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ABSTRAKT

Biotransformacni aparat a jeho kapacita hraji vyznamnou roli ve vyrovnavani se
s environmentalnimi faktory negativné ptisobicimi na buné¢éné struktury. Enzymy ucastnici se
tohoto procesu jsou Vv zavislosti na genech, které je koduji, rizné¢ uc¢inné. Cilem prace bylo
srovnat frekvence konkrétnich polymorfismt vybranych gent u nadorovych skupin pacientti a
u zdravych kontrol. Sledovanymi polymorfismy byly null genotypy gent pro glutathion-S
transferazu M1 a T1 a inzerce TA dinukleotidu v promotorové sekvenci genu pro UDP-
glukuronosyl transferazu 1A1. Nadorovych skupin, kde byly tyto polymorfismy sledovany,
bylo celkem Sest — kolorektalni karcinomy, karcinomy plic, prostaty, prsu, pankreatu a hlavy
a krku. Celkem byly zminéné polymorfismy vySetieny na 1 118 pacientech a 470 zdravych
kontrolach. Kontrolni skupiny byly dvé — prvni obecna a druha specialni, do které byli
zatazeni pouze zdravi jedinci star$i Sedesati let bez vyskytu nadorového onemocnéni u jejich
nejblizsich ptibuznych.

Gilbertiv syndrom (GS), jehoz pfi¢inou je homozygotni inzerce TA dinukleotidu
v sekvenci TATA boxu promotorové oblasti UGT1A1l, méa za nasledek zvySenou hladinu
celkového bilirubinu v krvi. Cilem bylo ovéfit, zda ma bilirubin protektivni G¢inek proti
vzniku nadorového onemocnéni. Bylo ocekavano, Ze frekvence Gilbertova syndromu, jakozto
protektivniho faktoru, bude u nadorovych skupin statisticky vyznamné¢ niz§i nez u zdravych
kontrol. Tato hypotéza se potvrdila pouze u pacientd s nadorem prsu (frekvence GS 10,0 %) a
u pacientt s nadory pankreatu (frekvence GS 11,1 %). V kontrolni skupiné I byla frekvence
GS 16,0 %, Vv kontrolni skupin¢ II pak 15,4 %. U ostatnich naddorovych skupin byla sice
frekvence GS vzdy nizsi oproti kontrolnim skupinam, ne vsak statisticky vyznamng.

Null genotyp genu pro GSTM1 byl v kontrolni skupiné I zjistén u 50,4 % jedinct, v
kontrolni skuping II u 55,3 % jedinctl. Zadna z nadorovych skupin nevykazovala statisticky
vy$s$i frekvenci vyskytu tohoto null genotypu. U pacientt s nadory plic (37,4 %) a pankreatu
(39,3 %) byla naopak frekvence statisticky vyznamné nizsi. Deficience enzymu glutathion-S
transferazy M1 tak dle téchto vysledkii nemtize byt povazovana ve studovanych skupinach za
rizikovy faktor pro vznik nadorového onemocnéni.

Null genotyp genu pro GSTT1 nebyl identifikovan v zadné z kontrolnich skupin, ve
skupin€ s nadory prsu a prostaty byl pak identifikovan pouze v jednom piipadé. Statisticky
vyznamné vys§i frekvence null genotypu byla pozorovéana u pacientli s kolorektalnim
karcinomem (9,7 %), karcinomem plic (17,2 %), karcinomem pankreatu (3,0%) a
karcinomem hlavy a krku (15,9 %). V téchto nadorovych skupinach tak lze deficienci
glutahion-S transferazy T1 povazovat za rizikovy faktor pro nadorovou transformaci bungk.
Pro dal$i potvrzeni této hypotézy by vSak bylo vhodné provézt vySetifeni na vétsi skupiné
pacientt, zejména pak u nadord hlavy a krku, plic a pankreatu.

Klicova slova

UDP-glukuronosyl transferaza 1A1, glutathion-S-transferazy, biotransformace xenobiotik,
oxidacni stres, kancerogeneze



ABSTRACT

Xenobiotic biotransformation process and its capacity is crucial for xenobiotic chemicals
elimination that may cause damage toward cell structures. The effectiveness of the enzymes
included in this process depends on the gene variants that encodes them. The aim of this work
was to compare certain polymorphisms of selected genes between cases and control groups.
Studied polymorphisms were null genotypes of the glutathione S-transferase gene M1 and T1
and the insertion of TA dinucleotide in the promotor region of UDP-glucuronosyl transferase
1A1. The number of cases group was six included patients with colorectal, lung, prostate,
breast, pancreatic and head and neck cancer. Total number of analysed individuals was 1 118
for cancer cases and 470 for healthy controls. The control group was divided into two groups,
the first one was called general and the second one was called special included healthy
individuals with no cancer history in their closest family members.

Gilbert syndrome (GS) is caused by homozygous insertion of the TA dinucleotide in the
TATA box of the gene UGT1A1 and it causes elevated bilirubin levels. Bilirubin is a potent
antioxidant in human body, so the aim was to attest its protective effect toward cancer. We
expected lower frequency of GS as a protective factor in the cases groups compared with
controls. This hypothesis was confirmed in the breast cancer group (GS frequency 10,0 %)
and pancreatic cancer group (GS frequency 11,1 %). In the general and special control groups
the frequency of GS was 16,0 % and 15,4 % respectively. Although the other case groups
show lower frequency of GS, the results weren 't statistically significant.

Null GSTM1 genotype was observed with 50,4 % frequency in the general control groups
and with 55,3 % frequency in the special control group. Neither the one of the cases groups
hasn’t showed significantly lower percentage of null genotype. Despite expectation we
observed statistically significant lower frequency of null genotype in the group of lung and
pancreatic cancer group (37,4 % and 39,3 % respectively). According to this study, we can
say that the lack of glutathione S-transferase M1 activity is not a risk factor for cancer
development.

Null genotype of GSTT1 wasn't identified in both control groups at all. In case groups of
breast and prostate cancer, there was only one individual carrying the null GSTT1 genotype.
Statistically significant higher frequency of this polymorphism was observed in patients with
colorectal cancer (9,7 %), lung cancer (17,2 %), pancreatic cancer (3,0 %) and head and neck
cancer (15,9 %). In these groups the lack of glutathion S-transferase T1 activity might be
considered as risk factor for cancer development. Nevertheless, for further verification it
needs to take more investigation in this field, especially enlarge the number of patient in the
case groups of head and neck, lung and pancreatic cancer.

Key words
UDP-glukuronosyl transferases, glutathion-S-transferases, xenobiotics biotransformation,
oxidative stress, cancerogenesis
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1 UVOD

Nadorova onemocnéni patii k nejéastéj$im pfi¢inam Gmrti nejen v rozvinutych zemich.
Podle dat Svétové zdravotnické organizace rocné zemie na nasledky rakoviny 8,8 miliond
lidi, coz tvori 16 % vSech umrti (data za rok 2015). Nadorovd onemocnéni jsou tézkym
biemenem pro pacienta a jeho rodinu, zaroven tvoii také socioekonomickou zatéz pro
spole¢nost (prostfedky vynalozené na 1é€bu se odhaduji na 1,16 biliont dolari roén¢). Oba
tyto aspekty vedou ke snaze piedchdzet tomuto druhu onemocnéni. Odborné zdroje totiz
uvadéji, ze 30-50 % nadorovych onemocnéni Ize predejit vyhybanim se rizikovym faktoriim,
mezi které patii zejména nevhodnd strava, koufeni, nadmérna konzumace alkoholu,
nedostatek fyzické aktivity nebo nékteré virové infekce.

Nadory vznikaji transformaci normalnich bun¢k v bunky tumorové v nékolika stupiiovém
procesu. Zmény, které nadorovou transformaci zpasobuji, nazyvame karcinogennimi faktory
a mUZeme je rozdélit na ti1 hlavni skupiny: fyzikalni, chemické a biologické. Obsah této prace
je zamétfen na metabolismus latek zvanych xenobiotika, mezi néz zatazujeme i1 chemické
kancerogeny. Témi mohou byt primyslové latky (barviva, rozpoustédla), kontaminanty
potravin (aflatoxiny), latky obsazené v cigaretovém kouii apod. Metabolické procesy, které
zajistuji vylouceni téchto Skodlivych latek z téla, jsou zavislé na efektivité enzymda, které
eliminac¢ni proces katalyzuji. V genech pro tyto enzymy bylo nalezeno mnoho polymorfismd,
které maji dopad na vyslednou efektivitu odbourani xenobiotik. Mutace, které zpisobuji
snizenou efektivitu vylu€ovani xenobiotik, mohou byt pro daného jedince rizikovym faktorem
pro vznik nddorového onemocnéni. Tato prace se snazi zhodnotit vliv urcitych variant gend
pro biotransformacni procesy na vznik nadorovych onemocnéni. Prvni z teorii, kterd je
pfedmétem srovnavani, je zvySena hladina celkového bilirubinu v Kkrvi, zptsobena
Gilbertovym syndromem, jako protektivniho faktoru proti vzniku nddorového onemocnéni.
Na druhé strané bylo cilem srovnat také deficienci glutathion S-transferaz jako rizikového
faktoru.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Xenobiotika

Xenobiotika v uzsim pojeti smyslu zahrnuji chemické latky vznikajici lidskou ¢innosti
vykazujici pfevazné Skodlivé GCinky na zdravi jedince. Jako piiklad Ize uvézt dioxiny,
polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly apod. V $irSim slova smyslu
pak oznacuji kazdou chemickou latku, s niz zivy organismus piichazi do styku a kterou sam
neni schopen v ramci svého metabolického systému produkovat. Tuto definici pak splituji
vedle vySe zminénych latek také naptiklad antibiotika produkovand fadou mikroorganismu
v ramci konkurenéniho boje, sekundarni metabolity rostlin, syntetické i pfirodni latky uzivané
jako 1é¢iva nebo pyrolytické produkty v tepelné upravenych potravinach. Latky vyhovujici
tomuto Sir§Simu pojeti ale nemusi nutné¢ vykazovat negativni dopad na organismus, ktery
Snimi pfichazi do styku. Touto druhou definici je pak lépe naplnén charakter latek
oznacovanych jako xenobitika, nebot’ nazev vychazi z feckého ,,xenos* znamenajici cizi ¢i
odlisny a ,,bios* jako zivot. V celé praci je vyraz xenobiotikum uzivan pro latky, které odrazi
spiSe §irsi pojeti tohoto vyrazu. [1]

2.2 Metabolismus xenobiotik

Xenobiotikim je nevyhnuteln¢ vystaven kazdy organismus, v pribéhu evoluce tak doslo
k vyvoji metabolického aparatu, diky kterému je v riizné mife kazdy organismus schopen tyto
latky vyloucit a eliminovat tak jejich potencidlné Skodlivy vliv. Schopnost vypotfadat se
s xenobiotiky zavisi na kombinaci genetickych, fyziologickych a patofyziologickych faktort
jedince. Prvni vyznamnéjsi objevy zabyvajici se zhorSenymi reakcemi na podané 1éky, které
jako pfi¢inu udavaly geneticky podminénou variabilitu biotransformaénich enzymu, byly
popsany V padesatych letech 19. stoleti, kdy byl zaveden také pojem farmakogenetika. Pozd¢ji
S poznanim struktury DNA a vyvojem metod jejiho studia byla tato hypotéza potvrzena a dale
studovana. Byly objeveny genetické varianty biotransforma¢nich enzymi a postupné
definovan jejich dopad na citlivost jedince vici latkam, kterym je vystaven. [2]

2.2.1 Osud xenobiotik v organismu

Spole¢nou vlastnosti mnoha xenobiotik je jejich lipofilni charakter. Diky nému mohou byt
snadno absorbovany kuZi, dychacim ¢i travicim ustrojim. Volnou difuzi prochéazeji ptes
fosfolipidovou membranu bun¢k a v krvi jsou pfenaseny pomoci transportnich proteind. Pravé
diky lipofilnimu charakteru a vazb¢ na proteiny je znemoznéna jejich exkrece z organismu.
Ukol biotransformaéniho aparatu pak &asto spoéiva pravé v prevedeni téchto latek na ve vodé
rozpustné slouceniny, které mohou byt snadno vylouceny. Cizorodé latky hydrofilniho
charakteru se v krvi vyskytuji volné a mohou byt snadno exkretovany moci. Do bunék
pronikaji jen pies transportni kanaly. Schopnost latky prochazet plazmatickou membranou je
charakterizovana rozdélovacim koeficientem definovanym jako podil koncentrace latky

Vv oktanolu (lipidické fazi) a ve vod¢ (vodné fazi):
c(L)
c)
¢im vyssi je pomér, tim snadnéji latka difunduje membranou. [3] [4]
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Obrazek 1 - Osud xenobiotik po vstupu do organismu [5]

Biotransformaci cizorodych latek dochéazi také ke zvySeni ¢i sniZeni jejich biologické
aktivity, nebo se biologicka aktivita neméni. Zvyseni se uziva ve farmacii, kdy jsou néktera
lé¢iva podavana ve formé& proléku a aZ jejich metabolickou pfeménou vzniké aktivni produkt
s farmakologickym uc¢inkem. Biotransformaci se ale také nékteré ptivodné intaktni latky méni
Vv toxické metabolity (methanol/formaldehyd). Tento efekt je vSak minoritni a ve vétSing
piipadli metabolizace xenobiotik eliminuje Skodlivé latky a zabranuje tak jejich negativnim
uéinkim. [4]

Nekteré latky jako naptiklad etanol jsou schopny kompletni metabolizace az na oxid
uhli¢ity a vodu, jiné latky podstoupi jen biotransformaci na snadnéji vyloucitelné produkty.
Na celém procesu se podili vice nez 30 druhli enzymii, z nichz vétSinu fadime mezi enzymy
konstitutivni, pficemz nékteré z enzymi biotransformacnich reakci se podileji zaroven na
metabolismu endogennich latek. Jednotlivé typy biotransformacnich enzymu a jejich podil na
metabolizaci xenobiotik zndzorfiuje obrazek 2. Biotransformacni proces se rozdéluje na dve
Casti — biotransformaéni a konjugacni respektive prvni a druhou fazi biotransformace
xenobiotik. Vsechny cizorodé latky nemusi nutné projit obéma fazemi biotransformace.
Reakce a enzymové systémy, které budou xenobiotikum metabolizovat, se lisi v zavislosti na
koncentraci a vlastnostech xenobiotika, aktivit¢ a koncentraci pfislusnych enzymi a
dostupnosti kofaktori nutnych pro reakce. Dand latka tedy pii opakovaném vstupu do
stejného organismu nemusi projit totoznou transformacni cestou. [1] [6]
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Obrazek 2 - Podil jednotlivych typii enzymii na biotransformacnim procesu. Enzymy, jejichz kruhova
vyseC lezi mimo kruh, vykazuji polymorfismy oviivijici jejich aktivitu. Jsou jimi CYP: cytochromy
P450, DHD: dihydropyrimidin dehydrogendza, ADH: alkohol dehydrogendza, ALDH: aldehyd
dehydrogendza TPMT: thiopurin methyltransferdza, COMT: katechol o-methyltransferdza, N-acetyl
transferdaza, UDP-glukuronosyl transferdza [7]

Lokalizace biotransformacnich enzymi

Enzymy biotransformace jsou pfitomny prakticky ve vSech tkadnich téla. Nejintenzivné;si
metabolizace cizorodych latek vSak probiha v jatrech, kde se potifebnych enzymu vyskytuje
nejvice. Dal8imi organy, které v mensi, ale nezanedbatelné mife odbouravaji xenobiotika, jsou
ptirozené tkang, které jsou témto latkdm piimo vystaveny tj. kiize, plice, nosni sliznice a
gastrointestinalni trakt. Z dalSich tkani je tfeba zminit jesté ledviny, slinivku bfisni, srdce,
mozek, varlata ¢i placentu. Ve vétSiné téchto tkani jsou biotransformaéni enzymy
lokalizovany ptredevsim v mikrozomech nebo cytosolu v mensi mife pak v mitochondriich,
jadre a lysozomech (viz Tabulka 1). Dulezitym systémem odbourani cizorodych latek je také
stievni mikroflora. [6] [8]

Tabulka 1 - Enzymy biotransfromace xenobiotik a jejich lokalizace v busice [6]

reakce enzym lokalizace v buiice
faze 1
hydrolyza esterazy mikrozomy, cytosol, lysozomy, krev
peptidazy krev, lysozomy
epoxid hydrolazy mikrozomy, cytosol
redukce azo a nitro redukce mikroflora, mikrozomy, cytosol

karbonyl redukce

cytosol, krev, mikrozomy

disulfid redukce cytosol

sulfoxid redukce cytosol

chinon redukce cytosol, mikrozomy
reduk¢ni dehalogenace mikrozomy
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oxidace alkohol dehydrogenazy cytosol
aldehyd dehydrogenaza mitochondrie, cytosol
aldehyd oxidazy cytosol
xanthin oxidazy cytosol
monoamin oxidazy mitochondrie
diamin oxidazy cytosol
prostaglandin H syntazy mikrozomy
flavin-monooxygenazy mikrozomy
cytochromy P450 mikrozomy
faze IT
glukuronidace glukuronosyl transferazy mikrozomy
sulfatace sulfo transferazy cytosol

konjugace glutathionu

glutathion-S transferazy

cytosol, mikrozomy

konjugace aminokyselin

acyl-KoA syntaza

mitochondrie, mikrozomy

acylace

acetyl transferdzy

mitochondrie, cytosol

methylace

metyl transferazy

cytosol, mikrozomy, krev

2.2.2 Prvni faze

V prvni fazi, kterd se nckdy nazyvd také fazi nesyntetickou se do molekuly
biotransformované latky vnaseji nebo se v ni exponuji funkéni skupiny (—OH, —NH;, —SH,
—COOH), které jsou nasledné cilem pro biotransformaci ve druhé fazi. PrestoZe jsou tyto
skupiny hydrofilni, obvykle nezptisobi vyznamné zvyseni hydrofility dané slouceniny, tak aby
jiz mohla byt vyloucéena. [1] [3]

2.2.2.1 Hydrolyza

Hydrolytické reakce biotransformacnich procesit zahrnuji zejména S$tépeni esterovych
vazeb za vzniku alkoholu a karboxylovych kyselin, $t€peni peptidovych vazeb za vzniku
oligopeptidi nebo aminokyselin a také §tépeni epoxidovych vazeb s tvorbou diolu. [6]

Karboxylesterazy, cholinesterazy a organofosfatazy

Prvni ze dvou vySe zminénych enzymu katalyzuji hydrolyzu ester karboxylovych kyselin,
thioesterti 8 amida. Karboxylesterazy jsou navic schopné transesterifikace. Estery a anhydridy
kyseliny fosfore¢né jsou hydrolyzovany organofosfatazami, které navic hydrolyzuji také
aromatické estery karboxylovych kyselin. [6]

Karboxylesterazy se nachazeji v mnoha tkanich a také v séru. Cholinesterazy se vyskytuji
v krvi a rozdélujeme je na acetycholinesterazy lokalizované na membranach erytrocytli a
pseudocholinesterazy vyskytujici se v séru. [9]

Typické substraty pro tyto enzymy jsou napiiklad psychotropni latky jako heroin, kokain
nebo latky uzivané jako anestetika jako je prokain, sukcinylcholin nebo mivacurium.
Relativné nepatrny rozdil ve struktufe prokainu a prokainamidu zptsobuje, Ze prokain jakoZto
ester karboxylové kyseliny je hydrolyzovan relativné rychle, proto se v praxi uZziva jako
lokalni anestetikum. Naproti tomu amidovéa vazba prokainamidu podléhé hydrolyze pomaleji,
Vv systémové cirkulaci se tak prokainamid vyskytuje déle a indikuje se pii 1€cbé srde¢ni
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arytmie. Mechanismus ptsobeni téchto latek spociva ve vazbé na napétoveé fizené sodikové
kanaly, tim inhibuji tok iontt nezbytny pro vznik a vedeni impulsu. [6] [10]

Karboxylesterazy vedle aktivace lovastatinu, jehoz nasledny metabolit inhibuje HMG-CoA
reduktazu a tim pomaha ke snizeni hladiny cholesterolu, hydrolyzuji a tim aktivuji také CPT-
11 (téz Irinotecan), latku uzivanou pii 1é¢be kolorektalnich karcinomti a karcinomu délozniho
¢ipku. Schopnosti karboxylesteraz aktivovat 1é¢ivé latky z jejich prekuzort je mozné klinicky
vyuzit. Jako piiklad lze uvézt aplikaci protilatky, ktera obsahuje jak antigen specificky se
vazajici na bunky tumoru tak pravé i karboxylesterazu. Lék aplikovany ve formé prekurzoru
by nasledné byl mistné cilené aktivovan a snizily by se tak jeho vedlejsi nezadouci ucinky. [6]
[9]

