO bola pouzita v kontrolnej skupine.

Na 1 Petriho misku sme pouzili 20 pul 10 mM roztoku izoflavonoidov
a 20 ml média, teda vysledna koncentracia isoflavonoidov bola 10 uM . Ovplyvnené
bunky sme nechali inkubovat’ po dobu 24, 48 a 72 hodin, od kazdého izoflavonoidu
z kazdého Casového tseku po 3 Petriho misky (misky velkosti 15 cm na priemer). To isté

sme vykonali aj s kontrolnymi vzorkami.

5.5 SPRACOVANIE BUNIEK NA SUBCELULARNE
FRAKCIE

Pred samotnym spracovanim bolo treba pripravit’:

1. V laminarnej miestnosti nadobu s 'adom, 0,1 M Na-fosfatovym pufr pH 7,4 a $tyri 15

ml flakony.
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2.V chladiacej miestnosti mieSacku a miesadielko, kadi¢ky (do ktorych potom prelejeme
cytozol, mitochondrie a mikrozémy), eppendorfky v ktorych boli uskladnené vzorky,
pipeta 5ml a 1ml a potrebné $picky

3. V miestnosti s centrifigami vychladené rotory v centrifigach Heracus a Beckman,
kyvety pripravené do oboch centrifig = mensie do Heraeusu, s pevnym uzaverom do

Beckman centrifigy a nadobu s 'adom na uskladnenie kyviet

Postup spracovania buniek na frakcie:

A. Lamindrna miestnost

1. V laminarnej miestnosti sme vybrali Petriho misky s nainkubovanymi bunkami
z inkubatoru a polozili na tacku s 'adom (misky velkosti 15¢cm na priemer).

2. Opléchli sme misky pouzitim 3-5 ml schladeného PBS pufru na uvolnenie buniek z
misiek, odsavackou odsali vSetok pufr.

3. Pridali sme 2 ml 0,1 M Na-fosfatového pufru pH 7,4 a zoskrabali obsah skrabkou ku
jednému kraju misky a opatrne prepipetovali do 15 ml flakonov ulozenych v Tade.
Zopakovali sme tento postup na vSetkych miskach jednotlivych bunkovych linii
ovplyvnenymi rovnakou latkou = 3 misky ovplyvnené genisteinom, 3 misky daidzeinom
a 3 misky formononetinom. Dal3ie tri misky boli bez ovplyvnenia izoflavonoidom na
kontrolu.

4. Vzorky sme stale udrziavali v 'ade a preniesli do chladiacej miestnosti.

B. Chladiaca miestnost
1. Sonikovanim buniek ultrazvukovou ihlou sme rozrusili $truktiry buniek (dva krat 15
sektind na polovi¢nej intenzite), flakony je potreba udrziavat’ stale v l'ade.

2. Zhomogenizované bunky v homogenate sme preliali do centrifuga¢nich kyviet.

C. Centrifugacna miestnost

1. Prvé stoCenie prevedené na centrifuge Heraeus. Kyvety boli umiestnené vzdy dve
oproti sebe na vyvazenie rotora. Stacali sa 60 minut pri 20000 otacok pri teplote 4°C. Po
ukonceni je uz vidite'ne oddelena peleta (= mitochondrie, potrhané bune¢né membrany,
vézivo, cievy a jadra) od supernatantu (= cytozol + mikrosomy).

2. Druhé tocenie bolo vykonané na ultracentrifige Beckman. Odseparovany supernatant

sme preliali do centrifugaénych kyviet urenych pre danu centrifugu, ulozili sme vzdy
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dve zavieckované kyvety oproti sebe na vyvazenie rotoru v centrifige. Spustili sme
centrifiugu na 65minut, schladent na 4°C a 105000 otacok. Supernatant z tohto toc¢enia

odpoveda cytozolu, v pelete su obsiahnuté mikrozomy.

D. Chladiaca miestnost

1. Pelety je potreba resuspendovat’ v 3ml 0,1M Na-fosfatovom pufre pH 7,4 s 20%
glycerolom.

2. Cytosol s mikrozomami Sme za staleho mieSania na mieSacke rozpipetovali do
eppendorfiek po 330 ul a dali zamrazit’ do hlbokomraziaceho boxu pri -80°C na d’alSie

pouzitie.

5.6 BCA STANOVENIE BIELKOVINY

Metoda stanovovania bielkovin pomocou BCA - bicinchonickej kyseliny,
umoznuje detekciu obsahu bielkoviny v biologickych vzorkach, za pritomnosti
detergentov, soli, chelatorov a sukraldzy s bicinchonickou kyselinou a med’natymi ionmi.
Spolahlivost’ tejto metddy zvysSuje jej vysoka senzitivita (0,5 pg proteinu) a dlhodoba
stabilita reagentov. (Smith, a dalsi, 1985)

Princip

Reakcia proteinov s med’natymi ionmi Vv pritomnosti zasady. Med’naté iony su
redukované na med’né, ktoré spolu s BCA vytvara modrofialovy komplex okolo pH 10.
Cim viac je pritomnej bielkoviny vo vzorku, tym vyraznejSie je zafarbenie tohto

komplexu. Absorbanciu meriame pri 562 nm.

