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Abstrakt

Enzymy metabolizujici xenobiotika (XME) jsou dileZitou slozkou obrany
organismu pied toxickymi u¢inky cizorodych latek (xenobiotik). Jejich metabolickou aktivitou
jsou xenobiotika upravovana tak, aby mohla byt snaze vylouc¢ena z organismu. Pii tomto
Dietarni karcinogeny, jako polyaromatické uhlovodiky, hraji dualezitou roli pfi vzniku
kolorektalniho karcinomu. Spolu s nimi jsou ve stievé pritomny také latky s protektivnimi
ucinky, napiiklad mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které jsou produktem stfevni
mikroflory. Spoluptisobeni téchto latek miize vyrazné modulovat bunécnou odpovéd’,
pfedevsim expresi genli pro XME a s tim spojenou troven bioaktivace.

Tato prace se vénuje objasnéni ucinki ptisobeni butyratu a benzo[a]pyrenu na
expresi genti xenobiotika metabolizujicich enzymd v bunéénych modelech odvozenych
Z bunék epitelu kolonu. Pomoci metod analyzy genové exprese byla sledovana troveil indukce
palety vybranych XME po ovlivnéni studovanymi latkami v riznych bunécénych liniich.

Podafilo se vybrat n€kolik kandidatnich enzymt pro dalsi studium v této oblasti.



Abstract

Xenobiotic metabolizing enzymes (XME) are important part of defense of
organism against toxic effects of xenobiotics. With metabolic activity of these enzymes
xenobiotics are modified to be easily excluded from organism. During this process xenobiotics
may also be bioactivated and become more toxic. Dietary carcinogens, such as polyaromatic
hydrocarbons, play important role in development of colorectal carcinoma. Together with
dietary carcinogens substances with protective effects, such as short chain fatty acids, products
of intestinal microbiome, are also present in colon. Interactions of these substances may be of
significant effect to cellular answer, especially expression of genes for XME and the associated
levels of bioactivation.

This thesis sheds light on effects of interaction of butyrate and benzo[a]pyrene
on expression of XME genes in cell models derived from colon epithelial cells. Levels of
induction of XME palette were studied with gene expression analysis methods, after treatment
with studied substances in different cell lines. Based on this work several candidate enzymes

were chosen for further studies in this field.
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1 Uvod

Kolorektalni karcinom je rozsifené nadorové onemocnéni, pii jehoz vzniku mohou hrat
roli dietarni a environmentalni faktory. Slozky potravy, jako jsou naptiklad nékteré tuky a
vlaknina, maji prokazatelné pozitivni efekt na zdravi stievni epitelidlni tkdn¢. Pfredpoklada se,
ze mastné kyseliny s kratkym fetézcem (napf. butyrat) a ®-3 nenasycené mastné kyseliny maji
protektivni G¢inky proti zanétu a karcinogenezi v tlustém stievé. Mezi dietarni karcinogeny,
které mohou pfispivat ke vzniku a rozvoji kolorektalniho karcinomu fadime také polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU). Ackoliv jejich silny karcinogenni potencial byl pozorovan
v mnoha studiich na zvitatech, jejich uloha pfi vzniku kolorektalniho karcinomu u lidi neni
dosud pf#ilis jasna (Gilsing et al., 2012).

PAU patii mezi cizorodé latky - xenobiotika. Obecné jsou tak ozna¢ovany vSechny latky
pronikajici do téla z vné&j$iho prostfedi. Protoze jejich vliv na builky a organismus je casto
negativni, v buiikach se vyvinuly mechanismy umoznujici jejich uc¢innou detoxifikaci. Tyto
protektivni mechanismy jsou zajisStovany skupinou enzymd, které maji za kol katalyzovat
metabolismus xenobiotik.

Hlavnim cilem této prace bylo popsat dopad kombinovaného pusobeni butyratu a
modelového  karcinogenniho PAU, benzo[a]pyrenu (B[a]P) na expresi enzymu
metabolizujicich xenobiotika (XME) v buné¢nych modelech odvozenych z bunék stfevniho
epitelu. Tato prace je zaroven soucasti Sir§iho projektu, jehoz cilem je popis vlivu lipidovych

slozek potravy na metabolismus a toxicitu xenobiotik v epitelialnich burikach tlustého stieva.

2 Kolorektalni karcinom (CRC)

V soucasnosti se jednd o tieti nejéastéjsi nddorové onemocnéni v zdpadnim svété. Ceské
republice patii dokonce prvenstvi v incidenci této choroby (Kiss a Tomasek 2006 linkos.cz).
Podle Epidemiologie zhoubnych nadorii v CR je kazdoroéné evidovano zhruba 7000 novych
pfipadt (adaj za rok 2013), (DuSek et al. 2013). Onemocnéni se vyviji z benigniho
adenomového polypu, ze kterého se postupné vytvari pokroc¢ily adenom s vysokym stupném
dysplazie, ktery postupuje az do stadia invazivniho nadoru (Markowitz a Bertagnolli 2009;
Shimada a Fujii-Kuriyama 2004). Invazivni stadia, ktera ziistavaji ohrani¢ena ve stén¢ kolonu
(stddium I a II podle TNM klasifikace kolorektdlniho karcinomu) je mozno odstranit

chirurgicky, ale pokud se neléci, rozsiti se do regiondlnich lymfatickych uzlin (stadium III) a
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nasledné metastdzuji do odliSnych tkani (stddium IV). Choroba ve stadiu IV je jiz obvykle
nevylécitelna.

Nadory tlustého stteva vznikaji z Kolonovych epitelialnich bunék pokryvajicich vnitini
povrch stieva, které se obnovuji kazdych pét dni z populace kmenovych bunék stievnich krypt
(Markowitz et al., 2002). Samotné nadory jsou koneénym vysledkem dlouhodobého
vicestupiiového procesu karcinogeneze, ktery trva nékolik let. Nejprve se zformuje tubularni
adenom ze stopkovité polypoidni struktury, ktery zacne rast do lumen tlustého stfeva. Postupem
casu se nhovotvary pretvareji a ziskavaji charakter vilozniho adenomu s neuspotfadanou
histologii a dysplazii, ale jako nador jsou klasifikovany az poté, co invazivni transformované

bunky prorostou spodni zakladni epitelialni membranou stteva (Markowitz et al., 2002).

Narust incidence kolorektalniho karcinomu v populacich, které migrovaly z oblasti
Snizkou incidenci do oblasti Svysokou incidenci, naznaCuje vyznamny podil
environmentalnich  faktora na vzniku a rozvoji tohoto onemocnéni. Vysledky
epidemiologickych studii ukazuji, ze riziko vzniku CRC se zvysuje spolu s pfijmem ¢ervené¢ho
masa, nizkym piijmem kyseliny listové a sedavym zivotnim stylem (Willett 2001). Ur¢ity vliv
na rozvoj tohoto onemocnéni maji také genetické faktory, asi 3 — 7 % vsSech ro¢né

zaznamenanych ptipadu tvoii hereditarni CRC (Markowitz et al., 2002).
2.1 Genetické faktory prispivajici ke vzniku CRC

2.1.1 Dédi¢né formy CRC

Diky studiu hereditarniho CRC jsme schopni 1épe pochopit genetické piiciny vzniku
tohoto onemocnéni (Kinzler a Vogelstein 1996). V piipadé CRC jde piedevsim 0 mutace genu
APC (adenomatic polyposis coli), které zptisobuji syndrom familiarni adenomatozni polypdzy
(FAP), pii kterém se vyvinou stovky az tisice kolonovych adenomti béhem tieti az ¢tvrté dekady
Zivota a pravdépodobnost vzniku karcinomu je témét 100% (Goss a Groden 2000; Kinzler a
Vogelstein 1996). APC je nadorovy supresor a nadory zpusobené FAP maji gen APC
inaktivovan nejcastéji deleci (Goss a Groden 2000; Kinzler a Vogelstein 1996). APC protein
funguje jako supresor Wnt signalizace. Tento protein je soucasti cytoplazmatického
destrukéniho komplexu, ktery fosforyluje B-katenin. Vysledkem tohoto procesu je pak
degradace B-kateninu a inhibice B-kateninem zprostfedkované transkripce (Goss a Groden
2000; Kinzler a Vogelstein 1996). Somaticka mutace v genu pro APC je ve vétsing piipadi také

prvnim krokem pfti vzniku sporadickych karcinomu kolonu.
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Dalsi formou dédicného onemocnéni pfispivajictho ke vzniku CRC je syndrom
nepolypozniho nadoru kolonu (HNPCC; z angl. hereditary non-polyposis colorectal cancer),
ktery je zptisoben mutacemi v genech kédujicich proteiny podilejici se na DNA mismatch repair
(MMR), zejména MLH1 a MSH2 (Kinzler a Vogelstein 1996; Markowitz 2000). Nositelé
autosomalné dominantnich mutaci maji 80% riziko vzniku nadorti kolonu v pribéhu celé¢ho
zivota. Ty jsou vtomto piipadé lokalizované piedev§im do vzestupného tracniku stfeva.
Inaktivace MMR ma za nasledek téméf tisicinasobné zvySeni spontannich genovych mutaci
(Eshleman et al., 1995). Tento ,,muta¢ni* fenotyp urychluje vyvoj karcinomu na mén¢ nez 36
mésict. Vytvareji se ,hot spot“ mutacni oblasti, zejména v homopolymernich repeticich
pritomnych v kodujicich oblastech nékterych nadorovych supresord. Piikladem muze byt tteba

mutaéni inaktivace receptoru TGF-B typu Il (Markowitz 2000).

2.1.2 Sporadické CRC

Prvotni model vzniku CRC navrhli Vogelstein a kolektiv (Vogelstein et al., 1988).
Hlavni postupné kroky vedouci ke vzniku nadoru ptedstavuji aktivace onkogent KRAS a BRAF
a ztrata funkce nadorovych supresoru (APC, DCC, MCC, TP53). Tato postupna akumulace
genetickych zmén koreluje s postupnymi zménami morfologie (Winder a Lenz 2010). Diky
ztraté stability genomu vznikaji v nadorové tkani castéji mutace nadorovych supresord a
onkogeni (Markowitz a Bertagnolli 2009). Genomicka nestabilita muze souviset s
chromosomalni nestabilitou, poruchami DNA repara¢nich mechanismi a aberantni DNA
metylaci CpG oblasti n€kterych promotori, ktera vede k epigenetickému uml€eni genti (napf.
nadorovych supresortt).

Piestoze se v pribéhu vzniku CRC vyskytuje mnoho molekularnich zmén, nékteré
signalni drahy jsou zjevné klicové a jejich deregulace se objevuji témét vzdy (Markowitz a
Bertagnolli 2009). Jde ptedevsim o mutace APC, dale mutaci genu pro protein p53 a inaktivaci
TGF-B signalizace. Dal$im Castym jevem je aktivace onkogeni KRAS a BRAF aktivujicich
MAPK signalizaci, ktera se vyskytuje v 37 %, respektive 13 % CRC (Davies et al., 2002; Siena
et al., 2009). Postupna akumulace genetickych a morfologickych zmén je zndzornéna na
Obrazku ¢. 1.
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Geny Msi APC, cn KRAS, PIK3CA, TP53, SMAD4, ?

{MMR mutace) p-Catenin (e.z.CDC4) BRAF PTEN BAX TGFBR2
{MLH1 metylace}
Vyvoj Normalni Maly Velky Nador Metastaze
epitel adenom adenom T
Epithelium i ! \ |
Lamina e N
propria ) - - - ) -
: - C— L — — N — |
Muscularis v
mucosa
Submucosa

Ristové
faktory

Obrazek ¢ 1: Schéma genit vivoje CRC. Upraveno podle: (Markowitz a Bertagnolli
2009).

Ptiblizné¢ 90 % vSech ptipadi CRC piedstavuji sporadické nddory bez predesiého
vyskytu v rodin¢ (Diggs et al., 2011). Epidemiologické studie ukazuji, Ze environmentalni
faktory, zejména strava, hraji vyznamnou roli v nachylnosti k CRC (Cross a Sinha 2004;
Martinez 2005). Odhaduje se, ze stravovaci navyky pfispivaji az k 80 % ptipadit CRC (Willett
1995), a proto je velmi dilezité pochopit vliv dietarnich karcinogent i jejich metabolismus ve

sttevnim epitelu.
3 Xenobiotika

Cizorod¢ latky ptirodniho ptivodu jsou, stejné jako jejich antropogenni protéjsky,
biologicky aktivni latky schopné modulovat fyziologické procesy v organismu. Nejvétsim
zdrojem expozice témto latkdm je strava. Mnoho chemikalii obsaZenych ve stravé ma
nepiiznivé uéinky na lidsky organismus. Zdrojem vétsiny z nich jsou rostliny a houby. Rada
potencidlné nebezpecnych latek se do potravy dostava druhotné: uvoliiuje se napft. z plastovych
obalu (ftalaty), kontaminuje potraviny pii nespravném skladovani (mykotoxiny plisni) nebo
vznika pfi jejich tepelné tprave (loannides 2002). Latky vznikajici béhem tepelné tpravy jidla

jsou ucinnymi karcinogeny a patii mezi n¢ zejména heterocyklické aminy a PAU.
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Uvadi se, ze primérny obyvatel Severni Ameriky ptijme denn¢ 5000 — 10000 rGznych
chemikalii a produktl jejich rozpadu (Ames et al., 1990). Ne vsechny télo dokaze ngjak
smyslupIn¢ vyuzit, at’ uz kK vytvofeni energie, rastu novych tkani nebo jako chemické posly.
Z tohoto diivodu se pro tyto latky vzilo souhrnné oznaceni xenobiotika (z feckého: xeno — cizi,
bios — Zivot), tedy ,,zivotu cizi®. T¢€lo tyto latky rozeznava jako potencialné Skodlivé a snazi se
je ihned odstranit. Vétsina z nich ma lipofilni charakter, ktery jim umozinuje prochazet skrz
bunééné membrany a snaze se dostat do krevniho ob¢hu (loannides 2002). Mechanismy na
eliminaci xenobiotik, které si organismy vyvinuly, jsou zalozeny na enzymech schopnych
metabolicky pfeménit tyto lipofilni latky na hydrofilni slouceniny (loannides 2002), které je

snazsi vyloucit z bunék i organismu (v moc¢i nebo stolici).

