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Abstrakt

Mnoho latek exogenniho nebo endogenniho ptvodu ptsobi jako endokrinni
disruptory (EDC), tedy interferuji s prirozenou tvorbou, signalizaci nebo
metabolismem hormonti v organismu. Mezi rozSifené endokrinni disruptory
exogenniho pivodu patii benzo(a)pyren (BaP) a 17a-ethinylestradiol (EE2), hojné
se v prostredi vyskytuje také endogenni endokrinni disruptor 173-estradiol (E2).

Vramci této diplomové prace byl studovan vliv uvedenych EDC a jejich
kombinaci na genovou a proteinovou expresi CYP1B1, 3A1 a 3A2 v jatrech, ledvinach
a plicich potkana in vivo. Proteinova exprese byla sledovana za pouziti metody
Western blot a specifickych protilatek, genovd exprese byla sledovana pomoci
kvantitativni PCR. Dale byl sledovan vliv téchto latek na metabolismus
benzo(a)pyrenu a na specifickou aktivitu CYP3A (stanovenou jako rychlost tvorby
6[3-hydroxytestosteronu) v mikrosomalni frakci izolované z jater potkant.

Bylo potvrzeno, Ze BaP vyrazné indukuje expresi CYP1B1 v jatrech a plicich jak
samostatné, tak v kombinaci s EE2 nebo E2. Premedikace potkani estradiolem spolu
s BaP indukci CYP1B1 BaP jesté posiluje. Naopak premedikace potkand EE2, E2 nebo
jejich  kombinaci genovou expresi tohoto enzymu snizuje. U potkant
premedikovanych BaP nebo jeho kombinacemi dochazi ke zvySené tvorbé metaboliti
BaP v jaterni mikrosomalni frakci. V piipadé CYP3A1 a 3A2 dochazi v jatrech potkant
premedikovanych E2, EE2 a jejich kombinacemi ke sniZeni jejich exprese.
To koresponduje se sniZenim specifické aktivity CYP3A v mikrosomalni frakci
izolované zjater potkanl premedikovanych EE2, E2 i jejich kombinacemi s BaP.
Vledvinach zplisobilo podani E2 naopak zvySeni exprese obou isoforem CYP3A.
V plicich dochazi po premedikaci potkanii BaP k vyraznému zvyseni genové exprese
CYP3A1 a 3A2. Samotny EE2 nebo E2 expresi CYP3A1 a 3A2 také mirné zvysuji, avSak
kombinace uvedenych EDC expresi téchto isoforem v plicich naopak vyrazné snizuji.
Pric¢iny tohoto jevu musi byt jeSté objasnény.

Zmény exprese CYP1B1, 3A1 a 3A2 zpilisobené studovanymi EDC mohou vést
k modifikaci jejich metabolismu, genotoxického plisobeni v organismu a tim nasledné

ovlivnit také jejich vliv na Zivotni prostredi.
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Abstract

Many exogenous and endogenous compounds are referred to as endocrine
disruptors (EDCs), as they interfere with natural synthesis, signaling and metabolism
of endogenous hormones. Common exogenous endocrine disruptors
are benzo(a)pyrene (BaP) and 17a-ethinylestradiol (EE2). Endogenous endocrine
disruptor 173-estradiol (E2) is frequently present in the environment as well.

In this thesis, the effect of the mentioned EDCs and their combinations on gene
and protein expression of CYP1B1, 3A1 and 3A2 in rat liver, kidney and lung
was determined. Protein expression was studied using Western blot method and
specific antibodies; gene expression was assessed by quantitative PCR. Moreover,
the effect of tested EDCs and their combinations on BaP metabolism and CYP3A
specific activity (measured as testosterone 6f3-hydroxylation) were studied in liver
microsomal samples.

It was confirmed, that BaP significantly increases CYP1B1 expression in rat
liver and lung both alone and together with EE2 or E2. Pretreatment of rat with E2
and BaP increases the ability of BaP to induce CYP1B1 expression. On the contrary,
EE2, E2 and their combination decrease the CYP1B1gene expression. The rate of BaP
metabolites formed in liver microsomal samples increases in rats pretreated with BaP
and its combinations. In liver, there was a decrease in expression of CYP3A1 and 3A2
in rats pretreated with EE2, E2 and its combinations. This corresponds with specific
activity of CYP3A, which decreased after pretreatment of rat with EE2, E2
and its combination with BaP. On the contrary, pretreatment of rat with E2 caused
an increase in CYP3A1l and 3A2 expression in kidney. In lung, BaP significantly
increases the gene expression of CYP3A1 and 3A2. EE2 and E2 alone slightly increase
the gene expression of CYP3A1l and 3A2as well. Combinations of these EDCs
significantly decrease CYP3A expression, the cause of this phenomenon waits to be
further elucidated.

The changes in CYP1B1, 3A1 and 3A2 expression caused by studied EDCs
can influence their metabolism and genotoxic effects in organism and subsequently
affect their impact on environment as well.

(In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek
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benzo(a)pyren
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benzo(a)pyrendiolepoxid
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konstitutivni androstanovy receptor
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
katechol-O-methyltransferasa
cytochrom P450
dichlordifenyltrichlotethan
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NBT nitrobluetatrazolium

NER oprava nukleotidu excizi

PAH polycyklické aromatické uhlovodiky

PCR polymerazova retézova reakce

PVDF polyvinylidenfluorid

PXR pregnanovy receptor X

qPCR kvantitativni PCR

RNA ribonukleova kyselina

RPM otacky za minutu (z angl. “revolutions per minute®)
rRNA ribosomalni ribonukleova kyselina

RT reverzni transkripce

RXR retinoidni receptor X

SDS dodecylsulfatu sodny

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti

dodecylsulfatu sodného

TEMED tetramethylendiamin

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
TST testosteron

v/v objem/objem

w/w hmotnost/hmotnost

WB Western blot
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2 Uvod a prehled literatury

V priibéhu poslednich padesati let mnoho cizorodych latek vzbudilo pozornost
odborniki diky své schopnosti ovliviiovat endokrinni systém lidi i zvifat. Hormonalni{
aktivita téchto latek vySla najevo casto az dlouho poté, co byly dané slouceniny
uvolnovany do Zivotniho prostiedi. Prvni znamky podobnych vlivii na lidské zdravi
byly pozorovany u lidi pracujicich s dichlordifenyltrichlorethanem (DDT) a dalSimi
pesticidy, u nichz dochazelo ke sniZeni poCtu spermii, poklesu libida a k impotenci.
Zahy se podarilo potvrdit estrogenovou aktivitu rtznych latek také v laboratornich
podminkach. Napriklad nékteré latky pouzivané pii vyrobé plastovych hmot
(mj. pouZzivanych také pro vyrobu laboratornich materiali) ovliviiovaly vysledky
studii zamérenych na piirodni estrogeny. Od té doby bylo objeveno mnoho latek

s obdobnymi ucinky [1].

2.1 Endokrinni disruptory

Tyto latky byly oznaceny pojmem endokrinni disruptory (EDC, =z angl.
“endocrine disrupting chemicals“) a Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi
je definuje jako exogenni agens interferujici se syntézou, sekreci, transportem,
metabolismem, vazbou nebo eliminaci hormonid télu vlastnich, které jsou
v organismu zodpovédné za homeostazi, reprodukci a vyvojové procesy.
Z fyziologické perspektivy se vSak jedna spiSe o latky bud’ prirodni, nebo syntetické,
které svym ptlisobenim ovliviiuji hormonalni a homeostatické systémy organismu [2].

Mechanismus ucinku EDC je velmi rdznorody, kromé piisobeni na jaderné
hormondlni receptory (estrogenové (ER), androgenové, progesteronové, thyroidni
Ci retinoidni) interaguji také snejadernymi receptory pro steroidni hormony
(membranové ER), nesteroidnimi receptory (napf. receptory pro neurotransmitery
jako je serotoninovy, dopaminovy nebo norepinefrinovy), orfanovymi receptory
(napt. aryluhlovodikovy receptor (AhR, zangl. “aryl hydrocarbon receptor®)),
s enzymatickymi drahami které jsou soucasti biosyntézy a/nebo metabolismu
steroidi a mnoha jinymi mechanismy, které sméfuji k endokrinnimu

a reprodukénimu systému. [2].
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Mezi endokrinni disruptory patri néktera léciva, dioxin a jemu podobné
slouceniny, polychlorované bifenyly, DDT a jiné pesticidy, a také latky pouZivané
pfi vyrobé plasti jako je bisfenol A. Endokrinni disruptory tak Ize nalézt
v predmétech béZné potireby vcetné plastovych lahvi, kovovych plechovek
na potraviny, detergentti, hasicich pristroji, jidla, hracek a kosmetiky [3]. DalSim
z endokrinnich disruptorti, jehoz vliv pro hojny vyskyt vlidské potravé nelze
zanedbat, jsou fytoestrogeny [1].

Latky ptsobici jako EDC jsou velmi rliznorodé a je proto tézké jejich
hormondalné disruptivnhim efekt predvidat. Nékteré EDC byly primo navrZeny
takovym zptsobem, aby mély dlouhy polocas rozpadu, co vSak drive predstavovalo
vyhodu pro priamyslové vyuziti, je dnes Spatnou zpravou pro Zivotni prostiedi
a pro Clovéka. Tyto stabilni slouCeniny nemusi byt v organismech metabolizovany
vlibec, nebo mohou byt metabolizovany na slouceniny jesté toxictéjsi. I latky, jejichz
pouzivani bylo omezeno pred desitkami let, zlistavaji v Zivotnim prostiedi
ve vysokych koncentracich a mohou byt detekovany vtéle témér Kkazdého
testovaného clovéka ¢i zvitete. Obecné maji odolné EDC nizkou rozpustnost ve vodé
a vysokou rozpustnost v tucich, coZ vede k jejich akumulaci v tukové tkani. Zadna ¢ast

endokrinniho systém neni vii¢i ptisobeni EDC zcela imunni (viz Obr. 1) [2].

hypofyza

kardiovaskularni

P systém
mlécna
Zlaza

pankreas

tukova tkan o
vajecniky

déloha

prostata

varlata

Obrazek 1 Endokrinni systémy ovliviiované endokrinnimi disruptory (EDC), kazdy hormonalné senzitivni systém

naseho organismu muze byt pisobenim EDC ovlivnén (pfevzato a upraveno z [2])
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Pfi zkoumani vlivu EDC na organismus je nutné vzit v ivahu mnoho riznych
faktort [4] . Zcela zdasadnim faktorem je staii jedince vystaveného ptlisobeni EDC,
nebot’ vyvijejici se organismy jsou k disruptivnim efektiim na endokrinni systém
vyrazné citlivéjsi [5]. Vyvojové procesy béhem organogeneze jsou ovlivnény
steroidnimi hormony, které reguluji geny klicové pro vyvoj plodu [6]. Velky vliv EDC
v prenatalnim stadiu vyvoje je také umoZnén tim, Ze estrogeny i testosteron jsou
primo schopné vyvolavat aktivitu vmozku a napomahat jeho vyvoji a vzniku
sexualniho dimorfismu, tedy vyvoji mozku typicky muzskym nebo Zenskym
zplUsobem. Také ostatni Zivotni piemény jako je puberta nebo reprodukeni starnuti
(menopauza) jsou citlivym obdobim [5].

Vlivy EDC se mohou prenaSet na nasledujici generace vlivem epigenetickych
modifikaci [6] . Epigenetika je molekuldrni jev umoZnujici regulaci exprese gent
bez zmény sekvence genomové DNA. Tato regulace je zprostredkovana modifikacemi,
jako je metylace DNA, post-translacni modifikace histon (acetylace, metylace,
fosforylace) a zména ve strukture chromatinu. VétSina epigenetickych studii
prokazala, Ze zivotni prostfedi hraje vtomto procesu dileZitou roli a u mnoha
chemikalii byla zdroveinn prokdzdna schopnost ménit vzorce metylace DNA a tim
i epigenetické fenotypy [7].

Zasadni komplikaci vyzkumu EDC zlistavd dlouhé obdobi mezi expozici
a naslednou manifestaci klinickych poruch. U lidi miize byt tato perioda dlouha
desitky let. Porucha reprodukce nemiize byt odhalena, dokud jedinec nedosahne
urcitého véku. Zpozdéna puberta také nemiizZe byt odhalena, dokud jedinec této faze
vyvoje nedosahne [2].

Vzhledem k tomu, Ze v prostfedi nejsme nikdy vystaveni pouze jednomu
konkrétnimu polutantu, musime vzit v uvahu také kombinace téchto latek a jejich

pripadny aditivni nebo synergicky efekt [8].
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2.1.1 Estrogeny jako endogenni endokrinni disruptory

Estrogeny jsou steroidni latky dtilezité predevSim pro spravny vyvoj a funkci
zenského reproduk¢niho ustroji [9]. V organismech lidi a zvirat jsou syntetizovany
primarné ve vajecnicich, ale k jejich vzniku dochazi také v dalSich organech, napriklad
ve varlatech, hypotalamu, tukové tkani nebo placenté. Estrogenové hormony jsou
odvozeny zcholesterolu a pregnenolonu, jejich primymi prekurzory jsou
androstendion a testosteron. Tri hlavni estrogeny vyskytujici se v naSem organismu
se nazyvaji estradiol (E2), estron (E1) a estriol (E3) (viz Obr. 2). Aktivitu podobnou
estrogenu nevykazuji jen prirodni hormony produkované lidmi a zviraty, ale také
fytoestrogeny produkované rostlinami (isoflavony, lignany nebo kumestany)
¢i mykoestrogeny syntetizované plisnémi. Estrogenicita byla zaroven pozorovana
u nékterych syntetickych latek, tzv. xenoestrogenii, které jsou schopné efekt
endogennich hormonli napodobovat. Piirodni hormony vSak ve srovnani
s xenoestrogeny vykazuji vyrazné vyssi afinitu k vazbé estrogenovych receptort
a maji tedy nejvétsi estrogenovy potencial. Vyjimku tvori farmaceutické hormony
specificky navrZené pro interakci s endokrinnim systémem (napft. ethinylestradiol,
diethylstilbestrol a mestranol, pouZivané pro kontrolu plodnosti a lécbu
hormonalnich poruch) [10]. Prirodni estrogeny jsou snadno odbouratelné
biologickymi reakcemi a béhem (¢iSténi odpadnich vod béZné dochazi kjejich
degradaci pomoci bakterii a mikroorganismi za aerobnich nebo anaerobnich

podminek [11].

