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Seznam pouZzitych zkratek

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A absorbance

AA aristolochové kyseliny

AAN nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinami

AAlI aristolochova kyselina I

AAla aristolochova kyselina Ia

AALI aristolochova kyselina II

ACTH adrenokortikotropni hormon

Ahr receptor pro aromatické uhlovodiky (,,aryl hydrocarbon receptor*)

Alacl aristolaktam |

Alacla aristolaktam la

AMP adenosinmonofosfat

ARNT ,,AhR nuclear translocator*

BCA 4,4°-dikarboxy-2,2‘-bicinchoninova kyselina

BSA hovézi sérovy albumin

C koncentrace

CAR »constutive androstane receptor

CHN nefropatie  vyvoland c¢inskymi  bylinami ,,Chinese herbs
nephropathy*

COX cyklooxygenasa (prostaglandin H synthasa)

CPR NADPH:CYP reduktasa

CYP cytochrom P450 (nazvoslovi viz kapitola 1.3.1.1.)

DA dalton

dA-AA 7-(deoxyadenosin-N°-yl)-aristolaktam

DDTC diethyldithiokarbamat

dG-AA 7-(deoxyguanosin-N?-yl)-aristolaktam

DMSO dimethylsulfoxid

DTT dithiothreitol

EC ¢iselny kod enzymu

ER endoplasmatické retikulum

HLM lidské jaterni mikrosomy



Seznam pouZzitych zkratek

HPLC

1Cs0

Kon
MFO

M

MS

n
NADH
NADPH
NADP”*
NADPH-GS
NQO1
PAH
PAR

PB
PCB
PMSF
PPAR
PXR
P450
p53
P1-P3
Raf
Ras
ROH
R'OOH
RP-HPLC

RPM
RXR

vysokotlaka kapalinovd chromatografie (high-pressure liquid
chromatography)

inhibi¢ni koncentrace (koncentrace inhibitoru, kdy dochazi k 50%
poklesu metabolismu substratu)

Michaelisova konstanta

mikrosomy isolované z nepremedikovanych zvirat

systtm monooxygenas se smiSenou funkci (,,mixed function
oxygenases)

mol/|

mikrosomy

latkové mnozstvi

nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovany)
NADPH-generujici systém

NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa

polycyklické aromatické uhlovodiky

»pregnane activated receptor*

fenobarbital

polychlorované bifenyly

fenylmethylsulfonylfluorid

,peroxisome proliferator activated receptor “

»pregnane X receptor*

pigment s absorpénim maximem pii 450 nm (cytochrom P450)
protein kodovany nadorovym supresorovym genem p53

pufr 1-3

onkoprotein

onkoprotein

hydroxylovany produkt

organicky peroxid

vysokotlaka  kapalinova  chromatografie = Sreversni  fazi
(,,high-pressure liquid chromatography — reverse phase®)

pocet otacek za minutu

»retinoic X receptor
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Seznam pouZzitych zkratek

Sis
Sud |
TEAA
TCDD

UDP
uv
VIS
B-NF

onkoprotein

Sudan |

triethylaminacetat
2,3,7,8,-tetrachloro-(p)-dioxin

standardni jednotka enzymov¢é aktivity
uridindifosfat

oblast vinovych délek ultrafialového svétla
oblast vinovych délek viditelného zareni
-naftoflavon

molarni absorp¢ni koeficient



Uvod

1. Uvod

1.1. Kancerogenese

Kancerogenese (karcinogenese) je postupny mnohastupnovy proces, pii kterém
dochazi ke kumulaci poruch (napt. mutaci) urcitych genti, coz vede k poruse normalni
funkce témito geny kdédovanych proteinti. Tyto proteiny se podileji zejména na regulaci
déleni, diferenciaci bunky a stabilit¢ genomu. Nejzavaznéjsi jsou poruchy gent pro ty
proteiny, které kontroluji expresi gent, spravnost replikace DNA a chromosomu. Dale
také gend, které se podileji napiiklad na regulaci bunééného cyklu, pienosu signald,
déleni a diferenciaci bunék. Vznik ur¢itych poruch v nékolika kritickych genech mize

r v . ’ . v 1
vést az kK maligni transformaci buriky.

1.1.1. Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou v ekonomicky vyspélych zemich druhou nejcasté;si
pfic¢inou umrti? Jako nadorové onemocndni se oznacuje nekontrolovany a nedi-
ferencovany rast bunék urcité tkané. Tyto zmény na bunéfné urovni jsou geneticky
podminéné. Pozménéni genetické informace builky vede ke zméné exprese regulacnich
proteinti bun&&ného cyklu, zméné bundéného déleni a diferenciace.’

Jako nador (tumor, neoplasma) je oznaCovan patologicky utvar tvofeny tkani,
jejiz rist se vymkl kontrole organismu a roste na ném nezéavisle.* Nadory vznikaji u lidi
vSech vékovych skupin a postihuji Sirokou Skalu 0rg’£1n1°1.5 MozZnost maligni pfemény je u
kazdé tkang, ale jeji frekvence je u ruznych typu tkani rozdilna. Kazda tkan ma jiné
histologické sloZeni, rtiznou intenzitu déleni bun¢k a metabolismu nebo odlisné regulaéni
mechanismy. Tkan¢ se také li$i enzymovymi systémy nebo isoenzymy (napi. u deto-
xikac¢nich enzymti) a tim maji i riznou schopnost aktivovat nebo vylu€ovat kancerogenni
latky. Proto nékteré kancerogeny plisobi jen na urcitou tkan ¢i orgém.1

Nadorové buiiky jsou charakteristické tim, ze u nich dochazi k nekon-
trolovanému (Spatné kontrolovanému) déleni bun¢k — proliferaci a ztraci schopnost

diferenciace.’
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1.1.1.1. Faktory vzniku nadorového bujeni

Faktory zpisobujici naddorové bujeni lze rozdelit do tii skupin: na biologické,
fyzikalni a chemické. Mezi biologické faktory mizeme zahrnout onkoviry, které jsou
schopné vlozit svoji genetickou informaci do buiiky, coz mize byt podnétem pro zménu
bunétného cyklu. Neméné¢ vyznamnym biologickym faktorem je také sniZeni
obranyschopnosti organismu (zména imunity) vlivem napf. stresu, vyzivy apod. Mezi
vyznamné fyzikalni faktory patii riizné druhy zafeni (ultrafialové, rentgenové atd.)?,
které poskozuji DNA nékolika zpuisoby (napf. vytvarenim pyrimidinovych dimert nebo
tvorbou jedno- a dvoufetézcovych zlomi).”> Poslednim faktorem jsou chemické
slougeniny (karcinogeny), které riiznymi zptsoby pozméiiuji DNA.? Odhaduje se, Ze
priblizné¢ 80% lidskych néadort je zpusobeno faktory wvnéjsiho prostredi, predevsim
chemikaliemi.” K expozici témito slou¢eninami miZe dojit v dasledku stravy (napf.
aflatoxin B, ktery je produkovan plisni Aspergillus flavus ), zaméstnani, zivotniho stylu

(napf. koufeni) nebo také jinym zplsobem (napf. 1éky, které mohou byt kancerogenni).5

Podle mechanismu puisobeni fadime chemické karcinogeny do tii skupin (Obr. 1):
+ genotoxické — tvoii s DNA kovalentni adukty (napt. benzo-[a]-pyren)
+ epigenetické — vytvareji nekovalentni interakce s DNA (maji schopnost
vmezefit se do dvouSroubovice DNA — napt. ellipticin)

+ zpusobujici zmény ve struktuie DNA — jednofetézcové zlomy (single - strand

breaks), dvoufetézcové zlomy (double - strand breaks), cross - linking

(propojeni molekul)

ALK_YL"AE'JE B_AZI
VYSTEPENI BAZE (alkyiaéni ginidla)
(alkylaéni &inidla) l

l PYRIMIDINOVY DIMER KOVALENTNi ADUKT
(UV zaFeni) (benzo[a]pyren)

INTERMOLEKULARNI CROSS~
=LINKING (cis—platina, psoralen)

JEDNORETEZCOVY ZLOM
(bleomycin, X—paprsky)
INTRAMOLEKULARNI ADUKT FOTOPRODUKT
(cis—platina) (UV zaFeni)

Obr. 1: Mechanismy poskozeni DNA riiznymi vnéjsimi faktory (Prevzato z°)
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1.1.2. Proces kancerogenese

Kancerogenese je multifizovy a multifaktorialni proces.® Jsou pro ni klicové dva typy
genui:
+ onkogeny — produkuji onkoproteiny (napi. Ras, Raf, Sis). Tyto proteiny
reguluji bunééné déleni - mitosu

+* tumorsupresorové geny — jejich produktem jsou proteiny omezujici proliferaci

bunék. Mutaci v t&chto proteinech se tvoii defektni buiiky.

Proces kancerogenese mizeme rozdélit do tii fazi: iniciacni, promo¢ni a progresni
(Obr. 2, str. 12).

+ iniciacni faze — V této fazi dochazi ke zmén¢ genetické informace normalni buiky,
kterd vede ke vzniku modifikace v DNA. Mutace v uritém genu piinasi
iniciovanym buiikdm réstovou selekéni vyhodu.” Tato mutace bud’ miize zistat bez
funkénich diisledki fadu let nebo miize byt eliminovana opravnymi mechanismy.®
Pokud iniciovanou bufiku nezni¢i ani imunitni systém organismu, mutze se v dalsich
stadiich vyvinout aZ v nador.

+ promocdni fiaze — Tato faze mize trvat razné dlouhou dobu, napt. n€kolik let nebo i

nékolik desetileti. Jesté vice se zvySuje proliferace primarné pozménénych bunék
pod vlivem latek - promotord. VéEtSina z nich mé pouze epigenetické vlastnosti,
jejich Ucinek se proto miZe projevit aZ po pusobeni genotoxickych iniciatord.
VeétSina promotoril je tkanoveé specifickd (napf. forbolester - specificky promotor
pro vznik nadori kize).® P jejich metabolismu &asto dochazi ke vzniku aktivnich
forem kysliku, které mohou vyvolat oxidativni zmény v DNA, a tak aktivovat
protoonkogen. Castym mechanismem téinku promotort je rovnéz aktivace protein-
kinasy c.?

+ progresni faze — Je poslednim stadiem kancerogenese. Pusobenim progresort, latek

s genotoxickym ucinkem, se pak méni dosud ¢astecné kontrolovany rtst benigniho
nadoru na rist nekontrolovany. Vznikd maligni nador, z n€hoz odstépené bunky se
mohou dostat krevnimi nebo miznimi cestami do jinych tkdni nebo organt, a
vznikaji tak metastasy.® Jednou z dilezitych podminek pro riist nadoru je jeho
dostate¢né zasobeni zivinami a kyslikem. Toho nador dosahuje tim, ze si vytvori

dostatecné cévni zasobeni (nadorova neoangiogenese).

-11 -
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Modifikovana DNA Iniciace Promoce Progrese
Metabolicka e
ktivace “A~C
da ><T Nk Fixace “:'0 X
A‘C-T‘ LAREEY | ﬂ"’:‘: ssassae
t‘f’u'
Biologicky Iniciované i :
EXPOZIGE G&inna davka bufky  Freneoplazie  Malignance
Intemi davka Nadorové cnemocnéni
Detoxikace
l— Reaktivace ‘ Latentni obdobi (pericda) J
Vyloudeni Oprava DNA
EXPOZICE EFEKT
3
1 den 20-40 let

Obr. 2: Schéma nékolikastupiiového procesu kancerogenese (Prevzato z °)

1.2. Biotransformace xenobiotik

Procesy vedouci ke snadnému vylouceni xenobiotika z organismu nebo naopak ke
zvySeni jeho toxického ucinku se oznacuji jako biotransformace. Pfi biotransformaci
dochazi ke zméné struktury cizorodych latek (xenobiotik), a tim 1 ke zméné biologické
ucinnosti. Ve vétsin€ piipadl to znamena inaktivaci tj. snizeni toxicity xenobiotika. Tyto
reakce se oznacuji jako detoxikacni. V nckterych piipadech ale mulZe dochazet
k reakcim, které vedou ke zvyseni toxického u¢inku xenobiotika — aktiva¢ni reakce. Jde
zejména o metabolickou aktivaci nemutagennich latek (promutagenil) na mutagenni
produkty.®

V pribéhu biotransformace dochazi k preméné hydrofobniho xenobiotika na latku
hydrofilni. Vznikéd tedy latka polarnéjsi, kterd po reakci s endogennimi slouceninami

o v ’ v cos . v v v ’ 1
muze byt z bunék eliminovana a vyloucena z téla moci nebo vykaly. 0

VétsSina toxickych latek se biotransformuje pomoci membranové véazanych
nespecifickych enzymi lokalizovanych v hladkém endoplasmatickém retikulu (ER).
Tyto enzymy se oznaCuji jako mikrosomalni (endoplasmatické retikulum pfi
homogenizaéni destrukci bun&k vytvari téliska — frakce, oznadované jako mikrosomy).™

Existuji latky, které pii vstupu do organismu, mohou pisobit jako induktory

enzymd, tj. stimuluji jejich zvySenou tvorbu, a to pfedevsim pii opakovanych davkach.