3.1 Heterocyklické aromatické aminy (HAA)

Prvni zminka o karcinogenech z tepelné upraveného masa, pochazi ze studie Widmarka
(1939), ktery zkoumal ucinek extraktli peCeného konského masa na mysich a zaznamenal, ze
zpusobuji vznik nadortt mlééné zlazy. Mezi slouceniny, pravdépodobné zodpovédné za tento
efekt, patii heterocyklické aromatické aminy (HAA). Ty byly poprvé objeveny ve vafenych
pokrmech profesorem Sugimurou a jeho spolupracovniky v roce 1977 (Sugimura et al., 1977).
HAA patii mezi mutagenni slouceniny vznikajici béhem tepelné tipravy masa, které nejsou
detekovatelné v nezahtivanych produktech (Skog et al., 1998). Vznik riznych HAA je zavisly
hlavné na teplot¢ a podminkach pii zahtivani (Murkovic 2004; Sugimura et al., 2004).
Chemické struktury, které vznikaji pti teplotach mezi 100 - 300 °C se nazyvaji termické HAA
typu IQ (imidazochinolin nebo imidazochinoxalin) ¢i aminoimidazoazaareny (Jégerstad et al.,
1998). Nad 300 °C dochazi k pyrolyze proteinti a takto vzniklé HAA se oznacuji jako
pyrolytické nebo typu non-1Q (Jagerstad et al., 1998).

Termické HAA se objevuji témét ve vSech potravinach zivocéisného pivodu, protoze
hlavnim prekurzorem jejich vzniku je kreatin, ktery je v nich obsazeny (Jégerstad et al., 1998).
2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridin (PhIP) byl vsak nalezen nejen v mase, ale i
uzeném syru, vin¢ a pivu (Manabe et al., 1993; Naccari et al., 2009). V tomto ptipad¢ je jeho
puvod pravdépodobné environmentalni, jelikoz PhIP vznika béhem procesu hoteni.

Vétsina HA A neni ve své prirozené podobé mutagenni a vyzaduji nejprve metabolickou
aktivaci (Frandsen et al., 1991; Hellmold et al., 1998). Hlavni aktivac¢ni draha zahrnuje N-
hydroxylaci pomoci enzymu faze I nasledovanou esterifikaci enzymy faze Il (Cheng et al.,
2006). Pro nékter¢ HAA muze byt modifikace ve fazi II klicova a mnohonasobn¢ zesilovat

jejich toxicitu, jak ukazuji vysledky studii S pouzitim enzymu faze I (Davis et al., 1993; Chou
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et al., 1995; Sadrieh et al., 1996). Metabolity HAA mohou vytvaret DNA adukty, jejichz role
Vv procesu karcinogeneze byla prokazana v in vitro (Malfatti et al., 1995; Wakabayashi et al.,
1992) i in vivo studiich (Director et al., 1996; Suzuki et al., 1996; Tang et al., 2013; Totsuka et
al., 1996). Dlouhodobé podavani HAA (v krmivu se zvySenym obsahem 1Q, MelQ a MelQx)
vede ke vzniku nadort u mysi, zejména v jatrech a stfevech (Ohgaki et al., 1987). Na zaklad¢
této a dalsich studii byl IQ vroce 1993 klasifikovan Mezinarodni agenturou pro vyzkum
rakoviny (IARC) jako mozny karcinogen (tfidy 2A) a 8 dalSich HAA jako pravdépodobné
karcinogeny (tfida 2B), (Gibis 2016). Jejich genotoxicita a mutagenita byla potvrzena i
Amesovym testem (Sugimura et al., 2004). HAA lze tedy fadit mezi velmi siln¢ mutagenni

slouceniny.

3.2 Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU)

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou Siroce rozsifené environmentalni
polutanty. Vétsina PAU je antropogenniho pivodu a jejich zdrojem je hlavné spalovani
fosilnich paliv motory, koksovny, ropné rafinerie, tepelné elektrarny, spalovny odpadu a dalsi
prumyslova c¢innost (Christensen a Bzdusek 2005; Moon et al., 2006). Jakozto slozky
tabakového kouie a vyfukovych plyni jsou velice pravdépodobné odpovédné za vznik
karcinomu plic (Burczynski et al., 1999; Palackal et al., 2002).

PAU charakterizuje pfitomnost dvou nebo vice spojenych aromatickych kruhli
v riznych konfiguracich. Na zaklad¢ jejich uspotadani byvaji nékdy ¢lenény na PAU bez tzv.
,bay region‘ (napf. naftalen), s ,,bay region* (napt. B[a]P) as ,,fjord region* (benzo[g]chrysen),
(Obrazek ¢. 2). PAU lze dale rozdélit do skupin podle poétu aromatickych kruhti (Zhang et al.,
2012). Dva aromatické kruhy tvofi naftalen, tfi kruhy fenanthren, ¢tyfi kruhy tvofi chrysen a 5-
metyl-chrysen, pét kruhti tvofi benzo[a]pyren (B[a]P) a benzo[g]pyren atd.. Modelovym PAU
se stal B[a]P, ktery je jiz fadu let Siroce vyuzivan ke studiu mutagennich a karcinogennich
u¢inkt PAU (Conney 1982).

Potrava ptedstavuje jeden z hlavnich zdroji PAU. Existuji dva hlavni zptisoby, kterymi
se PAU do potravy dostavaji. Jsou to environmentalni a syntetickd cesta. V piipadé
environmentalni cesty je syrova potrava (naptiklad ovoce a zelenina) kontaminovana PAU
pfitomnymi pfimo ve vzduchu a padé (Bansal a Kim 2015). Koncentrace mohou byt vyznamné
Vv blizkosti prumyslové zony, nebo v oblastech s hustou automobilovou dopravou (Kwon a Choi
2014; Suman et al., 2016). Napiiklad v oblasti s rusnou dopravou mohou koncentrace PAU
v pud¢ (v hloubce 5 — 15 ¢cm) primérné dosahovat az 3 mg/kg (Bishnoi et al., 2006). Podobn¢
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také voda muze obsahovat PAU. Do lidského organismu se pak dostavaji konzumaci

kontaminované vody a potravy (Nwaichi a Ntorgbo 2016).

Maftalen Fenanthren Chrysen 3-methylchrysen
(Bay-region) {Bay-region) (Methylovany bay-region)
Benzofa]anthracen 7-methylbenzo[a]anhracen 12-methylbenzo[alanthracen 7,12-dimethylbenzo[a]anthracen
(Bay-region) (Bay-region) {Methylovany bay-region) {Methylovany bay-region)
c o e
Benzo[c]fenanthren Benzo[a]pyren Benzo[g]chrysen
(Fjord-region) [Bay-region) (Fjord-region)

Obrdzek & 2: Chemickd struktura PAU. Sipka ukazuje pozici Bay nebo Fjord region.
Upraveno podle: (Zhang et al., 2012).

Kontaminace syntetickou cestou spociva v nespravné tepelné tpravé pokrmi a
primyslovych metodach zpracovani (Bansal a Kim 2015). Nejvice PAU vznika pfi grilovani
masa, ryb a tuénych jidel (Jagerstad a Skog 2005). Tento proces vzniku se nazyva pyrolyza.
Nov¢jsi studie také udava spojitost s materialem, ktery je pfi tepelné Gpravé spalovan (Rose et
al., 2015). PAU samy o sob¢ nejsou reaktivni a potiebuji byt nejprve metabolicky aktivovany

na elektrofilni vysoce reaktivni slouceniny, které maji Skodlivy efekt (Gelboin 1980).
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3.2.1 Benzo[a]pyren (B[a]P)

B[a]P, jak jiz bylo zminéno, je karcinogenni PAU, jehoz planarni molekula obsahuje
,bay region a je slozena z péti aromatickych kruhi. Mechanismus, kterym je B[a]P pfeménén
na toxické reaktivni metabolity, je zprostfedkovan detoxifikacnimi enzymy rodiny cytochromu
P450. Mezi mnoha riznymi metabolity vznikajicimi v buiikach ovlivnénych B[a]P je (+) anti-
benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epoxid (BPDE) ten, ktery nejefektivnéji vytvaii adukty s DNA
(Endo et al., 2008; Levin et al., 1986). Draha vedouci ke vzniku epoxidi B[a]P byla podrobné
prostudovana na potkanich mikrosomech a systémech obsahujicich izolované CYP enzymy a
mikrosomalni epoxid hydrolazu (Gelboin 1980; Shimada a Fujii-Kuriyama 2004). B[a]P je
oxidovan enzymy CYP1A1 a CYP1B1 na fenoly (jako 3-hydroxy- B[a]P a 9-hydroxy- B[a]P)
a epoxidy (napt. B[a]P-7,8-epoxid). Ten je dale metabolizovan epoxid hydrolazou na B[a]P-
7,8-dihydrodiol, ktery nasledné slouZzi jako substrat pro dalsi oxidaci pomoci cytochromu P450
(Endo et al., 2008). Vysledkem je vysoce toxicky BPDE.

OH [+]-B[a]P-7 B-didl OH
[+]a[-}-B[a]P-7,8-diol- DNA

epnxl id 9,10-ep oxid
w:n laza
P45 0

[ J-B[a]P-7,8-diol

| p
B[a]P-7,8-oxid

Obrazek ¢ 3. Metabolicka aktivace B[a] P pomoci CYP enzymii a epoxid hydrolasy. Upraveno
podle: (Shimada a Fujii-Kuriyama 2004).

Tato draha metabolické aktivace B[a]P hraje zasadni roli v jeho toxicité¢ a mutagenité
(Hankinson et al., 1991). Existuji ale i dalsi dvé metabolické drahy aktivace B[a]P. Kromé jiz
zminéné tzv. diol-epoxidové drahy mutize byt B[a]P aktivovan také tzv. drahou radikalového

kationu a 0-chinonovou drahou (Xue a Warshawsky 2005).

20



3.3 Enzymy metabolizujici xenobiotika

Richard Tecwyn Williams (1909-1979), jeden ze zakladatelti studia metabolismu 1é¢iv
a cizorodych latek, jako prvni pfedstavil mySlenku rozdéleni biotransformacnich reakci na dvé
urovné, které nazval reakce faze I a faze II (David Josephy et al., 2005). Podle jeho hypotézy
je mozné metabolismus vétSiny cizorodych latek rozdélit do téchto dvou fazi. Faze I zahrnuje
oxidac¢ni, redukcni a hydrolyzacni reakce a faze Il pak syntézy, prevazné konjugacni reakce.
Podle Williamse mohou byt v prvni fazi biologicky aktivni latky inaktivovany, nebo jejich
aktivita alesponn pozménéna, a biologicky neaktivni latky naopak aktivovany. Druha faze je ve
vétsiné piipadd inaktivaéni proces a vytvaii metabolity pfipravené K piimému vylouéeni
ledvinami (David Josephy et al., 2005).

Dnes uz vime, ze druha faze bioaktivace, tedy konjugacni reakce, mtize také zvySovat
toxicitu a reaktivitu fady xenobiotik (David Josephy et al., 2005). Pavodni Williamsovo
rozdéleni je tedy neplatné, nicméné terminologie a rozdéleni na fazi I a fazi I se pouziva
dodnes. Nutno také podotknout, Ze toto rozdéleni je pouze ramcové a n¢ktefi autofi jej povazuji
za zavadgjici a piiklanéji se spise ke klasifikaci enzymi ¢isté podle charakteru jejich aktivity
(David Josephy et al., 2005). Pro potieby této prace vsak bude zachovano toto jednoduché
¢lenéni.

V lidském té¢le je fada enzymatickych systémii adaptovanych k pretvareni xenobiotik na
polarni metabolity. Primarné jsou vysoké hladiny téchto enzymi ptitomné v jatrech a dalSich
tkanich s potencialné vysokou expozici xenobiotikim (Fujii-Kuriyama a Mimura 2005). Na
bunééné urovni jsou umistény na endoplazmatickém retikulu, mitochondriich nebo volné
v cytosolu (loannides 2002). Mezi tyto enzymy patii naptiklad monooxygenasy (cytochromy
P450, CYP), reduktasy (aldo-keto reduktasy, AKR), transferasy (N-acetyl transferasy, NAT,;
glutathion-S-transferasy) dehydrogenasy (NADPH dehydrogenasy) a dalsi. Pti klasifikaci
metabolismu xenobiotik vychazime z ptivodniho rozdéleni na fazi I a fazi II. Kromé téchto dvou
fazi je n¢kdy rozliSovana také faze III, béhem které probihd vylouc¢eni metaboliti pomoci
transportérovych proteini (napt. ABC transportéry). Ve vétSiné pifipadli metabolismus rusi
biologickou aktivitu xenobiotik tak, ze vytvaii metabolity neschopné dostat se k cilovému

receptoru nebo s nim interagovat (loannides 2002).

3.3.1 Cytochromy P450 (CYP)

Bezesporu nejvsestrannéj$im enzymatickym systémem zapojenym do metabolismu
xenobiotik jsou cytochromy P450 (CYP). CYP katalyzuji metabolismus Sirokého spektra

chemikalii vyrazné se liSicich ve velikosti i struktufe (loannides a Lewis 2004). Cytochrom
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P450 je proteinova nadrodina slozena z mnoha enzymu s riznou substratovou specifitou. Lze
ji roz€lenit do mnoha rodin, které jsou déle rozdéleny do podrodin, které mohou zahrnovat
jeden nebo vice enzymu (isoforem). Jsou piitomny témét ve vSech zivych organismech
(Guengerich 2003).

Je znamo vice nez 1300 isoforem CYPu a z toho diivodu byla v roce 1987 zavedena
jednotna klasifikace, ktera se uziva dodnes (Nebert a Gonzalez 1987). Dnes je k dispozici online
databaze ,,Cytochrome P450 Homepage*, ktera obsahuje informace o nomenklatuie a sekvenci
gent pro CYP, kterou vytvofil D. R. Nelson (Nelson 2009).

