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Abstrakt

ABSTRAKT

Rostlinné alkaloidy aristolochové kyseliny (AA) jsou prokazatelné lidské
karcinogeny, které vyvolavaji dvé zavaznd onemocnéni ledvin: nefropathii vyvolanou
aristolochovou kyselinou (Aristolochic Acid Nephropathy, AAN) a Balkanskou
endemickou nefropathii (Balkan Endemic Nephropathy, BEN). Charakteristickym znakem
obou onemocnéni je vyvoj urothelialnich nadortt (Upper Urothelial Carcinoma, UUC).
Ackoliv jsou ob¢ nefropathie vyvolané stejnou latkou, AA, neni jejich klinicka manifestace
zcela totozna. Rozdily mohou byt vysvétleny jak vystavenim riznym davkam AA, tak
interindividudlnimi rozdily v expresnich hladinach a aktivitich enzymi, které AA
Vv organismu metabolisuji. Detailni znalost téchto enzyma muze pfispét k objasnéni rozdilt
v pribéhu AAN a BEN a ke sniZeni risika spojené¢ho s AA. V piedkladané disertacni préci
byly studovany enzymy, které participuji jak na oxida¢ni detoxikaci AAI, hlavni slozky
prirodni smési AA, tak na reduk¢ni aktivaci, ktera resultuje v tvorbu adukti AAI s DNA.
V modelu  laboratorniho  potkana byla za vyuziti specifického inhibitoru
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy 1(NQO1), dikumarolu, studovana jeji uloha v redukéni
aktivaci AAI in vivo. Oxidaéni detoxikace AAI, ktera vede k tvorbé demethylovaného
derivatu, AAla (8-hydroxyaristolochové kyseliny), byla studovana za vyuziti indukce
cytochromt P450 (CYP) 1Al a 1A2, enzymu, které tuto reakci nejucinngji katalysuji.
Nicméng, CYP1A1/2 mohou rovnéZ redukéné aktivovat AAI za tvorby aduktt in vivo a
ex vivo. Proto bylo cilem predkladané disertacni prace ur€it, ktera z obou metabolickych
drah v organismu ptevlada. V ramci studie byla rovnéz zkoumana aetiologie BEN/UUC,
konkrétné vliv dalSich suspektnich environmentalnich faktor na vyvoj tohoto zavazného
ledvinného onemocnéni. V modelovém organismu laboratorniho potkana byl studovan vliv
ochratoxinu A (OTA) na metabolismus AA s cilem zodpovédét otazku, zda muize tento
nefrotoxicky mykotoxin ovliviiovat BEN/UUC vyvolanych pusobenim AA. V naSich
studiich byl rovnéz zkouman vliv ostatnich hypothetickych faktorti (iontd toxickych kovi a
organickych latek uvolhovanych z lignitového podlozi oblasti s vyskytem BEN)
na oxida¢ni detoxikaci AAIl na AAla, potazmo na vyvoj BEN/UUC. Vysledky ziskané
Vv disertaéni praci demonstruji zasadni ulohu NQO1 v bioaktivaci AAI nejen in vitro, ale
rovnéz v podminkach in vivo a majoritni alohu CYP1A1/2 v oxidaéni detoxikaci AAI
invivo. Vysledky ziskané ze studie zkoumajici aetiologii BEN/UUC poprvé ukazuji
schopnost OTA potencialn¢ ovliviiovat metabolismus AA, a tim i vyvoj BEN/UUC.



Abstract

ABSTRACT

Plant alkaloid aristolochic acid (AA) is a proven human carcinogen which causes
two serious diseases: Aristolochic Acid Nephropathy (AAN) and Balkan Endemic
Nephropathy (BEN). One of the characteristic features of both AAN and BEN is their
close association with the development of upper urothelial carcinoma (UUC) in the renal
tissue of patients. Although both nephropathies are mediated by the same compound (i.e.
AA), their development differs slightly. The differences might be explained by a different
exposure schedule of patients or interindividual differences in expression levels and
activities of the enzymes metabolising AA in organisms. Detailed knowledge of these
enzymes can contribute to the elucidation of the interindividual susceptibility to AA. In
this thesis, enzymes participating in both oxidative detoxification of AAI, a major
component of natural mixture of AA, and its reductive activation leading to the formation
of AA-DNA adducts were studied. In a rat experimental model (Rattus norvegicus),
NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1) and its role in reductive bio-activation
of AAI in vivo were examined utilising a specific inhibitor of this enzyme, dicoumarol.
Oxidative detoxification of AAI resulting in formation of a demethylated derivative AAla
(8-hydroxyaristolochic acid) was studied using induction of cytochromes P450 (CYP) 1A1
and 1A2, the enzymes catalysing the formation of AAla most efficiently. Nevertheless,
CYP1A1/2 can also reductively activate AAI forming AAI-DNA adducts in vivo and ex
vivo. Therefore, one of the aims of the thesis was to evaluate which AAI biotransformation
pathway prevails in vivo. In this study, we aimed to clarify the aetiology of BEN/UUC,
particularly the effect of other suspect environmental factors on development of this life-
threatening renal disease. In the rat experimental model, we investigated the influence of
ochratoxin A (OTA) on AA metabolism to elucidate whether this nephrotoxic mycotoxin is
capable of affecting the AA-mediated BEN/UUC development. We also studied the effect
of other factors which are hypothesised to participate in BEN/UUC development (i.e. ions
of heavy metals and metalloids, and organic compounds being present in lignite deposits
located in BEN regions), namely on oxidative detoxification of AAI to AAla. The results
found in the thesis demonstrate the crucial role of NQO1 in AAI bio-activation not only
in vitro but also in vivo, and the major role of CYP1A1/2 in oxidative detoxification of
AALl in vivo. In the study investigating the aetiology of BEN/UUC, the results show for the
first time that OTA can be capable of influencing AA metabolism thereby potentiating
the development of BEN/UUC.

(In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA
AAl
AAla
AAll
AAN

BBP
BEN
COX-1
CYP
dA-AAlI
dA-AAll
DBP
DC
DEHP
dG-AAlI
EROD
ESRD

=

H-ras
i.p.
IARC

ICs0
MFO systém

MROD
NADP*
NADPH
NADPH-GS

aristolochové kyseliny

aristolochova kyselina I

aristolochova kyselina Ia (8-hydroxyaristolochova kyselina)
aristolochova kyselina II

nefropathie vyvolana aristolochovou kyselinou (Aristolochic Acid
Nephropathy)

butylbenzylftalat

Balkanska endemicka nefropathie (Balkan Endemic Nephropathy)
prostaglandin H synthasa 1 (cyklooxygenasa 1)

cytochrom P450

7-(deoxyadenosin-N®-yl)aristolaktam |
7-(deoxyadenosin-N°-yl)aristolaktam 11

dibutylftalat

dikumarol

bis(2-ethylhexyl)ftalat

7-(deoxyguanosin-N-yl)aristolaktam |

aktivita O-deethylovat 7-ethoxyresorufin

konec¢né ledvinné selhani (End-Stage Renal Disease)

faktor predstavujici nasobek

onkogen

intraperitonealni podani

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (International Agency
for Research on Cancer)

koncentrace zpusobujici 50% inhibici

systém oxidas (0xygenas) se smiSenou funkci (mixed function
oxidase system)

aktivita O-demethylovat 7-methoxyresorufin
nikotinamidadenindinukleotidfostat (oxidovana forma)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovana forma)

NADPH-generujici systém



Seznam pouzitych zkratek

NAT
ND
NE
NQO1
NQO2
OAT
OTA
Y
pS3
PAU
POR
r
RAL
ROS
RP-HPLC
RPM
Sud |
SULT
TP21
TP53
UGT
uucC

N,O-acetyltransferasa

nedetekovano (not detecable)

zadny efekt (no effect)
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa 1 (DT-diaforasa)
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa 2

prenase¢ organickych aniontd (Organic Anion Transporter)
ochratoxin A

hladina vyznamnosti

tumorovy supresorovy gen

polycyklické aromatické uhlovodiky
NADH:cytochrom P450 oxidoreduktasa

korela¢ni koeficient

relativni znaceni aduktd (Relative Adduct Labelling)
reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species)
vysokouéinna kapalinova chromatografie s reversni fazi
pocet otacek za minutu

Sudan |

sulfotransferasa

lidsky tumorovy supresor kédovany genem p21
lidsky tumorovy supresor kodovany genem p5S3
UDP-glukuronosyltransferasa

urotheliani karcinom (Upper Urothelial Carcinoma)
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Uvod

1. UVOD

1.1 CHEMICKA KARCINOGENESE

Uvodem své disertaéni prace bych rad ve zkratce uvedl zakladni informace, které
jsou dosud znamy o fenomenu nadorovych onemocnéni, pficemz diraz bude kladen
na tzv. chemickou karcinogenesi. Problematika studia karcinogenese a karcinogent je
velice komplexni, nicméné velmi dilezita, a to zejména z hlediska incidence a umrtnosti
pacientdl trpicich timto druhem onemocnéni. V letech 2003 — 2013 patiily v Ceské
republice mezi nadory s nejvétsi incidenci a mortalitou kolorektalni karcinom, karcinom
prsu a prostaty a nadory plic a ledviny (GLOBOCAN, 2012). Ackoliv umrtnost v tomto
obdobi mirné klesala, vyskyt téchto onemocnéni vyrazné rostl (Obr. 1) (SVOD). Tento
trend je naneStésti celosvétovy, kdy vlepSim ptipadé mezirocn€ pocet nové
diagnostikovanych pfipadid neroste, nicméné ani neklesa (Pelengaris & Khan, 2013a).
Z tohoto hlediska se porozuméni a pochopeni dé€ji vedoucich k maligni transformaci zda

byt esencialni pro 1é¢bu, popt. prevenci téchto onemocnéni.

A 100 L, .
I kolorektalni karcinom
90 - .
o ol 767 B karcinom prsu
s ] > [ karcinom prostaty
0-{‘ o~ 04 . -
e 0 L1 ne'ldory plic _
€5 oo [___1nadory ledviny
8 ]
gg =
® & ]
’a:) E" 40
ES 1
N 30 24%
° 20 - 16 %
104 5%
11
0 , : I :
B 254
20 —
@ 15 —-
S& 10 ] 8%
=% 54 .
T o 1 1%
g g 0 T T T T T T ! .
58 =] Obr. 1: Incidence (A) a
c
D 3 4 . ,
£ 10 7% mortalita  (B)  vybranych
B 5] 3% nadorovych onemocneéni
20 A% v Ceské republice v letech
25 2003-2013 (dle SVOD).
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Uvod

1.1.1 Procesy vedouci k vyvoji nadorovych onemocnéni

Vznik nadorové bunky je vysledkem komplexnich déjii v organismu, pro néz se
v soucasné dobé pouziva model tzv. multifaizové karcinogenese (Obr. 2) (Harris, 1991;
Abel et al., 2009; Abel & DiGiovanni, 2011). Jednotlivé stupné tohoto modelu byly
objasnény za pouziti experimentdlnich zvifat, zejména pak na koznich nadorech
indukovanych v organismu mysi. Pivodni prace se datuji do doby pied vice nez 70 lety
(Abel & DiGiovanni, 2011) a tyto studie dokladaji, ze pro vyvoj mysich koznich nadori
jsou zasadni tii faze: iniciace, promoce a progrese. Navic, koncept modelu multifazové
karcinogenese plati nejen Vv piipadé vySe zminéného zviteciho modelu, ale je téz v souladu
s vyvojem tumort V lidském organismu, ackoliv ten je komplexngjsi (Abel & DiGiovanni,
2011). Koncept multifazové karcinogenese byl a stale je vynikajicim modelem, ktery velmi
ptispél k objasnéni procesu karcinogenese, ba hral vyznamnou ulohu v identifikaci

chemopreventivnich latek a jejich mechanistického ptsobeni (Abel & DiGiovanni, 2011).

&
%YQ povreh téla Iniciace Promoce Progrese
&

o d

deaktivace| exkrece . :
= genetické selektivni genetické genetické genetické
w 7 KTivace zmény proliferace e(-)A zmény O’* zmény zmény

— [—— — N1 OP) . (YD . —_—
< —— —— .Q O — (5 —— —
N ) D5
©
> /]
= ZDRAVA INICIOVANA PRENEOPLASIE MALIGN(
>
BURKA BURKA NADOR METASTASOVANI

Genotoxické plsobeni na klitové geny
Aktivace protoonkogent
Inaktivace tumorovych supresorovych gent

Obr. 2: Multifizovy proces katcinogenese (upraveno dle Harris, 1991).

Vznik iniciované bunky je vyvolan pisobenim exogenniho, popi. endogenniho
karcinogenu, ktery mutagenné¢ plsobi na kli¢ové geny v DNA. Takto vzniknuvsi
iniciované builky ovliviiuji své mikroprostfedi tak, Ze je zajiStén rist takovych bunck
oproti buikam normalnim. Takové pusobeni nasledné vede iniciované burky
do tzv. promocni faze. Pii této fazi dochazi k nadmérmému a nekontrolovanému déleni
bunék, resp. k enormni selektivni tvorbé klond téchto bunék (Kemp, 2005; Abel et al.,

2009). Promoce je charakterisovana jak nekontrolovanou proliferaci, tak remodelaci tkani
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Uvod

a zanétem, jinymi slovy vznika tzv. preneoplasie (benigni nador) (Boutwell, 1976; Abel et
al., 2009; Rundhaug & Fischer, 2010). Nicmén¢, v procesu progrese muize prencoplasie
podstoupit maligni transformaci, kterd je navic uleh¢ena genovou nestabilitou a naruSenou
genovou expresi. Vysledkem progresni faze je pak dobie definovany zhoubny (maligni)
nador, ktery agresivné napada ostatni tkan¢ a mtze téz metastasovat do lymfatickych uzlin
a ostatnich tkani (Woodworth et al., 2004; Abel et al., 2009; Abel & DiGiovanni, 2011).
karcinogenu naklicové geny v DNA. Takovymi geny jsou zejména protoonkogeny a
tumorové supresorové geny. Ob¢ skupiny téchto genti hraji krucialni roli v regulaci
bunééného cyklu, resp. v bunécné proliferaci.

