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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 potkanti premedikovanych induktory cytochromt P450 a dale
lidskym cytochromem P450 1A1 (CYPIAl) exprimovanym v eukaryotickém a
prokaryotickém systému. FEukaryoticky expresni systém byl tvofen mikrosomy
izolovanymi z hmyzich bun¢k, zatimco prokaryoticky expresni systém tvofily ,,zlomky*
membran E. coli. Vramci rekombinantniho lidského CYP1Al byl zkoumdn vliv
cytochromu bs, NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR) a epoxidhydrolasy na oxidaci
BaP. Izolace a purifikace krali¢i jaterni CPR byla dalSim cilem této prace. Metabolity
vzniklé oxidaci BaP byly separovany metodou HPLC. Vysledky ziskané v diplomové praci
demonstruji, ze jaterni mikrosomalni systémy potkani 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 metabolitl
(BaP-9,10-dihydrodiol, metabolit BaP s dosud neuréenou strukturou, BaP-7,8-dihydrodiol,
BaP-1,6-dion, BaP-3,6-dion a BaP-3-ol), zatimco oxidaci BaP lidskym CYPIAI
exprimovanym v prokaryotickém systému vznikaji pouze ¢tyfi metabolity (metabolit BaP
s dosud neurcenou strukturou, BaP-1,6-dion, BaP-3,6-dion a BaP-3-ol). Cytochrom bs
nema vyznamny vliv na oxidaci BaP lidskym CYP1A1 exprimovanym v eukaryotickém 1i
prokaryotickém  systému. Oxidace BaP lidskym CYP1Al  exprimovanym
v prokaryotickém systému je ovlivnéna mnozstvim CPR. Nejvyssi efektivitu oxidovat BaP
vykazuje systém enzymu rekonstituovanych v poméru CYP:CPR 1:3, tj. snejvysSim
obsahem CPR. Pii poméru CYP:CPR 1:1 oxiduje lidsky CYP1Al exprimovany
v prokaryotickém syst¢ému BaP na dal§i metabolit, BaP-7,8-dihydrodiol. Ten je
intermediatem vedoucim k torbé kovalentnich adukti s DNA. V pfitomnosti
epoxidhydrolasy oxiduje lidsky CYP1A1 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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benzo[a]pyren, metabolismus, cytochrom P450, prokaryoticky a eukaryoticky expresni
systém, cytochrom bs, NADPH:cytochrom P450 reduktasa, epoxidhydrolasa, HPLC



Abstract

Benzo[a]pyrene (BaP) is a human carcinogen, which is metabolized by a variety of enzyms
such as cytochrome P450 (CYP) and epoxide hydrolase. The aim of this work was to study
BaP metabolism in vitro by the hepatic microsomal system of rats treated with CYP
inducers and by human cytochrome P450 1A1 (CYP1A1) expressed in eukaryotic and
prokaryotic systems. An eukaryotic expression system consisted of microsomes isolated
from insect cells, whereas a prokaryotic expression system was formed by the membrane
fragments of E. coli. In the case of recombinant human CYP1Al, we investigated the
influence of cytochrome bs, NADPH:cytochrome P450 reductase (CPR) and epoxide
hydrolase in BaP oxidation. Isolation and purification of rabbit hepatic CPR was another
aim of this work. BaP metabolites were separated by HPLC. The results found in this work
demostrate the fact that hepatic microsomal systems of rats treated with an inducer of
CYPIA (Sudan I), an inducer of CYP2B (phenobarbital) and an inducer of CYP3A (PCN)
exhibit higher efficiency of BaP oxidation than microsomes of control rats. BaP is oxidized
by human CYP1Al expressed in the eukaryotic system to six metabolites (BaP-9,10-
dihydrodiol, BaP metabolite with unknown structure, BaP-7,8-dihydrodiol, BaP-1,6-dion,
BaP-3,6-dion, BaP-3-o0l), whereas by human CYP1A1 expressed in the prokaryotic system
only to four metabolites (BaP metabolite with unknown structure, BaP-1,6-dion, BaP-3,6-
dion, BaP-3-ol). Cytochrome bs has no significant influence on BaP oxidation by human
CYPIALI expressed in both systems. BaP oxidation by human CYP1A1 expressed in the
prokaryotic system is influenced by the amount of CPR. The enzymatic system
reconstituted from CYP and CPR in a ratio of CYP:CPR of 1:3 (containing the highest
amount of CPR) has the highest efficiency in BaP oxidation. Human CYP1A1 expressed in
the prokaryotic system reconstituted with CPR in a ratio of CYP:CPR of 1:1 oxidizes BaP
to another metabolite, BaP-7.8-dihydrodiol, an intermediate leading to formation of
covalent DNA adducts. In the presence of epoxide hydrolase, human CYP1A1 expressed
in the prokaryotic system oxidizes BaP to dihydrodiols, namely BaP-9,10-dihydrodiol and
BaP-7,8-dihydrodiol. The results obtained in this work contribute to our knowledge of BaP

metabolism by human CYP1A1 expressed in model expression systems.
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systems, cytochrome bs, NADPH:cytochrome P450 reductase, epoxid hydrolase, HPLC
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1 UVOD

Od roku 1971 bylo Mezinarodni organizaci pro vyzkum rakoviny ohodnoceno
z hlediska kancerogenity vice nez 900 latek, znichz je dnes 450 oznaceno za mozné,
pravdépodobné nebo prokazatelné kancerogeny pro Clovéka [28]. Tyto latky, mezi které
lze zaradit napt. rizné chemické slouCeniny, se jak pfirozené, tak i antropogenni ¢innosti
rozsitily do vSech slozek zivotniho prostiedi. Lidska populace je tak vSem kancerogeniim
nevyhnutelné exponovana. Jejich dlouhodobé piisobeni na lidsky organismus mize byt
nasledné pfi¢inou vzniku a vyvoje nadorovych onemocnéni. Aby bylo mozné tato
onemocnéni efektivné 1é¢it, je nutnd znalost nejenom protinadorovych 1éCiv, ale i
vyvolavajiciho kancerogenu. Za nezbytné je povazovano predevsim poznani metabolismu
daného kancerogenu a enzymi na ném participujicich spolu s mechanismy, které vedou

k iniciaci nadorovych procest.

1.1 KANCEROGENEZE

Kancerogenezi je nazyvan proces, ktery vede ke vzniku a vyvoji nadorovych
onemocnéni (Obr. 1). Tento proces lze charakterizovat jako nekoordinovany rist
abnormalnich bunék, ktery probiha castecné nebo uplné¢ autonomné (bez regulacniho
zasahu organismu) a na ukor energetickych a nutri¢nich potfeb normélnich buné¢k. [48]

V prubéhu tohoto multifazového procesu, jehoz jednotlivé faze jsou popsany v kap.
1.1.1, dochazi v dasledku ptisobeni zevnich a v mensi mife i1 vnitinich faktord (kap. 1.1.2)
ke vzniku mutaci v tzv. kritickych genech [23]. Jejich pocet se odhaduje na né€kolik set,
coz je méné nez 0,1 % z celého genomu. Vznik mutaci v téchto genech vede k poruSeni
normdlni funkce jimi kédovanych proteinii, zejména téch, které se podileji na regulaci
bunécného cyklu. [72]

Mezi vyse zminéné kritické geny se fadi predevs§im protoonkogeny, jejichz produkty,
protoonkoproteiny, maji v bunécné regulaci stimulacni efekt na proliferaci. Jakékoliv
modifikace v protoonkogenech (napf. mutace vjedné ze dvou alel, amplifikace C¢i
translokace usekit DNA) vede k jejich aktivaci na onkogeny, jejichz expresi vznikaji tzv.
onkoproteiny, které nasledné¢ mohou byt pfi¢inou deregulace bunééného déleni a ptemény
normalni bunky v bunku nadorovou (maligni transformace). Vyznamnou rodinou jsou
napf. onkogeny ras, k jejichz aktivaci sta¢i pouze bodova mutace. Rodina téchto onkogenti

se vyskytuje u 10 az 20 % vSech lidskych nadori. [71, 48]
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Vedle protoonkogeni se na regulaci bunééného cyklu podileji i tumor supresorové
geny (tzv. antionkogeny). Jejich expresi vznikaji proteiny, které participuji na regulaci
bunécné proliferace jeji inhibici. Modifikace v téchto genech (napt. mutace v obou alelach
nebo jejich delece) vede stejné jako u vySe popsanych protoonkogenti k maligni
transformaci. K vyznamnym tumor supresorovym gentim patii gen p53, ktery se v lidském
genomu nachézi na pozici 17p13.1. Mutace v tomto genu byla pozorovana u vice nez 50 %

vSech lidskych nadora. [71, 48]

I

Obr. 1 Schéma multifazové kancerogeneze [pi‘evzato z 71]

1.1.1 Zakladni faze kancerogeneze

Proces vzniku a vyvoje nadorového onemocnéni lze rozdé€lit minimalné na tii
zakladni ¢asové etapy, a to iniciaci, promoci a progresi (Obr. 1).

V inicia¢ni fazi dochazi v normalni buiice, na kterou pusobi tzv. kancerogenni
faktory (iniciatory), k mutacim ve vyse popsanych kritickych genech, které koduji proteiny
regulujici bunécnou proliferaci. V mensi mife vznikaji mutace v téchto genech i spontdnné.
[48] Vysledkem jsou aktivované onkogeny a deaktivované tumor supresorové geny, které
jsou spolecné se selhanim reparacnich mechanismua pfi¢inou vzniku iniciované bunky.
Pisobeni inicidtor lze pfitom charakterizovat jako genotoxické, kterym se tvofi
kovalentni adukty s DNA, nebo epigenetické. To modifikuje DNA nekovalentnimi
interakcemi (napf. interkalaci). [71, 64]

Ve fazi promoce, kterda muze trvat nékolik let az desetileti, se zvySuje proliferace
iniciovanych bunék a vznikd benigni nddor (preneoplasie). Zarovenn dochazi piisobenim
tzv. promotorl (napi. forbolesteru) k propagaci jiz existujicich genetickych modifikaci.

Tyto promoc¢ni faktory maji pouze epigenetické vlastnosti, jejich G¢inek se proto miize
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projevit az po pusobeni genotoxickych inicidtord. ZvIasté proteiny onkogenti exprimované
po jejich aktivaci nebo redoxnimi reakcemi vzniklé aktivni formy kysliku v kombinaci se
selhanim kontrolniho mechanismu imunitniho systému urychluji rGst nadoru. [71, 64]

V posledni fazi kancerogeneze, progresi, se pisobenim tzv. progresorl, faktor
s genotoxickymi u¢inky, méni dosud ¢astecné kontrolovany rist benigniho naddoru na rist
nekontrolovatelny. Vznika nddor maligni, ktery invazivné vrusta do okolnich tkani a tim je
ni¢i. Jeho odstépené bunky se zdrovent mohou S§ifit lymfogenni nebo hematogenni cestou

do ostatnich tkani ¢i organti a zalozit tam nova loziska (metastazy). [71, 64]

1.1.2 Kancerogenni faktory

Vznik nadorového onemocnéni mize byt vyvolan faktory s kancerogennimi ucinky.
Mezi n¢ se tadi vnitini faktory (dédi¢né dispozice) a ve vétsi mife pak faktory zevniho
prostiedi, které se podle svych vlastnosti déli na biologické, fyzikalni a chemické. [48]
Priklady modifikace DNA vlivem vyse zminénych zevnich faktori jsou uvedeny na Obr.

2.

ALKYLACE BAZI
VYSTEPENI BAZE {alkylatni dinidla)
(alkylacni Einidia)

'

|
]
T

PYRIMIDINOVY DIMER  KOVALENTHI ADUKT
(L ey [benzo| Aoy ren)

!

INTEAMOLEKULARNI CROSS-
-LINKING |cis—platina, paorshen)

JEDNORETEZCOVY ZLOM
(Edeomyein, X—papraky)

INTRAMCLEKULARNI ADUKT FOTOPRODUKT
{cis—platina) (LW zifeni)

Obr. 2 Piiklady modifikace DNA vlivem zevnich faktori [pievzato z 71]

Biologické Cinitele zastupuji zejména onkoviry (DNA viry a RNA viry), u nichz se
odhaduje, Ze jsou pficinou 15 az 20 % nadorovych onemocnéni [64]. Mozny podil virti na
procesu kancerogeneze prokazal jiz v roce 1911 Peyton Rous [53], kdyZ objevil infekéni
agens vyvolavajici u kufat sarkomy (zhoubné nadory pojivové tkan¢). U cloveka je
v soucasné dobé tento podil jednoznacné prokazan u lidského papilomaviru ve spojitosti se

vznikem karcinomu délozniho ¢ipku ¢i u viru hepatitidy B v souvislosti se zvySenym
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vyskytem hepatocelularniho karcinomu. Kromé¢ uvedenych DNA virl se na rozvoji
rakovinnych utvart podileji i RNA viry, napft. virus T-bunécné leukemie dospélych. [48]

Mezi fyzikdlni vlivy patfi zejména rizné typy zafeni, které se navzdjem liSi svou
schopnosti ionizovat a pronikat do tkani. Ultrafialové zéieni je sice neionizujici, avsak s
dostate¢nou energii na to, aby bylo schopné zptsobit poskozeni DNA. [48] D¢je se tak
pfedevSim tvorbou thymidylovych dimert [71], jez mulze vést ke kancerogenezi.
Vzhledem k malé pronikavosti ultrafialového zareni k ni dochazi zéjména v bunkach kiize,
kde muze resultovat ve vznik kozniho karcinomu ¢i melanomu (pigmentového nadoru).
Naopak za vysoce pronikavé lze povazovat ionizujici zafeni vznikajici pfi rozpadu
radioaktivnich prvkd, napt. pii vybuchu atomové bomby. Pisobenim tohoto zafeni
vznikaji v DNA jednofetézcové a dvoufetézcové zlomy, které mohou byt pficinou
nasledného vyvoje leukemii, ale 1 nékterych solidnich nadori. [48]

Chemické faktory vyvolavajici kancerogenezi jsou detailn¢ popsany v kap. 1.1.2.1.
Kromé vySe uvedenych faktorti nelze zanedbat i vliv podminek Zivotniho prostiedi clovéka
a jeho zivotni styl. VSechny uvedené faktory pfitom u ¢lovéka plisobi vétSinou v malych

mnozstvich, riznych kombinacich a po dlouhou dobu, nez iniciuji kancerogenezi. [72]

1.1.2.1 Chemické kancerogeny

Chemické kancerogeny, at’ jiz syntetického nebo ptfirodniho ptvodu, jsou velice
vyznamnou pii¢inou vyvoje nadorovych onemocnéni [64]. Z vice nez 900 rozdilnych
latek, které byly hodnoceny z hlediska kancerogenity Mezinarodni organizaci pro vyzkum
rakoviny (International Agency for Research on Cancer, IARC), jich bylo 111 oznaceno za
jsou pak povazovany predevsim latky, které patii do skupin polycyklickych aromatickych
uhlovodikii (napif. benzo[a]pyren), aromatickych aminti, N-nitroasmina ¢i chlorovanych
uhlovodik, ale téZ soli arsenu, chromu, niklu nebo kadmia [48].

Podle mechanismu jejich plisobeni lze vyse uvedené kancerogeny rozdélit do tii
skupin. Prvni skupinu tvoii genotoxické kancerogeny, které se kovalentn¢ vazi na DNA za
tvorby aduktii. Kancerogeny druhé skupiny zpiisobuji zmény struktury molekul DNA.
D¢je se tak vznikem jednofetézcovych a dvoufetézcovych zlomli nebo v mens$i mife
kiizovym propojenim molekul tzv. cross-linking, ke kterému muze dochéazet v jedné
molekule DNA (intramolekuldrni cross-linking), mezi dvéma molekulami DNA

(intermolekularni cross-linking) nebo mezi DNA a proteinem. Tteti skupinou jsou pak
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kancerogeny epigenetické, které modifikuji DNA nekovalentnimi vazbami, napf.
interkalaci do jeji dvousroubovicové struktury. [71]

povazovana tvorba kovalentnich aduktii. Timto zptisobem iniciuje kancerogenezi vice nez
90 % vsech latek (vCetné benzo[a]pyrenu), u kterych byla prokazana kancerogenita pro
Clovéka. I kdyz je vétSina téchto adukti z DNA eliminovdna opravnymi mechanismy,
nekteré pretrvaji a pak zplusobuji mutace ve vysSe uvedenych kritickych genech, které
vedou az k vyvoji nadoru. [63]

VeétsSina chemickych kancerogenti ve své podstaté kancerogenni neni. Aby mohly
tyto kancerogeny, resp. prokancerogeny, genotoxicky pisobit, je nutnd jejich metabolicka
aktivace [38]. Tu podstupuje az 98 % vSech prokancerogenil (i benzo[a]pyren) [64], které
jsou v organismu enzymove piemeénény nejprve na ,,proximalni® kancerogeny a dale na
,ultimalni kancerogeny. Za ,,ultimalni* kancerogen je u vétSiny chemickych kancerogenti
povazovano reaktivni elektrofilni agens, které vykazuje dostatecnou afinitu k nukleofilnim
centrim v DNA. Jejich interakce muze nésledné resultovat v tvorbu vyse uvedenych

kovalentnich adukta. [38]

1.2 BENZO|A]PYREN

Benzo[a]pyren (BaP), jinym nazvem téz benzo[def]chrysen, se chemicky fadi mezi
polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH). Tento PAH, sumarniho vzorce CyoHi», je
tvofen péti kondenzovanymi benzenovymi kruhy [IARC 2010]. Jeho struktura je

znazornéna na Obr. 3.

zatokova oblast 12 !
\ 11 2
10
9 3
8 4
7 6 5

K oblast

Obr. 3 Struktura benzo[a]pyrenu [upraveno dle 27]
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1.2.1 Prirodni a antropogenni zdroje benzo[a]pyrenu

Benzo[a]pyren a ostatni polycyklické aromatické uhlovodiky jsou Siroce rozsifenymi
polutanty Zivotniho prostfedi, které¢ vznikaji pfi nedokonalém spalovani organického
materidlu (jako jsou napf. lesni pozary). Tyto latky Ize nalézt hlavn€ v ovzdusi, ale také ve
vods, ptidé a sedimentech, kde se nachazeji ve stopovych koncentracich (cca 1 ng.m™).
[27]

Expozice lidské populace témto latkam je, zda se, nevyhnutelna. Bylo zjiSténo, Ze
koncentrace benzo[a]pyrenu a dalSich PAH se v méstskych oblastech pohybuji od 1 do 30
ng.m>. Krom& zne¢i§téného vzduchu lidé inhaluji primyslové emise, vyfukové plyny a
v neposledni fad¢ cigaretovy kouf, u které¢ho ¢ini koncentrace PAH na jednu cigaretu az
50-100 ng. Vedle inhalace vstupuji tyto latky do organismu perordlni cestou. Jejich
zdrojem je tepelné¢ zpracovavané maso, dale obili a zelenina, kterd roste na
kontaminovanych ptidach. Za zminku stoji i kozni aplikace 1éCivych piipravkl napf.
tinktury z kamenouhelného dehtu, ktera je téz zdrojem PAH. [27]

Dale jsou benzo[a]pyrenu a dalsim PAH, a to ve vysokych koncentracich (10-100
Hg.m™), vystaveni pfedeviim pracovnici z oblasti vyroby hliniku a zpracovavani uhli a
kamenouhelného dehtu. Niz§im koncentracim PAH (cca 1 pg.m™) jsou pak vystaveni

kominici. [27]

1.2.2 U¢inky benzo[a]pyrenu na organismus

Podle TARC patii benzo[a]pyren mezi latky kancerogenni pro clovéka [28].
Skutecnost, Zze smési latek obsahujici polycyklické aromatické uhlovodiky, a tedy i
benzo[a]pyren, zplsobuji procesy vedouci v lidském organismu ke kancerogenezi, je
znama jiz od roku 1775, kdy Sir Percival Pott popsal souvislost mezi plisobenim sazi a
incidenci skrotalniho karcinomu u londynskych kominikG [51]. Tato hypotéza byla
nicméné potvrzena az v roce 1930, kdy byl benzo[a]pyren poprvé izolovéan a zaroven byla
prokdzana jeho kancerogenita experimentem na mys$im modelu. [11].

V soucasné dobé¢ je kancerogenni u€inek benzo[a]pyrenu na organismus prokazan u
vSech experimentalnich zvitat, kterym byl benzo[a]pyren riznou aplikacni formou podén.
Mezi nejcetnéjsi rakovinné ttvary testovanych hlodavct (mys, potkan, kiecek) patii nador
plic, kize, jater, zaludku a prsni zlazy. Podstata genotoxického ucinku benzo[a]pyrenu

spoc¢iva predevsim v jeho aktivaci prostiednictvim cytochromt P450 a epoxidhydrolasy a
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nasledné vazbé¢ reaktivnich intermediatti s DNA za tvorby kovalentnich aduktii in vivo 1 in
vitro (kap. 1.2.3.2) [27]. Ta pak resultuje v mutace K-ras nebo Ha-ras onkogenii [36, 24,
31]. Kromé& vySe jmenované¢ho genotoxického ucinku plisobi benzo[a]pyren také
cytotoxicky, napt. produkci oxidacniho stresu ovliviiuje bunécny cyklus a apoptosu. Dale
pusobi i jako teratogen [27].

