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Abstrakt

Termin ,,endokrinni disruptor* se pouziva pro slouceniny, které napodobuji nebo
antagonizuji U¢inky endogennich hormonii, méni syntézu a metabolismus piirozenych
hormonti nebo modifikuji hladiny hormondlnich receptorti. Synteticky estrogen 17a-
ethinylestradiol (EE2) a karcinogenni latka znecistujici zivotni prostfedi, benzo[a]pyren
(BaP), patii do skupiny chemikalii, které jsou oznaCeny jako exogenni slouCeniny s
endokrinni destrukci, zatimco estrogenovy hormon 17B-estradiol (EST) je pfirodni
endogenni endokrinni disruptor.

V bakalarské praci byl studovan vliv téchto endokrinnich disruptorti a jejich
kombinaci na expresi a specifickou aktivitu CYP1A2. V ramci této prace byla izolovana
RNA z plic potkanli nepremedikovanych a premedikovanych uvedenymi endokrinnimi
disruptory. Metodou reverzni transkripce byla RNA pievedena na cDNA. Relativni
zastoupeni CYP1A2 bylo kvantifikovano metodou kvantitativni PCR v jatrech, ledvinach a
plicich. Ve vzorcich mikrosomalni frakce jater byla stanovena mira exprese CYP1A2
metodou Western blot s naslednou imunodetekci. Nakonec byla v jatrech stanovena
specificka aktivita CYP1A2 méfenim O-demethylace 7-methoxyresorufinu.

Bylo potvrzeno, ze BaP indukuje genovou expresi CYP1A2 v jatrech, ledvinach a
plicich, a to 1 v kombinaci s EE2 a EST. Oba estrogeny nicméné snizuji induk¢ni potencial
BaP. Pii samotném podani oba estrogenni endokrinni disruptory vyznamné snizuji genovou
expresi CYP1A2 v jatrech premedikovanych potkanii, EE2 i v ledvindch. V jaterni tkani
bylo na Urovni proteinu indukovano zvySené¢ mnozstvi CYP1A2 po podéni BaP a BaP v
kombinacich s estrogeny. Specificka aktivita CYP1A2 odpovidala vysledkiim z proteinové
exprese. Nicméné pii stanoveni specifické aktivity nebylo pouze u premedikace EST
zjisténo zvySeni aktivity CYP1A2 v jatrech laboratornich potkanii. U premedikaci s EE2
a jeho kombinaci s EST ovSem doslo k naristu enzymové aktivity CYP1A2 pouze ve velmi
malé mife.

CYPI1A2 se ucastni metabolické aktivace nebo inaktivace mnohych karcinogent a
1é¢iv. Zmény v expresi CYP1A2 vyvolané studovanymi endokrinnimi disruptory mohou
tedy vést k ovlivnéni biotransformace riznych xenobiotik a ménit tak jejich Uc¢inek na

organismus.

Klicova slova: benzo[a]pyren, 17a-ethinylestradiol, 17p-estradiol, endokrinni disruptory,

CYP1A2, exprese, specificka aktivita



Abstract

The term endocrine disruptor is used for chemical compounds which imitate or
antagonize the effects of endogenic hormones, alter hormone synthesis and metabolism or
modify levels of hormonal receptors. Synthetic estrogen 17a-ethinylestradiol (EE2) and
carcinogenic substance benzo[a]pyrene (BaP) belong to the group of chemicals described as
exogenic compounds with endocrine destruction, while estrogenic hormone 17p-estradiol
(EST) figures as natural endogenic endocrine disruptor.

The bachelor thesis focuses on study of the influence of these endocrine disruptors
and their combinations on expression and specific activity of CYP1A2. RNA was isolated
from the lungs of rats treated with the endocrine disruptors and from untreated rats. RNA
was converted to cDNA by reverse transcription. Relative amount of CYP1A2 in livers,
kidneys and lungs was quantified by real-time PCR. The protein expression of CYP1A2 was
studied using the Western blot with consecutive immunodetection. Finally, the specific
activity of hepatic CYP1A2 was determined by measuring 7-methoxyresorufin O-
demethylation.

It was confirmed that BaP induces gene expression of CYP1AZ2 in livers, kidneys and
lungs, even in combination with EE2 and EST. However, both estrogens decrease the
induction potential of BaP. When given individually, both estrogenic endocrine disruptors
significantly reduce gene expression of CYP1A2 in the livers of treated rats and EE2 even
in the kidneys. Analysis of CYP1A2 levels present in the liver tissue showed increased
amount of the protein after exposure to BaP and BaP in combination with both estrogens.
CYPI1A2 specific activity corresponded to the results of protein expression. Nevertheless,
only pre-treatment of rats with EST caused no changes in the activity of hepatic CYP1A2,
while the application of sole EE2 and EE2 in combination with EST led only to a very slight
increase in 7-methoxyresorufin demethylation in comparison to control rats.

CYPI1A2 is involved in metabolic activation or inactivation of many carcinogens and
drugs. The changes in the expression of CYP1A2 induced by the endocrine disruptors used
in this thesis might thus influence the biotransformation of these xenobiotics and thereby

modify their biological effects.

Keywords: benzo[a]pyrene, 17a-ethinylestradiol, 17B-estradiol, endocrine disruptors,

CYPI1A2, expression, specific activity
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1 Uvod a piehled literatury

V poslednich dvou desetiletich postupné vzrostlo povédomi o moZznosti naruseni
endokrinniho systému vlivem vystaveni ¢lovéka a volné zijicich zivocichti chemickym
latkdm. Tyto cizorodé latky jsou schopné napodobit pfirozené hormony nebo interferovat
s pusobenim endogennich hormont, a tak zpusobit riizné ekologické a zdravotni problémy.
Nazyvame je endokrinni disruptory (ED)!. Jedna se o chemické slouceniny, které se hojné
vyuzivaji v primyslu a zemédglstvi®>. Mezi nejvyznamnéjsi latky této skupiny patii
estrogeny nebo slouceniny s estrogenni aktivitou®. Velké riziko téchto latek spociva v tom,
ze ovliviiuji hormondlni systém zivocichi. V této souvislosti se v dne$ni dob¢ ve velké mite
sleduje u¢inek hormonalni antikoncepce na organizmus'. Dlouhodoby vyzkum mnoha
svétovych laboratofi jednoznacné prokazal pfitomnost endokrinnich disruptorli v Zivotnim

prosttedi. Jednim z nejvyznamnéjsich zdrojii ED jsou komunalni &istirny odpadnich vod*.

1.1 Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory jsou definovany jako exogenni latky, které napodobuji ucinek
ptirozené se vyskytujicich hormont. Miizeme je rozdé€lit do dvou zékladnich skupin, na
pfirozené a na syntetické’. Detailngji je miizeme klasifikovat na velkou skupinu sloucenin
antropogenniho ptivodu (néktera léciva, pesticidy, primyslové chemikalie, produkty
spalovani) a piirodniho piivodu (fytoestrogeny, mykoestrogeny, hormony)®. Mechanismus
jejich ptsobeni je velice pestry. Mohou piimo ovlivnit biosyntézu, transport, sekreci nebo
eliminaci pfirozenych hormoni a tim naruSit vazbu a G¢inek pfirozenych hormond, které
jsou zodpovédné za udrzeni homeostazy a chovani Zivogichti™’. Mezi negativni vlivy, které
byly prokazany u lidi vystavenych plsobeni ED, patfi zvySené riziko vzniku rakoviny a
neplodnost®. U vyssich organizmii dale ovliviiuji vyvoj plodu’ a narusuji vyvoj nervového
systému a imunitnich odpovédi®. V neposledni fadé jsou zodpovédné za feminizaci samcti u
ryb*10.

V soucasné dobé se klade velkd pozornost na studium ED, které¢ znecist'uji vodni
ekosystém. Do odpadni vody se tyto latky dostavaji lidskou mo&i'!, z piipravkii pro osobni
hygienu, kosmetickych piipravki aj. Vyznamnym zdrojem latek s estrogennim ti¢inkem je i
odpad z chovu hospodafskych zvitat'>. Hlavnim faktorem ovliviiujicim w¢innost
odstraniovani zneciStujicich latek z vody je jejich schopnost interagovat s pevnymi

¢asticemi, pfirodnimi (hlina, sedimenty, mikroorganismy) nebo pifiddvanymi do média



(aktivni uhli, koagulanty), diky ¢emuz je usnadnéno jejich odstranéni usazovanim ¢i flotaci
nebo pomoci biodegradace!.
Tato prace se zabyva endogennim ED 17B-estradiolem (EST) a dvéma exogennimi ED, 17a-

ethinylestradiolem (EE2) a benzo[a]pyrenem (BaP).

1.1.1 Estrogeny a slouceniny s estrogennim u¢inkem

Skupina téchto latek je znama tim, ze se fadi mezi steroidy piirozené se vyskytujici
v organismu a pusobici jako environmentalni polutanty'®. Ve své struktufe obsahuji
aromaticky kruh, ktery ma velkou afinitu k estrogennim receptorim. Dale maji dva
ptirozené estrogeny: estron (E1), 17B-estradiol (EST), estriol (E3), které vykonavaji funkce
nezbytné pro spravny vyvoj, riist a udrzovéani reprodukénich organii'®. Uvedené estrogeny
jsou tvotreny 18-ti atomy uhliku (obr. 1, str. 11).

