UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

Katedra biochemickych véd

VLIV FLAVONOIDU NA METABOLISMUS
XENOBIOTIK

Rigorézni prace

Vedouci rigordzni prace: Doc. Ing. Barbora Szotékova, Ph.D.

Hradec Kralové, 2009 Mgr. Anna Smetanova



Rada bych podékovala Doc. Ing. Barbore Szotakové Ph.D. za odborné vedeni,
ochotu a v8estrannou pomoc. Dékuji také Mgr. Veronice KfiZové za vyznamnou
spolupraci pfi pokusech a ziskané informace a pani Alené Pakostové za kultivaci
bunécnych linii. Chtéla bych podékovat celé katedfe za moZnost zde pracovat na této

praci a pouZivat $pickové vybaveni katedry.



TR U 1V 0 | o TSRO 8
2. TEORETICKA CAST ..o 9
2.1, BUNECNE KULTURY ..ot 9
211. VYVOj @ defiNICe .o 9
21.2. Kultiva€ni podminKYy ... 9
21.3. Primarni kultury a buné€né linie...........cooooiiiiii 11
2.2. FLAVONOIDY A ISOFLAVONOIDY ....ccoiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 12
2.21. =To]Tol=T0 T o] (oo = PP 14
222 ANtIKarCiNOgENEZE .......coo i 16
2.23. Biologicka dostupnost a metaboliSmus ... 16
224, Potencialni mechanismy inhibice rakoviny ...........cccccoooiiiiiiiiiin. 18
2241, Estrogenni a antiestrogenni aktivita ............ccccooooiiiii . 18
224.2. Antiproliferativni U€innost ..o 19
2.24.3. PferuSeni buné&ného cyklu a apoptdéza.......ccccovevvviiiiiiiiiineenennn, 19
2244 ANtioxidani UCINKY ........cooiiiiiiiii e 19
2.245. Indukce detoxikaCnich enzymu ..............cccciiiiiiiiiiiiiiiiiies 20
2.246. Regulace hostitelskych imunitnich funkci...................ccin. 21

2.3. ABSORPCE A METABOLISMUS POLIFENOLU .......ccccooveeveieeeeeeeeeee 21
2.3.1. Absorpce polyfenoll pfes gastrointestinalni bariéru..................cc..oee... 22
2.3.2. Metabolismus polyfenoll ... 23
2.3.3. Biologicka dostupnost polyfenoll a jejich U€inky................oooeeeeeeeee. 24
2.4. VLIV PRIJIMANYCH FLAVONOIDU NA XENOBIOTIKA A METABOLISMUS
KARCINOGENU ......ooiiiieee e 25

241. Vliv flavonoidd na cytochrom P450.............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 26
2411, Cytochrom P4501 ... 26
241.2. Cytochrom P4503A4 .........e e 27
2.4.2.  Uginek flavonoid(i na enzymy 2. faze biotransformace ........................ 28
24.21. UDP-glukuronosyl transferasa .............cccooiiiiiiiiiiiiiiiieiin, 28
2422 Glutation-S-transferasa ..., 29
24.23. Sulfotransferasa............oooi i 30
243. Problémy s pfedvidanim in vivo metabolickych U&inkd u lidi................. 31
2.5. ZDRAVOTNI DOPAD NADMERNEHO PRiJMU FLAVONOIDU .................. 31
251. Mutagenita a genotoxicita flavonoidU..............cccooeeei 33
252 Flavonoidy jako inibitory topoisomerasy ...........cccocoeiiiiiiiiiiiiiiiiiieee. 33
253. Efekt flavonoidd na produkci thyreoidalnich hormond......................... 34



2.6. METABOLICKA AKTIVACE KARCINOGENNICH HETEROCYKLICKYCH

AROMATICKYCH AMINU ..., 35

3. CIL PRAGCE ... 38
4, EXPERIMENTALNI CAST ... 39
4.1. MATERIAL, PRISTROJE A ZARIZENi, POMUCKY, CHEMIKALIE .............. 39
4.1.1 Y = 10T - | PSPPSR 39
4.1.2. PFistroje @ zalizeni ........ooueiiiiiii e 39
4.1.3. POMUCKY ... 39
4.1.4. ChEMIKANIE. ... e a e e eaanes 40
4.2, METODIKA ... oottt e e e e et s e e e e e e e e ra s 40
4.2.1. Kultivace bun@&Cnych linii ... 40
4211, Pasazovani adherentnich bunék............ccooovvviiiiiiiin e, 41
4.2.1.2. Zmrazeni bunééné linie pro dlouhodobé uchovani v tekutém

Lo 11 =] | 42

4.21.3. Rozmrazeni bunééné linie dlouhodobé uchované v tekutém dusiku
................................................................................................... 42

4.2.2. Test cytotoxicity — Neutral Red uptake test..........ccccoiiiiiiiiiiinn. 43
4.2.21. Redéni bunééné suspenze na pozadovanou hustotu bunék ....... 43
4.2.2.2. = ToTo )V oV I o o ] (U] o P 44
4.2.2.3. Priprava expozi¢nich roztok(, roztoku neutralni ¢ervené, fixaéniho

a lyZzaCniho FOZEOKU ........iiiiiiiiiiiii e 44

4.2.3. Mérfeni indukce a inhibice metodou EROD/MROD ........ccccovvviiiiieenenn. 45

5. VYSLEDKY ..ottt 47
5.1. CYTOTOXICITA RUTINU, KVERCETINU, IQ A MEIQX PRO BUNECNOU
[ R 2 PO PURPPPPPRRPIN 47

5.1.1. RULIN e e e e e e 49
5.1.2. (V7= o Y ] o P 51
5.1.3. L e e a e e e 53
5.1.4. YL [ D PP 54
5.2. VLIV RUTINU, KVERCETINU, 1Q A MEIQX NA AKTIVITU CYP1A
V BUNECNE LINILSA7AT ..o, 56

5.2.1. L ] 56
5.2.2. (V7= o Y ] o P 57
5.2.3. L e e a e e e 59
5.2.4. YL [ D PP 60
5.3. POROVNANI VLIVU RUTINU, KVERCETINU, IQ A MEIQX S VLIVEM B-NF
A TCDD NA AKTIVITU CYP1A V BUNECNE LINI LS174T c.ooviveeeee. 62



© ©® N o

5.4. VLIV POCTU BUNEK NA JAMKU A URCENi VHODNE KONCENTRACE

INDUKTORU R-NF A MC U HCT-8 BUNECNE LINIE ......coeoviieieceeeee, 63

55. CYTOTOXICITA RUTINU, KVERCETINU, IQ A MEIQX PRO BUNECNOU
LINIH HC T -8 et e et e s e e e e e e e ettt a e e e aaaeeeennes 65

5.5.1. L ] 66
5.5.2. (V7= o Y ] o 67
5.5.3. L e e a e e e 68
5.54. YL [ D PP 69
5.6. POROVNANI VLIVU RUTINU, KVERCETINU, IQ A MEIQX S VLIVEM B-NF
NA AKTIVITU CYP1A V BUNECNE LINIHCT-8 ..o 70
DISKUSE ...t e e e et s e e e e e e e e ar e e e e e 71
ZAVER.....cooiieeeeee ettt 75
K R A T Y ettt e e e e e 76
SEZNAM LITERATURY L.ttt e e e e ae s 77



ABSTRAKT
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Nazev rigordzni prace: Vliv flavonoidi na metabolismus xenobiotik

Flavonoidy jsou Siroce rozsifené sekundarni metabolity rostlin s protektivhim
ucinkem proti rakoviné. Jednim z protektivhich mechanism( u€inku je modulace
biotransformacénich enzymu. Xenobiotika - heterocyklické aromatické aminy jsou latky
potencialné karcinogenni, které vznikaji pfi bézné domaci pfipravé masa a ryb. Prvnim
biotransformaénim krokem heterocyklickych aromatickych amind je aktivace
prokarcinogent na aktivni N-hydroxy metabolity cytochromem P4501A2 (CYP1A2).
Bylo by zadouci, kdyby flavonoidy vhodnym zpUsobem modulovaly enzymovou

aktivitu, aby byly eliminovany nezadouci ucinky heterocyklickych aromatickych amina.

V této praci jsme zjiStovali vliv flavonoidd rutinu a kvercetinu a
heterocyklickych aromatickych amind 2-amino-3-methylimidazo[4,5-flchinolinu (IQ) a
2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-fchinoxalinu (MelQx) na aktivitu CYP1A v bunééné
linii LS174T a HCT-8. Rutin, kvercetin, IQ a MelQx nebyly pro bufky cytotoxické do
koncentrace 50 uM. Kvercetin byl ve vy$Sich koncentracich cytotoxicky. Kvercetin je
HCT-8.

NedoSlo  kovlivnéni  7-ethoxyresorufin-O-dealkylatni  (EROD)  ani
7-methoxyresorufin-O-dealkylacni (MROD) aktivity CYP1A koncentracemi do 50 yM
rutinu, kvercetinu a MelQx v bunééné linii LS174T ani HCT-8. 1Q zvySil mnozstvi
resorufinu v EROD testu 1,6krat proti kontrole a 1,2krat v MROD testu proti kontrole
v bunééné linii LS174T. V bunécné linii HCT-8 nebyl EROD ani MROD test ovlivnén
témito latkami.

Pfestoze nedoSlo k ovlivnéni aktivity CYP1A pusobenim flavonoidi a
heterocyklickych aromatickych amint ve zvolenych bunéénych liniich, mohou se tyto
latky navzajem ovliviiovat pfi metabolickych pfeménach v organismu na urovni 1. nebo

2. faze biotransformace nebo na jiné farmakokinetické urovni.
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Flavonoids are wide spread plant secondary metabolites with the protective
effect against the cancer. One of the protective mechanisms of action is the modulation
of the biotransformation enzymes. Xenobiotics - heterocyclic aromatic amines are
presumably carcinogenic compounds generated during the ordinary cooking of meat
and fish. The first metabolic step of the heterocyclic aromatic amines is the
procarcinogen activation to the active N-hydroxy metabolites by cytochrome P4501A2
(CYP1A2). It would be desirable if the flavonoids in the appropriate manner modulate
the enzymatic activity to eliminate the undesirable effects of the heterocyclic aromatic

amines.

The aim of this study was to investigate the influence of the rutin and
quercetin flavonoids and heterocyclic aromatic amines 2-amino-3-methylimidazo[4,5-
flquinoline (IQ) and 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-flquinoxaline (MelQx) on CYP1A
activity in the cell line LS174T and HCT-8. Rutin, quercetin, 1Q and MelQx were not
toxic for cells up to the concentration of 50 pyM. Quercetin was cytotoxic in higher
concentrations. Quercetin is more toxic for the cell line LS174T in lower concentrations
than for the cell line HCT-8.

Neither the 7-ethoxyresorufin-O-dealkylation (EROD) test nor the 7-
methoxyresorufin-O-dealkylation (MROD) test affected CYP1A activity by the
concentrations up to 50 uM of rutin, quercetin and MelQx in the cell lines LS174T and
HCT-8. 1Q increased the amount of resorufin in the EROD test 1,6-times comparing to
the control and 1,2-times in the MROD test comparing to the control in the cell line
LS174T. EROD and MROD tests in the cell line HCT-8 were not influenced by those
compounds.

Even if no effect of interference of flavonoids and heterocyclic aromatic
amines on the CYP1A activity in the selected cell lines was detected, those
compounds can interfere during the metabolism inside the organism in phase 1 or 2 of

biotransformation or on a different pharmacokinetic level.



1. uvoD

Zdravi je na prvnim misté odjakziva, ale postoj jak se chovat, aby bylo
zachovano nebo dosazeno, se méni. Dnes uz zalezi na urovni védomosti a rozvoji
veédy. Védeckych poznatki je obrovské mnozstvi, ale pfesto jich neni dost. Mozna
proto se stale vice soustfedi zajem na prevenci, jak nemocem pfedchazet. Snahou je
zZjistit co nemoci vyvolava a co proti tomu pusobi. Mnohé je dano geneticky a mnohé
zpusobem zivota a vyzivou. Asi nejsnaze Ize ovlivnit vyzivu, i kdyz vSe souvisi se vSim
a musi se ke vSemu pfistupovat komplexné.

To, Ze jist ovoce a zeleninu je zdravé, to se vi. Dokonce, Ze pfijem ovoce a
zeleniny snizuje riziko rakoviny, ukazuji mnohé epidemiologické studie [1]. Davodl a
obsahovych latek je mnoho, pro€¢ by tomu mohlo tak byt. RozSifeni fenolovych
slou€enin — flavonoidl — v rostlinné fiSi, vede k jejich zkoumani i ke zkoumani toho,
jakym dilem se na pfedchazeni rakoviné podileji. Je znamo nékolik mechanismu
ucinku, které by se mohly uplatfiovat [1]. Flavonoidl je vSak velké mnozstvi a stejné
jako s léky se s nimi provadéji studie na raznych udrovnich: subcelularni, bunécné,
tkafiové i organove, na zvifecich modelech, bunéénych kulturach i na lidech a velkych
skupinach lidi. Snahou je ziskat vSechna fakta o pohybu v organismu, pfeménach,
ucincich a ovlivnéni organismu, pfipadné dalSich latek, které s organismem pfijdou do
styku.

Pfi bézné pfipravé jidla nékdy vznikaji i Skodlivé latky, jako jsou
heterocyklické aromatické aminy [2]. Idealni by bylo, kdyby se dobfe uvarené jidlo
doplnilo zdravym zeleninovym nebo ovocnym salatem a tim by se Skodlivé latky
eliminovaly. Touto pfedstavou se fidila i tato prace, ktera se zaméfila na cytotoxicitu
nejrozSifenéjSich flavonoidu rutinu a kvercetinu a dvou heterocyklickych aromatickych
aminG v buné€né kultufe LS174T a HCT-8 a ovlivnéni aktivacnich enzyma

heterocyklickych aromatickych amin@ - cytochromt P4501A - témito latkami.



2. TEORETICKA CAST

21. BUNECNE KULTURY

21.1. Vyvoj a definice

Vyvoj bunéénych kultur zapocal jiz koncem 19. stoleti a v pribé&hu 20. stoleti
byly techniky zajistujici prfeziti a rist bunék odebranych jedinci postupné
zdokonalovany. Za otce tkanovych kultur je povazovan Ross Harrison, ktery v roce
1907 na zakladé svych experimentld dokazal, ze bunky jsou schopné pfezivat a
zachovavat si své charakteristické schopnosti i v prostfedi in vitro, a stanovil obecnou
techniku pro tkanové kultury, ktera byla nadale zdokonalovana [3]. V roce 1951 byla
Georgem Geyem vyvinuta prvni lidska nadorova linie Hela, ktera je dosud znacné
pouzivana [4, 5]. V sou€asnosti jsou k dispozici bunééné linie prezentujici vétSinu
lidskych nador(. Bunécné kultury slouzi ke studiu biochemickych a molekularné
biologickych procest v normalnich i nadorovych bunkach.

Bunéé&nou kulturou se rozumi kultura tvofena neslouc¢enymi bufikami. Spolu
s organovymi kulturami (tvofené celistvou tkani) jsou fazeny mezi tkanové kultury.
Pocatecni kultura odebrana od jedince je nazyvana primarni kulturou, pasazovanim
(Fedénim) Ize ziskat buné&c€nou linii. Jsou rozlisovany tzv. nesmrtelné bunécné linie, u
nichZ neni poc€et déleni omezen, a konec¢né linie, jejichz bufiky snesou jen omezeny

pocet déleni [6].

21.2. Kultivaéni podminky

Pro rUst urCité bunécné kultury musi byt zajiStény pozadované podminky.
Ziviny jsou burikdm poskytovany prostfednictvim média s pfidavkem nebo bez
pfidavku séra. Dale je nezbytné udrzovat teplotu, pH, mnozstvi oxidu uhli¢itého a
kysliku v uréeném rozmezi.

Dnes béZné pouzivana synteticka média vznikala v 50. letech 20. stoleti. Tato
zakladni média obsahuji aminokyseliny, sacharidy, vitaminy a soli. Sérum a dalsi
slozky, jako rustové faktory a hormony, jsou pfidavany do zakladnich médii, aby
vysledné slozeni bylo optimalni pro bunécény rist. pH média musi byt upraveno na

hodnotu idealné kolem 7,4 [6].



Jako jedno z prvnich médii bylo vytvofeno BME (basal medium) zasluhou
Harryho Eagla, ktery usiloval o ziskani média vhodného pro normaini i rakovinové
buriky [7]. Toto médium bylo nasledné modifikovano, ¢imz vzniklo velké mnozstvi
dodnes pouzivanych médii. Jednim z nich je DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) obsahujici 4krat vySsi koncentraci aminokyselin a vitaminU a 4,5krat vysSi
koncentraci glukézy [8]. Mezi média obsahuijici Sirokou paletu komponent patfi Médium
199, které vyvinul Morgan a spol. v roce 1950 [9].

Pfidani séra do média podporuje rlist bunék v kultufe. Sérové proteiny
zahrnuji hormony, rastové faktory, transportni proteiny, enzymové kofaktory atd [10].
Pomér jednotlivych sloZzek séra se méni s vékem a zdravotnim stavem zvifete,
z tohoto duvodu jsou nejcastéji pouzivana séra ziskana z plodd a nové narozenych
telat. Ddle jsou pouzivana lidska a koriskd séra. Koncentrace séra v médiu se
pohybuje v zavislosti na typu kultivovanych bunék od 5 do 20%. VyS$Si koncentrace
zpravidla pfinasi jen maly profit ve srovnani s narustajici cenou.

Pfidavek séra do média pfinasi i fadu nevyhod. Pomér sloZzek séra je
v jednotlivych dodavkach rozdilny. Tyto rozdily ve sloZeni mohou vést ke zménam
v fadé parametr( jako rist bunék, vazebnost a dalSi. Ackoli jsou séra kontrolovana na
obsah kontaminant, jsou v nich ¢asto pfitomny virové partikule. Z téchto duvodl a se
zohlednénim ceny a vétSi reprodukovatelnosti studie byla vyvinuta média s pfesné
definovanym slozenim, bez nutnosti pfidavku séra [6]. Jedna ze strategii, kterou
prosazoval Sato s kolektivem, bylo pfidani specifickych sloZek (hormony, vazebné
proteiny, lipidy, stopové prvky atd.) do zakladniho média. Druha strategie podporovana
Hamem a kolektivem spociva ve zvySovani koncentrace slozek bazalniho média. Sato
pfi svych experimentech identifikoval nékteré faktory, které maji znaény vyznam pro
rdst mnoha typd bunék v médiu [10, 11]. Jedna se o insulin, transferrin, seleni¢nany,
epidermalni rUstovy faktor, hydrokortison, sérovy albumin a fibronektin. Mezi
komponenty, které maji vyznam pro specifické bunécéné linie patfi fibroblastovy ristovy
faktor, estrogen, glukagon, prostaglandiny a trijodthyronin. Hamova laboratof vyvinula
sérii médii MCDB, ktera poskytuji definované a optimalné vyvazené prostredi
podporujici rast specifickych typa bunék (napf. MCDB 201 pro keratinocyty, MCDB
110 pro fibroblasty) [12].

Pro radst a diferenciaci vétSiny typu rakovinovych bunék v kultufe je nutna
interakce s podkladem. Vyjimku tvofi hematopoetické nadorové linie a malé bufky
rakoviny plic, které preferu;ji rist v suspenzi bud jednotlivé nebo ve shlucich. VétSina
nadorovych linii tedy roste v monovrstvé na plastovém nebo sklenéném podkladu.
NejrozSifenéjSim plastem je polystyren, dale polytetrafluorethylen. Adhezi bunék Ize

zvy$it potazenim podkladu slozkami extracelularni matrix. Casto vyuzivanymi
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extracelularnimi proteiny jsou kolagen, fibronektin a laminin. Péstovani bunék
v monovrstvé je Casto nejjednodussi zpusob kultivace, na druhé strané mnozstvi
informaci, které poskytuje rust bunék uvnitf kolagenové matrix v 3D prostoru, je vétsi,
jelikoz dochazi k morfologické a biochemické diferenciaci [13].