Teorie plisobeni protoonkogent byla podrobné rozpracovana v pracich Temina a
Baltimora (Temin, 1976; Baltimore, 1976) vénujicich se problematice Rousova sarkomu.
Ve zkratce, v organismech lze najit homologa virovych, resp. retrovirovych onkogent,
ktera oznaCujeme jako protoonkogeny. Mutaci bunécnych protoonkogentt vznikaji
onkogeny, jejichz proteinové produkty, onkoproteiny, ptisobi proti své pfirozené funkci v
burice, a jejich nasledna exprese indukuje nekontrolovanou bunéénou proliferaci. Aktivace
bunécnych protoonkogenti mize byt, vedle chemickych faktorti, vyvolana téz piisobenim
onkovird, resp. retroonkovirt, které jsou schopny zavést do hostitelské DNA svou vlastni
genetickou informaci (Varmus, 1985; Liao, 2006; McLaughlin-Drubin, 2008). Navic,
k manifestaci maligni transformace vyvolané onkogeny sta¢i mutace pouze v jedné alele
protoonkogenu (Pelengaris & Khan, 2013b).

Onkogeny se klasifikuji do sedmi zakladnich tfid, ve kterych lze najit vedle
riznych  bunéfnych  tyrosin-kinasovych receptorti,  cytosolarnich  proteinkinas
threoninového a serinového typu a jadernych transkripénich faktori téz proteiny
s GTPasovou aktivitou (napf. rodina Ras) (Ruddon, 2007). Pravé onkogeny rodiny Ras
patii spolu s tumorovym supresorovym genem P53 (viz dale) k nejcastéji mutovanym
gentim nalezenym v mnoha nadorech rizného ptivodu (Abedin et al., 2011).

Tumorové supresorové geny, jak nazev napovida, reguluji bunéény cyklus tim, ze
eliminuji poSkozené buiiky nebo buiiky, které nadmérné proliferuji navzdory bunécéné
signalisaci (Roussel, 2013). Produkty téchto gent, kterymi jsou piedevsim inhibitory
cyklin-dependentnich kinas, hraji tedy kli¢ovou ulohu v prevenci tvorby nadort
v organismu. Pionyrskymi pracemi v této oblasti byly studie Alfreda Knudsona, ktery se

zabyval vzacnymi détskymi o¢nimi nadory, retinoblastomy (Knudson, 1985; Knudson,
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2001). Navic, pied 45 lety Knudson formuloval svou hypothesu tzv. dvojiho zasahu. Podle
této hypothesy je pro vyvoj onemocnéni nutna mutace obou alel (na rozdil od onkogentl,
kde je dostacujici mutace pouze jedné alely). Mutaci, resp. inaktivaci obou alel genu
dochazi ke ztrat¢ inhibi¢niho potencidlu téchto gentii, které ergo pozbyvaji svou
fysiologickou funkci a umoznuji tvorbu a proliferaci iniciovanych bunék (Knudson, 1971;
Knudson, 1985). Do dnesniho dne bylo identifikovano 1 217 tumorovych supresorovych
gend, ztoho 0 1 018 je znamo, Ze koduji proteiny (TSGene). Za vSechny bych zminil
nejcastéji mutovany tumorovy supresorovy gen v nadorovych tkénich, a to gen p53.
Ackoliv gen p53 nekoduje inhibitor cyklin-dependentnich kinas a neni tedy tumorovym
supresorem V ptesném slova smyslu, protein TP53 velice uzce spolupracuje S témito
proteiny (napt. TP21) a podili se krucidlnim zpiisobem na regulaci bunécného cyklu
(Abedin et al., 2011; Roussel, 2013). Lidsky protein TP53, ktery je lokalisovan
Vv bunééném jadre, zdsadné¢ zasahuje rovnéz do procesu programované bunééné smrti
(apoptosy) a angiogenese (Hanahan, 2000; Schmid et al., 2006; Braicu et al., 2015).

Vyvoj nadorovych onemocnéni mize byt vedle Zivotniho stylu a pfitomnosti,
resp. nepiitomnosti  genetickych predisposic, vyvolan tiemi zakladnimi faktory:
fysikalnimi, biologickymi a chemickymi. Fysikalni pfi¢iny tumorigenese zahrnuji zejména
rizné druhy zafeni — ionisujici, Rontgenovo, ultrafialové zafeni ad. (IARC, 2001, 20123;
Kotova et al. 2005). Takové zafeni muze vyvolat zasadni zmény ve struktufe DNA, tj.
jednofetézové a dvouietézové zlomy, které mohou resultovat v tvorbu genetickych deleci a
pieskupeni (Schulte-Frohlide, 1987; Rak et al., 2015).

Do biologické teorie karcinogenese spadd ptredevsim pusobeni onkovirti, resp.
retroonkovird, které jsou schopny aktivovat bunééné protoonkogeny. Jak je popsano vyse,
takovy zasah do jejich pfirozené funkce mulZe vyUstit tvorbou iniciované buiky a
naslednym vyvojem nadoru (Varmus, 1985; Liao, 2006; McLaughlin-Drubin, 2008). Tieti
vyznamnou skupinou faktori vyvolavajicich vyvoj nadorovych onemocnéni jsou faktory
chemické, resp. chemické karcinogeny. O této dilezité problematice detailné pojednava

nasledujici kapitola.
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1.1.2 Teorie chemické karcinogenese

Prvni prace, které popisovaly spojitost mezi nadorovymi onemocnénimi a
V roce 1781 publikoval londynsky Iékat John Hill pojednani o ,,nepfiméfeném uzivani
Snupaciho tabdku®, ve kterém poukazoval na souvislosti uzivani tabdku a tvorby
rakovinnych lesi v nosni sliznici (Hill, 1761). O 14 let pozd¢ji, v roce 1775, fysiolog
sir Percivall Pott zaznamenal vysoky vyskyt skrotdlniho karcinomu u londynskych
kominikli a vyslovil hypothesu, ze toto onemocnéni je vyvolano plisobenim sazi (Pott,
1775). V prubéhu necelych dvou stoleti, bylo nad vsi pochybnost prokazano, ze aplikace
¢ernouhelného dehtu na kuzi experimentalnich zvifat vede K vyvoji nadort (Yamagawa &
Ichikawa, 1915), a nakonec Cookem a jeho spolupracovniky byla identifikovana latka
zatoto karcinogenni pisobeni odpovédna, a to benzo[a]pyren (Cook et al., 1933).
Od prukopnickych praci Hillovych a Pottovych, které sice ve své dobé nemély pfili§ velky
dopad, se zacala shromazdovat data podobného charakteru, tj. data o vyskytu vyvoje
riznych nadorovych onemocnéni po vystaveni chemikaliim. Postupem casu bylo
identifikovano nepieberné mnozstvi takovych latek, které jsou schopny vyvolat
v organismu maligni transformaci. Jednou z prvnich takovych praci byla napf. zprava
némeckého 1ékare Ludwiga Rhena, ve které popisoval velmi vysokou incidenci nadorii
mocového méchyfe u pracovnikii v barvarském primyslu (Rehn, 1895). Pozdéji byly
objeveny latky, ktery toto onemocnéni zpUsobovaly, a to 2-aminonaftalen,
4-aminobifenyl a benzidin (Harvey, 2011). Vedle polycyklickych aromatickych
uhlovodikt (PAU) a aromatickych aminti a amidd se do této kategorie fadi z organickych
latek rovnéZ N-nitrosaminy, nitroslouceniny, azobarviva ad.

Ackoliv prvni teorie predpokladaly, Ze chemické karcinogeny plisobi v buiice
pfimo, byly tyto ptedpoklady zdhy opuStény a nahrazeny hypothesou, Ze tyto latky
ke svému genotoxickému puisobeni potiebuji nejdiive metabolickou aktivaci katalysovanou
enzymy. Na tomto poli v 60. letech 20. stoleti publikovali skvélé prace manzelé Millerovy.
Ve svych studiich formulovali hypothesu (kterd se ukézala byt velmi spravnou), Ze
chemické karcinogeny podstupuji aktivaci katalysovanou enzymy za vzniku
,,proximalniho* karcinogenu (proximate carcinogen), ktery je enzymov¢ transformovan
natzv. ,,okamzity* karcinogen (ultimate carcinogen), a praveé tento ,,okamzity* karcinogen
je svou povahou elektrofilni agens, které muze tvotit adukty s proteiny, RNA a/nebo DNA
(Miller et al., 1966a; Miller & Miller, 1966b, 1981). Brooks a Lawley ve svych pracich
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dokézali, Zze afinita karcinogennich aktivnich metabolitd polycyklickych aromatickych
uhlovodikd k DNA je podstatné vyssi nez k RNA nebo k proteinim (Brookes & Lawley,
1964). Toto zjisténi potvrdilo hypothesy manzeli Millerovych, podle nichz je prvnim
krokem chemické karcinogenese genotoxické piisobeni ultimativniho karcinogenu na DNA
(Miller & Miller, 1981). V soucasnosti jsou identifikovany aktivni metabolity vétSiny

znamych chemickych karcinogent (Tab. 1).

Tabulka. 1: Pfehled aktivnich metabolitd vybranych chemickych karcinogenti (pfevzato
z Harvey, 2011).

Chemicky karcinogen Aktivni metabolit Reaktivni species
PAU diol epoxid mmm)  karbeniovy ion
chinon mm=)p ROS
Arylaminy
Arylamidy N-hydroxyester mmmm)>  nitreniovy ion
Nitroareny
) ] ) diazoniovy /karbeniovy ion
N-nitrosaminy a-hydroxyderivat )
aldehyd
Aflatoxin epoxid mmm) karbeniovy ion
Safrol sulfatovany OH-derivat wssssp  Kkarbeniovy ion
Alkylaéni ¢inidlo piimy Gcéinek mmmm) karbeniovy ion

Problematika chemickych karcinogeni ovSem neni otazkou pouze organickych
latek produkovanych chemickym primyslem. Jsou znamy rovnéZ anorganické chemické
karcinogeny, mezi néz jsou zafazeny slouceniny arsenu, niklu, chromu, beryllia a kadmia,
dale asbest a jind mineralni vldkna. Tyto latky Casto najdeme v seznamech risikovy latek
na vybranych pracovistich (IARC, 2012b). Podobné¢ jako organické latky, podstupuji i soli
vySe zminénych kovii metabolickou enzymové katalysovanou preménu. Ackoliv dosud
neni zcela uréen pfesny mechanismus jejich genotoxického pusobeni, pifedpoklada se, Ze
ve vétsing pripadd metabolicka biotransformace resultuje v tvorbu kyslikovych radikala
(Reactive Oxygen Species, ROS), které vyvolavaji oxida¢ni poskozeni DNA (Sugiyama,
1994a, 1994b; Quievryn et al., 2003; Valko et al., 2006; Wang et al., 2007; Pu et al.,
2007).

Dalsi vyznamnou skupinou chemickych karcinogenti jsou latky ptirodniho ptivodu.
Ackoliv soucasné trendy Zzivotniho stylu hlasaji navrat k pfirodnim latkdm, ne vzdy

prirodni znamend bezpecny. Mezi tyto latky fadime metabolity produkované plisnémi
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(napf. aflatoxiny), rostlinné alkaloidy a dalsi. Zajimavou skupinou jsou pravé rostlinné
metabolity. Mizeme zde nalézt napt. derivaty allylbenzenu safrol, estragol, methyleugenol
¢i myristicin. Safrol je silice obsazena Vv kofenové kiife Kasti bélavé (Sassafras albidum)
(IARC, 1976; Jahodaf, 2011). Za rozlusténim metabolické aktivace safrolu opét nalezneme
manzele Millerovy se svymi spolupracovniky. Ti zjistili, ze bioaktivace safrolu je
zprostiedkovana enzymy jak prvni, tak druhé faze biotransformace, ktera resultuje v tvorbu
allylkarbeniového iontu, ktery muze reagovat s DNA za vzniku aduktd s deoxyguanosinem
(Borchert et al., 1973). Safrol je Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny klasifikovan
do skupiny 2B, tzn. pravdépodobné karcinogenni pro ¢lovéka. Nicméné, je prokazéano, ze
safrol vyvoldava tvorbu plicnich a jaternich nddorG u hlodavci a zafazeni tohoto
Estragol je znama silice obsazena v Pelyniku kozalci (Artemisia dracunculus) a Bazalce
vonné (Ocimum basilicum) (Harvey, 2011; Jahodaf, 2011), myristicin nalezneme
v Muskatovniku vonném (Myristica fragrans) a v Petrzeli obecné (Petroselinum crispum)
(Jahodat, 2011; Harvey, 2011). Je tedy ziejmé, ze z hlediska karcinogenniho nebezpecni
musime byt pozorni i vici pfirodnim latkdm. Velmi nebezpecnym prokdzanym lidskym
karcinogenem je rostlinny alkaloid aristolochova kyselina, ktera kromé karcinogennich
vlastnosti je rovnéz silnym nefrotoxinem (Mengs, 1982; Nortier et al., 2000; Cosyns, 2003;
IARC, 2012c). Ve vysokém mnozstvi je tento alkaloid obsaZzen v rostlinach rodu
Aristolochia, jejichz zastupce miizeme najit téz v Ceské republice. Podrobn& o tomto
nebezpecném alkaloidu pojednavaji kapitoly 1.2 (str. 18) a 1.3 (str. 29).

V organismu  podstupuji chemické karcinogeny v ramci biotransformace
enzymovou pieménu, jejiz primarni vysledek je detoxikace xenobiotika z organismu.
Nicméné, tento proces muze rovnéz vést k bioaktivaci téchto latek a ty pak mohou
genotoxicky poskozovat DNA. Zalezi tedy téZ na rovnovaze mezi detoxikaci a aktivaci
karcinogenu. Studium téchto enzymu se z tohoto pohledu zda byt zasadni, le¢ vysoky

stupen polymorfismu, ktery je s nimi spojen, toto studium zna¢né komplikuje.
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1.2 ROSTLINY OBSAHUJICI ARISTOLOCHOVE KYSELINY

Jak bylo zminéno v ptedchozi kapitole, nebezpecné latky vykazujici karcinogenni
ucinky se nerekrutuji pouze zfad primyslovych chemikalii, ale rovnéz je nachazime
v latkach ptirodniho plivodu, a to zejména rostlinného. Takovymi pozoruhodnymi latkami
jsou pfirodni nitroaromatické slouceniny, zndmé jako aristolochové kyseliny (AA). Tyto
latky se nalézaji vyhradné v rostlinach celedi podrazcovitych, podle kterych také ziskaly
své latinské oznaceni (Aristolochiaceae). V této kapitole tedy bude stru¢né pojednano
0 skupiné rostlin z ¢eledi podrazcovitych tak, aby problematika AA byla diskutovdna
ucelené a byly zohlednény vSechny uhly pohledu na tyto nebezpecné alkaloidy.