V pfipad¢é perordlniho podéni je znacna cast 17B-estradiolu metabolizovana v
gastrointestindlnim traktu na estron. Po absorpci z tenkého stfeva vstupuje Castecné
metabolizovany i nemetabolizovany 17f-estradiol do portélni zily krvi, kterd prokrvuje jatra,
kde se vyskytuji mnohé biotransformacni enzymy jako hydroxylasy, methyltransferasy,
sulfuryl ¢i glukuronyltransferasy a transformuji 17B-estradiol na rizné metabolity.
Metabolismus zahrnuje hlavné hydroxylaci v riiznych pozicich steroidniho kruhu, nej¢astéji
v pozicich 2, 4 a 16'7. Mechanismus piisobeni estrogenii je velmi dobie prozkoumany.
Nejprve dojde k navazani téchto latek na specifické estrogenni receptory (ER), ligandem
aktivované ER se dimerizuji a pfemisti se do jadra. Dochéazi k modulaci transkripce DNA
klicovych genli, které maji ve svém promotoru oblasti specifické vic¢i piisobeni
receptoru'®!?.

Estrogeny jsou vylu¢ovany do znac¢né miry v zluci a Castecné reabsorbovany ze
stteva'’. A¢koli jsou vylu¢ované jako biologicky neaktivni konjugaty, v odpadnich vodach
mohou byt pfeménény na aktivni formu pomoci baktérii?’. V disledku netplného odstranéni
béhem procesu zpracovani odpadu se 17B-estradiol a jeho synteticky derivat 17a-

ethinylestradiol stivaji hlavnimi piispévateli estrogenni aktivity v Zivotnim prostredi!*.
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Obrazek 1: Struktura endogennich estrogend.

1.1.2 17a-ethinylestradiol (EE2)

Syntetickému estrogenu 17a-ethinylestradiolu je v posledni dobé vénovana velka
pozornost, protoze je jednim z nejucinnéjSich estrogenti v zivotnim prostiedi (obr. 2, str.12).
Vzhledem ke své vysoké odolnosti vii€i procesu biodegradace plisobi tato biologicky aktivni
latka negativné na Zivotni prostfedi. EE2 je derivatem ptirozeného hormonu 17p-estradiolu
a pouziva se jako hlavni slozka kombinované hormonalni antikoncepce. Kromée
antikoncepce se EE2 vyuziva jako lék pfi hormonalni substitu¢ni terapii pro 1écbu
osteopordzy, menstruaénich poruchach, rakoving prostaty a menopauze®. EE2 je aktivni
farmaceutickou latkou v péti lécich, které byly podle priizkumu zatazeny mezi 200
nejprodavangjsich 1éka'”.

Hlavnim dGvodem zvySené pozornosti spojené s EE2 je jeho pfitomnost v
povrchovych vodach, kam se dostava po priichodu Cistirnami odpadnich vod. Mnohé¢ studie
se proto zaméiuji na moZnosti odstranéni této slouceniny pravé z vodniho ekosystému'”.
Bylo prokazano, ze schopnost EE2 negativné ovlivnit nékteré vodni ZivoCichy se projevuje
jiz pti stopovych koncentracich (ng/1)!°. Jednim z jeho negativnich U¢inkd ve vodnim
ekosystému je feminizace samcli ryb. Rovnéz ovliviiuje zmény chovani vodnich zivoc€icht,
snizuje u nich kvalitu gamet, zpiisobuje snizenou produkci spermii ryb®. Techniky ¢&isténi
vody jako je UV zafeni nebo aktivni uhli mohou vyznamné pomoci k odstranéni tohoto

endokrinniho disruptoru®!. Rychlost degradace EE2 je zavisla i na pH?2.
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Obrazek 2: Struktura 17a-ethinylestradiolu.

1.1.2.1 Metabolismus 17a-ethinylestradiolu

Vzhledem k tomu, Ze metabolizmus EE2 probihd vice zplsoby a vzhledem k
negativnimu plsobeni tohto disruptoru, je znalost pribchu metabolismu velmi dilezita.
Hlavni metabolické cesta v lidském organismu probiha v jatrech. Prvnim krokem pfemény
jsou hydroxylacni reakce, ke kterym dochazi v poloze 2, 4, 6 a 16 steroidniho jadra. Mezi
nejvyznamnéjsi enzymy katalyzujici tyto reakce patii cytochromy P450 (viz déle, kapitola
metabolismu EE2. Primarni oxida¢ni produkt je 2-hydroxyethinylestradiol, ktery mtize byt
nasledné methylovan za vzniku sekundarniho metabolitu 2-methoxyethinylestradiolu (obr.
3, str. 13). Zmény v rychlosti 2-hydroxylace mohou mit vyznamny vliv na farmakokinetiku
a Gicinnost EE2 jako slozky antikoncepce®®. V mensi mife jsou hydroxylovany produkty v
pozicich 4 a 6'". Z diivodu stérického branéni ethinylové skupiny na C17 uhliku k
hydroxylaci EE2 na pozici C16 nedochazi velmi ¢asto. Pravé omezeni 16-hydroxylace je
ptfi¢inou rozdili v metabolismu syntetického 17a-ethinylestradiolu oproti pfirozenému
hormonu 17B-estradiolu®’.

V jatrech dochazi ke konjugaci nemetabolizovaného EE2 a jeho hydroxylovanych
metaboliti s kyselinou glukuronovou pomoci uridindifosfatglukuronosyltransferasy 1A1
anebo sulfataci za katalyzy sulfotransferasou 1E1?* (obr. 3, str. 13). Tyto nové vzniklé
slouceniny rozpustné ve vode¢ jsou spolu se zbytkovym EE2 vylu¢ovany moci a stolici. Takto
se dostavaji do odpadnich vod. Caste¢na degradace v ¢&istirnach odpadnich vod zptsobuje
jejich opétovnou aktivitu'*?°, EE2 miZe byt u¢inné degradovan bakteriemi za aerobnich
podminek nebo motskymi vodnimi mikroorganismy. Dal$§i moZnosti pfemeny EE2 je

degradace ligninolytickymi houbami®,
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Obrazek 3: Metabolické premény EE2 v lidském organismu.

1.1.3 Benzo[a]pyren (BaP)

Benzo[a]pyren (obr. 4, str. 14) je vyznamnym ED pfitomnym ve zna¢né mife ve
vsech sférach lidského ptisobeni. Patii do skupiny polycyklickych aromatickych uhlovodikt
(PAH). Do této skupiny patii vice nez 200 sloucenin s dvéma nebo vice kondenzovanymi
benzenovymi kruhy?®. Vznikaji predev§im nedokonalym spalovianim nebo pyrolyzou
organické hmoty a jsou Véudypfitomné v Zivotnim prostredi”. Diky svym toxickym,
zivotni prostfedi®®. Ve stopovém mnozstvi se obvykle vyskytuje i ve vodg, pidé a v
sedimentech?’. Kromé& inhalace znegisténého vzduchu jsou hlavnimi cestami expozice
tabakovy kouf, potraviny a farmaceutické piipravky na bazi uhelného dehtu®’?*. BaP

pfedstavuje jeden z primarnich karcinogenil zodpovédnych za vznik rakoviny klize, Zaludku
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a plic*’. BaP je odpovédny za zvySeni exprese cytochromti P450 1A1 a 1A2. Tyto enzymy
jsou indukovany prostfednictvim vazby BaP na receptor pro aromatické uhlovodiky

(AhRY?".

Obrizek 4: Struktura benzo[a]pyrenu?’.

1.1.3.1 Metabolismus benzo|a|pyrenu

Metabolismus BaP je slozity a v procesu biotransformace vznikd mnozstvi
metaboliti vcetné hydroxylovanych meziproduktli, epoxidl, chinonli, dihydrodiold,
dihydrodiol epoxidi’!. BaP vyzaduje metabolickou aktivaci pred uskuteénénim reakce
s DNA. Hlavni enzymy katalyzujici metabolickou pfeménu BaP jsou cytochromy P450 a
epoxidhydrolasa, které preméiuji BaP na karcinogenni metabolity?’. Ty interaguji s DNA
za vzniku DNA adukti, které maji mutagenni a karcinogenni G¢inky?%3,

Na obrazku 5 (str. 15) je popsana nejvyznamnéjSi draha aktivace BaP. Tento
metabolismus probihd v tfech krocich a ve velké mife se na ném podileji CYPIA1 a
CYPI1BI, zapojené do tvorby diolii a diolepoxidii, a epoxidhydrolasa. CYP1A2 se také podili
na metabolismu BaP, ale v men§i mife neZ pfedchozi cytochromy?’.

Jedna z aktivacnich drah tohoto metabolismu probiha tak, Ze BaP je oxidovan
CYPIA1 na benzo[a]pyren-7,8-epoxid, ktery je nasledné pfeménén plsobenim
epoxidhydrolasy na kli¢ovy metabolit benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol. V procesu sekundarni
epoxidace muze byt tento meziprodukt metabolizovan CYP1AT1 a 1B1, kdy dochézi k tvorbé
reaktivniho benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxidu (BPDE), ktery miize reagovat s

DNA a tvoftit kovalentni adukty na zbytcich puring*’.
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Obriazek 5: Metabolicka aktivace benzo[a]pyrenu’.