-12 -
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v

Mezi nejznaméjsi induktory patii polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované
bifenyly (PCB), fenobarbital, ethanol a dalsi."

Mikrosomalni enzymovy systém, ale na druhou stranu, mtize byt také inhibovan.
Tato inhibice muze vést ke sniZzeni enzymové aktivity s naslednym snizenim ¢&i
zpomalenim biotransformac¢nich pochodl. Z hlediska mozné otravy Skodlivinou je
snizeni aktivity enzymové vybavy, zodpovédné za biotransformace, znaénym rizikem,
protoze nedostatek enzymu (sniZzena aktivita) mize zabranit detoxikaci skodliviny, a tim

otravu urychlit ¢i prohloubit.10

Biotransformace xenobiotik v Zzivo¢isnych organismech probiha ve dvou fazich.

1.2.1. Prvni faze biotransformace

V prvni fazi dochéazi ke vnaseni polarnich skupin do skeletu lipofilniho xeno-
biotika nebo demaskovani jiz ptitomnych polarnich funkénich skupin v molekule. Tato
faze se téZ oznaduje jako derivatizaéni."" Reakce prvé faze jsou vétsinou oxidaéni (napf.
hydroxylace, dealkylace, deaminace), nckteré ovSem také probihaji reduk¢énim

. v 11
mechanismem (napf. nitro, azoredukce).”

1.2.2. Druha faze biotransformace

Ve druhé fazi biotransformace dochazi ke konjugaci daného xenobiotika
s endogennimi polarnimi slouceninami (glukosiduronat, sulfat z aktivniho sulfatu,
glutathion, cystein, glycin apod.). Diky témto reakcim dojde jes$té ke zvySeni polarity
pivodné hydrofobni molekuly a tim se usnadni jeji eliminace zbunc¢k a exkrece

z organismu. Tato faze se také oznacuje jako konjugaéni.g’11

-13-
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1.3. Mikrosomalni monooxygenasovy systém (MFO systém)

Mikrosomalni monooxygenasovy systém (MFO systém, z angl. ,,mixed function
oxidases*) je soubor enzymu, katalysujici celou fadu reakci.*? Hlavnimi slozkami tohoto
systému jsou cytochrom P450, NADPH:cytochrom P450 reduktasa a membrana
endoplasmatického retikula.'* Cytochromy P450 piisobi jako terminalni oxidasa tohoto
systétmu a katalyzuji pfemény mnoha exogennich i endogennich latek s rozmanitou
strukturou.”® Slougeniny, které jsou substraty takovychto enzymd, jsou v organismu
biotransformovany za vzniku polarnéjSich produktt, které pak mohou byt vylouceny
z organismu a nedochazi tim k bioakumulaci pfislusnych xenobiotik. Jak bylo jiz dfive
uvedeno, kromé& detoxikace muze biotransformaénimi reakcemi také vznikat latka
aktivnéjsi (reaktivnéjs$i), nez byl plivodni substrat. Tato aktivace ma dvé hlediska:
pozitivni (napt. aktivace 1é¢iv) a negativni (vznik latky toxické, mutagenni C¢i
karcinogenni). Studium metabolismu xenobiotik v lidském organismu tedy napomaha
mimo jiné omezit rizika vznikajici pfi ptisobeni potencialné toxickych a karcinogennich

latek na lidskou populaci.'?

1.3.1. Cytochromy P450

Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1) jsou hemové enzymy™* pusobici jako
terminalni oxidasy MFO systému bakterii, kvasinek, rostlin, hmyzu, ryb a dalSich
obratloveil. Kromé oxidace a redukce $irokého spektra endogennich a exogennich latek™,
se také podileji na biosyntéze cholesterolu, steroidnich hormont, zlucovych kyselin,

oxida¢nim metabolismu mastnych kyselin, lipofilnich 1é€iv a dalSich latek. ™

Tyto enzymy jsou zodpovédné za reakce I. faze biotransformace chemickych
latek, které mohou vést k detoxikaci ¢i aktivaci. V lidském téle se vyskytuji predevSim
v jatrech.® Tyto jaterni cytochromy P450 jsou enzymy rozsahlé genové rodiny, které
hraji kli¢ovou roli v metabolismu mnoha xenobiotik.’* Vyznamné jsou také jejich
hladiny v plicich, ledvinach, tenkém stieve, kiizi, mozku nebo nadledvinkach. V burnkach
jsou lokalizovéany pfevazné v membranach hladkého endoplasmatického retikula, nékteré

také v membrang mitochondrii.*®
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Garfinkel s Klingenbergem v roce 1958 objevili v jaternich mikrosomech
pigment, ktery po redukci vykazoval v komplexu soxidem uhelnatym absorpéni
maximum pri 450 nm.'®’ Hemoproteinovy charakter pigmentu dokazali Omura a Sato
Vv roce 1964 a na zakladé podobnosti povahy vazby hemu cytochromii b a podle

netypického maxima Séretova pasu jej nazvali ,,cytochromem P450<.'8

Ostatni hemové proteiny neabsorbuji pii 450 nm. Dtivodem, pro¢ cytochrom P450
absorbuje pii této vlnové délce, je neobvykld vazba hemového eleza. ™ Porfyrinovy
skelet (protoporfyrin IX) je ¢astecné vazan hydrofobnimi silami a také prostiednictvim
sulthydrylové skupiny cysteinu pfitomného v aktivnim centru enzymu. Toto usporadani
umoziuje vyjimecné chovani téchto hemoproteini a odliSuje jej od ostatnich

hemoproteing.*?

1.3.1.1. Nomenklatura cytochromi P450

Nazvoslovi systému cytochromt P450 se pravideln¢ meéni v disledku
nepfetrzitého objevovani novych isoenzymii a objastiovani jejich aminokyselinové
sekvence. Protoze se cytochromy P450 oznacuji podle n¢kolika odlisnych systémil, je
jejich pojmenovani mnohdy nejednoznacné a matouci. Posledni systém nédzvoslovi a

klasifikace je zalozeny na homologii proteinové sekvence. 0

Cytochromy P450 se oznacuji zkratkou ,,CYP*, nasledovanou arabskou ¢islici udévajici
genovou rodinu a velkym pismenem udavajicim genovou podrodinu. Nasleduje dalsi
¢islo, které¢ oznacuje individudlni gen. Aby se dalo rozlisit, zda se jedna o enzym ¢i o
piislusny gen, pouZziva se pro oznaceni genu kurziva. Napi. CYP2E1L je gen pro CYP2E1-

L. . ., . Y s 21
coz je jeden z enzymu zapojenych do metabolismu napt. 1é¢iva paracetamolu.

Soucasna pravidla pro klasifikaci cytochromt P450 jsou takova, Ze:

* Clenové nové rodiny cytochromi P450 (CYP) musi mit > 40% homologii
v aminokyselinové sekvenci
+ (lenové jedné podrodiny musi mit > 55% homologii v aminokyselinové

sekveci?!
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Toto ptvodni rozdéleni se v praxi celkem dobfe uplatnilo, i kdyz s urCitym
poctem vyjimek. Napf. proteiny podrodin CYP2D, 2J a 2K maji vétSinou mensi nez 40%
sekven¢ni shodu s ostatnimi podrodinami CYP2.

Naopak, mitochondrialni CYP11A a CYPI11B jsou z 35-39% identické, piesto byly
odliseny v ramei jedné rodiny.?

V riiznych organismech bylo popsano na 270 genovych rodin cytochroma P450.

Osmnact genovych rodin, existujicich u savct, kéduje 57 individualnich gena CYP.?

1.3.1.2. Struktura eukaryotickych cytochroma P450

Na rozdil od prokaryotickych cytochromii P450 jsou eukaryotické obvykle v
membrané vazané proteiny. VétSina eukaryotickych cytochromti P450 jsou proteiny
integrované do membrany endoplasmatického retikula (ER) rostlin, hub a Zivoc¢iSnych
bungk.?? Nicméng, nékolik savéich cytochromti P450, které se ucastni syntézy steroli,
steroidi a zluCovych kyselin, jsou lokalizoviny na matrixové strané¢ vnitini
mitochondrialni membre’my.25
Eukaryoticky mikrosomalni cytochrom P450 je
hemoprotein sloZzeny z jednoho polypeptidového
fetézce o délce okolo 500 aminokyselin
obsahujici jednu molekulu hemu b (Obr. 3)
vazanou koordinacné kovalentni vazbou pies —
SH skupinu cysteinu, ktera je proximalnim
(patym) ligandem Zeleza v hemu.?® Nejedna se

tedy o klasicky cytochrom, ale o hemthiolatovy

Hood protein. Vyskytuje se vétSinou v podobé shlukl

COOH

nékolika molekul o relativni molekulové hmotno-
Obr. 3: Hem typu b (Prevzato z*') sti az 500 kDa hluboko zanofenych do

membre’my.28
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1.3.1.3. Spinové formy cytochromii P450

Cytochromy P450 diky pfechodnému charakteru hemového zeleza existuji ve
dvou spinovych formach.?® Jejich rovnovéha je ovlivnéna zejména axialnimi ligandy
zeleza. V klidovém stavu je vétSina molekul v nizkospinové formé. Ion zeleza je
hexakoordinovan, hemové Zelezo tedy interaguje jesté s jednim ligandem — napt. s —OH,
-COOH,® nebo s atomem kysliku z molekuly vody. Pfi vazb¢ substratu do vazebného
mista se pomér obou spinovych forem zna¢né¢ méni. Dochazi k vytlaceni Sestého ligandu,

a tedy narastu vysokospinové formy.

+*  nizkospinova forma (spin 1/2) je charakteristickd maximem absorbance pfi
418 nm (Soretv pas). Ion zeleza je hexakoordinovan a nachazi se prakticky
Vv roving kruhu protoporfyrinu IX.

+*  vysokospinova forma (spin 5/2) vykazuje maximum Soretova pasu pii 390
nm. lon Zeleza je pentakoordinovany a ,,vytahovan* thioldtovou skupinou

nad rovinu porfyrinového skeletu.?®

1.3.1.4. Funkce cytochromu P450

Oxidasova funkce - aktivace biatomické molekuly kysliku pro dané reakce.”
Spontanni reakce organickych molekul s atmosférickym kyslikem jsou spinové
zakdzané. V aerobnich organismech se vyskytuje fada proteinti, které nesou
prosthetickou skupinu s kovem nebo flavinem, s jejichz pomoci jsou schopny
oxidac¢ni potencial kysliku Vyuiit.29

Oxygenasova aktivita - zabudovani kysliku do molekuly malo reaktivniho substratu.

Reduk¢ni reakcee - elektrony poskytnuté NADPH:cytochrom P450 reduktasou mohou
redukovat pfimo substrat a nejsou vyuzity k aktivaci molekuly kysliku. K tomu
dochazi, pokud je hydrofobni substrat zaroven dobrym ligandem Zeleza
porfyrinového skeletu, a je tedy vazan jako Sesty ligand misto kysliku. Tento
mechanismus je popsan in vitro a existuji i nepfimé dikazy pro jeho pribéh in

vivo.*°
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Peroxidasova aktivita - druhym substratem je misto kysliku organicky peroxid
(R*OOH) nebo peroxid vodiku.** Pro prib&h reakce neni potieba NADPH jako
zdroj elektrond.*® Produktem této reakee je stejné jako pii klasickém mechanismu

hydroxylovany substrat (ROH):
RH + R*OOH — ROH + R*OH

Produkce H;O;, a aktivnich forem Kkysliku — dochazi k tomu tehdy, kdyz MFO
systém interaguje s latkou, kterd se obtizn€¢ hydroxyluje (je pouze hydrofobni,
tvoii komplex senzymem, ale tézko se do ni zabudovava kyslik). Prob&hne
oxidasové faze funkce cytochromu P450 (aktivuje se molekula kysliku), ale uz

neprobéhne faze oxygenasova. Aktivni forma kysliku je z molekuly uvolnéna do

okoli, kde ptijme protony nebo dismutuje.***®

1.3.1.4.1. Mechanismus katalyzy cytochromu P450

vvvvvv

ktera zahrnuje aktivaci molekularniho kysliku a zabudovani jednoho atomu do molekuly
substratu, zatimco druhy atom kysliku je redukovan na vodu.?® Cytochrom P450
spoluptisobi s dalsim enzymem lokalizovanym v endoplasmatickém retikulu —

NADPH:cytochrom P450 reduktasou — nebo dal$imi enzymy mitochondrii.”

Obecny pribéh monooxygenasové reakce katalyzované cytochromem P450 lze

vyjadtit sumarni rovnici

RH+O, +2H" +2e” - ROH +H, O,

kde RH je substrat a ROH hydroxylovany produkt reakce.