Rostliny obsahujici AA patii mezi krytosemenné rostliny (Magnoliophyta), které se
botanicky klasifikuji do ftadu pepfotvarych (Piperales) a celedi podrazcovitych
(Aristolochiaceae). Jedna se o druhové velice pocetnou ¢eled’, nebot’ se odhaduje, Ze ¢ita
takika 700 rostlinnych druht (Kelly & Gonzales, 2003; Wanke et al., 2006; Do et al.
2014). Co se tyka podrobnéjsi botanické klasifikace, ¢eled’ Aristolochiaceae se déli na dvé
podceledi, Asaroideae a Aristolochioideae (Wanke et al., 2006). V literatufe pak mizeme
nalézt relativné ustalené déleni do Ctyf samostatnych rodi: podceled’ Asaroideae zahrnuje
rody Saruma a Asarum, a podc¢eled” Aristolochioideae rody Thottea a Aristolochia (Wanke
et al., 2006). Na zaklad¢ fylogenetickych studii téchto rostlin byly téZ postulovany tii
zakladni podrody nejvétsi skupiny, Aristolochia, a to podrody: Isotrema, Aristolochia a
Pararistolochia (Wanke et al., 2006; Do et al., 2014). VySe zminéné taxonomické zatazeni
rostlin popisuje Obr. 3.

RAD CELED PODCELED ROD PODROD
Saruma
Asaroideae
Asarum

Piperales  Aristolochiaceae

Thottea
Aristolochioideae

Aristolochia Isotrema
Aristolochia
Pararistolochia

Obr. 3: Taxonomie rostlin ¢eledi Aristolochiaceae (upraveno dle Wanke ez al., 2000).
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Rostliny ¢eledi Aristolochiaceae se vyskytuji zejména v tropickych a subtropickych
oblastech celého svéta. U vétSiny druhi se jednd o popinavé lidny, nicméné lze v této
Celedi nalézt rovnéz byliny a malé kete (Kelly & Gonzales, 2003; Wanke et al., 2006;
Wagner et al., 2012). Nejmensim rodem je rod Saruma, ktery je monotypicky,
tzn. zahrnuje pouze jeden rostlinny druh (Saruma henryi). Ten je navic endemicky
v sttedni Cing (Kelly & Gonzales, 2003; Wanke et al., 2006). Druhy rod z pod&eledi
Asaroideae je Asarum, ve kterém nalezneme pfiblizné 86 druhd, které se vyskytuji
vV mirném podnebi Severni Ameriky, Evropy a Asie (Wanke et al., 2006; Kelly &
Gonzales, 2003). Podceled’ Aristolochioideae zahrnuje dva rody: rod Thottea zastupuje ne
vice nez 30 druht, které najdeme v tropickych oblastech Asie, zejména pak malajsijskych
a indo-malajsijskych. Nicméné nejvétsim rodem této rostlinné celedi je rod Aristolochia,
ktery ¢ita ptiblizné 550 druhd (Obr. 4) a ktery je ve vétsing piipadd pantropicky (Kelly &
Gonzales, 2003; Wanke et al., 2006; Do et al. 2014). Pochopiteln¢ vyjimky existuji i zde.
Mezi zastupce vyskytujici se v subtropickych oblastech fadime Aristolochia clematitis
(Podrazec kiovistni), ktery miizeme nalézt dokonce na uzemi Ceské republiky (Danihelka
et al., 2012), Aristolochia rotunda (Oelschlagel et al., 2015), Pararistolochia praevenosa,

druh vyskytujici se na australskych nizinach (Sands & New, 2013) a dalsi.

A

Obr. 4: Nakres druhu Aristolochia cymbifera (A) a Aristolochia gigantea (B)(ptevzato z Motren,
1869; André, 1870).
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Jak bylo vyse zminéno, rozdéluje se rod Aristolochia jesté na tii podrody (Obr. 3,
str. 18). Podrod Aristolochia se vyskytuje v subtropickych a tropickych oblastech Ameriky,
Afriky, Asie a rovnéz ve stiedomoiskych oblastech (Wanke et al., 2006; Do et al., 2014).
Zbyvajici podrody nalezneme piedevs§im v tropickych oblastech. Podrod Pararistolochia
se nachazi v africkych a australasijskych oblastech a podrod Isotrema, ktery je zastoupen
ptiblizn¢ 70 druhy, nalezneme zejména v Asii (cca 50 druhtl) a stfedoamerickych
tropickych oblastech (Do et al., 2014).

Diive nez piejdeme ke kapitole 1.2.1 (str. 21), ktera se bude zabyvat alkaloidy
obsazenymi v rostlinach celedi Aristolochiaceae, podivejme se na jeSté par zajimavych
skutecnosti, které se poji s touto pozoruhodnou rostlinnou celedi. Zvlastni je zpusob,
kterym podrazce lakaji hmyz, ktery je opyluje. Hlavni opylovaci strategii téchto rostlin je
vylucovani charakteristického zapachu, ktery se druh od druhu lisi. Nékteré tropické druhy
vylucuji zapach podobny rozkladajicimu se masu (Aristolochia grandiflora, Aristolochia
gigantea), kdezto jiné druhy zapachaji jako piezralé ovoce, rozkladajici se houby apod.
(Oelschlagel et al., 2015; Burgess et al., 2004). Navic, tato pachova stopa je u nékterych
druhd jiz charakterisovana. Pach, ktery vylucuje vySe zminény druh Aristolochia gigantea,
byl stanoven jako smés dimethyldisulfidu (zapach hnijiciho masa), linaloolu (sladky
zapach ovoce) a B-citronellolu (citronovy zapach) (Hipolito et al., 2012; Oelschlédgel et al.,
2015). Poté, co je opylova¢ pachem pfilakan, rostlina jej uzavie, zadrzi a po opylovani jej
opét uvolni z kvétu ven (Oelschlédgel et al., 2015).

Rostliny z ¢eledi Aristolochiaceae slouzi rovnéz jako primarni potrava pro larvy
motyli cCeledi Otakarkovitych (Papilionidae). Tito potravni specialisté vyuzivaji
sekundarni metabolity celedi Aristolochiaceae, aristolochové kyseliny, K odstraseni
predatort (Klitzke & Brown Jr, 2000; Mebs & Schneider, 2002; Nishida, 2002; Priestap et
al., 2012a; Urzta et al., 2013). U chilského druhu motyla Battus polydamas archidamas,
ktery se zivi pouze listy Aristolochia chilensis (jediného druhu této ¢eledi v Chile), byly
nalezeny AA a jejich derivaty v rtznych stadiich vyvoje motyla: jak v larve, tak i
v dospélém jedinci (imagu). Nedavné studie ukazaly, Ze tento druh preferuje spise
redukované derivaty AA, aristolaktamy, konkrétné aristolaktam II. Navic, bylo
demonstrovano, ze aristolaktam II neni z téla vyluCovan. Zda se tedy, ze derivaty AA jsou
vtéle larvy oxidaéné metabolisovany za vzniku pivodnich, parentdlnich molekul,
tj. prislusnych aristolochovych kyselin (Urzaa et al., 2013). Vedle téchto zjisténi ukazal

Klitzke a Brown Jr., ze rovnéz V larvach druhu Battus polydamas, které¢ se zivily listy
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Aristolochia galeata, byly nalezeny AA. Takové zjisténi bylo piekvapivé, nebot’ listy
tohoto druhu AA neobsahuji. Zda se tedy, ze larvy Battus polydamas mohou synthetisovat
AA de novo, k éemuz pravdépodobné jako prekursory vyuzivaji benzylisochinolinové
alkaloidy, které v listech Aristolochia galeata ptitomny jsou (Klitzke & Brown Jr, 2000;
Priestap et al., 2012a). Stale ovSem ziistava otazkou, zda jsou takové synthesy schopny i
jiné druhy motyla ¢eledi Papilionidae. Nejenze jsou vyse zminéni motyli, mj. Battus belus,
Battus philenor, Zerynthia polyxena, odolni vuci poziti rostlin ¢eledi Aristolochiaceae, ale
latky v nich obsazené zpusobuji, ze larvy téchto motyll jsou nepoZivatelné pro jejich
ptirozené predatory (Klitzke & Brown Jr, 2000; Mebs & Schneider, 2002; Nishida, 2002;
Priestap et al., 2012a).

1.2.1 Latky obsaZené v rostlinné ¢eledi Aristolochiaceae

Rostliny ¢eledi Aristolochiaceae obsahuji velké mnozstvi odlisnych latek, jejichz
distribuce a koncentrace v rostling je zavisla nejen na druhu, ale téZ na zemépisné poloze,
kde rostou (Huber & Gottlieb, 1993; Holzbach & Lopes, 2010; Santander et al., 2015).
Hlavni slozky obsazené v téchto rostlindch lze rozdélit na nékolik skupin: (i) aristolochové
kyseliny a jejich derivaty, (ii) alkaloidy bisbenzylisochinolinového typu a jejich derivaty,
(ii1) lignany furofuranového a butyrolaktonového typu a (iv) dalsi latky (napf. allantoin)
(Mix et al., 1982; Huber & Gottlieb, 1993; Shi et al., 2004; Francisco et al., 2008;
Holzbach & Lopes, 2010; Michl et al., 2014). Vedle téchto alkaloidi bylo nalezeno
nékolik desitek t€kavych latek v esencidlnich olejich extrahovanych z rostlin celedi
Aristolochiaceae, zejména latek terpenického charakteru (mono-, di- a triterpeny)
(Francisco et al., 2008; Holzbach & Lopes, 2010; Li et al., 2013)

Nasledujicich nékolik odstavell pojednava o blizsi charakteristice vySe zminénych
latek. O aristolochovych kyselindich a jejich derivatech bude komplexné pojedndno
v kapitole 1.3 (str. 29). Zde bude pouze zminéno, Ze tato velice rozmanita skupina latek je
majoritné zastoupena v rostlinach ¢eledi Aristolochiaceae (Mix et al., 1982; Michl et al.,
2014) a jejich obsah v rostlin¢ se 1isi v zavislosti na rostlinném kompartmentu i roénim
obdobi (Stashenko et al., 2009; Holzbach & Lopes, 2010; Santander et al. 2015). Dale byly
zminény v rostlindch velice hojné zastoupené alkaloidy bisbenzylisochinolinového typu.
Mezi slouceniny, které muzeme nalézt v ¢eledi Aristolochiaceae, fadime napt. temukonin,

pedroamin, methylkuspidalin, pampulhamin ad. (Obr. 5, str. 22) (Shiff Jr., 1991; Shi et al.,
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2004). Obecng, bisbenzylisochinolinové alkaloidy vykazuji zajimavé biologické ucinky, a
to zejména antiplasmodialni. Ptikladn¢, temukonin a mnohé dalsi latky podobného
charakteru pisobili relativné selektivné antiplasmodialnim u¢inkem (Angerhofer et al.,
1999), proto takové latky mohou byt vhodnymi kandidaty navyvoj novych
antimalarickych 1é¢iv. Urcity problém muze ptedstavovat cytotoxicita téchto latek vici
saveim bunkam, nicméné cilené chemické derivatisace mohou vést ke sniZeni této toxicity
(Marshall et al. 1994; Angerhofer et al., 1999; Desgrouas et al., 2014; Omole et al., 2014).
Velmi  pozoruhodnym  je  z farmakologického  hlediska  tetrandrin, rovnéz
bisbenzylisochinolinovy alkaloid rostlinného druhu Stefania tetrandra (viz kap. 1.3.3.1,
str. 34), ktery blokuje vapnikové kanaly v bunkach. Tetrandrin vykazuje G¢inky, které
vedou ke sniZeni krevniho tlaku a vasodilataci, a zd4 se, Ze moduluje téZ intracelularni

koncentrace vapenatych iontti v organismu (Kwan & Achike, 2002).
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ODbr. 5: Struktury vybranych bisbenzylisochinolinii: temukonin (A), pedroamin (B)
(Aristolochiaceae) a tetrandrin (C) (Stephania tetrandra).
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Lignany jsou sekundarni metabolity Siroce zastoupené V rostlinné celedi
Aristolochiaceae a obecné v cévnatych rostlinach a jejich biologické vlastnosti jsou hodny
pozornosti (Fuss, 2003; Apers et al., 2003; Tang et al., 2015). Z chemického hlediska se
jedna o polyhydroxylované latky, které jsou strukturné odvozeny od fenylpropanu.
Dle jejich struktury, ktera je velice rozmanita, je Ize rozdélit do osmi zakladnich skupin
(Umezawa, 2003). V celedi Aristolochiaceae jsou zastoupeny zejména lignany
furofuranového a dibenzylbutyrolaktonového typu (de Pascoli, et al., 2006; Francisco et
al., 2008; Marchesini et al., 2009). Vedle téchto typi lignanu lze u riznych druht
Aristolochia nalézt dalsi typy napf. benzylberbinové alkaloidy (Aristolochia gigantea)
(Lopes & Humpfer, 1997), neolignany benzofuranového typu, aristotetralon (Aristolochia
chilensis) (Urzta et al., 1987) anebo bikubebiny (Aristolochia lagesiana a Aristolochia

pubescens), derivaty dibenzylbutyrolaktonovych lignani (Obr. 6), které vykazuji

-----
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ODbr. 6: Struktury vybranych lignant vyskytujicich se v ¢eledi Aristolochiaceae: 8-benzylberbin
(A), (-)-aristotetralon (B) a 8,8°-trans-bikubebin (C).
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V rostlinach ¢eledi Aristolochiaceae byl nalezen rovnéz alkaloid allantoin (Obr. 7),
ktery je Siroce distribuovan v biologickych systémech. Tato dusikatd heterosloucenina,
produkt metabolismu purint, byla isolovana jak z zivo¢ichu, tak rostlin (Fancisco et al.,
2008; Holzbach & Lopes, 2010). Zajimavé jsou biologické uc¢inky allantoinu. Jedna se

0 latku, kterd vykazuje vyrazny hojivy uc¢inek (stimuluje tvorbu nové tkan¢€) a pisobi téz

protizanétlivé (Lee et al., 2010; Savic et al., 2015).
0O H
o N\—N
I =
HoN NH N
H

Obr. 7: Struktura alkaloidu allantoinu.