Potrebné roztoky
Roztok A: NaHCO3, Na,COs3, BCA v 0,1M NaOH
Roztok B: 4% CuSO4 x 6 H20

Potrebny roztok C pripravime zmieSanim roztoku A s roztokom B v pomeru 50:1
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Stanovenie kalibraénej krivky

-2 0,5ml 20% roztoku hovédzieho sérového albuminu (BSA) doplnime do 10ml

redestilovanou vodou, vzniknuty roztok BSA ma koncentraciu 1%

Koncentracia 1% Destilovana voda
roztok BSA
1 0 0 pl 500 pl
2 200 10 pl 490 pl
3 400 20 pl 480 ul
4 600 30 ul 470 ul
5 800 40 ul 460 pl
6 1000 50 ul 450 pl

Postup
1. Mikrozoémy alebo cytozol sme nariedili pat’ krat pouzitim destilovanej vody do dvoch

eppendorfiek (dve riedenia), z kazdého riedenia Styri vzorky = dohromady 8 paralelnych
merani pre jeden cytozol ¢i mikrozomy

2. Rozpipetovali sme jednotlivé mnozstvo roztoku BSA, 10 ul vzoriek, respektive 10 pl
vody ako slepu vzorku, doplnili 200 pul roztoku C, inkubovali 30min pri 37°C pri miernom
trepani

3. Zmerali sme absorbanciu pri 520 nm, od vzoriek od¢itat’ priemer slepych vzoriek

4. Na zaklade vyslednej rovnice kalibrac¢nej krivky sme vypocitali obsah bielkoviny

Vv jednotlivych vzorkéch.
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5.7 STANOVENIE AKTIVITY ALDEHYDREDUKTAZY
(AKR1A1) POMOCOU
4-PYRIDINKARBOXALDEHYDU

Princip:

Stanovenie aktivity redukujicich enzymov je zalozené na merani poklesu
absorbancie sposobnym premenou NADPH na NADP* vo vzorku pri 340 nm za
laboratornej teploty (25°C). Poklesom absorbancie a molarnym absorbénym
koeficientom NADPH = 6220M x cm™ sa d4 kvantitativne vyjadrit’ aktivita reduktéz.
Jednotka enzymovej aktivity (U) je definovana ako oxidacia 1 mol NADPH/min pri 25°C.

Meranie je sprostredkované na pristroji Tecan.

Pouzivané zdsobné roztoky:

1. Pufr (0,1 M K — fosfatovy pufr, pH6,0):
- zmiesat 0,1M KoHPOs s 0,1M KH2PO4 tak, aby vysledny roztok mal pH 6,0

2. 4-pyridinkarboxaldehyd (0,1M)
-2 M =151,1; p= 1,122 -> rozpustit’ v H20

3. NADPH (2mM)
- M, = 833,4 -> rozpustit’ v H20

Pipetované mnozstvo na Koncentracia v jednej
jednu jamku jamke (celk. objem 200ul)
Pufr 168 ul
4-pyridinkarboxaldehyd 2 ul 1 mM
NADPH 10 ul 100 uM
cytozol 20 pul
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Postup: Do pripravenej 96 jamkovej dosticky GAMA s okruhlym dnom sme
napipetovali 20ul cytozolu (vzorku), alebo v pripade slepej vzorky, 20ul sodno-
fosfatového pufru pH 7,4 a pridali 180 ul mastermixu multikanalovou pipetou.

Priprava mastermixu: rozpocitané mnozstvo na 96 jamiek (1 dosticku) s rezervou.

- pufr 21,36 ml
- 4-pyridinkarboxaldehyd 240 pl
—->NADPH 1200 pl

Mastermix sme pridali multikanalovou pipetou rovnomerne do vsetkych jamiek.
Dosticku sme vlozili do Tecanu s nastavenou prislusnou metédou. Pokles — absorbancie
sme sledovali po dobu 5 minut pri 340nm. Kazda vzorka je merana v 4-6 paralelnych

jamkach + 1-2 jamky slepého vzorku.

Vyhodnotenie

Zmena absorbancie za mintGtu zistena z oblasti linearneho poklesu. Od rozdielu
absorbancie za minutu vo vzorke odpocitat’ rozdiel absorbancie za minatu v slepom
vzorku. Pouzitim molarneho extinkéného koeficientu (enappn = 6,22 mM™? x cm™)

vypocitat’ koncentraciu zreagovaného NADPH za minutu.

Vypocet aktivity:

(AAvz. —AAsl) « Vi 1000 | [nmol/min/ml]
exlxVs

aktivita =

ENADPH 6,22mM-1 x cm-1

I dizka meranej vrstvy (vyska

jamky) — 0,75 cm
Vi objem reak¢nej zmesi — 0,2 ml
Vs objem biologickej frakcii
— 0,010 ml

Jednotky aktivity boli prepocitané na mg proteinu.
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5.8 STANOVENIE AKTIVITY ALDEHYDREDUKTAZY
(AKR1A1) POMOCOU GLYCERALDEHYDU

Princip:

Stanovenie aktivity redukénych enzymov je zalozené na merani poklesu
absorbancie sposobenym premenou NADPH na NADP* vo vzorku pri 340nm za
laboratornej teploty (25°C). Pomocou poklesu absorbancie a molarneho absorbcného
koeficientu NADPH = 6220 M x cm™ sa da kvantitativne vyjadrit’ aktivita reduktaz.
Jednotka enzymovej aktivity (U) je definovana ako oxidacia 1mol NADPH za mintutu pri

25°C. Meranie je sprostredkované na pristroji Tecan.

Pouzivané zdsobné roztoky:

1. Pufr (0,AM K - fosfdtovy pufr, pH 6,0)
= zmiesat' 0,1M K;HPO4 s 0,1M KH2PO4 tak, aby pH vysledného roztoku bolo 6,0

2. DL — glyceraldehyd (1M)
- M; = 90,08 -> rozpustit v DMSO

3. NADPH (4mM)
- M, = 833,4 -> rozpustit’ vo vode

Pipetované mnozstvo na Koncentracia v jednej
jednu jamku jamke (celk. objem 200ul)
Pufr 168 ul
DL-gylceraldehyd 2 ul 1mM
NADPH 10 ul 200 uM
cytozol 20 pul

Postup: Do pripravenej 96 jamkovej doSticky GAMA s okrthlym dnom
napipetovat 20 pl cytozolu (vzorku), alebo v pripade slepej vzorky, 20 ul sodno-

fosfatového pufr pH 7,4 a pridat’ 180 pl mastermixu multikanalovou pipetou.
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Priprava mastermixu: rozpocitané mnozstvo na 96 jamiek (1 dosticku) s rezervou.

- pufr 21,36 ml
- DL — glyceraldehyd 240 pl
-> NADPH 1200 pl

Mastermix sme pridali multikanalovou pipetou rovnomerne do vSetkych jamiek.
Dosticku vlozili do Tecanu s nastavenou prislusnou metodou. Pokles absorbancie bol
sledovany po dobu 5 mintt pri 340nm. Kazda vzorka je merana v 4-6 paralelnych

jamkach + 1-2 jamky slepého vzorku.