1.2 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) hraji vyznamnou roli v metabolismu cizorodych latek. Patii
do skupiny monooxygenas se smiSenou funkci, kde funguji jako terminalni oxidasy (z angl.
,,mixed function oxidases*, MFO)?2. Vétsinu reakci katalyzovanych CYP tvoii oxidace, ale
CYP se podileji také na katalyze dalSich reakci jako jsou redukce, desaturace, Stépeni estert,
Stépeni aldehydii, dehydratace, kondenzacni reakce. Nékteré z téchto transformaci jsou
zapojeny do bioaktivace a detoxikace cizorodych latek®’. CYP se viak podileji i na
biosyntéze vyznamnych endogennich molekul jako jsou napf. steroidni hormony. CYP
spolupiisobi s dalsim enzymem lokalizovanym v endoplazmatickém retikulu — NADPH:
CYP reduktasou, kterd zprostfedkovava pienos elektronti na CYP.

Z evolu¢niho hlediska jsou CYP povaZovany za velmi staré hemoproteiny**. Byly
identifikovany v mnohych organismech od prokaryotickych organismii po vétSinu
eukaryotickych organismii jako jsou kvasinky, houby, hmyz, rostliny, Zivo¢ichové a lidé*
V buiikach jsou lokalizovany pievazné v membrandch endoplazmatického retikula nebo v

membranach mitochondrii. Poprvé byly identifikovany a purifikovany pted skoro 50 lety
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biochemiky a farmakology, ktefi se zaméfili na studie oxidativniho metabolismu 1ékd. V
lidském téle se vyskytuji pfedevsim v jatrech, plicich a ledvindch, nicméné vyznamné jsou i
jejich hladiny v tenkém stievé, kiizi, mozku a nadledvinkach?®.

Nazev téchto enzymi byl odvozen od charakteristické absorpce redukovaného CYP
v komplexu s CO pii vinové délce 450 nm. Pismeno P ve zkratce znamend pigment™.

Cytochromy P450 jsou zarazeny do genetickych rodin a podrodin podle miry
homologie primarni struktury jejich proteinovych molekul. Rodiny cytochromt P450 jsou
oznacovany prvnim Cislem za zkratkou P450. Nasleduje velké pismeno oznacujici
podrodinu. Jednotlivé izoenzymy jsou pak oznaceny Cislem za pismenem podrodiny. Napf.
izoenzym CYP1A2 je ¢lenem podrodiny A patiici do enzymové skupiny 1. Do stejné rodiny
patii CYP, u kterych byla nalezena vice nez 40% homologie aminokyselinové sekvence

jejich proteint, do stejné podrodiny pak ty, které vykazuji homologii vice nez 60 %>,

1.2.1 Struktura cytochromu P450

CYP obsahuji porfyrinovy skelet (protoporfyrin IX, obr. 6, str. 17) Caste¢né vazan
hydrofobnimi silami a zaroven prostfednictvim thiolatové siry sulthydrylové skupiny
cysteinu pritomné v aktivnim centru enzymu (paty ligand Zeleza protoporfyrinu IX). Toto
uspofddani umoziuje vyjimecné chovani téchto hemoproteini (odliSné spektralni a
katalytické vlastnosti). Sestym ligandem je atom kysliku molekuly vody>*.

I kdyz se aminokyselinova sekvence CYP lisi podle rodin enzymi vyznamné,
prostorové uspotfadani proteinovych molekul je zfegmé velmi podobné (ptfedevSim v
aktivnim centru enzymu). N-termindlni doména eukaryotickych enzymu je odpovédna za

vazbu téchto proteinti v membranich, v CYP prokaryotickych organismii chybi®>.
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Obriazek 6: Struktura hemu b*°.

1.2.2 Cytochrom 1A2 a jeho vztah k ED BaP a EE2

V ramci této bakalatské prace byla vénovana pozornost cytochromu P450 1A2. Tento
cytochrom je typickym jaternim enzymem?>*, ale nachézi se také v gastrointestinalnim traktu,
nosnim epitelu, plicich, ledvinach, mozku, prostaté a kiizi*’. Patti do rodiny CYP1, ktera sa
podili na metabolizmu endogennich hormonii, xenobiotik a 1éki*®. Je zajimava diky své
schopnosti metabolicky aktivovat a deaktivovat velké mnozstvi chemickych
karcinogen*®*°, Piikladem prokarcinogenu aktivovaného CYP1A je benzo[a]pyren. Pro
tuto podrodinu je hlavnim zprostiedkovatelem indukce AhR*!. Hlavni rozdil mezi
izoformami této podrodiny spociva v jejich rlizné lokalizaci v organismu.

CYPI1A2 ma Sirokou substratovou specifitu. Hraje vyznamnou roli v metabolismu
kofeinu, dal§imi vyznamnymi substraty jsou aromatické aminy, které vznikaji jako
pyrolytické produkty tepelné upravy potravin®®. Pravidelnou konzumaci t&chto potravin
nasledné dochazi ke zvyseni jejich koncentrace v organismu. To miiZze vést ke zvySenému
riziku vzniku nadori*?. Podili se také ve velké mife na katabolismu environmentalnich
polutanti® a mnohych xenobiotik véetné 1é¢iv, jako je nap. teofylin®’. CYP1A2 hraje hlavni
roli v metabolismu melatoninu v lidskych jaternich mikrozomech. Melatonin je jednim z
mnoha endogennich hormont, jehoz hladina je zvySovéana plisobenim EE2%. Modulace
aktivity tohoto enzymu miize mit vyznamné diisledky pro metabolismus 1ékii**.

Cytochromy podrodiny CYPIA jsou inducibilni enzymy vysoce indukované¢ BaP
pies AhR?*. Mezi timto receptorem a BaP dochazi ke vzniku specifické vazby, ktera vede

k aktivaci AhR*. Neaktivovany protein AhR se nachazi v cytosolu v proteinovém
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komplexu*.

Je aktivovan navdzanim ligandu na jednu ze tfi domén, coz vede ke
konformacéni zméné a rozpadu multiproteinového komplexu. Aktivovany Ah receptor je
translokovan do jadra, kde dochézi k interakci s ARNT proteinem (AhR nuclear translocator)
za vzniku komplexu dvou molekul*®. Takto vytvofeny AhR-ARNT komplex je schopen se
vazat s vysokou afinitou na specifické elementy DNA, oznacované jako DRE/XRE
(dioxin/xenobiotic response element) a prostfednictvim kofaktori dochézi ke zméné genové
exprese cilovych gent (napt. CYP1A1 a 1A2)Y.

CYP1A2 se ucastni metabolismu steroid**. Do této skupiny latek spadd mimo jiné
1 skupina zenskych pohlavnich hormont, estrogenti. CYP1A2 je jednim ze dvou dulezitych
enzymi katalyzujicich hlavni metabolickou drahu endogenniho estradiolu, 2-hydroxylaci®®.
CYP1A2 také efektivné oxiduje estradiol v poloze 16a v lidskych jaternich mikrosomech®.
Indukéni potencidl estradiolu na enzymy CYP je vSak stdle malo prozkouman. Synteticky
derivat 17p-estradiolu EE2 je reverzibilni inhibitor lidskych cytochroma P450 1A1 a 1A2.
Pomérné silné inhibice pomoci EE2 se projevila hlavné u CYP1A1%.

V jatrech, ledvinach a plicich krys BaP siln€ indukuje expresi izoformy CYPIAI,
zatimco Z4dna vyznamna indukce CYP1A1 se neprojevila piisobenim EE2 nebo EST. Tyto
estrogeny v kombinaci s BaP snizuji indukéni potencial tohoto karcinogenu, takze v jatrech

premedikovanych potkanti snizuji nartist exprese CYP1A1l vyvolany BaP*. Vzijemné

pusobeni ED muiZe tedy ovliviiovat expresi CYP a modulovat jejich biologickou t¢innost.
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2 Cil prace

Bakalarska prace byla soucasti grantového projektu Laboratofe molekularni
karcinogeneze a vyvoje 1éCiv nazvaného ,,Organismy a mechanismy urcujici osud
endokrinnich disruptorti v Zivotnim prosttedi“. Ukolem bakalaiské prace bylo studium vlivu
endokrinnich disruptorti benzo[a|pyrenu (BaP), 1 7a-ethinylestradiolu (EE2), 17B-estradiolu
(EST) ajejich kombinaci na expresi a specifickou aktivitu cytochromu P450 1A2 u potkana
in vivo.

Hlavni cile prace byly:

Izolovat celkovou RNA z plic potkanti nepremedikovanych a premedikovanych vyse

uvedenymi slouc¢eninami a jejich kombinacemi.

Prevést izolovanou RNA pomoci reverzni transkripce na cDNA.

Metodou kvantitativni PCR porovnat genovou expresi CYP1A2 v organech
laboratornich potkanti nepremedikovanych a premedikovanych endokrinnimi disruptory

a jejich kombinacemi.