Posledni skupina latek, kterou bych rdd zminil, tvoii esencidlni oleje ziskané
zrostlinné celedi Aristolochiaceae. Jedna se zejména o slouceniny terpenického
charakteru, kterych byly identifikovany desitky v riznych druzich rodu Aristolochia.
Jedine¢na prace, mezi mnohymi dal§imi, se zda byt studie, v jejimz ramci bylo studovano a
charakterisovano chemické slozeni esencialnich oleji deseti druhii podrazct vyskytujicich
se Vv Brazilii (Francisco et al., 2008). Mezi studovanymi rostlinnymi druhy nechybély
obecné znamé druhy jako Aristolochia elegans (littoralis), Aristolochia arcuata,
Aristolochia gigantea a dalsi. Francisco se svymi spolupracovniky zjistila, Ze zakladnimi
slozkami esencialnich oleji studovanych rostlinnych druhii jsou zejména kamfen,
0-cymen, limonen a isobornylacetat (Francisco et al., 2008) (Obr. 8, str. 25). N¢které
druhy jsou ve slozeni esencialnich oleju velice specifické. Esencialni olej druhu
Arisolochia gigantea obsahuje vedle magnoflorinu a E-nerolidolu, pfedevsim a-felandren
(61 %) a pB-linalool (17 %) (Francisco et al., 2008; Holzbach & Lopes, 2010).
V Aristolochia gilberti byl vedle mono-, di- a seskviterpenti nalezen rovnéz velmi
zajimavy tetracyklicky triterpen, (-)-onocera-8,8’-diol, ktery se zda mit potencialni
1ékaiské vyuziti (Marchesini et al., 2009). Nicméng, jsou i takové druhy, napt. Aristolochia
delavayi, jejichz majoritni obsah esencialnich oleju pfedstavuji nasycené a a,p-nenasycené
aldehydy. Hlavni slozkou vySe jmenovaného druhu je E-dec-2-enal (52 %) a dale byly
identifikovany latky jako docec-2-enal, dodekanal, heptanal aj. (Li et al., 2013). Zajimavou
skutecnosti je, Ze esencidlni oleje jsou prosté nefrotoxickych a karcinogennich
aristolochovych kyselin, proc¢eZ jejich pouziti jak Vv tradiéni tak moderni mediciné je

nasnadé.
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Obr. 8: Struktury vybranych latek pfitomnych v esencidlnich olejich éeledi Aristolochiaceae:
kamfen (A), o-cymen (B), a-felandren (C), limonen (D) a E-dec-2-enal (E).

Jak lze vidét z tohoto stru¢ného piehledu alkaloidi a jinych chemickych latek
obsazenych v rostlinné ¢eledi Aristolochiaceae, jedna se o latky velice rtiznorodé a
strukturné rozmanité. Navic, vétSina znich vykazuje velice zajimavou biologickou
aktivitu, pro niz byly a nadale jsou tyto rostliny vyuzivany v tradicni mediciné po celém

SVEte.

1.2.2 Vvznam ¢eledi Aristolochiaceae v 1ékarstvi a l1é¢itelstvi

Rostliny ¢eledi Aristolochiaceae byly a nadale jsou velmi Siroce vyuZzivany v tzv.
tradi¢ni medicing v Asii, Evropé, Africe, ba na obou americkych kontinentech (Wu et al.,
2005; Heinrich et al., 2009; Akindele et al., 2013; Yamani et al., 2015). Alkaloidy
obsazené v této rostlinné celedi, zejména AA, vykazuji velice silné protizanétlivé Gcinky,
diky nimz byly tyto latky zvazovany i k vyuZiti ve farmaceutickém primyslu, ba nckteré
piipravky jiz existovaly (Mdse, 1966, 1974a, 1974b). Nicméné, po odhaleni a prokazani
siln¢ nefrotoxickych a karcinogennich vlastnosti AA bylo od tohoto zdméru upusténo
(Mengs, 1982; Reynolds, 1989; Nortier et al., 2000; Cosyns, 2003; IARC, 2012c). Avsak
v lidovém 1écitelstvi si ¢eled” Aristolochiaceae udrzela své misto. Pouzivani téchto rostlin

Vv asijské tradi¢ni medicin€ je v sou€asnosti jiz dobie znamo a popsano V mnoha studiich
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(Wu et al., 2005, 2015; Heinrich et al., 2009; Bhattacharjee & Bhattacharyya, 2013).
Nicméné, novym, teprve neddvno popsanym fenomenem je velmi hojné uziti celedi
Aristolochiaceae v Jizni a Stfedni Americe (Heinrich et al., 2009; Marchesini et al., 2009;
Zamilpa et al., 2014). Heinrich se svymi spolupracovniky popsal ve velice detailni studii
nékolik desitek medicinalné vyuzitelnych rostlin ¢eledi Aristolochiaceae po celém svéte.
V Evropé bylo nalezeno pét takovych druhti, které se vyskytuji v tradiénim 1éCitelstvi
sttedomotiskych oblasti Balkdnského a Pyrenejského poloostrova. VySe zminénymi druhy
jsou Aristolochia clematitis, Aristolochia rotunda, Aristolochia serpentaria, Aristolochia
pistolochia a Aristolochia paucinervis (Heinrich et al., 2009). Dle vySe zminované studie
bylo zjisténo, ze prevazné vyuziti podrazcovitych v IéCitelstvi je na asijském a americkém
kontinenté. Zejména v Asii maji tyto rostliny jiz od nepaméti své tradicni misto v lidovém
1écitelstvi.

V Cing je velice rozsifené pouziti druhu Aristolochia debilis (Madouling), ktery se
pouziva k tlumeni silnych bolesti a zanétd, dale proti hadimu usStknuti a pii 1écbé
hypertense (Wu et al., 2005; Heinrich et al., 2009). Velmi rozsitené je oSetieni témito
rostlinami rovnéZ na indickém subkontinentu. Medicinalni produkty piipravené z druhu
Aristolochia indica (Iswar mul) nasly své vyuziti jako latky ovliviiujici menstruacni cyklus
nebo vyvolavajici potrat (Wu et al., 2005, 2015). Nicmén¢, seriosni studie zabyvajici se
rostlinnym druhem Aristolochia indica zjistily, ze vodny vyluh kofene ma velmi zajimavou
enzymovou aktivitu — kolagenasovou, nukleasovou a rovnéz fibrinolytickou. Diky posledni
jmenované enzymové aktivité je takovy vyluh schopen (na rozdil od enzymua télu
vlastnich) destabilisovat fibrinové a p-amyloidni koagregaty, které mohou vyvolavat
zavazné cévni onemocnéni mozku tzv. cerebralni amyloidni angiopathii (Bhattacharjee &
Bhattacharyya, 2015). Stejni autofi studovali také u¢inky Aristolochia indica na jed v Indii
velice rozsifené Zmije fetizkové (Daboia rusellii) a zjistili, ze diky enzymové aktivité latek
obsazenych v rostliné je vodny vyluh kotfene schopen neutralisovat jed jednoho
z nejjedovatéjSich hadt svéta (Bhattacharjee & Bhattacharyya, 2013). Nicméné,
problémem zistava pfitomnost AA ve vodném vyluhu. Autofi sice udavaji, ze ve vysokych
davkach vede tato kura k poSkozeni jater a ledvin, ale zaroven jednim dechem dodavaji, Ze
pii nizkych davkach je vodny roztok netoxicky (Bhattacharjee & Bhattacharyya, 2013).
Nicmén¢ detailnéjsi studie, ktera by peclivé prozkoumala positiva a negativa 1ékarského
pouziti takového piipravku jako protijedu, dosud chybi. Zajimavym nepfimym lékarskym

ucinkem Aristolochia indica je jeho toxicita vic¢i larvam komara druhu Anopheles
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stephensi, ktery je znam jako pfenase¢ malarie. V soucasné dob¢ probiha vyzkum, ktery by
tyto primarni vysledky vyuzil k ptipravé insekticidu. Nanestésti, vySe zminéné insekticidni
ucinky Aristolochia indica jsou vyvolany piitomnosti AA v této rostlin¢ (Pradeepa et al.,
2015). Dalsim medicinalné velmi vyuzivanym druhem podrazce je Aristolochia bracteata,
ktery je cenén pro svou antihelmintickou aktivitu a ucinky pfi gynekologickych potizich
(Wu et al., 2005; Heinrich et al., 2009).

Jizni a Stfedni Amerika byly dlouho dobu mimo ohnisko z4jmu védct studujicich
problematiku AA. V soucasné dob¢ se, nicméné, jejich pozornost na tuto ¢ast svéta pomalu
obraci. Podobn¢ jako v jinych oblastech i zde byly a jsou rostliny ¢eledi Aristolochiaceae
vyuzivany v tradiéni medicin¢ (Heinrich et al. 2009; Marchesini et al., 2009).
Na brazilském trhu je velmi rozsifeny druh Aristolochia gilberti, ktery se uziva jako latka
navozujici potrat, usnadiujici vykaslavéani, dale pak proti hadimu jedu ¢i pii zazivacich
potizich. Nanestésti, i sem dorazil fenomen vyuziti Aristolochiaceae jako podpurné latky
pii reduk¢ni kafe (Marchesini et al., 2009). Na druhé strané byly popsany zdravotné
prospésné Ucinky lignant piitomnych v Aristolochia gilberti (de Pascoli et al., 2006).
Dal$imi druhy znamymi z jihoamerického a stifedoamerického 1é¢itelstvi jsou Aristolochia
argentina (Charrua), ktery se vyuziva pii gynekologickych potizich a arthritidé, a
Aristolochia chilensis (Oreja de zorro, lisci ucho), ktery nasel své vyuziti pii poporodni
péci (Wu et al., 2005; Heinrich et al., 2009). Ve Stredni Americe, v Mexiku, je velmi
oblibenym lidovym prostiedkem proti bodnuti Stirem a hadim uStknutim Aristolochia
elegans (Guaco). Aktivita hexanového extraktu kofene Aristolochia elegans proti jedu
Stira jasného (Centruroides limpidus) byla popsana ve studii z roku 2005 (Jiménez-Ferrer
et al., 2005), nicméné o deset let pozdé€ji byly charakterisovany latky za tuto aktivitu
odpovédné, a to neolignany eupomatenoid-7 a likarin A. Navic, v hexanovém extraktu
kotene Aristolochia elegans nebyly nalezeny stopy AA (Zamilpa et al., 2014).

Rovnéz v Africe je uziti rostlin celedi Aristolochiaceae v lidovém Iécitelstvi velice
rozsitené. Jednim ztakovych druht je Aristolochia ringens (Ako-igun), ktery je,
a¢ puvodem z Jizni Ameriky, hojné rostouci v Nigerii, Sierra Leone, Ghané¢ a Kongu.
V Nigerii je popsano rozmanité pouziti kofene, listu ba celé rostliny proti koznim
onemocnénim (drakunkulosa), tyfu, bolestem a asthmatu (Akindele et al., 2015). Dalsi
ucinky pfipisované Aristolochia ringens jsou protizanétlivé a antidiabetické (Ruth et al.,
2014;). Nedavna studie navic prokazala protinadorovou aktivitu extraktu kofene tohoto

rostlinného druhu in vitro a in vivo (Akindele et al., 2015). Nicméng¢, jiz diive byla
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dokazana pritomnost nebezpecnych AA Vv listu, stonku a kvétu Aristolochia ringens
(Stashenko et al., 2009). Jinym takovym uzivanym druhem je Aristolochia albida, ktery
nachazi uplatnéni pii 1écbé koznich onemocnéni, hadiho ustknuti a pfi problémech
gastrointestinalniho traktu (Wu et al., 2005; Heinrich et al., 2009).

Na evropském kontinentu jsou podrazce pouzivany podobné hojné jako v jinych
Castech svéta. Velmi rozsifené je pouziti Podrazce kiovistniho (Aristolochia clematitis),
ktery je rozsifen na Balkanském poloostrové (Heinrich et al., 2009), ale muZzeme jej nalézt
rovn&z v Ceské republice (Danihelka et al., 2012). Uziti Aristolochia clematitis je podobné
jako u ostatnich zastupct této rostlinné celedi, velice rozmanité: je uzivan k hojeni ran,
k1écbeé gynekologickych potizi (indukce menstruaéniho cyklu, stimulace porodu,
abortivum, prevence infekci po porodu), dale nachéazi uplatnéni pii tlumeni zanéti, bolesti
kloubli a 1écbé arthritidy, revmatickych onemocnéni a koznich infekci (Leporatti &
Ivancheva, 2003; Jari¢ et al., 2007; Heinrich et al., 2009). Podrazec kiovistni spole¢né
s Kopytnikem evropskym (Asarum europaeum) mizeme nalézt rovnéz v Némeckém
homeopatickém 1ékopisu (Homoopathisches Arzneibuch). Obé rostliny ve formé tinktur
jsou doporucované timto lékopisem k 1é¢bé infekci hornich a dolnich cest dychacich,
traviciho traktu a mocovych cest (Aristolochia clematitis) a k 1é¢bé onemocnéni centralni
nervové soustavy, dolnich cest dychacich a traviciho traktu (Asarum europaeum). U obou
vyse zminénych tinktur byla v nedavné studii zkoumana cytotoxicita, tj. dopad na bunécny
cyklus, a genotoxicita, tj. tvorba adukti s DNA, v lidské nadorové linii jaternich bunék
(HepG2). Vysledky hovoti jasné, AA piitomné v obou rostlinnych druzich vedly k tvorbé
aduktt s DNA a kpferuseni synthesy DNA v S-fazi bunééného cyklu. Dale byla
pozorovana piitomnost chromosomalnich aberaci a zlomi v DNA a zvySena proteinova
exprese tumorovych supresort TP53 a TP21. Nicméné, zda se, ze tento efekt na vySe
zminénou bunéfnou linii je dan nejen AA, ale téZ dalSimi latkami pfitomnymi
ve studovanych rostlinnych druzich, napt. a-asaronem (Nitzsche et al., 2013). Neni
bez zajimavosti, ze Aristolochia clematitis je uzivana nejen v humanni lidové medicing, ale
rovnéz ve veterinarni lidové medicin€. Tento druh, konkrétné list, je velmi Casto uzivan
v urcitych oblastech Rumunska pfi 1é¢bé poranéni kiiZze a pii hojeni ran domacich zvirat, a

to pouze externé vzhledem k toxicité Aristolochia clematitis (Bartha et al., 2015).
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1.3 ARISTOLOCHOVE KYSELINY

Nasledujici kapitola pojednava o chemickych a biologickych vlastnostech AA,
rostlinnych alkaloidd pfitomnych majoritné v botanickém c¢eledi Aristolochiaceae. Velky
diraz je kladen zejména na pathologie vyvolané AA a na metabolismus tohoto toxinu
v organismech. AA totiz vykazuji nejen silné nefrotoxické vlastnosti (Mengs, 1988), ale
rovnéz se jednad o prokazatelné karcinogeny pro ¢lovéka (Nortier et al., 2000; Cosyns,
2003; IARC, 2012c). Proto je v druhé ¢asti této kapitoly uveden detailni ptehled dosud
znamych informaci o metabolismu tohoto nebezpecného rostlinného alkaloidu jak

Vv lidském, tak zvifecim organismu.

