
Univerzita Karlova 

Přírodovědecká fakulta 

Katedra biochemie 

 

Studijní program: Biochemie 

   Studijní obor: Biochemie 

 

 

 

 

 

 

 

Adéla Skořepová 

 

METABOLISMUS BENZO(A)PYRENU PLICNÍMI 

BUŇKAMI PACIENTA S CYSTICKOU FIBRÓZOU 

Metabolism of benzo [a] pyrene by the lung cells of a 

patient with cystic fibrosis 

 

 

                                                 

 

Bakalářská práce 

Vedoucí bakalářské práce: Mgr. Radek Indra Ph.D. 

Praha, 2022 



2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlášení: 

Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracovala samostatně a že jsem uvedla všechny 

použité informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla před-

ložena k získání jiného nebo stejného akademického titulu.  

 

 

V Praze, 11.08.2022                                     …………………. 

                                                                                            Adéla Skořepová   



3 
 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Poděkování  

Tímto bych ráda poděkovala vedoucímu mé bakalářské práce Mgr. Radku Indrovi, PhD. 

za odborné vedení, poskytnutí cenných odborných rad a informací při zpracování bakalářské 

práce a za jeho čas, lidský přístup a trpělivost. 

Současně bych chtěla poděkovat RNDr. Petru Pompachovi, Ph.D. za analýzu na 

hmotnostním spektrometru a RNDr. Heleně Dračínské, Ph.D. za poskytnutí cenných rad v 

laboratoři. Ráda bych také poděkovala své rodině, která mě v průběhu této práce podporovala, 

a bez její pomoci by nebylo možné práci dokončit.  

 

 

 

 



4 
 

Abstrakt 

Rakovina je nejčastějším onemocněním, na které zemře každý rok několik miliónů lidí 

po celém světě. Důvodů jejího vzniku je řada. Mezi nejčastější příčiny vzniku rakoviny patří 

užívání alkoholu a tabáku. V dnešní době je rovněž vyšší výskyt fyzikálních a chemických 

kancerogenů, které zasahují do životního prostředí. Vliv mají i špatné stravovací návyky a 

nedostatek pohybu. V současné době, díky kvalitní lékařské péči, zlepšeným diagnostikám, a 

především již řad existujících vakcín, se dá vzniku rakoviny z části předejít. Do budoucnosti 

lze říct, že rakoviny bude přibývat. Podle agentury IARC bylo v roce 2020 celosvětově 

diagnostikováno přes 19,3 milionů nových případů. Odhaduje se, že do roku 2040 přibude 

dalších 10,9 milionů. 

Cystická fibróza je autozomální recesivně dědičné onemocnění, kterým trpí v populaci 

1 z 2500 novorozenců. Hlavní příčinou je narušení funkce proteinu CFTR jako 

transmembránového regulátoru cystické fibrózy, která vede k poruše transportu tekutin a 

nepropustnosti chloridových iontů s kombinací nadměrné absorpce sodíku, což vede ke snížení 

obsahu vody v periciliární tekutině. Lidé trpící cystickou fibrózou jsou mnohem náchylnější ke 

vzniku rakoviny tlustého střeva, a to především ti, co podstoupili transplantaci plic. 

V posledních letech došlo k výraznému zlepšení léčby pacientů s cystickou fibrózou a jejich 

délka života se podstatně prodlužuje. 

Hlavním záměrem v této bakalářské práci bylo porovnat metabolismus benzo(a)pyrenu 

v epiteliálních buňkách plic (buněčné linie NuLi-1 a CuFi-1), za účelem analyzovat 

predispozice rakoviny. Tento výzkum doteď nikdo neprováděl. Experiment byl proveden 

s využitím metod: vysokoúčinné kapalinové chromatografie HPLC, hmotnostní spektroskopie, 

SDS – PAGE a Western blotu.  

V prvním kroku byla stanovena cytotoxicita benzo(a)pyrenu. Následně byly buněčné 

linie inkubovány s BaP o 5 µM koncentraci po dobu 24 a 48 hodin, přičemž byly pozorovány 

rozdíly v metabolismu buněčných liniích NuLi-1 a CuFi-1, které jsme se pokusili vysvětlit 

studiem exprese jednotlivých proteinů, které se účastní metabolismu tohoto kancerogenu. 

 

 

 

 

 

Klíčová slova: Rakovina, Polycyklické aromatické uhlovodíky, Benzo(a)pyren, Cystická 

fibróza 
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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 µM 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 vázající transportér (z angl. ATP-binding cassette                                                         
                                             transporters) 
 

ATP                                     Adenosintrifosfát 
 

AhR                                     Arylový uhlovodíkový receptor (z angl. Aryl hydrocarbon 
                                             receptor)  
 

ARNt                                   Ahr nukleární translokátor (z angl. Aryl hydrocarbon receptor 

                                             nuclear translocator). 
 

BaP                                      Benzo(a)pyren  

 

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

BRCA1                                 gen, jehož mutace je spojena s rakovinou (z angl. Breast 

                                              cancer)  
 

CFTR                                   Transmembránový regulátor cystické fibrózy (z angl. Cystic 
                                              fibrosis transmembrane conductance regulator) 
 

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

HCV                                     Virus hepatitidy C (z angl. Hepatitis c virus) 
 

HPV                                      Lidský papilomavir (z angl. Human papillomavirus) 
 

Hsp90                                   Protein tepelného šoku 90 (z angl. Heat shock protein 90) 

 

IARC                                    Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny (z angl.  
                                               International Agency for Research 
 

IGF1                                      protein Inzulínu podobný růstový faktoru 1 (z angl. Inzulin like  

                                               growth factor-1) 
 

MLH1                                    homolog 1 MutL (z angl. MutL homolog 1) 

 

MSH2                                     homolog 2 MutS (z angl. MutS homolog 2) 
 

NBD                                       Nukleotid vazebná doména (z angl. Nucleotide binding  
                                               domain) 

 

PAHs                                      Polycyklické aromatické uhlovodíky (z angl. Polycyclic  
                                                aromatic hydrocarbons) 

 

PMS1                                      protein postmeiotické segregace 1 (z angl. Postmeiotic  
                                                 segregation 1) 
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SDS – PAGE                          Denaturační elektroforéza v polyakrylamidovém gelu   

                                                v přítomnosti dodecylsíranu sodného (z angl. sodium dodecyl   

                                                  sulphate electrophoresis) 

 

RB1                                        Retinoblastomový protein (z angl. gene of Retinoblastoma) 

 

ROS                                       Reaktivní formy kyslíku (z angl. Reactive oxygen species) 

 

TMD                                      Transmembránová doména (z angl. Transmembrane domain) 

 

TP53                                      Tumorový protein 53 (z angl. Tumor protein) 
 

WHO                                     Světová zdravotnická organizace (z angl. World Health 

                                               Organization) 
  

XRE                                       Na xenobiotikum reagující element (z angl. xenobiotic response 

                                                element) 
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1. Úvod 

Rakovina je celosvětově řešený problém. Každý rok na ni zemře několik milionů lidí po 

celém světě. Toto onemocnění se řadí mezi nejčastější příčiny úmrtí hned po 

kardiovaskulárních chorobách. Podle studií od Světové zdravotnické organizace (WHO) z roku 

2019, spadá rakovina dokonce na první nebo druhé místo nejčastějších příčin úmrtí před 

dosažením 70 let ve 112 zemích ze 183. Jelikož starších lidí neustále přibývá a tato skupina 

bývá nejrizikovější, zůstane rakovina hlavním zdravotním problémem na celém světě (Ma a Yu 

2006; Sung 2021). 

Rakovina patří mezi onemocnění, kterému by se dalo v jedné třetině případů předejít. 

Mezi nejčastější příčiny vzniku rakoviny patří užívání alkoholu a tabáku. Zvýšení programů na 

kontrolu těchto látek by zamezilo vzniku rakoviny plic či jícnu. Důležitými body, jak 

předcházet rakovině je také prevence a každoroční kontroly. V současné době tak existuje již 

spousta vakcín – jako je vakcína na rakovinu děložního čípku či na rakovinu žaludku. (López-

Gómez 2013). Hlavním důvodem výskytu rakoviny je zvětšující se množství stárnoucí 

populace, i když v dnešní době se věková hranice vzniku rakoviny posouvá k věku mezi dvaceti 

a třiceti lety. V dnešní době je rovněž vyšší výskyt fyzikálních a chemických kancerogenů, 

které zasahují do životního prostředí. Ovlivnění pochází i z oblasti stravování a nedostatku 

pohybové aktivity. Avšak pozitivním bodem, který vede k prodloužení života daného jedince 

je zlepšená diagnostika a kvalita lékařské péče (Soumarová 2019).  

Od roku 2020, po vypuknutí pandemie COVID-19, byl problém rakoviny a vše s ní 

spojené ve zdravotnictví posunut na vedlejší příčky. Nejenže došlo ke zpoždění v diagnostice 

včetně pozastavení screeningových programů, ale i uzavření zdravotnických systémů 

pomáhajících s prevencí. Proto se očekává krátkodobý pokles výskytu rakoviny s následným 

zvýšením diagnóz v pokročilém stádiu (Sung 2021).  

Mezinárodní agentura pro výzkum rakoviny neboli IARC (z angl. International Agency 

for Research on Cancer) klasifikuje jednotlivé nádorové onemocnění, stará se o výzkum příčin, 

prevence, diagnostiky a léčby rakoviny. Dle jejich dat z roku 2020 (IARC (1) 2020) je zřejmé, 

že ženy jsou mnohem náchylnější k rakovině prsu, neboť buňky prsou jsou neustále vystaveny 

účinkům ženských hormonů jako je estrogen nebo progesteron podporující růst buněk (ACS 

(1) 2021), narozdíl od mužů, kteří trpí především rakovinou prostaty či rakovinou plic. Do 

budoucnosti lze říct, že rakoviny bude přibývat. Podle agentury IARC bylo v roce 2020 

celosvětově diagnostikováno přes 19,3 milionů nových případů. Odhaduje se, že do roku 2040 

přibude dalších 10,9 milionů (IARC (2) 2020).  

Co se týká onemocnění cystické fibrózy, v posledních letech došlo k výraznému zlepšení 

léčby pacientů s cystickou fibrózou a jejich délka života se podstatně prodlužuje. Důležitým 

bodem tohoto zlepšení bylo objevení genu CFTR koncem 80. let 20. století. Díky tomu došlo 

ke správnému pochopení patofyziologie a k pokroku terapií souvisejících s tímto 
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onemocněním. Proto lidé s cystickou fibrózou oproti předchozím desetiletím jsou schopni 

obvykle navštěvovat školu i pracovat a mohou se dožít 40, někteří i 50 let (Bell 2020). 

1.1.  Rakovina 

Použití výrazu rakovina, pocházejícího z latinského slova carcinos, je připisováno otci 

medicíny řeckému lékaři Hippokratovi. Pojem carcinos znamenal ve staré řečtině pohybující 

se krab, který měl připomínat rakovinné výrůstky (Hajdu 2011). 

Rakovina je onemocnění zhoubným nádorem, s neustálou neregulovanou proliferací 

rakovinných buněk, které se začnou vymykat kontrole a nekontrolovaně se dělí a napadají 

normální zdravou tkáň a orgány (Adam 2003; Cooper 2000). Nádor neboli tumor je abnormální 

tkáň, která ztrácí fyziologickou funkci (Adam 2003). Rozlišujeme benigní a maligní nádor. 

Benigní nádory jsou takové nádory, které mají omezenou lokalizaci a nemají schopnost šířit se 

do ostatních vzdálených částí těla. Tumory se vyznačují pomalým růstem a expanzivním 

útlakem okolních struktur, jejichž pacienti často podléhají tlakové atrofii (Büchner 2019; Patel 

2020). Maligní neboli zhoubné nádory jsou schopné nekontrolovaného růstu a šíření se lokálně 

nebo do vzdálených míst (Patel 2020). Díky schopnosti invaze a metastázování spadá rakovina 

ke vskutku nebezpečným onemocněním (Cooper 2000).  

Většina typů rakovinných buněk putuje do jiných částí těla prostřednictvím krevního 

oběhu či lymfatických cév, odkud se mohou šířit do dalších částí těla a vytvářet metastázy 

(Sudhakar 2009). Mezi hlavní prvky vedoucí k selhání buněčné kontroly a vzniku nádorů jsou 

narušené mechanismy řízení buněčné proliferace, regulace buněčného cyklu či přímo buněčný 

cyklus (Büchner 2019). 

Za vznik maligních nádorů může především genomová nestabilita a tvorba nádorového 

zánětu. Součástí genomové nestability jsou náhodné mutace týkající se malých změn v sekvenci 

nukleotidů jako jsou bodové mutace či amplifikace genu, dále chromozomální přestavby či 

aneuploidie. U spousty nádorů jsou pozorovatelné nádorové záněty, které podporují růst 

a progresi nádorové choroby (Büchner 2019). 

1.1.1.  Sporadická 

Sporadické nádory, jsou nádory bez prokazatelného dědičného základu. Vznikají 

působením vnějších faktorů. Díky karcinogenům, které způsobují genetické změny, dochází 

k aktivaci onkogenů nebo inaktivaci nádorových supresorů. Faktory nepřímo zvyšující 

karcinogenní účinek stimulací proliferace jsou faktory pomocné zvané kokarcinogeny.  

I bez působení vnějšího prostředí dochází ke spontánním mutacím, kdy dochází k 

nesprávné replikaci DNA a poruchám metabolismů podílejících se na opravách DNA (Büchner 

2019). 



12 
 

1.1.2.  Familiární 

Familiární nádory podobného typu postihují dva a více členů rodiny. U těchto nádorů 

není známa genetická příčina. Při vzniku stejného typu nádoru mohou mít vliv stejné faktory 

vnějšího prostředí jako dietetické návyky nebo zvýšený vliv některých virů. Mezi nejčastější 

familiární rakoviny patří karcinom prostaty, karcinom prsu a kolorektální karcinom (Hemminki 

2008). 

1.1.3.  Hereditární 

U hereditárních nádorových syndromů je pozorovatelný jasný podíl dědičnosti na jejich 

vzniku. Zahrnují přibližně 5-10 % z celkového počtu nádorových onemocněních. Vznikají 

v důsledku poruch tumor supresorových genů, jejichž funkce je zcela vyřazena. Při 

autozomálně dominantním zděděném syndromu se nádorová predispozice mutace přenese na 

50 % potomků nosičů.  

