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Abstrakt

Rakovina je nejcastéj§im onemocnénim, na které zemie kazdy rok nékolik miliénii lidi
po celém svéte. Divodu jejiho vzniku je fada. Mezi nejcastéjsi pti¢iny vzniku rakoviny patii
uzivani alkoholu a tabdku. V dnesni dob¢ je rovnéz vyssi vyskyt fyzikalnich a chemickych
kancerogenti, které zasahuji do Zivotniho prostfedi. V1iv maji i Spatné stravovaci navyky a
nedostatek pohybu. V soucasné dobé¢, diky kvalitni 1¢kaiské péci, zlepSenym diagnostikdm, a
piedevsim jiz fad existujicich vakein, se da vzniku rakoviny z ¢ésti predejit. Do budoucnosti
lze tict, ze rakoviny bude piibyvat. Podle agentury IARC bylo v roce 2020 celosvétove
diagnostikovéano pires 19,3 miliond novych pifipadd. Odhaduje se, ze do roku 2040 piibude
dalsich 10,9 miliont.

Cysticka fibréza je autozomalni recesivné dédi€né onemocnéni, kterym trpi v populaci
1 z2500 novorozenci. Hlavni pfi¢inou je naruSeni funkce proteinu CFTR jako
transmembranového regulatoru cystické fibrozy, kterd vede k poruSe transportu tekutin a
nepropustnosti chloridovych iontd s kombinaci nadmérné absorpce sodiku, coz vede ke snizeni
obsahu vody v periciliarni tekuting. Lid¢ trpici cystickou fibrézou jsou mnohem nachylné;si ke
vzniku rakoviny tlustého stfeva, a to predevSim ti, co podstoupili transplantaci plic.
V poslednich letech doslo k vyraznému zlepSeni 1écby pacientil s cystickou fibrozou a jejich

délka zivota se podstatné prodluzuje.

Hlavnim zdmérem v této bakalatské praci bylo porovnat metabolismus benzo(a)pyrenu
v epitelidlnich bunkach plic (bunééné linie NuLi-1 a CuFi-1), za ucelem analyzovat
predispozice rakoviny. Tento vyzkum doted’ nikdo neprovadél. Experiment byl proveden
s vyuZzitim metod: vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC, hmotnostni spektroskopie,
SDS — PAGE a Western blotu.

V prvnim kroku byla stanovena cytotoxicita benzo(a)pyrenu. Nasledné byly bunécné
linie inkubovany s BaP o 5 uM koncentraci po dobu 24 a 48 hodin, pfi¢emz byly pozorovany
rozdily v metabolismu buné¢nych liniich NuLi-1 a CuFi-1, které jsme se pokusili vysvétlit

studiem exprese jednotlivych proteint, které se ucastni metabolismu tohoto kancerogenu.

Klicova slova: Rakovina, Polycyklické¢ aromatické uhlovodiky, Benzo(a)pyren, Cysticka
fibroza



Abstract

Cancer is the most common disease, killing several million people worldwide each year.
There are many reasons for its occurrence. The most common causes of cancer include alcohol
and tobacco use. Nowadays, there is also a higher incidence of physical and chemical
carcinogens that interfere with the environment. Poor eating habits and lack of exercise are also
influential. Nowadays, thanks to good medical care, improved diagnostics and, above all, a
number of existing vaccines, cancer is partly preventable. In the future, it is safe to say that
cancer will increase. According to the IARC, over 19.3 million new cases will be diagnosed
worldwide in 2020. By 2040, it is estimated that there will be another 10.9 million.

Cystic fibrosis is an autosomal recessive inherited disease that affects 1 in 2500
newborns in the population. The main cause is impaired function of the CFTR protein as a
transmembrane regulator of cystic fibrosis, leading to impaired fluid transport and
impermeability of chloride ions, with a combination of excessive sodium absorption, leading to
reduced water content in the periciliary fluid. People with cystic fibrosis are much more
susceptible to colon cancer, especially those who have undergone lung transplantation. In recent
years, the treatment of patients with cystic fibrosis has improved significantly and their life

expectancy has increased substantially.

The main aim in this bachelor thesis was to compare the metabolism of benzo(a)pyrene
in lung epithelial cells (NuLi-1 and CuFi-1 cell lines), in order to analyse the predisposition to
cancer. This research has not been done before. The experiment was performed using the
following methods: high performance liquid chromatography HPLC, mass spectroscopy, SDS-
PAGE and Western blot.

In a first step, the cytotoxicity of benzo(a)pyrene was determined. Subsequently, the cell
lines were incubated with BaP at 5 pM concentration for 24 and 48 h. Differences in the
metabolism of NuLi-1 and CuFi-1 cell lines were observed, which we tried to explain by

studying the expression of different proteins involved in the metabolism of this carcinogen.

Keywords: Cancer, Polycyclic aromatic hydrocarbons, Benzo(a)pyrene, Cystic fibrosis
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Seznam zkratek

ABC transportéry

ATP

AhR

ARNt

BaP
BPDE

BRCA1l

CFTR

EBV
HCV
HPV
Hsp90

IARC

IGF1

MLH1
MSH2

NBD

PAHs

PMS1

ATP vazajici transportér (z angl. ATP-binding cassette
transporters)

Adenosintrifosfat

Arylovy uhlovodikovy receptor (z angl. Ary! hydrocarbon
receptor)

Ahr nuklearni translokator (z angl. Aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator).

Benzo(a)pyren
Diolepoxid benzo(a)pyren (z angl. Diol epoxide benzo(a)pyrene)

gen, jehoz mutace je spojena s rakovinou (z angl. Breast
cancer)

Transmembranovy regulétor cystické fibrozy (z angl. Cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator)

Vir Epstein-Barrové (z angl. Epstein-Barr virus)

Virus hepatitidy C (z angl. Hepatitis c virus)

Lidsky papilomavir (z angl. Human papillomavirus)
Protein tepelného Soku 90 (z angl. Heat shock protein 90)

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (z angl.
International Agency for Research

protein Inzulinu podobny ristovy faktoru 1 (z angl. Inzulin like
growth factor-1)

homolog 1 MutL (z angl. MutL homolog I)
homolog 2 MutS (z angl. MutS homolog 2)

Nukleotid vazebna doména (z angl. Nucleotide binding
domain)

Polycyklické aromatické uhlovodiky (z angl. Polycyclic
aromatic hydrocarbons)

protein postmeiotické segregace 1 (z angl. Postmeiotic
segregation 1)



SDS - PAGE

RB1

ROS

TMD

TPS53

WHO

XRE

Denaturac¢ni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v ptitomnosti dodecylsiranu sodného (z angl. sodium dodecy!

sulphate electrophoresis)
Retinoblastomovy protein (z angl. gene of Retinoblastoma)
Reaktivni formy kysliku (z angl. Reactive oxygen species)

Transmembranova doména (z angl. Transmembrane domain)
Tumorovy protein 53 (z angl. Tumor protein)

Svétova zdravotnicka organizace (z angl. World Health
Organization)

Na xenobiotikum reagujici element (z angl. xenobiotic response

element)



1. Uvod

Rakovina je celosvétove feseny problém. Kazdy rok na ni zemte nékolik miliont lidi po
celém svété. Toto onemocnéni se fadi mezi nejCastéjSi pfiCiny uGmrti hned po
kardiovaskularnich chorobach. Podle studii od Svétové zdravotnické organizace (WHO) z roku
2019, spada rakovina dokonce na prvni nebo druhé misto nejCastéjSich pfi¢in umrti pied
dosazenim 70 let ve 112 zemich ze 183. JelikoZz starSich lidi neustéle piibyva a tato skupina
byva nejrizikovéjsi, zistane rakovina hlavnim zdravotnim problémem na celém svété (Maa Yu
2006; Sung 2021).

Rakovina patii mezi onemocnéni, kterému by se dalo v jedné tfetiné ptipadii predejit.
kontrolu téchto latek by zamezilo vzniku rakoviny plic ¢i jicnu. Dulezitymi body, jak
ptedchéazet rakoviné je také prevence a kazdoro¢ni kontroly. V soucasné dobé tak existuje jiz
spousta vakcin — jako je vakcina na rakovinu délozniho ¢ipku ¢i na rakovinu Zaludku. (Lopez-
Gomez 2013). Hlavnim divodem vyskytu rakoviny je zvétSujici se mnozstvi starnouci
populace, i kdyz v dnesni dob¢ se vékova hranice vzniku rakoviny posouva k véku mezi dvaceti
a tficeti lety. V dnes$ni dobé¢ je rovnéz vyssi vyskyt fyzikdlnich a chemickych kancerogent,
které zasahuji do Zivotniho prostfedi. Ovlivnéni pochazi i z oblasti stravovani a nedostatku
pohybové aktivity. AvSak pozitivnim bodem, ktery vede k prodlouzeni Zivota daného jedince
je zlepSena diagnostika a kvalita 1¢katské péce (Soumarova 2019).

Od roku 2020, po vypuknuti pandemie COVID-19, byl problém rakoviny a vSe s ni
spojené ve zdravotnictvi posunut na vedlejsi pricky. Nejenze doslo ke zpozdéni v diagnostice
véetné pozastaveni screeningovych programi, ale i uzavieni zdravotnickych systémi
pomahajicich s prevenci. Proto se ocekava kratkodoby pokles vyskytu rakoviny s naslednym
zvySenim diagnéz v pokrocilém stadiu (Sung 2021).

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny neboli IARC (z angl. International Agency
for Research on Cancer) klasifikuje jednotlivé nddorové onemocnéni, stara se o vyzkum pficin,
prevence, diagnostiky a 1é¢by rakoviny. Dle jejich dat z roku 2020 (IARC (1) 2020) je ziejmé,
ze Zeny jsou mnohem nachylné&jsi k rakovin€ prsu, nebot’ buiiky prsou jsou neustale vystaveny
ucinkim Zenskych hormont jako je estrogen nebo progesteron podporujici riist bunék (ACS
(1) 2021), narozdil od muzi, ktefi trpi pfedev§im rakovinou prostaty ¢i rakovinou plic. Do
budoucnosti lze fict, ze rakoviny bude piibyvat. Podle agentury IARC bylo v roce 2020
celosvétoveé diagnostikovano pires 19,3 milionti novych ptipadi. Odhaduje se, ze do roku 2040
ptibude dalsich 10,9 miliont (IARC (2) 2020).

Co se tykéd onemocnéni cystické fibrozy, v poslednich letech doslo k vyraznému zlepSeni
1écby pacientd s cystickou fibrézou a jejich délka Zivota se podstatné prodluzuje. Dtlezitym
bodem tohoto zlepSeni bylo objeveni genu CFTR koncem 80. let 20. stoleti. Diky tomu doslo

ke spravnému pochopeni patofyziologie a k pokroku terapii souvisejicich s timto
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onemocnénim. Proto lidé s cystickou fibr6zou oproti pfedchozim desetiletim jsou schopni

obvykle navstévovat Skolu i pracovat a mohou se dozit 40, n¢kteti i 50 let (Bell 2020).

1.1. Rakovina

Pouziti vyrazu rakovina, pochazejiciho z latinského slova carcinos, je ptipisovano otci
mediciny feckému lékati Hippokratovi. Pojem carcinos znamenal ve staré fectiné pohybujici
se krab, ktery m¢l piipominat rakovinné vyristky (Hajdu 2011).

Rakovina je onemocnéni zhoubnym nadorem, s neustdlou neregulovanou proliferaci
rakovinnych bun¢k, které se zacnou vymykat kontrole a nekontrolované se déli a napadaji
normalni zdravou tkan a organy (Adam 2003; Cooper 2000). Nador neboli tumor je abnormalni
tkan, kterd ztraci fyziologickou funkci (Adam 2003). RozliSujeme benigni a maligni nador.
Benigni nadory jsou takové nadory, které maji omezenou lokalizaci a nemaji schopnost §ifit se
do ostatnich vzdalenych ¢asti téla. Tumory se vyznacuji pomalym rdstem a expanzivnim
utlakem okolnich struktur, jejichz pacienti casto podléhaji tlakové atrofii (Biichner 2019; Patel
2020). Maligni neboli zhoubné nédory jsou schopné nekontrolovaného ristu a Siteni se lokalné
nebo do vzdalenych mist (Patel 2020). Diky schopnosti invaze a metastdzovani spada rakovina
ke vskutku nebezpecnym onemocnénim (Cooper 2000).

Vétsina typa rakovinnych bunék putuje do jinych ¢asti téla prostfednictvim krevniho
ob¢hu ¢i lymfatickych cév, odkud se mohou S§ifit do dalSich casti téla a vytvafet metastazy
(Sudhakar 2009). Mezi hlavni prvky vedouci k selhani buné¢né kontroly a vzniku nadori jsou
naruSené mechanismy fizeni bun&cné proliferace, regulace bunééného cyklu €1 ptimo bunécny
cyklus (Biichner 2019).

Za vznik malignich nadorti miZe pfedevS§im genomova nestabilita a tvorba nadorového
zan&tu. Soucasti genomové nestability jsou nahodné mutace tykajici se malych zmén v sekvenci
nukleotidl jako jsou bodové mutace ¢i amplifikace genu, dale chromozomalni piestavby ¢i
aneuploidie. U spousty nadorii jsou pozorovatelné nadorové zanéty, které podporuji rist

a progresi nadorové choroby (Biichner 2019).

1.1.1. Sporadicka

Sporadické nédory, jsou néadory bez prokazatelného dédicného zakladu. Vznikaji
pusobenim vnégjSich faktord. Diky karcinogentim, které zptsobuji genetické zmény, dochazi
k aktivaci onkogenli nebo inaktivaci nadorovych supresorid. Faktory nepfimo zvySujici
karcinogenni u¢inek stimulaci proliferace jsou faktory pomocné zvané kokarcinogeny.

I bez pisobeni vnéjSiho prostiedi dochazi ke spontdnnim mutacim, kdy dochéazi k
nespravné replikaci DNA a porucham metabolismt podilejicich se na opravach DNA (Biichner
2019).
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1.1.2. Familiarni

Familiarni nadory podobného typu postihuji dva a vice €lenti rodiny. U téchto nadort
neni zndma geneticka pticina. Pfi vzniku stejného typu nadoru mohou mit vliv stejné faktory
vnéjsiho prostiedi jako dietetické navyky nebo zvyseny vliv nékterych virt. Mezi nejcastéjsi
familiarni rakoviny patii karcinom prostaty, karcinom prsu a kolorektalni karcinom (Hemminki
2008).

1.1.3. Hereditarni

U hereditarnich nadorovych syndromi je pozorovatelny jasny podil dédi¢nosti na jejich
vzniku. Zahrnuji pfiblizné 5-10 % z celkového poctu nadorovych onemocnénich. Vznikaji
v disledku poruch tumor supresorovych gent, jejichz funkce je zcela vyfazena. Pii
autozomdlné dominantnim zdédéném syndromu se nddorové predispozice mutace pirenese na
50 % potomku nosici.