VétSina reakci zacina prenosem elektroni z NADPH bud’ nha NADPH:cytochrom P450

reduktasu v endoplasmatickém retikulu (kde je MFO systém lokalizovan) nebo na
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ferredoxin reduktasu a na hemovy Fe-S protein v mitochondriich, a poté na vlastni
cytochromy P450.°
Reakéni sled monooxygenasové reakce sestava pravdépodobné z osmi kroka®*

je znazornén na Obr. 4. V klidovém stavu je ion Zeleza hemu ve ferri formé (s oxida¢nim
¢islem IIT) a je hexakoordinovan. Sesta valence je obsazena kyslikem vody nebo internim
(aminokyselinovym) ligandem. Navazanim substratu [RH] na molekulu bilkoviny
(reakce 1), dojde ke konforma¢ni zméné v molekule, vytlaeni Sestého ligandu a
pfechodu do pentakoordinovaného stavu. Poté dochazi k pienosu jednoho elektronu z
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (reakce 2), a tim k redukci hemového Zeleza na Fe**
(ferro forma), pticemz zlistava stale pentakoordinovano (vysokospinovy stav).

Tato forma enzymu je schopna

ROH REH

B vazat  biatomickou  molekulu
=]

(ROHIF | (RH)F™ kysliku, ale i jiné ligandy (napf.

/ \( CO). Pi reakci 3 dochazi

k navazani molekuly Kkysliku a

(Re)(Fe-OH)™ (RH)Fe™
T . vznikd ternarni ferri-superoxidovy
6 : i O, o
. XOH XOOH = === T~ komplex, kde je ion Zzeleza opét
RH(Fe-0) i ~
(RH)Fe (0,) % hexakoordinovan a v nizkospinové

H,O
form¢. Ternarni komplex prechazi

(RHJFe™(07) (RH)Fe (03

S~

'I.
Or Y

1
!
|
| do jiného mesomerniho Stavu, na
i
I ferri-superoxidovy komplex, ktery
|
|
I

je dale redukovan NADPH:
&+
"\ ..,_1]_]),:,)__.-’ cytochrom P450 reduktasou (nebo

Obr. 4: Reakéni cyklus cytochromu P450 (Pievzato z°*°)

jinym enzymem NADH:cytochrom bs reduktasou), za vzniku ferro-superoxidového
komplexu (reakce 4). Tato druha redukce je findlnim stupném tzv. aktivacni faze
reakéniho cyklu cytochromu P450. Vazba mezi kysliky je dostate¢né labilizovana a
dochazi k jejimu Stépeni, pficemz jeden atom kysliku pfijme dva protony a je tedy
uvolnén jako molekula vody, druhy atom kysliku zlstava vazan na iontu Fe v hemu ve
form¢ ferrioxenového komplexu (reakce 5). Vznikajici ferrioxemovy komplex je
stabilizovan mesomernim posunem elektronu z thiolatové siry na kyslik. Tento reaktivni
radikal je pak schopen vytrhnout vodikovy atom z molekuly substratu za vzniku radikalu

ze substratu a hydroxylového aniontu vazané¢ho na ion zeleza (reakce 6). Opét dochazi
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k mesomernimu posunu elektronu (reakce 7). Vznikne forma snavazanymi dvéma
radikdly (OH a substrat) a sirou, zpét ve své thioldtové forme¢. Pii reakci 8 dochazi
k rekombinaci radikald za vzniku nativni formy cytochromu P450 a hydroxyderivatu

substratu [ROH]?!2328:34

Kromé kysliku mtze cytochrom P450 pro oxidativni reakce vyuzivat také
peroxidy a peroxikyseliny (Obr. 4, str. 19). Ty se stavaji donorem atomu kysliku.
Reakce s organickymi hydroperoxidy probiha, na rozdil od reakce v piitomnosti NADPH
a O, neuspordadanym mechaniSmem, takZze vazba peroxidu neni zavisld na vazbé

substratu.®

1.3.1.5. Regulace exprese cytochromia P450

Regulace exprese cytochromii P450 je fizena nckolika systémy. Jednd se o
regulaci na genové urovni, zahrnujici funkci specifickych receptorti, rychlosti piepisu
DNA do RNA ¢i stabilizaci syntetizované mRNA. Do regulace hladin cytochromii P450
také patii 1 posttranslacni regulace, zaloZzena pfedevSim na stabilizaci syntetizované

molekuly proteinu daného cytochromu P45 0.%

Aktivity jednotlivych lidskych forem cytochromu P450 vykazuji znacéné

interindividualni rozdily, zpisobené zejména dvéma faktory:

1. zména exprese genu (zména fenotypu). Regulace genové exprese je velmi
komplexni a zahrnuje zvyseni transkripce, translace, stabilizaci mRNA a proteinu 1
ovlivnéni jeho degradace. Exprese konstitutivnich forem cytochromu P450 je
determinovana naptiklad vékem a pohlavim (tedy hladinou rstového hormonu) ¢i
zdravotnim stavem jedince (hladovéni, diabetes, obezita, vysoky tlak).®” Vyskyt
inducibilnich forem pak ovliviuji vnéjsi faktory: induktory cytochromti P450 jsou
napiiklad ethanol, aceton, ncktera antibiotika (erythromycin), steroidni latky,
barbituraty (fenobarbital), aromatické latky (benzen) apod.37 Negativné mohou

aktivitu jednotlivych forem cytochromu P450 ovliviiovat néktera 16civa® & slozky
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potravy.®® SniZeni aktivity n&kterych forem cytochromu P450 vsak miZe zpiisobit také

bakterialni infekce, napt. meningitida.*’

2. geneticky polymorfismus (zména genotypu). Vrozené zmény DNA v kodujici
¢i regulacni ¢asti genu mohou vést k absenci nékteré formy cytochromu P450, ke

zmén& inducibility nebo tvorb& formy s pozménénou katalytickou aktivitou.?®

1.3.1.5.1. Regulace hladiny cytochromii P450 indukci enzymu

Organismy jsou nepietrzité vystavené pusobeni riznych chemikalii ¢i xenobiotik.
U vyssich eukaryot se vyvinuly mechanismy, diky kterym jsou schopné tyto latky odhalit
a zvySenim jejich metabolismu napomoci K jejich eliminaci. Enzymy, které v prvé tadé
zajistuji tuto metabolickou odpovéd, jsou, jak jiz bylo diive uvedeno, cytochromy P450.
Tyto enzymy katalyzuji prvni krok v metabolismu lipofilnich xenobiotik, pfeménuji je na
ve vodé vice rozpustné slouceniny, které mohou byt snadno vylouceny. Vystaveni
organismu cizorodému substratu, ma za nasledek zvySeni exprese prislusnych enzymd,
které jsou schopné tento substrat metaboliSovat. Tato adaptivni schopnost, zndma jako
indukce, je pfisné regulovany proces, kontrolovany primarné¢ na urovni transkripce.
Umoziuje buiikdm regulovat expresi cytochromi P450 podle potieby a usnadnit tim tak
eliminaci toxickych latek.*

Indukce cytochromi P450 obvykle zvySuje biotransformaci xenobiotika, ktera by
méla vést k jeho detoxifikaci a k vylouceni z organismu. Jedna se tedy piedev§im o
obranny mechanismus. Role indukovanych cytochromii P450 vSak neni v toxicité
xenobiotik jednoznacna. Indukce cytochromi P450 na jedné strané zvySuje inaktivaci
potencialnich toxickych cizorodych latek. Na druhé stran€é mohou nékteré cytochromy
P450 aktivovat nereaktivni slouceninu na chemicky reaktivni intermediaty nebo na

intermediaty toxické. Nékteré z nich mohou dokonce vykazovat karcinogenni aktivitu.™

Cytochromy P450 jsou regulovany fadou mechanismd. Mnoho z téchto enzymu
muze byt ,,zapnuto* nebo indukovano pomoci chemického signélu. Ptikladem muze byt
indukce cytochromti P450, podilejicich se na biosyntéze steroidii, pomoci

adrenokortikotropniho hormonu (ACTH). ACTH stimuluje produkci cyklického AMP,
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které pravdépodobné aktivuje proteinkinasu, fosforylujici nékteré dosud nezjisténé

. . e .19
proteiny, coz vede ke zvySeni transkripce.

Mechanismus indukce cytochromi P450 je pfedmétem intenzivniho zkoumani.
Drtive byla pozornost zaméfena predevsim na CYP1A, zejména potom, kdy bylo zjisténo,
ze jsou zapojené do metaboliSmu karcinogennich latek. Bylo ukazano, Zze indukce
CYPIA1 zvysuje transkripci genu CYP1Al, ktery ma za nasledek zvySeni hladin
piislusné mRNA, a tim zvySeni produkce enzymu CYPIAIl. V téchto induk¢nich
procesech byl studovan vyznam cytosolického receptoru Ah (aryl nebo aromaticky
uhlovodik), a u celé fady polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAH), jakymi jsou
napi. 3-methylcholanthren, 3,4-benzo[a]pyren a 2,3,7,8,-tetrachloro-(p)-dioxin (TCDD),
byla prokazana jejich vysoka afinita pro Ah receptor. VSechny jsou navic U¢inymi
induktory CYP1A1.%

Geny CYP jsou schopné reagovat na endogenni i exogenni signaly zménami
Vv genové expresi, regulovat intezitu a délku téchto signali a dokonce vytvaret nové
signaliza¢ni molekuly pomoci metabolismu, ktery je na cytochromech P450 zavisly. Tyto
signalizacni molekuly potom pisobi pomoci tzv. ,ligand-dependentnich jadernych

o 4
receptori®. 3

1.3.1.5.1.1. Regulace exprese cytochromii P450 intracelularnimi receptory

Hlavnim mechaniSmem enzymové indukce je zvySeni hladiny transkripce.
Slouceniny indukujici expresi gentt CYP, jednim ze Ctyf ,receptor-dependentnich
mechanismu“ (Obr. 5, str. 23), aktivuji mnoho gent CYP, které koduji proteiny
piedevsim genovych rodin cytochromt 1-4.4 Tyto ¢ty genové rodiny cytochromt P450
jsou nejdulezitéjsi z hlediska metabolismu xenobiotik. Jejich geny jsou transkripéné
aktivovany cizorodymi latkami, prostfednictvim mechanismi zavislych na receptorech.43

Receptory rozdélujeme do dvou skupin na cytosolarni a jaderné receptory.

Regulace genové exprese na transkripéni trovni pomoci AhR a jadernych
receptorit hraje klicovou roli v metabolismu a vyrovnani hladin 1é¢iv a xenobiotik
z organismu, ktera jsou vnesena do téla za Ucelem ochrany pfed enviromentalnimi

kodlivinami.*
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Transkrip¢ni faktory Cytochromu P450

Steroidni latky, Xenobiotika  ApR ARNT CYP1A
— Metabolizmus Xenobiotik
] |
CYP2B
Steroidni latky, Xenobiotika CAR RXR
J:> Metabolizmus Xenobiotik a Steroidnich
L I latek
Steroidni latky, Xenobiotika PXR RXR CYP3A
[ » Metabolizmus Xenobiotik a Steroidnich
L I latek
Mastné kyseliny PPAR RXR CYP4A

[ ’ Metabolizmus Mastnych kyselin

I 1

Obr. 5: Transkripéni faktory zahrnuté v indukci cytochromii P450 (Upraveno podle %)

* AhR receptor — jedna se o cytosolicky receptor. Tento cytosolicky
protein, spoleéné se svym jadernym dimeriza¢nim partnerem ARNT stimuluje
transkripci genli CYP1 v pfitomnosti vhodného induktoru.”®* Kromg nej-
exprese CYP1A2, CYPIBI1, a napf. enzymi druhé faze biotransformace

(glutathion S-transferasy a UDP-glukuronosyltransferasy).®*

* CAR, PXR, PPAR — tyto jaderné receptory jsou proteiny se ,,zinc finger*
DNA vazebnou doménou, které primarn€ ovlivituji regulaci enzymil podrodin
CYP2B, CYP3A a CYP4A.*® Jaderné receptory jsou transkripéni faktory,
aktivované navazanim ligandu, a kazdy z nich spolupracuje v komplexu jesté
s dal$im jadernym receptorem (RXR). Nasleduje aktivace a vazba komplexu na
odpovidajici tzv. rozpoznavaci element genu, kodujici oblasti daného CYP.
Jaderné receptory nejsou zodpovédné pouze za regulaci gentt CYP. Byla nalezena
fada enzyml metabolisujicich 1é¢iva, které jsou regulovany pomoci téchto

) 43
receptoru.
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1.3.1.5.2. Regulace hladiny cytochromit P450 inhibici enzymu

Latky ovliviiujici rychlost enzymové reakce tim, Ze snizuji katalytickou aktivitu
daného enzymu, se oznacuji jako inhibitory. Mira inhibice zavisi jak na koncentraci
inhibitoru, tak také na délce jeho pisobeni. Pti reversibilni inhibici dochazi po odstranéni
pusobeni inhibitoru na enzym k obnoveni funkce enzymu. Velké mnozstvi inhibitord
mize ale zpusobit také ireversibilni (nevratnou) deaktivaci enzymu. Inhibitora
cytochromi P450 je znama cela fada. Né&které z nich jsou dokonce specifické pro
jednotlivé isoformy (Tab. 1, str. 25). V katalytickém cyklu cytochromu P450 jsou
Z hlediska inhibice vyznamné piedevsim tfi kroky, které jsou k inhibici nachylné: vazba
substratu na enzym, vazba molekularniho kysliku, nésledovana prvnim elektronovym

transferem a v neposledni fad¢ také krok, kdy je substrat skute¢né oxidovén.*®

Inhibitory cytochromti P450 miizeme rozdé€lit do tfech skupin:
+ inhibitory, které se vdazi reversibilne
+ inhibitory, které vytvari , kvazi‘“-ireversibilni komplex s atomem Zeleza
v hemu (napf. ketokonazol), tyto inhibitory jsou pomoci CYP transformovany
na metabolické intermediaty, které se vazi pevné na atom Zeleza a mohou byt
odstranény pouze za zvlaStnich experimentalnich podminek

+ inhibitory, které se vazi ireversibilné na hemovou cast nebo na proteinovou

slozku a urychluji degradaci a oxidacni rozpad prosthetické skupiny™

Reversibilni inhibitory ,,soutézi se substratem o vazbu do aktivniho mista a
interaguji s nim tfemi zpiisoby: mohou se vazat na hydrofobni oblasti aktivniho mista,
nebo jsou koordinovany na atom zeleza v hemu, ¢i vytvaii specifické vodikové a iontové
vazby s aminokyselinovymi zbytky v aktivnim centru.