Klasifikace CYP do rodin je zalozena na primarni sekven¢ni homologii, nikoli na jejich
metabolické funkci. CYP enzymy nalezici do stejné rodiny maji alesponn 40% strukturni
homologii a enzymy stejné podrodiny sdili alespont 55 % strukturni homologie (loannides a
Lewis 2004). Systém lze nejlépe vysvétlit na konkrétnim ptikladu. CYP1A1 je oznaceni pro
isoformu enzymu cytochrom P450 nalezici do rodiny 1, podrodiny A s oznacenim 1. Rodiny
zodpovédné za metabolismus xenobiotik jsou CYP1 az CYP3 a castecné i CYP4. Zbylé rodiny
metabolizuji pfevazné endogenni substraty (loannides a Lewis 2004).

Lidské CYPy jsou kodovany 57 geny a jsou rozdéleny do 18 rodin a 44 podrodin. U
savell jsou vSechny CYP vazany na membrany. VétSina jich je lokalizovana na
endoplazmatickém retikulu, zbytek na membrané mitochondrii (Anandatheerthavarada et al.,
1999). Vsechny CYPy na endoplazmatickém retikulu pfijimaji elektron z jediného
flavoproteinu — cytochrom P450 reduktasy — enzymu, ktery zajistuje pienos elektronu
zNADPH na CYP. Mitochondridlni CYP wvyuzivaji elektronovy transportni fetézec
s adrenodoxinem a flavoproteinem adrenodoxin reduktasou (Anandatheerthavarada et al.,
1999; Guengerich 2003).

V kontextu metabolismu PAU ve tkani stievniho epitelu nas nejvice zajimaji isoformy
rodiny CYPI. Je to pfedev§im CYPIAL1 a 1B1, které jsou lokalizovany i mimo jaterni tkan
(extrahepatické) a jejich exprese je velmi ¢asto zvySena v nadorovych tkanich (Go et al., 2015;
Shimada et al., 1996). Transkripce CYP1 je regulovana prostiednictvim AhR (aryl hydrocarbon
receptor) (Nebert a Karp 2008). PAU a halogenované aromatické uhlovodiky (HAU), jako je
napt. 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD), jsou u¢inné AhR ligandy, které ho aktivuji.
Hladiny exprese CYP1Al a CYP1B1 mohou tedy mj. slouzit i jako biomarkery toxicity a
aktivace environmentalnich karcinogent (Go et al., 2015). Enzymy CYPL1 rodiny hraji klicovou

roli v produkci vysoce mutagenniho BPDE (Xue a Warshawsky 2005).
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3.3.2 Aldo-keto reduktasy (AKR)

Aldo-keto reduktasy (AKR) jsou nadrodina monomerickych oxidoreduktas zavislych na
NAD(P)H. Jsou lokalizovany v cytosolu bun¢k, maji ptiblizné¢ 320 aminokyselin v fetézci a
jejich molekularni hmotnost je zhruba 34-37 kDa (Jez et al., 1997). Nomenklatura AKR
enzymt se idi podobnymi pravidly jako v ptipadé¢ CYP, s tim rozdilem, Ze isoformy AKR jsou
rozdélovany do rodin na zakladé sekvence aminokyselin (Jez et al., 1997). Informace o
jednotlivych isoformach jsou rovnéz pristupné v on-line databazi (www.med.upenn.edu/akr/).

AKR katalyzuji redukci aldehydd a ketonli za vzniku primarnich a sekundarnich
alkoholli z Sirokého spektra endogennich substrat a xenobiotik (Hara et al., 1996; Jin a
Penning 2007) Radi se mezi enzymy biotransformace faze I. AKR jsou zapojeny do procesu
vzniku mnoha onemocnéni. Napiiklad AKRIB1 je spojovana s komplikacemi v ptipadé
diabetu, AKRIB10 se pravdépodobné ucastni patogeneze nadoru plic a hepatocelularniho
karcinomu (Fukumoto et al., 2005; Liu et al., 2012; Penning a Lerman 2008). AKR1 rodina
hraje zasadni roli v metabolizmu pohlavnich hormonti a miiZze proto byt zapojena do procesu
vzniku hormonalné zavislych malignit jako jsou karcinom prsu nebo prostaty (Penning a Byrns
2009). Pfedmétem zajmu této prace je vSak iloha AKR v metabolismu PAU.

AKR se podileji na metabolismu PAU a jsou klicovymi enzymy metabolické drahy, pii
niz vznikaji vysoce reaktivni ortho-chinony. Primarni metabolity vzniklé aktivitou CYP
enzymu, jako je B[a]P-7,8-trans-dihydrodiol, jsou oxidovany AKR a davaji vznik ketoliim,
které se spontanné preskupuji a vytvaieji katecholy (Burczynski et al., 1998; Palackal et al.,
2001; Palackal et al., 2002) B[a]P-7,8-katechol neni stabilni molekula a podstupuje autooxidaci
za vzniku B[a]P-7,8-dionu (chinon). PAU o-chinony maji elektrofilni charakter a velmi snadno
reaguji s endogennimi nukleofily. Mohou také reagovat pfimo s DNA a vytvaret stabilni adukty
(Balu et al., 2006; McCoull et al., 1999; Shou et al., 1993). DuileZitym mechanismem toxického
ucinku o-chinont je také produkce ROS (reaktivni formy kysliku, z angl. reactive oxygen
species). Ty jsou produkovany redoxnim cyklem, do kterého je zapojena molekula NADPH a
katecholy vzniklé zpétnou redukci o-chinonu. ROS zpisobuji poskozeni DNA, které¢ muze
vV kone¢ném dusledku zpusobit G-T transverzi napiiklad v genu KRAS nebo TP53 (Cheng et
al., 1992; Kasai et al., 1986). Podle n¢kterych studii s pouzitim in vitro p53 testu mutagenity
mohou byt PAU o0-chinony jesté vice mutagenni nez diol epoxidy (BPED)(Park et al., 2006;
Shen et al., 2006; Yu et al., 2002).
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3.3.3 Arylamin N-acetyltransferasy (NAT)

NAT jsou rodinou XME vyskytujici se ve tkanich eukaryotickych i prokaryotickych
organismd. Jejich aktivita spociva v katalyze pienosu acetylové skupiny z acetyl koenzymu A
na xenobioticky substrat, kterym mohou byt naptiklad arylaminy, arylhydroxylaminy,
arylhydraziny a dalsi (Egleton et al., 2014). Témito substraty mohou byt farmaceutika nebo
z environmentalniho hlediska vyznamné slouceniny jako 4-aminobifenyl, nebo HAA (Mitchell
a Warshawsky 2003).

V lidském genomu se vyskytuji dva geny pro NAT, jsou to NAT1 a NAT2. Oba produkty
téchto gend jsou enzymy biotransformacni faze II. NAT1 je pfitomny témér ve vSech tkanich
organismu a sehrava mimo jiné roli v udrzeni homeostazy riznych kofaktorti (Minchin 1995;
Wakefield et al., 2007). Naproti tomu NAT2 je exprimovana pievazné v jatrech a stievnich
bunkach.

Oba lidské geny NATL i NAT2 jsou polymorfni a vysledky studii naznacuji, ze rizné
polymorfizmy téchto gentt mohou ovliviiovat nachylnost ke vzniku nadori v riznych tkanich
vystavovanych pisobeni xenobiotik (Hein et al., 2000). Na zakladé polymorfizmu se lidska
populace déli na rychlé a pomalé acetylatory. Nékteré studie také prokazaly spojitost mezi
hladinami exprese NAT1 a estrogenového receptoru (ER) v karcinomu prsu (Biéche et al.,
2004). Tato korelace naznacuje, ze role NATI1 v karcinogenezi mize byt spojena také
s metabolismem endogennich latek, nejen xenobiotik. NAT1 byl zafazen mezi 10 gent
S nejvetsim narGstem exprese V ER pozitivnich nadorech (Adam et al., 2003; Tozlu et al.,
2006). NAT1 je tedy predmétem zajmu jako potencialni diagnosticky a prognosticky biomarker
pro ER+ nadory a podle nékterych nedavnych studii také novy terapeuticky cil v 1é¢bé téchto
nadori (Butcher a Minchin 2012).

V kontextu vzniku kolorektalniho karcinomu jsou NAT dileZité hlavné pii bioaktivaci
HAA. Prvnim krokem v metabolické aktivaci HAA je hydroxylace katalyzovana CYP enzymy
(Kato a Yamazoe 1987). Vysledné N-hydroxy derivaty jsou obecné velmi malo reaktivni
s DNA, ale mohou byt dale acetylovany na estery, které velmi snadno vytvaii DNA adukty
(Davis et al., 1993; Snyderwine et al., 1993). O-acetylace je katalyzovana pravé enzymy NAT.
Aktivita NAT1 v lidskych epitelialnich buiikach kolonu a mocového méchyte je dilezitym
faktorem pfi ur€ovani rizika vzniku karcinomu a metabolické aktivace arylamint in situ

(Badawi et al., 1995; Bell et al., 1995).

24



3.3.4 Glutathion S-transferasy (GST)

GST predstavuji velkou a riznorodou skupinu enzymua faze II, které detoxikuji
potencidlni mutageny, karcinogeny, cytotoxické reaktivni metabolity a elektrofilni slouc¢eniny
tim, ze katalyzuji jejich konjugaci s glutathionem (Khabaz 2012). Glutathion je endogenni
antioxidant pfitomny v savcich buiikach. Zde se vyskytuji prevazné dvé formy - redukovana
forma (GSH) a oxidovana forma glutathion disulfid (GSSG), (Noh et al., 2012). Hlavni
fyziologickou funkci glutathionu je vychytdvani volnych radikalu a toxinti, tedy obrana
bunéénych struktur pied oxidativnim stresem a toxickym poskozenim (Niu et al., 2012).
Konjugace GSH s elektrofily je jednou z hlavnich reakci faze II. GST katalyzuji zejména
nukleofilni aromatické substituce, Michaelovy adice a reakce otevirajici fetézec epoxidu,
pticemz vysledkem vsech je vznik GSH konjugatti (Sheehan et al., 2001).

GST jsou dimerni enzymy nachazejici se prevazné v cytosolu. Kromé role, kterou
zastavaji v detoxikacnich procesech, jsou téz aktivovany Sirokym spektrem liganda (Barycki a
Colman 1997). Pravdépodobné¢ jsou také zapojeny do mechanismu resistence
k chemoterapeutikim (McLellan a Wolf 1999; Tew 1994), insekticidim (Ranson et al., 1997)
a antibiotikim (Arca et al., 1990).

GST predstavuji komplexni a Siroce rozsitenou nadrodinu enzymii, ktera je rozdélena
do mnoha tid na zaklad¢ riiznych kritérii zahrnujicich nukleotidovou sekvenci, imunologické
a kinetické vlastnosti a strukturu (Sheehan et al., 2001). T#idy s oznacenim Alfa, Mi, Pi, Theta,
Kappa, Omega se vyskytuji u savcu a Beta, Sigma, Zeta jsou ptitomné u jinych organismd.

GST hraji dalezitou roli v detoxifikaci PAU oxidu a diol-epoxidi (BPDE) (Hayes et al.,
2005). Hladiny GST enzymt mohou byt ovlivnény indukci, nebo genetickymi polymorfismy.
Nekteré studie uvadi spojitost mezi GST polymorfizmy v genech GSTA, GSTM1, GSTP1 a
predispozicemi ke vzniku nadoru, jiné ji vyvraci (Bedford et al., 2012; Ntais et al., 2005; Vogl|
et al., 2004; Wang et al., 2003).

V gastrointestinalnim traktu je nejvice zastoupena isoforma GSTP1 jejiZ exprese klesa
od zaludku do tlustého stieva (Coles et al., 2002). Hladiny tohoto proteinu se zvysuji spolu se
stadii neoplastické transformace kolonu - nejnizsi hladina je v normalni tkani, nejvyssi ve
stadiu adenokarcinomu (Gaitanarou et al., 2008). Predpoklada se také, ze GSTP1 svou aktivitou
pusobi proti uc¢inku chemoterapie prostfednictvim inaktivace protinadorovych 1éka. Zvysena
exprese GSTP1 v nadorovych buiikach kolonu mize byt zodpovédna za rezistenci k 1ékiim jako

je 5-fluorouracil (Townsend a Tew 2003).
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3.3.5 UDP-Glukuronosyl transferasy (UGT)

Lidsk¢ UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) jsou mikrosomalni enzymy, které
prednostné katalyzuji reakci ozna¢ovanou jako glukuronidace. Tato reakce zahrnuje kovalentni
pfipojeni glukuronové kyseliny, odvozené z kofaktoru UDP-glukuronové kyseliny, k substratu
nesoucimu vhodnou funkéni skupinu (Rowland et al., 2013). Kromé konjugatu s glukuronidem
vznikd béhem reakce také uridin difosfat.

Jako substrat pro glukuronidaci mohou slouzit mnohé nukleofilni slou¢eniny. Mezi n¢
patii alifatické alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny, aromatické aminy, thioly a dalsi
(Rowland et al., 2013). Schopnost UGT metabolizovat takto Siroké spektrum bézné se
vyskytujicich funkénich skupin, fadi glukuronidaci mezi nejb&éznéjsi eliminacni reakce faze II
pro mnohé strukturné odlisné endogenni i exogenni slou¢eniny (Miners et al., 2002). Spolu
S CYP450 jsou UGT zodpovédné za odstranéni vice nez 90 % l1éCiv zavislych na jaterni
eliminaci (Rowland et al., 2013). Glukuronidace je zapojena v metabolismu klicovych
endogennich sloucenin véetné bilirubinu, mastnych kyselin, steroidnich hormoni, tyroidnich
hormonii a rozpustnych vitamint (Burchell et al., 1995; Miners et al., 2004; Tukey a Strassburg
2000).
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Obrazek ¢. 4: Reakcni schéma Glukuronidace. Upraveno podle: (Rowland et al., 2013).
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Na zaklad¢é sekvencni homologie jsou lidské UGT rozdeleny do 4 genovych rodin:
UGT1 na chromosomu 237, UGT2 na chromosomu 413, UGT3 na chromosomu 5p13.2 a
UGT8 na chromosomu 4q26 (Tukey a Strassburg 2000). Rtazné isoformy rodiny UGT1 vznikaji
alternativnim sestfihem jednoho genu (Rowland et al., 2013). V metabolismu xenobiotik jsou
nejucinnéjsi rodiny UGT1 a UGT2. V gastrointestindlnim traktu jsou nejvice exprimované
isoformy UGT1A1, 1A6, 1A10, 2B15 a 2B17 (Rowland et al., 2013). Na buné¢né trovni jsou
vSechny UGT transmembranové proteiny lokalizované pievazné¢ v membrané hladkého

endoplazmatického retikula.