Vyhodnotenie

Zmena absorbancie za mintGtu zistena z oblasti linearneho poklesu. Od rozdielu
absorbancie za minitu vo vzorke odpocitat’ rozdiel absorbancie za minutu v slepom
vzorku. Pouzitim molarneho extinkéného koeficientu (enappn = 6,22 mM™? x cm™)

vypocitat’ koncentraciu zreagovaného NADPH za minttu.

Vypocet aktivity:

(AAvz.—AAsl) x Vi * 1000 | [nmol/min/ml]
exl*xVs

aktivita =

ENADPH 6,22mM-1 x cm-1

I dizka meranej vrstvy (vyska

jamky) — 0,75 cm

Vi objem reakénej zmesi — 0,2 ml
Vs objem biologickej frakcii
— 0,010 ml

Jednotky aktivity boli prepocitané na mg proteinu.
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5.9 STANOVENIE AKTIVITY ALDOKETOREDUKTAZ
(AKR1C) POMOCOU ACENAFTENOLU

Princip:

Stanovenie aktivity redukénych enzymov je zalozené na merani vzrastu
absorbancie spésobenym premenou NADP* na NADPH vo vzorku pri 340nm za
laboratornej teploty (25°C). Pomocou vzrastu absorbancie a molarneho absorbéného
koeficientu NADPH= 6220 M x cm™ sa da kvantitativne vyjadrit’ aktivita reduktaz.
Jednotka enzymovej aktivity (U) je definovana ako oxidacia 1 mol NADPH za minatu

pri 25°C. Meranie je sprostredkované na pristroji Tecan.

Pouzivané zasobné roztoky:

1. Pufr (0,1M TRIS/HCI, pH 8,9)

- 1,2 1g TRIS rozpustit’ v 70 ml redestilovanej vode, upravit’ pH na 8,9 a doplnit’ na 100
ml.

2. Acenaftenol (0,1 M)
- 17,02 mg/ml rozpustit v DMSO

3. NADP* (20 mM)
- 23,6 mg do 1,5 ml redestilovanej vody

Pipetované mnozstvo na Koncentracia v jednej
jednu jamku jamke (celk. objem 200ul)
Pufr 168 ul
Acenaftenol 2 ul 1mM
NADP* 10 pl 1 mM
cytozol 20 pul
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Postup: Do pripravenej 96 jamkovej dosticky GAMA s okrahlym dnom
napipetovat 20ul cytozolu (vzorku), alebo v pripade slepej vzorky, 20 ul sodno-

fosfatového pufru pH 7,4 a pridat’ 190 pl mastermixu multikanalovou pipetou.

Priprava mastermixu: rozpocitané mnozstvo na 96 jamiek (1 dosticku) s rezervou.

- pufr 21,36 ml
-> acenaftenol 240 pl
-> NADPH 1200 pl

Mastermix sme pridali multikanalovou pipetou rovnomerne do vSetkych jamiek.
Dosticku vlozili do Tecanu s nastavenou prislusnou metodou. Vzrast absorbancie sme
sledovali po dobu 5 minut pri 340 nm. Kazda vzorka bola merana v 4-6 paralelnych

jamkach + 1-2 jamky slepého vzorku.

Vyhodnotenie

Zmena absorbancie za minuatu zistena z oblasti linearneho vzrastu. Od rozdielu
absorbancie za minitu vo vzorke odpocitat’ rozdiel absorbancie za minutu v slepom

vzorku. PouZitim molarneho extinkéného koeficientu (enappn = 6,22 mM™? x cm™)

vypocitat’ koncentraciu vzniknutého NADPH za minutu.

Vypocdet aktivity:

(AAvz.—AAsl) x Vi » 1000 | [nmol/min/ml]
exl*xVs

aktivita =

ENADPH 6,22mM-1 x cm-1

I dizka meranej vrstvy (vyska

jamky) — 0,75 cm

Vi objem reak¢nej zmesi — 0,2 ml
Vs objem biologickej frakcii
— 0,010 ml

Jednotky aktivity boli prepocitané na mg proteinu.
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5.10 STANOVENIE AKTIVITY KARBONYLREDUKTAZY
(CBR) POMOCOU MENADIONU

Princip:

Metdda je =zaloZzend na inkubécii subcelularnej frakcie so substratom
menadionom. Redukcia menadionu karbonylreduktdzou je stibeznou reakciou popri
oxidacii NADPH, o je fotometricky zaznamenavané ako pokles absorbancie. Pomocou
poklesu absorbancie a molarneho absorbéného koeficientu NADPH = 6220 M x cm™ sa

da kvantitativne vyjadrit’ aktivita reduktaz. Meranie je sprostredkované na pristroji Tecan.

Pouzivané zasobné roztoky:

1. Pufr (0,1 M K — fosfatového roztoku, pH 7,4)
- 8,71 g KoHPO nasypat’ do 500 ml odmernej banky a doplnit’ redestilovanou vodou po
rysku

- 2,72 g KH2POsnasypat’ do 200 ml odmernej banky a doplnit’ redestilovanou vodou po
rysku
-> zmiesat’ oba roztoky aby vysledny roztok mal hodnotu pH 7,40

2. Menadion (M = 172,18; 50 mM)
- rozpustit’ 8,61 mg v 1 ml etanolu

3. NADPH (M = 833; 5 mM)

- rozpustit’ 6,25 mg v 1,5 ml redestilovanej vode

Pipetované mnozstvo na Koncentracia v jednej
jednu jamku jamke (celk. objem 200ul)
Pufr 168 ul
Menadion 2 ul 500 uM
NADPH 10 pl 250 uM
cytozol 20 ul
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Postup: Do pripravenej 96 jamkovej dosticky GAMA s okrahlym dnom
napipetovat 20 pl cytozolu (vzorku), alebo v pripade slepej vzorky, 20 pl sodno-

fosfatového pufru pH 7,4 a pridat’ 180 pl mastermixu multikanalovou pipetou.