Ireversibilni (,,kvazi“-ireversibilni) inhibitory jsou slouceniny, které pusobi pfi
pfenosu kysliku v katalytickém cyklu. VétSina z nich patii do skupiny ozna¢ované jako
tzv. ,,sebevrazedné‘ substrzity.46 Tyto latky, jsou enzymem katalyticky pfeménény na
reaktivni intermediaty, které reaguji s aktivnim centrem enzymu a tim jej inaktivuji, aniz
by aktivni centrum opustili. PfestoZe je tento zpiisob inhibice pomérné neobvykly, bylo
zjisténo, ze u reakci katalyzovanych cytochromy P450 se vyskytuje s vétsi frekvenci. To
mize byt vysvétleno tim, Ze pfi katalyze cytochromy P450 vznikaji reaktivni kyslikové

intermediéty.47 Inhibitory ptsobici mechanismem ,,sebevrazedného substratu®, maji
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vysokou specifitu viici danému enzymu. To je dané tim, Ze se nejprve musi reversibilné
navazat na enzym (musi tedy spliiovat vSechny podminky jako normdlni substrat), dale u
nich musi probéhnout katalyticka aktivace, a az vysledny reaktivni meziprodukt

ireversibilng modifikuje dany enzym, a tim jej inhibuje.*®

Tab. 1: Priklady specifickych inhibitori nekterych cytochromii P450

CYP Inhibitor
14172 o - naftoflavon
142 Furafyllin

2B6 Diarnantan

2C9 Sulfafenazol
206 Quinidin

2E1 Diethyldithickarbamat
JA4 Ketakonazol

1.3.1.6. Polymorfismus cytochromi P450

Proménlivost obsahu jednotlivych cytochrom P450 v riiznych tkdnich je dana
jednak jiz zminénou moznosti indukce, ale hlavni roli hraje predevSim geneticky
polymorfismus. Geneticky polymorfismus je faktorem, kdy vrozené zmény DNA vedou
k absenci cytochromu P450, k nemoznosti indukce cytochromu P450 nebo i Kk tvorbé
takové formy cytochromu P450, ktera ma zménénou katalytickou aktivitu.*®

Polymorfismus je obecné definovan jako vice nez 2% frekvence vyskytu
alelickych variant (odli$nosti v sekvenci DNA) v populaci. Pod touto hranici se mluvi o
ojedin€lém genetickém znaku ¢i ojedinélé alele, a v ptipadé velmi ,,Skodlivé alely®, se
hovotfi o mutantni ¢i vrozené chybé metabolismu. Polymorfismus cytochromti P450 se
velmi podstatné 111 u riznych lidskych ras a populaci. Tyto zmény v genech cytochromi
P450 jsou vyznamné, protoze mohou vést napiiklad ke zménam v metabolismu

xenobiotik.?®
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Jak jiz bylo dfive uvedeno, vrozené zmény DNA v kodujici ¢i regulacni ¢asti genu
mohou vést k absenci nékteré formy cytochromu P450, ke zméné inducibility nebo
k tvorbé formy cytochromu P450 s pozménénou katalytickou aktivitou.?® U genti
kodujicich cytochromy P450 s kliCovou fyziologickou funkci mize mit vyskyt defektni
alely katastrofalni nésledky. U genil pro enzymy pireménujici xenobiotika nema
variabilita alel ptimé patologické dusledky, mize vSak zplsobit zvyseni citlivosti vaci
skodlivym u&inkim nékterych xenobiotik & 16¢iv.*°. Nejvyznamngjsi variabilita
vyplyvajici z genetického polymorfismu byla pozorovana u forem CYP2D6 a 2C19, dale
pak u forem CYP1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2C9, 2E1 a 3A4.>°

1.3.1.7. Vyznam cytochromia P450 v metabolismu xenobiotik

Cytochromy P450 jsou hlavni enzymy ucastnici se metabolismu xenobiotik.
Velkou mirou se na jejich metabolismu podili CYP3A(4), 2C, 2E a 1A, které jsou
exprimovany ve vysokych hladinach v jatrech (Obr. 6) a v tenkém stievé. Maji Sirokou

substratovou specifitu a pfeménuji tedy velké mnozstvi latek.

2% other
CYP2A6 %

CYP3 |OCYP3

31% |mCYP2C11
OCYP 2E1
OCYP 2C6
ECYP 1A6
OCYP 1A2
CYP 1AB OCYP 2A6
mCYP 2D6
Oother

CYP 2C11
CYP 2E1 16%

Obr. 6: Distribuce cytochromii P450 v jatrech. (PFevzato z°%)
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Enzym CYP3A4, nachézejici se predevsim v jatrech, se podili na metabolismu
xenobiotik nejvice. Jeho enzymova aktivita je vSak vice ovlivnéna faktory prostredi
(dieta, uzivané lIéky) nez dédi¢nosti. Naproti tomu enzymova aktivita CYP2D6 muze byt
z velké casti ovlivnéna jak dédicnosti, tak napf. i uzivanymi Iéky, které mohou
enzymovou aktivitu snizovat.”® Rozdily v enzymové aktivité cytochromii P450 bez
ohledu na jejich pti¢iny (dédicné vlivy nebo faktory prostiedi, uzivané léky, pohlavi, vék,
hormony, jaterni nemoci, zanét, vyziva, t¢hotenstvi a jiné) vyrazné ovliviiuji to, zda-li a

do jaké miry se cizorodé latky v organismu detoxikuji ¢i aktivuji.

1.4. Aristolochové kyseliny

Aristolochové kyseliny (AA) jsou latky rostlinného ptivodu, které jsou obsazené
pfedev§im Vrostlinach ¢eledi  Aristolochiaceae (napf. Aristolochia clematitis,
Aristolochia fanghi, Aristolochia manshuriensis). Jde o smés strukturné podobnych
nitrofenantrenovych karboxylovych kyselin, 8-methoxy-6-nitro-fenantro-(3,4-d)-1,3-
dioxolo-5-karboxylové kyseliny (AAIl) a 6-nitro-fenantro-(3,4-d)-1,3-dioxolo-5-karbo-
xylové kyseliny (AAII).>* Ob¢ tyto kyseliny se li§i pouze pfitomnosti methoxy -
skupiny na aromatickém kruhu u AAI (Obr. 7). Majoritni podil v téchto rostlinnych
souCastech ma aristolochovd kyselina I (AAI), aristolochovd kyselina II (AAII) je

zastoupena v mensi mife.

COOH o COOH

O Ry
< ” - NO, < NO:

AAl AAIl

Obr. 7: Chemicka struktura aristolochové kyseliny I (AAI) a II (AALl) (Prevzato z*°)

Aristolochové kyseliny byly od starovéku pouzivané v léCitelstvi, napt. k 1écbé
hadiho ustknuti.> Pozdéji se tyto rostlinné drogy (,,drug®) pouzivali také k léCeni

riiznych zandtlivych procest, revmatu nebo k 16¢bé artritidy® az do roku 1982, kdy
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Mengs a jeho spolupracovnici prokazali, ze aristolochové kyseliny jsou silnym
karcinogenem pro potkany.> Pozdgji bylo fadou vyzkumnych skupin prokézano, Ze se
také jedna o genotoxicky mutagen a vSechny produkty obsahujici AA byly v fad¢ zemi

stazeny z trhu, véetné Ceské republiky.

1.4.1. Nefropatie vyvolana ¢inskymi bylinami (CHN)

Ve spojeni s aristolochovymi kyselinami se hovoii o dvou chorobach. Prvni z nich
je oznacovana jako nefropatie vyvolana ¢inskymi bylinami (CHN z angl. ,,Chinese herbs
nephropathy*). Jde o ledvinnou intersticialni fibrosu, ktera vede az K totalnimu selhani
ledvin. Tato choroba byla poprvé zjisténa v roce 1991 u pacientek jedné bruselské
kliniky.”® Tyto Zeny se podrobily 1é&ebné kife sledujici redukei jejich t&lesné hmotnosti,
jejiz soucasti bylo i ptidavani ¢inskych bylin. Pozdéji bylo prokazano, ze pravé tyto
byliny obsahovaly AA.>" Ledvinné selhani vedlo u fady pacientek az k transplantaci
ledvin. Onemocnéni ale i ptesto pokracuje dale. A dokonce u Zen, které transplantaci
ledvin prosly, doslo k vyvoji nadort mocovych cest.”>® Vyskyt této choroby byl popsan
i v jinych zemich Evropy, ale také v Asii a v USA.®* Vzdy ale bylo prokazéano, Ze vznik
tohoto onemocnéni ma souvislost s konzumaci AA, pfedev§im AAIL Proto se toto
onemocnéni nyni oznacuje také jako nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinami

(AAN, z angl. ,, Aristolochic acid nephropathy*).>2%%

1.4.2. Balkanska endemicka nefropatie

Druhym onemocnénim, o kterém se vyznamné hovoii ve spojeni s aristo-
lochovymi kyselinami je Balkanska endemicka nefropatie (BEN). Toto onemocnéni se
projevuje postupujicim zanétem intersticia ledviny, ktery vede az k totdlnimu selhdni
funkce organu. Tento proces je ireversibilni a pacienti musi byt 1é¢eni pomoci dialyzy ¢i

64-66

musi podstoupit transplantaci ledvin. Pribéh choroby je napadné podobny ,,Chinese

herbs nephropathy ““. Toto onemocnéni postihuje zna¢nou ¢ast balkanské populace Zijici
Vv oblasti podél feky Dunaje — piedevSim Bulharsko, Rumunsko a zemé byvalé
Jugosle’1vie.67'68 Dosud nejsou zcela vyjasnéné ptiCiny tohoto onemocnéni. Provadéné

studie ukazuji na multifaktoridlni ptivod. Pfedpoklada se, Ze tato nefropatie by mohla byt
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vyvolana konzumaci potravin kontaminovanych latkami pfirodniho plivodu. Za jedny
z téchto latek jsou povazované aristolochové kyseliny a dale napt. nékteré mykotoxiny,

piedevsim ochratoxin A

1.4.3. Biotransformace aristolochovych kyselin

Na =zakladé nékolika studii bylo prokdzano, ze majoritnimi metabolity
aristolochovych kyselin tvofenymi in vitro a in vivo jsou aristolaktamy. Tyto redukéni

produkty byly objeveny v mo¢i a vykalech savcl, vcetné c¢lovéka. A to jak

v konjugované tak i v nekonjugované forms.**®°

o COOH o COOH 6 COOH <o O COOH
o}/mz o . <0 I‘ NO, o N0,
_— _— ‘
OCH, OH ‘ I

Aristolochic acid | Aristolochic acid la \ oj\cng Aristolochic acid Il

Aristolochic acid la acetate
0. COOH
<o ‘ NO,
’ o (o]
Q I
o=$=o ¢ O

HO,
I N—OH 9
OH O
o ‘ HO' 'COOH
o Aristolochic acid la sulfate OH
4 O — Ari acid lag < O N—OH
O N-hydroxyaristolactam la O
/ OCH;
N-hydroxyaristolactam I

N-hydroxyaristolactam I l
0. 0. 0. 0.
\ < O LI <
) i I ’ O peod
_—
9 (J g
OCHg OCH3 / \ \
Aristolactam Il

7-hydroxyaristolactam | Aristolactam |

I

Aristolactam la 7-hydroxyaristolactam I

¢ j ¢ O . 1)
ﬁ}( e O “QC
I‘ Om— I’

COOH COOH

Aristolactam la N-glucuronide HO OH Aristolactam Il N-glucuronide

Aristolactam la O-glucuronide

Obr. 8: Navrzend cesta biotransformace AAl a AAll u potkanii a clovéka (Prevzato z™°)
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Ob¢ aristolochové kyseliny jsou prevazné redukovany na své N-hydroxy-
aristolaktamy, u kterych bud’ dochazi k pfesmyku na 7-hydroxyaristolaktamy nebo jsou
jests dale redukovany aZ na aristolaktamy (Obr. 8, str. 29)."* Hlavnim metabolitem
aristolochové kyseliny I je aristolaktam Ia (Alacla), ktery je produkovan dvéma cestami.
Pii jedné z nich je AAI demethylovana na aristolochovou kyselinu la (AAla) a
nasledné¢ preménéna az na aristolaktam Ia. Druhd cesta vede pies jiz zminény
aristolaktam | (Alacl). Schmeiser a jeho spolupracovnici’® prokézali, Ze aristolaktamy I a
II vznikaji in vitro za anaerobnich podminek. Pokud reakce probiha za piistupu vzduchu,
vznikd z aristolochové kyseliny I (AAI) aristolochova kyselina Ia (AAla), zatimco
aristolochova kyselina II (AAII) neni metabolisovéana.’