Pro optimalni bunécny rust je dllezité udrzovat fyzikalni podminky v urcitém
rozmezi. Pro vétSinu sav&ich buné&énych kultur je vhodna teplota 36,5° + 1°C. P¥i
nizSich teplotach jsou jesté schopny rist, ovSem pfi teplotach kolem 40°C rapidné
hynou. Kultivani média obsahuji pufrovaci systémy, které vyzaduji pfitomnost CO,
v atmosféfe, obvykle 5%. VétSina nadorovych bunék vyZaduje pH okolo 7,2-7,4.
Jelikoz dochazi k postupnému okyselovani média vlivem vedlejSich produktd dychani,
je nutné médium pravidelné ménit (téz z ddvodu vyCerpani Zzivin). Jednoduchou
vizualni kontrolu pH zajisStuje fenolova cCerven pfidavand do média. Vlhkost je
ddlezitym faktorem ovliviiujicim vypafovani vody z média, coz vede ke zvySovani
koncentrace soli. Vysoka koncentrace soli mize zpuUsobit lyzu bunék, proto musi byt

osmolalita média udrZzovana v pomérné uzkém rozmezi [6].

2.1.3. Primarni kultury a bunééné linie

Primarni kultura ziskana z daného jedince reprezentuje situaci v pavodni
tkani. Primarnim materidlem muaze byt jednak fragment tkané v celku pfilozeny
k substratu nebo material ziskany z nadorové tkanég, ktery je mozné mechanicky nebo
enzymaticky rozstépit na jednotlivé bunky &i jejich shluky. B&zné pouzivané enzymy
jsou trypsin a kolagenaza. Béhem kultivace muze dojit postupné ke ztraté heterogenity
bunék, coz muze byt v nékterych pfipadech vyhodné. Pokud v kultufe pfevazi typ
bunék, ktery je pro dalSi experimenty zajimavy, je vznik homogenni populace Zadouci.
Pro vyvoj bunééné linie je potom nutné, aby vznikla zcela homogenni populace.
Nevyhodou je ztrata rozmanitosti mnohobunétného nadoru s naslednou absenci
klicovych intracelularnich interakci [6].

Bunééna linie muze vzniknout jednak z primarni kultury obsahujici bunky se
schopnosti neomezeného poctu déleni, nebo musi byt bufky primami kultury
transformovany. Transformaci lze vyvolat chemickou cestou nebo pouzitim viru.
Vyznam bunéénych linii spoCivda ve schopnosti slouZit jako obnovitelny zdroj
buné&ného materidlu pro opakujici se studie. Bun&tné linie mohou slouZit jako modely
pro zkoumani vlastnosti nadorli, z nichz byly ziskany, napf. genotypu a fenotypu,

genetické exprese, citlivosti vaci 1ékiim atd. [14].
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S vzristajicim poétem pasazi mlOze dochazet ke =ztraté urcitych rysu.
Z divodu zajisténi obnovitelného zdroje bunécného materialu Ize bunéénou linii
opakované zmrazovat s riznym pocétem pasazi [6].

Bé&hem kultivace prochazi bunééna linie nékolika dobfe definovanymi fazemi
rdstu. Z poc¢atku musi bunky rostouci v monovrstvé pfisednout k podkladu, navic
pokud byly podrobeny disagregaci plsobenim proteolytickych enzymu, potfebuji ¢as
pro reparaci, proto kultura roste relativné pomalu. Tento stav je nazyvan lag fazi. Poté
dochazi pusobenim produkovanych ristovych faktori ke zvySeni poctu délicich se
bunék. Ruast kultury je €asto exponencialni a mluvime o log fazi. Pokud bunky pokryji
cely povrch podkladu, dochazi ke zpomaleni rustu kultury, je dosazeno tzv. saturacni
hustoty, ktera je pro buné&nou linii za danych podminek charakteristicka. Tato faze je
oznacena jako faze platd. Pfi€emz bylo vypozorovano, Ze &im déle setrvavaji buriky ve
fazi platé pfed pasazovanim, tim del3i je nasledujici lag faze.

V soucCasnosti je k dispozici velké mnozstvi buné&nych linii, pfesto stale
vznikaji nové. Je nutné zvazit, zda je vyhodné vyvijet novou buné&cnou linii, kdyz
obdobna je jiz béZzné dostupna. Mnoho linii je dobfe charakterizovano a nové ziskana
data mohou byt porovnavana s existujici literaturou tykajici se této linie. V nékterych
situacich je samozfejmé vyvoj nové bunééné linie zadouci, napf. v pfipadé, Ze pro
ur€ity typ nadoru neni dostupna Zzadna nebo neuplné charakterizovana bunécéna linie.
Vyvoj nové nadorové linie je vhodny téz, pokud doSlo ke vzniku rezistence nadoru na

nove lédivo [15].

2.2, FLAVONOIDY A ISOFLAVONOIDY

Flavonoidy jsou rostlinné sekundarni metabolity [1], velmi Siroce rozSifené
nejen ve dvoudéloznych rostlinach [16]. Flavonoidy jsou chemicky definovany jako
slou€eniny s fenylchromanovou strukturou (C6-C3-C6) s pfipojenim aromatického
substituentu v poloze C2 chromanového cyklu a jednim nebo vice hydroxylovymi
substituenty nebo jejich derivaty. Lze je rozdélit do nékolika zakladnich strukturnich
skupin [1] viz. Obr. 1. Isoflavonoidy maji také fenylchromanovou strukturu, ale pfipojeni
vedlejSiho aromatického substituentu je v poloze C3 chromanového cyklu [17].
Flavonoidy a isoflavonoidy se obvykle vyskytuji jako estery, ethery nebo glykosidy,
pfipadné mix téchto derivatd a zahrnuji pfes 8000 slou¢enin. Priimérny lidsky pfijem
flavonoidd ve Velké Britanii a USA je 20 mg az 1g za den [1]. M(ze ale dosahnout i

nékolika grami pfi pfijmu doplnkl stravy s rostlinnymi preparaty jako gingo biloba,
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pyknogenol nebo extrakt z grepovych jadérek [18]. Tyto slouceniny jsou obsazeny
v ovoci, zelening, 1éCivych bylinach (napf. Gingo biloba, Silybum marianum, Hypericum
perforatum), zrni, ofiScich, ¢aji, kavé, Cerveném viné [1], kole, kakau a pivé [18]. Maji
fadu biologickych uc€ink(, jako napf. snizuji a odstranuji lomivost kapilar, brani Sifeni
toxinG tkanémi, jsou podpurnymi prostfedky pfi IéCeni infekénich nemoci a jiné. Snad
nejroz8ifenéjsi flavonoid je kvercetin, ma oranZové-hnédou barvu a nalezne se skoro
v8ude: chmel, &aj, Cesnek, plody kastanu a jinde [19]. Je také nejrozSifenéjSim
flavonoidem v potravé a jeho pfijem se pohybuje v rozmezi 4 az 68 mg denné v USA,
Evropé a Asii. Jsou mu pfipisovany antivirové, protizanétlivé, antiproliferativni a
antibakterialni ucinky. Nachazi se ve vysokych koncentracich v béZzné konzumovaném
jidle jako je cibule, jablka, kapusta, Cervené vino a zeleny a Cerny Caj [18]. Je

aglykonem celé fady velice dllezitych glykosidd.
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Obr. 1: Zakladni strukturni skupiny flavonoidd [16]
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Terapeuticky  vyznamny  flavonolovy  glykosid  rutin  (kvercetin-3-
rhamnoglukosid) ma nazev podle routy vonné, ze které byl poprvé isolovan. Nyni se
ziskava nejvice z pohanky (Fagopyrum vulgare), kde je v listech v mnozstvi cca 1%, a
nebo zlistd a pupenu stromu jerlin japonsky (Sochora japanica), kde je obsazen
zhruba ve 2%. Rutin je ale v celé fadé dalSich rostlin, napf. v ¢erném rybizu €i v oplodi
pomerancu. Pouziva se kléCeni hemoragii, alergii, hypertenze a pfi infekénich
onemocnénich. Ve vétSich davkach vyvolava zavraté a zdufeni jazyka se zvySenym

slinénim [19].

Flavonoidy a isoflavonoidy mohou hrat vyznamnou roli v prevenci proti
rakoving, protoze se vyskytuji v mnohych rostlinach, které jsou spojovany s pozitivnimi
ucinky proti rakovinnému bujeni. Humanni epidemiologicka data vychazeji ze studii,
kdy jidlo bohaté na flavonoidy nebo isoflavonoidy je spojovano s mirou rakoviny. Byly
poznany nékteré mechanismy ucinku flavonoidli a isoflavonoid(: estrogenni a
antiestrogenni ucinek isoflavonoid(l, antiproliferativni GcCinek, pferuseni bunééného
cyklu a apoptéza, prevence oxidativnich zmén, indukce detoxikacénich enzyma,
ovlivnéni imunitniho systému a zmény v buné&cné signalizaci. Pfedpoklada se, Ze se
ukaze, ze néktera kombinace téchto mechanismu je zodpovédna za prevenci proti
rakoviné.

Epidemiologické studie ukazuji nepfimou uméru mezi konzumaci ovoce a
zeleniny a rizikem rakoviny. Rostlinna strava obsahuje mnoho rozmanitych
protirakovinnych fytolatek s mnohymi potencialnimi ucinky. Mezi nimiz flavonoidy a

isoflavonoidy jsou nadéjnymi kandidaty v prevenci rakoviny [1].

2.21. Epidemiologie

Z epidemiologickych dat vyplyva vyznam pfijmu rostlinné stravy ve snizeni
rizika rakoviny. ProtoZe se flavonoidy a isoflavonoidy nachazeji v uréitém jidle, studie
vztahujici specificka jidla k vyskytu rakoviny byly pouzity k vytvofeni hypotézy o
vyznamu flavonoidu a isoflavonoidl v rakovinové prevenci. Takovych studii, vSak neni
mnoho [1]. Jedna studie, ktera trvala 25 let, vztahla pét flavonoidl (kvercetin,
kaempferol, myricetin, apigenin a luteolin) k umrti na rakovinu zazivaciho a
respiraéniho traktu. V této studii pochazely flavonoidy hlavné z Caje, jablek a cibule.
Hertog et al. publikovali vysledky, které ukazaly nejen nepfimou uméru v pfijmu ovoce

a zeleniny a rizikem rakoviny zazivaciho a respiracniho traktu, ale i 25% sniZzeni
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umrtnosti na koronarni srdeéni pfihody. SniZzeni vyskytu rakoviny zazZivaciho a
respiraéniho traktu v8ak nelze spojit pouze s flavonoidy, ale vyznamny podil mély i jiné
latky obsaZzené vovoci a zeleniné [20]. Podobné studie jsou u lidi tézko
reprodukovatelné, protoze dalsi latky v potravé mohou ovliviovat vysledky této studie.

Isoflavonoidy se vyskytuji mnohem omezenéji. Pouze sojové boby jsou hlavni
surovinou pro potraviny bohaté na isoflavonoidy. Sojové boby jsou vSak bohatym
zdrojem i jinych latek: trypsinu, zdravi prospéSnych bilkovin, inositol fosfatu, saponint
a sfingolipidd. VSechny tyto latky mohou byt zdravi prospésné. VSechny tyto latky
prokazaly tumor preventivni vlastnosti na zvifecich modelech. ProtoZze se ukazala
spojitost mezi dietou Japonct a Cifiand a niz§im vyskytem rakoviny (prsu, prostaty a
tlustého stfeva) proti Evropanim a Ameri¢anim, mnozi védci to spojovali s pfijmem
séjové potravy u Japonct a Cinand [1]. Denni pfijem soéjovych proteinti v Asijské
populaci je primérné 20 az 80 g (20 — 240 mg isoflavonoidd) narozdil od zapadniho
primeérného pfijmu 1 az 3 g (1 — 9 mg isoflavonoidu) [18]. Mohou se vSak podilet i jiné
faktory z diety Asiat(l. Napfiklad se ukazalo, ze Cinské zeli ma protektivni ucinek proti
rakoviné Zaludku. Naopak pfijem fermentované a slané sojoveé pasty pfispiva k vyskytu
rakoviny Zaludku [1]. Koo publikoval studii, ktera ukazuje niz§i vyskyt rakoviny plic u
Cinskych Zen z Hon Kongu, které konzumovaly &erstvé ovoce a ryby [21]. Niz$i vyskyt
adenokarcinomu a rakoviny plic byl pozorovan u lidi s vy8§im pfijmem zelené listové
zeleniny, karotky, tofu, Cerstvého ovoce a Cerstvych ryb [1]. Rakovina prostaty se u
Havajskych muzu vyskytovala nejméné u téch, u nichz byla strava bohata na ryzi a
tofu. Naopak konzumace mofskych fas byla spojovana se zvySenym rizikem rakoviny
prostaty [22]. Tyto studie v Asijské populaci ukazuji, Ze sojové potraviny jako hlavni
zdroj isoflavonoidl, jsou Casto spojovany se snizenym vyskytem rakoviny, ale
nemohou byt povazovany za jedinou ochrannou slozku v dieté Asiatu. Navic slozeni
sojovych bobl je komplexni a je tézké mluvit pouze o vlivu isoflavonoidl. Pouze
ve studii Zhenga et al., kde byly méfeny isoflavonoidy v moéi u Zzen v Sanghaiji, Ize
mluvit o protektivnim u&inku isoflavonoidl proti rakoviné prsu. Soucet fenoll, vSech
isoflavonoidu a glycetinu, byl niz8i v moci pacientek s rakovinou prsu oproti kontrole
[23].
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2.2.2. Antikarcinogeneze

Studie rakovinové prevence na experimentalnich zvifatech a bunécnych
kulturach, hodnoti ucinky Siroké Skaly flavonoidid a nékolika isoflavonoidu proti
rakoviné [1].

Citrusové flavonoidy hesperetin a naringenin, a flavonoidy baikalein,
galangin, genistein a kvercetin na burikach MDA-MB-435 (humanni bunécna linie
odvozena od rakoviny prsu) prokazaly inhibici buné¢né proliferace v kultufe a vdechny
z nich vykazovaly nizkou cytotoxicitu (>500 pg/ml na 50% mrtvych bunék). ICs
(5,9 pg/ml), stiedni pro kvercetin, hesperetin, naringenin a galangin (10,4 — 56,1 ug/ml)
a nejvyssi pro genistein (140 ug/ml). Kombinace flavonoidd (1:1), se ukazala vyhodna.
K'inhibici buné&né proliferace je mozné pouzit nizS§i mnozstvi celkovych flavonoid(
(ICso, 4,7 — 9,2 pg/ml) [1].

Deschner et al. uvedli, Ze (0,5 - 5%) kvercetinu a (4%) rutinu v potravé,
inhibuje hyperproliferaci a dysplasii a sniZuje vyskyt rakoviny tlustého stfeva u mysi
vystavenych ucinku azoxymethanu [24, 25]. Zajimavé je, Ze glykosidovana forma rutin
je vdeobecné méné ucinna nez kvercetin v prevenci rakoviny tlustého stfeva [24].

Makita et al. sledovali inhibici chemicky naindukované rakoviny ust 4-
nitrochinolin-1-oxidem u potkand. Pfijimali v potravé chalkon, 2-hydroxychalkon a
kvercetin (500 mg/kg), bud bé&hem, nebo nasledné po osm tydnd po karcinogenu.
Nadory potkant byly redukovany vSemi flavonoidy [26].

Jiny model karcinogeneze, ktera byla sledovana s flavonoidy pro potencialné
preventivni efekt, byly 20-methylcholanthrenem vyvolané sarkomy u mysi.
Fibrosarkdm vyvolany u mysi byl inhibovan kvercetinem a luteolinem (1%) v potravé,

podavanymi béhem iniciacni nebo promocni faze [27].

2.2.3. Biologicka dostupnost a metabolismus

Flavonoidy a isoflavonoidy jsou Spatné rozpustné ve vodé i v organickych
rozpou$tédlech. Dokonce i ve svych nejlepSich rozpoustédlech (ethanolu, methanolu a
acetonitrilu), jsou jen velmi mirné rozpustné. Flavonoidy a isoflavonoidy se vyskytuji
v potravé vétsinou jako glykosidické konjugaty, které jsou Iépe rozpustné ve vodé nez
jejich aglykony a vyzZaduji enzymatické odstépeni cukerné c¢asti sav€éimi nebo

mikrobialnimi glykosidasami pfed vlastni absorpci. Fenolicka ¢ast téchto latek mize

16



byt konjugovana  UDP-glukuronosyl transferasami na  glukuronidy nebo
sulfotransferasami na sulfaty. Glukuronidové a sulfatové konjugaty jsou mnohem
ochotnéji transportovany v krvi a vylu€ovany Zlu€i nebo moci nez plavodni aglykony.
Spektrum konjugacnich produktl je zavislé na druhu a pohlavi. Tyto metabolity nemusi
byt nutné biologicky inertni, ale mohou byt i méné toxické nez forma aglykonu.
Dokonce vznikly konjugat mlize pozménit ucinek pUvodni latky. In vitro sledovani
flavonoidd muze byt matouci, pokud je matefska latka metabolisovana a jeji metabolity
maji vyznamny ucinek.

Rozpustnost, metabolicka cesta latek, dana endogenni a exogenni
biotransformaci a interakce s latkami z jinych potravin, to v8e urCuje biologickou
dostupnost flavonoidu a isoflavonoid(l. Absorpce kvercetinu u ileostomickych pacientt
ukazala trikrat vysSi vstiebani (52% z podané davky) glykosidické formy z cibule nez
stejné davky aglykonu kvercetinu nebo kvercetin rutinosidu (17% a 24% z podané
davky). MnozZstvi vylou€eného kvercetinu moci po ftfinacti hodinach bylo < 0,3%
z podané davky. To, Ze skoro v§echen absorbovany kvercetin zlstal v téle, znaci, ze
bude mit dlouhy eliminaéni polo€as. Kvercetin glykosid se vylu€uje rychleji (22 hod
eliminacni poloCas) nez kvercetin rutinosid (28 hod eliminaéni polocas) [1]. Polo&as
eliminace je neobvykle dlouhy, coz je zplsobeno pravdépodobné silnou vazbou na
plazmatické bilkoviny [28]. Jina studie ukazala, Ze maximalni koncentrace v plazmé
kvercetinu a kvercetin glykosidu, hlavniho flavonolu z cibule, byla dosazena po 1,5 — 2
hodinach po podani. Eliminace mo€i vSak po 24 hodinach po podani byla < 1%
z podané davky. Tato omezena data naznacluji, Ze flavonoidy budou asi pro lidi
mnohem méné biologicky dostupné nez jsou isoflavonoidy [1].

Dalsi studie, ktera zméfila metabolity v moc€i po pfijmu rutinu u lidi, zjistila az
devét metabolitd po 24 hodinach. U dobrovolnikGi s neporuSenym tlustym stfevem a
bez ileostomie, se zjistilo, Ze metabolity rutinu kyseliny: 3,4-dihydroxyphenylova,
3-methoxy-4-hydroxyphenyloctova a 3-hydroxyphenyloctova se objevily v moci
v mnozstvi 22% z pfFijmu [29].

Jedna studie sledovala priichod rutinu ze stfev do krve u potkanu. Asi 10%
pusobiciho rutinu se objevilo v krvi: nejvice volného rutinu (5,6%), ¢astecné jako rutin
sulfat (2,5%) a rutin glukuronid (2,0%). Konjugaty se pfednostné absorbovaly do cév,
jen minimum glukuronidu (0,2%) bylo nalezeno ve stfevnim lumen a malé mnozstvi
(1,1%) se nachazelo ve stfevni tkani [30]. Jina studie na potkanech upozornila, ze
vazba rutinu a kvercetinu ke stfevni sténé mlze vyznamné ovlivnit absorpci z tenkého

stfeva [31].
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Po peroralnim podani flavonoidd a isoflavonoidd jsou dosazeny mikromolarni
koncentrace v plazmé u lidi. Biologicky u€inek téchto latek by mél byt sledovan, pokud
bude dosaZeno této urovné.

Aktivita i biologicka dostupnost flavonoidl a isoflavonoidd, mize byt také
pozménéna biotransformaci stfevni mikroflérou [1]. Koncentrace polyfenoll v tlustém
stfevé vzhledem k jejich omezené resorpci v tenkém stifevé mize dosahnout vysokych
hodnot, fadové v mmol.l" a mlZe plisobit preventivné proti vzniku kolorektalniho

karcinomu [28].

