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1. Uvod

Wi MW

V naSi populaci jsou nej¢astéjsi pti¢inou smrti kardiovaskularni choroby. Druhy

nejvetsi pocet imrti maji na svédomi onemocnéni nadorova.

Nadorova onemocnéni jsou v mnohém odli$n4, ale najdeme zde minimalné je-
den spole¢ny rys. VZdy dojde ke zméné v genetické informaci v DNA buné¢ného jadra.
Zménéna burika se postupné za¢ne vymariovat z regulaénich mechanismi celého orga-
nismu a ,,Zije vlastnim Zivotem*, nekontrolovateln€ se mnoZi a §iii svou genetickou in-

formaci do okoli.

Nadory rozliSujeme benigni a maligni. Benigni nadory jsou pro ¢lovéka méné
nebezpeéné, pokud jsou odhaleny v¢as. U malignich nadord dochézi k nekontrolované-
mu déleni bez mozZnosti odhadnout jejich dalsi vyvoj. V piipad€ malignich nadort do-
chézf Casto téZ k jejich metastazovani. Metastazi ozna¢ujeme uvolnéni nékterych nado-
rovych bunék a jejich prinik do krevniho fecisté nebo do lymfatického systému, jimz

v s

jsou dale Sifeny po celém organismu.

V predklddané bakalaiské praci jsem se zabyvala shromazdénim informaci o né-
dorovych onemocnénich ledvin provazejicich chorobu oznacovanou jako Balkénska en-
demicka nefropatie (BEN). Toto onemocnéni postihuje pfedevsim obyvatele oblasti ko-
lem feky Dunaje na Balkanském poloostrové. Nefropatie zptisobena aristolochovymi
kyselinami (AAN), dfive nazyvana tézZ Nefropatie vyvolana ¢inskymi bylinami (CHN)
je svymi pfiznaky a podobnym pribéhem velice blizka Balkdnské endemické nefropatii,
avsak jeji vyskyt v populaci je zna¢né rozdilny. AAN postihla fadu Zen absolvujicich
specidlni 1é¢ivy program, ktery jim mél dopomoci k redukci jejich té€lesné hmotnosti
(Brusel, Belgie). U obou téchto nefropatii jsou jejich pfedpokladanym piivodcem aristo-
lochové kyseliny, pfi¢emZ u AAN jiZ byl tento predpoklad definitivné potvrzen. V pfi-

padé BEN se na prokazani tohoto ptedpokladu déle pracuje.



1. 1. Toxicita chemickych sloucenin

Toxikologie je, jak nazev napovid4, nauka o jedech. Pojem "jed" je v§ak pojem
velmi Siroky. Jedem je kazda sloucenina, kterd vyvolavé poruchu biologickych rovno-
véh, charakteristickych pro zdravi organismu. Pro takovy dé&j je navic rozhodujici pie-
deviim davka, ktera do organismu vstupuje.'' Tuto skuteénost zdtraziioval jiZ Paracel-

sus (1493-1541):

,, Dosis sola facit ut venenum non sit."

(Je to davka, kter4 uréuje, zda nejde o jed.)*’

Jak pravi Velky lékaisky slovnik z roku 2004 ,,slovo toxicky znamend téZ jedo-
vaty, majici skodlivé ucinky na Zivy organismus. PFicina toxického vicinku je riiznd. Jedy
mohou zasahovat do latkové vymény bunék, blokovat vyuZiti kysliku burikami (kyanidy),
blokovat nervovy prenos (atropin, botulotoxin, kurare), poskozovat néktery orga'n.“8

Toxicita neboli jedovatost (z feckého - poisonousness) je mira vlivu jakym puso-
bi jedovaté latky na Zivé organismy. Jak jiZ bylo uvedeno, védecky obor zabyvajici se
t€mito vlivy, jejich pfi¢inami a disledky je oznacovéan jako toxiko]ogie.g’11

Toxicitu lze zkoumat z hlediska vlivu na celé organismy, jako je Zivo€ich, rostli-
na, bakterie, nebo pouze na stav jejich specifickych ¢asti jako jsou orgény téla napt. jat-
ra i plice. Mlizeme zkoumat také ptsobeni toxickych latek na skupiny Zivych organis-
mi ¢i celd spole€enstvi. Rozhodujici je ptitom toxicky vliv sledovaného agens na ¢lové-
ka. Tato agens mohou organismus ovlivnit okamZit€ nebo mohou piisobit velmi pomalu
a zdkeiné€ likvidovat Zivé buriky, aZz kone¢né, mnohdy po letech pomalého postupu, doj-
de k usmrceni celého organismu. Vétsina obecné znamych toxickych latek rostlinného
pivodu patii do skupiny rychle piisobicich jedu. Je si tfeba v§ak uvédomit, Ze i u nékte-
rych rostlinnych produkti se toxicky efekt projevi aZ po del3i dob& ptisobeni.'®!1314

Toxicitu vyjadfujeme kvantitativné, nejCastéji velikosti davky pottebné k dosa-
Zeni urc¢itého Ucinku. Toxicita je jen vyjimecné linedrné¢ Uméma davce. Tato zavislost je

mnohem ¢asté&ji exponencidlni nebo miZe mit kfivka zavislosti sigmoidalni tvar (graf

10



1.1.). Kvantitativni vyjadfeni toxicity tedy neni jednoduché. Nejcastéji se k jejimu vy-
jadfeni uZiva statisticky zji§ténych parametri: Minimalni smrtelna davka (dosis leta-
lis minima) coZ je nejmensi ddvka, kterd usmrti jednoho zéstupce experimentalniho
souboru. Maximalni smrtelna davka (dosis letalis maxima, LD;q0) je pak nejmensi
déavkou, pfi které zahyne 100% pokusnych jedincti. AvSak ob€ tato vyjadfeni nejsou
dostate¢n€ informativni, nebot’ neudavaji pouze vlastnost jedu, ale téZ men3i Ci veEtsi
odolnost né&kterého z jedinct experimentalniho souboru. Proto se zavadi stiedni smr-
telna davka (dosis letalis media, LDs ), pfi které je usmrcena polovina pokusnych zvi-
fat. Pfi dostateéné velkém souboru tento parametr neni ovliviiovéan individualni citlivos-
ti zvitat. Pfi aplikaci na jiny Zivo€iSny druh, zvl4st€ na ¢love€ka, je viak tfeba opatrnosti,
nebot’ mezidruhové rozdily v reakci na toxin jsou znaéné. Napf. LDsg atropinu pro €lo-
véka je 1,5 mg/kg, av8ak pro kralika, ktery je schopen tento alkaloid §tépif, je LDsg
1500 mg/kg. Méné spolehlivym ukazatelem toxicity je stFedni toxicka davka (dosis

2z w2

toxica media, TDs ), ktera zptsobi u poloviny zvitat v souboru ur€ité toxické pfizna-
ky.! 11214

%

8
|

&

biologicka odpovéd (letaits)

0 T pree

pranava Lo,
davka
Graf 1.1. - Typickd zdvislost biologické odpovédi (toxicity) na ddvce toxické ldtky (pfevzato

z 12)
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1. 2. Uéinky toxickjch ldtek na lidsky organismus

Reakce organismu na jed byva rizna. Z4avisi na citlivosti jedince k danému typu
latky. Pokud je €¢lovék oslaben chronickou chorobou ¢i neméa dostate¢né fungujici jatra
nebo ledviny jsou Gc€inky otravy patrné mnohem diive neZ u zdravého jedince. Také je
nutno konstatovat, Ze otravy détské populace nastavaji pfi podani mnohem nizsi davky
toxinu, i presto, Ze poZiti takovéto davky je pro dospélého Eloveka bud’ netoxicka €i
spojena jen s lehkymi zdravotnimi obtiZemi. Ve stafi organismus ¢asto reaguje podobné
jako v détstvi. Urcitym typem piimé reakce oslabeného organismu na toxin je i alergie.
Alergicka reakce se projevuje riznym zpisobem (dermatitida, kopfivka, astmaticky
zachvat, prudky zénét sliznic apod.) a v krajnim piipadé muze vést k Soku i smrti orga-

nismu.'"?

V piipadé rostlinnych jedi mize byt rozdilna reakce zptisobena také rozdilnym
obsahem jedu ve stejné hmotnostn{ jednotce riznych ¢asti téZe rostliny. N&které ¢asti
rostliny mohou byt vyrazné toxic¢t€jsi nez jiné. Obsah jedu zavisi na vegetacnim obdobi,
na klimatickych a pidnich podminkach a dokonce jsou zndmy i piipady, kdy nékteré

populace daného druhu produkuji jedy a jiné nikoliv.>>!

Castym projevem intoxikaci trdviciho traktu je zvraceni (vomitus), ktery je vy-
voldvan celou fadou rostlinnych jedd (mtzZe vak byt vyvolan i psychicky, nebot’ jde o
reflexni reakci). Jde o primarni snahu organismu zbavit se toxinu. Toxické latky ptiso-
bici na nervovy systém mohou vyvolavat efekty, které se projevuji v rychlosti, koordi-
naci a kontrakci svaloviny. Nékteré toxiny mohou zpisobit aZ celkovou (poptipadé¢ ¢és-
te¢nou) paralyzu organismu (¢i nékteré jeho ¢4sti). Dal§im t€Inim systémem, ktery mi-
Ze toxin ovlivnit je dychaci soustava. Toxiny pasobi bud’ piimo na danou ¢ast dychaci
soustavy, €i pfes sliznice pronikaji aZ k nervovému systému. Proto pfi otravidch miZe
dochézet k dtlumu nervového centra v mozku, které mé na starosti dychéni jedince. N¢-
které toxické latky mohou vyvolat poruchu sraZeni, jiné naopak mohou shlukovat ery-
trocyty a dal§i mohou narusit jejich bunééné membrany. VSechny tyto poruchy jsou fa-
talni pro organismus, nebot’ dojde k naruseni dulezitych funkci cévniho systému a to

2% ¥

zvI4ste€ funkci transportni (transport kysliku, Zivin, hormond...). Mnoho toxickych latek

12



prichézejicich krevnim obéhem z traviciho systému poskozuje jatra. PoSkozeni jater
miZe byt akutni aZ okamZité smrtelné nebo pozvolné s progresivnim pribéhem. Jétra
jsou rovnéZ organem, kde jsou toxické latky metabolizovany. Latky, které jsou jatry de-
toxikovéany, postupuji déle do ledvin, kde mohou zpisobit jejich vaZné poskozeni, ve-

douci aZ k jejich zan&tu a ztraté funkce.”"?>%

Zvlastnim projevem toxicity nékterych piirodnich latek je jejich zasah do gene-
tického aparétu buiiky. Zména struktury DNA nebo zasah do mechanismu exprese ge-
netické informace vyvola mutace, porusi regulaci bunééného déleni (kapitola 1.3.) a
pokud je zasaZeno toxickou latkou embryo, pak mohou vzniknout anomalie v jeho vy-

voji (teratogenni Géinky).*'
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1. 3. Karcinogenita chemickych sloucenin