V lidském organismu je zvySena expozice smésim latek obsahujicich benzo[a]pyren,
ke které dochdzi napt. vlivem koufeni nebo v pribéhu prace v prostiedi rizikovych
povolani uvedenych vyse, spojovana piedevSim s vyskytem nadoru plic, hornich cest
dychacich, kize a mocového meéchyfe [27]. Genotoxicky ucinek benzo[a]pyrenu se
v lidském organismu projevuje podobné jako u experimentdlnich zvifat tvorbou
kovalentnich aduktii s DNA, ktera vSak resultuje v mutace tumor supresorového genu p53
[54]. Dale maze na genové urovni dochazet té¢z ke chromosomalnim aberacim, zlomiim v
fetézci DNA, ,,cross-linkingu* ¢i oxidaci guanosinu. Cytotoxicky t¢inek benzo[a]pyrenu je
1 v lidském organismu zalozen na produkci aktivnich forem kysliku (,,reactive oxygen
species®, ROS). [27]

Jednou z neopominutelnych vlastnosti benzo[a]pyrenu je téz jeho schopnost zvysit
expresi enzymu prvni i druhé faze biotransformace (kap. 1.2.3), konkrétn¢ cytochromu
P450 rodiny 1 a né¢kterych transferas. Dé&je se tak prostiednictvim Ah receptoru

mechanismem popsanym v kap. 1.3.2.5 [13].

1.2.3 Biotransformace benzo[a]pyrenu

Po vstupu benzo[a]pyrenu do organismu (napf. inhala¢ni, peroralni ¢i kozni cestou)
dochazi k jeho metabolické preméné, biotransformaci. Tato biotransformace primarné vede
k jeho detoxifikaci (kap. 1.2.3.1) a ndaslednému vylouceni z organismu. Podstata
detoxifikace pfitom spociva ve zvyseni polarity piivodné nepolarniho benzo[a]pyrenu, ke
kterému dochazi v tzv. prvni a druhé fazi biotransformace. V prvni (derivatizacni) fazi se
tak dé&je zavadénim hydrofilni funkcéni skupiny do jeho molekuly. Tyto reakce jsou
katalyzované zejména enzymy lokalizovanymi v membrénach endoplasmatického retikula.
Po derivatizaci muze byt benzo[a]pyren v druhé fazi biotransformace konjugovéan
s endogennimi latkami, a to prostfednictvim enzymil, transferas. Vzniklé konjugaty jsou
pak, jak jiz bylo zminéno vyse, z organismu vylouceny. [64]

Kromé vyse uvedené detoxifikace mize biotransformace benzo[a]pyrenu vést i

k jeho metabolické aktivaci (kap. 1.2.3.2) Na této aktivaci se podileji zejména enzymy
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prvni faze biotransformace, ovSem ani aktivacni reakce katalyzované transferasami

(enzymy druh¢ faze biotransformace) nejsou vylouceny.[63]

1.2.3.1 Detoxifikace benzo[alpyrenu v organismu

Detoxifikace benzo[a]pyrenu v organismu (Obr. 4) je vprvnim kroku
zprostiedkovana oxida¢nimi reakcemi, které jsou katalyzovany cytochromy P450, a to
predevsim rodiny 1 (CYP1A1/2 a CYPIBI1). Tyto enzymy jsou lokalizovany
v membranach endoplasmatického retikula, kde jsou soucasti systému monooxygenas se
smiSenou funkci (kap. 1.3). Jako detoxifikacni metabolity benzo[a]pyrenu vznikaji touto
reakci BaP-epoxidy zejména v poloze 2,3; 4,5 a2 9,10. [56]

Uvedené meziprodukty oxidace benzo[a]pyrenu mohou v dalSim kroku
katalyzovaném transferasami, konkrétné glutathion S-transferasami, konjugovat
s glutathionem a byt ve form¢ merkapturové kyseliny exkretovany moci z organismu [29].
Kromé konjugace podléhaji uvedené meziprodukty spontanni isomerizaci na fenoly (napf.
BaP-3-o0l, BaP-9-0l) nebo hydrolyze. Ta je zprostiedkovdna dal$im mikrosomalnim
enzymem, epoxidhydrolasou, za tvorby pfislusnych dihydrodiold benzo[a]pyrenu. [56]

Vyse uvedené fenoly a dihydrodioly jsou po konjugaci s UDP-glukuronovou
kyselinou a aktivnim sulfatem za katalyzy dalSich transferas, UDP-glukuronosyltransferas
a sulfotransferas, vylouceny ve form¢é glukosiduronatii a sulfath moc¢i z organismu [29].
Fenoly benzo[a]pyrenu mohou byt dale pfeménény na BaP-diony, napt. v poloze 1,6; 3,6 a
6,12, které nasledné¢ podléhaji redukci katalyzované napt. NAD(P)H:chinon-
oxidoreduktasou 1 a tvofi se pfislusné hydrochinony benzo[a]pyrenu. Zatimco vyse
zminéné chinony benzo[a]pyrenu jsou ,,proximalnimi*“ kancerogeny, jejich redukované
formy piedstavuji detoxifikacni metabolity, které se jako konjugaty exkretuji moci z

organismu. [56]
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Obr. 4 Schéma detoxifikace a aktivace benzo[a]pyrenu v organismu [upraveno dle 56, 6, 1]

CYPIAI/CYPIB1 - cytochrom P450 1A1/1B1, EH - epoxidhydrolasa, NQOIl — NAD(P)H-
chinonoxidoreduktasa, GST — glutathion-S-transferasa, UGT — UDP-glukuronosyltransferasa, SULT —
sulfotransferasa, BPDE — BaP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid, dA — deoxyadenosin, dG - deoxyguanosin
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1.2.3.2 Aktivace benzo[alpyrenu a tvorba kovalentnich aduktii s DNA

Na metabolické aktivaci benzo[a]pyrenu participuji zejména enzymy, které¢ se
nachdzeji v membrénach endoplasmatického retikula, jako jsou cytochromy P450 a
epoxidhydrolasa. Benzo[a]pyren je rovnéz aktivovan i peroxidasami. [83]

V prvnim tzv. ,,dihydrodiol-epoxidovém® mechanismu aktivace benzo[a]pyrenu
dochazi nejprve prostiednictvim cytochromti P450 k jeho oxidaci na BaP-7,8-epoxid. Ten
je dale hydrolytickou reakci katalyzovanou epoxidhydrolasou pieménén na BaP-7,8-
dihydrodiol. V druhé reakci katalyzované cytochromy P450 je vySe jmenovany metabolit
benzo[a]pyrenu oxidovan na BaP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (BPDE). Tento vicinalni
dihydrodiol-epoxid, jenz mé epoxidovou skupinu v tzv. zatokové oblasti benzo[a]pyrenu
(Obr. 3), predstavuje vlastni elektrofilni agens, které¢ reaguje s DNA za tvorby stabilnich
kovalentnich adukta. [83] V ramci DNA tvofi BPDE adukty zejména s deoxyguanosinem
na exocyklické aminoskupiné, nicmén¢ ani vazba s deoxyadenosinem neni vyloucena [6].
Vezme-li se v tivahu stereochemie, byl jako majoritni elektrofilni intermediat identifikovan
7R,8S-dihydroxy- 9S, 10R-epoxy-7,8,9,10-tetrahydro-BaP (anti-BPDE) [83]. Tento isomer
BPDE byl poté oznacen za ,,ultimalni* kancerogen. Krom¢ cytochromu P450 1A1 se na
vyse popsaném mechanismu aktivace benzo[a]pyrenu podili 1 dals$i cytochrom P450 rodiny
1,ato CYPIBI[57].

Druhy tzv. ,kation-radikdlovy*“ mechanismus aktivace je zaloZzen na jedno-
elektronové oxidaci benzo[a]pyrenu katalyzované jak peroxidasami tak i cytochromy
P450. Timto zptisobem vznikd vysoce reaktivni kation-radikal benzo[a]pyrenu, ptfi¢emz
kladny naboj je lokalizovan na C6. Tento kation-radikal predstavuje vlastni elektrofilni
agens, které reaguje v DNA s obéma purinovymi bazemi, a to v poloze C8 a N7. Vzniklé
kovalentni adukty jsou vSak nestabilni a podléhaji spontanni apurinaci. [9, 37] Za zminku
stoji, Ze apurinni mista se tvoii t€Z reakci DNA s vySe popsanym BaP-7,8-dihydrodiol-
9,10-epoxidem [24].

Dalsi mechanismus aktivace benzo[a]pyrenu ptedpokladd jeho methylaci na 6-
methyl-BaP a naslednou oxidaci na 6-hydroxymethyl-BaP prostiednictvim cytochromut
P450. Po konjugaci s aktivnim sulfatem, katalyzované sulfotransferasou, se z vytvorené¢ho
6-[(sulfoxy)methyl]-BaP sulfoskupina uvoliluje a vznikéd vysoce reaktivni karbeniovy ion,
ktery se kovalentné vaze na DNA. [17] VySe popsany mechanismus je vzacnym piikladem,

kdy k aktivaci xenobiotika dochazi prostiednictvim enzymt druhé faze biotransformace.

21



V tvorbu kovalentnich aduktd, a to jak stabilnich, tak i1 nestabilnich, resultuje i
interakce DNA s tzv. ortho-chinonem benzo[a]pyrenu (BaP-7,8-dion), ktery vznika z vyse
jmenovaného BaP-7,8-dihydrodiolu  prostfednictvim aldo-ketoreduktasy 1 [56].
V neposledni fad¢ kovalentni adukty s DNA tvoii i BaP-9-0l-4,5-epoxid, ktery vznika
cytochromy P450 katalyzovanou oxidaci BaP-9-olu [16].

1.3 SYSTEM MONOOXYGENAS SE SMISENOU FUNKCI

Mezi klicové enzymy metabolizujici cizorodé latky (xenobiotika), tedy i
benzo[a]pyren, patii oxidasy (oxygenasy) se smiSenou funkci (tzv. MFO systém z angl.
,mixed function oxidases system®). Ty jsou lokalizovany pfedevSim na vné&jsi strané
membrany endoplasmatického retikula. MFO systém katalyzuje velkou Skalu oxidac¢nich,
oxygenacnich, poptipadé peroxidacnich reakci, ve kterych vyuziva jako jeden za substratl
molekularni kyslik. V mens$i mife se pak podili také na katalyze redukénich reakei [69].

Vyse jmenovany systém (Obr. 5) se sklada ze tii slozek. Z NADPH:cytochrom P450
reduktasy (kap. 1.3.1), ktera slouzi jako d¢li¢ elektronového paru, cytochromu P450 (kap.
1.3.2) jako terminalni oxidasy a neméné dilezité fosfolipidové membrany (kap. 1.3.3).
Fakultativné maze MFO systém obsahovat téz cytochrom bs (kap. 1.4) a
NADH:cytochrom bs reduktasu [64].

Adaning - + NADPH:cytochrom P450 reduktasa
%Iihose
Phosphata ; cytochrom bs

cytochrom P450

Obr. 5 Usporadani MFO systému v membranach endoplasmatického retikula [upraveno dle 33]
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1.3.1 NADPH:cytochrom P450 reduktasa

Nepostradatelnou slozkou MFO systému eukaryotickych organismli je NADPH:
cytochrom P450 reduktasa (EC 1.6.2.4), flavoprotein lokalizovany v membranach
endoplasmatického retikula. Tento enzym katalyzuje transport elektrontt z NADPH na
cytochrom P450, pficemz v kazdém organismu je jedna forma NADPH:cytochrom P450
reduktasy schopna spolupracovat s vice isoformami cytochromu P450. Pfenos elektront
katalyzovany zminénou reduktasou byl popsan i pro dalsi elektronové akceptory, a to na
cytochrom ¢, cytochrom bs, hem oxygenasu, ferrikyanid ¢i elongasu mastnych kyselin.
Vedle vySe zminénych endogennich substrati katalyzuje tento enzym téz redukci latek

exogenni povahy (napf. aristolochovych kyselin [68], 3-nitrobenzanthronu [5]).

1.3.1.1 Struktura NADPH:cytochrom P450 reduktasy

NADPH:cytochrom P450 reduktasa se sklada ze dvou funkénich domén, hydrofobni
N-terminalni (6 kDa) a hydrofilni C-termindlni domény (72 kDa). Hydroféobni doména
slouzi krom¢ wukotveni enzymu v membrané také ktvorbé funkéniho systému
s cytochromem P450. Pfitom se uplatiiuji hydrofébni interakce mezi nepolarnimi
aminokyselinami (napf. leucin, valin, tryptofan), na které jsou membranové domény obou
enzymu bohaté. [70, 79]

Hydrofilni funkéni doména této reduktasy je slozena z FAD- a FMN-vazebné
strukturni domény (Obr. 6). Za spravnou prostorovou orientaci obou domén pak zodpovida
»Spojovaci‘ struktura, kterd je umisténa mezi nimi. Diky tomu se molekuly prosthetickych
skupin obou téchto domén, tedy flavinovych koenzymi FAD a FMN, nachazi blizko u
sebe, pfiCemz mezi sebou sviraji uhel zhruba 150°. FAD a FMN jsou v kontaktu
prostiednictvim dvou methylovych skupin, které jsou vazané vpoloze 7 a 8
isoalloxazinovych kruhii obou koenzymii. To patrné umoziuje piimy ptfenos elektronil
mezi FAD a FMN (Obr. 7), ktery je diky nezapojeni aminokyselinovych zbytkt do tohoto
prenosu pomérné rychly. [70, 79]
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Obr. 6 Hydrofilni funkéni doména NADPH:cytochrom P450 reduktasy [pi‘evzato z 79]

Svétle modfte je zobrazena FAD-vazebna doména, tmavé modie FMN-vazebnd doména, vinové ,,spojovaci

struktura, zluté¢ FAD, bile FMN a ¢ervené NADPH.

H3C

-2H | | /&
HaC NT o

Obr. 7 Oxidovana a redukovana forma flavinovych koenzymii [upraveno dle 65]
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Vodikovy atom se vdze na atom dusiku v poloze 1 a 5 isoalloxazinového kruhu. R vézany na atom dusiku
v poloze 10 odpovida u FAD ribitolu-5'-fosfatu a adenosinmonofosfatu spojenych pyrofosfatovou vazbou, u

FMN pak ribitolu-5'-fosfatu.

1.3.1.2 Mechanismus funkce NADPH:cytochrom P450 reduktasy

NADPH se nekovalentné vaze na FAD-vazebnou doménu. Jeji pozitivné nabité
aminokyseliny (napf. arginin, lysin) pfitom v misté vazby NADPH interaguji s negativné
nabitou fosfatovou skupinou, kterou se tento koenzym lisi od dal§iho nikotinamidového
koenzymu, a to NADH. Tato interakce pak zptsobuje vysokou selektivitu
NADPH:cytochrom P450 reduktasy viici NADPH. [70, 79]

Transport elektron na cytochrom P450 zprostfedkovava druhd strukturni doména
hydrofilni c¢asti této reduktasy, tedy FMN-vazebnd doména. Pyrimidinova strana
i1soalloxazinového kruhu FMN se nachazi blizko povrchu enzymu, predstavuje tak tu ¢ast

FMN, z kter¢ elektrony opoustéji NADPH:cytochrom P450 reduktasu a jsou pfijimany Fe
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hemu cytochromu P450. Ptenos elektroni je pfitom umoznén interakcemi mezi vySe
zminénou reduktasou a cytochromem P450, které jsou predevsim elektrostatické povahy.
Zaporné nabity povrch NADPH:cytochrom P450 reduktasy, jenz je bohaty na aspartat a
glutamat, interaguje s kladn€¢ nabitym povrchem cytochromu P450, ktery ma vyssi
zastoupeni aminokyselin lysinu a argininu. [70, 79]

Soucasna ptitomnost obou flavinovych koenzymi, tedy FAD a FMN, v molekule
NADPH:cytochrom P450 reduktasy ji umoziuje piisobit jako déli¢ elektronového paru a
redukovat tak cytochrom P450 v sekvencné oddélenych krocich (tzv. prvni a druha
redukce cytochromu P450). Tato funkce byla vysvétlena na zaklad¢ rozdilnych redoxnich
potencialii obou koenzymu. Akceptorem elektront resp. atomli vodiku od jiz zminéného
NADPH je FAD, ktery je nasledné pfedava FMN. Redukovany FMN (FMNH,) je nakonec
(v ptipad¢ savci NADPH:cytochrom P450 reduktasy) zodpovédny za jednoelektronovou
redukci cytochromu P450 (Obr. 8). [70].

1. redukce 2. redukce
NADPH CYPgrep CYPgep
FMNH FMNH FMNH, FMNH FMNH, FMNH
FAD FADH, FADH ; FADH FAD ; FAD
1e NADP® 3¢ 3e0  CYPox 2e 2e  CYPox le

Obr. 8 Schéma prenosu elektroni mezi flavinovymi koenzymy NADPH:cytochrom P450 reduktasy
[upraveno dle 50]

Zatimco prenos prvniho elektronu na cytochrom P450 muize zprostiedkovat pouze
NADPH:cytochrom P450 reduktasa, na druhé redukci cytochromu P450 se mtze podilet i
jiné reduktasa, NADH:cytochrom bs reduktasa, a to prostiednictvim cytochromu bs. Tento

flavoprotein vSak vyuziva jako koenzymu NADH. [70]

1.3.1.3 Indukce NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Nekteré ze sloucenin schopnych indukovat cytochromy P450 indukuji soucasné i1
NADPH:cytochrom P450 reduktasu, avSak tento enzym v men$i mife. Jestli k indukci
NADPH:cytochrom P450 reduktasy dochazi stejnymi mechanismy, piipadné
prostfednictvim stejnych receptorii jako pii indukci cytochromu P450 nebylo prozatim
prokazano. [70] Doposud bylo zjisténo, ze NADPH:cytochrom P450 reduktasu indukuji
napt. 3,3',4,4'-tetrachlorbifenyl [81] a néckteré dimethylcyklosiloxany [87]. Déle byla
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stanovena zvySena aktivita této reduktasy v jaternich ledvinnych a plicnich mikrosomech u

potkand, kteti byli po jeden mésic vystaveni inhalaci zplodin motorovych vozidel [76].

1.3.2 Cytochromy P450

Vroce 1958 byl Klingenbergem [32] a Garfinkelem [19] objeven v jaternich
mikrosomech pigment, ktery po redukci vykazoval v komplexu s oxidem uhelnatym
absorpni maximum Soretova pasu pfi 450 nm. Roku 1964 pak Omura a Sato [45]
dokazali jeho hemoproteinovy charakter a na zaklad¢ strukturni podobnosti s dalSimi
hemoproteiny, konkrétné cytochromy typu b, a podle netypického maxima Soretova pasu

jej nazvali cytochromem P450 (Obr. 9 A).

1.3.2.1 Struktura cytochromu P450

Cytochrom P450 (50 kDa) patii mezi hemoproteiny, které obsahuji jako
prosthetickou skupinu hem b neboli protoporfyrin IX (Obr. 9 B). Ten je hydrofébnimi
silami a zaroven prostfednictvim thiolatové siry cysteinu vazany v aktivnim centru
enzymu. Thiolatova sira je patym ligandem ionu Zeleza této prosthetické skupiny a
pfispiva k vyjimecnym spektralnim a katalytickym vlastnostem, které odliSuji tento enzym
od ostatnich hemoproteini. Na zdkladé¢ této skutecnosti je cytochrom P450 oznafovan téz

jako hemthiolatovy protein. Sestym ligandem je pak atom kysliku molekuly vody. [70]

Obr. 9 Struktura kraili¢iho cytochromu P450 2B4 (A) a schéma prosthetické skupiny cytochromu
P450, protoporfyrinu IX (B) [pievzato z 74 (A), upraveno dle 65 (B)]

Vyse popsané aktivni centrum je vysoce konzervovanou oblasti enzymu. Naopak za

nejvice variabilni oblast je povaZzovano vazebné misto pro substrat [30], které urcuje
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substratovou specifitu enzymu. Neékteré formy cytochromti P450 jsou univerzalni a
katalyzuji oxidaci velkého mnozstvi riiznych sloucenin, zatimco jiné formy jsou vysoce
specifické a metabolizuji pouze maly pocet substratl. [70] Aktivni centrum se spole¢né
s vazebnym mistem pro substrat nachdzi na distalni strané¢ enzymu. Na proximalni strané
se pak nachazi vazebné misto pro redoxni partnery (NADPH:cytochrom P450 reduktasu,
cytochrom bs a dalsi), které obsahuje velky pocet kladné nabitych aminokyselinovych
zbytkll, hlavné lysinu a argininu. Tato katalytickd doména se nachézi na C-konci enzymu.
[30]

Na N-konci se u eukaryotickych cytochromi P450 naléz4 hydrofobni doména, ktera
slouzi k ukotveni enzymu v membrané. Tato doména je, podobné jako vySe uvedené

vazebné misto pro substrat katalytické domény, nejvice variabilni oblasti enzymu. [2]

1.3.2.2 Funkce cytochromu P450

V eukaryotickych organismech se cytochromy P450 vyskytuji pfedevs§im v jatrech,
dale také v plicich, ledvinach, GITu, nadledvinkach, mozku a ktizi. V bunkéch téchto tkani
a organt jsou pak tyto hemthiolatové proteiny lokalizovany v membranach mitochondrii a
ve vetsi mife v membranach endoplasmatického retikula. V obou systémech hraji
cytochromy P450 velice dulezitou roli, kterd spociva jak v metabolismu eobiotik (jako jsou
steroidy a mastné kyseliny), tak predev§im xenobiotik. [69]

V MFO systému funguje cytochrom P450 (1.14.14.1) jako terminalni oxidasa, ktera
nicmén¢ vykonava dveé zakladni funkce, a to funkci oxidasovou a monooxygenasovou.
Oxidasova funkce spoc¢iva ve vazbé molekularniho kysliku a jeho aktivaci. Aktivovany
molekularni kyslik je nasledné monooxygenasovou aktivitou tohoto enzymu vyuzit
k zabudovani jednoho jeho atomu do molekuly hydrofobniho substratu. Druhy atom
kysliku je redukovan na vodu. Elektrony potiebné pro redukci cytochromu P450 jsou
dodavané postupne¢ (v tzv. prvni a druhé redukci cytochromu P450, kap. 1.3.1.2)
NADPH:cytochrom P450 reduktasou, v pfipadé druhého elektronu i NADH:cytochrom bs
reduktasou prosttednictvim cytochromu bs. [70].