V modelu tzv. mnohostupňové karcinogeneze, u které strážné geny inhibují dělení buněk 

přímou regulací buněčného cyklu, vede ztráta obou jejich alel k malignímu zvratu. Jedná se o 

mutace genu TP53 (z angl. Tumor protein) nebo RB1 (z angl. gene of Retinoblastoma). Mutací 

mohou být postiženy také tzv. správcovské geny, které zajišťují integritu a stabilitu genomu. 

Dojde-li ke ztrátě obou alel těchto genů, vzroste výskyt dalších mutací způsobujících nádorovou 

transformaci. Jedná se o geny BRCA1 (z angl. Breast cancer) a BRCA2, které disponují ke 

vzniku nádoru prsu a ovarií 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 

kolorektálnímu karcinomu a karcinomu dělohy (Büchner 2019). 

1.2. Karcinogeneze 

Proces, při kterém nádor vzniká a vyvíjí se, se nazývá karcinogeneze. Důležitou podstatou 

vývoje rakoviny je hromadění genetických a epigenetických změn nejen v rakovinných 

buňkách, ale i v buňkách normálních, než se rakovina rozvine (Takeshima a Ushijima 2019). 

Zmíněné změny napomáhají buňkám se vymanit z těsné sítě kontrol, které by regulovaly 

homeostatickou rovnováhu mezi buněčnou proliferací a buněčnou smrtí (Hanahan a Weinberg 

2000). Obě události se účastní každého kroku karcinogeneze, od reakcí na expozici karcinogenu 

až po progresi v malignitu (Herceg a Hainaut 2007).  

Při epigenetických změnách dochází k reverzibilním změnám v genové expresi 

(Takeshima a Ushijima 2019). V rámci genetických změn dochází k mutacím způsobujícím 

strukturní změny DNA, jako je záměna bází v sekvenci DNA, delace nebo inzerce jedné či více 

bází, ale i k delaci, amplifikaci, aneuploidii nebo k translokaci chromozomů (Büchner 2019; 

Adam 2003; Sugimura 1992).   



13 
 

Prostřednictvím vícestupňového procesu karcinogeneze dochází k transformaci zdravé 

buňky na buňku nádorovou. Dochází k několika na sobě nezávislým zásahům, které vedou 

k rozvoji malignit (Adam 2003). Buňky získávají soubor vlastností zahrnující odolnost vůči 

signálům inhibujícím růst, soběstačnost v růstových signálech, necitlivost k apoptóze, 

neomezený replikační potenciál, trvalou angiogenezi, tkáňovou invazi a metastáze (Hanahan 

a Weinberg 2000).  

1.2.1. Vícestupňový proces karcinogeneze 

Proces karcinogeneze se rozděluje do tří stupňů: 

➢ Iniciace 

První fází celého procesu je iniciace (obrázek 1). Při iniciaci dochází k tvorbě nevratně 

změněné buňky zahrnující mutační procesy s vnitřní schopností autonomního růstu (Barrett 

a Wiseman 1987; Malarkey 2013). Dochází k jednoduché mutaci buněčné DNA na jednom či 

více místech genomu (Malarkey 2013; Duesberg a Li 2003; Miller a Miller 1981).  K přeměně 

normální buňky na iniciovanou stačí jednoduché záměny bází nebo delace. V tomto stavu 

zůstává iniciovaná buňka latentní i po dobu několika měsíců a může být fenotypově 

nerozlišitelná od ostatních buněk. Případná změna fenotypu není zapříčiněna pouze změnou 

genetickou, ale i působením fyzikálně-chemických látek (Farber 1984; Pitot 1993). Hlavním 

předpokladem iniciace nádoru je tvorba DNA aduktu s chemickým karcinogenem, která vede 

buď k aktivaci protoonkogenu nebo inaktivaci tumor-supresorového genu (Weston a Harris 

2003). 

➢ Promoce 

Při promoci dochází k selektivní klonální expanzi iniciované buňky do viditelného 

nádoru, často benigního či tvorby preneoplastického ložiska buněk (obrázek 1). Za ovlivnění 

proliferace iniciované buňky mohou epigenetické faktory (Barrett a Wiseman 1987; Farber 

1984). Preneoplasmatická buňka prochází fází růstu a dělení (Miller a Miller 1981). Při této 

fázi dochází k velké změně genomu jako jsou amplifikace genu, chromozomální translokace, 

delace či inzerce.  

Ve fázi promoce dochází především ke změnám v genové expresi. Hlavní roli zde hrají 

nádorové promotory, které zprostředkovávají své účinky pomocí receptorových molekul. 

Kombinace promotoru s receptorovou molekulou interaguje nebo se nekovalentně váže na 

specifickou oblast DNA, což zapříčiňuje genovou expresi (Pitot 1993). Nádorové promotory 

bývají nemutagenní, avšak biologické účinky jsou schopny zprostředkovat bez metabolické 

aktivity. Jejich schopnost spočívá ve zkrácení doby latence při tvorbě nádorů po vystavení tkáně 

iniciátoru nádorů či zvýšení množství nádorů vytvořených v tkáni. (Weston a Harris 2003). 
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➢ Progrese 

V pozdější fázi, progresi prochází buňka jednou nebo více dědičnými změnami, při 

kterých se preneoplastické buňky nevratně mění v neoplastické (obrázek 1), neboli přechází ze 

stádia benigního do maligního (Barrett a Wiseman 1987). Dochází k akumulaci dalších mutací, 

zejména k změnám počtu chromozomů a jejich přestavbě, zvyšování invazivity a schopnosti 

metastazovat (Malarkey 2013). 

 

 

(Carcinogenesis 2020) 

Obrázek č. 1 – Vícestupňový proces karcinogeneze. Karcinogeneze prochází třemi hlavními fázemi. 

Iniciací se zdravá buňka mění na iniciovanou a přes stádium promoce a progrese až na neoplastickou 

buňku. Výsledkem je přeměna benigního stádia do maligního.  

 

 

1.2.2.   Geny uplatňující se při regulačních pochodech 

Geny, jejichž produkty jsou růstové faktory, receptory pro růstové faktory, faktory 

buněčné signalizace, transkripční a regulační faktory, nazýváme protoonkogeny (Anderson 

1992). Protoonkogeny se podílí na buněčné proliferaci a diferenciaci. Díky působení aktivní 

mutace se protoonkogen může změnit v onkogen a podpořit tak nekontrolovaně stimulovanou 

proliferaci (Soumarová 2019). „Onkogen lze definovat jako patologicky aktivovaný normální 

gen, který prodělal mutaci vedoucí buď k navýšení hladin jeho proteinového produktu nebo ke 

kvalitativní změně spojené s jeho zvýšenou aktivitou.“ Přítomnost mutace pouze v jedné z alel 

tohoto genu postačí pro dosažení negativního efektu (Büchner 2019).  
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Geny, jejichž proteinové produkty mohou za antiproliferační účinek, účastní se oprav 

DNA, negativně regulují buněčný cyklus či indukují apoptózu, se nazývají tumor-supresorové 

geny, jinak také antionkogeny (Soumarová 2019). Jejich inaktivace vede k maligní 

transformaci. Mutace těchto genů je recesivní. Aby se mutace projevila ve fenotypu, musí být 

zpravidla zcela odstraněny nebo inaktivovány obě alely daného genu (Büchner 2019; Sherr 

2004). Mezi nejznámější zástupce náleží gen p53 kódující transkripční faktor 

a retinoblastomový gen, jehož produkt reguluje transkripci G1 fáze buněčného cyklu (Sherr 

2004).  

Geny, jejichž produkty opravují chybné párování bází při replikaci DNA a zamezují tak 

hromadění mutací se nazývají reparační geny (Soumarová 2019). Tyto geny nejsou přímo 

odpovědné za maligní transformaci buněk. Pro vznik nádorové buňky tedy platí, že musí dojít 

k inaktivaci tumor supresorových genů a/nebo k aktivaci protoonkogenu (Barrett a Wiseman 

1987). 

1.3. Faktory rakoviny 

V dnešní době míra rakoviny v populaci roste, avšak přesné důvody nejsou zcela jasné. 

Některé z těchto důvodů by mohly souviset s určitou vnitřní predispozicí organismu a vnějšími 

podmínkami.  

Látky související se vznikem rakoviny, nazýváme karcinogeny. Mezi ně lze řadit mnoho 

chemikálií, ale i záření nebo viry. Řada z nich je označována jako iniciační činidla, neboť 

poškozují DNA a vyvolávají mutaci vedoucí k rozvoji rakoviny. Spoustu již geneticky 

získaných znaků nelze ovlivnit, avšak vzniku rakoviny pomocí vnějších podmínek zabránit lze. 

Součástí kancerogenů je pak zvláštní skupina nádorových promotorů, které buněčnou 

proliferaci stimulují (Cooper 2000). 

1.3.1. Faktory způsobující nádorová onemocnění 

Faktory způsobující nádorová onemocnění můžeme rozdělit na: 

• Chemické 

Většina chemických karcinogenů způsobuje mutace, které vedou k maligní transformaci. 

Dle organizace IARC, rozděluje Světová zdravotnická organizace chemické látky na známé 

karcinogeny a látky, které pravděpodobně působí karcinogenně (Adam 2003). 

Většina chemikálií podléhá metabolické aktivaci s řadou enzymů (Cohen a Arnold, 2011). Do 

chemických karcinogenů lze zařadit řadu známých látek jako jsou: polycyklické aromatické 

uhlovodíky (nejznámější benzo(a)pyren), dále nitrosaminy či aromatické aminy. Všechny 

zmíněné sloučeniny jsou součástí např. tabákových výrobků (Wogan 2004). 
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• Fyzikální 

Existuje řada různých typů záření. Záření, které je velmi často spojované se vznikem 

rakoviny je rentgenové a gama záření. Pochází z kosmického záření, které dopadá na Zem 

z vesmíru, či vzniká v jaderných elektrárnách. Oba typy záření jsou součástí ionizujícího záření, 

stejně jako ultrafialové záření (ACS (2) 2021). Ultrafialové záření (UV), jehož přírodním 

zdrojem je slunce a umělým zdrojem jsou např. solária či svařovací hořáky, způsobuje 

fotostárnutí a poškození DNA, vedoucí rovněž ke vzniku rakoviny (Adam 2003; Narayanan 

2010). 

Další záření, které mohou vést k rozvoji rakoviny jsou záření spojená s částicemi alfa 

a beta. Částice alfa patří mezi záření s nízkou schopností pronikat živou tkání. Vyšším stupněm 

je záření beta, které proniká tkáněmi více (Ghissassi 2009). Součástí fyzikálních faktorů jsou 

i azbestová vlákna, která vyvolávají mechanický zánět (Vainio a Boffetta 1994). 

 

• Biologické 

Tvorbu nádorů pomocí infekčních agens lze rozdělit do tří kategorií. První popisuje 

chronický zánět vyvolaný v důsledku pokračující imunitní reakce na přetrvávající infekci. Do 

této kategorie se řadí např. virus hepatitidy C (HCV, z angl. Hepatitis c virus). HCV vyvolává 

rakovinu jater díky neustálé replikaci v jaterních buňkách a přetrvávajícímu chronickému 

zánětu (Dalton-Griffin a Kellam 2009).  

Druhou možností je přímá indukovaná transformace infikovaných buněk virem. Do této 

skupiny lze zařadit vir Epstein-Barrové (EBV, z angl. Epstein-Barr virus), který je schopen 

perzistence virového genomu v latentní formě v infikované buňce či vkládání vlastního genu 

do chromozomu hostitelské buňky. Jiným příkladem je lidský papilomavirus (HPV, z angl. 

Human papillomavirus), který způsobuje rakovinu děložního čípku.  

Třetí skupinou je chronické potlačení imunitního systému jako je u imunodeficience – 

AIDS, způsobené infekcí HIV (Dalton-Griffin a Kellam 2009). 
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1.3.2. Faktory ovlivňující nádorová onemocnění 

Existuje celá řada faktorů, které mají vliv na nádorová onemocnění. Mezi ty nejdůležitější patří: 

• Věk a pohlaví 

U lidí dochází se zvyšujícím se věkem k oslabování imunitního systému a kumulaci 

genetických změn. Vzhledem k pohlaví byl zaznamenán větší nárůst nádorů u mužů než u žen. 

Důvod není zcela znám, ale může to být dáno vlivem mužských pohlavních hormonů (Büchner 

2019)   

• Kouření 

Na základě poznatků o tabáku vyšla v říjnu 2009 zpráva IARC, která uvádí, že kouření 

patří mezi nejčastější příčiny vzniku rakoviny. Kouření má za následek více než 90 % případů 

rakoviny plic (Stein a Colditz 2004; Büchner 2019). Obecně kouření cigaret způsobuje kromě 

rakoviny plic, také rakoviny ústní dutiny, hrtanu, jícnu a mnoho dalších (Hecht 2002).  

Samotný tabákový kouř je prokázaný karcinogen, který obsahuje až 4000 chemických 

látek a podle Cancer Research UK až 70 chemických látek nacházejících se v tabákovém kouři 

způsobuje rakovinu. Významné látky jsou polycyklické aromatické uhlovodíky, nitrosaminy 

a sloučeniny niklu, avšak patří sem i formaldehyd, benzen, 1,3-butadien, ethylenoxid a řada 

dalších. Důsledkem je poškození řasinkového epitelu a narušení DNA. Přítomny jsou i ko-

karcinogeny, které zesilují účinky karcinogenů v kouři např. fenol (Cancer Research UK 2021).  

Součástí cigaret je tabák obsahující nikotin, který zapříčiňuje, že řada lidí kouří 

pravidelně. Nikotin však nelze považovat přímo za karcinogen, avšak může se v něj přeměnit 

(Cancer Research UK 2021; Wogan 2004). 

 

• Strava a alkohol 

Zdravá strava je důležitá součást našeho zdraví. Součást zdravé stravy jsou potraviny 

s vysokým obsahem vitamínů, minerálů a živin, menším obsahem kalorií a potraviny bohaté na 

vlákninu. Prokázaným karcinogenem je maso zpracované pomocí solení, fermentace, uzení 

nebo jinými procesy za účelem konzervace (Büchner 2019). Tento způsob stravování může 

zvýšit riziko výskytu rakoviny. Výskyt rakoviny z velké části způsobuje i konzumace alkoholu. 