Karcinogen neboli kancerogen je latka vyvolavajici rakovinu, zhoubné bujeni.
Ke karcinogenim patii rizné chemické slou¢eniny. Z anorganickych slouc¢enin napf.
nékteré slouceniny arsenu a chromu, azbest, z organickych aromatické uhlovodiky (ben-
zopyren), aromatické aminy, nitrosaminy a azoslouceniny, dale pak nékteré polyureta-
ny, epoxidy, ethyleniminy, vinylchlorid a dalsi. Karcinogeny mohou byt jak latky na-
chézejici se v piirodé, tak zejména uméle vyrobené. Karcinogenita chemickych latek je
pfedmétem soustavného vyzkumu. K pfirozenym karcinogeniim patii n€které produkty
mikroorganismd, plisni (zejména aflatoxiny) ¢i rostlin. Zdrojem karcinogenii ohroZuji-
cich lidskou populaci v bézZném Zivoté je zejména koufeni, potrava (napf. aristolochové
kyseliny), spalovani fosilnich paliv atd. Karcinogeny jsou ov§em i n¢které 1€ky (zejmé-
na cytostatika). Mechanismus t¢inku karcinogent spo¢ivéd v poSkozeni DNA. Nékteré

lat-ky se stavaji karcinogennimi aZ po jejich metabolické aktivaci v organismu.* 8

Zhoubné bujeni byva definovano jako ,,mistné neregulovany tkariovy rust auto-
nomni povahy*“®. Kli¢ovymi slovy této definice jsou riist a autonomni. Slovo rist je tie-
ba zduraznit z divodu, Ze jde o fyziologicky rtst, ktery neni nijak omezen a mohl by
teoreticky pokracovat donekone¢na. Slovo autonomni je tieba zdlraznit proto, Ze buni-
ky postizené zhoubnym bujenim se naprosto vymkly regulaénim mechanismiim celého
organismu. Zhoubny riist ma charakter procesuélni, coz miZeme chépat, tak Ze probiha
v Case. Zpocatku jej nalezneme v tkéni lokaln€ (miZe postihnout tieba jen jednu jedinou
buriku) a s postupem ¢asu se rozsifuje do okoli, aZ mlze postihnout cely organismus.
Nejcastéji se $iti ve forme metastdz. U maligné transformovanych buné€k miZeme pozo-
rovat jejich abnormalni vlastnosti jejich Zivotniho cyklu a dale dochazi k pienosu téchto

abnormalnich vlastnosti i na bunky dcefinné.”’

Karcinogenitu studovanou z chemického hlediska mizeme jako védni odvétvi
datovat piiblizn& od roku 1775,'"%%® kdy Percivall Pott popsal zvyseny vyskyt malig-
nich naddort u kominikt a usuzoval, Ze k t¢émto nddoriim mohlo dojit z divodu zvySené

expozice kominikli zplodindm z komind, které Cistili.
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Studium nadorového bujeni zpisobeného chemickymi slou¢eninami brzdila po
dlouha Iéta jejich neobycejnd pestrost. Zahrnuji totiZ Sirokou $kélu chemickych slouce-
nin poc¢inaje aflatoxiny, které vznikaji ¢innosti hub a plisni, pfes polycyklické aroma-
tické uhlovodiky, které byly izolovany z ¢ernouhelného dehtu a kon¢e produkty mo-
derniho chemického priimyslu.”” Zavérem tohoto studia byla hypotéza, Ze chemické
karcinogeny jsou slou€eniny, které po vpraveni do hostitelského organismu vyvolédvaji
zhoubny rlst pfimo (to znamené bez zmény své molekuly) anebo nepiimo (to znamena
poté, co byly v organismu aktivovany a pfevedeny z tzv. prokarcerogend na funkéni
karcinogeny). AvSak bez ohledu na svou strukturu a zptsob G¢inku jde o sloueniny,
jejichZ spole¢nou vlastnosti je, Ze bud’ samy ¢i po aktivaci vykazuji elektrofilni vlast-
nosti. Tyto slouceniny pak interaguji in vivo i in vitro s nukleofilnimi skupinami mole-
kul DNA, RNA a bilkovin. Vzniklé komplexy méni metabolické funkce buriky. Podle
okolnosti, takto postiZzena burika bud’ zanikne, nebo se zcela zotavi tim, Ze dovede vzni-
kly defekt opravit, nebo se pfeméni v buriku mutovanou a posléze se zméni (transfor-

muje) v buiiku nadorovou.”’

1. 4. Mechanismus karcinogeneze

Podstatou bezchybného ontogenetického vyvoje a diferenciace bun¢k kazdého
mnohobunécného organismu je regulace transkripce (pfepisu DNA do RNA), post-
transkripénich tprav, translace (produkce proteinii dle informace obsaZzené v DNA) a
posttranslacnich dprav. Geny kédujici proteiny, které se zapojuji do této regulace (rts-
tové faktory, receptory, proteinkinasy, transkripéni faktory), se nazyvaji protoonkogeny.
Produkty protoonkogenti oznacujeme jako protoonkoproteiny. Na regulaci bunééného
cyklu se podili také tumorové supresorové geny, jejichZ produkty plsobi jako pfirozena
,brzda“ proliferace somatickych bunék.>® K maligni transformaci buiiky dochazi v diis-
ledku mutace pfedevs§im v protoonkogenech a tumorovych supresorovych genech. Kro-
meé ptirozené vznikajicich chyb pii replikaci miZe tedy byt DNA poskozena také ptso-
benim vnéjSich faktort, jako jsou chemické karcinogeny ¢i fyzikaln{ faktory (napf.

zafeni) (Obr. 1.4.1.57).
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ALKYLACE BAZI

VYSTEPENI BAZE (alkytaéni éinidla)
(alkyla&nf Einidia) l

!

PYRIMIDINOVY DIMER KOVALENTNI ADUKT
(UV zafeni) (benzofa]pyren)

INTERMOLEKULARNI CROSS-
=LINKING (cis-platina, psoralen)

JEDNORETEZCOVY ZLOM
(bleomycin, X—paprsky)
INTRAMOLEKULARNiI ADUKT FOTOPRODUKT
(cis—platina) (UV zateni)

Vv

faktory. Poskozeni DNA miiZe byt genotoxické (kovalentni vazba karcinogenu na DNA — kova-
lentni adukty, pfiCemzZ vétsina z nich musi byt metabolicky aktivovana), dile pak epigenetické
(nekovalentni modifikace DNA, napf. pisobenim interkala¢nich ¢inidel) ¢i n€které zmény

struktury molekuly DNA (single strand break - jednofetézové zlomy, double strand break —
57
)

dvoutetézové zlomy)™® (pfevzato z
Mezi hlavni faktory zvétSujici pravdépodobnost vzniku nadort patii faktory fyzi-

kalni (radioaktivni, kosmické, UV a Rentgenovo zéfeni; nékteré druhy velmi jemnych

pevnych ¢éstic - napt. sloucenin berylia), biologické (genetické predpoklady a n€které

viry) a také faktory chemické.”’%®

Chemické karcinogeny (at’ syntetické ¢i pfirodniho piivodu) hraji v etiologii nado-
rovych onemocnéni vyznamnou dlohu. Do lidského organismu se mohou dostat z vnéj-
Stho prostredi (tfeba z pracovniho nebo Zivotniho prostfedi, jako sou¢ésti potravy nebo

jako lé¢iva).*®

Podle mechanismu plsobeni miZeme karcinogeny rozdélit do t# skupin. Prvni
skupinu reprezentuji genotoxické karcinogeny, které tvoii kovalentni adukty s DNA.
Karcinogeny druhé skupiny zptlisobuji zmény struktury molekul DNA, jako jsou jedno-
a dvoutetézové zlomy, zmény struktury DNA, které jsou vyvolany bifunkénimi Cinidly
zplisobujici tzv. ,,cross-linking* (propojeni molekul), a to ,,DNA-DNA cross-linking*

(intra-intermolekularn{) nebo ,,DNA-protein cross-linking*. Tfeti skupinou jsou epige-
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netické karcinogeny, které modifikuji molekuly DNA nekovalentnimi interakcemi. Jed-
né se napf. o interkalatory, které se vmezetuji do dvousSroubovicové struktury DNA%®

(obr. 1.4.1.)°.

Z 90 % je pusobeni chemickych kancerogenti vdzano na tvorbu kovalentnich adu-
ktli (kovalentn{ vazbu karcinogent nebo jejich metabolitl na baze nebo deoxyribosu

DNA).27'56'58

PrestoZe je vétSina modifikaci z DNA eliminovana opravnymi mechanismy, né-
které adukty Casto zplisobuji permanentni mutace v daleZitych genech kontrolujicich
rust. Dusledkem tohoto je aberantni bunéény vyvoj a kancerogenni procesy. Za klicové
pro iniciaci kancerogenese jsou povaZzovany mutace zpusobené karcinogeny v onkoge-

nech a tumorovych supresorovych genech (antionkogenech).”®

Vétsina karcinogent tvoficich adukty s DNA vyZaduje metabolickou aktivaci.
Nejdilezitéjsi enzymy, které je aktivuji, jsou monooxygenasy (oxidasy) se smiSenou
funkci lokalizované v endoplasmatickém retikulu a obsahujici hemové enzymy, cyto-
chromy P450 (CYP). V nékterych organech (tkanich) chudych na cytochromy P450 pak
tuto funkci plni samostatné plsobici hemové enzymy peroxidasy (nespecifické i speci-
fické - napt. myeloperoxidasa, laktoperoxidasa, prostaglandin H synthasa).’ 63859V akti-
vaci jinych karcinogent hraji dlohu i nékteré reduktizy (napt. NADPH:CYP reduktéza,