Vyznamnou mutaci v genu kodujicim pseudocholinesterazu je zaména sedmdesaté
aminokyseliny v peptidovém fetézci z aspartatu na glycin. Sukcinylcholin jako jeden ze
substratli pro tento enzym zpusobuje svalovou relaxaci. Asi 2 % kavkazské populace nesou
zminénou mutaci, kterd zplsobuje niz8i vazebnou afinitu  sukcinylcholinu
k pseudocholinesteraze a prodluzuje tak jeho farmakologicky efekt. Enzym katalyzuje
hydrolyzu také acetylcholinu, prokainu, kokainu heroinu aj., na jejichz metabolismus ale
zminéna mutace nema vliv. [11]

Epoxid hydrolazy

Substratem pro tyto slouceniny jsou alifatické i aromatické latky, které maji epoxidové
vazany kyslik. Reakei se na dany epoxid aduje molekula vody a vznikaji vicinalni dioly
s trans konfiguraci. Epoxid hydrolazy se vyskytuji ve vSech tkénich. Existuje pét forem téchto
enzymil, z nichz dvé tj. mikrosomalni (mEH) a rozpustna epoxid hydrolaza (sEH) detoxifikuji
exogenni latky a nejsou substratové specifické, naproti tomu zbylé tfi katalyzuji hydrolyzu
pouze endogennich substratl, jak je zfejmé z jejich nazvu, a vykazuji vysokou substratovou
specifitu. Témito jsou cholesterol epoxid hydrolaza, leukotrien A4 hydrolaza a hepoxilin
hydrolaza. [6]

Substraty pro epoxid hydroldzy vznikaji Casto ¢innosti cytochromu P450 jako produkty
oxidace nenasycenych sloucenin. Jako elektrofilni slouceniny se mohou vazat na bunécné
proteiny i DNA a poskozovat je. Proto se epoxid hydrolazy vyskytuji spole¢né
S cytochromem P450 a je tak mozné vzniklé reaktivni epoxidy zahy hydrolyzovat a zabranit
tak jejich mutagennimu G¢inku. [8] [12]

Typickym  substritem pro epoxid hydroldzy jsou slouCeniny  vznikajici
oxidaci polycyklickych aromatickych uhlovodikit (PAH), mezi které se fadi i benzo(a)pyren.
Tato latka vznika pti nedokonalém spalovéni, je soucasti vyfukovych spalin, primyslovych
spalin 1 cigaretového koufe. Vznika také tepelnou Upravou masa — zejména pii grilovani a
uzeni. Benzo(a)pyren prochdzi v organismu obéma fazemi biotransformace. V prvni fazi se
jeho metabolismu ucastni zejména cytochromy P450 a epoxid hydrolazy za vzniku
dihydrodiold, arenoxidii, polyfenoli nebo chinonti. Ve druhé fazi jsou tyto produkty
konjugovany s glutathionem, glukuronidem nebo sulfatem. Sled biotransformacnich reakci
je zahajen oxidaci cytochromem P450 nebo prostaglandin H syntazou na benzo(a)pyren-7,8-
epoxid, ktery je nasledné hydrolyzovan na benzo(a)pyren-7,8-diol. Tato latka mize byt
cytochromy opét oxidovana na fadu benzo(a)pyren-7,8-diol epoxidi, které jsou vyznamnymi
mutageny. Vytvareji adukty zejména s purinovymi bazemi guanosinem a adenosinem. Testy
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na mysich, které byly exponovany benzo(a)pyrenu, prokazaly vznik mutaci zejména v genech
K-Ras, H-Ras a tumor supresorovém genu TP53. Vznik aduktii metaboliti benzo(a)pyrenu
s DNA byl studovan také na linii HeLa bunék. Ty vznikaly opét zejména na pozicich v genu
TP53, kde dochazi zaroven ke vzniku mutaci specifickych pro karcinomy plic. [6] [13]

Proteazy

Poslednim typem enzymil jsou protedzy, enzymy Stépici peptidovou (amidovou) vazbu
vazajici jednotlivé aminokyseliny. Nachazeji se zejména v travicim traktu, nicméné
nezanedbatelna je jejich aktivita i v jinych tkanich a krvi. Podle mista §tépeni rozliSujeme C a
N terminalni peptidazy a endopeptidazy. [6]

2.2.2.2 Redukce

Redukci po vstupu do organismu podléhaji anorganické slouceniny kovi i organické latky,
je vsak tézké wurcit, zda dochazi kredukci enzymatické, nebo neenzymaticky reakci
s glutathionem, FAD, FMN nebo NAD(P) kofaktory. N¢které typy redukénich reakci jsou
zprosttedkovavany také stievni mikroflérou. Nize jsou rozvedeny nékteré typy redukcnich
reakci, které se ucastni metabolismu dilezitych 1é¢iv nebo se ucastni metabolismu latek
zpusobujicich oxida¢ni stres. [1] [6]

Azo a nitro redukce

Redukce téchto sloucenin probihd pomoci bakterii nachdzejicich se ve sttevech, kde jsou
diky nizké koncentraci kysliku idealni podminky. K redukci enzymatické neni tfeba
specialnich reduktaz, reakce jsou katalyzovany cytochromem P450 a NAD(P)H-chinon
oxidoreduktazou. Za urc¢itych podminek je redukci schopna uskute¢nit i aldehyd oxidaza — ke
své ¢innosti vyZzaduje jako kofaktor NAD(P)H a limitujici koncentraci kysliku. [6]

Redukce karbonylovych sloucenin

Redukce aldehydi a ketonii na primarni a sekundarni alkoholy je zprostfedkovana
alkoholdehydogendzou a velkou skupinou enzymi rodiny karbonyl reduktaz. Karbonyl
reduktazy jsou monomerni enzymy vyzadujici pro svou funkci NAD(P)H. Jsou pfitomny
pfedevsim v krvi a jatrech, ale také v ledvinach, mozku a ostatnich tkanich. Substratem pro
karbonyl reduktazy jsou mnoha 1éCiva, jako naptiklad acetohexamid (peroralni
antidiabetikum), daunoribicin (chemoterapeutikum) nebo warfarin (antikoagulans). [6]

Redukce chinoni

Redukce chinonovych sloucenin je zprostiedkovana tfemi odliSnymi enzymovymi aparaty.
Prvni znich vyuziva flavoproteinového enzymu NAD(P)H-chinon reduktazy (DT-
diaphorazy) a ptenosem dvou elektroni z molekuly NAD(P)H na substrat vytvaii stabilni
hydrochinonové slou¢eniny. Druhym typem redukce je zejména u clovéka redukce pomoci
karbonyl reduktdz. Tfetim typem enzymi jsou NADPH-cytochrom P450 reduktidzy. Timto
redukénim mechanismem vsSak na rozdil od prvnich dvou vznikaji volné semichinonové
radikaly, které podléhaji autooxidaci a vedou k nestechiometrické oxidaci NADPH a spotiebé
kysliku. Dochéazi k tvorb&é superoxidl, hydroperoxidi a jinych reaktivnich kyslikovych
sloucenin, které poSkozuji bunécéné struktury. Toxicita chinont a latek, které na né¢ mohou byt
metabolizovany, tedy spociva pravé ve zvySovani oxida¢niho stresu. [6] [14]

15



Dehalogenace

Jako u redukce chinonti, i dehalogenacni reakce mohou probihat tfemi mechanismy.
Prvnim typem odstranéni halogenu z molekuly alifatického uhlovodiku je redukéni
dehalogenace, pii které je atom halogenu nahrazen atomem vodiku. Dal$im typem je oxidacni
dehalogenace, halogen je tedy nahrazen kyslikovym atomem a poslednim mechanismem je
eliminace dvou sousednich halogenti za vzniku dvojné vazby tzv. dehydrohalogenace. Prvni
dva mechanismy jsou katalyzovany cytochromy P450, dehydrohalogenace pak také
cytochromem P450 nebo glutathion S-transferazami. Substraty pro tyto enzymy jsou
halogenované alkany. Ty podléhaji jednoelektronové redukéni dehalogenaci a dochazi tak
k tvorb¢ radikald uhliku, které mohou iniciovat peroxidaci bunéénych lipidu. [6]

DalSi reakce a enzymy redukénich reakei

Dalsimi redukénimi systémy prvni faze biotransformace xenobiotik jsou redukce disulfida
pomoci glutathionu za vzniku thiolovych sloucenin. Déle je to redukce sulfoxidi a N-oxidi
zprosttedkovana thioredoxin-dependentnimi enzymy respektive flavin monooxygenazami a
cytochromem P450. Dihydropyrimidin dehydrogendzy (DPD) se vyznamné ucastni
metabolismu bazi thyminu, uracilu a také 5-fluorouracilu, Iéku pouzivaného jako
chemoterapeutika. Soucasné studie uvadéji ¢aste¢nou deficienci pro DPD u 8 % populace.
Nedostatecna aktivita tohoto enzymu vede k pomalému odbourani 5-fluorouracilu a tim ke
znaénému zvySeni jeho toxicity. Piesto se u pacientd, jimz je navrzena 1é¢ba S-flurouracilem,
vySetieni deficience DPD neprovadi. [6] [15]

2.2.2.3 Oxidace

Oxidace jsou nejcastéjsimi reakcemi V prvni fazi metabolismu xenobiotik. VétSina z nich
je zprosttedkovéna velkou skupinou enzymu zvanych cytochromy P450, které jsou spolecné s
alkohol a aldehyd dehydrogenazami popsany v textu nize. DalSimi enzymy, které katalyzuji
oxidacni reakce, jsou flavinmonooxygenazy oxidujici heteroatomy dusiku, siry nebo fosforu
v molekulach amfetaminli, metamfetamini nebo tamoxifenu a peroxidazy, které k oxidaci
substratu nevyzaduji kofaktory NADP ani NADPH ale vyuZzivaji tzv. kooxidace pii redukci
peroxidt vodiku a lipidickych hydroperoxidu. [3] [6]

Cytochrom P450

Enzymovy aparat cytochromu P450 se ucastni metabolismu Siroké Skaly xenobiotik 1
nékterych endogennich substratl. Podili se na tvorbé cholesterolu, steroidd, Zlucovych
kyselin, eikosanoidi a metabolismu nenasycenych mastnych kyselin. Dodnes bylo popsano
vice nez 3 000 rtznych cytochroml P450 vyskytujicich se jak v Zivoci$né, tak rostlinné fisi.
popsany jako pigmenty, odkud prameni také jejich ndzev. Druhd ¢ast ndzvu vychazi z toho, ze
redukovana forma enzymu vaze molekulu oxidu uhelnatého a vtomto stavu vykazuje
absorp¢ni maximum pfi vinové délce 450 nm. [4]

Strukturné se jedna o protein nesouci ve své sktruktufe molekulu hemu. Centralnim
atomem je Zelezo s koordinaénim &islem 6. Ctyimi vazbami je Zelezo vazano k molekule
hemu. Patad vazba spojuje hem s proteinem pres thiolovou skupinu cysteinu (na rozdil od
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hemoglobinu, ktery je spojen ptes histidin) a Sestym ligandem je pak v pribéhu oxidacnich
reakci kyslik. [3]

Cytochrom P450 se nachazi ve vétsing tkéani téla, nejvyssi koncentrace cytochromu P450 je
V jatrech, mensi pak v tenkém stfevé. V bunkach tkani je lokalizovan zejména na membrané
endoplazmatického retikula, mitochondrii a jadra. Mnozstvi enzymu v tkénich vSak neni
konstantni a vlivem vnéjsich i vnitinich faktorti se mize jeho koncentrace lisit. Mezi jejich
charakteristické vlastnosti patfi indukovatelnost, Sirokd substratova specifita a genovy
polymorfismus. [4] [6]

Pro metabolismus xenobiotik je dulezitd monooxygenazova aktivita cytochromu P450.
Mechanismus oxidace substratu je nasledujici: Substrat je navazan na oxidovanou formu
cytochromu (Fe**), nasledné dojde k redukci Zelezitého iontu na Zeleznaty, coZ umozni vazbu
molekuly kysliku za vzniku ternarniho komplexu. Jeden z atomt molekuly kysliku je
zabudovan do molekuly substratu a druhy pfijima vodikové protony a vznika molekula vody.
Redukéni  ekvivalenty k reakcim jsou ziskany z molekuly NAD(P)H, nejsou vsak
cytochromem P450 pfijimany piimo. D¢&je se tak prostifednictvim flavoproteinu NAD(P)H-
cytochrom P450 reduktazy nebo ferredoxinu a ferredoxin reduktazy. Posledni dva zminéné
proteiny piendSejici elektrony na cytochrom P450 jsou lokalizovany v mitochondriich a
podileji se také na syntéze steroidnich hormont a metabolismu vitaminu D. [6]

Cytochromy P450 jsou velice pocetnou skupinou enzymi. Spole¢né tvofi tzv. superrodinu,
ktera je oznaCovana zkratkou CYP. Cytochromy P450 vykazujici alespon 40% podobnost
jsou spole¢né zafazeny do rodin oznacovanych cCislem, ¢lenové podrodiny pak vykazuji
minimalné 55% podobnost a jsou oznaceny pismeny. U ¢lovéka bylo popsano piiblizné 70
funkénich izoforem tohoto enzymu, ptficemz rodiny CYP1, CYP2 a CYP3 kéduji drtivou
vétsinu enzymu ucastnicich se metabolismu xenobiotik. [4]

Alkohol dehydrogenazy

Enzym alkohol dehydrogenaza se sklada ze dvou proteinovych podjednotek a atomu zinku.
Podjednotek je Sest typl, oznacuji se feckymi pismeny a kazd4 z nich je kédovand svym
genem. Podjednotky a, B a y mohou tvofit mezi sebou tvofit libovolné heterodimery, zatimco
zbylé podjednotky se skladaji pouze jako homodimery. Podle podjednotkového sloZeni jsou
pak alkoholdehydrogendzy rozdéleny do ctyt tfid. Izoenzymy tfidy I katalyzuji oxidaci
etanolu, metanolu a jinych nizSich alifatickych alkoholti na odpovidajici aldehydy nebo
ketony. Hojné€ jsou exprimovany v jatrech, méné pak v ledvinach ¢i plicich. Enzymy tfidy III
oxiduji pentanol nebo vyssi alifatické alkoholy a aromatické alkoholy. Vyskytuji se prakticky
ve vSech tkanich vcetné¢ mozku. Alkohol dehydrogenazy tfidy IV oxiduji retinol. Jsou
exprimovany v gastrointestinalnim traktu, v jatrech exprimovany nejsou. [6]

Aldehyd dehydrogenazy

Substratem pro tyto enzymy jsou aldehydy, produktem karboxylové kyseliny. Jako
kofaktor reakce slouzi NAD®. Jednid se o velmi heterogenni skupinu enzymi, bylo
identifikovano celkem 12 genli kodujicich aldehyd dehydrogenazy. LiSi se primarni
strukturou proteinu, mistem exprese 1 substratovou specifitou. Acetaldehyd je hlavnim
substratem pro ALDH2. V genu pro ALDH2 byl identifikovan polymorfismus. Jednd se o
bodovou mutaci ménici aminokyselinu na 487. pozici z glutamatu na lysin, kterda ma za
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nasledek snizenou aktivitu tohoto enzymu. Vyskytuje se zejména v asijské populaci
s frekvenci  45-53 %, kde je také wvysoky vyskyt polymorfismu vgenu pro
alkoholdehydrogenazu, ktera zptsobuje naopak zrychlenou konverzi etanolu na acetaldehyd.
Kombinaci téchto dvou mutaci tak dochézi k rychlé tvorbé acetaldehydu a pomalé konverzi
acetaldehydu na kyselinu octovou. Frekvence vySe zminénych potazmo dalSich méné Castych
polymorfismi tak determinuje rozdily v toxicit¢ a nasledcich konzumace alkoholu
V jednotlivych populacich. Inhibice ALDH se vyuziva také klinicky pfi 1é¢bé alkoholismu.
U zavislého jedince dochazi po podani 1éku k akumulaci acetaldehydu, ktery zpusobuje
nevolnost a zvraceni. Mimo to je ale také acetaldehyd schopen vytvaret adukty s proteiny a
nukleovymi kyselinami a tim je poSkozovat. [6] [16]

2.2.3 Druha faze

Druhd faze metabolismu xenobiotik zahrnuje zejména dilezité konjugacni reakce. Ty
vyzaduji substrat s vhodnou skupinou, na ktery muze byt konjugovana latka ptipojena a
transferdzy prendsejici konjugacni Cinidla. Konjugaci vznikd latka, kterd vykazuje vyssi
rozpustnost ve vodé a muZe byt snadno vyloudena z organismu. Castym substratem pro
konjugacni reakce jsou i endogenni substraty napiiklad bilirubin. Konjuga¢nimi ¢inidly jsou
kyselina glukuronova, sulfat, acetat, glutathion, metyl a nékteré aminokyseliny. VsSechny
reakce druhé faze metabolismu xenobiotik spotiebovavaji energii ve form& ATP bud’ k vlastni
konjugaci, nebo k aktivaci molekul konjugovanych na substrat. Pfenos fosfatu pfimo na
substrat by spotfebovaval méné energie a zarovenn by doslo ke zvyseni hydrofility substratu.
Tato reakce se vSak v procesu metabolismu xenobiotik vibec nevyskytuje. Vysvétleni jsou
nasledujici: pokud by byla koncentrace xenobiotik ve tkani vysokd, byla by vysoka i spotieba
fosfath pro jejich konjugaci, coz by mohlo ohrozit energeticky metabolismus buiiky. Dal$im
divodem je fakt, Ze pfes membranu bun€k nepiechdzi nabité molekuly a membrana nema
ptenasSeCe pro fosforylované latky, coz umoZnuje buiikdm udrzet fosforylované substraty
(napt. glukoza-6-fosfat) uvnitt. Nékteré fosforylované molekuly slouzi zaroven jako signalni
molekuly. Pokud by byly fosforylovany i xenobiotika, mohly by signalni drdhy ovliviiovat,
coz je posledni z teorii, kterad vysvétluje evidentni selek¢ni tlak vii¢i mechanismim, které by
umoznovaly fosforylaci xenobiotik. [3] [6]

2.2.3.1 Glukurodinace

Glukuronidace je hlavni cestou metabolizace xenobiotik a nékterych endogennich latek
v organismu vétSiny savcd. Tento metabolicky krok vyzaduje jako kofaktor uridindifosfat
(UDP) glukuronovou kyselinu. Reakce navazani glukuronové Kkyseliny na substrat je
katalyzovana  enzymem = UDP-glukuronosyl  transferazou, ktera se  nachazi
v endoplazmatickém retikulu zejména hepatocytti, ale i bun¢k dalSich tkani (ledvin, stiev,
kize, mozku nebo nosnich sliznic). [6]

Syntéza UDP-glukuronové kyseliny probiha v cytosolu nejprve reakci glukosa-1-fostatu
s uridintrifosfatem za vzniku oa-D-UDP glukosy. Nésleduje oxidace uhliku v poloze Sest na
karboxyl. UDP-glukuronova kyselina je hydrofilni latkou, pro jeji transport pfes membranu
endoplazmatického retikula je proto pouZzito pienasece. Tento prenaSeC také odvadi UDP
vznikly pfi samotné glukuronidaci xenobiotik zpét do cytoplasmy. [17]
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Vazba UDP na glukosu je v poloze alfa, UDP-glukuronova kyselina tak neni substratem
pro B-glukuronidazu a je tak chranéna proti hydrolyze. Glukuronidy xenobiotik a endogennich
substrati  zaujimaji polohu beta. B-glukuroniddza se vyskytuje v lysozomech nékterych
savCich bun¢k, vyznamnéjsi aktivitu vSak ma ta, kterou produkuji bakterie stifevni mikroflory.
Tato B-glukuronidaza hydrolyzuje vazbu glukuronidu a latka, jez méla byt z téla vyloucCena,
muze byt enterohepatalnim ob&hem opét reabsorbovana. Syntézu UDP glukuronové kyseliny,
jeji lokalizaci a inverzi konfigurace znazoriiuje na obrazek 3. [6]

UDP-glukosa fosforylaza

| 0-D-UDP-glukosa | / \

I"—D—glukus a-1-fosfat

- 2NAD* o
5O PPi  UTP

UDP-glukosa fosforvlace
dehydrogenaza

\» INADH, 2H* CYTOPLASMA

LUMEN

UDP
coo T CoO
0 ¢~ OR /* Q0—R
OH ) OH
HO (I) UDP-glukuronosyl transferiza HO
HOypP HO
UDP-0-D-glukuronovia kyselina p-glukuronid

Obrdzek 3 - Syntéza UDP glukuronové kyseliny [6]