Kromé¢ zakladni reakce katalyzované cytochromy P450, jejiz mechanismus je
detailn¢ popsan v kap. 1.3.2.3, participuji tyto enzymy i na dalSich reakcich. Vedle kysliku
muze cytochrom P450 vyuzit jako substrat i organicky hydroperoxid [25]. Takto
aktivovany cytochrom P450 je schopny katalyzovat hydroxylaci substratu, coz je

oznacovano jako peroxidasova aktivita cytochromu P450 (Obr. 10 IX). [70] Mezi dalsi
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reakce katalyzované témito enzymy patii pfima redukce substratu a produkce peroxidu

vodiku (Obr. 10 XTI) a aktivnich forem kysliku (Obr. 10 X) [65].

1.3.2.3  Reakéni mechanismus monooxygenasové reakce
Monooxygenasova reakce predstavuje zakladni reakci katalyzovanou cytochromy
P450. Jeji obecny prubeh je mozné vyjadfit sumarni rovnici:
RH + O, + NAD(P)H + H" — ROH + H,0 + NAD(P)',

kde RH je substrat a ROH hydroxylovany produkt reakce [70].
Reakéni cyklus cytochromii P450, jenz probiha uspofddanym mechanismem, je

pravdépodobné slozen z osmi krokti. Schéma tohoto cyklu ilustruje Obr. 10 [70].

H H
.. Of
uvolnéni produktu | ; I vazba substratu
ROH Fe RH
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Obr. 10 Schéma reakéniho mechanismu monooxygenasové reakce cytochromu P450 s naznacenou

peroxidasovou aktivitou [upraveno dle 39]

RH - substrat, ROH — hydroxylovany produkt reakce, R'OOH — organicky hydroperoxid, R'OH — alkohol

vznikly redukci organického hydroperoxidu, SOD - superoxiddismutasa
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I. V klidovém stavu je ion zeleza hemu v oxida¢nim ¢isle III (ferri forma) a je
hexakoordinovan (tedy v nizkospinovém stavu). Jako Sesty ligand ionu zeleza je
koordinovan atom kysliku molekuly vody.

II. Vniknutim molekuly substratu (RH) do aktivniho centra enzymu je vytlacen Sesty
ligand iontu zeleza, ¢imz se zméni jeho koordinacni stav a stane se pentakoordinovanym
(vysokospinovy stav). Zaroveil s tim nastane v molekule enzymu zména jeji konformace,
coz se projevi zmeénou spektralnich vlastnosti cytochromu P450.

III. Tato konformacni zména zplisobend navazanim substratu umoziuje jedno-
elektronovou redukci cytochromu P450 jeho interakci s NADPH:cytochrom P450
reduktasou. Ion zeleza se ptitom redukuje z oxidacniho cisla III na oxidac¢ni ¢islo II (ferro
forma), jeho koordina¢ni stav vSak zlstava zachovéan. Tato forma enzymu je nésledné
schopna vazat molekularni kyslik ¢i jiné ligandy (napt. oxid uhelnaty, Obr. 10 V).

IV. Po navazani molekuldrniho kysliku se vytvoii ternarni ferrisuperoxidovy
komplex (RHFe3+[Oz'-]), ve kterém je ion zeleza opét voxidacnim Ccisle II a
hexakoordinovaném stavu. Tento komplex, ktery neni ptili$ stabilni, je nasledné redukovan
druhym elektronem pfenesenym bud’ jiz vySe zminénou reduktasou nebo jinym enzymem,
a to NADH:cytochrom bs reduktasou, prostfednictvim cytochromu bs. Timto krokem se
aktivuje vazand molekula kysliku na peroxidovy anion (O,”). Neni-li druhy elektron
dorucen dostatecné rychle, vySe uvedeny komplex se rozpadd, pfiCemz se uvoliuje
superoxidovy anionradikal. Ten je pak superoxiddismutasou (SOD) pieménén na peroxid
vodiku.

VI. Komplex cytochromu P450 s biatomickou molekulou kysliku (RHFe*'[0,7]) je
po redukci druhym elektronem jiz zcela aktivovanou formou cytochromu P450. Nasledné
dochazi k heterolytickému rozstépeni vazby O-O vyse zminéného peroxidového aniontu,
pricemz jeden atom kysliku zlistane vazan na ion zeleza hemu a vznika tak ferrioxenovy
komplex (RH[F e-O1™h. Druhy atom kysliku je mezitim redukovan na oxidovy anion (0%)
a po pfijeti dvou protont se uvolni jako molekula vody.

VII. Vznikly komplex cytochromu P450 sjednim atomem kysliku se stabilizuje
posunem elektronu z thiolatové siry, patého ligandu iontu zeleza, na atom kysliku. Timto
zptisobem vznikly reaktivni radikal kysliku je schopny vytrhnout vodikovy atom
z molekuly vhodného substratu, ¢imz se vytvoii radikal substratu a na ion Zeleza hemu

véazany hydroxylovy radikal ([Re][Fe-OH]*"*).
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VIIL. V poslednim kroku dochazi k rekombinaci obou vyse jmenovanych radikala a
vznika hydroxyderivat substratu vazany na ion Zeleza hemu ([ROH]Fe’"). Nasledng
produkt (ROH) =z aktivniho centra enzymu disociuje a obnovuje se nativni forma

cytochromu P450. [70]

1.3.2.4 Nomenklatura cytochromiit P450

Do soucasné doby bylo nalezeno vice nez 9 000 genti kodujicich cytochromy P450
ve vSech zivych organismech, od prokaryot az po ¢lovéka [44]. To vyzadovalo zavedeni
dikladného systematického nézvoslovi, které navrhl Nebert se svymi spolupracovniky [42]
a zaroven zavedl CYP jako zkratku pro cytochrom P450 (CYtochrome P450) [43].

Cytochromy P450 se vyskytuji v riznych formach, kterym se nékdy fika i isoformy
¢1 isoenzymy. Tyto formy cytochromii P450 jsou podle miry homologie své primarni
struktury (sekvence aminokyselin) rozdéleny do genetickych rodin a podrodin. Rodiny
cyrochromti P450 vykazuji 40 % homologii aminokyselinové sekvence svych proteinti a
jsou oznaCovany arabskym Ccislem za zkratkou cytochromu P450 (CYP1). Nasledu;ji
podrodiny cytochromi P450, u kterych byla nalezena 55 % homologie v jejich primarni
struktufe. Ty se oznaCuji velkym pismenem za Cislem piislusné rodiny (CYP1A).
Jednotlivé isoenzymy jsou pak oznaceny arabskou Cdislici za pismenem podrodiny
cytochromit P450 (CYP1Al). [69] Geny, které koduji jednotlivé isoformy cytochromu
P450, se pak znaci kurzivou (CYPIAI) [64].

V lidském organismu bylo, diky dokoncené sekvenaci genomu, identifikovano 57
genl a 58 pseudogent (t.j. nefunkénich kopii) cytochromt P450. Expresi téchto genti
vznika 57 isoforem cytochromt P450, které byly klasifikovany do 18 rodin a 44 podrodin.
Pouze Ctyii z vySe uvedenych rodin hemthiolatovych proteinii se ucastni metabolismu
xenobiotik, a to CYP1, CYP2 a CYP3 (v mensi mife téz CYP4). Ostatni rodiny participuji
na metabolismu kyseliny arachidonové, mastnych kyselin, biosyntéze steroidd,

cholesterolu ¢i zZlu€ovych kyselin a mnoha dalSich latek endogenni povahy. [44]

1.3.2.5 Indukce cytochromii P450

VétSina forem cytochromit P450 patii mezi inducibilni enzymy. Jejich obsah
v jednotlivych tkénich neni konstantni, naopak siln€ zavisi na riznych faktorech, jako je

napf. expozice latkam chemické 1 fyzikélni povahy, koufeni, konzumace alkoholu ¢i
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geneticky polymorfismus. Timto zptisobem muze dojit k obohaceni urcité tkdn€¢ o formy
cytochromil P450, které se v ni vyskytuji pouze v malém mnozstvi. Napft. ucinkem 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxinu (TCDD) se koncentrace cytochromu P450 1Al, ktery je
v jatrech pfitomen v mizivém mnozstvi, muze zvysit az 100 krat. [69]

Tato variabilita obsahu jednotlivych forem cytochromt P450 v jednotlivych tkanich
je déana vyse popsanou moznosti jejich indukce [69]. Tu lze definovat jako nariist exprese
katalyticky aktivnich forem enzymt, pfi které se zvySuje jejich transkripce na zakladé
stimulace latkami exogenni povahy (t.j. induktory) [41]. Na urovni transkripce se jednd o
tzv. pfimou indukci cytochromti P450, ke které dochazi prostfednictvim specifickych
receptord pritomnych v cytoplasmé nebo jadru buniky. Dal§i moznosti indukce, avSak jiz
nepiimé, je stabilizace syntetizované mRNA daného cytochromu P450 nebo jeho molekuly
proteinu [65].

Prostiednictvim receptorti popsanych nize jsou indukovany cytochromy P450
zejména rodin 1 az 4, tedy téch, které se podileji na metabolismu xenobiotik.

Indukce cytochromi P450 rodiny 1 (CYP1A1/2 a CYPIB1) (Obr. 11) je
zprostiedkovdna Ah receptorem (aryl hydrocarbon receptor, AhR). Ten se v cytoplasmé
vaze na Hsp (heat shock proteins), diky kterym je schopny vézat ligand. Po navazani
induktoru (ligandu) a disociaci Hsp se AhR transportuje do jadra, kde dimerizuje s Arnt
(AhR nuclear translocator). Takto vznikly komplex nésledné funguje jako transkrip¢ni
aktivator. [65, 13] Mezi typické ligandy AhR patii planarni aromatické latky (dioxiny,
polycyklické aromatické uhlovodiky a dalsi) [12].

alR ligand Non ABR ligas
3 Non AhR ligand
a0 Hypoxia

CYPIA]

Cyiochrome
P50 1Al

Nuclear RNA ™
\ mREMNA

Obr. 11 Schéma indukce cytochromu P450 1A1 prostiednictvim Ah receptoru [prevzato z 13]

AhR — aryl hydrocarbon receptor, Hsp90 — heat shock protein, Arnt — AhR nuclear translocator
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Mezi jaderné receptory, které zprostiedkovavaji indukci cytochromu P450, patii
CAR (constitutive androstane receptor). Ten se ve formé monomeru ¢i heterodimeru
s dal§im receptorem, a to RXR (retinoid X receptor), vaze s DNA, ¢imz zvySuje expresi
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8/9/19 a CYP2D6, tedy cytochromti P450 rodiny 2. [65, 80]
Mezi induktory této rodiny cytochromii P450 patii fenobarbital a jiné barbituraty [12].

DalSimi jadernymi receptory jsou PXR (pregnane X receptor) pro zivociSné
organismy a SXR (steroid X receptor) pro organismy lidské [39]. Tyto receptory se s DNA
vazi pouze ve form¢ heterodimeru s jiz vySe zminénym RXR. Tim se zvySuje exprese
cytochromii P450 rodiny 3 (CYP3A4/5) [65, 80], jejichz induktory jsou ptedevSim
steroidni latky (pregnenolon-16a-karbonitril, dexamethason) [12].

Indukce cytochromi P450 rodiny 4 je pak zprostiedkovana dalSimi jadernymi
receptory, a to PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors). Ty, podobné jako
ptedchozi receptory, dimerizuji s RXR s naslednou vazbou s DNA. Jejich induktory jsou
zejména klofibrat a jiné fibraty. [65, 80]

Ptikladem regulace exprese genl na posttranskripéni urovni, konkrétné stabilizace
mRNA, je indukce cytochromu P450 2E1 [12]. Tento isoenzym je indukovan latkami o

malé molekulové hmotnosti, jako je napt. ethanol ¢i aceton vznikly hladovénim [69].

1.3.2.6 Exprese lidskych cytochromit P450 v eukaryotickém a prokaryotickém systému

Diive byly lidské cytochromy P450, jez se pouzivaji ke studiu metabolismu celé
Skaly xenobiotik, izolovany z riznych lidskych tkani a organti. Nevyhoda téchto izolaci
spociva predev§im v nemoznosti ziskat dostatecné mnoZzstvi enzymu piijatelné stability a
katalytick¢ aktivity. Za dalsi nevyhodu lze povazovat také ptitomnost vice forem
izolovanych lidskych cytochromti P450 [60], jelikoz nelze jednotlivé isoenzymy
indukovat.

V soucasnosti je vySe uvedeny zpusob ziskavani lidskych cytochromi P450 nahrazen
rekombinantni expresi jejich jednotlivych isoenzymu v riznych heterolognich expresnich
systémech. Tyto isoenzymy je navic mozné syntetizovat ve vétSim metitku, pokud se jako
expresni systémy pouziji mikroorganismy, které 1ze kultivovat ve velkych koloniich. [60]

Mezi eukaryotické a prokaryotické expresni systémy, které se momentalné pouzivaji,
patii savéi a hmyzi bunky, kvasinky a baktérie [52]. Pfi pouziti sav¢ich bunck jako
eukaryotického expresniho systému pro lidské rekombinantni cytochromy P450 [18], které

jsou v$ak exprimované v malém mnozstvi, neni nutna ,,ko-exprese* nezbytné slozky MFO
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systému, NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Ta je totiz ve vySe zminéném systému jiz
obsazena, a to v pfijatelném mnozstvi. Nevyhodami savciho expresniho systému jsou vSak
zejména technickd a Casova narocnost genetické manipulace a kultivace. [86]

Rekombinantni exprese lidskych cytochromti P450 v hmyzich bunkéch, dalS$im
pouzivaném eukaryotickém expresnim systému, je realizovana bud infekci jednim
Baculovirem, do jehoz DNA bylo vneseno vice gent pfislusného lidského isoenzymu (,,ko-
exprese) nebo tzv. ,ko-infekci“. Tou je mySlena infekce vySe uvedené¢ho systému vice
Baculoviry, z nichz do kazdého byl vnesen jeden gen daného isoenzymu. [61] Vyhodou
tohoto expresniho systému je predevsim schopnost exprese celkem velkych mnozstvi
lidskych cytochromti P450. Naopak nevyhodou je kromé technické naro¢nosti ptipravy téz
nedostatecné mnozstvi NADPH:cytochrom P450 reduktasy v hmyzich bunkach, ktera tudiz
musi byt ,,ko-exprimovana‘“ spolu s vyse zminénymi cytochromy P450. [60]

Kultivace dalSich dvou expresnich systémt, a to mikrobidlnich bunék jako jsou
kvasinky a baktérie, je mnohem jednodussi a rychlejsi nez kultivace vySe jmenovanych
bunék vyssich organismu. I kdyz je hladina exprimovanych lidskych cytochromi P450
v bunkach kvasinek (napi. Saccharomyces cerevisiae [18]) niz§i v porovnani
s bakterialnim expresnim systémem, jejich exprese a naslednd modifikace se vice podoba
procestim probihajicim u vyssich organismi. To je déno tim, ze kvasinky obsahuji stejné
jako ostatni eukaryotické buiikky membranové organely. [60]

Nejpouzivanéj§im prokaryotickym expresnim systémem 1 expresnim systémem
vubec je baktérie Escherichia coli. Jeji vyhody spocivaji ve snadné genetické manipulaci a
kultivaci stejn€ jako v nartstu velkého mnozstvi biomasy a ve schopnosti exprese vysoké
hladiny lidskych cytochrom P450. [18] I pfes vySe jmenovana pozitiva byla
rekombinantni exprese membranoveé vazanych lidskych cytochromt P450 v E. coli zprvu
malo U¢inna (cca 1 %), a to predevsim kvili absenci membranovych organel [49]. Aby se
dosahlo lepsiho navéazani cytochromti P450 do prokaryotické membrany a tim 1 vy$s$i miry
jejich exprese, byly navrzeny rizné Upravy jejich cDNA. Napt. Barnes a kol. [7] navrhli
modifikaci 5'-konce cDNA cytochromu P450 nebo Pritchard a kol. [52] fuzi ¢cDNA
cytochromu P450 s bakterialni vedouci sekvenci.

Kromé organel neobsahuje E. coli ani NADPH:cytochrom P450 reduktasu, kterou je
tudiz nezbytné ,ko-exprimovat“ spolu s cytochromy P450. ,Ko-exprese® lidského
cytochromu P450 a této reduktasy v E. coli je realizovana bud’ transfekci jednim

plasmidem, do kterého byla vnesena ¢cDNA pfisluSného lidského isoenzymu a cDNA
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reduktasy [15] nebo transfekci dvéma plasmidy. V tom ptipadé je do prvniho plasmidu
vnesena cDNA daného isoenzymu a do druhého cDNA NADPH:cytochrom P450
reduktasy. Exprese fuzniho proteinu, ve kterém je lidsky cytochrom P450 a jeho reduktasa
soucasti jednoho polypeptidového fetézce, piedstavuje dalsi zplisob rekombinantni

ptipravy enzymu [26, 47].

1.3.2.7 Lidsky cytochrom P450 141

Lidsky cytochrom P450 1A1 (CYP1A1) nélezi spolu s dal§imi dvéma isoenzymy
(CYP1A2 a CYPIBI) do stejné rodiny cytochromti P450, a tou je rodina 1 [44].
S CYP1A2 vykazuje tento hemthiolatovy protein vysokou miru homologie Vv
aminokyselinové sekvenci, ktera ¢ini az 70 % [69].

Cytochrom P450 1A1 je typicky extrahepatalni enzym, ktery se majoritné vyskytuje
v plicich a dale také v ledvinach, GIT, kizi a jinych extrahepatdlnich tkénich. Naopak
v jatrech se nachazi pouze ve velmi nizkych koncentracich. Jako vétSina ostatnich forem
cytochromit P450 patii i CYP1A1 mezi inducibilni enzymy. Mechanismus indukce
CYPIALI je popsan v kap. 1.3.2.5. Hlavnimi induktory téchto enzymu jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky, které jsou mimo jiné obsazené téz v cigaretovém koufi. To je
hlavni diivod, pro¢ byly vysoké koncentrace cytochromu P450 1Al nalezeny praveé
v plicich kufaki. Tento cytochrom P450 byl zaroven detekovan u karcinomu plic a nadort
prsu. [69]

Cytochrom P450 1A1 se vyznamné podili na metabolismu xenobiotik, a to zejména
latek planarni struktury, [2] jako je napf. benzo[a]pyren a jiné polycyklické aromatické
uhlovodiky. Hlavni role tohoto isoenzymu piitom spocivad v pieméné téchto substrati
(prokancerogenti) na jejich aktivni formy. Cytochromy P450 1A1 mohou aktivovat az

90 % vsech dosud znamych kancerogenti. [69]

1.3.3 Fosfolipidova membrana

Nezastupitelnou ulohu ve spravné funkci MFO systému hraji téz fosfolipidoveé
membrany. Lipidy téchto membran, zvlasté pak fosfatidylcholin, interaguji s ukotvenym
cytochromem P450, a zpiisobuji tak zmény v jeho konformaci, které nésledné vedou ke
zvyseni jeho afinity k substratu. Tyto lipidy zaroven vytvareji vesikularni ttvary, které

napomahaji cytochromu P450 v interakci s dalSim membrdnové vdzanym enzymem, a to
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s NADPH:cytochrom P450 reduktasou. Tim je stimulovana tvorba funk¢éné aktivniho
komplexu obou enzymu. V neposledni fadé¢ dochazi ve vyse zminénych membranach ke
kumulaci latek hydrofobni povahy, které mohou slouzit jako substraty cytochromu P450.