2.24. Potencialni mechanismy inhibice rakoviny

2.2.41. Estrogenni a antiestrogenni aktivita

Estrogenni aktivita isoflavonoidd byla prvné zminéna v roce 1940, kdy jetel
pastvinny bohaty na isoflavonoidy byl odpovédny za infertilitu ovci v zapadni Australii.
Ukazalo se, Ze genistein, daidzein a formononetin jsou estrogenni agonisté na rdznych
zvifecich modelech. Bézné flavonoidy maji také estrogenni aktivitu [1]. Miksicek sefadil
flavonoidy a isoflavonoidy dle estrogenni aktivity do tohoto pofadi: genistein >
kaempferol > narigenin > apigenin > daidzein > biochanin A > formononetin > luteolin >
fisetin > katechin > hesperetin [32]. Nékteré vlastnosti sojovych isoflavonoidd, jako
prevence osteoporozy, zlepSeni menopauzalnich symptomd, a snizeni hladiny
cholesterolu, mohou vychazet z estrogenniho uc€inku. Estrogenni u€inek v3ech
zminénych isoflavonoidd i flavonoidd je extrémné slaby 10° — 10°krat slabsi nez
17-B-estradiolu. Ale cirkulujici koncentrace aglykonl isoflavonoidii mohou byt az
stokrat vySsi nez estradiolu. Isoflavonoidy a flavonoidy mohou pusobit antiestrogenné
v zavislosti na hladiné pfirozenych estrogenu. Mohou tak plsobit kompetitivni inhibici
vazbou na estrogenni receptor. Afinita aglykonu téchto latek k estrogennimu receptoru
je 0,05 — 1% vazebné afinity 17-p-estradiolu. Navzdory slabé estrogenni aktivité i slabé
afinité k estrogennimu receptoru mohou se isoflavonoidy i flavonoidy vyznamné
uplatnit v prevenci rakoviny svym antiestrogennim mechanismem uc&inku [1]. Mohou

také inhibovat enzymy zahrnuté do metabolismu estrogent [18].
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2.2.4.2. Antiproliferativni u€innost

Neregulovany rust je charakteristicky pro neoplasie. Rakovinova prevence je
obvykle spojovana s inhibici, reverzi nebo retardaci bunééné hyperproliferace. Je
znamo, ze potravinoveé flavonoidy a isoflavonoidy se chovaji jako inhibitory bunécného
rdstu. Jednou z jejich biologickych vlastnosti v rostlinach je ve skute¢nosti zvySovani
odolnosti proti mykotickému a bakterialnimu rustu jako fytoalexiny [1]. Prestoze se
vétsina flavonoidd a isoflavonoid(l zda byt netoxicka k lidem a zvifatum, ukazalo se, ze
inhibuji proliferaci v mnoha rdznych humannich rakovinovych buné&nych liniich [33,
34]. Lee et al. publikovali, Ze kvercetin s ICso 10 uM ireverzibilné inhiboval proliferaci
lymfocytd indukovanou concanavalinem-A na mySich [35]. Je mnoho studii, které
prokazuji antiproliferativni U€inek flavonoidd a isoflavonoidu in vitro na bunéénych
liniich, ale malo in vivo studii. Prakticky nic se nevi o klinické vyznamnosti této

biologické aktivity [1].

2.2.4.3. Preruseni bunééného cyklu a apoptéza

Pozorované antiproliferativni u€inky flavonoidd a isoflavonoidl ukazuji, ze
tyto latky mohou inhibovat bunéény cyklus nebo indukovat apoptézu. PreruSeni
buné&ného cyklu bylo pozorovano ve fazi G1/S a G2/M v rakovinovych buné&énych
liniich [1]. Napfiklad kvercetin (30 — 100 uM) prerusil bunéény cyklus ve fazi G1/S v linii
COLO320 DM stfevnich bunék [36] a leukemickych T-burikach [37] a spustil apoptozu.
Kvercetin vyvolal apoptézu v mnozstvi 50 yM nebo vy8Sim v nékolika rakovinovych
bunécnych liniich [38]. Vysledky Wanga et al. naznacuji, Ze flavonoidy mohou byt vice

ucinné v kontrole rdstu nadord vzniklych mutaci [39].

2.2.4.4. Antioxidacni u€inky

Flavonoidy a isoflavonoidy mohou chranit proti rakoviné a kardiovaskularnim
chorobam inhibici oxidativniho poskozeni. Oxidace DNA muze byt vyznamna pficina
mutace, ktera potencialné mize byt redukovana potravinovymi antioxidanty. Chemicka
struktura konjugovaného kruhu a hydroxylovych skupin flavonoid(l a isoflavonoidd

mulze plsobit jako antioxidanty a vychytavat superoxidovy anion, volny Kkyslik,
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lipidperoxy-radikaly a stabilizovat volné radikaly zapojené v oxidativnich procesech.
Flavonoidy samy dostanou volné radikaly v tomto procesu, ale jejich konjugovana
struktura dovoli, aby zbylé orbitalové elektrony byly relativné inaktivni. Ukazalo se, Ze
antioxidativni aktivita flavonoidd zavisi na poctu a pozici hydroxylovych skupin [1]. Dvé
hydroxylové skupiny na aromatickém substituentu lépe vychytavaji volné radikaly
nez jedna [40]. Kvercetin a myricetin mély ochranny u€inek v Caco-2 burnkach proti
oxidativnimu U€inku peroxidu vodiku. Navic kvercetin zmirnil inhibici rdstu zptisobenou
peroxidem vodiku. Rutin ani kaempferol vSak tyto ucinky neprokazaly. Ketokonazol
branil ochrannému ucinku kvercetinu v Caco-2 burkach, coz ukazuje, Ze metabolicka
pfeména pfes CYP muze ovlivnit U¢innost flavonoidd proti oxidativnimu poSkozeni
DNA [41].

Flavonoidy inhibuji oxidaci LDL lipoproteind. ZvySena oxidace LDL je
spojovana s nemocemi koronarnich artérii. ZvySeny pfijem fenolickych flavonoidd
z Cerveného vina ve francouzské populaci potvrzuje protektivni u€inek proti

kardiovaskularnim nemocem [42].

2.2.4.5. Indukce detoxika¢nich enzym

Dal$im potencialnim mechanismem prevence proti rakoviné muaze byt
indukce enzymu 2. faze biotransformace v bunkach. Modifikace bunécnych
detoxikacnich enzym( m(ze byt hlavnim mechanismem pfedchazeni toxickému efektu
karcinogenu [43, 44, 45]. Mnohé prokarcinogeny vyzaduji metabolickou aktivaci pro
svoji plnou karcinogenni formu. Jsou Casto metabolisovany na pfimé karcinogeny
enzymy 1. faze, cytochromem P450, ktery katalyzuje oxidaCni reakce. Oxidované
metabolity potencialnich karcinogennich xenobiotik jsou dale detoxikovany ve 2. fazi
biotransformace na formu relativné inertni a mnohem snadnéji vylu€itelnou. Indukce
konjugaénich enzym( mu(ze ovliviiovat prah chemické karcinogeneze a tim zvysit
bunécnou rezistenci vuc¢i plsobeni karcinogenu. Idealni podminky pro prevenci

aktivace karcinogenu jsou inhibice 1. faze metabolismu a indukce 2. faze metabolismu

[11.
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2.2.4.6. Regulace hostitelskych imunitnich funkci

Role hostitelskych imunitnich funkci ziskava stale vétsi vyznam v pochopeni
mechanismd, které jsou zahrnuty v prevenci rakoviny. ZvySeni hostitelskych imunitnich
funkci potravinovymi antioxidanty mlze byt prospéSné v prevenci rakoviny. Protoze
fagocytujici buiky produkuji reaktivni kyslik jako ¢ast boje proti infekci, je poZadovan
adekvatni pfijem antioxidantll pro prevenci poskozeni imunitnich bunék samotnych
vznikajicimi oxidanty. Zda se, Ze systém bunéfné imunity neni nijak ovlivnén
flavonoidy, pokud jsou imunitni bufiky v klidu, ale pokud jsou aktivovany fyziologickym
stimulem, zaéne se tvorit latka citliva k flavonoidim a interakce flavonoidd s touto
latkou dramaticky ovlivni vysledek aktivacniho procesu. Byla pozorovana stimulace
nespecifické imunity, aktivace protilatek i zvySeni bunééné imunity isoflavonoidy u mysi
[1]. Zhang et al. pozorovali aktivaci NK bunék isoflavonoidy in vitro [46]. NK bufky
(natural killer cells) jsou imunitni bufky s cytotoxickym plsobenim, tzv. ,pfirozeni
zabijeCi“. Jsou schopné rozpoznat a nicit nadorové bufky nebo buriky napadené
virem, aniz by poSkodily zdravé bufky. Jsou tfeti zfady bilych krvinek (T a B

lymfocyty) [47].

2.3. ABSORPCE A METABOLISMUS POLYFENOLU

Vzhledem Kk Sirokému rozSifeni a vysoké koncentraci v rostlinach, jsou
polyfenoly bé&Znou soucasti lidské potravy. Jsou nejrozSifenéjSimi slou¢eninami
s redukénim u€inkem v nasi potravé. Jejich denni pfijem byl odhadnut na 1g a je tedy
vyrazné vyssi nez je pfijem antioxidanich vitaminu, jako jsou tokoferoly, karoteny
nebo askorbova kyselina. RovnéZz antioxidaCni aktivity €asto pfed&i vitaminy nebo
endogenni antioxidanty jako je napf. kyselina moc¢ova [28].

Maji velkou strukturalni rdznorodost, ktera vyznamné ovliviuje jejich
biologickou dostupnost. Fenolické kyseliny jako kyselina kavova se lehce absorbuji
pfes stfevni bariéru, zatimco polyfenoly s velkou molekulovou hmotnosti jako
proantokyanidiny se velmi malo absorbuji. Jednou absorbované polyfenoly jsou
konjugovany na glukuronidy, sulfaty a methylovany ve stfevni sliznici a vnitinich
tkanich. Nekonjugované polyfenoly se v plazmé nenachazeji. Tyto reakce umoznuji

jejich exkreci a urCuji potencial toxicity. Polyfenoly, které se dostanou do tlustého
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stfeva, jsou znacné metabolisovany mikroflérou na Sirokou $kalu nizkomolekularnich
fenolickych kyselin. Biologické vlastnosti jak konjugatd, tak mikrobialnich metabolitd
nejsou prili§ prozkoumany. Mozné je, ze nékteré |écebné ucinky polyfenold nevyzaduji
jejich absorpci pfes stfevni bariéru.

Urcity typ polyfenolu mize byt zastoupen v jediném potravinovém zdroji nebo
ve velkém poctu jidel. Tak naprklad isoflavonoidy jsou pouze v séje jako potravinovém
zdroji, zato taniny davaji trpkost a horkost rGznému ovoci, vinu, mostim a caji,
antokyany davaji barvu ¢ervenému ovoci, jako jsou jahody, ¢erny rybiz, hroznové vino
[40].

2.3.1. Absorpce polyfenolu pres gastrointestinalni bariéru

Nepfimym svédectvim o jejich absorpci pfes gastrointestinalni (GIT) bariéru
je vzrust antioxidac¢ni kapacity plazmy, ke které dojde po pfijmu potravy bohaté na
polyfenoly [48, 49, 50]. Vylou€ené mnoZstvi v mo€i po pfijmuti daného mnozstvi
ur¢itého polyfenolu v potravé umozni porovnani biologické dostupnosti riznych
molekul. Takto Scalbert et al. porovnali nékteré polyfenoly a jejich mnozstvi v moc€i u
lidi. Mezi flavonoidy se obzvlasté malo vylouci moci kvercetin a rutin (0,3-1,4%), ale
mnohem vys§Si mnozstvi (3-27%) katechinl ze zeleného Caje, isoflavonoidl ze sdji,
flavanonl z citrusovych plodd a anthokyanidinl z Eerveného vina. Nejvice se vylouci
kyseliny kavové (27%) a nejméné theaflavinl z ¢aje [40]. Toto malé mnozstvi
polyfenolt vylou€enych moci nelze vysvétlit chemickou degradaci v GIT. Nékteré
fenolické slouceniny jako kyselina kavova a kvercetin glykosidy se ukazaly byt stabilni
v ZaludeCnich a stfevnich tekutinach [51, 52]. Polyfenolicka struktura ma hlavni vliv na
stfevni absorpci. NejdulezitéjSimi strukturalnimi parametry, které ovliviuji absorpci jsou
molekulova hmotnost, glykosidace a esterifikace. Vysoka molekulovda hmotnost
theaflavind (M=568) muze vysvétlit jejich malé mnozstvi vylou€ené modci. Jinou
vyznamnou skupinou o vysoké molekulové hmotnosti jsou proantokyanidiny, neboli
polymerni flavonoidy, které se ve skuteCnosti vlbec nevstfebavaji [40]. Kromé
katechind a proantokyanidinG se vétSina flavonoidl vyskytuje v potravé
v glykosidované formé a ta ovliviiuje absorpci pfes GIT bariéru. Facilitovana absorpce
kvercetin glukosidll se mlze pfipisovat jejich hydrolyze laktasa-florizin-hydrolasou
nebo cytoslickou B-glykosidasou v enterocytech [53]. AvS8ak takovyto usnadnény
transport z glykosidu jako u kvercetinu vSak nebyl pozorovan u jinych flavonoidd jako

je narigenin a florizin.
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Intestinalni absorpce je také vyrazné negativné ovlivnéna estrifikaci kyselinou
galovou u katechinu. | kyselina chlorogenova jako esterifikovana kyselina kavova je
mnohem hufe vstiebatelna.

VétSina potravinovych polyfenoll je rychle eliminovana moci i zlu€i. Post-
prandialni pik je pozorovan 1-2 hod po pfijmu raznych flavonoll a flavanolud, ale je
opozdén pro isoflavonoidy a jiné polyfenoly, které se absorbuji az po &aste¢ném
rozpadu ve stfevni mikrofléfe. U rutinu je maximalni koncentrace kvercetinu v plazmé
dosazeno az za 9 hod po pfijmu [40]. Pro vétSinu flavonoidu je eliminaéni polo¢as 1-2
hod a jejich hladina v plazmé rychle klesa. Udrzovani vysoké koncentrace v plazmé
vyzaduje opakovany pfijem polyfenollu v ¢ase, jako bylo pozorovano u dobrovolnikl
pijicich Caj kazdé dvé hodiny [54].

Flavonoidy mohou byt modulatory i substraty membranovych transportnich
proteint vazajicich ATP, kde mohou pusobit jako inhibitory aktivniho transportu ze
stfevniho lumen a tim ovlivhovat biologickou dostupnost |éCiv, biologicky aktivnich
soucasti potravy nebo toxickych latek v potravé. Takto muze dochazet
k neoCekavanym interakcim mezi flavonoidy a léky, flavonoidy a potravinami a
flavonoidy a toxiny na urovni aktivniho transportu pfes ATP vazajici membranové

transportni proteiny [55].

2.3.2. Metabolismus polyfenolu

Polyfenoly jsou zna¢éné metabolisovany v tkanich, pokud jsou absorbovany
pfes GIT bariéru, nebo neabsorbovana frakce a frakce vylouCena ZIuéi je
metabolisovana stfevni mikroflérou. VSechny polyfenoly jsou konjugovany na O-
glukuronidy, estery sulfatu a O-methyl ethery. K této konjugaci dochazi uz ve stfevni
sliznici. A jako u kvercetinu mohou byt konjugaty vylou€eny zpét do stfevniho lumen
nebo do krevniho feCidté. Prakticky Ize nalézt nekonjugované polyfenoly v plazmé
pouze pfi pouziti farmakologickych davek, kdy jsou pravdépodobné konjugacni cesty
saturovany [40]. Tim, Ze jsou rychle konjugovany lze vysvétlit i rychlé vylouceni.
Konjugaty maji Caste€né jiné biologické ucinky nez aglykony, ale doposud se o nich vi
jen velmi malo, asi protoze nejsou dostupné jako komer¢ni standardy. Estery sulfatu a
glukuronidy maji slabsi antioxida¢ni vlastnosti, ale stale brani oxidaci LDL in vitro [56].
Mnohé potravinové polyfenoly maji katecholovou skupinu ve své struktufe, ktera maze
byt oxidovana in vivo za vzniku toxickych chinond. Podobné chinony vzniklé z Iéku

nebo endogennich estrogenl nebo katecholamini mohou byt toxické pro bunky,
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protoze mohou tvofit superoxidovy radikal, nebo mohou reagovat s nukleofilnimi
soucastmi buriky [40]. Polyfenoly jako katechin, kvercetin, a kyselina kavova jsou viak
O-methylovany in vivo a diky této reakci nebyla pozorovana karcinogenita kvercetinu in
vivo, pfestoze vykazuje mutagenicitu in vitro [57].

Polyfenolové konjugaty, vdak mohou uplatnit svoji biologickou aktivitu po
dekonjugaci na buné&éné urovni.

Kdyz se polyfenoly dostanou do tlustého stfeva, jsou znaéné metabolisovany
mikroflérou. Flavonoidni glykosidy, jako rutin, které nejsou absorbovany ve vysSich
Castech intestinalniho traktu, jsou zde hydrolysovany a aglykon absorbovan.
Flavonoidni glukuronidy, vylou¢ené Zluci, mohou byt také hydrolysovany mikroflérou a
vznikly aglykon absorbovan, a tak vstoupi do enterohepatalniho cyklu. Aglykony jsou
také dale metabolisovany na celou fadu aromatickych kyselin nizSich molekularnich
absorpce polyfenol v tenkém stfevé. NejvysSi mlze byt, v zavislosti na substratech,
které dosahnou tlustého stfeva a jsou mikrobialné metabolisovany, zde. ProtoZe zde je

tkan vystavena velkému mnozstvi absorbovatelnych metabolitt [40].

2.3.3. Biologicka dostupnost polyfenolu a jejich u€inky

VétSina pokust je provadéna s flavonoidy v jejich pfirozené podobé.
Biologické vlastnosti mikrobialnich metabolitd polyfenold jsou jen velmi malo
prozkoumany. Napfiklad byla pozorovana inhibice agregace krevnich destiCek,
pusobenim 3,4-dihydroxyphenylové kyseliny a 4-hydroxyphenylové Kkyseliny,
metabolitd, které byly vice uU¢inné, nez jejich prekurzory rutin a kvercetin [58].
Eventualné nékteré ucinky polyfenolu nevyzaduji absorpci pfes stfevni bariéru. Vysoka
lokalni koncentrace polyfenolt nalezena ve stfevech, mize mit pfimy vliv na stfevni
sliznici a chranit ji proti oxidativnimu stresu nebo plsobeni karcinogent [59].

Polyfenoly také interaguji s potravou. Napfiklad tvofi stabilni komplexy se
Zelezem a zabrafiuji jeho vstfebani. Proto je vhodné, aby populace citliva k deficitu
Zeleza (novorozenci, déti a téhotné Zeny) se vyhnula piti kavy a Caje soulasné
s potravinami, které jsou zdrojem Zzeleza. Ukazalo se, Ze konzumace Cerného Caje
muze zvratit endotelialni dysfunkci u pacientd s nemoci koronarnich artérii. Tento
ucinek Ize vysvétlit sniZzenim biologické dostupnosti Zeleza. Obdobny u€inek na
arterialni dysfunkci byl pozorovan po intravenézni injekci deferoxaminu, chelataéni

latky pro Zelezo, ktera snizZila mnozstvi Zeleza v séru [40].
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24, VLIV PRIJIMANYCH FLAVONOIDU NA XENOBIOTIKA A
METABOLISMUS KARCINOGENU

Jednim z protektivnich mechanismu flavonoidl proti rakoviné je modulace
enzymové aktivity a snizeni karcinogenity xenobiotik. Mnoho pfirodnich flavonoidd
ovliviiuje CYP, bud indukuje nebo inhibuje uréité isoenzymy. Nékteré flavonoidy
ovliviuji CYP pfes vazbu na aryl hydrokarbonovy receptor (AhR), kde pUsobi jako AhR
agonisti nebo antagonisti. Inhibice CYP enzym( zahrnuje CYP 1A1, 1A2, 2E1 a 3A4 a
je vétsinou kompetitivni. Také byla pozorovana inhibice aromatasy (CYP19), €imz
klesa syntéza estrogenu a vznika antiestrogenni efekt, vyznamny u rakoviny prsu a
prostaty. Aktivace enzymu 2. faze biotransformace, jako je UDP-gukuronosyl
transferasa a glutathion-S-transferasa, flavonoidy, zvySi detoxikaci karcinogenl a
reprezentuje jeden z mechanism(l antikarcinogenniho uc¢inku [60]. Nékteré flavonoidy
(fisetin, galangin, kvercetin, kaempferol a genistein) pfedstavuji nekompetitivni
inhibitory sulfotransferasy 1A1, ty mohou representovat vyznamny mechanismus
chemoprevence sulfatovou konjugaci indukované karcinogeneze [61].