Vazba glukuronové kyseliny na substrat probihd v endoplazmatickém retikulu. Na substrat
je navazana v misté S vyssi elektronovou hustotou, nejcastéji na heteroatom kysliku, siry nebo
dusiku (nukleofilni atom). Podle funkénich skupin, které substraty obsahuji, vznikaji
nasledujici produkty glukuronidace:

alkoholy, fenoly —  O-glukuronid ethery
karboxylové kyseliny —  O-glukuronid estery
primarni a sekundarni aminy —  N-glukuronidy
tercidrni aminy —  kvartérni glukuronidy
thioly —  S-glukuronidy

Navazani glukuronové kyseliny je vSak mozné i na dostatecné nukleofilni uhlikovy atom a
reakci pak vznikaji C-glukuronidy. Takovyto atom uhliku se zvySenou elektronovou hustotou
obsahuji naptiklad latky fenylbutazon a sulfinpyrazon (farmaka) nebo rostlinny toxin kumarin
nesouci ve své struktufe karbonylovy uhlik. Vice se glukuronidaci vénuje kapitola
2.3.1 Mutace DNA. [6] [17]
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2.2.3.2 Konjugace glutathionu

Glutathion je tripeptid slozeny z glycinu, cysteinu a glutamové kyseliny. Jak je vidét
z obrazku 4, glutamova kyselina je spojena peptidovou vazbou s cysteinem prostiednictvim vy-
karboxylové skupiny. [6]

SH
') H
; | H _
: ~|C|) olycin
“o0C 1 cystein
oglutamat M

Obrazek 4 - Struktura molekuly glutathionu [18]

Pii konjugaci glutathionu vznika na rozdil od konjugace s jinymi aminokyselinami
thioetherova vazba. Mechanismus reakce spoc¢iva v ataku nukleofilniho atomu siry obsazené
v cysteinu na elektrofilni atom uhliku v molekule substratu. Glutathion miize byt ale také
konjugovan na slouc¢eniny obsahujici heteroatomy kysliku, dusiku nebo siry. [3] [18]

Syntéza samotné¢ho glutathionu je zahajena tvorbou peptidové vazby mezi cysteinem a
kyselinou glutamovou za katalyzy y-glutamylcystein syntazou. Nasledné je glutathion
syntazou ke glutamové kyseliné navazan glycin. Ob& reakce spotiebovavaji energii
Z hydrolyzy ATP. Konjugace glutathionu k substratu je katalyzovana glutathion S-
transferazami. Tyto enzymy se vyskytuji zejména v jatrech, stievech, ledvinach, plicich a
varlatech (95 % je lokalizovano v cytoplazmé, zbylych 5 % v endoplazmatickém retikulu).
Xenobiotika, ktera jsou urcena ke konjugaci s glutathionem, vykazuji tfi zakladni vlastnosti:
hydrofobicitu, ptfitomnost elektrofilniho atomu a v malé mife jsou také schopny konjugovat
glutathion 1 neenzymaticky. Neenzymatické konjugace jsou typické pro jaterni tkan, kde je
vysokd koncentrace glutathionu (10 mM). Vysoka je ve tkénich 1 koncentrace samotnych
glutathion transferaz, které mohou tvofit az 10 % celkovych proteinti obsazenych v burice.
Konjugaty xenobiotik s glutathionem mohou byt zahy vylouceny Zlu¢i nebo jesté podléhat
konverzi na merkaptany. Tvorba merkaptani je situovana v ledvinach a takto metabolizovana
xenobiotika jsou vylou¢ena mo¢i. Reakce vedouci k merkaptaniim spocivaji v enzymatickém
odstépeni glycinu a glutamatu a nasledné N-acetylaci cysteinového zbytku. [6]

Vyznamnou roli hraji glutathion S-transferdzy pti vyluCovani kancerogennich latek.
Podileji se na eliminaci epoxidll a radikalll nejriznéjSich struktur, které by mohly poskozovat
DNA ¢i jiné bunétné struktury. Vice se glutathion transferazam vénuje kapitola 2.6
Glutathion S-transferazy. [19]

2.2.3.3 Sulfatace

Prestoze u této konjugacni reakce dochazi k prenosu sulfonatové skupiny (SOj3 ), Vv textu
bude dale pouzivan v literatufe zavedeny termin sulfat, sulfatova skupina. Konjugaci sulfatu
k substratu vznikaji vysoce hydrofilni sulfatové estery, které jsou vylucovany nejcastéji moci.
Pti jejich vylouceni do zlu¢i miize diky pfitomnosti aryl sulfatdz produkovanych stfevni
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mikroflérou dochazet k hydrolyze esterové vazby a nasledné enterohepatalni cirkulaci
xenobiotika. Reakce je katalyzovana sulfo transferazami, které se nachazeji v cytosolu bunék
jater, ledvin, mozku, traviciho traktu a plic a v men$i mife také v jinych tkénich. Enzym
pracuje s kofaktorem 3’-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatem (PAPS), ktery vznikd aktivaci
sulfatu. NejcastéjSimi substraty jsou alifatické alkoholy a fenolické slouceniny, sulfat vsak Ize
prenést také na nékteré aromatické aminy nebo N-hydroxy slouceniny. Karboxylové kyseliny
substratem pro sulfatazy nejsou, ale mnoho z nich pisobi jako jejich kompetitivni inhibitory.
Mechanismus reakce u vSech substrati spoc¢iva v nukleofilnim ataku kyslikové nebo dusikové
skupiny na elektrofilni atom siry v PAPS. Mnoho substrati jako chloramfenikol,
ethinylestradiol, dopamin, naftol nebo anilin podléhaji sulfatacnim reakcim ptimo, dalsi velka
skupina substrati je v prvni fazi metabolismu nejprve hydroxylovana a nasledné podléha
sulfataci. Sulfo transferazy nejsou indukovatelné xenobiotiky. Relativné nizky podil
sulfatacnich reakci na celkové metabolizaci xenobiotik je zplsoben pravdépodobné nizkou
koncentraci volného cysteinu, ze kterého se oxidacnimi reakcemi vytvari sulfat pro syntézu
PAPS. Nizké koncentrace PAPS ma pak za nésledek nizkou kapacitu této konjugacéni reakce,
ptestoze afinita enzymu k substratu je vys$si nez napiiklad u UDP-glukuronosyl transferaz. [4]
[6]

Sulfotransferazy (zkracen¢ SULT) jsou rozdéleny do jednotlivych rodin, ve kterych
enzymy sdileji minimalné¢ 40% shodnost aminokyselinové sekvence. Z celkovych péti
objevenych SULT rodin se u ¢lovéka vyskytuji dvé: SULT1 a SULT2, do kterych je zaroven
zafazena vétSina dosud objevenych sulfotransferaz vSech zivych organismi. Rozdilnd je
substratova specifita téchto dvou rodin, SULT1 katalyzuji sulfataci fenolid, katechold a
aromatickych steroidli, zatimco SULT2 sulfataci primarnich i sekundarnich alkoholi,
zluCovych kyselin a hydroxysteroidu. [4]

2.2.3.4 Acetylace

Acetylace je hlavni metabolickou cestou biotransformace aromatickych amini a
hydrazinovych slou€enin. Alifatické aminy jsou pouze vyjimecné substraty pro acetylacni
reakce. N-acetylace je katalyzovana N-acetyl transferazami (NAT), kterym jako kofaktor
slouzi acetyl-koenzym Az intermedialniho metabolismu. Ptfenos acetylu na molekulu
substratu probiha ve dvou krocich. V prvnim kroku je acetyl z molekuly kofaktoru navazan na
cysteinovy zbytek v aktivnim centru enzymu. Ve druhém kroku je acetyl z molekuly enzymu
navazan na aminoskupinu substratu, enzym je regenerovan. Pro siln€ bazické aminy je
rychlost limitujici prvni krok, pro slabé bazické aminy krok druhy. [4] [6]

U clovéka byly identifikovany dvé formy N-acetyltransferaz, jsou oznacovany jako NAT1
a NAT2. Tyto dvé formy enzymu sdileji 87% podobnost aminokyselinové sekvence, jejiz
délka je 290 aminokyselin. Geny pro oba tyto enzymy jsou bezintronové a lezi na
chromosomu 8. Kazdy ale podléha vlastni regulaci. NAT1 je exprimovan ve vétSing€ tkani,
zatimco NAT2 predevsim ve stievech a v jatrech. Jejich substratové specifity se piekryvaji.
Kancerogenni latky jako jsou aromatické aminy nebo 2-aminofluoren jsou acetylovany obéma
enzymy stejné. Neacylované aromatické aminy mohou podléhat reakcim s cytochromem
P450, prostaglandin H syntdzou nebo UDP-glukuronosyl transferdzou a meénit se tak
v produkty schopné vazat a poSkozovat DNA. K aktivaci aromatickych amind N-
acetyltransferdzami dochazi pouze Vv pifipad€é predchozi hydroxylace cytochromem P450.
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NAT pak reaguji se vzniklymi hydroxylaminy za vzniku acetoxy esteri. Molekula
acetoxy estertit N-hydroxylamini se rozpada na vysoce reaktivni karboniovy kation vazajici se
na DNA. [4] [6]

Genovy polymorfismus N-acetyl transferaz je velky. Obecné se vSechny nalezené varianty
genu rozd¢lily podle fenotypu na pomalé a rychlé acetylatory. V kavkazské populaci se
vyskytuje az 60 % jedinci spadajicich mezi pomalé acetylatory. Polymorfismus NAT2 je
diskutovan v souvislosti se vznikem nadord kolonu a mocového méchyie indukovanych
aromatickymi aminy. Nadory kolonu jsou asociovany s heterocyklickymi aromatickymi
aminy, které vznikaji pyrolyzou aminokyselin (bilkoviny upravené za vysoké teploty). Ty
nejsou dobrym substratem pro NAT2 ani NAT1 a podléhaji tak nejprve hydroxylaci ze strany
cytochromu P450. Pfitomnost genu pro aktivnéjsi NAT1 ¢i NAT2 nezvysi eliminaci
samotnych aromatickych amind. Naopak urychli az nasleduji krok, pii kterém z N-
hydroxylamini vznikaji reaktivni slouceniny poSkozujici bunécéné struktury. Rychli
acetylatofi jsou tak ve vztahu k metabolismu aromatickych aminti v nevyhodé. [4]

2.2.3.5 Metylace

Metylace na rozdil od ostatnich reakci druhé faze biotransformace snizuje hydrofilitu
substratu a chrani funk¢ni skupiny, které by mohly podléhat konjugaci. Vyjimku vSak tvoii
metylace atomu dusiku za vzniku kvartérnich amoniovych soli. Ty jsou dobfe rozpustné ve
vodé a mohou byt snadno vylouceny. Piikladem takové reakce je metylace dusiku v molekule
heterocyklické molekuly nikotinu. [6]

Kofaktor metyla¢nich enzymi je S-adenosylmethionin (SAM). Metylova skupina v této
molekule snadno podléhé nukleofilnimu ataku slou€enin obsahujicich siru, dusik nebo kyslik.
Substraty pro tyto reakce tvoii zejména fenoly, katecholy, alifatické i aromatické aminy, N-
heterocykly a sulfhydrylové slouceniny. Reakce probihaji nejcastéji v cytosolu hepatocyti a
nervovych bunék. Metylaéni reakce jsou dileZité zejména pro metabolismus endogennich
sloucenin. Dodnes byly identifikovany stovky riznych metyla¢nich enzymu. Substraty pro
tyto enzymy mohou byt malé molekuly hormont, 1é¢iv, drog nebo jinych xenobiotik, ale také
proteiny, molekuly RNA i DNA. V kontextu metabolismu xenobiotik je tieba zminit zejména
tyto enzymy: katechol-O-metyl transferaza, histamin-N-metyltransferaza, fenol-O-
metyltransferaza a thiopurin-metyl transferaza. [4] [6]

Gen pro thiopurin-metyl transferazu vykazuje polymorfismus. V kavkazské populaci se
vyskyt mutaci, které nositele predurcuji k nizsi aktivité tohoto enzymu, pohybuje kolem 1 %.
Enzym exprimovany podle mutované¢ho genu vykazuje az 400x sniZenou aktivitu oproti
nemutovanym jedinciim. Tito jedinci spolu s 9 % jedinct, ktefi vykazuji stfedni aktivitu
thiopurin-metyl transferazy, jsou ohrozeni intoxikaci léky na bazi thiopurinu. Ty jsou uzivany
pii autoimunitnich onemocnénich, jako imunosupresiva po transplantacich nebo u choroby
zvané myasthenia gravis. Pfed uzivanim 1€kl na bazi thiopurinu je tak indikovéno genetické
vysetfeni polymorfizmu tohoto genu. [4] [20]

2.2.3.6 Konjugace aminokyselin

Konjugace aminokyselin miize probéhnout dvéma zplisoby. Prvni moznosti je vazba amino
skupiny aminokyseliny na karboxylovou skupinu xenobiotika. Prvné je na molekulu
xenobiotika navazan koenzym A. Vznikly acyl-KoA reaguje samino skupinou za vzniku
amidové vazby. Touto cestou jsou na substrat konjugovany aminokyseliny glycin, glutamin
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nebo taurin. Druhou moznosti pak obracené navazani karboxylového konce aminokyseliny na
N-hydroxy amin xenobiotika. Tato draha vyzaduje aktivaci aminokyseliny aminoacyl-t-RNA-
syntetazou. Ta reaguje s xenobiotikem za vzniku reaktivnich N-esterovych sloucenin. Takto
konjugovanymi aminokyselinami jsou serin a prolin. Substraty pro konjugaci jsou pouze
nékteré alifatické, aromatické a heterocyklické kyseliny spolu s kyselinou skoficovou a jejimi
derivaty. Schopnost konjugace aminokyselin zavisi na charakteru substituentd na
aromatickém kruhu, alifatickém fetézci nebo v blizkosti karboxylové skupiny. Ptikladem
substratu pro konjugaci mutze byt fenyloctova kyselina (kyselina difenyl octova kvili
sterickému branéni konjugaci podléhat nemuze). [3] [6]

2.3 Kancerogeneze

Kancerogeneze zahrnuje proces premény normalni bunky v buitku nadorovou. Jedna se o
postupny proces hromadéni chyb v regulacnich mechanismech bunky. Tti hlavni
mechanismy, které vedou k této transformaci, jsou poruchy bunééného déleni, diferenciace a
programované bunécné smrti — apoptdzy. VSechny buniky nddoru vznikly podle monoklonalni
teorie z jedné mutované buiky, ktera ziskala vyhodu oproti ostatnim bunkam a zacala se
nekontrolované délit. Nador je pak souborem bunéck, které jsou klony této tzv. prvotné
iniciované bunky. Bunky, kterym byly alesponi ¢astecné zanechany vlastnosti ptivodnich
bun€k a setrvavaji na misté, tvoii benigni nadory. Maligni tumory jsou tvofeny bunkami,
které se od normalnich bunék 1isi ve vice faktorech a predevsim ziskaly schopnost pronikat do
okolnich tkani a zakladat metastazy. [21]

Riziko vzniku nadort je individudlni. Zavisi na genetickych faktorech jedince a také na
zivotnim prostiedi, ve kterém jedinec zije. Z charakteru transformace normalni bunky
v buitku nadorovou je ziejmé, Ze vyznamnou roli v procesu kancerogeneze hraje as. Cim
delsi je zivot jedince, tim dochazi ke zvySeni poctu zmén v DNA a roste pravdépodobnost
vzniku nadoru. S vékem také zaroven klesa ucinnost reparaénich mechanismu. [22]

Proces maligni transformace buiiky Ize rozdélit do nékolika charakteristickych ¢asti:

1. Iniciaéni stadium zahrnuje primarni genetickou udalost, kterou je mutace kritického genu.
Jedna se o nevratnou zménu, kterd bunice piinasSi selekéni rtistovou vyhodu. Buika sice
ziskava maligni potencial, ale proces se Vv této fazi miZe zastavit.

2. Promo¢ni stadium muze trvat roky i desitky let. Zatim je pfedmétem mnoha studii, toto
stadium neni jesté dostatecné objasnéno. Iniciovana buiika je vlivem promocnich faktort
stimulovana k dal$imu ristu a proliferaci. Promo¢ni faktory jako takové nemaji
kancerogenni vlastnosti a nejsou schopny vyvolat tvorbu nadoru. Cim vyssi je intenzita
promoc¢nich faktorti plsobicich na iniciovanou bunku, tim vy$s$i je pravdépodobnost
posunu bunky do faze progrese. Naopak odstranéni téchto faktorli mize zpomalit nebo az
zabranit vyvoji malignity. Mezi hlavni promo¢ni faktory se dle soucasnych studii fadi
nemutagenni latky cigaretového koufe, nadmérnd konzumace tukd, alkohol a nékteré
hormony.

3. Stadium progrese je charakteristické kumulaci dalSich zmén v regula¢nich mechanismech
buiiky. Dochézi k trvalé aktivaci riistovych stimuld, buika se nekontrolované déli a ztraci
schopnost apoptézy a kontaktni inhibice. Jsou aktivovany faktory umoZznujici Sifeni

23



nadorovych bun¢k do svého okoli 1 vzdalenych tkéni, tvofi se metastdzy. Dochazi také k
tzv. neoangiogenezi Cili tvorbé cév zasobujicich nadorové bunky zivinami a kyslikem. [23]

2.3.1 Mutace DNA

Mutace je nevratna zména na Urovni sekvence DNA v genomu buiiky. Obecné déleni
mutaci znazoriiuje schéma na obrazku 5. Dle typu zasazenych bun¢k rozdélujeme mutace na
somatické a gametické. Oboji mohou vznikat spontdnné¢ nebo mohou byt indukované vlivy
vngjsiho prostfedi. Somatické mutace vznikaji v jednotlivych buitkdch organismu a nejsou
pfenaseny na potomky. Jsou pficinou tzv. sporadickych nadorii, kterymi se tato prace zabyva.
Mutace gametické vznikaji v zarodecnych bunkéch a jsou tedy pfitomny v kazdé bunce
jedince. Jsou spojeny s dédicnymi nadorovymi onemocnénimi (nadorovymi syndromy). [21]
[24]

dominantni recesivni gameticke somaticke
dle fenotypového projevu dle zasaZené buriky
dle zasazene urovné j —|—> dle vlivu na Zivotaschopnost
genove chromozomové || genomové vitalni podminéné letalni
letalni
dle vzniku
indukované spontanni

Obrazek 5 - Prehled mutaci dle jejich vzniku [25]

Pokud dojde ke vzniku mutace, kterd ovlivni n€které diileZité mechanismy, burika je schopna
transformace v maligni buiiku. Primarni pfic¢inou vzniku nadord jsou mutace ve tiech typech
genu (viz nize).

Mutace tumor supresorovych genu jsou recesivniho charakteru, k manifestaci projevu je
tieba, aby byly poSkozeny ob¢ alely téchto gent. Produktem tumor supresorovych gent jsou
proteiny potlacujici déleni nebo podporujici diferenciaci a apoptdézu. Mutaci je poskozena
funkce téchto proteinii nebo k jeho tvorbé vibec nedochazi. Piikladem téchto genl jsou
BRCA1, BRCA2 nebo Rb-protein. U hereditarnich nadorovych syndromt je ve vSech
bunkach téla jedna mutovand alela zdédéna a staci, aby doslo k somatické mutaci alely druhé
a bunka tak ziskd nadorovy potencidl. Tento proces je nazyvan jako ztrata heterozygozity
(LOH z anglického loss of heterozygosity).
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Mutace protoonkogeni jsou dominantniho charakteru. Produktem protookogenti je protein
podporujici bunécné déleni a potlacujici diferenciaci. Mutace protoonkogenu na onkogen
vede k expresi nadmérného mnozstvi tohoto onkoproteinu nebo k jeho hyperaktivni formé.
Buiika je pak neustale stimulovana k déleni. Vyznamnymi protoonkogeny, jejichZ mutovana
forma se vyskytuje az u 50 % vSech malignich onemocnéni jsou geny rodiny ras.