O
OH " 4
) J- \ H OH | '.? P!
AN I | H|H
. | H H H H H[-}I - -
HO” N HO
Estradiol (E2) Estron (E1) Estriol (E3)

Obrazek 2 Struktura nejrozsifenéjsich lidskych endogennich estrogenti estradiolu, estronu a estriolu

(pFevzato a upraveno z [12], [13])
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2.1.1.1 Estradiol

Estradiol (17B-estradiol, E2) je prirodni steroidni hormon, Casto se vSak
vyskytuje jako soucast terapeutickych pripravkd pouzivanych pro postmenopauzalni
estrogenovou terapii ¢i 1écbu Alzheimerovy choroby. Nanestésti se také stal jednim
z nejrozsirenéjSich endokrinnich disruptort, se kterymi se v naSem okoli miizeme
setkat [14]. Pri katabolismu estrogenti v organismu dochazi k jejich substitu¢nim
reakcim na hydroxylovych skupinach a k nasledné konjugaci se sulfatem, glukuronidy
nebo sulfoglukuronidy. Konjugované estrogeny vykazuji velmi nizkou estrogenovou
aktivitu ve srovnani s nekonjugovanou formou. Tyto substituce navic zvySuji
rozpustnost estrogenli a usnadiiuji jejich eliminaci moci. Urcita ¢ast estrogent
je vyloucena travici soustavou v jejich nekonjugované volné formé, nebot' ve stirevé
dochazi k rozkladu konjugovanych forem vlivem mikroorganismi [10].

Vysoka estrogenova aktivita, ktera je prirodnim hormonim prtiklddana,
zdlraziuje vyznam jejich mozZného negativniho piisobeni na Zivotni prostredi. Diky
velké afinité k estrogenovym receptoriim miize pritomnost i nizkych koncentraci
Hlavnim zdrojem estrogenti je lidska populace a hospodarskd zvirata. Mnozstvi
estrogent vyluCované lidmi a zvitaty se lisi v zavislosti na pohlavi, fyziologickém
stavu, vyvojovém stadiu a u zvirat také podle druhu. Lidé vylucuji denné velké
mnozstvi E1, E2 i E3 ve formé konjugatl s glukuronidy nebo sulfatem a to predevsim
moci (95%). Nejvyssi mnozstvi estrogenti vylucuji Zeny v pribéhu téhotenstvi [10].

Biosyntéza estrogenii z cholesterolu zahrnuje nékolik enzymatickych krokd,
na nichZ se zasadnim zpiisobem mimo jiné podili rtizné isoformy cytochromu P450
(CYP). Vznik pregnenolonu zcholesterolu je katalyzovan CYP114A, vznik
androstendionu z pregnenolonu pak umoziiuje CYP17, nasledny vznik estrogent
katalyzuje CYP109. Uéinny estradiol vznika zZ estronu plisobenim
17p-hydroxysteroiddehydrogenasy (17p-HSD) (viz Obr. 3, str. 18) [15].

Vsystétmech in vivo a 1in vitro bylo detekovano velké mnoZstvi
hydroxylovanych metabolitli estradiolu vznikajicich za pomoci mnoha isoforem CYP
[16], [17]. Nejvyznamnéji se na metabolismu estradiolu podileji u lidi CYP1A1,
CYP1A2, CYP1B1 a CYP3A4 [18]. Tyto metabolické drahy jsou lokalizovany

jak vjatrech, tak v extrahepatdlnich tkanich. Vzhledem khojné expresi vétSiny
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isoforem CYP v jatrech, vSak metabolismus estrogend probiha v nejvétsi mire pravé
zde [19].

Vjatrech je priblizné 80% estradiolu transformovano na 2-hydroxyestradiol
a zbylych 20% na 4-hydroxyestradiol [19]. CYP1A1, CYP1A2Z a CYP3A4 vykazuji
katalytickou aktivitu predevSim smérem k 2-hydroxylaci estradiolu, oproti tomu
CYP1B1 specificky katalyzuje 4-hydroxylaci estradiolu [20]. Vzhledem ktomu,
Zze CYP1A1 neni v jatrech exprimovan, 2-hydroxylace je zde katalyzovana predevSim
isoformami CYP1A2 a CYP3A4 [21-23]. V extrahepatalnich tkanich byl detekovan
2-hydroxyestradiol vznikajici za katalyzy CYP1A1l a CYP3A4 v prsech, déloze,
placenté, mozku a hypofyze [24-26]. Vzhledem kvysokému vyskytu CYP1B1
v lidskych prsech a déloze, predstavuje v téchto tkanich 4-hydroxylace dominantni
biotransformac¢ni drahu pro estradiol [24, 27]. Mimo téchto metabolitii také vznika
velké mnoZstvi minoritnich hydroxylovanych metabolitii estradiolu (6a-, 6B3-, 7a-,
12f3-, 15a-, 15B-, 16a- a 16B-hydroxyestradiol) [16, 17] katalyzovanych riznymi
isoformami CYP (CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2C8, CYP3A4, CYP3A5
a CYP3A7) [20].

Zvysené hladiny cirkulujicich estrogent zvysSuji u ¢lovéka a u zvirat riziko
vzniku nadoru prsu nebo endometria [18]. Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo
zjiSténo, Ze estradiol tvori nekovalentni komplexy s DNA, coZ vede ke sniZeni teploty
tdni Sroubovice a tyto interakce mohou vyvolat mutace vedouci k neZaddoucim
vedlejsim ucinka [28].

Bylo prokazano, Ze podavani 4-hydroxyestradiolu muize indukovat vznik
tumort a v nékolika typech nadora se také podatilo tuto latku detekovat ve zvySeném
mnozstvi. 4-hydroxyestradiol vznikd predevsim plisobenim CYP1B1, jehoz
pritomnost byla také potvrzena v mnoha typech nadori. Specificka a lokalni tvorba
4-hydroxyestradiolu ma pravdépodobné vyznam pro karcinogenezi prsu
a endometria a stejné tak CYP1B1 hraje v tomto procesu klicovou ulohu [18].
Na rozdil od 4-hydroxyestradiolu, 2-hydroxyestradiol karcinogenni neni. MliZe sice
podléhat preméné na semichinonové a chinonové derivaty, které se poji se vznikem
volnych radikall, vorganismu je vsSak rychleji methylovdn pomoci katechol-O-
methyltransferasy (COMT) a volné radikaly z ného nevznikaji tak snadno. Vznikajici

2-methoxyestradiol je navic schopen proliferaci inhibovat [18] (viz Obr. 3, str. 18).
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2.1.2 Exogenni endokrinni disruptory

Jak jiz bylo zminéno, plivodné byly jako endokrinni disruptory vnimany
predevsim latky exogenniho piivodu [29]. Mnoho EDC exogenniho ptvodu vykazuje
estrogenovou aktivitu a je tak schopno interferovat s prirozenymi signalnimi drahami
zprostifedkovanymi dvéma estrogenovymi receptory (ERa a ERf) [30].

EDC interferujici se signalizaci estrogenovych receptori mohou modifikovat
jejich aktivitu bud’ primou interakci s ER, modulaci enzymi, které jsou zasadni
pro fyziologickou syntézu estrogenu a jeho metabolismus, nebo nepfimo pomoci
aryluhlovodikového receptoru (AhR) [31].

Estrogenové receptory maji pomérné velké kapsy pro vazbu ligandl a jsou tak
relativné promiskuitni, co se tyce vazby exogennich latek. Mnoho exogennich latek
tedy mize ovliviiovat endokrinni systém primou vazbou na estrogenové receptory,
kompetovat s endogennimi estrogeny a zplisobovat tak aktivaci ER
ve fyziologicky nevhodnych situacich. EDC schopné vazby na ER obvykle vykazuji
urcitou strukturni podobnost s estradiolem, mezi takto piimo ptisobici EDC patii
nékteré farmaceutické pripravky, bisfenoly, fytoestrogeny a organochlorinové
pesticidy vCetné DDT [30]. Ackoliv ERa a ER[ vazi estradiol s podobnou afinitou,
mnoho exogennich ligandii mezi nimi vykazuje urcitou selektivitu [31].

Dal$i mozZnost jak ovliviiovat signalizaci ER predstavuje AhR, jehoZ signaliza¢ni
mechanismus sdili mnoho podobnosti se signalizaci ER [32]. VétSina znamych ligandt
AhR je exogenniho ptivodu a jeho endogenni ligand se dosud identifikovat nepodafilo.
Aryluhlovodikovy receptor je aktivovan Sirokym spektrem hydrofobnich latek,
zejména polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH, z angl. “polycyclic aromatic
hydrocarbon“) a halogenovanymi aromatickymi uhlovodiky (HAH, =z angl
“halogenated aromatic hydrocarbon“) [33, 34]. Tyto ligandy obvykle ptsobi jako
antiestrogeny, ale mohou vykazovat i slabou aktivitu estrogenovou. Ackoli skupiny
ligandli AhR a ER se ¢aste¢né prekryvaji a prispivaji k jejich vzajemnému ovliviiovani,
pravdépodobné to neni jediny diivod interference. Prvnim vysvétlenim je, Ze aktivace
AhR receptorti indukuje expresi nékterych CYP, které jsou schopné urychlit
metabolismus estradiolu a tedy redukovat jeho odezvu v organismu. Jako alternativni
mechanismus by AhR mohl narusovat transkripci zprostfedkovanou ER piimou

vazbou na promotor cilového genu ER. Tretim moZnym mechanismem miZe byt
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kompetice mezi aktivovanym AhR a ER o dostupné kofaktory a tedy inhibice
transkripéniho potencidlu ER. Tato kompetice by zavisela na mnoZstvi a typech
kofaktorti exprimovanych v konkrétni butice a byla by zna¢né zavisla na okoli bunék
a na konkrétnich tkanich [30].

Jednotlivé EDC c¢asto ptlisobi pomoci nékolika mechanismii, v¢etné neprimého
ovlivitovani pomoci aktivace jinych transkripcnich faktordi, nebo modifikaci

metabolismu estrogenti [30].

2.1.2.1 Ethinylestradiol

Ethinylestradiol (také 17a-ethinylestradiol, EE2, viz Obr. 4) je synteticky
derivat estradiolu, ktery je casto pouZivan jako estrogenova slozka v oralnich
antikoncepcnich pripravcich [35]. V 1ékarstvi se vSak pouziva také pri 1éCbé problémi
spojenych s menopauzou nebo pii terapii rakoviny prostaty a prsu [11]. Kromé
vazby na estrogenovy receptor a zmén s tim spojenych, je EE2 schopen inhibovat
S5a-reduktasu vtkani nadvarlat, sniZovat hladinu testosteronu a zpomalovat tak

progresi rakoviny prostaty. Svou tlohu hraje také pri lécbé osteoporosy [35].

HO

Obrazek 4 Struktura 17a-ethinylestradiolu

Pfi chovu hospodarskych zvirat se EE2 pouZiva knavySeni produktivity,
konkrétné k podpore riistu a k prevenci a 1é¢bé reprodukénich poruch. V akvaristice
se pak slouceniny EE2 vyuZivaji pro vyvoj jednopohlavnich populaci rybicek
pro optimalizaci ristu [11].

Ackoli ma podobnou strukturu jako estradiol, diky zavedeni ethinylové
skupiny do pozice 17 vykazuje EE2 nepolarni chovani a je tedy velmi tézké ho

za béZznych podminek degradovat [11]. Pravé tato odolnost vii¢i degradaci a také
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velka biologicka dostupnost po ordlnim podani patfi k vlastnostem, diky kterym je
tato latka natolik uZite¢na pro terapeutické ucely [11].

Vlidském organismu je ethinylestradiol metabolizovan oxidaci, a také
konjugaci se sulfitem nebo glukuronidy. Sulfatové konjugaty jsou hlavnimi
cirkulujicimi metabolity, zatimco glukuronidy prevazuji v moci [36].

EE2 podléha oxidaci v pozicich 2-, 4-, 6- a 16a-, priCemZ nejvyznamnéjsi
je 2-hydroxylace [37] katalyzovana CYP3A4 [36]. 2-hydroxyethinylestradiol miize
byt nasledné in vivo methylovan za vzniku 2-methoxyethinylestradiolu. Oxidace vSak
predstavuje pouze maly zlomek z biotransformacnich reakci, kterym EE2 podléha
(viz Obr. 5, str. 22). Dale mtze dochazet ke glukuronidaci v pozicich 17 a 3
katalyzované uridindifosfatglukuronosyltransferasou 1A1 ¢i  ksulfataci nebo
methylaci v pozici 3 za prispéni sulfotransferasy 1E1. Dalsim z moZnych zptlsobi
biotransformace EE2 je odstranéni ethinylové skupiny, probihajici v nékolika krocich
[38].

Oxidativniho metabolismu EE2 se ucastni nékolik isoforem cytochromii P450,
nejvyznamnéjsi roli mezi nimi hraji CYP3A4 a CYP2C9, zatimco CYP2C8, CYP2C19
a CYP1A2 prispivaji mensi mérou. Nékteré studie ukazaly, ze CYP1A1 vykazuje vyssi
katalytickou aktivitu pro 2-hydroxylaci EE2 neZ CYP3A4. Jeho uloha v metabolismu
EE2 je vSak nejasna vzhledem k obrovskym interindividudlnim rozdilim v jeho
expresi u lidi. CYP1A1 je navic indukovatelny omeprazolem a tabakovym kouirem,
u uZivatelek omeprazolu a kuracek se vSak zrychlenou eliminaci EE2 a sniZeni
farmakologického efektu potvrdit nepodarilo [37].

Z EE2 se stal velmi rozsireny polutant vod pravé diky jeho vysoké rezistenci
k procesiim biodegradace, tendenci sorbovat se na organické latky, akumulovat
v sedimentech a koncentrovat se vZivych organismech [11]. Vsoucasné dobé
se nachazi ve vysokych koncentracich v odpadnich vodach a ricnich ekosystémech,
kde ptlisobi na endokrinni systém volné Zzijicich organisml ve smyslu ovliviiovani
sexualni determinace, zpoZdéné pohlavni zralosti a sniZzeného vyvoje sekundarnich

pohlavnich znaka [11].
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Za hlavni zdroj EE2 vzivotnim prostredi je povaZovana lidskd moc.
Pred vyloucenim moci je EE2 v téle metabolizovan na biologicky neaktivni formu.
Naproti tomu pfi vylouceni pomoci travici soustavy odchazi z organismu predevsim
v ptivodni aktivni formé (stejné jako estradiol), stfeva totiZ obsahuji rozsahlou
populaci bakterie Escherichia coli, ktera ma B-glukuronidasovovou a sulfatasovou
aktivitu a je schopna konjugaty EE2 rozkladat [11].