Priprava mastermixu: rozpocitané mnozstvo na 96 jamiek (1 dosticku) s rezervou.

- pufr 21,36 ml
-> acenaftenol 240 pl
-> NADPH 1200 pl

Mastermix sme pridali multikanalovou pipetou rovnomerne do vSetkych jamiek.
Dosticku vlozili do Tecanu s nastavenou prislusnou metdédou. Pokles absorbancie sme
sledovali po dobu 5 minat pri 340nm. Kazda vzorka bola merana v 4-6 paralelnych

jamkach + 1-2 jamky slepého vzorku.

Vyhodnotenie

Zmena absorbancie za minutu zistena z oblasti linearneho poklesu. Od rozdielu
absorbancie za mintu vo vzorke odpocitat’ rozdiel absorbancie za minutu v slepom
vzorku. PouZitim molarneho extinkéného koeficientu (enappn = 6,22 mM™? x cm™)

vypocitat’ koncentraciu zreagovaného NADPH za minutu.

Vypocet aktivity:

(AAvz.—AAsl) x Vi » 1000 | [nmol/min/ml]
exl*xVs

aktivita =

ENADPH 6,22mM-1 x cm-1

I dizka meranej vrstvy (vyska

jamky) — 0,75 cm

Vi objem reak¢nej zmesi — 0,2 ml
Vs objem biologickej frakcii
— 0,010 ml

Jednotky aktivity boli prepocitané na mg proteinu.
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5.11 MERANIE AKTIVITY GLUTATION-S-
TRANSFERAZY NA DOSTICKE

Princip:

Meranie aktivity GST je zalozené na tvorbe GSH-CDNB konjugatu, ktory ma

absorbéné maximum pri 340 nm.

Pouzivané roztoky:

1. 0,1 M Na — fosfatovy pufr (pH 6,5)

- 1,79 g Na2HPO4 presypat’ do 50 ml odmernej banky a doplnit’ redestilovanou vodou
po rysku

- 1,56 g NaH2PO4 presypat’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ redestilovanou vodou
po rysku

- zZmieSat’ oba roztoky priblizne v pomere 1:3 aby vysledny roztok mal pH 6,5.

2. Roztok GSH (mnozstvo vystacujuce na jednu dosticku)
- 5,15 mM GSH rozpusteny v 0,1 M Na — fosfatovom pufre (pH 6,5)
- 7,92 mg GSH rozpustené v 5 ml 0,1 M Na — fosfatovom pufre (pH 6,5)

3. Roztok CDNB (mnozstvo vystacujuce na jednu dosticku)
- 51,5 mM CDNB rozpustené v etanole
- 5,22 mg CDNB rozpustené v 0,5 ml etanole

4, Master Mix (pripravit’ tesne pred stanovenim)
- mnozstvo vystacujuce na jednu dosti¢ku
—> napipetovat’ do vanicky 4ml GSH, 0,4 ml CDNB a 15,6 ml 0,1 M Na-fosfatového

pufru.
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Postup:

Pipetované mnozstvo na jednu jamku
Mastermix 194 ul
Cytozol 6 ul

Na Tecanu sme nastavili prislusnou metdédu a S vloZzenou mierne zamie$anou
dostic¢kou spustili meranie. Absorbancia bola zmerana Sest’ krat v mintitovych intervaloch

pri 340 nm.

Vyhodnotenie

Pomer konjugovaného substratu sme vypocitali z odpocitanej absorbancie po 1
min s pouzitim extinkéného koeficienta 9,6 mM™ x cm™ pri 340 nm (potreba vediet vysku
roztoku v jamke). Jednotka enzymove;j aktivity U je definovana ako mnozstvo enzymu
katalyzujuci premenu 1 umol S-2,4-dinitrofenyl-glutationu za 1 minttu (pomocou 1 mM
GSH a 1 mM CDNB). Specificka aktivita je vyjadrena ako podet jednotick na mg

proteinu.

5.12 STATISTICKA ANALYZA

Vysledky z dvoch paralelnych merani boli pouzité k tvorbe grafov, zndzortiujiice
zmenu v enzymovej aktivite. Statisticka vyznamnost' vysledkov zmien aktivit bola
hodnotena metodou one-way ANOVA s vyuzitim programu GraphPad Prism verzia 6,
kde boli zhodnotené vysledky z dvoch merani ku kazdému enzymu pouzitim danej

metddy. Hladina P < 0,05 bola brana ako Statisticky vyznamna.
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6 VYSLEDKY

6.1 BCA STANOVENIE BIELKOVINY

Kalibracna krivka pre stanovenie obsahu proteinu u jednotlivych vzoriek

Z bunecnej linii MDA-MB-231.:

Koncentracia [pg/ml] O 200 400 600
Absorbancia 0 0,172 0,316 0,435

0,8
y =0,000713x

0,7

0,6 ’_

0,5

0,4

0,3 '.‘._......

0,2

0,1

0 200 400 600 800

Obr. 8 : Kalibra¢na krivka

R?=0,990901

800 1000
0,581 0,682

1000 1200

Kalibracna krivka pre stanovenie obsahu proteinu u jednotlivych vzoriek

Z bunecnej linii MCF-7:

Koncentracia [pg/ml] 0 200 400 600
Absorbancia 0 0,200 0,365 0,537

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
03 .
0,2 ‘
0,1 .
0 e
0 200 400 600 800

Obr. 9 : Kalibra¢n4 krivka

y =0,000844x
R?=0,991908
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Hodnoty bielkovin pre jednotlivé bunecné linie ovplyvnené izoflavonoidmi:

24 hodin MDA-MB

24 hodin MCF-7

Kontrola 0,650 mg/ml 0,766 mg/ml
Genistein 0,594 mg/mi 0,786 mg/ml
Daidzein 0,605 mg/mi 0,821 mg/ml
Formononetin 0,477 mg/mi 0,765 mg/ml

48 hodin MDA-MB

48 hodin MCF-7

Kontrola 0,837 mg/ml 1,049 mg/mi
Genistein 0,754 mg/ml 0,854 mg/mi
Daidzein 0,726 mg/ml 0,752 mg/mi
Formononetin 0,736 mg/ml 0,860 mg/mi