Výzkumy potvrzují souvislost mezi alkoholem a rakovinou dutiny ústní, hltanu, jícnu, jater, 

tlustého střeva, konečníku a u žen prsu. Zároveň důležitou roli u rakoviny související 

s alkoholem hraje genetická náchylnost (Boffetta a Hashibe 2006). Hlavní aspekt vzniku nádoru 

je snazší rozpouštění škodlivých látek v ethanolu než ve vodě a lepší průnik do organismus 

(Adam 2003). 



18 
 

• Obezita 

Nadváha nebo obezita se u řady lidí považuje za vysoce významný rizikový faktor 

výskytu rakoviny. Studie uvádí, že v USA vzrostla obezita až o 61 % mezi lety 1991 a 2000. 

Tento trend se vyskytuje především ve vyspělých zemích, kde narůstá sedavých profesí 

v kombinaci s nízkou fyzickou aktivitou. Mnoho obézních pacientů je postiženo 

kardiovaskulárním onemocněním, diabetem typu II, rakovinou tlustého střeva, prsu, 

endometria, jícnu a ledvin (Bianchini 2002). 

Mezi hlavní faktory karcinogeneze patří nadbytek příjmu energie buněk (Büchner 2019). 

Tato nabídka energie zesílí pohotovost buněk k replikaci, která vede ke vzniku nádoru (Adam, 

2003). Nadměrná tvorba břišního tuku vede ke změně metabolismu pohlavních hormonů 

(androgeny, progesteron, estrogen), inzulínu a inzulínu podobného růstového faktoru I (IGF1, 

Inzulin like growth factor-1).  Výsledkem je stimulace buněčné proliferace, inhibice apoptózy 

a zvýšení angiogeneze, což může mít za následek vznik rakoviny (ACS (3) 2021). 

1.4. Biotransformace xenobiotik 

Cílem biotransformace je vyloučení lipofilní látky z těla. Biotransformace vede 

především k detoxikaci, ale i k metabolické aktivaci či zvýšení toxicity jako nežádoucího 

vedlejšího účinku. Při metabolické aktivaci dochází ke vzniku reaktivního intermediátu či 

volného radikálu, který poškozuje důležité struktury a funkce biomolekul (Skálová 2017). 

1.4.1.  I. FÁZE BIOTRANSFORMACE  

V první fázi se zavádí nebo odkrývá polární funkční skupina do molekuly xenobiotika. 

Mezi funkční skupiny patří hydroxy, amino, karboxy a další skupiny. Cílem této fáze je získat 

metabolit, který se stává polárnější, a tudíž se snadněji vyloučí z těla močí. Avšak existují 

xenobiotika, která ve své struktuře, již obsahují reaktivní skupiny, a proto první fázi 

biotransformace nepodléhají a přímo vstupují do procesu konjugace (Dostálek 2006). Hlavním 

enzymem účastnící se této fáze biotransformace je cytochrom P450 (Linhart 2014). 

➢ Cytochrom P450 

Cytochrom P450 je hemový enzym charakterizovaný jako mikrosomální monooxygenasa 

(Sevior 2012), která katalyzuje oxidativní biotransformaci léčiv a lipofilních xenobiotik. Je 

primárně přítomen v játrech, ale je exprimován i v extrahepatálních tkáních (GIT, ledviny aj). 

Uložen je především v membráně endoplazmatického retikula, dále pak v mitochondriích 

(Beyerle 2015; Zanger a Schwab 2013). Jako oxidační činidlo zde vystupuje kyslík, kdy jeho 

polovina se při oxidaci xenobiotik redukuje na vodu. Redukčním činidlem a zároveň 

poskytovatelem elektronů je kofaktor NADPH (Linhart 2014). Cytochrom P450 se nazývá 

podle schopnosti absorpce záření při 450 nm v případě že, je hem redukován oxidem uhelnatým 
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(Croom 2012). Jedná se o rozmanitou skupinu enzymů, které jsou na základě genetické 

podobnosti rozděleny do rodin a podrodin.   

➢ Rodina CYP1 

Do této rodiny se řadí geny CYP1A1 a CYP1A2 skládající se ze sedmi exonů a šesti 

intronů lokalizované na 15. chromozomu (Zanger a Schwab 2013). Oba se podílejí na 

biotransformaci xenobiotik. CYP1A1 se nachází v plicích, mozku, gastrointestinálním traktu, 

ledvinách, prostatě, placentě a také dalších extrahepatálních buňkách. Forma CYP1A2 je 

exprimovaná převážně v játrech (Klomp 2020). CYP1A2 se podílí na bioaktivaci řady 

karcinogenů a vzniku nádorů močového měchýře. CYP1A1 koreluje s dispozicí vzniku 

rakoviny plic, prsu a kůže (Dostálek 2006). Součástí promotorových oblastí těchto genů je 

element pro AhR (receptor arylových uhlovodíků, z angl. Aryl hydrocarbon receptor), po jehož 

navázaní na určité sloučeniny – např. polycyklické aromatické uhlovodíky, následuje 

koordinovaná transkripce obou genů (Klomp 2020).  

Do této rodiny patří i CYP1B1. Tato forma cytochromu P450 aktivuje řadu 

enviromentálních mutagenů a je exprimována v mnoha lidských tkání, kde se vyskytuje 

rakovina (Guengerich 2003). 

  1.4.2. II. FÁZE BIOTRANSFORMACE 

Druhá fáze, nazývaná též jako konjugační, je fáze, při níž dochází k interakci 

meziproduktu z první fáze s konjugačním činidlem. Vzniklý konjugát je velmi polární, proto se 

snadno vylučuje z organismu. Enzymy, které se účastní druhé fáze biotransformace, jsou UDP-

glukoronosyltransferasa, sulfotransferasa, glutathion-S-transferasa či N-acetyltransferasa 

(Dostálek 2006). 

➢ Glutathion-S-transferasa 

Glutathion-S-transferasa (zkr. GST) je enzym s protektivním účinkem proti chemickým 

kancerogenům. Řada z nich je takto eliminována (Dostálek 2006). GST katalyzuje konjugaci 

glutathionu s elektrofilními substráty (alifatické a aromatické epoxidy, estery, peroxidy), které 

se po navázaní stávají více rozpustné ve vodě (Dong 2018). To vede k exportu produktu ven 

z buňky, a tím napomáhá k prevenci poškození DNA a ochraně buněčné integrity 

(Schnekenburger 2014). K distribuci dochází zpravidla v játrech, ledvinách nebo mozku 

(Corrigall 1988). 
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➢ UDP-glukuronosyltransferasa 

UDP-glukuronosyltransferasa (zkr. UGT) je enzym účastnící se biotransformace fenolů, 

alkoholů, ale i karboxylových kyselin a aminů na příslušné O-beta-D a N-beta-D glukoronidy. 

Zavedením glukuronové kyseliny dochází ke zvýšení polarity molekul a snadnějšímu vyloučení 

močí (Lingart 2014). Glukuronidace probíhá především v játrech, avšak důležitou roli hraje 

i v gastrointestinálním traktu, mozku nebo v prsu (Beyerle, 2015). UGT je lokalizována 

v blízkosti CYP, proto některé produkty vzniklé katalýzou CYP se mohou stát substráty UGT 

(Sevior 2012). 

1.5. Polycyklické aromatické uhlovodíky  

1.5.1. Charakteristické vlastnosti a jejich výskyt 

Polycyklické aromatické uhlovodíky (zkr. PAHs, z angl. Polycyclic aromatic 

hydrocarbons), jejichž organická struktura je tvořena dvěma nebo více kondenzovanými 

benzenovými jádry, mohou být dále substituovány uhlovodíkovými zbytky (Choi 2010). Jedná 

se o skupinu více než 100 různých chemických látek s různou strukturou a toxicitou, které jsou 

perzistentní vůči životnímu prostředí (Abdel-Shafy a Mansour 2016; George a Mumtaz 1990). 

Bylo prokázáno, že řada z nich jsou karcinogenní, mutagenní a životu nebezpečné látky 

(Holoubek 1996). 

Čisté PAHs vystupují jako bezbarvé, bílé nebo žlutozelené pevné látky. Mohou mít slabý, 

lehce příjemný zápach (George a Mumtaz 1990; Ravindra 2008). PAHs jsou málo rozpustné 

ve vodě, a tedy vysoce lipofilní. Díky těmto vlastnostem a vysokému bodu tání, varu a 

zvýšenému koeficientu oktanol-voda mají tendenci se spojovat s částicemi životního prostředí 

(Choi 2010). PAHs mají velmi typická UV absorpční spektra, protože každá kruhová struktura 

má výjimečné UV spektrum. Vykazují také fluorescenci (Abdel-Shafy a Mansour 2016). 

Většina z nich pochází z antropogenních činností včetně výfukových emisí vozidel, 

výroby tepla a elektřiny, z průmyslových procesů kontaminace olejem při likvidaci či rozlití, 

cigaretového kouře a vaření potravin (Miller a Ramos 2001). Každopádně PAHs mohou vznikat 

i z přírodních zdrojů jako je únik do ovzduší z vulkanické aktivity či lesních požárů (Abdel-

Shafy a Mansour 2016; George a Mumtaz 1990). Jsou součástí i některých léčiv, barviv, plastů 

či pesticidů (George a Mumtaz 1990).   

Během několika desetiletí došlo k radikálnímu přemisťování PAHs do různých oblastí 

ekosystému, což zapříčinilo vystavení živých organismů těmto sloučeninám (Samanta 2002). 

PAHs se emitují do atmosféry díky každodenně probíhajícím spalovacím procesům. Voda 

v oblacích nasycená PAHs se dostává společně se srážkami na zemský povrch, kde dochází 

ke kontaminaci a následné kumulaci v horninách, půdě, vodě, rostlinách i lidském těle 

(Ravindra 2008; Golomb 1997). Ve vzduchu vykazují tepelnou oxidaci a schopnost reagovat 
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s řadou atmosférických chemikálií za vzniku derivátů, které mohou být daleko toxičtější 

(Ravindra 2008). 

1.5.2. Obecné vlastnosti PAHs vycházející ze struktury 

Genotoxické vlastnosti PAHs jsou ovlivněny substitucí na benzenovém jádře.  Obecně 

platí, že čím větší je počet kondenzovaných aromatických jader v molekule, tím vyšší stupeň 

mutagenity (Kislov 2013). 

PAHs jsou známé pro svou strukturu obsahující oblast zálivu (z angl. Bay region) a oblasti 

K a L (obrázek 2) (Holoubek 1996). Oblast zálivu je popsána jako vysoce reaktivní oblast 

složité kruhové struktury tvořené nasyceným benzenovým kruhem (Miller a Ramos 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                          (Gupte 2016) 

Obrázek č. 2 – Struktura antracenu s vyznačenou oblastí zálivu, K oblastí a oblastí L. 

 

Díky aktivnímu centru nacházejícímu se na benzylové poloze (alfa uhlík), pro 

Benzo(a)pyren (zkr. BaP) v poloze C-10 (obrázek 3) a v případě benzantracenu uhlík v poloze 

C-1, podléhají jejich epoxidy mnohem snadněji nukleofilnímu ataku než epoxidy bez oblasti 

zálivu (Miller a Ramos 2001). Velmi zásadní karcinogenní metabolit BaP, diol epoxid BaP, 

obsahující epoxidový kruh právě v poloze C-10, tvoří DNA adukty přes N – guanin. Avšak 

bylo zjištěno, že v oblasti K formuluje BaP vysoce toxický metabolit BaP- 4,5 – oxid, schopný 

také tvořit adukty s DNA (Miller a Ramos 2001). Zatímco oblast zálivu a oblast K mají 

aktivační karcinogenní účinek, oblast L má účinek deaktivační (Vijayalakshmi a Suresh 2008). 
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(Miller a Ramos 2001) 

Obrázek č. 3 – Struktura benzo(a)pyrenu s vyznačenou oblastí zálivu a oblastí K. BaP obsahuje ve 

své struktuře oblast zálivu zahrnující uhlíky 9-12. Především C-10 jako aktivní centrum je vysoce 

reaktivní, díky reaktivní benzylové poloze nasyceného (benzenového) kruhu. Oblast je prostorově 

omezená, což vede k tvorbě diolových epoxidů, které mají schopnost reagovat s DNA. Na pozicích C4-

5 je K-oblast s vysokou hustotou elektronů a metabolickou aktivitou (Miller a Ramos 2001). Rozdílnosti 

těchto oblastí lze připsat i rozdílnost účinnosti vazby DNA (Dreij 2004). 

1.5.3. Hlavní cesty expozice PAHs 

Lidská populace se s PAHs setkává při dýchání vzduchu, při kterém jsou PAHs součástí 

prachových částic, při konzumaci potravin nebo kouření cigaret (Abdel-Shafy a Mansour 

2016). Voda znečištěna z průmyslových odpadních vod může také obsahovat PAHs (Ciecierska 

a Obiedziński 2013).  

PAHs vstupují do lidského těla trávicím traktem, a to při požití, dýchací soustavou 

vdechnutím a dermálním kontaktem. Díky dobré lipofilitě a nerozpustnosti ve vodě snadno 

pronikají skrz buněčné membrány a dostávají se do všech tkání obsahujících tuk. Ukládají se 

hlavně v ledvinách, játrech nebo plících (George a Mumtaz 1990). 

1.5.4. Metabolismus PAHs 

Jako první metabolickou aktivaci PAHs zahrnuje tvorbu radikálů při oxidaci pomocí 

cytochromu P450. Vzniklé produkty v podobě epoxidů nebo fenolů mohou být detoxikovány 

za vzniku glukuronidů, sulfátů nebo konjugátů s glutathionem. Avšak často podléhají další 

aktivaci, kdy jsou přeměňovány na dihydrodioly či diolepoxidy (Samanta 2002). 
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Během biotransformace PAHs vznikají reaktivní meziprodukty i metabolity, které mohou 

za toxicitu a karcinogenitu. Řada PAHs se řídí podle vzorce metabolismu BaP, jakožto 

nejznámější metabolickou dráhou PAHs (Xue a Warshawsky 2005).  