Nedavné studie biologické degradace estrogenovych sloucenin provadéné
za pouziti rznych druhti bakterii a mikroorganism izolovanych z aktivovaného kalu
odhalily, Ze je moZné odstranit témér vSechen estradiol a ethinylestradiol za pouZiti
kombinované smési mikrobti (Achromobacter xylosoxidans a Ralstonia pickettii) [11].

Ackoli mizZe EE2 sorbovany na sedimenty pretrvavat v zivotnim prostredi
po dlouhou dobu, ocekava se, Ze pravé schopnost sorbovat se na zeminy nebo
sedimenty bude vyznamnym faktorem pro snizovani koncentrace EE2 ve vodném

prostredi [11].
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2.1.2.2 Benzo(a)pyren

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou produkovany predevSim
nedokonalym spalovanim a pyrolyzou organickych materiadli. V Zivotnim prostredi
jsou témér vSudypritomné. Kromé vdechovani zneciSténého vzduchu jsou jejich
hlavnimi zdroji pro ¢lovéka tabakovy kouf, strava a zpracovavani uhli, dehtu nebo
koksu. Typickym zastupcem této skupiny latek je benzo(a)pyren (BaP)
(viz Obr. 6) [39]. Tato sloucenina ma prokazatelny cytotoxicky, teratogenni,
genotoxicky, mutagenni a karcinogenni efekt na velké mnoZstvi riiznych bunék, tkani
a organismu [39]. Zaroven je schopna chovat se jako endokrinni disruptor diky své

interakci s AhR [30].

Obrazek 6 Struktura polycyklického aromatického

uhlovodiku benzo(a)pyrenu

Hlavni CYP zahrnuté v metabolismu a bioaktivaci BaP jsou CYP1A1 a CYP1B1.
Cytochromy P450 detoxifikuji velké mnoZstvi xenobiotik a kontaminantii Zivotniho
prostiredi, v nékterych pripadech jsou vSak schopné aktivovat prokarcinogeny jako je
BaP na reaktivni formy interagujici s DNA. BaP je navic schopen indukovat expresi
CYP1A1 a 1B1 prostrednictvim AhR receptoru. Kindukci téchto cytochromi P450
dochazi vyraznéji v plicich neZ vjatrech, coz by mohlo vysvétlovat tkanové
specifickou karcinogenezi BaP [40].

Za katalyzy cytochromy P450 je benzo(a)pyren nejprve preménovan
na epoxidové metabolity jako B(a)P-2,3-epoxid, B(a)P-7,8-epoxid a B(a)P-9,10-
epoxid. Tyto epoxidy mohou byt nasledné metabolizovany opét za katalyzy CYP
na fenolové metabolity B(a)P-3-ol, B(a)P-7-ol a B(a)P-9-ol nebo znich mohou
ptisobenim mikrosomalni epoxid hydrolasy (mEH) vznikat dihydrodiolové metabolity
B(a)P-7,8-diol a B(a)P-9,10-diol. Byly identifikovany také metabolity chinonové,
konkrétné B(a)P-1,6-dion, B(a)P-3,6-dion a B(a)P-6,12-dion [41].
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V organismech je BaP preméinovan na velké mnozZstvi riznych metabolitd jak
detoxikacnich, tak aktivacnich. NejbéZnéjsSim detoxikatnim metabolitem
je 3-hydroxybenzo(a)pyren (BaP-3-ol). Vyznamnymi aktivatnimi metabolity jsou
BaP-7,8-diol a BaP-tetraol (viz Obr. 7, str. 24). Zatimco na vzniku BaP-7,8-diolu
se podili stejnou mérou CYP1A1 i CYP1B1, na vzniku BaP-tetraolu se podili predevSim
CYP1A1 [43]. BaP-7,8-diol je dale za katalyzy CYP preménovan na BaP-diolepoxid
(BPDE), pravé tento metabolit je hlavnim karcinogenem vznikajicim z BaP, ktery se
vaze na DNA. Je vSak prili$ reaktivni a neni tedy mozné ho identifikovat v inkubacnich
smésich. Kdetekci vzniku BPDE ve smési se pouziva BaP-tetraol [42] (tedy
hydrolyzovana forma BPDE) [43].

BPDE je zodpovédny za tvorbu DNA aduktii, které mohou zplisobovat mutace
dilezitych genl vcetné tumor supresorovych genl a onkogend, jejichZz deregulace
miiZe vést ke vzniku nadord [44]. Z BPDE mohou vznikat dva typy adukt s DNA,
podle toho jakym zplisobem dojde k otevieni epoxidového kruhu. Pri trans otevieni
a vzniku aduktu vznikd snadno opravitelné poskozeni DNA [42], tvoii se totiZz
termodynamicky destabilizovana struktura, ktera je vhodnym substratem pro opravu
nukleotidi excizi (NER, z angl. “nucleotide excision repair”) [45]. Témér identicky
produkt vznikly trans otevienim epoxidu naopak termodynamickou stabilitu duplexu
dramaticky zvySuje a ¢ini ji tak vac¢i NER zcela odolnou. Simulace ukazuji,
ze destabilizace zplisobena vnesenim BaP je kompenzovana stabilizovanim patrovych
interakci mezi aromatickymi jadry a dusikatymi bazemi. Patrové interakce mezi
karcinogenem a bazi zvySuji lokalni stabilitu a brani uspésné opravé poskozeného
vlakna DNA [45]. Patrové interakce (také nazyvané m-m interakce) hraji dtlezitou roli
pri stabilizaci dvouSroubovice DNA, jejich podstatou je vzajemna interakce
m-elektronovych systémi lokalizovanych nad a pod rovinou aromatickych kruhti [46].

Ackoliv vznik fenolovych a chinonovych derivati je obvykle povazovan za krok
smérem ke konjugatnim a detoxika¢nim reakcim [41], také BaP-9-ol mize
prokazatelné vést k tvorbé aduktti s DNA, pokud dojde vlivem katalyzy CYP kjeho
preméné na 9-hydroxy-BaP-4,5-epoxid (viz Obr. 8, str. 26) [47].
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Obrazek 8 Alternativni moZnost tvorby DNA aduktu pusobenim benzo(a)pyrenu (pfevzato a upraveno z [48])

Vyssi retence BaP a vétsi indukce enzymt CYP1A1 a CYP1B1 v plicich mtze
vysvétlovat, pro¢ kontakt s BaP posSkozuje predevsim plice, ackoli jatra predstavuji
hlavni detoxikac¢ni organ v lidském organismu. Nékolik studii prokazalo, Ze expozice
benzo(a)pyrenu nebo jeho metabolitim in vitro zplisobuje zmény v expresi geni
zahrnutych nejen do metabolismu xenobiotik a odpovédi na AhR, ale také drah
zahrnutych do regulace bunécéného cyklu a odpovédi na p53 a apoptotické signaly
[49].

Ackoli pri biotransformaci BaP vznikd velké mnoZstvi rtznych aktivacnich
a detoxikacnich metabolitd (viz Obr. 9, str. 27), hlavnim produktem je BaP-3-ol, tedy
metabolit detoxikacni [50].
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Metabolity BaP-9,10-dihydrodiol (M1), BaP-4,5-dihydrodiol (M2), BaP-7,8-dihydrodiol (M3), BaP-1,6-dion (M4), BaP-
3,6-dion (M5) a BaP-3-ol (M7) vznikaji pldsobenim lidskych jaternich mikrosomQ, pfi pouZiti potkanich jaternich
mikrosomu, ve kterych byla pomoci Sudanu | indukovana exprese CYP1A1 byly navic identifikovany také metabolity

BaP-9-ol (M6) a Mx, struktura metabolitu Mx zatim nebyla identifikovana (pfevzato a upraveno z [50])
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2.2 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou rodinou enzymii schopnych metabolizovat léciva
a endogenni latky (napi. CYP1A1 metabolizujici a-naftoflavon viz Obr. 10). Jedna se
o hlavni enzymaticky systém pro metabolismus cizorodych latek, ktery hraje
primarni roli vochrané organismu proti potencidlné Skodlivym latkdm z okoli
(polutanty, pesticidy ...). Regulace CYP probiha predevSim na transkrip¢ni drovni,
klicovym mediatorem enzymii metabolizujicich 1éCiva jsou jaderné receptory. Jejich
ligandy jsou exogenni i endogenni latky, které mohou indukovat nebo naopak
potlacovat jejich transkripci. Lécba latkami nebo xenobiotiky, které jsou agonisty
nebo antagonisty jadernych receptorti, muze vést kzavazné toxicité, ztraté
terapeutického efektu nebo k poruse metabolismu endogennich latek. Genetické
polymorfismy téchto enzymu hraji dilezitou roli v jejich aktivité a musi na né byt
bran zretel v priibéhu distribuce 1éciv. Aktivita CYP zavisi kromé genotypu také
na prostiredi. Tento fakt se vyuziva jako zplisob identifikace polutanttli, kterym byli
skupiny organisml ve svém okoli vystaveny a také k predvidani predispozic

k nékterym patologickym staviim [51].

Obrazek 10 Struktura lidského CYP1A1 s navazanou molekulou a-naftoflavonu, soucasti molekuly CYP je kromé

proteinové casti také porfyrinovy skelet s navazanym iontem Zeleza (pfevzato a upraveno z [52])
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Cytochromy P450 ziskaly sviij nazev podle charakteristického absorpc¢niho
pasu ve viditelném spektru kolem 450 nm, které vykazuji v komplexu s oxidem
uhelnatym. Toto spektrum se oznacuje jako tzv. Soretiiv pds. Ackoli je popsano
mnoho rtznych hemoproteind, ve vét$iné z nich je iont Zeleza vdzan na protein
pres aminokyselinu histidin, pouze v omezeném poctu molekul je iont Zeleza vazan
pres aminokyselinu cystein, jako je tomu u cytochromi P450. Nékdy jsou proto
oznacovany jako tzv. hem-thiolatové proteiny [53].

Cytochromy P450 spolupracuji s dalSim enzymem lokalizovanym v membrané
endoplazmatického retikula NADPH:cytochrom P450 reduktasou (nebo jinym
mitochondrialnim enzymem) (viz Obr. 11). Reakce katalyzovana CYP zacina
pienosem elektroni z NADPH+H* na NADPH:cytochrom P450 reduktasu a dale
na vlastni cytochrom P450. Redukovany CYP je nasledné schopen aktivovat molekulu
kysliku, zjednoho atomu Kkysliku vznikne molekula vody, zatimco druhy atom
je inkorporovan do substratu. Jako donor atomu kysliku miiZe slouzit nejen molekula

kysliku, ale také peroxid ¢i peroxokyselina [54].

| reduktasa
NADPH+H - <
cytochrom P450
FAD FMNH, - ~
Hem R-OH
0-
NADP* ’
. FADH2 FMN H,O
> Hem -O° R-H

membrana endoplazmatického retikula

Obrazek 11 Schéma reakéniho mechanismu oxygenace substratu katalyzované cytochromem P450

a NADPH:cytochrom P450 reduktasou (pfevzato a upraveno z [55])

2.2.1 Cytochromy P450 1B1, 3A1 a 3A2

Cytochromy P450 se vyskytuji v rtiznych formach (isoformach, isoenzymech),
které jsou dle miry homologie své primarni struktury razeny do genetickych rodin.
V soucasné dobé je znamo témér 500 isoforem CYP. Cytochromy P450 sdilejici vice

nez 40% homologie aminokyselinové sekvence jsou razeny do stejné rodiny,
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pro prislusnost ke stejné podrodiné musi CYP sdilet podobnost dokonce ve vice neZ
60% aminokyselinové sekvence. Jednotlivé rodiny CYP jsou oznacovany prvnim
Cislem za zkratkou CYP, nasledujici velké pismeno oznacuje podrodinu, posledni ¢islo
slouZi k identifikaci konkrétnich isoenzym [54].

O nékterych mikrosomalnich cytochromech P450 patricich do rodin 1 az 3 je
znamo, Ze jsou schopné v riznych pozicich oxidovat jak endogenni, tak exogenni
steroidni hormony. Mira exprese téchto proteinii se mezi jednotlivymi tkanémi
znacné lisi. Mezi konkrétni isoformy CYP katalyzujici metabolismus steroidia patii
proteiny naleZejici k podrodindm CYP1A, 1B, 2B, 2C a 3A [56]. V ramci této diplomové
prace byl studovan vliv endokrinnich disruptorti na isoformy CYP1B1, CYP3A1l
a CYP3A2, tyto cytochromy P450 jsou zde tedy popsany detailnéji.

Substratova specifita CYP1B1 se kvalitativné podoba substratovym specifitam
CYP1A1 a CYP1AZ2, lisi se vsak po strance kvantitativni. Pfikladem je metabolismus
estradiolu, béhem néhoz sice vSechny isoformy katalyzuji vznik obou majoritnich
produktii, CYP1A1 a CYP1A2 vsak katalyzuji predevSim vznik 2-hydroxyestradiolu,
zatimco za katalyzy CYP1B1 dochazi ke vzniku 4-hydroxyestradiolu
a 2-hydroxyestradiolu v poméru 5:1 [27, 57]. Neni zndmo, Ze by CYP1B1 katalyzoval
preménu v ramci nékteré z hlavnich metabolickych drah. Jeho nejcharakteristictéjsi
aktivitou je pravé vznik 4-hydroxyestradiolu [57].

Nékteré drivéjsi vyzkumy naznacovaly, Ze ackoli je messengerova
ribonukleova kyselina (mRNA) pro CYP1B1 detekovatelna v mnoha tkanich napri¢
organismem, k translaci a vzniku proteinu dochazi pouze u bunék nadorovych [58].
Protein CYP1B1 sice opravdu vznikd v mnoha nadorovych tkanich ve zvySeném
mnozstvi, ale dnes jiz vime, Ze je konstitutivné exprimovan v mnoha tkanich jako jsou
ledviny, mlécné Zlazy, prostata, mozek, déloha, vajeCniky a lymfatické uzliny [59].
Vzhledem ktomu, Ze ve zdravych jatrech nepremedikovanych organismi bylo
opakované detekovano pouze minimalni mnoZstvi mRNA a proteinu CYP1B1
a vdalsich studiich se jejich pritomnost nepodarilo detekovat viibec, je CYP1B1
povazovan za isoformu exprimovanou predevsim extrahepatalné [59]. Je vSak mozné
jeho expresi v jatrech indukovat a také k tomu hojné dochazi [60].