NAD(P)H:chinonoxidoreduktaza).>®

Karcinogenezi miZeme rozdélit do tii fazi: iniciace, promoce a progrese (obr.
1.4.2.)"". V iniciacni fazi dochazi ke zméné genetické informace normalni buriky, ktera
vede k vzniku modifikované DNA. Dana mutace bud’ miZe ztstat bez funkénich dis-
ledki na organismus po cela 1éta, nebo mtiZe byt opravena mechanismy imunitniho sys-
tému. Pokud nedojde k opraveni poruSené buiiky imunitnim syst¢émem, mizZe v dalSich
stadiich dojit k vyvoji nddoru. Promochni fdaze mize trvat i nékolik let aZ desetileti. Pro-
ces proliferace buiiky se jesté zvétSuje za pomoci promotord. VétSina promotord ma
pouze epigenetické vlastnosti a jejich icinek se proto miiZe projevit teprve po pisoben{

genotoxickych inicidtorti. VéEtSina promotort je tkanove specificka. Pfi jejich metabo-
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lismu ¢asto dochazi ke vzniku aktivnich forem kysliku, které asto vyvolavaji oxida-
tivni zmény v DNA. Poslednim stadiem karcinogeneze je progresni faze, pti které
dochazi piisobenim latek s genotoxickym t¢inkem (progresortl) k pfeméné ¢astené
kontrolovatelného riistu naddoru v riist nekontrolovatel-ny. Dochazi ke vzniku maligniho
nadoru a nékteré jeho burnky se mohou dostat do krev-niho fecisté€ a rozsifit se na jina

mista organismu a vytvafet dcefinné nadory. Tak vzni-kaji metastézy.’®>®

Modifikovana DNA Iniclace Promoce Progrese
Metabolickd
aktivace I‘?"}‘C Fixace
]
A -
~C-T @ .a..........‘
Biologicky Iniciované
EXPOZICE . G&inn4 davka bufiky Preneoplazie  Malignance
nterni dévka Nadorove onemocnéni
Detoxikace
Reaktivace Latentni obdobi (perioda)
Vylouéeni Oprava DNA
EXPOZICE EFEKT
’ »
1den 20-40 let

Obr. 1.4.2. — Schéma vicestupriové karcinogeneze. (ptevzato z ')
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1. 5. Toxicita rostlinnych ldtek

Toxicita rostlin je vZdy déna latkami v rostliné obsaZenymi. Mohou to byt né-
které kovy, které se do rostliny dostavaji spolu s vodou kofenovym systémem. Dale mo-
hou byt toxické nékteré sekundarni rostlinné metabolity, které jsou pfirozenou soucasti
rostliny.9 Toxiny byvaji charakteristické pro dany rostlinny druh, avSak n€kdy naché-
zime stejny rostlinny jed u vSech druht stejného rodu. V nékterych rostlinach nalez-
neme pouze jeden jed, v jinych nalezneme i vétsi pocet toxickych latek. Napt. u Celedi
pryskyinikovité nalezneme protoanemonin, ktery je jedinou jedovatou latkou, kterou
nachédzime v jejich extraktu. Naproti tomu v opiu ziskaném extrakci z nezralych mako-
vic se nachazi hned nékolik alkaloidd. Dale také miZeme nalézt v rostlinném extraktu
latky, které jsou bez uc¢inku a které pfi dalSim zpracovéni jen znec€isti i¢inné latky.
Mnohé G¢inné latky ztraci svoji G¢innost suSenim, a proto je potieba toxicitu dané

rostliny zjistovat z Cerstvé byliny.'"'>'

1. 5. 1. Klasifikace rostlinnych jedu

Rostlinné jedy jsou Casto ve vodé rozpustné slouceniny. Pokud rostlinny jed neni
rozpustny ve vodé, je vZidy rozpustny v ur€itych alkoholech, chloroformu, etheru ¢i ve
smési chloroformu s etherem. Jejich ptitomnost miZeme dokazat v riznych orgénech

rostlin - v natich, cibulich, listech nebo semenech.>>!1*

NejcastéjSimi G€¢innymi latkami v jedovatych rostlindch jsou zejména alkaloidy,
glykosidy, silice, terpeny, rostlinné kyseliny a toxické aminokyseliny. Tyto toxické lat-
ky zasahuji fadu Zivotné€ nezbytnych systémi daného organismu jako napf. nervovy sys-

tém, dychaci systém, ob&hovy systém, travici trakt ¢i ledviny.'®!"13

1. 5. 1. 1. Rostlinné alkaloidy

Alkaloidy jsou pfirodni dusikaté latky rozdilnych struktur a vlastnosti. V rostlin-
né i%i jsou alkaloidy hojné roziifeny a maji velice silné fyziologické u&inky."® Tato he-

terogenni skupina zahrnuje vice neZ 6000 sloucenin, které se nejCastéji vyskytuji jako
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smési latek pfibuzné struktury v riznych €astech vysSich rostlin jako napf. v semenech,
listech, kofenech ¢&i kite.'™'® Mezi vyznamnymi alkaloidy rostlinného piivodu miizeme
jmenovat napf. nikotin (obsazeny v rodu Nicotina)*, kokain (obsaZeny v rostlin€ Ery-
throxylum coca), koniin (obsaZeny v n€kterych rostlinach ¢eledi mitikovitych — Apia-
ceae), papaverin ¢i morfin (oba extrahovatelni z méaku setého - Papaver somnife-

rum)“s.

Alkaloidy lze tfidit na pravé alkaloidy, pseudoalkaloidy a protoalkaloidy. Pra-
vymi alkaloidy jsou Casto heterocyklické dusikaté baze odvozené od aminokyselin.
Pseudoalkaloidy jsou také heterocyklické dusikaté baze, avSak jejich prekurzory nejsou
aminokyseliny. Pseudoalkaloidy jsou obvykle méné toxické neZ pravé alkaloidy a jako
jejich zastupce miZeme jmenovat napt. solanin vyskytujici se v bramborech. Strukturné
jsou odvozeny od purinu nebo jsou to steroidni slouceniny. Protoalkaloidy jsou bazické
aminy odvozené od aminokyselin, av§ak dusik neni sou¢asti aromatického (heterocy-

klického) systému (napk. kapsaicin v palivych paprikach).'®

1. 5. 1. 2. Rostlinné glykosidy

Glykosidy jsou latky, jejichZ molekula je tvofena cukernou (monosacharid) a
necukernou sloZkou (tzv. aglykon). MiZeme je rozdélit do n€kolika zékladnich skupin:
kyanogenni glykosidy, glukované glykosidy, antrachinonové glykosidy, kardioaktivni

glykosidy, furanokumariny a saponiny.15

U kyanogennich glykosidu toxicitu zptisobuje uvoliiované kyselina kyanovodi-

kova. Mezi vyznamné zéstupce patii napf. amygdalin obsaZeny v mandlich."

Thioglykosidy, které v aglykonu obsahuji siru, se nejCastéji vyskytuji u rostlin
Celedi brukvovitych, napf. sinigrin. Glukosinolaty obecné pro organismus toxické ne-
jsou, avsak jejich rozkladem vznikaji 1atky se strumigennim d¢inkem - inhibuji syntézu
hormon §titné Zl4zy a pfenos jodu ve §titné Zl4ze, ¢imZ dochézi k jejimu zvétSeni aZ

nasledné poruge.'>"’
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Antrachinonové glykosidy se béZn€ pouZivaji jako projimavé drogy. Struktura
téchto glykosidl se odvozuje od aromatického uhlovodiku antracenu. Drogy obsahuji
antrachinon, ale téZ jeho redukované derivaty - antrahydrochinon, oxantron, antron a
antranol. Obsah antrachinonovych l4tek se méni v prib&hu Zivota rostliny i béhem
skladovani. V pfirod¢ bylo nalezeno né€kolik set derivatl, které se vyskytuji se zejména
v ruznych druzich plisni, jako jsou §tétickovec (Penicillium) ¢i kropidlak (Aspergillus).
Nalezneme je téZ v mnohych Celedich krytosemennych rostlin, jako jsou liliovité, feSe-
tldkové, rdesnovité ¢i bobovité. Nejvyznamnéjsi rostlinou, obsahujici antrachinonové

glykosidy, je ztejmé aloe (Aloefemx)_4,15,19

Kardioaktivni glykosidy neboli kardioglykosidy svij nazev ziskaly kvuli farma-
kologickému uc¢inku na srde¢ni sval. Jejich aglykon se vyznacuje obsahem né&jakého
steroidu. Kardioglykosidy se vyskytuji v ur€itych ¢eledich vysSich rostlin - napf. prys-
kyinikovité (Rannunculaceae), liliovité (Liliaceae), krti€nikovité (Scrophulariaceae).
Vyznamnymy kardioglykosiny obsaZzenymi v oleandru (rod Nerium) jsou oleandrin a
neriin. Tyto latky se mohou vyskytovat i u Zivo€ichi - zejména u ropuch (Bufo) a u né-

kterych druhti hmyzu.*'>"

Furanokumariny jsou piirodni obranné latky, jejichZ vyskyt byl zaznamenan
zejména v Celedich routovitych a mifikovitych. Jejich toxikologicky vyznam spocivé ve
fotosenzibilizujicich vlastnostech. Piikladem téchto latek je psoralen a bergapten obsa-

eny v celeru (rod Apium)."

Posledni skupinou glykosidu jsou saponiny, které se vyskytuji v mnoha druzich
rostlin a jsou ¢asto jedovaté pro fadu organismi. Jejich smés s vodou vytvari pénu po-
dobnou mydlové a velmi vyznamna je jejich vlastnost zpisobovat hemolyzu, tj. uvolio-
vat hemoglobin z erytrocytii. Saponiny jako toxické latky jsou popisovany u jirovce,

bramboiiku, koukolu a bfe¢t’anu, ktery obsahuje hederasaponin c.'>”
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1. 5. 1. 3. Rostlinné silice

Silice jsou slouceniny pal¢ivé chuti, pfijemné viin€. Jsou silné reaktivni a jiZ pfi
normélni teploté se vypatuji. Ve vod€ jsou vétSinou nerozpustné, ale snadno se rozpous-
ti v alkoholu. Otrava silicemi se projevuje predev§im zvySenou srazlivosti krve a respi-

raénimi poruchami."®

1. 5. 1. 4. Rostlinné toxické aminokyseliny

V ptirod¢ se vyskytuje kolem tif stovek neproteinovych aminokyselin, pfi¢emz
mnoho z nich je pro lidsky ¢i zviteci organismus toxickych. Vysok4 produkce téchto
aminokyselin je v hrachoru (kyseliny o—x-diaminomaseln4 a oi-amino-f3-oxalylamino-
propionovd) a v bobovitych rostlinach (kanavanin, B-kyanoalanin, 3,4-dihydroxyfenyl-
alanin). N¢které proteiny a peptidy uvoliuji toxické aminokyseliny enzymovou hydro-
lyzou v travicim traktu, jako je tomu napf. u ricinu (ze semen skotce) €i fasinu (z Celedi
bobovitych). Pfimy antagonismus ovliviiuje prichod aminokyselin pfes buné¢né mem-

. . .. . . . .o 11,19
brany, aktivaci a inkorporaci aminokyselin do molekul proteina.