V modelu tzv. mnohostupnové karcinogeneze, u které strazné geny inhibuji déleni bunék
pfimou regulaci bunéného cyklu, vede ztrata obou jejich alel k malignimu zvratu. Jedna se o
mutace genu TP53 (z angl. Tumor protein) nebo RB1 (z angl. gene of Retinoblastoma). Mutaci
mohou byt postiZzeny také tzv. spravcovské geny, které zajist'uji integritu a stabilitu genomu.
Dojde-li ke ztraté obou alel téchto gentl, vzroste vyskyt dal§ich mutaci zptisobujicich nddorovou
transformaci. Jedna se o geny BRCAI (z angl. Breast cancer) a BRCA2, které¢ disponuji ke
vzniku nadoru prsu a ovarii a MLH1 (z angl. MutL homolog 1), MSH2, MSH6 (z angl. MutS
homolog 2/6), PMS1 (z angl. Postmeiotic segregation 1) a PMS2, které vedou ke
kolorektalnimu karcinomu a karcinomu délohy (Biichner 2019).

1.2. Karcinogeneze

Proces, pti kterém nador vznika a vyviji se, se nazyva karcinogeneze. Dulezitou podstatou
vyvoje rakoviny je hromadéni genetickych a epigenetickych zmén nejen v rakovinnych
buiikach, ale i v buiikdch normalnich, nez se rakovina rozvine (Takeshima a Ushijima 2019).
Zminéné zmény napomahaji builkdm se vymanit z tésné sité kontrol, které by regulovaly
homeostatickou rovnovahu mezi bunéénou proliferaci a bunéénou smrti (Hanahan a Weinberg
2000). Obé¢ udalosti se ucastni kazdého kroku karcinogeneze, od reakci na expozici karcinogenu
az po progresi v malignitu (Herceg a Hainaut 2007).

Pii epigenetickych zménach dochédzi k reverzibilnim zménam v genové expresi
(Takeshima a Ushijima 2019). V ramci genetickych zmén dochédzi k mutacim zpisobujicim
strukturni zmény DNA, jako je zdména bazi v sekvenci DNA, delace nebo inzerce jedné ¢i vice
bazi, ale i k delaci, amplifikaci, aneuploidii nebo k translokaci chromozomi (Biichner 2019;
Adam 2003; Sugimura 1992).
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Prostfednictvim vicestupniového procesu karcinogeneze dochazi k transformaci zdravé
buniky na buiitku nadorovou. Dochazi k n€kolika na sob¢ nezavislym zasahtim, které vedou
k rozvoji malignit (Adam 2003). Buiky ziskavaji soubor vlastnosti zahrnujici odolnost viici
signdlim inhibujicim rist, sobéstacnost v ristovych signalech, necitlivost k apoptdze,
neomezeny replikacni potencial, trvalou angiogenezi, tkdfiovou invazi a metastdze (Hanahan
a Weinberg 2000).

1.2.1.Vicestupnovy proces karcinogeneze

Proces karcinogeneze se rozdéluje do tii stupiiti:

> Iniciace

Prvni f4zi celého procesu je iniciace (obrazek 1). Pii iniciaci dochazi k tvorbé nevratné
zménéné bunky zahrnujici mutacni procesy s vnitini schopnosti autonomniho ristu (Barrett
a Wiseman 1987; Malarkey 2013). Dochézi k jednoduché mutaci bunééné DNA na jednom ¢i
vice mistech genomu (Malarkey 2013; Duesberg a Li 2003; Miller a Miller 1981). K pfeméné
normalni bunky na iniciovanou staci jednoduché zamény bazi nebo delace. V tomto stavu
zustava iniciovana bunka latentni i po dobu nékolika mésicii a muze byt fenotypove
genetickou, ale 1 ptisobenim fyzikdlné-chemickych latek (Farber 1984; Pitot 1993). Hlavnim
pfedpokladem iniciace nadoru je tvorba DNA aduktu s chemickym karcinogenem, kterd vede
bud’ k aktivaci protoonkogenu nebo inaktivaci tumor-supresorového genu (Weston a Harris
2003).

> Promoce

Pii promoci dochdzi k selektivni klonalni expanzi iniciované bunky do viditelného
nadoru, Casto benigniho ¢i tvorby preneoplastického loziska bun¢k (obrazek 1). Za ovlivnéni
proliferace iniciované builky mohou epigenetické faktory (Barrett a Wiseman 1987; Farber
1984). Preneoplasmatickd buiika prochdzi fazi ristu a déleni (Miller a Miller 1981). Pii této
fazi dochazi k velké zméné genomu jako jsou amplifikace genu, chromozomalni translokace,
delace ¢i inzerce.

Ve fazi promoce dochazi predevsim ke zménam v genové expresi. Hlavni roli zde hraji
nadorové promotory, které¢ zprostiedkovavaji své ucinky pomoci receptorovych molekul.
Kombinace promotoru s receptorovou molekulou interaguje nebo se nekovalentné vaze na
byvaji nemutagenni, avSak biologické Uc¢inky jsou schopny zprostfedkovat bez metabolické
aktivity. Jejich schopnost spoc¢iva ve zkraceni doby latence pfi tvorbé nadorli po vystaveni tkané
inicidtoru nadort ¢i zvySeni mnozstvi nadort vytvoienych v tkani. (Weston a Harris 2003).
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» Progrese

V pozdéjsi fazi, progresi prochdzi bunka jednou nebo vice dédi¢nymi zménami, pfi
kterych se preneoplastické buiiky nevratné méni v neoplastické (obrazek 1), neboli prechazi ze
stadia benigniho do maligniho (Barrett a Wiseman 1987). Dochdzi k akumulaci dal§ich mutaci,
zejména k zménam poctu chromozomu a jejich piestavbe, zvySovani invazivity a schopnosti
metastazovat (Malarkey 2013).

radiace
chemikalie virus )
il --‘0"'1'0
'y \ r_* L _Q ) o‘r" L‘ 0 £ ;
Iniciace / A\ Promoce ;OP’ \_‘0.. Progrese ) OJ-‘ 0 Metastaze
@——@ 93 - (IO
A oprava ) O, ! a)
o l\o/ { o Ior'
i — N
Normélni buiika Inicované buiika Preneoplastick buiika Neoplastickd buiika Maliga nidor
(Carcinogenesis 2020)

Obrazek €. 1 — Vicestupiiovy proces karcinogeneze. Karcinogeneze prochazi tfemi hlavnimi fazemi.
Iniciaci se zdrava bunka méni na iniciovanou a pies stadium promoce a progrese az na neoplastickou

buiiku. Vysledkem je pfeména benigniho stadia do maligniho.

1.2.2. Geny uplatnujici se pfi regulaénich pochodech

Geny, jejichz produkty jsou rtistové faktory, receptory pro rtstové faktory, faktory
bunécéné signalizace, transkripéni a regulacni faktory, nazyvadme protoonkogeny (Anderson
1992). Protoonkogeny se podili na bunétné proliferaci a diferenciaci. Diky piisobeni aktivni
mutace se protoonkogen muze zménit v onkogen a podpofit tak nekontrolované stimulovanou
proliferaci (Soumarova 2019). ,,Onkogen lze definovat jako patologicky aktivovany normalni
gen, ktery prodélal mutaci vedouci bud’ k navySeni hladin jeho proteinového produktu nebo ke
kvalitativni zméné€ spojené s jeho zvySenou aktivitou.* P¥itomnost mutace pouze v jedné z alel

tohoto genu postaci pro dosazeni negativniho efektu (Biichner 2019).
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Geny, jejichz proteinové produkty mohou za antiprolifera¢ni Gcinek, Ucastni se oprav
DNA, negativné reguluji bunécny cyklus ¢i indukuji apoptdzu, se nazyvaji tumor-supresoroveé
geny, jinak také antionkogeny (Soumarova 2019). Jejich inaktivace vede k maligni
transformaci. Mutace téchto gent je recesivni. Aby se mutace projevila ve fenotypu, musi byt
zpravidla zcela odstranény nebo inaktivovany ob¢ alely daného genu (Biichner 2019; Sherr
2004). Mezi nejznaméjsi  zastupce nalezi gen pS5S3  kodujici transkripéni  faktor
a retinoblastomovy gen, jehoz produkt reguluje transkripci G1 faze bunééného cyklu (Sherr
2004).

Geny, jejichz produkty opravuji chybné parovani bazi pti replikaci DNA a zamezuji tak
hromadéni mutaci se nazyvaji reparacni geny (Soumarova 2019). Tyto geny nejsou piimo
odpovédné za maligni transformaci bunék. Pro vznik nadorové builky tedy plati, ze musi dojit
k inaktivaci tumor supresorovych gend a/nebo k aktivaci protoonkogenu (Barrett a Wiseman
1987).

1.3. Faktory rakoviny

V dnesni dobé mira rakoviny v populaci roste, avSak presné diivody nejsou zcela jasné.
Nékteré z téchto divodit by mohly souviset s ur¢itou vnitini predispozici organismu a vnéj$imi
podminkami.

Latky souvisejici se vznikem rakoviny, nazyvame karcinogeny. Mezi né Ize fadit mnoho
chemikalii, ale i zafeni nebo viry. Rada z nich je oznaovana jako iniciaéni &inidla, nebot’
poSkozuji DNA a vyvoldvaji mutaci vedouci k rozvoji rakoviny. Spoustu jiz geneticky
ziskanych znakt nelze ovlivnit, av§ak vzniku rakoviny pomoci vnéjSich podminek zabranit 1ze.
Soucasti kancerogent je pak zvlastni skupina nadorovych promotori, které bunécénou

proliferaci stimuluji (Cooper 2000).
1.3.1. Faktory zptlisobujici nadorova onemocnéni

Faktory zptisobujici nddorova onemocnéni miizeme rozdélit na:

e Chemické

VétSina chemickych karcinogent zptisobuje mutace, které vedou k maligni transformaci.
Dle organizace IARC, rozdé€luje Svétova zdravotnicka organizace chemické latky na zndmé
karcinogeny a latky, které pravdépodobné ptlisobi karcinogenné (Adam 2003).
Vétsina chemikalii podléha metabolické aktivaci s fadou enzymii (Cohen a Arnold, 2011). Do
chemickych karcinogent lze zatadit fadu znamych latek jako jsou: polycyklické aromatické
uhlovodiky (nejznaméjsi benzo(a)pyren), dale nitrosaminy ¢i aromatické aminy. VSechny

zminéné slouceniny jsou soucasti napt. tabakovych vyrobkti (Wogan 2004).
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o Fyzikalni

Existuje fada riznych typtl zafeni. Zafeni, které je velmi Casto spojované se vznikem
rakoviny je rentgenové a gama zareni. Pochdzi z kosmického zaieni, které dopada na Zem
z vesmiru, ¢i vznika v jadernych elektrarnach. Oba typy zafeni jsou soucasti ionizujiciho zareni,
stejn¢ jako ultrafialové zateni (ACS (2) 2021). Ultrafialové zateni (UV), jehoz ptirodnim
zdrojem je slunce a umélym zdrojem jsou napi. solaria ¢i svafovaci hotaky, zpisobuje
fotostarnuti a poskozeni DNA, vedouci rovnéz ke vzniku rakoviny (Adam 2003; Narayanan
2010).

Dalsi zéteni, které mohou vést k rozvoji rakoviny jsou zafeni spojena s ¢asticemi alfa
a beta. Céstice alfa patii mezi zateni s nizkou schopnosti pronikat Zivou tkani. Vy$§im stupném
je zateni beta, které proniké tkdnémi vice (Ghissassi 2009). Soucasti fyzikalnich faktort jsou

i azbestova vlakna, kterd vyvolavaji mechanicky zanét (Vainio a Boffetta 1994).

o Biologické

Tvorbu nadord pomoci infekénich agens lze rozdélit do tii kategorii. Prvni popisuje
chronicky zanét vyvolany v disledku pokracujici imunitni reakce na ptetrvavajici infekei. Do
této kategorie se fadi napft. virus hepatitidy C (HCV, z angl. Hepatitis c virus). HCV vyvolava
rakovinu jater diky neustalé replikaci v jaternich bunikdch a pretrvavajicimu chronickému
zanétu (Dalton-Griffin a Kellam 2009).

Druhou moznosti je pfima indukovana transformace infikovanych bunék virem. Do této
skupiny lze zatadit vir Epstein-Barrové (EBV, z angl. Epstein-Barr virus), ktery je schopen
perzistence virového genomu v latentni form¢ v infikované buiice ¢i vkladani vlastniho genu
do chromozomu hostitelské buiky. Jinym ptikladem je lidsky papilomavirus (HPV, z angl.
Human papillomavirus), ktery zpisobuje rakovinu déloZzniho ¢ipku.

Tteti skupinou je chronické potlac¢eni imunitniho systému jako je u imunodeficience —
AIDS, zpusobené infekci HIV (Dalton-Griffin a Kellam 2009).
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1.3.2. Faktory ovliviujici nadorova onemocnéni

v

Existuje cela fada faktort, které maji vliv na nadorova onemocnéni. Mezi ty nejdilezité;si patii:

e Vék a pohlavi

U lidi dochazi se zvySujicim se v€kem k oslabovani imunitniho systému a kumulaci
genetickych zmén. Vzhledem k pohlavi byl zaznamenén vétsi nartist nadori u muzii nez u zen.
Dtivod neni zcela znam, ale mtze to byt dano vlivem muzskych pohlavnich hormont (Biichner
2019)

¢ Koureni

Na zaklad¢ poznatkti o tabaku vysla v fijnu 2009 zprava IARC, ktera uvadi, ze koufeni
patii mezi nejcastéjsi priciny vzniku rakoviny. Koufeni ma za nasledek vice nez 90 % ptipadi
rakoviny plic (Stein a Colditz 2004; Biichner 2019). Obecné koufeni cigaret zpisobuje kromé
rakoviny plic, také rakoviny ustni dutiny, hrtanu, jicnu a mnoho dalSich (Hecht 2002).

Samotny tabakovy kouf je prokdzany karcinogen, ktery obsahuje az 4000 chemickych
latek a podle Cancer Research UK az 70 chemickych latek nachazejicich se v tabakovém koufti
zpiisobuje rakovinu. Vyznamné latky jsou polycyklické aromatické uhlovodiky, nitrosaminy
a slou¢eniny niklu, avSak patfi sem i formaldehyd, benzen, 1,3-butadien, ethylenoxid a fada
dalsich. Disledkem je poskozeni fasinkového epitelu a naruseni DNA. Pfitomny jsou i ko-
karcinogeny, které zesiluji i€inky karcinogenti v kouti napf. fenol (Cancer Research UK 2021).