3.3.6 NAD(P)H:chinon oxidoreduktasy (NQO)

NQO je skupina cytoplazmatickych enzymu s funkci dvouelektronové reduktasy, které
katalyzuji redukci chinonii na hydrochinony s vyuzitim NAD(P)H jako kofaktoru (Ross et al.,
2000). Vysledkem reakce jsou substraty pro konjuga¢ni reakce faze I1. Redukce na hydrochinon
probihd v jednom kroku, ¢imz preskakuje fdzi vzniku radikalnich semichinonovych
intermediatd, které jsou vysoce reaktivni (Jaiswal 2000). Byly identifikovany dvé isoformy,
NQO1 a NQO2. Chinon reduktazy byly objeveny v Sirokém spektru eukaryotickych organismi,
od kvasinek po savce (Deller et al., 2007).

NQOI je primarné cytosolicky enzym (> 90%) a existuje ve form¢ homodimeru
s jednou molekulou FAD na monomer (Ross et al., 2000). Katalyzuje redukci Sirokého spektra
substrati od chinond, chinon-imint, naftochinonti, dichlorofenolindolfenold az po azo a nitro
slouceniny (Lind et al., 1990).

Ne vSechny hydrochinony, vznikajici katalyzou NQOI1, jsou stabilni a v nékterych
ptipadech se vytvaii reaktivnéjsi produkty. Redoxné nestabilni hydrochinony mohou reagovat
s molekularnim kyslikem za vzniku reaktivnich druht kysliku a druhotné mohou také vznikat
reaktivni semichinony prostifednictvim komproporcionacnich reakci (Cadenas 1995).

NQOI predstavuje protein s vice riznymi protektivnimi ucinky, které presahuji ramec
jeho katalytickych funkci (Ross 2004). Bylo zjisténo, Ze ma schopnost piimo vychytavat
superoxid, a to jen s o néco mensi G¢innosti nez SOD (superoxid dismutasa) (Siegel et al.,
2004). Tato schopnost je dulezita zejména ve tkanich s nizkou expresi SOD. Dalsi protektivni
efekt, ktery stoji za zminku je relativné nedavno objevena schopnost stabilizace tumor
supresorovych proteint p53, p33 a p73a prostfednictvim regulace aktivity 20S proteasomu
(Asher et al., 2005; Asher et al., 2001).
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4 Mechanismy genotoxicity a karcinogenity PAU

4.1 Receptor pro aromatické uhlovodiky (AhR)

Prvnim krokem pisobeni PAU je ¢asto aktivace receptoru pro aromatické uhlovodiky
(AhR, z angl. aryl hydrocarbon receptor). AhR je transkripéni faktor nalezici do rodiny
proteinli, které spojuje pfitomnost téchto vazebnych domén: bazicka Sroubovice-otacka-
Sroubovice (basic helix-loop-helix) a PAS doména (Per/Arnt/Sim) (Hankinson 1995; Whitlock
Jr 1993). V rodiné téchto proteinti je AhR jediny sav¢i protein, ktery je aktivovan ligandy
(Beischlag et al., 2008). PAS doména byla identifikovana u proteind, které se podileji na
regulaci odpovédi organismu na rychlé zmény okolniho prostiedi (Gu et al., 2000). Stejnou
doménu obsahuje napiiklad HIF-1a (z angl. hypoxia inducible factor), coz je protein zajist'ujici
rychlou odpovéd na snizeny parcialni tlak kysliku (Kewley et al., 2004). PAS doména je vysoce
konzervovéna a evolu¢né velmi stara.

AhR byl plvodné objeven diky schopnosti indukovat enzymy podilejici se na
metabolismu B[a]P a dalsich PAU, které se také staly jeho prvnimi znamymi ligandy (Swanson
a Bradfield 1993). Dnes je znamo vice nez 400 exogennich AhR ligandi. Kromé PAU jsou to
naptiklad polyhalogenované dioxiny a dibenzofurany, nebo polychlorované bifenyly (PCB)
(Denison et al., 2002). Nejsilngjsim znamym toxickym ligandem je 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioxin (TCDD).

Je v§eobecné uznavano, Ze toxické t¢inky fady téchto environmentalnich polutantt jsou
pfimym disledkem aktivace AhR. Biochemické a genetické studie s pouZitim AhR aktivatort
pomohly pochopit dtlezité molekularni drahy, ve kterych je tento receptor zapojen a alespon
CasteCné tak objasnit toxické efekty téchto latek (Dietrich a Kaina 2010). Spole¢nou odpovédi
po navazani ligandu na AhR je indukce exprese gend. V cytosolu je receptor v komplexu
s dvéma Hsp90 proteiny a proteiny XAP2 a p23 (Carver a Bradfield 1997; Ma a Whitlock
1997). Po navazani ligandu je komplex translokovan do jadra, kde uvolnény AhR vytvaii
heterodimer s ARNT (AhR nuclear translocator). Tento heterodimer se pak vaze k dioxin-
responsivnim elementim (DRE), zndmym téZ jako xenobiotické responzivni elementy (XRE),
a spousti expresi cilovych gentit AhR (Dietrich a Kaina 2010). Spole¢nym znakem téchto
elementil je sekvence 5-TNGCGTG-3'. Typickymi cilovymi geny jsou geny kodujici XME
faze I a Il.

Aktivace AhR drahy tedy vede k detoxikaci a vylouceni PAU, ale zaroven mize vést
k jejich metabolické aktivaci (bioaktivaci). Skutecnost ze B[a]P neni karcinogenni u mysi

s vyfazenym genem pro AhR dokazuje, Ze ,,kanonicka“ AhR draha je nezbytna pro iniciaci
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nadorové transformace prostrednictvim PAU u zvifat a pravdépodobné také u lidi (Nakatsuru

et al., 2004; Shimizu et al., 2000).

Navazani ligandu

Translokace
do jadra

Cytoplazmaticky
komplex

AhR a ARNT
dimerizace
DRE navazani

biotransformace

Endoplazmatické
retikulum

Obrdazek ¢ 5. Schéma aktivace AhR pomoci B[a]P

AhR bez navazaného ligandu setrvava v cytoplazme v komplexu s proteiny HSP9O0,
XAP2. Po navazani ligandu (B[a]P) je AhR komplex translokovain do jadra, kde jsou HSP90 a
XAP2 nahrazeny proteinem ARNT a dochdzi k vytvoreni AhR-ARNT heterodimeru. Tento
heterodimer je schopny vazby na DRE. Oba proteiny komplexu jsou schopné vazat ko-
aktivatory, coz vede k transkripci sirokého spektra genii. Mezi cilové geny patii také CYPIAI,
ktery metabolizuje a bioaktivuje mnoho pro-karcinogenii. Upraveno podle: (Murray et al.,
2014)

4.2 Bioaktivace a genotoxicita PAU

Mechanismus bioaktivace PAU byl popsan v kapitole 2.1.1. Aktivitou CYP, AKR a
dalsich enzymt vznikaji z PAU elektrofilni slouceniny, které snadno reaguji s DNA, vytvareji
kovalentni DNA adukty a zptisobuji poruchy replikace a dvoufetézcové zlomy.

Pojem genotoxicita znamena potencial dané latky zptsobit poskozeni DNA. Vzhledem
ke spojitosti mezi poskozenim DNA a rozvojem nadorovych onemocnéni, byva casto

zaménovana s karcinogenitou. Karcinogenitou dané latky rozumime schopnost indukovat vznik
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nadord po dlouhodobé expozici. RozliSujeme dvé zékladni mechanisticky odlisné skupiny
karcinogeni (Bolt a Degen 2004). Jsou to genotoxické a ne-genotoxické karcinogeny.

V piipadé genotoxickych karcinogend je za riziko povazovano vystaveni se byt jen
malym davkam genotoxini, protoze i jedina mutace muze teoreticky dat vznik nadoru
(Ellinger-Ziegelbauer et al., 2009). Naproti tomu ne-genotoxické karcinogeny navozuji
karcinogenezi prostiednictvim mechanismi zaloZzenych napf. na ovlivnéni proliferace,
regenerativnich procest, inhibice apoptozy, vyvolani imunosuprese apod., které nejsou spojeny

s ptimym poSkozenim DNA (Williams 2001).
4.2.1 Tvorba DNA adukti

Hlavnim mechanismem genotoxického ucinku reaktivnich metabolith PAH, je
tvorba DNA adukti. Vysoce reaktivni produkt metabolické aktivace B[a]P - BPDE je
hydrolyzovan nebo konjugovan s GSH a nasledné vyloucen (Baird et al., 2005; Jiang et al.,
2005; Singh et al., 2004). Vsechny molekuly, které uniknou tomuto detoxikacnimu
mechanismu, mohou vstoupit do jadra a vytvaret adukty s purinovymi bazemi (Xue a
Warshawsky 2005). Jsou to piedevsim BPDE-N(2)-deoxyguanosin a v mensi mife BPDE-
N(2)-deoxyadenosin.

Jina draha aktivace PAU je zprostfedkovana AKR a na jejim konci stoji B[a]P-7,8-dion,
ktery ma rovnéz potencial vytvaiet DNA adukty (Balu et al., 2004; McCoull et al., 1999; Shou
et al., 1993). Kromé toho jesté v pfitomnosti bunéénych redukénich ekvivalentt produkuje
ROS, které také mohou zpisobit poskozeni DNA oxidativnim stresem (Park et al., 2005).

Existuje mnoZzstvi testl, které jsou Siroce vyuzivany k piimému studiu genotoxickych
efektd PAU. Patii sem naptiklad kometovy test (comet assay), ktery umoziuje visualizaci
jednotetézcovych ¢i dvoufetézcovych zloml, nebo v modifikované verzi 1 oxidativniho
poskozeni DNA (Collins 2004). Stabilnéjsi DNA adukty mohou byt kvantifikovany pomoci
32P_postlabelingu a chromatografickych metod, tenkovrstevné chromatografie nebo HPLC-

MS/MS (Tarantini et al., 2009).

4.2.2 Poruchy replikace a dvouretézcové zZlomy DNA

wewvr

poskozeni molekuly DNA (Helleday et al., 2007; Jackson 2002). Tyto zlomy se vyskytuji, kdyz
jsou dv€ komplementarni vlakna simultanné prerusena V tésné blizkosti, ¢imz dojde
k fyzickému odd¢€leni dvou fragment molekuly (Helleday et al., 2007). Pti¢inou DSB mohou
byt poruchy replikace DNA v mistech DNA aduktt, nebo oxidativni poSkozeni molekuly
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prostiednictvim ROS. DSB jsou opravovany homologni rekombinaci (HR), nebo
nehomolognim spojovanim konctt (NHEJ, z angl. non-homologous end joining) (Tung et al.,
2014). HR vyuziva k napravé sesterskou chromatidu homologniho chromosomu. Pokud
sekvence pouzita k opravé neni plné¢ homologni, mize to ptispét k dalsimu poskozeni DNA.
V piipadé NHEJ je DNA v mist¢ DSB upravovana, aby konce mohly byt spojeny (Tung et al.,
2014). Delece a inzerce gent jsou tak béhem NHEJ mnohem casté&jsi. Pii obou procesech oprav
dochazi k chybam, nespravné opravy DNA jsou tak potencidlnim mechanismem mutageneze.
Piitomnost DNA adukti nejen zvySuje riziko DSB, ale je také problémem bé&hem
replikace molekuly. Pouze pro urcity typ polymeraz z rodiny Y nepiedstavuji velké adukty
ptekazku v replikaénim procesu (Rechkoblit et al., 2002; Suzuki et al., 2002). Vétsina piesnych
DNA polymeraz nedokaze BPED-dGuo adukty ptekonat (Hruszkewycz et al., 1992; Xu et al.,
2007). Pokud tedy nejsou adukty opraveny nékterym z mechanismi, mohou pierusit postup
replikaéni vidlice. Nasledn¢ se uplatiiuji mechanismy translézni syntézy, nebo HR (Wu a
Hickson 2006). Oba tyto zachranné mechanismy svoji nepfesnosti generuji mutace a

chromosomalni aberace (Thompson a Schild 2001).

5 Produkty strevni bakterialni mikroflory

Lidské populace se zménou zivotniho stylu odklonila od tradi¢ni diety bohaté na
vlakninu smérem ke zpracované potravé, coz S sebou pfineslo vyrazny narust v incidenci
kolorektalniho karcinomu. Existuji dva hlavni teoretické modely, které vysvétluji protektivni
efekt vlakniny (Bultman 2014). Prvnim z nich je schopnost vlakniny vazat na sebe nestraveny
obsah stiev a tim snizovat dobu vystaveni stievniho epitelu potenciadlnim karcinogeniim. Druha
teorie bere v tivahu fakt, ze vlaknina je hlavnim substratem pro produkci mastnych kyselin
s kratkym fetézcem, které jsou vyuzivany kolonovymi epitelidlnimi buikami jako zdroj energie
(Bultman 2014). Tyto kyseliny maji vliv na proliferaci bun€k a je jim pficitana vétSina

protektivnich efekta.

5.1 Mastné kyseliny s kratkym retézcem (SCFA)

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem SCFA (z angl. short chain fatty acids) jsou
produkty bakteridlniho metabolismu stfevni mikroflory v tlustém stfevé Cloveka a zvitat
(Andriamihaja et al., 2009). Substrat pro jejich produkci piedstavuje jiz zminéna vlaknina, ktera
je travicim ustrojim ¢lovéka nestravitelna, a nékteré aminokyseliny, které nejsou vstiebany

v tenkém stievé (Blachier et al., 2007). Hlavni SCFA pfitomné v lumen tlustého stfeva jsou

31



acetat, propionat a butyrat (Hamer et al., 2008). Nejvétsi pozornost je vénovana butyratu,

protoze piedstavuje hlavni zdroj energie pro epitelidlni buiiky kolonu.