Mnoho aminokyselin vdZe v organismu zameénit selen za siru. Intoxikace poté

vznik4 kumulaci selenu v organismu."*

1. 5. 1. 5. Rostlinné kyseliny

Mnoho rostlinnych kyselin lidstvo hojné vyuZziva jiZ odpradavna. Jsou to pte-
devsim kyseliny ziskané z fady plodii kulturnich rostlin (kyselina malonova, vinn4, cit-
rénov4, askorbova), které jsou dileZitou soucasti potravinaiské vyroby. Avsak nékteré
rostlinné kyseliny mohou vyvolavat intoxikaci, kterd v§ak nemusi souviset s jejich ky-
selou povahou. V lidském organismu jde pfedev§im o kyselinu oxalovou (§tavelovou) a

jeji ve vodé rozpustné soli, jako je oxalat sodny, draselny a amonny.'>*
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1. 5. 1. 6. Terpeny

Terpeny je mozné formalné€ chépat jako oligomery uhlovodiku isoprenu (2-
methyl-1.3-butadien) sestavované pravé z jeho jednotek (C5). Odtud je odvozen jejich
nazev - isoprenoidy. Podle poctu téchto zdkladnich jednotek je délime na monoterpeny
(C10, 2 isoprenové jednotky), seskviterpeny (C15, 3 isoprenové jednotky), diterpeny
(C20, 4 isoprenové jednotky), sesterpeny (C25), triterpeny (C30), a tetraterpny (C40).
Terpeny tvoii zéklad esencidlnich (éterickych) oleju, které jsou ziskdvany z rozmani-
tych rostlinnych materiall a jsou cenény jako zdroje aromatickych latek. Desetiuhlikaty
fetézec Ci skelet monoterpenu umoziuje nepfeberné strukturni kombinace, a tim i varia-
bilitu ve vlastnostech té€chto latek vcetné jejich viini. Mezi vyznamné terpeny patii napf.
limonen, geraniol, mentol, kafr, citrusovy olej (monoterpeny) ¢i vitamin A (retinol), ta-
xol, ginkolide (diterpeny)."> Nékteré z téchto latek jsou Zivogichtim &i rostlindm uZiteg-
né, avsak jejich nadméma koncentrace miZe zpisobovat rozli¢né obtiZze z poCatku se

s

projevujici maltnosti a kfeCovymi stavy, a u né€kterych jedinct konéi aZ smrti.
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1. 6. Aristolochové kyseliny

1. 6. 1. Rostlinné jedy z rodu Aristolochia a jejich ucinky na lidsky

organismus

Rostlinné jedy nachézejici se v rodu Aristolochia byly odeddvna pouZivany

v pirodni medicin&.*' Napf. podraZec kfovistni byl Gasty v lécich pro podporu men-
struace, kde byl ptitomen spolu s jablecnikem obecnym, konitrudem lékatskym, libec-
kem lékafskym, mésickem lékafskym, omanem pravym, pelyfikem ¢ernobylem, routou
vonnou, rozmarynou lékatskou, febiickem obecnym, sporySem lékatskym ¢i tfezalkou
teckovanou. Odvar z téchto bylin pomahal proti neptijemnym kife¢im, ale téZ pomahal
Zenam v prechodu prekonavat jeho nepiijemné projevy. Déle byly tyto latky v lidovém
1éCitelstvi pouzivany jako emetikum (l4tka vyvolavajici zvracenf), diuretkum, pii 1é¢bé
onemocnéni jater, Zloutence nebo proti vodnatosti. Pfipravovaly se z nich ,tinktury* a
masti pro 1é€bu bércovych viedu, proti kie¢im v nohou, revmatismu, srde¢nimu invar-
ktu, zénétu plic ¢i riznym jinym zanétim. Téhotnym Zenam byl €asto podrazec poda-
van jako prevence pied krvacenim do péanve, avSak pouze kratkodobé a v malych dév-

kach, nebot’ vys$3i davky zvySovaly nebezpedi potratu. 2%

1. 6. 2. ZaFazeni rostlin rodu Aristolochia do biologického systému**

Rise: Plantae Rostliny

Podfrise: Cormobionta Vys8i rostliny

Oddéleni: Magnoliophyta Krytosemenné rostliny

Trida: Magnoliopsida ,»Bazélni* dvoudéloZné rostliny
Rad: Piperales Peptovnikokvété

Celed: Aristolochaceae Podrazcovité
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1. 6. 3. Klasifikace cCeledi Aristolochaceae

Do celedi Aristolochiaceae se fadi asi 10 rodl roz-
liené do 400 druhii. V Ceské republice najdeme rody
podraZec a kopytnik. Rizné zastupce rodu Aristolochia
nalezneme po celém svété. Velmi Casty je v Evropé,

v Malé Asii a v Asii. V Evropé jej nachdzime i na severu
Anglie a jihu Svédska, kde ale nenf piivodni. Objevuje se

v polohéch od niZin do horského stupné. >

Obr. 1.6.1 Aristolochia clematis — podraZec kfovistni

V celedi nalezneme popinavé byliny nebo kefe (v tropech i lidny). Rostliny maji
jednoduché rapikaté listy bez palisti, které ze stonku vyristaji stfidave. Jejich Zilnatina
je dlanité zpefena. Oboupohlavni kvéty jsou soumémné, tvofené kalichem a korunou ne-
bo okvétim rozmanitych tvart. Ty¢inek je bud’ Sest (rozmisténé ve dvou kruzich po
ttech) nebo mnoho (n€kdy sriistaji s pestikem). Semenik je spodni, srostly ze Ctyt aZ

Sesti plodolisti. Plody jsou nazky nebo tobolky.>*?

Aristolochové kyseliny dfive pouZivané k farmakologickym G¢eliim se nejCastéji
extrahovaly z druhi Aristolochia clematis (obr. 1.6.1), Aristolochia fanli a Aristolochia

. .45
manschuriensis.

1. 6. 4. Aristolochové kyseliny a jejich chemickd klasifikace

V extraktech rostlin rodu Aristolochia (obr. 1.6.1) bylo nalezeno pét derivata
aristolochovych kyselin, které jsou oznaovany jako smés piirodnich aristolochovych
kyselin. Nejvice jsou zde zastoupeny dvé slouceniny - aristolochové kyselina I (AAI) -

cca 65% a aristolochové kyselina II (AAII) - cca 35%.! (obr. 1.6.2).

Systematicky jsou tyto kyseliny oznacovany jako 8-methoxy-6-nitronafto[2,1-g]

[1,3] benzodioxole-5-karboxylova kyselina (AAI)6 a 6-nitronafto[2,1-g][1,3]benzodi-
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oxole-5-karboxylové kyselina (AAII). Tyto latky obsahuji tfi benzenova jadra, uspofa-

dan4 do struktury fenantrenu.

V piipadé AAI jsou na fenantrenovém skeletu navazany v pozici jedna karbo-
xylova skupina, v pozici deset nitroskupina a v pozici osm methoxy skupina. Jedno
z benzenovych jader je kysliky spojeno s dal§$im uhlikem. AAII se od AAI strukturné

1181 pouze substituci v poloze osm, kde je misto methoxy skupiny vodik (obr. 1.6.2.)

Molekulova hmotnost® AAI je 341,27 [g/mol] a jeji suméarni vzorec je
C,7H;;NO;. Molekulova hmotnost® AAII je 310,24 [g/mol] a jeji sumarni vzorec je
C16HoNOg.

AAl AAll

o COOH o COOH
<o O‘ NO, <o O‘ NO,
: OCH,4 C

Obr 1.6.2. Chemické vzorce aristolochovych kyselin: AAI - aristolochovd kyselina I a AAIl —
aristolochovd kyselina Il

1. 6. 5. Karcinogenita a nefrotoxicita aristolochovych kyselin

Ptirodni smé&s aristolochovych kyselin je nefrotoxicka a karcinogenni, jak po-
tvrzuji klinické testy na hlodavcich®°. At byly aristolochové kyseliny podavény po-
kusnému zviteti ordlni ¢i intraperitonedlni cestou, byl pozorovan vyvoj tumord v led-
vinné kure, ledvinné panvi¢ce i mocovém meéchyti. Pti ordlnim podani se setkavame i
s tumory v hornich €astech travici soustavy. V n€kolika piipadech byly nalezeny i né-

dory lymfatického systému.m

Pfi redukci aristolochovych kyselin vznika reaktivni cyklicky N-acylnitreniovy

ion, ktery ma delokalizovany pozitivni naboj. Tento karcinogen se vdZe na DNA, a to
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hlavné na exocyklické aminoskupiny purinovych nukleotidd. Takto vznikaji adukty

s deoxyadenosinem (dA-AA ) a deoxyguanosinem (dG-AA I).*” Pievl4dajicim aduk-
tem tvofenym aristolochovymi kyselinami na DNA in vivo je dA-AA I, jehoZ dlouh4
doba perzistence je zasadni pro iniciaci karcinogeneze jimi vyvolané. Tento adukt byl u
pacientll nalezen jako perzistentni 1éze, vedouci k mutaci A-T.%* Tato mutace byla na-
lezena v tumorech v kodonu 61 onkogenu H-ras u potkant a tumorovém supresoru p53

u ¢lovéka po vystaveni plisobeni AAL

1. 6. 6. Metabolismus aristolochovych kyselin

Metabolismus aristolochovych kyselin byl studovidn v mnoha rtiznych Zivocis-
nych druzich a studie zahrnovaly jedince obou pohlavi daného druhu. Metabolismus
AA byl studovan ze dvou riznych hledisek. Z hlediska aktivacni cesty jejich metabolis-

mu a cesty detoxikacni.
Zakladni metabolicka cesta aristolochovych kyselin je nitroredukce. Vznikaji-

cimi metabolickymi produkty jsou aristolaktamy I a II, které je moZno nalézt v mo¢i i

vykalech pokusnych zvitat jak v konjugované tak nekonjugované formé (obr 1.6.3).
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Obr. 1.6.3. — Metabolismus aristolochovych kyselin I a Il (ptevzato z*° a upraveno)