O cytochromech P450 rodiny 1 je znamo, Ze jsou indukovatelné

polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky aktivaci aryluhlovodikového receptoru
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[41]. Pomoci kvantitativni polymerazové rtetézové reakce (qPCR) bylo dale
prokazano, Ze expresi CYP1B1 ovliviiuje také podavani estradiolu, existuji tedy
dlikazy, Ze exprese CYP1B1 je regulovatelna interakcemi jak estrogenovych, tak
aryluhlovodikovych receptort [18].

Stejné jako jiné isoformy je CYP1B1 schopen metabolicky aktivovat
prokarcinogeny na karcinogenni formy, coz vede k mutagenezi a vzniku nadort [61].
Z téchto diavodl by regulatory exprese a katalytické aktivity CYP1B1 mohly hrat
dtlezitou roli v prevenci rakoviny, zejména vraném staddiu vzniku nadord. Bylo
sledovano, Ze CYP1B1 je schopen generovat reaktivni kyslikaté slouCeniny
zpUsobujici hypertenzi, coZ naznacuje, Ze inhibitory CYP1B1 by mohly byt uzitecné
v 1é¢bé hypertenze a s ni spojenych kardiovaskularnich poruch [62].

Cytochromy P450 3A tvori témér 30% celkového mnozstvi CYP v lidskych
jatrech a podileji se na metabolismu vice nezZ 50% znamych lécivych pripravki [63].
Mimo jiné se CYP3A podili také na metabolismu steroidnich latek vcetné
ethinylestradiolu a estradiolu [18, 37]. Byl sledovan také jejich minoritni prispévek
k metabolismu benzo(a)pyrenu [64].

Extrahepatidlné jsou CYP3A exprimovany také v ledvinach, déloze,
gastrointestindlnim traktu, plodu a placenté [54]. Exprese CYP3A mize byt
indukovana nebo inhibovana mnoha riiznymi latkami, coz mtze ovliviiovat eliminaci
zaroven uzivanych 1éc¢iv a vést k neldspésné 1écbé nebo neZadouci toxicité [63].

Je zndmo, Ze indukce isoforem CYP3A je zprostiedkovana jadernymi receptory
jako je pregnanovy X receptor (PXR, z angl. “pregnane X receptor”) a konstitutivni
androstanovy receptor (CAR, z angl. “constitutive androstane receptor”) a dochazi
k ni pomoci dimerizace s retinoidnim X receptorem (RXR, z angl. “retinoid X
receptor”). Studie ukazuji, Ze mnozstvi CYP3A mRNA v jatrech je niZsi u Zen nez
u muzi, coZ by mohlo naznacovat vliv estrogenii na expresi téchto isoforem CYP [18].
Vzhledem k tomu, Ze CYP3A1l a CYP3A2Z sdileji 89% podobnost sekvence

aminokyselin, neni lehké je odliSit pomoci vysoce specifickych protilatek [65].
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3  Cil prace

Cilem predkladané diplomové prace je studium vlivu endokrinnich disruptort
benzo(a)pyrenu, ethinylestradiolu, estradiolu a jejich kombinaci
na expresi a aktivitu cytochromii P450 1B1, 3A1 a 3A2 u potkani in vivo.

Tato prace je soucasti rozsahlejsi studie reSené v ramci grantového projektu:
,0rganismy a mechanismy urcujici osud endokrinnich disruptord v zZivotnim

prostredi.”
Hlavnimi dkoly prace bylo:

e stanovit mnozstvi proteini CYP1B1 a 3A1/2 v mikrosomalni frakci jater,
ledvin a plic potkanli nepremedikovanych a premedikovanych
benzo(a)pyrenem, ethinylestradiolem, estradiolem a jejich kombinacemi

pomoci metody Western blot

e izolovat RNA z tkdni premedikovanych potkant a kontrolni skupiny

e stanovit relativni miru genové exprese CYP1B1, 3A1 a 3A2 v jatrech, plicich
a ledvinach premedikovanych potkanii a kontrolni skupiny pomoci reverzni
transkripce a kvantitativni PCR

e studovat vliv endokrinnich disruptorti benzo(a)pyrenu, ethinylestradiolu,
estradiolu a jejich kombinaci na metabolismus benzo(a)pyrenu

v mikrosomalni frakci jater premedikovanych potkani a kontrolni skupiny

e stanovit specifickou aktivitu CYP3A v mikrosomalni frakci jater

premedikovanych potkanii a nepremedikované kontrolni skupiny
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Material a chemikalie

2-merkaptoethanol
6[3-hydroxytestosteron
acetonitril (pro HPLC)

agarosa

akrylamid

anti-CYP1B1 kralici
anti-CYP3A1/2 kralici
anti-GAPDH kralici

anti-rabbit s alkalickou fosfatasou
APS

BCIP

benzo(a)pyren

bis-akrylamid

bromfenolova modr

Coomassie brilliant blue R-250
dihydrogenfosfore¢nan draselny
dithionicitan sodny

etanol

ethylacetat

FastStart Essential DNA Probes Master
fenacetin

Gel Loading Dye (6x)

GENEzol™

glukosa-6-fosfat
glukosa-6-fosfatdehydrogenasa
glycerol

glycin

Fluka, Svycarsko

Cayman Chemical, USA

].T. Baker, USA

Invitrogen, UK

Fluka, §V}'7carsko

Santa Cruz Biotechnology, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
BIO-RAD, USA

Promega Corporation, USA
Fluka, Svycarsko

Fluka, Svycarsko

Lach:Ner, CR

Serva, Némecko

Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR

Roche, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA

New England BioLabs, USA
Geneaid, Taiwan
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR
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hexahydrat chloridu hote¢natého

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

chlorid sodny

chloroform

kapalny dusik

kyselina octova

methanol (pro HPLC)
methanol

Microplate BCA Protein Assay Kit
NADP+

NADPH

NBT

oxid uhelnaty

Ponceau barva

potkani CYP1B1 (supersomy)
potkani CYP3A1 (supersomy)

Precision Plus Protein Dual Color Standards

Precision Plus Protein Western C
PVDF membrana

RNA Loading Dye (2x)

SDS

ss RNA Ladder

suSené mléko

SYBR™ green II

TagMan sondy pro CYP 1B1, 3A1, 3A2 a 3-aktin

TEMED
testosteron
Tris-HCI

Triton X-100 24

uhli¢itan sodny

Lach:Ner, CR

Thermo Scientific, USA
Lach:Ner, CR

Lach:Ner, CR

Linde, Ceska republika
Lach:Ner, CR

].T. Baker, USA

Lach:Ner, CR

Thermo Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Promega Corporation, USA
Linde, Ceska republika
Loba-Chemie, Indie

BD Gentest™, USA

BD Gentest™, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Scientific, USA
New England BioLabs, USA
Sigma-Aldrich, USA

New England BioLabs, USA
Laktino, CR

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA
BIO-RAD, USA

Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA

Serva, Némecko

Lach:Ner, CR
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4.1.2 Pouzité pristroje

aparatura Fastblot B43

automatické pipety Eppendorf

automatické pipety Nichiryo

centrifuga Eppendorf 5415R

centrifuga Eppendorf 5418

CentriVap DNA Concentrator

cycler termalni

cycler Rotor Gene 2000

elektricky zdroj pro elektroforézu EPS 301
elektroforeticka aparatura (vertikalni)
elektroforeticka aparatura (horizontalni)
FLOWbox

HPLC systém Agilent Technologies 1200 Series
inkubator IR 1500 Automatic COz Incubator
inkubator mini Dry Bath MiniB-100
magneticka michacka Variomag
minicentrifuga Spectrafuge™

predvazky 440-35N

spektrofotomer Specord 250 plus Analytik

spektrofotometr na mikroobjemy

spektrofotometr Tecan Sunrise Microplate reader

termoblok

Thermomixer Compact
transluminator

trepacka

trepacka Mini rocker MR-1
trepacka Yellow line os 2 basic
vortex Genius 3

vortex Mixer VX-200

vortex MS2 Minishaker
vortex VELP

Biometra, Némecko
Eppendorf, Némecko
Nichipet EX, Japonsko
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Labconco, USA

Techne, UK

Corbett research, UK
Amersham Biosciences, UK
BIO-RAD, USA

Cleaver Scientific, UK
Labox, CR

Agilent Technologies, USA
Flow Laboratories, Némecko
MIULAB, Cina

Monotherm, Némecko
Labnet, USA

Kern, Némecko

Jena, Némecko

DeNovix, USA

Tecan, Svycarsko

VLM, Némecko

Eppendorf, Némecko

Clare Chemical Research, USA
CSAV vyvojové dilny, CR
Biosan, LotySsko

IKA, Némecko

IKA, Némecko

Labnet, USA

IKA, Némecko

Scientifica, Italie
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4.2 Metody

4.2.1 Premedikace potkanii

Potkani kmene Wistar byli premedikovani benzo(a)pyrenem (BaP),
17a-ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi (viz Tabulka 1).
Latky byly potkaniim podavany rozpusténé ve slunec¢nicovém oleji pomoci Zaludecni
sondy (gavazi). V kaZdé premedikované skupiné byli tfi laboratorni potkani.

Kontrolni skupiné byl aplikovan pouze slunecnicovy olej.

Tabulka 1: Premedikace laboratornich potkani

Davkovani BaP 150 mg/kg hmotnosti potkana v 0,5 ml oleje
EE2 20 mg/kg hmotnosti potkana v 0,5 ml oleje
E2 20 mg/kg hmotnosti potkana v 0,5 ml oleje

Skupina Premedikace
1 kontrolni skupina
2 BaP
3 EE2
4 E2
5 BaP + EE2
6 BaP + E2
7 EE2 + E2

Treti den byla zvirata usmrcena, byly jim odebrany organy (jatra, ledviny
a plice), které byly zamrazeny tekutym dusikem a uchovany pfti teploté -80°C.
Nasledné byla z téchto organt izolovana mikrosomalni frakce. Premedikace potkant,
odebrani organti a izolace mikrosomalni frakce probéhly pred zahdjenim této
diplomové prace. Experimenty byly provadény v souladu se Zakonem na ochranu
zvirat proti tyrani ¢. 509/2008 Sb. a vyhlaskou , 0 chovu a vyuziti pokusnych zvirat

C. 419/2012 Sb.“ v prostoru Centra pro experimentalni biomodely 1. LF UK
(U nemocnice 478/5, Praha 5).
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4.2.2 Stanoveni koncentrace proteinti v mikrosomalni frakci

Koncentrace protein byla stanovena pomoci kitu Microplate BCA Protein
Assay od Thermo Scientific. Tato metoda spocivd vredukci médnatych iontl
na médné v alkalickém prostredi plisobenim proteinu a nasledné detekci méd'nych
iontli jejich chelataci na kyselinu bicinchoninovou. Vznika fialovy komplex, ktery
je moZné spektrofotometricky detekovat pri vinové délce 562 nm [66].

Vzorky byly odpovidajicim zplisobem naredény (jatra 50x%, ledviny 10x, plice
10x) a byly pripraveny kalibracni roztoky hovéziho sérového albuminu (BSA)
v rozsahu od 0,125 do 2 mg/ml. Do 96 jamkové mikrotitracni desticky bylo
pipetovano vzdy 9 pl vzorku, kalibracniho roztoku nebo destilované vody a 260 pl
¢inidla pripraveného z 50 dilti reagentu A (pH 11,25; 2% (w/v) NazC03.H;0, 0,95%
(w/v) NaHCO3, 0,4% (w/v) NaOH, 0,16% (w/v) vinan sodno-draselny) a 1 dilu reagentu
B (4% (w/v) CuS04+5H20). Mikrosomalni vzorky byly nanaseny v tripletech, kalibra¢ni
roztoky v dubletech.

Mikrotitracni desticka byla 1 minutu tfepana (Yellow line os 2 basic),
inkubovana 30 minut pri 37°C (IR 1500 Automatic CO2 Incubator) a nasledné
temperovana na laboratorni teplotu. Byla promérena absorbance vSech roztoki
pfi vinové délce 562 nm (Tecan Sunrise Microplate Reader) a nasledné byla

vyhodnocena koncentrace proteini ve vzorcich pomoci programu KIM 32.

4.2.3 Stanoveni koncentrace cytochromii P450

V mikrosomalni frakci jater a ledvin byla stanovena koncentrace cytochromi
P450 pomoci charakteristické absorbance redukovaného CYP v komplexu s oxidem
uhelnatym pfi vinové délce 450 nm [67].

Vzorky mikrosomadlni frakce byly odpovidajicim zplisobem naredény (jatra
40x, ledviny 20x) fosfatovym pufrem (pH 7,4; 0,1M KH:PO4 20% (v/v) glycerol).
Ke kazdému vzorku byly ptidany priblizné 2 mg reduk¢niho cinidla dithionic¢itanu
sodného, po 5 minutach stani pti laboratorni teploté byl roztok rozdélen po 1 ml do dvou
kyvet o optické draze 1 cm a byla promérena zakladni linie (Specord 250 plus Analytik).

Obsah jedné vzorkové kyvety byl nasledné probubldavan 2 minuty oxidem uhelnatym
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a byla zmérena jeho absorbance v rozsahu vinovych délek 400-490 nm. Koncentrace CYP

byla vypocitana podle nasledujiciho vzorce

A4-50 - A490 v v

= —X déni M
Ccyp Eas0 X | fedeéni [uM]
kde  Asso absorbance pti dané vinové délce
ccyp molarni koncentrace cytochromu P450 [uM]
[ opticka draha kyvety [1 cm]
€450 extinkéni molarni koeficient CYP [0,91 pM-1 cm1]

4.2.4 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Elektroforéza je metoda zaloZend na separaci makromolekul v elektrickém
poli, Casto byva realizovana za pouziti diskontinualniho polyakrylamidového gelu
a dodecylsulfatu sodného (SDS) jako denaturac¢niho ¢inidla (SDS-PAGE). Molekuly
SDS obali polypeptidovy retézec, denaturuji ho a udéli mu zaporny naboj.
V elektrickém poli jsou pak retézce silné pritahovany ke kladné elektrodé. Malé
molekuly se v gelu mohou pohybovat rychleji nez molekuly velké, coz vede k separaci
denaturovanych proteinti podle jejich molekulové hmotnosti. Této metody se pouziva
predevSim Kkurceni relativni molekulové hmotnosti proteinii nebo k detekci
nékterych hojné exprimovanych proteinti ve vzorcich [68].