72 hodin MDA-MB

72 hodin MCF-7

Kontrola 0,871 mg/ml 0,670 mg/mi
Genistein 0,797 mg/ml 0,748 mg/ml
Daidzein 0,876 mg/ml 0,708 mg/ml
Formononetin 0,879 mg/ml 0,732 mg/mi
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6.2 STANOVENIE AKTIVITY ALDEHYDREDUKTAZY
(AKR1A1) POMOCOU
4-PYRIDINKARBOXALDEHYDU

Inkubdacia 24 hodin
K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 7,01 6,44 7,33 12,98 Priemer aktivity enzymov 548 542 4,19 7,51
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg]
smodch 3,35 1,14 3,90 2,74  smodch 2,59 0,94 1,02 0,46
AKR1A1 AKR1A1
(pyridin (pyridin
karboxaldehyd) karboxaldehyd)
MDA-MB MCF-7
201 10
£ 75 151 g 8 2l
£E g g
S E 10 R
s E T 3 E L
=3 7 T3 4 7,
g E .l 7 g g
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Obr. 10: Aktivita enzymu AKR1A1 po 24 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi:

G- genistein, D- daidzein, F- formononetin.
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Inkubacia 48 hodin

K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 7,71 8,23 5,01 3,46 Priemer aktivity enzymov 4,50 5,87 450 4,21
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg]
smodch 409 4,68 183 0,23 smodch 1,03 0,97 0,30 1,24
AKR1A1 AKR1A1
(pyridin (pyridin
karboxaldehyd) karboxaldehyd)
MDA-MB MCF-7
61 8-
S 8 =
- 3 2 o
%< T . o
g £ 7 © £ 4 7
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Obr. 11 : Aktivita enzymu AKRIA1 po 48 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi:
G- genistein, D- daidzein, F- formononetin.
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Inkubacia 72 hodin

K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 7,49 4,58 4,72 3,69 Priemer aktivity enzymov 4,31 491 6,61 6,72
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg]
smodch 4,13 2,30 2,55 1,27 smodch 047 096 023 0,24

AKR1A1 AKR1A1
idi (pyridin
karb(g))gllgg‘hyd) karboxaldehyd)
MDA-MB MCF-7
15+ 8- * *
3] o @ — —— I
2P 10 3 " 6 %I
£F € E
g ‘_E : "‘= P
s T P /
‘o 54 [
§.§. 7 1 g E o %
Wy
0- % T 0- % r
° & b < o o <
o\‘o\ oéo\'b
‘_O ‘_o

Obr. 12 : Aktivita enzymu AKRIA1 po 72 hodinovom ovplyvneni
izoflavonoidmi: G- genistein, D- daidzein, F- formononetin. Zistena $tatisticky vyznamna
zmena oproti kontrole (p < 0,05) v aktivite po ovplyvneni danym izoflavonoidom je
oznacna symbolom *.

U bunecnej linii MDA-MB sa pri ziadnom pokuse nepreukazal dostato¢na zmena
aktivity. U bunecnej linii MCF-7 bola zistena signifikantne zvySena aktivita po 72

hodinovej inkubacii buniek s izoflavonoidmi daidzeinom a formononetinom.
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6.3 STANOVENIE AKTIVITY ALDEHYDREDUKTAZY
(AKR1A1) POMOCOU GLYCERALDEHYDU

Inkubacia 24 hodin
K G D F K G D F

Priemer aktivity 13,79 14,86 1481 17,73 Priemer aktivity 12,44 1493 1052 14,79
enzymov enzymov
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg]
smodch 048 027 023 095 smodch 2,44 302 069 3,67

AKR1A1

(glyceraldehyd) AKR1A1
MDA-MB (glyceraldehyd)

MCF-7

*

2
3

H
—

Specificka aktivita
[nmol-min 1 mg 1]
3

o
I

* -

~4-°°6 w-&‘

Obr. 13 : Aktivita enzymu AKRIAl po 24 hodinovom ovplyvneni

izoflavonoidmi: G- genistein, D- daidzein, F- formononetin. Zistena $tatisticky vyznamna

zmena oproti kontrole (p<0,05) v aktivite po ovplyvneni danym izoflavonoidom je
oznacna symbolom *.
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Inkubacia 48 hodin

K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 9,82 12,44 10,04 11,22 Priemer aktivity 8,67 12,13 10,32 12,95
[nmol/min/mg] enzymov
[nmol/min/mg]
smodch 2,37 092 086 2,85 smodch 0,68 265 189 0,31
AKR1A1 AKR1A1
(glyceraldehyd) (glyceraldehyd)
MDA-MB MCF-7
151 20+
S © —
= £ 154
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Obr. 14 : Aktivita enzymu AKR1A1 po 48 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi

G- genistein, D- daidzein, F- formononetin
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Inkubacia 72 hodin

K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 10,49 9,11 9,37 10,19 Priemer aktivity 11,74 11,86 11,24 9,95
[nmol/min/mg] enzymov
[nmol/min/mg]
smodch 1,79 2,03 1,94 056 smodch 1,07 097 0,72 111
AKR1A1
AKR1A1 (glyceraldehyd)
(glyceraldehyd) MCE-7
MDA-MB g
15+ 15-

£+ £ 727

£ E 1w (™ 1

S % s £ /

N E 4

5E / s E /
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Obr. 15 : Aktivita enzymu AKRIA1l po 72 hodinovom ovplyvneni
izoflavonoidmi: G- genistein, D- daidzein, F- formononetin.