1. 6. 6. 1. Metabolicka aktivace aristolochovych kyselin

Jak jiz bylo uvedeno vyse (kapitola 1.6.5., 1.6.6.), aktivace aristolochovych ky-
selin na ,,ultimalni* (okamZité) toxikanty (karcenogeny) probiha redukéni cestou za
vzniku aristolaktamu I a aristolaktamu II. Béhem redukce obou kyselin (AAI 1 AAII)
dochézi ke vzniku reaktivniho cyklického acylnitreniového iontu, ktery se vdze na DNA
a vytvaii dva majoritni adukty. Tento vysledek byl pozorovén jak v experimentech in
vitro, tak in vivo. Jedna se o adukty s deoxyadenosinem a deoxyguanosinem, jmenovité
[7-(deoxyadenosin-N6-yl)aristolaktam (dA-AA)a 7-(deoxyguanosin—N2—yl)aristolaktam
(dG-AA)](obr. 1.6.4.). Efektivné;si tvorba aduktl je produkovéna aristolochovou kyse-
linou 1.>*¢' K detekci a identifikaci aduktt tvofenych aristolochovymi kyselinami byva
vyuzita vysoce senzitivni Randerathova metoda (32P-post1abelling), jejimz prostrednic-
tvim byl odhalen i vztah mezi perzistenci aduktid a karcinogennim G¢inkem aristolocho-

vych kyselin.®'

Na rozdil od doby ptetrvani aduktu 7—(deoxyguanosin-Nz-yl)-aristolaktamu I
v DNA ruznych orgént laboratornich zvitat (laboratornich potkant), (obr. 1.6.4.), ktera
nebyla del$i nezZ dva tydny, perzistence aduktii s deoxyadenosinem (dA-AAI) byla dlou-
hodoba.*>®' Tato skute¢nost signalizuje, Ze dlouhodobé perzistence deoxyadenosinové-
ho aduktu miiZe byt kritickym prekarcinogennim stavem, 1ézi v DNA, ktera je zodpo-

védna za iniciaci karcinogeneze vyvolané aristolochovymi kyselinami.

Adukt dA-AAI byl nalezen téZ jako perzistentni 1éze zplisobujici mutaci tumor
supresorového genu p53 [mutace AAG — TAG v kodonu 139 (Lys —Stop) v exonu 5]
v lidském organismu u pacientl trpicich Nefropatii zplisobenou aristolochovymi kyse-
linami® a Balkanskou endemickou nefropatii 3581 (dale 163 kapitoly 1.7.1 a 1.7.2,

obr.1.6.5.)
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Obr. 1.6.4. — Metabolicka aktivace a tvorba DNA adukti z aristolochovych kyselin. (pfevzato a

uplaveno z%)
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TCC - karcinom z pifechodnych bunék
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Obr 1.6.5. Grafické zndzornéni poctu transverzi AT-TA v DNA pacientu trpicich BEN (prevzato

a upraveno z**)

Metabolick4 aktivace AAI je katalyzovédna cytochromy P450 podrodiny 1A,

NAD(P)H-chinonreduktazou, NADPH cytochrom P450 reduktidzou a nékterymi pero-

xiddzami (napf. cyklooxygenazou — COX) (Obr.1.6.6.).
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aktivace xanthinoxidasa
lidskymi NADPH:CYP reduktasa
enzymy CYP1A1, 1A2

metabolicka l NQO1

CcOX

DNA bunék
mo&ového
traktu

AAG — TAG v kodonu 139
Lys — Stop v exonu 5

mutace
vl
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Obr. 1.6.6. Iniciace nddorovych procesii vyvolanych aristolochovou kyselinou I v lidském
organismu: Pomoci NQO1, COX, CYP a NAD(P)H:chinonoxidoreduktazy dochazi k aktivaci
AAIna dA-AAl, ktery je prekarcinogeni 1ézi v DNA. NQO1=NAD(P)H:chinonoxidoreduktaza;
CYP=cytochrom P450; COX=cyklooxygenasa (prostaglandin H synthasa)*’
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1. 6. 6. 2. Detoxikacni metabolismus aristolochovych kyselin

Pii detoxikaci, kterd probiha pievazné v jatrech, dochézi nejen k vylouceni to-

xinu z organismu, ale miZe dojit i k aktivaci n¢kterych toxinu.

Produktem detoxika¢niho metabolismu AAI je ptedev§im metabolit AAla, ktery
vznika demethylaci AAI (obr. 1.6.3.). Tento chemicky proces je katalyzovan oxidaci
cytochromy P450 (CYP).%

Metabolické studie dale prokazaly, Ze hlavnimi redukénimi metabolity aristo-

lochovych kyselin jsou aristolaktam I a aristolaktam II (obr. 1.6.3. a 1.6.3.).

1. 6. 6. 3. Enzymy ucastnici se metabolismu aristolochovych kyselin

1. 6. 6.3. 1. NAD(P)H:chinonoxidoreduktaza

NAD(P)H:chinonoxidoreduktaza (DT-diaforasa, NQO1), pattici mezi oxi-
doreduktéazy katalyzuje redukci fady substrati. Detoxikuje reaktivni chinony a chino-

niminy na méné toxické hydrochinony, které maji antioxida¢ni u¢inek.

V piedchozich studiich bylo zji§téno, Ze aktivita tohoto enzymu byva zvysena v
nadorovych buiikach.** NAD(P)H:chinonoxidoreduktéza je také uc¢inngj$i za anaerob-

nich podminek, které jsou typické pro maligné transformované buiiky.*

1. 6. 6. 3. 2. Cytochrom P450

Pojmem cytochrom P450 (CYP) je oznacena velk4 skupina (,,super* rodina)
enzymii obsahujicich ve své molekule hem.®® Jméno je odvozeno od charakteristické
vlastnosti enzymi této skupiny, kterou je VIS absorpéni maximum pii 450 nm, pokud
jsou v re-dukovaném stavu v komplexu s oxidem uhelnatym. Fylogeneticky se jedna o
velmi sta-ry systém, ktery je konkrétnimi enzymy zastoupen u vSech Zijicich organismd.

Kromeé oxidace a redukce Sirokého spektra exogennich latek se také podileji na
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biosyntéze a metabolismu endogennich sloucenin jako jsou cholesterol, steroidni
hormony, Zlu¢ové kyseliny. Ugastni se i oxidaéniho metabolismu mastnych kyselin a

dalgich latek.%’

Tyto enzymy jsou zodpovédné za reakce 1. faze biotransformace cizorodych che-
mickych latek, které mohou vést k detoxikaci ¢i aktivaci danych latek. Tato faze byva
nékdy nazyvéna té derivatiza¢ni.®*® PHi prvni fazi biotransformace dochazi ke vnaseni
polarni skupiny ¢i skupin do skeletu lipofilni chemikalie. MuZe téZ dojit k demaskovéani
jiz pfitomnych funkénich skupin v molekule. Reakce patfici k prvni fazi biotransforma-
ce jsou vétSinou oxidaéni (hydroxylace, dealkylace, deaminace), nékteré ovsem také
probihaji redukénim mechanismem (napf. nitroredukce, azoredukce). Reakcf se tyto en-

zymy Gcastni spolu s jeho reduktazou (NADPH:CYP reduktaza). 68,69

V lidském téle jsou cytochromy P450 ptitomny pifedevSim v jatrech, av§ak vy-
znamné jsou jejich hladiny téZ v plicich, ledvinich, tenkém stfevé, kiiZi, mozku nebo
nadledvinkéch. V ramci buriky jsou lokalizovany v membrané hladkého endoplazmatic-

kého retikula, a nebo méné ¢ast&ji v membran& mitochondrii.’

Cytochrom P450 se dé€li na rodiny (40% shoda sekvenci), podrodiny (55% shoda
sekvenci) a na konkrétni enzymy. Oznacéeni konkrétniho enzymu z rodiny P450 se tedy
sklada ze zkratky CYP, nésledované arabskou &islici oznacujici rodinu, velkym pisme-

nem pro podrodinu a dal$i arabskou ¢&islici pro oznaceni konkrétniho enzymu, napf.

CYP3A4.8

V lidském genomu se doposud podafilo identifikovat 57 genl pro ruzné izofor-

my CYP, které 1ze zaradit do 18 rodin a 43 podrodin.70

V piipadé AAI existuji diikazy, Ze cytochromy P450 podrodiny 1A mohou v je-

Jich metabolismu hrat vyznamnou ulohu. A to jak v jejich detoxikaci, tak i aktivaci.'°
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Obrazek 1.6.3. shrnuje metabolismus AAI v¢etn€ enzymt, které na tomto meta-

bolismu participuji.

hepatic
CYPs

CYP1A
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Obr. 1.6.3. - Metabolické cesty AAI (prevzato z%)
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1. 7. Nefropatie jako ledvinné onemocnéni

Jak je definovédno ve Velkém lékafském slovniku z roku 2004, ,,nefropatie je
obecné oznaceni pro nezdanétlivé onemocnéni ledvin. Mezi nejdiileZitéjsi patfi napr.
Balkanska nefropatie (kapitola 1.7.1.), diabetickd nefropatie (jedna z chronickych kom-
plikaci pFi diabetes mellitus), epidemickad nefropatie (zpiisobend viry rodu Hantavirus),
hypokalemickd nefropatie (k poskozeni ledvin dochdzi v souvislosti s nizkou koncentracit
drasliku v krvi), IgA nefropatie neboli Bergerova nemoc, myelomova nefropatie (vznik
pFi myelomu), odlitkovad nefropatie (komplikace myelomu s ireverzibilnim poskozenim
ledvinnych funkci) ¢i refluxni nefropatie (vznikd p¥i vesikoureterdlnim refluxu moci

v z v ’ v v o A “8
Z mocového méchyre do mocovodu a ledvin).

Nefropatie mohou byt zptisobeny mnohymi podnéty, napt. krystalovou artropatii
(dna), infekci v okolnich organech, chronickym poSkozenim mocovych cest, metabolic-
kymi poruchami (napt. amyloidéza — vylu¢ovani patologické bilkoviny v korovych ¢és-
tech ledvin) nebo toxickymi chemickymi latkami, které jsou pfitomny jak v potravé, tak

1 v okolnim prostredi.

V Africe se napt. poSkozeni ledvin vzniklé v souvislosti s uzitim herbalni medi-
ciny podili aZ na 35 % vSech ptipadl akutniho selhani ledvin. Velmi €asto se kamenem
Urazu stava vysoky obsah drasliku ¢i tézkych kovi, které se do rostlin dostdvaji z vnéj-
Stho prostiedi. Také muzZe dojit k interakci s latkami obsazenymi v trvale uZivanych 1é-

cich.