Většina z nich je metabolizována na fenoly, katecholy a chinony, které vedou k tvorbě 

diol-epoxidů, radikálových kationtů nebo reaktivních o-chinonů. Tyto produkty reagují s DNA 

za vzniku DNA aduktů (Moorthy 2015). PAHs, především BaP zvyšuje expresi vlastního 

metabolického enzymu CYP. Indukce probíhá přes Ah receptor. Ahr je cytosolový protein typu 

helix-loop-helix nacházející se v cytoplazmě spolu s dalšími proteiny jako je protein tepelného 

šoku Hsp 90. Po navázání BaP jako ligandu na receptor se Hsp90 uvolní a vytvořený komplex 

PAH-Ahr se translokuje Ahr nukleárním translokátorem (zkr. ARNt, z angl. Aryl hydrocarbon 

receptor nuclear translocator) z cytosolu do jádra (obrázek 4). Společně se vážou na xenobiotic 

response element (zkr. XRE), nacházející se v promotorové oblasti genů CYP1A a CYP1B. 

Dochází tím ke zvýšení transkripce cílových genů cytochromu P450 (Verma 2012; Shiizaki 

2017; Xue a Warshawsky 2005; Miller a Ramos 2001). Výsledkem je rychlejší odstranění 

lipofilního PAHs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Munoz a Albores 2011) 

Obrázek č. 4 – Ovlivnění CYP benzo(a)pyrenem skrz arylový uhlovodíkový receptor 
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Za detoxikace PAHs sloučenin jsou zodpovědné především CYP1A2, glutathion-

S transferasa a UDP glukuronosyl transferasa, sulfotransferasy, NADPH-

chinonoxidoreduktasa 1 a aldo-ketoreduktasa. Zmíněné konjugáty přeměňují reaktivní 

metabolity na polárnější, detoxikované metabolity (Shimada 2006). 

1.6. Benzo(a)pyren 

Benzo(a)pyren (C20H12, BaP) je polycyklický aromatický uhlovodík, který se skládá 

z pěti kondenzovaných benzenových kruhů obsahující zálivovou oblast. Jde o nažloutlou 

krystalickou látku se slabým aromatickým zápachem.  Má dobrou rozpustnost v tucích, ale je 

relativně špatně rozpustný ve vodě a má nízkou těkavost. Dle hodnocení podle IARC je BaP 

klasifikován jako prokázaný lidský karcinogen (skupina 1) (EPA 2017). 

Vzniká jako vedlejší produkt řady průmyslových procesů, včetně spalování uhelného 

dehtu, ropy a tabáku či v grilovaných nebo uzených potravinách (Miller a Ramos 2001). 

Benzo(a)pyren se uvolňuje do ovzduší nejen z antropogenních zdrojů, ale i přírodní cestou jako 

jsou lesní požáry. V ovzduší se především adsorbuje na pevné částice nebo reaguje s oxidy 

dusíku, ozonem a mnoha dalšími (EPA 2017). Inhalace cigaretového kouře se řadí mezi 

nejčastější důvody výskytu rakoviny plic u kuřáků, neboť se odhaduje, že je přítomno 25 ng 

BaP na cigaretu. Vykouří-li kuřák jednu krabičku denně, průměrný příjem BaP činní řádově 

0,7 μg/den (Miller a Ramos 2001).  

 

➢ Příjem a distribuce BaP 

BaP je z kontaminovaného životního prostředí přijímán především orálně, inhalačně či 

dermálně. Distribuce BaP prochází játry, ledvinami, močovým měchýřem, ale i placentou. Díky 

jeho lipofilitě se snadno ukládá v tukové tkáni, mateřském mléce nebo kostní dřeni (Verma 

2012). Snadno se absorbuje do plazmatické membrány buněk, kde asociuje s hydrofobními 

molekulami s cílem distribuce v intracelulárních kompartmentech. Hromadí se většinou 

v mitochondriích, kde přímo narušuje energetický metabolismus, či v jádře (Miller a Ramos 

2001). 

1.6.1.  Metabolismus benzo(a)pyrenu a tvorba kovalentních aduktů s 

DNA 

Metabolismus benzo(a)pyrenu jako prokarcinogenu vyžaduje jeho aktivaci, která probíhá 

v přítomnosti mikrosomálního systému monooxygenasy cytochromu P450. V organismu 

podstupuje obě fáze biotransformace, během kterých dochází ke vzniku velmi reaktivních 

metabolitů vyvolávajících toxický účinek (Shimada 2006; Miller a Ramos 2001). V první fázi 
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vznikají primární metabolity BaP: epoxidy, dihydrodioly, fenoly, chinony a jejich různé 

kombinace (Miller a Ramos 2001). 

V druhé fázi následně dochází ke konjugaci metabolitů z 1. fáze s endogenními 

sloučeninami jako jsou glutathion, kyselina glukuronová či sulfát za spoluúčasti důležitých 

enzymů: sulfotransferas (SULT), UDP-glukuronosyltransferas (UGT) nebo glutathion-S-

transferas (GST). Cílem druhé fáze metabolismu BaP je ochrana buňky a tkáně před toxickými 

účinky BaP (United States Enviornmental Protection 2017). Snížením lipofility 

a zvýšením clearance, dochází k detoxikaci sloučeniny a jejího vyloučení z organismu žlučí 

a močí (Sagredo 2011) 

 

 

• CYP dráha 

Prvním krokem aktivace zprostředkované CYP 1A1/1B1 je vznik BaP-7,8-epoxidu 

s následnou hydrolytickou katalýzou mikrosomální epoxidhydrolasou (EH) na reaktivní 

metabolit BaP-7,8-dihydrodiol (obrázek 5) (Gelhaus 2011). Nicméně meziprodukt BaP-7,8-

epoxid může podléhat izomerací na fenol (7-OH BaP) (Gelboin 1980). Schopností cytochromu 

P450 je produkce epoxidové skupiny, které jsou buď cis nebo trans, zatímco EH při produkci 

diolů poskytují pouze formy trans (Sagredo 2011). Příslušný metabolit je přeměněn pomocí 

CYP1A1 na konečný genotoxický metabolit BaP-7,8-diol-9,10-epoxid (zkr. BPDE), který je 

schopný reagovat s DNA za vzniku kovalentně vázaného aduktu na N pozici guaninu (Verma 

2012; Moorthy 2015; Schwarz 2001). BPDE vytváří dva různé stereoizomery: diol epoxid I a 

diol epoxid II (obrázek 6). Každý z nich je dále hydrolyzován na dva tetroly a pomocí 

NADPH/NADH redukován na jeden triol (Gelboin 1980). Reakcí BPDE s DNA vzniká DNA 

adukt, tj 10- (deoxyguanosin-N 2 -yl) -7,8,9-trihydroxy-7,8,9-tetrahydro-BaP; dG-N 2 -BPDE, 

který způsobuje mutaci v p53 tumor supresorovém genu a onkogenu K-RAS (Moorthy 2015; 

Reed 2020). Při detoxikaci BPDE interaguje s GSH díky enzymu glutathion-S-transferase za 

vzniku konjugátu (Gelhaus 2011).  
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Obrázek č. 5 – Metabolická aktivace BaP za vzniku DNA aduktů (Stiborová 2014). 

. 

 

 

 

 

Obrázek č. 6– Benzo(a)pyren diol epoxid a jeho čtyři 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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Druhá metabolická aktivace je opět cestou oxidace katalyzovanou CYP enzymem za 

vzniku BaP-9,10-epoxidu. Ten je bez přítomnosti enzymu epoxidhydrolasy přeměněn na 

metabolit 9-hydroxy-BaP. Následně je tento reaktivní metabolit oxidován prostřednictvím 

cytochromu P450 formy 1A1 na konečný reaktivní metabolit 9-hydroxy-4,5-epoxy-BaP, který 

může tvořit adukty s DNA (Miller a Ramos 2001) (obrázek 5).  

Mezi další izolované metabolity spadá pět fenolů: BaP-1-OH, 3-OH, 6-OH, 7-OH a již 

zmíněný BaP-9-OH. Řada z nich konvertuje na chinony jako 1,6-chinon, 3,6-chinon a 6,12-

chinon. Kromě diolů trans-7,8 a trans-9,10 vzniká ještě třetí trans-4,5-diol (obrázek 7) (Gelboin 

1980). 

 

 

Obrázek č. 7 – Metabolity odvozené od benzo(a)pyrenu (Miller a Ramos 2001) 
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• Aldo-keto reduktasová dráha 

Působením aldo-keto reduktas dochází k přeměně BaP-7,8- diolu na BaP-7,8-chinon, 

který může být opakovaně re-oxidován za vzniku reaktivních forem kyslíku (obrázek 8) (ROS, 

z angl. Reactive oxygen species), který způsobuje oxidační poškození DNA nebo může 

produkovat produkty rozkladu lipidových hydroperoxidů, které jsou taktéž reaktivní vůči DNA 

(Shimada 2006; Balu 2006; Sagredo 2011). 

 

• Peroxidasová dráha 

Jednoelektronová oxidace benzo(a)pyrenu katalyzována enzymem cytochrom P450 

nebo peroxidasou tvoří radikálový kationt BaP lokalizovaný na uhlíku v pozici 6 (obrázek 8). 

Konverzí BaP za pomocí aktivity peroxidasy dochází ke vzniku chinonových metabolitů 

(Bukowska a Duchnowicz 2022). 

 

 

 

 

(Bukowska a Duchnowicz 2022) 

Obrázek č. 8 – Aldo-keto reduktasová dráha a peroxidasová dráha. Obrázek byl převzat a upraven. 
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1.7. Cystická fibróza 

Cystickou fibrózou trpí v populaci 1 z 2500 novorozenců (Davies 2007). Pojem cystická 

fibróza pochází z názvu mukoviscidóza. Jedná se o autozomální recesivně dědičné onemocnění 

především u bělochů (Vančíková 2019; Castellani a Assael 2017). Hlavní příčinou je narušení 

funkce proteinu CFTR jako transmembránového regulátoru cystické fibrózy, která vede k 

poruše transportu tekutin a nepropustnosti chloridových iontů s kombinací nadměrné absorpce 

sodíku, což vede ke snížení obsahu vody v periciliární tekutině (Quinton 1990; Ogden 2021). 

Nedostatek podpůrné vrstvy tekutiny vede ke kolapsu respiračních řasinek a k následnému 

poškození mukociliárního transportu. Zadržování hlenu v plicích napomáhá gramnegativním 

bakteriím – např.  Pseudomonas aeruginosa, které způsobují chronickou infekci v dýchacích 

cestách (Henke a Ratjen 2007). Dochází k progresivnímu poklesu funkce plic společně 

s akutním zhoršením respiračních symptomů (Flume 2009). 

1.7.1. ABC transportéry 

ABC transportéry (z angl. ATP-binding cassette transporters) jsou součástí superrodiny 

integrálních membránových proteinů zodpovědných za ATP poháněnou translokaci substrátů 

přes buněčné i organelové membrány. Jejich struktura se skládá minimálně ze čtyř domén. Její 

součástí jsou dvě transmembránové domény (TMD) zabudované v membránové dvojvrstvě a 

dvě nukleotid vazebné domény (NBD) nacházející se v cytoplazmě (Rees 2009). U většiny 

eukaryotických organismů jsou ABC transportéry tvořeny jediným polypeptidem, obsahujícím 

všechny čtyři funkční jednotky. U bakterií mohou být tyto čtyři jednotky vzájemnou kombinací 

či kombinací fúzovaných NBD/TMD. (Wilkens 2015). 

Jejich funkce spočívá v exportu a importu široké škály substrátů od malých 

anorganických či organických molekul, jako jsou aminokyseliny, cukry, vitamíny až po větší 

organické molekuly zahrnující peptidy, lipidové molekuly, oligonukleotidy a polysacharidy. 

Importní systémy se nachází převážně u prokaryotických organismů a jejich cílem je poskytovat 

základní živiny bakteriím. Naproti tomu exportéry, které jsou součástí všech živých organismů, 

se podílejí na vytlačování škodlivých látek (Saurin 1999; Wilkens 2015). Transport je hnán 

proti chemickému gradientu, a proto je vyžadován zdroj energie spřažený s enzymovou reakcí 

(Wilkens 2015).  

Hydrolýzou ATP na NBD dochází ke konformační změně, která se projeví v TMD, což 

vede ke střídavému přístupu zevnitř a vně buňky, což se projeví jako jednosměrný transport 

přes lipidovou dvojvrstvu (obrázek 9) (Wilkens 2015). 
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                                                            (Meng 2017) 

Obrázek č. 9 – Uzavřená a otevřená forma ABC transportéru. Prostřednictvím proteinkinasy A je 

R doména fosforylována. Dochází k dimerizaci NBD a navázání ATP, což iniciuje otevření kanálu. 

Hydrolýza ATP, uvolnění ADP a anorganického fosfátu vede k uzavření kanálu (Meng 2017). 

 

1.7.1.1. Transmembránový regulátor vodivosti CFTR 

Gen CFTR  ̶  transmembránový regulátor vodivosti cystické fibrózy se skládá z 27 exonů 

a jeho délka dosahuje až 250 kB (Zielenski 1991). Gen leží na dlouhém raménku 7. 

chromozomu v oblasti lokusu 7q31.3. Jeho genovým produktem se stává protein nazývající se 

protein CFTR (Vávrová 2003). Protein se skládá ze 1480 aminokyselin. Patří do skupiny 

transmembránových transportních proteinů – ABC přenašečů. Na rozdíl od ostatních ABC 

přenašečů vede CFTR anionty po jejich elektrochemickém gradientu (Vančíková 2019; 

Vávrová 2003; Meng 2017; Zhang 2018). Na apikální membráně epiteliálních buněk působí 

jako chloridový kanál, ale zároveň funguje jako modulátor chloridových a sodných kanálů 

(Vančíková 2019; Vávrová 2003).  

Protein CFTR zajišťuje regulaci transportu chloridových molekul, proteinů, ATP a 

disacharidů přes buněčnou membránu (Tolstoi a Smith 1999). Polypeptid se skládá z N-

terminálního laso motivu, dvou transmembránových segmentů – TM1 a TM2 spojující 

cytoplazmu s lumenem exokrinních žláz zachytávající protein CFTR v buněčné membráně 

(obrázek 10). Dále jsou v cytoplazmě nukleotid vazebné domény NBD1 a NBD2 vázající 

především ATP a nepárový segment – regulační doména bohatá na nabité zbytky AMK, jenž 
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funguje jako ventil, který kanál uzavírá a s ním i chloridové ionty (Vávrová 2003; Zhang 2018; 

Zielenski 1991). Regulační doména řídí aktivitu kanálu prostřednictvím fosforylace. Vazbou 

ATP na NBD dochází k dimerizaci NBD, čímž se vyvolá konformační změna v TMD a dochází 

k iniciaci otevření kanálu. Hydrolýzou ATP se uvolnění ADP a anorganický fosfát, což vede 

k destabilizaci NBD dimeru a uzavřením kanálu (obrázek 9) (Meng 2017).  