[64]

1.4 CYTOCHROM B;

MFO systém muze fakultativné obsahovat téZ cytochrom bs. Tento maly (17 kDa)
hemoprotein byl piivodné pojmenovan cytochrom m, jelikoz byl objeven v mikrosomech
[59]. V eukaryotickych organismech je cytochrom bs lokalizovan na vnéjsi strané
membrany endoplasmatického retikula a mitochondrii [78]. V obou téchto systémech se
podili na pfenosu elektronti fady oxidacnich a reduk¢nich reakci. Ty zahrnuji desaturaci ¢i
elongaci mastnych kyselin [58] stejné jako biosyntézu cholesterolu [20] a plasmalogenil
[46]. Neméné vyznamna je role cytochromu bs v reakcich katalyzovanych cytochromy

P450 [58], ktera je popsana nize.

1.4.1 Struktura cytochromu bs

Cytochrom bs (Obr. 12 A) se skldda zSesti o-helixii a péti B-skladanych listi
usporddanych do dvou domén, hydrofobni N-termindlni domény a hydrofilni C-terminalni
domény. Mensi hydrofébni doménu tvoii 14 — 18 aminokyselin, kterymi je tento protein
ukotven v membrané. Topologie vySe uvedené domény je znazornéna na Obr. 12 B. Prvni
model ptedpoklada prichod C-konce hydrofébni domény do lumen endoplasmatického
retikula, zatimco v druhém modelu je C-konec orientovan do cytoplasmy [78].

Vétsi hydrofilni doména obsahuje jako prosthetickou skupinu hem b (t;j.
protoporfyrin IX). Ten je umistén v hydrofobni dutiné katalytické oblasti tvofené ¢tyimi a-
helixy takovym zplsobem, Ze jedna jeho hrana je v kontaktu s cytoplasmou. Ion zeleza
tohoto hemu koordinuje, narozdil od cytochromu P450, dva imidazolové zbytky vysoce
konzervovanych histidind. Kromé nich je katalytickd oblast bohatd na zaporné nabité
aminokyselinové zbytky, a to aspartatu a glutamatu, které jsou také vysoce konzervované.
Ty tvoii komplementarni povrch ke kladné nabitému povrchu cytochromu P450. [59]

Ob¢ domény jsou propojeny oblasti bohatou na prolin [59]. Délka této oblasti

ovliviiuje schopnost vyse popsané katalytické domény vazat se krliznym redoxnim
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partnerim. Napf. pro uspésnou interakci cytochromu bs s cytochromem P450 je tieba, aby

byla spojovaci oblast slozena nejmén¢ ze sedmi aminokyselin. [10]

Obr. 12 Struktura krali¢iho cytochromu bs (A) a schéma predpokladaného ukotveni tohoto proteinu

v membrané endoplasmatického retikula (B) [prevzato z 75 (A) a 34 (B)]

1.4.2 Vliv cytochromu bs na reakce katalyzované cytochromy P450

Interakce cytochromu bs s cytochromem P450 je vysoce komplexni, ovliviiuje ji totiz
nejen isoforma cytochromu P450, ale i jeho substrat. Cytochrom bs je na jedné strané
schopny stimulovat fadu reakei katalyzovanych cytochromy P450, na druhou stranu mtze
pusobit i jako inhibitor, nebo byt zcela bez vlivu. Podstata vlivu tohoto hemoproteinu je

prozatim zndma pouze u nékterych isoforem cytochromu P450 a jejich substrati. [59]

1.4.3 Mechanismus funkce cytochromu bs

Role cytochromu bs vramci MFO systému neni dosud zcela objasnéna.
Mechanismus uc¢inku tohoto hemoproteinu v monooxygenasové reakci katalyzované
cytochromy P450 je vysvétlovana ¢tyimi nasledujicimi zptsoby:

Prvni mechanismus G¢inku cytochromu bs zahrnuje pfimy ptenos elektronu z tohoto
hemoproteinu do cyklu monooxygenasové reakce. V této reakci (kap. 1.3.2.3)
katalyzované cytochromy P450 se jako limitujici faktor jevi rychlost piijeti druhého
elektronu, ktery je nezbytny k tvorbé aktivovaného molekularniho kysliku vézaného na
cytochrom P450. [59] Neni-li tento elektron doru¢en dostate¢né rychle, dochazi k rozpadu

ferrisuperoxidového komplexu. Pfitom se misto oxidovaného substratu uvoliuje
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superoxidovy anionradikdl, ktery je pak superoxiddismutasou preménén na peroxid
vodiku. [70]

Druhou variantou tohoto mechanismu ucinku je predpoklad, ze se cytochrom bs
chova jako pozitivni modifikator monooxygenas tim, ze redukuje cetnost rozpojeni
komplexu cytochromu P450 se superoxidovym anionradikalem. Diky cytochromu bs
vstupuje druhy elektron do monooxygenasové reakce rychleji, nez je rychlost rozpadu vyse
jmenovaného komplexu. Zaroven se vytvori vice aktivovaného kysliku, ktery reaguje se
substratem za vzniku produktu. [59]

Tteti vysvétleni mechanismu ucinku cytochromu bs navrhuje tvorbu komplexu
s cytochromem P450. Za absence cytochromu bs pfijima cytochrom P450 jeden elektron
od NADPH:cytochrom P450 reduktasy, od které se nasledné disociuje, aby mohl navazat
molekularni kyslik. Po reasociaci s vySe jmenovanou reduktasou pak od ni pfijima i druhy
elektron. Vytvoreni komplexu cytochromu P450 s cytochromem bs urychluje formovani
aktivovaného kysliku odstranénim dvoji interakce cytochromu P450 s NADPH:cytochrom
P450 reduktasou. [59]

Ve Ctvrtém mechanismu ucinku cytochromu bs se predpoklada skutecnost, ze tento
hemoprotein slouzi jako efektor bez redoxni role v cytochromem P450 katalyzované
monooxygenasové reakci. To potvrzuje stimulaci nékterych cytochromid P450 jak
cytochromem bs, tak 1 apo-cytochromem bs, tedy cytochromem bs s absenci prosthetické
skupiny (protoporfyrinu IX). Funkce cytochromu bs jako efektoru pravdépodobné spociva
v posileni rozpadu ferrioxenového komplexu cytochromu P450 za tvorby produktu nebo

v usnadnéni toku elektronti pies systém. [59]
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2 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem piedkladané diplomové prace bylo studium metabolismu benzo[a]pyrenu
enzymy mikrosomalniho systému monooxygenas se smiSenou funkci in vitro. Konkrétné
byla studovana oxidace benzo[a]pyrenu jaternim mikrosomélnim systémem potkana a dale
lidskym cytochromem P450 1Al exprimovanym v eukaryotickém a prokaryotickém
systétmu. V ramci studia rekombinantniho lidského cytochromu P450 1A1 byl rovnéz
zkoumén vliv cytochromu bs, izolované NADPH:cytochrom P450 reduktasy a
epoxidhydrolasy na oxidaci benzo[a]pyrenu.

Izolace a purifikace NADPH:cytochrom P450 reduktasy z jater kralika doméciho
byla dalsim cilem ptedkladané prace.

Jako modelové enzymové systémy byly pouzity jaterni mikrosomy izolované
z potkanti kontrolnich (nepremedikovanych) a premedikovanych induktory cytochromii
P450 a dale lidsky cytochrom P450 1A1 exprimovany v membran¢ endoplasmatického

retikula hmyzich bunék a v membrané E. coli.
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3 MATERIAL A METODY
3.1 MATERIAL

3.1.1 Pouzity material a chemikalie

Material a chemikalie, které byly pouzity v experimentech, pochézeji z nasledujicich
zdroju:
Affymetrix (USA)

Sodnd  sil  3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonové  kyseliny

(CHAPS)

BD Biosciences (USA)

Supersomes', mikrosomy izolované z hmyzich bundk transfekovanych Baculovirem
nesoucim cDNA lidského cytochromu P450 1A1 s NADPH:cytochrom P450 reduktasou
(CYP1A1) (eukaryoticky expresni systém)

British Drug Houses (GB)
Sudan I

Calbiochem (USA)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP"), nikotinamidadenindinukleotidfosfat
redukovany (NADPH)

Cypex (Velka Britanie)

Bactosomes, ,,zZlomky* membran Escherichia coli transfekované jednim plasmidem/dvéma
plasmidy nesoucich ¢cDNA lidského cytochromu P450 1A1 s NADPH:cytochrom P450
reduktasou o jeji vyssi a nizsi aktivite¢ (CYP1A1R, CYP1A1LR) (prokaryoticky expresni

systém)

Desert Biologicals (USA)
Emulgen 911 (E-911)

Farmakon (Olomouc, Ceska republika)
Fenobarbital (PB)

Fluka (Svycarsko)
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB R-250)
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J.T.Baker (USA)
Acetonitril (ACN), methanol (MeOH)

Koch-Light Laboratories (Velka Britanie)

Protaminsulfat

Laborato¥ katedry biochemie P¥F UK (Praha, Ceska republika)

Mikrosomy izolované zjater potkanti  kontrolnich (nepremedikovanych) a
premedikovanych induktory cytochromti P450 [Sudan I, fenobarbital (PB), pregnenolon-
16a-karbonitril (PCN) a ethanol (EtOH)] RNDr. Vérou Cernou, Ph.D. dle Stiborové a kol.
[66, 67]. Cytochrom bs (cyt bs) a epoxidhydrolasa (EH) izolované z krali¢ich jater RNDr.
Vérou Cernou, Ph.D. a RNDr. Michaelou Moserovou, Ph.D. dle Yanga a Cederbauma [84]
a dle Yasukochiho [85] postupy upravenymi dle disertaéni prace RNDr. Miroslava Sulce,
Ph.D. [73].

Lachema (Brno, Ceska republika)

Bromfenolova modf, dekahydrat difosforeCnanu tetrasodného, disodna sl
ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTANa;), hydrogenuhli¢itan sodny, chlorid
hotec¢naty, monohydrat uhli¢itanu sodného, pentahydrat siranu méd’natého, peroxodisiran

amonny (APS), vinan sodny

Lach-Ner (Neratovice, Ceska republika)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, ethanol (EtOH), ethylacetat, glycerol, glycin, hydroxid

draselny, hydroxid sodny, chlorid draselny, kyselina chlorovodikova, kyselina octova

Linde (Praha, Ceska republika)
Oxid uhelnaty, plynny dusik

Merck Milipore (Némecko)
Odstiedivé filtracni zafizeni Amicon Ultra-15 30K, ultrafiltraéni membrana Amicon PM10

a PM30

Pharmacia Fine Chemicals (Svédsko)
2',5'-ADP-Sepharosa 4B, DEAE-Sepharosa CL6B

Reanal (Mad’arsko)
Glukosa-6-fostat
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Roche (Svycarsko)
Complete Inhibitor

Serva (Némecko)

Akrylamid, N,N'-methylen-bis(akrylamid) (BIS), dodecylsulfat sodny (SDS), N,N,N',N'-
tetramethylethylen-diamin (TEMED), sodna sl 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethan-
sulfonové kyseliny (HEPES), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Sigma-Aldrich (USA)

4,4'-dikarboxy-2,2'-bicinchoninova kyselina (BCA), benzo[a]pyren (BaP), cytochrom c
(cyt ¢), dilauroylfosfatidylcholin (DLPC), dimethylsulfoxid (DMSO), dithioniCitan sodny,
dithiothreitol ~ (DTT),  fenacetin = (PA), fenylmethylsulfonylfluorid  (PMSF),
flavinmononukleotid (FMN), glukosa-6-fosfat dehydrogenasa, glutathion redukovany
(GSH), hovézi sérovy albumin (BSA), cholat sodny, pregnenolon-16a-karbonitril (PCN),
sacharosa, standardy pro SDS elektroforézu, triethylamin (TEA), vitamin E

3.1.2 PouZité roztoky a pufry

Pufry pro izolaci a purifikaci NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Pufr PR1 (puftr pro izolaci mikrosomalni frakce, pH 7,5)

153 mM KCI/KOH, 10 mM EDTANa,, tésn€ pied pouzitim pfidat: 500 uM PMSF,
50 uM vitamin E

Pufr PR2 (puft pro izolaci mikrosomalni frakce, pH 7,5)

Pufr PR3 (pufr pro izolaci mikrosomalni frakce, pH 7,5)
250 uM sacharosa/NaOH, 10 mM EDTANa,, 1 mM DTT, tésn¢ ptfed pouzitim ptidat:
250 uM vitamin E, 1 tableta Complete Inhibitoru/50 ml pufru

Pufr PR4 (puftr pro solubilizaci, pH 7,5)
100 mM Tris/acetat, 100 mM KCI, | mM EDTANa,, 1 mM DTT, 20 % glycerol (v/v)

Pufr PRS (ekvilibraéni pufr pro DEAE-Sepharosu CL6B, pH 7,5)
5 mM Tris/acetat, | mM EDTANa,, 20 % glycerol (v/v), 0,1 % E-911 (w/v)

Pufr PR6 (dialyzac¢ni pufr, pH 7,0)
5 mM KH,PO4, 1 mM EDTANa,, 100 uM DTT, 10 % glycerol (v/v), 0,1 % E-911 (w/v)
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Pufr PR8 (dialyza¢ni pufr, pH 7,4)
25 mM TEA, 1 mM DTT, 20 % glycerol (v/v)

Pufr AP1 (cyklizacni pufr pro DEAE-Sepharosu CL6B, pH 7,5)
1 M Tris/acetat

Pufr AP2 (nalévaci pufr pro DEAE-Sepharosu CL6B, pH 7,5)
5 mM Tris/acetét, 20 % glycerol (v/v)

Pufr CP1 (ekvilibracni puftr pro 2',5'-ADP-Sepharosu 4B, pH 7,0)
50 mM KH,;PO4, 1 mM EDTANa,, 100 uM DTT, 20 % glycerol (v/v), 0,2 % E-911 (w/v)

Pufr CP2 (elu¢ni pufr NADPH:CYP reduktasy pro 2',5'-ADP-Sepharosu 4B, pH 7,5)
50 mM KH;PO4, 200 mM KCI1, ImM EDTANa,, 100 uM DTT, 20 % glycerol (v/v), 0,1 %
E-911

Roztoky a pufry pro analyticka stanoveni

Roztoky pro stanoveni koncentrace proteinu

Roztok A (pH 11,25)

0,4 % NaOH (w/v), 0,95 % NaHCO;3; (w/v), 2 % Na,CO3.H,O (w/v), 0,16 % vinan sodny
(W/v)

Roztok B
4 % CuSOyq . 5 H,O (w/v)

Pufr pro stanoveni koncentrace cytochromu P450 (pH 7,5)

100 mM KH,POy, 2 % glycerol (v/v)

Pufr pro stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy (pH 7,4)
300 mM KH,PO4, 1 mM EDTANa,

Roztoky pro SDS elektroforézu

Vzorkovy pufr (5 koncentrovany, pH 6,8)

250 mM Tris/HCI, 500 mM DTT, 10 % SDS (w/v), 0,5 % bromfenolova modf (w/v), 50 %
glycerol (v/v)

Elektrodovy pufr (pH 8,5)
20 mM Tris/HCI, 200 mM glycin, 0,1 % SDS (w/v)
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Separacni gel (8 %, 5 ml)
2,3 ml H,O, 1,3 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8), 1,3 ml 29,2 % akrylamidu (w/v) s 0,8 % BIS
(w/v), 50 ul 10 % SDS (w/v), 3 ul TEMED, 50 pl 10 % APS (w/v)

Separacni gel (10 %, 5 ml)
1,9 ml H,O, 1,3 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8), 1,7 ml 29,2 % akrylamidu (w/v) s 0,8 % BIS
(w/v), 50 ul 10 % SDS (w/v), 2 ul TEMED, 50 pl 10 % APS (w/v)

Separacni gel (12 %, 5 ml)
1,6 ml H,O, 1,3 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8), 2,0 ml 29,2 % akrylamidu (w/v) s 0,8 % BIS
(w/v), 50 ul 10 % SDS (w/v), 2 ul TEMED, 50 pl 10 % APS (w/v)

»Zaostfovaci gel (4 %, 2 ml)
1,4 ml H,O, 0,25 ml 1,0 M Tris/HCI (pH 6.,8), 0,33 ml 29,2 % akrylamidu (w/v) s 0,8 %
BIS (w/v), 20 pl 10 % SDS (w/v), 2 ul TEMED, 20 pl 10 % APS (w/v)

Barvici lazen CBB R-250
0,25 % CBB R-250 (w/v), 45 % MeOH (v/v), 10 % kyselina octova (v/v)

Odbarvovaci roztok

35 % EtOH (v/v), 10 % kyselina octova (v/v)

Roztoky pro oxidaci benzo[a]pyrenu systémem monooxygenas se smiSenou funkci
»NADPH-generujici* systém

10 mM MgCl,, 1 mM NADP', 10 mM glukosa-6-fosfat, 1 U.ml”' glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa

3.1.3 Pouzité pristroje

Aparatura pro SDS elektroforézu
Electrophoresis Power Supply EPS 301, Amersham Biosciences (Svédsko), Vertical

Electrophoresis System

Centrifugy

Allegra X-22R Centrifuge, Beckman Coulter (USA), Centrifuge 5418, Eppendorf
(Némecko), Janetzki K-23 (Némecko), Janetzki K-24 (Némecko), Optima LE-80K,
Beckman Coulter (USA)

Homogenizatory podle Pottera a Elvehjema
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Magnetické michacky
Electronicrithrer Monotherm, Variomag (Némécko), KMO 2 basic, IKA (Némecko)

Peristalticka pumpa
Peristaltic Pump PP-05
pH metr s kombinovanou elektrodou

HI 2211 pH/ORP Meter, HANNA Instruments (USA)

Pipety
Biohit Proline (Finsko), Nichipet EX, NICHIRYO (Japonsko), Pasteurovy pipety

Sbérac frakei

Fraction Collector Model 2128, BIO RAD (USA)

Spektrofotometry
Infinite M200 PRO, TECAN (Svycarsko), Specord M-40, Carl Zeiss Jena (Némecko)

Systém HPLC, DIONEX (USA)

z komponent: Degasys DG-1210, Pump P580, Automated Sample Injector ASI-100,
UV/VIS Detector UVD 170S/340S

termostat kolony Column Oven LCO 101, ECOM (Praha, Ceska republika)

kolony Nucleosil 100-5 C18 250/4, MACHEREY-NAGEL (Némecko), Nucleosil HD 100-
5 C18 250/4, MACHEREY-NAGEL (Némecko)

Termostatové lazné
IR 1500 Automatic CO; Incubator, Flow Laboratories (Velka Britanie), Thermomixer

Compact, eppendorf (Némecko)

Trepacky
Minishaker MS1, IKA (Némecko), Orbital Shaker OS2 Basic, IKA yellow line (Némecko)

Ultrafiltra¢ni cela Amicon

Ultrazvukova lazen

Elmasonic E30 H, Elma (Némecko)

Vahy

Analytické vahy Discovery OHAUS (Svycarsko), PESA 40SM-200A (Svycarsko),
pfedvazky KERN EW600-2M (Némecko)

44



Vakuova odparka

Acid-Resistant CentriVap Concentrator, LABCONCO (USA)

3.2 METODY

3.2.1 Izolace a purifikace NADPH:cytochrom P450 reduktasy

NADPH:cytochrom P450 reduktasa, pouzita ke studiu metabolismu benzo[a]pyrenu,
byla izolovéna z jater kralika doméaciho dle Dignama a Strobela [14] postupem upravenym
dle diplomové prace Mgr. Tomase JeCmena [30]. Cely izola¢ni proces byl provadén

v chlazené mistnosti pii teploté 6 °C, vSechny nastroje a roztoky byly téz vychlazeny.

3.2.1.1 Premedikace pokusnych zvirat

Dva samci kralika domaciho (Oryctolagus cuniculus, New Zealand White, Velaz) o
hmotnosti cca 2 kg byli chovani 14 dnii v kleci pii teploté 20 + 2 °C. Peletova strava a voda
jim byly podavany ad libitum. Od ctvrtého dne byli premedikovani 0,1 % roztokem
fenobarbitalu ve vodé¢ (w/v) za ucelem indukce cytochromu P450 podrodiny 2B. Pied
usmrcenim oxidem uhli¢itym zvitata 18 hodin hladovéla pro snizeni hladiny glykogenu
v jatrech. VSechny experimenty se zvifaty byly provadény v laboratofich pro praci se

zvitaty 1. 1€kaiské fakulty Univezity Karlovy v Praze.

3.2.1.2 Izolace jaterni mikrosomadalni frakce

Dvoje vyjmutd a oplachnutd jatra byla vloZzena do vychlazeného pufru PR1. Po
zvéazeni byla jatra rozstithdna (kazda zvlast) na mensi dily a nékolikrat promyta pufrem
PR1, aby bylo dosazeno dokonalého ,,odkrveni“. Nasledné byla jaterni tkan (opét kazda
zvlast) homogenizovana ,,volnym* homogenizatorem podle Pottera a Elvehjema v pufru
PR1 o objemu odpovidajicimu ¢tyinasobku hmotnosti tkané v gramech (400 ml).