U bunecnej liniit MDA-MB sa preukézala signifikantné zvySenie aktivity enzymu
len po 24 hodinovej inkubacii buniek s izoflavonoidom formononetinom. Dlhsia
inkubacia tento vysledok nepodporila. Bune¢na linia MCF-7 nevykazovala ziadnu
vyrazni zmenu v aktivite tohto enzymu pocas celého pokusu s jednotlivymi

isoflavonoidami.
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6.4 STANOVENIE AKTIVITY ALDOKETOREDUKTAZ
(AKR1C) POMOCOU ACENAFTENOLU

Inkubdacia 24 hodin
K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 4,14 3,01 2,67 4,22 Priemer aktivity enzymov 584 3,84 4,14 3,26
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg]
smodch 1,03 1,08 0,62 0,89 smodch 041 0,75 1,73 0,18
AKR1C AKR1C
MDA-MB MCF-7
64 8-
8 = > el
:? I z8° T
© - e
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Obr. 16 : Aktivita enzymu AKR1C po 24 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi:
G- genistein, D- daidzein, F- formononetin.
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Inkubacia 48 hodin

A

K G D F G D F

Priemer aktivity enzymov 2,64 3,45 2,82 3,20 Priemer aktivity enzymov 1,62 2,78 282 3,17
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg]

SN

smodch 054 032 0,69 1,19 smodch 0,06 002 057 059

AKR1C AKR1C
MDA-MB MCF-7

ificka aktivita

$peci

[nmol-min™'.mg™]
Specificka aktivita
[nmolmin"'.mg™]

Obr. 17 : Aktivita enzymu AKR1C po 48 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi:
G- genistein, D- daidzein, F- formononetin.
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Inkubacia 72 hodin

K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 4,84 2,09 3,10 2,93 Priemer aktivity enzymov 4,70 2,69 3,62 254
[nmol/min/mg] [nmol/min/mg]
smodch 025 0,29 0,98 0,89 smodch 1,28 0,16 0,11 nla
AKR1C AKRIC
MDA-MB MCE-7
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Obr. 18 : Aktivita enzymu AKRI1C po 72 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi: G-
genistein, D- daidzein, F- formononetin.

U daného enzymu sa v pripade bune¢nych liniit MDA-MB a MCF-7 nepreukazala

ziadna signifikantna zmena aktivity pocas pokusov.
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6.5 STANOVENIE AKTIVITY KARBONYLREDUKTAZY
(CBR) POMOCOU MENADIONU

Inkubacia 24 hodin
K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 15,55 17,26 16,21 20,90 Priemer aktivity 71,59 61,78 57,40 81,33
[nmol/min/mg] enzymov
[nmol/min/mg]
smodch 1,72 122 2,70 0,04 smodch 30,50 29,05 21,48 25,49
CBR CBR
MDA-MB MCF-7
251 150~
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Obr. 19 : Aktivita enzymu CBR po 24 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi: G-
genistein, D- daidzein, F- formononetin

63



Inkubacia 48 hodin

K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 14,64 15,06 17,16 14,76 Priemer aktivity 76,71 70,36 61,52 72,69
[nmol/min/mg] enzymov
[nmol/min/mg]
smodch 0,09 2,75 332 3,80 smodch 571 1255 7,91 9,73
CBR CBR
MDA-MB MCF-7
25-
100-
S r— "
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Obr. 20 : Aktivita enzymu CBR po 48 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi G-
genistein, D- daidzein, F- formononetin.
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Inkubacia 72 hodin

K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 13,28 12,65 11,13 10,73 Priemer aktivity 54,66 64,08 64,02 53,30
[nmol/min/mg] enzymov
[nmol/min/mg]
smodch 260 240 1,30 2,76 smodch 6,38 6,36 16,60 6,54
CBR CBR
MDA-MB MCF-7
20+ 100+
S 8 80
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Obr. 21 : Aktivita enzymu CBR po 72 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi: G-
genistein, D- daidzein, F- formononetin.

Tento enzym nepreukazal ziadnu vyrazni zmenu v aktivite u oboch bune¢nych

liniach po ovplyvneni izoflavonoidmi.
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6.6 MERANIE AKTIVITY GLUTATION-S-
TRANSFERAZY NA DOSTICKE

Inkubacia 24 hodin

K G

@)

F K G

O

F

Priemer aktivity enzymov 23,34 23,04 22,87 21,05 Priemer aktivity 16,88 11,77 1156 11,76
[nmol/min/mg] enzymov

[nmol/min/mg]
smodch 6,09 6,67 6,33 5,66 smodch 0,17 05 0,26 1,35

GST GST

MDA-MB MCF-7

P
o
1
N
o
]

-
(%]
1

-
o
1

Specificka aktivita

$pecificka aktivita
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Obr. 22 : Aktivita enzymu GST po 24 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi: G-

genistein, D- daidzein, F- formononetin. Zistené Statisticky vyznamné zniZenie aktivity

oproti kontrole (p<0,05) po ovplyvneni danym izoflavonoidom je ozna¢ené symbolom *.

66



Inkubacia 48 hodin

K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 31,93 31,70 28,05 30,04 Priemer aktivity 11,67 9,85 9,63 10,97
[nmol/min/mg] enzymov
[nmol/min/mg]
smodch 829 887 742 878 smodch 0,37 052 0,82 0,59
GST GST
MDA-MB MCF-7
501 151
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Obr. 23 : Aktivita enzymu GST po 48 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi: G-
genistein, D- daidzein, F- formononetin.
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Inkubacia 72 hodin

K G D F K G D F
Priemer aktivity enzymov 33,89 32,89 32,01 30,35 Priemer aktivity 11,76 12,00 11,00 13,91
[nmol/min/mg] enzymov
[nmol/min/mg]
smodch 8,66 1043 9,19 8,59 smodch 0,21 049 0,15 0,09
GST GST
MDA-MB MCF-7
*
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Obr. 24 : Aktivita enzymu GST po 72 hodinovom ovplyvneni izoflavonoidmi: G-
genistein, D- daidzein, F- formononetin. Zistené statisticky vyznamné zvysenie aktivity
oproti kontrole (p<0,05) po ovplyvneni danym izoflavonoidom je ozna¢na symbolom *.