Ackoliv je in vivo hlavnim metabolitem aristolochové kyseliny aristolaktam |

(Alacla), in vitro nebyl detekovan.®*™

Koncentrace kysliku v tkanich (tzn. in vivo) muze
ovlivnit relativni miru nitroredukce a O-dealkylace AAI, zatimco u AAIl muze byt
koncentraci kysliku ovlivnéna pouze nitroredukce.”

Aristolochova kyselina I je aktivovana jednoduchou nitroredukci na N-hydroxy-
aristolaktam, ze kterého vzniké reaktivni cyklicky N-acylnitreniovy ion. Bylo zjisténo, ze
tato sloucenina je ultimalni (okamzity) karcinogen, ktery Se vaze na DNA jak in vivo, tak
také in vitro.”® Nejvyznamngjsi lidsky a potkani enzym aktivujici AAI in vitro je jaterni a
ledvinny cytosolicky enzym NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa (NQO1). Vyznamné jsou
ale také jaterni mikrosomalni cytochromy P450 1A1/2 a ledvinnd mikrosomalni
NADPH:CYP reduktasa (CPR).”

Jako detoxikacni cesta byla v literatufe popsana pravé oxidace (demethylace)
aristolochové kyseliny I na aristolochovou kyselinu [a.22707
Velké mnozstvi metabolitli aristolochovych kyselin nalezenych v moc¢i a fétu

o . . . < y o (o 69,71,73
potkanti se nachazelo v konjugované formé, a to ve form¢ glukuronidii a sulfati.

1.4.4. Kancerogenese vyvolana aristolochovymi kyselinami

Bylo prokazano, ze AA vytvaii kovalentni adukty na DNA, a to jak u potkanﬁ76'78,

tak také u pacientl s nefropatii vyvolanou aristolochovymi 1<yselinami.52’79’80
Pti redukeci aristolochovych kyselin, jak jiz bylo feceno, vznika reaktivni cyklicky

N-acylnitreniovy ion, ktery ma delokalizovany pozitivni ndboj a jako ultimalni
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karcinogen se vaze na DNA (Obr. 9). A to pfedev$im na exocyklické aminoskupiny
purinovych nukleotidii. Takto se tvoii adukty s deoxyadenosinem [7-(deoxyadenosin-N°-
yl)-aristolaktam] (dA-AA) a s deoxyguanosinem [7-(deoxyguanosin-N2-yl)-aristolaktam]
(dG-AA). N-acylnitreniovy ion muze také byt konvertovan na 7-hydroxyaristolaktam
(Obr. 9).7"788

Aristolochic acid I (AAl): R=OCHj;
Aristolochic acid Il (AAIl): R=H

N-hydroxyaristolactam Aristolactam nitrenium ion Aristolactam
DNA
Q L o
N
e ¢ X oy S
R N N/)\N Q 0 R Q
" HO N
N (0] HN N
| H O | N ©
NH 0 N
| OH 4 i
o dG-AAII o N
dC-AAI dA-AAI
OH dC-AAIl OH dA-AAI

Obr.9: Metabolickd aktivace aristolochovych kyselin I a Il (AAI, AAII) a tvorba aduktii s DNA

(Prevzato 270)
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Prevladajicim aduktem tvotfenym aristolochovymi kyselinami na DNA in vivo je
7-(deoxyadenosin-N6-yl)aristolaktam 1 (dA-AAIl) (Obr. 9, str. 31). Jeho dlouha doba
persistence je zasadni pro iniciaci karcinogenese vyvolané aristolochovymi kyselinami.
Tento adukt byl nalezen u pacientii jako persistentni Iéze vedouci k transverzni mutaci
A — T.%% Tato mutace byla nalezena s vysokou frekvenci v tumorech v kodonu 61
onkogenu H — ras u potkand, kterym byla podavana AAIl. Nékolika studiemi bylo
potvrzeno, ze ob¢ aristolochové kyseliny se vazi na adeniny v kodonu 61 mysiho genu
82,83

H — ras
p53 52,84,85

a prednostné¢ na purinové baze v lidském tumor supresorovém genu

Geny kodujici enzymy, které metabolisuji karcinogeny, jsou zndmé tim, Ze mohou
existovat ve vice ,,variantnich formach® nebo se u nich mize vyskytovat polymorfismus.
Z toho vyplyvaji rizné aktivity jejich genovych produkti. Zda se, ze tyto genetické

variace jsou dilezitym faktorem uréujicim riziko rakoviny.®®
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2. Cil diplomové prace

Cilem piedkladané diplomové prace bylo studovat metabolickou detoxikaci
aristolochové kyseliny | cytochromy P450. Konkrétné bylo zjistovano, které enzymy

jsou zodpovédné za detoxikaci aristolochové kyseliny I.
Pro studium této problematiky byly pouzity:
= jaterni mikrosomy modelovych organismu (potkana a mysi).
= lidské jaterni mikrosomy

= studie vyuzivajici specifickych induktort a inhibitorti cytochromt P450

= lidské rekombinantni cytochromy P450

Diplomova prace byla feSena jako soucast grantovych védeckych projekta

podporovanych GACR (303/09/0472, 305/09/H008) a MSMT (MSM 00211620808)
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3. Material a metody

3.1. Pouzity material a chemikalie

Chemikalie a material, které byly pouzity v experimentech, pochazeji z téchto zdroju:

» Chemopetrol, Ceska republika

suchy led

> Fluka, Svycarsko
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), tokoferol (vitamin E)

> Gentest BD Bioscience, USA

lidské rekombinantni cytochromy P450 v Supersomech™

lidské jaterni mikrosomy (muzské, zenské) ,.slité“ (HLM male, female

pooled)

» Lachema Brno, Ceska republika
B-naftoflavon (B-NF), CuSO,. 5H,0, dithioni¢itan sodny, dithiothreitol
(DTT), EDTANa, (chelaton 3), ethanol, glycerol, HCI, KCI, KH;POy,
kyselina octova, methanol, MgCl,, Na,CO3; = H,O, NaHCO3;, NaH,PO, . 2
H.O, NasP,0;. 10H,0, sacharosa, vinan sodny, 4,4°‘-dikarboxy-2,2¢-
bicinchoninova kyselina (BCA)

> Linde, Ceska republika

kapalny dusik, oxid uhelnaty

> Merck, Némecko

acetonitril

> Penta, Ceska republika
ethylacetat, NaOH
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Sevapharma a.s., Ceska republika

hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma, USA

a-naftoflavon (a-NF), diethyldithiokarbamat (DDTC), dimethylsulfoxid
(DMSO), furafyllin, glukosa-6-fosfat, glukosa-6-fosfat dehydrogenasa,
ketokonazol, NADPH, triethyl-aminacetat (TEAA)

Velaz, Ceska republika

laboratorni potkani kmene Wistar

AAIl sodna sial: dar - Némecké centrum pro vyzkum rakoviny

v Heidelbergu

Jaterni mikrosomy isolované z potkani premedikovanych induktory
jednotlivych isoforem CYP byly isolovany v laboratofi katedry biochemie
PiF UK. Za moznost jejich vyuziti jim timto dékuji. To plati i pro

mikrosomy z potkanti kontrolnich.

Jaterni mikrosomy potkana indukovaného B-naftoflavonem (B-NF) byly

isolovany ve spolupraci s kolegy naSi laboratofe jako soucéast diplomové

prace (kap. 3.3.2.).

Mysi jaterni mikrosomy byly isolovany v laboratofich Némeckého centra pro

vyzkum rakoviny v Heidelbergu.

-35-



Material a metody

3.2. Pristroje

» Automatické mikropipety:
Nichiryo Nichipet EX (Japonsko)

» Centrifugy:
K23, Janetzki, vykyvny rotor (Némecko)
K24, Janetzki, thlovy rotor (Némecko)
Optima LE-80K Ultracentrifuge, Beckman Coulter, thlovy rotor Ti 45 (USA)
Microcentaur MSE, Sanyo, tthlovy rotor (Velké Britanie)

> Inkubator:

Thermomixer Eppendorf compact Eppendorf (Némecko)

» Magneticka michacka
Variomag, Monotherm (Némecko)

» pH metr:
ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou (USA) - kalibrace piistroje

pomoci standard@ Hamilton (Svycarsko)

> Sonikator:

ELMAsonic E 30 H, P-Lab (Ceska republika)

» Spektrofotometry:
Hewlett Packard E8453 (USA)
SPECORD M42 Carl-Zeiss Jena (Némecko)
Spektromom 195D (MOM) (Mad’arsko)

» Systém HPLC:
pumpa: Dionex pump P580
ASI-100 Automated Sample Injector
UV/VIS Detector UVD 170S/340S (USA)
Degasys DG-1210 Dionex
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termobox pro kolonu: COLUMN OVEN LCO 101
kolona: Macherey-Nagel, Nukleosil 100-5 C18 HD; 4 x 250 mm (Némecko)
program: Chromeleon™ 6.11 build 490

» Dalsi pristroje:
analytické vahy PESA 40SM-200A (Svycarsko), homogenizator dle
Pottera a Elvehjema, Mikroshaker type ML-1, MS 2 Minishaker, Schoeller
Pharma Praha (Ceska republika), termostatovana lazen KL1 (Laboratorni

pristroje Praha), ultrafiltracni cela (Amicon, Lexington),

3.3. Metody

3.3.1. Premedikace laboratornich potkana B-naftoflavonem (Stiborova

M.. ustni sdéleni)

VSechny experimenty s laboratornimi potkany byly provadény v laboratofich
firmy RCD s.r.o. (Dobfichovice). K premedikaci byli pouziti samci laboratornich
potkani kmene Wistar o hmotnosti 100 az 120 grami, ktefi byli drzeni pfi teploté
22 £2°C. Voda a granulovana strava jim byly podavany ad libitum. Premedikace byla
zahajena po zhruba tydenni aklimatizaci. Den pfed usmrcenim byla potkaniim odebrana
strava.

B-naftoflavon byl rozpustén v rostlinném oleji Vegetol (4 mg/ml). Premedikace
byla provadéna intraperitonedlné, po dobu tii za sebou nasledujicich dnii v davkach
60 mg B-naftoflavonu na 1 kg hmotnosti zvifete. Ctvrty den byla zvifata usmrcena a

provedena izolace subcelularnich frakci z jaterni tkané.
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3.3.2. Isolace mikrosomalni frakce z jaterni tkané laboratorniho

potkana®

Vyjmuté a oplachnutd jatra byla vlozena do pfedem zvazeného ledového roztoku
pufru P1 (153 mM KCI; 10 mM EDTANay; 0,5 mM fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF);
50 uM vit E; pH 7,5) a z nartistu hmotnosti byla uréena hmotnost tkané. Jaterni tkan byla
nastithana na malé kousky a né¢kolikrat promyta pufrem Pl pro co nejdokonalejsi
odkrveni. Poté byla po malych davkach homogenisovana nejdiive ve volnéjsim, nasledné
Vv tésnéjsim homogenisatoru dle Pottera a Elvehjema s roztokem P1, jehoz celkovy objem
v ml odpovidal 4 x hmotnosti jaterni tkané (g). Homogenat byl filtrovan ptes ctyrikrat
sloZzenou gazu.

Ziskané homogenaty byly odstiedény 10 minut pii 2000 RPM (centrifuga Janetzki
K-23, Némecko) ve vykyvném rotoru 4 x 70 ml za chlazeni na 4 °C. Supernatant byl
uchovan v chladu a sediment rehomogenisovan s 1/4 ptivodniho objemu roztoku P1 a
zpracovan za vyse uvedenych podminek.

Spojené supernatanty byly centrifugovany po dobu 20 minut pfi 13 000 RPM
(centrifuga Janetzki K-24, Némecko) v thlovém rotoru 6 x 35 ml za chlazeni na 4 °C.
Kyvety mohou byt plnény maximalné do 2/3 vysky. Supernatant byl velmi opatrné odlit
pies sediment bez kontaminace tzv. lehce sedlou vrstvou (mitochondrie). Z takto
ziskaného supernatantu byla pfipravena mikrosomalni frakce ultracentrifugaci 65 minut
pii 45 000 RPM (centrifuga Beckman LE-80K, tihlovy rotor 45 Ti, 6 x 94 ml).

Supernatant po centrifugaci je cytosolarni frakce. Bily tukovy povlak ze stén
kyvet byl setien smotkem gazy. Peleta mikrosomi byla resuspendovana v asi
dvojnasobném mnozstvi pufru P2 (100 mM Na,P,0- . 10 H,0; 100 mM KCI; 1 mM
EDTANay; pH 7,5).