5.1.1 Butyrat

Butyrat je produkovan piedev§im grampozitivnimi bakteriemi v tlustém stievé. Retdzec
butyratu se sklada pouze ze tfi atomd uhliku a zbytku karboxylové kyseliny. Rada studii
prokazala schopnost butyratu zastavit proliferaci nadorovych bunék tlustého stfeva
prochézejicich mitdézou a stimulovat apoptézu (Fung et al., 2012; Lupton 2004). Butyrat je
nejefektivnéjsi ze vSech mastnych kyselin produkovanych v kolonu v zastaveni proliferace
bunék adenokarcinomu (Hinnebusch et al., 2002; Leschelle et al., 2000).

ProtoZze je butyrat preferovany zdroj energie pro kolonocyty, je oxidovan
v mitochondriich a pouze relativné malé mnozstvi se akumuluje v jadie (Donohoe et al., 2012;
Donohoe et al., 2011). Naproti tomu buiiky karcinomu vyuzivaji jako zdroj energie hlavné
glukézu. Jejich spotieba glukozy se zvysi vice nez 10-ti nasobné a k produkci energie za¢nou
vyuzivat hlavné aerobni glykolyzu (Bultman 2014). Diky této zméné metabolismu, znamé jako
Warburgiiv efekt, neni butyrat oxidovan a ve vétsi mife se akumuluje Vv jadie, kde ptisobi jako
uéinny inhibitor histon deacetylaz (HDAC) a moduluje tak genovou expresi (Donohoe et al.,
2012).

5.1.2 Mechanismy tucinku butyratu

Jednim z mechanismil, kterym butyrat ovliviiuje proliferaci bun€k je inhibice HDAC.
Byl dokonce prvnim objevenym inhibitorem HDAC (Davie 2003). Inhibitory HDAC lze
povazovat za ,,globalni transkripéni faktory®, protoze zvySuji acetylaci histont, ktera vede k
rozvolnéni struktury nukleozomu a zpfistupnéni genovych sekvenci transkripénimu aparatu
(Bultman 2014). Butyrat indukuje acetylaci histon v promotorech mnoha genti. Nékteré z nich
(napt. inhibitor cyklin dependentnich kinaz protein p21 — CDKN1A, proapoptotické geny BAX
a FAS) prispivaji ke zménam v bunééném cyklu a apoptodze a jejich prostrednictvim butyrat
zastavuje proliferaci bun¢k (Fung et al., 2012; Hamer et al., 2008; Sengupta et al., 2006). Mtize
také navodit diferenciaci bun€k regulaci gent pro muciny. Lze jej tedy povazovat za ,,nadorové
supresorovy metabolit®.

Vedle geni zodpovédnych za fizeni bunééného cyklu a apoptdzy, mize ovliviiovat také
transkripci genti pro nékteré cytokiny, vcetné genti pro komponenty signalnich drah IFN-y,
TNF-a a NF-kp zapojenych do procesu zanétu (Fung et al., 2012; Hamer et al., 2008; Sengupta
et al., 2006). Ma tedy potencialné i protizanétlivé ucinky.
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Na zaklad¢ predchozich studii a vysledkl nasi laboratofe je patrné, ze butyrat zvysuje
AhR-dependentni indukci enzymu CYP1A1l prostfednictvim inhibice HDAC. Jak je to
Vv ptipad¢ ostatnich XME vSak dosud neni zndmo. V této praci jsme se proto vénovali objasnéni
zmén exprese vybranych XME v bunéénych modelech odvozenych z epitelu kolonu po

ovlivnéni butyratem a B[a]P.
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Cile diplomové prace

Hlavnim cilem diplomové prace bylo zjistit, jak ovliviiuje B[a]P a butyrat expresi
vybranych XME v buné&tnych modelech stievnich epitelialnich bunék in vitro. Hlavnim
pfedmétem zajmu pak bylo ovéfit, jestli iIHDAC aktivita butyratu umocnuje toxické efekty
PAU, prostfednictvim zvysené exprese bioaktivacnich enzymti. Jako primarni bunééné modely
pro tuto studii byly zvoleny bunécné linie odvozené od bunék reprezentujicich rizné faze

neoplastické transformace stievniho epitelu (linie HCT-116, HT-29 a Caco-2).
Vlastni cile prace byly nasledujici:

1. Vytvofit seznam XME potencidlné zapojenych do metabolismu karcinogenti
v bunikach kolonu (zejména téch, které jsou potenciadlné regulovany AhR) a vybrat

vhodné kandidaty k dalsi analyze.

2. Stanovit miru inducibility vybranych XME pomoci analyzy PCR arrays v bunécné
linii HCT-116 po ovlivnéni bun¢k B[a]P a butyratem.

3. Na zéklad¢ vysledkii PCR arrays vybrat vyznamné ovlivnéné geny a ovéfit zmény
V jejich expresi pomoci jednokrokové real-time RT-PCR analyzy nejprve na linii HCT-
116 a poté na dalSich bunéénych modelech odvozenych od nador kolonu (HT-29,

Caco-2), opét po ovlivnéni butyratem a B[a]P.
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6 Material a metody

6.1 Material

Studie byla provadéna pomoci in vitro experimentt s vyuzitim lidskych buné¢nych linii
odvozenych z riznych fazi neoplastické transformace epitelidlnich bunck tlustého stieva a
konec¢niku. K ptiprave vzorkl byly pouzity bunééné linie HCT-116, HT-29 a Caco-2, které byly

po vysevu ovliviiovany studovanymi latkami.

6.1.1 Bunééné linie HCT-116, HT-29 a Caco-2

HCT-116 je bunécna linie odvozend z nadorové tkané tlustého stfeva ve fazi karcinomu.
HT-29 je linie bun€¢k odvozend z nadoru tlustého stfeva ve fazi adenokarcinomu. Obé tyto linie
byly zakoupeny od americké firmy ATCC (American Type Culture Collection; USA). Jejich
kultivace probihala v plastovych lahvich o povrchu 75 cm? (TPP, Svycarsko), pii teploté 37 °C,
vlhkosti vzduchu 95 % a atmosféie 5% CO.. Ke kultivaci bunék bylo pouzito médium McCoy’s
(k.¢. 36600, Gibco, Invitrogen Corporation, USA) s piidavkem antibiotik penicilinu a
streptomycinu a 10% inaktivované¢ho FBS (fetalni bovinni sérum).

Caco-2 je bunécna linie odvozena z adenokarcinomu tlustého stieva. Tyto stievni buriky
se Siroce uplatiovaly ve vyzkumu béhem poslednich dvaceti let a slouzi pfedevsim jako model
stfevni bariéry pro toxikologické a xenobiochemické studie (Sambuy et al., 2005). Tato
bunééna linie prochazi béhem kultivace procesem spontanni diferenciace, ktery vede k formaci
vrstvy bun¢k vykazujicich nékteré morfologické a funkéni charakteristiky zralych enterocytt.
Kultivace probihala rovnéz v plastovych lahvich o povrchu 75 ¢cm? (TPP, Svycarsko), pfi
teploté 37 °C, vlhkosti vzduchu 95 % a atmosféte 5% COz. Ke kultivaci bylo pouzito médium
DMEM (21885, Gibco, Invitrogen Corporation, USA) s ptidavkem glukozy (1g), pyruvatu a
glutamaxu. Pro kultivaci bunék bylo do média ptidano 20% inaktivni FBS a pro diferenciaci
pouze 10%.

Burniky byly 2x tydné pasazovany s pravidelnou vyménou média. V piipadé Caco-2 linie
probihala pasdz 3x tydné¢ a buniky byly ponechany rtstu a diferenciaci po dobu 21 dni. Béhem
pasaze byly nejprve oplachnuty EDTA/PBS (roztok kyseliny etylendiamintetraoctové a
fostatového pufru) a ptisedlé builky nasledné uvolnény z podkladu pomoci trypsinu (0,05%
trypsin / 0,02% EDTA, Biotech, GmbH). Poc¢ty bun¢k byly stanoveny pomoci piistroje CASY
Cell Counter (Invitrogen Corporation, USA), (umoziuje zjistit pocet buné€k a jejich viabillitu)
a nasledn¢ vysety vV pozadované hustoté pii zaloZzeni experimentu, ptipadné vraceny zpét do

kultivaéni lahve.
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6.2 Pouzité chemikalie

Dimethylsulfoxid (DMSO) - rozpoustédlo pouzivané k rozpusténi B[a]P. Zakoupeno
od firmy (Sigma-Aldrich, CR). Pfi ovliviiovani béhem experimentu slouzil jako negativni
kontrola.

Benzo[a]pyren (B[a]P) - rozpustény v DMSO. Zakoupeny od firmy Ehrenstorfer
(Augsburg, Némecko). Pii experimentech byl pouzivan v koncentraci 10puM.

Butyrat sodny (NaBt) — sul kyseliny maselné. Zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
(Praha, Ceska republika). Pfi experimentech byl pouzivan v koncentraci 0,5mM a 3mM.

Pti ovliviiovani bunék, byly chemikalie vzdy aplikovany do Cerstvého média. V ptipadé
kombinované aplikace dvou latek, byly obé ptidavany soucasné. Ovliviiovani probihalo po
dobu 24 h.

6.3 Metody

6.3.1 Experimentalni design

Bunky linie HCT-116, HT-29 i Caco-2 byly pii zalozeni experimentu vysety
v koncentraci 4 x 10* bunék/cm? na kultivaéni misky s povrchem 9,2 cm? a byly kultivovany
48h pii teploté 37°C, vlhkosti vzduchu 95 % a atmosfére 5% COz . Po 48h bylo vyménéno
kultivatni médium a na kazdou misku byly piidany studované latky v pozadovanych
koncentracich. DMSO byl pouzit jako negativni kontrola, butyrat a B[a]P byly aplikovany
samostatné i v kombinaci v koncentracich: B[a]P 10uM a NaBt 0,5mM a 3mM. Po 24 h
inkubace s pfidanymi latkami byly buriky sesbirany pro izolaci mRNA a naslednou analyzu
pomoci qRT-PCR. Linie Caco-2 byla ovliviiovana nejprve v nediferencovaném stadiu a po 21
dnech kultivace také v diferencovaném stadiu. VSechny experimenty byly provadény nejméné

ve tfech nezavislych opakovanich na rliznych pasazich bunck.

6.3.2 lzolace RNA a gRT-PCR

K izolaci totalni RNA, byl pouzit izolaéni kit NucleoSpin® RNA Il Purification Kit
(Macherey-Nagel, Germany). Bunky byly 24 h po ptidani studovanych latek 2x oplachnuty
PBS a po pridani RA1 lyza¢niho pufru zlyzovany. Nasledné byl bunécny lyzat precistén
centrifugaci (11000 g/ 1 min.) pomoci kolony a v dal§im kroku precipitovan ethanolem a
zachycen na povrchu membrany kolony. DNA ze vzorki byla odstranéna ptisobenim rDNasy.
V dal$im kroku byla rDNasa inaktivovana a membrana n¢kolikrat promyta. V poslednim kroku

byla RNA uvolnéna z membrany pomoci vody bez RNas.
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6.3.3 PCR arrays

PCR arrays je metoda, ktera umoziuje provést kvantifikaci exprese vice genti soucasné
pomoci qRT-PCR. Pro tento ucel byly pouzity RealTime Ready Custom Panels 96 od firmy
Roche (Roche Applied Sciences). RealTime ready Custom Panels jsou 96-ti jamkové desticky
s pfedem pfipravenymi reagenciemi. Kazda jamka obsahuje primery a proby UPL (z angl.
Universal Probe Library) pro vybrané geny. qRT-PCR reakce je v tomto ptipad¢ dvoukrokova
a je nutné nejprve prepsat mRNA do cDNA. K tomuto ucelu byla pouzita komer¢ni sada
Transkriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche Applied Sciences). Tato sada obsahuje
reverzni transkriptazu, reakéni pufr, inhibitor RNaz, mix deoxyribonukleotidii a rtizné typy
primert a kontrolni RNA (totdlni RNA frakci izolovanou z imortalizované linie K562).
K ptepisu byly jako primery pouzity ndhodné hexamery. Jednotlivé kroky reakce shrnuje
Tabulka ¢. 1.

Krok primery podminky délka kroku
Piifprava pripravit reakéni mix v daném obému

denaturace 65°C 10 min

0ligo(dT)s5 / genove 55°C / 50°C 30 min / 60 min
specifické
cDNA syntéza .
25°C 10 min
nahodné hexamerni

55°C / 50°C 30 min /60 min

inaktivace 80°C 5 min

Tabulka ¢. 1: Podminky a kroky reverzni transkripce.