Bunecna linia MDA-MB nepreukazala vyrazni zmenu v aktivite daného enzymu.
Naopak bune¢na linia MCF-7 preukazala uspesné znizenie aktivity po 24 hodinovej
inkubacii  vSetkymi skimanymi izoflavonoidmi: genisteinom, daidzeinom aj
formononetinom. Po 48 hodinovej inkubdcii sa tento vysledok uz bohuzial’ nepotvrdil. Po
72 hodinovej inkubacii sa Ziadany ti€inok preukazal len u latky formononetin a S opacnym

ucéinkom.
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7 DISKUSIA

Je preukazané, ze expresia 1 aktivita biotransformacnych enzymov sa méze lisit’ u
ro6znych jedincov, rovnako tak ako sa m6zu menit’ u konkrétneho organizmu v priebehu
zivota. Tieto odliSnosti najéastejSie suvisia s vekom, pohlavim, genetickymi faktormi,
stravou a patofyziologickymi podmienkami. Zmeny v expresii ¢i aktivite peceniovych
biotransformaénych enzymov vyznamne ovplyviiuju metabolizmus a nasledne aj
biologicky efekt mnoho lieciv. To v dosledku vedie k rozdielnej efektivite a bezpecnosti
liecby pacientov, ¢i k roznym liekovym interakciam (Yun, a dalsi, 2010).

Aktivitu enzymov moézu taktiez ovplyviovat tiez latky, ktoré funguji ako
aktivatory, alebo naopak inhibitory enzymov. Tieto inhibitory byvaju ¢asto zlozkami
lieciv, alebo potravy. Inhibicia enzymu vedie k potlac¢eniu metabolizacie substratov,
napriklad liecivej latky, ¢o moze viest’ k zasadnym farmakologickym a toxikologickym
dosledkom, ako je napriklad predizeny biologicky poléas lietiva (Bousova, a dalsi, 2012)
(Bousova, a dalsi, 2013).

V tejto diplomovej praci sme sa zamerali na testovanie biotransformacnych
enzymov faze I: AKR1A1, AKR1C, CBR a faze II: GST. Vsetky spomenuté enzymy sa
podiel’aju na aktivacii a pripadnej detoxikécii ich substratov. Ako je spominané vyssie,
zmenou ich aktivity navodime aj iné vysledky v tele. ZvySenim aktivity sa mézu ich
substraty, lie¢iva, rychlejsie odburavat’ = nebude dosiahnuty Ziadany vysledok, alebo sa
pripadne moZe cielene zabranovat' toxicite substratov rychlejSim odburavanim. Naopak
znizenim aktivity prediZzime wginok substratov, zabranime jeho odbiraniu, popripade
premene na menej aktivny ¢i toxicky metabolit.

My sme sa snazili naS§im vyskumom zistit’ vplyv vybranych izoflavonoidov na
aktivitu enzymov podielajicich sa na biotransformacii cytostatik. V ramci pokusov boli
pouzité bunecné linie MDA-MB-231 a MCF-7, ktoré boli inkubované po dobu 24, 48
a 72 hodin s izoflavonoidmi genisteinom, daidzeinom a formononetinom o koncentracii
10 uM. Tieto enzymy s casto nadmerne exprimované V liniach buniek, ktoré su
rezistentné k lieCivam (Hayeshi, a dalsi, 2007).

Preto je snahou vedcov zistit,, ¢i ich zmena aktivity (znizenie) nepomoze ku lepsSej
lieébe, kvoli predizenému &asu, pocas ktorého dana latka bude nemetabolizovana. Jednou
Z moznosti, ktord je povazovana za ndpomocnu, je prave vyuzitie prirodnych latok (napr.

izoflavonoidov) na znizeni aktivity biotransformaénych enzymov.
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Viacero stadii zaoberajicich sa danou problematikou bolo vykonanych
s rozdielmi vo vysledkoch. Niektoré testy boli zamerané na to, akym mechanizmom sa
izoflavonoidy vobec podiel'aji na zmene aktivit, iné sa zameriavali, ¢i vobec maju
izoflavonoidy nejaky Ziadany ucinok Co sa tyka nadorovych onemocneni. Zhrnutim ich
testov by bolo, ze prirodné izoflavonoidy maju protektivny antikancer6zny ucinok
réznymi mechanizmami. My sme sa zamerali na zmeny aktivit.

Testovany enzym AKRIA1l metodou za vyuzitia 4-pyridinkarboxaldehydu
vykazoval signifikantné zvySenie jeho aktivity na bunecnej linii MCF-7, ktora bola
inkubovana 72 hodin s izoflavonoidami. Tato zmena v aktivite bola zistena po pouziti
izoflavonoidov daidzeinu a formononetinu. Iné stadie neboli vykonané, ktoré by potvrdili
tieto vysledky. U bunecnej linit MDA-MB-231 sa nezistila Ziadna vyrazna zmena.

Druhy pokus bol taktiez zamerany na aktivitu enzymu AKR1A1, s tym rozdielom,
ze namiesto 4-pyridinkarboxaldehydu, bol vyuzity glycerol. U bunec¢nej linii MDA-MB-
231 sa preukazala signifikantné zvysenie aktivity len po 24 hodinovej inkubacii buniek
s izoflavonoidom formononetinom. DlhsSia inkubacia tento vysledok nepodporila.
Bunecna linia MCF-7 nevykazovala Ziadnu vyrazni zmenu v aktivite pocas celého
pokusu s tymto enzymom danou metédou. Taktiez ani tito metddu nepodporili vysledky
inych studii.

Treti pokus sa tykal aktivity enzymu AKRIC. U Ziadnej bunkovej linii, MCF-7
ani MDA-MB, nebola zistena signifikantna zmena aktivity.

Rovnakeé vysledky boli zistené u Stvrtého enzymu, ktorym bol enzym CBR. Tento
enzym nepreukazal ziadnu vyrazni zmenu v aktivite u oboch buneénych liniach po
ovplyvneni izoflavonoidmi. Ani u tychto dvoch enzymov, AKR1A1l a CBR, tieto
vysledky nepodporili iné testovania.

TroSku vyraznejSie zmeny aktivity sme preukdzali u enzymu GST, ale len ¢o sa
tyka bunecnej linii MCF-7, kde sa preukazala signifikantné znizenie aktivity po 24
hodinovej inkubécii vSetkymi skimanymi izoflavonoidmi: genisteinom, daidzeinom aj
formononetinom. Po 48 hodinovej inkubdcii sa tento vysledok uZ bohuzial’ nepotvrdil. Po
72 hodinovej inkubacii sa ucinok preukazal len u latky formononetin, kde ale zmena
v aktivite znamenala naopak zvySenie aktivity.