Filtrované¢ homogenaty byly 10 minut centrifugovany pii 600 x g v ptedchlazené
centrifuze Janetzki K-23 (vykyvny rotor 4 x 70 ml, 2 000 RPM). Za ucelem zvySeni
vytézku byly sedimenty ,,rehomogenizovany* s % ptvodniho objemu pufru PR1 (100 ml),
filtrovany a za vySe uvedenych podminek znovu centrifugovany. Poté byly supernatanty
z obou centrifugaci spojeny a 20 minut centrifugovany pii 15000 x g v predchlazené

centrifuze Janetzki K-24 (thlovy rotor 6 x 35 ml, 13 000 RPM).
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Ziskané supernatanty byly oddé€leny od tzv. ,lehce sedl¢* vrstvy mitochondridlni
frakce a byly déle centrifugovany 65 minut pfi 105 000 x g v predchlazené ultracentrifuze
Optima LE-80K (thlovy rotor Ti45 6 x 70 ml, 45000 RPM). Po odliti supernatant
(cytosolarni  frakce) byly ziskané sedimenty ,rehomogenizovany* ,tésnym*
homogenizatorem v pufru PR2 o objemu odpovidajicimu dvojnasobku hmotnosti tkané
v gramech (200 ml) a znovu centrifugovany za vyse uvedenych podminek. Po opétovném
odliti supernatanti byly sedimenty ,rehomogenizovany“ v pufru PR3 o objemu
odpovidajicimu 4 piivodni hmotnosti tkané¢ v gramech (50 ml), ke kterému byl ptfidan
roztok pfipraveny rozpusténim 1 tablety Complete Inhibitoru v 1 ml pufru PR3.

Z obou mikrosomalnich frakci byl odebran vzorek (150 pl) pro analyticka stanoveni
(kap. 3.2.2) a SDS elektroforézu (kap. 3.2.3). V obou mikrosomalnich frakcich,
uchovéavanych pied provedenim solubilizace na ledu, byla stanovena koncentrace proteinu
postupem popsanym v kap. 3.2.2.1, koncentrace cytochromu P450 postupem v kap. 3.2.2.2

a cytochrom c reduktasova aktivita postupem v kap. 3.2.2.3.

3.2.1.3 Solubilizace jaterni mikrosomalni frakce

Ob¢ mikrosomdlni frakce byly spojeny a fedény pufrem PR4 na vyslednou
koncentraci proteinu 6 mg.ml™. Za stalého michani na ledu byl k fedéné mikrosomalni
frakci po kapkach (1 kapka/s) pfidan roztok Complete Inhibitoru v pufru PR4 tak, ze 1
tableta Complete Inhibitoru odpovida 50 ml fedéné mikrosomdlni frakce a rozpousti se
v 0,5 ml pufru PR4. Déle byl pfidan roztok protaminsulfatu (15 mg.ml™” zasobni roztok
v H,0) do vysledné koncentrace 0,375 mg.ml” protaminsulfitu v kone¢ném objemu
solubilizatu. Nasledné byl pod atmosférou dusiku ptikapavan rychlosti 1 kapka/3 s 10 %
roztok cholatu sodného (w/v) a 10 % roztok Emulgenu 911 (w/v) do vysledné koncentrace
1 mg detergentu.mg™' proteinu.

Po 20 minutach michani byl solubilizat centrifugovan 60 minut pfi 105000 x g
v predchlazené ultracentrifuze Optima LE-80K (thlovy rotor Ti45 6 x 70 ml, 45 000
RPM). Ziskany supernatant, ze kterého byl odebran vzorek (150 upl) pro stanoveni (kap.
3.2.2.1 az 3.2.2.3 a 3.2.3), byl nanesen na ekvilibrovanou kolonu DEAE-Sepharosy CL6B
(pH 7,5).
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3.2.1.4 Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B

Na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B (2,5 x 40 cm, 120 ml, pH 7,5) ekvilibrovanou
pufrem PRS5 byl rychlosti 0,5 ml/min nanesen supernatant ziskany solubilizaci izolované
jaterni mikrosomalni frakce. Pro eluci cytochromu P450 byla kolona promyvana pufrem
PRS5 s pridavkem 10 % roztoku Emulgenu 911 o vysledné koncentraci 0,4 % (w/v). V
jimanych frakcich o objemu cca 20 ml byla méfena absorbance pii 417 nm na
spektrofotometru Specord M-40. Promyvani bylo ukon¢eno po vymyti cytochromu P450 z
kolony provéazeného poklesem absorbance pii 417 nm na pocatecni hodnotu.

NADPH:cytochrom P450 reduktasa, cytochrom bs a dalsi proteiny, které ztstaly
navazany na kolon¢ DEAE-Sepharosy CL6B, byly eluovany linearnim gradientem 2 x 400
ml 50 — 400 mM KCI v pufru PR5 (0,8 ml/min). V jimanych frakcich o objemu cca 12 ml
byla méfena absorbance pii 413 nm a cytochrom c reduktasova aktivita (spektrofotometr
Specord M-40).

Nasledné byla provedena SDS elektroforéza frakci v oblastech maxim absorbance pii
417 nm a 413 nm a frakci v oblasti cytochrom ¢ reduktasové aktivity. Frakce s vysokym
obsahem cytochromu P450 byly spojeny, zahustény za pouziti ultrafiltracni membrany
Amicon PM30 a dialyzovany ptes noc proti 2 x 1 000 ml pufru PRS. Nasledné byl preparat
cytochromu P450 zmrazen a uchovan pfi teploté -80 °C.

Frakce s vysokym obsahem cytochromu bs a frakce cytochromu bs vykazujici
alespon desetinu absorpcniho maxima ,,piku“ pifi 413 nm byly spojeny, zahusStény za
pouziti ultrafiltraéni membrany Amicon PM10 a dialyzovany pfes noc proti 1 x 2 000 ml
pufru PR6. Nasledn¢ byly oba preparaty cytochromu bs naneseny na dvé kolony DEAE-
Sepharosy CL6B 2 (pH 8,1). Dalsi postup purifikace cytochromu bs jiz neni soucasti této
prace.

Frakce s vysokym obsahem NADPH:cytochrom P450 reduktasy a bez kontaminace
tetrahydrofolatreduktasou byly spojeny, zahu$tény za pouziti ultrafiltracni membrany
Amicon PM30 a dialyzovéany ptes noc proti 1 X 2 000 ml pufru PR6. Nedopatienim doslo
k tniku cca poloviny preparatu NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR 2) z dialyzacni
trubice do dialyza¢niho pufru. pH preparatu NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR 1),
ktery zGstal v dialyzac¢ni trubici, bylo upraveno roztokem KH,PO4 na hodnotu 7,0.
Nasledné byly oba preparaty NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR 1 a 2), ze kterych
byl odebran vzorek (150 ul) pro stanoveni (kap. 3.2.2.1 az 3.2.2.3 a 3.2.3), naneseny na
dvé kolony 2',5'-ADP-Sepharosy 4B (pH 7,0).
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3.2.1.5 Chromatografie na koloné 2',5'-ADP-Sepharosy 4B

Na kolonu 2',5'-ADP-Sepharosy 4B (1,4 x 6,5 cm, 10 ml, pH 7,0) ekvilibrovanou
pufrem CP1 byl rychlosti 0,5 ml/min nanesen preparat CPR 1, jehoZ pH bylo upraveno na
hodnotu 7,0. Stejnym zptsobem byl na druhou kolonu 2',5'-ADP-Sepharosy 4B (pH 7,0)
nanesen preparat CPR 2 v dialyza¢nim pufru. Nasledn€ byly obé¢ kolony promyty 250 ml
pufru CP1, aby doslo k ,,odmyti* zbylych kontaminanti.

Navéazané preparaty CPR 1 a 2 byly z obou kolon 2',5'-ADP-Sepharosy 4B (pH 7,0)
eluovany 2 x 30 ml pufru CP2 spiidavkem NADP' o vysledné koncentraci 500 pM.
V jimanych frakcich o objemu cca 4 ml byla méfena cytochrom c reduktasova aktivita
(spektrofotometr Specord M-40).

Nasledn¢ byla provedena SDS elektroforéza frakci, ve kterych byla detekovana
cytochrom c reduktasova aktivita. Frakce s vysokym obsahem CPR 1 a 2 byly spojeny. Ke
spojenym frakcim obou preparati CPR byl pfidin 5 mM roztok FMN do vysledné
koncentrace 50 pM. Oba preparaity CPR byly zahu$tény (Amicon Ultra-15 30K) a
dialyzovany ptes noc proti 2 x 2 000 ml pufru PRS8. Nésledné byly oba preparaty CPR, ze
kterych byl odebran vzorek (150 pl) pro stanoveni (kap. 3.2.2.1 az 3.2.2.3 a 3.2.3),
v ,,alikvotech* zmraZeny a uchovany pfi teploté -80 °C pro dalsi experimenty (kap. 3.2.4.3

a3.2.4.4).

3.2.2 Analyticka stanoveni
3.2.2.1 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentraci proteinu lze stanovit metodou dle Wiechelmana a kol. [82] pomoci 4,4'-
dikarboxy-2,2'-bicinchoninové kyseliny (BCA). Nékteré postranni fetézce aminokyselin
redukuji méd'naté ionty pfidané do roztoku ve formé vinanového komplexu na ionty
médné. Ty reaguji v alkalickém prostifedi s BCA za tvorby fialové zbarveného komplexu.
Intenzitu zbarveni, jez je pifimo umémd koncentraci proteinu, Ize stanovit
spektrofotometricky méfenim absorbance pti 562 nm.

Cinidlo pro stanoveni koncentrace proteinu bylo pfipraveno tésné pred pouZitim
rozpusténim BCA ve 49 dilech roztoku A na vyslednou koncentraci 1% a dale ptfidanim 1
dilu roztoku B.

Na mikrotitra¢ni desticku bylo pipetovéano v ,tripletech® 9 ul H,O (,,slepy* vzorek),
roztokli standardu (hovézi sérovy albumin, BSA) o koncentracich 0,125; 0,25; 0,50; 0,75;
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1,00; 1,50 a 2,00 mg.ml'1 a stanovovanych vzorki. Po pfidani 260 pl ¢inidla pro stanoveni
koncentrace proteinu ke kazdému vzorku byly tyto inkubovdny 30 minut pii 37 °C
v termostatové lazni IR 1500 Automatic CO, Incubator. Po ochlazeni byla na
spektrofotometru Infinite M200 PRO méfena absorbance pii 562 nm. Ze zjiSténych hodnot
absorbanci roztokidl standardu BSA o znamych koncentracich, od nichz byla odectena
hodnota absorbance ,,slepého* vzorku, byla sestrojena kalibracni pfimka. Dosazenim
hodnot absorbanci stanovovanych vzorkli (menSich o hodnotu absorbance ,,slepého*

vzorku) do této kalibra¢ni ptimky byly odeéteny koncentrace proteinu.

3.2.2.2 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Koncentraci cytochromu P450 1ze stanovit metodou diferencni spektrometrie, jelikoz
jeho komplex vredukovaném stavu snavazanym oxidem uhelnatym vykazuje
charakteristickou absorpci pii 450 nm [45].

Ve zkumavce bylo 40 pl vzorku doplnéno pufrem pro stanoveni CYP na 1 600 ul. Po
pfidani cca 5 mg dithioni¢itanu sodného byl roztok promichan a do dvou kiemennych
kyvet bylo pipetovano po 800 pl roztoku, ve kterych byla na spektrofotometru Specord M-
40 meéfena zakladni linie v rozmezi vinovych délek 400 — 500 nm. Poté byl vzorkovy
roztok sycen 45 sekund pomalym proudem oxidu uhelnatého a nasledné bylo za stejnych
podminek meéfeno diferencni absorpcni spektrum. Koncentrace cytochromu P450 byla

vypoctena ze vzorce

Auso_A
Ccyr = —( al 490) .fedéni [}LM];
1. ecyp,as0

COYP coveeeereeeeieeenaeen, molarni koncentrace cytochromu P450,

Ayso resp. Aggp ....... absorbance pii 450 nm resp. 490 nm,

ECYPASO +ervverveervennees molarni absorpéni koeficient cytochromu P450 pii 450 nm
(ecypaso = 0,091 mmol " .cm™.dm’ [45]),

L opticka draha kyvety (1 cm),

fedéni........ccoceeeeen. hodnota v tomto ptipadé rovna 40.

3.2.2.3 Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Aktivitu, specifickou aktivitu a celkovou aktivitu NADPH:cytochrom P450

reduktasy Ize stanovit méfenim rychlosti redukce cytochromu ¢ za soucasné oxidace
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NADPH [62]. Koncentraci cytochromu c¢ je mozné vypocitat na zakladé znamého
molarniho absorp¢niho koeficientu tohoto cytochromu pii vinové délce 550 nm.

V kyveté bylo 760 ul pufru pro stanoveni CPR smichdno s 10 pl roztoku cytochromu
¢ o koncentraci 25 mg.ml’ (w/v) a méfena absorbance ,,pozadi“ pfi 550 nm. K takto
vzniklému roztoku bylo v opakovanych pokusech ptidavano 10 pl fedéného vzorku a
reakce startovana 20 pul 10 mM roztoku NADPH (w/v) tak dlouho, dokud nebylo nalezeno
fedéni vzorku, pfi kterém byla nasledné méfena smérnice linearni. Kyveta byla vzdy rychle
promichana a po dobu 1 minuty byla na spektrofotometru Specord M-40 méfena zména
absorbance pfi 550 nm. Stanovovana aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy byla

poté vypoctena ze vzorce

AAssg

————  [umol cyt c.min” .ml'];
1. ecprysso. t

ACPR —

specificka aktivita CPR byla vypoctena ze vzorce

AAss

[umol cyt c.min”.mg™'];
l. €CPR,550 - L. Cp

dsp CPR =

celkova aktivita CPR byla vypoctena ze vzorce

AAssg. Vepr . 1
acelk,cpR = ————  [umol cyt c.min™ |;
1. ecprsso. t
AA550 ... zména absorbance pii 550 nm za dobu t,
| optickd draha kyvety (1 cm),
ECPR,SS0 veerveenen molarni absorp¢ni koeficient CPR pti 550 nm

(SCPR,SSO = 21,01 mmol'l.cm'l.dm3 [62]),

| AP doba méteni (1 min),
Cpeeveemreneenuannens koncentrace proteinu [mg . ml™],
VCPR ................... objem CPR [1’1’11]

3.2.3 SDS elektroforéza

Elektroforéza v ptitomnosti dodecylsulfaitu sodného (SDS) je metoda slouzici
k separaci proteinli na zéklad¢ jejich molekulové hmotnosti. Metoda byla provadéna dle
Laemmliho [35] na polyakrylamidovém gelu v diskontinudlnim uspotadani za pouziti 4 %
»zaostfovaciho* gelu (pH 6,8) a 8 %, 10 % nebo 12 % separac¢niho gelu (pH 8,8) pro
NADPH:cytochrom P450 reduktasu, cytochrom P450 nebo cytochrom bs.
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20 pl vhodné tedénych vzorkli bylo smichano s5 pl pétkrat koncentrovaného
vzorkového pufru. Vysledné roztoky byly 5 minut povafeny na vodni lazni a po
centrifugaci naneseny do jamek v gelu (20 ul). Elektroforéza probihala ve vertikalnim
uspotradani pii pH 8,5 za konstantniho napéti 80 V pii prichodu ,,zaostfovacim®™ gelem
(cca 30 minut) a 150 V pii pruchodu gelem separacnim. Poté byly gely 45 minut barveny
v barvici lazni roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250 a néasledné¢ odbarveny
v odbarvovacim roztoku. Odbarvené gely byly uchovavany pii 4 °C v1 % roztoku

kyseliny octové (v/v).

3.2.4 Oxidace benzo|a]pyrenu mikrosomalnim systémem monooxygenas se

smiSenou funkei
3.2.4.1 Oxidace benzolalpyrenu jaternimi mikrosomy potkana

Ke studiu oxidace benzo[a]pyrenu byly pouzity jaterni mikrosomy izolované
z potkanti kontrolnich (nepremedikovanych) a premedikovanych induktory cytochromii
P450, a to Sudanem I (indukce CYP1A), fenobarbitalem (indukce CYP2B a CYP2C),
pregnenolon-16a-karbonitrilem (indukce CYP3A) a ethanolem (indukce CYP2ET1).

Inkubacni smési o objemu 500 pl byly pfipraveny do mikrozkumavek vzdy ve dvou

paralelnich vzorcich nésledujiciho slozeni:

= fosfatovy pufr (100 mM KH,POy4, pH 7,4)

= 0,5 mg.ml" proteini mikrosomalni frakce (viz. Tab. 1)
= 50 uM BaP (5§ mM zésobni roztok v DMSO)

= _NADPH-generujici systém

Do mikrozkumavek byly k fosfatovému pufru nejprve pipetovany kontrolni
mikrosomy nebo mikrosomy premedikovanych potkana. Po pfidani 5 pl BaP byla oxidace
startovana 50 pl ,,NADPH-generujicitho® systému. Smési byly inkubovany za stalého
michani (450 RPM) v termostatové 1dzni Thermomixer Compact za ptistupu vzduchu pii
teploté 37 °C po dobu 20 minut.

Reakce byla terminovéna pfidanim 1000 pl ethylacetatu. Po piidavku 5 pl
fenacetinu (1 mM zasobni roztok v MeOH) jako vnitiniho standardu pro HPLC byly smési
5 minut intenzivné protiepavany. Pro ditkkladné oddéleni obou fazi byly smési 5 minut

centrifugovany pii 13 000 RPM (Centrifuge 5418). Horni organicka faze (cca 750 pl) byla
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odebrana do novych mikrozkumavek a vodna faze znovu extrahovana 1000 pl
ethylacetatu. Po odebrani druhé organické faze byl ethylacetat odpafen dosucha ve
vakuové odparce Acid-Resistant CentriVap Concentrator. Vzorky byly nasledné pied

analyzou uchovavany pfi teploté -20 °C.

Tab. 1 Koncentrace proteinu v izolovanych mikrosomalnich frakcich pouzitych pro experimenty

mikrosomy potkani ¢, [mg.mlI’]

kontrolnich 18,9
premedikovanych

Sudanem I 43,1
fenobarbitalem 29,4
PCN 53,2
EtOH 21,6

¢, — koncentrace proteinu, PCN — pregnenolon-16a-karbonitril, EtOH — ethanol

3.2.4.2 Oxidace benzolalpyrenu lidskymi cytochromy P450 1A1 za prFitomnosti

cytochromu bs

Oxidace benzo[a]pyrenu byla studovana za pouziti lidskych cytochromti P450 1A1
exprimovanych v eukaryotickém (mikrosomy izolované z hmyzich bun¢k, CYP1A1) nebo
prokaryotickém (,,zlomky*“ membran E. coli) syst¢tmu. Ten byl piedstavovan systémy
s vy$s§i (CYP1AIR) a niz§i (CYP1AILR) aktivitou NADPH:cytochrom P450 reduktasy.
K témto systémim byl v poloviné ptipadl pfidan v poméru 1:5 cytochrom bs izolovany
z kréli¢ich jater.

Inkubacéni smési o objemu 250 ul byly ptipraveny do mikrozkumavek vzdy ve dvou

paralelnich vzorcich nésledujiciho sloZeni:

= fosfatovy pufr (100 mM KH,POy4, pH 7,4)
= 100nM CYPI1ALI (1 000 nM zasobni CYP),
100 nM CYPIAIR (1 300 nM zéasobni CYP)
nebo 100 nM CYP1AI1LR (4 200 nM zasobni CYP)
= 0,5 mg.ml” cyt bs (zasobni cyt bs; 56,8 mg.ml™)
= 50 uM BaP (5§ mM zésobni roztok v DMSO)
= _NADPH-generujici systém
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Do mikrozkumavek byly k fosfatovému pufru nejprve pipetovany CYP1Al,
CYP1AIR nebo CYPIAILR. K polovin¢ vzorkil byl pfidan cyt bs v poméru 1:5. Smési
byly inkubovany za stdlého michani (450 RPM) v termostatové lazni Thermomixer
Compact za piistupu vzduchu pii teploté 37 °C po dobu 10 minut. Po ptidani 2,5 ul BaP
byla oxidace startovana 25 pl ,,NADPH-generujiciho® systému a smési 20 minut
inkubovany za predchozich podminek.

Nasledujici postup se shoduje s postupem popsanym v kap. 3.2.4.1.

3.2.4.3 Oxidace benzolalpyrenu lidskym cytochromem P450 1Al exprimovanym
v prokaryotickém systému za pritomnosti NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Ke studiu oxidace benzo[a]pyrenu byly pouzity lidské cytochromy P450 1A1
exprimované v prokaryotickém systému (,,zlomky*“ membran E. coli) snizsi aktivitou
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CYP1AI1LR). K tomuto systému byla v nize
uvedenych pomeérech ptfiddna NADPH:cytochrom P450 reduktasa izolovana z kralicich
jater.

Inkubacni smési o objemu 250 pl byly pfipraveny do mikrozkumavek vzdy ve dvou

paralelnich vzorcich nésledujiciho slozeni:

= fosfatovy pufr (100 mM KH,POy4, pH 7,4)

= 100nM CYPIAILR (4 200 nM zasobni CYP)
= 40; 60; 80; 100; 200 nebo 300 nM CPR

= 50 uM BaP (5§ mM zésobni roztok v DMSO)

= _NADPH-generujici systém

Do mikrozkumavek byly k fosfatovému pufru nejprve pipetovany CYPIAILR a
CPR o vysledném poméru 1:0,4; 1:0,6; 1:0,8; 1:1; 1:2 nebo 1:3. Smési byly inkubovany za
stalého michani (450 RPM) v termostatové ldzni Thermomixer Compact za pftistupu
vzduchu pii teploté 37 °C po dobu 10 minut. Po ptidani 2,5 pl BaP byla oxidace startovana
25 ul ,NADPH-generujiciho* systému a smési 20 minut inkubovany za ptedchozich
podminek.