Pomoci metody Western blot s naslednou imunodetekci zjistit miru proteinové
exprese CYP1A2 v mikrosomalnich vzorcich a zastoupeni enzymu v jatrech jednotlivych

premedikacnich skupin potkant.
Stanovit enzymovou aktivitu cytochromu P450 1A2 ve vzorcich mikrosomalni

frakce jater potkani nepremedikovanych a premedikovanych benzo[a]pyrenem, 170-

ethinylestradiolem, 17B-estradiolem a jejich kombinacemi.
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3 Material a metody
3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie a rozpoustédla

Pouzité chemikalie a rozpoustédla pochazeji z téchto zdroju:
Ambion, USA: Nuclease-Free Water

Applied Biosystems, USA: High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, TagMan Gene

Expression Assays
BIO-RAD, USA: APS, Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, TEMED
Fluka, Svycarsko: 2-merkaptoethanol, akrylamid, BIS, Tris-HCI

Gentest BD Bioscience, USA: potkani rekombinantni CYP1Al aCYPIA2 v

Supersomech™

Invitrogen, USA: agarosa, Syber Green II, TRIzol Reagent

Laboratof prof. RNDr. Petra Hodka, CSc.: slepici protilatka proti cytochromu P450 1A2
Lach-Ner, CR: ethanol, KH,POs, kyselina octova, methanol

Lachema, CR: bromfenolova modi, EDTA, glycerol, chloroform, isopropanol, kyselina

borita, MgCl>-6H,0, Na,HPO4, NaH,PO4, NaH,PO4-2H,0, Na,HPO4-12H,0
Laktino, CR: susené mléko
Linde, Ceska republika: kapalny dusik

Loba-Chemie, Indie: Ponceau barva
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Penta, CR: ethanol, NaCl

Promega Corporation, USA: ALP, BCIP, NBT

Roche diagnostics GmbH, Némecko: FastStart Essential DNA Probes Master

Serva, Némecko: Coomassie brilliant blue R-250 (CBB), Triton X-100

Sigma-Aldrich, USA: Anti-chicken IgG (sekundarni protilatka), Anti-rabbit IgG
(sekundarni protilatka), dodecylsulfat sodny (SDS), H>O», krali¢i protilatka proti GAPDH,

NADPH, resorufin, 7-methoxyresorufin

3.1.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy:
40 SM-200 A Pesa, Svycarsko

Aparatura pro metodu Western blot:

Fastblot B43 Biometra, Némecko

Automatické pipety:

Eppendorf Multipette M4, Némecko
Eppendorf, Némecko

Nichiryo Nichipet EX, Japonsko

Centrifugy:
centrifuga 5415R, uhlovy rotor Eppendorf, Némecko

minicentrifuga Spectrafuge™, thlovy rotor Labnet, USA

Elektroforeticka aparatura:
BIO-RAD, USA
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Inkubatory:
Incubator mini Dry Bath MiniB-100 MIULAB, Cina
IR 1500 Flow Laboratories, Némecko

Thermomixer Compact Eppendorf, Némecko

Laminarni box:

Labox

Luminiscen¢ni spektrofotometr:

LS55 Perkin Elmer, USA

Magneticka michacka:

Variomag Monotherm, Némecko

PCR cycler:
Techne (Techgene)

Piedvazky:
440-35N Kern, Némecko
EW 600-2M Kern, Némecko

PVDF membrana:
BIO RAD, USA

Real-time PCR cycler:
Rotor-Gene 2000 (Corbett Research)

Spektrofotometry:
Heh\ios a

Sunrise Absorbance Reader TECAN, Svycarsko

Transilluminator:

DarkReader DR-45M



Trepacky:
Mini rocker MR-1 Biosan, LotysSsko
ttepatka CSAV vyvojové dilny, CR

Vortexy:

Genius 3 IKA, Némecko

MS2 minishaker IKA, USA

Vortex Mixer VX-200 Labnet, USA

Zdroje napéti:
Electrophoresis Power Supply-EPS 301 Amersham Pharmacia Biotech, USA
PowerPac™ Basic Power Supply BIO RAD, USA
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3.2 Metody
3.2.1 Premedikace potkanti

Potkani kmene Wistar byli vystaveni ucinku benzo[a]pyrenu (BaP), 17a-
ethinylestradiolu (EE2), 17B-estradiolu (EST) a jejich kombinacim dle tabulky 1. VSechny
latky byly rozpusténé ve slunecnicovém oleji a jednordzové podavany laboratornim
potkaniim pomoci zalude¢ni sondy (gavazi). V kazdé premedikované skupiné byli tfi

laboratorni potkani a v kontrolni skupiné (CTRL) byl aplikovan pouze slunecnicovy olej.

Tabulka 1: Premedikace laboratornich potkanti.

Oznaceni Premedika¢ni sloucenina
CTRL kontrola
BaP benzo[a]pyren
EE2 17a-ethinylestradiol
EST 17B-estradiol
BaP + EE2 benzo[a]pyren + 17a-ethinylestradiol
BaP + EST benzo[a]pyren + 17B-estradiol
EE2 + EST 17a-ethinylestradiol + 17B-estradiol
Dévka: BaP 150 mg/kg hmotnosti potkana v 0,5 ml oleje
EE2 20 mg/kg hmotnosti potkana v 0,5 ml oleje
EST 20 mg/kg hmotnosti potkana v 0,5 ml oleje

Tteti den byla zvitata usmrcena a byly z nich odebrany organy (jatra, ledviny, plice)
a uchovany pfi teploté -80 °C.
509/2008 Sb.) a vyhlaskou ,,O chovu a vyuziti pokusnych zvitat ¢. 419/2012 Sb.* v prostoru
Centra pro experimentalni biomodely 1. LF UK (U nemocnice 478/5, Praha 5). Premedikace
potkanl byla uskutecnéna pted zahdjenim bakalafské prace. V ramci této prace byly

experimenty provadény s jiz odebranymi organy.
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3.2.2 Izolace RNA

Pti izolaci RNA je potiebné dbat na to, aby nedoslo k poskozeni RNA, protoze se
rychle degraduje ucinkem ribonukleas, které jsou vSeobecnymi kontaminanty vzorkd,
pomucek a chemikalii. RNasy jsou navic termostabilni, aktivitu si zachovavaji i po vyc¢isténi
materidlu denaturacnimi c¢inidly. Proto je nutné pii praci s RNA pracovat sterilné
a v rukavicich bez pudru.

Plastové mikrozkumavky a MilliQ H>O byly sterilizované v autoklavu pii teploté
134 °C 20 minut. Tfeci misky, tloucky, pinzety, Spachtle a kadinky byly pied pouZzitim
omyty 10% H20», zabalené do alobalu a vlozeny do susarny na 6 hodin pfi teploté 180 °C.
V den izolace byla 10% H2O> o€istena pracovni plocha laminarniho boxu (Flow-boxu) a do
n¢j vlozeny veskeré potfebné nastroje. Pipety, krabicky se Spicky s filtrem a mikrocentrifuga
byly osetfeny 70% ethanolem a vlozeny do Flow-boxu, ktery byl vysviceny UV svétlem po
dobu 15 minut.

Pro homogenizaci byly kousky plic potkanti z jedné premedikacni skupiny spojeny
dohromady. Ze spolecného homogenatu byly uskuteénény tfi paralelni izolace RNA.
Homogenizace probihala ve tfeci misce s tlouckem v pfitomnosti tekutého dusiku.
Jednotlivé vzorky byly ptevedeny do 1 ml ¢inidla TRIzol™. Vzorky byly promichany na
vortexu a inkubovany pii pokojové teploté 5 minut.

V dal§im kroku izolace bylo k homogenatu pfidano 200 pl chloroformu, vzorky byly
15 sekund tfepany na vortexu, inkubovany pii pokojové teploté 3 minuty. Nasledovala
centrifugace (centrifuga Eppendorf 5415R, 12 000 g, 4 °C, 15 minut), po které byla odebrana
vrchni vodnad faze obsahujici RNA do novych mikrozkumavek tak, aby nedoSlo ke
kontaminaci mezifazi. Do vzorkll bylo pfidano takové mnoZstvi ledového isopropanolu,
které¢ odpovidalo objemu odebrané vodné faze s RNA. Po 10min inkubaci pii pokojové
teploté a nasledné centrifugaci (12 000 g, 4 °C, 15 minut) byl supernatant odstranén a do
jednotlivych mikrozkumavek bylo k peleté ptfidano 750 pl 75% ethanolu. Vzorky byly
promichény na vortexu, prob¢hla centrifugace (7600 g, 4 °C, 5 minut), supernatant byl
odstranén odsatim pipetou a pelety byly vysuSeny na termostatu 5 minut pii 60 °C.

Na zévér byly vzorky fedény vodou bez RNas (,,RNase free” vodou), promichany na
vortexu a inkubovéany 15 minut pii 60 °C. Izolovand RNA byla rozpipetovana na aliquoty

a uchovana ve vysokomrazicim boxu pii teploté —80 °C.
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3.2.3 Elektroforéza na agarosovém gelu

Erlenmayerova banka, odmérné valce (50 a 500 ml) a MilliQ voda byly vyklavované.
Nédoba na elektroforézu byla osetiena 10% H202 a oplachnutd MilliQ vodou. Ze zésobniho
roztoku 5x TBE pufru (445 mM Tris; 445 mM H3BO;; 10 mM EDTA; pH 8-8,3) byl
ptipraven 0,5x TBE pufr. Potom bylo pfipraveno 40 ml 1% agarosového gelu v 0,5x TBE
pufru. Smés byla zahtivana ptiblizn¢ 2 minuty v mikrovinné troubé, dokud se agarosa uplné
nerozpustila. Po ochlazeni proudem tekouci vody byl roztok nalit do pfipravené formy na
gel. Pfed ztuhnutim byl do gelu vlozen hieben, aby vytvofil jamky na vzorky. Aparatura pro
elektroforézu byla naplnéna 0,5x TBE pufrem a byla do ni vloZzena vanicka s gelem.

Naésledovala piiprava vzorkt. Ke 2 pl vzorkl izolované RNA byla ptfidana ,,RNase
free” voda (3 pl) do celkového objemu 5 pl. Nasledné byl pfidan 1 pl vzorkového pufru (6x
Loading dye). Jako marker délky fetézce RNA byl pouzit ssRNA Ladder, ktery byl pfipraven
dle protokolu vyrobce, zahtivan pti 90 °C po dobu 2 minut a poté vlozen na led. Do jamek
v gelu bylo pipetovéno 10 pl markeru a 8 pl roztoku RNA. Elektroforéza probihala 45 minut
pti 110 V.