Poskozeni mocovych cest rostlinnymi toxiny miZeme posuzovat ve dvou rovi-
néch. Bud’ mizZe dojit po poZiti rostlinné latky k poSkozeni plné funkéniho organu, ne-
bot’ v tubularnich ¢astech mocovych cest dojde k zachytu toxint, nebo k vychytavani

$kodlivin v dfeni ledvin.”!
Existuje mnoho nefropatii, avSak v pfedklddané bakalarské praci se budu zaby-

vat hlavné Balkanskou endemickou nefropatii (BEN z angl. Balkan Endemic Nephro-

pathy) a nefropatii zpisobenou aristolochovymi kyselinami (AAN z angl. Aristolochic
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Acid Nephropathy) diive oznaovanou jako nefropatie vyvolané ¢inskymi bylinami
(CHN z angl. Chinese Herbs Nephropathy).

1. 7. 1. Balkdnskd endemicka nefropatie - BEN

Velky l€katsky slovnik z roku 2004 uvadi, Ze ,,Balkdnska nefropatie je chronic-
ké onemocnéni ledvin typu tubulointersticialni nefritidy vznikajici v nékterych oblastech
Balkdnu, zejména v okoli dunajské niziny, popFipadé aZ v Recku. Pfedpokldda se toxic-
ké pusobeni nékterych endemickych ldatek nap¥. ochratoxinu A. Jinou predpoklddanou
DFic¢inou je infekce viry Coxsackie. Nemoc se projevuje téZ heaturii a anemii, nevysky-
tuji se edemy ani hypertenze. V oblasti papil byva atrofie tubulu a intersticidlni skleré-

za, relativné castéji se nachdzeji tumory vyvodnych cest moc’ovych.“8

Ledviny jsou pii této nemoci velmi malé, nebot’ atrofuji. V. mnohych ptipadech

se jejich velikost miiZze pohybovat mezi 2 a 3 cm a jejich hmotnost kolem 50 g

Tato choroba byla poprvé popsana v roce 1956. Deset let pred timto datem si za-
¢al mistni 1ékar Dr. Tatchev v severozdpadnim Bulharsku v§imat zna¢ného rozsiteni
onemocnéni ledvin v oblasti zvané Vratza. Tatchev proto v priibéhu let 1950 az 1954
zaznamenaval podrobné anamnézy téchto pacientt a byl tak prvnim, ktery si v§iml né-
padného vyskytu tohoto onemocnéni v uréitych lokalitdch, napt. v celych vesnicich, ur-
¢itych rodinéch ¢i dokonce i jednotlivych domécnostech. Toto onemocnéni pojmenoval
podle mista vyskytu jako Vratzskou endemickou nefritidu (Endemic Vratza nephritis).
V roce 1956 bylo toto onemocnéni oficidlné uznéno jako nové ledvinné onemocnéni.
Avsak rok po prvnim publikovéani popisu priibéhu nemoci se objevil novy pfipad, a to
v sousedni zemi - Jugoslavii. Nemoc vykazovala identicky klinicky a epidemiologicky
fenotyp jako Vratzska endemicka nefritida, ale pacienti nepochéazeli z oblasti Vratza a
ani do ni nikdy nezavitali. A v roce 1961 byl popsén prvni piipad obdobné nemoci

. . 2
v jiné zemi - Rumunsku.’

Z téchto diivodi se v roce 1965 na spole¢ném setkani odbornici z WHO dohodli,

a nasledné dva roky nato odbornici z CIBA Foundation tuto dohodu potvrdili a defini-
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tivné registrovali tuto nemoc pod nazvem Balk4nskd endemicka nefropatie (Balkan

Endemic Nephropathy, BEN). >

Geografické vymezeni oblasti vyskytu Balkanské endemické nefropatie je zna-

zornéno na obrazku 1.7.1.%

naje, a to jak v bezprostfedni blizkosti feky tak v okolnich horéch.>

Lze fici, Ze od oficidlniho popisu této nemoci v padesétych letech dvacatého sto-
leti se region vyskytu BEN téméf nezménil. Mnohé vesnice, které byly touto nemoci
postiZeny, jsou ji postiZeny i nadéle, zatimco mnohé nové€ vystavéné vesnice i mésta na-

chazejici se &asto v blizkosti postiZenych vesnic uZ postiZeny byt nemusi.>*
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V soucasnosti je registrovano vice nez 25000 pacientd, ktefi trpi BEN. Bereme-li
vsak v potaz i piipady rannych ptiznakii nemoci, je nutné uvazovat o vice nez 100 000
postizenych osob!** Jednim z problémi odhaleni, zda pacient trpi BEN, je mimo jiné i

dlouh4 doba plného propuknuti této nemoci.>

Pribéh choroby je napadné podobny ,,Nefropatii vyvolané aristolochovymi ky-

selinami“.*?

Pti¢ina Balkanské endemické nefropatie neni doposud vysvétlena. Za piivodce
BEN bylo povazovidno mnoho faktort, které jsou specificky svdzané s danou lokalitou.
Jedna z hypotéz pocita téz s aristolochovymi kyselinami jako pivodci této choroby.
Rostlinné extrakty ¢eledi Aristolochaceae byly odjakZiva pouZivany obyvateli téchto
oblasti v lidovém lécitelstvi, které rostou volné v obilninach péstovanych v téchto oblas-
tech. Jejich zbytky byly nalezeny i v sypkach.*>?® Je tedy velice pravdépodobné, Ze
mistni obyvatelé dlouhodobé pouZivali mouku z obilovin kontaminovanych semeny
téchto rostlin. Zcela neddvno byla tato hypotéza siln€ podpofena nalezem aduktu aris-

tolochovych kyselin v DNA vzork ledvin u pacienti s BEN z Chorvatska a Srbska.**

Enzymy metabolizujici karcinogeny jsou kédovany geny, které mohou existovat ve vice
,»variantnich formach* nebo se u nich miiZe vyskytovat polymorfismus. Z tohoto jevu
vyplyvaji rizné aktivity genovych produktd. Z vysledki praci Smithe, Stanleyho a Sima
vyplyva, Ze pravé genetické variace v genech kédujicich biotransformaéni enzymy jsou

o1 ~:o s NP s : 4
dalezitym faktorem ur€ujicim riziko rakoviny. 0

Dalsi hypotézou etiologie BEN je ptisobeni ochratoxinu A. Ochratoxin A je my-
kotoxin, ptitomny v nékterych potravinéch, které jsou v téchto oblastech konzumovany.
Samoziejmé je nutné brat v Gvahu i genetické faktory jako je napf. geneticky polymor-
fismus enzymi metabolizujicich xenobiotika v&etné aristolochovych kyselin, popifipadé

podmin&né defekty imunitniho systému.*
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1. 7. 2. Nefropatie vyvolanad aristolochovymi kyselinami - AAN

Nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinami (AAN) diive oznafovana jako
Nefropatie vyvolana ¢inskymi bylinami byla poprvé popséna v Belgii v roce 1993. Po-
Catkem devadesatych let dvacatého stoleti se mnoho Zen zapojilo do 1é¢ebného progra-
mu zaméfeného na redukci jejich télesné hmotnosti na jedné bruselské klinice, ktera po-
dobné odtucnovaci kiry s dobrymi vysledky provozovala jiZ od roku 1975.4* Dieta
byla zaloZena na intradermaélni aplikaci eufyllinu s extraktem z arty¢oku a pilulky
obsahujici fenfluramin, diethylpropan, meprobamat, ,,Pankreas powder* (pankreatin),
,L.aminaria powder* (extrakt z moiské fasy Laminaria), ,,Cascara powder* (extrakt
z kliry stromu Rhamnus purschia), extrakty z chaluh a acetazolamid. VSechny tyto latky
byly kombinovény ve dvou typech kapsli a jedné injekce, které byly vzdjemné indiko-
vany pacientkam. Injekce byla aplikovédna jednou tydné intradermdlné¢ a tablety byly po-
davany oralné 3krat denné. Od kvétna 1990 byly né€které sloZky 1é€ebné kliry nahrazeny
extraktem z rostlin rodu Beladonia a dvéma bylinami dovezenymi z Ciny. Diky novym
bylindm mélo dojit k rapidni zméné programu redukce té€lesné hmotnosti. Hlavni sloz-
kou té€chto ptipravkl méla byt rostlina Han Fang Ji (kofen Stephania tetrandra) a Hou

Po (kira z rostliny Magnolia officinalis).*>>!

Dieta méla spoc€ivat ve vyuZiti alkoloidu
tetrandrinu z rostliny Stephania tetrandra, ktery byl v ¢inské tradi¢ni mediciné€ €asto
uZivan a patfil mezi tzv. ,,doméci I€ky*. NaneStésti v tabletach pozivanych pacientkami
nebyl v8ak tetrandrin nalezen.*’ Doglo zde totiZ k zaméné rostliny Stephania tetrandra
za bylinu rodu Aristolochia. Zdména byla nejspi$ zptisobena podobnosti nazvl téchto
rostlin v ¢instiné. Ty se totiZ ¢insky jmenuji Han Fang Ji (Stephania tetrandra) a Guang

Fang Ji (Aristolochia sp.).“z"”4

Redukéni ktife se podrobily pouze Zeny. Proto z po¢éatku nebyl prokdzan Zadny
muzZsky pacient postiZeny touto chorobou. V pozdégjsich studiich byly zji§tény podobné
nefropatie i v jinych zemich jako napf. ve Francii, Anglii, §panélsku, USA, Japonsku ¢i

Cin&.® V t&chto zemich byla choroba prokézéna i u muZskych pacientd.>

Veék pacientek trpicich chorobou v Belgii se pohyboval mezi 23 a 65 lety. 5%

z nich postihla nefropatie zpisobena aristolochovymi kyselinami. U vétSiny pacientek
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doslo k selhani ledvin 1é¢enou dialyzou, kterd vSak €asto koncila transplantaci ledvin.
BohuZel ani tento zdkrok nemél kladny vysledek.”' U mnohych téchto Zen patologicky
proces stéle pokraduje, vznikaji nové nadory mogovych cest> a nane§tésti se k nim pfi-
dévaji i dalsi poskozeni jako napt. poskozeni srdce. Toto poSkozeni chlopni srdce miZze
byt zpisobeno kombinaci pisobeni AA s riiznymi léky na podporu chorobného nechu-
tenstvi, které n€které pacientky uZivaly pfed nastupem do programu na redukci jejich
hmotnosti.>® Na obrézcich 1.7.2. — 1.7.6. jsou uvedeny histologické snimky riiznych

poskozeni ledvin provazejicich AAN.*"**

Obr. 1.7.2. - Rosi¥end atrofie cortexu (C) zahrnujici Bertiniho iitvary (B) dolu k
ledvinovému uzliku u pacientky trpici AAN. Lze vidét nepatrny zdsah pyramidovych bunék (M).
(HE,x 4). (pfevzato z 54