Po ptepsani do cDNA probéhla samotna PCR. Vzorky k pfepisu a nasledné PCR byly
ziskany z buné&¢né linie HCT-116 po 24h expozici. K analyze genové exprese byla vybrana
paleta XME, pro které byly pfedem pfipraveny reagencie na desce firmou Roche. Tabulka ¢. 2
nabizi ptehled vybranych XME. Méteni probehlo ve 4 opakovanich a na zakladé vysledku byly
vybrany kandidatni geny k dalsi analyze.
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Nazev genu | ID genu | Roche ID Nazev enzymu
ABCC1 4363 144443 | ATP-vazebna kazeta, podrodina C (CFTR/MRP), ¢len 1
ABCG2 9429 144818 |ATP-vazebna kazeta, podrodina G, Clen 2
AHR 196 102490 | Aryl uhlovodikovy receptor
AKR1C1 1645 117462 | Aldo-keto reduktasa rodina 1, ¢len C1
AKR1C3 8644 114952 | Aldo-keto reduktasa rodina 1, ¢len C3
ALDHI1A1l 216 112320 |Aldehyd dehydrogenasa 1 ¢len Al
ALDH1A3 220 146925 |Aldehyd dehydrogenasa 1 ¢len A3
ALDH3A1 218 117774 | Aldehyd dehydrogenasa 3 ¢len A1l
ARNT 405 102546  |Jaderny translokator Ah receptoru
CcomMT 1312 112923 |Katechol-O-methyltransferasa
CYP1Al 1543 110757 |Cytochrom P450, rodina 1, podrodina A, polypeptid 1
CYP1A2 1544 111753  |Cytochrom P450, rodina 1, podrodina A, polypeptid 2
CYP1B1 1545 113037 |Cytochrom P450, rodina 1, podrodina B, polypeptid 1
CYP2B6 1555 111789 |Cytochrom P450, rodina 2, podrodina B, polypeptid 6
CYP2C8 1558 111407 |Cytochrom P450, rodina 2, podrodina C, polypeptid 8
CYP2D6 1565 135986 |Cytochrom P450, rodina 2, podrodina D, polypeptid 6
CYP2S1 29785 131270  |Cytochrom P450, rodina 2, podrodina S, polypeptid 1
CYP3A4 1576 135760 |Cytochrom P450, rodina 3, podrodina A, polypeptid 4
CYP3A5 1577 112269 |Cytochrom P450, rodina 3, podrodina A, polypeptid 5
EPHX1 2052 109467 |Epoxid hydrolasa 1
GSTA3 2940 140872  |Glutathion S-tranferasa alfa 3
GSTA4 2941 127401 |Glutathion S-tranferasa alfa 4
GSTK1 373156 130230 |Glutathion S-tranferasa kappa 1
GSTM1 2944 143693 |Glutathion S-tranferasa mu 1
GSTP1 2950 145576  |Glutathion S-tranferasa pi 1
GSTT1 2952 113004 |Glutathion S-tranferasa theta 1
GSTT2 2953 144500 |Glutathion S-tranferasa theta 2
HMOX1 3162 110977 |Hem oxygenasa 1
HSD17B10 3028 115561 |Hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenasa 10
NAT1 9 113205 |N-acetyltransferasa 1 (arylamin N-acetyltransferasa)
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Nazev genu | ID genu | Roche ID Nazev enzymu

NAT2 10 111837 |N-acetyltransferasa 2 (arylamin N-acetylransferasa)
NFE2L2 4780 113587 |Jaderny faktor erythroid 2 like 2
NQO1 1728 NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa 1
PTGS2 5743 102471  |Prostaglandin-endoperoxid syntasa 2
SULT1A1 6817 138249  |Sulfotransferasa rodina 1A ¢len 1
SULT1AZ? 6799 119014 |Sulfotransferasa rodina 1A ¢len 2
SULT2A1 6822 117753  |Sulfotransferasa rodina 2A ¢len 1
UGT1Al 54658 138404 |UDP glukuronosyltransferasa 1, polypeptid Al
UGT1A4 54657 140612 |UDP glukuronosyltransferasa 1, polypeptid A4
UGT1A6 54578 112191 |UDP glukuronosyltransferasa 1, polypeptid A6
RPL13A 23521 102119 |Ribosomalni protein L.13a
TBP 6908 101145 |TATA-box vazebny protein
VWHAZ 7534 L0195 :'lz/trlszz] n?;)r:(:)t:(i);z:?:nasa/tryptophan 5-monooxygenasa

Tabulka ¢ 2: XME vybrané k analyze pomoci PCR arrays

6.3.4 qRT-PCR

K analyze exprese sledovanych geni, byla vyuZita metoda jednokrokové kvantitativni
polycyklické reakce s reverzni transkripci v realném Case (QRT-PCR) s pouzitim komeréni
sady SuperScript I1I Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen, USA). Pfi
jednokrokové RT-PCR je DNA templat pro reakci ziskan reverzni transkripci z mRNA pied
vlastni PCR ve stejné reakéni smési. K amplifikaci a detekci byl pouzit termocyklér Rotor-Gene
6000 (Corbett Research, Sydney, Australie). Reakéni smés pro kazdy vzorek byla ptipravena v
celkovém objemu 20 ul. K reakci byly pouzity primery od firmy Generi-Biotech a proby z UPL
firmy Roche (s vyjimkou préb pro CYP1A1, CYP1IBI dodanych firmou Generi-Biotech).
Prehled sekvenci pouzitych primerti a prob je uveden v Tabulce ¢. 3. Jednotlivé kroky

polycyklické reakce jsou uvedeny v Tabulce ¢. 4.
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ID mRNA

Nazev genu
g sekvence

Sekvence primert a préb

5-TTACAAAGACACAACGCCCC-3

CYP1A1 NM_000499.4 5-CACCATCCCCCACAGCAC-3

5-FAM AAGTTTGAAAGGCTTTTACATCCCC-BH1-3

5-TTCATTTTCGCAGGCTCATTTG-3'

CYP1B1 NM_000104.3 5 GCTTTTTCTCTTCATCTCCATC-3

5-FAM-CTCACCAGTGCGATTTCAGGGCCAAC-BH1-3

5-AGAATCAATATGGCGGAAGC-3'

AKR1C1 NM_001353.5 5-CATGCCTGTCCTGGGATTT-3

# 49 UPL

5-CCGGTTGAAATACGGATGAC-3

AKR1C3 NM_003739.4 5-CATTGGGGTGTCAAACTTCA-3'

# 27 UPL

5-TCCCTTGCAGAGAGTACATGG-3'

NQO1 NM_000903.2 5- ATGTATGACAAAGGACCCTTCC-3'

# 87 UPL

5-TGTGGACATTTTGGAGAGCAT-3'

NAT1 NM_001160170.1 5-GCCCAACAGGCTTTCTACC-3

# 89 UPL

5-TAATTCCTGCCGTCAATGGT-3'

NAT2 NM_000015.2 5-CAAATACAGCACTGGCATGG-3

#2UPL

5-CTGGATGCGGCTATACAACA-3

ALDH1A1 NM_000689.4 5-TGTTAGCTGATGCCGACTTG-3

# 81 UPL

5-TCTCCAGAAGCATTAATGTAGGC-3

UGT1A1 NM_000463.2 5-CATCATGCCCAATATGGTTTTT-3

# 31 UPL

5-GTTCGCAAGATTCGATGGTC-3'

UGT1A4 NM_007120.2 5-ATGGCAATTGCTGATGCTTT-3

O |M[(T|O|M|D]|o|MmM|DB|o|MmM|D]JOo|MmM|(D]JOo(M|(D]JOo|[M|(DT]Oo|MmM|D]|]Oo|MmM|DTW|]OT|TM |0

# 47 UPL

Tabulka ¢. 3: Sekvence pouzitych primerii a prob ke genuum vybranych enzymai.

Krok Délka kroku teplota
Reverzni transkripce 15 min 50°C
Iniciace polymerazy 2 min 90°C
Denaturace dsDNA 15s 95°C
40 cykli navazani primert
30s 60°C
extenze

Tabulka ¢ 4: Podminky a kroky PCR.
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7 Vysledky

7.1 Verifikace indukce exprese enzymu CYP1Al po ovlivnéni
B[a]P a NaBt v bunééné linii HCT-116

Fyziologické koncentrace butyratu se v riznych Castech tlustého stieva a konecniku lisi.
Pro ucely experimentu byly, na zakladé piedchozich vysledkti a také zkuSenosti z nasi
laboratofe, zvoleny koncentrace 0,5mM a 3mM (Donohoe et al., 2012; Hofmanova et al., 2012).
Vyssi koncentrace butyratu mé vSak negativni efekt na pocet adherentné rostoucich HCT-116
bungk a v koncentraci 3mM u nich navozuje apoptézu. Koncentrace 3mM byly proto pouzity
az pro buitkky HT-29 a Caco-2.

Prvnim krokem pifed vybérem cilovych XME pro PCR array analyzu, bylo ovéfeni
kvality vzorki pomoci detekce exprese CYP1A1 po 24h ovlivnéni buné¢k HCT-116 B[a]P a
butyratem. Inducibilita enzymu byla stanovena na urovni mRNA pomoci qRT-PCR. Jak je
vidét v grafu ¢. 1, hladina mRNA enzymu CYP1Al byla vyrazné zvySena po ovlivnéni
kombinaci obou latek, oproti ovlivnéni samotnym B[a]P. Z toho je patrné, ze butyrat posilil
ucinek B[a]P na indukci tohoto enzymu, tak jak bylo piedtim popsano V nasi laboratofi
(Zapletal et al., 2016). Dalsim krokem a zaroven hlavni fazi experimentu bylo proto zjistit, jak
tyto latky ovliviiuji hladiny mRNA dalSich XME.

Graf C.1: Zmény relativni hladiny mRNA

CYP1A1 Tt
120 - HitH CYP1Al vyjadiené vzhledem Kk maximdlni
£ 100 - - indukci po 24 hodinové inkubaci s butyrdatem
; 80 - a BlaJP v buiikich HCT-116. Jednotlivé
% é 60 sloupce grafu predstavuji priomérné hodnoty a
é% 407 o jejich smérodatné odchylky ze tii nezavislych
Sl opakovani. Symbol ,,****, oznacuje statisticky
0! & & o 5«5‘@ vyznamny rozdil mezi kontrolou (DMSO) a
© é‘gb\“' Q;S\ ’ggb\ﬁ‘ ovlivnénim kombinaci latek (P < 0,001).
Q\@“ ) Symbol ,, ### ", oznacuje statisticky vyznamny

&

rozdil mezi ovlivnénim samotnym butyratem a
ovlivnénim kombinaci latek (P < 0,001). Symbol ,, 111, oznacuje statisticky vyznamny rozdil
mezi ovlivnénim samotnym B[a] P a ovlivnénim kombinaci latek (P < 0,001). VSechny hodnoty

byly porovnavany metodou jednocestnée ANOVY a Tukeyho testu.
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7.2 Detekce mMRNA XME pomoci PCR arrays analyzy

Nasledovalo vybrani palety XME pro analyzu pomoci PCR arrays. Enzymy byly
vybrany na zakladé dostupné literatury, on-line databazi a poznatkd 0 expresi XME ve stfevni
tkani. Jejich kompletni seznam je uveden v tabulce €. 4 v ¢asti vénované Metodice prace. Na
zéklad¢ tohoto seznamu byly objednany PCR array desky od firmy Roche spfedem
pfipravenymi reagenciemi pro expresni analyzu. Méteni bylo provedeno ve ¢tyfech nezévislych
opakovanich. K analyze byly pouzity vzorky celkové RNA izolované z bun¢k HCT-116 po

ovlivnéni B[a]P a butyratem, u nichz byla pfedem ovéfena standardni indukce CYP1AI.

geny bez vyrazné zmény

nazev genu ovlivnéni Pramér SD nazev genu ovlivnéni Primer SD
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00
ABccy  |NaBtosmm 1,27 0,05 GsTpy  [NaBto5smM 0,86 0,05
BaP 10 uM 1,04 0,21 BaP 10 uM 1,19 0,23
BaP 10 uM +NaBt0.5mM | 1,17 | 027 BaP 10 uM +NaBt0.5mM | 1,09 | 052
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00
ARNT NaBt 0.5 mM 1,35 0,32 HMOX1. NaBt 0.5 mM 1,00 0,11
BaP 10 uM 121 0,17 BaP 10 uM 1,20 0,21
BaP 10 uM +NaBt0.5mM | 122 | 017 BaP 10 uM +NaBt0.5mM | 145 | 0,20
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00
cyp3ag  [NaBto5smM 3,26 4,06 HSD17B10 PNaBLos mM 1,16 0,25
BaP 10 uM 3,39 4,40 BaP 10 uM 0,99 0,14
BaP 10 uM +NaBt0.5mM | 346 | 395 BaP 10 uM +NaBt0.5mM | 089 | 018
GCTT1 pod detekénim limitem DMSO 1,00 0,00
DMSO 1,00 0,00 LT NaBt 0.5 mM 1,17 0,15
GsTk1  |NeBtosmM 1,24 0,21 BaP 10 uM 1,19 0,10
BaP 10 uM 120 | 008 BaP 10 uM +NaBt0.5mM | 121 | 0,14
BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 127 0,12 SULT2A1 pod detekénim limitem
GSTM1 pod detekénim limitem | |
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geny ovlivnéné butyratem

nazev genu ovlivnéni Primér SD nazev genu ovlivnéni Primér SD
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00
ABCGy |NeBtoSmM 2,81 1,06 GSTAz  NaBto.smM 60,82 [ 79,31
BaP 10 uM 1,60 0,46 BaP 10 uM 3,69 344
BaP 10 uyM +NaBt 0.5mM [ 3,61 0,93 BaP 10 uM +NaBt 0.5mM | 44,90 | 46,92
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00
ALDH1AL NaBt 0.5 mM 42,76 | 44,77 GSTA4 NaBt 0.5 mM 9,14 9,15
BaP 10 uM 1,21 0,93 BaP 10 uM 1,76 149
BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 43,26 37,72 BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 943 8,20
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00
CYP2B6 NaBt 0.5 mM 3,63 1,64 GSTT2 NaBt 0.5 mM 1,70 0,30
BaP 10 pM 0,80 0,53 BaP 10 pM 1,29 0,43
BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 4,79 3,48 BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 1,94 0,28
geny ovlivnéné butyratem
nazev genu ovlivnéni Primér SD nazev genu ovlivnéni Primér SD
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00
cypocg  |NaBtOSmM 3,29 1,02 prGsy  [NaBtosmM 3,85 1,74
BaP 10 uM 1,43 0,32 BaP 10 uM 1,36 0,59
BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 3,05 0,63 BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 4,69 153
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00
CYP2D6 NaBt 0.5 mM 1,98 1,04 SULTIAL NaBt 0.5 mM 458 6,25
BaP 10 uM 1,07 0,13 BaP 10 uM 2,31 1,76
BaP 10 yM +NaBt 0.5mM | 155 | 037 BaP 10 yM +NaBt 05mM | 299 | 278
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00
CYP2S1 NaBt 0.5 mM 1,37 0,05 UGT1AG NaBt 0.5 mM 5,22 0,65
BaP 10 uM 1,08 0,09 BaP 10 uM 1,66 0,88
BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 1,45 0,42 BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 6,34 0,42
DMSO 1,00 0,00
CYP3AS NaBt 0.5 mM 4,01 2,86
BaP 10 pM 1,99 1,87
BaP 10 pM + NaBt 0.5 mM 545 4,30

geny ovlivnéné B[a]P

nazev genu ovlivnéni Primér SD nazev genu ovlivnéni Primér SD
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00