Flavonoidy inhibuji mnoho dalSich enzyma jako: [-glukuronidasu,
lipooxygenasu, cyklooxygenasu, monooxygenasu, thyroid peroxidasu, xanthin oxidasu,
mitochondrialni sukcinyloxidasu a NADH-oxidasu, fosfodiesterasu, fosfolipasu A,,
protein kinasu C [60], tyrosin protein kinasu a topoisomerasu Il [18]. KliCové enzymy
v metabolismu xenobiotik jsou v8ak cytochrom P450 a enzymy 2. faze metabolismu.

Uginek flavonoidd na enzymy je vSak zavisly na koncentraci a druhu
flavonoidu. Kvuli nizké biologické dostupnosti byva koncentrace flavonoidl nizka a
nemusi dosahovat hodnot sledovanych in vitro. Zalezi také na tkarfiové distribuci
enzymU a na druhu zvifete pouzitého pro testy, protoze rozdily v enzymové aktivité
mezi riznymi druhy mohou byt také zasadni. Navic se u lidi uplatiuji interindividualni
rozdily v biotransformacnich enzymech dané genetickymi faktory a faktory prostfedi.
Tyto rozdily v xenobiotika metabolisujicich enzymech a vliv pfijatého flavonoidu na
enzymovou vybavu a aktivitu, mize pfispét k rozdilné vnimavosti jedinci k takovym
nemocem, jako je rakovina. Flavonoidy rovnéZz mohou interagovat s chemoterapeutiky
pouzitymi v Iécbé rakoviny, pfes indukci a inhibici enzymd, kterymi jsou

metabolisovany [60].
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2.41. Vliv flavonoidl na cytochrom P450

Cytochromy P450 (enzymy 1. faze biotransformace) jsou dobfe znamé pro
svou roli v metabolismu léCiv a jinych cizorodych latek. Modulace téchto enzymd mize
ovlivnit metabolismus xenobiotik a vyvolat ucinek farmakologického nebo
toxikologického vyznamu. Mnoho flavonoidd moduluje CYP, indukuje nebo inhibuje
specifické CYP isoenzymy [60]. Uz Wattenberg et al. pfed 40 lety popsali jiny
modulaéni efekt flavonoidl in vitro a in vivo [62]. Mnohé Kkarcinogeny jsou
metabolisovany CYP enzymy na své biologicky inaktivni metabolity nebo na chemicky
reaktivni elektrofilni metabolity, které se kovalentné vazi k DNA. Reaktivni metabolity
mohou projit dalSimi metabolickymi pfemé&nami enzymy 1. nebo 2. faze na inaktivni
produkty. Proto indukce enzym( 1. nebo 2. faze biotransformace mulze znamenat
snizeni i zvySeni detoxikace karcinogen(l. Pfestoze mnohé chemické karcinogeny jsou
metabolisovany CYP enzymy jak na inaktivni tak i na karcinogenni metabolity, ucinek
induktoru téchto enzymu na karcinogenitu chemikalii bude zavisly na indukénim efektu
na rozdilné metabolické cesty. Ve studiich na zvifatech je popisovano, Ze induktory
CYP obvykle snizuji karcinogenitu chemickych karcinogenu in vivo. Nabizi se, ze
indukce 1. i 2. faze detoxikacni cesty mize mit vétSi vyznam nez jen indukce CYP,

ktera zahrnuje i vznik karcinogennich metabolitt [63].

2.4.1.1. Cytochrom P4501

CYP1 rodina zahrnuje 1A1, 1A2 a 1B1 Cleny, ktefi jsou schopni aktivovat
prokarcinogeny. CYP1A1 a 1B1 jsou zapojeny v biotransformaci polycyklickych
aromatickych uhlovodikli, chemikalii vSudypfitomnych v prostfedi, na karcinogenni
metabolity. Tento proces se pravdépodobné podili na rakoviné plic, protoZze zvy3ena
plicni exprese a aktivita CYP1A1 je spojovana se zvySenym rizikem k rakoviné plic
[60]. ZvySena aktivita CYP1A1 je také spojovana s kolorektalnim karcinomem [64].
CYP1A2 predevS§im metabolisuje dullezité Iéky jako fenacetin, theophylin, koffein,
imipramin a propranolol [65], ale také aktivuje nékteré prokarcinogeny na karcinogeny.
CYP1A2 hraje roli v humannich, na tabaku zavislych neoplasiich [66]. CYP1A1 je
spofe exprimovan v lidskych jatrech, ackoli jeho syntéza muUze byt znatelné
indukovana v mnohych extrahepatalnich tkanich, vyznamné zejména v plicich. Naproti
tomu CYP1A2 je hlavné zastoupen v jatrech. CYP1B1 je extrahepatalni estradiol

4-hydroxylasa, ktera aktivuje prokarcinogeny a zvySena hladina je spojovana
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s estrogenni karcinogenezi [60]. Normalni humanni prsni i prsni rakovinova tkan jsou
znameé expresi CYP1B1, ktery produkuje karcinogenni 4-hydroxyestrogen. Inhibice
CYP1B1 ovlivni produkci mutagennich estrogen-3,4-katechol( [67].

Indukce CYP1A flavonoidy je mozna rdznymi mechanismy. Pfima stimulace
genové exprese pies specificky receptor nebo CYP protein nebo pfes stabilizaci
mRNA. Nékteré flavonoidy indukuji CYP pfes vazbu na AhR, ligandem aktivovany
transkripéni faktor, a pisobi obdobné jako 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).
Zakladnim substratem pro AhR jsou planarni aromatické slou€eniny s nékolika
objemnymi substituenty. A flavonoidy maji podobnou planarni strukturu. Jiné
flavonoidy inhibuji aktivitu CYP1A1 kompetitivni inhibici [60]. NejCastéji se vyskytujici
flavonoidy kvercetin a kaempferol jsou oba ligandy AhR, ale maji rozdilny efekt na
expresi CYP1A1. Bunééna linie MCF-7 byla vystavena pusobeni kvercetinu a
vysledkem bylo na koncentraci a Case zavislé vzrustajici mnozstvi CYP1A1 mRNA.
Aktivita CYP1A1 byla méfena 7-ethoxyresorufin-O-dealkylaéni (EROD) zkou$kou.
ZvySeni EROD aktivity nasledovalo po zvy3eni CYP1A1 mRNA. Kaempferol sam
neovliviiuje CYP1A1 expresi, ale interaguje s AhR a plsobi jako antagonista TCDD
vyvolané CYP1A1 transkripce. Pfes strukturdlni podobnost mezi kvercetinem a
kaempferolem, jejich rozdilny efekt mize byt zplsoben chybéjici hydroxylovou
skupinou na B kruhu kaempferolu. Vazba kaempferolu mize blokovat vazbu ligandu
k AhR a tak inhibovat aktivitu i jinych ligandu jako je TCDD [68]. Kvercetin inhibuje
CYP1A2 (ICso = 7,5 uM) [69]. Kvercetin sice zvySi mnozstvi CYP1A1 mRNA, naopak
v8ak vyznamné inhibuje benzo(a)pyrenem naindukovanou CYP1A1 mRNA a
proteinovou expresi v lidskych HepG2 burikach [70].

Skupina flavonoidd isolovana z pryskyfice stromu Dracena cinnabari
inhibovala CYP1A aktivitu v jaternich mikrosomech isolovanych z mysSi, kterym byl
podavan TCDD. Pryskyfice se pouziva vlidové mediciné jako antiseptikum a
antiulcerativni prostfedek. Inhibi¢ni potencial klesa v fadé: galangin > 7-hydroxyflavon

> kvercetin, chrysin, 2-hydroxychalkon > 4,6-dihydroxychalkon > homoisoflavany [71].

2.41.2. Cytochrom P4503A4

CYP3A je nejvétsi podrodina CYP enzym0 vyskytujicich se v lidskych jatrech
a gastrointestinalnim traktu. Ugastni se z 50% metabolickych pfemén légivych latek,
jakoZz i toxickych a karcinogennich substanci [60]. Klinicky vyznamna je inhibice

tfezalkou teCkovanou [69], nejbé&znéji uzivanou bylinou ve Spojenych statech. Jejimi
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hlavnimi slozkami jsou: flavonoly, flavonol glykosidy a biflavony [72]. Obsazeny
kvercetin inhibuje také CYP3A4 [69]. Naopak studie Markowitze et al. na lidech
popsaly indukci CYP3A4 zavislou na davkovacim rezimu. Ukazalo se, Ze dlouhodobé
(14 dni) uzivani tfezalky teCkované vyznamné indukovalo aktivitu CYP3A4 (zjisténo
podle zménéné farmakokinetiky alprazolamu) [73]. Ale kratkodobé uzivani nemélo
uCinek na CYP3A4 [74]. Pocet a pozice hydroxylovych skupin hraji ddlezitou roli
v inhibiénim G¢€inku flavonud. Flavony, které maji vice hydroxylovych substituentt, maji
silngjSi inhibi€ni GCinek na CYP3A4 aktivitu nez ty, co maji méné hydroxylovych
skupin. Inhibi¢ni potencial klesa v fadé: myricetin > kvercetin, morin > kaempferol >
apigenin > flavon (se 6, 5, 4, 3, 0 hydroxylovymi skupinami). Toto zjisténi je v souladu
se studii, kde schopnost flavonoidld inhibovat nebo stimulovat hydroxylaci
benzo[a]pyrenu v lidskych jaternich mikrosomech byla zavisla na pfitomnosti nebo

absenci hydroxylovych skupin [75].

2.4.2. Uginek flavonoidi na enzymy 2. faze biotransformace

Aktivace enzymu 2. faze biotransformace, jako je UDP-glukuronosyl
transfersa (UGT) a glutathion-S-transferasa (GST) flavonoidy, vede k detoxikaci
karcinogenu a predstavuje jeden z mechanismi( jejich antikarcinogenniho Gcinku.
Nékteré prace uvadéji, ze mnohé induktory enzym0 2. faze, maji nebo ziskaji béhem
metabolické pfemény, elektrofilni akceptaéni schopnost pro Michaelovu reakci [76, 77].
Navic potence induktorl koreluje s reaktivitou v Michaelové reakci [77]. Induké&ni
potencial akceptorl v Michaelové reakci je vyrazné vysSi, pokud je(jsou)
hydroxylovy(é) substituent(y) v ortho-(ale ne jiné) poloze na aromatickém(ych)
kruhu(zich) [78]. Mnohé flavonoidy obsahuji takovéto centrum pro Michaelovu reakci
ve své molekule, proto tato charakterizace muze byt pfevedena na jejich u€inek na
enzymy 2. faze. Mezi rozpoznané potravinové flavonoidy, které plsobi jako induktory
enzymu 2. faze metabolickych pfemén Ize zafadit: kaempferol, flavonoidy z kapusty,

flavonoidy z bortvek a brusinek a flavolignan silibinin [60].

2.4.2.1. UDP-glukuronosyl transferasa

Byla popsana vyrazna indukce UGT1A1 flavonem chrysinem v lidskych

hepatalnich bufikach HepG2 a na lidské intestinalni linii Caco-2. Podobné byla
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kvercetinem vyrazné zvySena UGT1A1 katalyzovana glukuronidace. Tato induk&ni
odpovéd je vcelku specificka, protoze UGT1A6, UGT1A9 a UGT2B7 nebyly ovlivnény
chrysinem. A flavonoidy galangin a isorhamnetin, které indukuji CYP1A1 nemély zadny
vliv. na UGT1A1 aktivitu. TakZe indukéni u€inek na UGT1A1 neni spjat s AhR
receptorem [60]. Kvercetin také indukoval UGT1A1 asi dvojnasobné in vivo. Tyto
vysledky byly zjistény na promyvaném proximalnim jejunu, cibulovym a brokolicovym
extraktem, dobrovolnik(l [79]. Flavon a kvercetin jsou slabé inhibitory estradiol
3-glukuronidace v testovanych koncentracich (5-100 pM) v lidskych jaternich
mikosomech [80]. Kvercetin podavany dva tydny potkanim v koncentraci 1% (v/v)
zpusobil vyznamné zvySeni UGT enzymové aktivity vici 4-nitrofenolu v jatrech a
proximalni a distalni ¢asti tenkého stfeva [81]. Kontrastni jsou vSak dalSi tfi studie,
které tvrdi, Ze kvercetin nemél Zadny uc€inek na hepatalni UGT aktivitu. [82, 83, 84].
Tento rozdil muze byt zplsoben jinou davkou nebo jinymi rozdily v prubé&hu
experimentu. Napfiklad vyhladovéni zplUsobuje rychlé snizeni aktivity enzym0 2. faze
biotransformace [60], protoZze dojde k vyCerpani endogennich konjugacénich c¢inidel.
Sun et al. naindukovali UGT vybranymi flavonoidy (biochaninem A, diadzeinem,
formononetinem, genisteinem, prunetinem, apigeninem, galanginem, kaempferolem,
narigeninem a kvercetinem) v koncentraci 5 uM v prostatické rakovinové linii LNCaP
po Sesti dnech pusobeni. Kazdy z téchto flavonoidd zvysil aktivitu testosteron-UGT,
ktera konjuguje testosteron na testostosteron glukuronid. NejsilngjSim induktorem byl
biochanin A. Se stoupajici glukuronidaci testosteronu se vyznamné sniZila
koncentrace prostatického specifického antigenu, prostatického rakovinového markru,
ktery je na testosteronu zavisly. Timto zplsobem mulze byt modulace hormonalniho

metabolismu flavonoidy vyznamna v prevenci a vyskytu rakoviny prostaty [85].

2.4.2.2. Glutation-S-transferasa

Lidské cytosolické GST tvofi rodinu enzymd, ktera se déli do &tyf hlavnich
tfid: a, g, 1, a 0. Katalyzuji vazbu mnoha riznych elektrofilt k thio skupiné glutathionu,
jsou soucasti detoxikace kyslikovych radikald a maji hlavni funkci ve vazbé a
transportu velké Skaly Skodlivych latek. GST také hraji vyznamnou roli v detoxikaci
karcinogenu [60]. Vyznamna nepfima uméra byla sledovana mezi GST enzymovou
aktivitou a vyskytem rakoviny v gastrointestinalnim traktu, coZ ukazuje na vyznam GST

v prevenci rakoviny [86]. Ukazalo se, Ze kvercetin inhibuje lidskou placentarni GST
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(GSTP1-1) v zavislosti na ¢ase a koncentraci in vitro. K uplné inhibici dochazi po 1hod

plUsobeni 100 uM kvercetinu nebo po 2 hod pusobeni 25 uM kvercetinu [87].

2.4.2.3. Sulfotransferasa

Cytosolické sulfotransferasy katalyzuji sulfatovou konjugaci mnohych
hormonu, neurotransmitert a xenobiotik. Jsou zapojeny v 2. fazi detoxikace xenobiotik,
ale i vinaktivaci endogennich latek jako jsou steroidni a thyreoidalni hormony,
katecholaminy a Zlu€ové kyseliny [60]. Konjuga¢nim ¢inidlem je 3'-fosfoadenosin-5-
fosfosulfat. Vznika silné ionizovany organicky sulfat, ktery je dobfe rozpustny ve vodé
[88]. V kontrastu s touto protektivni funkci je také sulfatova konjugace klicovym krokem
k bioaktivaci premutagend a prokarcinogen(l. Sulfatovou konjugaci aktivované
karcinogeny jako hydroxymethylpolycyklické aromatické uhlovodiky, alylalkoholy,
benzylalkoholy a N-hydroxylarylaminy jako sulfatové estery jsou elektrofily, které se
kovalentné vazi na nukleové kyseliny a jiné makromolekuly [60]. Flavonoidy se zdaji
byt potencialné chemopreventivni latky pfed karcinogenezi vyvolanou sulfatovou
konjugaci. Mnohé flavonoidy maiji inhibiéni uc€inek na sulfotransferasovou aktivitu.
Flavonoidy (fisetin, galangin, kvercetin, myricetin, kaempferol, chrysin, apigenin a
genistein) pfedstavuji u€inné inhibitory P-formy fenolsulfotransferasy (SULT1A1), ktera
zprostiedkovava sulfatovou konjugaci acetaminofenu a minoxidolu v cytosolu lidskych
jater [61]. Kvercetin, fisetin a galangin jsou tfi az desetkrat silnéjSimi inhibitory
SULT1A1 neZz myricetin, chrisin, apigenin a kaempferol. Flavonoidy daidzein,
genistein, kvercetin, (+)-katechin, equol a flavon jsou nekompetitivni inhibitory humanni
destiCkové SULT1A1. S tim souhlasi pozorovani, Ze jsou chabymi substraty pro tyto
enzymy [89]. Kvercetin byl nejsilngjsi inhibitor (ICso 60 nM). Genistein a daidzein
inhibovaly SULT1A1 s ICs, 500 a 600 nM [90].

Kvercetin inhibuje sulfatovou konjugaci resveratrolu v lidskych jatrech a
duodenu in vitro. Resveratrol je polyfenolicka slou€enina, ktera je obsazena ve viné
v koncentraci 1 az 10 yM. Ma pfiznivé ucinky proti rakoviné a protektivni u€inky na
kardiovaskularni systém. 1Cso kvercetinu byla 12 pM v jatrech a 15 pM v duodenu pro
inhibici sulfatové konjugace resveratrolu. Uginna inhibice sulfatové konjugace
resveratrolu kvercetinem znamena, Ze latky obsazené v potravé mohou inhibovat
sulfatovou konjugaci resveratrolu a tim zvySovat jeho biologickou dostupnost [91].

Kvercetin také kompetitivné inhibuje sulfatovou konjugaci 17(3-estradiolu

v normalnim lidském prsnim epitelu [60].
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2.4.3. Problémy s predvidanim in vivo metabolickych G¢€inkt u lidi

Ukazalo se, Ze kvercetin inhibuje katalytickou aktivitu SULT1A1, pfi pouziti
enzymu bez bunék in vitro s 1C5 0,1 uM. V neporusenych bunkach lidské jaterni linie
HepG2 ucginnost kvercetinu jako inhibitoru SULT1A1 klesla na ICsq 2,5 yM. Tento rozdil
vznikl pravdépodobné znaénou vazbou na plazmatickeé bilkoviny, malou membranovou
permeabilitou kvercetinu a jeho metabolickou pfemé&nou na inaktivni metabolity [60].

Byla porovnana rifampicinem ovlivnéna transkripce gend (enzymd,
transportérd,...) v lidském tenkém stfevé a v bunécéné linii LS174T. ZjiSténa byla pouze
urcita shoda. Z dvaceti gent se zvySenou transkripci v lidském duodenu, byla zvySena
transkripce u &trnacti v LS174T bunkach [92].

2.5, ZDRAVOTNi DOPAD NADMERNEHO PRIJMU FLAVONOIDU

V dfivéjSich studiich byl pozorovan mutagenni a genotoxicky uc&inek
flavonoidu pfi nékterych in vitro pokusech [93, 94]. Novéjsi studie, které vyzvedly jejich
antikarcinogenni a kardioprotektivni ucinek, vyvolaly dramatické zvySeni jejich
konzumace, jako doplnkl( potravy. Bohuzel potencialné toxicky efekt nadmérného
pfijmu flavonoidl je ignorovan. Ve vysokych davkach mohou pusobit flavonoidy jako
mutageny, pro-oxidanty, které tvofi volné radikaly, a inhibovat kliCové enzymy
metabolismu hormon(. Takto mize nepfiznivy ucinek vysokych davek flavonoidu
prevazit nad jejich prospéchem. Opatrnost je na misté pfi pfijmu vy$Sim, nez je bézné
u typické vegetarianské diety.