 

Obrázek č. 10 – Struktura proteinu CFTR pocházející z Homo sapiens. Vlevo defosforylovaný 

regulátor transmembránové vodivosti lidské cystické fibrózy bez navázaného ATP podle struktury PDB-

5UAK (Liu 2017). Vpravo fosforylovaný regulátor transmembránové vodivosti lidské cystické fibrózy 

z navázaným ATP podle struktury PDB-6MSM (Zhang 2018). CFTR protein se skládá ze dvou 

transmembránových domén (TMD), dvou nukleotidových vazebných domén (NBD) a regulační (R) 

domény. Fosforylací (navázání molekuly ATP) dochází k otevření kanálu CFTR (Zhang 2018). Zeleně 

zbarvená část je pak místo tzv. F508, kde dochází k nejčastějším mutacím. 

1.7.2.  Mutace genu transmembránového regulátoru cystické fibrózy 

Na celém světe je evidováno přes 400 patogenních mutací genu CFTR. Mezi základní a 

nejčastější mutace genu CFTR patří delace 3 bp, při které dochází ke ztrátě fenylalaninu na 

pozici 508 polypeptidu tzv. CFTR – F508del. Je umístěn na 10 exonu CFTR genu a poškozuje 

fungování domény proteinu CFTR-NDB1. Tato mutace se nachází na 70 % chromozomů u 

pacientů s cystickou fibrózou. Protein CFTR se stává nefunkčním, neboť obsahuje 1479 

aminokyselin místo 1480 (Tolstoi a Smith 1999; Zielenski 1991).  
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1.8. Riziko rakoviny u pacientů s cystickou fibrózou 

Vzhledem ke zlepšení léčby se délka života pacientů s onemocněním cystické fibrózy 

v posledních třech desetiletích podstatně zlepšila a s tím souvisí i nárůst rizika výskytu 

rakoviny, které se bude s časem zvyšovat (Neglia 1995). Mezi prvními důkazy, které využily 

údaje ze studie amerického registru CF, bylo srovnání výskytu nádorových onemocnění u osob 

s cystickou fibrózou a předpokládaným rizikem v závislosti na věku. Studie potvrzují, že riziko 

všech typů rakoviny zahrnující trávicí trakt bylo zvýšené, a to v případě kolorektálního 

karcinomu až šestinásobné (Scott 2020). 

Zvýšené onkologické riziko je spojováno s nedostatkem CFTR (Castellani a Assael 

2017). Dospělí pacienti s cystickou fibrózou jsou náchylní hlavně na zvýšené riziko rakoviny 

v oblasti trávicího traktu, zejména tenkého střeva, tlustého střeva a žlučových cest, ale také 

jícnu a žaludku (Maisonneuve 2003). Především lidé s cystickou fibrózou, kteří podstoupili 

transplantaci plic měli zvýšení rizika rakoviny až 3krát a rizika rakoviny tlustého střeva 17krát 

vyšší oproti pacientům, kteří transplantaci nepodstoupili. Hlavní příčinou je především 

důsledek imunosuprese za účelem prevence odmítnutí transplantovaného orgánu (Fink 2017). 

Důkazy naznačují, že zvýšené riziko adenomatózních polypů se častěji vyvíjí u pacientů 

s cystickou fibrózou, a to především v dřívějším věku než u pacientů bez CF (Castellani a 

Assael 2017; Maisonneuve a Lowenfels 2022). 
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2.  Cíl práce 

Cílem práce bylo porovnat metabolismus benzo(a)pyrenu v epiteliálních buňkách plic 

(buněčné linie NuLi-1 a CuFi-1), za účelem analyzovat predispozice rakoviny u lidí trpících 

cystickou fibrózou.  

Dílčí kroky předcházející tuto analýzu byly:  

• Zjištění toxicity benzo(a)pyrenu pro jednotlivé buněčné linie 

• Biotransformace benzo(a)pyrenu pomocí buněčných linií za vzniku metabolitů 

• Stanovení a identifikace metabolitů benzo(a)pyrenu pomocí vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie HPLC a hmotnostní spektrometrie 

• Vysvětlení rozdílů metabolismu benzo(a)pyrenu v obou buněčných liniích 

pomocí SDS-PAGE a Western blotu. 
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3. Materiál a metody 

3.1. Použité přístroje a materiál 

3.1.1.  Použité přístroje 

Centrifuga 5418                                                              Eppendorf, CZ a SK 

Centrifuga Hettich Universal 32O R                              Hettich Zentrifugen, Německo  

Centrifugační koncentrátor CentriVap                           Labconco, USA 

IKA vortex genius 3                                                        Sigma-Aldrich, USA 

Inkubátor MCO-170AIC                                                Panasonic Healtcare Co., Japonsko 

Inkubátor mini Dry Bath MiniB-100                              Miulab, Čína 

Laminární box MB 120                                                  Labox, ČR 

Mikroskop Motic AE31                                                 Nikon, Japonsko 

Minicentrifuga                                                                 Labnet, USA 

Napájecí zdroje PowerPac                                               Biorad, USA 

Thermomixer compact                                                     Eppendrof, CZ a SK 

Třepačka WiseShake SHO-2D                                       Witeg, Německo 

Vodní lázeň                                                                     Memmert, Německo 

Zařízení pro Western blot                                                Biometra, Německo 

3.1.2. Materiál a chemikálie 

Materiál 

Destička CellBlind® 96 jamek                                Corning®, USA 

Glass plates 1 mm                                                   Biorad, USA 

Kultivační lahve 25-75 cm2                                     TPP, Švýcarsko; VWR International ČR 

Mini-Protein Tetra Cell                                            Biorad, USA 

Parafilm                                                                    Bemis, USA 

Peha-Soft nitrilové rukavice bez pudru                    Hartmann, ČR 
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Plastové zkumavky (15, 50 ml)                                TPP, Švýcarsko 

PVDF membrána                                                      Therma sciences, USA 

Whatman filtrační papíry                                          Sigma-Aldrich, USA 

 

Chemikálie  

Akrylamid, bis-akrylamid                                         Sigma-Aldrich, USA 

Albumin Standard (2 mg/ml)                                    Thermo Scientific, Germany, USA 

anti-Ahr myší Ab (1:1000)                                         AbCam, USA 

anti-CYPb5 králičí (1:750)                                         AbCam, USA 

anti-CYP1A1 králičí Ab (1:500)                               Millipore, USA 

anti-CYP1B1 králičí Ab (1:5000)                              Avantor VWR, USA 

anti-GAPDH králičí Ab (1:5000)                              Sigma-Aldrich, USA                             

anti-POR králičí Ab (1:500)                                      AbCam, USA 

anti-P-glykoprotein (1:300)                                       Abbiotec, USA 

anti-mouse IgG – Alkaline Phosphatase králičí        Sigma-Aldrich, USA 

anti-rabbit IgG – Alkaline Phosphatase kozí             Sigma-Aldrich, USA 

APS                                                                            Sigma-Aldrich, USA 

BCA Reagent A                                                         Thermo Scientific, Germany, USA 

BCA Reagent B                                                         Thermo Scientific, Germany, USA 

BCIP                                                                           Promega, USA 

Benzo(a)pyren                                                               Sigma-Aldrich, USA 

BEGM medium                                                          Lonza Biotec s.r.o., Švýcarsko 

Buněční linie NuLi-1 a CuFi-1                                 ATCC®, USA 

Collagen type IV from human placenta                     Sigma, USA 

EDTA                                                                        Lach-Ner, ČR                                                                                               

Ethanol                                                                       Lach-Ner, ČR 

Ethylacetát                                                                Lach-Ner, ČR 

Fenacetin                                                                 Aldrich, Germany 
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Fetální bovinní sérum                                                Lonza, Švýcarsko 

Methanol                                                                    Lach-Ner, ČR 

Na2HPO4                                                                                                      Lach-Ner, ČR 

NaH2PO4                                                                    Lach-Ner, ČR 

NaCl                                                                           Lach-Ner, ČR 

NBT                                                                           Promega, USA 

PBS tablety (1 do 500 ml dH2O, pH 7,45)                GibcoTM Invitrogen, UK 

PMFS                                                                         Carl Roth, Německo 

Precision Plus ProteinTM Dual Colour Standards       Sigma-Aldrich, USA 

Precision Plus ProteinTM All Blue Standards              Sigma-Aldrich, USA 

SDS                                                                            Sigma-Aldrich, USA 

Sušené mléko                                                              Laktino, ČR 

TEMED                                                                       Sigma-Aldrich, USA 

Triton X-100                                                               Sigma-Aldrich, USA 

Trypanová modř 0,4 %                                               Sigma, USA 

Trypsin-EDTA Solution 0,25 %                                 GibcoTM Invitrogen, UK 

Standardy (Cytochrome P450 (1A1, 1B1), NADPH: cytochrom P450 reduktasa, cytochrom b5, 

potkaní mikrosomy, lidské mikrosomy) byly izolovány na katedře biochemie nebo zakoupeny 

od společnosti Corning.  
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3.2. Metody  

3.2.1.  Práce s buněčnými liniemi  

K experimentu byly využily buňky ze dvou buněčných linií: NuLi-1 a CuFi-1. Linie 

CuFi-1 představují imortalizované epiteliální buňky plic, izolované od pacienta s cystickou 

fibrózou, s homozygotní mutací F508 v CTFR genu. Linie NuLi-1 pochází ze zdravého jedince 

a jedná se taktéž o epiteliální buňky plic. 

Aby se zabránilo riziku kontaminace a bylo zajištěné sterilní prostředí, probíhala celá 

práce s buněčnými liniemi v laminárním boxu MB 120. V průběhu experimentů byly 

dodržovány zásady aseptické práce, přičemž používané pracovní pomůcky byly sterilní a 

jednorázové nebo vysterilizované pomocí ethanolu.  

3.2.1.1. Rozmražení buněčných kultur 

              Den před experimentem byly buňky odebrány z tekutého dusíku a umístěny do -80 ºC 

hlubokomrazícího boxu. 

Postup: 

Prvním krokem bylo vytemperovat médium ve vodní lázni s teplotou 37 ºC. Buňky byly 

vyjmuty z hlubokomrazícího boxu a vloženy do vodní lázně, kde byly po dobu 10-20 sekund, 

aby se rozmrazily. Buňky byly převedeny do dvou 15 ml zkumavek. Následně bylo k buněčné 

suspenzi přidávaváno vytemperované médium, a to vždy po minutě (tabulka 1). Po přidání 

posledního objemu média, byly buňky centrifugovány v centrifuze Hettich Universal 320R po 

dobu 5 minut (1000 RPM).  

Supernatant vzniklý nad peletou byl odstraněn a peleta byla rozpuštěna v 1 ml média. 

Buněčná suspenze byla převedena do dvou kultivačních lahví s předem naplněným médiem 

BEGM o objemu 5 ml. Kultivační lahve byly nejprve propláchnuty PBS, neboť byly pokryté 

kolagenem, který utváří krystalky.  

 

 Čas (min) 

 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Přídavek 

média 

(ml) 

0,1 0,12 0,15 0,19 0,26 0,36 0,52 0,86 1,69 4,75 

 

Tabulka č. 1 – Množství média pipetované po 1 minutě k buněčné suspenzi. 

Počáteční objem buněčné suspenze činil 1 ml. 
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3.2.1.2. Kultivace buněčných linií 

Obě buněčné linie byly uchovány v inkubátoru MCO-170AIC při teplotě 37 ºC a 5 % 

CO2. Buněčné linie NuLi-1 a CuFi-1 byly kultivovány v médiu BEGM pro růst bronchiálních 

epiteliálních buněk a v kultivačních lahvích s povrchem potaženým kolagenem IV. Médium 

bylo měněno jednou za 3-4 dny. V závislosti na velikosti narostlých buněčných linií bylo 

přidáno 5 ml kultivačního média (povrch lahví 25 cm2) nebo 15 ml média (povrch lahví 

75 cm2).  

3.2.1.3. Subkultivace buněčných linií  

Subkultivace linií NuLi-1 a CuFi-1 byla provedená v závislosti na narostlých koloniích 

pokrývajících povrch kultivační nádoby cca jednou týdně, kdy buňky tvořily konfluentní vrstvu 

ze 70-80 %. 

 

Postup: 

Z kultivačních lahví bylo odebráno původní médium. Do kultivačních lahví s povrchem 

75 cm2 bylo přidáno k přisedlým buňkám 3,5 ml vytemperovaného 0,25 % trypsinu s EDTA. 

Trypsin způsobuje tzv. trypsinizaci (odlepování buněk z povrchu kultivačních lahví). Lahve 

s buněčnými liniemi byly inkubovány 12-15 minut v inkubátoru při teplotě 37 ºC. Zhruba po 

12 minutách byly buňky zkontrolovány pomocí mikroskopu. Pokud byly odlepené z povrchu 

kultivačních lahví, bylo k buňkám přidáno ekvivalentní množství 1 % FBS. FBS inhibuje 

trypsin, jinak by došlo k poškození buněk. Pomocí automatické pipety byl 3x povrch opláchnut 

buněčnou suspenzí, aby se i zbytek buněk odlepil z povrchu lahví. Buněčné suspenze NuLi-1 a 

CuFi-1 byly odebrány do dvou 15 ml centrifugačních zkumavek a byla provedena centrifugace 

po dobu 5 minut v centrifuze Hettrich Universal 320R (1000 RPM). Supernatant byl odebrán a 

peleta byla resuspendována v 1 ml připraveného BEGM média. Suspenze byla nasazena do 

nových kultivačních lahví s předem naplněným médiem (5 ml – kultivační lahev s povrchem 

25 cm2, 15 ml – kultivační lahev s povrchem 75 cm2). (Všechny nové kultivační lahve byly 

nejdříve propláchnuty 4 ml PBS, neboť byly pokryté kolagenem typu IV, který vytváří 

krystalky). Množství nasazených buněk u linie CuFi-1 se pohybovalo v rozmezí 1-3 x 104 

buněk/cm2 a u linie NuLi-1 1,5-2,0 x 104 buněk/cm2. 