Mutace genii reparujicich poSkozenou DNA jsou recesivni. Celkem se na reparaci
poskozené DNA podili produkty asi 100 gent, které¢ vykazuji vysokou konzervativnost. Na
rozdil od mutaci piedchozich, mutace reparacnich genti neposkytuji buitkdm tumoru zadnou
vyhodu. Vliv téchto mutaci se manifestuje pozdéji (nepifimo) tim, Ze nejsou opravovany
chyby vzniklé v tumor supresorovych genech a onkogenech. Ztrata funkce proteint
reparujicich DNA zvySuje Cetnost mutaci az o tfi fady. Prikladem jsou geny, které koduji
proteiny zajist'ujici excizni reparaci poskozené DNA. [21] [23]

Jak jiz bylo zminéno vyse, k iniciaci kancerogeneze nestaci jedina chyba, je to proces
vicestupiiovy. Je prokdzano, ze k rozvoji nadorového onemocnéni je potifeba 6-12 mutaci
ruznych onkogent. Funkce zminénych genti mize byt zdrovenl ovlivnéna také faktory
epigenetickymi (metylace DNA, acetylace histon). Byl publikovan seznam celkem 291 gend,
jejichz zmény hraji zasadni roli pfi procesu kancerogeneze. U 90 % téchto genidt byly
detekovany zejména somatické mutace, u 20 % se jedna o zadrode¢né mutace a u 10 % genti se
jednd o kombinace somatickych a zirodecnych mutaci. Kumulace somatickych mutaci je
zpusobena genotoxickymi vlivy fyzikalniho, chemického nebo biologického charakteru, které
jsou blize popsany nize. [26]

2.3.1.1 Spontdanni mutace

Spontanni mutace vznikaji jako ndhodné chyby pfi replikaci DNA napftiklad v disledku
existence tautomernich forem bézi. Tymin je schopen ve své vzacné enolové forme tvofit tii
vodikové mistky a parovat se tak s guaninem. Imino forma adeninu je pak schopna parovani
s cytosinem. Doba existence téchto vzacnych tautomernich forem adeninu i thyminu je vSak
kratka (107 az 107%). Dal$im déivodem chybného parovani bazi mize byt jejich deaminace
nebo zatazeni uracilu namisto tyminu. DNA polymeraza je ale pfesny enzym, ktery ma navic
schopnost autokorekce — umi S$patné zaClenéné baze odstranit a nahradit spravnymi.
Frekvence takto zpiisobenych mutaci je proto nizké, uvadi se zhruba 107° az 10~ na buiiku za
jednu generaci. [24] [25]

2.3.1.2 Indukované mutace

Mezi indukované mutace fadime ty, které jsou zptisobeny mutagennimi faktory vnéjsiho
prostfedi. Rozdéluji se do skupin na fyzikalni, chemické a biologické mutageny. Vystupem
vSech téchto tii faktord miZze byt také zvySeni oxidacniho stresu vedouciho rovnéz k tvorbé
mutaci. [24]

Fyzikalni mutageny

Nejbéznéjsim fyzikalnim mutagenem, kterému je organismus vystaven, je UV zaieni. Jeho
hlavnim zdrojem je Slunce a pied jeho nadmérnym dopadem na povrch Zemé¢ jsme chranéni
ozonovou vrstvou. Ta se ale prokazatelné ztenCuje, jeji protektivni ucinek tak klesa.
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UV zatfeni nemé schopnost pronikat tkdinémi, poskozuje proto pouze povrchové bunky téla —
je jednou z hlavnich pfi¢in vzniku melanomu. Princip mutagenity spo¢iva v absorpci zafeni
riznymi organickymi latkami. Ty jsou zafenim excitovany a reaguji s kyslikem za vzniku
volnych radikalti (singletového kysliku, superoxidi apod.). Reaktivni kyslikové radikaly
reaguji S kolagenem a jinymi bilkovinami kiize a degraduji je, coZ je principem starnuti kiize
popt. vzniku melanomt. UV zéfeni vytvaii také hydraty purinovych bazi a dimery pyrimidint
(zejména tyminu). Mutagenita dimert tyminti spoc¢ivd v narusSeni struktury DNA a tim
k zastaveni DNA polymerazy pii replikaci. Opakované pieruseni replikace bez oprav
vzniklych chyb vnové vznikajicich fetézcich vede k substitucim, delecim nebo tvorbé
chromozomalnich zlomui. [27]

lonizujici zafeni ma vysSi energii nez UV zafeni a je schopno pronikat tkanémi.
Zatazujeme zde o, B, a y-zafeni nebo RTG paprsky. Expozice ¢loveéka tomuto zafeni vSak
neni tak bézna, jako je tomu u UV zafeni. Energie ioniza¢niho zéafeni je dostateCné vysoka
k tomu, aby ionizovala atomy, kterymi je pohlcena. Principem radiacniho poSkozeni tkani je
fotolyza vody, pii niz vznikaji reaktivni radikalové Castice (hydroxylovy a vodikovy), ale i
ptimé poskozeni DNA (vznik zlomi). Radikalové ¢astice vyvolavaji dalsi reakce s bunéénymi
strukturami. Typickym poSkozenim vyvolanym timto druhem zéafeni je tvorba jedno i
dvouvlaknovych zlomii v DNA, cross-linkii, lokalnich denaturaci a modifikaci bazi. [28]

Biologické mutageny

Biologické mutageny jsou zejména viry. Virova nukleovd kyselina a proteiny jsou pro
zasazenou bunku cizorodym materidlem, ktery miize interagovat s jejimi vlastnimi
molekulami a naruSovat jejich funkci. Mechanismus spusSténi maligni transformace virem je
rizny. D&di¢na informace DNA virt obsahuje onkogen kodujici T-antigen. Produkt tohoto
genu se vaze na produkty tumor supresorovych geni a tim je inaktivuje. Tento mechanismus
je typicky zejména pro papilomaviry, které mohou indukovat vznik nadort délozniho ¢ipku
nebo nadortt hlavy a krku. RNA onkogenni retroviry pfimo ve své dédicné informaci
onkogen nemaji. Po vstupu viru do buniky je RNA ptepsdna do molekuly DNA a zaclenéna do
genomu hostitelské buiiky. V pribéhu zaclenéni cizorodé DNA mize dojit k naruSeni
sekvence bunécného protoonkogenu, ktery se takto muze zmeénit v onkogen. Bunécny
onkogen se muze také dostat pod kontrolu silného virového promotoru, nasleduje jeho
zvySend exprese vedouci ke stimulaci bun€k k nadmérnému déleni. Retroviry zpisobujici
maligni transformace lidskych bunck jsou napf. HTLV-1, HTLV-2 a KSHV zpisobujici
leukémii, lymfomy a Kaposiho sarkom. [21]

Chemické mutageny

Chemické mutageny jsou Sirokou skalou latek zahrnujicich kontaminanty zivotniho
prostfedi, latky cigaretového koufe, barviva i nékteré Skodliviny obsaZzené v piepalenych
potravinach nebo uzenych vyrobcich. Rozd¢luji se podle mechanismu G¢inku na analogy bazi
a latky modifikujici baze. [25]

Mutagenni tc¢inek analogl bazi se projevuje pii replikaci DNA. Tyto latky se inkorporuji
do DNA a zpiisobuji chybné parovani bazi vedouci k mutacim. Analogy bazi se ¢asto uzivaji

v

pfi studiu mutagennich procest. Nejpouzivangjsi je S-bromuracil, analog tyminu. Na rozdil od
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tyminu je na uhliku C5 misto metylu vazan brom, ktery vyznamné posouva rovnovahu
smérem k existenci enolové formy (ketoforma se paruje s adeninem, enolforma s guaninem).

Latky modifikujici baze ptedstavuji pomémé Sirokou a riznorodou skupinu chemickych
latek. Nejcastéjsim mechanismem poskozeni je oxidace nebo alkylace DNA. V piipadé
metylacnich ¢inidel mtize byt dopad na fyziologii bunky velmi vazny. Metylacni status gent
totiz hraje vyznamnou roli v regulaci jejich exprese. Latky modifikujici baze tak vykazuji
mutagenni uc¢inek 1 na DNA, ktera se nereplikuje. Mezi alkylacni latky fadime alkylsulfaty a
N-nitrososlouceniny. Alkyla¢ni ¢inidla kromé zmény metylace gent zplisobuji také nespravné
parovani bazi, poptipadé se neparuji viibec nebo zplisobuji mezitetézcové kiizové vazby.
Dalsi skupinou latek jsou hydroxyla¢ni ¢inidla (hydroxylaminy), deaminacni ¢inidla (kyselina
dusita, hydrogensifi¢itany) nebo interkala¢ni latky (etidiumbromid, akridiny, psoraleny). [24]
[25]

2.3.2 Oxidaéni stres

Oxidaéni stres je definovan jako ptevaha reaktivnich forem kysliku nad antioxidacni
kapacitou organismu. Ne¢které z vySe zminénych mutagennich latek pusobi mechanismem
tvorby reaktivnich kyslikovych slouc¢enin (ROS) a jsou tak pii¢inou oxida¢niho stresu
(obrazek 6). Kromé téchto exogennich latek oxidacni stres zptsobuji také vlastni fyziologické
pochody organismu - dychaci fetézec, oxida¢ni vzplanuti bilych krvinek. ROS jsou také
vyznamnou soucasti bunééné signalizace. Mezi ROS patii superoxid, peroxid a hydroxylovy
radikal. Superoxid neni zdaleka tak reaktivni jako jeho protonovand forma. Vibec
nejreaktivnéj$i je hydroxylovy radikal, k jehoz vzniku dochézi v pfitomnosti Fe?* nebo Cu®.
Proto bunky peclivé stiezi nakladani s zeleznatymi ionty (je uchovavano ve feritinu, kde
nemuze reagovat). Limitujicim faktorem rychlosti reakce hydroxylového radikalu s ostatnimi

molekulami je pouze difuze. [27]
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Obrazek 6 - Schéma puisobeni xenobiotik jako induktorii oxidacniho stresu

Reakci ROS s nukleovymi kyselinami dochazi k modifikacim bazi — typicka je oxidace
guanosinu volnym hydroxylovym radikalem, ktery se pak paruje s adeninem nebo nahrazeni
NH; skupiny adeninu za OH, ktery pak vytvafi par s cytosinem. Druhym vystupem je Sté€peni
cukr-fosfatové kostry vedouci k tvorbé zlomt v DNA. Dlouhodobé vystaveni organismu ROS
at' uz prostiednictvim chronickych zanéti nebo diky vnéjsim faktoraim (UV zafeni,
xenobiotika) vede k poskozovani DNA a vzniku mutaci. Podil oxida¢niho stresu na vzniku
nadorového bujeni je tak nezpochybnitelny. [29]

Antioxidaéni strategie

Mechanismy, které télo vyuziva pro boj s oxida¢nim stresem lze rozdé€lit na enzymové a
neezymové vyuZzivajici malé molekuly antioxidacnich latek. Hlavnimi enzymy, které
eliminuji ROS, jsou superoxid dismutiza a peroxidazy (katalaza a glutathion peroxidaza).
Superoxid dismutdza (SOD) katalyzuje dismutaci (oxidaéné-redukéni reakci dvou molekul
téze latky) superoxidu. Je to rychly a efektivni enzym, nepotfebuje obé molekuly superoxidu
zaroven, katalyzuje jejich pfeménu postupné. Lidsky organismus obsahuje dvé formy tohoto
enzymu: SOD 1, kterd se vyskytuje v cytoplazmé (kofaktorem je atom meédi nebo zinku) a
mitochondrialni SOD II (kofaktor je mangan). Peroxidazy eliminuji peroxid vodiku
dvouelektronovou redukci. Enzymy, které tuto reakci zprostiedkovavaji, jsou kataldza, ktera
elektrony nutné k redukci ziskdva z druhé molekuly peroxidu (jednd se vlastné také o
dismutaci). Druhym enzymem je glutation peroxidaza, ktera jako donor elektronti vyuziva
molekulu glutathionu. Aktivni misto tohoto enzymu obsahuje selenocystein. Enzymy a reakce
katalyzované zminénymi enzymy shrnuje tabulka 2. [27] [30]
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Tabulka 2 - Enzymy a reakce antioxidacnich mechanismii

enzym kofaktor substrat reakce
superoxid dismutaza | Cu, Zn nebo Mn superoxid 20, —» H;0,+0,
katalaza Fe pEI’OXid 2H,0,— 2 H,O+0,
glutation peroxidaza Se H,O,+ 2GSH — 2 H,O + GSSG

Zminéné enzymové systémy nemohou katalyzovat eliminaci ROS v membranéach. Ta je
zprostfedkovana malymi lipidickymi molekulami s antioxida¢nimi vlastnostmi. Tyto
antioxidanty s reaktivnimi ¢asticemi pfimo reaguji a samy se tak stanou volnymi radikaly.
Drtiva vétSina antioxidanti ma systém konjugovanych dvojnych vazeb, které stabilizuji
pfijaty nepéarovy elektron, a tudiz nejsou reaktivni natolik, aby poSkozovaly bunécné
struktury. Dulezitym antioxidantem je koenzym Qi, ktery se nachazi ve vnitini
mitochondridlni membrané, kde je koncentrace ROS diky pfitomnosti dychaciho fetézce
velmi vysoka. V ostatnich ¢astech buiilky zajistuje vychytavani volnych radikal vitamin E.
Regenerace koenzymu Qi probihd dismutaci dvou molekul ubisemichinonu nebo je sam
ubisemichinon regenerovan v dychacim fetézci. Vitamin E je regenerovan predanim elektronu
na molekulu vitaminu C, ktery je nasledné regenerovan glutathionem. Radikal vitaminu E
muze také reagovat jesté s druhym radikalem, dojde k nevratné oxidaci a vysledny produkt je
vylou¢en zluc¢i. Dalsi vyznamnou fyziologickou antioxidacni molekulou je bilirubin
diskutovany v kapitole nize. [27] [29]

2.4 Bilirubin

2.4.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Bilirubin je nepolarni slouceninou, coz je zasadni vlastnost ovliviiyjici jeho transport a
ulohu v organismu. Pfirozenou formou bilirubinu v téle je 4Z,15Z-bilirubin IXa. V molekule
bilirubinu jsou sice polarni postranni skupiny, ty ale spole¢né tvofi intramolekularni vodikové
mustky a udrzuji tak molekulu nekonjugovaného bilirubinu v nepolarnim stavu a
Vv trojrozmérné konformaci (obrazek 7). [30]

Obrazek T - Struktura nekonjugovaného 47, 15Z-bilirubinu IXo [30]

29




Konstituéni izomerie molekuly bilirubinu:

Dle Stépeného methinového mistku v molekule hemu rozliSujeme tyto ¢tyfi konformacéni
izomery: bilirubin IXo, IXf, [Xy a IXd. Prvni jmenovany je v dospélém lidském organismu
pievazujicim izomerem. Zbylé tii se vyskytuji ve stopovych mnozstvich, kromé izomeru IXp,
ktery se ve vetsi mife vyskytuje u novorozencti. Vzhledem k jeho strukture neni, podobné
jako izomery IXy a IX9, schopen tvofit intramolekularni vodikové mustky, ¢imz se zvySuje
jeho hydrofilita a mtze tak byt vyloucen zluc¢i bez konjugace.

Spontannim rozstépenim bilirubinu IXa na dvé molekuly a jejich naslednym nédhodnym
op€tovnym spojenim v linearni tetrapyrrol mohou vzniknout tfi nasledujici izomery: Illa, [Xa
a XlIla.

Konfiguraci cis/trans uréuje poloha pyrrolovych jader vici sobé. Jejich konfigurace ma za
nasledek zménu polarity slouceniny a tedy i jeji ndslednou schopnost eliminace. 4Z,15Z
bilirubin je snadno fotoexcitovan za soucasné zmény konfigurace a prechazi tak na polarné;jsi
derivaty zvané lumirubin, cyklobilirubin nebo fotobilirubin II, které mohou byt vylouc¢eny
zlu¢i bez konjugace. Tohoto principu se vyuziva pii terapii novorozenecké zloutenky nebo
pro potlaceni projevii hypebilirubinemie u Crigler-Najjarova syndromu 1. [30]

2.4.2 Degradace hemu

Hemova struktura patii mezi tetrapyrrolové slou€eniny. Je soucasti celé fady hemoproteint
(hemoglobinu, myoglobinu, cytochromtl). Dale mezi tetrapyrrolové slouceniny patii také
chlorofylova barviva a fytobiliny slouzici jako rostlinné pigmenty a v neposledni fad¢ i koriny
mezi nez patii vitamin Bj, neboli kobalamin. Ty se od hemu 1i8i jak uspotadanim cyklické
struktury porfyrinu, tak i centrdlné vazanym atomem kovu. V ptipadé chlorofylu je zde vazan
iont hoi¢iku, vitamin B, vaze iont kobaltu. [31]

Hem uréeny k degradaci v lidském téle pochazi pievazné ze starnoucich Cervenych
krvinek. Jejich zivotnost je prumémé 120 dni. Zbylé hemové struktury pochazeji
Z cytochromt a dalSich molekul obsahujicich hem, jejichz obrat je v téle rychlejsi. Starnouci
cervené krvinky jsou odstranény z krevniho fecist¢ a degradovany ve slezin€. Globinova
slozka hemoglobinu je rozloZena na aminokyseliny a samotny hem podstupuje oxidativni
Stépeni. [3]

1) Prvnim krokem degradace je §tépeni o-methinového mistku, ¢imz se prerusi cyklicka
struktura a vznika linearni tetrapyrrolova struktura zvana biliverdin. Tato reakce je
katalyzovdna hemoxygenazou. Pti Stépeni dochazi k uvolnéni Zeleza a oxidu uhelnatého,
0 kterém se predpoklada, Ze plni v organismu signalni ¢i regula¢ni ulohy.

2)Nasleduje redukce stiedového methinového mustku biliverdinu za vzniku
bilirubinu IXa. Reakce je katalyzovana biliverdinreduktazou, jejimz kofaktorem je NADPH.
Biliverdinreduktaza se vyskytuje spolecné s hemoxygenazou, coZ vysvétluje, pro¢ v krevnim
séru nedetekujeme volny billiverdin. Reakce degradace hemu na bilirubin je znazornéna na
obrazku 8.
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Obrazek 8 - Degradace hemové struktury [32]

3)Vznikly nekonjugovany bilirubin se dostava portalnim fecistém do jater. Protoze se
jednd o nepolérni slouceninu, jeho transport do jater je zprostfedkovan vazbou na sérovy
albumin. V jatrech je pak konjugovan s kyselinou glukuronovou, reakce je katalyzovana
uridindifosfatglukuronid transferdazou 1A1 a vznika bilirubindiglukuronid, jehoz rozpustnost
ve vodé je vySSi a miZze tak byt eliminovan Zluc¢i pry¢ z té€la. Vice o konjugaci a funkci
bilirubinu v kapitole 2.4.6 Funkce bilirubinu v organismu. [3] [30]

Hemoxygenaza

Hemoxygenéza katalyzuje oxidacni $tépeni methinového miistku hemu za vzniku linerani
tetrapyrrolové molekuly biliverdinu. V lidském organismu existuji dv€ isoformy tohoto
enzymu: hemoxygenaza-1 a hemoxygenaza-2. Prvni z enzymu se uplatiiuje predevSim pii
zvladani oxidacniho stresu, jeho exprese je indukovatelnd volnymi kyslikovymi radikaly,
tézkymi kovy, UV zéfenim, zvySenym mnozstvim hemoglobinu pii hemolyze nebo i Iéky
(kyselinou acetylsalicylovou, statiny nebo imunosupresivnimi latkami). Hemoxygenaza-2 je
naproti tomu konstitutivnim enzymem. Je produkovana v rlznych tkanich, zejména pak
centralnim nervovym systémem, endotelovymi buikami, jatry a stfevy. Hemoxygenaza neni
jen enzymem, ale v jadfe plni funkci transkripéniho faktoru a je také signalni molekulou na
bunééné membrane. [30]
Billiverdinreduktaza

Billiverdin reduktaza katalyzuje pfeménu billiverdinu na bilirubin redukci methinového
mustku. Jednd se o vSudypfitomny enzym, pfevazna cast je ho ale v cytosolu. V téle se
nachazi spolecné s hemoxygenazou. Diky tomu je billiverdin okamzité¢ zpracovavan a jeho
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mnozstvi v séru je téméf nedetekovatelné. Zajimavé je také, ze tento enzym ma dvé pH
optima a je schopen autofosforylace, coz zvySuje jeho aktivitu. Toho je vyuZzivano pii
zvySeném oxidac¢nim stresu organismu, protoze vznikly bilirubin disponuje antioxida¢nimi
vlastnostmi. Billiverdinreduktaza ma také kinazovou aktivitu, je tedy schopna Ucastnit se
bunécné signalizace a je schopna i pfenosu do jadra, kde plni ulohu transkripéniho faktoru.

[30] [33]
2.4.3 Transport bilirubinu

Po rozpadu hemu se bilirubin dostava do systémové cirkulace, odkud putuje do jater.
Denni produkce bilirubinu ¢ini pfiblizné 250-350 mg, z ¢ehoz 75-80 % pochazi z rozpadu
cervenych krvinek. Vzhledem k jeho nerozpustnosti ve vodé je transport zajiStén navazanim
na sérovy protein albumin. Takto je pfendSeno asi 90 % vesSkerého bilirubinu, zbylych 10 %
je vazano na apolipoprotein D HDL-lipoproteinu. Albumin ma ve své molekule vysoce
afinitni vazebné misto, na které se bilirubin vaze iontovymi vazbami. Kapacita alouminu pro
transport bilirubinu ¢ini az 600 pmol/l, coz znaéné presahuje fyziologické hodnoty v Krvi
(celkova denni produkce bilirubinu dosahuje primérné 450-600 pl). N&které 1éky a také volné
mastné kyseliny maji schopnost soutézit s bilirubinem o vazebné misto v molekule albuminu,
coz zvysuje hladinu volného bilirubinu v séru.