Marketingové strategie firem, které vyrabéji doplriky potravy s flavonoidnimi
koncentraty, Casto prehanéji jejich netoxicky terapeuticky uc€inek, ktery ani nebyva
odivodnény Kklinickymi zkouSkami. Navic davky v jejich preparatech mohou
prekraovat davky ztypické vegetarianské diety. Pokud se to spoji s lidskou
pfirozenosti, Ze pokud malo je dobré, tak vic je jesté lepSi, mize u nékterych jedincu
pfijem dosahnout extrémné vysokych davek.

Genistein je povazovan za hlavni protirakovinovou slozku v soje, coz je
zaloZeno na predpokladané in vitro aktivité, ktera zahrnuje jeho schopnost inhibovat
aktivitu topoisomerasy | a I, inhibovat fosforylaci tyrosinu, indukovat diferenciaci
rakovinovych bunéénych linii a plsobit jako antagonista estrogen(i [18]. Dalsi studie
ukazuji na inhibici angiogenese v bufikach rakoviny prsu genisteinem, G,-M pferuseni

bunééného cyklu a apoptozu [95, 96].
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Lignany se nachazeji v ovoci, zelening, Caji a cerealiich, jako vInéném
seminku. Lnéna semena jsou bohatym zdrojem fytoestrogenu ligninu 2,3-bis(3-
methoxy-4-hydroxybenzyl)butan-1,4-diolu, ktery je prekurzorem enterolaktonu a
enterodiolu [18]. Lignany jsou znamé svou antioxidativni aktivitou a jsou spojovany
s redukci aterosklerézy z hypercholesterolémie ze studie na krmenych zvifatech [97]
Je poukazovano na slabou estrogenni uc€innost, ale vysokou afinitu k lidskému
globulinu, ktery vaze sexualni hormony. To mize zvysit odbourani estrogenu a pfispét
ke snizeni rizika na hormonech zavislé rakoviny. Toto zji5téni vedlo ke zvy3eni
konzumace Inénych seminek jako antikarcinogenniho a kardioprotektivniho Cinitele.
Dlouhodobé doplfiovani estrogennich prostfedk(l, jako jsou Inéna seminka, vsSak
nebylo sledovano. A mohlo by se stat, Zze nadmérny pFijem by mohl pfispét k riistu
estrogen dependentnich nadorl a k feminizaci u muzu [18].

Metabolické studie na zvifatech ukazaly, Ze kvercetin je rychle pfeménén na
nemutagenni 3°-O-methylkvercetin. Z kinetickych studii vyplynulo, Ze tuto reakci
katalyzuje katechol-o-methyltransferasa a je inhibovana homocysteinem v zavislosti na
koncentraci. Tak zvySeni homocysteinu mize inhibovat katechol-o-methyltransferasu a
metabolismus potencialné mutagennich flavonoidl [57].

In vitro studie demonstruji antioxidativni uc€inky flavonoid(i ¢aje, a pfipisuji
tuto aktivitu kvercetinu a hlavnimu katechinu &aje epigalokatechin-3-galatu [18].
Vyrovnana hladina vS§ech katechin v plazmé dosahla 0,3 uM po péti Salcich ¢erného
C¢aje a 1 uyM po konzumaci péti Salkll zeleného Caje denné u dobrovolnikd [54].
Epigalokatechin-3-galat ma vysokou afinitu ke krevnim proteinim a proto také dlouhy
polo¢as [98]. Podobné byly sledovany intermolekularni vazby mezi albuminem a
konjugaty kvercetinu ve studiich na zvifatech [99]. Proto je kvercetin pomalu
eliminovan ztéla, protoZe cirkuluje jako kvercetin-albumin komplex. Tento dlouhy
eliminaéni ¢as muze dovolit témto slouéeninam disociaci z krevnich proteint a
interakci s buné&nymi proteiny a DNA [18].

Studie na gravidnich potkanich samicich, jimz byly podavany jodem znacené
syntetické flavonoidy, ukazala pFestup pfes hematoencefalickou bariéru plodu a
kumulaci zde ve vyS$Si mife, neZ v matce. Dvacet &tyfi hodin po pfijmu matka vyloucila
60 — 70% flavonoid(l, zatimco jeSté 17% z podané davky bylo stale v kompartmentu
plodu. Toto poukazuje, ze plod mize byt vystaven vysokym cirkulujicim hladinam
flavonoidu, které mohou vyvolat toxické odpovédi, pfestoze jsou jinak neskodné pro
matku [100].
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2.5.1. Mutagenita a genotoxicita flavonoidu

Expozice mutagenu nebo premutagenu v potravé je povazovana za dulezity
faktor v etiologii rakoviny. Ranné studie flavonoidl nejprve popisovaly mutagenitu
kvercetinu [93, 94]. Popsaly také inhibici mitochondrialni sukcinyloxidasy flavonoidy za
biologického pH. Kvercetin, myricetin a kvercetagenin zpusobily mitochondrialni
respiracni kolaps a podstoupily autooxidaci, ktera vedla ke vzniku peroxidu vodiku,
superoxidu a hydroxylradikalu [101]. Ackoli potencialy vétSiny flavonoidnich radikall
jsou niz§i nez superoxidovych a alkylperoxyl radikald, jejich u€innost pfi vzniku lipidové
peroxidace, DNA vazby a mutace mulze byt biologicky vyznamna. Inhibice
mitochondrialnich enzymu flavonoidy za vzniku aktivnich kyslikatych skupin pfi pH 7,5
muze pfispivat k jejich cytostatickému a cytotoxickému potencialu, podobné jako pfi
pusobeni cytostatika adriamycinu.

Kvercetin mGze zpUsobit rozstépeni DNA pfechodnou redukci Cu(ll) na Cu(l)
a tvorbou kyslikatych skupin, coz je zplsobeno interakci funkénich skupin, které se
dostanou do redoxniho cyklu s témito nebo jinymi pfechodnymi kovy. Flavonoidy, které
obsahuji fenolické B kruhy, jako je narigenin a apigenin, mohou podstoupit na
glutationu zavislou pro-oxidaci i za absence pfrechodnych kovl. Pro-oxidaéni a
antioxida¢ni aktivita flavonoidl je zavisla na redoxnich podminkach biologického
prostfedi [18].

2.5.2. Flavnoidy jako inibitory topoisomerasy

Cytotoxicky potencial mnoha flavonoidi muaze byt zplGsoben jejich inhibi¢ni
aktivitou k topoisomerase Il. Genistein, biochanin A, equol, myricetin a kvercetin jsou
rozpoznané inhibitory topoisomerasy I, v nizkych koncentracich, podobné aktivity jako
epipodophylotoxiny Siroce pouzivané v onkologické terapii [102, 103]. Inhibitory
topoisomerasy |l plsobi hromadéni enzym-DNA kovalentnich meziproduktu, kterym se
fika stépné komplexy, které mohou vést k Iézim dvousroubovice DNA na konci, kde se
vaze topoisomerasa. Tyto zlomy tvofi shluky MLL genu. MLL gen lokalizovany na
chromosomu 11923, byl identifikovan jako nejbéznéjSi misto zapojené
v chromozomalnich translokacich u pacientd se sekundarni leukémii po chemoterapii
inhibitory topoisomerasy Il, jako je etopsid a adreamycin. Bylo také pozorovano, ze
skoro 80% v8ech déti s leukémii nese gen MLL. Tento objev ukazuje, Ze 11923 zlomy

na MLL genu mohou nastat v déloze a mohou byt spojeny s konzumaci pfirozené se

33



vyskytujicich inhibitor(l topoisomerasy Il matkou [18]. Tuto hypotézu podpofili Ross et
al. epidemiologickou studii détské leukémie. V této studii zvySeny pfijem inhibitorQ
topoisomerasy |l zvysil riziko akutni myeloidni leukémie u déti desetinasobné. Proto
vysoky pfijem flavonoidd matkou muze byt rizikovym faktorem pro détskou leukémii
[104].

Rozdilné cesty v metabolismu flavonoidd jsou rozhodujicimi Ciniteli, zda
budou mit topoisomerasa Il inhibiéni aktivitu. Napfiklad prestoze daidzein neni inhibitor
topoisomerasy Il, jeho metabolit equol inhibuje topoisomerasu | i ll. Hydrogenace
genisteinu na dihydrogenistein vede ke ztraté inhibiéni aktivity k topoisomerase Il
Konjugaty genisteinu, sulfat a glukuronid, a hlavni metabolit kvercetinu 3°-O-
methylkvercetin ztraceji inhibiéni aktivitu k topoisomerase Il. Podle téchto studii
vykazuji O-methylované metabolity malou, pokud vibec néjakou, inhibi¢ni aktivitu vici
topoisomerase Il [18].

Jedna studie na Cerstvé narozenych potkanech, ktefi dostavali genistein,
ukazala ochranny efekt proti chemicky vyvolané rakoviné prsu [105]. Tato studie
podpofila ideu, Zze so6ja podavana détem, muze vyvolat celozivotni ochranu proti
hormon-dependentni rakoviné. BohuZel epidemiologicka data mohou byt zkreslena
mnoha faktory, a proto je nutné provést mnohé dalsi studie, aby se tyto hypotézy daly
vyuzit. Napfiklad zda malé déti se zvySenym pfijmem genisteinu nemaji zvySené riziko

leukémie [18].

2.5.3. Efekt flavonoidtl na produkci thyreoidalnich hormon

Flavonoidy snizuji i vychytavani jodu i inkorporaci ve studiich na zvifatech
[106, 107]. Toto se shoduje s endemickym vyskytem strumy popisovanym u populaci,
kde proso jako koncentrat flavonu, je zakladem potravy [108]. Takto je mozné vysvétlit
nemoci Stitné Zlazy popisované u déti, krmenych séjou [109]. Genistein, diadzein,
kvercetin, kaempferol a narigenin inhibuji syntézu tyroxinu, pudsobenim jako alternativni
substraty pro jodaci tyrosinu, za vzniku mono-, di- a tri-jodoisoflavonu. Ukazalo se, Ze
tyto slouCeniny také ireversibilné inhibuji thyroidperoxidasu, zasadni pro syntézu
thyroidalnich hormonu. Tato inhibice je dana schopnosti fenolickych slou¢enin s volnou
resorcinolovou (methahydroxyfenolovou) ¢&asti inhibovat thyroidperoxidasu a
laktoperoxidasu [18]. Uvedeny mechanismus uc€inku zahrnuje pfeménu resorcinolové
¢asti flavonoidu na radikal flavonoidu. Tento radikal se muze kovalentné vazat na
katalytické zbytky aminokyselin na enzymu, coz vede k enzymové inaktivaci [107].

Proto flavonoidy s volnou resorcinolovou &asti mohou byt potencialné strumigenni a
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karcinogenni. Pfes inhibi¢ni aktivitu na syntézu tyroxinu, mohou zpuUsobit zvySeni

mnozstvi thyreotropinu, ktery vyvola rust stitné zlazy a jeji dysfunkci [18].

Nékteré epidemiologické studie predkladaji, Ze snizené riziko srdecnich
nemoci a rakoviny prsu [110], prostaty [22], plic [21], tlustého stfeva [111] a Zaludku
[112] je spojovano se zvySenym pfijmem ovoce, zeleniny a sojovych produkty.
Populace s nejniz§im rizikem jsou Asiaté a vegetariani. Pokud vychazime
z priimérného pfijmu flavonolt 68 mg a isoflavonoidl (20 — 240 mg) v Asijské populaci,
pfilem téchto davek v potravé neni pravdépodobné pFiinou nepfiznivych uginkd.
Pfijem flavonoidd, aby vyvolal mutaci a cytotoxicitu, neni fyziologicky dosazitelny
z potravinovych zdroji. AvSak pfijem doplikd potravy, obzviasté antioxidantd,
bylinnych smési, které jsou obvykle doporuCovany v gramovych, radéji nez
miligramovych mnoZstvich, mohou vést k expozici potencidlné toxickymi davkami.
Napfiklad kvercetin je vyrobci doporuCovan uzivat v davkach 500 — 1000 mg, coz je
10-ti az 20-ti nasobek pfijmu pfi vegetarianské dieté. To znamena, Ze neregulovany
pfilem komeréné dostupnych doplnk( potravy obsahujicich flavonoidy, mlze mit

biologické ucinky, které nepfiznivé ovliviuji zdravi [18].

2.6. METABOLICKA AKTIVACE KARCINOGENNICH HETEROCYKLICKYCH
AROMATICKYCH AMINU

Vice nez 12 rGznych heterocyklickych aromatickych amint vznika ve
stopovém mnozstvi v jidle, mase a rybach, pfi obvyklé pfipravé [2]. Tyto chemikalie
jsou potencialni mutageny a jsou nyni znamymi karcinogeny u hlodavcu, vyvolavajici
tumory ve vicerych organech, jako jatrech, tenkém a tlustém stfevé [113]. Nové je
znamo, Ze jeden z nich, 2-amino-3-methylimidazol[4,5-flchinolin (1Q), je silnym jaternim
karcinogenem u opic [114]. Navzdory stopovym mnoZstvim, jejich Siroka variabilita a
kazdodenni expozice, miize byt vyznamnym rizikem pro lidské zdravi. Heterocyklické
aromatické aminy (HAA), jako mnohé karcinogeny, musi byt metabolisovany, aby
ziskaly svou genotoxicitu. Experimentalni studie na hlodavcich ukazaly, Ze prvni
aktivacni krok zahrnuje N-oxidaci, ktera je katalyzovana hlavné jaternim cytochromem
P4501A2 [115, 116]. Pro mnohé aromatické aminy, jako je 4-aminobifenyl (ABP),
mulze N-acetylace nastat dfive nez N-oxidace, ktera vede ke vzniku karcinogennich
N-hydroxy (N-OH) arylamidd. HAA jsou jen v malé mife katalyzovany N-acetylaci
v jatrech hlodavct. Metabolicky vzniklé N-OH arylaminy i N-OH arylamidy jsou

primarni  karcinogenni metabolity a jsou rychle metabolisovany jaterni
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N-acetyltransferasou. Jaterni transferasy mohou také metabolisovat N-OH arylaminy
na vysoce reaktivni N-sulfonyloxy, N-acetoxy nebo N-propyloxy estery, které se
kovalentné vazi k jaterni DNA a pfedpoklada se, Ze iniciuji neoplasticky proces [2].
Multiorganova karcinogenita HAA u potkanl je pfipisovana metabolitim, které
vzniknou v jatrech a poté jsou transportovany do cilovych tkani. Neékteré studie
ukazaly, Ze primarni karcinogenni N-OH arylaminové metabolity tvofi nestabilni
konjugaty s B-glukuronovou kyselinou v jatrech, a poté bud vstupuji do cirkulace a
cilovou tkani je moCovy méchyf, nebo jsou vyluCovany Zlu¢i do tlustého stfeva [117,
118]. Zde vznikaji elektrofily, které jsou schopné karcinogenni DNA vazby. Metabolicka
aktivace, ktera vede k poruseni DNA, mize také nastat pfimo v extrahepatalni tkani
[2]. Podle novéjSich epidemiologickych studii, které ukazaly asociaci mezi acetylacnim
fenotypem a nachylnosti k rakoviné, se zda byt role acetylace, u rakoviny vyvolané
aromatickymi aminy, dulezita. Pacienti s rakovinou tlustého stfeva byli vétSinou rychli
acetylatofi [119], pacienti s rakovinou mo€ového méchyie byli spise pomali acetylatofi
[120]. Hypotéza o asociaci mezi rychlym acetylaénim fenotypem a kolorektalnim
karcinomem, vyplyva se znatelné vy3Si polymorfni O-acetyltransferasové aktivité
nalezené v mukéze lidského tlustého stieva. Tyto enzymy katalyzuji O-acetylaci N-OH
arylaminq, které se pohotové vazi k DNA, coz m(zZe iniciovat rakovinu tlustého stfeva.
Na rozdil od individui s nizkou jaterni N-acetyltransferasovou aktivitou, ktefi se ukazali
jako rizikovéjsi pro rakovinu mo&ového méchyfe. ProtoZe nejsou schopni detoxikovat
aromatické aminy N-acetylaci, transportuje se vice karcinogennich N-OH arylamin(i do
mocoveého méchyfe.

Takovymi strukturalnimi zastupci karcinogennich HAA, které vznikaji pfi
tepelné pfipravé masa a ryb jsou IQ a 2-amino-3,8-dimethylimidazol[4,5-flchinoxalin
(MelQx) [2].

NH, NH2

N=( N=(

~ N —CHj HaC N AR N TCHs
~ \[
-
\N N

Obr. 2: Strukturni vzorce 1Q a MelQx

ProtoZze tyto chemikalie mohou byt zapojeny v etiologii lidského

kolorektalniho karcinomu, byla testovana N-oxidace cytochromem P450 v jatrech,
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N-acetylace polymorfni jaterni acetyltransferasou a aktivace N-OH metabolitt
O-acetyltransferasou lidskymi a potkanimi jatry a cytosolem lidského tlustého stfeva
[2].

Metabolicka aktivace IQ a MelQx, byla porovnana se znamym lidskym
karcinogenem 4-aminobiphenylem (ABP) [121]. V8echny tyto aromatické aminy byly
pohotové aktivovany N-hydroxylaci lidskymi jaternimi mikrosomy. U ABP je ve vySSi
mife vyjadiena CYP1A2 dependentni N-oxidace, méné u MelQx a 1Q. MelQx ani 1Q
nebyly N-acetylovany lidskym jaternim cytosolem jako ABP. Byly nasyntetizovany
radioaktivné znacené N-hydroxy arylaminové metabolity a byla sledovana jejich
reaktivita s DNA. V8echny derivaty se vazi kovalentni vazbou k DNA za neutralniho pH
(7,0). Nejvice se vaze N-OH-1Q. Tyto N-OH arylaminy byly dale aktivovany k vazbé
s DNA lidskou jaterni O-acetyltransferasou. Acetyl coenzym A (AcCoA)-dependentni
cytosolem katalyzovana DNA vazebnost byla nejvétsi u N-OH-ABP. Potkani jaterni
cytosol také katalyzuje AcCoA-dependentni DNA vazbu N-OH arylamin(, ale
substratova specifita vykazuje uréité rozdily proti lidskému jaternimu cytosolu. Lidsky
cytosol bunék tlustého stfeva ma také AcCoA-dependentni DNA vazebnou aktivitu pro
N-OH substraty, ale je celkové niz$i nez u rychlych acetylator( v jaternim cytosolu. O-
acetylace N-OH metabolitl lidskym tlustym stfevem je v souladu s domnénkou, ze
HAA hraji svou roli v kolorektalni rakoviné [2].

Vyznamné vice rychlych acetylator bylo nalezeno u pacientll s kolorektalnim
karcinomem oproti kontrole [119]. Tkan tlustého stfeva ziskana od pacientu
s rakovinou vykazuje vy3S§i miru O-acetyltransferasové aktivity. Zatim neni znamo, zda
AcCoA-dependentni DNA vazba N-OH heterocyklickych aromatickych aminu v tlustém
sttevé u lidi je katalyzovana pfednostné polymorfni nebo monomorfni
acetyltransferasou. Pfesto tyto genotoxiny mohou byt povazovany za potencialni lidské

kolorektalni karcinogeny [2].
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3.

