Abstrakt

Benzo[a]pyren (BaP) je vyznamnym lidskym kancerogenem. Je metabolizovan fadou
enzymovych systémi jako jsou cytochromy P450 (CYP) a epoxidhydrolasa. Cilem
predkladané diplomové prace bylo studium metabolismu BaP in vitro jaternim
mikrosomalnim systémem potkanli premedikovanych induktory cytochromi P450 a dale
lidskym cytochromem P450 1A1 (CYPI1Al) exprimovanym vV eukaryotickém a
prokaryotickém systému. Eukaryoticky expresni systém byl tvofen mikrosomy izolovanymi
z hmyzich bunék, zatimco prokaryoticky expresni systém tvofily ,,zlomky* membran E. coli.
Vramei rekombinantniho lidského CYPIA1 byl zkouman vliv cytochromu bs,
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR) a epoxidhydrolasy na oxidaci BaP. Izolace a
purifikace krali¢i jaterni CPR byla dal§im cilem této prace. Metabolity vzniklé oxidaci BaP
byly separovany metodou HPLC. Vysledky ziskané v diplomové praci demonstruji, ze jaterni
mikrosomalni systémy potkanti premedikovanych induktory CYP podrodiny 1A (Sudanem I),
podrodiny 2B (fenobarbitalem) a podrodiny 3A (PCN) vykazuji vyssi efektivitu oxidovat BaP
nez mikrosomy kontrolnich potkanti. BaP je oxidovan lidskym CYP1Al exprimovanym
v eukaryotickém systému na Sest metabolitth (BaP-9,10-dihydrodiol, metabolit BaP s dosud
neurcenou strukturou, BaP-7,8-dihydrodiol, BaP-1,6-dion, BaP-3,6-dion a BaP-3-ol), zatimco
oxidaci BaP lidskym CYP1A1 exprimovanym v prokaryotickém systému vznikaji pouze Ctyri
metabolity (metabolit BaP s dosud neurcenou strukturou, BaP-1,6-dion, BaP-3,6-dion a BaP-
3-o0l). Cytochrom bs nema vyznamny vliv na oxidaci BaP lidskym CYP1A1 exprimovanym
v eukaryotickém 1 prokaryotickém systému. Oxidace BaP lidskym CYP1A1 exprimovanym
v prokaryotickém systému je ovlivnéna mnozstvim CPR. Nejvyssi efektivitu oxidovat BaP
vykazuje systém enzymil rekonstituovanych v poméru CYP:CPR 1:3, t;j. snejvySSim
obsahem CPR. Pfi poméru CYP:CPR 1:1 oxiduje lidsky CYP1Al exprimovany
v prokaryotickém systému BaP na dal$i metabolit, BaP-7,8-dihydrodiol. Ten je intermediatem
vedoucim k torbé kovalentnich aduktii s DNA. V pfitomnosti epoxidhydrolasy oxiduje lidsky
CYPI1ALI exprimovany v prokaryotickém systému BaP na dihydrodioly, konkrétné BaP-9,10-
dihydrodiol a BaP-7,8-dihydrodiol. Ziskané vysledky pfispivaji k poznadni metabolismu BaP

lidskymi cytochromy P450 exprimovanymi v modelovych expresnich systémech.
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