Pro diskontinudlni elektroforézu v polyakrylamidovém gelu byl pouzit
4% zaostrovaci gel a 10% gel separacni. Gely byly ptipraveny z destilované vody,
30% (w/v) akrylamidu (29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) bisakrylamid), pufru A (pH 8,8;
1,5M Tris/HCI) nebo pufru B (pH 68, 1,0M Tris/HCl), 10% (w/v) SDS,
tetramethylethylendiaminu (TEMED) a 10% (w/v) persiranu amonného (APS) podle
udaji uvedenych v Tabulce 2. Pripravené gely mély sifku 1 mm a byly opatieny deseti

jamkami o objemu 40 pl.
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Tabulka 2 Piiprava gelu pro SDS-PAGE

10% gel (separacni) | 4% gel (zaostiovaci)
Voda 1,9 ml 1,5 ml
30% akrylamid 1,7 ml 267 ul
1,5M Tris A 1,3 ml -

1,5M Tris B - 250 ul
10% SDS 50 ul 20 pl
TEMED 2 ul 2 ul
10% APS 50 pl 20 ul

Vzorky, které byly nandSeny na SDS-PAGE, obsahovaly vidy 75 pg proteinu
mikrosomalni frakce. Vzorky jater a ledvin dale obsahovaly 5 pl 4x koncentrovaného
vzorkového pufru (pH 6,8; 0,63M Tris/HCL, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 5% (v/v)
2-merkaptoethanol, 0,003% (w/v) bromfenolovd modi) a byly doplnény destilovanou
vodou na celkovy objem 20 pl. Koncentrace proteint v mikrosomalni frakci plic byla nizsi
a vzorky byly tedy pripraveny s 8 pl vzorkového pufru a doplnény na celkovy objem
35 pl. Dale byly nanaseny supersomalni CYP1B1 a CYP3A1l jako standardni vzorky.
Vzorky i standardy byly pred separaci vareny po dobu 6 minut ( mini Dry Bath).

Gely byly upevnény do elektroforetické aparatury BIO-RAD, prelity
elektrodovym pufrem (pH 8,3; 0,192M glycin, 0,025M Tris/HCI, 0,1% (w/v) SDS)
a do jamek byly pomoci mikrostiikacky Hammilton podvrstveny vzorky, standard
a marker pro urceni molekulovych hmotnosti délenych proteini. Jako marker byl
pouZit bud’ Precision Plus Protein Dual Color Standards (nanaseno 5 pl) nebo Precision
Plus Protein Western C (nanaseno 10 pl). Elektroforéza probihala 60-90 minut za stalého
napéti 200 V.

Po ukonceni elektroforézy byl odstranén zaostrovaci gel, separac¢ni gel byl vhodné
oznacen a nasledné podroben metodé Western blot (viz kapitola 4.2.5) nebo pfresunut
do barvici lazné (0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 46% (v/v) ethanol, 9,2%
(v/v) kyselina octovd) na dobu 30-60 minut. Obarveny gel byl nasledné ponoten
do odbarvovaciho roztoku (25% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octovd), kde byl

ponechan pres noc, a druhy den omyt destilovanou vodou.
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4.2.5 Western blot s imunodetekci

Western blot (WB) je metoda pouZivana kdetekci specifického proteinu
v komplexni smési. Elektroforeticky rozdélené proteiny prenesené na membranu jsou
dobfte pristupné novym reaktantiim, coz umoziuje jejich dalsi analyzu. Po pienosu
jsou volné ¢asti membrany zablokovany kaseinem a membrana je nasledné vystavena
primarni protilatce specificky se vazici na analyzovany protein. Na primarni
protilatky se vaze protilatka sekundarni konjugovana senzymem umoziujicim
vizualizaci, jednim z nejcastéji takto pouZzivanych enzymi je alkalicka fosfatasa [69]
katalyzujici v pritomnosti 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfatu (BCIP) a nitro blue
tetrazolium chloridu (NBT) vznik ¢erno cerveného precipitatu [70]. U WB se jako
kontrola mnoZstvi nanesenych proteint vyuZziva tzv. “house-keeping“ proteind, které
jsou ve vSech bunkach exprimovany stejnomérné. Piikladem takového proteinu
je glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa (GAPDH) [71].

Po skonceni SDS-PAGE byl gel uréeny na prenos ponechan 30 minut
v prenosovém pufru (pH 8,3; 0,192M glycin, 0,05M Tris/HCI) a bylo nastfihano Sest
filtracnich papiri Whatman a PVDF membrana. Filtracni papiry byly namoceny
do prenosového pufru a membrana aktivovana smacenim nejprve v methanolu po dobu
30 sekund, poté priblizné 1 minutu v destilované vodé a nakonec 5 minut v transferovém
pufru. Do aparatury piistroje na elektropienos (Fastblot B43) byly na sebe polozZeny
tri vlhké filtra¢ni papiry, aktivovana PVDF membrana, gel a zbylé tti vlhké filtracni papiry
(viz Obrazek 12). Aparatura byla prekryta vikem a pripojena ke zdroji (EPS 301).
Hodnota pouzitého proudu byla vypocitdna podle velikosti gelu. Pfrenos nejprve
probihal 10 minut pri nastaveni proudu 0,8 mA na 1 cm? a nasledné 45 minut

za nastaveni proudu 3,5 mA na 1 cm?Z.

gel ~___ ~

;?;'i- filtragni papir

1
w o

membrana

-
-

kladna elektroda

Obrazek 12 Uspofadani aparatury pro elektropfenos proteint (pfevzato a upraveno z [69])
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Po dokonceni prenosu proteinti byla membrana ponoiena na 20 sekund
do barvy Ponceau (0,5% PONCEAU cerveri v 1% kyseliné octové) pro ovéreni kvality
prenosu, barva byla nasledné odmyta destilovanou vodou a membrana byla ponofena
do 5% roztoku suSeného odtu¢néného mléka v pufru PBS Triton X-100 (pH 7,2;
1.8mM Na:HPOs, 1mM NaH:PO, 0,134M NaCl; 0,3% (w/v) TRITON X-100) (tzv.
blokovaci roztok) po dobu jedné hodiny za stalého tiepani (CSAV vyvojové dilny)
pri laboratorni teploté. Membrana byla rozstriZena na dvé ¢asti v oblasti odpovidajici
37 kDa (uréeno podle markeru). Cast membrany obsahujici proteiny o nizsi
molekulové hmotnosti neZ 37 kDa byla ponofena do primarni krali¢i protilatky proti
GAPDH tedéné blokovacim roztokem v poméru 1:5000. Horni ¢ast membrany byla
ponoiena do primarni krali¢i protilatky proti prislusSnému CYP. Protilatka proti
CYP1B1 byla redéna v poméru 1:400, protilatka proti CYP3A1/2 byla redéna 600x.
Inkubace probihala pies noc pti teploté 4°C za stalého trepani (Mini rocker MR-1).

Druhy den byly obé ¢asti membrany promyty Ctytrikrat 5 minut v blokovacim
roztoku (viz slozeni vySe) a nasledné byla aplikovdna sekundarni protilatka
s alkalickou fosfatasou. Pti stanoveni CYP1B1, CYP3A1/2 i GAPDH byla pouZita kozi
protilatka proti krali¢imu IgG s alkalickou fostatasou tfedénad v poméru 1:1429.
Membrany byly inkubovany v sekundarni protilatce po dobu 1 hodiny na trepacce
(CSAV vyvojové dilny) za laboratorni teploty. Membrana byla omyta dvakrat 5 minut
v blokovacim roztoku, dvakrat pét minut v destilované vodé a pét minut v pufru PBS
Triton X-100.

Proteiny CYP a GAPDH byly vizualizovany pomoci reakce alkalické fosfatasy
s vyvolavacim roztokem. Vyvolavaci roztok byl pripraven tésné pred pouzitim
smichanim 5 ml ALP pufru (pH 9; 100mM Tris/HCI, 150mM NaCl, 1mM MgCl2.6H;0),
33 ul NBT (nitro blue tetrazolium chlorid v 70% N,N-dimethylformamidu) a 16,5 pl
BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfdt ve 100% dimethylformamidu). Pro vyvolani
byla membrana macena ve vyvolavacim roztoku pribliZzné po dobu 3 minut

a nasledné byla omyta v destilované vodé.

4.2.6 Izolace RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) je jednovlaknova molekula hrajici zadsadni roli

v syntéze proteind. Zcela klicovou dlohu hraje messengerova RNA (mRNA), ktera je
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po svém vzniku transportovana do cytoplazmy, kde slouzi jako matrice pro tvorbu
proteint [72].

RNA byla izolovana ze sterilné odebranych tkani jater, plic a ledvin
premedikovanych potkanti (viz Kkapitola 4.2.1) a také z organt kontrolnich
nepremedikovanych jedinct. Pro izolaci RNA bylo pouZito ¢inidlo GENEzol™ Reagent
od Geneaid a izolace probihala ve sterilnich podminkach v laminarnim boxu Labox.

V tieci misce byly spojeny ¢asti organi tii potkanid se shodnou premedikaci
a byly spolecné homogenizovany tlouckem v pritomnosti tekutého dusiku.
Homogenat byl rozdélen do trech sterilnich mikrozkumavek obsahujicich 1 ml ¢inidla
GENEzol™ | Vzorky byly vortexovany (vortex Genius 3) a inkubovany po dobu
5 minut pri laboratorni teploté. Pri izolaci RNA zjaterni tkané byly vzorky
centrifugovany po dobu 10 min pro oddéleni nerozpustnych castic (centrifuga
Eppendorf 5415R, 16 000xg, 4°C) a supernatant byl preveden do Ccisté
mikrozkumavky Eppendorf. V priibéhu izolace RNA z plicni a ledvinové tkané byl
tento krok vynechan.

Do mikrozkumavek Eppendorf bylo pridano 200 ul chloroformu, vzorky byly
intenzivné vortexovany po dobu 20 sekund (vortex Genius 3) a nasledné staly 3
minuty pri laboratorni teploté. Pro separaci fazi byly vzorky centrifugovany 15 minut
(centrifuga Eppendorf 5415R, 16 000xg, 4°C). Vrchni vodna faze byla odebrana
do nové mikrozkumavky a byl k ni pridan jeden objemovy ekvivalent isopropanolu
pro precipitaci RNA. Smés byla promichana nékolikerym otocenim mikrozkumavky.
Vzorky byly inkubovany 10 minut za laboratorni teploty a nasledné centrifugovany
15 minut (centrifuga Eppendorf 5415R, 16 000xg, 4°C). Pevna peleta RNA na dné
mikrozkumavky byla po odstranéni supernatantu promyta. Byl pridan 1 ml ethanolu,
vzorky byly kratce vortexovany (vortex Genius 3) a 5 minut centrifugovany
(centrifuga Eppendorf 5415R, 16 000xg, 4°C). VétSina supernatantu byla odstranéna
pipetou a zbytek byl odparen do sucha (termoblok VLM, 55°C). K peleté obsahujici
RNA bylo pridano 40 pl destilované vody bez RNas (pri izolaci vice koncentrované
RNA z jater bylo pouzito 60 pl vody). Vzorky byly kratce vortexovany a inkubovany
po dobu 10 minut pfi teploté 55°C pro rozpusténi pelety (termoblok VLM).

Ziskané vzorky RNA byly presunuty na suchy led a nasledné uchovavany

pti teploté -80°C.
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4.2.7 Detekce pritomnosti RNA pomoci agarosové elektroforézy

Elektroforéza je standardni metodou umoZiujici nejen separaci proteind,
ale také separaci nukleovych kyselin, podle jejich velikosti (tzn. podle jejich délky
v parech bazi) [73]. Jednu z mozZnosti vizualizace nukleovych kyselin v gelu
predstavuje interkala¢ni barvivo SYBR Green II [74].

Izolovana RNA (viz kapitola 4.2.6) byla separovana pomoci elektroforézy
na 1% agarosovém gelu pripraveném z 0,4 g agarosy a 40 ml 0,5x koncentrovaného
TBE pufr (5x koncentrovany TBE - 445mM Tris, 445mM kyselina boritd, 10mM EDTA,
pH 8-8,3). Vzorky byly ptipraveny smisenim 2 pl roztoku izolované RNA (viz kapitola
4.2.6) a 0,4 pl pufru Loading dye (6x) od Applied Biosystems. Jako marker byl pouzit
ss RNA Ladder. Agarosovy gel byl vhorizontalni elektroforetické aparatuie
pirevrstven 300 ml 5x koncentrovaného TBE pufru a byl na néj nanesen cely objem
vzorkl. Separace probihala 40 minut pti napéti 110 V (EPS 301) a gel byl nasledné
ponoi'en do 10 000x redéného barviva SYBR Green II, pripraveného z 5 pl barviva
Sybr Green II a 50 ml 1x koncentrovaného TBE pufru. Inkubace probihala po dobu
30 minut na tiepaéce (CSAV Vyvojové dilny) pii laboratorni teploté bez piistupu

svétla. K vizualizaci byl pouZit UV transluminator.

4.2.8 Stanoveni koncentrace a ¢istoty RNA

Koncentrace a Cistota RNA se stanovuje pomoci UV spektroskopie.
Vypocet koncentrace RNA pomoci Lambert-Beerova zdkona je zaloZen na faktu,
ze roztok RNA o koncentraci 40 pg/ml vykazuje pri vinové délce 260 nm absorbanci
o hodnoté 1. Cistota roztoku RNA je pocitdna jako pomér absorbanci roztoku
pri vinové délce 260 nm (absorp¢ni pas nukleovych kyselin) a 280 nm (absorp¢ni pas
proteinti). Vypocet je korigovan na pozadi pti vinové délce 320 nm, pri této vinové
délce neabsorbuji nukleové kyseliny ani proteiny, ale necistoty [75, 76].