Na experiment byly využity buňky ze 7 pasáže.  
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3.1.2.4. Stanovení počtu buněk v suspenzi 

Ke stanovení počtu buněk v suspenzi byl využit mikroskop Motix AE31 a Bürkerova 

komůrka. Důležitým barvivem zde vystupuje trypanová modř, která je schopna se vázat 

v neživých buňkách a způsobovat modré zbarvení na rozdíl od živých buněk, které se nezbarví. 

Postup: 

Do eppendorfky bylo odebráno 16 µl média a přidány 4 µl alikvotu z buněčné suspenze 

CuFi-1. To stejné bylo provedeno s alikvotem z buněčné suspenze NuLi-1. K oběma alikvotům 

bylo pipetováno 20 µl barviva trypanové modři. Ta slouží na barvení mrtvých nebo 

poškozených buněk. Bylo odebráno 10 µl alikvotu buněk společně s barvivem a naneseno na 

mřížku Bürkerovy komůrky. Stanovení počtu buněk probíhalo pod mikroskopem. Komůrky 

byly rozděleny na devět velkých čtverců (tvořeny 4x4 malými čtverci). Pro výpočet jsem si 

vybrala 3 čtverce ležící v diagonále. Měření bylo provedeno 3krát a byl určen průměr. Výsledný 

počet buněk byl vypočítán podle vztahu: 

 

Počet buněk =  
𝑐𝑒𝑙𝑘𝑜𝑣ý 𝑝𝑜č𝑒𝑡 𝑠𝑝𝑜čí𝑡𝑎𝑛ý𝑐ℎ 𝑏𝑢𝑛ě𝑘

𝑝𝑜č𝑒𝑡 č𝑡𝑣𝑒𝑟𝑐ů,𝑣𝑒 𝑘𝑡𝑒𝑟ý𝑐ℎ 𝑠𝑒 𝑝𝑜čí𝑡𝑎𝑙𝑜
  × ředění vzorku × 104 

 

3.1.2.5. Stanovení toxicity benzo(a)pyrenu v buněčných liniích 

Pro nalezení vhodné koncentrace benzo(a)pyrenu v buněčných liniích NuLi-1 a CuFi-1 

byly využity následující koncentrace: 0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 a 40 µM.  

Postup: 

Buněčné suspenze byly naředěny na koncentraci 5×104 buněk na ml média. Na 96-

jamkovou destičku bylo naneseno 150 µl na jamku. Pro každou koncentraci byly použité 4 

jamky a to, jak pro buněčnou linii NuLi-1, tak i CuFi-1. Prvních 8 jamek sloužilo jako kontrola, 

a tudíž neobsahovaly žádné buňky. Následně byly buňky inkubovány v inkubátoru při teplotě 

37 ºC po dobu 24 hodin.  

Druhý den bylo původní médium odebráno a nahrazeno 150 µl čerstvého média 

obsahujícího benzo(a)pyren o požadované koncentraci. Část buněk byla inkubována po dobu 

24 hodinu a část po dobu 48 hodin. Po uplynutí této doby, bylo médium s BaP odsáto a následně 

byly buňky opláchnuty 150 µl PBS. Do jamek bylo přidala 40 µl barviva (krystalová violeť – 

0,1 % v 10 % ethanolu) a necháno 10 minut inkubovat při pokojové teplotě. Následně bylo 

barvivo odebráno a opět přidáno 150 µl PBS. Nakonec bylo PBS odsáto a destička byla nechána 

uschnout přes noc. Následující den byl do každé jamky pipetováno 50 % ethanol (150 µl) a 
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buňky byly inkubovány 60 minut při pokojové teplotě. Cytotoxicita buněk byla měřena při 595 

nm.   

3.1.2.6. Kultivace buněčných linií s benzo(a)pyrenem 

 

Do 18 kultivačních lahví o ploše 25 cm2 bylo pipetováno 5 ml média (BEGM). Do 9 

z nich bylo nasazeno 1,725x104 buněk/cm2 buněčných linií CuFi-1 a do zbylých 9 lahví 3x104 

buněk/cm2 buněčných linií NuLi-1. Buňky byly inkubovány 48 hodin. Následně bylo 

odstraněno původní médium a bylo vyměněno za čerstvé médium obsahující benzo(a)pyren o 

koncentraci 5 µM. Šest lahví z toho tři lahve s linií CuFi-1 a tři lahve s linií NuLi-1 byly 

inkubovány 24 hodin. Dalších šest bylo inkubováno po dobu 48 hodin. Zbylých šest, které 

sloužily jako kontrola, a tudíž žádný benzo(a)pyren neobsahovaly, se inkubovaly také 48 hodin. 

Po uplynutí doby bylo médium sklizeno a zamrazeno. Buňky byly z kultivačních lahví 

uvolněny pomocí trypsinu a také byly zmrazeny.   

3.1.2.7. Stanovení metabolitů v buněčném médiu s využitím extrakce 

 

              Do před připravených 2 ml zkumavek jsem pipetovala 1 ml média z buněčných kultur 

(viz 3.1.2.6). Ke všem vzorkům jsem přidala 5 µl fenacetinu (sloužil jako vnitřní standard při 

měření na HPLC) a 1 ml ethylacetátu. Všechny zkumavky byly vloženy na 2 minut na třepačku 

(při 37 ºC, 1400 RPM).  Po vypršení času, jsem dala vzorky centrifugovat na 5 minut při     

15000 g. Odebrala jsem 750 µl horní organické fáze do 1,5 ml zkumavky. Do všech původních 

zkumavek bylo přidáno 750 µ ethylacetátu a znovu se provedla extrakce za výše popsaných 

podmínek. Opět odebráno 750 µl horní organické fáze do již z poloviny naplněných 1,5 ml 

zkumavek. Vzorky byly vloženy na cca 45 minut na odparku, kde došlo k odpaření do sucha. 

Následně bylo ke každému vzorku přidáno 50 µl methanolu a bylo provedeno měření na HPLC. 

Metabolity benzo(a)pyrenu byly separovány a kvantifikovány pomocí metody HPLC za 

použití lineárního gradientu 50-85 % mobilní fáze B během 35 minut s následnou                

5minutovou izokratickou elucí mobilní fáze. Během dalších 5 minut byly podmínky vráceny 

na počáteční. Celková doba analýzy činila 50 minut. Mobilní fáze A: destilovaná voda Mobilní 

fáze B: acetonitril. Jednotlivé mobilní fáze byly před použitím sonikovány v ultrazvukové lázni 

pro odstranění vzduchových bublin. Separace probíhala na koloně Nucleosil 100-5 C18 HD, 

5 μm, 250 x 4 mm (Macherey Nagel) s průtokem mobilní fáze 0,6 ml/min. Metabolity byly 

detekovány při vlnové délce 254 a 344 nm a dále pomocí fluorescence (excitace/emise vlnová 

délka [nm] 0-6 min 344/398, 6-15 min 375/450 a 15-50 min 380/431) a v případě absorbance 

kvantifikovány vztažením jejich plochy k ploše vnitřního standardu (fenacetinu). 
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3.1.2.8. Lýze buněčných linií 

K buněčným peletám obou buněčných linií bylo přidalo 300 µl homogenizačního roztoku 

obsahující: 1 % Triton X-100, 12 % EDTA, 6 % PMSO a destilovanou vodu. Triton X-100 jako 

neionogenní aktivní látka narušuje integritu lipidové membrány a dochází k uvolnění 

buněčného obsahu. EDTA slouží k vychytávání kovů a deaktivaci metaloproteas. PMSF je též 

inhibitor proteas, konkrétně serinových proteas. Homogenizace byla provedena s použitím 

ultrazvukové sondy (2 min).  

3.1.2.9. Stanovení koncentrace proteinů metodou BCA 

Do 50 ml zkumavky bylo odměřilo 22,94 ml reagentu A s 460 µl reagentu B v poměru 

50:1. Vzorky vytvořené po homogenizaci (viz 3.1.2.8) byly 3x naředěny. Do 96 jamkové 

destičky bylo pipetováno do prvních třech jamek 9 µl destilované vody do dalších 14 jamek 

9 µl standardu o koncentracích 2000; 1500; 1000; 750; 500; 200 a 125 µg/ml (v dubletu). Další 

čtveřice jamek obsahovaly vzorky o objemu 9 µl. Do všech jamek bylo přidáno 260 µl roztoku 

A s B. Měření probíhalo při vlnové délce 562 nm. Výsledná koncentrace proteinů v buněčném 

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

 

3.2.2. SDS – PAGE elektroforéza 
 

Princip: 

SDS polyakrylamidová gelová elektroforéza (z ang. Sodium dodecyl-sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) se používá k separaci proteinů podle jejich molekulové 

hmotnosti.  

Přítomnost redukčního činidla zajišťuje štěpení disulfidových můstků a aniontový 

detergent SDS obalí polypeptidový řetězec a dochází k rozbalení proteinu. Jednotlivé proteiny 

v prostředí elektrického pole se pohybují v závislosti na svém náboji. Dodecylsíran sodný se 

váže na proteinový řetězec a zajišťuje jeho linearizaci a uděluje všem proteinům negativní 

náboj. Dochází tak k separaci pouze na základě délky polypeptidového řetězce (Nowakowski 

2014). 
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Použité roztoky 

1. Polymerační roztok (30 %): 29 % akrylamid (w/v), 1 % bis-akrylamid (w/v) ve vodě                      

2. Pufr A: 1,5 M TRIS/HCl (pH 8,8) 

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

4. Vzorkový redukující pufr: 0,13 M TRIS/HCl, 2 % SDS (w/v), 20 % glycerol, 

0,05 % bromfenolová modř, 5 % 2-merkaptoethanol (v/v), pH 6,8 

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

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

tová kyselina 

7. Odbarvovací roztok: 25 % ethanol, 10 % kyselina octová 

 

Gely  

1. Separační (dělící) gel (10 %): 3,96 ml destilované vody, 2,5 ml pufru A, 3,33 ml poly-

merační roztoku, 100 μl 10 % SDS, 5 μl TEMED, 100 μl 10 % (w/w) peroxosíranu 

amonného (APS) 

2. Zaostřovací gel (4 %): 2.88 ml destilované vody, 0.5 ml pufru B, 533 μl polymeračního 

roztoku, 40 μl 10 % SDS, 4 μl TEMED, 40 μl 10 % (w/w) peroxosíranu amonného 

Postup: 

Ke vzorkům buněčného lyzátu bylo přidáno takové množství 4× koncentrovaného 

redukujícího vzorkového pufru, aby do každé jamky bylo naneseno stejné množství proteinů. 

V tomto případě 30 μg. Celkový objem v jamce byl 20 µl. Vzorky byly na 5 min zahřáty v lázni 

mini Dry Bath MiniB-100 na 100 ºC a následně centrifugovány. Použitý marker molekulových 

hmotností byl Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Colour Standards. Do aparatury Bio-Rad 

pro SDS elektroforézu byly vloženy 10 % polyakrylamidové gely, zality elektrodovým pufrem 

a do jednotlivých drah byly pipetovány vzorky (tabulka 2). Elektroforéza probíhala 1 hodinu 

při 200 V. Po skončení elektroforézy byl gel barven v barvícím roztoku po dobu 45 minut. Gel 

byl přenesen do odbarvovacího roztoku (2krát) přes noc a poté vložen do destilované vody a 

vyhodnocen. Gely pro Western blot byly připravený obdobným způsobem, ale nebyly barveny. 

 

dráha 1 dráha 2 dráha 3 dráha 4 dráha 5 dráha 6 dráha 7 dráha 8 dráha 9 dráha 10 

Marker Cyt 1A1 NuLi CuFi reduk NuLi CuFi Cyt b5 NuLi CuFi 

8 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

 

Tabulka č. 2 – Rozložení vzorků pipetovaných do jednotlivých drah a nanesené objemy (µl) pro 

SDS elektroforézu. První dráha zahrnuje standard o známých molekulových hmotnostech. Druhá dráha 

obsahuje cytochrom P450 1A1, dráhy 3-4, 6-7 a 9-10 obsahují vzorky buněčného lyzátu, dráha 5 

NADPH: cytochrom P450 reduktasu a dráha 8 cytochrom b5.  
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3.2.3. Western blot 

Roztok: 

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

Postup: 

Ihned po skončení SDS elektroforézy byl gel přenesen do přenosového pufru na cca 

10 minut. Membrána PVDF byla aktivována ve 100 % methanolu a následně přenesena do 

destilované vody. Jakmile byla membrána dostatečně smočena, byla přenesena do přenosového 

pufru na 5 minut. Tři chromatografické papíry od firmy Witman (8,3x5,5 cm) byly smočeny 

v přenosovém pufru a položeny do kazeny. Na ně byla položena membrána, gel namočený 

v přenosovém pufru, a nakonec tři chromatografické papíry smočené v přenosovém pufru. Byl 

vytvořen „sandwich“, který byl válečkem uhlazen, kvůli odstranění bublin. Western blot byl 

proveden pomocí přístroje Trans-blot turbo po dobu 10 minut při 25 V a 0,5 A.  

3.2.4. Imunochemická detekce 

Roztok: 

1. Blotovací roztok PBS + TRITON X-100 (pH 7,2, 1,8 mM Na2HPO4, 1 mM NaH2PO4, 

0,134 M NaCl, 0,3 % (w/v) TRITON X-100 + 5 % sušené mléko 

2. ALP pufr (Alkalická fosfatáza) – pH 9, 100 mM tris/HCl, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2) 

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

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

 

Postup: 

Membrána byla přenesena do blotovacího roztoku obsahujícího 5 % sušeného mléka. 

V roztoku setrvala po dobu 1 hodiny na třepačce. Po uplynutí této doby byla membrána 

rozřezána dle potřeby a jednotlivé díly byly přeneseny do 10 ml blotovacího roztoku 

s příslušnou primární protilátkou (v Petriho misce). Všechny Petriho misky s membránami byly 

přeneseny do chladící místnosti a ponechány na třepačce přes noc.  