1.3.1 Chemické a biologické vlastnosti aristolochovych Kkyselin

Jak bylo zminéno v kapitole 1.2.1 (str. 21), rostliny z ¢eledi Aristolochiaceae
obsahuji AA. Jejich mnozstvi v rostlinich se ov§em muze velmi lisit (Stashenko et al.,
2009): nalézt muzeme rostliny, které AA takika neobsahuji, nicméné pievazuji takové
druhy, ve kterych jsou AA hojné zastoupeny (Kumar et al., 2003). Jedna se o velice
pocetnou skupinu latek, ktera je tvofena nékolika desitkami derivatd nitrofenanthrenovych
karboxylovych kyselin. V rostlindich pifevazuji zejména dva derivaty, aristolochova
kyselina 1 (AAl) — 8-methoxy-6-nitro-fenanthro-(3,4-d)-1,3-dioxolo-5-karboxylova
kyselina — a aristolochova kyselina Il (AAIl) — 6-nitro-fenanthro-(3,4-d)-1,3-dioxolo-5-
karboxylova kyselina (Obr. 9) (Mix et al., 1982; Kumar et al., 2003). Zajimavou
skute¢nosti je, Ze se jedna o jedny z mala ptirodnich sloucenin obsahujicich nitroskupinu,
jejiz ptitomnost je znama spiSe V environmentalnich kontaminantech z antropogenni
¢innosti. Nicméné, n€kolik vyjimek existuje vedle AA to je napi. chloramfenikol,

stephanosporin ¢i nitroaknadinin (Winkler & Hertweck, 2007).
0 COCH o COOH
<o NO <o ‘ NO,
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Aristolochova kyselina [ Aristolochova kyselina 11

Obr. 9: Struktura aristolochové kyseliny I a II.
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Vyse zminéna pfitomnost nitroskupiny v molekule AA je zéasadni z hlediska
metabolismu tohoto alkaloidu v organismu. Diky této funkéni skupiné jsou AA schopny
tvofit dalsi derivaty — laktamy. Tyto tzv. aristolaktamy piedstavuji zakladni
biotransformacni metabolity jak detoxikacnich, tak aktivacnich reakci aristolochovych
kyselin (Arlt et al., 2002a). Jejich tvorba vsak neni spojena pouze Senzymy
biotransformujicimi xenobiotika, nebot’ aristolaktamy spole¢né s dalSimi derivaty jsou
pfirozené pfitomny rovnéz v samotnych rostlinach ¢eledi Aristolochiaceae (Kumar et al.,
2003; Michl et al., 2014).

Aristolochové kyseliny vykazuji vyrazné protizanétlivé ucinky, pro néz rostliny
obsahujici AA byly a nadale jsou vyuzivany v tradi¢nim 1écitelstvi (viz kap. 1.2.2, str. 25).
Tyto G¢inky neunikly ani pozornosti védcu a 1ékai, proto byly jak tyto rostliny, tak i
samotné AA detailn¢ studovany s cilem zatadit tyto latky do medicinalni praxe (Jackson et
al., 1964; Mose, 1966, 1974a, 1974b). Nicmén¢, zanedlouho byly objeveny a prokazany
toxické ucinky AA. Tento smér vyzkumu byl tedy opustén a jiz existujici 1é¢ebné
preparaty byly vylouceny z trhu a pouzivani (Jackson et al., 1964; Reynolds, 1989). Nutno
pfipustit, Ze vySe zminéné toxické ucinky AA stoji za pozornost. V prvni fadé se jedna
0 velice silny nefrotoxin, ktery je schopen poskozovat ledvinnou tkan (Jackson et al., 1964;
Mengs, 1988; Tang et al., 2014), dale AA vykazuji rovnéz cytotoxicky efekt, ktery je
charakterisovan pierusenim bunééného cyklu a indukci apoptosy (Nitzche et al., 2013;
Michl et al., 2014; Romanov et al., 2015; Kwak & Lee, 2016). Nedavna studie nové
popsala uc¢inky AA na ¢ervené krvinky. Vystaveni krevnich bunék AA po 48 hodin vedlo
ke zvyseni bunécné koncentrace vapenatych iontd a stimulaci tvorby ceramidd, které
resultovaly v tzv. eryptosu, ,,sebevrazenou smrt erythrocyta“ (Malik et al., 2014).

Vedle vyse zminénych ucinkd, AAI a AAII jsou jednémi z mala prokazatelnych
lidskych karcinogenti, které genotoxicky interaguji s DNA za tvorby persistentnich
kovalentnich aduktt (Bieler et al., 1997; Stiborova et al., 2012). Ty nasledné vedou
k vyvoji mutaci v kli¢ovych genech (p53, H-ras) resultujicich v tvorbu malignanci (Arlt et
al., 2007). Detailni epidemiologické a metabolické studie vedly k prokazani karcinogenity
nejdiive vici hlodaveim a pozdéji téz vici ¢loveéku. Z tohoto diivodu je AA (obsahujici
zejména AAIl a AAIl) klasifikovana Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny
(International Agency for Research on Cancer, IARC) pii Svétové zdravotnické organisaci

(World Health Organisation) jako karcinogenni pro clovéka (skupina 1) (IARC, 2012c).
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Aristolochové kyseliny jsou rovnéz odpovédné za vyvoj dvou zévaznych
onemocnéni. Prvnim z nich je nefropathie vyvoland aristolochovou kyselinou, poprvé
popsana u vice nez 100 belgickych pacientek na zacatku 90. let 20. stoleti (Vanherweghem
et al., 1993; Nortier et al., 2000) (kap. 1.3.3.1, str. 34). Druhym onemocnénim je pak
Balkanska endemicka nefropathie, kterd se vyskytuje v urcitych oblastech Balkanského
poloostrova podél feky Dunaje (kap. 1.3.3.2, str. 37) (Toncheva et al., 1998; Hranjec et al.,
2005). Navic, karcinogenni AA vyvolavaji Vv ptipadech obou nefropathii tvorbu nadort

v urothelidlni tkani (kap. 1.3.3.3, str. 43).

1.3.1 Biosynthesa aristolochovvch Kkyselin v rostlinach

V nasledujici kapitole jsou uvedeny informace o synthese AA v rostlinach.
Problematika biosynthesy AA v rostlinach byla studovana v druhé poloviné 60. let
minulého stoleti, a to zejména z divodu jisté exklusivity AA jakozto ptirodnich
nitrosloucenin (Spenser & Tiwari, 1966; Schiitte et al., 1967).

Prvni studie se soustfedily na spojeni biosynthesy AA saporfiny a
benzylisochinoliny, alkaloidy rovnéz ptitomnymi v rostlinach celedi Aristolochiaceae
(Spenser & Tiwari, 1966). Na zaklad¢ provedenych experimentl s radioaktivné znacenymi
prekursory byla navrzena biosyntheticka draha vedouci k tvorbé AAI (Obr. 10, str. 32):
norlaudanosolin (5) — orientalin (7) — orientalinon (8) — orientalinol (9) — stefanin (11)
— AAI (12) (Spenser & Tiwari, 1966). Drobnou komplikaci ptedstavoval norlaudanosolin,
alkaloid benzylisochinolinového typu. Ackoliv se pfedpokladalo, Ze je soucasti
biosynthesy AAI, jeho tvorba byla potvrzena az o dva roky pozdé&ji (Comer et al., 1968).
Tuto skutecnost potvrzovala studie Schiitteho a jeho spolupracovniki, ktery dokazal, ze
norlaudanosolin je inkorporovan rostlinnymi enzymy do molekuly AAI a miZe slouZit
jako velmi specificky prekursor biosynthesy AAI (Schiitte et al., 1967). O rok pozdéji bylo
prostiednictvim experimentd s radioaktivné znaCenymi slou€eninami dokézano, ze
biosynthesa AAI vychazi z molekuly tyrosinu (1) a jejimi meziprodukty jsou
3,4-dihydroxyfenylalanin ~ (2), dopamin (3), 3,4-dihydroxyfenylpyruvat (4) a
norlaudanosolin (5) (Comer et al., 1968). Navic, tato studie prokazala, Ze nitroskupina AA
je odvozena od aminoskupiny tyrosinu. Na zacatku 80. let pak pfibyla jesté jedna studie,
ktera doplnila do té doby ziskané poznatky. Tato studie prokdzala stereospecificitu reakci
vedoucich k AAI a navic postulovala a dokazala piitomnost dal§ich meziprodukti —

nororientalinu (6), prestefaninu (10) a stefaninu (11) (Sharma et al., 1982).
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Obr. 10: Ptedpoklidani biosyntheticka draha tvorby AAI v rostlindch (dle Spenser & Tiwari,
19606; Schiitte ¢z al., 1967; Comer et al., 1968; Sharma et al., 1982).
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Schema biosynthesy AAI je uvedeno na Obr. 10 (str. 32). Jak bylo zminéno vyse,
biosynthesa AAI vychazi z molekuly tyrosinu (1), ktera je nasledné hydroxylovana
za vzniku 3,4-dihydroxyfenylalaninu (2). Z tohoto intermediatu vznikaji dvé slouceniny,
dekarboxylaci dopamin (3) a transaminaci 3,4-dihydroxyfenylpyruvat (4), které podstupu;ji
spontanni kondensaci za vzniku benzylisochinolinového derivatu, norlaudanosolinu (5).
Dale dochazi ke dvéma methylaénim reakcim, pii kterych jsou nejdiive methylovany dvé
hydroxylové skupiny za vzniku nororientalinu (6) a nasledné je rovnéz methylovan
heteroatom dusiku — tak vzniké orientalin (7). Orientalin nasledné podstupuje cyklisacni
reakci za vzniku péti¢lenného kruhu spojenou s oxidaci hydroxylu na uhliku C4°, ¢imz
vznika oxosloucenina orientalinon (8). Tento meziprodukt je posléze redukovan za vzniku
orientalinolu (9), ktery podstupuje aromatisa¢ni reakci resultujici v tvorbu konjugovaného
systému a V ods$tépeni molekuly vody. Témito reakcemi vznika aporfin prestefanin (10),
ze kterého nasledné vznika stefanin (11). Biosynthesa je zavrSena oxidacnim Stépenim
stefaninu (11) a vznikem AAI (12) (Spenser & Tiwari, 1966; Schiitte et al., 1967; Comer et
al., 1968; Sharma et al., 1982).

1.3.3 Pathologie vyvolané aristolochovvmi Kyselinami

Rostliny ¢eledi Aristolochiaceae byly a nadale jsou ve stiedu zajmu jak tradi¢niho
1écitelstvi, tak moderni mediciny. Vedle latek rozmanité struktury i funkci uvedenych
v kapitole 1.2.1 (str. 21) byly z tohoto hlediska studovany rovnéz AA (Jackson et al.,
1964; Mose, 1966, 1974a, 1974b). Jak jiz bylo zminéno Vv kapitole 1.3.1 (str. 29), AA
vykazuji vyrazné protizanétlivé Gcinky a dokonce bylo zvaZzovano jejich vazné vyuziti
ve farmaceutickém primyslu. Nicméné, AA jsou prokazatelnym lidskym karcinogenem
s velice silnymi nefrotoxickymi vlastnostmi (Jackson et al., 1964; Mengs, 1988; IARC,
2012c; Tang et al., 2014). Navic, tento rostlinny alkaloid je odpovédny za vyvoj dvou
velice zavaznych ledvinnych onemocnéni, kterd jsou, vzhledem ke karcinogennimu
potencialu AA, spojena S vyvojem nadord v urothelidlni tkani (Vanherweghem et al.,
1993; Toncheva et al., 1998; Nortier et al., 2000; Hranjec et al., 2005). V ramci této
kapitoly bude pojedndno o téchto pathologiich vyvolanych AA vcetné ptidruZzenych

malignanci se zietelem na aetiologii obou renalnich chorob.
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1.3.3.1 Nefropathie vyvoland aristolochovou kyselinou

Prvnim diskutovanym onemocnénim je nefropathie vyvolanad aristolochovou
kyselinou (Aristolochic Acid Nephropathy, AAN). Tato velice zvlastni ledvinna
nedostate¢nost byla prvné popsana na poc¢atku 90. let 20. stoleti v Belgii (Wanherweghem
et al., 1993). Na rozdil od jinych onemocnéni tohoto druhu je AAN charakterisovana
velice rychlym pribéhem, ktery vede az ke kone¢nému renalnimu selhani (End-Stage
Renal Disease, ESRD). Dalsimi charakteristickymi znaky této intersticialni fibrosy je
absence glomerularniho poSkozeni a zavazny ubytek ledvinnych tubult. Jiz pfi objeveni
prvnich pfipadi bylo pfedpokladano, ze pivodcem AAN je aristolochova kyselina.
Nicméng, zprvu se tuto hypothesu nedafilo jednoznacné prokazat (Vanherweghem et al.,
1993; But, 1993). V soucasné dobé je jiz pivodce AAN, tj. aristolochova kyselina, nad v§i
pochybnost prokazan (Vanhaelen et al., 1994, Bieler et al., 1997; Nortier et al., 2000), ba
pfijem AA se zda byt klicovy v manifestaci tohoto onemocnéni. Né&kolikaleta studie
ukazala, ze v zavislosti nardznych davkach medikamenti obsahujicich AA se
pravdépodobné méni rovnéz fenotyp onemocnéni. Vysoké davky takovych medikamentt
U pacientll dokonce indukuji irreversibilni akutni tubularni nekrosu, kterd mize vést az
Kk progresivnimu chronickému renalnimu selhani, popt. ESRD (Martinez et al., 2002a).