Vzorky obsahujici izolovanou RNA byly nafedény 50x a byla proméiena jejich
absorbance pfi 260 nm, 280 nm a 320 nm (DeNovix). Ze ziskanych hodnot byla
vypoctena koncentrace RNA v téchto vzorcich a také jejich Cistota. Za dostate¢né Cisté
byly povaZovany roztoky s Cistotou vétsi nez 1,6. Pokud byla namérena hodnota

absorbance vyssi nez jedna, byly vzorky navic méreny 100x fedéné.
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o Az — Asz0
Cistota = ——
Azg0 — Aszo

4.2.9 Syntéza cDNA - reverzni transkripce

Enzym reverzni transkriptasa umoZiiuje syntetizovat podle vldkna mRNA
tzv. komplementarni DNA (cDNA), kterd miliZe byt nasledné pouZita jako templat
pro klasickou polymerazovou retézovou reakci. Kombinace reverzni transkripce (RT)
a PCR umoznuje detekci i velmi nizkych koncentraci RNA ve vzorcich [77].

Reverzni transkripce byla provedena za pouziti kitu High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits od Applies Biosystems. Byla pripravena komplementarni
DNA ke vzorkim RNA izolované z jater, ledvin a plic nepremedikovanych
a premedikovanych potkant (viz kapitola 4.2.6). BEhem manipulace byly jak vzorky,
tak reakéni smési udrzovany v chladu. Prace probihala ve sterilnim prostredi
za pouziti sterilniho materiadlu bez RNas. Kazda reakcéni smés o celkovém objemu 20

ul pro reverzni transkripci méla nasledujici sloZeni:

e 1pugRNA

e 2 pl 10x koncentrovaného pufru pro RT

e 2 ul 10x koncentrovanych ndhodnych primeri

e 0,8 ul 25 x koncentrované smési deoxyribonukleotid
e 1 plinhibitoru RNas

e destilovana voda bez RNas

Z kazdé smési byly odebrany 2 pl, které predstavovaly kontrolni reak¢ni smés
bez reverzni transkriptasy. Ke zbylym 18 pl byl pfidan 1 ul tohoto enzymu. Reverzni

transkripce probihala v thermocycleru Techne za nasledujicich podminek:

25°C 10 min
37°C 120 min
85°C 5 min
4°C

Po ukonceni reakce byly produkty uchovavany pfri teploté -80°C.
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4.2.10 Kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR (qPCR, také real-time PCR) je metoda vychazejici z klasické
polymerazové retézové reakce umoznujici kvantifikaci produktu pomoci detekce
fluorescence. V priibéhu gPCR je sledovano, kdy dojde k dostatecné amplifikaci
signalu a fluorescence prekroc¢i urcitou prahovou hodnotu (tzv. “treshold”). Tato
technika byva mimo jiné pouZzivana pri analyze genové exprese [78].

Kvantitativni PCR byla provedena za pouziti kitu Fast Start Essential DNA
Probes Master od Roche. Byly pouZity specifické sondy Tagman identifikujici cDNA
vzniklou reverzni transkripci mRNA, jejiz translaci by vznikly proteiny CYP1B1,
CYP3A1 a CYP3AZ2. Jako referentni protein byl zvolen -aktin.

Stanoveni bylo provedeno pro vzorky jater, ledvin a plic nepremedikovanych
a premedikovanych potkanli a kazda reakéni smés pro kvantitativni PCR meéla

nasledujici sloZeni:

e 5ul10x redéného roztoku cDNA
e 10 ul 2x koncentrovaného roztoku Master Mix
e 1 pl 20x koncentrovaného roztoku specifické sondy

e 4l H20 (PCR grade)

Kvantitativni PCR probihala v cycleru Rotor Gene 2000 s thlovym rotorem

na 72 vzorkd za nasledujicich podminek:

95°C 10 min
95°C 15 min jr 50 cykld
60°C 60 s
4.2.11 Studium metabolismu benzo(a)pyrenu

Pro studium metabolismu benzo(a)pyrenu byla pouZita mikrosomalni frakce
zjater premedikovanych potkani a Kkontrolni nepremedikované skupiny
(viz kapitola 4.2.1). Reakéni smési o celkovém objemu 500 pl byly pripraveny

do mikrozkumavek Eppendorf v triplikatech a sloZeni smési bylo nasledujici:
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o fosfatovy pufr (0,1M KH2PO4 pH 7,4)

¢ 1 mg/ml proteinu jaterni mikrosomalni frakce potkana

e 10uM B(a)P (1 ul 5mM B(a)P v dimethylsulfoxidu (DMS0))

e 50 ul NADPH-generujiciho systému (zdsobni roztok: ImM NADP+, 10mM
D-glukosa-6-fosfat, 1 U/ml D-glukosa-6-fosfdatdehydrogenasa, 10mM
MgClz-6H20)

Byly pripraveny také kontrolni reak¢ni smeési, které neobsahovaly bud
mikrosomalni frakci nebo B(a)P nebo NADPH generujici systém (GS). Reakce byla
zahajena pridanim NADPH-generujiciho systému a reakéni smési byly inkubovany
za pristupu vzduchu 20 minut (Thermomixer Compact, 37°C, 400 RPM). Reakce byla
zastavena pridanim 1 ml ethylacetatu, jako interni standard byl pridan fenacetin (5 pl
1mM fenacetinu v methanolu). Vzniklé metabolity byly extrahovany dvakrat 1 ml
ethylacetatu po dobu 2 minut (Thermomixer Compact, 1 400 RPM), vodna
a organicka faze byly separovany pomoci centrifugace (centrifuga Eppendorf 5418,
5 minut, 13000 RPM). Organicka faze byla odebrana do cisté mikrozkumavky
Eppendorf a odparena do sucha ve vakuové odparce (CentriVap DNA Concentrator,
37°C). Pred separaci pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie byly vzorky
rozpustény ve 25 pl methanolu, vortexovany 20 sekund (MS2 Minishaker) a toCeny

na centrifuze po dobu 10 sekund (minicentrifuga Spectrafuge™).

4.2.11.1Separace metabolitii benzo(a)pyrenu vysokouicinnou kapalinovou

chromatografii (HPLC)

Metabolity B(a)P byly separovany a kvantifikovidny metodou HPLC za pouZiti
linearniho gradientu 0-100 % mobilni faze B v priibéhu 35 minut s naslednou
10 minutovou isokratickou eluci. Mobilni faze A byla tvorena 50% (v/v)
acetonitrilem, mobilni faze B obsahovala 85% (v/v) acetonitrilu. Separace probihala
na koloné Nucleosil 100-5 C18 HD, 5 pm, 250 x 4 mm (Macherey-Nagel) pri teploté
35°C s konstantni priitokovou rychlosti mobilni faze 0,6 ml/min. Metabolity byly
detekovany pri vinové délce 254 nm a kvantifikovany vztazenim jejich plochy k plose

vnitiniho standardu (fenacetinu). Nastfik na kolonu ¢inil 20 pl. Pro separaci
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byl pouZzit HPLC systém Agilent Technologies 1200 Series, pro udrZeni stalé teploty
kolony byl pouzit termostat Column Oven LCO 102.

4.2.12 Stanoveni specifické aktivity CYP3A: 6f-hydroxylace

testosteronu

6(-hydroxylace testosteronu (TST) byla stanovovana v mikrosomalni frakci
jater premedikovanych potkani a kontrolni nepremedikované skupiny (viz kapitola
4.2.1). Reakéni smési o celkovém objemu 500 pl byly pripraveny do mikrozkumavek

Eppendorf v triplikatech a sloZeni smési bylo nasledujici:

e fosfatovy pufr (0,1M KH;PO4; pH 7,4)

e 0,5 mg/ml proteinu jaterni mikrosomalni frakce potkana

e 50uM TST (2,5 ul 10mM TST v methanolu)

e 50 ul NADPH-generujiciho systému (zdsobni roztok: ImM NADP+, 10mM
D-glukosa-6-fosfdat, 1 U/ml D-glukosa-6-fosfdtdehydrogenasa, 10mM
MgCl;-6H20)

Byly pripraveny také kontrolni reakéni smési, které neobsahovaly bud
mikrosomalni frakci nebo B(a)P nebo GS. Reakcéni smési byly preinkubovany
bez pritomnosti GS po dobu 5minut (Thermomixer Compact, 37°C), reakce byla
zahajena pridanim 50 pl GS a vzorky byly inkubovany za pristupu vzduchu po dobu
15 minut (Thermomixer Compact, 37°C, 400 RPM). Reakce byla zastavena pridanim
100 pl roztoku 1M NazC03/2M NaCl a vzorky byly 20 sekund vortexovany (vortex
MS2 Minishaker). Jako interni standard byl ptidan fenacetin (5 pl 1mM fenacetinu
v methanolu). Vzniklé metabolity byly extrahovany dvakrat 1 ml ethylacetatu
po dobu 2 minut (Thermomixer Compact, 1 400 RPM), vodna a organicka faze byly
separovany pomoci centrifugace (centrifuga Eppendorf 5418, Sminut, 13 000 RPM).
Organicka faze byla odebrana do Cisté mikrozkumavky Eppendorf a odparena
do sucha ve vakuové odparce (CentriVap DNA Concentrator, 37°C). Pred separaci
pomoci HPLC byly vzorky rozpustény ve 30 pl methanolu, vortexovany 20 s (vortex

MS2 Minishaker) a toCeny na centrifuze po dobu 10 s (minicentrifuga Spectrafuge™).
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4.2.12.1Separace  metabolitit  testosteronu vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii (HPLC)

Metabolity TST byly separovany a kvantifikovany pomoci metody HPLC
za pouZiti linedrniho gradientu 0-100 % mobilni faze B po dobu 27 minut. Mobilni
faze A byla tvorena 50% (v/v) methanolem, mobilni faze B obsahovala 75% (v/v)
methanolu. Separace probihala na koloné Nucleosil 100-5 C18, 250 x 4 mm
(Macherey-Nagel) pti teploté 35°C s konstantni pritokovou rychlosti mobilni faze
0,6 ml/min. Testosteron a jeho metabolity byly detekovany pii vinové délce 254 nm
a kvantifikovany vztazenim jejich plochy k ploSe vnitfniho standardu (fenacetinu).
Nasledné vyhodnoceni bylo provedeno za pouziti pétibodové kalibracni kiivky
srozsahem 10 az 200 pmol/l, odezvy jednotlivych kalibracnich bodi byly také
vztaZeny na plochu vnitfniho standardu. Nastrik na kolonu ¢inil 25 pl. Pro separaci
byl pouZzit HPLC systém Agilent Technologies 1200 Series, pro udrZeni stalé teploty
kolony byl pouzit termostat Column Oven LCO 102.
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5 Vysledky

Predkladana diplomova prace se zabyva vlivem vybranych endokrinnich
disruptort a jejich kombinaci na genovou a proteinovou expresi CYP1B1, 3A1 a 3A2
vjatrech, ledvinach a plicich potkanii in vivo. Byl sledovan také vliv téchto latek

na metabolismus benzo(a)pyrenu a na specifickou aktivitu CYP3A.

5.1 Charakterizace mikrosomalni frakce

Nejprve bylo stanoveno mnozstvi proteind v mikrosomalni frakci jater, ledvin
a plic nepremedikovanych a premedikovanych potkani (viz kapitola 4.2.2). Dale bylo
stanoveno celkové mnoZstvi cytochromu P450 v mikrosomalni frakci izolované
z jater a ledvin potkanli. Nameérfend data jsou wuvedena v Tabulce 3.
V mikrosomalni frakci izolované z plic potkant byla koncentrace CYP piilis nizka
a nepodarilo se ji proto stanovit. Ze ziskanych hodnot byl vypocten specificky obsah

CYP (koncentrace CYP vztazena na celkovou koncentraci proteinii) (viz Tabulka 3).

Tabulka 3 Koncentrace celkového proteinu, celkového cytochromu P450 (CYP) a specificky

obsah CYP v mikrosomalni frakci potkani nepremedikovanych a premedikovanych

benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi

JATRA LEDVINY PLICE

skupina | premeiace | (roint | S | 7| (oo | o) | cooena | i
1 - 13,0 | 5554 | 0,426 | 9,25 | 0,945 | 0,102 4,71
2 BaP 203 | 12,9 | 0,635 | 7,14 | 0,967 | 0,135 2,90
3 EE2 16,9 | 6,86 | 0,406 | 6,68 | 0,549 | 0,082 4,05
4 E2 31,9 | 10,0 | 0,313 | 7,25 | 0,835 0,115 3,08
5 BaP + EE2 14,1 | 6,33 | 0,449 | 7,59 | 0,879 | 0,116 5,24

6 BaP + E2 17,0 | 9,85 | 0,579 | 7,14 | 1,23 | 0,172 3,79

7 EE2 + E2 19,7 | 9,85 | 0,500 | 11,2 | 0,945 | 0,084 5,18
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5.2 Charakterizace izolované RNA

Dale byla pomoci spektrofotometrie stanovena koncentrace a Cistota RNA,

kterd byla izolovana zvySe uvedenych organti potkani nepremedikovanych

a premedikovanych vybranymi endokrinnimi disruptory (viz kapitola 4.2.1).

Vysledné hodnoty koncentrace RNA jsou uvedeny v Tabulce 4. Izolace byla provedena

vZdy paralelné ve trech roztocich. VSechny roztoky vykazovaly dostatecnou Cistotu

(uvaZovany hodnoty nad 1,6) a byly pouzity k dalSimu zpracovani.

Tabulka 4 Koncentrace a ¢istota RNA izolované z jater, ledvin a plic potkanti nepremedikova-

nych a premedikovanych benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2)

a jejich kombinacemi

JATRA LEDVINY PLIiCE
skupina | premedikace (:;7&) Cistota (P«C:/“:\l') Cistota (:g}\‘al) Cistota
1,826 1,77 1,430 1,81 0,685 1,89
1 - 3,208 1,74 2,102 1,87 0,362 2,05
1,496 1,72 1,472 1,90 0,419 1,90
2,826 1,77 0,547 2,03 1,754 1,75
2 BaP 1,862 1,76 0,561 2,01 0,934 1,90
1,378 1,79 1,167 1,83 0,957 1,76
2,000 1,71 1,100 1,98 0,602 1,83
3 EE2 1,886 1,75 0,949 2,00 0,432 1,82
2,774 1,74 1,280 1,83 0,595 2,00
1,714 1,75 0,740 2,04 0,758 1,76
4 E2 1,852 1,76 0,728 1,99 0,435 1,97
2,276 1,75 1,618 1,89 0,717 1,84
2,206 1,76 0,875 1,93 0,556 1,71
5 BaP + EE2 1,864 1,765 0,625 1,85 0,512 1,74
1,550 1,824 0,627 1,79 0,528 1,83
3,684 1,919 0,494 1,80 0,522 1,86
6 BaP + E2 3,649 1,942 1,064 1,84 0,614 1,94
2,621 1,963 1,083 1,76 0,435 1,89
1,698 1,726 1,206 1,93 0,760 1,82
7 EE2 + E2 1,736 1,754 1,288 1,74 0,712 1,79
2,658 1,770 1,260 1,80 0,422 1,83
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Pomoci agarosové elektroforézy a barviva SYBR Green II byla potvrzena
pritomnost RNA ve vSech roztocich izolované RNA a tedy uspésnost procesu izolace
(viz Obr. 13). Na obrazku jsou viditelné dva signaly odpovidajici 18S a 28S rRNA, tedy
molekulam, které tvori vyznamnou Cast izolované bunécné RNA a je moZné

je vizualizovat.