Pti vizualizaci gelu bylo potieba pracovat ve dvojitych rukavicich. Po ukoncéeni
elektroforézy byl gel vlozen do misky s barvici lazni (50 ml 1x TBE + 5 pl SyberGreen II).
Miska byla zabalena do alobalu a nechana na ttepacce 30 minut. Po uplynuti ¢asu probéhlo

vyvolani gelu v temné mistnosti na Dark Readeru. Gel byl vyfotografovan.

3.2.4 Stanoveni koncentrace a ¢istoty RNA

Pro stanoveni Cistoty a koncentrace byla odectena absorbance jednotlivych vzorkl
pii 260, 280 a 320 nm. Pfed méfenim bylo potieba vzorky fedit 40x (10 pul vzorku a 390 ul
»RNase free* vody). Na spektrofometru HeAios a bylo méfeno absorpcni spektrum vzorki
izolované RNA v rozmezi vinovych délek od 220 do 324 nm.

Absorpéni maximum nukleovych kyselin je pii vinové délce 260 nm. Cistota RNA
byla vypocitana z poméru absorbanci pfi vinovych délkach 260 a 280 nm, pfi které absorbuji
nejvice proteiny. Hodnotu absorbance pti vinové délce 320 nm je nutné odecist od kazdé

hodnoty jako absorbanci pozadi. Pro stanoveni ¢istoty RNA ziskdme vzorec:

A260 - A320

A280 - A320
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Pti vinové délce 260 nm vykazuje roztok RNA o koncentraci 40 pg/ml absorbanci 1.
Pro vypocet koncentrace RNA ve vzorku byl tedy pouzit vzorec:

_ A260—4320 | L . _
C=—"oos 40 - fedeni; [c] = pg/ul

3.2.5 Syntéza cDNA — reverzni transkripce

Reverzni transkripce je metoda, pti které je pomoci enzymu reverzni transkriptasy
(RNA-dependentni DNA polymerasa) syntetizovand molekula ¢cDNA (complementary
DNA) podle jednotetézcového useku RNA. Syntéza probihd od mista navazani primeru. Pro
iniciaci syntézy je nejCastéji vyuzivany primer poly-dT (komplementarni usek k
sekvenci poly-A) nebo se vyuzivd smés hexanukleotidii. Mohou se pouzit i oligonukleotidy,
které jsou specifické pro konkrétni sekvence daného genu®’.

Pted zacatkem prace byl Flow-box ocistény 10% H>0O-, byly do néj vlozeny vSechny
potiebné nastroje, které byly vysviceny UV svétlem po dobu 20 minut. Jednotlivé vzorky
byly po celou dobu pfipravy co nejvic udrzované na ledu a pracovalo se v rukavicich.
Reverzni transkripce byla provedena pomoci kitu High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit. Jako prvni byla pfipravena reakéni smés (,,RT master mix*), kterd

obsahovala slozky v pfislusnych objemech z tabulky 2.

Tabulka 2: Slozeni ,,RT master mixu* pro jeden vzorek

4,2 pl RNase free H2O
2 nl 10x RT buffer
2 pl 10x RT Random Primers
0,8 pl 25x ANTP Mix (100 mM)
1 pl RNase inhibitor

Po rozmrazeni byl 1 pg izolované RNA fedén na objem 10 ul ,,RNase free* H>0. Ke
kazdému vzorku bylo pfidano 10 pl ,,RT master mixu* a nasledné byly z kazdé¢ho vzorku
odebrany 2 pl jako negativni kontrola. Po tomto kroku byla do vSech vzorkd, z kterych byla
odebrana negativni kontrola, pipetovana MultiScribe™ reverzni transkriptasa (RT) po 1 pl.
Vzorky byli stoCeny a pfemistény na PCR thermocycler, ktery byl nastaven na program pro

reverzni transkripci:
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25 °C 10 minut (nasedani ndhodnych hexamert)
37 °C 120 minut (prodluzovani fetézcii cDNA)
85 °C 5 minut (inaktivace RT)

Program byl ukoncen chlazenim pii teploté¢ 4 °C. Po vyjmuti byly vzorky uskladnény ve

vysokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

3.2.6 Real-Time PCR (qPCR)

Metodou PCR muze byt kazdé sekvence nukleové kyseliny pfitomna v komplexnim
vzorku amplifikovana v cyklickém procesu, pfi kterém se vytvoii velky pocet identickych
kopii, které je mozné snadno analyzovat®'. gPCR slouzi pro kvantifikaci DNA a transkripce.
Je zaloZena na klasické PCR metodg, avsSak s vyuZitim fluorescen¢ni sondy, ktera v pribéhu
PCR slouzi k pribéznému zaznamenavani mnozstvi amplifikované DNA. Jedna se
o kombinaci amplifikace ajeji detekce vkazdém kroku, které je dosazeno pouzitim
fluorescencnich latek. Koncentrace produktu PCR koreluje s intenzitou fluorescence.

qPCR se stala jednou z nejrozsitenéjSich metod kvantifikace genti, protoze ma velky
dynamicky rozsah, obrovskou senzitivitu, vysokou sekvenéni specifitu a jen malo nebo
74dné post-amplifikaéni zpracovani®?. Vyuziva se na detekci pathogend, analyzu genové
exprese, chromozdmovych aberaci nebo jednonukleotidového polymorfizmu (SNP)*!. Jednu
z moznych variant pribéhu qPCR predstavuje proces, kdy dochézi ke §tépeni TagMan sondy
za vyuziti 5° nukleasové aktivity DNA polymerasy. Jedna se o hydrolyza¢ni sondu, ktera
obsahuje na svém 5° konci fluorescenéni znacku a na 3¢ konci zhaSeci ¢inidlo. V pribéhu
reakce dochazi k zvySovani fluorescence, ktera je zptisobena oddalovanim fluorescenéniho
a zhaseciho barbiva™.

Na uvod bylo potieba vzorky cDNA a jejich negativni kontroly 10x fedit ,,PCR Grade* H>O.
Nasledné¢ byl pfipraven premix obsahujici slozky z tabulky 3.

Tabulka 3: Slozeni premixu

1 vzorek [pl]
Master Mix (2x) 10
Primer & Probe Assay (20x) 1
H,O (PCR Grade) 4
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qPCR primer & probe assay obsahuje neznacené pary specifickych primerti a sondu
nesouci fluorescen¢ni znacku. Geny, které byly analyzovany pomoci vySe uvedenych
dostupnych primert, byly B-aktin, ktery byl pouzit jako referecni gen, a CYP1A2. K 15 pul
premixu bylo pipetovano 5 ul 10x fedéné cDNA au slepého vzorku bylo misto cDNA
ptidano 5 pl ,,RNase free* vody. Pro kazdy vzorek byly ptipraveny dvé paralelni stanoveni.
Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do Real-time PCR cycleru Rotor Gene 2000. Pouzival
se rotor s 72 jamkami. Pomoci programu byly nastaveny tyto reakéni podminky:

95 °C 10 minut (aktivace DNA polymerasy)
Potom nasledovalo 50 cyklti s podminkami:

95 °C 15 sekund (denaturace DNA fetézce)

60 °C 60 sekund (nasednuti primerd a sondy a syntéza nového fetézce DNA)
K vyhodnoceni vysledkill byl pouzit program Rotor Gene, diky kterému byly uré¢eny hodnoty
Cr znadici cislo cyklu, ve kterém amplifikacni kiivka protind linii ,,threshold” se
signifikantnim nartistem detekce signalu.

Z vysledkli dvou paralelnich méfeni pro kazdy vzorek cDNA byla vypocitana
hodnota aritmetického priméru €isla cyklu Cr, vyjadiujici relativni zastoupeni genu pro f3-
aktin a CYP1A2 ve vzorku. Hodnota ACt byla urCena tak, ze od Ct hodnoty cilového genu
jsme odecetli hodnotu Ct genu referencniho. Mira indukce exprese genu CYP1A2 ve
vzorcich dané tkan€ izolované z potkanii premedikovanych benzo[a]pyrenem, 17a-
ethinylestradiolem, 17p-estradiolem a jejich  kombinacemi proti tkdni  potkanQ

nepremedikovanych je vyjadiena pomoci hodnoty 2744¢T, ktera je po&itana dle vzorce:
2—AACT— 2—(ACT(premedikace)—ACT(kontrola))

Statistické vyhodnoceni ziskanych vysledkt bylo provedeno pomoci programu REST 2009.

3.2.7 Diskontinualni elektroforéza SDS PAGE

Diskontinualni  elektroforéza v  polyakrylamidovém gelu v  pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) slouZzi k separaci proteinii na zdkladg jejich rozdilné
molekulové hmotnosti. Dodecylsulfat sodny (SDS) se vaze na hydrofobni ¢asti proteinti stale
ve stejném poméru (1,4 g SDS/g proteinu) a udéluje jim jednotny zaporny naboj>*.
Polymerace gelu probiha radikalovym mechanismem, ktery iniciuje persiran amonny (APS)

a N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED). Tyto latky napomahaji vzniku a
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stabilizaci volnych radikal, pomoci nichz dochazi k polymeraci akrylamidu s N,N’-
methylen-bis-akrylamidem (BIS) za vzniku trojrozmérné sit&>>.