Z homogenni suspenze byla pfipravena findlni mikrosomdlni frakce
ultracentrifugaci 65 minut pii vySe uvedenych podminkach. Mikrosomalni sediment byl
resuspendovan v pufru P3 (0,25 mM sacharosa; 10 mM EDTANay; 1 mM PMSF; 250
uM vit. E; 1 mM dithiothreitol (DTT); pH 7,5) v objemu odpovidajicim 1/5 pavodni
hmotnosti jater a rehomogenisovan pomoci malého homogenisatoru. Vysledny
mikrosomalni preparat byl pipetovan po alikvotech (1 ml) do mikrozkumavek eppendorf
a zmrazen v kapalném dusiku. Nésledné byly alikvoty ulozeny do mraziciho boxu a

skladovany pti -80°C.
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3.3.3. Stanoveni obsahu cytochromu P450

Principem metody pro stanoveni obsahu cytochromu P450 v mikrosomalnich
preparatech je vyuziti charakteristické absorpce komplexu cytochromu P450
V redukovaném stavu s oxidem uhelnatym pii 450 nm.%® Na zéaklad& tohoto jevu se

provadi stanoveni koncentrace cytochromu P450 metodou diferen¢nich spekter.88
Postup:

Do zkumavky bylo pipetovano 1960 ul pufru (0,1 M KH,PO4; 2% glycerol,
pH 7,5) a bylo pfidano 40 pl vzorku mikrosomt. Redukce cytochromu P450 byla
uskute¢néna ptidanim malého mnozstvi (~5 mg) dithioniitanu sodného. Smés byla
opatrné promichéna tak, aby v ni nevznikaly bubliny. Nésledné byl vzorek rozdélen po 1
ml do dvou kfemennych kyvet o optické draze 1 cm a na dvoupaprskovém pfistroji
Specord M42 (Carl Zeiss Jena, Némecko) byla proméfena zakladni linie (,,base line®)
v rozmezi 400 az 500 nm. Vzorkova kyveta byla nésledné sycena po dobu 60 sekund
proudem oxidu uhelnatého a prométeno diferenéni spektrum.

Koncentrace cytochromu byla vypoctena z néasledujiciho vztahu:

Cpaso = Auso — Aago / Epaso - Fedéni  [uM]

Cp4s0 koncentrace cytochromu P450
Ay absorbance pii vinové délce x nm
Ep4s0 molarni absorp¢ni koeficient cytochromu P450;

(e = 0,091 mmol™*-dm*cm™)

3.3.4. Stanoveni koncentrace proteinu metodou 4.4¢-dikarboxy-2,2¢-

bicinchoninové kyseliny (BCA)

Koncentrace proteinu byla zjistovana metodou dle Wiechelmana a kol.®, pii které
se vyuziva tvorby modie zabarveného komplexu méd’nych iontt s 4,4°-dikarboxy-2,2°-
bicinchoninovou kyselinou (BCA) v alkalickém prostfedi. Postranni skupiny nekterych

aminokyselin totiz redukuji médnaté ionty pfitomné v Ccinidle (stabilisované jako
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vinanovy komplex) na méd’né, intensita zabarveni, stanovena spektrofotometricky (Ase2),
je pak pifimo umérna koncentraci bilkoviny.

Cinidlo pottebné pro stanoveni koncentrace proteinu bylo pfipraveno rozpusténim
BCA ve 49 dilech roztoku A (0,4% NaOH; 0,95% NaHCOs3; 2% Na,COs . H,0; 0,16%
tartarat sodny; pH 11,25) tak, aby vysledna koncentrace byla 1% BCA v 50 dilech. Po
rozpu$téni BCA byl dale pfidan 1 dil roztoku B (4% CuSO,. 5H,0 v destilované vodg).
Cinidlo bylo ptipraveno tésné pred upotiebenim.

Do ¢&istych, vyzihanych centrifuga¢nich zkumavek bylo pipetovano 20 ul vzorku
(v pripadé¢ potieby ziedéného destilovanou vodou) a ptidano 980 ul cinidla. Pro
sestrojeni kalibra¢ni kiivky bylo do zkumavek pipetovano 1, 2, 5, 10, 15, 20 ul standardu
BSA (1 mg/ml), doplnéno destilovanou vodou do 20 pl a ptidano 980 ul ¢inidla. Po
inkubaci pti teplot¢ 60 °C po dobu 30 minut a nasledném zchladnuti byla zmétena
absorbance standarda pii 562 nm proti ,,slepému® vzorku, ktery obsahoval misto roztoku
bilkoviny 20 ul destilované vody. Stejnym zpusobem byla métena i absorbance vzorka.
Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka a z ni uréena koncentrace proteinu ve vzorcich. Méfeni
vzorkl bylo provadéno na pfistroji Hewlett Packard 8453 E ve sklenéné kyveté o0

optické draze 1 cm.

3.3.5. Oxidace AAI cytochromy P450 jaternich mikrosomu c¢lovéka,

potkana a mysi a lidskymi rekombinantnimi cytochromy P450

Oxidace AAI byla provadéna jeji inkubaci senzymovymi mikrosomalnimi
systémy Cloveka, potkana, mysSi a s lidskymi rekombinantnimi cytochromy P450.
Inkubac¢ni smési byly pfipraveny vzdy v ,,dubletech® o celkovém objemu 500 pl (250 pl)
a nasledujicim slozeni:

Slozeni inkubacnich smési:

» fosfatovy pufr (100 mM KH,PO,), pH =5,4; 6,4; 7,4; 8,4
= 10 mM MgCl,; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP"; 1 U/ml glukosa-
6-fosfat dehydrogenasa (NADPH-GS) nebo 1 mM NADPH
= AAI(1,5,10, 11,20 uM)
1. mikrosomy jaterni potkan : 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 ;1 MQproteina/Ml
0,1, 0,2; 0,3 nmol CYP
mys (WT) ¢ = 0,5 mgproteina/Ml
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2. mikrosomy lidské jaterni (HLM male, HLM female)
c=05 mgproteinu/mI
3. lidské rekombinantni cytochromy P450 ¢ = 50 nM

Vsechny pottebné slozky byly do smési vzdy pridavany v takovém mnozstvi, aby
jejich zastoupeni ve vzorku odpovidalo vySe uvedenym koncentracim. Smés byla
doplnéna fosfatovym pufrem do 500 pl (250 pl), zamichéna a inkubovana (0, 5, 10, 15,
20 minut) za stalého tfepani (400 RPM) v otevienych zkumavkach pii 37 °C. Probihajici
reakce byla zastavena pfidanim 1 ml ethylacetatu a produkty reakce extrahovany do
tohoto organického rozpoustédla 2 min tiepdnim (Mikroshaker type ML-1). Pro nasledné
dukladné oddéleni fazi byla smés centrifugovana 3 minuty piti 13 000 RPM
(minicentrifuga MicroCentaur MSE, uhlovy rotor). Po oddéleni organické faze
obsahujici produkty reakce byl k vodné fazi ptidan opét 1 ml ethylacetatu a provedena
dalsi extrakce stejnym postupem. Spojené extrakty byly odpafeny a vzorky byly pted
analyzou uchovany pii teploté -20°C. Tésn¢ pred analyzou byly odparky rozpustény ve

30 pl methanolu a vzorky byly analyzovany pomoci HPLC (aplikovano 20 pl).

3.3.6. Priprava vzorku standardu AAI pro HPLC

Ke 28 pl methanolu byly pfidany 2 pl 2,75 puM AAI, smés byla dikladné

promichana a analyzovana dle podminek HPLC uvedenych v kap.3.3.7..

3.3.7. Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPL.C)

Latky obsazené v jednotlivych inkubac¢nich smésich a standardni vzorky v
experimentech sledujicich oxidaci AAI byly separovany a jejich obsah stanoven pomoci
metody RP-HPLC na koloné¢ Cis (Macherey-Nagel, SRN) pii teplot¢ 35°C. Jako
mobilni faze byla pouzita smés: (A) 100 mM triethylaminacetat (pH 7,0; Gprava pH
kyselinou octovou) a (B) 80% acetonitril. Po aplikaci vzorku na kolonu bylo slozeni
mobilni faze 80% A, 20% B a gradient se ménil az na kone¢né sloZzeni mobilni faze 40%
A a 60% B v ¢ase 55 min. Ob&é mobilni faze byly pfipraveny do sklenénych lahvi a pted
pouzitim byly vzdy odstranény bubliny sonikaci v ultrazvukové lazni. Eluce probihala
gradientové pfi pritoku mobilni faze 0,5 ml/min. Jednotlivé slozky inkubacnich smési
byly detekovany pii vinové délce 250 nm a vzorky byly na kolonu aplikovany vzdy

VvV mnozstvi 20 pl.
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4. Vysledky

4.1. Isolace mikrosomalni frakce z jaterni tkané laboratorniho

potkana

Prvni cast diplomové prace byla vénovana isolaci mikrosomil jater z potkant
premedikovanych  p-naftoflavonem. Mikrosomy z potkani  premedikovanych
fenobarbitalem, Sudanem | a mikrosomy zvifat nepremedikovanych (mikrosomy

kontrolni) byly v laboratofi isolovany jiz v ramci pfedchozich studii.

4.1.1. Isolace mikrosomalni frakce

K isolaci byly pouzity mikrosomy jater potkana premedikovaného [-
naftoflavonem (kap. 3.3.1.). Koncentrace cytochromu P450 v isolovanych mikrosomech
byla stanovena dle postupu popsaném v kap. 3.3.3. (str. 39) a byla 32,3 pM. Koncentrace
proteinii byla stanovena metodou dle Wiechelmana a kol.* (kap. 3.3.4., str. 39) a m&la
hodnotu 54,3 mg/ml.

Obr. 10: Diferencni spektrum komplexu redukovaného cytochromu P450
oxidem uhelnatym v mikrosomech potkana premedikovaného
p-naftoflavonem ( na ose x je vynesena vinova délka vnm a na

ose y absorbance )
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4.2. Studium oxidace AAI jaternimi mikrosomalnimi

cytochromy P450

Jako detoxikaéni metabolicka pfeména aristolochové kyseliny 1 (AAI) byla v
literatufe popsana jeji oxidace. Bylo zjisténo, ze AAI je oxidovana za tvorby jednoho

327075 Tento majoritni metabolit tvofeny

metabolitu, aristolochové kyseliny Ia (AAla).
demethylaci methoxy skupiny, byl separovan pomoci HPLC a detekovan pii vinové
délce 250 nm. Detailni vysledky jsou uvedeny v néasledujicich kapitolach.
V experimentech byly pro studium oxidace AAI pouzity potkani, mysi a lidské jaterni

mikrosomalni systémy a lidské rekombinantni CYP.

4.2.1. Separace AAI a jejiho detoxikaéniho metabolitu AAla metodou
HPLC

Optimalni podminky separace AAI od jejiho metabolitu pomoci HPLC byly
navrzeny jiz diive.® V ptedkladané diplomové praci byly podminky separace drobné
modifikovany. Konkrétni postup separace je uveden v kap. 3.3.7..

V metabolickych studiich, a také jako standard pro HPLC, byla pouzivana sodna
sul aristolochové kyseliny I (AAI). AAI je oxidovana enzymy pfitomnymi v jaternich
mikrosomech experimentalnich zivocisnych modeli na demethylaéni metabolit AAla
(Obr. 12, str. 44). AAl je pii podminkach uzitych pro HPLC (viz kap 3.3.7.) eluovana v
retenénim case 36,5 minut (Obr. 11,12, str. 44) a jeji oxidacni metabolit (AAla) v
retenénim ¢ase 23,5 minut (Obr. 12, str. 44). Ostatni ,,piky“ v chromatogramech na Obr.
11, 12 (str. 44) byly detekovany i v kontrolnich vzorcich. Jejich pivod tedy netkvi
v metabolismu AAL.
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2800 PAVEL #498 [modified by luboto] AAI St. UV VIS 1
mau o WVL'250 nn{
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mi
-100-—————————— [ ——
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Obr. 11: HPLC AAIl. Experimentdlni podminky HPLC: mobilni faze 80 % acetonitril a 100 mM

TEAA (80% A a 20% B— 40% A a 60% B), priitok 0,5 ml/min, kolona C18 Macherey-
Nagel, teplota 35°C, aplikovino 20 ul vzorku, detekce pri 250 nm.

1

PAVEL #499 [modified by luboto] vz1 UV_VIS
600 MAU

WVL:250 nm
60.0
400
| 2- 36.555
200
1- 23516
7 60%B:20.0% < AAla
7 Flow: 0.5004l/ b_/
min|
B
0.0 50 10.0 150 20.0 25.0 300 35.0 400 450 50.0 55.0 60.0

Obr. 12: HPLC oxidace AAl. Experimentadlni podminky HPLC: mobilni faze 80 % acetonitril a
100 mM TEAA ( 80% A a 20% B— 40% A a 60% B), prutok 0,5 ml/min, kolona C18
Macherey-Nagel, teplota 35°C, aplikovdano 20 ul vzorku, detekce pri 250 nm.

4.2.2. Vliv doby inkubace na oxidaci AAI potkanimi jaternimi

mikrosomy

Nejdtive byl sledovan vliv doby inkubace na oxidaci AAI na AAla. Ke sledovani
Casové zavislosti tvorby tohoto metabolitu byly pouzity mikrosomy (MS) potkant
premedikovanych fenobarbitalem (PB).

Vysledky analyzy vyuzivajici HPLC jsou uvedené na Obr. 13 (str. 45). Doba
inkubace byla 0, 5, 10, 15 a 20 minut. Vzorky byly pfipraveny o celkovém objemu 500
ul a jejich ptiprava je popsana v kap. 3.3.5..
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Obr. 13: Zavislost premény AAI na dobé inkubace s jaternimi mikrosomy potkani
premedikovanych fenobarbitalem (PB). Sloupce uvedené v obrazku udadvaji
mnozstvi vzniklé AAla. Uvedené hodnoty jsou primér ze dvou méreni.
Slozeni inkubacni smési: 11 uM AAI; 0,5 mgproeind/ml MS PB; 1 mM
NADPH; fosfatovy pufr pH 7,4

Oxidace AAI na AAla vzristad s dobou inkubace do 20 minut. Pfi del§i dobé
inkubace je pfeména AAI na AAla snizena (vysledky nejsou uvedeny). Pro dalsi
experimenty byla uzita doba inkubace 10 minut, kdy je oxidace AAI téméf linearné

zavisla na dobé inkubace.

4.2.3. Vliv pH na oxidaci AAI jaternimi mikrosomy

Pro zjisténi optimalnich podminek oxidace AAI byl také sledovan vliv pH na
mnozstvi vzniklého oxida¢niho metabolitu AAla. Pti studiu byly pouzity mikrosomy
potkanti premedikovanych Sudanem | (Sud 1), ktery je induktorem cytochromu P450
podrodiny 1A, a mikrosomy nepremedikovanych (kontrolnich) zvitat (Kon).

V experimentech byly pouzity fosfatové pufry o pH 5,4; 6,4; 7,4; 8,4. Jako zdroj
NADPH pro reakci byl pouzit NADPH - generujici syst¢ém (NADPH - GS). Pomoci
orienta¢nich experimentti bylo ovéfeno, Ze pouzivani | mM NADPH nebo jeho zaména

za NADPH - generujici systém nema na reakci zadny vliv (vysledky nejsou uvedeny).
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Inkubacni smési 0 celkovém objemu 500 pl byly pfipraveny podle postupu popsaného
v kap. 3.3.5. Vysledky experimentd jsou uvedeny v Obr. 14.

B Kon 1 oM AAI
B Kon 10 uM AAI
16 4 B Sud 1 oM AAI
B Sud | 10 uM AAI

Mnozstvi vzniklé AAla
(plocha piku AAla)

pH

Obr. 14: Vliv pH na oxidaci AAI jaternimi mikrosomy. Inkubace s jaternimi mikrosomy
potkanit  premedikovanych Sudanem [ a nepremedikovanych potkanii
(kontrolnich). Sloupce uvedené v obrazku udavaji mnozstvi vzniklé AAla.
Uvedené hodnoty jsou primér ze dvou méreni . Slozeni inkubacni smési: 1,
10 uM AAL; 0,2 nmol CYP MS; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP™; 1
U/ml glukosa-6-fosfat dehydrogenasa (NADPH-GS); fosfatovy pufi pH 7,4

Jak je z Obr. 14 patrné, pH optimum oxidace AAI lezi v oblasti pH okolo pH 7,4.
A to jak v reakci katalyzované mikrosomy potkand premedikovanych Sudanem I, tak

také mikrosomy nepremedikovanych zvifat (kontrolnich).
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4.2.4. Efektivita oxidace AAI jaternimi mikrosomy ¢lovéka, potkana a

mySi

V ramci této diplomové prace byla rovnéz sledovana efektivita oxidace AAI
jaternimi mikrosomy rtznych biologickych druhi. Konkrétné ¢lovéka, potkana a mysi.
Pro pokusy byly pouzity potkani jaterni mikrosomy z nepremedikovanych zvifat
(kontrolni), lidské jaterni mikrosomy muzské a zenské (HLM male, HLM female) a mysi

jaterni mikrosomy. Postup experimentu je popsan v kap. 3.3.5..

12 -

10 +

Plocha piku AAla/nmol CYP
(o]
1

Zena Potkan

Jaterni mikrosomy

Obr. 15: Oxidace AAI na AAla jaternimi mikrosomy clovéka, potkana a mysi. Uvedené
hodnoty jsou priumér ze dvou méreni. Slozeni inkubacni smesi: 11 uM AAI;

0,5 Mproteind MI MS; 1 mM NADPH; fosfétovy pufr pH 7,4

Z Obr. 15 je patrné, Ze lidské a potkani jaterni mikrosomy maji podobnou
schopnost oxidovat aristolochovou kyselinu I na AAla, zatimco mysi jaterni mikrosomy
jsou mén¢ efektivni. Pokud nebyl do inkubaci ptidan NADPH (NADPH — GS), ktery je
kofaktorem NADPH:cytochrom P450 reduktasy, spolupracujici enzym s cytochromy
P450, tak AAI oxidovana nebyla. Tyto vysledky poukazuji na to, Ze za oxidaci AAI na
AAla jsou zodpovédné cytochromy P450.
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4.2.5. Uréeni u¢innosti jaternich cytochromua P450 oxidovat AAI

V predkladané diplomové praci byl dale sledovan vliv specifickych induktort
cytochromit P450, kdy byly pouzity mikrosomy isolované z experimentalnich zvitat,
které byly ,,nabohaceny* ptislusnou isoformou cytochromu P450 indukci specifickymi
induktory. Jako modelovy organismus pro tyto experimenty byl pouzit laboratorni

potkan.

4.2.5.1. Vliv induktori cytochromu P450 na oxidaci AAI jaternim

mikrosomalnim systémem potkana

V diplomové préaci byl konkrétné studovan vliv induktort cytochromi P450 f3-
naftoflavonu (indukuje ptedevsim CYP1AL1/2), fenobarbitalu (indukuje pfedevsim
CYP2B) a Sudanu I (indukuje CYP1A1/2) na oxidaci AAI.

Ke sledovani premén AAI byly pouzity mikrosomy potkanii premedikovanych
vyse uvedenymi induktory CYP a také mikrosomy kontrolni (Kon), isolované z jater
nepremedikovanych zvirat.

Inkubaéni smési se vSemi typy mikrosomt byly ptipraveny ve tfech sériich tak,
aby vysledné latkové mnozstvi CYP obsazenych v mikrosomech odpovidalo vzdy 0,1;
0,2; 0,3 nmol CYP. Vsechny typy pouzitych mikrosomalnich frakci za ptitomnosti
NADPH-generujiciho systému (kap.3.3.5.) oxiduji AAI na AAla (Obr. 16, str. 49).
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24 -

10,1 nmol CYP
21 - B 0,2 nmol CYP
I 0,3 nmol CYP

Mnozstvi vzniklé AAla
(plocha piku AAla)

Kon Sud | B-NF PB

Mikrosomy

Obr. 16: Oxidace AAl na AAla jaternimi mikrosomy potkanii premedikovanych
fenobarbitalem (PB), Sudanem [ (Sud 1), [-naftoflavonem (B-NF) a
potkanii nepremedikovanych (Kom). Sloupce uvedené v obrazku udavaji
mnozstvi vzniklé AAla. Uvedené hodnoty jsou priumér ze dvou méreni.
Slozeni inkubacni smési: 11 uM AAI; 0,1; 0,2; 0,3 nmol CYP; 10 mM
glukosa-6-fosfat, 1 mM NADP™; 1 U/ml glukosa-6-fosfit dehydrogenasa
(NADPH-GS); fosfatovy pufr pH 7,4

Z vysledkti experimenti uvedenych na Obr. 16 je patrné, ze vSechny typy
mikrosomi jsou schopné oxidovat AAIL. Mnozstvi vzniklého metabolitu, AAla, bylo
ovlivnéno premedikaci zvitat induktory CYP. Premedikace potkani Sudanem I vedla k
vyrazné stimulaci tvorby metabolitu. Spole¢né s B-naftoflavonem oba shodné indukuji
CYP1A, ale Sudan 1 je silngjsim induktorem této podrodiny nez B-naftoflavon. V jeho
ptipad¢ byla také pozorovana vétsi efektivita v tvorbé AAla. Jaterni mikrosomy potkani
premedikovanych fenobarbitalem (indukce CYP2B) byly prakticky za vSech tiech
koncentracich CYP méné ucinné oproti mikrosomim kontrolnim (Kon), tedy jaternim

mikrosomtim isolovanym ze zvifat nepremedikovanych.

- 49 -



Vysledky

ZObr. 16 (str. 49) je také ziejmé, Ze se zvySujicim se mnozstvim CYP
Vv inkubac¢nich smésich stoupalo i mnozstvi vznikajictho metabolitu AAla. Tato
skute¢nost opét naznacuje, Ze jsou za oxidaci AAI na AAla zodpovédné cytochromy
P450. Zuvedenych vysledki navic vyplyva, Ze majoritnimi cytochromy P450
oxidujicimi AAI v jaternich mikrosomech potkana jsou cytochromy P450 1A.

4.25.2. Kinetika enzymové oxidace AAI potkanimi jaternimi

mikrosomy

Pro studium Kkinetiky oxidace AAIl byly pouzity mikrosomy potkand
premedikovanych fenobarbitalem, B-naftoflavonem, Sudanem I a kontrolni mikrosomy
nepremedikovanych zvifat. Byl sledovan vliv mnozstvi vznikajiciho metabolitu AAla
v zavislosti na koncentraci substratu (AAI). Doba inkubace byla zvolena 10 min, protoze
v tomto ¢ase je oxidace AAI v zasadé linearni funkci doby inkubace. Rychlost reakce Ize
tedy povazovat za pocateéni rychlost, vyuzitelnou pro kinetické studie. Podrobny postup
experimentl je popsan v kap. 3.3.5..

Z vysledku ilustrovanych na Obr. 17 (str. 51) a Obr. 18 (str. 52) je patrné, jak
byla AAIl na AAla jaternimi mikrosomy potkana v zavislosti na rozdilné koncentraci
AAIl vreakéni smési oxidovana. S rostouci koncentraci AAI v inkubacich rostlo
mnozstvi vznikajiciho metabolitu AAla u vSech typu jaternich potkanich mikrosomi.
S rostouci koncentraci AAI rostla i pfeména této slouceniny. Kinetika oxidace AAI,
sledujici zavislost na koncentraci této latky, vykazuje se vSemi typy mikrosomalnich
systému hyperbolickou (saturacni) zavislost (Obr. 17).

Ze zjisténych hodnot mnozstvi pfeménéné AAI byly urceny hodnoty
Michealisovy konstanty (Ky) (Tab. 2, str. 52).
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Obr. 17: Kinetika oxidace AAI jaternimi mikrosomy potkanii premedikovanych fenobarbitalem (PB), Sudanem I (Sud 1), f-naftoflavonem (5-NF) a potkanii
nepremedikovanych (Kon). Slozeni inkubacni smési: 1, 5, 10, 20 uM AAI; 0,2 nmol CYP; 10 mM glukosa-6-fosfat;, 1 mM NADP™; 1 U/ml glukosa-
6-fosfat dehydrogenasa (NADPH-GS); fosfatovy pufr pH 7,4
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Obr. 18: Souhrnd data zjisténa pri studiu oxidace AAI jaternimi potkanimi mikrosomy
Z potkanii premedikovanych fenobarbitalem (PB), Sudanem I (Sud 1), f-
naftoflavonem (B-NF) a potkanii nepremedikovanych (Kon). Sloupce uvedené
V obrazku udavaji mnozstvi vzniklé AAla. Uvedené hodnoty jsou priimér ze
dvou méreni. Slozeni inkubacni smési: 1, 5, 10, 20 uM AAI; 0,2 nmol CYP,
10 mM glukosa-6-fosfat, 1 mM NADP™; 1 Ulml glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa (NADPH-GS); fosfatovy pufr pH 7,4

Tab. 2: Hodnoty Ky pro oxidaci AAI mikrosomy potkanii premedikovanych
fenobarbitalem (PB), Sudanem [ (Sud 1), pB-naftoflavonem (B-NF) a

kontrolnimi mikrosomy nepremedikovanych potkanii (Kon,).

Kon 14
Sudl 0,52
B-MF 1,09
PB 212
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4.2.5.3. Vliv inhibitoru cytochromii P450 na oxidaci AAI jaternim

mikrosomalnim systémem ¢lovéka

Abychom specifikovali, které lidské jaterni cytochromy P450 oxiduji AAI, byl
v dalsi casti diplomové prace sledovan vliv specifickych inhibitori téchto enzymii na
oxidaci studované slouceniny. Pro tyto experimenty byly pouzity lidské jaterni
mikrosomy (HLM male). Konkrétné¢ se jednalo o inhibitory cytochrom P450: o —
naftoflavon (inhibice CYP 1A1/2), furafyllin (inhibice CYP1A2), diethyldithiokarbamat
(inhibice CYP2E1) a ketokonazol (inhibice CYP3A4). Efektivita inhibice byla
kvantifikovana pomoci hodnoty ICsy (koncentrace inhibitoru, pii které za danych
podminek dochazi k 50% poklesu metabolismu substratu).

Oproti postupu uvedeném v kap. 3.3.5. bylo do inkubac¢nich smési piidano navic
vzdy 5 pl roztoku inhibitoru a koncentrace inhibitoru ve vzorcich byla 1,10,100 pM.

Smés byla doplnéna fostfatovym pufrem na celkovy objem 500 pl.

Tab. 3: Hodnoty ICsq pro inhibici oxidace AAI lidskymi jaternimi mikrosomy.

Inhibitor CYP 1Csp [ul]
o - naftoflavon 1471/2 a0.9
Furafyllin 1A2 26.8
Diethyldithiokarbamat ZE1 =100
Ketokonazol Jad 23.5

Vsechny Ctyfi pouzité inhibitory snizovaly rychlost oxidace AAI na AAla.
Nejsilngji ptisobi inhibitory enzymt CYP3A4 a 1A2, ketokonazol a furafyllin (Tab. 3).
Tyto vysledky napovidaji, ze jak CYP1A2, tak také CYP3A4 hraji tlohu v oxidaci AAI

v lidskych jaternich mikrosomech.
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4.2.6. Oxidace AAI lidskvmi rekombinantnimi cytochromy P450

Pro dalsi identifikaci, které lidské cytochromy P450 jsou v oxidaci AAI efektivni,
byly pouzity lidské rekombinantni cytochromy P450. A to konkrétné: CYP1A1, 1A2,
1B1, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 za piitomnosti cytochromu bs, CYP3A4 a 3A4 za
piitomnosti cytochromu bs, CYP3AS5 a 3A5 za pfitomnosti cytochromu bs. Cytochrom bs
je fakultativné soucasti MFO systtmu a ma schopnost stimulovat fadu reakci
katalyzovanych cytochromy P450." Inkubadni smési byly piipraveny dle postupu
uvedeného v kapitole 3.3.5. tak, aby vysledna koncentrace CYP v inkubacich byla 50 nM
a posléze byly inkubaéni smési doplnény fosfatovym pufrem na celkovy objem 250 pl.

[N
N
1

[EnN
o
1

oo
1

Mnozstvi vzniklé AAla (plocha piku AAla)

o
3
1

o
o
!

Lidské rekombinantni CYP

Obr. 19: Oxidace AAI lidskymi rekombinantnimi CYP. Sloupce uvedené v grafu
udavaji mnozstvi vzniklé AAla. Uvedené hodnoty jsou primeér ze dvou
méreni. SloZeni inkubacnich smési: 10 uM AAIL; 50 nM CYP; 10 mM
glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP+,; 1 U/ml glukosa-6-fosfat dehydrogenasa
(NADPH-GS); fosfatovy pufr pH 7,4
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Z vysledkt uvedenych na Obr. 19 (str. 54) je patrné, ze nejefektivnéjsi pii pfeméné AAI
na AAla ztestovanych enzymii je lidsky CYPIAIl, nasledovany CYPI1A2. Ostatni

testované lidské cytochromy P450 také oxiduji AAI ale s mnohem mensi efektivitou.
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5. Diskuse

Aristolochové kyseliny jsou l<arcin0geni55’92 a mutageni slouéeniny‘r’2 rostlinného

puvodu, které jsou pri¢inou onemocnéni oznacované¢ho jako nefropatie vyvolana

226283 3 jednou

aristolochovymi kyselinami (AAN, z angl. ,,Aristolochic acid nephropathy*)
z moznych pfi¢in vzniku Balkanské endemické nefropatie.®”’

Poznani enzymt, které participuji na metabolismu jedné z téchto kyselin, AAI ktera
je povazovana za nejtoxi¢téj$i z nich, je esencialni pro evaluaci vnimavosti lidskych
jedincti vaci tomuto karcinogenu. Cilem vyzkumné prace laboratote, kde byla predkladana
diplomova prace vypracovana je poznani, zda metabolismus AAI a enzymy participujici na
tomto procesu, determinuji jeji pathofysiologické efekty. Zamérem studia této
problematiky je poznani ucinnosti enzymi, které jak aktivuji AAI za tvorby
karcinogennich 1ézi v DNA (AAI-DNA aduktl), tak i detoxikuji tuto slouceninu, a vliv
exprese i aktivit téchto enzymu na vyvoj ledvinného poskozeni a nddord mocovych cest.

Cilem piedkladané diplomové prace bylo studium metabolické detoxikace
aristolochové kyseliny I (AAIl) cytochromy P450. V ramci této prace jsme se zabyvali
jednak identifikaci mikrosomalnich cytochromd P450 jater potkana a ¢lovéka oxidujicich
aristolochovou kyselinu 1, a také studiem lidskych rekombinantnich cytochromt P450.
Cilem tady bylo ptispét k objasnéni, které cytochromy P450 v téchto biologickych druzich
jsou za detoxikaci AAI predev§im zodpoveédné.

Ve své praci jsem navazala na ptedchozi studie provadéné v nasi laboratofi, kde byla
jako mozna detoxikacni cesta aristolochové kyseliny I popsana pravé jeji oxidace
(demethylace) na aristolochovou kyselinu 1a.*"

Sledovanim efektivity oxidace AAI jaternimi mikrosomy riznych zivo¢isnych
druhti (Konkrétné ¢lovéka, potkana a mysi) bylo zjisténo, ze potkani jaterni mikrosomy
maji podobnou schopnost oxidovat AAIl na AAla jako lidské jaterni mikrosomy.
Laboratorni potkan je vhodnéjsim modelovym organismem pro piiblizeni metabolického
osudu AAI v lidském organismu nez organismus mysi. Rozdily v efektivité oxidace
jaternimi mikrosomy jednotlivych biologickych druht mohou byt zplisobené napft. tim,
ze kazda isoforma cytochromu P450, ikdyZz se jedna o stejné cytochromy P450, je

ponc¢kud odlisnd. VySe uvedené vysledky také mohlo ovlivnit rGzné zastoupeni

jednotlivych cytochromti P450 v jaternich mikrosomech riiznych organismu.
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Vzhledem Kktomu, ze cytochromy P450 patfi mezi inducibilni enzymy,
premedikaci experimentalnich zvifat specifickymi induktory téchto enzymi je mozné
docilit odliSného zastoupeni jednotlivych forem tohoto enzymu v mikrosomech. Dalsi
experimenty sledujici oxidaci aristolochové kyseliny I byly proto provadény s
mikrosomy z jaterni tkdné potkanti premedikovanych zndmymi induktory forem
cytochromu P450. Pouzity byly mikrosomy jater potkana indukovaného
B-naftoflavonem (indukuje piedevsim CYP1A1/2), fenobarbitalem (indukuje pfedev§im
CYP2B) a Sudanem 1 (indukuje CYP1A1/2), a rovnéz mikrosomy kontrolni, tedy
isolované z nepremedikovanych zvitat. Premedikace potkanti Sudanem I, a tedy
nabohaceni jaternich bun¢k cytochromy P4501A1/2, vedla k vyrazné stimulaci tvorby
metabolitu AAI. Podobné jako Sudan I, také p-naftoflavon indukuje CYP1A, ale tato
slouéenina je silngj$im induktorem této podrodiny cytochromti P450 nez B-naftoflavon.
V ptipadé mikrosomu takto premedikovanych potkanti byla pozorovana vétsi efektivita
v tvorbé metabolitu AAI, AAla. Tato skutecnost silné napovida, ze cytochromy P450
podrodiny 1A hraji v oxidaci AAI vyznamnou ulohu. Jaterni mikrosomy potkant
premedikovanych fenobarbitalem (indukce CYP2B) byly oproti kontrolnim
mikrosomim méné ucinné. Cytochromy P450 podrodiny 2B tedy hraji v oxidaci AAI

Pro pfiblizeni, které cytochromy P450 oxiduji AAI v lidskych jaternich
mikrosomech, byl v této praci sledovan vliv specifickych inhibitorti téchto enzymd.
Konkrétné byly pouzity inhibitory: o — naftoflavon (inhibice CYP 1A1/2), furafyllin
(inhibice CYP1A?2), diethyldithiokarbamat (inhibice CYP2E1) a ketokonazol (inhibice
CYP3A4). Efektivita inhibice byla kvantifikovana pomoci hodnot ICsy a bylo zjisténo,
ze nejsilngji ptisobi inhibitory enzymtt CYP3A4 a 1A2. Tyto vysledky poukazuji na to,
Ze oba enzymy, jak CYP1A2, tak také CYP3A4 hraji ulohu v oxidaci AAI v lidskych
jaternich mikrosomech. V dalsi fazi naseho vyzkumu bude testovan i vliv inhibitora
dalsich cytochromu P450, jako je sulfafenazol (inhibitor CYP2C) nebo chinidin
(inhibitor CYP2D6). Takova studie je pfedmétem vyzkumu laboratofe na katedie

biochemie, kde byla diplomova prace vypracovana.

Oxidace aristolochové kyseliny 1 lidskymi rekombinantnimi cytochromy P450

vvvvvv 93,94

Bylo potvrzeno, ze v oxidaci AAI

je nejefektivngjsi lidsky CYP1A1, nasledovany CYP1A2. Ostatni pouzité cytochromy

P450 také preménuji AAI na AAla, ale s mnohem mensi efektivitou. Otevienou otazkou

vsak zustava, jak se jednotlivé cytochromy P450 podileji na oxidaci AAI v lidskych
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tkanich, konkrétn¢ jatrech ¢i ledvinach. Zde mize byt mira pfemény AAI urcitym
enzymem znacn¢ ovlivnéna jeho zastoupenim v jednotlivych tkdnich. Konkrétné CYP3A4
je v jatrech exprimovan ve vysokych hladinach. Piestoze efektivita oxidace AAI timto
enzymem je mnohem mensi nez CYP1A1 a 1A2, ve vysledku mtze hrat v detoxikaci AAI
zédsadni roli. Tyto ptredpoklady byly podpotfeny nalezenou inhibici oxidace AAI lidskymi
jaternimi mikrosomy ketokonazolem, inhibitorem CYP3A4. Vysoké hladiny cytochromi
P450 3A4 a 1A mohou efektivné katalyzovat detoxikaci aristolochové kyseliny | v jatrech,
coz muze nasledné vést i K jeji snizené koncentraci v ledvinach, a tedy i ke snizeni jeji
toxicity.”® Lidské cytochromy P450 1A vykazuji geneticky polymorfismus.*®® Jedinci,
kteti maji nizkou hladinu exprese CYPIA mohou tedy byt nachylni k vyvoji nefropatie
vyvolané aristolochovymi kyselinami, a také Balkénské endemické nefropatie. Tento
predpoklad vSak musi byt potvrzen komplexni studii sledujici vztah mezi polymorfismem
CYPIA1 a onemocnénimi jako jsou nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinami

(AAN) a Balkanska endemicka nefropatie (BEN).
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6. Zavér

Vysledky ziskané pii vypracovani piedkladané diplomové prace indikuji, ze
zvolené cile byly splnény. Zjistili jsme, Ze aristolochova kyselina I je oxidovéana
jaternimi mikrosomalnimi systémy obsahujicimi cytochromy P450 na O-demethyla¢ni

produkt, aristolochovou kyselinu la (AAla).

Zakladni vysledky lze shrnout nasledovné:

= Nejefektivngj$im mikrosomalnim systémem z uzitych pro testovani oxidace AAI
je lidsky jaterni mikrosomalni systém. Potkani jaterni mikrosomy vykazuji
podobnou efektivitu v oxidaci AAI jako mikrosomy lidské, avSak mysi jaterni

mikrosomy jsou méné efektivni.

=  Mnozstvi metabolitu AAla, tvofeného jaternimi potkanimi mikrosomy, je vyrazné
ovlivnéno induktory cytochromii P450. Studie vyuzivajici jaterni mikrosomy
potkanti indukovanych specifickymi induktory cytochromii P450 signalizovala,
7e na detoxikaci aristolochové kyseliny I v potkanich jaternich mikrosomalnich

systémech participuji pfedev§im cytochromy P450 1A.

= Studie vyuzivajici specifické inhibitory jednotlivych cytochromi P450
signalizuje, ze v lidskych jaternich mikrosomech je AAI oxidovana na AAla

zejména cytochromy P450 1A2 a 3A4.

= Experimenty vyuzivajicimi lidské rekombinantni cytochromy P450 pro studium
oxidace AAI bylo zjisténo, ze nejefektivnéjS$imi enzymy pii této pieméné jsou
lidské¢ CYP1Al a 1A2.

Vysledky ziskané pfi vypracovani diplomové prace jsou vyznamnym piispévkem
K poznani detoxika¢niho metabolismu studovaného lidského karcinomu (AAI) a budou
vyuzity pro dal$i studium participace enzymu biotransformujicich AAI na vyvoji
ledvinnych onemocnénich AAN (nefropatie vyvolana aristolochovymi Kkyselinami,

z angl. ,,Aristolochic acid nephropathy) a BEN (Balkanska endemicka nefropatie).
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