Obr. 1.7.3. - Mirné atypickd hyperplasie ledvinové pdanvicky. Rez ledvinnou tkani pacientky
trpici AAN (HE, x 560). (prevzato z **)
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Obr. 1.7.4. - Extensivni skleroza vnéjsiho a vnitniho kortexu ledviny. Snimek ledviny

pacientky trpici AAN. (HE, x 50). (pfevzato z 54

N

i 4
4 A

Obr. 1.7.5. — Fibrozni ztlusténiny intimy (cévni vystelky), zejména interlobuldrnich tepen. Je
patrnd intersticidlni skleréza a tubuldrni atrofie. Sonograficky snimek ledviny pacienta trpiciho

AAN. (HE x 280). (pfevzato z **)
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Obr. 1.7.6. - (A) Porovndni normdlnich ledvin (vlevo) a atrofovanych ledvin s degradovanym
kortexem zpusobené AA (vpravo). PostiZzené ledviny pochdzeji od 47-leté pacientky postiZené
AAN po dvouletém uZivani rostlinnych ptipravki. (odhad - 374 g kumulovanych AA). (B) Bi-
opsie ledvinné tkdn€ 49-leté pacientky trpici AAN. Kreatininova clearence byla sniZena na 37
ml/min. Normaln¢ by se kreatininova clearence méla pohybovat v rozmezi 8,84 - 15,91
mmol/den.>® Rok po redukéni kiife obsahovaly jeji ledviny 186 g kumulovanych AA a béhem
dalSich 13 mésict se objevila rozsahla interstitidlni fibr6za, mnoZstvi zanétlivych bunék, ale

neporuseny glomerulus. (HE x 100). (pfevzato z*"

Existuji vSak stale otdzky, na které je potfeba najit odpovéd’: Proc se tato cho-
roba projevila asi jen u 5 % pacientek? Je mozné, Ze u n¢které z nepoSkozenych paci-
entek existuji procesy, které zabranily vzniku nddori? Na tyto otazky jist€ odpovi ne-

ustale probihajici vyzkum této choroby
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2. Cil bakalarské prdce

Cilem predkladané bakalafské prace byla predevsim literarni reSerSe poznatki
tykajicich se latek plisobicich jak nefrotoxicky tak karcinogené. V experimentélni Casti
pak byl sledovan metabolismus aristolochové kyseliny I (AAI), konkrétné jeji detoxi-
ka¢ni metabolicka cesta. Pti praci byly pouzivany mikrosomy (MS) z jater potkant pre-
medikovanych induktory riznych cytochromii P450 . Za jejich katalyzy byl sledovan

vznik demethyla¢niho metabolitu aristolochové kyseliny Ia (AAla).

Bakalatska prace vznikla za podpory granti GACR (303/09/0472) a
MSMT CR (MSM0021620808).
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3. Materidl a metody

3. 1. PouZity materidl a chemikdlie

PouzZity material a chemikalie pochézeji z téchto zdroju:

e Chemopetrol, Ceska republika - suchy led

e Lachema Brno, Ceska republika - KH,PO,4, MgCl,, kyselina
octova, methanol

e Linde, Ceska republika - kapalny dusik

e Merck, Némecko - acetonitril

o Penta, Ceska republika - ethylacetit

e Sigma, USA - glukosa-6-fosfat, glukosa-6-fosfat dehydrogenasa,
triethyl-aminacetat (TEAA), NADPH

¢ Velaz, Ceska republika - laboratorni potkani kmene Wistar

e AAI sodna sl - dar; Némecké centrum pro vyzkum rakoviny
v Heidelbergu

e Jaterni mikrosomy izolované z potkant premedikovanych
induktory jednotlivych izoforem CYP i mikrosomy izolované
z potkant kontrolni byly izolovany v laboratofi katedry

biochemie PfF UK

3. 2. Pristroje

e Automatické mikropipety - Nichipet EX (Japonsko)

e Centrifuga - Microcentaur MSE, Sanyo, dhlovy rotor (Velka
Britanie)

e Inkubator - Thermomixer Eppendorf Compaq Eppendorf
(Némecko)

e pH metr - ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou (USA) —
kalibrace piistroje pomoci standarda Hamilton (Svycarsko)

e Sonikator — ELMAsonic E 30 H, P-Lab (Ceska republika)
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¢ Spektrofotometr - Hewlett Packard E8453 (USA)

¢ Systém HPLC - pumpa: Dionex pump P580; ASI-100
Automated Sample Injector; UV/VIS Detector UVD 170S/340S
(USA); Degasys DG-1210 Dionex; termobox pro kolonu:
COLUMN OVEN LCO 101; Kolona Macherey-Nagel, Nukleosil
100-5 C18HD, 4x250 mm (Némecko); program Chromeleon™
6.11 build 490

o DalSi pFistroje — analytické vahy PESA 40SM-200A
(Svycarsko); termostatovi lazeri KL1 (Laboratorn{ piistroje

Praha), Mikroshaker type ML-1

3. 3. Metody

3. 3. 1. Popis metody HPLC

Metoda HPLC je jednou ze zékladnich separa¢nich a soucasné analytickych me-
tod. Tato Ctytfi pismena jsou zkratkou High Performance Liquid Chromatography neboli
vysokoud¢innd kapalinova chromatografie. Metoda HPLC byla vynalezena v sedmdesa-
tych letech minulého stoleti a béhem nékolika let ziskala zna€nou popularitu mimo jiné
diky své schopnosti separace velmi podobnych (strukturné blizkych) sloZek smési. Bé&-
hem osmdesatych let minulého stoleti se zac¢ala tato metoda kombinovat s jinymi diive
JiZ pouZivanymi metodami a jeji vyhodnocovéni bylo svéfeno pocitaci. Snadna automa-
tizace a spojeni s pocitaem poskytlo HPLC dalsi vyhodu pii pouziti v laboratofi oproti
Jjinym separa¢nim metoddm. Metoda HPLC ma Siroké spektrum vyuZiti - miiZeme se
s ni setkat v béZné laboratorni praxi, kosmetickém primyslu, potravinafstvi, vyzkumu ¢i

. 1.7 - 71
environmentalni praxi.’

Schematicky miiZeme kapalinovy chromatogram znazornit tak, jak je ukdzéno

na obrazku 3.3.1.
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Obr 3.3.1. -Schéma kapalinového chromatografu (pfevzato z
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faze
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Separace probihé na separa¢ni kolong, ktera je naplné€na staciondrni (nepohyblivou) a
mobilni (pohyblivou) fazi. Analyt je mobilni fazi unaSen separa¢ni kolonou a je zadr-
Zovén ve stacionarni fazi. Podle toho, jakou afinitu mé analyt ke stacionarni fazi, je na
nf zadr¥ovén a tim padem i zpozd'ovéan.”""?

Zdbna analytu se ndm v chromatogramu zndzorni jako pik (eluéni kfivka), jehoz
tvar a velikost je zévisla na koncentraci analytu ve vzorku, jak je ukdzdno na obrazku

3.3.2.

A

: /

§ AN N\
poloha , ¢as

Obr 3.3.2. - Velikost a §iFka pikit v zdvislosti na koncentraci analytu ve vzorku (ptevzato z %)

V prvni &ésti obrazku je zndzornén pik pfi vysoké koncentraci analytu v analyzovaném vzorku.

Cim vic se sniZuje koncentrace analytu ve vzorku, tim niZ$i a rozryt&j3i piky se n4m na
chromatogramu objevi.

Z chromatogramu miZeme vy¢ist kvalitativni informace — retenéni &as, ze

kterého mii-Zeme pomoci metody standardti zjistit, o jakou latku se jedn4, ale téZ
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kvantitativni informace, kdy z ploch piki zjistime mnoZstvi a koncentraci analytu ve

vzorku.”"7?

Kapalinovou chromatografii miZeme rozdélovat na dva typy — chromatografii
s normdlnimi fazemi, kde staciondrni faze je polarni a mobilni faze je nepoldrni. Oproti
tomu chromatografie a reverznimi (obracenymi) fadzemi (RP-HPLC) méa nepolarni staci-
onarni fizi a polarni mobilni fazi.”""> Tento typ chromatografie byl uZit v predkladané

bakalafské praci.
3. 3. 1. 1. Postup separace AAI a jejiho metabolitu pomoci HPLC

Latky obsaZené v inkuba¢nich smésich AAI s enzymovymi systémy a standardni
vzorky sloucenin byly separovany a stanovovany pomoci metody RP-HPLC na koloné
Cis (Macherey-Nagel, SRN) pfti tep-lot€ 35 °C. Jako mobilni faze byla pouZita smés 100
mM triethylaminacetdtu (pH 7,0; pH upraveno kyselinou octovou) a 80 % acetonitril.
Po aplikaci vzorku na kolonu bylo sloZeni mobilni faze 80 % TEAA a 20 % acetonitril-
lu. Byla nastavena postupnd zména gradientu aZ na kone¢nych 40 % TEAA a 60 % ace-
tonitrilu. Obé mobilni faze byly pfipraveny ve sklenénych lahvich a pted pouZitim
z nich sonikaci v ultrazvukové 14zni byl odstranén vzduch. Eluce probihala gardientové
pti pritoku mobilni faze 0,5 ml/min po dobu 55 minut. Jednotlivé slozky inkubaéni
smési byly analyzovéany pii vinové délce 250 nm a objem vzorku nanaseného na kolonu

&nil 20 pl.
3. 3. 2. Priprava standardu aristolochové kyseliny I pro HPLC

K 28 ml methanolu byly ptidany 2 ml 2,75 mM AAI Smés byla dikladné pro-

michdna a déle analyzovéana dle podminek popsanych v kapitole 3.3.1.1..
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3. 3. 3. Oxidace aristolochové kyseliny I cytochromy P450 jaternich
mikrosomu potkana premedikovaného f-naftoflavonem, Sudanem I,

fenobarbitalem a potkana bez premedikace

Oxidace AAI byla provadéna inkubaci AAI s enzymovym mikrosomalnimi
systémy jater potkana. Inkuba¢ni smés byla pfipravena v ,,dubletech* o celkovém

objemu 500 pl. NADPH zde poskytoval NADPH generujici systém (NADPH-GS).