V prvni fad¢ si bylo potfeba k separaci proteint ptipravit 10% separacni gel. Na
pfipravu 4 gell bylo potteba: 7,9 ml dH>O, 6,7 ml 30% (w/v) akrylamidu (29% (w/v)
akrylamid, 1% (w/v) BIS), 5 ml pufru A (pH 8,8; 1,5 M Tris-HCI), 200 ul 10% (w/v) SDS, 8
wl TEMED, 200 ul 10% (w/v) APS. Mezi dvé Cistd, odmasténa skla s mezerou Imm,
uchycena v elektroforetické soustave pro tuhnuti gela (BIO-RAD), byl pipetovan roztok pro
piipravu separacniho gelu piiblizn€ do vysky 6 cm a prevrstven 1 cm destilované vody, aby
bylo zabranéno nerovnomérnému tuhnuti gelu. Po 30 minutich byla voda slita a odsata
pomoci filtraéniho papiru. Nésledovalo naliti 4% zaostfovaciho gelu, kterého slozeni pro 4
skla odpovidalo: 3,6 ml dH>O, 667 ul 30% (w/v) akrylamidu (29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v)
BIS), 630 ul pufru B (pH 6,8; 1,0 M Tris-HCI), 50 ul 10% (w/v) SDS, 5 ul TEMED a 50 ul
10% (w/v) APS. Do zaostfovaciho gelu byl umistén desetijamkovy hieben. Znovu bylo
potieba pockat 30 minut, nez doslo ke ztuhnuti gelu. Po uplynuti casu byl hieben opatrné
odstranén, skla byla zasunuta do elektroforetické aparatury, kterd byla naplnéna
elektrodovym pufrem (pH 8,3, 0,192 M glycin, 0,025 M Tris-HCI, 0,1% (w/v) SDS) tak, aby
jamky byly pod hladinou.

Vzorky mikrosomalni frakce jater byly vhodné fedény na koncentraci 50 pg proteinu
na jamku destilovanou vodou a 4x koncentrovanym vzorkovym pufrem (pH 6,8; 0,63 M
Tris-HCI, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-merkaptoethanol, 0,003% (w/v)
bromfenolova modr). Jako pozitivni kontrola bylo pouZzito 0,5 pmol rekombinantniho
potkaniho CYP1A1l a CYP1A2 v Supersomech™. Vzorky byly pfed nanasenim vafeny 5
minut pii 100 °C a pomoci mikrostfikacky Hamilton s tupou jehlou nanesené do jamek.
Nejprve bylo pipetovano 8 pul markeru molekulovych hmotnosti (Precision Plus Dual Color
Standard). Naneseny objem mikrosomalnich vzork® a standardl byl 20 pl. Elektroforéza
probihala 60 minut pii 200 V.

Po skonceni elektroforézy byl gel vloZzen do Petriho misky s barvici lazni (0,25%
(w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 46% (v/v) ethanol, 9,2% (v/v) kyselina octova) na 1
hodinu a nasledné byl pfenesen do odbarvovaci 1azné (25% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina

octova), v které byl ponechan ptes noc. Dalsi den byl gel oskenovéan.
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3.2.8 Prenos proteinii metodou ,,Western blot*“ a imunodetekce CYP1A2

Metoda Western blot (Wb) patii mezi tzv. ptenosové techniky a slouzi k detekci
velikosti ¢i relativniho mnozstvi ur¢eného proteinu ve smesi proteinti. Metodé proteinového
ptenosu predchazi SDS-PAGE, pomoci které jsou proteiny ve vzorku rozdélené podle svoji
molekulové hmotnosti. Nasleduje pienos na napt. PVDF membranu atzv. blokace
membrany. Hledané proteiny jsou nasledn¢ oznacené pomoci specifické primarni protilatky,
na kterou je v dalSim kroku navazana sekundarni protildtka nesouci enzym umoznujici
vizualizaci®®. Jako kontrola spravné naneseného mnozstvi vSech vzorki se vyuziva protein,
ktery je v analyzovanych vzorcich exprimovan konstitutivné. Pfikladem je glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenasa (GAPDH)>, ktera byla pouzita i v naSich experimentech.

Po skon¢eni SDS-PAGE byl druhy gel na 30 minut vlozen do pienosového pufru (pH
8,3; 0,192 M glycin, 0,05 M Tris-HCI). Potom bylo nastiithano 6 ks filtracniho papiru
Whatman a1 ks PVDF membrany. Pinzetou byl opatrné odstranén ochranny obal a
membrana byla vlozend nejprve do methanolu (30 sekund), potom do dH>O (dokud se cela
neponofila) ana zadvér do ptrenosového pufru (5 minut). Aparatura na blotovani byla

sestavena podle obr. 7 a pfipojend k zdroji.

Bezpednostni kryt

Katoda

Filtr. papir
Gel
Membrana

Filtr. papir

Anoda

Obriazek 7: Aparatura pro pfenos proteini na membranu®’.

Podle velikosti plochy gelu byla ur¢ena hodnota elektrického proudu vychazejici z predpisu:
I[=3mA/1cm?gelu

Celkovy ptenos proteint trval 30 minut. Po skonceni blotovani byla membrana ponoifena do

Ponceau (0,5% PONCEAU cerven v 1% kyseliné octové) na 20 sekund pro kontrolu pfenosu

proteind a nasledné byla omyta dH,O ze stficky. Poté byla vloZena na 1 hodinu do 5%
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blokovaciho roztoku suSené¢ho odtu¢néného mléka a pufru PBS Triton X-100 (pH 7,2; 1,8
mM Na:HPOy, 1 mM NaH>POy, 0,134 M NaCl; 0,3% (w/v) TRITON X-100). Po blokovani
byla membrana rozstiihnuta v mist¢ mezi molekulovymi hmotnostmi 50 kD a 30 kD na dvé
Casti. Vrchni ¢ast byla vlozena do primarni protilatky, kterou byla slepi¢i primarni protilatka
proti potkanimu CYP1A2 (fedeni 1:2000) a spodni ¢ast byla ponotfena do roztoku primarni
kréli¢i protilatky proti GAPDH (fedeni 1:5000). Inkubace obou protilatek probihala
v chladové mistnosti pfes noc na tfepacce.

Druhy den byly obé membrany promyty 4x 5 minut v blokovacim roztoku a vlozené
do roztokd sekundarnich protilatek. Pro detekci CYP1A2 byla jako sekundarni protilatka
pouzitd IgG-AP slepici protilatka proti slepi¢i primarni protilatce (fedeni 1:1000) a pro
detekci GAPDH IgG-AP krali¢i sekundérni protilatka (fedeni 1:10000). Inkubace probihala
1 hodinu na tfepacce pti laboratorni teploté. Po inkubaci byly membrany promyty 2x 5 minut
v blokovacim roztoku, 2x 5 minut v PBS-Triton a 5 minut v dH>O. Poslednim krokem této
metody byla vizualizace proteinti roztokem na vyvijeni, ktery obsahoval: 5 m! pufru ALP
(pH 9; 100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl>-6H>0), 33 ul NBT (nitro blue
tetrazolium chlorid v 70% N,N-dimethylformamidu) a 16,5 ul BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl fosfat ve 100% dimethylformamidu). Thned po tom, co byly pozorovany jen nepatrné
prouzky, bylo vyvoldvani zastaveno namocenim membrany do dH»>O. Nasledné¢ byly

membrany osuSeny mezi filtraCnimi papiry, oskenovany a vyhodnoceny programem ImageJ.

3.2.9 O-demethylace 7-methoxyresorufinu (MROD)
MROD aktivita byla pouzita pro sledovani aktivity enzymu CYP1A2. Tento enzym

je hlavnim enzymem, ktery katalyzuje demethylaci 7-methoxyresorufinu®. Mechanismus
zahrnuje oxidaci substratu na alifatickém uhlikovém atomu na éterovou vazbu, ¢imz se ziska
hemiacetal, ktery se spontanné disociuje za vzniku resorufinu. Ten vyzafi fluorescencéni
signdl a toho vyuziva fluorescenéni spektroskopie. Struktura resorufinu a 7-
methoxyresorufinu je znazornéna na obrazku 8, str. 33. Ke stanoveni O-demethyla¢ni

aktivity byly pouzity jaterni mikrosomy.
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Obrizek 8: Struktura methoxyresorufinu a resorufinu®%.