Jak bylo zminéno vyse, prvni piipady AAN byly popsany v Belgii, a to u skupiny
pacientek, které podstoupily karu pro redukci télesné hmotnosti na tamni soukromé
klinice. Po absolvovani této procedury onemocnély tyto Zeny zvlastnim typem do té doby
nepopsané nefropathie. Detailni studie zabyvajici se 1é€bou a aetiologii tohoto onemocnéni
zavedla védeckou skupinu V Cele s prof. Vanherweghemem zpét na onu soukromou
kliniku, kde pacientky trpici touto chorobou absolvovaly redukéni karu (Vanherweghem et
al., 1993). Na prvni pohled se nezdalo nic zvlastniho, toto lékaifské zatizeni se
specialisovalo na terapii nadvahy vice nez 15 let, aniz by byly zaznamenany jakékoliv
zdravotni problémy pacienti. Kara byla zaloZena na nizkokalorické dieté¢ a psychické
podpofe. Dal§imi podplrnymi procedurami byla aplikace intradermdlnich injekci
artyCokového extraktu a eufilinu, podavani malych davek amfetamind (fenfluramin,
diethylpropion a meprobamat) a kapsli obsahujicich smés acetazolamidu s extrakty
zivocisného (pankreaticky extrakt) a rostlinného ptvodu (extrakt z feSetldku a rtznych
druhtt motskych tas). Tento 1é¢ebny postup byl uzivan od roku 1975 do kvétna roku 1990,
poté se sloZeni kapsli s acetazolamidem zménilo: byly vypustény preparaty Zivocisného

puvodu a extrakty z moiskych fas byly nahrazeny extraktem z Ruliku zlomocného (Atropa
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belladonna) a tzv. ¢inskych bylin. Témito bylinami byly Stephania tetrandra a Magnolia
officinalis. Po zméné ve sloZeni podavanych medikamentt, které se takto uzivaly po dobu
dvou let (do kvétna roku 1992), doslo u n€kolika pacientek k vaznym ledvinnym
abnormalitam (Vanherweghem et al., 1993). V podezieni padly pravé nové zaclenéné
preparaty ztzv. Cinskych bylin a nové onemocnéni tedy bylo pojmenovéno jako
nefropathie vyvoland ¢inskymi bylinami (Chinese Herbs Nephropathy) (Cosyns et al.,
1994; Cosyns, 2003). Nicméng, ani Stephania tetrandra, ani Magnolia officinalis,
nevykazuji bud’ zadné, nebo vykazuji velice nizké ¢i nefrotoxické ucinky (Yuan et al.,
2011). Naopak tetrandrin (Obr. 5C, str. 22), hlavni alkaloid obsazeny v rostlinném druhu
Stephania tetrandra, ma prospésné vlastnosti pro organismus, jako je modulace
vapenatych iontd resultujici ve vasodilataci a sniZovani krevniho tlaku (Kwan & Achike,
2002). Klinicky obraz onemocnéni velmi pfipominal jiny druh nefropathie, a to
Balkanskou endemickou nefropathii, kterd byla prvné popsdna na konci 50. let 20. stoleti,
u kter¢ jiz velmi brzy poté byla vyslovena hypothesa, ze jejim piivodcem by mohly byt AA
a/nebo ochratoxin A (Ivi¢, 1969; Krogh et al., 1977). Z tohoto diivodu byly pii chemické
analyse medikamenti poddvanych na zminéné belgické klinice hleddny vedle alkaloidl
vlastnich druhu Stephania tetrandra a Magnolia officinalis rovnéz AA a ochratoxin A
(Vanherweghem et al., 1993). Nadto, jiz pfi prvnich studiich byla nalezena podobnost
puvodnich ¢inskych nazvt pro druh Stephania tetrandra (Fangji) a Aristolochia fangchi
(Fangchi), coz vedlo k domnénce, ze mohlo dojit k zamén¢ téchto rostlinnych druhd.

Prvni chemickd analysa kapsli obsahujicich extrakty z tzv. ¢inskych bylin ovSem
neodhalila pfitomnost ani AA ani ochratoxinu A (Vanherweghem et al., 1993).
V nasledujici fytochemické analyse vSak AA jiZ byly nalezeny. Diivod byl prosty: pii prvni
analyse byly pouzity takové prepurifika¢ni kroky, které vedly ke znehodnoceni AA, které
pak nemohly byt detekovany. Testovano bylo 12 riiznych vzorkdi dovezenych do Belgie
pod nazvem Stephania tetrandra, nicméné tetrandrin byl obsazen pouze ve dvou ptipadech
(Vanhaelen et al., 1994). To byl prvni krok k pfedpokladu, ze AA mize byt ptivodcem
AAN. Druhym krokem, ktery pak jednozna¢né prokazal spojeni AA a AAN, byla analysa
ledvinné tkdn¢ pacienti. Ta odhalila pfitomnost kovalentnich adukti AA s DNA
(Obr. 11A, str. 36). Po tomto nalezu bylo pak onemocnéni pfejmenovano na nefropathii
vyvolanou aristolochovou kyselinou (Schmeiser et al., 1996; Bieler et al., 1997; Nortier et
al., 2000; Cosyns, 2003). Nyni je nadto znamo, Ze tyto kovalentni adukty s DNA vykazuji
vysokou persistenci Vv tkanich: v nedavné studii byla potvrzena pfitomnost adukti AA
s DNA jesteé 20 let po zacatku vyvoje AAN (Schmeiser et al., 2014).
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Obr. 11: Autoradiogram adukti AA s DNA analysovanych metodou ,,”P-postlabelling*
v ledvinach pacientt postizenych AAN (A) a BEN (B) (pfevzato z Nortier ef al.,
2000; Atlt ez al., 2002b).

Jedinou efektivni 1é¢bou je nasazeni glukokortikoidi (prednisolonu), nicméné tyto
medikamenty nelé¢i pivodni pfiinu, ale pouze zpomaluji vyvoj AAN nez dosdhne
kone¢ného stadia (ESRD) (Vanherweghem et al., 1996; Martinez et al., 2002b). Dalsi
moznou 1é¢bou je dialysa a pacienti s ESRD musi podstoupit transplantaci ledvin,
vedle toho byla u pacientek, které podstoupily terapii na vySe zminéné belgické klinice,
pozorovana komplikace ve formé srde¢niho onemocnéni — chlopenni vady. Nicméng¢, toto
onemocnéni nebylo vyvoldno piisobenim AA ¢i jinym rostlinnym alkaloidem, nybrz
fenfluraminem, latkou ktera byla pouzivana v ramci redukéni kury pro tlumeni chuti k jidlu
(Vanherweghem, 1997). OvSem ani transplantace ledviny neznamenala vyléceni AAN,
po transplantaci sice nedochazelo k navratu onemocnéni, zato vSak doslo k vyvoji pozdni
komplikace AAN, k vyvoji urothelialniho karcinomu (Reginster et al., 1997). Vskutku,
vyvoj malignanci V urothelidlni tkani je spojen s karcinogennim pusobenim AA a je,
nanestésti, nedilnou soucasti AAN (Nortier et al., 2000, 2003; Chen et al., 2012). O této
problematice detailn¢ pojednava kapitola 1.3.3.3 (str. 43). V soucasné dob¢ hledani G¢inné
1éEby AAN pokracuje, ackoliv zatim pouze na zvitecich modelech. Tyto studie se zabyvaji
napf. hledanim latek indukujicich detoxika¢nich enzymu odstraiujicich AA z organismu
(Xiao et al., 2009; Wang et al., 2015), nicméné problém je, ze stejné enzymy detoxikujici
AA mohou za urcitych podminek rovnéz tento rostlinny produkt aktivovat za vzniku
adukti s DNA (viz kap. 1.3.4.2, str. 49). Jiné studie dale rozpracovavaji pouziti 1éciv
na basi kortikoidti (Baudoux et al., 2012) a dalsi spoléhaji na pochopeni bunécné signalni
transdukce a jeji modulaci (Dai et al., 2016) ¢i vyuziti mikroorganismi (Roumeguere et
al., 2015).
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Jiz rok po objeveni AAN v Belgii bylo popsano na 70 ptipadii tohoto onemocnéni,
z nichz 30 pacienti trpélo ESRD (Vanhaelen et al., 1994) a jen v Belgii vzrostl pocet
pacientll na konci 90. let na vice nez 100 (Vanherweghem, 1998). V soucasné dob¢ je
AAN diagnostikovana na &tyfech kontinentech, zejména pak v Cing, Japonsku, Koreji a
na Taiwanu a pocty pacientd se pohybuji v tisicich (Gokmen et al., 2013; Li & Wang,
2004; Poon et al., 2007; Yang et al., 2009, Yang et al., 2012; Zhang et al., 2012; Ardalan
et al., 2015; Sun et al., 2015).

1.3.3.2 Balkdnska endemicka nefropathie
Balkanska endemicka nefropathie (Balkan Endemic Nephropathy, BEN), jejiz

actiologie je jiz vice nez 50 let zahalena rouskou tajemstvi, je onemocnéni projevujici se
jako chronicka intersticialni fibrosa. Zvlastnim znakem tohoto rendlniho onemocnéni, které
bylo poprvé popsano v roce 1956 (Bamias & Boletis, 2008), je vyskyt pouze v uréitych
oblastech, ba vesnicich v povodi Dunaje, mezi néz se fadi Chorvatsko, Bosna a
Hercegovina, Srbsko, Bulharsko a Rumunsko (Obr. 12, str. 38) (Radovanovi¢, 2002;
Trnacevi¢ et al., 2002, Jankovi¢ et al., 2011; Jelakovi¢ et al., 2015). Mezi dal$imi
charakteristickymi znaky BEN Ize nalézt vyskyt v rodinidch (Casto u mnoha c¢lent),
nicmén¢ onemocnéni neni dédi¢né, vedle toho BEN nebyla dosud popsdna u déti (Bamias
& Boletis, 2008; Grollman, 2013). Tato intersticialni fibrosa, ktera mize resultovat
v atrofii ledvin a v kone¢né selhani tohoto organu (Lezai¢ et al, 2008, Jelakovi¢ et al,
2015), je rovnéz spojena s vyvojem urothelidlniho karcinomu ledvinové panvicky a
mocovodu (Nikoli¢ et al., 2002; Jankovi¢ Velickovi¢ et al., 2009a, 2009b; Stefanovi¢ et
al., 2011). Aetiologie BEN byla dlouhou dobu pro védce zdhadou a ani dnes si védecka
obec neni zcela jista tim, které latky se na vyvoji tohoto zdvazného onemocnéni podileji.
Od prvniho popsani BEN bylo diskutovdno nékolik hypothes, o nichz bude detailné
pojednano nize. Zde bych pouze zminil, Ze v soucasné dob& pievlada nazor, Ze hlavnim
puvodcem BEN je AA. Tato hypothesa byla poprvé vyslovena jiz na konci 60. let
20. stoleti (Ivi¢, 1969) a na pocatku 90. let byla prof. Vanherweghemem a jeho
spolupracovniky pozorovana az napadna podobnost BEN s AAN (Vanherweghem et al.
1993). Vskutku, mezi AAN a BEN lze nalézt mnoho podobnych klinickych znakd, jako je
Casta a zavazna anemie, proteinurie, glukosurie, funkéni abnormality renalnich tubuld a
jejich atrofie, intersticialni fibrosa a Vv neposledni fadé rovnéz vyvoj urothelidlnich

malignanci (Stefanovi¢, 2002). Nicméné, existuji dva zakladni rozdily mezi BEN a AAN, a
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to onen vySe zminény nedédiény vyskyt v rodindch a také rychlost vyvoje onemocnéni.
Zatimco AAN je charakterisovana jako rychle postupujici fibrosa, BEN je znama svym
velmi pomalym vyvojem (Stefanovi¢, 2002; Pfohl-Leszkowicz, 2009). V nasledujicich
nekolika odstavcich budou zminény hlavni faktory podezielé z participace na vyvoji BEN,
mezi n¢z se tadi organické latky uvolnované z lignitovych podlozi, tézké kovy,

mykotoxiny a AA.

B Endemic regions

Romania

Danube River

Adriatic Sea

Obr. 12: Mapa s vyznacenymi endemickymi oblastmi BEN v Chorvantsku, Bosné a
Hercegoving, Srbsku, Bulharsku a Rumunsku (pfevzato z Grollman, 2013).

V 90. letech 20. stoleti byla formulovdna tzv. lignitovd hypothesa, ktera
predpokladala podil aromatickych uhlovodiki na vyvoji BEN (Feder et al., 1991). V té
dobé byly provadény geologické studie zkoumajici slozeni lignitového podlozi (Feder et
al., 1991, Goldberg et al., 1994). Nadto bylo analysovano slozeni vod v endemickych
oblastech, které ukazalo pfitomnost organickych latek, které nebyly nalezeny
v neendemickych oblastech. Tyto vysledky vedly k hypothese, Ze podzemni vody byly
kontaminovany organickymi slou¢eninami uvolnénymi z lignitu (Feder et al., 1991; Orem
et al., 1999). Takto kontaminovana voda mohla byt uZivana ke konsumaci, ¢imz by
obyvatelé postizenych oblasti byly vystaveni dlouhodobé exposici téchto latek a jejich
nasledné akumulaci, ktera by resultovala ve vyvoj urothelialnich malignanci (Tatu et al.

1998; Voice et al. 2006). Geochemické analysy provedené na zacatku 90. let odhalily
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pfitomnost polycyklickych aromatickych uhlovodikii (pyren, anthracen, fenanthren,
fluoranthen), aromatickych amint (anilin, naftylamin) a derivaty benzenu vcetné ftalatd
[dibutylftalat (DBP), bis(2-ethylhexyl)ftalat (DEHP), butylbenzylftalat (BBP)] (Obr. 13)
(Tatu et al., 1998; Maharaj et al., 2014). Nanestésti, dalsi studie Federovy skupiny byly
Vv pritbéhu 90. let preruseny valkou v Jugoslavii a rovnéz nedostatkem finan¢nich zdroju
(Palca, 1990). Nicméng, ac Casto kritisovana, zda se, ze lignitova hypothesa, tj. participace
organickych latek uvoliiovanych z lignitu v endemickych oblastech, by mohla hrat alespon

¢astecnou, resp. okrajovou ulohu ve vyvoji BEN.

A B C
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Obr. 13: Struktury vybranych organickych litek podezielych z participace na vyvoji BEN:
pyren (A), fluoranthen (B), DBP (C), DEHP (D) a BBP (E).

Dalsi hypothesou, ktera byla velice detailn¢ studovana, bylo plsobeni iontl
toxickych tézkych kovi. Pida v endemickych oblastech byla testovdna na pfitomnost
uranu, médi, kobaltu, zinku, manganu, arsenu, titanu, baria, hliniku, chromu, stroncia,
kadmia, bismutu, molybdenu, wolframu, antimonu a cinu (Nichifor et al., 1985;
Radovanovi¢, 1989; Wedeen, 1991; Maksimovi¢ et al., 1992; Long et al., 2001), nicméné
az na studii Longovy skupiny nebyly nalezeny vyraznéjsi odchylky v koncentracich téchto
prvkt v endemickych oblastech ve srovnani s oblastmi neendemickymi. Prvni studie

Nichifora a jeho spolupracovnikti vSak prokazala pfitomnost nefrotoxickych slouc¢enin
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kadmia, chromu, molybdenu a kobaltu ve vodnich zdrojich (Nichifor et al., 1985).
Zminéna studie Longovy skupiny (Long et al., 2001) ukazala zvySenou koncentrace médi,
molybdenu, olova a kadmia Vv oblastech postizenych BEN a vedle toho rovnéZz nizké
koncentrace selenu. Praveé deficit selenu, jakozto mozny ptivodce BEN a jeho piipadné
protektivni vlastnosti vi¢i BEN byly studovany v 90. letech (Maksimovi¢ et al., 1992;
Maksimovi¢ & Djuji¢, 1997). Nicméné, dle pozdéjsich studii neni pravdépodobné, ze by
tézké kovy, zejména kadmium, olovo, a toxické polokovy, selen a arsen, hraly
vyznamnéjsi roli ve vyvoji BEN (Karmaus et al., 2008).