Existuji jedinci se vzacnym onemocnénim, u kterych nedochazi k produkci albuminu.
Transport bilirubinu albuminem je ale zcela schopen nahradit HDL-lipoprotein spolu
S ostatnimi sérovymi proteiny.

Do jater se bilirubin dostava pies bazolateralni (sinusoidalni) po6l hepatocytu — bilirubin
disociuje z vazby na albumin a vaze se na transportni protein, kterym je transportovan do
cytosolu. Jiny nez volny bilirubin neni pfes bazolaterdlni membranu transportovan.
V cytosolu je bilirubin v4zdn na intraceluldrni proteiny, coz zabranuje jeho transportu ven
z buiky. Navzdory proteinim vazajicim bilirubin v cytosolu, je asi polovina bilirubinu
asociovana s membranami endoplazmatického retikula jaternich bunék. [3] [30]

2.4.4 Konjugace s kyselinou glukuronovou

Volny bilirubin kvili jeho nepolarni povaze neni schopen exkrece. Konjugaci s Kyselinou
glukuronovou se vSak jeho polarita zvysi natolik, Ze miize byt z té€la vyloucen pomoci zluci.
Konjugaci bilirubinu s kyselinou glukuronovou katalyzuje enzym UDP-glukuronosyl
transferdza (UGT1A1).

V procesu glukuronidace jsou na karboxyetylové zbytky molekuly bilirubinu esterovou
vazbou navazany dvé molekuly glukuronové kyseliny a vznika bisglukuronosyl bilirubin.
Diky vazbé kyseliny glukuronové dojde ke zméné trojrozmérné struktury molekuly a uvolnéni
dvou vodikovych mustki, které brani expozici polarnich skupin. [30]

245 Vylouceni konjugovaného bilirubinu

Bisglukuronosyl bilirubin je hepatocyty vyloucen do Zluce pies apikalni pol. K transportu pies
membranu dochédzi aktivnim transportnim systémem proti koncentratnimu gradientu za
spotieby ATP. Bilirubin se dostdva do zlucovodi. Pfi transportu zlucovody je ale mala ¢ast
konjugovaného bilirubinu §t€pena B-glukuronidazou produkovanou hepatocyty a vystelkou
zluCovych cest. Mnozstvi B-glukuronidazy zdravého jedince neni vyznamné, roste vSak pii
infekci ZluCovych cest patogennimi mikroorganismy, které tento enzym produkuji. Takto
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zvySena hydrolyza konjugovaného bilirubinu mulze vézt az k vytvofeni precipitati
nekonjugovaného bilirubinu, které jsou pii¢inou vzniku barevnych zluCovych kament.
Ucpani zluovych cest vede k akumulaci zlu¢ovych kyselin a pietlaku ve zlucovych cestach.
Tésna spojeni hepatocytli jsou timto tlakem pierusend a konjugovany bilirubin se muze
dostavat zpét do cirkulace.

Za normalniho fyziologického stavu je ale bilirubin zlu¢i transportovan do sttevniho lumenu.
Prochazi ztenkého stieva do tlustého, které je osidleno koliformnimi bakteriemi. Ty
produkuji B-glukuroniddzu a mohou bilirubin dekonjugovat. Anaerobni bakterie pfitomné ve
stievé zase produkuji oxidoreduktazy, kterymi je bilirubin redukovan na mnozstvi slouc¢enin
souhrnné¢ nazyvanych jako urobilinoidy. Urobilinoidy jsou spolu s Casti stale jesté
konjugovaného bilirubinu vylouceny stolici. [30]

2.4.6 Funkce bilirubinu v organismu

Bilirubinu byl donedavna povazovan spiSe za produkt toxicky, jehoz rychld eliminace
Z organismu je nezbytnd. Novorozeneckd hyperbilirubinémie je prokazatelné neurotoxickad,
avSak posledni studie prokazuji i jiné, pozoruhodné biochemické vlastnosti bilirubinu.
Ptipisuji mu protektivni vlastnosti v boji proti oxida¢nimu stresu, ktery je jednou z pficin
aterosklerdzy, rakoviny, autoimunitnich a degenerativnich onemocnéni. [34]

Antioxidaéni vlastnosti

Prvni studie prokazujici antioxidacni vlastnosti bilirubinu byly publikovany jiz v roce
1954, kde bylo zjisténo, ze schopnost bilirubinu zabranovat oxidaci nenasycenych mastnych
kyselin je mnohem silngj$i, nez jakou disponuje vitamin E. Nésledujici studie prokazaly také
jeho schopnost zhaset singletovy kyslik, zneSkodnovat peroxylové radikaly a superoxidové
anionty. Dal§imi protektivnimi vlastnostmi bilirubinu jsou schopnost zabranit oxidaci
lipoproteint (LDL) a proteinli a sniZovat karbonylaci bilkovin. VSechny tyto vlastnosti plati
pro nekonjugovany bilirubin. [30][35]

Velkd antioxidacni kapacita bilirubinu je vysvétlovana dvéma zpasoby. Prvnim
vysvétlenim je in vitro potvrzena existence bilirubin-biliverdinového cyklu. Bilirubin tak po
zneskodnéni oxidacni ¢astice miize byt opét regenerovan, coz vysvétluje jeho velky podil na
antioxida¢ni kapacité¢ séra, piestoze jeho koncentrace v ob&éhu jsou nizké. Schopnost
likvidovat reaktivni castice souvisi se strukturou bilirubinu, ktery nese na uhliku C-10
metylenovou skupinu. Ta je donorem elektronti pro radikalové Castice. Druhym dopliiujicim
vysvétlenim je schopnost bilirubinu inhibovat produkci superoxidu NADPH-oxidazou, ktera
je hlavnim zdrojem oxidantli ve fagocytarnich i jinych burnikach. [30]

2.5 UDP-glukuronosyl transferazy (UGT)

Uridindifosfoglukuronosyl transferazy jsou oznacovany zkratkou UDPGT ¢i UGT (dale
jen UGT), podle systému klasifikace enzymi Mezinarodni biochemické unie jsou oznaceny
Cislem EC 2.4.1.17. [36]

UGT jsou kli¢ovou skupinou enzymi, diky jejichz aktivité je organismus schopen predejit
potencidlné toxické akumulaci exogennich i endogennich lipofilnich latek a zahdjit jejich
eliminaci ztéla skrze mo¢ nebo Zlu¢. Tento elimina¢ni proces je umoznén zvySenim
hydrofility lipofilnich latek, a to navazanim glukuronové kyseliny z uridindifosfoglukuronidu
na molekulu eliminované latky prave za katalyzy témito transferdzami. Strukturni rozmanitost
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latek, jejichz glukuronidaci tyto enzymy katalyzuji, je velka, nebot’ jsou schopny pienaset
glukuronid na rozlicné funk¢ni skupiny — hydroxyly, karbonyly, karboxyly, sulfuryly ¢i
aminoskupiny. NejcastéjSimi substraty endogenniho ptivodu jsou bilirubin, steroidni pohlavni
hormony ¢i hormony S§titné zlazy, exogennimi substraty pak léky, potencidlni jedy ¢i
nepieberné mnozstvi slou¢enin piirodniho i syntetického pivodu. [6]

U eukaryotnich organismil se vyvinulo nékolik strategii, které umoznuji takto Sirokou
variabilitu proteinii ¢i enzymu, aniz by v jejich genomu muselo existovat n¢kolik genti
UGT geny jsou dobrym ptikladem tohoto tsporného systému kodovani proteinti. Eukaryotni
geny se totiz skladaji z mensich kédujicich sekvenci — exonti a mezi nimi vlozenych delSich
nekddujicich sekvenci — intront. Odstranénim introni v procesu sestiihu pre-mRNA je
vytvofena m-RNA, tedy matrice pro translaci sekvence RNA do fetézce aminokyselin
tvorficiho protein. A pravé rtizné kombinace exonu pii sestiihu pre-mRNA vedou nakonec
v procesu translace k proteintim s riznymi funkcemi, u UGT konkrétné k enzymiim s riznou
sekvenci aminokyselin tvotici vazebné misto proteinu, potazmo tedy konformaci vazebného
mista pro substrat. Takovéto enzymy pak disponuji rozlicnou substratovou specifitou.

Uridindifosfoglukuronosyl transferdzy se u ¢lovéka rozdéluji do dvou skupin, a to na
UGTI1A a UGT2, které se jeste¢ dale déli na UGT2A a UGT2B. Sekvenc¢ni varianty pro
vSechny enzymy ze skupiny UGTAI se nachéazeji na jediném lokusu 2q37, pro UGT2A 1
UGT2B je lokus na chromozomu 4q13. [6]

251 GenUGTI1A

Lokus UGTT1 je tvofen témeétr 200 000 pary bazi. Je slozen celkem ze 17 exonti. Exon 1
kéduje doménu, ktera je zodpovédna za vazbu substratu a existuje celkem ve 13 variantach.
Zbylé ¢&tyfi exony jsou konstantni pro vSechny varianty enzymu. Celkem by tedy
alternativnim sestfihem s naslednou translaci mohlo vzniknout az 13 rtiznych enzym, realné
vsak dochézi ke tvorbé pouze deviti isoforem mRNA vedoucich k funkénim enzymim
(UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A5, 1A6, 1A7, 1A8, 1A9, 1A10). Exony 2, 11, 12 a 13 nejsou
piepisovany, oznacuji se jako tzv. pseudogeny. Uspofddani genu a proteinu ze skupiny
UGTI1A ilustruje obrazek 9. Na obrazku je znazornén sestfih genu pro enzym UGTI1A9,
analogicky jsou pak sestfihovany i1 geny kodujici ostatni enzymy této rodiny vzdy
S pfislusSicim prvnim exonem.

V exonu 1 bylo zaznamenano mnoho polymorfismil, zejména nesynonymnich mutaci.
Vzhledem ke skute¢nosti, Ze exon 1 souvisi se substratovou specifitou vysledného enzymu,
1ze tyto Cetné polymorfismy vysvétlit jako reakci bun€k na menici se environmentalni faktory.
UGTI1A je tedy lokusem vyvijejicim se a schopnym vyrovnavat se s vnéjSimi vlivy. To
doklada i fakt, Ze n€které mutace jsou cCastéj$i v urcité skupiné lidské populace, ktera je
vystavena jinému environmentalnimu tlaku nez zbytek populace. [37]
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Obrazek 9 - Gen UGTI kodujici glukuronosyl transferdzy s riiznou substratovou specifitou. Priklad
alternativného sestiihu pro gen UGTI1A9 [37]

Exprese kazdé mRNA pro dany UGTIA enzym je fizena vlastnim promotorem, coz
umoziuje buiice odpovidat na rozmanité fyziologické i patofyziologické stimuly. Produkce
téchto enzymu je také rGznd v zavislosti na tkani i mezi jedinci. VétSina z této skupiny
enzymil je sice produkovéna zejména v gastrointestindlnim traktu a hlavné jatrech, nckteré
jsou ale produkovany také v extrahepatalnich tkanich (UGT1A7, 1AS8, 1A10), mozku,
vajeCnicich, prostaté, déloze ¢i prsech. [37]

25.2 Gilbertiv syndrom

Gilbertiv syndrom je autozomalné recesivni geneticky podminéna zvySend hladina
nekonjugovaného bilirubinu v krevnim séru — tzv. hyperbilirubinémie, kterd neni spojend se
zvySenou hemolyzou nebo poSkozenim jater. Jedinci s Gilbertovym syndromem vykazuji
polymorfismus genu pro UDP-glukuronosyl transferazu 1 Al. Promotorova sekvence
nemutovaného (wild-type) genu obsahuje v TATA boxu 6 TA repetitivnich sekvenci
(obrazek 10). U Gilbertova syndromu nachazime v TATA boxu inzerci TA paru na obou
alelach genu pro UDP-glukuronosyl transferazu — typ 7TA/7TA. ZvysSeni poctu TA péaru ma
za nasledek zhorSeni rozpozndni vazebného mista pro transkripéni faktor. Dochazi tak
k poklesu exprese enzymu, tim se jeho aktivita snizuje asi na 30 % oproti jedincim s typem
6TA/6TA a dochézi ke zvySeni hladiny nekonjugovaného bilirubinu. Heterozygotni genotyp
6TA/TTA se fyziologicky zvySenou hladinou bilirubinu neprojevuje. Polymorfismy inzerce
TA dinukleotidu v promotorové oblasti spolu s jejich nomenklaturou jsou zobrazeny na
obrazku 10. [38]
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UGT1A1*1 =(TA)s
UGT1A1*28 = (TA)7
UGT1A1*36 = (TA)s
UGT1A1*37 = (TA)s

Obrazek 10 - Polymorfismy v promotorové oblasti genu UGTIAI [39]

Vzhledem k nezavaznym projeviim Gilbertova syndromu, které nevyzaduji 1é¢bu, nejsou
v Cesku zndma pfesna ¢&isla mapujici tento syndrom. Testovani za ticelem diagnostiky
Gilbertova syndromu se provadi pouze, pokud ma jedinec zvySenou hladinu bilirubinu v Krvi,
ale ostatni nalezy jsou negativni (napiiklad testy jaternich transamindz) nebo ji nelze vysvétlit
jinak. Specifické fyziologické ptiznaky totiz Gilbertiv syndrom nedoprovazeji. Zahrani¢ni
studie uvadi vyskyt Gilbertova syndromu v indoevropské populaci mezi 5-10 % s Cast&jSim
vyskytem u muzi. Normalni hladina nekonjugovaného bilirubinu v Krvi se pohybuje mezi 5-
17 pmol/l. Jedinci s Gilbertovym syndromem maji hladinu nekonjugovaného bilirubinu
zvySenou tj. 20-70 pmol/l (vyjimecné az 100 pmol/l), zatimco hladina konjugovaného
bilirubinu se u téchto jedinci nelisi. [30]

2.5.3 Protektivni role Gilbertova syndromu proti vzniku nadori

Oxidacni stres je charakterizovan jako pievaha reaktivnich sloucenin kysliku nebo dusiku
nad antioxidacni kapacitou. Volné radikély tak mohou interagovat s DNA, vytvafet mutace a
zpusobit genovou dysregulaci. ZvySenad hladina bilirubinu v krvi miize tomuto poskozeni
predchéazet a ptsobit tak preventivné proti vzniku karcinomt. U plazi, ptaki i obojzivelnikl
kon¢i degradacni draha hemu biliverdinem, ktery je vylou€en. Sav¢i degradace hemu zahrnuje
navic redukci biliverdinu a konjugaci vzniklého bilirubinu. Jak syntéza, tak nasledna
eliminace bilirubinu vyZaduji energii navic. Evolu¢nimi mechanismy se vyvijeji metabolické
procesy, které jsou Usporné a zaroven ucelné. Pokud tedy tvorba a vylouceni bilirubinu
vyzaduji energii navic, je nasnadn€ hledat u bilirubinu funkci, kvali které se organismu
vyplati tuto energii investovat. Relativné vysoky vyskyt Gilbertova syndromu vyvolava
dojem, Ze mirn€¢ zvySena hladina bilirubinu je adaptivni. Tuto hypotézu podporuji i mnohé
studie prokazujici korelaci mezi zvySenou hladinou bilirubinu a snizenym rizikem
kardiovaskularnich chorob, kde oxidacni stres také sehrava dulezitou roli.

Studie védcti Wei a spol. na vice nez 17 000 pacientech prokdzala vztah mezi sniZenou
hladinou nekonjugovaného bilirubinu a zvySenym rizikem vzniku rakoviny. Primérna hladina
bilirubinu u nadorovych pacientti ¢inila 11,3 pmol/l zatimco u zdravych jedinci byla
pramérné 13,7 pmol/l. [40]

In vitro studie prokazaly také antiproliferaéni ucinek bilirubinu. Védci Zucker a spol.
prokazali, ze proliferace bunék nadoru prsu je v zavislosti na davce inhibovana
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nekonjugovanym bilirubinem. Mechanismem je indukce apolipoproteinu D, ktery je mimo
jiné pienaSeCem bilirubinu v plazmé. V této souvislosti je zajimavé, Ze zvySena hladina
apolipoproteinu D je spojovana s lepsi prognézou rakoviny prsu i prostaty — tedy pokud je
V nadorové tkani exprimovano vice apolipoproteinu D, je zde zaroven navadéno také vetsi
mnozstvi bilirubinu. Samotnd zvySena hladina bilirubinu tedy podle této studie piinasi
protektivni efekt a lepsi prognézu pacientd s karcinomem prsu ale i prostaty. Otazkou ale
zustava, jaky vliv ma samotné snizeni exprese genu pro UDP-glukuronosyl transferazu 1A1,
ktera sice zpusobuje zvySeni hladiny nekonjugovaného bilirubinu, jeji nizka aktivita vede ale
zaroven k pomalé biotransformaci estrogenu. Ta je v asijské a cernosské populaci spojovana
S vys$im rizikem karcinomu prsu. V kavkazské populaci podobny trend pozorovan nebyl.
Role Gilbertova syndromu se tak u nadort prsu jevi jako ambivalentni. [41] [42]

V nasledujici studii stejna skupina védct prokdzala v in vitro ale také v epidemiologické
studii protektivni efekt bilirubinu proti vzniku kolorektalniho karcinomu podobné jako studie
z Karlovy univerzity v Praze. Ta srovnavala promotorové polymorfismy genu UGT1A1 u 777
pacientl s kolorektalnim karcinomem a u 986 zdravych kontrol. Vysledky této studie ukazuji,
ze frekvence Gilbertova syndromu je u zdravych kontrol statisticky vyznamné vys$i nez u
pacientil s kolorektalnim karcinomem. Vysledky také potvrdily niz$i hladinu bilirubinu a tim
potencialn¢ slabsi antioxidaéni kapacitu séra u nadorové skupiny. [43] [44]

2.6 Glutathion S-transferazy

Glutathion S-transferazy (GST) ve starsi literatufe nazyvané téz ligandiny jsou enzymy
katalyzujici prenos glutathionu na substrat obsahujici elektrofilni atom. Reakce obvykle
snizuje reaktivitu substratu vzhledem k intracelularnim molekuldm a zvysuje hydrofilitu.
Mimo to také vazi, uskladiuji a prenasi latky, které nejsou substraty pro konjugaci jako hem,
bilirubin, steroidni latky, azo-barviva ¢i polycyklické aromatické slouCeniny. V systému
nomenklatury enzymu jim nalezi oznaceni EC 2.5.1.18. [2] [45]

Glutathion S-transferazy jsou kédovany dvéma superrodinami gent. Prvni z nich obsahuje
nejméné 16 gend, jejichz produkty jsou glutathion transferazy nachazejici se v cytosolu,
zatimco druhd obsahuje nejméné 6 genil, které jsou vazany na membrany. VéEtSina typi
glutathion S-transferaz jsou dimerni enzymy slozené z identickych podjednotek. Kazda
podjednotka se sklada z 200 az 240 aminokyselin a obsahuje pouze jedno katalyticky aktivni
centrum. Podle aminokyselinové sekvence byly cytosolové GST rozdéleny do osmi tiid (alfa,
my, pi, théta, kappa, sigma, chi a zéta). N&které z enzymuti obou superrodin vykazuji kromeé
konjugacni také glutathion peroxidazovou aktivitu a steroid a prostaglandin izomerazovou
aktivitu. [46]

Mikrosomalni i cytosolové GST hraji vyznamnou roli v detoxifikaci Skodlivych latek a
eliminaci oxida¢niho stresu (detoxifikuji oxidované lipidy a produkty reakci DNA s radikaly).
Glutathion S-transferazy maji Sirokou vzajemné se piekryvajici substratovou specifitu.
Neexistuje vSak substrat spolecny pro vSechny tyto enzymy. Cytosolové GST, zejména tiidy
alfa, my a pi se ucastni eliminace a,B-nenasycenych karbonylovych slou¢enin jako je akrolein
(obsazeny v cigaretovém koufi, uzeninach apod.), 4-hydroxynonenal (produkt peroxidace
lipida), propenaly adeninu a thyminu (vznikaji pfi oxida¢nim poskozeni DNA) nebo
oxida¢nich produktd katecholamind. In vitro byla prokazana schopnost GSTM1 katalyzovat
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konjugaci glutathionu s karcinogennimi epoxidy (napi. aflatoxin B1-8,9-epoxid) a schopnost
GSTP1 eliminovat diolové epoxidy polycyklickych aromatickych uhlovodikli. Zatimco
zminéné tfidy GST eliminovaly spiSe objemné halogenované uhlovodiky, tfida théta
katalyzuje konjugaci mensich molekul dihaloalkani — dichlormetanu (soucast natérovych
hmot a plasti) nebo dibromoetan (slozka paliv). Pfehled cytosolovych glutathion S-transferaz
a jejich substrat spolu s doplnujicimi informacemi je uveden v tabulce 3. [2] [46]