Nasledujici postup se shoduje s postupem popsanym v kap. 3.2.4.1.
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3.2.4.4 Oxidace benzolalpyrenu lidskym cytochromem P450 1Al exprimovanym
v prokaryotickém systému za piitomnosti NADPH:cytochrom P450 reduktasy v

liposomech

Oxidace benzo[a]pyrenu byla studovana za pouziti lidskych cytochromiit P450 1A1
exprimovanych v prokaryotickém systému (,,zZlomky“ membran E. coli) s nizsi aktivitou
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CYP1AILR). K tomuto systému byla pfidana v nize
uvedenych pomeérech izolovana NADPH:cytochrom P450 reduktasa a arteficialni
membrana tvorena liposomy (dilauroylfosfatidylcholin, DLPC).

Rekonstituované systémy o objemu 110 pl byly pfipraveny v nasledujicim slozeni:

* 1 mg.ml' DLPC (5 mg.ml" v CCly)

* H,O

= 50 mM HEPES (500 mM zasobni roztok v H,O, pH 7,4)
= 0,05 mg.ml" CHAPS (0,5 mg.ml”' v pufru HEPES)

* 3 mM GSH (30 mM zasobni roztok v H,0O)

= 100nM CYP1AILR (4 200 nM zasobni CYP)

= 40; 60; 80; 100; 200 nebo 300 nM CPR

Do sklenénych zkumavek byl pipetovan roztok DLPC v CCly, ktery byl nésledné
odparen proudem dusiku tak, aby se na dné a sténach zkumavek vytvofila vrstva lipidu. Po
piidani H,O, roztoki CHAPS v HEPES a GSH byly smési sonikovany 2 x 3 minuty
v ultrazvukové lazni Elmasonic E 30 H. Poté byly pfidiny CYP1AILR a CPR o
vysledném pomeéru 1:0,4; 1:0,6; 1:0,8; 1:1; 1:2 nebo 1:3 a smési inkubovany 10 minut na
ttepacce Orbital Shaker OS2 Basic pfi laboratorni teplote.

Rekonstituované systémy byly nasledné pouzity k piipravé inkubacnich smési o

objemu 250 pl a dvou paralelnich vzorcich:

= fosfatovy pufr (100 mM KH,POy4, pH 7,4)
= 50 uM BaP (5§ mM zésobni roztok v DMSO)
,»INADPH-generujici“ systém

Do mikrozkumavek bylo k fosfatovému pufru pipetovano vzdy 2 x 50 ul

rekonstituovaného systému. Po ptidani 2,5 pul BaP byla oxidace startovana 25 ul ,,NADPH-

54



generujiciho® systému a smési inkubovany za stalého michani (450 RPM) v termostatové
lazni Thermomixer Compact za ptistupu vzduchu pii teploté 37 °C po dobu 20 minut.

Naésledujici postup se shoduje s postupem popsanym v kap. 3.2.4.1.

3.2.4.5 Oxidace benzola]pyrenu lidskymi cytochromy P450 1Al za prFitomnosti
epoxidhydrolasy

Ke studiu oxidace benzo[a]pyrenu byly pouzity lidské cytochromy P450 1A1
exprimované v prokaryotickém systému (,,zlomky*“ membran E. coli) sniz$i aktivitou
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CYP1AILR). K tomuto syst¢ému byla pfidana
epoxidhydrolasa izolovana z krali¢ich jater.

Inkubacni smési o objemu 500 pl byly piipraveny do mikrozkumavek ve dvou

paralelnich vzorcich nasledujiciho slozeni:

= fosfatovy pufr (100 mM KH,POy4, pH 7,4)

= 100nM CYP1AILR (4 200 nM zasobni CYP)
= 0,5mgml" EH (zdsobni EH; 4,6 mg.ml™)

= 50 uM BaP (5 mM zésobni roztok v DMSO)

= _NADPH-generujici* systém

Do mikrozkumavek byly k fosfaitovému pufru nejprve pipetovany CYP1A1LR a EH.
Smési byly inkubovany za stalého michani (450 RPM) v termostatové 1azni Thermomixer
Compact za ptistupu vzduchu pfi teploté 37 °C po dobu 10 minut. Po pfidani 5 ul BaP byla
oxidace startovana 50 pl ,,NADPH-generujiciho* systému a sméesi 20 minut inkubovany za
predchozich podminek.

Nasledujici postup se shoduje s postupem popsanym v kap. 3.2.4.1.

3.2.4.6 Separace  metabolitii benzola]pyrenu vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii

Vzorky obsahujici jednotlivé metabolity benzo[a]pyrenu pfipravené postupy
popsanymi v kap. 3.2.4.1 az 3.2.4.5 byly rozpustény v 25 pl MeOH, protiepany a
centrifugovany.

Benzo[a]pyren a jeho metabolity vzniklé v inkubacnich smésich byly nasledné

separovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s obracenymi fazemi (RP-HPLC)
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na piistroji Dionex s pritokem mobilni faze 0,6 ml/min a objemem nasttiku na kolonu 20
ul. Pro separaci byl pouzit 50 minutovy program ,.BaP_Met.acetonitril 01 [40] s 35
minutami eluce linearnim gradientem 50 — 85 % acetonitrilu (v/v), béhem nchoz se
eluovaly metabolity benzo[a]pyrenu. Mobilni faze byly pfipraveny do sklenénych lahvi a
pfed pouzitim odplynény sonikaci 1 hodinu v ultrazvukové lazni Elmasonic E 30 H.
Separace probihala na kolon¢€ Nucleosil (100-5 C18 250/4) termostatované v Column Oven
LCO 101 na 35 °C. Jednotlivé metabolity benzo[a]pyrenu byly detekovany UV/VIS
detektorem pfii vlnové délce 254 nm.

Ke ,sbéru“ dat, vyhodnoceni chromatogramti a kvantifikaci ploch ,,pikd*
benzo[a]pyrenu a jeho metabolitd byl pouzit program Chromeleon™ 6.11 build 490.
Plochy ,,pika“ metabolith benzo[a]pyrenu byly vztazeny k plose ,,piku wvnitiniho

standardu fenacetinu a dale zpracovany do grafu v tabulkovém procesoru MS Excel 2007.
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4 VYSLEDKY

4.1 1ZOLACE A PURIFIKACE NADPH:CYTOCHROM P450 REDUKTASY

Prvni Cast predklddané diplomové prace je zaméiena na izolaci a purifikaci
NADPH:cytochrom P450 reduktasy, enzymu pouzitého ke studiu metabolismu
benzo[a]pyrenu v dalsi ¢asti této prace (kap. 4.2). Tento enzym, jenz je nezbytnou slozkou
MFO systému, byl izolovan zjater kralika domdaciho. Pribéh této izolace a nasledné

purifikace ilustruje schéma na Obr. 13.

Izolace MF

v

Solubilizace MF

v

5 mM Tris/acetat

0,4 % E-911 DEAE (pH 7,5) grad. 50 — 400 mM KCl
#g31-g37
#3-22 #g38-g42
#g44-g50 grad. 50 — 400 mM KCI
CYP2B4 2',5'-ADP (pH 7,0) cyt bg
#3-7 50 mM KH,PO,
#4-8 500 uM NADP*
CPR

Obr. 13 Schéma priibéhu izolace NADPH:cytochrom P450 reduktasy

MF — mikrosomalni frakce, DEAE — kolona DEAE-Sepharosy CL6B (pH 7,5), 2',5'-ADP — kolona 2',5'-
ADP-Sepharosy 4B (pH 7,0), CPR — cytochrom P450 reduktasa, CYP 2B4 — cytochrom P450 2B4, cyt bs —
cytochrom bs, grad. — gradient

Nejprve byla provedena izolace a solubilizace jaterni mikrosomalni frakce
pokusnych zvifat, po kterych néasledovala purifikace NADPH:cytochrom P450 reduktasy
pomoci ionexové (DEAE-Sepharosa) a afinitni (2',5'-ADP-Sepharosa) chromatografie.

Soubézné s vyse uvedenou reduktasou byly izolovany téz cytochrom P450 2B4 a

cytochrom bs, jejichz findlni purifikace vSak nebyla cilem této predkladané prace.

4.1.1 Izolace jaterni mikrosomalni frakce

Mikrosomalni frakce byla izolovdna z homogenizovanych jater kralika doméciho

metodou diferencni centrifugace podle postupu popsaného v kap. 3.2.1.2.
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Vyse jmenovanou metodou byly ze dvou homogenizovanych kréli¢ich jater o
hmotnosti 85 g a 100 g pripraveny dvé jaterni mikrosomalni frakce. Prvni mikrosomalni
frakce bylo ziskano 35 ml o koncentraci proteinu 35 mg.ml'1 a koncentraci cytochromu
P450 57 uM (2 000 nmol). Druhé mikrosomalni frakce bylo pfipraveno 31 ml o

koncentraci proteinu 30 mg.ml" a koncentraci cytochromu P450 24 uM (750 nmol).

4.1.2 Solubilizace jaterni mikrosomalni frakce

Izolovana jaterni mikrosomalni frakce obsahovala fadu membranovych proteint
(napf. cytochrom P450 2B4, cytochrom bs, NADPH:cytochrom P450 reduktasu a dalsi)
Solubilizaci této frakce pomoci detergentli (postupem popsanym v kap. 3.2.1.3) se zvysila
rozpustnost piitomnych proteinii v polarnich rozpoustédlech.

Z 66 ml spojené jaterni mikrosomalni frakce bylo fedénim ziskano 360 ml suspenze
o koncentraci proteinu 9,9 mg.ml”, koncentraci cytochromu P450 9,3 pM (3 350 nmol) a
cytochrom ¢ reduktasové aktivité 0,5 umol cyt c.min™ .ml”. Po piidavku detergentd, a to
cholatu sodného (21,5 ml 10 % roztoku) a Emulgenu 911 (21,5 ml 10 % roztoku),
bazického protaminsulfatu (10 ml 15 mg.ml” zisobniho roztoku) a smési proteasovych
inhibitorti (7 tablet Complete Inhibitoru) ¢inil objem solubilizatu 415 ml. Zaroven v ném
byla stanovena koncentrace proteinu 8,1 mg.ml™”, koncentrace cytochromu P450 10,2 uM

(4 200 nmol) a cytochrom ¢ reduktasové aktivita 0,4 pmol cyt c.min™.ml™.

4.1.3 Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B

Solubilizované proteiny, a to cytochrom P450 2B4, cytochrom bs a
NADPH:cytochrom P450 reduktasa, byly separovany pomoci ionexové chromatografie,
konkrétné pomoci chromatografie na kolon¢ DEAE-Sepharosy, podle postupu popsaného

v kap. 3.2.1.4. Prabeh vySe uvedené chromatografie ilustruje Obr. 14.
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Obr. 14 Chromatografie supernatantu ziskaného solubilizaci izolované jaterni mikrosomalni frakce,

na koloné DEAE-Sepharosy CL6B (pH 7,5)

Podminky chromatografie: kolona DEAE-Sepharosy CL6B (2,5 x 40 cm, 120 ml, pH 7,5), isokraticka eluce
pufrem PR5 s 0,4 % roztokem E-911 (w/v) a eluce linearnim gradientem 50 — 400 mM KCl v pufru PRS,
Ayy7 resp. Ayq3 — absorbance métena pri vinové délce 417 nm (detekce cytochromu P450 2B4) resp. 413 nm
(detekce cytochromu bs), a(CPR) — cytochrom ¢ reduktasova aktivita (detekce NADPH:cytochrom P450
reduktasy), ¢(KCl) — molarni koncentrace KCl, #3-22 resp. #g44-50 — spojené frakce, N — nanaseni, P —

promyvani, G — eluce gradientem

Promyvanim solubilizatu naneseného na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B (pH 7,5)
pomoci detergentu, t.j. Emulgenu 911, byl eluovan cytochrom P450 2B4, ktery se na vyse
jmenovanou kolonu nevéaze. Tim doslo k odd¢€leni tohoto proteinu od dalSich dvou slozek
solubilizatu, a to cytochromu bs a NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Eluce
separované¢ho cytochromu P450 2B4 byla sledovana métenim absorbance pii 417 nm.
Cytochrom bs a NADPH:cytochrom P450 reduktasa, které zlstaly na kolonu DEAE-
Sepharosy CL6B (pH 7,5) navazany, byly z vazby na tuto kolonu uvolnény linearnim
gradientem KCI. Zaroven doslo k vzajemnému oddéleni obou téchto slozek. Zatimco eluce
cytochromu bs timto gradientem byla sledovdna méfenim absorbance pii 413 nm,
ptitomnost NADPH:cytochrom P450 reduktasy v gradientem soli eluovanych frakcich byla
zjistovana méfenim cytochrom c reduktasové aktivity.

Obr. 15 a Obr. 16 zobrazuji SDS elektroforézy frakei s nejvyssi absorbanci pii 417

nm a 413 nm a frakei, ve kterych byla detekovana cytochrom c reduktasova aktivita.
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Obr. 15 SDS elektroforéza frakci obsahujicich cytochrom P450 2B4, eluovanych z kolony DEAE-
Sepharosy CL6B (pH 7,5) isokraticky pomoci Emulgenu 911

Podminky SDS elektroforézy: 10 % separacni gel, barveni CBB R-250, st — standard molekulovych
hmotnosti, #3-24 — frakce
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Obr. 16 SDS elektroforéza frakei obsahujicich cytochrom bs (vlevo) a NADPH:cytochrom P450
reduktasu (vpravo), eluovanych z kolony DEAE-Sepharosy CL6B (pH 7,5) linearnim gradientem KCl

Podminky SDS elektroforézy: 12 % separacni gel (vlevo) a 8 % (vpravo), barveni CBB R-250, st — standard
molekulovych hmotnosti, #g44-52 — frakce, 2',5'-ADP — frakce nanesené na kolonu 2',5'-ADP-Sepharosy 4B

SDS elektroforéza jednotlivych frakei obsahujicich cytochrom P450 2B4 ukézala, Ze
ve frakcich 3 — 22 se nachazeji pfiblizné stejna mnozstvi cytochromu P450 2B4, tudiz byly
tyto frakce spojeny. Po zahus$téni na 90 ml a dialyze byl preparat cytochromu P450 2B4

zmrazen (2 x 45 ml) a uchovan pii teploté -80 °C.
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Me¢fenim absorbance pfi 413 nm a cytochrom c¢ reduktasové aktivity ve frakcich
eluovanych gradientem koncentrace KCl bylo zjisténo, ze na koloné DEAE-Sepharosy
CL6B (pH 7,5) doslo k uplnému oddéleni cytochromu bs od NADPH:cytochrom P450
reduktasy. Cytochrom bs byl dle chromatografie i SDS elektroforézy (zéna o molekulové
hmotnosti 17 kDa) obsazen ve frakcich g31 — g42. Spojeny byly frakce g31 — g37
z absorp¢niho vrcholu ,,piku® a frakce g38 — g42, jejichz absorbance pti 413 nm presdhla
desetinu absorp¢niho maxima ,,piku“. Oba preparaty cytochromu bs byly zahustény na 31
ml a 23 ml, dialyzovany a dale purifikovany. Dalsi purifikace cytochromu bs vSak jiz
nebyla cilem této diplomové prace.

Ve frakcich g44 — g52 eluovanych gradientem koncentrace KCI na koloné¢ DEAE-
Sepharosy CL6B (pH 7,5) byla zjisténa cytochrom c¢ reduktasova aktivita a zaroven se
v téchto frakcich nachézela zoéna odpovidajici molekulové hmotnosti NADPH:cytochrom
P450 reduktasy (78 kDa). Podle SDS elektroforézy byla ve frakcich g51 — g52 pfitomna
téz tetrahydrofolatreduktasa o molekulové hmotnosti 95 kDa. Jelikoz neni mozné pfi
nasledné¢ chromatografii na koloné¢ 2',5'-ADP-Sepharosy 4B (pH 7,0) jejich vzdjemné
oddé€leni [JeCmen 2010], byly frakce obsahujici obé& reduktasy z dalSiho zpracovani
vytazeny.

Frakce obsahujici pouze NADPH:cytochrom P450 reduktasu, t.j. g44 — g50 byly
spojeny. Preparat NADPH:cytochrom P450 reduktasy byl zahustén na 35 ml, ve kterém
byla stanovena koncentrace proteinu 7,9 mg.ml" a cytochrom ¢ reduktasova aktivita 3,2
umol cyt c.min™.mlI™. P¥i dialyze doslo nedopatienim k tiniku p¥iblizné poloviny preparatu
NADPH:cytochrom P450 reduktasy do dialyzacniho pufru, takze dalsi purifikace probihala

se dvéma preparaty této reduktasy.

4.1.4 Chromatografie na koloné 2',5'-ADP-Sepharosy 4B

Oba preparaity NADPH:cytochrom P4540 reduktasy (CPR 1 a 2), které byly
separovany pomoci ionexové chromatografie (DEAE-Sepharosa), byly purifikovany
pomoci afinitni chromatografie, konkrétn¢ pomoci 2',5'-ADP-Sepharosy, postupem

popsanym v kap. 3.2.1.5. Prab¢h vySe uvedené chromatografie ilustruje Obr. 17.
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Obr. 17 Chromatografie frakci obsahujicich NADPH:cytochrom P450 reduktasu 1 (A) a 2 (B) na
koloné 2',5'-ADP-Sepharosy 4B (pH 7,0)

Podminky chromatografie: kolona 2',5'-ADP-Sepharosy 4B (1,4 x 6,5 cm, 10 ml, pH 7,0), promyvani pufrem
CP1, isokraticki eluce pufrem CP2 s 500 uM roztokem NADP', a(CPR 1) a a(CPR 2) — cytochrom ¢
reduktasova aktivita (detekce NADPH:cytochrom P450 reduktasy 1 a 2), #3-7 — spojené frakce, N —

nanaseni, P — promyvani, E — eluce

Promyvanim obou preparati NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR 1 a 2)
nanesenych na dvé kolony 2'5'-ADP-Sepharosy 4B (pH 7,0) byly odstranény
kontaminanty, které se na vySe uvedené kolony specificky nevazi. Odstranénim téchto
kontaminant( zistala na obou kolonach 2',5'-ADP-Sepharosy 4B (pH 7,0) navdzana pouze
NADPH:cytochrom P450 reduktasa. Ta byla z vazby na tyto kolony uvolnéna isokratickou
eluci pomoci NADP'. Piitomnost tohoto enzymu v isokraticky eluovanych frakcich byla

zjiStovana méfenim cytochrom c reduktasové aktivity.

62



Obr. 18 zobrazuje SDS elektroforézu frakei, ve kterych byla detekovana cytochrom c

reduktasova aktivita.
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Obr. 18 SDS elektroforéza frakci obsahujicich NADPH:cytochrom P450 reduktasu, eluovanych
z kolony 2',5'-ADP-Sepharosy 4B (pH 7,0) isokraticky pomoci NADP*

Podminky SDS elektroforézy: 8 % separacni gel, barveni CBB R-250, st — standard molekulovych hmotnosti,
#3-11 — frakce, vlevo CPR 1, vpravo CPR 2

Ve frakcich 3 — 7 eluovanych z prvni kolony a frakcich 4 — 8 eluovanych z druhé
kolony 2',5'-ADP-Sepharosy 4B (pH 7,0) byla zjiS§téna cytochrom ¢ reduktasova aktivita,
ktera ptresahla setinu aktivity v maximu ,,piku. Pfitomnost NADPH:cytochrom P450
reduktasy ve vyse uvedenych frakcich byla nésledné potvrzena SDS elektroforézou (zéna o
molekulové hmotnosti 78 kDa).

Na zéklad¢ vySe jmenovanych skuteCnosti byly frakce 3 — 7, které¢ obsahovaly CPR
1, a frakce 4 — 8 s obsahem CPR 2 spojeny. Po pfidavku FMN byly oba preparaty
NADPH:cytochrom P450 reduktasy zahusStény na 5 ml a 9 ml. V prvnim preparatu byla
stanovena koncentrace proteinu 6,3 mg.ml” a cytochrom ¢ reduktasova aktivita 3,1 pmol
cyt c.min™.ml™”, v druhém preparatu ¢inila koncentrace proteinu 6,8 mg.ml™ a cytochrom ¢
reduktasova aktivita 3,3 pmol cyt c.min”.ml™.