Soucasti cigaret je tabak obsahujici nikotin, ktery zapfi¢inuje, Ze fada lidi koufi
pravidelné. Nikotin vSak nelze povazovat pfimo za karcinogen, avSak miZe se v n¢j pfeménit
(Cancer Research UK 2021; Wogan 2004).

e Strava a alkohol

Zdrava strava je dileZitd soucast naseho zdravi. Soucast zdravé stravy jsou potraviny
s vysokym obsahem vitamind, mineralil a Zivin, men$im obsahem kalorii a potraviny bohaté na
vldkninu. Prokdzanym karcinogenem je maso zpracované pomoci soleni, fermentace, uzeni
nebo jinymi procesy za ucelem konzervace (Biichner 2019). Tento zpiisob stravovani milze
zvysit riziko vyskytu rakoviny. Vyskyt rakoviny z velké ¢asti zplisobuje i konzumace alkoholu.
Vyzkumy potvrzuji souvislost mezi alkoholem a rakovinou dutiny ustni, hltanu, jicnu, jater,
tlustého stfeva, konec¢niku a u Zen prsu. Zaroven dilezitou roli u rakoviny souvisejici
s alkoholem hraje geneticka nachylnost (Boffetta a Hashibe 2006). Hlavni aspekt vzniku nadoru
je snazsi rozpousténi Skodlivych latek v ethanolu nez ve vod¢ a lepsi prinik do organismus
(Adam 2003).
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e Obezita

Nadvaha nebo obezita se u fady lidi povazuje za vysoce vyznamny rizikovy faktor
vyskytu rakoviny. Studie uvadi, ze v USA vzrostla obezita az o 61 % mezi lety 1991 a 2000.
Tento trend se vyskytuje predevsim ve vyspélych zemich, kde nariistd sedavych profesi
v kombinaci s nizkou fyzickou aktivitou. Mnoho obéznich pacienti je postizeno
kardiovaskularnim onemocnénim, diabetem typu II, rakovinou tlustého stfeva, prsu,
endometria, jicnu a ledvin (Bianchini 2002).

Mezi hlavni faktory karcinogeneze patii nadbytek ptijmu energie bunck (Biichner 2019).
Tato nabidka energie zesili pohotovost bunék k replikaci, ktera vede ke vzniku nadoru (Adam,
2003). Nadmérna tvorba bfisniho tuku vede ke zméné metabolismu pohlavnich hormonti
(androgeny, progesteron, estrogen), inzulinu a inzulinu podobného rtstového faktoru I (IGF1,
Inzulin like growth factor-1). Vysledkem je stimulace bunééné proliferace, inhibice apoptozy

a zvyseni angiogeneze, coZ muze mit za nasledek vznik rakoviny (ACS (3) 2021).

1.4. Biotransformace xenobiotik

Cilem biotransformace je vylouceni lipofilni latky ztéla. Biotransformace vede
pfedevs§im k detoxikaci, ale 1 k metabolické aktivaci ¢i zvySeni toxicity jako nezadouciho
vedlej$iho ucinku. Pfi metabolické aktivaci dochdzi ke vzniku reaktivniho intermediatu ¢i
volného radikalu, ktery poskozuje dilezité struktury a funkce biomolekul (Skalova 2017).

1.4.1. 1. FAZE BIOTRANSFORMACE

V prvni fazi se zavadi nebo odkryva polarni funkéni skupina do molekuly xenobiotika.
Mezi funkéni skupiny patii hydroxy, amino, karboxy a dalsi skupiny. Cilem této faze je ziskat
metabolit, ktery se stavd polarnéjsi, a tudiz se snadnéji vylouci z t€la moci. AvSak existuji
xenobiotika, ktera ve své struktufe, jiz obsahuji reaktivni skupiny, a proto prvni fazi
biotransformace nepodléhaji a ptimo vstupuji do procesu konjugace (Dostalek 2006). Hlavnim
enzymem ucastnici se této faze biotransformace je cytochrom P450 (Linhart 2014).

» Cytochrom P450

Cytochrom P450 je hemovy enzym charakterizovany jako mikrosomalni monooxygenasa
(Sevior 2012), kterd katalyzuje oxidativni biotransformaci 1é¢iv a lipofilnich xenobiotik. Je
primarné piitomen v jatrech, ale je exprimovan i v extrahepatdlnich tkanich (GIT, ledviny aj).
Ulozen je predev§im v membran¢ endoplazmatického retikula, dale pak v mitochondriich
(Beyerle 2015; Zanger a Schwab 2013). Jako oxidacni ¢inidlo zde vystupuje kyslik, kdy jeho
polovina se pfi oxidaci xenobiotik redukuje na vodu. Redukénim Ccinidlem a zaroven
poskytovatelem elektront je kofaktor NADPH (Linhart 2014). Cytochrom P450 se nazyva

podle schopnosti absorpce zateni pti 450 nm v piipad¢ Ze, je hem redukovan oxidem uhelnatym
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(Croom 2012). Jednd se o rozmanitou skupinu enzymi, které jsou na zéklad¢ genetické

podobnosti rozdéleny do rodin a podrodin.

» Rodina CYP1
Do této rodiny se fadi geny CYP1A1 a CYP1A2 skladajici se ze sedmi exont a Sesti

intrond lokalizované na 15. chromozomu (Zanger a Schwab 2013). Oba se podileji na
biotransformaci xenobiotik. CYP1A1 se nachazi v plicich, mozku, gastrointestindlnim traktu,
ledvinéach, prostaté, placenté¢ a také dalSich extrahepatalnich buiikach. Forma CYP1A2 je
exprimovana pievazné v jatrech (Klomp 2020). CYP1A2 se podili na bioaktivaci fady
karcinogenii a vzniku nadori mocového méchyte. CYPIA1 koreluje s dispozici vzniku
rakoviny plic, prsu a kiize (Dostalek 2006). Soucasti promotorovych oblasti téchto gent je
element pro AhR (receptor arylovych uhlovodikt, z angl. Aryl hydrocarbon receptor), po jehoz
navdzani na urCité slouceniny — napf. polycyklické aromatické uhlovodiky, nésleduje
koordinovana transkripce obou genti (Klomp 2020).

Do této rodiny patii i CYPIB1. Tato forma cytochromu P450 aktivuje fadu
enviromentalnich mutagent a je exprimovdna v mnoha lidskych tkani, kde se vyskytuje
rakovina (Guengerich 2003).

1.4.2. Il. FAZE BIOTRANSFORMACE

Druhd faze, nazyvana téz jako konjugacni, je faze, pfi niz dochdzi k interakci
meziproduktu z prvni faze s konjugacnim ¢inidlem. Vznikly konjugét je velmi polarni, proto se
snadno vylucuje z organismu. Enzymy, které se u€astni druhé faze biotransformace, jsou UDP-
glukoronosyltransferasa, sulfotransferasa, glutathion-S-transferasa ¢i N-acetyltransferasa
(Dostélek 2006).

> Glutathion-S-transferasa

Glutathion-S-transferasa (zkr. GST) je enzym s protektivnim ¢inkem proti chemickym
kancerogentim. Rada z nich je takto eliminovana (Dostalek 2006). GST katalyzuje konjugaci
glutathionu s elektrofilnimi substraty (alifatické a aromatické epoxidy, estery, peroxidy), které
se po navazani stavaji vice rozpustné ve vod¢ (Dong 2018). To vede k exportu produktu ven
zbuiky, a tim napomahd k prevenci poskozeni DNA a ochran€¢ bunécné integrity
(Schnekenburger 2014). K distribuci dochazi zpravidla v jatrech, ledvinach nebo mozku
(Corrigall 1988).
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» UDP-glukuronosyltransferasa

UDP-glukuronosyltransferasa (zkr. UGT) je enzym ucastnici se biotransformace fenola,
alkoholt, ale i karboxylovych kyselin a aminii na ptislusné O-beta-D a N-beta-D glukoronidy.
Zavedenim glukuronové kyseliny dochazi ke zvySeni polarity molekul a snadnéjsimu vylouceni
moci (Lingart 2014). Glukuronidace probiha ptedevsim v jatrech, avSak dilezitou roli hraje
1 v gastrointestinalnim traktu, mozku nebo v prsu (Beyerle, 2015). UGT je lokalizovéana
v blizkosti CYP, proto nékteré produkty vzniklé katalyzou CYP se mohou stat substraty UGT
(Sevior 2012).

1.5. Polycyklické aromatické uhlovodiky

1.5.1. Charakteristické vlastnosti a jejich vyskyt

Polycyklické aromatické uhlovodiky (zkr. PAHs, zangl. Polycyclic aromatic
hydrocarbons), jejichz organickd struktura je tvofena dvéma nebo vice kondenzovanymi
benzenovymi jadry, mohou byt dale substituovany uhlovodikovymi zbytky (Choi 2010). Jedna
se o skupinu vice nez 100 riznych chemickych latek s riznou strukturou a toxicitou, které jsou
perzistentni vii¢i zivotnimu prostiedi (Abdel-Shafy a Mansour 2016; George a Mumtaz 1990).
Bylo prokazano, ze tada znich jsou karcinogenni, mutagenni a zivotu nebezpecné latky
(Holoubek 1996).

Cisté PAHs vystupuji jako bezbarvé, bilé nebo Zlutozelené pevné latky. Mohou mit slaby,
lehce ptijemny zapach (George a Mumtaz 1990; Ravindra 2008). PAHs jsou malo rozpustné
ve vodé, a tedy vysoce lipofilni. Diky témto vlastnostem a vysokému bodu tani, varu a
zvySenému koeficientu oktanol-voda maji tendenci se spojovat s ¢asticemi Zivotniho prostfedi
(Choi 2010). PAHs maji velmi typicka UV absorp¢ni spektra, protoZe kazda kruhova struktura
ma vyjimecné UV spektrum. Vykazuji také fluorescenci (Abdel-Shafy a Mansour 2016).

VétSina z nich pochézi z antropogennich ¢innosti vcetné vyfukovych emisi vozidel,
vyroby tepla a elektfiny, z primyslovych procesti kontaminace olejem pfi likvidaci ¢i rozliti,
cigaretového koufe a vateni potravin (Miller a Ramos 2001). Kazdopadné PAHs mohou vznikat
1 z ptirodnich zdroji jako je Gnik do ovzdusi z vulkanické aktivity ¢i lesnich pozar (Abdel-
Shafy a Mansour 2016; George a Mumtaz 1990). Jsou soucasti i nekterych 1éCiv, barviv, plasta
¢i pesticidi (George a Mumtaz 1990).

Béhem nékolika desetileti doslo k radikalnimu pfemistovani PAHs do rtiznych oblasti
ekosystému, coz zapficinilo vystaveni zivych organismil t¢émto sloucenindm (Samanta 2002).
PAHs se emituji do atmosféry diky kazdodenné probihajicim spalovacim procestim. Voda
v oblacich nasycend PAHs se dostava spole¢né se srazkami na zemsky povrch, kde dochézi
ke kontaminaci a nasledné kumulaci v horninach, pad€, vodé, rostlindich i1 lidském téle

(Ravindra 2008; Golomb 1997). Ve vzduchu vykazuji tepelnou oxidaci a schopnost reagovat
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s fadou atmosférickych chemikalii za vzniku derivata, které mohou byt daleko toxictéjsi
(Ravindra 2008).

1.5.2. Obecné vlastnosti PAHs vychazejici ze struktury

Genotoxické vlastnosti PAHs jsou ovlivnény substituci na benzenovém jadfe. Obecné
plati, Ze ¢im vétsi je pocet kondenzovanych aromatickych jader v molekule, tim vyssi stupen
mutagenity (Kislov 2013).

PAHs jsou znamé pro svou strukturu obsahujici oblast zalivu (z angl. Bay region) a oblasti
Ka L (obrazek 2) (Holoubek 1996). Oblast zélivu je popséna jako vysoce reaktivni oblast

slozité kruhové struktury tvofené nasycenym benzenovym kruhem_(Miller a Ramos 2001).

Oblast zaliva

L oblast

(Gupte 2016)

Obrazek ¢. 2 — Struktura antracenu s vyznacenou oblasti zalivu, K oblasti a oblasti L.

Diky aktivnimu centru nachdzejicimu se na benzylové poloze (alfa uhlik), pro
Benzo(a)pyren (zkr. BaP) v poloze C-10 (obrazek 3) a v pfipad¢ benzantracenu uhlik v poloze
C-1, podléhaji jejich epoxidy mnohem snadnéji nukleofilnimu ataku neZ epoxidy bez oblasti
zalivu (Miller a Ramos 2001). Velmi zasadni karcinogenni metabolit BaP, diol epoxid BaP,
obsahujici epoxidovy kruh praveé v poloze C-10, tvoii DNA adukty pfes N — guanin. AvSak
bylo zjiSténo, ze v oblasti K formuluje BaP vysoce toxicky metabolit BaP- 4,5 — oxid, schopny
také tvofit adukty s DNA (Miller a Ramos 2001). Zatimco oblast zalivu a oblast K maji

aktivacni karcinogenni u¢inek, oblast L ma uc¢inek deaktivacni (Vijayalakshmi a Suresh 2008).
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Oblast zaliva

K oblast

(Miller a Ramos 2001)

Obrazek €. 3 — Struktura benzo(a)pyrenu s vyznacenou oblasti zalivu a oblasti K. BaP obsahuje ve
své struktufe oblast zalivu zahrnujici uhliky 9-12. Pfedev§im C-10 jako aktivni centrum je vysoce
reaktivni, diky reaktivni benzylové poloze nasyceného (benzenového) kruhu. Oblast je prostorové
omezena, coz vede k tvorbé diolovych epoxidu, které maji schopnost reagovat s DNA. Na pozicich C4-
5 je K-oblast s vysokou hustotou elektronti a metabolickou aktivitou (Miller a Ramos 2001). Rozdilnosti

téchto oblasti lze pripsat i rozdilnost G¢innosti vazby DNA (Dreij 2004).

1.5.3. Hlavni cesty expozice PAHs

Lidska populace se s PAHs setkava pti dychani vzduchu, pii kterém jsou PAHs soucasti
prachovych ¢astic, pii konzumaci potravin nebo koufeni cigaret (Abdel-Shafy a Mansour
2016). Voda znecisténa z pramyslovych odpadnich vod miize také obsahovat PAHs (Ciecierska
a Obiedzinski 2013).

PAHs vstupuji do lidského téla travicim traktem, a to pii poZiti, dychaci soustavou
vdechnutim a dermalnim kontaktem. Diky dobré lipofilité a nerozpustnosti ve vod¢ snadno
pronikaji skrz bunéné membrany a dostavaji se do vSech tkani obsahujicich tuk. Ukladaji se
hlavné v ledvinéch, jatrech nebo plicich (George a Mumtaz 1990).

1.5.4. Metabolismus PAHs

Jako prvni metabolickou aktivaci PAHs zahrnuje tvorbu radikali pfi oxidaci pomoci
cytochromu P450. Vzniklé produkty v podobé epoxidli nebo fenolit mohou byt detoxikovany
za vzniku glukuronidd, sulfatl nebo konjugati s glutathionem. AvSak Casto podléhaji dalsi

aktivaci, kdy jsou pfeménovany na dihydrodioly ¢i diolepoxidy (Samanta 2002).
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Béhem biotransformace PAHs vznikaji reaktivni meziprodukty i metabolity, které mohou
za toxicitu a karcinogenitu. Rada PAHs se fidi podle vzorce metabolismu BaP, jakoZto
nejznam¢jsi metabolickou drahou PAHs (Xue a Warshawsky 2005).