BaP EE2 E2 BaP + EE2 BaP + E2 EE2 + E2 kontrola

285 rRNA
185 rRNA

Obrazek 13 Vizualizace pfitomnosti RNA v roztocich RNA izolovanych z jater potkanti nepremedikovanych
a premedikovanych benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi pomoci

agarosové elektroforézy a barviva SYBR Green Il (viz kapitola 4.2.7)

5.3 Studium vlivu BaP, EE2, E2 a jejich kombinaci na miru exprese
CYP1B1 u potkana in vivo

Ve vzorcich izolované RNA z jater, ledvin a plic potkanii nepremedikovanych
a premedikovanych benzo(a)pyrenem, ethinylestradiolem, estradiolem a jejich
kombinacemi byla sledovana nejprve relativni mira genova exprese CYP1B1 pomoci
kvantitativni PCR. Nasledné byla sledovdna také mira exprese samotného proteinu
CYP1B1 pomoci metody Western blot spojené sdetekci CYP1B1 za pouziti
specifickych protilatek.

Z Obr. 14 (str. 52) je zfejmé, Ze doSlo ke zvySeni relativni miry genové exprese
CYP1B1 vjatrech potkant premedikovanych BaP a jeho kombinacemi s EE2 a E2
ve srovnani s kontrolni skupinou. Tato indukce genové exprese CYP1B1 byla
nejvyraznéjsi u potkand premedikovanych samotnym BaP a kombinaci BaP a E2.
U potkani premedikovanych BaP spolu s EE2 doslo ke snizeni miry indukce oproti
potkantim premedikovanym samotnym BaP. Vjatrech potkanli premedikovanych
samotnym EE2 a EE2 spolu s E2 doSlo naopak k signifikantnimu sniZeni genové

exprese CYP1B1.
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Obrazek 14 Genova exprese CYP1B1 v jatrech potkant nepremedikovanych a premedikovanych benzo(a)pyrenem

(BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi

Také na proteinové urovni dosSlo ke zvySeni exprese CYP1B1 v jaternich

mikrosomech potkani premedikovanych BaP a jeho kombinacemi (viz Obr. 15).

CYP1B1 . 50 kDa

7 " » b —
CAPDH & s o — — — -b 57 kDa
kontrola Bap EEZ EZ BaP+EEZ  BaP+EZ2  EEZ4EZ

Obrazek 15 Detekce CYP1B1 na proteinové urovni v mikrosomalni frakci jater potkani nepremedikovanych
a premedikovanych benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi.

Pro porovnani byl detekovan také konstantné exprimovany protein GAPDH

Vledvinach potkanG premedikovanych BaP a kombinaci BaP a E2 doslo
k mirnému zvysSeni relativni miry genové exprese CYP1B1 oproti kontrolni skupiné,
u potkani premedikovanych EE2 a kombinaci EE2 s E2 dosSlo naopak

k mirnému poklesu genové exprese tohoto proteinu (viz Obr. 16, str. 53).
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Obrazek 16 Genova exprese CYP1B1 v ledvinach potkani nepremedikovanych a premedikovanych benzo(a)pyrenem

(BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi

Pomoci specifické protilatky byla potvrzena pritomnost proteinu CYP1B1
v mikrosomalni frakci ledvin potkanti, nepodarilo se vSak posoudit rozdily v jeho

mnozstvi mezi jednotlivymi premedika¢nimi skupinami a kontrolni skupinou

(viz Obr. 17).

CYP1B1 50 kDa

GAPDH “— —— v#q S

kontrola BaP+EEZ BaP+EZ EEZ4EZ

Obrazek 17 Detekce CYP1B1 na proteinové trovni v mikrosomalni frakci ledvin potkand nepremedikovanych
a premedikovanych benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi.

Pro porovnani byl detekovan také konstantné exprimovany protein GAPDH

Ke zvySeni relativni miry genové exprese CYP1B1 oproti kontrolni skupiné
doslo také v pripadé plicni tkané potkani premedikovanych samotnym BaP a jeho
kombinacemi s EE2 a E2 (viz Obr. 18, str. 54).

Zvyseni genové exprese CYP1B1 vledvinach potkani premedikovanych BaP
bylo nejnizsi v porovnani se zvysSenim genové exprese v jatrech a plicich potkant

premedikovanych BaP v kombinaci s EE2 nebo E2 (viz obr. 14, str. 52).
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Obrazek 18 Genova exprese CYP1B1 v plicich potkanti nepremedikovanych a premedikovanych benzo(a)pyrenem

(BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi

Na proteinové urovni byla zretelné vizualizovana pouze pritomnost CYP1B1 ve
vzorcich mikrosomalni frakce izolované z plic potkanii premedikovanych BaP a jeho

kombinacemi (viz Obr. 19).

CYP1B1 50 kDa

GAPDH —I"\—-‘.—-—r S7kDa

kontrola BaP+EEZ BaP+EZ  EE24EZ

Obrazek 19 Detekce CYP1B1 na proteinové trovni v mikrosomalni frakci ledvin potkani nepremedikovanych
a premedikovanych benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi.

Pro porovnani byl detekovan také konstantné exprimovany protein GAPDH

5.4 Studium vlivu BaP, EE2, E2 a jejich kombinaci na miru exprese
CYP3A1 a CYP3A2 u potkana in vivo

Podobné jako v ptipadé CYP1B1 byla v roztocich izolované RNA z jater, ledvin

a plic potkani nepremedikovanych a premedikovanych benzo(a)pyrenem,

ethinylestradiolem, estradiolem a jejich kombinacemi sledovdna relativni mira

genové a proteinové exprese CYP3A1l a CYP3A2. Pro vizualizaci cytochromid P450
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podrodiny 3A na proteinové Urovni byla pouzita protilatka rozpoznavajici CYP3A1
i CYP3A2.

Z Obr. 20 je patrné, Ze v jatrech vSech premedikovanych potkani kromé
potkanti premedikovanych samotnym BaP doSlo ke sniZeni relativni miry genové
exprese CYP3A1l oproti kontrolni nepremedikované skupiné. Tento pokles byl

nejvyraznéjsi u potkant premedikovanych kombinacemi EE2 s BaP a EE2 s E2.
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Obrazek 20 Genova exprese CYP3A1 v jatrech potkan nepremedikovanych a premedikovanych benzo(a)pyrenem

(BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi

Zaroven doslo k vyraznému poklesu relativni miry genové exprese CYP3A2
oproti kontrolni skupiné v jatrech vSech skupin premedikovanych potkant kromé
potkanti premedikovanych samotnym BaP. K nejvyraznéjSimu poklesu doslo v jatrech

potkant premedikovanych EE2 a jeho kombinacemi (viz Obr. 21, str. 56)
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Obrazek 21 Genova exprese CYP3A2 v jatrech potkani nepremedikovanych a premedikovanych benzo(a)pyrenem

(BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi

Z Obr. 22 lze usuzovat na mirné zvysSeni proteinové exprese CYP3A1/2
v mikrosomalni frakci jater potkani premedikovanych samotnym BaP . V ostatnich
pripadech dochazi k mirnému poklesu proteinové exprese CYP3A1/2 ve srovnani

s kontrolni skupinou.

CYP3A1/2 N S - 50 kDa

GAPDH — g 57 kDA

kontrola BaP EEZ EZ BaP+EE2 BaP+EZ2 EEZ+EZ

Obrazek 22 Detekce CYP3A1/2 na proteinové urovni v mikrosomalni frakci jater potkant nepremedikovanych
a premedikovanych benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi.

Pro porovnani byl detekovan také konstantné exprimovany protein GAPDH

Udaje uvedené na Obr. 23 (str. 57) ukazuji, Ze do$lo k mirnému zvyseni
relativni miry genové exprese CYP3A1l vledvindch potkanli premedikovanych
estradiolem nebo jeho kombinacemi ve srovnani s kontrolni skupinou. U potkani
premedikovanych BaP, EE2 a jejich kombinaci doSlo naopak k poklesu genové

exprese CYP3A1.
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Obrazek 23 Genova exprese CYP3AL1 v ledvinach potkani premedikovanych nepremedikovanych a premedikovanych

benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi

V ptipadé genové exprese CYP3A2 doslo k jejimu mirnému zvysSeni v ledvinach
potkani premedikovanych estradiolem a jeho kombinaci s BaP. V tkani ledvin
potkani premedikovanych ethinylestradiolem a jeho kombinacemi
s benzo(a)pyrenem a estradiolem, doSlo naopak k vyraznému sniZeni relativni miry

genové exprese této isoformy cytochromu P450 (viz Obr. 24)
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Obrazek 24 Genova exprese CYP3A2 v ledvinach potkand nepremedikovanych a premedikovanych benzo(a)pyrenem

(BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi
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\Y mikrosomalni frakci ledvin potkant nepremedikovanych
a premedikovanych BaP, EE2, E2 a jejich kombinacemi byla vizualizovana pritomnost
proteinu CYP3A1/2. Zda doslo ke sniZeni nebo zvyseni proteinové exprese CYP3A1/2

nebylo moZné posoudit (viz Obr. 25).

CYP3A1/2 D 50 kDa

——

GAPDH R s S S— — 7 D

kontrola Bap EE2 EZ BaP+EE2 BaP+E2  EEZ4EZ

Obrazek 25 Detekce CYP3A1/2 na proteinové trovni v mikrosomalni frakci ledvin potkand nepremedikovanych
a premedikovanych benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi.

Pro porovnani byl detekovan také konstantné exprimovany protein GAPDH

Jak je patrné z Obr. 26, vplicich potkanli premedikovanych samotnym
benzo(a)pyrenem doslo k vyraznému zvyseni relativni miry genové exprese CYP3A1
oproti kontrolni skupiné. K mirnému zvySeni relativni miry genové exprese CYP3A1
doslo také v plicni tkani potkant premedikovanych samotnym EE2 a samotnym E2.
Naproti tomu v plicich potkand premedikovanych kombinacemi latek BaP s EE2, BaP

s E2 aEE2 s E2 doSlo k jejimu sniZeni (viz Obr. 26).
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Obrazek 26 Genova exprese CYP3A1 v plicich potkant nepremedikovanych a premedikovanych benzo(a)pyrenem

(BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi
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Podobna situace nastala také v pripadé genové exprese CYP3A2, kde v plicni
tkani potkanli premedikovanych samotnym BaP také doslo kvyraznému zvysSeni.
Naopak u potkantli premedikovanych kombinacemi BaP s EE2, BaP s E2 a také EE2
s E2 doSlo k vyraznému poklesu exprese CYP3A2 (viz Obr. 27).
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Obrazek 27 Genova exprese CYP3A2 v plicich potkanii nepremedikovanych a premedikovanych benzo(a)pyrenem

(BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi

Jak je patrné z Obr. 28, v mikrosomalni frakci plic potkani nebylo moZné
vizualizovat proteiny CYP3A1/2 u Zadné premedikované skupiny ani

u kontrolni nepremedikované skupiny (viz Obr. 28).

S0 kDa
CYP3A1/2

GAPDH _“'“—"- 37 kDa

kontrola BaP EEZ Ez BaF+EE2 BaP+E2  EEZ+EZ2

Obrazek 28 Detekce CYP3A1/2 na proteinové urovni v mikrosomalni frakci plic potkanti nepremedikovanych
a premedikovanych benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi.

Pro porovnani byl detekovan také konstantné exprimovany protein GAPDH
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5.5 Stanoveni specifické aktivity CYP3A: 6-hydroxylace testosteronu

\Y mikrosomalni{ frakci jater premedikovanych potkanii
a nepremedikované kontrolni skupiny byla stanovena specificka aktivita CYP3A. Jako
charakteristicka reakce Kkatalyzovana touto isoformou cytochromu P450 byla
sledovana 63-hydroxylace testosteronu (viz Obr. 29).

U potkanii premedikovanych EE2, E2 nebo kombinaci BaP a EE2 doslo
ke sniZeni rychlosti tvorby 63-hydroxytestosteronu v porovnani s kontrolni skupinou
a potkany premedikovanymi samotnym BaP. K mirnému poklesu rychlosti tvorby
6B3-hydroxytestosteronu doslo také v mikrosomalni frakci jater potkant
premedikovanych kombinacemi BaP a E2, nejvyraznéjsi pokles tvorby specifického

produktu byl patrny u potkant premedikovanych kombinaci BaP a EE2.
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Obrazek 29 Tvorba 6B-hydroxytestosteronu v mikrosomalni frakci jater potkanti nepremedikovanych

a premedikovanych benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2), estradiolem (E2) a jejich kombinacemi
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5.6 Studium metabolismu benzo(a)pyrenu v jdatrech potkanii
premedikovanych BaP, EE2, E2 a jejich kombinacemi

V mikrosomalni frakci jater potkand nepremedikovanych a premedikovanych
benzo(a)pyrenem, ethinylestradiolem, estradiolem a jejich kombinacemi (viz kapitola
4.2.1) byl studovan metabolismus benzo(a)pyrenu. Bylo sledovano mnozZstvi
metabolitti BaP-9,10-dihydrodiolu, BaP-4,5-dihydrodiolu, BaP-7,8-dihydrodiolu, BaP-
1,6-dionu, BaP-9-olu, BaP-3-olu a také metabolitu Mx (viz Obr. 9, str. 27). Tyto
metabolity byly separovany pomoci HPLC a nasledné kvantifikovany porovnanim
s vnitinim standardem (viz kapitola 4.2.11.1).