SloZeni inkubacni smési:
- fosfatovy pufr 100 mM KH2PO4 pH = 7,4
- NADPH-GS - 10 mM MgCl,
- 10 mM glukosa-6-fosfat
- ImM NADP"
- 1 U/ml glukosa-6-fosfatdehydrogenaza
- AAI - zasobni roztok o koncentraci 2 mg/ml
- vysledna pouZivana koncentrace 4 pg/ml
- jaterni mikrosomy od potkanii premedikovanych fenobarbitalem, B-naftofla-
vonem, Sudanem I a mikrosomy od potkant bez premedikace
koncentrace zasobnich roztokii mikrosomii - MS PB - 163 uM
- MS B-NF - 32,3 uM
- MS Sudan I - 44,34 uM
- MS Kontrolni - 16,8 uM

Z danych mikrosomi byly pfipraveny roztoky o laitkovém mnozstvi 0,1, 0,2 a

0,3 nmol cytochromt P450 nésledujicim zptisobem:

Vsechny potfebné sloZky byly do smési piidany tak, aby odpovidaly vySe zmi-
nénym parametrim. Smés byla doplnéna fosfatovym pufrem na objem 500 pl, zamiché-
na a inkubovéna 10 minut za stalého tfepani (37 °C a 400 RPM) v otevienych mikro-
zkumavkach. Piidavkem 1 ml ethylesteru kyseliny octové byla probihajici reakce zas-

tavena. Nésledovalo jednominutové tfepani na tfepacce Microshaker typ ML-1, &imzZ se
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produkty extrahovaly do organické faze. Pro dikladné;jsi oddé€leni fazi byla smés centri-
fugovéna po dobu 3 minut pfi 13 000 RPM (minicentrifuga MicroCentaur MSE, thlovy
rotor). Po oddé€leni organické faze obsahujici produkty reakce byl k vodné fazi piidan
opét 1 ml ethylesteru kyseliny octové a byla provedena dalS{ extrakce stejnym zptiso-
bem. Spojené extrakty byly odpafeny a vzorky byly pfed analyzou uchovény pfi teploté
-20 °C. Tésné pted analyzou byly odparky rozpustény ve 30 pul methanolu a vzorky byly
analyzovany pomoci HPLC (aplikovano 20 pl).
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4. Vysledky

V literatufe je jako detoxikacni cesta aristolochové kyseliny I popséna jeji oxida-
ce.?® Majoritni metabolit detoxikace, tvofeny demethylaci methoxy skupiny AAI byl

separovan od AAla pomoci HPLC a detekovén pfi vinové délce 250 nm.

Optimalni podminky separace AAI od jejtho metabolitu pomoci HPLC byly sta-
noveny jiz dive.”” V predkladané bakalafské praci viak byly podminky separace mimé

modifikovény. Popis postupu je uveden v kapitole 3.3.1.1.

V metabolickych studiich, a také jako standard, byla pouZivana sodn4 sil aristo-

lochové kyseliny I (AAI).

AAI je enzymy pfitomnymi v jaternich mikrosomech potkant oxidovéna na de-
methylaéni metabolit AAla (graf4.1.). AAI je pii podminkéch popsanych v kapitole
3.3.1.1. eluovéna v retenénim Case 36,4 minut a jeji oxida¢ni metabolit (AAla) v reten-
¢nim Case 23,6 minut (graf 4.1.). Ostatni piky v chromatogramech na grafu 4.1. byly de-
tekovény i v kontrolnich vzorcich, z ¢ehoZ vyplyva, Ze nejsou produkty metabolismu

AAL
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Graf4.1. — HPLC AAl a jeho metabolitu AAla tvoreného jaternimi mikrosomy potkana
premedikovaného fenobarbitalem
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Abychom zjistili, které cytochromy P450 se G¢astni oxidace AAI na AAla, byly
v experimentech pouzity jaterni mikrosomy laboratornich potkanti, u nichZ byl oboha-
cen obsah jejich jednotlivych cytochromi P450 pomoci jejich induktorti. Z induktorti
byly pouZity Sudan I a -naftoflavon jako induktory cytochromi P450 1A1/2 a fenobar-
bital jako induktor cytochromii P450 2B. Uginnost jednotlivych mikrosom z jater indu-
kovanych zvitat oxidovat AAI pak byla porovnavéna s G€innosti mikrosomi z jater

kontrolnich nepremedikovanych zvifat.

Inkubaéni smési se vSemi typy mikrosomi byly pfipraveny ve tiech sériich tak,
aby nésledné latkové mnozstvi CYP z mikrosomt bylo 0,1, 0,2 a 0,3 nm. VSechny typy

pouzitych mikrosomalnich frakci oxiduji AAIl na AAla (graf 4.2. a tabulka 4.1.).

Tabulka 4.1. - Srovndni ploch piku AAla tvoFeného pFi riznych koncentracich cytochromu P450
v jaternich mikrosomech potkanii indukovanych fenobarbitalem, [-naftoflavonem, Sudanem I a

potkanu kontrolnich

Plocha piku AAla

n CYP (nmol) PB B-NF Sud| Kon
0,1 3,67 5,96 9,54 7,53
0,2 13,89 10,71 16,83 13,09
0,3 13,20 14,14 21,60 17,87

Z vysledki experimentu je patrné, Ze vSechny typy mikrosomu jsou schopny
oxidovat AAL MnozZstvi vzniklého metabolitu v§ak bylo ovlivnéno indukci experiment-

talnich zvitat induktory n€kterych cytochromti P450 a koncentraci cytochromu P450.
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Graf 4.2. - Zavislost vzniku AAla z AAI na mikrosomech z ruzné premedikovanych potkani —
porovnani ti{ riznych koncentraci cytochromt P450 a jejich vliv na vznik metabolitu AAla.
Potkani, ze kterych byly mikrosomy pouzity, byly premedikovany fenobarbitalem (PB), Su-
danem I (Sud I), B-naftofalvonem (B-NF) a téZ z potkani bez premedikace (Kon). Sloupce
uvedené v grafu uddvaji mnoZstvi vzniklé AAla. Uvedené hodnoty jsou prumér ze dvou méfeni.
SlozZeni inkubaéni smési: 11 uM AAl 0,1; 0,2; 0,3 nmol CYp, 10 mM glukosa-6-fosfat, | mM
NADP?, 1 U/ml glukosa-6-fosfat dehydrogenaza, fosfitovy pufr pH=7,4

Nejuicingji oxidovali AAI na AAla jaterni mikrosomy potkant premedikovanych

Sudanem I (Graf 4.2.).

Z uvedenych vysledki vyplyva, Ze oxidace AAI je preferenéné katalyzovana cy-

tochromy P450 1A1 a 1A2.
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5. Diskuze

Aby bylo mozné studovat vliv xenobiotika na lidsky organismus, je tfeba detail-
né znat prubeh jeho metabolismu véetn€ vSech enzymd, které se ho zicastiuji. K deto-
xikaci karcinogenni a nefrotoxické AAI na AAla dochazi jeji demethylaci AAl na AAla

(obr. 1.6.3.). Tento chemicky proces je katalyzovén oxidaci cytochromy P450 (CYP).”*

Cytochromy P450 patii mezi inducibilni enzymy. Premedikaci experimentélnich
zvitat specifickymi induktory téchto enzymu je mozZné docilit odliSného zastoupeni jed-
notlivych forem tohoto enzymu v mikrosomech. Experimenty sledujici oxidaci pistolo-
chové kyseliny I byly provadény s mikrosomy z jaterni tkan€ potkant premedikovany-
mi zndmymi induktory jednotlivych forem cytochromu P450. Pouzity byly mikrosomy
jater potkana indukovaného B-naftoflavonem (indukuje ptedeviim CYP1A1/2), feno-
barbitalem (indukuje pfedev§im CYP2B) a Sudanem I (indukuje CYP1A1/2), a rovnéz
kontrolni mikrosomy. Kontrolni mikrosomy byly izolovany z nepremedikovanych zvi-
fat. Premedikace potkanti Sudanem I, a tedy nabohaceni jaternich bunék cytochromy
P450 1A1/2, vedla k vyrazné stimulaci tvorby metabolitu aristolochové kyseliny I,
AAIa. Podobné jako Sudan I indukuje 1A1/2 i B-naftoflavon. Sudan I je ale siln&j$im
induktorem této podrodiny cytochromt P450 neZ B-naftoflavon. V pfipadé mikrosomi
takto premedikovanych potkant (Sudanem I) byla pozorovana vétsi efektivita v tvorbé
metabolitu aristolochové kyseliny I, AAla. Tato skute¢nost siln€ napovida, Ze cyto-
chromy P450 podrodiny 1A hraji v oxidaci aristolochové kyseliny vyznamnou tlohu.
Jaterni mikrosomy potkant premedikovanych fenobarbitalem (indukce CYP2B) byly
oproti kontrolnim mikrosomim méné Gi¢inné. Cytochromy P450 podrodiny 2B hraji

minoritni roli v oxidaci aristolochové kyseliny I, coZ koresponduje s poznatky popsa-

vvvvvv
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6. Zaver

Aristolochové kyseliny jsou karcinogenni® a mutagenni slouéeniny29 rostlin-
ného piivodu. Jsou jednou z diskutovanych pfi¢in onemocnéni Balkdnské endemické
nefropatie (BEN - Balkan endemic nephropathy) a potvrzenou pfi¢inou Nefropatie vy-
volané aristolochovymi kyselinami (AAN - Aristolochic acid nephropathy), kterd byla
dfive oznaCovéana jako Nefropatie vyvolana ¢inskymi bylinami (CHN - Chinese Herb

Nephropath y).z‘)‘35‘6’l

V predkladané bakalarské praci bylo prok4zano, Ze aristolochova kyselina I je
v pfipadé€ experimentalniho modelu potkana oxidovéna jaternimi mikrosomalnimi sys-

témy obsahujicimi cytochromy P450 na aristolochovou kyselinu Ia.

Na oxidaci aristolochové kyseliny I se vyznamné podili pfredev§im cytochromy
P450 podrodiny 1A. Tato skute¢nost vyplyva z experimentd vyuZivajicich nabohaceni
jednotlivych forem cytochromu P450 jejich induktory. Mikrosomélni systém jater z pot-

kand premedikovanych Sudanem I oxiduje AAI nejefektivnéji a tvoii metabolit AAla.
Vysledky ziskané v bakalatské praci mohou ptispét k poznéani detoxikac¢niho

metabolismu aristolochové kyseliny I a mohou byt vyuZity pfi dalSim vyzkumu poznani

etiologie Balkanské endemické nefropatie.
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