COMT NaBt 0.5 mM 0,70 0,11 ALDH3A1 NaBt 0.5 mM 1,31 1,03
BaP 10 uM 1,20 | 024 BaP 10 uM 206 | 029

BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 0,70 0,13 BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 2,04 041
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00

=l NaBt 0.5 mM 0,45 0,28 AL NaBt 0.5 mM 0,63 0,12
BaP 10 uM 1,77 0,21 BaP 10 uM 141 0,27
BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 0,82 0,54 BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 0,95 0,06
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00
ALDH1A3 NaBt 0.5 mM 1,04 0,65 UGT1A4 NaBt 0.5 mM 1,30 0,68
BaP 10 uM 448 1,79 BaP 10 uM 5,75 5,59
BaP 10 pM + NaBt 0.5 mM 3,41 1,08 BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM 5,06 2,89
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Geny ovlivnéné kombinaci

nazev genu ovlivnéni Pramér SD nazev genu ovlivnéni Primér SD

DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00

AHR NaBt 0.5 mM 1,64 0,49 CYP1AL NaBt 0.5 mM 119 0,08
BaP 10 uM 1,33 0,56 BaP 10 uM 20,16 1,76
BaP 10 uyM +NaBt 0.5 mM | 2,00 0,55 BaP 10 uM +NaBt 0.5 mM| 81,62 | 22,18

DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00

AEEn NaBt 0.5 mM 1,40 0,12 A NaBt 0.5 mM 392 0,47
BaP 10 uM 1,67 0,53 BaP 10 uM 17,94 5,48
BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM| 2,31 1,01 BaP 10 uM +NaBt 0.5 mM| 50,21 | 10,10

DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00

AKRICS NaBt 0.5 mM 13,68 391 v NaBt 0.5 mM 0,88 0,37
BaP 10 uM 252 1,84 BaP 10 uM 8,40 1,25

BaP 10 uM +NaBt 0.5 mM | 29,27 15,02 BaP 10 uM + NaBt 0.5 mM| 23,72 3,71

Geny ovlivnéné kombinaci

nazev genu ovlivnéni Primér SD nazev genu ovlivnéni Primér SD

DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00

NATL  |NaBt05mM 2,09 0,35 NQOL NaBt 0.5 mM 1,09 0,60
BaP 10 uM 115 | 023 BaP 10 uM 240 | 112
BaP 10 uM +NaBt 0.5 mM | 2,60 0,05 BaP 10 uM +NaBt 0.5 mM| 4,01 1,53
DMSO 1,00 0,00 DMSO 1,00 0,00

NAT?2 NaBt 0.5 mM 11,86 8,40 UGT1AL NaBt 0.5 mM 12,81 10,31
BaP 10 uM 172 | o097 BaP 10 uM 685 | 253
BaP 10 uM +NaBt 0.5 mM| 1459 7,64 BaP 10 uM +NaBt 0.5 mM| 22,86 13,09

Tabulka ¢ 5: Tabulka shrnujici vysledky PCR arrays analyzy rozdélené na zdkladé
rizné intenzity indukce MRNA po ovlivnéni studovanymi latkami.
Hodnoty predstavuji priimer hladin mRNA vybranych enzymii vyjadreny relativné oproti
kontrole (DMSQ). Sloupec ,,SD *“ ukazuje hodnoty smérodatnych odchylek.

Na zaklad¢ téchto vysledkl jsme zuZili seznam studovanych enzymi zejména na ty, u
nichZ bylo pozorovano vyznamné ovlivnéni butyratem, nebo interaktivni G€inky kombinace
butyratu a B[a]P (viz tabulka ¢. 5). Do dalsich fazi prace byly proto vybrany tyto enzymy
CYP1Al, CYP1B1, AKR1C1, AKR1C3, NAT1, NAT2, NQO1, ALDH1Al, UGT1Al a
UGT1A4.

7.3 Stanoveni exprese vybranych XME u buné¢né linie HCT-116
pomoci qRT-PCR

Vzhledem k tomu, Ze bylo nutné otestovat primery a proby pro XME vybrané pro dalsi
fazi experimentl na dalSich bunéénych liniich, byla indukce téchto enzymi nejprve oveéfena na
linii HCT-116. Analyza byla provedena ve tfech nezavislych opakovanich a z vysledki byly

vypocitany pramérné hodnoty. Vysledky jsou shrnuty v Obréazku €. 6.
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Indukce enzymti CYP1B1 a NQOI1 byla zaznamenana po ovlivnéni samotnym B[a]P a
posilena spoluptsobenim B[a]P a butyratu. V obou téchto piipadech mél butyrat stejny
posilujici uc¢inek jako v ptfipadé enzymu CYPIAl. Enzymy AKRICI a AKRIC3 byly
indukovéany pievazné butyratem, s nékolikandsobné vyssim ucinkem v piipadé AKRI1C3.
NATI1, NAT2, UGT1A1 a UGT1A4 byly vSechny indukovany ptisobenim samotného butyratu
a indukce byla rovnéz posilena spoluptisobenim latek. V ptipadé ALDHI1A1 byla indukce
markantni po ovlivnéni butyratem i kombinaci latek, ale samotny B[a]P nem¢l na indukci
enzymu témet zadny vliv.

CYP1B1

+++ NQO1 -
120 - Hit 120
%k k * %
= = 100 - 100 -
- T3
i F’E 80 4 _.; 2 80 + *
ZE . ok ke =2
'g_ E 60 + é f 60
= .5 g E
5§ 40 EE 40 -
= R
==
2% 20 EE 20
[
| [ |
0 0 -
o » » s O S D S
) . L ) . .
S Q\Q?@ O Q’\Q?\ N Q}QT‘Q N Q}g?(o
S ¥ S & - »
< o < R
N Y
¥ >
AKR1C1 AKR1C3
120 - 160 -
* % %
23 100 4 ' £ 140
22 g2 t
23 £3 1201 4k
2 809 22 100 A
2= &=
E E 604 E E 80
ESs 407 =l
2 < < 40
20 A
20 1
N o N I
O b XN o XN 5 N
NS e SR W « o &
9 Q7 N Q- AY) Q Q
R R & & & &
A o - e
\Q\SXS \(‘&A\
& A

45



THX l
+ % @@n
7
A
\h\
- X
@.\v\ Ns-\_sv\
[ o,
e Qwu
%
o L
*
3 » - -
*
@a_q
P
%
9.
Or@m,
r T T T T T 1 0
= = = = () = =
u m oo =] =t (&}
(203 NpuUl TU[BLIXELU 04)
BUIPE[Y YARJW IUANR[DI
rx l
- %
7]
s,
="
2, Uy
7] a,
’'d
o2 A
T
=  :—l
*
mw
P
%,
R
j %,
()

(223NpUI IU[BLUIXELL 95)
BUIPR|Y VAR [UAIR]

@.
)
-l
< &N\ %,
m % iC
= %
[©) *
= + —
* K
&
@,
&)
j 0&@
T T T T T T 1 Q,
(=] (=] (=] [l (=] (=] (=]
u m (=] O =t ]
(203 NpUI JUBLLIIXELL 045)
BUIPE[Y VAL [UATIE[DI
*
rx l
+ % \ﬂ@xn
5
%,
\ﬂ\x
*
M., 4,
- o, 2
<T o @
— &
_m *
e i
%
©,
k2
I
T T T T 1 0
(=] [a=) (=] (=] (=]

120 4
100 ~
8
4]
4
2

BUIPE[Y YNRW TUANR[D

ALDH1Al
* % ok

1.

120 A

(= [=) [=] < L=

,
b=
= o o = ]
~—
(92 NpUI TU[BLLIXELL 04)
BUIPRIY VAW [UAIRa

.@Amv .
®,
.A\X
Y,
(7 2 \Os
5
N\N\ﬂ .
Ps
<,
2
“,
Q

46



Obrazek ¢ 6: Zmény relativnich hladin mRNA vybranych XME vzhledem
k maximalni indukci po 24 hodinové inkubaci s butyrdtem a Bla]P v buiikach HCT-116.
Jednotlivé sloupce grafu predstavuji priimerné hodnoty a jejich smérodatné odchylky ze

L, KRS ERRE oznacuji statisticky vyznamny rozdil

mezi kontrolou (DMSO) a ovlivnénim kombinaci latek (P < 0,05, P < 0,01, P < 0,001).

t/1 nezavislych opakovani. Symboly ,, *

Symboly ,, ##", ,, ###" oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi ovlivnenim samotnym
butyratem a ovilivnénim kombinaci latek (P < 0,01, P < 0,001). Symboly ,, 1, ., 1, ., 711,
oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi ovlivnénim samotnym B[a]P a ovlivnénim
kombinact latek (P < 0,05, P < 0,01, P < 0,001). Vsechny hodnoty byly porovnavany metodou
jednocestné ANOVY a Tukeyho testu.

7.4 Utinky butyratu a B[a]P na indukci XME v buné&éné linii
HT-29

Bunécna linie HT-29 predstavuje model nddorovych epitelidlnich bun¢k kolonu ve fazi
adenokarcinomu. Na rozdil od linie HCT-116 jsou buniky HT-29 méné citlivé vuéi indukci
apoptdzy butyratem a jsou schopné po jeho aplikaci diferencovat. Vyhodou této linie je také to,
ze expresni profil XME se u této linie blizi normalnim bunikam kolonového epitelu (Bourgine
etal., 2012). Nasim dal$im cilem bylo proto ovéfit t¢inky butyratu v kombinaci s B[a]P na této
linii.

Bunky byly ovlivnény 0,5mM butyratem, 10uM B[a]P a také 3mM butyratem po dobu
24 h a byly z nich pfipraveny vzorky celkové mRNA pro gRT-PCR analyzu. Vysledky byly
opét zprimérovany a jsou shrnuty v Obrazku ¢. 7. Usp&sné se podatilo detekovat zmény pouze
u Ctyt ze sledovanych XME enzymi — CYP1Al, CYP1B1, NAT2 a UGT1Al.

Indukce CYP1Al a CYP1BL1 byla i v pfipad¢ této linie navozena pisobenim B[a]P a
posilena ti¢inkem butyratu. Indukce byla zesilena vyssi koncentraci butyratu. V ptipadé NAT2
enzymu byla indukce navozena UCinkem samotného butyratu a zeslabena pii spole¢ném
pusobeni studovanych latek. Po aplikaci samotného B[a]P nebyl pozorovan Zadny efekt na
indukci enzymu. Enzym UGT1A1 byl rovnéz silné indukovan butyratem, ale v pfipadé
spoluptisobeni B[a]P a butyratu nedoSlo k oslabeni indukce jako v pfipadé NAT2, ale k

lehkému posileni. Rovnéz samotny B[a]P v mensi mife indukoval tento enzym.
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Obrazek ¢ 7: Zmény relativnich hladin mRNA vybranych genit pro XME vzhledem
K maximadlni indukci po 24 hodinové inkubaci s butyrdatem v koncentracich (0,5mM a 3mM),
B/aJP a kombinaci obou latek v buiikach HT-29.

Jednotlivé sloupce grafu predstavuji primerné hodnoty a jejich smérodatné odchylky ze
tri nezavislych opakovani. Symboly ,, ***, |, **** oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi
kontrolou (DMSO) a ovlivnénim kombinaci latek (P < 0,01, P < 0,001). Symbol ,, ###*
oznacuje statisticky vyznamny rozdil mezi ovlivnénim samotnym butyratem v koncentraci
(0,5mM) a oviivnénim kombinaci latek (P < 0,001). Symbol ,, xxx*, oznacuje statisticky
vyznamny rozdil mezi ovlivnénim samotnym butyratem v koncentraci (3mM) a ovlivnénim
kombinaci latek (P < 0,001). Symboly ,, 1, ,, 111", oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi

ovlivnénim samotnym B[a]P a ovlivnenim kombinaci latek (P < 0,01, P < 0,001). Symbol
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88§, oznacuje statisticky vyznamny rozdil mezi ovlivnénim kombinaci latek s riuznymi
koncentracemi butyrdtu (P < 0,001). Vsechny hodnoty byly porovndvany metodou jednocestné
ANOVY a Tukeyho testu.

7.5 U¢inky butyratu a B[a]P na expresi XME v buné&né linii
Caco-2.

DalSim krokem bylo ovéteni indukce XME také na modelu bunék Caco-2, které jsou
vyuzivany ke studiu metabolismu a transportu PAU. Buiky byly opét ovlivnény 0,5 mM
butyratem, 10uM B[a]P a 3 mM butyratem po dobu 24 h. V ptipad¢ této linie byly ptipraveny
2 sady vzorku totalni RNA a to jak z nediferencovanych tak z diferencovanych bunék Caco-2.
Vysledky jsou shrnuty v Obrazku €. 8.

Obe¢ linie, diferencovana i nediferencovand, vykazovaly v pfipad¢ enzymi CYP1Al a
CYPIB1 shodny trend po ovlivnéni studovanymi latkami. Enzymy byly indukovany
pisobenim B[a]P a tato indukce byla posilena butyratem p#i kombinovaném ovlivnéni, stejné
jako u obou ptedchozich linii. V ptipadé plsobeni samotného butyratu nebyl zaznamenan
zadny efekt, a to i v pfipadé vyssi koncentrace (3 mM). Enzym NAT2 byl indukovan ptrevazné
butyratem a tato indukce byla posilena pti spoluptisobeni B[a]P a butyratu v koncentraci 3 mM.
Pfi srovnani s kontrolnim vzorkem je ziejmé, ze samotny B[a]P nemél na indukci enzymu
zadny vliv. Enzym UGT1A1 byl indukovan B[a]P a indukce byla posilena butyratem, stejné
jako v ptipadé enzymi CYP rodiny. V pfipad¢é nediferencované linie doslo K vyraznému

posileni indukce po kombinovaném ovlivnéni i pti pouZiti niz§i koncentrace butyratu (0,5 mM).
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Obrdazek ¢. 8. Zmény relativnich hladin mRNA vybranych XME vzhledem
K maximalni indukci po 24 hodinové inkubaci s butyrdatem v koncentracich (0,5mM a 3mM),
B/a/P a kombinaci obou latek v nediferencovanych a diferencovanych burikach Caco-2.