Jak je patrné z Obr. 30 (str. 62), v mikrosomalni frakci jater potkani
premedikovanych samotnym benzo(a)pyrenem nebo jeho kombinacemi
s ethinylestradiolem nebo estradiolem doslo k vyraznému zvysSeni rychlosti tvorby
metaboliti BaP oproti kontrolni skupiné. U potkanli premedikovanych
ethinylestradiolem, estradiolem, jejich kombinaci a také ve vzorcich kontrolni
skupiny byla rychlost vzniku metabolit BaP vyrazné nizsi.

U vSech premedikacnich skupin byl BaP metabolizovan v nejvyss$i mite
na detoxikac¢ni metabolit benzo(a)pyrenu BaP-3-ol a poté na BaP-9,10-dihydrodiol.
Naopak na metabolit Mx byl BaP preménovan pouze v mikrosomalni frakci jater

potkanti premedikovanych BaP a jeho kombinacemi.
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Obrazek 30 Vznik metabolitti benzo(a)pyrenu v mikrosomalni frakci jater potkani nepremedikovanych a premedikovanych benzo(a)pyrenem (BaP), ethinylestradiolem (EE2),

estradiolem (E2) a jejich kombinacemi

62



6 Diskuze

Endokrinni disruptory jsou latky schopné interferovat s prirozenymi procesy
tvorby, signalizace a metabolismu endogennich hormont. Organismy jsou
z okolniho prostredi obvykle vystaveny vice neZ jednomu endokrinnimu disruptoru
[30] a proto je potreba studovat nejen jednotlivé EDC a jejich vliv na Zivé organismy,
ale takeé vysledny efekt vyvolany kombinaci vice sloucenin.

Tato prace je zameéifena na vliv a interakci endokrinnich disruptort
benzo(a)pyrenu (BaP) a 17a-ethinylestradiolu (EE2), tedy dvou sloucenin
exogenniho pivodu hojné se vyskytujicich v Zivotnim prostfedi. Mezi endokrinni
disruptory vSak nepatfi pouze slouceniny cizorodé. Také latky endogenniho ptivodu
jsou schopné nezadoucim zpisobem ovliviiovat endokrinni systém organismi [79]
a proto byl vtéto praci sledovan také vliv 17B-estradiolu jako rozsifeného
endogenniho endokrinniho disruptoru.

Benzo(a)pyren je polycyklickd aromatickd sloucenina dobfe znama svou
schopnosti indukovat genovou expresi cytochromi P450 rodiny 1 interakci
sjadernym aryluhlovodikovym receptorem (AhR) [40, 80, 81]. V této studii bylo
sledovano vyznamné zvysSeni exprese CYP1B1 u potkanli premedikovanych BaP
a jeho kombinacemi s EE2 a E2 vjatrech a plicich. Ackoli jatra nejsou cilovym
organem metabolismu BaP, byly jiz drive zaznamenany pripady, kdy podavani
polycyklickych aromatickych uhlovodiki vedlo ke zvySeni genové exprese CYP rodiny
1 (konkrétné CYP1A1 a CYP1B1) ve vétsi mire v jatrech neZ v plicich [82], jak tomu
bylo i vtéto praci. Také vledvindch potkanli premedikovanych BaP a jeho
kombinacemi doSlo k mirnému zvyseni genové exprese CYP1B1.

Vliv estradiolu a ethinylestradiolu na expresi CYP1B1 je komplikovanéjsi
zaleZitosti. Mnohé zdroje napovidaji, Ze estradiol zvySuje genovou expresi CYP1B1
ovliviiovanim estrogenového receptoru a tento jev byl také pozorovan v nékolika
(predevsim hormonalné kontrolovanych) tkanich, jako je déloha, vaje¢niky, mlécna
zlaza nebo bunécna linie karcinom prsu [18, 83]. Vramci této prace vSak bylo
pozorovano mirné zvySeni genové exprese CYP1B1 vlivem estradiolu pouze v tkani
plic, zatimco vjatrech aledvinach potkand premedikovanych estradiolem doslo

kmirnému  poklesu genové exprese této isoformy. Vliv estradiolu
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na expresi CYP1B1 je pravdépodobné tkanoveé specificky, nebot byl popsan ptipad,
ve kterém doslo ke sniZeni genové exprese CYP1B1 v testikuldrnich Leydigovych
bunikdch po premedikaci estradiol benzoatem [84]. Zaroven bylo prokazano,
Ze estradiol je schopen zvySovat induk¢ni efekt BaP na CYP1B1 pomoci AhR [85],
coZ potvrzuje teorii o komunikaci mezi signalnimi drahami AhR a ER [84]. Také
vysledky této prace ukazuji, Ze vjatrech a plicich potkani premedikovanych
kombinaci BaP a E2 dochazi ke zvySeni exprese CYP1B1 v porovnani s potkany
premedikovanymi samotnym BaP. Tento jev by potencialné mohl ovliviiovat
genotoxické ptisobeni BaP.

V pripadé ethinylestradiolu nebylo nalezeno mnoho studii zabyvajicich se jeho
vlivem na expresi CYP1B1. V ramci této prace se vliv EE2 na expresi CYP1B1 priblizné
shodoval s efektem vyvolanym samotnym estradiolem. Pouze v jaterni tkani doslo
k vyznamnému poklesu genové exprese CYP1B1 u potkanl premedikovanych BaP
spolu s EE2 ve srovnani s potkany premedikovanymi samotnym BaP.

Vysledky studia metabolismu benzo(a)pyrenu v jaternich mikrosomech
potkanli premedikovanych vybranymi EDC vykazuji obdobny trend jako zmény
genové exprese CYP1B1 vtéto tkani. To je vsouladu sjiz drive publikovanymi
vysledky [47] ze kterych je ziejmé, Ze se CYP1B1 nejen podili na metabolismu BaP,
ale Ze tato slouCenina CYP1B1 také indukuje. Je proto logické, Ze v mikrosomalni
frakci jater potkanG premedikovanych BaP doslo ktvorbé zvySeného mnozstvi
metabolitli v porovnani s kontrolni nepremedikovanou skupinou. Na metabolismu
BaP v jatrech se vSak podili vétSi mnozZstvi isoforem CYP (mimo jiné CYP1A1, CYP1A2
a podle nékterych studii také CYP3A) [86], pro Uplnost je tedy potieba ziskana data
propojit s vysledky studia genové a proteinové exprese zbyvajicich zucastnénych
enzymu.

Protein CYP1B1 byl detekovatelny pouze v mikrosomalni frakci jater a ledvin
potkanti nepremedikovanych a premedikovanych vybranymi endokrinnimi
disruptory. V jatrech potkant premedikovanych BaP a jeho kombinacemi s EE2 a E2
bylo patrné zvySeni proteinové exprese CYP1B1, coz je vsouladu svysledky
ziskanymi pri studiu genové exprese. V mikrosomalni frakci plic nebylo moZné

pomoci specifickych protilatek dany protein detekovat. Divodem muzZe byt nizka
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koncentrace cytochromi P450 vtkdni plicc tomu odpovida také fakt,
ze v mikrosomalni frakci plic nebylo mozné obsah CYP spektrofotometricky stanovit.

Na rozdil od CYP1B1, jehoZ exprese je regulovana predevSim pomoci
aryluhlovodikového receptoru, je genova exprese cytochromti P450 podrodiny 3A
regulovana pomoci konstitutivniho androstanového receptoru (CAR) a pregnanového
receptoru X (PXR) [87].

Je znamo, Ze jak estradiol [88] tak ethinylestradiol [89] jsou schopné inhibovat
aktivitu CYP3A. Napriklad podavani hormonalni antikoncepce obsahujici
ethinylestradiol a levonorgestrel vyrazné sniZuje aktivitu CYP3A v organismech
uzivatelek [90]. Néktera xenobiotika jsou schopna zaroven inhibovat expresi
i aktivitu enzymii podrodiny CYP3A, pricemz jako zprostiedkovatel efektu cizorodych
estrogent na genovou expresi CYP3A byl oznacen pravé pregnanovy receptor X [91].

Témto informacim odpovidaji vysledky ziskané studiem specifické aktivity
CYP3A v mikrosomalni frakci jater potkanti premedikovanych BaP, E2, EE2 a jejich
kombinacemi. Specificka aktivita CYP3A u potkanii premedikovanych EE2, E2 a jejich
kombinaci byla priblizné o polovinu nizsi nez specificka aktivita CYP3A kontrolni
skupiny. Nejnizs$i specifickou aktivitu CYP3A vykazovala mikrosomalni frakce
potkant premedikovanych kombinaci EE2 a BaP. Také genova a proteinova exprese
CYP3A1 a CYP3A2 vjatrech potkanii premedikovanych témito latkami vykazovaly
pokles v porovnani s kontrolni skupinou.

Vysledky studii tykajicich se vlivu estradiolu na expresi enzymi podrodiny
CYP3A v dalSich organech jako jsou ledviny a plice vSak nejsou jednoznacné. Studie
zabyvajici se vlivem endokrinnich disruptori na bunécnou linii ledvin primata
(COS-7) naznacuje, Ze E2 zplisobuje zvySeni genové exprese CYP3A1l [92], a také
u samcu tresky obecné zplisobila premedikace estradiolem zvySenou proteinovou
expresi CYP3A  [88]. Jiné zdroje naopak popisuji snizeni exprese CYP3A1l
po parenteralnim podani estradiolu u pstruha duhového [91] a také v jatrech samic
potkanti premedikovanych estradiolem. V poslednim pripadé byla zaroven
zdokumentovana sniZena exprese hepatickych jadernych receptori CAR a PXR
a dokonce sniZena exprese cytochrom P450 oxidoreduktasy. Tyto vysledky naznacuji,
Ze by se zminéné proteiny mohly podilet na regulaci exprese CYP3A vlivem E2 [93].

Vramci této prace méla sledovand genova exprese CYP3A1l a 3A2 vledvinach
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obdobny pribéh jako ve vzorcich jater. Pouze v ledvinach potkanti premedikovanych
estradiolem a E2 spolu s BaP doslo ke zvyseni exprese CYP3A1 i CYP3A2.

V plicich doslo k vyraznému zvySeni exprese CYP3A1l i CYP3A2 u potkani
premedikovanych BaP. Ktomuto zvySeni doSlo vSak pouze u skupin
premedikovanych samotnym BaP a ne jeho kombinacemi. V plicich potkant
premedikovanych samotnym EEZ2 nebo E2 byla exprese CYP3A1l a CYP3A2 oproti
kontrolni skupiné také lehce zvySena, zatimco u potkand premedikovanych
kombinacemi EE2 s E2, BaP s EE2 a BaP s E2 byla exprese téchto isoforem vyrazné
snizena. Priciny vedouci k témto vysledkim musi byt jeSté objasnény. Jsou sice znamy
pripady zvySeni exprese CYP3A4 vlivem benzo(a)pyrenu zprostiedkované
pregnanovym receptorem X [86], neni vSak jasné, pro¢ kindukci exprese CYP3A
v plicich nedoslo také v ptipadé podani BaP spolu s EE2 nebo E2.

Zmény exprese CYP1B, 3A1 a 3A2 zplisobené studovanymi endokrinnimi
disruptory mohou ovliviiovat metabolismus téchto latek a tim také modulovat jejich
schopnost genotoxicky pusobit na organismus (tvorit adukty s DNA). VSechny tyto
interakce se tak mohou promitnout do zpisobu, jakym tyto latky pusobi

na zivotni prostiedi a na vSechny Zivé organismy vcetné clovéka.
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7 Zavér

V predkladané diplomové praci byl studovan vliv endokrinnich disruptort
17-estradiolu, 17a-ethinylestradiolu, benzo(a)pyrenu a jejich kombinaci na expresi
vybranych isoforem cytochromt P450 u potkanti in vivo.

Byl stanoven specificky obsah cytochroma P450 v mikrosomalni frakci jater
a ledvin potkant premedikovanych uvedenymi endokrinnimi disruptory
a nepremedikované kontrolni skupiny. Metodou Western blot spojenou s pouZitim
specifickych protilatek byla sledovdana mira proteinové exprese CYP1B1 a CYP3A1/2
v mikrosomalni frakci jater, ledvin a plic. Byla izolovdna mRNA z tkani potkani
a sledovana mira genové exprese CYP1B1, CYP3A1 a CYP3A2 v jatrech, ledvinach
a plicich pomoci kvantitativni PCR. V mikrosomalni frakci jater byl navic studovan
metabolismus benzo(a)pyrenu a také stanovena specifickd aktivita CYP3A

(sledovana 63-hydroxylace testosteronu).

Vysledky prezentované v této diplomové praci Ize shrnout nasledovné:

e premedikace potkani benzo(a)pyrenem zpulsobuje zvySeni genové exprese
CYP1B1 v jatrech, ledvinach i v plicich, kombinované podani BaP s E2 tento
efekt vjatrech a v plicich umociiuje, naopak podanim BaP spolu s EE2 dochazi
k vyraznému sniZeni indukce CYP1B1 v jatrech ve srovnani s podanim

samotného benzo(a)pyrenu

e premedikace potkant ethinylestradiolem a estradiolem zplisobuje sniZeni
genové exprese CYP1B1 vjatrech a vledvinach a mirné zvySeni genové
exprese této isoformy v plicich, efekt estrogenti na expresi CYP1B1

je pravdépodobné tkanové specificky

e premedikace potkanti BaP a jeho kombinaci s EE2 a E2 zvySuje tvorbu

BaP-3-olu, BaP-9,10-diolu, BaP-7,8-diolu i dal$ich metabolitd
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premedikace potkand ethinylestradiolem, estradiolem, jejich spole¢nou
kombinaci i kombinaci s BaP vede ke snizeni genové exprese CYP3A1l
i CYP3A2 vjatrech a =zaroven sniZuje specifickou aktivitu CYP3A

v mikrosomalni frakci jater

v ledvinach laboratornich potkanti zplisobuje premedikace BaP, EE2 a jejich
kombinacemi sniZeni genové exprese CYP3A1l a CYP3A2, podavani E2
a kombinace E2 s BaP expresi téchto isoforem vledvindch naopak mirné

zvysuje

premedikace potkanti BaP vyrazné zvySuje genovou expresi CYP3A1 a CYP3A2
v plicich potkani, mirné zvyseni exprese téchto isoforem bylo sledovano také
po podani ethinylestradiolu a estradiolu, kombinace téchto zminénych
sloucenin vSak vedly naopak k vyraznému sniZeni genové exprese obou

isoforem, pticina tohoto jevu musi byt jesté objasnéna
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