Vétsina z nich je metabolizovdna na fenoly, katecholy a chinony, které vedou k tvorbé
diol-epoxidi, radikalovych kationtii nebo reaktivnich o-chinonti. Tyto produkty reaguji s DNA
za vzniku DNA adukti (Moorthy 2015). PAHs, predevsim BaP zvySuje expresi vlastniho
metabolického enzymu CYP. Indukce probiha ptes Ah receptor. Ahr je cytosolovy protein typu
helix-loop-helix nachézejici se v cytoplazmé spolu s dalSimi proteiny jako je protein tepelného
Soku Hsp 90. Po navazani BaP jako ligandu na receptor se Hsp90 uvolni a vytvotfeny komplex
PAH-Ahr se translokuje Ahr nuklearnim translokéatorem (zkr. ARNt, z angl. Aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator) z cytosolu do jadra (obrazek 4). Spole¢né se vazou na xenobiotic
response element (zkr. XRE), nachdzejici se v promotorové oblasti genit CYP1A a CYPI1B.
Dochazi tim ke zvySeni transkripce cilovych genii cytochromu P450 (Verma 2012; Shiizaki
2017; Xue a Warshawsky 2005; Miller a Ramos 2001). Vysledkem je rychlejsi odstranéni
lipofilniho PAHs.

oy

Benzo[a]pyren

e —

X )
= Y
Se's'es o\

(Munoz a Albores 2011)

Obrazek ¢. 4 — Ovlivnéni CYP benzo(a)pyrenem skrz arylovy uhlovodikovy receptor
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Za detoxikace PAHs sloucenin jsou zodpovédné piedevsim CYP1A2, glutathion-
S transferasa a  UDP  glukuronosyl  transferasa,  sulfotransferasy, = NADPH-
chinonoxidoreduktasa 1 a aldo-ketoreduktasa. Zminéné konjugity pfeménuji reaktivni

metabolity na polarngjsi, detoxikované metabolity (Shimada 2006).

1.6. Benzo(a)pyren

Benzo(a)pyren (CaoHi2, BaP) je polycyklicky aromaticky uhlovodik, ktery se sklada
z péti kondenzovanych benzenovych kruhli obsahujici zalivovou oblast. Jde o naZzloutlou
krystalickou latku se slabym aromatickym zapachem. Ma dobrou rozpustnost v tucich, ale je
relativné Spatné rozpustny ve vodé a ma nizkou tékavost. Dle hodnoceni podle IARC je BaP
klasifikovan jako prokazany lidsky karcinogen (skupina 1) (EPA 2017).

Vznikd jako vedlejsi produkt fady primyslovych procest, vcetné spalovani uhelného
dehtu, ropy a tabaku ¢i v grilovanych nebo uzenych potravinach (Miller a Ramos 2001).
Benzo(a)pyren se uvolnuje do ovzdusi nejen z antropogennich zdroji, ale i ptirodni cestou jako
jsou lesni pozary. V ovzdusi se pfedevSim adsorbuje na pevné Castice nebo reaguje s oxidy
dusiku, ozonem a mnoha dal$imi (EPA 2017). Inhalace cigaretového koute se fadi mezi
nejcastejsi diivody vyskytu rakoviny plic u kufakt, nebot’ se odhaduje, Ze je pfitomno 25 ng
BaP na cigaretu. Vykoufi-li kutdk jednu krabi¢ku denné, primérny piijem BaP ¢inni fadové
0,7 pg/den (Miller a Ramos 2001).

» Prijem a distribuce BaP

BaP je z kontaminovaného zivotniho prostfedi pfijiman pfedev§im oralnég, inhalacné ¢i
dermalné. Distribuce BaP prochazi jatry, ledvinami, mo¢ovym méchyiem, ale i placentou. Diky
jeho lipofilité¢ se snadno uklada v tukové tkdni, matefském mléce nebo kostni dieni (Verma
2012). Snadno se absorbuje do plazmatické membrany bunék, kde asociuje s hydrofobnimi
molekulami s cilem distribuce v intraceluldrnich kompartmentech. Hromadi se vétSinou
v mitochondriich, kde pfimo naruSuje energeticky metabolismus, ¢i v jadfe (Miller a Ramos
2001).

1.6.1. Metabolismus benzo(a)pyrenu a tvorba kovalentnich aduktt s
DNA

Metabolismus benzo(a)pyrenu jako prokarcinogenu vyzaduje jeho aktivaci, kterd probiha
v pfitomnosti mikrosomalniho systému monooxygenasy cytochromu P450. V organismu
podstupuje obé faze biotransformace, béhem kterych dochdzi ke vzniku velmi reaktivnich
metabolitl vyvolavajicich toxicky ucinek (Shimada 2006; Miller a Ramos 2001). V prvni fazi
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vznikaji primarni metabolity BaP: epoxidy, dihydrodioly, fenoly, chinony a jejich rtzné
kombinace (Miller a Ramos 2001).

V druhé fazi nasledné dochézi ke konjugaci metaboliti z 1. faze s endogennimi
slouceninami jako jsou glutathion, kyselina glukuronova ¢i sulfat za spoluucasti dulezitych
enzymu: sulfotransferas (SULT), UDP-glukuronosyltransferas (UGT) nebo glutathion-S-
transferas (GST). Cilem druhé faze metabolismu BaP je ochrana bunky a tkan¢ pred toxickymi
ucinky BaP (United States Enviornmental Protection 2017). Snizenim lipofility
a zvySenim clearance, dochazi k detoxikaci slouceniny a jejiho vylouceni z organismu zluci
amoci (Sagredo 2011)

e CYPdraha

Prvnim krokem aktivace zprostiedkované CYP 1A1/1B1 je vznik BaP-7,8-epoxidu
snaslednou hydrolytickou katalyzou mikrosomalni epoxidhydrolasou (EH) na reaktivni
metabolit BaP-7,8-dihydrodiol (obrazek 5) (Gelhaus 2011). Nicméné meziprodukt BaP-7,8-
epoxid miiZze podléhat izomeraci na fenol (7-OH BaP) (Gelboin 1980). Schopnosti cytochromu
P450 je produkce epoxidové skupiny, které jsou bud’ cis nebo trans, zatimco EH pfi produkci
diolti poskytuji pouze formy trans (Sagredo 2011). PfislusSny metabolit je pfeménén pomoci
CYPIAT na kone¢ny genotoxicky metabolit BaP-7,8-diol-9,10-epoxid (zkr. BPDE), ktery je
schopny reagovat s DNA za vzniku kovalentné vazaného aduktu na N pozici guaninu (Verma
2012; Moorthy 2015; Schwarz 2001). BPDE vytvafi dva rtizné stereoizomery: diol epoxid I a
diol epoxid II (obrazek 6). Kazdy znich je dale hydrolyzovan na dva tetroly a pomoci
NADPH/NADH redukovén na jeden triol (Gelboin 1980). Reakci BPDE s DNA vznikd DNA
adukt, tj 10- (deoxyguanosin-N 2 -yl) -7,8,9-trihydroxy-7,8,9-tetrahydro-BaP; dG-N ? -BPDE,
ktery zplsobuje mutaci v p53 tumor supresorovém genu a onkogenu K-RAS (Moorthy 2015;
Reed 2020). Pti detoxikaci BPDE interaguje s GSH diky enzymu glutathion-S-transferase za
vzniku konjugatu (Gelhaus 2011).

25



w?
CYP1A1
—

I
9 S
!
(+)-BaP-9,10-epoxid

9-Hydroxy-BaP
CYP1A1

OH
(-)}BaP-7,8-dihydrodiol
CYP1A1 1
Qyy,
+DNA |
o
9-Hydroxy-(+)-BaP-

4,5-epoxid

Adukt 2

(-)—ao:ti-BaP-T.B-dihydmdlol-
9,10-epoxid
Obrazek ¢. 5 — Metabolicka aktivace BaP za vzniku DNA adukti (Stiborova 2014).
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Obrazek ¢. 6— Benzo(a)pyren diol epoxid a jeho ¢tyFi enantiomery (Motwani 2016). Diol epoxid I
je (+)-anti-BPDE a (-)-syn-BPDE. Diol epoxid II je (-)-anti-BPDE a (+)-syn-BPDE.
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Druhd metabolickd aktivace je opét cestou oxidace katalyzovanou CYP enzymem za
vzniku BaP-9,10-epoxidu. Ten je bez pfitomnosti enzymu epoxidhydrolasy pfemé&nén na
metabolit 9-hydroxy-BaP. Nasledné je tento reaktivni metabolit oxidovan prostfednictvim
cytochromu P450 formy 1A1 na kone¢ny reaktivni metabolit 9-hydroxy-4,5-epoxy-BaP, ktery
muze tvorit adukty s DNA (Miller a Ramos 2001) (obrazek 5).

Mezi dalsi izolované metabolity spada pét fenolt: BaP-1-OH, 3-OH, 6-OH, 7-OH a jiz
zminény BaP-9-OH. Rada z nich konvertuje na chinony jako 1,6-chinon, 3,6-chinon a 6,12-

chinon. Kromé diolti trans-7,8 a trans-9,10 vznika jesté tieti trans-4,5-diol (obrazek 7) (Gelboin

1980).
QI@
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Obrazek €. 7 — Metabolity odvozené od benzo(a)pyrenu (Miller a Ramos 2001)
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e Aldo-keto reduktasova draha

Pisobenim aldo-keto reduktas dochéazi k preméné BaP-7,8- diolu na BaP-7,8-chinon,
ktery mtize byt opakované re-oxidovan za vzniku reaktivnich forem kysliku (obrazek 8) (ROS,
z angl. Reactive oxygen species), ktery zpusobuje oxidacéni poSkozeni DNA nebo miize
produkovat produkty rozkladu lipidovych hydroperoxidi, které jsou taktéz reaktivni viici DNA
(Shimada 2006; Balu 2006; Sagredo 2011).

e Peroxidasova draha

Jednoelektronova oxidace benzo(a)pyrenu katalyzovana enzymem cytochrom P450
nebo peroxidasou tvoti radikalovy kationt BaP lokalizovany na uhliku v pozici 6 (obrazek 8).
Konverzi BaP za pomoci aktivity peroxidasy dochazi ke vzniku chinonovych metabolitii
(Bukowska a Duchnowicz 2022).

CYP1A1

Cyp P450

Aldo-keto
J reductasa
e

(Bukowska a Duchnowicz 2022)

Obrazek ¢. 8 — Aldo-keto reduktasova draha a peroxidasova draha. Obrazek byl pfevzat a upraven.
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1.7. Cysticka fibréza

Cystickou fibrozou trpi v populaci 1 z 2500 novorozencii (Davies 2007). Pojem cysticka
fibroza pochézi z nazvu mukoviscidoza. Jedna se o autozomalni recesivné dédicné onemocnéni
predevsim u bélochi (Vancikova 2019; Castellani a Assael 2017). Hlavni pfi¢inou je naruseni
funkce proteinu CFTR jako transmembranového reguldtoru cystické fibrozy, kterd vede k
poruse transportu tekutin a nepropustnosti chloridovych iontti s kombinaci nadmérné absorpce
sodiku, coz vede ke sniZzeni obsahu vody v periciliarni tekutiné (Quinton 1990; Ogden 2021).
Nedostatek podptirné vrstvy tekutiny vede ke kolapsu respiracnich tasinek a k naslednému
poskozeni mukocilidrniho transportu. Zadrzovani hlenu v plicich napoméha gramnegativnim
bakteriim — napt. Pseudomonas aeruginosa, které zptisobuji chronickou infekei v dychacich
cestich (Henke a Ratjen 2007). Dochazi k progresivnimu poklesu funkce plic spole¢né

s akutnim zhorSenim respira¢nich symptomi (Flume 2009).

1.7.1. ABC transportéry

ABC transportéry (z angl. ATP-binding cassette transporters) jsou soucasti superrodiny
integralnich membranovych proteintt zodpovédnych za ATP pohanénou translokaci substrati
pies bunééné i organelové membrany. Jejich struktura se sklada minimalné ze ¢tyt domén. Jeji
soucasti jsou dve transmembranové domény (TMD) zabudované v membranové dvojvrstveé a
dvé nukleotid vazebné domény (NBD) nachazejici se v cytoplazmé (Rees 2009). U vétsiny
eukaryotickych organismil jsou ABC transportéry tvofeny jedinym polypeptidem, obsahujicim
vSechny ¢tyfi funkéni jednotky. U bakterii mohou byt tyto Ctyfi jednotky vzajemnou kombinaci
¢i kombinaci fizovanych NBD/TMD. (Wilkens 2015).

Jejich funkce spociva vexportu a importu Siroké Skaly substrati od malych
anorganickych ¢i organickych molekul, jako jsou aminokyseliny, cukry, vitaminy az po veétsi
organické molekuly zahrnujici peptidy, lipidové molekuly, oligonukleotidy a polysacharidy.
Importni systémy se nachazi pievazné u prokaryotickych organismi a jejich cilem je poskytovat
zakladni ziviny bakteriim. Naproti tomu exportéry, které jsou soucasti vSech zivych organismt,
se podileji na vytlatovani Skodlivych latek (Saurin 1999; Wilkens 2015). Transport je hnan
proti chemickému gradientu, a proto je vyzadovan zdroj energie spfazeny s enzymovou reakci
(Wilkens 2015).

Hydrolyzou ATP na NBD dochazi ke konformaéni zméné, ktera se projevi v TMD, coz
vede ke stfidavému pfistupu zevnitt a vné buiiky, coZ se projevi jako jednosmérny transport
pies lipidovou dvojvrstvu (obrazek 9) (Wilkens 2015).
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Obrazek ¢. 9 — Uzaviena a oteviena forma ABC transportéru. Prostfednictvim proteinkinasy A je
R domeéna fosforylovana. Dochézi k dimerizaci NBD a navazani ATP, cozZ iniciuje otevieni kanalu.

Hydrolyza ATP, uvolnéni ADP a anorganického fosfatu vede k uzavieni kanalu (Meng 2017).

1.7.1.1. Transmembranovy regulator vodivosti CFTR

Gen CFTR —transmembranovy regulator vodivosti cystické fibrozy se sklada z 27 exonli
a jeho délka dosahuje az 250 kB (Zielenski 1991). Gen lezi na dlouhém raménku 7.
chromozomu v oblasti lokusu 7q31.3. Jeho genovym produktem se stava protein nazyvajici se
protein CFTR (Vavrova 2003). Protein se sklada ze 1480 aminokyselin. Patfi do skupiny
transmembranovych transportnich proteini — ABC pienasecli. Na rozdil od ostatnich ABC
pfenaseciit vede CFTR anionty po jejich elektrochemickém gradientu (Vancikova 2019;
Vévrova 2003; Meng 2017; Zhang 2018). Na apikalni membréané epitelidlnich bunék piisobi
jako chloridovy kanal, ale zaroven funguje jako modulator chloridovych a sodnych kanali
(Vancikova 2019; Vavrova 2003).