Zvysenie v aktivite biotransformacnych enzymov vedie ku kanceroprotektivnemu
ucinku, pretoZze kancerotoxické latky su skor zmetabolizované na neaktivne metabolity

(Appelt, a dalsi, 1999).
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Vsetky tieto pokusy sme vykonali 10 pM roztokom izoflavonoidov. Co sa tyka
vysledkov z pokusu u enzymu GST, u genisteinu a daidzeinu po pouziti rovnakej
koncentracie sa zistil Casovo zavisly narast aktivity enzymu GST, ktory bol
pozorovatelny po dobu 12 hodin po podani latok, ale do 24 hodin sa hladiny
normalizovali (Lepri, a dalsi, 2013).

Dal§im z moznych mechanizmov inhibicie enzymovej aktivity GST moZe byt ich
redoxny potencial v redukovani GSH. Ale v danej Stidii sa taktiez nezistili signifikantné
ucinky na zmeny v celkovej GST aktivite v peceni potkanov v porovnani s kontrolnou
skupinou (Wiegand, a dalsi, 2009).

Ako uz bolo spominané vysSie, bolo zistené, ze napriklad genistein ma aj iny
mechanizmus ovplyviiovania danych enzymov. Okrem zmeny v aktivite,
sprostredkovava zvySenie hladiny GST prostrednictvom indukcie génu pre GST v mRNA
a proteinovej expresii v I'udskych prsnych nenddorovych bunkach. Buduce testy by mali
byt zamerané na preukazanie ucinkov vysokej spotrebe sojovych izoflavonoidov na
expresiu GST v prsnych bunkach in vivo (Steiner, a dalsi, 2006) (Moon, a dalsi, 2007).

Enzymy su celkovo nadmerne exprimované v bune¢nych liniach, ktoré st odolné
voci lie¢be a hlavne GST je nadmerne exprimovany v rakovinovych bunkach. V testoch
in vitro na rekombinantnych Tudskych GST, ziskanych z Escherichia coli, kde boli
pouzité vyssie davky genisteinu a daizdeinu ako v nasSich testoch, 100 uM, bola zistena
U genisteinu az 93% inhibicia aktivity a vV pripade daidzeinu sa aktivita znizila o 44 — 53%
(Hayeshi, a dalsi, 2007) (Bousova, a dalsi, 2012).

Bohuzial’ uz i t4 koncentracia pouzita v naSom testovani, 10 uM, je vyssia, nez
hladina izoflavonoidov, ktora sa vyskytuje v plazme u populacii stravujucej sa sojovymi
potravinami. Pri vy§§om celkovom prijme izoflavonoidov sa vyskytuje riziko kumulécie
tychto latok v tkanivach (Steiner, a dalsi, 2006).

Uloha izoflavonoidov v protirakovinovych opatreniach je nepopieratelna.
Najlepsia prevencia rakoviny pomocou izoflavonoidov je ich prijimanie v potrave uz od
malic¢ka (Mishra, a dalsi, 2009). Tym padom by bolo vhodné pokracovat’ v podrobnejSich
vyskumoch vplyvu tychto izoflavonoidov na aktivitu enzymov podielajicich sa na
biotransformécii cytostatik. Na potvrdenie vysledkov inych $tadii by sa mohli pouzit’

vysSie koncentracie latok, popripade inkubdacia po kratSiu dobu.
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8 ZAVER

Dosiahnuté vysledky sa daju zhrnut' do nasledujucich bodov:

1. U dvoch enzymoch sa nepotvrdila ziadna zmena aktivity po ovplyvneni

izoflavonoidmi. Ide 0 enzymy CBR a AKR1C.

2. Bunecna linia MCF-7 vykazovala vyraznejSie zmeny v aktivitach ako linia
MDA-MB-231, na ktorej sa podarilo zistit’ len jednu zmenu v aktivite. Tyka
sa to enzymu AKR 1A1 pomocou glyceraldehydu, kde sa preukdzalo zvySenie
aktivity po ovplyvneni izoflavonoidom formononetinom po dobu 24 hodin Na
druhej strane na bunec¢ne;j linii MCF-7 sa prejavila zmena v aktivite u enzymov
AKR 1A1 za pouzitia 4-pyridinkarboxaldehydu, kde bolo zistené zvysenie
aktivity po ovplyvneni po dobu 72 hodin daidzeinom a formononetinom. Co
sa tyka enzymu GST, tak po 24 hodinovej inkubécii so vSetkymi
izoflavonoidmi sa prejavilo znizenie aktivitu tohto enzymu. Dlhsia inkubacia
uz dany vysledok nepotvrdila, naopak sa preukdzal opacny ucinok

formononetinu po 72 hodinovej inkubdcii — aktivita bola zvySena.

3. Len v jednom pripade sa dosiahlo ziadaného vysledku — zniZenie aktivity, u
vsetkych izoflavonoidov: znizena bola aktivita enzymu GST na buneénej linii
MCF-7 po 24 hodinovej inkubacii.

4. Izoflavonoid formononetin sa zaslizil o zmenu aktivity v bunkach MCF-7, gj
MDA-MB, kde v troch pripadoch bola aktivita zvySend (AKRI1Al
glyceraldehyd 24hod MDA-MB-231, AKR1Al 4-pyridinkarboxaldehyd
72hod a GST 72hod MCF-7) a u enzymu GST znizil aktivitu u MCF-7 po
24hod . Dva krat sa preukazal vplyv daidzeinu na aktivitu enzymov u buniek
MCEF-7, raz zvySena u AKR1A1 4-pyridinkarboxaldehyd po 72 hod a raz
znizena u enzymu GST po 24hod. Len jeden krat sa prejavil inhibicny efekt
genisteinu na aktivitu enzymov, v tomto pripade GST u MCF7 po 24

hodinovom ovplyvneni.
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