Po dialyze byly oba preparaty NADPH:cytochrom P450 reduktasy v ,,alikvotech*
zmrazeny a uchovany pfii teploté -80 °C. Preparat NADPH:cytochrom P450 reduktasy o
vys$si cytochrom c reduktasové aktivité, tedy CPR 2, byl nasledné pouzit pro studium
metabolismu benzo[a]pyrenu, jehoz vysledky jsou prezentovany v dalsi casti predkladané

diplomov¢ prace, konkrétné v kap. 4.2.3 a 4.2.4.
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4.1.5 Charakterizace pribéhu izolace a purifikace NADPH:cytochrom P450
reduktasy

Izolaci a néslednou purifikaci byly =ziskdny dva preparaty krali¢i jaterni
NADPH:cytochrom P450 reduktasy. CPR 1 bylo ziskdano 5 ml o cytochrom c reduktasové
aktivitd 3,1 pmol cyt c.min.ml”, coZ odpovida celkové aktivité CPR 16 umol cyt c.min™
a vytézku izolace 8,7 %. CPR 2 bylo pak ziskdno 9 ml o cytochrom ¢ reduktasové aktivite
3,3 umol cyt c.min.ml”, coz odpovida celkové aktivité CPR 30 pmol cyt c.min’ a
vytézku izolace 16,7 %. Pribéh izolace a purifikace krali¢i jaterni NADPH:cytochrom
P450 reduktasy je shrnut v Tab. 2 a ¢istota preparati zachycena na SDS elektroforéze na
Obr. 19.

Tab. 2 Izolace a purifikace NADPH:cytochrom P450 reduktasy

A\Y Cp a s.a Acelk

[ml] [mg.ml'I] [umol cyt c.min”.ml"] [pmol cyt c.min'l.mg‘ll [pmol cyt c.min] [%]

MF 360 9.9 0,5 0,05 178 100,0
SOL 415 8,1 0,4 0,05 174 97,6
DEAE 35 7,9 3,2 0,41 113 63,6
CPR1 5 6,3 3,1 0,49 16 8,7
CPR2 9 6,8 3,3 0,49 30 16,7

V — objem, ¢, — koncentrace proteinu, a — cytochrom ¢ reduktasova aktivita, a,, — specificka aktivita, ace —
celkova aktivita, % — procentudlni vytézek oproti mikrosomalni frakci, MF — mikrosomalni frakce, SOL —
solubilizdt mikrosomalni frakce, DEAE — NADPH:cytochrom P450 reduktasa eluovana z kolony DEAE-
Sepharosy CL6B, CPR 1 a 2 — findlni NADPH:cytochrom P450 reduktasa
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Obr. 19 SDS elektroforéza shrnujici prubéh izolace NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Podminky SDS elektroforézy: 8 % separacni gel, barveni CBB R-250, st — standard molekulovych hmotnosti,
MF — mikrosomalni frakce, SOL — solubilizdt mikrosomalni frakce, DEAE — NADPH:cytochrom P450
reduktasa eluovand z kolony DEAE-Sepharosy CL6B, CPR 1 a 2 — findlni NADPH:cytochrom P450
reduktasa (CPR 1* - nedopatienim 10 x fedénd findlni CPR 1)
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4.2 OXIDACE BENZO|[A]PYRENU MIKROSOMALNIM SYSTEMEM

MONOOXYGENAS SE SMiSENOU FUNKCI

Dalsi cast predkladané diplomové prace se =zabyvd studiem metabolismu
benzo[a]pyrenu enzymy mikrosomalniho systému monooxygenas se smiSenou funkci.
Konkrétné byla oxidace benzo[a]pyrenu studovana jaternim mikrosomalnim systémem
potkanti kontrolnich (nepremedikovanych) a premedikovanych induktory cytochromu
P450 a dale lidskym cytochromem P450 1Al exprimovanym v eukaryotickém a
prokaryotickém systému. Eukaryoticky systém, v némz byly vySe zminéné cytochromy
P450 exprimovany, byl tvofen mikrosomy izolovanymi z hmyzich bun¢k, zatimco systém
prokaryoticky tvofily ,,zlomky* membran E. coli.

V ramci cytochromu P450 1A1 byl detailn€ji zkouman i vliv dalsich slozek MFO
systétmu na oxidaci benzo[a]pyrenu, a to cytochromu bs a NADPH:cytochrom P450
reduktasy. Izolace a purifikace tohoto enzymu je néplni kap. 4.1. V neposledni fadé byla
pozornost veénovana roli epoxidhydrolasy, enzymu lokalizovaném v membrané
endoplasmatického retikula, tedy 1 v mikrosomech, na tuto oxidaci.

Benzo[a]pyren je mikrosomalnim systémem jater potkanti a lidskymi cytochromy
P450 1A1 exprimovanymi v eukaryotickém a prokaryotickém systému, metabolizovan az
na sedm metabolitli, oznacovanych jako M1 — M6 a Mx. Struktura téchto metabolitt, t.j.
M1 — M6, byla jiz uréena [39] a je uvedena na Obr. 20. U neznamého metabolitu

benzo[a]pyrenu, Mx, nebyla struktura prozatim charakterizovana.

M1 - BaP-9,10-dihydrodiol Mx - "? M2 - BaP-4,5-dihydrodiol
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Obr. 20 Struktura metabolitii benzo[a]pyrenu

Metabolity benzo[a]pyrenu vzniklé oxidaci vySe uvedenymi enzymovymi systémy
byly separovany metodou HPLC vyvinutou RNDr. Michaelou Moserovou, Ph.D. [40] a
detekovany pfi vinové délce 254 nm (postupem popsanym v kap. 3.2.4.6). Piiklad separace
benzo[a]pyrenu a jeho metaboliti vzniklych oxidaci lidskym cytochromem P450 1Al

exprimovanym v eukaryotickém systému vyse uvedenou metodou je uveden na Obr. 21.
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Obr. 21 HPLC benzo[a]pyrenu a jeho metabolitii vzniklych oxidaci lidskym cytochromem P450 1A1

exprimovanym v eukaryotickém systému

Podminky méfeni: kolona Nucleosil (100-5, C18, 250/4), eluce linedrnim gradientem 50 — 85 % acetonitrilu
(v/v), Aysq — absorbance métena pii vinové délce 254 nm, PA — fenacetin, M1 — BaP-9,10-dihydrodiol, Mx —
neznamy metabolit BaP, M3 — BaP-7,8-dihydrodiol, M4 — BaP-1,6-dion, M5 — BaP-3,6-dion, M6 — BaP-3-
ol, BaP — benzo[a]pyren
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4.2.1 Vliv induktora cytochromi P450 na oxidaci benzo[a]pyrenu jaternim

mikrosomalnim systémem potkana

Tato ¢ast diplomové prace se zabyva studiem vlivu induktori cytochromt P450 na
oxidaci benzo[a]pyrenu jaternim mikrosomalnim systémem potkana. V experimentech
byly pouzity jaterni mikrosomy potkanti kontrolnich (nepremedikovanych) a
premedikovanych induktory cytochromii P450 (viz kap. 3.2.4.1). Induktorem cytochromu
P450 podrodiny 1A byl Sudan I, podrodiny 2B a 2C byl fenobarbital, podrodiny 3A byl
pregnenolon-16a-karbonitril (PCN) a isoenzymu 2E1 byl ethanol [13, 80]. Vzniklé
metabolity benzo[a]pyrenu a benzo[a]pyren byly separovany pomoci HPLC.

Porovnani HPLC benzo[a]pyrenu a jeho metabolitd vzniklych oxidaci jaternimi
mikrosomy potkan kontrolnich (nepremedikovanych) a premedikovanych induktorem

cytochromil P450 podrodiny 1A, Sudanem I, je patrné z Obr. 22.
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Obr. 22 HPLC benzo[a]pyrenu a jeho metaboliti vzniklych oxidaci jaternimi mikrosomy potkanu

kontrolnich (nepremedikovanych) (A) a premedikovanych Sudanem I (B)

Podminky méfeni: kolona Nucleosil (100-5, C18, 250/4), eluce linearnim gradientem 50 — 85 % acetonitrilu
(v/v), Aysq — absorbance méfena pii vinové délce 254 nm, PA — fenacetin, M1 — BaP-9,10-dihydrodiol, M2 —
BaP-4,5-dihydrodiol, M3 — BaP-7,8-dihydrodiol, M4 — BaP-1,6-dion, M5 — BaP-3,6-dion, M6 — BaP-3-ol,
BaP — benzo[a]pyren
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Benzo[a]pyren je jaternimi mikrosomy jak potkand kontrolnich, tak i vSech
premedikovanych, metabolizovan na Sest metaboliti [BaP-9,10-dihydrodiol (M1), BaP-
4,5-dihydrodiol (M2), BaP-7,8-dihydrodiol (M3), BaP-1,6-dion (M4), BaP-3,6-dion (M5)
a BaP-3-o0l (M6)], jak ukazuje graf na Obr. 23.
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Obr. 23 Vliv induktori cytochromi P450 na oxidaci benzo[a]pyrenu jaternimi mikrosomy potkant
(srovnani efektivity jaternich mikrosomi potkani Kkontrolnich (nepremedikovanych) a
premedikovanych Sudanem I, fenobarbitalem, pregnenolon-16a-karbonitrilem (PCN) a ethanolem

(EtOH))

Inkubaéni smés obsahovala 0,5 mg.ml™ proteinti mikrosomalni frakce a 50 uM benzo[a]pyren. M1 — BaP-
9,10-dihydrodiol, Mx — neznamy metabolit BaP, M2 — BaP-4,5-dihydrodiol, M3 — BaP-7,8-dihydrodiol, M4
— BaP-1,6-dion, M5 — BaP-3,6-dion a M6 — BaP-3-ol. Vysledky v grafu jsou uvedeny jako priméry a

smérodatné odchylky ¢tyf méfeni.

Mikrosomy potkani premedikovanych Sudanem I, fenobarbitalem a PCN jsou
v oxidaci benzo[a]pyrenu efektivnéjSi nez mikrosomy kontrolnich potkanii. Pfi pouziti
mikrosomi potkanti premedikovanych Sudanem I, majoritnim induktorem cytochromu
P450 1A1, bylo zvySeno mnozstvi vSech tvofenych metabolitl, zejména BaP-7,8-
dihydrodiolu (M3), jehoZ tvorba byla zvySena 11,2krat, a BaP-4,5-dihydrodiolu (M2), a to
5,1krat. Oxidaci benzo[a]pyrenu potkanimi mikrosomy indukovanymi fenobarbitalem
doslo k vyraznému nértstu mnozstvi dvou metabolit, a to BaP-4,5-dihydrodiolu (M2)
9,4krdt a BaP-3,6-dionu (M5) 4,5krat. Mikrosomy potkani premedikovanych PCN
metabolizuji benzo[a]pyren za vzniku 7,9krat vétsSiho mnozstvi BaP-3,6-dionu (M5) oproti

mikrosomtim kontrolnich potkanii. Metabolity benzo[a]pyrenu [BaP-9,10-dihydrodiol
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(M1), BaP-7,8-dihydrodiol (M3), BaP-1,6-dion (M4) a BaP-3-ol (M6)] byly tvofeny ve
stejném poméru mikrosomy potkanti premedikovanych fenobarbitalem a PCN, jako
mikrosomy potkanii nepremedikovanych.

Tvorba metaboliti benzo[a]pyrenu mikrosomy potkanii premedikovanych ethanolem
byla srovnatelnd s tvorbou metaboliti pomoci mikrosomi kontrolnich potkanti. Oba

systémy zaroven vykazuji v tvorbé vSech metaboliti benzo[a]pyrenu podobnou tendenci.

4.2.2 Vliv cytochromu bs na oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem

P450 1A1 exprimovanym v eukaryotickém a prokaryotickém systému

Vtéto casti diplomové prace byla pozornost zaméfena na zkoumdani vlivu
cytochromu bs na oxidaci benzo[a]pyrenu cytochromem P450 1A1. Konkrétné byl pouzit
lidsky cytochrom P450 1A1 exprimovany v eukaryotickém (CYP1Al) a prokaryotickém
systému. Ten byl predstavovan systémy svyssi (CYPIAIR) a nizsi (CYP1AILR)
aktivitou NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Cytochrom bs izolovany z krali¢ich jater byl
rekonstituovan s vySe zminénymi systémy v poméru CYP:cyt bs 1:0 a 1:5 postupem
popsanym v kap. 3.2.4.2. Vzniklé metabolity benzo[a]pyrenu a benzo[a]pyren byly
separovany metodou HPLC. Vzhledem k nedostate¢né separaci pikii dvou metabolit
benzo[a]pyrenu [BaP-1,6-dion (M4) a BaP-3,6-dion (M5)] byly plochy pikt téchto
metabolith kvantifikovany dohromady.

Oxidaci benzo[a]pyrenu CYP1A1 vznikéd Sest jeho metabolitd [BaP-9,10-dihydro-
diol (M1), Mx, BaP-7,8-dihydrodiol (M3), BaP-1,6-dion (M4), BaP-3,6-dion (M5) a BaP-
3-ol (M6)]. Pti pouziti CYPIAIR a CYP1A1LR dochazi obéma systémy shodné ke tvorbé
Ctyf metaboliti benzo[a]pyrenu, a to Mx, BaP-1,6-dionu (M4), BaP-3,6-dionu (M5) a BaP-
3-olu (M6). Ptidavek cytochromu bs ke vSem systémum, tedy CYP1A1l, CYPIAIR a
CYPI1AILR, nevede ke zméné v poctu tvofenych metabolitli benzo[a]pyrenu, jak je patrné

z grafu na Obr. 24.
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Obr. 24 Vliv cytochromu bs na oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1A1
exprimovanym v eukaryotickém (CYP1A1l) a prokaryotickém systému s vy$§i (CYP1A1R) a niZsi
(CYP1A1LR) aktivitou NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Inkubacéni smés obsahovala 100 nM CYP1A1, CYP1AIR nebo CYPI1AILR, 0,5 mg.ml'1 cytochromu bs (v
poméru CYP:cyt bs 1:0 nebo 1:5) a 50 uM benzo[a]pyren. M1 — BaP-9,10-dihydrodiol, Mx — neznamy
metabolit BaP, M2 — BaP-4,5-dihydrodiol, M3 — BaP-7,8-dihydrodiol, M4 — BaP-1,6-dion, M5 — BaP-3,6-
dion a M6 — BaP-3-ol. Vysledky v grafu jsou uvedeny jako priméry dvou méfeni.

Vlivem cytochromu bs doSlo k nepatrnému zvySeni uc¢innosti CYP1Al v tvorbé
metaboliti benzo[a]pyrenu. MnoZstvi metabolitli tvofenych timto systémem (t.j. CYP1Al
rekonstituovanym s cytochromem bs) bylo celkové zvySeno 1,2krat. V ptipadé
prokaryotickych systémti (CYP1AIR a CYPIAILR) byla schopnost metabolizovat
benzo[a]pyren srovnatelnd za piitomnosti i absence cytochromu bs. Pfidavkem tohoto
proteinu k vySe zminénym systémim zaroven nedochdzi ke zméné v poméru tvorenych

metabolitl benzo[a]pyrenu.

4.2.3 Vliv NADPH:cytochrom P450 reduktasy na oxidaci benzo[a]pyrenu
lidskym cytochromem P450 1A1 exprimovanym v prokaryotickém
systému

Dalsi c¢ast diplomové prace se zabyvéd studiem vlivu NADPH:cytochrom P450
reduktasy (CPR) na oxidaci benzo[a]pyrenu CYPIAI1LR, tedy lidskym cytochromem P450

1Al exprimovanym v prokaryotickém systému s nizsi aktivitou CPR. CPR izolovana

z kralic¢ich jater (kap. 4.1) byla rekonstituovana s CYPIA1LR v poméru CYP:CPR 1:0,4 —
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1:3 postupem popsanym v kap. 3.2.4.3. Vzniklé metabolity benzo[a]pyrenu a
benzo[a]pyren byly separovany metodou HPLC. Plochy piki BaP-1,6-dionu (M4) a BaP-
3,6-dionu (M5) byly z divodu nedostate¢né separace kvantifikovany dohromady (viz kap.
4.2.2).

Porovnani HPLC benzo[a]pyrenu a jeho metabolitli vzniklych oxidaci CYP1AILR
rekonstituovaného s NADPH:cytochrom P450 reduktasou v poméru CYP:CPR 1:0,4 a 1:3
ilustruje Obr. 25 (A a B).
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Obr. 25 HPLC benzo[a]pyrenu a jeho metaboliti vzniklych oxidaci lidskym cytochromem P450 1A1
exprimovanym v prokaryotickém systému s niz§i aktivitou NADPH:cytochrom P450 reduktasy
(CYP1A1LR) rekonstituovanym s NADPH:cytochrom P450 reduktasou (CPR) v poméru CYP:CPR
1:0,4 (A) a1:3 (B)
Podminky méfeni: kolona Nucleosil (100-5, C18, 250/4), eluce linedrnim gradientem 50 — 85 % acetonitrilu

(v/v), Aysq — absorbance métena pii vinové délce 254 nm, PA — fenacetin, Mx — nezndmy metabolit BaP, M3

— BaP-7,8-dihydrodiol, M4 — BaP-1,6-dion, M5 — BaP-3,6-dion, M6 — BaP-3-ol, BaP — benzo[a]pyren
Benzo[a]pyren je timto systémem metabolizovan az na pét metabolit [Mx, BaP-7,8-

dihydrodiol (M3), BaP-1,6-dion (M4), BaP-3,6-dion (M5) a BaP-3-ol (M6)]. V systémech
s niz§im obsahem CPR, s pomérem CYP:CPR 1:0,4 az 1:0,8, dochézi k tvorbé pouze Ctyt
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metabolitli, a to Mx, BaP-1,6-dionu (M4), BaP-3,6-dionu (M5) a BaP-3-olu (M6). Pti vyssi
koncentraci CPR (pomér CYP:CPR 1:1 — 1:3) je benzo[a]pyren CYP1A1LR oxidovén za
vzniku dalSiho metabolitu, BaP-7,8-dihydrodiolu (M3), jak ukazuje graf na Obr. 26.
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Obr. 26 Vliv NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR) na oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym
cytochromem P450 1A1 exprimovanym v prokaryotickém systému s niz§i aktivitou

NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CYP1A1LR)

Inkubacni smés obsahovala 100 nM CYP1AILR, 40; 60; 80; 100; 200 nebo 300 nM CPR a 50 uM
benzo[a]pyren. M1 — BaP-9,10-dihydrodiol, Mx — nezndmy metabolit BaP, M2 — BaP-4,5-dihydrodiol, M3 —
BaP-7,8-dihydrodiol, M4 — BaP-1,6-dion, M5 — BaP-3,6-dion a M6 — BaP-3-ol. Vysledky v grafu jsou

uvedeny jako priméry a smérodatné odchylky ¢tyf méfeni.

Se zvysujici se koncentraci NADPH:cytochrom P450 reduktasy se zvySuje efektivita
CYPIAILR oxidovat benzo[a]pyren. Ten je nejucinnéji metabolizovan systémem
s nejvyssim obsahem CPR, tedy systémem obsahujicim CYP1A1LR k CPR v poméru 1:3.
Pti pouziti tohoto systému doslo k nartstu tvorby vSech metabolitii benzo[a]pyrenu oproti
systému bez piidané CPR. Tvorba Mx byla zvySena 1,5krat, BaP-1,6-dionu (M4) a BaP-
3,6-dionu (M5) celkem 1,7krat a BaP-3-olu (M6) 2,1krat. Pfidavkem rtiznych mnozstvi
tohoto enzymu k vySe zminénému systému dochéazi ke zméné poméru a poctu tvofenych

metabolitli benzo[a]pyrenu.
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4.2.4 Vliv NADPH:cytochrom P450 reduktasy v liposomech na oxidaci
benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1A1 exprimovanym v

prokaryotickém systému

V dalsi casti diplomové prace byla pozornost zaméfena na zkoumdni vlivu
NADPH:cytochrom P450 reduktasy v prostiedi liposom na oxidaci benzo[a]pyrenu
CYPIAILR. Izolovand CPR byla rekonstituovana s CYPIAILR a liposomy ve stejném
poméru CYP:CPR jako vkap. 4.2.3 postupem popsanym v kap. 3.2.4.4. Vzniklé
metabolity benzo[a]pyrenu a benzo[a]pyren byly separovany metodou HPLC. Z divodu
nedostatecné separace pika BaP-1,6-dionu (M4) a BaP-3,6-dionu (M5) byly jejich plochy
stejné jako v kap. 4.2.2 kvantifikovany dohromady.

Oxidaci benzo[a]pyrenu timto systémem vznikd az pét jeho metaboliti [Mx, BaP-
7,8-dihydrodiol (M3), BaP-1,6-dion (M4), BaP-3,6-dion (M5) a BaP-3-ol (M6)] podobn¢
jako v ptipadé systému rekonstituovaném bez liposomii. Na rozdil od tohoto systému
vznika BaP-7,8-dihydrodiol (M3) oxidaci benzo[a]pyrenu CYPIAILR v prostiedi
liposomt az pii poméru CYP:CPR 1:2, jak je patrné z grafu na Obr. 27.
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Pomér CYP1A1LR k CPR v liposomech

Obr. 27 Vliv NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR) v liposomech na oxidaci benzo[a]pyrenu
lidskym cytochromem P450 1A1 exprimovanym v prokaryotickém systému s niz§i aktivitou

NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CYP1A1LR)

Inkuba¢ni smés obsahovala 100 nM CYPIAILR, 40; 60; 80; 100; 200 nebo 300 nM CPR a 50 uM
benzo[a]pyren. M1 — BaP-9,10-dihydrodiol, Mx — nezndamy metabolit BaP, M2 — BaP-4,5-dihydrodiol, M3 —
BaP-7,8-dihydrodiol, M4 — BaP-1,6-dion, M5 — BaP-3,6-dion a M6 — BaP-3-ol. Vysledky v grafu jsou

uvedeny jako priméry a smérodatné odchylky Sesti méteni.
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Tendence zvysené efektivity CYPIAILR oxidovat benzo[a]pyren se zvySujici se
koncentraci CPR ziistala zachovana i1 v systému rekonstituovaném s CPR v liposomech.
Také doslo, shodné€ jako v systému rekonstituovaném bez liposomil, i1 tady k nejvétSimu
narGstu mnozstvi vSech tvofenych metabolitl benzo[a]pyrenu u systému s pomérem
CYP:CPR 1:3. Pritom tvorba Mx byla zvysena 2krat, BaP-1,6-dionu (M4) a BaP-3,6-dionu
(MS5) celkem 2,3krat a BaP-3-olu (M6) 3krat oproti systému bez piidané CPR.