Protein CFTR zajiStuje regulaci transportu chloridovych molekul, proteini, ATP a
disacharidii pfes bunécnou membranu (Tolstoi a Smith 1999). Polypeptid se sklada z N-
terminalniho laso motivu, dvou transmembrénovych segmenti — TM1 a TM2 spojujici
cytoplazmu s lumenem exokrinnich zlaz zachytavajici protein CFTR v bunééné membrané
(obrazek 10). Dale jsou v cytoplazmé nukleotid vazebné domény NBD1 a NBD2 vazajici

piedevsim ATP a neparovy segment — regulacni doména bohatd na nabité zbytky AMK, jenz
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funguje jako ventil, ktery kanal uzavira a s nim i chloridové ionty (Vavrova 2003; Zhang 2018;
Zielenski 1991). Regula¢ni doména tidi aktivitu kanalu prostfednictvim fosforylace. Vazbou
ATP na NBD dochdzi k dimerizaci NBD, ¢imz se vyvol4 konforma¢ni zména v TMD a dochdzi
k iniciaci otevieni kanalu. Hydrolyzou ATP se uvolnéni ADP a anorganicky fosfat, coz vede
k destabilizaci NBD dimeru a uzavienim kanalu (obrazek 9) (Meng 2017).

T™MD2

NBD2

Obrazek €. 10 — Struktura proteinu CFTR pochazejici z Homo sapiens. Vlevo defosforylovany
regulator transmembranové vodivosti lidské cystické fibrozy bez navazaného ATP podle struktury PDB-
SUAK (Liu 2017). Vpravo fosforylovany reguldtor transmembranové vodivosti lidské cystické fibrozy
znavazanym ATP podle struktury PDB-6MSM (Zhang 2018). CFTR protein se sklada ze dvou
transmembranovych domén (TMD), dvou nukleotidovych vazebnych domén (NBD) a regulacni (R)
domény. Fosforylaci (navazani molekuly ATP) dochazi k otevieni kanalu CFTR (Zhang 2018). Zelen¢

zbarvena Cast je pak misto tzv. F508, kde dochazi k nejcastéjsim mutacim.

1.7.2. Mutace genu transmembranového regulatoru cystické fibrézy

Na celém svéte je evidovano pies 400 patogennich mutaci genu CFTR. Mezi zékladni a
nejcastéjsi mutace genu CFTR patii delace 3 bp, pii které dochéazi ke ztraté fenylalaninu na
pozici 508 polypeptidu tzv. CFTR — F508del. Je umistén na 10 exonu CFTR genu a poskozuje
fungovani domény proteinu CFTR-NDBI1. Tato mutace se nachézi na 70 % chromozomu u
pacientll s cystickou fibrozou. Protein CFTR se stdva nefunkénim, nebot obsahuje 1479
aminokyselin misto 1480 (Tolstoi a Smith 1999; Zielenski 1991).
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1.8. Riziko rakoviny u pacientd s cystickou fibrozou

Vzhledem ke zlepseni 1écby se délka zivota pacientll s onemocnénim cystické fibrozy
v poslednich tfech desetiletich podstatn¢ zlepSila a s tim souvisi 1 narGst rizika vyskytu
rakoviny, které se bude s Casem zvySovat (Neglia 1995). Mezi prvnimi dikazy, které vyuzily
udaje ze studie amerického registru CF, bylo srovnani vyskytu nadorovych onemocnéni u osob
s cystickou fibrozou a predpokladanym rizikem v zavislosti na véku. Studie potvrzuji, Ze riziko
vSech typi rakoviny zahrnujici travici trakt bylo zvysSené, a to v piipadé kolorektalniho
karcinomu az Sestinasobné (Scott 2020).

Zvysené onkologické riziko je spojovano s nedostatkem CFTR (Castellani a Assael
2017). Dospéli pacienti s cystickou fibrézou jsou nachylni hlavné na zvysSené riziko rakoviny
v oblasti traviciho traktu, zejména tenkého stieva, tlustého stteva a zluCovych cest, ale také
jicnu a zaludku (Maisonneuve 2003). Predevsim lidé s cystickou fibrozou, ktefi podstoupili
transplantaci plic méli zvyseni rizika rakoviny az 3krat a rizika rakoviny tlustého stfeva 17krat
vys§i oproti pacientim, ktefi transplantaci nepodstoupili. Hlavni pficinou je ptredevSim
disledek imunosuprese za uc¢elem prevence odmitnuti transplantovaného organu (Fink 2017).
Dutkazy naznacuji, ze zvySené riziko adenomatoznich polypli se Castéji vyviji u pacientd

vvvvvv

Assael 2017; Maisonneuve a Lowenfels 2022).
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2. Cil prace

Cilem prace bylo porovnat metabolismus benzo(a)pyrenu v epitelidlnich buiikach plic
(bunécné linie NuLi-1 a CuFi-1), za Gcelem analyzovat predispozice rakoviny u lidi trpicich

cystickou fibrézou.
Dil¢i kroky predchazejici tuto analyzu byly:
e Zjisténi toxicity benzo(a)pyrenu pro jednotlivé bunécné linie
e Biotransformace benzo(a)pyrenu pomoci bunéénych linii za vzniku metabolitd

e Stanoveni a identifikace metaboliti benzo(a)pyrenu pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie HPLC a hmotnostni spektrometrie

e Vysvétleni rozdili metabolismu benzo(a)pyrenu v obou bunéénych liniich
pomoci SDS-PAGE a Western blotu.
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3. Material a metody

3.1. Pouzité pristroje a material

3.1.1. Pouzité pristroje
Centrifuga 5418

Centrifuga Hettich Universal 320 R

Centrifugacni koncentrator CentriVap
IKA vortex genius 3

Inkubator MCO-170AIC

Inkubétor mini Dry Bath MiniB-100
Laminarni box MB 120

Mikroskop Motic AE31
Minicentrifuga

Nap4jeci zdroje PowerPac
Thermomixer compact

Ttepacka WiseShake SHO-2D

Vodni lazen

Zatizeni pro Western blot

3.1.2.Material a chemikalie
Material

Desti¢ka CellBlind® 96 jamek
Glass plates 1 mm

Kultivaéni lahve 25-75 cm?
Mini-Protein Tetra Cell
Parafilm

Peha-Soft nitrilové rukavice bez pudru

34

Eppendorf, CZ a SK

Hettich Zentrifugen, Némecko
Labconco, USA

Sigma-Aldrich, USA

Panasonic Healtcare Co., Japonsko
Miulab, Cina

Labox, CR
Nikon, Japonsko

Labnet, USA
Biorad, USA
Eppendrof, CZ a SK

Witeg, Némecko

Memmert, Némecko

Biometra, Némecko

Corning®, USA

Biorad, USA
TPP, Svycarsko; VWR International CR
Biorad, USA
Bemis, USA

Hartmann, CR



Plastové zkumavky (15, 50 ml)

PVDF membrana

Whatman filtra¢ni papiry

Chemikalie
Akrylamid, bis-akrylamid

Albumin Standard (2 mg/ml)

anti-Ahr mysi Ab (1:1000)
anti-CYPbS5 kralic¢i (1:750)
anti-CYP1A1 krali¢i Ab (1:500)
anti-CYP1B1 krali¢i Ab (1:5000)
anti-GAPDH krali¢i Ab (1:5000)
anti-POR krali¢i Ab (1:500)
anti-P-glykoprotein (1:300)
anti-mouse IgG — Alkaline Phosphatase kralici
anti-rabbit IgG — Alkaline Phosphatase kozi
APS

BCA Reagent A

BCA Reagent B

BCIP

Benzo(a)pyren

BEGM medium

Bunééni linie NuLi-1 a CuFi-1
Collagen type IV from human placenta
EDTA

Ethanol

Ethylacetat

Fenacetin
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TPP, Svycarsko
Therma sciences, USA

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA
Thermo Scientific, Germany, USA
AbCam, USA
AbCam, USA
Millipore, USA
Avantor VWR, USA
Sigma-Aldrich, USA
AbCam, USA
Abbiotec, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Scientific, Germany, USA
Thermo Scientific, Germany, USA
Promega, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lonza Biotec s.r.o., Svycarsko
ATCC®, USA
Sigma, USA
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

Aldrich, Germany



Fetalni bovinni sérum

Methanol

Na;HPO4

NaH;PO4

NaCl

NBT

PBS tablety (1 do 500 ml dH>O, pH 7,45)
PMFS

Precision Plus Protein™ Dual Colour Standards
Precision Plus Protein™ All Blue Standards
SDS

Susené mléko

TEMED

Triton X-100

Trypanova modt 0,4 %

Trypsin-EDTA Solution 0,25 %

Standardy (Cytochrome P450 (1A1, 1B1), NADPH: cytochrom P450 reduktasa, cytochrom bs,

potkani mikrosomy, lidské mikrosomy) byly izolovany na katedfe biochemie nebo zakoupeny

od spolecnosti Corning.
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Lonza, Svycarsko
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Promega, USA
Gibco™ Invitrogen, UK
Carl Roth, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Laktino, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma, USA

Gibco™ Invitrogen, UK



3.2. Metody

3.2.1. Prace s bunéénymi liniemi

K experimentu byly vyuzily buiiky ze dvou bunécnych linii: NuLi-1 a CuFi-1. Linie
CuFi-1 predstavuji imortalizované epitelidlni bunky plic, izolované od pacienta s cystickou
fibrozou, s homozygotni mutaci F508 v CTFR genu. Linie NuLi-1 pochazi ze zdravého jedince
a jednd se taktéz o epitelialni bunky plic.

Aby se zabranilo riziku kontaminace a bylo zajiSténé sterilni prostiedi, probihala cela
prace sbunéénymi liniemi v laminarnim boxu MB 120. V prabéhu experimenti byly
dodrzovény zésady aseptické prace, pficemz pouzivané pracovni pomucky byly sterilni a

jednorazové nebo vysterilizované pomoci ethanolu.

3.21.1. Rozmrazeni bunéénych kultur

Den pted experimentem byly butiky odebrany z tekutého dusiku a umistény do -80 °C
hlubokomraziciho boxu.

Postup:

Prvnim krokem bylo vytemperovat médium ve vodni 1azni s teplotou 37 °C. Buiiky byly
vyjmuty z hlubokomraziciho boxu a vloZeny do vodni 14zné, kde byly po dobu 10-20 sekund,
aby se rozmrazily. Buiiky byly pfevedeny do dvou 15 ml zkumavek. Nasledné bylo k bunécné
suspenzi priddvavano vytemperované médium, a to vzdy po minuté (tabulka 1). Po ptfidani
posledniho objemu média, byly bunky centrifugovany v centrifuze Hettich Universal 320R po
dobu 5 minut (1000 RPM).

Supernatant vznikly nad peletou byl odstranén a peleta byla rozpusSténa v 1 ml média.
Bunécna suspenze byla pfevedena do dvou kultivaénich lahvi s pfedem naplnénym médiem
BEGM o objemu 5 ml. Kultiva¢ni lahve byly nejprve proplachnuty PBS, nebot” byly pokryté
kolagenem, ktery utvaii krystalky.

Cas (min)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Piidavek | 0,1 | 0,12 | 0,15 | 0,19 | 0,26 | 036 | 052 | 086 | 1,69 | 475
média
(ml)

Tabulka €. 1 — MnozZstvi média pipetované po 1 minuté k bunécné suspenzi.

Pocate¢ni objem bunééné suspenze Cinil 1 ml.
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3.2.1.2. Kultivace bunéénych linii

Obé¢ bunécné linie byly uchovany v inkubatoru MCO-170AIC pii teploté 37 °C a 5 %
COz. Bunééné linie NuLi-1 a CuFi-1 byly kultivovany v médiu BEGM pro rist bronchialnich
epitelidlnich bunck a v kultivacnich lahvich s povrchem potazenym kolagenem IV. Médium
bylo ménéno jednou za 3-4 dny. V zévislosti na velikosti narostlych bunécnych linii bylo
pfidano 5 ml kultivaéniho média (povrch lahvi 25 cm?) nebo 15 ml média (povrch lahvi
75 cm?).

3.2.1.3. Subkultivace bunéénych linii

Subkultivace linii NuLi-1 a CuFi-1 byla provedena v zavislosti na narostlych koloniich
pokryvajicich povrch kultivacni nddoby cca jednou tydné, kdy buniky tvofily konfluentni vrstvu
ze 70-80 %.

Postup:

Z kultivacnich lahvi bylo odebrano piivodni médium. Do kultivacnich lahvi s povrchem
75 ¢cm? bylo piidéno k prisedlym butikdm 3,5 ml vytemperovaného 0,25 % trypsinu s EDTA.
Trypsin zptsobuje tzv. trypsinizaci (odlepovani bunék z povrchu kultivacnich lahvi). Lahve
s bunécnymi liniemi byly inkubovany 12-15 minut v inkubatoru pfti teploté 37 °C. Zhruba po
12 minutach byly buniky zkontrolovany pomoci mikroskopu. Pokud byly odlepené z povrchu
kultivacnich lahvi, bylo k buitkdm pfidano ekvivalentni mnozstvi 1 % FBS. FBS inhibuje
trypsin, jinak by doslo k poSkozeni bun¢k. Pomoci automatické pipety byl 3x povrch oplachnut
bunécnou suspenzi, aby se 1 zbytek bun€k odlepil z povrchu lahvi. Bunééné suspenze NuLi-1 a
CuFi-1 byly odebrany do dvou 15 ml centrifugacnich zkumavek a byla provedena centrifugace
po dobu 5 minut v centrifuze Hettrich Universal 320R (1000 RPM). Supernatant byl odebréan a
peleta byla resuspendovana v 1 ml ptfipraveného BEGM média. Suspenze byla nasazena do
novych kultivaénich lahvi s pfedem naplnénym médiem (5 ml — kultivaéni lahev s povrchem
25 cm?, 15 ml — kultivaéni lahev s povrchem 75 cm?). (VSechny nové kultivaéni lahve byly
nejdiive proplachnuty 4 ml PBS, nebot' byly pokryté kolagenem typu IV, ktery vytvafi
krystalky). MnoZstvi nasazenych bunék u linie CuFi-1 se pohybovalo v rozmezi 1-3 x 10*

bunék/cm? a u linie NuLi-1 1,5-2,0 x 10* bunék/cm?.