Následující den byly membrány propláchnuty 3krát v blotovacím roztoku po dobu 5 

minut a byly přendány do sekundární protilátky proti králičímu IgG značené alkalickou 

fosfatasou (produkováno kozou). Inkubace probíhala 1 hodinu. Následně byly membrány 

promyty 2krát v blotovacím roztoku, 2krát v PBS + TRITON-X100 po dobu 5 minut 

a v destilované vodě. K vizualizaci posloužil roztok obsahující 5 ml APL pufru, 33 µl NBT a 

16,5 µl BCIP. Po 2 minutách byla reakce zastavena v destilované vodě.  
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3.2.4. Hmotnostní spektrometrie 

Vzorky na analýzu hmotnostní spektrometrie byly připraveny analogicky jako pro 

analýzu na HPLC. 

Vzorky byly resuspendovány v 50 μl 2% acetonitrilu s 0,1% TFA. Následně bylo 5 μl 

vzorku nastříknuto pomocí automatického dávkovacího systému (Agilent 1200 série) na kolonu 

s reverzní fází C18 (UHPLC Fully Porous Polar C18 2,1 mm ID, Phenomenex). Po 5 minutách 

koncentrování a odsolování analytu při průtoku 20 μl/min následovala separace na koloně C18 

(Luna Omega 3 μm Polar C18 100 Å, 150 x 0,3 mm, Phenomenex) pomocí lineárního gradientu 

voda-acetonitril od 5 % (v/v) do 95 % (v/v) acetonitrilu po dobu 20 minut při průtoku 

10 µL/min. Odsolovací i analytická kolona byly zahřáté na teplotu 50 °C. Hmotnostní 

spektrometr (timsTOF Pro PASEF, Bruker Daltonics) pracoval v pozitivním fragmentačním 

módu. Pro nastavení timsTOF Pro byly použity parametry 4D Metabolomics PASEF (Bruker 

Daltonics). Cílová intenzita na jednotlivý prekurzor PASEF byla nastavena na 4000 a práh 

intenzity byl nastaven na 1000. Počet PASEF MS/MS skenů byl 2. Pro fragmentaci byly 

vybrány prekurzorové ionty v rozsahu m/z mezi 20 a 1300 se stavy náboje ≥0+ a ≤2+. 

Analýza byla provedena v Biocevu RNDr. Petrem Pompachem, PhD.  
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5. Výsledky 

Stanovení toxicity Benzo(a)pyrenu v buněčných linií 

Pro stanovení toxicity benzo(a)pyrenu v buněčných linií NuLi-1 a CuFi-1 byly buňky 

inkubovány s 0-40 µM benzo(a)pyrenem po dobu 24 hodin a 48 hodin (viz 3.1.2.5) (obrázek 

11 a 12).  

 

Obrázek č. 11 – Stanovení toxicity benzo(a)pyrenu v buněčných linií s inkubací po dobu 24 hodin. 

Modrý obdélník buněčné linie CuFi-1 (značené CF). Oranžový obdélník buněčné linie NuLi-1 (značené 

N). Výsledná data představují průměry a směrodatné odchylky ze čtyř měření.   

Buněčné linie NuLi-1 jsou BaP stimulovány, proto dochází ke zvýšení počtu buněk 

oproti hladině kontroly. Vzhledem k směrodatným odchylkám, však není rozdíl mezi kontrolou 

a žádnou testovanou koncentrací signifikantní. U buněčných linií CuFi-1 dochází k výraznému 

poklesu počtu buněk, což znamená vyšší toxicitu vedoucí ke smrti buněk. Z obrázku je patrné, 

že buněčné linie CuFi-1 jsou výrazně náchylnější k přítomnosti BaP, nicméně s rostoucí 

koncentrací BaP se počet buněk blíží k počtu buněk v kontrolách.  
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Obrázek č. 12 – Stanovení toxicity benzo(a)pyrenu v buněčných linií s inkubací po dobu 48 hodin. 

Výsledná data představují průměry a směrodatné odchylky ze čtyř měření.   

V buněčných liniích CuFi-1 pozorujeme totéž, co na obrázku 11. Dochází k poklesu 

hladiny koncentrace. V buněčných liniích NuLi-1 dochází taktéž k poklesu hladiny, která je 

důsledkem vyšší toxicity benzo(a)pyrenu působící na buňky. Z obrázku 12 je patrné, že jsou 

buněčné linie CuFi-1 náchylnější oproti buněčné linii NuLi-1, nicméně tento rozdíl není 

signifikantní.  

Z obrázku 12 je patrné, že hladina toxicity s rostoucí koncentrací od 0,25 až 40 µM se 

příliš nemění, tudíž naše použitá koncentrace (5 µM) nebude pro buněčné linie moc toxická.  

 

Vyhodnocení analýzy metabolitů BaP z vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie HPLC 

Proměřením vzorků na vysokoúčinné kapalinové chromatografii HPLC byly získány 

chromatografické píky pro jednotlivé metabolity BaP. Měření bylo provedeno při dvou 

vlnových délkách: 254 a 344 nm a dále byla změřena fluorescence. Měření každého typu vzorku 

bylo provedeno třikrát. Pro vyhodnocení metabolitů BaP byly využity pouze data získaná při 

měření 254 nm a fluorescence.  

Vnitřním standardem byl zde použit fenacetin. Zobrazuje se pouze při měření 254 nm 

jako druhý zřetelnější pík. Nejvýraznější pík na chromatogramu je benzo(a)pyren (obrázek 13 

a 14). Díky předem změřeným standardům (metabolity BaP): 4,5-diol, 9-OH a 7,8,9,10-tetrol, 

jsme byly schopni některé metabolity identifikovat v chromatografu (obrázek 15,16 a 17) 
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Obrázek č. 13 – Chromatografický záznam metabolismu BaP při měření na HPLC. Vzorek, 

se kterým bylo provedeno měření, pochází z buněčných linií CuFi-1, které byly inkubovány 

s benzo(a)pyrenem po dobu 48 hodin. Modrá čára představuje kontrolu. Vzorek obsahoval buňky bez 

benzo(a)pyrenu. Černá čára představuje vzorek obsahující buňky s benzo(a)pyrenem. Číslo jedna tetrol. 

Dvojka metabolit 9,10-diol, trojka 4,5-diol, čtyřka 9-OH a pětka neznámý metabolit. Benzo(a)pyren 

číslo šest. Měření fluorescence (excitace/emise vlnová délka [nm] 0-6 min 344/398, 6-15 min 375/450 

a 15-50 min 380/431).  

 

 

Obrázek č. 14 – Chromatografický záznam metabolismu BaP při měření na HPLC. Vzorek, 

se kterým bylo provedeno měření, pochází z buněčných linií CuFi-1, které byly inkubovány 

s benzo(a)pyrenem po dobu 48 hodin. Jednička fenacetin, dvojka 9,10-diol, trojka 4,5-diol a čtyřka 

benzo(a)pyren. Černě zvýrazněná čára představuje vzorek obsahující buňky s benzo(a)pyrenem, a tudíž 

již zmíněné metabolity. Modrá čára kontrola. Měření při 254 nm. 
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Obrázek č. 15 – Chromatografický záznam metabolitu BaP-7,8,9,10-tetrolu (standardu) při 

měření na HPLC. Měření při 344/398 nm. 

 

 

Obrázek č. 16 – Chromatografický záznam metabolitu BaP-7,8-diolu (standardu) při měření na 

HPLC. Měření při 375/450 nm. 

 

 

Obrázek č. 17 – Chromatografický záznam metabolitu BaP-9-hydroxy (standardu) při měření na 

HPLC. Měření při 380/431 nm. 
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Při porovnání buněčných linií (obrázek 18) je patrné, že NuLi-1 obsahují daleko více 

metabolitů: 9,10-diol, na rozdíl od CuFi-1, které obsahují více 1,6-dion, 3,6-dion. Metabolitu 

4,5-diolu obsahují buněčné linie přibližně stejně. Co se týče v rámci jedné buněčné linie buňky, 

co byly delší dobu inkubovány s benzo(a)pyrenem, obsahují většinou více jednotlivých 

metabolitů. Druhý graf při měření fluorescence je daleko pestřejší (obrázek 19). Buněčné linie 

CuFi-1 inkubovány s benzo(a)pyrenem po dobu 24 hodin obsahují opět více metabolitů, avšak 

u buněčných linií NuLi-1 se to říct nedá. V rámci měření bylo detekováno několik metabolitů, 

jejichž strukturu nebylo možné určit za pomoci standardů ani na základě výsledků z dřívějších 

měření.  

 

 

 

Obrázek č. 18 – Množství metabolitů BaP v buněčných linií NuLi-1 a CuFi-1 stanovených na 

základě absorbance. Osa y relativní plocha píku (vztahuje se k fenacetinu jako vnitřnímu standardu). 

Osa x doba inkubace (h) buněčných linií s 5 µM BaP. Kontrola neobsahuje benzo(a)pyren, pouze buňky. 

Měření při 254 nm. Výsledná data jsou průměry a směrodatné odchylky tří měření.  
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Obrázek č. 19 – Množství metabolitů BaP v buněčných linií NuLi-1 a CuFi-1 stanovených na 

základě absorbance. Osa y relativní plocha píku. Osa x doba inkubace (h) buněčných linií s 5 µM BaP. 

Kontrola neobsahuje BaP. Měření flourescence. Výsledná data jsou průměry a směrodatné odchylky tří 

měření. 

 

Co se týče hmotnostní spektrometrie, ani pomocí ní nebylo možné určit o jaké 

metabolity se jedná, protože dochází nejspíše ke kontaminaci vzorků nízkomolekulárními 

látkami. Možným důvodem bylo, že došlo ke kontaminaci ethylacetátem, jehož množství bylo 

příliš vysoké, a který měl pouze PA čistotu. Nebyly tak s dostatečnou intenzitou nalezeny 

hmoty, které by odpovídaly BaP resp. jeho metabolitům. Hmota pro benzo(a)pyren je (252). 

V daném spektrometru byly nalezeny hmoty velmi blízké benzo(a)pyrenu, ale neodpovídají 

hmotě benzo(a)pyrenu.  

Nepodařilo se nám určit strukturu neznámých metabolitů pomocí hmotnostní 

spektrometrie, proto nebyly dále kvantifikovány jako ostatní metabolity.  
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SDS elektroforéza 

Pomocí metody SDS – PAGE byl získán gel, který byl obarven v barvící lázni a odbarven 

v odbarvovací lázni (obrázek 20). 

Popis vzorků lze nalézt v tabulka č. 2, str 42, kde je přesně popsané, jaké množství bylo 

pipetováno.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 20 – Průběh SDS elektroforézy. 

První dráha obsahuje Mr standard (dual Colour) o známých molekulových hmotnostech jednotlivých 

proužků. Dráha 2 Cytochrom P450 (standard). Dráhy 3, 6 a 9 buněčné linie NuLi-1. Dráhy 4,7 a 10 

buněčné linie CuFi-1. Dráha 5 NADPH: cytochrom P450 reduktasu (standard). Dráha 8 Cytochromu b5 

(standard).  

 

 

Byly použity následující standardy: cytochrom P450, NADH: cytochrom P450 reduktasa 

a cytochrom b5. Standard cytochromu P450, který byl pipetován do 2 dráhy, má molekulovou 

hmotnost 57 kDa. Výraznější proužek lze v oblasti 57 kDa pozorovat ve sloupcích 2-4 a 6-7, 

patrně slaběji v 9-10. Standard NADPH: cytochrom P450 reduktasa byl pipetován do 5 dráhy, 

má molekulovou hmotnost 76 kDa. Zřetelné proužky jsou pozorovány ve všech sloupcích 

kromě 8. Standard Cytochrom b5, který je součástí 8 dráhy, má molekulovou hmotnost 15 kDa. 

Žádný výrazný proužek v této oblasti není.   

Pro přesnější určení daných proteinů v buněčných liniích, byl proveden Western blot. 
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Western blot 

Byla provedena SDS – PAGE elektroforéza. Gel byl připraven dle kapitoly 3.2.2, ale 

pro Western blot byly připraveny 2 gely s odlišným řazením vzorků. Jamka se vzorkem 

obsahuje 20 µl vzorku a jamka s markerem (All blue) 8µl.  

Vzorky rozdělené v gelu byly přeneseny na PVDF membránu pomocí metody Western 

blotu. Byla provedena imunochemická detekce pomocí primární protilátky a sekundární 

protilátky s alkalickým značením. Pro proteiny: Cytochrom P450 (1A1, 1B1), NADPH: 

cytochrom P450 reductasa, P-glykoprotein a Cytochrom b5 byla použita primární protilátka 

pocházející z králíka a sekundární protilátka byla proti králičímu IgG pocházející z kozy. Pro 

Ahr pocházela primární protilátka z myši a sekundární protilátka byla proti myšímu IgG 

pocházející z králíka. Detekce byla provedena pomocí roztoku obsahující 5 ml APL pufru, 

33 µl NBT a 16,5 µl BCIP viz 3.2.3. 

Na obrázku 21 a 22 je značené dle čísel, jaký sloupec obsahuje určitý vzorek. Výrazný 

proužek nacházející se ve sloupcích 1,2,5 a 8 s molekulovou hmotností 75 kDa by mohl 

představovat NADPH: cytochrom P450 reduktasu. S molekulovou hmotností 57 kDa je 

cytochrom P450 (1A1), nacházející se ve sloupci 2 a pravděpodobně v obou buněčných liniích, 

ačkoliv proteiny detekovány pomocí protilátek mají menší molekulovou hmotnost. 

S molekulovou hmotností 37 kDa je GAPDH. Obsahují ho obě buněčné linie i mikrozomy. 

Zbylé proteiny se detekovat nepodařilo.   
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Obrázek č. 21 – Imunochemická detekce P-glykoproteinu (A), POR (B), CYP1A1 (C) a GAPDH 

(D). Značení M – Marker (All blue) o známých molekulových hmotnostech. Sloupec 1 lidské 

mikrozomy. Sloupec 2 Cytochrome P450 (1A1). Sloupec 3 a 6 buněčné linie NuLi-1. Sloupec 4 a 7 

buněčné linie CuFi-1. Sloupec 5 standard NADPH: cytochrome P450 reductasa. Sloupec 8 potkaní 

mikrozomy.  

 

Obrázek č. 22 – Imunochemická detekce AhR (A), CYP1B1 (B), GAPDH (C) a CYPB5 (D). Značení 

M – Marker (All blue) o známých molekulových hmotnostech. Sloupec 1 lidské mikrozomy. Sloupec 2 

standard Cytochrom b5. Sloupec 3 a 6 buněčné linie NuLi-1. Sloupec 4 a 7 buněčné linie CuFi-1. 