Slozeni inkubaéni smési:

100mmol/l fosfatovy pufr (pH 7,4)

2 umol/l 7-methoxyresorufin (zésobni roztok 0,2 mM v methanolu)

0,5 mmol/l NADPH (zé&sobni roztok 5 mM v pufru)

Vhodné fedéné mikrosomy o riznych koncentracich

Mikrosomy byly fedény pufrem tak, aby enzymové reakce probihala kinetikou 0.
fadu a narust fluorescence zplisobeny tvorbou produktu byl v ¢ase linearni. Koncentrace
proteini kontrolnich mikrosomti ¢inila 0,5 mg/ml. Mikrosomalni frakce z potkanii
premedikovanych BaP a jeho kombinacemi musely byt kviili vysoké fluorescenci produktu
fedény na koncentraci 0,1 mg/ml. Ze vzorkového pufru, vhodné fedénych mikrosomu a 7-
methoxyresorufinu byla nejprve pfipravena preinkubacni smés pro tfi paralelni méteni na
kazdy vzorek mikrosomalni frakce. Smés byla po zamichani ponechana 10 minut inkubovat
pti 37°C a poté rozpipetovana po 180 pl do tii jamek mikrotitracni desticky. Ke kazdému
vzorku bylo pfidano 20 pl 0,5mM NADPH. Ihned byla métena fotoluminiscence resorufinu
(Luminiscence Spectrometr Pelkin Elmer LS-55) po dobu 10 minut v jednominutovych
intervalech pfi excitacni a emisni vinové délce 530 nm a 585 nm. MnoZstvi resorufinu bylo
odecteno z kalibracni kfivky namétené pro kalibracni roztoky resorufinu (0, 2, 4, 8, 16, 24,
32, 40, 60, 80, 100, 120, 160 pmol/jamka) ptipravené z 10 uM zésobniho roztoku resorufinu

v methanolu fedénim vzorkovym pufrem.
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4 Vysledky a diskuse
4.1 Izolace RNA

K tomu, abychom urcili obsah mRNA pro enzym CYP1A2, bylo nutné izolovat
RNA. RNA byla ziskdna zetii organi (jatra, ledviny, plice) potkanii kontrolnich,
nepremedikovanych, a potkanii premedikovanych, kterym byly podévané endokrinni
disruptory a jejich kombinace (BaP, EE2, EST, BaP+EE2, BaP+EST, EE2+EST). V ramci
této bakalarské prace byla izolovana RNA z plicni tkané.

Pti izolaci celkové RNA bylo vyuzité¢ ¢inidlo TRIzol Reagent. Kvalitu izolované
RNA jsme zjiStovali pomoci elektroforézy na agarosovém gelu. Po vizualizaci
separovanych molekul RNA byly na gelu patrné dva prouzky odpovidajici 18S a 28S rRNA
(obr. 9), které jsou ditkazem nedegradované RNA
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Obrazek 9: Ukazka elektroforézy izolované RNA na agarosovém gelu. Pfi této elektroforéze byly

pouzity plicni vzorky potkanti premedikovanych kombinacemi BaP+EST a BaP+EE2.

Z hlediska cCistoty avytéZku jsme izolovanou RNA hodnotili pomoci
spektrofotometrického  meétfeni  absorpcnich  spekter. Ziskané hodnoty Cistoty

a koncentrace jednotlivych vzorkii RNA jsou uvedeny v tabulce 4 (str. 35).
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Tabulka 4: Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace izolované plicni RNA

Premedikace Cistota ¢(RNA) [ng/ul]
CTRLI 1,89 0,68
CTRL2 2,05 0,36
CTRL3 1,90 0,42

BaP1 1,75 1,75
BaP2 1,90 0,93
BaP3 1,76 0,96
EE2-1 1,83 0,60
EE2-2 1,82 0,43
EE2-3 2,00 0,60
ESTI 1,76 0,76
EST2 1,97 0,44
EST3 1,84 0,72

BaP+EE2 (1) 1,71 0,56

BaP+EE2 (2) 1,74 0,51

BaP+EE2 (3) 1,83 0,53

BaP+EST (1) 1,86 0,52

BaP+EST (2) 1,94 0,61

BaP+EST (3) 1,89 0,44

EE2+EST (1) 1,82 0,76

EE2+EST (2) 1,79 0,71

EE2+EST (3) 1,83 0,42

4.2 Genova exprese CYP1A2

Dal$im krokem bylo pfevedeni RNA na ¢cDNA metodou reverzni transkripce.
Exprese mRNA byla analyzovana pomoci metody kvantitativni PCR s vyuzitim komer¢nich
sond. cDNA byla pfipravena z 1 pg izolované RNA. Pro analyzu genové exprese CYP1A2
v jatrech a ledvinach byla pouZita jiz pfipravena cDNA. Vzorky byly pomoci kvantitativni
PCR analyzované z hlediska exprese -aktinu jako referencniho genu, ktery by mél byt ve
vSech tkanich exprimovan ve stejném mnozstvi, a genu pro CYP1A2. Analyza exprese genu
CYP1A2 byla provadéna stejnym zpisobem jako u B-aktinu. Hodnoty Ct byly urceny z

vyslednych amplifikaénich kiivek, které jsou zobrazeny na obrazcich 10 a 11 (str. 36).
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Obrazek 10: Amplifikacni kiivky vzorku jater pro gen CYP1A2 v linearnim zobrazeni.
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Obrazek 11: Amplifikacni kiivky vzorki jater pro gen CYP1A2 v logaritmickém uspotfadani

s oznacenou linii ,,threshold*.

Ziskana data byla vyhodnocena a vysledky jsou zobrazené v tabulkach 5,6 a 7 (str. 37) a v
grafech (obr. 12, str. 38). Mira genové exprese CYP1A2 v jednotlivych organech potkanii
premedikovanych endokrinnimi disruptory a jejich kombinacemi byla porovnana s potkany

nepremedikovanymi.
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Tabulka 5: Relativni kvantifikace genové exprese CYP1A2 v jaternich vzorcich.

Rel. mira genové

Zména genové exprese

Jatra exprese CYP1A2 CYP1A2 S’tatistické
(ACT) (2" AACT) vyznamnost
CTRL -0,29 + 0,245 1

BaP -2,85 £ 0,065 5,87 *E% (P<0,001)
EE2 1,88 £0,059 0,22 *E% (P<0,001)
EST 1,87 0,088 0,22 *** (P<0,001)
BaP+EE2 170 £0,143 2,65 x5 (p<0,001)
BaP+EST 22,29 £ 0,068 3,08 x5 (p<0,001)
EE2+EST 3,05 £ 0,090 0,10 *E% (P<0,001)

Tabulka 6: Relativni kvantifikace genové exprese CYP1A2 v ledvinnich vzorcich.

Rel. mira genové Zména genové exprese
Ledviny exprese CYP1A2 CYP1A2 Statisticka
(AC) (2-8ACT) vyznamnost
CTRL 12,80 + 0,338 1

BaP 10,50 £ 0,474 491 **(P<0,01)

EE2 13,59 £ 0,243 0,58 *#% (P<0,001)

EST 12,69+ 0,168 1,08 -
BaP+EE2 11,35+ 1,271 2,74 -
BaP+EST 9,36 = 0,628 10,84 **% (P<0,001)
EE2+EST 13,54+ 0,787 0,60 -

Tabulka 7: Relativni kvantifikace genové exprese CYP1A2 v plicnich vzorcich.

Rel. mira genové Zména genové exprese
Plice exprese CYP1A2 CYP1A2 Statisticka
(ACT) (2-24cCr) vyznamnost
CTRL 16,98 + 0,251 1

BaP 9,02 £ 0,279 248,14 **% (P<0,001)

EE2 17,13 £ 0,567 0,90 -

EST 15,97 + 0,166 2,01 *#% (P<0,001)
BaP+EE2 17,26 + 0,105 0,82 -
BaP+EST 16,05+ 0,314 1,90 **(P<0,01)
EE2+EST 19,38 £ 0,258 0,19 **% (P<0,001)
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Relativni genova exprese CYP1A2 v jatrech Relativni genova exprese CYP1A2 v
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Obrazek 12: Relativni genova exprese CYP1A2 v jatrech, ledvinach a plicich potkant kontrolnich
(CTRL) a premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), 170-ethinylestradiolem (EE2), 17pB-
estradiolem (EST) a jejich kombinacemi. Standardni chyba méteni vyhodnocena programem REST
2009.

Pomoci metody kvantitativni PCR bylo kvantifikovano relativni mnoZzstvi mRNA
pro CYP1A2 v jatrech, ledvinach a plicich potkant premedikovanych BaP, EE2, EST
a jejich kombinacemi. Pouze premedikace obsahujici BaP samostatné¢ nebo v kombinaci
s EE2 ¢i1 EST vedly k indukci genové exprese CYP1A2 v jatrech. Indukéni vliv BaP nebyl
v pripad¢ spolecného podani s estrogeny vsak tak velky jako v ptipad€¢ samostatného podani
BaP, oba estrogeny snizily induk¢ni potencial BaP. Vystaveni potkanti EE2 a EST zptisobilo
v jatrech pokles genové exprese CYP1A2. Kombinované podani obou estrogenti vedlo k

nejveétsimu poklesu genové exprese oproti kontrolni skuping.
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V ledvinach doslo k statisticky vyznamné indukci genové exprese CYP1A2 pouze
pti podani samostatného BaP a jeho kombinace s EST. Opét byla snizena exprese CYP1A2
u vzorkl premedikovanych syntetickym estrogenem, at’ uz samostatné¢ nebo v kombinaci s
EST. EE2 také vyrazn¢ snizil indukcni potencial BaP.

V plicich byla genova exprese CYP1A2 nejvice zvySend u vzorkll potkant
premedikovanych samostatnym BaP. Mirné zvyseni genové exprese bylo pozorovano i u
EST ajeho kombinace s BaP. Je zjevné, ze EE2 vyrazné snizuje induk¢ni efekt BaP ve vSech
organech. Nase vysledky souhlasi s tim, ze estrogeny ovliviiuji expresi CYP1A1, ktera klesa,
kdyz se zvysuje zdkladni hladina estrogenti v organismu®.