Z porovnani mnozstvi vSech metaboliti benzo[a]pyrenu tvofenych CYPIAILR
rekonstituovanym s CPR bez liposomtl, a tim samym systémem v prostiedi liposomu
vyplyva, ze vyssi efektivity oxidovat benzo[a]pyren dosahuje systém s absenci liposomd.
Avsak pfi porovnani obou systémil z hlediska nértstu tvorby jednotlivych metaboliti pfi
vzrastajicim poméru CYP:CPR vykazuje rychlejsi nartst v tvorbé metabolitli systém

rekonstituovany s liposomy.

4.2.5 Vliv epoxidhydrolasy na oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem

P450 1A1 exprimovanym v prokaryotickém systému

Cilem této Casti prace bylo zjistit, jaky vliv ma epoxidhydrolasa (EH) na oxidaci
benzo[a]pyrenu CYPIAI1LR. Izolovand epoxidhydrolasa byla rekonstituovana s vyse
zminénym systémem v poméru CYP:EH 1:0 a 1:5 postupem popsanym v kap. 3.2.4.5.
Vzniklé metabolity benzo[a]pyrenu a benzo[a]pyren byly separovany metodou HPLC.

Porovnani HPLC benzo[a]pyrenu a jeho metabolitli vzniklych oxidaci CYP1AILR
rekonstituovaného s epoxidhydrolasou v poméru CYP:EH 1:0 a 1:5 ilustruje Obr. 28.
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Obr. 28 HPLC benzo[a]pyrenu a jeho metaboliti vzniklych oxidaci cytochromem P450 1A1
exprimovanym v prokaryotickém systému s nizsi aktivitou NADPH:cytochrom P450 reduktasy bez

pritomnosti epoxidhydrolasy (A) a za jeji pritomnosti (B)

Podminky méfeni: kolona Nucleosil HD (100-5, C18, 250/4), eluce linearnim gradientem 50 — 85 %
acetonitrilu (v/v), A,s; — absorbance méfend pii vinové délce 254 nm, PA — fenacetin, M1 — BaP-9,10-
dihydrodiol, Mx — neznamy metabolit BaP, M3 — BaP-7,8-dihydrodiol, EH — epoxidhydrolasa nebo jiné latky
ptitomné v preparatu tohoto enzymu, M4 — BaP-1,6-dion, M5 — BaP-3,6-dion, M6 — BaP-3-0l, BaP —

benzo[a]pyren

CYPIAILR oxiduje za piitomnosti epoxidhydrolasy benzo[a]pyren na dva dalsi
metabolity, a to BaP-9,10-dihydrodiol (M1) a BaP-7,8-dihydrodiol (M3), na rozdil od
systému bez tohoto enzymu.

Vysledky tohoto experimentu vSak nemohly byt kvantifikovany z divodu eluce EH
nebo jinych latek pfitomnych v preparatu tohoto enzymu v retencnich ¢asech metaboliti

benzo[a]pyrenu M4 — M6.
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5 DISKUSE

Benzo[a]pyren je lidskym kancerogenem, ktery vznika pii nedokonalém spalovani
organického materidlu. Kromé inhalace znecisténého vzduchu je ¢lovék vystaven Gcinkiim
benzo[a]pyrenu i prostiednictvim cigaretového koute, stravy a rizikovych povolani (hlavné
z oblasti zpracovani uhli a kamenouhelného dehtu). [27] Genotoxicky ucinek
benzo[a]pyrenu je zpisoben tvorbou kovalentnich adukt, které vznikaji vazbou
aktivovanych metabolitii benzo[a]pyrenu na DNA. Na této metabolické aktivaci se podileji
zejména dva isoenzymy cytochromu P450, a to CYP1A1l a CYP1BI. [6]

Nicméné v nedavné dobé dospélo nekolik laboratofi ke spornému vysledku, ktery
ukazuje, ze cytochrom P450 1Al hraje in vivo dulezitéjsi roli v detoxifikaci
benzo[a]pyrenu nez v jeho aktivaci, ktera byla zjisténa in vitro [77, 4, 3]. Aby mohlo byt
takové zjisténi fadné vysvétleno, je nezbytné problematiku metabolismu benzo[a]pyrenu
jak in vivo, tak 1 in vitro znovu detailn¢ prostudovat. Piedkladana diplomova prace
navazuje na vysledky ziskané z pfedchozich studii, které se touto problematikou zabyvaly.
[39]

V predkladané diplomové praci byl studovan metabolismus benzo[a]pyrenu enzymy
mikrosomalniho systému monooxygenas se smiSenou funkci in vitro. Ke studiu
metabolismu tohoto kancerogenu bylo pouzito nékolik modelovych enzymovych systémi.
Vedle studie vyuzivajici potkani mikrosomalni systémy, ve kterych byly indukovany
jednotlivé formy cytochromi P450, byl pouzit i lidsky cytochrom P450 1A1 exprimovany
v eukaryotickém a prokaryotickém systému. V ramci téchto rekombinantnich enzymovych
systémti cytochromu P450 1A1 pak byl zkouman vliv dalSich enzymut lokalizovanych
v membranach endoplasmatického retikula na oxidaci benzo[a]pyrenu.

K separaci metaboliti vzniklych oxidaci benzo[a]pyrenu vySe uvedenymi
enzymovymi systémy bylo pouzito metody HPLC vyvinuté RNDr. Michaelou Moserovou,
Ph.D. [40] s kolonou Nucleosil (100-5, C18, 250/4).

Oxidace benzo[a]pyrenu  jaternim  mikrosomalnim  systémem  potkani

premedikovanych induktory cytochromu P450

Prvnimi enzymovymi systémy, které byly pouzity ke studiu oxidace benzo[a]pyrenu,
byly jaterni mikrosomy izolované z potkantl, kterym byly podavany induktory cytochrom
P450. Byl sledovan vliv premedikace potkanii Sudanem I (ktery indukuje CYPIA),
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fenobarbitalem (PB, ktery indukuje CYP2B a CYP2C), pregnenolon-16a-karbonitrilem
(PCN, ktery indukuje CYP3A) a ethanolem (ktery indukuje CYP2E1).

Vsechny vySe uvedené mikrosomalni systémy, ve kterych byly indukovany
jednotlivé formy cytochromt P450, preménuji benzo[a]pyren na Sest metabolitii (BaP-
9,10-dihydrodiol, BaP-4,5-dihydrodiol, BaP-7,8-dihydrodiol, BaP-1,6-dion, BaP-3,6-dion
a BaP-3-ol). Totozné metabolity benzo[a]pyrenu byly zjistény a identifikovany v disertacni

V prvnich dvou studiich byly navic identifikovany dal$i dva metabolity benzo[a]pyrenu
(BaP-6,12-dion a BaP-9-ol).

Nejefektivnéji  preménovaly benzo[a]pyren mikrosomy izolované z potkani
premedikovanych Sudanem I, coz potvrzuje, ze benzo[a]pyren je nejvyznamngji
metabolizovan cytochromy P450 podrodiny 1A, jak prokazaly i ptedchozi studie [6, 39].
Kromé této podrodiny cytochromt P450 se na preméné benzo[a]pyrenu pravdépodobné
podileji i n¢které formy cytochromii P450 podrodiny 2B a 2C, piipadné podrodiny 3A, coz
prokazal vznik vétsiho mnozstvi (oproti kontrole) napt. BaP-4,5-dihydrodiolu a BaP-3,6-
dionu v mikrosomech potkanli indukovanych fenobarbitalem a vznik vétSiho mnozstvi
(oproti kontrole) BaP-3,6-dionu v mikrosomech potkanii indukovanych PCN. Z toho
vyplyva, ze cytochromy P450 podrodiny 2B a 2C i 3A sice benzo[a]pyren metabolizuji, ale
pouze na nékteré jeho metabolity. Mikrosomy potkanti premedikovanych ethanolem
katalyzovaly oxidaci benzo[a]pyrenu se stejnou efektivitou jako mikrosomy kontrolnich
potkant, z ¢ehoz vyplyvd, Ze se cytochrom P450 2E1 na metabolismu benzo[a]pyrenu
nepodili.

V této diplomové praci jsme se dale zaméftili na cytochrom P450 1A1. Ten je vedle
cytochromii P450 1A2 a 1B1 majoritnim isoenzymem, ktery katalyzuje oxidaci

benzo[a]pyrenu [6].

Oxidace benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1A1 exprimovanym

v eukaryotickém a prokaryotickém systému

Oxidace benzo[a]pyrenu byla déle studovdna pomoci rekombinantniho lidského
cytochromu P450 1A1, ktery byl exprimovan v eukaryotickém a prokaryotickém systému.

Eukaryoticky expresni systém byl tvofen mikrosomy izolovanymi z hmyzich bunék,
které byly transfekované Baculovirem nesoucim cDNA lidského cytochromu P450 1A1 a

lidské NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Na rozdil od vySe uvedenych potkanich
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mikrosomil, vznikd oxidaci benzo[a]pyrenu katalyzovanou timto enzymovym systémem
dalsi (nezndmy) metabolit, Mx, a zaroven se netvoii BaP-4,5-dihydrodiol. Ostatni tvofené
metabolity benzo[a]pyrenu jsou shodné. TotoZzné¢ metabolity benzo[a]pyrenu (kromé
neznamého metabolitu, Mx) byly zjistény i v praci Bauera a kol. [8], ve které byla navic
identifikovana tvorba dal§iho metabolitu benzo[a]pyrenu, a to BaP-9-olu. Pfedpokladame,
ze BaP-4,5-dihydrodiol, ktery v organismu vznikd z BaP-4,5-epoxidu hydrolyzou
katalyzovanou epoxidhydrolasou [21], se netvoii, protoze epoxidhydrolasa pfitomna
v hmyzich buiikkach se pravdépodobné 1isi od sav¢éi (v tomto piipadé potkani)
epoxidhydrolasy. Struktura neznamého metabolitu benzo[a]pyrenu nebyla dosud urcena,
divod jeho vzniku jsme tedy prozatim nehodnotili.

Prokaryoticky systém byl tvofen ,zlomky“ membran E. coli, které byly
transfekované jednim ¢i dvéma plasmidy nesoucimi cDNA stejnych lidskych enzymi jako
v pfipadé eukaryotického systému, tedy cytochromu P450 1A1 a NADPH:cytochrom P450
reduktasy. V praci jsme pouzivali dva typy tohoto enzymového systému, a to s vyssi a
nizs§i aktivitou ,,ko-exprimované* lidské reduktasy. Jelikoz v tomto systému neni pfitomna
epoxidhydrolasa z divodu absence membranovych organel, nedochazi pii oxidaci
benzo[a]pyrenu k tvorbé dihydrodiolli benzo[a]pyrenu, konkrétné nevznika BaP-9,10-
dihydrodiol a BaP-7,8-dihydrodiol. Ostatni metabolity benzo[a]pyrenu jsou shodné
s metabolity vznikajicimi oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1A1

exprimovanym v eukaryotickém systému, v¢etné¢ neznamého metabolitu Mx.

Vliv cytochromu bs na oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1A1

exprimovanym v eukaryotickém a prokaryotickém systému

Dale byla pozornost zaméfena na zkoumani vlivu cytochromu bs na oxidaci
benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1A1 exprimovanym jak v eukaryotickém, tak
1 prokaryotickém systému. Cytochrom bs, fakultativni slozka MFO systému, ovliviiuje
ptenos elekronii fady oxida¢nich reakci katalyzovanych cytochromy P450. [59]. Sledovali
jsme, zda tento protein muze néjakym zplisobem ovlivnit oxidaci benzo[a]pyrenu vyse
uvedenymi enzymovymi systémy. V experimentech bylo zjisténo, Ze mnozstvi i pomér
vSech metabolitl vznikajicich oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1Al
exprimovanym v eukaryotickém 1 prokaryotickém systému jsou srovnatelné za ptitomnosti
1 absence cytochromu bs. Pfidani cytochromu bs tedy oxidaci benzo[a]pyrenu obéma

enzymovymi systémy nijak vyznamné neovliviiuje.
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Vliv  NADPH:cytochrom P450 reduktasy na oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym

cytochromem P450 1A1 exprimovanym v prokaryotickém systému

V dalsi casti prace byl hodnocen vliv NADPH:cytochrom P450 reduktasy na oxidaci
benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1A1 exprimovanym v prokaryotickém
systému s nizsi aktivitou reduktasy. NADPH:cytochrom P450 reduktasa je souc¢asti MFO
systému, ve kterém katalyzuje transport elektroni z NADPH na vSechny znamé formy
cytochromii P450 [70]. Zajistuje piitom spravnou funkci cytochromu P450 v metabolismu
xenobiotik.

Zajimalo nas, zda bude efektivita vySe uvedeného enzymového systému oxidovat
benzo[a]pyren ovlivhéna mnozstvim ptidavané NADPH:cytochrom P450 reduktasy.
V experimentech byl proto tento enzymovy systém rekonstituovan s vySe uvedenou
reduktasou v Sesti pomérech (tj. CYP:CPR 1:0,4 — 1:3), pfiCemz bylo zjisténo, Ze se
zvySujicim se mnozstvim ptidavané reduktasy dochazi k nartstu tvorby vSech metabolit
benzo[a]pyrenu. Nejvyrazngjsi narist byl pfitom pozorovan u BaP-1,6-dionu a BaP-3,6-
dionu (celkem 1,7krat) a BaP-3-olu (2,1krat), tedy u metabolitti benzo[a]pyrenu, které jsou
jeho detoxifika¢nimi produkty. ZvySujici se mnozstvi piidavané reduktasy k uvedenému
enzymovému systému tedy zvysuje jeho efektivitu oxidovat benzo[a]pyren v hodnocenych
pomérech (t.j. CYP:CPR 1:0,4 — 1:3). Vzhledem k tomuto trendu by bylo vhodné dale
otestovat rekonstituované systémy s vyssim pomérem CYP:CPR.

Od poméru CYP:CPR 1:1 vySe vznikal navic jeden metabolit benzo[a]pyrenu, a to
BaP-7,8-dihydrodiol, ktery je po dalsi oxidaci katalyzované cytochromy P450 odpovédny
za tvorbu kovalentnich aduktti s DNA, a tedy kancerogenitu benzo[a]pyrenu [6, 83]. Pro
vznik tohoto metabolitu pii vysSich pomérech cytochromu P450 a reduktasy zatim
nemame fadné vysvétleni. Jednou z hypotéz je mozna ptfitomnost malého mnozstvi
epoxidhydrolasy v membranach E. coli, ktera vkombinaci svySSim obsahem
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (v tomto pfipadé pti poméru CYP:CPR 1:1 — 1:3),
umoznuje vznik BaP-7,8-dihydrodiolu. Tento jev bude predmétem dalSiho vyzkumu.

Stejné hodnoceni vlivu NADPH:cytochrom P450 reduktasy bylo dale provedeno ve
vyse uvedeném rekonstituovaném systému pii pridani liposomil. Liposomy byly pouzity
vzhledem k tomu, Ze simuluji prostfedi membrany endoplasmatického retikula. Ta pak
muze diktovat optimalni tercidrni strukturu tohoto enzymu. Pfiddni NADPH:cytochrom
P450 reduktasy v liposomech zvySuje efektivitu lidského cytochromu P450 1Al

exprimovaného v prokaryotickém systému oxidovat benzo[a]pyren podobné¢, jako
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v systému rekonstituovaném s reduktasou bez liposoml. Mnozstvi metabolitii vznikajicich
v systémech s liposomy je vSak niz8i nez v systémech bez liposomt, efektivita oxidace je
zde tedy nizsi. Ztéchto vysledki vyplyva, Ze usporadani exprimovaného lidského
cytochromu P450 1A1 a jeho reduktasy v membrané E. coli (prokaryotickém systému) je
podobné uspofddani téchto enzymid v membrané endoplasmatického retikula
eukaryotickych bunék.

Se zvysujicim se mnozstvim NADPH:cytochrom P450 reduktasy vsSak roste
efektivita oxidace benzo[a]pyrenu, a tedy i mnoZzstvi jeho metaboliti rychleji nez
v systému bez liposoml. Vzhledem k tomuto trendu by bylo vhodné v dal$i praci
analyzovat efektivitu rekonstituovanych systému s vyssim obsahem reduktasy. Ke vzniku

BaP-7,8-dihydrodiolu také dochazi, ale az od poméru CYP:CPR 1:2.

Vliv epoxidhydrolasy na oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1A1

exprimovanym v prokaryotickém systému

V dalsi casti prace byl zkouman vliv epoxidhydrolasy na oxidaci benzo[a]pyrenu
lidskym cytochromem P450 1Al exprimovanym v prokaryotickém systému s nizsi
aktivitou NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Epoxidhydrolasa je enzym lokalizovany
v membrané¢ endoplasmatického retikula, kde katalyzuje jednu zreakci nezbytnou pro
metabolismus benzo[a]pyrenu, a to pieménu BaP-epoxidu na BaP-dihydrodiol [21].
Pfidani tohoto enzymu do vyse uveden¢ho enzymového systému vedlo podle o¢ekavani ke
vzniku dihydrodiolt benzo[a]pyrenu, konkrétné¢ BaP-9,10-dihydrodiolu a BaP-7,8-
dihydrodiolu. Z uvedeného vyplyva, ze prokaryoticky systém tvofeny ,,zlomky* membran
E. coli je schopny vytvoftit s epoxidhydrolasou funk¢ni komplex, ktery umoziuje katalyzu

vyse uvedené hydrolytické reakce.
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6 ZAVER
Z vysledkt predkladané diplomové prace vyplyva, ze stanovené cile byly splnény.

Ziskéany byly nasledujici vysledky:

v' Jaterni mikrosomalni systémy potkant premedikovanych induktorem cytochromi P450
podrodiny 1A (Sudanem 1), podrodiny 2B (fenobarbitalem) a podrodiny 3A
(pregnenolon-16a-karbonitrilem) vykazuji vyssi efektivitu oxidovat benzo[a]pyren nez
mikrosomy kontrolnich potkani.

v Benzo[a]pyren je oxidovan lidskym cytochromem P450 1Al exprimovanym
v eukaryotickém systému na Sest metaboliti (BaP-9,10-dihydrodiol, metabolit BaP
s dosud neurcenou strukturou, BaP-7,8-dihydrodiol, BaP-1,6-dion, BaP-3,6-dion, BaP-
3-ol).

v’ Lidsky cytochrom P450 1Al exprimovany v prokaryotickém systému Kkatalyzuje
oxidaci benzo[a]pyrenu pouze na Ctyii metabolity (metabolit BaP s dosud neurcenou
strukturou, BaP-1,6-dion, BaP-3,6-dion, BaP-3-ol).

v' Cytochrom bs neméa vyznamny vliv na oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem
P450 1A1 exprimovanym v eukaryotickém i prokaryotickém systému.

v' Oxidace benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1Al exprimovanym
v prokaryotickém systému je ovlivnéna pfidanim izolované NADPH:cytochrom P450
reduktasy. Nejvyssi efektivitu oxidovat benzo[a]pyren pfitom vykazuje systém
rekonstituovany v poméru CYP:CPR 1:3, tj. snejvyS$im obsahem reduktasy. Pii
poméru CYP:CPR 1:1 katalyzuje lidsky cytochrom P450 1Al exprimovany
v prokaryotickém systému oxidaci benzo[a]pyrenu za tvorby dal§iho metabolitu, a to
BaP-7,8-dihydrodiolu.

v" Lidsky cytochrom P450 1A1 exprimovany v prokaryotickém systému rekonstituovaném
s NADPH:cytochrom P450 reduktasou v prostfedi liposoma vykazuje v hodnocenych
pomérech cytochromu P450 a reduktasy niz$i efektivitu oxidace benzo[a]pyrenu nez
systém rekonstituovany bez liposom1.

v' V ptitomnosti epoxidhydrolasy katalyzuje lidsky cytochrom P450 1Al exprimovany
v prokaryotickém systému oxidaci benzo[a]pyrenu za tvorby dvou dalSich metabolitd, a
to BaP-9,10-dihydrodiolu a BaP-7,8-dihydrodiolu.

Ziskané vysledky pfispivaji k poznani metabolismu benzo[a]pyrenu lidskymi
cytochromy P450 exprimovanymi v modelovych eukaryotickych a prokaryotickych

expresnich systémech.
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