V 70. letech byla vyslovena tzv. mykotoxinova hypothesa, podle niz jsou
pivodcem BEN mykotoxiny, a to zejména ochratoxin A (OTA) a citrinin (Obr. 14). Tato
hypothesa byla z pocatku stavéna na zakladé podobnosti BEN s prase¢i nefropathii
vyvolanou mykotoxiny (Krogh et al., 1977; Bamias & Boletis, 2008). Nadto byly nalezeny
zvySené koncentrace OTA v krevnim séru a moci pacientli trpicich BEN. Nicméné,
koncentrace OTA v organismu Vv balkanské populaci jsou velice rozdilné, coZ interpretaci
zna¢né komplikuje (Radi¢ et al., 1997). To ovSem nic neméni na skutenosti, Ze
v endemickych oblastech byly nalezeny vysoké koncentrace OTA (Vrabcheva et al., 2002,
2004; Abonzied et al., 2002). Mykotoxinovou hypothesu podporuje rovnéz skutecnost, zZe
pacienti s BEN pochézi takika vyhradné zrurdlnich oblasti, ve kterych je zvykem
konsumovat vlastni, ba doma pfipravené potraviny. Neni vyjimkou, Ze obyvatelé
endemickych oblasti skladuji potraviny az né€kolik let a pfi Spatnych podminkach miize
dojit ke vzniku plisni, které produkuji OTA a citrinin (Pfohl-Lezskowicz & Manderville,
2007).

A B
COOH O OH O OH

| | HOOC
NH o) O

cl CH; CHj

ODbr. 14: Struktura ochratoxinu A (A) a citrininu (B).
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Ochratoxin A je vysoce nefrotoxicky mykotoxin produkovany plisnémi druhu
Aspergillus a Penicillium (van der Merwe et al., 1965), ktery je jednim z nejéastéjSich
kontaminanti potravin jako je kava, pivo, vino, pSenice, kofeni aj. (van Egmond &
Speijers, 1994; Lombaert et al., 2002; Vrabcheva et al., 2002; Amézqueta et al., 2005;
Medina et al., 2005). Vedle silnych nefrotoxickych vlastnosti vykazuje OTA rovnéz
karcinogenni u¢inky v experimentalnich zvitatech (Kanigawa & Suzuki, 1978; Bendele et
al., 1985; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). Ackoliv jsou znamy karcinogenni
vlastnosti OTA, neni dosud zcela objasnén mechanismus, kterym OTA pulsobi za vzniku
nador. MozZnost metabolické pfemény OTA za vzniku elektrofilniho agens, popf.
reaktivniho radikalu, které by se vazaly na DNA je extrémné nizkd (Turesky, 2005;
Gautier et al., 2001la). Nicméné né€kolik studii prokazalo radiosensitivni metodou
. ?p-postlabelling tvorbu kovalentnich adukti v DNA vyvolanych OTA a strukturu
aduktu tvoreného OTA s deoxyguaninem (Grosse et al., 1995; EI Adlouni et al., 2000; Dai
et al., 2003; Faucet et al., 2004). A to i navzdory metabolickym studiim, které vyloucily
pfitomnost reaktivnich metabolitd schopnych reagovat piimo s DNA za vzniku
kovalentnich adukti (Gautier et al., 2001a). Jednim z ptedpokladanych mechanismi
genotoxického ptisobeni OTA je indukce tvorby ROS a oxida¢ni poskozeni DNA, které je
lokalisované zejména v ledving a jatrech (Creppy et al., 1984; Gautier et al., 2001b; Petrik
et al., 2003; Kamp et al., 2005).

Ackoliv v né€kolika malo studiich byly nalezeny v rendlni tkéni pacientd
postizenych BEN adukty v DNA vyvolané OTA, jiné studie tento fakt nepotvrdily (Mally
et al., 2004, 2005; Pfohl-Lezskowicz & Manderville, 2007; Pfohl-Leszkowicz, 2009).
Dosud tedy chybi definitivni potvrzeni tvorby adukti OTA s DNA a to je také jeden
z nejsilngjSich argumenttt vyslovenych proti tzv. mykotoxinové hypothese. DalSimi
zavaznymi protiargumenty je skutecnost, ze dosud neni popsano, Ze OTA vyvolava
nefropathii u ¢lovéka a je zde rovnéZ nesrovnalost v tom, Ze kontaminace OTA je velmi
¢astd v mnoha zemich svéta, ale vyvoj BEN je typicky pouze pro vySe zminéné endemické
oblasti (Grollman & Jelakovi¢, 2007; Bamias & Boletis, 2008). Navzdory této kritice
nebyla mykotoxinova hypothesa do dnesnich dnti opusténa a stale probihaji studie, které
zkoumaji OTA jako hlavniho ptivodce BEN (Pfohl-Leszkowicz, 2009; Relji¢ et al., 2014).

V posledni casti této kapitoly bude pojedndno o dosud prokazaném hlavnim
puvodci BEN, a to aristolochové kyselin€. Hypothesa povazujici AA za ptivodce BEN byla
formulovana na konci 60. let srbskym profesorem histologie a embryologie Milenkem

Ivicem (lvi¢, 1969). Tato hypothesa predpokladala kontaminaci obilného zrna semeny
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Podrazce  kiovistniho  (Aristolochia  clematitis)
(Obr. 15). Nadto zde byla rovnéz nalezena analogie
s ledvinnym onemocnénim koni po poziti sena
kontaminovaného Aristolochia clematitis. Jak bylo
nasledné popsano, tento druh podrazce, podobné jako
vétSina zastupci botanické cCeledi Aristolochiaceae,
obsahuje toxické AA (Kostalova et al., 1991).
Na zaklad¢ téchto informaci prof. Ivi¢ podnikl polni
prizkum a zjistil pfitomnost Aristolochia clematitis
Vv pSeni¢nych polich a popsal nadto rovnéz nulovou

snahu o odstranéni této toxické byliny pii skliznich

HALLROT. Awstos (Bamias & Boletis, 2008). Nasledné prof. Ivi¢ prokazal
karcinogenitu Aristolochia clematitis, kdyz po podani
Obr. 15: Aristolochia clematitis ] . )
(Lindman, 1922-1926) této byliny doslo k vyvoji sarkomil v experimentalnich
zvitatech a rovnéZ jeji silnou nefrotoxicitu vedouci
az K vyvoji nefropathie (Ivic & Lovrie, 1967). Nedavné studie ukazaly moznou
kontaminaci zemédé€lskych plodin AA z pidy, kde se nésledné hromadila, ¢imz byla
identifikovana dals$i z moznych cest AA do potravniho fetézce (Pavlovi¢ et al., 2013; Li et
al., 2016). Jedina dosud provedena epidemiologicka studie z roku 2005 navic prokazala, ze
pacienti postizeni BEN byli ve styku s Aristolochia clematitis, ktery byl pfed 30-40 lety
v endemickych oblastech Siroce rozsifen a opét akcentovala kontaminaci obilného zrna
touto rostlinou (Hranjec et al., 2005). Dulezitym zlomem ve studiu AA jakozto
potencidlniho ptivodce BEN bylo nalezeni kovalentnich adukti AA s DNA vV ledvinné
tkani pacienti s BEN (Obr. 11B, str. 36) (Arlt et al., 2002b, 2007; Grollman et al., 2007;
Jelakovi¢ et al., 2012; Schmeiser et al., 2012; Turesky et al., 2016) a zejména ptitomnost
typické transversni mutace AT—TA (Obr. 16, str. 43) (Arlt et al., 2007; Grollman et al.,
2007; Hollstein et al., 2013), které definitivné prokazaly kausalitu mezi AA a BEN.
Nanestésti byla Ivicova hypothesa brzy opusténa a zastinéna jinymi teoriemi, a to zejména
hypothesami hledajicimi ptivodce BEN v plisobeni mykotoxini a organickych sloucenin
uvolnénych  z lignitu  (Grollman, 2013). Az v90. letech 20. stoleti byl
prof. Vanherweghemem vysloven piedpoklad o potencialni podobnosti AAN s BEN
(Vanherweghem et al., 1993), ktera byla nasledné¢ podpoiena skupinou prof. Cosynse
(Cosyns et al., 1994).
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Z vySe uvedenych informaci je ziejmé, ze BEN ptedstavuje zavazny problém a
vzhledem k dosud ne zcela jasné aetilogii tohoto onemocnéni rovnéz nebezpeény fenomen.
Nedavné studie ukézaly, ze nemoc sice neni jiz tak cCastd, nicméné¢ dosud nebyla
z Balkanského poloostrova zcela vymycena (Radovanovi¢, 2002; Trnacevié et al., 2002;
Jankovi¢ et al., 2011; Jelakovi¢ et al., 2015)
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Obr. 16: Schema mutaci genu p53 v urothelidlnich nidorech (vyjma mocového
méchyte) dle IARC (A), v UUC u pacientt s BEN (B), v embryonalnich
fibroblastti ziskanych z kmene transgennich mysi linie ,,Jupki monse
vystavenych AA (C) a v ledvinach transgennich potkant linie Big Blue Rat
vystavenych AA (D) (upraveno dle Arlt ez al., 2007).

1.3.3.3 Urothelidalni nadory vyvolané aristolochovou kyselinou

Jak bylo uvedeno v piedchozich dvou kapitolach, obé zminéné nefropathie jsou
spojeny s vyvojem urothelialnich nadord v urogenitalnim traktu (upper urothelial
carcinoma, UUC). Tato pozdni komplikace BEN a AAN je, vzhledem k tvorbé adukta AA
s DNA v renalni tkani pacientii (Obr. 11, str. 36), jednozna¢né zpuisobena karcinogennim
pusobenim AA (Nortier et al., 2000, 2003; Chen et al., 2012; Grollman et al., 2007).

Vyvoj UUC je v bézné populaci relativné vzéacny s incidenci jednoho az dvou ptipadi
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na 100 000 jednotlivcl za rok a u pacientl jsou postizeny zejména ledvinova panvicka a
mocovod, pficemz nadory ledvinové panvicky jsou piiblizné Ctyfikrat Castéjsi (Patel et al.,
2014). Lécba spociva v radikalnim operativnim feSeni, po némz podle nedavné studie
nedochazi k navratu onemocnéni v horisontu 5 let u 69 % pacientl a mira pieziti je 73 %
(Margulis et al., 2009). Mezi risikové faktory, které se podileji na vyvoji UUC, nalezi
primarn¢ chemikalie obsazené v tabaku (aromatické aminy, PAU, nitrosaminy aj.) (Colin
et al., 2009) a vyznamnym environmentalnim faktorem zahrnutym v aetiologii UUC je
rovnéz AA (Nortier et al., 2000; Grollman et al., 2007).

V ptipadé BEN je dolozeno, ze vyskyt UUC je 60-100ndsobné vétsi prave
v endemickych oblastech nez ve zbytku svéta (Laing et al., 2006). Zajimavym a
charakteristickym znakem jak BEN, tak AAN je skuteCnost, Ze ne vSichni pacienti
onemocni UUC. Tato zvlaStnost mize byt vysvétlena riznymi genetickymi predisposicemi
pacientll a/nebo polymorfismem biotransformaénich enzymu (Toncheva et al., 2004,
Atanasova et al., 2005; Rouprét et al., 2007; Arlt et al., 2011a), protoze AA musi byt
metabolicky aktivovdna pravé témito enzymy za vzniku reaktivnich agens schopnych
modifikace DNA. V soucasné dobé je nanestésti popisovano stale vice piipadd UUC
vétsinou ve spojeni s AA, a to zejména na asijském kontinenté (Yang et al., 2009; Chen et
al., 2012; Zhou et al., 2012 Grollman, 2013; Yang et al., 2014; Wang et al., 2014)

Vyvoj malignanci v urothelialni tkani je spojen s genotoxickym pusobenim AA,
kterd v organismu podstupuje metabolickou pfeménu za vzniku reaktivnich elektrofilnich
agens, schopnych kovalentné interagovat s DNA, zejména s deoxyadeninem a
deoxyguaninem (Bieler et al., 1997; Stiborova et al., 2012). Tyto kovalentni adukty s DNA
vykazuji az pozoruhodné dlouhou dobu persistence v postizenych tkanich, a to vice
nez 20 let (Schmeiser et al., 2014). Ackoliv v rostlinach celedi Aristolochiaceae jsou
majoritné¢ zastoupeny AAIl a AAII, bylo jiz v 90. letech prokazano, ze AAI je v tvorbé
aduktt s DNA efektivnéjsi (Schmeiser et al., 1997).

VySe zminéné modifikace DNA vedou ke vzniku velice specifické mutace
v klicovych genech, kterymi jsou v pfipadé experimentilnich zvifat onkogen H-ras a
Vv pfipadé ¢lovéka tumorovy supresorovy gen p53. Zatimco onkogen H-ras u hlodavci je
mutovan na kodonu 61 (CAA) (Arlt, et al., 2000), lidsky tumorovy supresorovy gen p53 je
genotoxicky modifikovan v kodonu 139 na exonu 5 (AAG) (Arlt et al.,, 2001). Ob¢
zminéné mutace vedou k vyvoji specifické transverse AT—TA (Arlt et al., 2007; Grollman

et al., 2007; Hollstein et al., 2013). Zda se, Ze ke vzniku takové mutace dochazi sekvenéné
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specifickym zptisobem (Schmeiser et al., 2009), a to tak, Ze deoxyadenosinmonofosfat a
deoxythymidinmonofosfat jsou pfi replikaci DNA inkorporovany proti aduktim AA
s deoxyadenosinem se stejnou pravdépodobnosti. Naopak deoxyguanosinové adukty AA
proti sobé komplementarné inkorporuji deoxycytidinmonofosfat, takze nedochazi k zadné
mutaci (Schmeiser et al., 1990, 1991). Takové mutace vedou k aberantni proteosynthese,
ktera v piipadé¢ onkogenu H-ras (CAA—CTA) resultuje v zaménu glutaminu za leucin.
Nicméné, v piipad¢ lidského tumorového supresorového genu p53 je disledek transverse
AT—-TA (AAG—TAG) vaznéjsi, nebot’ se projevi jako termina¢ni kodon (Stiborova et al.,
2008). Vyskyt vySe zminéné transversni mutace je v bézné populaci velmi vzacny a jak
prokazalo n€kolik studii, je primarné spojen s pisobenim AA (Obr. 16, str. 43) (Kohara et
al., 2002; Feldmeyer et al., 2006; Chen et al., 2006). Tato skute¢nost rovnéz vedla
k prokazani podilu AA na vyvoji AAN a BEN, nebot’ v renalnich tkanich pacientii byly
nalezeny nejen kovalentni adukty AA s DNA, ale byla také piitomna tato exklusivni
mutace (Arlt et al., 2007; Grollman et al., 2007; Hollstein et al., 2013).