Na experiment byly vyuzity buiiky ze 7 pasaze.
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3.1.2.4. Stanoveni poctu bunék v suspenzi

Ke stanoveni poctu bunék v suspenzi byl vyuzit mikroskop Motix AE31 a Biirkerova
komurka. Dulezitym barvivem zde vystupuje trypanova modf, kterd je schopna se vazat

v nezivych buiikach a zplisobovat modré zbarveni na rozdil od zivych bungk, které se nezbarvi.
Postup:

Do eppendorfky bylo odebrano 16 pl média a ptidany 4 ul alikvotu z bunécné suspenze
CuFi-1. To stejné bylo provedeno s alikvotem z bunécné suspenze NuLi-1. K obéma alikvotiim
bylo pipetovano 20 pl barviva trypanové modii. Ta slouzi na barveni mrtvych nebo
poskozenych bunék. Bylo odebrano 10 ul alikvotu bunék spole¢né s barvivem a naneseno na
miizku Biirkerovy komurky. Stanoveni poctu bun¢k probihalo pod mikroskopem. Komirky
byly rozdéleny na devét velkych ctverct (tvoreny 4x4 malymi Etverci). Pro vypocet jsem si
vybrala 3 ¢tverce lezici v diagonéle. Métfeni bylo provedeno 3krat a byl urcen pramér. Vysledny

pocet bun¢k byl vypocitan podle vztahu:

celkovy pocet spocitanych bunék

Pocet bunék = x fedéni vzorku x 10*

pocet Ctverci,ve kterych se pocitalo

3.1.2.5. Stanoveni toxicity benzo(a)pyrenu v bunéénych liniich

Pro nalezeni vhodné koncentrace benzo(a)pyrenu v bunéénych liniich NuLi-1 a CuFi-1
byly vyuzity nasledujici koncentrace: 0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 a 40 pM.

Postup:

Bunéené suspenze byly nafedény na koncentraci 5x10* bunék na ml média. Na 96-
jamkovou desti¢ku bylo naneseno 150 pl na jamku. Pro kazdou koncentraci byly pouzité 4
jamky a to, jak pro buné¢nou linii NuLi-1, tak i CuFi-1. Prvnich 8 jamek slouZilo jako kontrola,
a tudiZ neobsahovaly Zadné buiiky. Nasledné byly buiiky inkubovany v inkubatoru pfi teploté
37 °C po dobu 24 hodin.

Druhy den bylo plvodni médium odebrdno a nahrazeno 150 pl cerstvého meédia
obsahujiciho benzo(a)pyren o pozadované koncentraci. Cast bunék byla inkubovéana po dobu
24 hodinu a ¢ast po dobu 48 hodin. Po uplynuti této doby, bylo médium s BaP odséto a nésledné
byly buiiky oplachnuty 150 pl PBS. Do jamek bylo ptidala 40 ul barviva (krystalova violet’ —
0,1 % v 10 % ethanolu) a nechano 10 minut inkubovat pti pokojové teploté. Nasledné bylo
barvivo odebrano a opét pridano 150 pl PBS. Nakonec bylo PBS odséto a desticka byla nechana
uschnout pfes noc. Nasledujici den byl do kazdé jamky pipetovano 50 % ethanol (150 pl) a
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bunky byly inkubovany 60 minut pti pokojové teploté. Cytotoxicita bun¢k byla métena pii 595
nm.

3.1.2.6. Kultivace bunéénych linii s benzo(a)pyrenem

Do 18 kultivaénich lahvi o ploge 25 cm? bylo pipetovano 5 ml média (BEGM). Do 9
z nich bylo nasazeno 1,725x10* bunék/cm? bunéénych linii CuFi-1 a do zbylych 9 lahvi 3x10*
bunék/cm® bunéénych linii NuLi-1. Buniky byly inkubovany 48 hodin. Nasledn& bylo
odstranéno ptivodni médium a bylo vyménéno za Cerstvé médium obsahujici benzo(a)pyren o
koncentraci 5 uM. Sest lahvi z toho tii lahve s linii CuFi-1 a tii lahve s linii NuLi-1 byly
inkubovéany 24 hodin. DalSich Sest bylo inkubovano po dobu 48 hodin. Zbylych Sest, které
slouzily jako kontrola, a tudiz zddny benzo(a)pyren neobsahovaly, se inkubovaly také 48 hodin.
Po uplynuti doby bylo médium sklizeno a zamrazeno. Bunky byly z kultivacnich lahvi

uvolnény pomoci trypsinu a také byly zmrazeny.

3.1.2.7. Stanoveni metabolitti v bunééném médiu s vyuzitim extrakce

Do pied ptipravenych 2 ml zkumavek jsem pipetovala 1 ml média z bunécnych kultur
(viz 3.1.2.6). Ke vSem vzorklim jsem piidala 5 pl fenacetinu (slouzil jako vnitini standard pti
méteni na HPLC) a 1 ml ethylacetatu. VSechny zkumavky byly vloZeny na 2 minut na tfepacku
(pti 37 °C, 1400 RPM). Po vyprSeni Casu, jsem dala vzorky centrifugovat na 5 minut pfi
15000 g. Odebrala jsem 750 pl horni organické faze do 1,5 ml zkumavky. Do vSech pivodnich
zkumavek bylo pfidano 750 p ethylacetatu a znovu se provedla extrakce za vySe popsanych
podminek. Opét odebrano 750 pl horni organické faze do jiz z poloviny naplnénych 1,5 ml
zkumavek. Vzorky byly vlozeny na cca 45 minut na odparku, kde doslo k odpateni do sucha.
Nasledné bylo ke kazdému vzorku ptidano 50 pl methanolu a bylo provedeno méteni na HPLC.

Metabolity benzo(a)pyrenu byly separovany a kvantifikovany pomoci metody HPLC za
pouziti linearniho gradientu 50-85 % mobilni faze B behem 35 minut s ndslednou
Sminutovou izokratickou eluci mobilni faze. Béhem dalSich 5 minut byly podminky vraceny
na pocate¢ni. Celkova doba analyzy Cinila 50 minut. Mobilni fdze A: destilovana voda Mobilni
faze B: acetonitril. Jednotlivé mobilni faze byly pfed pouZzitim sonikovany v ultrazvukové lazni
pro odstranéni vzduchovych bublin. Separace probihala na kolon¢ Nucleosil 100-5 C18 HD,
5 um, 250 x 4 mm (Macherey Nagel) s pritokem mobilni faze 0,6 ml/min. Metabolity byly
detekovany pfi vinové délce 254 a 344 nm a déale pomoci fluorescence (excitace/emise vinova
délka [nm] 0-6 min 344/398, 6-15 min 375/450 a 15-50 min 380/431) a v pfipadé absorbance

kvantifikovany vztaZzenim jejich plochy k ploSe vnitiniho standardu (fenacetinu).
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3.1.2.8. Lyze bunécnych linii

K bunéénym peletam obou bunéénych linii bylo ptidalo 300 pl homogeniza¢niho roztoku
obsahujici: 1 % Triton X-100, 12 % EDTA, 6 % PMSO a destilovanou vodu. Triton X-100 jako
neionogenni aktivni latka naruSuje integritu lipidové membrany a dochéazi k uvolnéni
bunécného obsahu. EDTA slouzi k vychytavani kovt a deaktivaci metaloproteas. PMSF je téz
inhibitor proteas, konkrétné¢ serinovych proteas. Homogenizace byla provedena s pouzitim

ultrazvukové sondy (2 min).

3.1.2.9. Stanoveni koncentrace proteini metodou BCA

Do 50 ml zkumavky bylo odméfilo 22,94 ml reagentu A s 460 pl reagentu B v poméru
50:1. Vzorky vytvofené po homogenizaci (viz 3.1.2.8) byly 3x nafedény. Do 96 jamkové
desticky bylo pipetovano do prvnich tfech jamek 9 pl destilované vody do dalSich 14 jamek
9 ul standardu o koncentracich 2000; 1500; 1000; 750; 500; 200 a 125 pg/ml (v dubletu). Dalsi
Ctvetice jamek obsahovaly vzorky o objemu 9 pl. Do vSech jamek bylo ptidano 260 ul roztoku
A s B. Méfeni probihalo pfi vinové délce 562 nm. Vyslednd koncentrace proteinti v bunééném

lyzatu NuLi-1 byla 51,5 mg/ml a pro CuFi-1 35,0 mg/ml.

3.2.2. SDS - PAGE elektroforéza

Princip:

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza (z ang. Sodium dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) se pouziva k separaci proteini podle jejich molekulové
hmotnosti.

Pritomnost redukéniho cinidla zajistuje Stépeni disulfidovych mustki a aniontovy
detergent SDS obali polypeptidovy fetézec a dochéazi k rozbaleni proteinu. Jednotlivé proteiny
v prostiedi elektrického pole se pohybuji v zavislosti na svém naboji. Dodecylsiran sodny se
vaze na proteinovy fetézec a zajiStuje jeho linearizaci a udéluje vSem proteinim negativni
naboj. Dochazi tak k separaci pouze na zdklad¢ délky polypeptidového fetézce (Nowakowski
2014).
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Pouzité roztoky

1. Polymeraéni roztok (30 %): 29 % akrylamid (w/v), 1 % bis-akrylamid (w/v) ve vodée
2. Pufr A: 1,5 M TRIS/HCI (pH 8,8)

3. Pufr B: 1,0 M TRIS/HCI (pH 6,8)

4. Vzorkovy redukujici pufr: 0,13 M TRIS/HCI, 2 % SDS (w/v), 20 % glycerol,
0,05 % bromfenolova modt, 5 % 2-merkaptoethanol (v/v), pH 6,8

Elektrodovy pufr: 0,025 M TRIS, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS (w/v), pH 8,3

6. Barvici roztok: 0,25 % Coomassie Briliant Blue R-250 (w/v), 46 % ethanol, 9,2 % oc-

tova kyselina

V)]

7. Odbarvovaci roztok: 25 % ethanol, 10 % kyselina octova

Gely

1. Separac¢ni (délici) gel (10 %): 3,96 ml destilované vody, 2,5 ml pufru A, 3,33 ml poly-
meracéni roztoku, 100 ul 10 % SDS, 5 ul TEMED, 100 ul 10 % (w/w) peroxosiranu
amonného (APS)

2. Zaostfovaci gel (4 %): 2.88 ml destilované vody, 0.5 ml pufru B, 533 pl polymera¢niho
roztoku, 40 pl 10 % SDS, 4 ul TEMED, 40 pl 10 % (w/w) peroxosiranu amonného

Postup:

Ke vzorkiim bunécného lyzatu bylo pfidano takové mnozstvi 4x koncentrovaného
redukujiciho vzorkového pufru, aby do kazdé jamky bylo naneseno stejné mnoZstvi proteind.
V tomto piipadé 30 pg. Celkovy objem v jamce byl 20 ul. Vzorky byly na 5 min zahtaty v 1azni
mini Dry Bath MiniB-100 na 100 °C a nasledn¢ centrifugovany. PouZity marker molekulovych
hmotnosti byl Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Colour Standards. Do aparatury Bio-Rad
pro SDS elektroforézu byly vlozeny 10 % polyakrylamidové gely, zality elektrodovym pufrem
a do jednotlivych drah byly pipetovany vzorky (tabulka 2). Elektroforéza probihala 1 hodinu
pii 200 V. Po skonceni elektroforézy byl gel barven v barvicim roztoku po dobu 45 minut. Gel
byl pienesen do odbarvovaciho roztoku (2krat) ptes noc a poté vlozen do destilované vody a

vyhodnocen. Gely pro Western blot byly pfipraveny obdobnym zptisobem, ale nebyly barveny.

drdha 1 draha 2 draha 3 drdha 4 draha 5 draha 6 draha 7 drdha 8 draha 9 draha 10
Marker | Cyt 1A1 | Nuli CuFi reduk NulLi CuFi Cyt bs NulLi CuFi
8 20 20 20 20 20 20 20 20 20

Tabulka ¢. 2 — RozloZeni vzorki pipetovanych do jednotlivych drah a nanesené objemy (ul) pro
SDS elektroforézu. Prvni draha zahrnuje standard o znamych molekulovych hmotnostech. Druha draha
obsahuje cytochrom P450 1A1, drahy 3-4, 6-7 a 9-10 obsahuji vzorky bunécného lyzatu, draha 5
NADPH: cytochrom P450 reduktasu a draha 8 cytochrom bs.
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3.2.3. Western blot
Roztok:

1. Ptfenosovy pufr: 0,025 M TRIS, 0,195 M glycinu, pH 8,3 s 10 % (v/v) methanol

Postup:

Ihned po skoncéeni SDS elektroforézy byl gel pienesen do pfenosového pufru na cca
10 minut. Membrana PVDF byla aktivovana ve 100 % methanolu a nasledné¢ pfenesena do
destilované vody. Jakmile byla membrana dostatecné smocena, byla pienesena do pfenosového
pufru na 5 minut. Tti chromatografické papiry od firmy Witman (8,3x5,5 cm) byly smoceny
v prenosovém pufru a polozeny do kazeny. Na né¢ byla poloZzena membrana, gel namoceny
v pfenosovém pufru, a nakonec tfi chromatografické papiry smocené v pfenosovém pufru. Byl
vytvofen ,,sandwich®, ktery byl valeCkem uhlazen, kvili odstranéni bublin. Western blot byl

proveden pomoci piistroje Trans-blot turbo po dobu 10 minut pii 25 V a 0,5 A.

3.2.4. Imunochemicka detekce
Roztok:

1. Blotovaci roztok PBS + TRITON X-100 (pH 7,2, 1,8 mM Na;HPO4, 1 mM NaH,PO4,
0,134 M NaCl, 0,3 % (w/v) TRITON X-100 + 5 % susené mléko

2. ALP pufr (Alkalicka fosfataza) —pH 9, 100 mM tris/HCI, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl12)

3. NBT (Nitro Blue Tetrazolium) — tetrazoliumchlorid v 70 % N,N-dimethylformamidu)

4. BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphate ve 100 % dimethylformanidu)

Postup:

Membrana byla pfenesena do blotovaciho roztoku obsahujiciho 5 % suSeného mléka.
V roztoku setrvala po dobu 1 hodiny na tfepacce. Po uplynuti této doby byla membrana
roziezana dle potfeby a jednotlivé dily byly preneseny do 10 ml blotovaciho roztoku
s ptislusnou primarni protilatkou (v Petriho misce). VSechny Petriho misky s membranami byly
pfeneseny do chladici mistnosti a ponechany na tfepacce pies noc.

Nasledujici den byly membrany proplachnuty 3krat v blotovacim roztoku po dobu 5
minut a byly pfendany do sekundarni protilatky proti krali¢imu IgG znacené alkalickou
fosfatasou (produkovano kozou). Inkubace probihala 1 hodinu. Nésledné byly membrany
promyty 2krat v blotovacim roztoku, 2krat v PBS + TRITON-X100 po dobu 5 minut
a v destilované vod¢. K vizualizaci poslouzil roztok obsahujici 5 ml APL pufru, 33 ul NBT a
16,5 pul BCIP. Po 2 minutach byla reakce zastavena v destilované vodeé.
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3.2.4. Hmotnostni spektrometrie

Vzorky na analyzu hmotnostni spektrometrie byly pfipraveny analogicky jako pro
analyzu na HPLC.