CiL PRACE

a) Urcit cytotoxicitu flavonoidd rutinu a kvercetinu a potencialnich karcinogent
heterocyklickych aromatickych amin(i 1Q a MelQx na bunéc¢né linii LS174T a
HCT-8.

b) Zjistit zda flavonoidy rutin a kvercetin a heterocyklické aromatické aminy 1Q a
MelQx ovlivriuji aktivitu CYP1A.

c) Zjistit zda flavonoidy rutin a kvercetin a heterocyklické aromatické aminy 1Q a
MelQx maji shodné vlastnosti v bunééné linii HCT-8 jako v bunécné linii
LS174T.
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4. EXPERIMENTALNIi CAST
41. MATERIAL, PRISTROJE A ZARIZENi, POMUCKY, CHEMIKALIE

411 Material

Bunécna linie LS174T (lidské epitelové buriky adenokarcinomu tlustého streva) [122] -
European Collection of Cell Cultures (ECACC), Salisbury, UK, HCT-8 (lidské epitelové
buriky kolorektalniho adenokarcinomu) [123] - ECACC, Salisbury, UK

4.1.2. Pristroje a zafizeni

. laminarni box - BioAir AURA 2000 M.A.C.

o mikroskop - Nikon Eclipse TS 100

. CO; inkubator — HeraCell

. vodni lazefi — Memmert

o analytické vahy - Scaltec SBC 22

. ¢teCka absorbance mikrotitraénich desti¢ek - Biorad Microplate Reader 550
o tfepacCka - IKA MS2 Minishaker

. tfepacka mikrotitra&nich desti¢ek Thermomixer Comfort

. ultrazvukova lazen - Bandelin Sonorex

° zmrazovaci kontejner - NALGENE, Sigma C1562

. mrazici box (-80°C) - HeraFreeze

J digitalni pH-metr Jenway LTD 302

. multifunk&ni snimac (absorbance, fluorescence, luminiscence) mikrotitracnich

desticek Tekan Infinite M200, s programem Magellan

41.3. Pomucky

Sterilni  kultivaéni lahve, sterilni pipety, elektricky pipetovaci nastavec,
kadinky, automatické pipety, sterilni pipetovaci $pi¢ky, Bilrkerova komurka,
mikrozkumavky, sterilni mikrotitracni desti¢ky s plochym dnem pro bunécné kultury,

multikanalové pipety, rukavice, navazovaci kopistka, stojanky na mikrozkumavky
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41.4. Chemikalie

Sigma-Aldrich Praha, CR - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
kvercetin,  dimethylsulfoxid  (DMSO), N-2-
hydroxyethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonova
kyselina (HEPES), sterilni roztok neutraini
Cervené 3,3 mg/ml v DPBS + MgCl, + CaCl,, B-
naftoflavon (B-NF), phosphatovy (PBS) pufr,
trypsin-EDTA, rutin, dikumarol, korfiské sérum,
sodium pyruvat, (RPMI-1640) médium vyvinuté v
Roswell Park Memorial Institutu, 2,3,7,8-
tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD), fetalni teleci
sérum (FBS),

Lonza, Svycarsko - penicilin/streptomycin

Invitrogen Carlsbad, CA, USA - gentamicin sulfat

Penta a.s., CR - hydroxid sodny, kyselina octova,

Merck spol.s r.o., CR - ethanol 95%,

Fluka, CR - ethoxyresorufin (ER), methoxyresorufin (MR),

methylcholantren (MC)
Toronto Research Chemicals, CA - 1Q, MelQx

Bézné chemikalie Cistoty p.a.

4.2, METODIKA

4.21. Kultivace bunéénych linii

Bunky LS174T byly kultivovany v médiu DMEM [124] s obsahem fenolové
Cervené. Kultivaéni médium bylo obohaceno 5% inaktivovaného FBS [125] (inaktivace
séra se provadi tésné pred pfidavkem do média, pfi 57 °C po dobu 30 min) a 10 mM
HEPES [126]. Z divodu dlouhodobéjsi kultivace bylo do kultivaéniho média pfidano
antibiotikum gentamicin (560 mg/l média). Médium bylo sterilizovano bakterialni filtraci.

Burniky HCT-8 byly kultivovany s médiem RPMI-1640 s obsahem L-glutaminu
a hydrogenuhli¢itanu sodného. Kultivaéni médium bylo obohaceno o 5%
inaktivovaného FBS, 5% inaktivovaného koriského séra, 1% pyruvatu sodného a 0,5%

penicilin/streptomycinu. Médium bylo sterilizovano bakterialni filtraci.
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Pasazovani kazdé bunécné linie bylo provadéno podle riistu bunééné kultury,
pfi dosazeni alespofi 90% konfluence, obvykle 2x tydné. Médium bylo mé&néno kazdy
druhy den. Namnozené bunky, které nebyly vyuzity pro experimenty, byly zmrazeny
v kultivaénim médiu s 10% FBS a s 10% DMSO.

4.2.1.1. Pasazovani adherentnich bunék

Pasazovanim dochazi k nafedéni konfluentnich bunék tak, aby mély dostatek
mista pro dalSi déleni. K pozadovanému dilu (tj. fedéni) bunék v kultivaéni lahvi se

pfidava kultivaéni médium.

Postup:

Po uzavfeni byla kultivaéni lahev vyjmuta z inkubatoru a bylo slito médium.
Buriky byly dvakrat oplachnuty sterilnim pufrem PBS (pfi kultivaci v lahvich 75 cm? —
dvakrat cca 7 ml, pfi kultivaci v lahvich 25 cm? - dvakrat cca 3 ml). Timto byl odstranén
vapnik, coz je nezbytné pro spravnou funkci enzymu trypsin-EDTA (T-E) (&im lépe
sterilné pfidan T-E (0,25%, 37°C), davkovani opét zaviselo na velikosti lahve (lahev
75 cm? — 1 ml, lahev 25 cm? — 0,5 ml). Kultivadni lahev byla uzavfena a kyvanim bylo
docileno rovnomérného rozprostfeni T-E na dné lahve. Po pFeneseni lahve do
termostatu probihalo enzymatické uvolfiovani adherentnich bunék zhruba po dobu
5 minut. Mikroskopicky bylo mozné kontrolovat stav bunék. V okamziku, kdy méla
vétSina bunék kulovity tvar, resp. vytvarela suspenzi — byly buriky prudkym pohybem
setfepany do spodni ¢asti lahve.

V co nejkratsi dobé bylo sterilné pfidano médium pfedehiaté na 37°C (do
lahve 75 cm? - cca 4 ml, do lahve 25 cm? - cca 2 ml), &imZ bylo zastaveno plsobeni T-
E. Bunélna suspenze byla zhomogenizovana opakovanym nasatim a vypusténim
z pipety. Rychlé setfepani a pfidani média zpravidla zabranilo vzniku shlukd bunék —
v idedlnim pfipadé mohla byt ziskana jednobuné&na suspenze.

Cast buné&né suspenze byla ponechana v kultivaéni lahvi (pfi pasazi 1:14,
byla v lahvi ponechana 1/15 bunéfné suspenze), zbytek bylo mozné vyuzit pro
experimenty. K buikam v lahvi bylo pfidano kultivani médium, mnozZstvi média
zaviselo na velikosti lahve (pro kultivaci v 75 cm? lahvich byl vysledny objem cca 13 ml,
pro 25cm?® lahve 5 ml). Kyvanim byly bufiky rovnomérn& rozprostieny po dné

kultivacni lahve, lahev byla umisténa do CO, inkubatoru a byl povolen uzavér.
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4.2.1.2. Zmrazeni bunééné linie pro dlouhodobé uchovani v tekutém dusiku

Pfi zmrazovani se bunécna suspenze obohati o sérum FBS (10%) a DMSO
(10%) a podrobi se gradientovému zmrazovani (-1°C/min). Po zmrazeni je mozno

buriky dlouhodobé uchovavat v tekutém dusiku.

Postup:

Bunky v suspenzi ziskané pasazi byly nafedény tak, aby v 1,2 ml média byl
podet bunék odpovidajici cca 80-90% konfluenci na plose 25 cm?, tj. cca 3-5 mil/ml.
BunéCna suspenze se napipetuje po 1,2ml do pfipravenych a popsanych
zmrazovacich zkumavek o objemu 1,5 ml. Pfi zmrazovani bunék kultivovanych
v 75 cm? lahvi, bylo mozno pfi 80-90% konfluenci zamrazit cca 3 zkumavky.

Nasledné bylo pfidano 150 ul sterilniho FBS a nakonec 150 pl sterilniho
DMSO. Zmrazovaci zkumavka byla uzaviena a bunélna suspenze nékolikrat
promichana (DMSO je toxické, dikladnym promichanim se dosahne 10% roztoku
v celém objemu zkumavky — 150 pl/1,5 ml).

Ihned po pfidani FBS a DMSO byly zkumavky umistény do zmrazovaciho
kontejneru, ktery je naplnény isopropanolem. Kontejner byl co nejrychleji umistén do
mraziciho boxu (-80°C), kde probiha gradientové zmrazovani.

Nejdfive za 2 hodiny (obvykle druhy den) bylo moZzno zmrazené bunééné

suspenze ve zkumavkach prenést do tekutého dusiku pro dlouhodobé uchovani.

4.2.1.3. Rozmrazeni bunécné linie dlouhodobé uchované v tekutém dusiku

Do pfipravené kultivaéni lahve 25cm? bylo napipetovano sterilng 8 ml
kultivatniho média. Opakované bylo pipetou nabirano médium z kultivaéni lahve a
pfidavano opatrné do zkumavky, tim dochazelo k rychlému tani a sou¢asnému fedéni
bunék. Nasledné byla rozpusténa suspenze postupné pfenesena do kultivaéni lahve.
Bunécna suspenze byla v kultivaéni lahvi protfepanim zhomogenizovana a nasledné
umisténa do CO; inkubatoru.

Po adherenci bunék (min. za 6 hodin, resp. druhy den) bylo vyménéno

médium a nasledovala rutinni kultivace.
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4.2.2. Test cytotoxicity — Neutral Red uptake test

Tento test je zaloZen na schopnosti zdravych bunék hromadit ve svych
lysozomech vitalni barvivo neutralni Cerveh. PFi fyziologickém pH je toto barvivo
neutralni a pasivné prostupuje buné€nou membranou. Lysozomy udrzuji pH niZsi nez
okolni cytoplazma. Neutralni Cerven vstupujici do lysozomu ziskava naboj, a proto
neprostupuje zpét do cytoplazmy. Udrzovani protonového gradientu na membrané
lysozomu je energeticky naro¢né. Ztrata gradientu pH pfi posSkozeni burfiky nebo
buné&né smrti zpUsobi zvySeni propustnosti membrany a uvolnéni zadrzené neutralni

éervené.

4.2.2.1. Redéni bunééné suspenze na pozadovanou hustotu bunék

Pomoci Birkerovy komurky byla zjisténa koncentrace bunék v bunécné
suspenzi ziskané pasazovanim a nasledné byla suspenze nafedéna kultivacnim
médiem na pozadovanou koncentraci.

Do kazdé poloviny komarky byla napipetovana nafedéna suspenze ze
samostatného odbéru. Pod mikroskopem byly spoclteny buriky leZici uvniti deseti
Ctvercl komurky v€etné téch bunék, které se dotykaly horniho a levého rozhrani

jednotlivych &tverch. Buriky na dolnim a pravém rozhrani se nepocitaly — viz obr 3.
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Obr. 3: Ctverec Blirkerovy komirky o délce strany 1 mm. Pogitaji se burky uvnitf
Ctverce a na hornim a levém mezihrani (O), nepoditaji se bufiky na dolnim a pravém

mezihrani ()
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Koncentrace bunék byla vypoétena dle vzorce: C = X.10°
(C - poCet bunék v 1 ml suspenze, X - primérny pocet bunék v 1 &tverci (j. v 0,1 1),

10* - prepoget na 1 ml)

4.2.2.2. Pracovni postup

Po pasazovani a narfedéni suspenze LS174T bunék na hustotu 100 tisic
bunék na 1 ml kultivaCniho média byla pfipravena 96 jamkova mikrotitraCni desticka.
Do vsech obvodovych jamek bylo napipetovano 100 pyl PBS. A do vSech vnitfnich
jamek (do Sesti Fadku a deseti sloupcll) 100 ul buné¢né suspenze. Poté nasledovala
24 hodinova inkubace v termostatu. Dale bylo pfidano 100 pl expoziéniho média
s testovanou latkou a negativni kontrolou a nasledovala 48 hodinova expozice
v termostatu [127]. Ze vSech 60 vnitinich jamek se odsalo 100 pl média a pfidalo se
100 pl roztoku neutralni Cervené v médiu (80 pg/ml) do vysledné koncentrace
40 pg/ml. Takto pfipravené desticky byly inkubovany 3 hodiny v termostatu. Poté byly
bunky fixovany a lyzovany. Po odséati média se pfidalo 100 pl fixaéniho roztoku, ktery
se nechal pUsobit 15 minut pfi laboratorni teploté. Buriky byly dvakrat oplachnuty 50 pl
PBS a vystaveny plsobeni 200 pl lyzaéniho roztoku, tficet minut na deskové tfepacce.

Pro zhodnoceni byla méfena absorbance na Biorad Microplate Reader 550
pfi vinové délce 540 nm a na multifunkénim snimaci (absorbance, fluorescence,
luminiscence) mikrotitracnich destiCek Tekan Infinite M200, s programem Magellan.
Od ziskanych hodnot absorbance byla ode¢tena hodnota blanku (primérna hodnota

absorbance jamek s PBS). Vysledné hodnoty jsou vyjadfeny jako procenta kontroly.

4.2.2.3. Priprava expozi¢nich roztokd, roztoku neutralni ¢ervené, fixaéniho a

lyza€niho roztoku

Rutin - molekulovd hmotnost Mr = 610,52 rozpustny v DMSO [128] jako 0,2 M zasobni
roztok.
Kvercetin - molekulovd hmotnost Mr = 338,26 rozpustny v DMSO jako 0,2 M zasobni
roztok.
IQ - molekulova hmotnost Mr = 198,22 rozpustny v roztoku DMSO:ethanol (1:4) jako

0,1 M zasobni roztok.
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MelQx — molekulova hmotnost Mr = 213,23 rozpustny v roztoku DMSO:ethanol (1:4)
jako 0,1 M zasobni roztok.

Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny rizné koncentrace roztoku tak, aby po
odebrani 10 pl z nich a nafedéni na 1 ml médiem, bylo nakonec dosazeno v jamkach
vysledné expozicni koncentrace. (Z takto vzniklého 1 ml expozi¢niho roztoku v médiu
se dava 100 ul do jamky se 100 ul bunék v médiu).

Kontrola je 10 pl rozpoustédla nafedéného do 1 ml médiem a z toho pipetovano

na mikrotitracni desticky 100 ul ke 100 ul bunék v médiu.

Tab. 1: Pfiprava expozi¢nich roztok( rutinu a kvercetinu pro test cytotoxicity v bunééné
linii LS174T

koncentrace roztoku 0,002M | 0,01M | 0,02M | 0,04M | 0,1 M 0,16 M 0,2M

expoziéni koncentrace 10uM | 50 uyM | 100 pM | 200 yM | 500 uM | 800 uM | 1000 pM

Tab. 2: Pfiprava expozi¢nich roztoku 1Q a MelQx pro test cytotoxicity v bunécné linii
LS174T, a expozinich roztokd rutinu, kvercetinu, IQ a MelQx pro test cytotoxicity

v HCT-8 bunédéné linii

koncentrace roztoku 0,001 M| 0,002M | 0,004 M | 0,01 M | 0,02M | 0,04 M 0,1 M

expoziéni koncentrace 5uM 10 uM 20uM | 50 yM | 100 yuM | 200 uM | 500 uM

Na mikrotitraéni desticku se pipetovala vZdy jedna koncentrace do jednoho
sloupce, tudiz kazda koncentrace byla testovana v Sesti jamkach. Kontrola byla ve
tfech sloupcich, ve dvou krajnich a uprostfed. Kazda testovana latka méla svou

desticku.

Roztok neutralni ¢ervené o vychozi koncentraci 3,3 mg/ml - se nafedil médiem, aby

vznikl roztok neutralni ¢ervené 80 pg/ml.

Fixa¢ni roztok - 1g/100 ml CaCl, v 0,5% formaldehydu
Lyzacéni roztok — 1% CH3;COOH v 50% ethanolu

4.2.3. Méreni indukce a inhibice metodou EROD/MROD

7-ethoxyresorufin-O-dealkylacni (EROD) test vyuZiva méfitelnou fluorescenci

resorufinu, ktery vznikd z ER 7-ethoxyresorufin-O-dealkylaci katalyzovanou CYP1A1.
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7-methoxyresorufin-O-dealkylacni (MROD) test vyuziva také fluorescenci resorufinu,

vzniklého z MR 7-methoxyresorufin-O-dealkylaci katalyzovanou CYP1A2 [60].

Na mikrotitraCni desti¢ky bylo nasazeno 100 pl suspenze bunék jako pfi testu
cytotoxicity a inkubovano 24 hodin v termostatu, poté bylo pfidano 100 pl expozi¢niho
meédia s testovanou koncentraci (1, 5, 10, 50 pM) a s negativni kontrolou. Nasledovala
48 hodinova expozice v termostatu. Odsati média a oplach bunék 50 ul pfedehfatym
pufrem (0,1M, pH 7,4) na 37°C. Dale se pfidalo 100 pl inkubaéniho média na jamku.
Inkubaéni médium: 1 ml fosfatového pufru 0,1M, pH 7,4

5 pl roztoku ER/MR v DMSO (1 mM)
6 pl roztoku dikumarolu v DMSO (10 mM)

Takto byly buriky s inkubaénim médiem inkubovany 60 minut pfi 37°C v CO,
inkubatoru. Nakonec se pfidalo 25 ul 0,1 M NaOH do kazdé jamky, a buriky se nechaly
60 minut lyzovat pfi 37°C na tfepacce mikrotitraCnich destiCek Termomixer
Comfort [129].

Na mikrotitraéni desticku se pipetovala vZzdy jedna koncentrace do jednoho
sloupce, tudiZz kazda koncentrace byla testovana v Sesti jamkach. Kontrola byla
v prvnim sloupci. Kazda testovana latka méla svou desti¢ku. Na polovinu mikrotitracni
desti¢ky se pipetovalo inkuba¢ni médium s ER, na druhou polovinu MR (obr.4).

Méreni vzork( se provadélo na pfistroji Tecan programem Magellan metodou
Resorufin. Méfena byla spodni fluorescence. Od ziskanych hodnot fluorescence byla
odecCtena hodnota blanku (prdmérna hodnota fluorescence jamek s PBS). Vysledna

intenzita fluorescence byla pfepocitana na % intenzity kontroly.
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Obr. 4: Mikrotitraéni desti¢ka pro EROD/MROD test. Ojamka s PBS, — inkubacni
médium s ER, ' “inkubaéni médium s MR.” Kontrola, 1uM, 5 puM, 10 uM, 50 uM

testované latky
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5. VYSLEDKY

5.1. CYTOTOXICITA RUTINU, KVERCETINU, IQ A MEIQX PRO BUNECNOU
LINII LS174T

Cytotoxicita byla méfena testem Neutral Red uptake, ktery byl popsan
v kapitole 4.2.2.
Cytotoxicity byly testovany vzdy dvakrat u rutinu a kvercetinu se shodnymi

koncentracemi pro oba pokusy, u 1Q a MelQx bylo pfi druhém testu koncentraci méné.

Protoze se v3echny testované latky rozpoustély v DMSO, testovala se také
cytotoxicita DMSO testem Neutral Red uptake, aby se vyloucil jeho vliv na nasledujici
testy cytotoxicity hodnocenych latek. Test byl proveden v Sesti jamkach pro kazdou

koncentraci DMSO v médiu.

Tab. 3: Cytotoxicita DMSO pro LS174T bunéé&nou linii

DMSO [%] Zivotnost [%] £ SD
0,00 100,0 £ 9,5
0,05 110,4 + 10,8
0,10 112,1 £ 6,0
0,20 110,9 £ 8,6
0,50 98,7+225
1,00 103,7 £ 23,9
2,00 61,8152
3,00 63,8 £6,8
5,00 (-)9,2+0,4
10,00 (-)9,7+0,8

SD — smérodatna odchylka od aritmetického priiméru
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Obr. 5: Cytotoxicita DMSO - fotografie. Fotografie bunécné linie LS174T po 48

hodinové expozici 0%, 0,5%, 2%, 3% DMSO v jamce pfi stonasobném zvétSeni

mikroskopem

ivotnost [%]
(o)) (o]
o o
!