Z hlediska samostatné¢ podavanych estrogeni odpovidaji nase vysledky udajim

pozorovanym u ryb, ve kterych se zvysujici zakladni hladinou estrogent v organismu klesa

genova exprese CYP1AS%6!,

4.3 Proteinova exprese CYP1A2

Pomoci metody Western blot (Wb) a naslednou imunodetekci byla analyzovana mira
exprese CYP1A2 u potkant, kterym byly podavany ptislusné endokrinni disruptory a jejich
kombinace. Detekce byla uskute¢néna pouze u jater. Pro kontrolu spravné¢ nanesené¢ho
mnozstvi proteinu byla pouZzita GAPDH, kter4 je ve vzorcich exprimovéana konstitutivng. Po
metodé¢ Wb nésledovala imunodetekce polyklonélni protilatkou proti CYP1A2, na zéklade
které jsme zjistili zastoupeni enzymu v jatrech jednotlivych premedikacnich skupin potkand.

Na obrazku 13 (str. 40) je ukdzka membrany po imunodetekci CYP1A2 ve vzorcich
mikrosomalni frakce jater potkani premedikovanych ED a jejich kombinacemi. Z obrazku
jasné vyplyva, ze u vzorkd mikrosomalni frakce jater potkanti premedikovanych BaP a

kombinacemi BaP s EE2 nebo EST dochazi k silné indukci CYP1A2.
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Obrazek 13: Imunodetekce CYP1A2 v jaternich mikrosomech potkant kontrolnich (CTRL) a
premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), 17a-ethinylestradiolem (EE2), 17B-estradiolem (EST)
ajejich kombinacemi. Jako standardy byly pouzity supersomalni CYP1Al a 1A2. Jedna jamka
obsahovala 50 pg proteinu.

Intenzity prouzki odpovidajicich CYP1A2 a GAPDH byly vyhodnoceny pomoci
programu ImageJ (obr. 14). Hodnoty intenzit byly vztaZeny ke kontrolnim vzorkiim potkand,
kterym bylo pfifazeno zastoupeni 100 %, coz odpovidalo nalezenému mnozstvi CYP1A2

v téchto vzorcich.
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Obrazek 14: Relativni mnozstvi CYP1A2 ve vzorcich mikrosomalni frakce izolované z jater

potkanti premedikovanych BaP, EE2, EST a jejich kombinacemi.

Z grafu vyplyva, ze v mikrosomalnich frakcich z jater potkanli premedikovanych
BaP aplikovanym at’ uZ samostatné nebo v kombinaci s estrogeny doslo ke zvySeni hladiny
CYP1A2 5-6x. Zvyseni exprese CYP1A2 je v téchto tfech premedikacnich skupinach

pfiblizné stejné, z cehoz vyplyva, Ze estrogeny nemély na trovni proteinu zaddny vliv na
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indukéni efekt BaP. U vzorkli mikrosomalni frakce jater potkani premedikovanych
samotnym EE2 nebo EST nedoslo ke zmén¢ exprese CYP1A2 oproti vzorkiim mikrosomalni
frakce jater potkant nepremedikovanych. K velmi mirnému zvySeni exprese CYP1A2 oproti
kontrolni skupiné doslo u vzork mikrosomalni frakce potkant premedikovanych kombinaci
EE2+EST. Vzhledem k tomu, Ze nartst byl mirny, nepovazujeme zvyseni exprese CYP1A2
za vyznamneé.

Analogické zmény byly v ramci naSeho projektu pozorovany pii studiu vlivu BaP,
EE2 a EST na expresi CYP1A1%%, dalsiho zastupce podrodiny 1A cytochromii P450, ktery
je stejné jako izoforma CYP1A2 indukovatelny pfes AhR. Porovnani mnozstvi CYP1A2 v
jednotlivych mikrosomalnich frakcich z jater potkant vedlo k téméf stejnym vysledkim jako
pfi zkouméani CYP1A1. Na trovni CYP1A1 vedlo samostatné i kombinované podani BaP
spolu s estrogeny laboratornim potkanim ke zvySeni exprese, coz je shodné s nasSimi
vysledky pfi zkouméani CYP1A2 v mikrosomalnich frakcich jater. U vzorka jater potkant
premedikovanych samotnym EE2 nebo EST nedo$lo ke zméné exprese CYP1Al ani
CYPI1A2 oproti vzorkiim mikrosomalni frakce jater potkani nepremedikovanych. Stejny

vysledek byl zaznamenan pti kombinovaném podani estrogend.

4.4 Stanoveni aktivity CYP1A2

Specifickd aktivita CYP1A2 byla stanovena méfenim O-demethylace 7-
methoxyresorufinu. Dany enzym katalyzuje tuto reakci na fluorescenéni produkt resorufin,
ktery nasledné stanovujeme fluorescencni spektroskopii. Na stanoveni specifické aktivity
cytochromu byly pouzité pouze vzorky z mikrosomalni frakce jater. Na obrazku 15 (str. 42)
jsou zobrazeny aktivity CYP1A2 v jednotlivych mikrosomélnich frakcich jater kontrolnich

a premedikovanych potkand.
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Obrazek 15: Specificka aktivita CYP1A2 v jaternich mikrosomech potkant kontrolnich (CTRL) a
premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), 17a-ethinylestradiolem (EE2), 17B-estradiolem (EST)
a jejich kombinacemi. Vysledky jsou vyjadieny jako primérné hodnoty a standardni odchylky ze tii
meéteni. Statistickd vyznamnost byla vyhodnocena pomoci T-testu (*** p < 0,001 ,** p < 0,01 a * p

<0,05).

Specificka aktivita CYP1A2 naméfend v jednotlivych mikrosomalnich frakcich z
jater potkanti t¢émé&f odpovida vysledkiim ze stanoveni proteinové exprese CYP1A2 metodou
Wb s néslednou imunodetekci. Vysledky naznacuji, Ze ve srovnani s kontrolni skupinou byla
O-demethylasova aktivita CYP1A2 signifikantné¢ indukovana v jatrech potkand
premedikovanych benzo[a]pyrenem a jeho kombinacemi s estrogeny. K mirnému zvySeni
aktivity doslo 1 v jaternich mikrosomech potkant premedikovanych kombinaci EE2 a EST,
podobny nartst byl pozorovan i na urovni mnozstvi detekovaného proteinu (obr. 14, str. 40),
a u vzorkil premedikovanych pouze EE2. V piipad¢ samostatného podani EST nedoslo k
zadné zmeéné v aktivité¢ CYP1A2.

Nékteré studie provadéné in vitro ukézaly inhibi¢ni vliv estrogenit EE2 1 EST na
enzymovou aktivitu CYPIA v jaternich mikrosomech potkana a prasete®>. Oba estrogeny
v nich vykazovaly silny inhibi¢ni G¢inek na O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu (EROD),
reakci zprostiedkovanou predevsim CYP1A1 a 1A2. V ramci naseho projektu vSak nebyl in
vivo tento vliv EE2 a EST prokézan ani pro CYP1A1* ani naSimi vysledky z méfeni
MROD. Vysledky bakalatské prace vSak potvrzuji indukéni vliv BaP na specifickou aktivitu
CYP1A2%,
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Nase experimenty potvrdily, Ze endokrinni disruptor BaP, ktery je také lidskym
karcinogenem a mutagenem, ma silny induk¢ni vliv na nértst exprese CYP1A2. BaP plisobi
jako vyznamny induktor podrodiny CYP1A na urovni jak mRNA, tak proteint v jatrech,
ledvinach a plicich potkan®®'. Zmény v expresi CYP1A jsou zprostiedkovany vazbou BaP
na AhR, ktery reguluje transkripci pfislusnych genti®. Svym indukénim vlivem na CYPIA

131

muze BaP vyznamné ovliviiovat svilj genotoxicky potencidl”’. Studované estrogenni latky

EE2 a EST snizovaly induk¢ni potencidl BaP na urovni genové exprese.
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5 Zavér
Vramci této bakaldiské prace byl studovan vliv endokrinnich disruptorti

benzo[a]pyrenu (BaP), 17a-ethinylestradiolu (EE2), 17B-estradiolu (EST) a jejich

kombinaci na expresi a specifickou aktivitu CYP1A2.
Vysledky dosazené v této bakalarské praci 1ze shrnout nasledovné:

v Byla tspesne izolovana RNA z plic laboratornich potkanti nepremedikovanych a
premedikovanych uvedenymi endokrinnimi disruptory. Nasledné byla pfevedena
metodou reverzni transkripce na ¢cDNA a charakterizovana z hlediska Ccistoty

a vytézku.

v" Relativni zastoupeni mRNA bylo kvantifikovano metodou kvantitativni PCR pro
CYP1A2 a porovnano s kontrolnim genem B-aktinem. Byla zjisténa zvySena genova
exprese CYPIA2 v jatrech, ledvinach a plicich pfi podani benzo[a]pyrenu a jeho

kombinaci s 17a-ethinylestradiolem a 17f-estradiolem.

v" Metodou Western blot anaslednou imunodetekci byla stanovena mira exprese
CYP1A2 v jaternych mikrosomalnich vzorcich. Vystaveni laboratorniho potkana
benzo[a]pyrenu nebo jeho kombinacim s 17a-ethinylestradiolem piipadné 17p3-
estradiolem vede ke zvyseni exprese CYP1A2 ve vzorcich mikrosomalni frakce
jater. Endogenni endokrinni disruptor 17B-estradiol, exogenni endokrinni disruptor

17a-ethinylestradiol, ani jejich kombinace nemaji na expresi CYP1A2 téméf Zadny

vliv.
v Byla stanovena specificka aktivita CYP1A2 v jatrech méfenim O-demethylace 7-

methoxyresorufinu. Pouze premedikace s 17B-estradiolem nevedla ke zvySeni

aktivity CYP1A2 v jatrech laboratornich potkand.
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