Jednotlivé sloupce grafu predstavuji priumeérné hodnoty a jejich smérodatné odchylky ze
71 nezavislych opakovani. Symboly ,, ***, |, ***“ oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi
kontrolou (DMSO) a ovlivnénim kombinaci latek (P < 0,01, P < 0,001). Symboly ,, ##*, ,, ###",
oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi ovlivnénim samotnym butyrdtem v koncentraci
(0,5mM) a ovlivnenim kombinaci latek (P < 0,001). Symbol ,, xXx*“ oznacuje statisticky
vyznamny rozdil mezi ovlivnénim samotnym butyrdatem v koncentraci (3mM) a ovlivnénim
kombinaci latek (P < 0,001). Symboly ,, 17, ,, 771", oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi
ovlivnénim samotnym B[a]P a ovilivnénim kombinaci latek (P < 0,01, P < 0,001). Symboly
.88, 8§98, oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi ovlivnénim kombinaci latek s riuznymi
koncentracemi butyratu (P < 0,001). Vsechny hodnoty byly porovndavany metodou jednocestné
ANOVY a Tukeyho testu.
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8 Diskuse

Bunky stfevniho epitelu ptichazeji do kontaktu s velkym mnozstvim latek rizného
charakteru prijimanych v potravé. Tyto latky mohou mit jak protektivni, tak toxické Géinky.
Jednou z latek bézné ptitomnych ve stfeveé, kterda ma chemoprotektivni ucinky, je mastna
kyselina s kratkym fetdzcem - butyrat. Uginky butyratu na buiiky stfevniho epitelu jsou
pfedmétem mnoha studii (Bultman 2014; Sengupta et al., 2006; Scharlau et al., 2009). Prvni
zminky o pfitomnosti butyratu, nebo SCFA obecné, ve stievé se objevily jiz pied vice nez
dvéma dekadami (Cummings et al., 1987; Cummings 1981). Butyrat je produkt bakterialni
mikroflory metabolizujici vldkninu a pro enterocyty slouzi primarné jako zdroj energie.
Zajimavé jsou zejména vysledky studii poukazujicich na jeho protinadorové ucinky (Clarke et
al., 2008; Le Leu et al, 2009; Toden et al., 2007). Nadorova chemoprevence je
charakterizovana schopnosti rtiznych latek zvratit, potlacit, nebo ptedejit rozvoji nadoru
(Scharlau et al., 2009). Mechanismy nadorové chemoprevence mohou byt rizné, napiiklad
zastaveni proliferace mitotickych bunék a navozeni diferenciace a apoptodzy. Prave tyto ucinky
jsou pfisuzovany butyratu. Jednim z navrhovanych mechanismt tohoto efektu je mj. také
indukce GST jako detoxifikaénich enzymu (Pool-Zobel et al., 2005). Hlavnim molekularnim
mechanismem ucinku butyratu je pravdépodobné jeho schopnost inhibovat HDAC, diky niz
pusobi jako ,,globélni transkripéni faktor* a moduluje aktivitu fady signalnich drah zapojenych
do ftizeni procesu proliferace, diferenciace a apoptozy (Bultman a Jobin 2014; McBain et al.,
1997). Témito mechanismy zastavuje proliferaci transformovanych nadorovych bunék
(Donohoe et al., 2012). Vysledky nékolika studii vS§ak naznacuji, Ze inhibi¢ni aktivita butyratu
mize byt bunécné i genove specificka (Haarmann-Stemmann et al., 2007; Schnekenburger et
al., 2007; Wei et al., 2004)

Butyrat tedy predstavuje latku s protektivnim acinkem. Diky své iHDAC aktivité vSak
mimo jiné zvySuje expresi CYP1 enzymu, a tim potencialné tiroven bioaktivace B[a]P. Tento
efekt byl pozorovan i v nasi laboratoti (Zapletal et al., 2016). Nicméné v in vivo podminkach
ma zvysena indukce CYP1A1 pravdépodobné pievazné protektivni ucinek, vzhledem k tomu,
ze se jedna o jeden z hlavnich enzymt metabolismu B[a]P a podporuje jeho rychlejsi
odbouravani (Uno et al., 2006). Cilem této prace bylo ovéfit jaky ma kombinované pusobeni
B[a]P a butyratu ucinek na expresi dalsich XME ptitomnych ve stievé a zjistit jak jsou zapojeny
do metabolismu PAU.

Hladiny XME ve sliznici tlustého stfeva jsou obecné nizké. To muize v kombinaci

S vysokou expozici bioaktivnim nebo karcinogennim latkdm pfispivat k vyS$i incidenci
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karcinomu v této Casti traviciho traktu (Beyerle et al., 2015). Mnoho nedavno publikovanych
studii se zaméfilo zejména na zjistovani polymorfizmi XME a jejich vztahu Kk riziku vzniku
CRC. Velmi malo studii se vSak doposud vénovalo sledovani rozdilii exprese téchto enzymu
Vv rtiznych ¢astech stieva a vysledky byly navic mnohdy rozporuplné. Studie z této oblasti dobie
shrnuje souhrnna prace Beyerle et al. (2015). V epitelu tlustého stieva jsou normalné
detekovany enzymy rodiny CYP450, zejména pak isoformy CYP1A1l, CYP1B1, CYP2AG,
CYP2B6, CYP2E1 a CYP3A5 (Beyerle et al., 2015). Nejvyznamnéj$im extrahepatickym
cytochromem, pravdépodobn¢ zapojenym do patologie CRC, je pak isoforma CYP1B1 (Badal
a Delgoda 2013; Chang et al., 2005). Také v této praci byla pozorovana indukovatelnost tohoto
enzymu na riznych bunéénych liniich odvozenych od stievniho epitelu, a podobné jako u
CYP1Al byla i indukce CYP1B1 mRNA B[a]P podpofena plisobenim butyratu.

Abychom zjistili, které dalsi geny pro XME v epitelidlnich buiikdch kolonu mohou byt
ovlivnény butyratem, B[a]P, ¢i jejich kombinaci, provedli jsme analyzu pomoci PCR array a
jednokrokové gRT-PCR metody na bunééném modelu HCT-116. Abychom ov¢étili, ze nami
ziskané vysledky se neomezuji pouze na tento bunény model, provedli jsme qRT-PCR analyzu
také na dalSich buné¢nych modelech. Za timto ucelem byly ptipraveny vzorky z linii HT-29 a
Caco-2 a méfeni bylo zopakovano na nich. Caco-2 Ize vhodnymi podminkami kultivace pfimét
k diferenciaci a polarizaci, takze jejich fenotyp morfologicky a funkéné pfipomina enterocyty
(Pignata et al., 1994). Nabizi tedy zajimavé srovnani diferencovanych a nediferencovanych
bunék. Pfipravili jsme proto vzorky jak z diferencovanych tak i nediferencovanych bunék a
sledovali rozdily v indukci studovanych enzymu.

V ptipadé té€chto dalSich linii byla situace o néco méné jasna nez u HCT-116. Podaftilo
se ovétit indukei pouze u enzymlt CYP1A1, CYPIBI, UGT1A1, NAT2. Navic béhem prvnich
pokust se ukdzalo, Ze se tyto buiiky 1isi v odpovédi na butyrat a nizkd davka (0,5mM) u nich
nemusi byt dostatecna k vyvolani indukce enzymi. Proto jsme pouzili vy$si (3mM) koncentraci
butyratu, ktera je vSak stale v mezich normalnich fyziologickych podminek stteva (Donohoe et
al., 2012; Hofmanova et al., 2012).Vysledky z linie Caco-2 u obou stadii diferenciace
korespondovaly s vysledky ziskanymi u bunék HT-29, nediferencované buiky nicméné
reagovaly silngji.

Krom¢ jiZ zminénych enzymi rodiny CYP450, 1ze mezi dileZit¢ XME ve stieve zaradit
UGT. Nejbéznéjsi rodinou v této tkani je UGTIA, jejiz mRNA hladiny klesaji
v transformované nadorové tkani (Wang et al., 2012; Wang et al., 2013). Bylo rovnéz zjisténo,
ze enzymaticka aktivita UGT je u CRC pacientt nizs§i (Hoensch et al., 2013). Primarni UGT
Vv tlustém stieveé je UGT1A10, dalsi detekované isoformy jsou UGT1A1, UGT1A6, UGT1A7,
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UGT1A8, UGT1A9 (Court et al., 2012). Z rodiny UGT2A enzym jsou v kolonu exprimovany
tyto isoformy: UGT2A3, UGT2B4, UGT2B7, UGT2B15 a UGT2B17 (Court et al., 2012).
V nejvétsi mife jsou piitomny isoformy UGT2A3 a 2B4. Tyto enzymy jsou dilezité v mnoha
glukuronidacnich reakcich Sirokého spektra substrata, pficemz riizné enzymatické aktivity a
polymorfizmy mohou hrat roli v patologii CRC (Angstadt et al., 2013; Angstadt et al., 2014;
Holthe et al., 2002).

V této praci se podarilo zjistit, ze UGT1A1 je indukovana v riizné mife zejména po
pusobeni kombinace obou studovanych latek. V bunkach HCT-116 a HT-29 byl tento enzym
indukovan pusobenim samotného butyratu a kombinaci obou latek a v mensi mite také B[a]P.
V ptipad¢ linie Caco-2, nemél samotny butyrat vyrazny efekt na indukci, patrnéjsi byl nartst
hladin mRNA po pusobeni B[a]P a kombinaci latek, zejména v nediferencovanych buiikach. V
linii HCT-116 byla, podobn¢ jako u UGT1A1, indukovana také UGT1A4.

Mezi dal$i enzymy detekovatelné v tlustém stieveé patti NAT, SULT a GST. NAT1 a
NAT?2 jsou zapojeny zejména do metabolismu heterocyklickych aminti. NAT1 je pfitomna
témert ve vSech tkanich, exprese NAT2 se omezuje pouze na jatra a stfeva a jen stopové hladiny
jsou ptitomny v jinych tkanich (Beyerle et al., 2015). V ramci této diplomové prace se podaiilo
zjistit, ze exprese NAT2 muze byt indukovana butyratem v bunéénych modelech odvozenych
od epitelu tlustého stieva.

V bunkach HCT-116 byla NAT2 siln¢ indukovana butyratem a bylo pozorovano
posileni indukce v kombinaci. Indukce butyratem byla spole€na vSem bunéénym liniim,
v piipadé ostatnich vSak az pii vySsi koncentraci (3mM). Navic v buitkach HT-29 bylo
pozorovano oslabeni puisobeni butyratu v kombinaci s B[a]P. B[a]P nemél v ptipadé zadné linie
posilujici efekt na indukci enzymu. Naopak v nékterych pifipadech byl dokonce zaznamenan
jejich lehky pokles oproti kontrole (Caco-2).

Sulfotransferazy (SULT) patii mezi enzymy faze II detekovatelné ve stfevni tkani. U
lidi jsou znamy isoformy SULT1, SULT2, SULT4, SULT6. Béhem naseho experimentu se
vsak nepodafilo pozorovat indukci téchto enzymi po pasobeni butyratu, B[a]P nebo jejich
kombinace. Podobné tomu bylo i v ptipadé GST, které se fadi mezi dalsi dilezité enzymy v
bunkach stievniho epitelu. Nejdulezitéjsi isoformou zde je GSTP1 (Grubben et al., 2000). Ani
zde jsme vsak nepozorovali vyznamnou indukci.

Indukce 4 dalsich enzymi, AKR1C1, AKR1C3, NQO1 a ALDH, byla pozorovana
pouze v bunikach HCT-116. NQO1 byl indukovan B[a]P a indukce tohoto enzymu byla posilena
kombinaci obou latek. Pozorovany trend byl shodny s CYP1 enzymy, pouze s nizsi intenzitou.

Nartst exprese AKR enzymti mtize souviset S metabolickou aktivaci PAU trans-dihydrodiola
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na o-chinony (Penning 2014). Isoformy AKR1C1 — AKR1C4 hraji vyznamnou ulohu v aktivaci
PAU prostiednictvim jejich dihydrodiol dehydrogenasové aktivity. Indukce NQO1 by naopak
mobhla prispét k metabolizaci 0-chinonti vznikajicich aktivitou AKR.

Ostatni enzymy byly indukovany zejména butyratem. Po ovlivnéni B[a]P nebyly
pozorovany témér zadné zmeény v jejich expresi. Nejvétsi zmeény byly zaznamenany v ptipadé
enzymu AKR1C3, jehoz hladiny mRNA byly po ovlivnéni samotnym butyratem v nekterych
piipadech dokonce vyssi, nez po kombinovaném ovlivnéni.

Vedle bunéénych modelti uvedenych v této praci, jsme testovali i moznost detekce
téchto enzyml v bunééné linii AA/C1. Builkky AA/C1 piedstavuji pomalu rostouci linii
odvozenou z kolorektalniho adenomu. Pravdépodobné vykazuji zna¢n€ rozdilny expresni profil
oproti ostatnim studovanym liniim, protoze vysledky detekce XME byly velmi variabilni a

nebylo je tedy mozné zatadit do vysledkové ¢asti této prace.
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9 Zavér

V této praci se nam podafilo s vyuzitim in vitro modelt bunék epitelu tlustého stieva
detekovat indukci nékterych vyznamnych XME po pilisobeni butyratu (vyznamného produktu
stfevniho mikrobiomu) a B[a]P (dietarniho karcinogenu). Tyto enzymy by mohly vyznamnym
zpusobem ovlivnit metabolismus karcinogend, jako jsou PAU a HAA v epitelu tlustého stfeva
a rekta. Nase vysledky také poukazuji na pomérné vysokou variabilitu indukce XME Vv rtiznych
bunécnych modelech odvozenych od CRC. Skutec¢na fyziologicka uloha indukovanych enzymi
neni samoziejm¢ z vysledku ziskanych in vitro jasna, data prezentovana v této praci vSak
ptredstavuji zéklad pro dalsi prace v této oblasti, zaméfené na studium aktivit téchto enzymu
ve stieveé (zejména v normalnich enterocytech a jejich prekurzorech) a jejich roli v detoxifikaci

¢1 bioaktivaci dietarnich karcinogenti.
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