DMSO [%]

Obr. 6: Cytotoxicita DMSO pro LS174T bunécnou linii
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DMSO se v inkubaénich roztocich pouziva v koncentracich 0,5 % a nizSich,
takZe by nemél ovliviiovat nasledujici testy, protoZe je pro buriky LS174T cytotoxicky,

az v koncentracich nad 1% v inkubaéni smési.

5.1.1. Rutin

Tab. 4: Cytotoxicita rutinu pro LS174T bunéc¢nou linii — 1. test

rutin [uM] Zivotnost [%] = SD
0 100,0 + 10,8
10 105,7+2,5
50 78,6 £ 11,2
100 88,3+7,3
200 95,2+53
500 66,5 +4,9
800 76,2+9,3
1000 60,1 £6,7
120

80 LY I

o ~y b
£ 60 L
S
2 40
20
0 \ | | ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200

rutin [uM]

Obr. 7: Cytotoxicita rutinu pro LS174T buné&cnou linii — 1. test
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Tab. 5: Cytotoxicita rutinu pro LS174T bunéc¢nou linii — 2. test

rutin [uM] | Zivotnost [%] £ SD
0 100,0+7,6
10 1074 +3,7
50 89,1+4,8
100 96,5+4,3
200 94,2 +6,0
500 84,7+55
800 81,3+6,5
1000 78,3+5,8
120
100 4 \£/$ 5
g 80 ;7”””””””*§7~— 7”{
J:
2 60
°
2,40
20
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
rutin [uM]

Obr. 8: Cytotoxicita rutinu pro LS174T bunéc&nou linii — 2. test

Vysledky obou testd vySly obdobné. Rutin neni cytotoxicky do koncentrace

200 pM, ve vyS8ich koncentracich je mirné cytotoxicky.
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5.1.2. Kvercetin

Tab. 6: Cytotoxicita kvercetinu pro LS174T buné&nou linii — 1. test

kvercetin [uM] Zivotnost [%] = SD
0 100,0 £ 14,2
10 88,8+5,8
50 86,4 +8,5
100 77,8+6,7
200 45145
500 19142
800 6,1+1,2
1000 6,1+7,7
120 +
100
< 80 ] E E
'-g
g 60
o
2 40 $ <
20 N <
0 T T \‘I — T - 7f—0 1
0 200 400 600 800 1000 1200

kvercetin [uM]

Obr. 9: Cytotoxicita kvercetinu pro LS174T bunécnou linii — 1. test

Tab. 7: Cytotoxicita kvercetinu pro LS174T bunécnou linii — 2. test

kvercetin [uM] Zivotnost [%] £ SD

0 100,0 £7,8

10 98,7 +3,7

50 879+6,9
100 67,5+4,.2
200 49,7 +42
500 138+14
800 58%0,9
1000 6,7+0,7
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Obr. 10: Cytotoxicita kvercetinu pro LS174T bunécnou linii — 2. test

Obr. 11: Fotografie cytotoxicity kvercetinu pofizené mikroskopem pfi stonasobném

zvétSeni v jamkach desticky po 48 hod inkubaci s 0, 100, 200, 500 uM koncentracemi

kvercetinu v LS174T bunécéné linii
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Vysledky obou testll jsou obdobné. Kvercetin je cytotoxicky. Do koncentrace 50
MM preziva témér 90 % bunék LS174T, ale pfi koncentraci nad 200 uM nepfeziva uz
ani 50% bunék LS174T.

513. 1Q

Tab. 8: Cytotoxicita IQ pro LS174T buné&c€nou linii — 1. test

1Q [UM] Zivotnost [%] = SD
0 100,0 + 16,4
5 96,6 £7,3
10 98,0+ 3,0
20 98,4 +8,5
50 89,5+ 14,3
100 94,4 +9,9
200 92,1+6,2
500 88,6 +£8,4
140
120 +
_ 100 46T
5 80 T
o
(=
% 60
2
' 40
20
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0 100 200 300 400 500 600
1Q [uM]

Obr. 12: Cytotoxicita IQ pro LS174T buné&cnou linii — 1. test

Tab. 9: Cytotoxicita IQ pro LS174T buné&c€nou linii — 2. test
1Q [uM] 0 5 20 100 500
Zivotnost [%] + SD || 100,0+8,5 | 103,8 +5,1 | 958+9,4 | 999+5,2 | 88,2+8/4
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Obr. 13: Cytotoxicita IQ pro LS174T buné&cnou linii — 2. test

Vysledky vySly v obou testech shodné, IQ v pouzitych koncentracich neni

cytotoxicky. AZ pfi koncentraci 500 uM byl zaznamenan ubytek bunék na 90%.

5.1.4. MelQx

Tab. 10: Cytotoxicita MelQx pro LS174T bunéc€nou linii — 1. test

MelQx [uM] Zivotnost [%] £ SD
0 100,0 £ 13,5
5 103,8 £ 5,7
10 100,9+7,3
20 99,6 £ 3,9
50 92,2+ 11,1
100 95,7+5,5
200 90,9+5,0
500 80,0 £ 10,1
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Obr. 14: Cytotoxicita MelQx pro LS174T bunéénou linii — 1. test

Tab. 11: Cytotoxicita MelQx pro LS174T bunéc€nou linii — 2. test
MelQx [uM] 0 5 20 100 500
zivotnost [%] £ SD || 100,0+5,6 | 1028 +10,1 | 99,2+5,7 | 96,0+6,6 | 79,6 +7,3
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Obr. 15: Cytotoxicita MelQx pro LS174T bunéénou linii — 2. test
Vysledky obou testd vysly shodné. MelQx neni cytotoxicky pro bunécnou linii

LS174T pfi pouzitych koncentracich. Az pfi koncentraci 500 yM MelQx v inkubacni

smési prezilo jen 80 % bunék 48 hodinovou inkubaci.
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Uvedené vysledky vychazeji zhodnot absorbance zméfenych na
multifunkénim snimaci (absorbance, fluorescence, Iluminiscence) mikrotitracnich
destiCek Tekan Infinite M200, s programem Magellan. MikrotitraCni desti¢ky byly také
proméfeny &teCkou absorbance mikrotitraénich destiCek - Biorad Microplate Reader

550. Vysledky vysly shodné.

5.2. VLIV RUTINU, KVERCETINU, IQ A MEIQX NA AKTIVITU CYP1A
V BUNECNE LINII LS174T

Viiv rutinu a kvercetinu, IQ a MelQx na aktivitu CYP1A v bunédné linii
LS174T byl testovan metodou EROD/MROD popsanou v kapitole 4.2.3.

5.21. Rutin

Tab. 12: Vliv rutinu na aktivitu CYP1A1 v bunééné linii LS174T

rutin [uM] 0 1 5 10 50

aktivita CYP1A1 [%]+ SD | 100,0+1,2 | 1044 +0,6 | 1054 1,1 | 106,5+£2,5 | 106,9+2,0

120
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o
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aktivita CYP1A1 [%)]
B ()]
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N
o

o

0 10 20 30 40 50 60
rutin [uM]

Obr. 16: Vliv rutinu na aktivitu CYP1A1 v bunééné linii LS174T
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Tab. 13: Vliv rutinu na aktivitu CYP1A2 v bunééné linii LS174T

rutin [uM]

0

1

5

10

50

aktivita CYP1A2 [%] + SD

100,0 £ 2,1

102,6 £1,5

105,7 £2,0

104,415

104,1 £2,6

120

g

100 <

[0
o

aktivita CYP1A2 [%]
Eay D
o o

N
o

o

0 10 20 30 40 50
rutin [uM]

60

Obr. 17: Vliv rutinu na aktivitu CYP1A2 v bunééné linii LS174T

Podle uvedenych vysledkd se zda, ze rutin mirné zvySuje jak CYP1A1 tak

CYP1A2 aktivitu v bunécéné linii LS174T. Toto zvySeni je vSak pfili§ nizké, aby se dalo

mluvit o indukci.

5.2.2. Kvercetin

Tab. 14: Vliv kvercetinu na aktivitu CYP1A1 v bunééné linii LS174T

kvercetin [uM]

0

1

5

10

50

aktivita CYP1A1 [%] + SD

100,0 £ 1,0

105,1 £ 1,1

106,8 £ 1,7

108,1£1,2

109,8 £1,5
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Obr. 18: Vliv kvercetinu na aktivitu CYP1A1 v bunééné linii LS174T

Tab. 15: Vliv kvercetinu na aktivitu CYP1A2 v bunééné linii LS174T

kvercetin [uM] 0 1 5 10 50

aktivita CYP1A2 [%] + SD || 100,0 £0,9 | 103,2+0,6 | 1053+ 1,1 | 104,3+£2,0 | 1059+ 2,2

120

100 +*

[0
o
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o

aktivita CYP1A2 [%]
()]
o

N
o

o

0 10 20 30 40 50 60
kvercetin [uM]

Obr. 19: Vliv kvercetinu na aktivitu CYP1A2 v bunééné linii LS174T

Vysledky EROD i MROD testu ukazuji, Ze kvercetin mirné zvysuje aktivitu
CYP1A (do 10%) v bun&c€né linii LS174T.
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5.2.3.

Tab. 16: Vliv 1Q na aktivitu CYP1A1 v bunécné linii LS174T

1Q [uM] 0 1 5 10 50
aktivita CYP1A1 [%]+ SD || 100,0+1,5 | 1084 +15 | 109,5+£0,3 | 116,1+2,1 | 11551+ 3,0
140
120 e e —
= —
= 100
<
T 80
>
= 60
=
€ 40
©
20
O T T T T 1
0 10 20 30 50 60
1Q [pM]
Obr. 20: Vliv IQ na aktivitu CYP1A1 v bunécné linii LS174T
Tab. 17: Vliv IQ na aktivitu CYP1A2 v bunééné linii LS174T
1Q [uM] 0 1 5 10 50
aktivita CYP1A2 [%] £ SD || 100,0+£1,8 | 103,9+£0,7 | 103,2+1,7 | 106,5£0,9 | 1050+£0,5
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Obr. 21: Vliv 1Q na aktivitu CYP1A2 v bunéc¢né linii LS174T

Vysledky EROD testu ukazuji zvySené mnoZstvi resorufinu asi o 15% po
48 hod expozici bunék 10 a 50 uyM I1Q v inkubaéni smési v bunécné linii LS174T a
vysledky MROD testu ukazuji zvySené mnozstvi resorufinu o 5% pfi expozici bunék 10

a 50 uM 1Q v inkubaéni smési v bunééné linii LS174T.

5.2.4. MelQx

Tab. 18: Viiv MelQx na aktivitu CYP1A1 v buné&&né linii LS174T
MelQx [uM] 0 1 5 10 50
aktivita CYPTA1 £ SD | 100,0+1,9 | 102,9+1,3 | 103,1+0,8 | 1035+ 0,6 | 1039+ 0,8
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Obr. 22: Vliv MelQx na aktivitu CYP1A1 v bunéc¢né linii LS174T

Tab. 19: Viiv MelQx na aktivitu CYP1A2 v buné&&né linii LS174T
MelQx [uM] 0 1 5 10 50
aktivita CYP1A2 + SD | 100,020,8 | 101,9+1,1 | 1035+1,3 | 102,3%1,6 | 103,2£1,0
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Obr. 23: Vliv MelQx na aktivitu CYP1A2 v bunéc¢né linii LS174T

Z vysledkU je patrné, ze MelQx nema vliv na aktivitu CYP1A v buné&cné linii
LS174T.
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5.3. POROVNANI VLIVU RUTINU, KVERCETINU, IQ A MEIQX S VLIVEM B-NF
A TCDD NA AKTIVITU CYP1A V BUNECNE LINII LS174T

Protoze pfedchozi vysledky nejsou jednoznaéné, byly provedeny nasledujici
pokusy s pozitivni kontrolou B-NF a TCDD, jako znamymi induktory CYP1A. Pokusy
byly provedeny shodné s navodem v kapitole 4.2.3., jen koncentrace 10 pM testované
latky byla nahrazena bud 50 yM 3-NF [130] nebo 1nM TCDD [131].

Tab. 20: Vliv rutinu, kvercetinu, 1Q, MelQx, B-NF a TCDD na aktivitu CYP1A1
v bunécéné linii LS174T

EROD aktivita CYP1A1 [%] + SD
[uM] 0 1 5 50 50 pM R-NF
rutin || 100,0 £2,2 1056 +2,6 | 108,3+3,3 | 108,8 + 1,6 | 1571,0 % 189, 1
kvercetin || 100,0 2,0 | 108,0 £2,9 | 107,8 +1,9 | 113,3 £ 2,0 200,8 + 11,5
IQ 100,0 £1,7 | 117,2+3,2 | 1555+ 4,6 | 161,8 £9,0 197,9 £ 18,7
MelQx | 100,024 [1046+1,9|1064+1,8 | 111,4%1,1| 1227,1 = 112,1

Tab. 21: Vliv rutinu, kvercetinu, 1Q, MelQx, B-NF a TCDD na aktivitu CYP1A2
v bunécéné linii LS174T

MROD aktivita CYP1A2 [%] + SD
[UM] 0 1 5 50 50 uM R-NF
rutin | 100,0+1,4 | 1055+2,6 | 1059 +1,7 | 106,3+2,3 | 9194 + 139,2
kvercetin || 100,0+1,9 | 104,5+1,2 [ 106,4 + 1,8 | 106,9 + 1,9 1176 £5,4
IQ 100,0£1,6 | 107,4+1,8 | 112,7+4,3 | 1244 + 41 1237 £6,5
MelQx | 100,0+2,8 | 100,3+2,2 | 1035+1,7 | 103,9+2,6 | 685,3 63,2

Z téchto vysledkd vyplyva, zZe rutin, kvercetin a MelQx nemaiji zadny vliv na
aktivitu CYP1A ve srovnani s prokazanym induktorem TCDD. Zajimavé jsou vysledky
vlivu 1Q, které se daji srovnavat s vlivem RB-NF, kdy vzniklo 1,6krat vy$8i mnozZstvi
resorufinu oproti kontrole vtestu EROD, vlivem R-NF mnozstvi resorufinu bylo
dvojnasobné. V testu MROD byl vliv IQ a B-NF zcela srovnatelny, mnozstvi resorufinu
bylo 1,2krat vy3Si oproti kontrole. 1Q i v pfedchozich pokusech (kapitola 5.2.3.), bez

pozitivni kontroly, zvySil aktivitu CYP1A, ale ne tak vyrazné.
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5.4. VLIV POCTU BUNEK NA JAMKU A URCENi VHODNE KONCENTRACE
INDUKTORU R-NF A MC U HCT-8 BUNECNE LINIE

Burniky HCT-8 bunéé&né linie byly nafedény podle navodu v kapitole 4.2.2.1 na
40, 60, a 100 tisic bunék na jamku v mikrotitraéni desti€ce a nechaly se narust
72 hodin [132]. Dale se podle kapitoly 4.2.3. provedl EROD a MROD test, ale expozice
trvala 24 hodin.

Testované latky byly na mikrotitracni desti¢ce kazda latka v jednom Fadku
v péti jamkach pro EROD test a v péti jamkach pro MROD test. Vysledky jsou uvadény
jako priiméry z péti hodnot. Kontrola (K) byla ve dvou fadcich, v prvnim a uprostfed.
VSechny vysledky jsou vztazeny k priméru z deseti hodnot kontroly. Chemicky slepy
vzorek (ch. sl.) je primérna hodnota z péti jamek, které obsahovaly 100 pl inkubaéniho
média pro test EROD a MROD aktivity (v obvodovych jamkach). Pro kazdy pocet

bunék na jamku (40, 60, 100 tisic) byla samostatna mikrotitracni desti¢ka.

Tab. 22: Vliv po¢tu bunék a ur€eni koncentrace induktoru v bunécéné linii HCT-8,
EROD test

EROD aktivita CYPTA1 [%] + SD
pocet bunék 40 000 60 000 100 000
ch. sl. 1016 £ 1,6 101,1 £ 3,0 98,7 +2,9
K 100,0 £ 2,8 100,0 £ 3,7 100,0 £ 1,9
5uMB-NF | 16547 £ 1359 | 3707,4  641,2 | 4273,3 £ 198,0
50pM B-NF | 3422 +21,0 5516 +215 | 6285 +283
5uM MC 7215+ 17,8 12359 £99,7 | 1163,7 £ 93,2
50uM MC 228,8 £ 10,0 332,8+7,6 313,12 6,1

63




mch.sl. oK @ 5uM _-NF m 50pM _-NF @ 5uM MC o 50uM MC‘

5000 -

4500
T 4000 I B
< 3500 Jf
E 3000
> 2500
s 2000
S 1500 R
£ 1000

500 {
O ==t “ | i s "—’ | s m—
40000 60000 100000
po_et bun_k na jamku

Obr. 24: Vliv po¢tu bunék a uréeni koncentrace induktoru v bunééné linii HCT-8,

EROD test

Tab. 23: Vliv po¢tu bunék a ur€eni koncentrace induktoru v bunécéné linii HCT-8,

MROD test
MROD aktivita CYP1A2 [%] = SD
pocet bunék 40 000 60 000 100 000
ch.sl. 102,9+1,2 101,3+2,8 99,2 £ 3,1
K 100,0 £ 3,1 100,0 £ 3,0 100,0 £ 2,8
5uM B-NF 922,5+175,5 1591,3 £ 94,8 | 2089,6 + 322,7
50uM B-NF 122,0 £ 4,2 1385+2,2 145,3 + 8,6
5uM MC 171,9+7,2 217,7 £ 23,4 221,8 £18,7
50uM MC 109,8 1,7 115,7 £ 2,1 111,9+1,6

64




mch.sl. 0K m5uM _-NF m 50pM _-NF @ 5uM MC o 50uM MC‘

3000 -

2500

2000 %

1500 =
1000 ﬁ
500

Oﬁv—u‘_\ﬁﬁv—ﬁ_‘ﬁﬁv—ﬂ

40000 60000 100000

po_et bun_k na jamku

aktivita CYP1A2 [%]

Obr. 25: Vliv poétu bunék a uréeni koncentrace induktoru v bunééné linii HCT-8,
MROD test

Z vysledkl vyplynulo, Ze indukce u 40 000 bunék na jamku byla nizSi a u
60 000 a 100 000 uz téemér stejna, tak se dal pouzivala koncentrace 60 000 bunék na
jamku. Oba induktory se nechaly pusobit na bufiky HCT-8 bunécné linie ve dvou
koncentracich 5 a 50 yM. Koncentrace 5 uM R-NF zpUsobila vy$Si indukci, tak se dal

pouzila jako pozitivni kontrola.

5.5. CYTOTOXICITA RUTINU, KVERCETINU, IQ A MEIQX PRO BUNECNOU
LINII HCT-8

Cytotoxicita byla méfena testem Neutral Red uptake, ktery byl popsan

v kapitole 4.2.2 pfi koncentraci 60 tisic bunék na jamku.
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5.5.1.