Vzorky byly resuspendovany v 50 ul 2% acetonitrilu s 0,1% TFA. Nésledné bylo 5 ul
vzorku nastiiknuto pomoci automatického davkovaciho systému (Agilent 1200 série) na kolonu
s reverzni fazi C18 (UHPLC Fully Porous Polar C18 2,1 mm ID, Phenomenex). Po 5 minutach
koncentrovani a odsolovani analytu pfi pritoku 20 pl/min nasledovala separace na kolon¢ C18
(Luna Omega 3 pm Polar C18 100 A, 150 x 0,3 mm, Phenomenex) pomoci linearniho gradientu
voda-acetonitril od 5 % (v/v) do 95 % (v/v) acetonitrilu po dobu 20 minut pfi pritoku
10 pL/min. Odsolovaci i analytickd kolona byly zahtaté na teplotu 50 °C. Hmotnostni
spektrometr (timsTOF Pro PASEF, Bruker Daltonics) pracoval v pozitivnim fragmenta¢nim
modu. Pro nastaveni timsTOF Pro byly pouzity parametry 4D Metabolomics PASEF (Bruker
Daltonics). Cilova intenzita na jednotlivy prekurzor PASEF byla nastavena na 4000 a prah
intenzity byl nastaven na 1000. Poc¢et PASEF MS/MS skeni byl 2. Pro fragmentaci byly

vybrany prekurzorové ionty v rozsahu m/z mezi 20 a 1300 se stavy naboje >0+ a <2+.

Analyza byla provedena v Biocevu RNDr. Petrem Pompachem, PhD.
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5.Vysledky

Stanoveni toxicity Benzo(a)pyrenu v bunéénych linii

Pro stanoveni toxicity benzo(a)pyrenu v bunéénych linii NuLi-1 a CuFi-1 byly bunky
inkubovany s 0-40 uM benzo(a)pyrenem po dobu 24 hodin a 48 hodin (viz 3.1.2.5) (obrazek
11a12).
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Obrazek ¢. 11 — Stanoveni toxicity benzo(a)pyrenu v bunéénych linii s inkubaci po dobu 24 hodin.
Modry obdélnik bunécné linie CuFi-1 (znacené CF). Oranzovy obdélnik bunécné linie NuLi-1 (znacené

N). Vysledna data predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze ¢tyf méteni.

Bunécné linie NuLi-1 jsou BaP stimulovany, proto dochazi ke zvySeni poctu bunék
oproti hladin€ kontroly. Vzhledem k smérodatnym odchylkam, vSak neni rozdil mezi kontrolou
a zadnou testovanou koncentraci signifikantni. U bunéénych linii CuFi-1 dochézi k vyraznému
poklesu poctu bun€k, coz znamena vyssi toxicitu vedouci ke smrti bunék. Z obrdzku je patrné,
ze bunécné linie CuFi-1 jsou vyrazné nachylnéjsi k pfitomnosti BaP, nicméné s rostouci

koncentraci BaP se pocet bunék blizi k poctu bun€k v kontrolach.
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Obrazek ¢. 12 — Stanoveni toxicity benzo(a)pyrenu v bunéénych linii s inkubaci po dobu 48 hodin.
Vysledna data predstavuji priméry a smérodatné odchylky ze ¢tyf méfeni.

V bunéénych liniich CuFi-1 pozorujeme totéZ, co na obrazku 11. Dochazi k poklesu
hladiny koncentrace. V bunéénych liniich NuLi-1 dochazi taktéz k poklesu hladiny, ktera je
disledkem vyssi toxicity benzo(a)pyrenu pusobici na bunky. Z obrazku 12 je patrné, Ze jsou
bunécné linie CuFi-1 néachyln€jsi oproti bunécné linii NuLi-1, nicméné tento rozdil neni
signifikantni.

Z obrazku 12 je patrné, ze hladina toxicity s rostouci koncentraci od 0,25 az 40 uM se

prilis neméni, tudiz nase pouzita koncentrace (5 uM) nebude pro bunééné linie moc toxicka.

Vyhodnoceni analyzy metaboliti BaP 2z vysokoucdinné kapalinové
chromatografie HPLC

Prométfenim vzorkd na vysokoucinné kapalinové chromatografii HPLC byly ziskany
chromatografické piky pro jednotlivé metabolity BaP. Méfeni bylo provedeno pii dvou
vlnovych délkach: 254 a 344 nm a dale byla zmétena fluorescence. Métfeni kazdého typu vzorku
bylo provedeno tfikrat. Pro vyhodnoceni metabolitd BaP byly vyuZity pouze data ziskana pfi
méteni 254 nm a fluorescence.

Vnitinim standardem byl zde pouzit fenacetin. Zobrazuje se pouze pii méteni 254 nm
jako druhy zteteln&jsi pik. Nejvyraznéjsi pik na chromatogramu je benzo(a)pyren (obrazek 13
a 14). Diky pfedem zméfenym standardiim (metabolity BaP): 4,5-diol, 9-OH a 7,8,9,10-tetrol,
jsme byly schopni nékteré metabolity identifikovat v chromatografu (obrazek 15,16 a 17)
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Obrazek ¢. 13 — Chromatograficky zaznam metabolismu BaP pii méfeni na HPLC. Vzorek,
se kterym bylo provedeno meéfeni, pochdzi zbunécnych linii CuFi-1, které byly inkubovany
s benzo(a)pyrenem po dobu 48 hodin. Modra cara predstavuje kontrolu. Vzorek obsahoval buiiky bez
benzo(a)pyrenu. Cerna ¢ara predstavuje vzorek obsahujici buiiky s benzo(a)pyrenem. Cislo jedna tetrol.
Dvojka metabolit 9,10-diol, trojka 4,5-diol, ¢tytka 9-OH a pétka neznamy metabolit. Benzo(a)pyren
¢islo Sest. Méfeni fluorescence (excitace/emise vinova délka [nm] 0-6 min 344/398, 6-15 min 375/450
a 15-50 min 380/431).

1)
4)

i 2) 3) /~LL
J _— 2P ~

Obrazek ¢. 14 — Chromatograficky zdznam metabolismu BaP pri méieni na HPLC. Vzorek,

se kterym bylo provedeno méteni, pochazi zbunéénych linii CuFi-1, které byly inkubovany
s benzo(a)pyrenem po dobu 48 hodin. Jednic¢ka fenacetin, dvojka 9,10-diol, trojka 4,5-diol a Ctytka
benzo(a)pyren. Cerné zvyraznéna ¢ara piedstavuje vzorek obsahujici buiiky s benzo(a)pyrenem, a tudiz

jiz zminéné metabolity. Modra ¢ara kontrola. Méfeni pti 254 nm.
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Obrazek €. 15 — Chromatograficky zaznam metabolitu BaP-7,8,9,10-tetrolu (standardu) pri
méreni na HPLC. Méieni pri 344/398 nm.
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Obrazek ¢. 16 — Chromatograficky zaznam metabolitu BaP-7,8-diolu (standardu) pii méieni na
HPLC. Méfeni pri 375/450 nm.
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Obrazek €. 17 — Chromatograficky ziznam metabolitu BaP-9-hydroxy (standardu) p¥i méreni na
HPLC. Méieni pri 380/431 nm.
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Pti porovnani bunéénych linii (obrazek 18) je patrné, ze NuLi-1 obsahuji daleko vice
metaboliti: 9,10-diol, na rozdil od CuFi-1, které obsahuji vice 1,6-dion, 3,6-dion. Metabolitu
4,5-diolu obsahuji bunécné linie priblizné stejné. Co se ty€e v ramci jedné bunééné linie bunky,
co byly del§i dobu inkubovany s benzo(a)pyrenem, obsahuji vétSinou vice jednotlivych
metabolitl. Druhy graf pii méteni fluorescence je daleko pestiejsi (obrazek 19). Bunécné linie
CuFi-1 inkubovany s benzo(a)pyrenem po dobu 24 hodin obsahuji opét vice metabolitli, avSak

u bunéénych linii NuLi-1 se to fict neda. V ramci méfeni bylo detekovano nékolik metabolitu,

vvvvvv

meieni.
0,045
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e
8 0,03
< 0025
'S 0,02
=
(_"3' 0,015
& 0,01 ;
0,005 oz _Z o= -
0
Kontrola 24h 48h Kontrola 24h 48h

Nuli CuFi

Doba inkubace (h)
M 9,10-diol m4,5-diol 1,6-dion 3,6-dion
Obrazek ¢. 18 — MnozZstvi metaboliti BaP v bunéénych linii NuLi-1 a CuFi-1 stanovenych na
zakladé absorbance. Osa y relativni plocha piku (vztahuje se k fenacetinu jako vnitinimu standardu).

Osa x doba inkubace (h) bunécnych linii s 5 pM BaP. Kontrola neobsahuje benzo(a)pyren, pouze butiky.

Meéfeni pfi 254 nm. Vysledna data jsou priméry a smerodatné odchylky tff méfeni.
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Obrazek ¢. 19 — MnozZstvi metaboliti BaP v bunéénych linii NuLi-1 a CuFi-1 stanovenych na
zakladé absorbance. Osa y relativni plocha piku. Osa x doba inkubace (h) bunécnych linii s 5 uM BaP.
Kontrola neobsahuje BaP. Méteni flourescence. Vysledna data jsou prumeéry a smerodatné odchylky tii

méfeni.

Co se tyfe hmotnostni spektrometrie, ani pomoci ni nebylo mozné urcit o jaké
metabolity se jednd, protoze dochazi nejspiSe ke kontaminaci vzorkli nizkomolekuldrnimi
latkami. Moznym divodem bylo, Ze doslo ke kontaminaci ethylacetatem, jehoz mnozstvi bylo
ptili§ vysoké, a ktery mél pouze PA Cistotu. Nebyly tak s dostatecnou intenzitou nalezeny
hmoty, které by odpovidaly BaP resp. jeho metabolitim. Hmota pro benzo(a)pyren je (252).
V daném spektrometru byly nalezeny hmoty velmi blizké benzo(a)pyrenu, ale neodpovidaji

hmot¢ benzo(a)pyrenu.

Nepodatilo se nam urcit strukturu neznamych metabolith pomoci hmotnostni

spektrometrie, proto nebyly dale kvantifikovany jako ostatni metabolity.
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SDS elektroforéza

Pomoci metody SDS — PAGE byl ziskan gel, ktery byl obarven v barvici ldzni a odbarven
v odbarvovaci lazni (obrazek 20).
Popis vzorki 1ze nalézt v tabulka €. 2, str 42, kde je pfesné popsané, jaké mnozstvi bylo

pipetovano.

Obrazek €. 20 — Priibéh SDS elektroforézy.

Prvni draha obsahuje M, standard (dual Colour) o znamych molekulovych hmotnostech jednotlivych
prouzkti. Draha 2 Cytochrom P450 (standard). Drahy 3, 6 a 9 bunécéné linie NuLi-1. Drahy 4,7 a 10
bunécné linie CuFi-1. Draha 5 NADPH: cytochrom P450 reduktasu (standard). Draha 8 Cytochromu b5
(standard).

Byly pouzity nasledujici standardy: cytochrom P450, NADH: cytochrom P450 reduktasa
a cytochrom bs. Standard cytochromu P450, ktery byl pipetovan do 2 drahy, ma molekulovou
hmotnost 57 kDa. Vyraznéjsi prouzek lze v oblasti 57 kDa pozorovat ve sloupcich 2-4 a 6-7,
patrné slabéji v 9-10. Standard NADPH: cytochrom P450 reduktasa byl pipetovan do 5 dréhy,
ma molekulovou hmotnost 76 kDa. Ztetelné prouzky jsou pozorovany ve vSech sloupcich
kromé 8. Standard Cytochrom bs, ktery je soucasti 8 drahy, ma molekulovou hmotnost 15 kDa.
Zadny vyrazny prouzek v této oblasti neni.

Pro ptesnéjsi ur€eni danych proteini v bunéénych liniich, byl proveden Western blot.
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Western blot

Byla provedena SDS — PAGE elektroforéza. Gel byl ptipraven dle kapitoly 3.2.2, ale
pro Western blot byly piipraveny 2 gely s odliSnym fazenim vzorkd. Jamka se vzorkem
obsahuje 20 pul vzorku a jamka s markerem (All blue) 8ul.

Vzorky rozdélené v gelu byly pfeneseny na PVDF membranu pomoci metody Western
blotu. Byla provedena imunochemicka detekce pomoci primarni protilatky a sekundarni
protilatky s alkalickym znacenim. Pro proteiny: Cytochrom P450 (1Al, 1B1), NADPH:
cytochrom P450 reductasa, P-glykoprotein a Cytochrom bs byla pouzita primarni protilatka
pochézejici z kralika a sekundarni protilatka byla proti kralicimu IgG pochazejici z kozy. Pro
Ahr pochézela primarni protilaitka z mysSi a sekundarni protildtka byla proti mySimu IgG
pochazejici z kralika. Detekce byla provedena pomoci roztoku obsahujici 5 ml APL pufru,
33 ul NBT a 16,5 pl BCIP viz 3.2.3.

Na obrazku 21 a 22 je znacené dle ¢isel, jaky sloupec obsahuje urcity vzorek. Vyrazny
prouzek nachdazejici se ve sloupcich 1,2,5 a 8 s molekulovou hmotnosti 75 kDa by mohl
predstavovat NADPH: cytochrom P450 reduktasu. S molekulovou hmotnosti 57 kDa je
cytochrom P450 (1A1), nachazejici se ve sloupci 2 a pravdépodobné v obou bunéénych liniich,
ackoliv proteiny detekovany pomoci protildtek maji mensi molekulovou hmotnost.
S molekulovou hmotnosti 37 kDa je GAPDH. Obsahuji ho obé bunétné linie 1 mikrozomy.
Zbylé proteiny se detekovat nepodatilo.
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Obrazek ¢. 21 — Imunochemicka detekce P-glykoproteinu (A), POR (B), CYP1A1 (C) a GAPDH
(D). ZnaCeni M — Marker (All blue) o znamych molekulovych hmotnostech. Sloupec 1 lidské
mikrozomy. Sloupec 2 Cytochrome P450 (1A1). Sloupec 3 a 6 bunécné linie NuLi-1. Sloupec 4 a 7

bunééné linie CuFi-1. Sloupec 5 standard NADPH: cytochrome P450 reductasa. Sloupec 8 potkani
mikrozomy.
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Obrazek ¢. 22 — Imunochemicka detekce AhR (A), CYP1B1 (B), GAPDH (C) a CYPBs (D). Znaceni
M — Marker (All blue) o znamych molekulovych hmotnostech. Sloupec 1 lidské mikrozomy. Sloupec 2
standard Cytochrom b5. Sloupec 3 a 6 bunééné linie NuLi-1. Sloupec 4 a 7 bunéc¢né linie CuFi-1.
Sloupec 5 standard Cytochrome P450 (1B1). Sloupec 8 potkani mikrozomy.
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5. Diskuze

Benzo(a)pyren je vysoce karcinogenni latka, se kterou se setkdvame v kazdodennim
zivoté. Diky jeho vlastnostem jako je dobrd rozpustnost v tucich snadno prochazi pies
membrany bun¢k. Interakei této latky s DNA organismu muize dochdzet k mutacim a vzniku
rakoviny. Pfi biotransformaci podléhd benzo(a)pyren aktivaci, kde se preménuje na tadu
ruznych metabolitl. Pfeména probiha za ucasti riiznych enzymi — cytochromu P450, NADPH:
cytochrom P450 reduktasy, epoxidhydrolasy, peroxidasy a dalSich.