Tabulka 3 - Typické substraty detoxifikované cytosolovymi GST, upraveno podle [2] [46]

o lokace . exprese ve tkanich
trida protein

. substrat
genu (sestupné)

akrolein, benzo(a)pyren7,8-

jatra = varlata >> ledviny > dihydrodiol-9,10-epoxid,

alfa 6pl2 GSTA1

ankreas .
P styren oxid
my 1p133 | GSTML jétfa > varlata > @ozek > aflatoxinB;-epoxid, trans-4-
ledviny ~ nadledviny > plice fenyl-3-buten-2-on
akrolein, 4-vinylpyridin,
k > srdce = plice = . .
pi 11913 GSTP1 noze Sr. ce = pice adenin propenal, thymin
varlata >ledviny ~ pankreas i .
propenal, DDT, cis-platina
sigma | 4q31-22 | GSTS1 kostni dfen, jatra plodu PGD, syntaza

ledviny = jatra > tenké stf . .
théta 22q11 GSTTL | Coviny = Jata~ienke Sievo dichlormetan, dibromomethan

> mozek =~ prostata

zéta 14q24.3 | GSTZ1 | kosterni svalstvo, jatra plodu dichloroacetat, fluoroacetat
10923- jatra =~ srdce = kosterni
omega q GSTO1 Jatra = sraee = RS eIl thioltransferaza
25 svalstvo > pankres > ledviny

Mezi nejvice studované GST patii tfidy my, théta a pi. Jejich exprese je zavisla na typu
tkané, pohlavi, v€ku a zdravotnim stavu jedince. Navic je doposud zndmo asi 100 strukturné
odlisnych latek, které jsou schopny indukovat expresi téchto enzymi. Velka ¢ast z nich jsou
ptirodné se vyskytujici latky obsazené naptiklad v citrusovych plodech a brukvovité zeleniné.
Tyto latky jsou bud’ ptimo substraty pro glutathion S-transferdzy nebo musi projit prvni fazi
biotransformace pfes cytochrom P450 a nasledné mohou podléhat konjugaci s glutathionem.
Vyziva je tak jednim z faktorti, ktery rovnéz ovliviiuje regulaci genové exprese GST a hraje
roli ve schopnosti bun¢k odolavat negativnimu ptisobeni xenobiotik. [47]

2.6.1 Polymorfismy glutathion S-transferaz

Glutathion = S-transferdzy, jak bylo jiz zminéno vySe, hraji vyznamnou roli
Vv biotransformaci cizorodych latek, zejména téch spojenych s oxida¢nim stresem. Da se tedy
ocekavat, ze genové varianty kodujici tyto enzymy, vyznamné ovliviiuji schopnosti bunck se
S témito latkami vypofadat. Polymorfismy byly popsiany u mnoha cytosolovych GST,
pozornost je vSak soustfedéna zejména na tfidy GSTM, GSTT a GSTP. Obecné nejvice
studovanym polymorfismem jsou delece celych gent kodujicich GSTM1 a GSTT1 - tzv. null
alely (GSTM*0 a GSTT*0). Frekvence vyskytu homozygotnich deleci genu GSTM1 je
Vv evropské populaci asi 50 %, zatimco frekvence homozygotni delece GSTT1 je niz$i, udava
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se asi 15-20 % (v asijské populaci je uplna delece obou alel pfitomna u vice nez 60 %
jedinct)). Homozygotni jedinci pro null alely GSTM*0/*0 potazmo GSTT*0/*0 jsou plné
deficientni pro dany enzym a jejich aparat biotransformace xenobiotik je tak o moznost takto
zprostfedkované eliminace Skodlivych latek ochuzen. Heterozygotni jedinci vykazuji
normalni aktivitu obou zminénych glutathion S-transferaz stejn¢ jako homozygotni jedinci
vlastnici ob¢ funkéni alely gent (tzv. pozitivni homozygot). Takto pfimocary vztah mezi
genotypem a fenotypovymi projevy vyustil ve velky pocet studii, které se zabyvaly asociaci
mezi null genotypem a nejriznéj$imi chorobami. [2]

2.6.2 Deficience GSTM, GSTT a vznik nadora

Jednoznacna interpretace genotypu homozygotnich i heterozygotnich nositelit null alel
GSTM1 i GSTT1 a zaroven finan¢n¢ relativné nenaro¢na a jednoducha diagnostika vedly
k mnoha studiim zkoumajici vliv deficience aktivity t€chto enzymu a vzniku nadort rizného
typu. Studie predpokladaji, ze jedinci s null genotypem maji snizenou schopnost obrany proti
cytotoxickym produktim generovanych reaktivnimi kyslikovymi ¢asticemi, a tudiz jsou
nachylnégjsi ke vzniku mutaci, které mohou potencialné€ vézt az k nddorové transformaci.

Vibec nejcastéji studovand je asociace null genotypu, koufeni a vzniku rakoviny plic.
VeétSina z téchto studii prokazala stfedni, statisticky vyznamné zvySeni rizika vzniku plicniho
karcinomu u homozygoti GSTM*0/*0 oproti heterozygotim a pozitivnim homozygotim.
Tento vztah je podpofen také studiemi, které prokazaly vyssi hladiny aduktt polycyklickych
aromatickych uhlovodikii s DNA u jedinct kutakt s deficienci GSTM1 oproti kontrolam
S funkénimi enzymy. U jedinclh s deficienci GSTT1 je predpokladana niz§i schopnost
metabolizace halogeni metanu vyskytujicich se rovnéz v cigaretovém koufi. Studii
zabyvajicich se touto asociaci je vSak méné a jejich vysledky nenasveédcéuji, ze by null genotyp
GSTT1 byl rizikovym faktorem pro vznik nadort plic.

Mnohé dalsi studie také prokazaly GSTM1 null genotyp jako rizikovy faktor vzniku
nadort moc¢ového méchyie. Naopak u nadori hlavy a krku asociace GSTM1 ani GSTT1 null
genotypu prokazana nebyla. Studie na ostatnich nadorovych skupinach (kolorektalni nadory,
nadory prsu ¢i prostaty) piinasely vzajemné diskrepantni vysledky. [46] [48]
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3 CIL PRACE
Cilem této diplomové prace je feSeni nasledujicich dil¢ich tloh:

1. ReserSe zaméfena na charakterizaci enzymu Gcastnicich se metabolismu xenobiotik a jejich
ulohu v organismu.

2. Experimentalni prace - stanoveni frekvence polymorfismii vybranych gent v bézné
populaci a v populaci s vybranymi typy nadort.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Biologicky material

DNA izolovana z parafinovych blockt, nativni tkané nebo krve pacientll s riznymi typy
nadort. Vzorky DNA pacientii s karcinomem a kontrolni populace byly poskytnuty
Laboratoti Agel Novy Ji¢in a Komplexnim onkologickym centrem Novy Ji¢in. VSichni
pacienti a jedinci z kontrolniho souboru byli informovani o charakteru vySetieni a podepsali
informovany souhlas.

Analyza vybranych genii probihala také na specialni kontrolni skupiné, zde pojmenované
jako kontrolni skupina II (KS II). Jedinci v této skupiné jsou star$i Sedesati let a u nich
samotnych ani u prvni linie jejich piibuznych se v pribéhu zivota nevyskytlo Zadné nadorové
onemocnéni. Pfehled jednotlivych populaci s poéty jedinct je uveden v tabulce 4. Udaje o
analyze promotorové oblasti genu UGTI1Al u kontrolni skupiny | (KS 1) pochazeji
Z patnactiletého screeningu Laboratofe molekuldrni biologie, OLG, Laboratofe Agel Novy
Ji¢in. Analyza null alel geni GSTM1 a GSTT1 u kontrolni skupiny I a II stejné¢ jako analyza
promotorové oblasti genu UGT1A1 u kontrolni skupiny II je vlastni soucasti této prace.
Tabulka 4 - Pocet jedincii ve vysetiovanych populacich (CRC: kolorektdlni karcinom, LC: Karcinom
plic, PAC: karcinom pankreatu, HNC: karcinom hlavy a krku, PC: karcinom prostaty, BC: karcinom
prsu, KS I: kontrolni skupina 1, KS Il: specialni kontrolni skupina)

KS I KS I
CRC| LC | PAC | HNC | PC | BC KS II
(UGT1A1) | (GST)
pocet | 401 99 135 44 171 | 271 1701 242 | 228

4.2 Chemikalie a pristrojové vybaveni

4.2.1 Chemikalie

Ethanol 96% (Merck, Némecko)

Ethidium bromid 1% (Sigma, CR)

Nanaseci pufr Bromophenol Blue (Promega, USA)
TBE pufr — powder (Bioline, UK)

Akrylamid (Bio Basic Inc., USA)
N,N-methylenbisakrylamid (Bio Basic Inc., USA)
N,N,N",N"-tetrametyhlethylendiamin, TEMED (Bio Basic Inc., USA)
Peroxodisiran amonny (Bio Basic Inc., USA)

DNA ladder, HyperLadder™ 100 bp, (Bioline, UK)
QuickGene DNA tissue kit S (KURABO, Japonsko)
Agarosa (Bioline, UK)

4.2.2 Komponenty pro PCR a sekvenovani

MyTagq™ DNA Polymerase, (Bioline, UK)

Big Dye Terminator Cycle Sequencing KitV1.1 (Applied Biosystems, ThermoFisher
Scientifics, USA)

Pufr pro sekvenovani (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientifics, USA)

Alkalicka fosfataza: Thermosensitive Alkaline Phosphatase, 1 U/uL (Thermo Fisher, USA)
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Exonukleaza: Exonuclease | (BioLabs, UK)

Primery pro promotorovou oblast genu UGT1A1 (Generi Biotech) [49]

Primery pro sekvena¢ni analyzu genu UGT1A1 (Generi Biotech, navrzeno v Laboratoti Agel)
Primery pro geny GSTT, GSTM (Generi Biotech) [50]

4.2.3 Pristroje a pomucky

QuickGene Mini (KURABO, Japonsko)

Speedmill (AnalytikJena, Némecko)

Centrifuga (Eppendorf, Némecko)

Termostat Incucell (BMT Medical Technology, CR)

Nanodrop 2000c UV-Vis Spectrophotometer, (ThermoFisher Scientific, USA)
The Qubit® 3.0 Fluorometer (ThermoFisher Scientific, USA)

Thermocycler (Labnet, UK)

Transiluminator MULTIBAND TCP (Vilber Lourmat, Francie)

Pipetovaci automat Biomek (Beckman Coulter, USA)

Sekvenator ABI Avant 3100 (Applied Biosystems, ThermoFischer Scientific, USA)
Zdroj napéti pro elektroforézu, TFX-35.M (Cleaver, UK)

Sestava pro vertikalni a horizontalni elektroforézu (Cleaver, UK)

Mikropipety a ptislusné Spicky (Eppendorf, Némecko)

Real-time PCR cycler (lt-is life Scince, Irsko)

4.3 Metody

4.3.1 lzolace DNA z periferni krve

Do sterilni umélohmotné Sroubovaci zkumavky (typ Falcon) o objemu 50 ml bylo
napipetovano 2,5 ml krve a pfidano 9 ml RBC lyza¢niho roztoku. Smés byla vortexovana a
inkubovana 10 min pfi laboratorni teploté. Nasledné byla centrifugovana (3 850 rpm/15 min,
4 °C). Supenatant byl opatrn¢ odpipetovan, aby nedoslo k poruseni sedimentu bilych krvinek.
Opét bylo ptfidano 2,5 ml RBC lyza¢niho roztoku a vortexovéano, dokud se sediment znovu
nerozpustil. Smés byla centrifugovana (3 850 rpm/10 min, 4 °C). Supernatant byl opatrné
odsan. K sedimentu bylo pfidano 1,5 ml Cell lysis solution a smés byla vortexOvana.
Nasledovala inkubace ptes noc pii 37 °C. Po inkubaci bylo do vzorku pfidano 450 pul Protein
precipitation solution, smés byla vortexovana a centrifugovana (2 000 rpm/10 min).
Supernatant byl slit do zkumavky obsahujici 1,5 ml isopropylalkoholu. Obsah zkumavky byl
opatrné promichan a vysraZzena DNA byla odpipetovana do Cisté zkumavky obsahujici 100 pl
70% ethanolu. DNA byla jesté dvakrat promyta 1,5 ml ethanolu. Nakonec byl ethanol odsén a
zkumavka s DNA byla ponechana ptes noc pii laboratorni teploté vyschnout. Druhy den bylo
k DNA piidano 200 pl PCR vody a zméfena jeji koncentrace a Cistota.

4.3.2 lzolace DNA z nativni tkané

Izolace probihala pomoci QuickGene DNA tissue kitu S. Nejprve byla ze zmraZeného
vzorku odiezana sterilnim skalpelem tkan o velikosti asi 3x3 mm a vlozena do sterilni
zkumavky s ocelovymi kulickami. Tkan byla homogenizovana na pfistroji SpeedMill.
K homogenizované tkani bylo pfidano 180 pl roztoku MDT a 20 ul EDT. Smés byla dukladné
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vortexovana a inkubovana 1,5 hodiny pti 59 °C. Poté bylo ptfiddno 180 pl roztoku LDT a opét
vortexovano a inkubovano 10 min pii 70 °C. Po inkubaci byla smés pulsné centrifugovana.

Lyzat byl zpracovan pomoci pfistroje QuickGene-Mini80. Cely objem lyzatu byl pienesen
do cartridge a filtrovan za zvySeného tlaku. Nasledné bylo do cartridge piidano 750 ul WDT
a opét filtrovano, a to celkem ttikrat. Poslednim krokem izolace byla eluce DNA zachycené
na membrang pridanim 50 pul CDT. Byla zméfena koncentrace a Cistota izolované DNA.

4.3.3 Stanoveni koncentrace DNA

Piistroj Nanodrop 2000c

Princip stanoveni koncentrace spociva v méfeni absorbance vzorku oproti referen¢nimu
prostiedi — blanku, v nasem ptipadé¢ PCR vody. Do prostoru prichodu paprsku se nanasi 1 pl
referen¢niho roztoku, pfistroj se nakalibruje na blank. Naneseny roztok se setie bunifinou a
dale se nanasi opét 1 ul roztoku vzorku a v softwaru se odec€ita koncentrace, Cistota a dalsi
parametry. Pro méfeni neni tfeba predchozi tpravy vzorku.

Piistroj Qubit

Stanoveni je zaloZeno na méfeni intenzity fluorescence. Nejprve byl piipraven Qubit”
pracovni roztok smichanim 199-n pl Qubit® reagentu a 1 - n ul Qubit® pufru, kde n znagi
pocet méfenych vzorklti. Samotné vzorky byly pfipraveny smichanim 199 pl pracovniho
roztoku a 1 pl vzorku, nasledné vortexovany a inkubovany 2 minuty pfi laboratorni teploté.
Pfistroj ma jiz vnitin¢ kalibrovanou metodu pro stanoveni koncentrace DNA, vzorky byly
tedy pfimo zméteny bez nutnosti ptredchozi kalibrace.

4.3.4 Gilbertiv syndrom

Amplifikace pomoci PCR

Pro detekci inzerce TA dinukleotidu v promotorové oblasti genu pro UDP-
glukuronosyltransferazu 1A1 byla provedena nejprve amplifikace pozadovaného useku DNA
metodou PCR za pouziti specifickych primeri (Tabulka 5). Slozeni PCR smési je uvedeno
v tabulce 6, podminky amplifikace v tabulce 7. Amplikon je v ptipadé ptitomnosti alely 6TA
dlouhy 90 bp, u alely 7TA 92 bp.

Tabulka 5 - Sekvence primerii pro detekci Gilbertova syndromu [49]

primer F (5'---3") | ATTAACTTGGTG TAT CGATTGG
primer R (5'---3") AGC CAT GGCGCCTTTGCTC

Tabulka 6 - SloZzeni PCR smési

komponenta V (ul)
1. PCR voda 8,3
2. 2xMyTaq™ HS mix 10
3. primery F/R (10 pmol/ul) 1
4. DNA templat 0,7
vysledny objem 20
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Tabulka 7 - Podminky amplifikace

uvodni 5 cyklii 25 cyklii zaver?cna
denaturace syntéza

95 °C 95°C | 55°C | 72°C | 95°C | b4 °C | 72°C 72 °C

3 min 20s 60 s 20s 20s 30s 20s 3 min

Gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Amplifikované useky DNA byly analyzovany vertikalni elektroforézou v polyakrylamidovém

gelu. Smés pro piipravu gelu je uvedena v tabulce 8.

Tabulka 8 — Smés pro pripravu 4% gelu pro elektroforetickou separaci DNA

slozka objem
1. destilovana voda 35 ml
2. TBE pufr (10x) 5ml
3. zasobni roztok (AA:BIS) 10 ml
4. APS 150 pl
5. TEMED 150 pl

Zasobni roztok: 40% roztok akrylamidu a N,N-methylenbisakrylamidu v poméru 19:1
TEMED: N,N,N",N’-tetrametyhlethylendiamin, APS: peroxodisiran amonny

PCR produkty byly v pipetovaci desti¢ce smichany S nanasecim pufrem (8 pl vzorku + 2 pl
nanaseciho pufru) a nasledné naneseny na gel zality 1X koncentrovanym TBE pufrem.
Elektroforéza probihala pifi vkladaném napéti 700 V po dobu 80 minut. Gel byl po ukonceni
separace obarven v roztoku ethidiumbromidu a vizualizovan pod UV svétlem.

4.3.5 Sekvenace promotorové oblasti genu UGT1A1

U vybranych kontrolnich vzorkt s genotypy 5/6, 5/7, 6/6, 6/8, 7/7, a 7/8 byla provedena
analyza promotorové oblasti Sangerovym sekvenovanim a verifikovana tak metoda analyzy
Gilbertova syndromu pomoci PCR a gelové elektroforézy. Nejprve byla namichéna a
provedena amplifikace promotorové oblasti genu s pouzitim primerd, jejichz sekvenci

uvadi tabulka 9 za podminek uvedenych v tabulce 10.

Tabulka 9 - Primery pro sekvenaci promotorové oblasti genu UGT1A1

primer sekvence (5°--- 3")
F CTGAAAGTGAACTCCCTGCTA
R CAAGAAGAATACAGTGGGCAGA

Tabulka 10 - Podminky amplifikace

uvodni 10 eyklii 25 cyklii zaver(?cna
denaturace syntéza

95 °C 95°C | 64°C | 72°C | 95°C | 60°C | 72°C 72 °C

3 min 20s 30s 40's 20s 30s 40's 3 min
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Enzymové oSetieni PCR produktu

Po ukonéeni amplifikace byl PCR produkt enzymaticky oSetien smési exonukleazy I (EX0)
a alkalické fosfatazy (FastAP). Smés enzymu byla pfipravena smichanim zasobnich roztoka
enzymu v poméru Exo/FastAP 1:2. K5 ul PCR smési bylo pfidano 1,5 pl roztoku enzymii.
Enzymova reakce probihala za teploty 37 °C po dobu 15 minut a nésledné pfi teploté 85 °C
po dobu 15 minut.

Sekvenaéni PCR
Pro kazdy vzorek byly namichdny dvé sekvena¢ni PCR smési (primer F a R zvlast). Slozeni
smesi je uvedeno v tabulce 11.

Tabulka 11 - SloZeni sekvenacni PCR smési

komponenta V (ul)
1. PCR voda 2,7
2. BigDye Terminator v3.1 0,5
3. Sequencing buffer v3.1 0,5

Sekvenacni PCR smés byla rozpipetovana do jednotlivych zkumavek po 3,7 pl. Bylo pfidano
0,5 ul primeru F nebo R a 0,8 ul PCR produktu po enzymatickém oSetfeni a spuStén
amplifika¢ni program, jehoz podminky jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12 - Podminky sekvenacni PCR

uvodni 25 cyklii
denaturace
96 °C 96°C | 50°C | 60°C
1 min 10 s 5s 4 min

Nasledovalo ptecisténi sekvenacni smési pomoci magnetickych kuli¢ek na automatickém
pipetovacim pfistroji Biomek. Precisténd smés byla sekvenovana na pfistroji Avant 3100.
Elektroforegramy sekvenaci jsou ptilohou této prace.