Rutin

Tab. 24: Cytotoxicita rutinu pro HCT-8 buné&c€nou linii

rutin [uM] Zivotnost [%] £ SD
100,0 £ 01
5 992+25
10 100,8 £4,5
20 100,1 £ 3,6
50 100,0 £4,1
100 96,7 +2,3
200 955+5,3
500 88,9+28
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Obr. 26: Cytotoxicita rutinu pro HCT-8 buné&nou linii

Rutin je v testovanych koncentracich netoxicky pro bunécnou linii HCT-8. Az

pfi koncentraci 500 uM ubylo 10% bunék.
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5.5.2. Kvercetin

Tab. 25: Cytotoxicita kvercetinu pro HCT-8 buné&nou linii

kvercetin [uM] | Zivotnost [%] £ SD
0 100,0 £ 0,1
5 103,8 £+4,8
10 101,8+1,9
20 97,3+7,0
50 98,8 +8,4
100 87,8 + 3,1
200 746 +16
500 36,0+1,0
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Obr. 27: Cytotoxicita kvercetinu pro HCT-8 buné&nou linii
Kvercetin je pro buniky HCT-8 cytotoxicky pfi koncentracich nad 50 uM. P¥i

koncentraci 100 uM ubylo 10% bunék, pfi koncentraci 200 uM ubylo 25% bunék a pfi

koncentraci 500 pM Zilo uz jen 36% bunék.
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5.53. 1Q

Tab. 26: Cytotoxicita 1Q pro HCT-8 buné&c€nou linii

1Q [uUM] Zivotnost [%] £ SD
0 100,0 + 0,1
5 100,8 + 6,8
10 1044 +4,2
20 100,0 £ 2,2
50 945+572
100 96,8 + 3,0
200 955+4,6
500 88,6 +4,3
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Obr. 28: Cytotoxicita IQ pro HCT-8 buné&cnou linii

IQ je pro HCT-8 buriky v pouzitych koncentracich netoxicky, jen pfi koncentraci
500 uM ubylo 10% bunék.
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5.5.4. MelQx

Tab. 27: Cytotoxicita MelQx pro HCT-8 buné&cnou linii

MelQx [uM] | Zivotnost [%] £ SD
0 100,0 £ 0,1
5 100,4 £4,9
10 99,8 + 3,2
20 97,5+34
50 90,2 + 3,2
100 90,9 + 3,2
200 90,3+ 3,7
500 879+21
120
100 #¥5-
g 80
4
2 60
o
>
=1 40
20
O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
MelQ [pM]

Obr. 29: Cytotoxicita MelQx pro HCT-8 bunéc&nou linii

MelQx neni pro bufky HCT-8 pfili§ cytotoxicky, pfi koncentracich 50 uM az
500 uM MelQx ubylo 10% bunék.
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5.6. POROVNANI VLIVU RUTINU, KVERCETINU, 1Q A MEIQX S VLIVEM RB-NF
NA AKTIVITU CYP1A V BUNECNE LINII HCT-8

Jako u bunécné linie LS174T byl testovan vliv rutinu, kvercetinu, IQ a MelQx
na aktivitu CYP1A. Pro srovnani byl pouZit jako pozitivni kontrola B-NF v koncentraci
5 uM, coz vyplynulo z vysledk(l z kapitoly 5.4.

Pokusy byly provedeny podle navodu v kapitole 4.2.3., ale na mikrotitracni
desticce méla kazda koncentrace svUj fadek, pét jamek s ER pro EROD test a pét
jamek s MR pro MROD test. Pro kazdou ztestovanych latek byla samostatna

mikrotitracni desti¢ka. Uvedené vysledky jsou priméry z péti jamek.

Tab. 28: Vliv rutinu, kvercetinu, 1Q, MelQx a -NF na aktivitu CYP1A1 v bunéc¢né linii
HCT-8

EROD aktivita CYP1A1 [%] £ SD

[uM] rutin kvercetin 1Q MelQx
0 100,0 £1,2 100,0 £ 3,4 100,0 £ 1,5 100,0 £1,9
1 98,6 +1,2 117,5+4,9 98,8 £3,5 98,4 £6,2
5 98,8 £2,0 97,6 £2,1 106,2 + 3,1 95,0+ 3,2
10 103,6 £ 6,8 99,1 £ 3,1 113,2+2,6 97,0+0,9
50 100,1 + 1,1 103,6 +2,8 111,3 £ 3,1 97,3+0,8

5 uM R-NF 2168,5 + 188,7 3249,5+713,4 4099,7 + 610,1 | 3736,8 + 573,6

Tab. 29: Vliv rutinu, kvercetinu, 1Q, MelQx a -NF na

aktivitu CYP1A2 v bunééné linii

HCT-8
MROD aktivita CYP1A2 [%] £ SD
[uM] rutin kvercetin 1Q MelQx
0 100,0 £2,3 100,0 £1,7 100,0 +1,3 100,0 + 1,4
1 99,5+2,9 110,8 £ 3,9 101,3+0,6 96,3 +1,2
5 102,1+2,4 97,4 +1,7 103,0+2,6 97,8+1,4
10 98,6 £ 1,1 98,2+1,5 106,6 £ 1,2 96,0 £2,0
50 103,3+£2,0 101,4 +4,9 105,4 +2,2 97,8+0,5
5 uM R-NF 1278,8 + 113,5 1244,2 + 201,9 1658,9 + 412,5 | 1605,0 + 160,5

Vysledky ukazuji, Ze Zadna z testovanych latek nema vliv na aktivitu CYP1A,
na rozdil od B-NF, ktery zvy8il mnozstvi vzniklého resorufinu v EROD testu asi 33x a
MROD testu asi 14x.
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6. DISKUSE

Ukolem této prace bylo zjistit vliv flavonoid na metabolismus xenobiotik.
S ohledem na velkou §ifi tématu bylo tfeba toto zadani trochu konkretizovat. Proto
jsme se zaméfili na nejbéznéji se vyskytujici flavonoidy rutin a kvercetin. Pfi bézné
doméaci pfipravé masa a ryb vznikaji potencialné karcinogenni heterocyklické
aromatické aminy (HAA) [2] a bylo by Zadouci, kdyby vhodnou kombinaci jidla
dochazelo ke zruSeni tohoto nebezpe&ného uclinku. Proto se jako zastupci HAA
testovaly 1Q a MelQx, které jsou jako potencidlni prokarcinogeny aktivovany CYP1A na
aktivni N-OH aminové metabolity [115, 116].

Jak uvadi Moon et al. flavonoidy indukuji nebo inhibuji enzymy 1. faze
biotransformace [60], ¢imZz by v pfipadé 1Q a MelQx mohly urychlovat nebo brzdit
aktivaci na N-OH aktivni metabolity. Enzymy 1. faze metabolické pfemény mohou
aktivovat prokarcinogeny na karcinogeny, a nebo vytvofenim polarnéjSich metabolitd
mohou urychlovat konjugacéni a tim detoxikacni reakce. U enzyma 1. faze
biotransformace je rozhodujici, jaky krok metabolické cesty indukce nebo inhibice
zasahne. Jako prevence rakoviny je povazovana i indukce detoxikacnich enzymu 2.
faze biotransformace [60].

Protoze se na tomto tématu na katedfe biochemickych véd farmaceutické
fakulty UK v Hradci Kralové zatim prakticky nepracovalo, bylo nutné se tomuto tématu
vénovat od zakladu. Jako testovaci model byla zvolena bunééna linie LS174T (lidské
epitelové bunky adenokarcinomu tlustého stfeva) [122]. Nejdfive bylo potfeba urcit
cytotoxicitu latek, aby se flavonoidy i HAA pouzivaly pfi testech na ovlivnéni aktivity
CYP1A v netoxickych koncentracich.

Uvedené flavonoidy a HAA nejsou rozpustné ve vodé. Pro rozpousténi a
pfipravu roztokl flavonoidd a 1Q a MelQx byl pouzit pro bunky toxicky DMSO. Proto
jsme testem cytotoxicity otestovali nejdfive DMSO, které koncentrace jsou pro burky
netoxické, aby nam rozpoustédlo neovlivnilo negativhé vysledky. Zjistili jsme, Ze
koncentrace DMSO do 1% (v/v) vinkubaéni smési nema vliv na bufky LS174T
bunécné linie. Pfi naSich testech bylo nejvyse 0,5% DMSO v inkubaéni smési.

Dale byla testovana cytotoxicita rutinu, kvercetinu, 1Q a MelQx v buné&éné linii
LS174T pomoci neutralni ¢ervené. U rutinu jsme zaznamenali ubytek Zivych bunék pfi
koncentracich 500 a 1000 yM rutinu v inkubacni smési, u kvercetinu uz pfi 50 yM
v inkubaéni smési pfezivalo asi 90% bunék a pfi koncentraci nad 200 uM jich uz
nepfezivalo ani 50%. 1Q je v pouzitych koncentracich netoxicky, az pfi 500 uM 1Q

v inkubaéni smési ubylo 10% bunék. MelQx je netoxicky pro bufiky LS174T az pfi
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koncentraci 500 uM MelQx v inkubacéni smési jich pfezivalo 80%. Proto se v dalSich
testech pouzivaly koncentrace flavonoidi a HAA do 50 yM v inkubacni smési. P¥Fi
téchto koncentracich jsou testované latky pro buriky LS174T netoxické. Pouze u
kvercetinu pfi koncentracich 50 yM v inkubaéni smési zacina ubyvat bunék (Zije 90 %
bunék). Podle Conquera et al. jsou plazmatické koncentrace kvercetinu pfi pfijmu 1g
kvercetinu denné (to je asi dvacetinasobek bézného vegetarianského pfijmu) asi 427
ng/ml, to je 1,26 uM [133]. Tudiz plazmaticka koncentrace 50 uM kvercetinu neni za
normalnich podminek dosazitelna.

HAA jsou potencialni prokarcinogeny, které musi byt aktivovany na
karcinogeny. Prvni aktivaéni krok zahrnuje N-oxidaci katalyzovanou hlavné jaternim
CYP1A2 [115, 116]. Metabolicka aktivace, ktera vede k poru$eni DNA, mize také
nastat pfimo v extrahepatalni tkani [2]. Byla popsana indukce CYP1A1 kvercetinem v
bunééné linii MCF-7. Vysledkem bylo na koncentraci a Case zavislé vzrlstajici
mnozstvi CYP1A1 mRNA. Aktivita CYP1A1 byla méfena 7-ethoxyresorufin-O-
dealkylaéni (EROD) zkouSkou. ZvySeni EROD aktivity nasledovalo po zvySeni
CYP1A1 mRNA [68]. Kvercetin sice zvySi mnozstvi CYP1A1 mRNA, naopak vsak
vyznamné inhibuje benzo(a)pyrenem naindukovanou CYP1A1 mRNA a proteinovou
expresi v lidskych HepG2 buikach [70]. Obach uvadi, Zze kvercetin z tfezalky inhibuje
CYP1A2 (fenacetin O-deethylasovou aktivitu s ICso = 7,5 uM) [69].

EROD a MROD testem se zjistoval vliv flavonoidd i 1Q a MelQx po
48 hodinové expozici na aktivitu CYP1A1 a CYP1A2 v bunéc¢né linii LS174T. Rutin
mirné zvySoval aktivitu CYP1A1 a CYP1A2, aviak do 5%, tudiz pfili§ nizka zména,
nez aby méla jakykoliv vyznam. Kvercetin mirné zvySoval aktivitu CYP1A1 do 10% a
CYP1A2 do 5% v bunécéné linii LS174T. Vysledky EROD testu ukazuji zvysSené
mnozstvi resorufinu asi o 15% po 48 hod expozici bunék 10 a 50 uM IQ v inkubaéni
smési a vysledky MROD testu ukazuji zvySené mnozstvi resorufinu o 5% pfi expozici
bunék 10 a 50 uM 1Q v inkubaéni smési. Z vysledkG EROD/MROD testu je patrné, ze
MelQx nema vliv na CYP1A v bunécné linii LS174T.

Podle literarnich odkazll se zdalo, ze flavonoidy budou mit vliv na aktivitu
CYP1A, ale na8e vysledky tento pfedpoklad nepotvrdily, ukazaly pouze mirné zvyseni
aktivity CYP1A. Proto byly provedeny testy EROD/MROD znovu s pozitivni kontrolou
znamymi induktory CYP1A B-NF a TCDD, pro porovnani indukce. Pouzitim klasickych
induktord CYP1A v buné&né linii LS174T jsme si ovéfili, ze CYP1A je v této linii
exprimovan a podléha indukci. TCDD (1 nM) zvySuje EROD aktivitu asi 14x, MROD
aktivitu asi 8x, druhy z pouzitych iduktort, B-NF (50 uM), zvySuje EROD aktivitu pouze
2x a MROD aktivitu jen 1,2x. Tabulky 20 a 21 ukazuji uz snaze reprodukovatelné

vysledky. Prakticky rutin, kvercetin a MelQx nemaji v porovnani se znamymi induktory
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zadny vliv na CYP1A. Zajimavé jsou vysledky 1Q, které v téchto testech vychazeji
témér srovnatelné s indukci 50 yM B-NF, dochazi k 1,6 nasobnému zvyseni EROD
aktivity vlivem 1Q, 2x se zvysSila aktivita EROD vlivem 3-NF a u MROD doSlo v obou
pfipadech k 1,2 nasobnému zvySeni aktivity. Pfedchozi testy bez pozitivni kontroly,

Nasledujici pokusy ukazaly, Ze je vhodné&jsi pouziti B-NF jako pozitivni
kontroly v koncentraci 5 pM, kdy je dosazeno mnohem vyraznéjSi zvySeni aktivity
CYP1A — EROD aktivita se zvysi az 37x, MROD aktivita az 16x. Indukce aktivity
CYP1A 5 pM B-NF uZ s indukénim vlivem testovanych latek srovnatelna neni.
Z dosazenych vysledku je zfejmé, ze klasické induktory CYP1A B-NF a TCDD maji na
aktivitu CYP1A v LS174T linii mnohem vys$8i indukéni vliv nez vSechny testované latky.

Bunécéné linie slouzi jako modelové systémy pro testovani riznych latek a
jejich vlivu na organismus. A protoZe zadny model neni dokonaly, chtéli jsme potvrdit
ziskané vysledky na jiné bunécné linii. ProtoZze pfedchozi pokusy naznacily, Ze
vysledky by mohly byt ovlivnény poctem bunék na jamku, byla hledana vhodna
koncentrace bunék HCT-8 bunécné linie (lidské epitelové bunky kolorektalniho
adenokarcinomu) [123] na jamku mikrotitracni desti¢ky. Koncentrace klasickych
induktorl CYP1A, B-NF a MC, byla testovana na mikrotitracnich desti¢kach s rdznym
poctem bunék. Z vysledku vyplynulo, Ze indukce u 40 000 bunék na jamku byla nizSi a
u 60 000 a 100 000 uz témér stejna, tak se dal pouzivala koncentrace 60 000 bunék
na jamku. Dva prokazané induktory R-NF a MC jsme nechali pusobit na bunky ve dvou
koncentracich 5 yM a 50 uM. Koncentrace 5 uM zpusobila vy$Si indukci, tak se dal
pouzila jako pozitivni kontrola koncentrace 5 uM R-NF.

Stejné jako na linii LS174T jsme i na HCT-8 bunécné linii provedli testy
cytotoxicity flavonoidl rutinu a kvercetinu a HAA 1Q a MelQx, které vySly obdobné jako
na LS174T bunécné linii. Rutin byl v testovanych koncentracich netoxicky, az pfi
koncentraci 500 uM ubylo 10% bunék. Kvercetin byl cytotoxicky pfi koncentracich nad
100 uM. P¥i koncentraci 100 pM ubylo 10% bunék, pfi koncentraci 200 uM ubylo 25%
bunék a pfi koncentraci 500 uM Zilo uz jen 36% bunék. Kvercetin je pro bunéénou linii
HCT-8 burky v pouzitych koncentracich netoxicky, jen pfi koncentraci 500 uM ubylo
10% bunék. Ani MelQx neni pro bufiky HCT-8 moc cytotoxicky, pfi koncentracich 50
MM az 500 uM MelQx v inkubacni smési ubylo 10% bunék.

Na bunécné linii HCT-8 jsme také provedli EROD a MROD testy pro zjisténi
vlivu testovanych latek na CYP1A souCasné s pozitivni kontrolou B-NF. Ta nam

usnadnila reprodukovat vysledky, které ukazaly, Ze Zzadna z testovanych latek nema
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vliv na CYP1A oproti B-NF, ktery zvySil mnozstvi resorufinu v EROD testu asi 33x a
v MROD testu asi 14x.

NaSe vysledky na buné&cné linii LS174T ani HCT-8 nepotvrdily literaturou
uvadénou indukci CYP1A1 kvercetinem, kterd v8ak byla zjist€na na bunécéné linii
MCF-7 [68]. Nepotvrdily ani inhibici CYP1A2 popsanou u kvercetinu z tfezalky na
enzymovych preparatech [69]. U bunécné linie HCT-8 se nepotvrdila indukce CYP1A
HAA 1Q, ktera byla namé&fena na bunécéné linii LS174T. Indukce CYP1A IQ v bunécné
linii LS174T je dost nizka (aktivita EROD se zvysila 1,6x, MROD 1,2x) a pfi prvnich
pokusech byla jesté nizsi, proto nelze pfedpokladat, Ze by bylo mozné testovat inhibici
této indukce rutinem nebo kvercetinem. Pokud by dochazelo kinhibici CYP1A
naindukovaného 1Q flavonoidy, potvrdil by se protektivni u€inek flavonoidd snizovanim
vzniku aktivnich karcinogenu z prokarcinogent. U obou testovanych linii vSak ani rutin
ani kvercetin nemél inhibiéni vliv na aktivitu CYP1A.

Protoze nelze vSechny testy provadét in vivo na lidech, pouzivaji se bunécné
linie. Bohuzel ne vSechny vysledky mohou byt pfimo pfevedeny na Clovéka, jak uvadi
Oscarson et al., ktefi provedli shodné pokusy in vivo a in vitro na bunécné linii LS174T
[92] a kapitola 2.4.3. Prestoze se indukce ani inhibice CYP1A na nami pouzitych
bunécnych liniich kvercetinem ani rutinem nepotvrdila, neni zatim vylou¢ena in vivo
indukce nebo inhibice témito flavonoidy.

Jako protektivni ucinek flavonoidd proti rakoviné je vSak povazovana také
indukce enzymu 2. faze biotransformace. HAA jsou po N-oxidaci konjugovany na
glukuronidy a dale transportovany [2]. Byla popsana indukce UGT1A1 kvercetinem
[79]. Ta by mohlo také ovlivnit vzajemné pulsobeni téchto latek v organismu. Pfestoze
nase vysledky nepotvrdily pfedpoklad vzajemného ovlivnéni flavonoidd a HAA na
urovni CYP1A ve zvolenych bunéénych liniich, je toto téma velmi Siroké, zajimaveé a

zda se perspektivni. Bylo by zajimavé v ném pokracovat.
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Flavonoidy rutin a kvercetin a heterocyklické aromatické aminy 1Q a MelQx
nejsou pro bunénou linii LS174T ani pro buné&cnou linii HCT-8 cytotoxické do
koncentrace 50 pM vinkubaéni smési. Kvercetin je ve vyS8ich koncentracich
nez v bunécéné linii HCT-8.

CYP1A, aktivacni enzym 1Q a MelQx, neni ovlivnén koncentracemi do 50 uM
rutinu, kvercetinu a MelQx v bunécéné linii LS174T ani HCT-8. 1Q zvySuje aktivitu
CYP1A1 1,6krat a CYP1A2 1,2krat v bunécné linii LS174T. K tomuto zvySeni aktivity
v bunééné linii HCT-8 nedoslo.

Pfestoze nedoSlo k ovlivnéni aktivity CYP1A pusobenim flavonoidi a
heterocyklickych aromatickych aminu ve zvolenych bunécnych liniich, neni vylou¢eno,
Ze se tyto latky mohou navzajem ovliviiovat pfi metabolickych pfeménach v organismu
na urovni CYP, dalSich enzymu 1. faze biotransformace nebo v 2. fazi metabolickych

premén.

75



8. ZKRATKY

ABP
AcCoA
AhR
R-NF
CYP
DMEM
DMSO
DPBS
ECACC
ER
EROD
FBS
GIT
GST
HAA
HEPES
Ch. sl.
1Cs0

1Q

K

LDL
MC
MelQx
MR
MROD
N-OH
PBS
RPMI-1640
SD
SULT1A1
TCDD
T-E
UGT
VSCHT

4-aminobiphenyl

acetyl coenzym A

aryl hydrocarbonovy receptor
R-naftoflavon

cytochrom P450

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dimethylsulfoxid

phosphatovy pufr pro bunééné kultury
European Collection of Cell Cultures
ethoxyresorufin
7-ethoxyresorufin-O-dealkylace
fetalni teleci sérum

gastrointestinaini trakt
glutathion-S-transferasa

heterocyklické aromatické aminy

N-2-hydroxyethylpiperazin-N*‘-2-ethansulfonova kyselina

chemicky slepy vzorek

koncentrace, ktera inhibuje sledovanou aktivitu na 50%

2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolin

kontrola

low density lipoproteins

methylcholantren
2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-flchinoxalin
methoxyresorufin
7-methoxyresorufin-O-dealkylace

N-hydroxy

fosfatovy pufr

médium vyvinuté v Roswell Park Memorial Institutu
smérodatna odchylka od aritmetického priméru
P-forma fenolsulfotransfersy
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
trypsin—-EDTA

UDP-glukuronosyl transferasa

vysoka 8kola chemicko-technologicka
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