1.3.4 Metabolismus aristolochovych kyselin

Aristolochové kyseliny, podobné jako ostatni xenobiotika podstupuji v organismu
metabolickou pfeménu, ktera primarné vede k jejich detoxikaci. Nicméng, jak bylo
uvedeno v kapitole 1.1.2 (str. 15), nékteré latky, ne jinak AA, mohou podstoupit reakce,
které vedou k pravému opaku, tj. k metabolické aktivaci resultujici v tvorbu reaktivnich
agens, ktera jsou podstatné vice toxicka (Miller et al., 1966a; Miller & Miller, 1981).
Nasledujicich nekolik kapitol pojednava jak o reakcich detoxikujicich AA, tak
0 bioaktivaci AA v organismu vCetné detailni charakteristiky enzymu participujicich
na téchto procesech. Jesté¢ pfed tim bude ovSem uvedeno, jakym zplisobem je AA
distribuovana v organismu.

Cilovym orgdnem pisobeni AA je zejména ledvina, resp. epithelidlni bunky
proximalnich tubulii (Nortier & Vanherweghem, 2007). Na téchto mistech AA vyvolava
rozséhlé poskozeni, vcetné atrofie renalnich tubulti, vyvoje intersticidlni fibrosy a
genotoxického pusobeni resultujiciho v tvorbu aduktd s DNA (Nortier et al., 1997; 2000,
2003). Je tedy pravdépodobné, zZe tato velice specificka akumulace AA v proximalnich
tubulech, ktera je odpovédna za jejich selektivni poSkozeni, je vedena specialnim
mechanismem (Bakhiya et al., 2009). Nedavné studie ukazaly, ze vyznamnou roli

Vv transportu AA do ledviny hraje rodina proteinovych pfenasSeci, které jsou exprimovany
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Vv proximalnich tubulech, a to zejména prenaseCe organickych anionti (Organic Anion
Transporter, OAT). Bakhiya se svymi spolupracovniky dokazala za pouziti bunécnych linii
lidskych epithelidlnich ledvinnych bun¢k (HEK293), ze AA vykazuje vysokou afinitu viici
OAT1 a OAT3, pricemz muze pusobit rovnéz jako jejich inhibitor (Bakhiya et al., 2009).
Tyto dva prenaSece jsou lokalisovany na basolateralni membrané proximalnich tubuli a
jejich funkce spociva ve vymeéné organickych aniontii proti a-ketoglutaratu (Burckhardt &
Burckhardt, 2003). Nasledné studic prokazaly klicovou ulohu OATI a OAT3
ve specifickém transportu AA do proximalnich tubuld in vivo (Dickman et al., 2011; Xue
et al, 2011) a nadto zjistily, ze pfitomnost karboxylové skupiny (na rozdil
od methoxyskupiny AAI) je zasadni pro vysokou afinitu AA k OAT1 a OAT3 (Dickman et
al., 2011). Tyto vysledky byly poté rovnéz potvrzeny uzitim transgennich mysich modeld,
kterym byly deletovany geny pro tyto pienasece, a vedle toho bylo téZ zjiSténo, Ze inhibice,
popt. inaktivace OAT1 a OAT3 snizuje toxicky G¢inek AAIl v ledviné (Xue et al., 2011).
Nicméng, transport témito pienaseci neni jedinym faktorem, ktery ovliviiuje distribuci AA
v organismu, nebot AA, podobn¢ jako jiné latky, velice intensivné interaguje
S plasmatickymi proteiny, zejména se sérovym albuminem. Vazba AA na plasmatické
bilkoviny je takika 80 %, coz v zavéru zabranuje vyluCovani AA glomerularni filtraci a

zaroven to podtrhuje roli pienasect z rodiny OAT (Dickman et al., 2011).

1.3.4.1 Detoxikace aristolochovych kyselin v organismu

Detoxikace cizorodych latek v organismu je -
zprostiedkovana  reakcemi  vedoucimi ke  vzniku ° =00
polarnéjsich sloucenin, které mohou byt nasledné snadnéji < NO,
vylouceny ztéla ven. Takova polarizace xenobiotika

probihda béhem tzv. biotransformace a mize byt rozdélena

do dvou zakladnich fazi: do faze (1) derivatisacni, kdy

dochazi zejména khydroxylaci a oxidaci molekul OH
xenobiotika a (2) konjugacni, kdy dochazi ke konjugaci

s eobiotiky, napf. aktivnim sulfitem, acetatem, kyselinou Obr. 17: Struktura AAla.
glukuronovou, glutathionem aj. AAIl podstupuje rovnéz detoxikacni reakce, konkrétné
O-demethylaci, ktera je katalysovana cytochromy P450 (CYP). Vysledkem této reakce je
tvorba hlavniho detoxika¢niho metabolitu, aristolochové kyseliny la (AAla, Obr. 17),

ktera byla nalezena v moci a vykalech experimentalnich zvitat (Chan et al., 2006; Sistkova
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et al., 2008; Shibutani et al., 2010; Arlt et al., 2011a). Nicméné¢, neni pravdépodobné, ze
by AAII byla hydroxylovana na uhliku C8 za vzniku AAla podobn¢ jako AAI (Chan et al.,
2006). Tvorba AAla spociva ve dvou zakladnich krocich (Stiborova et al., 2015). Nejdiive
dochazi k reakci mezi kyslikem a methoxyskupinou AAI za vzniku a-C-hydroxylovaného
meziproduktu, ze kterého se nasledné uvolnuje molekula formaldehydu, ¢imz vznika AAla
(Obr. 18).

0 coo o coo’ HCHO o coo’
< O o CYP1AL2 < O < O
2 NO NO
© ‘ CYP2C ° ‘ i j o ‘ 2

OCHs o4+2e  HO I OCH,OH ‘ OH
AAl 2 H' AAla

2

ODbr. 18: O-demethylace AAI na AAla (upraveno dle Stiborova ef al., 2015).

V procesu biotransformace AAI (Obr. 19, str. 48) se na vzniku AAla se jak
v lidském, tak potkanim organismu podili zejména CYP podrodiny 1A a 2C (Arlt et al.,
2011a; Levova et al., 2011 Stiborova et al., 2011a, 2012). Klicova tloha CYP1A1/2
v detoxikaci AAI byla potvrzena mnoha studiemi vcetné praci z laboratofe, kde byla
predkladand disertacni prace vypracovana. Pro objasnéni tlohy CYP1A1/2 byly vyuZity
jak transgenni zvifeci modely (Arlt et al., 2011a; Levova et al., 2011; Stiborova et al.,
2012), tak experimenty in vitro, vyuzivajici specifické inhibitory lidskych a potkanich
CYP, a rovnéz experimenty in silico (Stiborova et al., 2011; Milichovsky et al., 2016).
Shibutani se svymi spolupracovniky navic dokézal, ze AAla je podstatné méné toxicka
nez AAIL. V této studii byla demonstrovana neochota AAla tvofit adukty s DNA a nadto
nebyly pozorovany vyznamné pathologické zmény v ledvin€é, ¢imZz bylo definitivné
potvrzeno, ze AAla je hlavnim detoxika¢nim metabolitem AAI (Shibutani et al., 2010).

Prvni studie, popisujici detoxikaci AAI na AAla lidskymi CYP1A1/2 byla
publikovéna jiz roku 2008 skupinou prof. Stiborové (Sistkova et al., 2008) a nasledné byla
popsana klicova tloha CYP1A2 v detoxikaci AAI v mysich (Rosenquist et al., 2010;
Levova et al., 2011). Na rozdil od hlodavct, nejefektivnéjsim enzymem, ktery v lidském
organismu oxida¢n¢ detoxikuje AAIl na AAla, je CYP1A1l (Obr. 39, str. 81). Tato

skutecnost byla potvrzena n€kolika studiemi, ve kterych byly vyuZzity rekombinantni lidské
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CYP a humanisované mysi modely, které¢ nesly lidské geny CYP1Al a CYP1AZ2 misto
potkanich ortholog téchto enzymi. Rovnéz pouziti lidskych jaternich mikrosomt pomohlo
objasnit kritickou tlohu CYP1A1/2 v oxida¢ni detoxikaci AAI na AAla, nebot’ enzymové
aktivity CYP1A1/2 vyznamné korelovaly s tvorbou AAla (pro aktivitu CYP1Al:
r =0,884; p < 0,0001 a pro aktivitu CYPL1A2: r = 0,932; p < 0,0001) (Sistkova et al., 2008;
Stiborova et al., 2012). Vedle CYP1A bylo prokazano, ze jak lidské, tak potkani CYP2C
hraji rovnéz ulohu v oxida¢ni O-demethylaci AAIl. Vzhledem K vysoké expresi této
podrodiny CYP v potkanich jatrech, zejména pak CYP2C11 (samci) a CYP2C12 (samice)
(Haduch et al., 2011) je tato skute¢nost zasadni pro interpretaci a pochopeni detoxikace
AAI na AAla v organismu potkana ve srovnani s lidskym organismem.

Co se tyka konjugaéni faze biotransformace AA, v provedenych metabolickych
studiich byly nalezeny zejména konjugaty s glukuronovou kyselinou (N-glukosiduronaty a
O-glukosiduronaty) a s aktivnim sulfatem (Chan et al., 2006; Priestap et al., 2012b).

AKTIVACE DETOXIKACE
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ODbr. 19: Schema biotransformace AAI v organismech; UGT, UDP-glukuronosyltransferasa;
SULT, sulfotransferasa. (upraveno dle Barta ez a/., 2015).
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1.3.4.2 Metabolicka aktivace aristolochovych kyselin v organismu

Vedle detoxikacni cesty, kterd vede k vylouceni AA z organismu, mohou byt tyto
karcinogeny rovnéz metabolicky aktivovany (Obr. 19, str. 48). Hlavnimi produkty téchto
reakci jsou tzv. aristolaktamy, Vv prib¢hu jejichz tvorby se mohou tvofit adukty s DNA
(Arlt et al., 2000, 2002a; Stiborova et al., 2005a, 2014). Prvnim krokem reduk¢ni aktivace
AAI je tvorba N-hydroxyaristolaktamu | (Obr. 20), ktery se snadno rozpada na N-
acylnitreniovy ion (Stiborova et al., 2013a, 2014). Toto elektrofilni agens interaguje
s DNA, zejména pak s purinovymi basemi, za tvorby stabilnich kovalentnich aduktt, které
jsou dnes plné¢ definované: jedna se o dva adukty s deoxyadenosinem,
7-(deoxyadenosin-N®-yl)aristolaktam | (dA-AAl) a 7-(deoxyadenosin-N°-yl)aristolaktam 11
(dA-AAII), a jeden adukt s deoxyguanosinem, 7-(deoxyguanosin-NZ-yl)aristolaktam |
(dG-AAl) (Schmeiser et al., 1996, 1997; Bieler et al., 1997; Stiborova et al., 2005a).

ODbr. 20: Pfedpokladany mechanismus redukéni aktivace AATI vedouci ke tvorbé adukta
s DNA (upraveno dle Stiborova ez al., 2014)
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Na zékladé¢ struktury adukti AA s DNA, které byly nalezeny v ledvinach pacientli
s AAN a BEN (Schmeiser et al., 1996; Bieler et al., 1997; Arlt et al., 2002b), je velmi
pravdépodobné, ze N-acylnitreniovy ion s delokalisovanym kladnym nabojem pisobi jako
tzv. ultimativni karcinogen. Ackoliv tvorba N-hydroxyaristolaktamu I neni dosud zcela
objasnéna, studie in silico naznacuji, Ze nitroskupina AAI je postupné redukovana nejdiive
na nitrososkupinu a dale pak na N-hydroxylamin, které jsou stabilisovany interakci
s karboxylovou skupinou v peri posici (Obr. 20, str. 49). Karboxylova skupina nasledné
podstupuje kondensaéni reakci s N-hydroxyskupinou za vzniku N-hydroxyaristolaktamu |
(Stiborova et al., 2014).
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Obr. 21: Efektivita NQO1, CYP1A1/2, NADPH:CYP reduktasy (POR), a prostaglandin H
synthasy 1 (COX-1) vaktivaci AAI za tvorby adukti s DNA. K, pfedstavuje
koncentraci AAI ktera je nutna pro tvorbu poloviny maximalntho mnozstvi adukta
s DNA (upraveno dle Stiborova ez al., 2011b).

Na redukéni bioaktivaci AA se v organismu podili nékolik druhti enzymi. Zdaleka
nejefektivnéjSim enzymem katalysujicim nitroredukci AA jak v potkanim, tak lidském
organismu je NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa 1 (NQO1) (Obr. 21) (Chen et al., 2011,
Stiborova et al., 2011b; Levova et al., 2012; Krais et al., 2015). Krucialni tlohu NQO1 pfi
aktivaci AA potvrdilo mnoho studii, které mj. odhalily rovnéz potencial AAI indukovat
tuto cytosolarni reduktasu Vv jatrech a ledving, v orgdnu kone¢ného toxického piisobeni AA.

Z mechanistického pohledu na aktivaci AA katalysovanou NQOL ptichazi v uvahu dvé

cesty, kterymi tento enzym redukuje AA: (1) interakce s isoalloxazinovym kruhem
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resultujici v pfimy hydridovy pienos nebo (2) tiikrokovad redukce stabilisovana
hydroxyskupinami tyrosinti v aktivnim centru NQOI. Tyto vysledky byly ziskany
z nedavno provedenych studii in silico (Martinek et al., 2011; Stiborova et al., 2011b).
Mezi dal$i enzymy participujici na aktivaci AA se fadi NADPH:CYP reduktasa (POR) a
peroxidasa prostaglandin H synthasa 1 (COX-1). Nicméné, tyto enzymy aktivuji AA
s nepomérné nizsi ucinnosti (Obr. 21, str. 50) (Stiborova et al., 2001a, 2005a).
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Obr. 22: Schopnost lidskych (A) a potkanich (B) rekombinantnich CYP aktivovat AAI za
tvorby aduktd s DNA. Kontroln{ stanoveni bylo provedeno v pfitonosti samotné
NADPH:CYP reduktasy. RAL, relativni znaceni adukta; **p < 0,01; ***p < 0,001
(pfevzato z Stiborova et al., 2005a, 2011a).

V bioaktivaci AA hraji ptekvapivé vyznamnou ulohu rovnéz CYP1A1/2, které
katalysuji spise detoxikacéni reakce (Sistkové et al., 2008; