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Abstrakt

Aristolochové kyseliny (AA) jsou piirodni latky obsazené v rostlinach celedi
podrazcovitych (Aristolochiaceae). Tyto rostliny jsou bézné¢ vyuzivany v lidové mediciné
pro 1é¢bu riznych chorob. Nicméng¢ aristolochové kyseliny byly prokazany jako mutageny
a karcinogeny.

Aristolochové kyseliny jsou plvodci onemocnéni zvané nefropatie vyvolana
aristolochovymi kyselinami (Aristolochic Acid Nephropathy, AAN), kterd byla diive
nazyvana jako nefropatie vyvolana ¢inskymi bylinami (Chinese Herbs Nephropathy,
CHN). AAN (diive CHN) je onemocnéni koncici uplnym selhdnim funkce ledvin.
V pozdnim stddiu onemocnéni dochézi také k vyvoji nadorti urothelidlni tkané pacientt.
AA se totiz vaze na DNA, a to tak, ze vytvafi kovalentni adukty, které se vyznacuji
dlouhodobou persistenci. Tyto adukty jsou prekurzory pro vznik mutace v tumorovém
supresorovém genu p53 (AT>TA transversni mutace), ktera iniciuje nadorové procesy.

Dale jsou AA spojovany se vznikem dal§iho onemocnéni, balkanska endemicka
nefropatie (BEN). Nicmén¢ s timto onemocnénim mize byt spojeno vice Cinitelii napf.
mykotoxiny, tézké kovy a aromatické uhlovodiky. Skutec¢nost, ze AA jsou nejspiSe
hlavnim z ¢initeld vzniku BEN, je i ta, ze v tkanich pacientl trpicich BEN byly nalezeny
shodné adukty AA s DNA jako v tkanich pacietti s AAN.

V organismu podléhaji AA metabolické aktivaéni a detoxikacni pfeméné. Na
aktivaci AA vedouci k tvorbé kovalentnich adukti s DNA se podileji hlavné jaterni a
rendlni enzymy: cytochromy P450, cyklooxygenasa, NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasa a NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa. Na detoxikaci za tvorby O-
demethylaéniho produktu AAI na AAIA se pak podileji cytochromy P450 1A1, 1A2 a
2C11. Exprese nékterych z téchto enzymt v tkdnich laboratorniho potkana vystavenych

pusobeni AAIL, AAII a smési AAI s AAII byla sledovana v predkladané bakalaiské praci.
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Abstract

Aristolochic acids (AA) are natural products of plant species of the family
Aristolochiaceae. These plants are commonly used in folk medicine to treat various
diseases. Neverthelless, aristolochic acids have mutagenic and carcinogenic properties.
Even though AA is a human carcinogen a natural plant extract AA is still used for treatment
of human patients.

AA were proved to be the cause of kidney disease designated Aristolochic Acid
Nephropathy (AAN), known also as Chinese Herbs Nephropathy (CHN). AAN (formerly
CHN) is the disease leading to a complete failture of kidney function. In the end-stage of
this disease, development of tumours in urothelial tissue of patients also occurs. During
metabolism of AAI and AAIIL they bind to DNA and form covalent adducts, which are
characterized by a long persistence. These adducts lead to a mutation in the p53 tumor
suppressor gene causing AT>TA transverse mutation that initiates tumor processes.

AA 1is also associated with the similar disease as AAN, Balkan Endemic
Nephropathy (BEN). However, this disease might also be caused by other factors:
mycotoxins (ochratoxin A, OTA), heavy metals and aromatic hydrocarbon. The fact that
AA is propably the main factor causing BEN follows from finding that in the tissues of
BEN patients, the identical DNA adducts as in AAN patients were found.

In organisms, AA are metabolized by activation and/or detoxification reactions.
Renal and hepatic enzymes contributing mainly to activation of AA are cytochromes P450,
cyclooxygenase, NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase, NAD(P)H:quinone
oxidoreductase. In AAI detoxification, cytochromes P450 1A1l, 1A2 and 2CI11 are
involved. Expression of these enzymes in tissues of rats treated with AAIL, AAII and a

mixture of these compounds was investigated in this thesis.
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1. Uvod

1.1 Karcinogenese

Karcinogenese je mnohastupnovy proces, ktery sestdva minimalné ze tii
nasledujicich krokii: iniciace, promoce a progrese'. Pti karcinogenesi dochazi k porucham
urCitych geni, které vedou k poruseni funkce proteinti, které jsou uvedenymi geny
kodovany. Takové proteiny se mohou podilet naptiklad na regulaci déleni a diferenciaci
buniky ¢i stabilité genomu. Pokud vzniknou poruchy v n€kolika kritickych genech, mtze
dojit k maligni transformaci bunék?.

Prvni krok tohoto vicefazového procesu je iniciace. Pii iniciaci dochédzi ke zméné
genetické informace ,,normdalnich® zdravych bunék. Dochazi k tvorbé prekarcinogenni
léze’. Zahajeni maligni tvorby tkané je prakticky nevratné. Ke stabilni buné¢né zméné
miize dojit spontanné & pisobenim karcinogent!. Casto jsou napadené buiiky eliminovany
opravnymi mechanismy”. Transformovana buiika miiZe zlistat neSkodnd, pokud nedojde
k poruSeni bunééné rovnovahy. Iniciovana buiika musi byt vystavena dlouhodobé expozici
riznym latkdm, véetné dalSich karcinogenil, aby nastala promocni faze karcinogenese.
Dochazi ke zvyseni bunécného ristu vlivem ptisobeni jinych onkogennich mutantt ¢i
pusobeni faktorti, které mohou docasné zménit ,,vzory“ specifické genové exprese.
Omezuje se tak koordinace ,,udrzby* buiiky'. Posledni fazi karcinogenese je progrese.
Vtéto fazi dochdzi kpreméné benigniho nadoru v nador maligni®. Podstatou
molekuldrniho mechanismu progrese jsou mutace a chromosomové aberace. Progresni
faze karcinogenese muze probihat rychleji, pokud je bunka vystavena opakovanym
expozicim karcinogent. Proliferujici buiky se rychle mnozi do rbznych velikosti
zhoubného nadoru'. Faze karcinogenese jsou shrnuty v obrazku ¢&. 1.

Mnohostupiiovy proces karcinogeneze

[ Promoce ] [ Progrese ]

Mutageny
_____ Radiace

Virusy...

Genotoxicita

(2)
Normalni g, Iniciovana 5 P ické — Maligni 5  Invaze
burika burika nador Metastazy

1 ; IIL ; '

Aktivace proto-onkogend
Inaktivace nadorové supresor. gend
Inaktivace antimetastat. gend

Negenotoxické Genotoxicke
karcinogény + negenotoxicke
N faktory

Obr. 1: Schématické znazornéni karcinogeneze (pievzato z )
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1)
2)
3)

1.1.1  Faktory podminujici vznik nadoru

Rozlisujeme né¢kolik faktort, které zpiisobuji vznik nadort. Mezi vnéjsi faktory
muzeme zahrnout stravovani a zivotni styl, individualni zvyky jako je koufeni a
alkoholismus. Také vystaveni toxickym chemikaliim a radiaci je povazovano za vnéjsi
faktory. Nekteré z téchto faktorii mohou plisobit nejen jako karcinogeny, ale i jako
promotory karcinogeneze'. Mezi vngjsi faktory zahrnujeme i biologické a fyzikalni piisobeni
na buiiky®. Piisobeni biologickych faktorti zavisi na véku a hormonalnim stavu lidského
organismu a na genetické predispozici jedince. Onkoviry, které se fadi mezi biologické
faktory, hraji diillezitou roli ve vyvoji nadoru. Viry mohou byt podle piisobeni rozdéleny do
dvou typi: (1) DNA-viry, které interaguji s bunénym genomem a (2) retroviry, které
zplsobuji maligni zmény buiiky!. Fyzikalnimi faktory mohou byt riizné typy zafeni (napf.
UV, Rentgenovo)®. lonizujici zéafeni je fyzikalnim faktorem piisobicim jako prokazatelny
karcinogen, jez muze zpusobit iniciaci a promoci buiikky. Nadory vyvolané radiaci maji
obvykle dlouhou dobu latence!.

Chemické karcinogeny jsou latky, které zplisobuji nddorové bujeni. MiiZeme je délit
do tfi skupin:

Genotoxické karcinogeny, které se vazi na DNA a tvofi tak kovalentni adukty,
Karcinogeny pusobici strukturni zmény DNA, a
Epigenetické karcinogeny modifikujici DNA nekovalentnimi vazbami *

Karcinogeny jsou déle napiiklad také volné kyslikové radikaly a dalSi radikaly
produkované organismem napf.: superoxidové anionty, hydroxylové radikaly, peroxy-
radikdly a hyperoxidy. Tyto radikaly interakci s DNA produkuji genové mutace a
chromosomové aberace'.

Karcinogeny nalezneme 1 v potrav€, obvykle jako pfirozené slozky, kontaminanty
nebo vzniknou pii tepelné Giprave potravin. VéEtSinou se jednd o mutagenni latky, které jsou
doprovazeny karcinogennimi G¢inky.

1.2 Vznik nadorové bunky

Jak jiz bylo uvedeno, nddorové bujeni je zptisobeno patologickymi zménami v DNA’.
Aby se znormalné€ pracujici bunky stala bunka rakovinnd, musi dojit k vice nez jedné
mutaci. Rakovinné buiiky maji dvé vlastnosti: (1) buniky se rychle rozmnozuji a (2) vypliuji
misto, které je ureno pro jiné buiiky’. Tim, Ze nadorové buiiky nadmémé proliferuji, mohou

se tvofit dva typy nadorti: benigni a maligni®®. Benigni nddory jsou nadory nezhoubné (napf.
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bradavice, matefska znaménka). Malokdy mohou ohrozit Elovéka na Zivot&®. Maligni nadory
maji schopnost §ifit se do okolnich tkéani, jsou piivodcem metastdz>.

Existuji dva druhy regulacnich genti, které jsou zapojeny do procesu karcinogenese.
Jsou jimi onkogeny a antionkogeny'. Onkogeny obvykle vznikaji aktivaci protoonkogenu?’.
Onkogeny jsou pozitivnimi regulatory karcinogenese. Antionkogeny neboli také tumorové
supresurové geny jsou negativnimi regulatory karcinogenese. Mnoho lidskych tumort (napf.
retinoblastom) je zpusobeno mutacemi, které¢ vedou k jejich vyvoji. Nejcastéji studované
tumorové supresorové geny jsou napt. geny Rb a p53. Pokud dojde k mutaci genu Rb,

dochazi ke ztraté kontroly bun&éného cyklu a k nartistu proliferace!.

1.2.1 Vlastnosti rakovinné bunky

Rakovinné builkky se vyznacuji ur€itymi vlastnostmi, kterymi se odliSuji od
normalnich bunék. Jako ostatni bunky, i rakovinné bunky obsahuji plasmatickou
membranu, kterd mé vyssi fluiditu a také jiné slozeni povrchovych molekul. Buiika ma
méné uspotadany cytoskelet, coz miize vysvétlovat kulaty tvar takovych bungk®. Dale se
vyznacuji znacnou dediferenciaci tzn., Ze v pribéhu karcinogenese se z diferenciovanych
buné&k stavaji znovu nediferenciované’. V nadorovych butikdch slouzi jako zdroj energie
zejména glykolyza®. Rakovinnymi buiitkami se jiz zabyval Otto Warburg, ktery popsal, Ze
(1) nadorové bunky maji nedostate¢né dychani, které podporuje tvorbu tumord, (2) energii
tohoto nedostate¢ného dychani nahrazuji energii z glykolyzy, kterd probiha az 200x
rychleji, neZ v normdlnich buiikach, (3) rakovinné bunky za anaerobnich podminek
produkuji laktat a (4) miize dojit k postupnému atlumu dychéani buiiky’-®?.

1.3 Aristolochové kyseliny
1.3.1 Rostliny celedi podrazcovitych

Aristolochové kyseliny jsou produkty rostlin ¢eledi podrazcovitych, které se fadi do
tfidy niz§ich dvoudé&loznych rostlin a spadaji do fadu peptotvarych (Piperales)'®. Mezi
podrazcovité se fadi ptiblizn€ 550 druht, pfi¢emz vétSina z nich se vyskytuje v tropickych
nebo subtropickych oblastech. Rad Piperales miizeme rozdélit do dal§ich dvou podéeledi,
které jsou tvofeny zastupci rodu Samura, vyskytujici se prevazné v Cing, a zastupci rodu
Asarum, ktery nalezneme v Severni Americe, Evropé a Asii. Dalsi podceledi jsou rostliny
podrazcovité, mezi které patii rod Thottea, vyskytujici se v tropickych oblastech Asie, a
rod Aristolochia (podraZzec), coZ je nejvétsi rod z této celedi'”.

Rostliny Aristolochia maji soumérné okvéti a jsou primarné pantropické. Najdou se

ale i takové odnoZze, které rostou i v subtropickych a mirnych oblastech!®. Mezi
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nejznameéjsi zastupce patfici do rodu podrazcovitych jsou Aristolochia fangchi,

Aristolochia clematitis (obr. 2) a Aristolochia manshurien'?.

HALLROT, ARISTOLOCHIA CLEMATITIS L

Obr.2: Aristolochia clematitis jako jeden ze zastupch podceledi Aristolochia

(ptevzato z 1)

1.3.2  Aristolochové kyseliny

Aristolochové kyseliny jsou piirodni latky, které se vyskytuji v rostlinach celedi
podrazcovitych!>!°. Hlavnimi zastupci této celedi jsou rostliny podéeledi Aristolochia,
které se pouzivaji v tradi¢ni ¢inské medicing, ale i v jinych zemich jako je Stiedni Amerika

a Indicky poloostrov!618:20

. VétSina druhli podrazci je pouZzivana k 1é€bé raznych
zdravotnich problému (napft. prijem, hadi ustknuti ¢i gynekologické problémy). Vystaveni
organismu aristolochovym kyselinam je vSak spojeno s vysokym rizikem poskozeni ledvin
a vzniku nadoru hornich mocovych cest!*!>17:1820 Ukazalo se, ze tyto kyseliny jsou
pravdépodobné zodpovédné za vznik tumorti!'*!15-1%,

Existuje mnoho typl aristolochovych kyselin, ale v této praci se budeme zabyvat
zejména aristolochovou kyselinou I (AAI) a aristolochovou kyselinou II (AAI)

(obr. 3)12,14,15'
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o) COOH 0 COOH

OCH;

Obr. 3: Strukturni vzorce aristolochovych kyselin (zleva AAI, AAII)

Obe tyto kyseliny jsou povazovany za latky zpiisobujici nefrotoxické a karcinogenni

13,15,16,18

pusobeni podrazcii Po chemické strance jsou aristolochové kyseliny

nitrofenantrenové karboxylové kyseliny, které se li§i pouze methoxy skupinou ve své

molekule!* 8,

Aristolochové  kyseliny jsou metabolizovany za vzniku N-
hydroxyaristolaktamu, ktery je dale pfeménovan na reaktivni N-acylnitreniovy ion. Tento
reaktivni meziprodukt je schopny tvofit adukty s DNA, zejména s purinovymi
bazemi!> 4171820 Timto zpiisobem aristolochové kyseliny zpiisobuji poskozeni DNA.
Vysledng zptisobuji mutace, pficemz dochazi k transverzi A:T na T:A!3-20,
1.4 Balkéanska endemické nefropatie

Balkanska endemicka nefropatie (BEN) je onemocnéni projevujici se pomalym
nastupem fibrozy intersticia ledviny, vedouci az k urotelidlni malignit¢*>*!. Toto
onemocnéni je nejvice rozvinuto v zemich, které obklopuji Udoli feky Dunaje, hlavné
Rumunsko, Bulharsko, Srbsko, Bosna a Chorvatsko?®?!?2, ZasaZené oblasti jsou znazornény
na obrazku €. 4. Onemocnéni je doprovdzeno zvySenou anémii, proteinurii, hypertenzi a
glukosurii, pfiCemz se vyrazné snizi velikost ledvin, coz muze pfedchazet vyraznému

poklesu rychlosti glomerularni filtrace?!-?.
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Obr. 4: Znazornéni oblasti s vyskytem BEN (pievzato z 2?)

Je zajimavé, Ze pacienti postizeni balkanskou nefropatii byly nejéastéji zemé&délci®.
V pribéhu sledovani vyvoje této choroby bylo navrzeno nékolik hypotéz, které by mohly
predpovidat jeji vznik a vyvoj?®2!?*. Uvazuje se, Ze vznik onemocnéni zavisi na genetickych
a environmentdlnich faktorech. Nejvice se ptiklanime k faktu, Ze balkanskd endemicka
nefropatie ma multifaktorialni ptivod?!4%,

Prvni z navrhovanych hypotéz bylo pusobeni polycyklickych aromatickych
uhlovodikti a aromatickych aminti, které jsou znamy jako prokazatelné karcinogeny®*-!-23-24,
Tyto latky se do Zivotniho prostfedi dostavaji z loZisek lignitu a uhli. Jejich pfitomnost byla
prokdzdna v pitné vodé konzumované obyvateli v endemickych oblastech?®?!24,
Polycyklické aromatické uhlovodiky a aromatické aminy vykazuji karcinogenni a
nefrotoxické ucinky a fada znich méa schopnost vyvolavat tvorbu nadori mocovych
cest?!2324_ Jejich plisobenim dochazi ke kovalentni modifikaci DNA cilovych organt, které
pak mohou iniciovat patologické procesy>'*.

Dalsi hypotéza vyvoje BEN je zalozena na ptisobeni iontl tézkych kovi. Prokazalo
se, ze ve slozkach Zivotniho prostfedi endemickych oblasti se vyskytla zvySena koncentrace
iontl kadmia, chromu, hot¢iku, kobaltu, niklu a mé&di. U nékterych pacientli byly v moci
nalezeny zvySené hodnoty téchto iontli. Protoze nékteré tyto ionty jsou nefrotoxické, byly

uvazovany jako jedny z moznych ptivodct vzniku onemocnéni?!->,
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Mezi neopomenutelnou hypotézu vyvoje BEN patii plsobeni mykotoxinu
ochratoxinu A (OTA)!#2%21-2 Bylo prokézano, Ze tento mykotoxin péisobi toxicky na fadu
organismu napi. hlodavce, ale i na clovéka. IARC Kklasifikuje OTA jako mozny lidsky
karcinogen?®?*. Ochratoxin A je uvazovan za pivodce BEN hlavné proto, Ze byly nalezeny
vy$s$i koncentrace OTA v potravinach konzumovanych obyvatelstvem z postizenych
oblasti**. Pfestoze neni zndm presny mechanismus toxického piisobeni OTA v organismu,
predpoklada se, ze participuje na tvorbé reaktivnich kyslikovych radikala, které podporuji
oxidaéni poskozeni DNA?!?426, Pomoci Randerathovy metody (*’P-postlabeling)?’ byly
zkoumany vzorky tkani pacientii z chorvatskych endemickych oblasti. U pacientti adukty
ochratoxinu A s DNA prakticky nebyly nalezeny, ale v n¢kolika pfipadech ano, coz by u
té&chto pacient mohlo vést k rozvoji malignity v hornich modovych cestich?*-2426.27,
Nefropatie vyvoland ochratoxinem A je provazena intersticidlni fibrozou, patologickymi
zménami v glomerulech a dal$imu ptiznaky, které jsou ndpadné podobné s ptiznaky, které
pozorujeme u BEN?*. Aviak proti celé této hypotéze bylo vysloveno a dale potvrzeno
nékolik vyhrad. Dosud nebyly popsany piipady, ze by OTA zplisoboval ledvinné
onemocnéni nebo karcinogenesi v lidském organismu. Dale musi byt brano v uvahu, Ze
adukty s DNA derivované z OTA nebyly detekovany v organech potkani nebo v bunéénych
kulturach, jimz byl OTA podévan, a to v davkach OTA vyssich, nez kterym bylo vystaveno
obyvatelstvo z endemickych oblasti?®.

Posledni, ale za to velmi dilezitou hypotesou, je predpoklad role aristolochovych
kyselin, jako piivodce balkanské nefropatie’*?8. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.3.2.,
aristolochové kyseliny jsou piirodnimi latkami &eledi Aristolochiacae'®'>7?%. Tato
hypotéza je zaloZena na epidemiologickém a environmentélnim vyzkumu??. Ukézalo se, Ze
Aristolochia clematitis, rostlina, pfirodné se vyskytujici v endemickych oblastech, hojné
roste v polich obilovin (pSenice), kterd je pouZivana obyvatelstvem k pfipravé potravin.
Ptitomnost rostlin obsahujicich aristolochové kyseliny pak zptisobuje kontaminaci téchto
obilovin. Jak je v uvedenych oblastech zvykem, chléb lidé pfipravovali z pSeni¢né mouky,
ale pravé takto neSt’astné kontaminované semeny rostlin obsahujicich AA. Takto tedy mohly
aristolochové kyseliny zagit plisobit na lidsky organismus®!*?%, AA byly prokéazany jako
nefrotoxické a karcinogenni slouCeniny pro vSechny typy testovanych zvifat, ale 1 pro
lidskou populaci'®?%2!1:22_ Aristolochové kyseliny se po metabolické aktivaci vazou na DNA
za tvorby aduktu, které zptisobuji mutace — transverze AT—>TA, jez byly nalezeny v genu

P53 pacientli s nadorovym onemocnénim?%-!,
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Z uvedenych hypotéz je nejpravdépodobnéjsi prave ta, kterd predpoklada, ze
puivodcem balkdnské endemické nefropatie jsou aristolochové kyseliny. AvSak nelze

opomijet i dalsi vlivy, které mohou onemocnéni ovliviiovat?2*,

1.5 Dal$i onemocnéni vyvolané aristolochovymi kyselinami
Krom¢ Balkanské endemické nefropatie, vyvolavaji aristolochové kyseliny i dalsi

onemocnéni, které mohou zpiisobovat nefropatie vedouci az k urotelialni rakoving.

1.5.1 Nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinami

Nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinami, ptivodné nazyvana jako nefropatie
vyvolana Cinskymi bylinami, se projevuje jako rychle progresivni selhani ledvin bez
poskozeni glomerulii, vedouci nejéastéji k terminalnimu stddiu onemocnéni ledvin'®%.
Prvni zminka o nefropatii se objevila v roce 1992 u zen, které podstoupily ,,zestihlujici
terapii na jedné soukromé bruselské klinice'*!**-3, Tato netypicka fibréza vedla k iniciaci
studie, kterou proslo v obdobi 1.1 1989 do 30.6 1992 624 pacientd se selhanim funkce
ledvin. Mezi pacienty bylo 40 Zen ve véku okolo padesati let, které trpély intersticialni
nefropatii. Pozd¢ji, v roce 1998 bylo v Belgii evidovano kolem dalsich 100 ptipadt. Vétsina

9

té&chto pacientll je lé¢ena dialyzou a/nebo transplantaci ledvin®. Onemocnéni bylo

doprovazeno vadou srde¢nich chlopni, ktera byla nejspiSe zpisobena fenfluraminem, ktery

31 Zenam podstupujicim redukci

byl obsazen ve smési 1éCiv podavanych pacientim
hmotnosti byla poskytovana obvykla 1é€ba zahrnujici nizkokalorickou dietu a psychickou
podporu. Léky, které pacientky dostavaly, byly ve dvou uspoiadani®®°. V prvé byl obsazen
v malych davkéach amfetamin a preparaty obsahujici acetoazolamid, ale také dalsi zivocisné
¢1 rostlinné extrakty. Druhé uspotadani zahrnovalo rostliny Stephania tetrandra a Magnolia
officinalis. Poté, co byla provedena analyza vzorkl tkéni postizenych pacientek, bylo
zjisténo, Ze vzorky neobsahovaly alkaloidy tetrandrin a fangchinolin (Stephania tetrandra)
ani alkaloidy magnokuranin ¢i magnoliol (Magnolia officinalis). Nicmén¢ bylo prokéazano,
ze ve vzorcich byly pfitomny aristolochové kyseliny. Tedy ptfirodni produkty rostliny
Aristolochia fangchi. Lze tedy predpokladat, Ze doSlo k zaméné rostlin S. tetrandra za A.
fangchi, a to pravdépodobné z toho diivodu, ze v Ciné maji obé& rostliny velmi podobny
nazev (Fangji x Fangchi)!#!1%2%3%32  Potyrzeni této hypotézy bylo spojeno s vysledky
fytochemické analyzy, ktera méla urcit pfitomnost tetrandrinu ¢i aristolochové kyseliny.

Pouze dva z dvanacti vzorkl obsahovaly tetrandrin (alkaloid S. tetrandra), nicméné vétSina

vzorkil obsahovala aristolochovou kyselinu (Tab. 1)*°.
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Batch Tetrandrine Aristolochlc acld
1 - +
2 + -
3 - +
4 - +
5 - +
& - +
7 - i
g8 - +
9 - +
10 - +
11 - +
12 + +

Tab. 1: Vysledky fytochemické analyzy sledujici vyskyt tetrandrinu a aristolochové

kyseliny ve vzorcich podavané pacientkdm (pievzato z **)

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.3.2, aristolochové kyseliny tvofi po metabolické
aktivaci kovalentni adukty s DNA, a to adukty zejména s deoxyadenosinem a
deoxyguanosinem!>!1418:24 K detekci téchto aduktii byla vyuzita Randerathova metody (**P-
Postlabelling) (obr. 5)*’. Uvedené adukty jsou specifickymi markery signalizujicimi
vystaveni plisobeni aristolochovych kyselin a sméfujici ke vzniku malignity!'#?%30,
Vysledkem tohoto zkoumani bylo zjisténi, Ze hlavnim reaktantem zodpovédnym za vznik
nefropatie jsou aristolochové kyseliny. Proto doslo ke zméné ndzvu této choroby z nefropatie

vyvolané c¢inskymi bylinami (CHN) na nazev nefropatie vyvoland aristolochovymi
kyselinami (AAN)!%18.2029,
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Obr. 5: Aktivace a tvorba aduktu DNA s aristolochovymi kyselinami;
autoradiograficky profil aduktii DNA z ledvinné DNA pacienta trpici CHN/AAN v Belgii,
a pacienta s konecnym stadiem ledvinné choroby (ESRD, end-stage renal disease) a UCC,

v

7ijicim v endemickych oblastech s vyskytem BEN. (pievzato z 2!)

Jak jiz bylo vySe zminéno, existuje velice blizky vztah mezi nefropatii vyvolanou
aristolochovymi kyselinami a balkanskou endemickou nefropatii. V ptipadé AAN se jednalo
striktné o pacienty ztad Zen, ale v pfipadé BEN mluvime o pacientech ztad obou
pohlavi?®**, U balkanské endemické nefropatie je znamo n&kolik hypotéz, naznadujicich jak
mohlo byt onemocnéni rozvinuto a které jsou detailn& popsany v kapitole 1.4%*. Jedna tato
hypotéza je zaloZena na piisobeni ochratoxinu A. Na zakladé¢ toho byla provedena analyza
vzorkll na pfitomnost ochratoxinu A. Pozdé&ji se vSak ukazalo, Ze jen nékteré vzorky
obsahovaly velmi zanedbatelné mnozstvi OTA, v ostatnich OTA nebyl nalezen viibec. Tudiz
Ize fici, ze OTA nehraje v tomto typu nefropatie klicovou roli?®¥.

Nefropatie vyvoland aristolochovymi kyselinami neni problémem popsanym pouze

na belgické klinice. Pacienti s piiznaky této nefropatie byly nalezeny i ve Francii, Spané&lsku,

Némecku, Velké Britanii, USA a velka ¢ast piipadd také v Asii (obr. 6)'°.
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Obr. 6: Zemé s vyskytem onemocnénim AAN (pievzato z ')

1.5.2  Urotelialni rakovina

K tvorbé urothelialnich nadorG dochazi vétSinou v konecném stadiu nefropatie
vyvolané aristolochovymi kyselinami. I nékolik let po pferuSeni procesu pro redukci
hmotnosti existuji pacienti, u kterych hrozi riziko vzniku nadorového onemocnéni*’. Za
vyvojem urotelidlnich nadort stoji predevsim metabolicka aktivace aristolochovych kyselin.
Biotransformaci dochéazi ke vzniku N-hydroxyaristolaktamu, ktery je ddle pfeménovan na
cyklicky N-acylnitreniovy ion, ktery miZe interagovat s DNA a tvofit tak kovalentni adukty
s deoxyadenosinem, 7-(deoxyadenosin-N°-yl)aristolaktam (dA-AA) a deoxyuanosinem, 7-
(deoxyguanosin-N>-yl)aristolaktam (dG-AA)!*!'*18 Vzhledem k t&émto aduktiim vedoucich
k vyvoji nadord, jsou aristolochové kyseliny potvrzenym karcinogenem. V ledvinné tkani
pacienti AAN byly nalezeny specifické adukty s DNA, a to majoritni dA-AAI a dva
minoritni dA-AAIl a dG-AAI*. Vazba aristolochovych kyselin po jejich metabolické

aktivaci s DNA je zndzornéna na obr. 7.
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Obr. 7: Schéma aktivace AA a vznik aduktii s DNA (pievzato z '¥)

Ukazalo se, ze aristolochova kyselina I tvofi adukty s DNA efektivnéji nez
aristolochové kyselina II*®. Nejvyznamé&;jsi roli z ve vyvoji nadordi hraje predevim adukt
7-(deoxyadenosin-N®-yl)aristolaktam 1. Vykazuje totiz dlouhodobou persistenci
v tkdnich>-.

Pisobenim aristolochovych kyselin na hlodavce bylo zjisténo, zZe vyvolavaji mutace
v kodonu 61 (CAA) H-ras onkogenu, pfi¢emZ se jednd o specifickou transverzi
AT->TA?*¥7. Podobna mutace byla pozorovana na kodonu 139 — exon 5- (AAG) v lidském
tumorovém supresorovém genu p53°%213839 Pokud dojde ke tvorbé adukti aristolochovych
kyselin s DNA, dochazi po procesu replikace k mutaci a nasledné ke zméné aminokyseliny.
U onkogenu H-ras dojde ke zméné Gln -> Leu, v pfipad¢ lidského tumorového
supresorového genu dojde ke zméné¢ Lys > Stop. Takto miiZze vzniknout iniciovana

bunika!’*°, Mechanismus takto popsané karcinogeneze je nastinén na obr. 8.
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Obr. 8: Mechanismus karcinogeneze piisobenim AA u hlodavci a ¢lovéka (pfevzato
2 1%)
1.6 Biotransformace xenobiotik

Pojmem xenobiotika se oznacuji latky, které jsou pro intermediarni metabolismus
organismu nedulezité a ptirozen¢ se v organismu nevyskytuji. Mezi xenobiotika lze v dnesni
dob¢ zatadit fadu znamych latek. Tyto latky jsou bézné pouZzivany v prostiedi okolo nas a
za primarni zdroj takovych latek je nejcastéji povazovan chemicky primysl*!. Za
biotransformaci xenobiotik oznacujeme procesy, vedouci ke snadnému vylouceni
xenobiotika nebo potlaceni negativniho piisobeni na organismech. Béhem biotransformace
dochazi k detoxikaci xenobiotika, coZ znamena, Ze je sniZena toxicita slouceniny. V jiném
ptipad¢ dochazi k jejich aktivaci, coZ znamena, Ze se naopak zvysi toxicita slouceniny. Jde
zejména o metabolickou aktivaci promutagenii na mutageny a prokarcinogenil na

karcinogeny*.
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Biotransformace xenobiotik zahrnuje dvé faze, béhem nichz dochazi k jiz zminéné
detoxikaci ¢i aktivaci. V prvni fazi biotransformace dochédzi ke vnaSeni nebo odkryvani
polarnich funk¢nich skupin, na které se vazou endogenni slouceniny. Tim dochazi ke
zvyseni hydrofilicity xenobiotika*. Jedna se hlavné o tyto reakce: oxidace, redukce, a reakce
hydrolytické. Produkty téchto reakei jsou pak schopny konjugace s endogennimi latkami
s polarnimi vlastnostmi jako je napf. kyseliny glukuronova ¢i glutathion. Endogenni latky
v organismu jsou metabolizovany enzymy s vysokou specifitou k substratu. Naproti tomu
jsou xenobiotika metabolizovana enzymy se Sirokou substratovou specifitou. V lidském
organismu hraji v tomto sméru diilezitou roli enzymy jako jsou: monooxygenasy (obsahujici
cytochrom P450 nebo flaviny), dioxygenasy, dalSi oxidoreduktasy jako peroxidasy a dale
hydrolasy*!.

Cytochromy P450 jsou hemthiolatové proteiny, které v lidském organismu najdeme
v membranach endoplasmatického retikula ¢i mitochondrii. V organech je pak nalezneme
ve vét§im mnozstvi v buiikich jater®.

Peroxidasy jsou enzymy, které redukuji peroxid vodiku a oxiduji xenobiotikum (ale
i endogenni latky). Asi nejznamé&;jsi peroxidasou je v tomto sméru protaglandin H synthasa®?.

Ve druhé fazi biotransformace dochézi ke konjuga¢nim reakcim. Konjugat se tak
stava rozpustnéjSim ve vode nez piivodni nepozménéna latka. Sloucenina, ktera podlehla
prvni fazi biotransformace ma tak na své molekule skupinu, vhodnou pro reakci
s konjugacnim cinidlem. VétSina konjugacnich reakci je katalyzovdna enzymy ze tfidy

transferas*'*.

1.6.1 Biotransformace aristolochovych kyselin
Hlavnimi metabolity aristolochovych kyselin jsou aristolaktamy. Zda se, ze hlavnim
metabolitem AAI je aristolaktam I (Alacl) a dale pak aristolochova kyselina Ia (AAla). Ta

vznikd demethylaci AAT'18:4044

Zajimavosti je, Ze v experimentech in vivo byla
pozorovana tvorba aristolaktamu Ia (Alacla), ale v experimentech provadénych in vitro
nikoli**. Podle koncentrace kysliku v tkanich miize dojit k ovlivnéni nitroredukce AAI ale i
O-demethylaci, v piipadé AAII je koncentraci kysliku ovlivnéna jen nitroredukce?®*°.
Aristolochové kyseliny nejprve podléhaji redukci na N-hydroxyaristolaktamy a tato
redukce miize dale pokraGovat az na aristolaktamy*’. B&éhem druhé fize biotransformace
jsou metabolity AA konjugovany s kyselinou glukuronovou, acetatem a sulfatem. Jedna se

{4547

o tyto konjugity AAla: O-glukosiduronat, O-acetat a O-sulfa . Nalezneme také
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konjugaty aristolaktami, a to: N-glukosiduronat, O-glukosiduronat aristolaktamu Ia a

N-glukosiduronat aristolaktamu II*°.
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Obr. 9: Schéma biotransformace aristolochovych kyselin (pfevzato z *°)

1.6.1.1 Aktivace aristolochovych kyselin

K aktivaci aristolochové kyseliny [ dochdzi nitroredukci za vzniku N-
hydroxyaristolaktamu I, ze kterého dale vznika cyklicky N-acylnitreniovy ion, ktery je tzv.
okamzitym karcinogenem schopnym se véazat na DNA!#4%48 Enzymy, které se podileji na
aktivaci AAI jsou pfedev§im NADPH:chinonoxidoreduktasa 1 (NQO1) a cytochromy P450
(CYP) 1Al a 1A2. Pro potvrzeni této skuteCnosti byly k aktivaci pouzity lidské
rekombinantni cytochromy P450, zejména CYPIAI a 1A2, a
NADPH:chinonoxidoreduktasa'®!421:40:49,

CYP1A1 vykazuje nizsi efektivitu v aktivaci AAI nez CYP1A2?%4% Dile bylo
provedeno porovnani mezi efektivitou aktivovat AAI jaterni a ledvinnym mikrosomy,
pfi¢emz je znamo, Ze v ledvinné tkéni je cytochromii P450 mén€ nez v jatrech. Avsak
ledvinné mikrosomy obsahuji NADPH: chinonoxidoreduktasu a COX, které¢ se podileji na

aktivaci AAI*"° Aktivace u AAI v ledvinné tkani je tedy vysledné rovnéz velmi efektivni.
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aktivuji AAI, pricemz dochazi k tvorbé aduktii s DNA. Enzymy, které se na tomto procesu
efektivné podileji, jsou cytosolarni enzymy NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa (NQO1) a
xanthinoxidasa 4%* 3!, P¥i porovnani mikrosomalnich a cytosolarnich enzymi se ukazalo,
7e v aktivaci AA je NQOI efektivngjsi nez CYP1A1 a 1A2%040,
1.6.1.2 Detoxikace aristolochovych kyselin

Aristolochové kyseliny jsou metabolicky nejen aktivovany, ale i detoxifikovany. Pfi
detoxikaci dochdzi k ptresmyku N-hydroxyaristolaktamu I na 7-hydroxyaristolaktam I
48.49.52-54 " 74kladni detoxikacni cestou aristolochové kyseliny I je viak jeji oxidace na
aristolochovou kyselinu Ia (AAla), ktera dale tvofi konjugaty nalezené v mo¢i*’. Reakce,
které vedou ke tvorbé AAla jsou detoxikacni, nebot’ prozatim nebyly nalezeny adukty AAla
s DNA*. Velkou roli pii detoxikaci AAI hraji predeviim CYP1A1 a 1A2%-4,
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Obr. 10: Schéma aktivace a detoxikace aristolochovych kyselin (pfevzato a upraveno z >°)
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2. Cil bakalarské prace

Cilem piedkladané¢ bakalafské prace bylo shromazdit informace o aristolochovych
kyselinach, jejich ucincich a biotransformaci.

Experimentalni ¢ast prace byla vénovana studiu enzymi, které se podileji na aktivaci ¢i
detoxikaci aristolochovych kyselin. Konkrétné byl zjistovan vliv AAIL, AAII a smési AAI
s AAII na expresi téchto enzymil a jejich aktivity v modelovém organismu laboratorniho

potkana.
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3. Material a metody

3.1 Pouzity material

Pouzity material a chemikalie pochazi z néasledujicich zdroji:

AbCam,USA

Primarni polyklonalni krali¢i protilatka proti potkanim CYP1A1 a CYP1A2 (1:1000)
BIO-Rad, USA

Acrylamide kit 10 %, TGX™FastCast™

Precision Plus Protein™WesternC™ Standards
Trans blot ®Turbo™.-Transfer systém
Nitrocellulose Membranes, 0,2 um (Germany)

Fluka, Svycarsko

1,1,1-tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), tokoferol (vitamin E)

Lachema Brno, Ceska Republika

Kyselina octova, methanol, ethanol, MgCl,-6H,0, NaH>PO4:2H0,
KH>PO4,Na;P407-10H20, KCI, glycerol

Linde, Ceska republika

Kapalny dusik

Merck, Némecko

Acetonitril

Penta, Ceska republika

Ethylacetat

Promega, USA

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfat)
NBT (nitroblue tetrazolium)

Sigma, USA
glukosa-6-fosfat, glukosa-6-fosfatdehydrogenasa, NADPH, NADP", Anti-Rabbit IgG

s navazanou alkalickou fosfatasou (1:1428,6)

Whatman, USA

Chromatograficky papir €. 3
3.2 Pfistroje

Automatické mikropipety

Eppendorf (Némecko)
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Nichipet, Nichiryo (Japonsko)

Centrifugy

K-23, Janetzki, vykyvny rotor (Némecko)

K-24, Janetzki, tthlovy rotor (Némecko)

Optima LE-80K Ultracentrifuge Beckman Coulter, uhlovy rotor Ti 45 (USA)
Centrifuge 5418, Eppendorf, ithlovy rotor (Némecko)

Inkubator

Thermomixer Eppendorf compact Eppendort (Némecko)

Magneticka michacka

Variomag, Monotherm (Némecko)

pH metr

ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou (USA) — kalibrace pfistroje pomoci standardii
Hamilton (Svycarsko)

Sonikator

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

Systém HPL.C

Pumpa: Dionex pump P580

ASI-100 Automated Sample Injector

UV/VIS detector UVD 170S/340S (USA)

Degasys DG-1210 Dionex

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), homogenisator dle Pottera a Elvehjema,
Mikroshaker type ML-1, odparka Labconco (BioTech, Ceska republika), SNAP i.d.
Millipore (USA)
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3.3 Metody

3.3.1 [Izolace mikrosomalni frakce z organii zviFecich modelit

Experimenty s laboratornimi potkany probihaly v laboratofich Statniho zdravotniho
Gistavu a byly provadény Dr. Jaroslavem Mrazem a Ing. Sarkou Duskovou. Mikrosomalni
frakce ledvinné a jaterni tkané potkant premedikovanych AAI, AAIIl a smési AAl's AAIL a
potkani bez premedikace (kontroly), byly izolovany nasledujicim zplsobem. Pomoci
frak¢ni centrifugace byly ziskany jaterni mikrosomalni frakce. Cely prostup byl provadén za
chladu pii teploté¢ 5 °C. Pii praci byly pouzity stejné vychlazené pfistroje a pouzité
chemikalie. Pro jednotlivé kroky izolace byly pouzity tyto roztoky pufri:

PI: 153 mM KCI; 50 mM TRIS; pH =74
P2: 100 mM NasP,07 10 H2O; pH = 7,4
P3: 20% glycerol; 153 mM KCI; 50 mM TRIS; 50 uM vit. E; pH=17,4

Vyjmuté organy byly oplachnuty roztokem pufru PI, dale byly vlozeny do
vychlazeného roztoku pufru PI, ktery byl pfedem zvazen. Poté byla zvaZena i tkai. Jaterni,
ledvinné a plicni tkané byly rozdéleny na mensi dily (nastfihany) a n¢kolikrat proplachnuty
pufrem PI, pro dokonalé ,,odkrveni®. Dale byly tkdn¢ homogenizovany v homogenizatoru
dle Pottera a Elvehjema v roztoku pufru PI, a to vtakovém objemu, aby odpovidal
¢tyfnasobku hmotnosti tkdné. Ziskané homogenaty byly centrifugovany (3000 RPM, 10
min., centrifuga Janetzki K-23, vykyvny rotor 4x70 ml) pfi teploté¢ 4 °C. Supernatant byl
uchovan a ziskana peleta byla znovu homogenizovana s jednou ¢tvrtinou pavodniho objemu
pufru P1. Poté byla peleta opét centrifugovana za vysSe uvedenych podminek.

Takto ziskané supernatanty byly spojeny a odstfedény pfi teploté 4 °C (13 000 RPM, 20
min., centrifuga Janetzki K-23, uhlovy rotor 6 <35 ml). Tato ziskané peleta pfedstavovala
mitochondrialni frakci. Dale byl vyuZivan jen supernatant, ktery byl opatrné odd¢€len.

Mikrosomalni frakce byla ziskana vysokoobritkovou centrifugaci pti teploté¢ 4 °C
(45 000, 65 min., centrifuga Beckman LE-80K, uihlovy rotor 45 Ti, 6 x94 ml). Ziskana peleta
byla znovu homogenizovéna piiblizné v dvojnasobku objemu pufru P2. Zbyly supernatant
predstavoval cytosolarni frakei a byl uchovan pii -80 °C pro dalsi pouziti

Pomoci ultracentrifugace byla ziskand vyslednd mikrosomalni frakce. Podminky
centrifugace byly pii teplot¢ 4 °C (60 000 RPM, 65 min., centrifuga Beckham LE-80K,
uhlovy rotor 45 Ti, 6x94 ml). Usazeny sediment byl homogenizovan v roztoku pufru P3 o

objemu (ml), ktery odpovida jedné Ctvrtiné ptivodni hmotnosti tkdné v gramech. Ziskana
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vysledna mikrosomalni frakce byla zmrazena v tekutém dusiku a uchovana pfi teploté -

80 °C pro dalsi experimenty.

3.3.2  Oxidace AAI cytochromy P450 v potkanich jaternich mikrosomech
Pomoci metody HPLC byla sledovana oxidace aristolochové kyseliny I (AAI)

potkanimi jaternimi a ledvinnymi mikrosomy. Stanoveni bylo provedeno vzdy v
Ltripletovych provedenich. Celkovy objem inkubacnich smési byl 500 pl.
Slozeni inkubacnich smési:

Fosfatovy pufr (100 mM NaH>POs), pH = 7,4

Potkani jaterni/ledvinné mikrosomy cprozein = 0,5 mg/ml

AAI (10 uM) rozpusténa v destilované vodé

NADPH generujici systém (NADPH-GS): 1 mM NADP*, 10 mM, MgCl, - 6 H>O,

10 mM glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfatdehydrogenasa
Reagencie byly do inkubac¢nich smési pfidavany v takovém mnozstvi a takovém potadi,
jak je naznaceno vySe. Reakéni smés byla michéna a inkubovéna po dobu 10 minut za stalého
tiepani (400 RPM) pfi teploté 37 °C. Reakce byla zastavena pfidanim 1 ml ethylacetatu a
pro lepsi extrakci metabolitu AAla byla reakéni smés 2 minuty tfepana (Mikroshaker type
ML-1). Nasledné byla organicka faze oddélena centrifugaci (13 000 RPM, 3 min., centrifuga
5418, Eppendorf, uhlovy rotor). Po odebrani organické faze byl k vodné fazi ptidan dalsi
1 ml ethylacetatu a stejnym postupem byla provedena dalsi extrakce. Spojené extrakty byly
odpareny v digestofi (pfes noc) a nasledn€ uchovany pfi teploté -20 °C. Pfed analysou byly
extrakty rozpu$tény v 30 pl methanolu. Pfipravené vzorky byly nésledné analysovany

metodou HPLC s reversni fazi, RP-HPLC.

3.3.2.1 Vysokotlaka (vysokoucinna) kapalinova chromatografie AAI a jejich metabolitii
Latky obsaZené v extraktech byly separovany metodou RP-HPLC. Ke stanoveni byla
pouzita kolona C18 (Macherey-Nagel, SRN) pii teplot¢ 35 °C. Separace probihala v
gradientovém usporadani, kdy se ménilo sloZzeni mobilni faze z 80% A a 20% B na konecné
slozeni 40% A a 60% B. Mobilni smés byla sloZzena ze smési latek (A) 100 mM
triethyleaminacetatu (pH = 7,0; Gprava pH kyselinou octovou) a (B) 80% acetonitrilu.
Roztoky byly pfipraveny pied analysou a byly sonikovéany pro odstranéni vzduchu. Standard
AAI byl pfipraven tak, Ze k 28 pl methanolu byly ptidany 2 pl AAI o koncentraci 1 mg/ml.

Na kolonu bylo vzdy naneseno 20 pl vzorku. Jedna eluce probihala po dobu 55 minut pii
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pritoku mobilni faze 0,5 ml/min a tlaku cca 80 bar. Separované latky obsazené v extraktech

byly detekovany pii vinové délce 250 nm.
3.3.3 Stanoveni aktivity cytochromii P450 1Al v potkanich jaternich a ledvinnych

mikrosomech

Enzymova aktivita cytochromu P450 1A1 byla méfena jako schopnost katalyzovat
oxidaci 1-fenylazo-2-hydroxynaftolu (Sudan I)**. Sudan I je oxidovan na tii hlavni
metabolity: 4’-hydroxy-Sudan I, 6-hydroxy-Sudan I a 4’°,6-dihydroxy-Sudan I, které
miizeme stanovit pomoci RP-HPLC>®.

Ptiprava inkubacnich smési byla provedena ve sklenénych zkumavkach. Celkovy objem
inkubacnich smési byla 500 pl.

SloZeni inkubacnich smési:
50 mM sodno-fosfatovy pufr (pH = 7,4)
Jaterni/ledvinné mikrosomy (0,5 mg/ml)
100 uM Sudan I (v methanolu)
1 mM NADPH

Nejprve byly inkubaéni smési pre-inkubovany pii 37 °C po dobu 5 minut. Reakce byla
startovana ptidavkem NADPH (koncentrace ve smési 1 mM). Inkubace probihala pii 37 °C
po dobu 30 min. Poté byla reakce zastavena ptidavkem 1 ml ethylacetatu. Metabolity byly
dvakrat extrahovany ethylacetatem, promichany 30 s a centrifugovany po dobu 5 min (4000
RPM). Tento extrakt byl odpafen do sucha (odparka Speed Vac).

Odparek byl rozpustén v 30 pl methanolu a aplikovan na kolonu HPLC. Byla pouZita
kolona C18 (Macharey-Nagel, SRN). Pfi stanoveni bylo vyuZito isokratického uspotadani,
pri¢emZ mobilni faze se skladala z 0,1 M NH4HCO3 (pH = 8,5) a methanolu (pomér 1:9).

Jedna eluce probihala 12 minut s pritokem 0,7 ml/min.

3.3.4  Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy (POR) v potkanich jaternich
a ledvinnych mikrosomech
Pii stanoveni enzymové aktivity POR vyuZivdme pfemény oxidované formy

cytochromu ¢ na redukovanou formu cytochromu c. Tohoto dé&je se ucastni pravé POR.
Spoleéné s tim dochazi k pieméné NADPH na NADP'. Pfipravené inkubacni smési o
celkovém objemu 1 ml mély nésledujici sloZeni:

1. 0,3 M KH;PO4 pufr s 1 mM EDTA (disodna stl) (pH =7,5)

2. 20 mg/ml cytochrom ¢ (0,5 mg/ml v inkubacni smési)

3. 0,1 mM NADPH
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Nejprve bylo pipetovano 955 pl TRIS/HCI pufru, 25 pl 20 mg/ml cytochromu ¢ a 10 pl
0,1 mM NADPH. K méfeni absorbance bylo pouzito 980 pl této smési. Nejprve byl méten
,blank*. Poté bylo vzdy do kyvety s pfipravenou smési ptidano 10 pl mikrosomil, smés byla
lehce promichéna a absorbance byla métena pii vinové délce 550 nm.

3.3.5 Elektroforéza na polyakrylamidovéem gelu (SDS-PAGE) potkanich jaternich a
ledvinnych mikrosomii isolovanyyh z tkani potkanu premedikovanych AAI, AAIl a smési
AAl s AAIT

Pted samotnym pribéhem elektroforézy byla skla k tomu pouzita ocisténa, odmasténa
ethanolem a zalozena do elektroforetické aparatury.

Elektroforetické gely byly pfipraveny pomoci komeréni sady BIO-Rad. Pro
elektroforézu byl ptipravovan 10% gel. Slozeni chemikalii pro ptfipravu gel bylo
nasledujici:

Po polymeraci obou geli (cca 40 min) byla skla vlozena do elektroforetické vany,
vyjmut hieben pro tvorbu jamek a gely byly pfevrstveny elektrodovym pufrem (0,025 M
TRIS/HCI; 0,192 M glycin; 0,1 % dodecyl siran sodny (SDS) (w/v); pH 8.3).

Vzorky pro elektroforézu byly fedény vodou tak, aby koncentrace v jedné jamce byla
60 pg proteinu. Vzorky byly smichany se vzorkovym pufrem v poméru 3:1, nasledné byly
cca 5 min povafeny a naneseny Hamiltonovou stfikackou do jamek.

Po naneseni vzorkii byla elektroforetickd vana doplnéna na optimélni objem
elektrodovym pufrem. Elektroforéza probihala ve vertikdlnim uspotadani pti 200 V, 400 mA
po dobu cca 60 min. Po ukonceni elektroforézy byl cely gel vyjmut, odstranén zaostfovaci
gel a separacni gel pfenesen do barvici 1azné€ (25% Coomassie Briliant Blue R-250 (w/v);
46% ethanol (v/v); 9,2% kyselina octovad (v/v)) na 60 minut. Pro odstranéni nadbytecné
barvy byl gel piesunut to odbarvovaci 1azné (25% ethanol (v/v); 10% kyselina octova (v/v))

pres noc.

3.3.6 Analysa mikrosomalnich proteinii (enzymii) pomoci metody ,, Western blot “

K ptenosu proteini z elektroforetického gelu na membranu (PVDF, nitrocelul6zova)
bylo pouzito metody ,,Western blot*. Tato metoda je zaloZena na schopnosti téchto membran
sorbovat proteiny.

Gel byl po skonceni elektroforézy prenesen do ,transferového* pufru (0,025 M TRIS;
0,192 M glycin; pH 8,3). Na pienos proteinll byla pouzita membrana PVDF, kterd byla
nejprve ,,smocena” v methanolu, potom pfiblizné minutu v destilované vodé a dale asi 5

minut v ,transferovém* pufru. Pro elektroptenos byly pouzity plosné elektrody, do kterych
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se skladal tzv. ,,sandwich®. Ten byl sloZen ze tfi kusii chromatografického papiru Whatman
3 (rozméry 7,5%8 cm), které byly ,,smoceny* v ,transferovém* pufru, PVDF membranou,
gelem a dalSimi tfemi kusy chromatografického papiru. Takto pfipraveny ,,sandwich® byl
pomoci plastového valecku zbaven bublin a byl zalit malym mnozZstvim ,,transferového*
pufru. Celé aparatura byla uzaviena vrchni plosnou elektrodou a vlozena do pfistroje.

Po skonceni pienosu byla membrana pouzita pro imunochemickou detekci CYP.

3.3.7 Imunochemicka detekce cytochromii P450

Po ukonceni metody ,,Western blot“ byla PVDF membrdana 1 hodinu blokovana
v blokovacim roztoku (5% odtu¢néné, susené mléko v PBS (1,8 mM Na,HPO4, 1 mM
NaH;POy4, 0,134 M NaCl, pH 7,2, 0,3% (v/v) TRITON X-100)).

Pti pouziti komeréni primdrni kralici protilatky proti potkanim CYP1AT1 (anti-CYP1AT)
a proti potkani CYP1A2 (anti-CYP1A?2) byla inkubace s protilatkou provedena pies noc pii
6 °C za stalého michani. Nésledujici den byla membrana umisténa do jamky pfistroje SNAP
1.d. (Millipore, USA) detekujiciho proteiny a primarni protilatky byly smyty pufrem PBS
obsahujici Triton X-100 (3 x 10-30 ml). Poté byla na membranu nanesena sekundérni
protilatka s navazanou alkalickou fosfatasou a inkubace probéhla po dobu 10 minut. Dale
byla membrana proplachnuta pufrem PBS Triton X-100, aby byla odstranéna nenavazana
sekundérni protilatka. Detekce proteini byla provedena roztoky pro detekci proteind, 5-
bromo-4-chloro-3-inydolyl fosfitem a nitroblue-tetrazolium (BCIP/NBT), které byl

rozpustény v 5 ml pufru alkalické fosfatasy.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Oxidace AAI jaternimi a ledvinnymi mikrosomy potkani premedikovanych

AAIL AAII a smési AAl s AAIL

Experimenty této Casti bakalaiské prace byly provadény spoleéné s Michaleou
Balogovou. Nékteré ze ziskanych vysledkii mohou byt tedy presentovany i v jeji bakalarské
praci.

Oxidace AAI cytochromy P450 v potkanich jaternich mikrosomech vede ke vzniku
metabolického produktu, 8-hydroxyaristolochové kyseliny I (aristolochové kyseliny Ia,
AAla), ktera vznika oxidaéni demethylaci AAI*’. AAla je detoxika¢nim metabolitem AAI.
a zastupci cytochromi P450 podrodiny 2C!'*4,

Schopnost oxidovat AAI na metabolicky produkt AAla byla méfena v jaternich a
ledvinnych mikrosomech isolovanych z testovanych skupin laboratornich potkanil
premedikovanych AAI, AAIl a AAI s AAIL. Mikrosomy byly inkuboviny s AAI
v pfitomnosti NADPH-generujiciho systému. Pro extrakci metabolitu bylo pouzito
organického rozpoustédla ethylacetatu. Organicka faze byla oddélena centrifugaci. Ke zbylé
vodné fazi byl opakované ptidan stejny objem ethylacetatu a extrakce byla opakovana, aby
se diky tomu dosdhlo dokonalejsi extrakce AAI a jeho metabolitu. Extrakty byly slity,
odpatfeny a dale uchovany pii teplot¢ -20 °C. Pfed analysou byly extrakty rozpustény
v methanolu a takto pfipravené vzorky byly analysovany metodou RP-HPLC.

Tvorba AAla z AAI byla sledovana pomoci metody HPLC (obr. 11). Pfi experimentu
byla pouzita AAI a potkani jaterni mikrosomy isolované ze zvifat premedikovanych AAI,
AAII a smési AAI s AAIL Detekce AAI a jejich metaboliti byla méfena pii vinové délce
250 nm. AAI byla eluovéana v reten¢nim €ase 37,2 min. a metabolit AAla v retencnim Case

23,8 min.
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Obr. 11: HPLC produktii oxidace AAI na AAla jaternimi mikrosomy isolovanymi
z laboratorniho potkana premedikovaného AAI. 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, aplikovano 30 ul vzorku, detekce pri 250 nm.

Detoxikace AAI byla tedy méfena jako schopnost jaternich a ledvinnych mikrosomu
oxidovat AAI in vitro. Oxidace AAI byla analyzovana se vSemi typy isolovanych jaternich
a ledvinnych mikrosomt zvitat premedikovanych AAI, AAIl a smési AAIl's AAIL Na Obr.
12 je uvedeno mnozstvi AAla vzniklého mikrosomalnimi enzymy, které ilustruje, Ze oxidace
AAI zavisi na pouziti jednotlivych premedikovanych skupin zvitat. Nejvyssi tvorbu AAla

vykazovaly mikrosomy potkant premedikovanych smési AAI a AAII (obr. 12A).
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Obr. 12: Tvorba AAla z AAI za katalysy jaternimi (A) a ledvinnymi (B) mikrosomy,
isolovanymi z potkanui premedikovanych AAI, AAIl a smési AAl s AAIl. Hodnoty jsou
prumérem ze tri stanoveni *p < 0,05, **p < 0,01 (Studentiv t-test). F, faktor predstavujici

nasobek zvyseni mnozstvi AAla oproti kontrole.
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4.2 Vliv premedikace potkani AAI, AAII a smési AAI s AAII na aktivity enzymu
systému oxidas se smiSenou funkci (MFO systém)

4.2.1 Vliiv premedikace potkanii AAI, AAIl a smesi AAIl s AAIl na enzymovou aktivitu
cytochromut P450 141 a 142

CYP1Al a 1A2, nebot mohou AAI oxida¢né detoxikovat, ale i redukéné aktivovat*®.
CYP1A1 laboratorniho potkana se jevi byti v tomto sméru G¢inné&jsi nez CYP1A2'3. Avsak
v lidskych jatrech se CYP1Al projevuje jako méné efektivni nez CYP1A2!32140,
V bakalarské praci byly analysovany aktivity téchto enzymt ve vSech testovanych
mikrosomalnich vzorcich jater a ledvin potkanti premedikovanych AAIL AAII a smési AAI
s AAIL. Tedy téch mikrosomil, které vykazovaly schopnost O-demethylovat AAL
Enzymova aktivita CYP1Al a 1A2 byla stanovena pomoci markerovych reakci, tedy
O-deethylaci ethoxyresorufinu (EROD) (CYP1A1/2) a O-demethylaci methoxyresorufinu
(MROD) (CYP1A2).

Dalsi markerovou reakci, diky které byla uréena aktivita CYP1A1, byla oxidace Sudanu
I (1-fenylazo-2-hydroxynaftol). Sudan I je totiZz markerovym substratem potkaniho
CYPIAL%.

Na obrazku 13A, B jsou uvedeny aktivity EROD ve sledovanych mikrosomech. Z
obrazku je patrné, ze CYP1A1/2 je mnohem aktivnéjsi v jatrech nez v ledving. Nejvyssi
aktivitu EROD, oproti nepremedikovanym potkanim (kontrole), vykazuji jaterni
mikrosomy potkani premedikovanych smési AAI s AAIL. Naopak v ledvin€ vykazuje
nejvyssi aktivitu EROD mikrosomy skupiny zvifat premedikovanych AAII. Analogické
vysledky byly zjistény z analysy MROD, pticemz v ledvindch je aktivita CYPIA2 velmi
malé. V jaternich mikrosomech byla nejvyssi aktivita MROD pozorovana v mikrosomech
isolovanych ze zvifat premedikovanych AAII (Obr.13 C,D). Obrazek 13 E,F ukazuje
aktivitu jaternich a ledvinnych mikrosomii oxidovat Sudan I. Jak bylo vySe uvedeno, tato
reakce je katalysovana hlavné prostfednictvim CYP1Al. Z obrazku 13 je patrné, Ze
premedikace potkanii pomoci AAI, AAIl a smési AAI s AAIl zvySuje aktivitu jaterniho
CYPI1AI, nejvice v jatrech potkant premedikovanych AAL
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Obr. 13: Enzymova aktivita CYP1A1/2 a CYPIAI v mikrosomech jater (A,C,E) a ledvin
(B,D,F) potkanu vystavenych pusobeni AAL, AAIl a smeési AAl s AAIl. Aktivita CYP1A1/2
byla stanovena jako EROD (vyjadiena v pmol resorufinu/min/mg proteinu (A,B),; enzymovad
aktivita CYP1A2 v jatrech (C) a ledvine (D) byla stanovena jako MROD (vyjadrena v pmol
resorufinu/min/mg proteinu, enzymova aktivita CYPIAI v jatrech (E) a ledviné (F) byla
stanovena jako schopnost mikrosomi oxidavat Sudan 1 (vyjadiena v pmol C-
hydroxylovanych metabolitii/min./mg proteinu. Hodnoty jsou priimerem ze ti'i stanoveni; *p
< 0,05, **p <0,01 (Studentuv t-test). F, faktor predstavujici nasobek navyseni oproti

kontrole.
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4.2.2  Vliv premedikace potkanit AAL, AAIl a smési AAI s AAIl na enzymovou aktivitu
cytochromut P450 2C11

cytochromy P450 1A1/1A2. Mezi dalsi enzymy, participujici na oxidaci AAI na AAla, se
fadi cytochromy P450 podrodiny 2C!'3?!40, CYP2C a 1A jsou tedy zésadni pro detoxikaci
AAI v potkanich jitrech®®. Podrodinu cytochrom@i P450 2C v potkanich jaternich
mikrosomech tvoii zejména dva majoritni zastupci, a to CYP2C6 a 2C11. CYP2CI1 je
v potkanich zastoupen z 50 % a CYP2C6 z20 %*. Aktivita CYP2C11 byla stanovena
pomoci 160-hydroxylace testosteronu jako markerové reakce'®. Na obrazku 14 jsou uvedeny
aktivity CYP2CI11 v jednotlivych mikrosomech isolovanych ze zvifat premedikovanych
AAI, AAIIl a smési AAI s AAII a zvifat nepremedikovanych. Nejvyssi zjiSténou aktivitu
CYP2CI11 je mozné pozorovat v mikrosomech nepremedikovanych potkanti. Exposice
potkanti AAI, AAII a smési AAI s AAIl resultovala ke snizeni aktivity jaterniho CYP2C11
(obr. 14).
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Obr. 14: Enzymova aktivita CYP2C11 v jaternich mikrosomech isolovanych z potkanii
premedikovanych AAI, AAIl a smési AAl s AAIl. Aktivita CYP2CI1 je uvedena v pmol
16a-hydroxytestosteronu vztazenych na minutu a mg proteinu. Hodnoty jsou priimérem ze
t7i stanoveni; *p < 0,05 a **p < 0,01(Studentitv t-test). F, faktor predstavujici nasobek

zmeény oproti kontrole.
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4.2.3 Vliv premedikace potkanit AAL, AAIl a smési AAl s AAIl na enzymovou aktivitu
NADPH:cytochromu P450 oxidoreduktasy (POR)

Mezi dalsi enzymy MFO systému patii NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa.
Katalysuje redukci cytochromu P450 dvéma elektrony v priibéhu jeho redukéniho cyklu®.
Utastni se viak i redukce xenobiotik, mimo jiné také premény AAI a AAIL POR je tedy pro
AA enzymem aktivaénim (zejména v ledvinach), participujici na tvorb& aduktii s DNAS!.
Nicméné podil tohoto enzymu na této pfeméné neni zasadni*’.

Vsechny testované mikrosomy vykazuji aktivitu POR. Z obrazku vyplyva, ze
v mikrosomech isolovanych z jater a ledvin potkani premedikovanych AAI, AAII a smési

AAIs AAIL dochazi ke snizovani enzymové aktivity POR (obr. 15 AB).
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Obr. 15: Enzymova aktivita POR v jaternich (A) a ledvinnych (B) mikrosomech
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isolovanych z potkanu premedikovanych AAI, AAIl a jejich kombinaci. Aktivita POR je

uvedena v nmol vztazenych na minutu a mg proteinu. Hodnoty jsou priumérem ze tri

stanoveni; *p < 0,05; **p < 0,01 a ***p < 0,001 (Studentiiv t-test). F, faktor predstavujici

nasobek zvyseni oproti kontrole.

4.3 Vliv premedikace potkanti AAI, AAIl a smési AAI s AAIl na proteinovou
expresi cytochromti P450

4.3.1 Viiv premedikace potkani AAL, AAIl a smési AAI s AAIl na proteinovou expresi

cytochromit P450 141 a 142

Mira proteinové exprese byla stanovena pomoci metody ,, Western blot* (kapitola 3.3.6.
Analysa mikrosomdlnich proteinii pomoci metody ,, Western blot ). Jako primarni protilatky
byly pouzity krali¢i anti-CYPIA1 a anti-CYP1A2 proti potkanim CYP1A1l a 1A2. Pii
pouziti sekundarni protilatky bylo vyuzito navazané alkalické fosfatasy a pro vizualizaci byl
pouzit substrat tohoto enzymu (BCIP/NBT). Za pouziti imunochemické detekce cytochromu

P450 1A1 a 1A2 byly ziskany nésledujici vysledky.
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Obrazek 16 ukazuje exprese proteinti sledovanych enzymu v mikrosomech isolovanych
ze zvitat premedikovanych AAI, AAII a smési AAI s AAIL Proteinova exprese CYP1AI i
CYPIA2 je efektivnéjsi v jaternich mikrosomech ve srovnani s mikrosomy ledvinnymi
v zavislosti na vystaveni experimentalnich zvifat plisobeni testovanych latek. Exprese
CYP1A2 v ledvinnych mikrosomech zvifat premedikovanych AAI, AAIl a smési AAI
s AAII nebyla detekovana viibec. Na obr. 16A je viditelny nardst proteinové exprese
CYPIA1 zptsobeny vystavenim zvifat ptisobeni AAI, AAIl a smési AAI s AAIL
Analogické vysledky jsou patrné pro CYP1A2 (obr. 16C). Exprese sledovanych aktivit
CYP1A koreluje s aktivitami téchto enzymii (obr. 13).
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Obr. 16: Proteinova exprese CYPIAI a CYPIA2 v jaternich (A,C) a ledvinnych (B,D)
mikrosomech; hodnoty jsou vyjadreny jako jednotka AU na mg proteinu. ND, exprese
proteinu CYPIA2 nebyla detekovana. Hodnoty jsou priimérem ze tii stanoveni; *p < 0,05;
*tp < 0,01 a ***p < 0,001 (Studentuv t-test). F, faktor predstavujici nasobek zvyseni oproti

kontrole.
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V této bakalaiské praci byla sledovéana i exprese proteinu CYP2C11. Nicméné metodou

»Western blot*“ nebyly ziskany reprodukovatelné vysledky.

Chceme-li shrnout ziskané vysledky, je mozné konstatovat, ze enzymova aktivita
CYP1A1, 1A2, 2C11 a POR sledovana v mikrosomech jater a ledvin laboratorniho potkana
premedikovaného AAI, AAIl a smési AAls AAll ilustruje, Ze jejich exprese a aktivity zavisi
na premedikaci zvitat AAI, AAII a jejich smési. Tato skute¢nost se v pripadé¢ CYP1A1 a
1A2 a zobrazuje ve zvySeni schopnosti oxidovat AAI na metabolit AAla v jaternich a
ledvinnych mikrosomech potkanli premedikovanych AAIL, AAII a smési AAl s AAII (obr.
12).
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5. Zavér
Cilem predkladan¢ bakalédiské prace bylo objasnit vliv aristolochovych kyselin na
expresi a aktivity enzymi, které participuji na jejich metabolismu. Ziskané vysledky lze
shrnout nasledovne¢:
¢ Oxidace AAI na AAla jaternimi a ledvinnymi mikrosomy byla zvySena
premedikaci potkani AAI, AAII a smési AALs AAIL
s Zenzymu, které na demethylaci AAI na AAla participuji, byly premedikaci
potkantt AAI, AAII a smési AAI s AAII zvySeny aktivity 1 proteinové exprese
CYPIALI a 1A2. Naopak aktivity CYP2C11 byla premedikaci potkanti snizena.
% Aktivita NADPH:CYP reduktazy byla premedikaci zvirat AAl a AAII zvySena

v jatrech a snizena v ledvinach.

Ziskané vysledky mohou rozsifit poznatky o ovlivnéni metabolismu aristolochovych
kyselin I a II po ptsobeni piimo téchto latek v organismech exponovanych témto
toxikantim. Tyto vysledky budou dale vyuzity pti dal$im studiu funkci enzymi podilejici

se na metabolismu aristolochovych kyselin.
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