4.3.6 Detekce deleci genti pro GSTM1 a GSTT1

Multiplex PCR

Vysetteni deleci genit kodujicich glutathiontransferazy M1 a T1 probéhla multiplexovou
PCR snaslednou elektroforetickou detekci PCR produkti ve 2% agarozovém gelu. Jako
vnitini kontrola amplifikace byl v reakci amplifikovan gen pro B-globin. Sekvence primertd
byly piejaty z ¢lanku a jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13 - Sekvence primerii a velikost amplikonii [50]

gen primer F (5"---3") primer R (5"---3") amplikon
GSTM1 | GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC | CCTGGGCTCAAATATACGGTGG 219 bp
GSTT1 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC TCACCGGATCATGGCCAGCA 480 bp
B-globin CAACCTCATCCACGTTCACC GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 268 bp
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Multiplexova PCR reakce probihala za podminek uvedenych v tabulce 14. Smés pro
multiplexovou reakci byla optimalizovana navySenim koncentrace primert pro gen GSTT1.
Piivodni koncentrace pracovniho roztoku primerd 10 pmol/ul byla navySena na 15 pmol/pl.
Po této upravée jiz dochazelo k dostatecné amplifikaci a produkt mohl byt na gelu spolehlivé
detekovan.

Tabulka 14 - Podminky multiplex PCR

uvodni zavérecna
klu 2 klu
denaturace S cyklu S cyklu syntéza
95 °C 95°C | 55°C | 72°C | 95°C | 65°C | 72°C 72 °C
3 min 20s 60 s 20s 20s 30s 20s 3 min

Agarézova gelova elektroforéza

Ziskané amplikony byly separovany vertikalni elektroforézou ve 2% agarézovém gelu.
Smés pro ptipravu gelu je uvedena v tabulce 15. Vzorky byly smichany s nanasecim pufrem
(2wl pufru + 8 pl vzorku) a naneseny na gel ponofeny v 1x koncentrovaném TBE pufru.
Elektroforéza probihala za vlozeného napéti 250 V po dobu 25 minut. Separované fragmenty
byly detekovany pod UV svétlem.

Tabulka 15 - Slozky pro pripravu 2% agarézového gelu

slozka mnoZzstvi
1. destilovana voda 270 ml
2. TBE pufr (10x) 30 ml
3. agardza 69
4. ethidium bromid (1%) 15 ul
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5 VYSLEDKY
5.1 Gilberttiv syndrom

Promotorova oblast genu UGT1Al byla analyzovana konventni PCR a gelovou
elektroforézou v polyakryamidovém gelu. Obrazek 11 znazoriiuje analyzu promotorové
oblasti genu UGT1ALl s ptiklady vSech nalezenych genotypt, elektroforegramy ptislusnych
sekvenaci jsou v piiloze této prace.

Obrazek 11 - Analyza poctu TA dinukleotidii v promotorové oblasti genu UGTIAI elektroforézou v
polyakrylamidovém gelu

5.2 Nullalely GSTM1a GSTT1

Agarozovou gelovou elektroforézou byly analyzovany amplikony multiplexové reakce.
Nejdelsim fragmentem je amplikon genu pro GSTT1 (480 bp), kratsim pak betaglobin
(268 bp) a GSTM1 (219 bp). Obrazek 12 je uveden jako ptiklad vyhodnoceni této metody.
V draze 1, 4 a 5 jsou pfitomny alely pro gen GSTM1 i GSTT1 (GSTML1 pozitivni, GSTT1
pozitivni genotyp). V drahach 2, 3 a 6 jsou pfitomny pouze alely pro gen GSTT1 (GSTT1
pozitivni), gen GSTML1 zcela chybi (GSTM1 null). V draze 4 a 5 pozorujeme piiblizné
polovi¢ni fluorescenci amplikonu pro gen GSTT1 — lze usoudit, Ze se jedna o heterozygoty.
Fenotyp heterozygota je vSak srovnatelny s fenotypem pozitivniho homozygota, proto jsou
tyto vzorky vyhodnoceny jako GSTT1 pozitivni.

Obrdzek 12 - Analyza multiplex PCR null alel genit GSTM1 a GSTTL1.
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5.2.1 Frekvence polymorfismi v genech pro UGT1Al, GSTM1, GSTT1

Pro zhodnoceni frekvence polymorfismu promotorové oblasti genu UGT1AL (Gilbertova
syndromu) byl pouzit test Hardy-Weinbergovy rovnovahy pro posouzeni selekéniho tlaku a
test dobré shody (y°) pro zhodnoceni rozdilu frekvence vyskytu Gilbertova syndromu u
nadorovych a kontrolnich skupin. Pro zhodnoceni rozdilu frekvence vyskytu null genotypu u
kontrolnich a nadorovych skupin byl pouzit rovnéz test dobré shody (xz). K vypoctu hodnot
testového kritéria y? byl pouzit online sofware [51]. Hladina statistické vyznamnosti a byla
zvolena 0,05. Vysledky testll jsou uvedeny u jednotlivych vySettovanych skupin.

Test Hardy-Weinbergovy rovnovahy:

Pro vypocet genetické rovnovahy byly u vSech skupin brany v uvahu pouze genotypy
6TA/6TA, 6TA/TTA a TTA/TTA. Zbylé genotypy byly minoritni a na statistické zhodnoceni
vysledkti nemély vliv. Ptiklad vypoctu vychazi z dat kontrolni skupiny I.

Vypocet ocekavané frekvence:
6TA/6TA= p? —> p = 2-6TA/6TA+6TA/TTA

3374

_2-TTA/TTA+6TA/TTA
3374

6TA/7TA=2pg — 2pq =2-0,607-0,393=0,48
Z ocekavanych frekvenci byly dopoditany pocty ocekavanych genotypti za genetické

= 0,607 — p2 = 0,37

TTAITTA=q° —>q =0,393 > q° =015

rovnovahy. Chi kvadrat testem bylo ovéfeno, zda je rozdil mezi experimentidlnim a
ocekavanym poctem genotyptl.
Vypocet xz:

, (n,—-n,)* (634—621)

= =0,25
n 621

0

Hladina statistické vyznamnosti a byla zvolena 0,05. Stupent volnosti uren jako 1: pocet
sledovanych genotypovych tfid minus 1, minus pocet parametrii odhadovanych z udaji
(parametr p). Kriticka hodnota y it je za téchto podminek rovna 3,841.

Suma xz hodnot pro jednotlivé genotypy v kontrolni skupiné I ¢ini 1,611 a je menS$i nez
hodnota xzkm. Na hlading statistické vyznamnosti a = 0,05 tedy plati tvrzeni, Ze se populace
nachazi v genetické rovnovaze. V tabulce 17 jsou uvedeny vSechny vypocitané hodnoty pro
kontrolni skupinu I. U dal$ich skupin jsou uvedeny pouze vysledky hodnoty xz a zhodnoceni
genetické rovnovahy.

5.2.1.1 Obecna kontrolni skupina (KS I)

Frekvence vyskytu Gilbertova syndromu byla sledovana na populaci €itajici 1 701 jedinct
z Ceské a slovenské republiky. Vysledky ukazuji 16% vyskyt Gilbertova syndromu, coz je
poné¢kud vice nez uvadi dostupna literatura. Obecné se vyskyt Gilbertova syndromu
v evropské populaci uvadi kolem 5-10 %, né&které studie uvadéji 1 vice, maximalné vSak 15 %.
ProtoZe neni Gilbertiv syndrom spojovan s zddnym patologickym stavem, neni jeho pfesna
frekvence v populaci dostate¢né monitorovana. Uvadi se, Ze jedna tietina postizenych jedinct
nevi, ze maji Gilbertiv syndrom, coz muze vysvétlit tento maly rozdil mezi frekvenci
udédvanou v literatuie a frekvenci zjiSténou v této studii. Ostatni genotypové frekvence
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promotorové oblasti genu UGT1A1 jsou uvedeny v tabulce 16. Frekvence alely 7TA je dle
této studie 34,9 %, coz odpovida hodnotam v literatute. [2] [52]

Tabulka 16 - Frekvence polymorfismu promotorové oblasti genu UGT1A1 kontrolni skupiny 1

genotyp | pocet [%0]
6/6 634 37,3
6/7 780 45,9
717 273 16,0
5/6 7 0,4
7/8 3 0,2
517 4 0,2
celkem 1701 ~100

Hardy-Weinbergiv princip fika, ze frekvence alel a genotypl jsou za jistych podminek
predpovéditelné. Ve velké populaci ndhodné se kiizicich jedincti zlstavaji frekvence alel a
genotypt zachovany (mendelovskd dédicnost neméni frekvenci alel). Genotypové a tim i
alelické frekvence se vSak mohou meénit plsobenim evolucnich sil (selekce, migrace ci
mutace). Vysledky testu Hardy-Weinbergovy rovnovéhy u kontrolni skupiny I plisobeni
selekéniho tlaku vii¢i sledovanym aleldm neprokazuji.

Tabulka 17 - Test Hardy-Weinbergovy (genetické) rovnovihy pro kontrolni skupinu I

T experimentalni | ocekavana ocekavany 2 H-W
pocet (Ne) frekvence pocet (N,) rovnovaha
6/6 (p?) 634 0,37 621 0,25 ANO
6/7 (2pQq) 780 0,15 805 0,77
717 (99 273 0,48 261 0,59 % < Puait
> 1687 1 1687 1,611 1,611 < 3,841

Frekvence null genotypu GSTML1 je v kontrolni skupiné ve shodé s literarnimi udaji. Null
genotyp pro GSTT1 vSak nebyl pozorovan u Zadného jedince této kontrolni skupiny, ptestoze
literatura uvadi primérné frekvence mezi 15-25 %.

Tabulka 18 - Frekvence null genotypu GSTM1 a GSTT1 u kontrolni skupiny I

GSTM GSTT
genotyp pocet [%] pocet [9%0]
null 122 50,4 0 0
pozitivni 120 49,6 242 100
celkem 242 100 242 100
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5.2.1.2 Specidlni kontrolni skupina (KS II)

Specialni kontrolni skupina je tvofena jedinci starSimi Sedesati let, ktefi neprod¢lali
nadorové onemocnéni a to se nevyskytlo ani u jejich nejbliz§ich ptibuznych (sourozenct,
rodi¢ii a déti). Podle hypotézy, kterou se tato prace snazi testovat, by frekvence Gilbertova
syndromu jako protektivniho faktoru mohla byt o néco vyssi nez u kontrolni skupiny | a
statisticky vyznamné vy$§i nez u nadorovych skupin. Naopak frekvence null genotypu
GSTM1 1 GSTT1 by méla byt nizsi oproti nddorovym skupindm. Statisticky vyznamné
rozdily vSak mezi kontrolni skupinou I a II ani u jednoho z testovanych genti pozorovany
nebyly. Frekvence Gilbertova syndromu u specialni kontrolni skupiny byla naopak jesté o
0,6 % nizsi nez u kontrolni skupiny 1. Zaroveni 1 frekvence null genotypu GSTM1 u specialni
kontrolni skupiny byla vyssi, coz neodpovidd nasi hypotéze, kterd povazuje homozygotni
deleci GSTM1 za rizikovy faktor. Co se tyce frekvence null alel genu pro GSTTI, nebyl
rovnéz pozorovan zadny piipad stejné¢ jako u kontrolni skupiny I. Konkrétni frekvence
genotypu jsou uvedeny v tabulce nizZe.

Tabulka 19 - Frekvence polymorfismu promotorové oblasti genu UGTIAI u kontrolni skupiny II a
statistické zhodnoceni

genotyp pocet [90] H-W rovnovaha odliSnost od KS |

6/6 90 39,5

AN NE

6/7 102 44,7 0

717 35 15,4

57 1 04 X2 < szrit X2 < szrit

’ 0,465 < 3,841 0,372 < 5,991

celkem 228 ~100

Tabulka 20 - Frekvence null genotypu GSTM1 a GSTTL u kontrolni skupiny II a statistické zhodnoceni

GSTM1 GSTT1
genotyp pocet [%6] pocet [90]
null 126 55,3 0 0
pozitivni 102 447 228 100
celkem 228 100 228 100
NE NE

odliSnost od KS 1 xz < xzkrit xz < xzkrit

1,107 < 3,841 0<3,841

5.2.1.3 Kolorektalni karcinom

Prvni a zaroven nejvetsi nddorovou skupinou, na které byla hypotéza protektivnich a
rizikovych faktor spojenych s polymorfismy genii pro biotransformacni enzymy testovana,
byli pacienti s kolorektalnim karcinomem. Gilbertiv syndrom byl zaznamenan sice v nizsi
frekvenci nez tomu bylo u obou kontrolnich skupin, a to ve 12,5 % pftipadt, rozdil 3,5 %
oproti KS 1 a 2,9 % oproti KS Il vSak neni statisticky vyznamny. Teorii o protektivnim G¢inku
bilirubinu proti vzniku kolorektalniho karcinomu tak touto praci podpofit nelze.
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Tabulka 21 - Frekvence polymorfismu promotorové oblasti genu UGTIAI u pacienti

S kolorektalnim karcinomem a statistické zhodnoceni

genotyp | pocet [96] rovl;ll;\:f\:iha odlisnost od KS | | odliSnost od KS 11
6/6 170 42,4
6/7 179 44,6 ANO NE NE
717 50 12,5
5/6 1 0,2 0 < Kk o0 < o kit 0 < Kk
7/8 1 0,2 0,073 < 3,841 5,022 < 5,991 1,194 < 5,991
celkem 401 ~100

Statisticky vyznamny rozdil byl vSak pozorovan u null genotypu GSTTI1. Zatimco
pozorovana frekvence null genotypu u pacientli stimto typem nadoru je 9,7 %, v obou
kontrolnich skupinach se nevyskytl null genotyp viibec. GSTM1 null genotyp byl pozorovan
prakticky se stejnou frekvenci jako u kontrolni skupiny I.

Tabulka 22 - Frekvence null genotypu GSTM1 a GSTTL u pacientii s kolorektilnim karcinomem a
statistické zhodnoceni

GSTM1 GSTT1
genotyp pocet [%] pocet [%0]
null 198 49,4 39 9,7
pozitivni 203 50,6 362 90,3
celkem 401 100 228 100

NE ANO
odliSnost od KS 1 Xz < szrit Xz > szrit
0,065 < 3,841 133,1 > 3,841
NE ANO
odliSnost od KS I1 Xz < X2krit Xz > szrit
2,018 < 3,841 23,649 > 3,841

5.2.1.4 Karcinom pankreatu

Srovnanim frekvenci Gilbertova syndromu u pacientd s karcinomem pankreatu a
kontrolnimi skupinami byl na hladiné statistické vyznamnosti 0,05 zjiStén rozdil. Frekvence
genotypu 7TA/7TA byla u této nadorové skupiny 11,1 %, tedy o témeét 5 % niZs§i nez u
kontrolni skupiny I. Pro silnéj$i potvrzeni hypotézy protektivniho uinku by bylo tieba
provézt vySetieni u vetsi skupiny pacientli poptipade srovnat vysledky s dal§imi podobnymi
studiemi. Bohuzel ale doposud nebyla nalezena podobna studie, ktera by se zabyvala
protektivnim ucinkem Gilbertova syndromu v souvislosti s karcinomem pankreatu.
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Tabulka 23 - Frekvence polymorfismu promotorové oblasti genu UGTIAI u pacientii s karcinomem
pankreatu a statistické zhodnoceni

enot ocet [90] H-W odliSnost od KS 1 odlisnost od KS 11
g yP P k rovnovaha
6/6 74 54,8
AN AN
6/7 46 34,1 ANO © ©
mr 15 111 10 <Akt 0> kit 0> kit
celkem 135 ~100 | 0,073<3,841 15,664 > 5,991 7,878 > 5,991

Frekvence null genotypu GSTMI byla oproti o¢ekavanim statisticky vyznamné niz$i u
pacienti s karcinomem pankreatu nez u obou kontrolnich skupin. Lze tak usoudit, ze
deficience studovanych glutathion S-transferaz nehraje zasadni roli pii rozvoji tohoto druhu
onemocnéni. Tyto vysledky jsou ve shod€ se studii provedenou G. Liu a spol., ktefi také
neprokazali vyssi vyskyt null genotypu u pacientd s karcinomem pankreatu. Pravé tyto
biotransformaéni enzymy tak pravdépodobné nehraji klicovou roli v metabolismu
kancerogennich latek majicich genotoxickych efekt na buiiky pankreatu nebo jejich deficience
neni sama o sob¢ dostacujici k podpote nadorové transformace a pro rozvoj onemocnéni jsou
vyzadovany dal$i environmentalni faktory. [53]

Tabulka 24 - Frekvence null genotypu GSTM1 a GSTT1 u pacientii s karcinomem pankreatu a
statistické zhodnoceni

GSTM1 GSTT1
genotyp pocet [%6] pocet [%%0]
null 53 39,3 4 3,0
pozitivni 82 60,7 131 97,0
celkem 135 100 135 100

ANO ANO
odliSnost od KS | xz > szm xz > szm
4,338 > 3,841 7,266 > 3,841
ANO ANO
odliSnost od KS 11 Xz > X2krit Xz > szrit
8,688 > 3,841 6,813 > 3,841

5.2.1.5 Karcinom prsu

Gilbertv syndrom a riziko vzniku karcinomu prsu je ambivalentni. Pokud bereme Vv tvahu
bilirubin jako silny antioxidaéni mechanismus branici oxidativhimu poSkozeni bunégk, je
Gilbertiiv syndrom protektivnim faktorem proti vzniku karcinomu. Pokud bychom se ale
zam¢fili na substratovou specifitu UDP-glukuronosyl transferazy 1A1, zjistime, Ze se ucastni
také metabolismu estrogenu. Ten sice hraje v metabolismu zen klicovou roli, jeho zvySena
hladina je ale asociovana se zvySenym rizikem karcinomu prsu. Pokud je Zena nositelkou
Gilbertova syndromu, aktivita jeji UDP-glukuronosyl transferdzy 1Al je niz$i a dochézi
k pomalejSimu metabolismu estrogenu. Zda je tedy Gilbertiv syndrom protektivnim nebo
naopak rizikovym faktorem pro vznik karcinomu prsu bylo pfedmétem mnoha studii, jejichz
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vysledky jsou ale bohuzel diskrepantni. Z nasich vysledki vyplyva, Ze je Gilbertiiv syndrom
protektivnim faktorem, jeho vyskyt je totiZ u kontrolni populace o 5 % vys$i, nez je tomu u
pacientek s nadorem prsu. Oproti kontrolni skupiné II statisticky vyznamny rozdil pozorovan
nebyl. [38]

Tabulka 25 - Frekvence polymorfismu promotorové oblasti genu UGTIAI u pacientek s karcinomem
prsu a statistické zhodnoceni

H-W
« - oy oy

genotyp | pocet [9%6] rovnoviha odlisnost od KS1 | odliSnost od KS IT

6/6 119 43,9

AN

6/7 125 46,1 ANO © NE

n7 27 10,0 0 < kit 10> kit 10 < kit
celkem 271 ~100 | 0,494 < 3,841 8,327 > 5,991 3,528 < 5,991

Vyskyt null genotypu GSTML je u pacientek s karcinomem prsu srovnatelny jako u kontrolni
skupiny I, oproti kontrolni skupiné II je niz$i, rozdil v§ak neni statisticky vyznamny. Studie,
s nimiz byly tyto vysledky srovnany, rovnéz nenasly asociaci mezi null genotypy GSTMI1 ani
GSTT1 a zvySenym rizikem rakoviny nebo byla asociace slaba, statisticky nevyznamna. [19]
[54] [55]

Tabulka 26 - Frekvence null genotypu GSTM1 a GSTT1 u pacientek s karcinomem prsu a statistické
zhodnoceni

GSTM1 GSTT1
genotyp pocet [%] pocet [%0]
null 146 50,4 1 0,4
pozitivni 125 49,6 270 99,6
celkem 271 100 271 100

NE NE
odlisnost od KS 1 xz < szm x2 < szrit
0,613 < 3,841 0,889 < 3,841
NE NE
odlisnost od KS 11 x2 < szrit Xz < szrit
0,096 < 3,841 0,854 < 3,841

5.2.1.6 Karcinom prostaty

Frekvence Gilbertova syndromu u pacientt s karcinomem prostaty je opét nizsi nez u obou
kontrolnich skupin, ne vSak statisticky vyznamné¢. Studie publikovana v Casopise Cancer
Epidemiology dosla ke stejnému zavéru, tedy Ze polymorfismus promotorové oblasti genu
UGT1A1 (genotyp 7TA/7TA) nepuisobi jako protektivni faktor proti vzniku nadorti prostaty.
Jiné studie zamétfené na hladinu bilirubinu v krvi nadorovych pacientti dosly k zavéru, ze
vys$$i hladina bilirubinu vede k lepsi prognoéze podobné jako je tomu u nddorit prsu.
Protektivni ucinek proti samotnému vzniku onemocnéni ale neni dostatecné presveédcujici.