Problematika, ktera je v této bakalatské praci také diskutovéna je cysticka fibroza. Jedna
se 0 autozomalné recesivné dédicné onemocnéni, na které trpi v populaci 1 z 2500 novorozenct
(Vancikova 2019; Davies 2007). Hlavni pfi¢inou je naruSeni funkce proteinu CFTR jako
transmembranového regulatoru cystické fibrézy, kterd vede k poruSe transportu tekutin a
nepropustnosti chloridovych iontti (Quinton 1990; Ogden 2021). Pacienti s cystickou fibrozou
jsou néchylnéj$i na vznik rakoviny tlusté¢ho stfeva, a to predevSim ti, co podstoupili
transplantaci plic (Fink 2017).

Zajimalo nés, jak bude tato karcinogenni latka plsobit na buiiky izolované z plic od
pacienta s cystickou fibrézou oproti buiikam pochazejici z plic ze zdravého jedince. Pokud je

nam znamo, tento vyzkum nebyl zatim nikym proveden.

Pro ucel této analyzy byly vyuzity imortalizované plicni epitelialni bunécné linie CuFi-1
1zolovanych od pacienta s cystickou fibrozou a bunééné linie NuLi-1 izolovanych od zdravého
pacienta. Pfi méfeni toxicity benzo(a)pyrenu v bun&cnych liniich jsme zvolili koncentraci
5 uM, nebot’ koncentrace 0,05 az 40 uM byla hladina toxicity pfiblizné stejna. Pii testovani
toxicity vSak mizeme pozorovat nizkou hladinu toxicity, kterd miize souviset s prisedlymi
bunikami. Méfeni toxicity je zaloZeno na principu obarveni vSech bunck krystalovou violeti
(Feoktistova 2016), s tim Ze bunky podléhajici bunécné smrti se uvoliiuji, nebot’ ztratily svou
schopnost pfilnout k povrchu a promyvaci fazi jsou odstranény. Nizkd mira toxicity mlzZe
souviset s tim, Ze plicni buiiky silngji adherovaly k povrchu lahvi, tomu by napovidala 1 delsi
doba inkubace plicnich bunéénych linii s trypsinem v rdmci subkultivace. BEhem promyvaci
faze tedy nemuselo dojit k odstranéni mrtvych bunék z povrchu.

Ob¢ bunécné linie podstoupily 24 a 48hodinové inkubaci s 5 pM benzo(a)pyrenem.
Sledovani vzniku metaboliti probéhlo pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografii
(HPLC). Byly méfeny dvé vinové délky: 254 a 344 nm a byla zmétena fluorescence. V této
bakalarské praci byly vyuzity data z méteni pti 254 nm a fluorescence, ktera je citlivéjsi.

Druhy pik v chromatografech pii méfeni 254 nm je fenacetin. Byla zaznamenana fada

metabolitl pii métfeni fluorescence (obrazek 13), méné pak pti méieni 254 nm (obrazek 14).
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Ackoliv jsou ob¢ bunécné linie odvozeny od plicnich bunék, jsou patrné rozdily
v mnozstvich metabolitii mezi témito liniemi. Abychom mohli usoudit, pro¢ bunécné linie
NuLi-1 obsahuji vice metabolitti nez CuFi-1 a naopak, byla provedena metoda SDS — PAGE.
U metabolismu benzo(a)pyrenu se jeho premény ucastni fada enzymil za vzniku jistych
metabolitl. Rozdilné mnozstvi metabolitd v bunécnych liniich je ddno produkci rozdilnych
mnozstvi téchto enzymti nebo produkci odlisnych enzymt. Budou-li bunky produkovat vice
dané¢ho enzymu, bude analyzovéano vice urcitého metabolitu, na jehoz vzniku se dany enzym
podilel. U SDS-PAGE jsme se snazili zjistit, zda by se v nasich buné¢nych liniich mohly
nachazet proteiny: cytochrom P450 (1A1), NADPH: cytochromu P450 reduktasa a cytochrome
bs (obrazek 20) Molekulova hmotnost cytochromu P450 (1A1) je 57 kDa. Na gelu v 2 draze
pozoruji prouzek lehce pod 57 kDa, proto usuzuji, ze by vzorek mohl obsahovat dany protein.
Avsak piitomnost tohoto prouzku nutné neznamené, Ze se jedna o dany protein. Rada protein
ma velmi podobnou molekulovou hmotnost, takze zobrazeni intenzivniho pasu, mize maskovat
ptitomnost jinych proteinovych pasi o podobné velikosti. V draze 2 pozoruji 1 dalsi prouzky,
zobrazujici ze vzorek obsahuje smés rtznych proteind. Molekulovd hmotnost NADPH:
cytochromu P450 reduktasa je 76 kDa. V draze 5 tento protein pozoruji. Navic v obou
bunécénych linii viditelny prouzek také pozoruji, proto by se mohlo jednat o dany protein.
Molekulova hmotnost cytochromu bs je 15 kDa. V draze 8, vSak viditelny prouzek pozoruji pod
50 kDa. Bud’ se mtize jednat o jiny protein nebo se cytochrom bs miize nachazet v jiné formé,
napf. jako trimer. Navic nebyl detekovan nikde jinde, coZ by mohlo svédc¢it 1 o tom, Ze se na
gelu dostatecné dobfe nezobrazoval a k jeho detekci by byla potfeba jind koncentrace
polyakrylamidového gelu.

Z relativni intenzity pasu lze ptiblizn€ odhadnout relativni mnoZstvi proteinu, nebot’
mnozstvi barviva v pasu je priblizn€¢ umérné mnozstvi proteinu. Z intenzit jednotlivych pruh,
tudiz soudim, Ze je ve vzorcich pfitomno relativné malé mnozstvi proteinu. Na gelu se objevuje
siln€ zbarveny pruh v oblasti 25 kDa. Moznym divodem mohlo byt zastaveni probihajici
elektroforézy, kvuli vypadku zdroje napéti a ménici si napéti béhem procesu. Jinym
problematickym bodem, vedouciho k tomuto pruhu, mohlo byt Spatné polymerizovany gel, a

tudiz Spatna separace proteini.

S pfesnéjsi metodou Western blotu, byly zminéné proteiny zjiStovany spolecné
s proteiny: Cytochrom P450 (1B1), P-glykoprotein a AhR (obrazek 21 a 22). Dilezitym krokem
bylo stanoveni GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa), jako enzymu ucastnici se
dilezitého energetického kroku v metabolismu sacharidi — glykolyza. Podili se 1 na regulaci
transkripce a translace, oprav DNA a dalSich funkcich nezbytnych pro zdkladni bunétnou
funkci (OriGene). GAPDH s molekulovou hmotnosti 37 kDa pozorujeme v obou bunéénych
liniich. Slouzi jako kontrola rovnomérného nanaSeni vzorkli na gel, rovhomérného pienosu
proteinil ve fazi blotovani a ovéfeni kvality a funk¢Enosti ¢inidel. GAPDH jakozto konstitutivni

enzym, by mél byt ve vSech buiikach ve stejném mnozstvi. Pokud bude v urcité jamce vice
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proteinil, budeme analyzovat vétsi mnozstvi GAPDH. Z obrazku 20 a 21 soudim, ze oba vzorky
obsahuji stejné mnozstvi proteinu. GAPDH je analyzovan i v lidskych mikrozomech. Zobrazeni
cytochromu bs se ndm v bunéénych liniich nepodafilo. S molekulovou hmotnost 15 kDa byl
pouze zaznamenan prouzek v lidskych mikrozomech. Jedna s moznosti, pro¢ dany protein
nepozorujeme, by mohla byt mald produkce tohoto proteinu buiikami. Druhou mozZnosti by
mohlo byt, Ze protein je pfili§ maly a v 10 % polyakrylamidovém gelu se nezachyti a utece
z gelu. Jinou moznosti mize byt, zZe se protein mize vyskytovat v jiné podobé (napf. trimeru)
nebo tento protein nemusi byt builkami exprimovan vibec. Cytochrome P450 (1Bl1)
s molekulovou hmotnosti byl zaznamenan pouze v lidskych mikrozomech a ve standardu. Opét
miZze byt tento protein v buiikach produkovan v malé mife, nebo dokonce viibec. Cytochrom
P450 (1A1) s molekulovou hmotnosti 57 kDa je analyzovan v obou bunéénych liniich a
v lidskych mikrozomech. AvsSak z intenzity daného prouzku soudim, Zze jeho koncentrace
nebude pfili§ vysoka. U standardu cytochromu P450 (1A1) pozorujeme prouzek v oblasti
57 kDa. V sousednich vzorcich s bunéénymi liniemi pozorujeme vice prouzkd s mirné nizsi
molekulovou hmotnosti. Diivodem mohlo byt $tépeni nebo degradace proteintl, i piesto ze
k lyzatu byl pfidan inhibitor proteas — EDTA a PMSF. Pfi lyzi se nemuselo podafit dostatecné
inhibovat vSechny proteasy. Pro porovnani bunécnych linii jsou prouzky zobrazujici tento
protein skoro totozné, proto nelze fict, ktera z bunéénych linii bude obsahovat vice tohoto
proteinu. P-glykoprotein ani AhR v buné&énych liniich nepozorujeme. NADPH: cytochromu
P450 reduktasa s molekulovou hmotnosti 72 kDa v bunécnych liniich analyzujeme pouze s
naznaky, Ze by se dany protein mohl nachazet v buné¢nych liniich. Dle viditelnych prouzki se
dany protein vyskytuje v lidskych i potkanich mikrozomech a ve standardu. Opé&t exprese
tohoto proteinu v bunécnych liniich mtize byt nizkd nebo nemusela probihat viibec.

Vyskytujici se mnohocetné nespecifické pasy mohly vzniknout chybou v promyvaci fazi,
¢imz doslo k nespecifickym vazbadm protilatek na membranu. Jinou moznosti je, Ze protein

existuje v n€kolika riznych izoformach nebo to mohl byt nasledek izolace.

Ve western blotu byl analyzovan GAPDH (vnitini kontrola) v obou buné¢nych liniich.
Podle stejné intenzivnich prouzkd znacici protein GAPDH v bunkach, vyplyva ze bylo
pipetovano stejného mnozstvi proteinu, a proto lze buinky snadnéji porovnat. Jedinym
zaznamenanym proteinem v obou bunécnych liniich byl cytochrom P450 (1A1). Z obrazku 23
a 24 muzeme pouze diskutovat, zda tohoto proteinu obsahuji vice NuLi-1 nebo CuFi-1. Osobné
bych tekla, ze nepatrn€ vice obsahuji bunééné linie NuLi-1. Cytochrom P450 (1A1) se podili
na fad¢ metabolickych procesli, véetné¢ biotransformace BaP na metabolity (Linhart 2014).
Spousta z nich mohla vzniknout pravé, diky plisobeni tohoto proteinu. Z obrazku 18 je vidét,
ze je vice metabolitl (9,10-diol a 4,5-diol) v bunécnych linii NuLi-1, které mohly vzniknout
pravé diky ptisobeni vétstho mnozstvi cytochromu P450. Na obrazku 19 je patrné, ze zminéné
metabolity jsou opét vice zastoupeny v NuLi-1, avSak metabolit 9-OH je vice zastoupen

v CuFi-1. Je mozné, Ze se na této transformaci podilel jiny enzym, ktery jsme nebyly schopni
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detekovat nebo exprese proteinu cytochromu P450 byla pfili§ nizka. Metabolity 1,6-dion a 3,6-
dion byly analyzovany ve vétSim mmnozstvi v bunécnych liniich CuFi-1. Vznikaji z BaP
pusobeni cytochromu P450, peroxidasy ¢i monooxygenasy, proto je mozné, ze byly
katalyzovany jinou formou cytochromu (mimo formy 1A1), kterd se v bunécnych liniich CuFi-
1 vyskytuje ve vétsi mife nez v NuLi-1. VSechny 3 tetroly se vyskytuji vice v bunéénych liniich
NuLi-1. Na vzniku metabolitu tetrolu se podili enzymy: cytochrom P450 (1A1/1B1) a
epoxidhydrolasa. Epoxihydrolasu jsme se nepokusili analyzovat, protoze nebyla k dispozici
vhodna protilatka. Neni tedy mozné urcit jeji vliv na rozdilnost metabolismu BaP mezi nami

zkoumanymi bunécnymi liniemi.
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6. Zaver

Hlavnim zamérem v této bakalarské praci bylo porovnat metabolismus benzo(a)pyrenu
v epitelidlnich bunikach plic (bunéfné linie NuLi-1 a CuFi-1), za u¢elem analyzovat

predispozice rakoviny. Tento vyzkum doted’ nikdo neprovadél, pokud je nam znamo.

Prvni dil¢i krok naseho cile bylo stanoveni toxicity BaP v buné¢nych linii. Pro tcel
naseho experimentu byla vybrana koncentrace BaP 5 uM, nebot’ se hladina toxicity, a to pro
ob¢ bunécné linie, v oblasti koncentraci 0,05 az 40 uM nemeénila. Pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie byly analyzovany metabolity, které se mezi testovanymi bunécnymi
liniemi lisily. Jednak byl pozorovéan rozdil mezi bunéénymi liniemi, ale i v ramci jedné bunécné
linie (rozdilna doba inkubace bunék). Bunééné linie NuLi-1 obsahovaly vice metabolitii: 9,10-
diol, 4,5-diol a 7,8,9,10-tetrol, zatimco CuFi-1 vice metaboliti: 9-OH, 1,6-dion a 3,6-dion. Byly
nalezeny nezname metabolity, které jsme se pokusili uréit pomoci hmotnostni spektrometrie.
Avsak nejspiSe doslo ke kontaminaci vzorkll ethylacetatem, a tudiz hmota odpovidajici
benzo(a)pyrenu resp. jeho metabolitu nebyla nalezena. Jejich struktura tak nebyla urcena, a
proto nebyly kvantifikovany. Diky metoddm SDS — PAGE a Western blotu jsme byli schopni
pozorovat rozdilné mnozstvi proteini, které by mohly za rozdilné metabolismy. Pfedevs§im byl
pozorovan protein cytochrom P450 (1A1), ktery se podili na fadé metabolickych procest. Tento
protein byl indikovan z vét§i €asti v NuLi-1, coz by odpovidalo vétSimu zastoupeni jiz
zminénych metabolitd. Bunééné linie CuFi-1 nejspiSe produkovaly jiné enzymy, které se

ucastnily biotransformace BaP za vzniku 9-OH, 1,6-dionu a 3,6-dionu.
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