Sloupec 5 standard Cytochrome P450 (1B1). Sloupec 8 potkaní mikrozomy.  
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5. Diskuze 

Benzo(a)pyren je vysoce karcinogenní látka, se kterou se setkáváme v každodenním 

životě. Díky jeho vlastnostem jako je dobrá rozpustnost v tucích snadno prochází přes 

membrány buněk. Interakcí této látky s DNA organismu může docházet k mutacím a vzniku 

rakoviny. Při biotransformaci podléhá benzo(a)pyren aktivaci, kde se přeměňuje na řadu 

různých metabolitů. Přeměna probíhá za účasti různých enzymů – cytochromu P450, NADPH: 

cytochrom P450 reduktasy, epoxidhydrolasy, peroxidasy a dalších.  

Problematika, která je v této bakalářské práci také diskutována je cystická fibróza. Jedná 

se o autozomálně recesivně dědičné onemocnění, na které trpí v populaci 1 z 2500 novorozenců 

(Vančíková 2019; Davies 2007). Hlavní příčinou je narušení funkce proteinu CFTR jako 

transmembránového regulátoru cystické fibrózy, která vede k poruše transportu tekutin a 

nepropustnosti chloridových iontů (Quinton 1990; Ogden 2021). Pacienti s cystickou fibrózou 

jsou náchylnější na vznik rakoviny tlustého střeva, a to především ti, co podstoupili 

transplantaci plic (Fink 2017).  

Zajímalo nás, jak bude tato karcinogenní látka působit na buňky izolované z plic od 

pacienta s cystickou fibrózou oproti buňkám pocházející z plic ze zdravého jedince. Pokud je 

nám známo, tento výzkum nebyl zatím nikým proveden.     

 

Pro účel této analýzy byly využity imortalizované plicní epiteliální buněčné linie CuFi-1 

izolovaných od pacienta s cystickou fibrózou a buněčné linie NuLi-1 izolovaných od zdravého 

pacienta. Při měření toxicity benzo(a)pyrenu v buněčných liniích jsme zvolili koncentraci 

5 µM, neboť koncentrace 0,05 až 40 µM byla hladina toxicity přibližně stejná. Při testování 

toxicity však můžeme pozorovat nízkou hladinu toxicity, která může souviset s přisedlými 

buňkami. Měření toxicity je založeno na principu obarvení všech buněk krystalovou violetí 

(Feoktistova 2016), s tím že buňky podléhající buněčné smrti se uvolňují, neboť ztratily svou 

schopnost přilnout k povrchu a promývací fází jsou odstraněny. Nízká míra toxicity může 

souviset s tím, že plicní buňky silněji adherovaly k povrchu lahví, tomu by napovídala i delší 

doba inkubace plicních buněčných linií s trypsinem v rámci subkultivace. Během promývací 

fáze tedy nemuselo dojít k odstranění mrtvých buněk z povrchu.  

Obě buněčné linie podstoupily 24 a 48hodinové inkubaci s 5 µM benzo(a)pyrenem. 

Sledování vzniku metabolitů proběhlo pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografii 

(HPLC). Byly měřeny dvě vlnové délky: 254 a 344 nm a byla změřena fluorescence. V této 

bakalářské práci byly využity data z měření při 254 nm a fluorescence, která je citlivější.  

Druhý pík v chromatografech při měření 254 nm je fenacetin. Byla zaznamenána řada 

metabolitů při měření fluorescence (obrázek 13), méně pak při měření 254 nm (obrázek 14).  
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Ačkoliv jsou obě buněčné linie odvozeny od plicních buněk, jsou patrné rozdíly 

v množstvích metabolitů mezi těmito liniemi. Abychom mohli usoudit, proč buněčné linie 

NuLi-1 obsahují více metabolitů než CuFi-1 a naopak, byla provedena metoda SDS – PAGE. 

U metabolismu benzo(a)pyrenu se jeho přeměny účastní řada enzymů za vzniku jistých 

metabolitů. Rozdílné množství metabolitů v buněčných liniích je dáno produkcí rozdílných 

množství těchto enzymů nebo produkcí odlišných enzymů. Budou-li buňky produkovat více 

daného enzymu, bude analyzováno více určitého metabolitu, na jehož vzniku se daný enzym 

podílel. U SDS-PAGE jsme se snažili zjistit, zda by se v našich buněčných liniích mohly 

nacházet proteiny: cytochrom P450 (1A1), NADPH: cytochromu P450 reduktasa a cytochrome 

b5 (obrázek 20) Molekulová hmotnost cytochromu P450 (1A1) je 57 kDa. Na gelu v 2 dráze 

pozoruji proužek lehce pod 57 kDa, proto usuzuji, že by vzorek mohl obsahovat daný protein. 

Avšak přítomnost tohoto proužku nutně neznamená, že se jedná o daný protein. Řada proteinů 

má velmi podobnou molekulovou hmotnost, takže zobrazení intenzivního pásu, může maskovat 

přítomnost jiných proteinových pásů o podobné velikosti. V dráze 2 pozoruji i další proužky, 

zobrazující že vzorek obsahuje směs různých proteinů. Molekulová hmotnost NADPH: 

cytochromu P450 reduktasa je 76 kDa. V dráze 5 tento protein pozoruji. Navíc v obou 

buněčných linií viditelný proužek také pozoruji, proto by se mohlo jednat o daný protein. 

Molekulová hmotnost cytochromu b5 je 15 kDa. V dráze 8, však viditelný proužek pozoruji pod 

50 kDa. Buď se může jednat o jiný protein nebo se cytochrom b5 může nacházet v jiné formě, 

např. jako trimer. Navíc nebyl detekován nikde jinde, což by mohlo svědčit i o tom, že se na 

gelu dostatečně dobře nezobrazoval a k jeho detekci by byla potřeba jiná koncentrace 

polyakrylamidového gelu.  

Z relativní intenzity pásu lze přibližně odhadnout relativní množství proteinu, neboť 

množství barviva v pásu je přibližně úměrné množství proteinu. Z intenzit jednotlivých pruhů, 

tudíž soudím, že je ve vzorcích přítomno relativně malé množství proteinu. Na gelu se objevuje 

silně zbarvený pruh v oblasti 25 kDa. Možným důvodem mohlo být zastavení probíhající 

elektroforézy, kvůli výpadku zdroje napětí a měnící si napětí během procesu. Jiným 

problematickým bodem, vedoucího k tomuto pruhu, mohlo být špatně polymerizovaný gel, a 

tudíž špatná separace proteinů. 

 

S přesnější metodou Western blotu, byly zmíněné proteiny zjišťovány společně 

s proteiny: Cytochrom P450 (1B1), P-glykoprotein a AhR (obrázek 21 a 22). Důležitým krokem 

bylo stanovení GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenasa), jako enzymu účastnící se 

důležitého energetického kroku v metabolismu sacharidů – glykolýza. Podílí se i na regulaci 

transkripce a translace, oprav DNA a dalších funkcích nezbytných pro základní buněčnou 

funkci (OriGene). GAPDH s molekulovou hmotností 37 kDa pozorujeme v obou buněčných 

liniích. Slouží jako kontrola rovnoměrného nanášení vzorků na gel, rovnoměrného přenosu 

proteinů ve fázi blotování a ověření kvality a funkčnosti činidel. GAPDH jakožto konstitutivní 

enzym, by měl být ve všech buňkách ve stejném množství. Pokud bude v určité jamce více 
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proteinů, budeme analyzovat větší množství GAPDH. Z obrázku 20 a 21 soudím, že oba vzorky 

obsahují stejné množství proteinu. GAPDH je analyzován i v lidských mikrozomech. Zobrazení 

cytochromu b5 se nám v buněčných liniích nepodařilo. S molekulovou hmotnost 15 kDa byl 

pouze zaznamenán proužek v lidských mikrozomech. Jedna s možností, proč daný protein 

nepozorujeme, by mohla být malá produkce tohoto proteinu buňkami. Druhou možností by 

mohlo být, že protein je příliš malý a v 10 % polyakrylamidovém gelu se nezachytí a uteče 

z gelu. Jinou možností může být, že se protein může vyskytovat v jiné podobě (např. trimeru) 

nebo tento protein nemusí být buňkami exprimován vůbec. Cytochrome P450 (1B1) 

s molekulovou hmotností byl zaznamenán pouze v lidských mikrozomech a ve standardu. Opět 

může být tento protein v buňkách produkován v malé míře, nebo dokonce vůbec. Cytochrom 

P450 (1A1) s molekulovou hmotností 57 kDa je analyzován v obou buněčných liniích a 

v lidských mikrozomech. Avšak z intenzity daného proužku soudím, že jeho koncentrace 

nebude příliš vysoká. U standardu cytochromu P450 (1A1) pozorujeme proužek v oblasti 

57 kDa. V sousedních vzorcích s buněčnými liniemi pozorujeme více proužků s mírně nižší 

molekulovou hmotností. Důvodem mohlo být štěpení nebo degradace proteinů, i přesto že 

k lyzátu byl přidán inhibitor proteas – EDTA a PMSF. Při lýzi se nemuselo podařit dostatečně 

inhibovat všechny proteasy. Pro porovnání buněčných linií jsou proužky zobrazující tento 

protein skoro totožné, proto nelze říct, která z buněčných linií bude obsahovat více tohoto 

proteinu. P-glykoprotein ani AhR v buněčných liniích nepozorujeme. NADPH: cytochromu 

P450 reduktasa s molekulovou hmotností 72 kDa v buněčných liniích analyzujeme pouze s 

náznaky, že by se daný protein mohl nacházet v buněčných liniích. Dle viditelných proužků se 

daný protein vyskytuje v lidských i potkaních mikrozomech a ve standardu. Opět exprese 

tohoto proteinu v buněčných liniích může být nízká nebo nemusela probíhat vůbec.   

Vyskytující se mnohočetné nespecifické pásy mohly vzniknout chybou v promývací fázi, 

čímž došlo k nespecifickým vazbám protilátek na membránu. Jinou možností je, že protein 

existuje v několika různých izoformách nebo to mohl být následek izolace. 

Ve western blotu byl analyzován GAPDH (vnitřní kontrola) v obou buněčných liniích. 

Podle stejně intenzivních proužků značící protein GAPDH v buňkách, vyplývá že bylo 

pipetováno stejného množství proteinu, a proto lze buňky snadněji porovnat. Jediným 

zaznamenaným proteinem v obou buněčných liniích byl cytochrom P450 (1A1). Z obrázku 23 

a 24 můžeme pouze diskutovat, zda tohoto proteinu obsahují více NuLi-1 nebo CuFi-1. Osobně 

bych řekla, že nepatrně více obsahují buněčné linie NuLi-1. Cytochrom P450 (1A1) se podílí 

na řadě metabolických procesů, včetně biotransformace BaP na metabolity (Linhart 2014). 

Spousta z nich mohla vzniknout právě, díky působení tohoto proteinu. Z obrázku 18 je vidět, 

že je více metabolitů (9,10-diol a 4,5-diol) v buněčných linií NuLi-1, které mohly vzniknout 

právě díky působení většího množství cytochromu P450. Na obrázku 19 je patrné, že zmíněné 

metabolity jsou opět více zastoupeny v NuLi-1, avšak metabolit 9-OH je více zastoupen 

v CuFi-1. Je možné, že se na této transformaci podílel jiný enzym, který jsme nebyly schopni 
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detekovat nebo exprese proteinu cytochromu P450 byla příliš nízká. Metabolity 1,6-dion a 3,6-

dion byly analyzovány ve větším množství v buněčných liniích CuFi-1. Vznikají z BaP 

působení cytochromu P450, peroxidasy či monooxygenasy, proto je možné, že byly 

katalyzovány jinou formou cytochromu (mimo formy 1A1), která se v buněčných liniích CuFi-

1 vyskytuje ve větší míře než v NuLi-1. Všechny 3 tetroly se vyskytují více v buněčných liniích 

NuLi-1. Na vzniku metabolitu tetrolu se podílí enzymy: cytochrom P450 (1A1/1B1) a 

epoxidhydrolasa. Epoxihydrolasu jsme se nepokusili analyzovat, protože nebyla k dispozici 

vhodná protilátka. Není tedy možné určit její vliv na rozdílnost metabolismu BaP mezi námi 

zkoumanými buněčnými liniemi.  
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6. Závěr 

Hlavním záměrem v této bakalářské práci bylo porovnat metabolismus benzo(a)pyrenu 

v epiteliálních buňkách plic (buněčné linie NuLi-1 a CuFi-1), za účelem analyzovat 

predispozice rakoviny. Tento výzkum doteď nikdo neprováděl, pokud je nám známo.  

První dílčí krok našeho cíle bylo stanovení toxicity BaP v buněčných linií. Pro účel 

našeho experimentu byla vybrána koncentrace BaP 5 µM, neboť se hladina toxicity, a to pro 

obě buněčné linie, v oblasti koncentrací 0,05 až 40 µM neměnila. Pomocí vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie byly analyzovány metabolity, které se mezi testovanými buněčnými 

liniemi lišily. Jednak byl pozorován rozdíl mezi buněčnými liniemi, ale i v rámci jedné buněčné 

linie (rozdílná doba inkubace buněk). Buněčné linie NuLi-1 obsahovaly více metabolitů: 9,10-

diol, 4,5-diol a 7,8,9,10-tetrol, zatímco CuFi-1 více metabolitů: 9-OH, 1,6-dion a 3,6-dion. Byly 

nalezeny neznáme metabolity, které jsme se pokusili určit pomocí hmotnostní spektrometrie. 

Avšak nejspíše došlo ke kontaminaci vzorků ethylacetátem, a tudíž hmota odpovídající 

benzo(a)pyrenu resp. jeho metabolitu nebyla nalezena. Jejich struktura tak nebyla určena, a 

proto nebyly kvantifikovány. Díky metodám SDS – PAGE a Western blotu jsme byli schopni 

pozorovat rozdílné množství proteinů, které by mohly za rozdílné metabolismy. Především byl 

pozorován protein cytochrom P450 (1A1), který se podílí na řadě metabolických procesů. Tento 

protein byl indikován z větší části v NuLi-1, což by odpovídalo většímu zastoupení již 

zmíněných metabolitů. Buněčné linie CuFi-1 nejspíše produkovaly jiné enzymy, které se 

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