[30] [56]
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Tabulka 27 - Frekvence polymorfismu promotorové oblasti genu UGTIAI u pacientii s karcinomem

prostaty a statistické zhodnoceni

H-W
« 9 oy oy

genotyp | pocet [9%6] rovnoviha odlisnost od KS1 | odliSnost od KS IT

6/6 67 39,2

6/7 82 48,0 ANO NE NE

717 21 12,3

5/7 1 06 X2 < szrit X2 < szrit xz < szrit

: 0,494 < 3,841 1,699 < 5,991 0,878 < 5,991

celkem 171 ~100

Frekvence null genotypu GSTM1 byla u této nadorové skupiny vyssi nez u obou kontrolnich
skupin. Rozdil vSak ani v jednom ptipadé nebyl statisticky vyznamny. GSTT1 null genotyp
byl nalezen pouze v jednom piipadé. Null genotyp GSTML1 ani GSTT1 tedy v piipadé vzniku
karcinomu prostaty nehraje vyznamnou roli. Tyto vysledky jsou ve shod¢ s meta studii, ktera
analyzovala celkem 36 studii (pfes 6 tisic pfipadi karcinomu prostaty) a v Kavkazské

populaci nenasla asociaci mezi null genotypem a zvySenym rizikem tohoto karcinomu. [57]

Tabulka 28 - Frekvence null genotypu GSTM1 a GSTT1 u pacientit s karcinomem prostaty a

statistické zhodnoceni

GSTM1 GSTT1
genotyp pocet [%0] pocet [%0]
null 98 57,3 1 0,6
pozitivni 73 42,7 170 99,4
celkem 171 100 171 100

NE NE
odlisnost od KS 1 xz < szm x2 < szrit
1,914 < 3,841 1,433 < 3,841
NE NE
odliSnost od KS II XZ < szm xz < szm
0,166 < 3,841 1,329 < 3,841

5.2.1.7 Karcinom plic

Frekvence Gilbertova syndromu u pacientii s karcinomem plic je niz8$i nez u kontrolni
skupiny, ne vSak statisticky vyznamné. Tato nddorova skupina je vSak relativné mala a pro

vetsi statistickou silu dat by bylo tieba provézt vySetieni na vétsi skuping.
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Tabulka 29 - Frekvence polymorfismu promotorové oblasti genu UGTIAI u pacientii s karcinomem
plic a statistické zhodnoceni

genotyp | pocet [90] H-W rovnovaha | odliSnost od KS I | odliSnost od KS II

6/6 35 35,4
ANO NE NE
6/7 52 52,5
717 12 12,1 ¥ < it ¥ < it ¥ < it
celkem 99 ~100 1,207 < 3,841 1,885 < 5,991 1,690 < 5,991

Zatimco frekvence null genotypu GSTMI1 je u této naddorové skupiny statisticky vyznamné
niz$i nez u kontrolnich skupin, frekvence GSTTI1 je naopak statisticky vyznamné vyssi.
Zaroven je ze vSech nadorovych skupin zahrnutych v této préaci frekvence GSTTI1 null
genotypu vibec nejvyssi, a to 17,2%. Lze tak usuzovat, ze deficience glutathion S-
transferazy T1 je rizikovym faktorem pro vznik karcinomu plic. Stejny vysledek pftinesla
napiiklad také analyza danskych védci, ktera prokazala rovnéZ vyssi riziko vzniku karcinomu
plic u nositelt genotypu GSTT1 null a nezménéné riziko u GSTM1 null genotypu. [58]

Tabulka 30 - Frekvence null genotypu GSTM1 a GSTT1 u pacientii s karcinomem plic a statistické
zhodnoceni

GSTM1 GSTT1
genotyp pocet [%] pocet [%0]
null 37 27,4 17 17,2
pozitivni 62 62,6 82 82,8
celkem 99 100 99 100

ANO ANO
odlisnost od KS I > Vit 1> 1t
4,799 > 3,841 43,7 > 3,841
ANO ANO
odlisnost od KS I1 Xz > szm xz > szrit
8,838 > 3,841 41,2 > 3,841

5.2.1.8 Karcinom hlavy a krku

Gilberttiv syndrom je u pacientti s nadory hlavy a krku nejcastéj$i ve srovnani s ostatnimi
nadorovymi skupinami, frekvence vyskytu vSak stale niz§i nez u obou kontrolnich skupin.
Vznik téchto karcinomu je ¢asto spojen s infekci lidskym papilomavirem (HPV), Gilbertiv
syndrom jakoZto protektivni faktor tak nemuze hrat vyznamnéjsi roli. Zaroven je tteba zminit,
Ze tato naddorova skupina je relativné malé pro tvorbu vyznamnéjsich zavéru.
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Tabulka 31 - Frekvence polymorfismu promotorové oblasti genu UGTIAI u pacientii s karcinomem
hlavy a krku a statistické zhodnoceni

genotyp | pocet [90] H-W rovnovaha | odliSnost od KS I | odliSnost od KS II
6/6 18 40,9
6/7 20 45,5 ANO NE NE
mr 6 13,6 0 <K wi 1 < K 1 < K wi
celkem 44 ~100 0,014 < 3,841 0,304 < 5,991 0,095 < 5,991

Frekvence null genotypu GSTML1 u pacientl s nadory hlavy a krku je niz$i nez u obou
kontrolnich skupin. Frekvence GSTT1 null je naopak druhou nejvyssi pozorovanou mezi
vSemi nadorovymi skupinami. Pokud vysledky této prace srovname s vétsi studii provedenou
na 162 pacientech a 315 kontrolach, zjistime, ze se prace shoduji v ptredpokladu GSTT1 null
genotypu jako rizikového faktoru. Null genotyp GSTMI je ale podle zminéné studie rovnéz
rizikovym faktorem, coz tato prace nepotvrzuje. Je ale znovu tifeba podotknout, Ze tato
nadorova skupina je relativné mald a bylo by vhodné pro vyvozeni dalSich zavért pocet
vzorki navysit. [48]

Tabulka 32 - Frekvence null genotypu GSTM1 a GSTTL u pacientii s karcinomem hlavy a krku a
statistické zhodnoceni

GSTM1 GSTT1
genotyp pocet [9%0] pocet [%0]
null 20 45,5 7 15,9
pozitivni 24 54,5 37 84,1
celkem 44 100 44 100
odlisnost od KS 1 NE ANO

X2 < szrit X2 > szrit

0,368 < 3,841 39,3>3,841
odlisnost od KS 11 NE ANO

X2 < szrit XZ > szrit

1,429 < 3,841 37,3>3,841

5.2.2 Souhrnné vysledky pro gen UGT1A1

Souhrnné vysledky frekvence Gilbertova syndromu pro vSechny nadorové a kontrolni
skupiny jsou uvedeny v tabulce 33 a rovnéz graficky vyjadieny na obrazku 13. Frekvence
sledovanych alel 6TA a 7TA jsou u vSech skupin v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Lze tak
vyloucit piisobeni selekéniho tlaku vici alele 6TA. Hypotéza, kterou se tato prace snazi
overit, totiz povazuje alelu 7TA za protektivni, kterd v homozygotnim genotypu zvySuje
hladinu bilirubinu v krvi a tim chrani organismus pfed vlivem oxida¢niho stresu rizného
puvodu. Dal by se tak ocekavat vétsi vyskyt frekvence této alely oproti alele 6TA. Jednim
Z moznych vysvétleni, pro¢ tomu tak neni, je, Ze nddorova onemocnéni, na jejichZ vzniku se
podili oxidacni stres, se projevuji azZ v postreprodukénim veéku (hromadéni chyb je postupny
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proces). Selekéni tlak vici jedincim s genotypem 6TA/6TA se tedy projevi aZz po piedani
genofondu dalsi generaci.

Vysledky ukazuji, ze deficience protektivniho efektu vyssi hladiny bilirubinu zptsobené
snizenou expresi enzymu zajiSt'ujiciho jeho vylouceni, se projevuje u dvou nadorovych
skupin — pacientt s karcinomy prsu a pankreatu. U obou téchto skupiny je vyskyt Gilbertova
syndromu statisticky vyznamné niz8i nez u kontrolni skupiny I. U pacienti s karcinomem
pankreatu je frekvence Gilbertova syndromu nizsi také oproti kontrolni skupiné II. Kontrolni
skupina II je specialni skupinou, u niz byla frekvence Gilbertova syndromu ocekavana jesté
vy$§i nez U bézné kontrolni populace. Jednd se totiz o zdravé jedince, u kterych se ani
V nejblizsi rodiné nevyskytlo Zzadné nadorové onemocnéni. Toto ocekavani se vSak nenaplnilo
a frekvence Gilbertova syndromu byla v této skupiné téméf srovnatelna s kontrolni skupinou
I. U ostatnich nadorovych skupiny byla sice frekvence Gilbertova syndromu vzdy niz$i nez u
obou kontrolnich skupin, ne vsak statisticky vyznamn¢.
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Tabulka 33 - Souhrnné vysledky analyzy promotorové oblasti genu UGTIAI

kontrolni kontrolni kolorektalni karcinomy karcinomy karcinomy karcinomy karcinomy

skupina | skupina Il karcinomy pankreatu prsu prostaty plic hlavy a krku
6TA/6TA | 634 (37,3%) | 90(39,5%) | 170 (42,6 %) | 74 (54,8%) | 119 (43,9%) | 67 (39,2 %) 35(35,4 %) | 18 (40,9 %)
6TA/TTA | 780 (45,9 %) | 102 (44,7 %) | 179 (44,9 %) | 46 (34,1%) | 125(46,1%) | 82 (48,0 %) 52 (52,5 %) 20 (45,5 %)
TTAITTA | 273(16,0%) | 35(154%) | 50(12,5%) | 15 (11,1 %) 27 (10,0 %) 21 (12,3 %) 12 (12,1 %) 6 (13,6 %)
celkem 1687 228 399 135 271 170 99 44
H-W T . . . . c oy .

, ANO - rozloZeni genotypt ve vSech skupinach se nachazi v genetické rovnovaze

rovnovaha
odliSnost
od KS | — NE NE ANO ANO NE NE NE
odliSnost NE — NE ANO NE NE NE NE
od KS 11
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Obrazek 13 - Graf frekvenci vyskytu sekvencnich variant promotorové oblasti genu UGT1LAL
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5.2.3 Souhrnné vysledky pro null genotypy GSTM1 a GSTT1

Frekvence vyskytu null genotypu GSTMI1 u kontrolni skupiny I se shoduje s daji
udavanymi v literatufe (50 %). O necelych 5 % vySsi frekvence byla oproti ocekavani
pozorovana u kontrolni skupiny II. U zadné z nadorovych skupin vSak nebyl zaznamenan
vyrazné vys$si vyskyt null genotypu GSTM1 oproti kontrolnim skupinam. Nejvyssi vyskyt
tohoto polymorfismu byl sledovan u pacientli snadorem prostaty (57,3 %), statisticky
vyznamny vsSak tento vysledek neni. Naopak u pacienti s nddory pankreatu a plic byla
frekvence vyskytu null genotypu oproti kontrolnim skupindm statisticky vyznamné nizsi, coz
zcela rozporuje o¢ekavani — tyto piipady jsou v tabulce 34 oznaceny symbolem hvézdicky.

Jiz v pribéhu meéfeni byla pozorovana vysoka frekvence pozitivnich GSTT1 genotypti.
V obou kontrolnich skupinach nebyl identifikovan ani jeden nositel null genotypu GSTTI.
U pacientli s nadory prostaty a prsu byl null genotyp identifikovan v obou skupinach pouze
jednou. Signifikantné vyssi pocet tohoto polymorfismu byl ale pozorovan u pacientd
s kolorektalnim karcinomem (9,7 %), karcinomem pankreatu (3,0 %), karcinomem hlavy a
krku (15,9 %) a s nejvyssi frekvenci u pacienti S plicnim karcinomem (17,2 %). U skupin
s karcinomy hlavy a krku, kolorektalniho a plicniho karcinomu tak mtzeme hovofit o null
genotypu GSTT]1 jako o rizikovém faktoru.
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Tabulka 34 - Souhrnné vysledky analyzy null genotypu genit GSTM1 a GSTT1

kontrolni kontrolni kolorektalni | karcinomy karcinomy karcinomy | karcinomy | karcinomy
skupina | skupina Il karcinomy pankreatu prsu prostaty plic hlavy a krku
null 122 (50,4 %) | 126 (55,3 %) | 198 (49,4 %) | 53(39,3%) | 146 (53,9%) | 98 (57,3%) | 37 (37,4 %) | 20 (45,5%)
§ poz 120 (49,6 %) | 102 (44,7 %) | 203 (50,6 %) | 82 (60,7 %) 125 (46,1) 73 (42,7 %) | 62 (62,6 %) | 24 (54,5 %)
. | cdliSnost - NE NE ANO * NE NE ANO * NE
8 od KS |
odliSnost . .
od KS 11 NE - NE ANO NE NE ANO NE
null 0 (0 %) 0 (0 %) 39 (9,7 %) 4 (3,0 %) 1 (0,4 %) 1 (0,6 %) 17 (17,2 %) | 7 (15,9 %)
_, | poz 242 (100 %) | 228 (100 %) | 362 (90,3 %) | 131 (97,8 %) | 270 (99,6 %) | 170 (99,4 %) | 82 (82,8 %) | 37 (84,1 %)
|_ v
| cdliSnost - NE ANO ANO NE NE ANO ANO
( | 0dKS I
odliSnost NE - ANO ANO NE NE ANO ANO
od KS 11
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Obrazek 14 - Graf frekvenci vyskytu null genotypu genu GSTM1
100,0 100,0 99,6 99,4
100 90,3 97,0
82,8 84,1
80
60 = GSTT null
X
40 | = GSTT poz
20 + 9.7 17,2 15,9
0,0 0,0 3,0 0,4 0,6
0 T T T T T
kontrolni kontrolni kolorektaIni karcinomy  karcinomy prsu  karcinomy karcinomy plic karcinomy hlavy
skupina | skupina Il karcinomy pankreatu prostaty a krku

Obrdzek 15 - Graf frekvenci vyskytu null genotypu genu GSTT1
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6 ZAVER

Cilem prace bylo porovnat vyskyt polymorfismii geni UDP-glukuronosyl transferazy 1A1
a glutathion S-transferaz M1 a T1. VSechny tii geny jsou dilezitou souéasti druhé faze
metabolismu xenobiotik. Polymorfismem sledovanym u UGT1A1 byla sekvencni varianta
promotorové oblasti  tohoto genu. Pomoci standardni PCR a elektroforézy
V polyakrylamidovém gelu byl analyzovan pocet TA repetic v sekvenci TATA boxu.
Homozygotni jedinci pro alelu 7TA maji tzv. Gilbertv syndrom, ktery zpisobuje zvySenou
hladinu bilirubinu v krvi. Vzhledem k antioxida¢nim vlastnostem bilirubinu se predpoklada,
ze jedinci s Gilbertovym syndromem jsou zvySenou hladinou bilirubinu chranéni proti
nadmérnému oxida¢nimu stresu a nasledné i proti tvorbé mutaci v DNA a vzniku nadort.
Frekvence vyskytu Gilbertova syndromu by tedy mohla byt u nddorovych pacienti vyznamné
niz$i nez u zdravych kontrol. Tato hypotéza se z celkovych Sesti provéfovanych nadorovych
skupin potvrdila pouze u dvou. U skupiny pacientd s karcinomem prsu, ktera ¢itala celkem
271 jedincii, byla frekvence vyskytu Gilbertova syndromu 10,0 %, u pacientii s nadorem
pankreatu se 135 testovanymi jedinci pak 11,1 %. Tyto hodnoty jsou statisticky vyznamné
odlisné od hodnot naméfenych v kontrolni skupiné I, kde frekvence Gilbertova syndromu
¢inila 16,0 %. U ostatnich nadorovych skupin, kterymi byli pacienti s kolorektalnim
karcinomem, karcinomem plic, prostaty a karcinomem hlavy a krku byla sice frekvence také
nizsi, ale nikoliv statisticky vyznamné odlisnd. Protektivni u¢inek proti t€émto typim
karcinomu tak vyvozen byt nemiize.

Druhymi dvéma sledovanymi polymorfismy byly null genotypy geni pro GSTMI a
GSTTI. Jedinci nesouci delece obou alel téchto genti jsou deficientni pro pfislusny enzym.
Vzhledem K tomu, Ze se tyto enzymy ucastni eliminace dualezitych skodlivych latek z téla, je
ztrata jejich aktivity spojovéana s vyssim rizikem poskozeni bunck a z toho plynouci moznosti
jejich nadorové transformace. Multiplexovou PCR s elektroforetickou analyzou v agar6zovém
gelu byly vySetieny null genotypy téchto gend u stejnych nadorovych skupin, jako tomu bylo
u genu UGT1Al, a u kontrolnich skupin.

U genu pro GSTM1 byl navzdory oc¢ekavani pozorovan statisticky vyznamné nizsi vyskyt
null genotypu u pacientti s karcinomy plic (37,4 %) a pankreatu (39,3 %) oproti kontrolni
skupiné I, kde byla frekvence null genotypu 50,4 % a také oproti kontrolni skupiné II
s frekvenci null genotypu 55,3 %. Deficience glutathion S-transferazy M1 se tak nezda byt
rizikovym faktorem pro tyto typy karcinomii. U ostatnich nadorovych skupin byly frekvence
srovnatelné, statisticky se neliSici od kontrolnich skupin.

Null genotyp genu pro GSTT1 nebyl u kontrolni populace viibec pozorovan. Podobné
tomu bylo i u pacientii s nadory prostaty a prsu, kde byl null genotyp u obou skupin
pozorovan pouze v jednom pfipad¢€. Naopak signifikantné vysokd frekvence null genotypu
GSTT1 se vyskytla u skupiny s karcinomem plic (17,2 %), karcinomem hlavy a krku
(15,9 %), kolorektalnim karcinomem (9,7 %) a karcinomem pankreatu (3 %). Deficience
enzymu glutathion S-transferazy T1 se tak pro vznik té€chto nadort jevi jako rizikovy faktor.

Pro podpotfeni vySe zminénych zavérii by vSak bylo potiteba jesté¢ rozsifit jednotlivé
vySetiované skupiny (zejména skupiny s nadory hlavy a krku, pankreatu a plic) a zjistit
dopliyjici informace o jednotlivych pacientech, jako je napfiklad styl vyZzivy, koufeni ¢i jiné
environmentalni faktory, které by na vznik nadorového onemocnéni mohly mit vliv spolu
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s dalsi specifikaci nadorového onemocnéni. Zisk, zpracovani téchto udaju a rozSifeni
jednotlivych skupin miZze byt soucasti nékteré z dalsich praci na podobné téma. V navaznosti
na tuto praci by bylo zaroven mozné vySetfit polymorfismy dalSich genii kodujicich
biotransformacni enzymy ucastnici se druhé faze (zejména N-acetyl transferazy, sulfo
transferazy) a enzymy prvni faze (cytochromy P450).

Jedno z moznych vysvétleni, pro¢ se sledované polymorfismy nevyskytuji v uritém druhu
populace Cast&ji (jak se ocekavalo), pak moznd tkvi pravé v komplexnosti celého
biotransformacniho aparatu. Sledované geny tvoii jen jeho Cast. Tato prace brala v potaz
pouze nekteré genetické faktory. Je tieba studovat dalsi negenetické (napf. environmentalni) i
genetické faktory k tomu, aby nami sledované frekvence protektivnich a rizikovych aspekti
mohly byt brany v potaz jako faktory zvySujici nebo snizujici riziko nadorové transformace
bunék.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALDH
APS
ATP
DNA
DPD
EDTA
FAD
FMN
GS
GST
GSTM1
GSTT1

aldehyd dehydrogenaza
peroxodisiran amonny

adenosin trifosfat
deoxyribonukleova kyselina
dihydropyrimidin dehydrogenaza
ethylendiamintetraoctova Kyselina
flavinadenindinukleotid
flavinmononukleotid

Gilberttiv syndrom

glutathin-S transferazy
glutathion-S transfaraza M1
glutathion-S transferaza T1

HMG-CoA hydroxymethylglutaryl koenzym A

LOH
NAD
NADP
NAT
PAH
PAPS
PCR
RNA
ROS
SAM
SOD
SULT
TBE
TEMED
UDP
UGT
UGT1Al

loss of heterozygosity

nikotinamid adenin dinukleotid
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
N-acetyl transferazy

polycyklické aromatické uhlovodiky
3’-fosfoadenosin 5'-fosfo sulfat
polymerazova fetézova reakce
ribonukleova kyselina

reaktivni kyslikové slouceniny
S-adenosyl methionin

superoxid dismutaza
sulfotransferazy

tris/kyselina borita/EDTA
tetramethylethylenediamin
uridindifosfoglukuronova kyselina
UDP-glukuronosyl transferazy
UDP-glukuronosyl transferaza 1Al
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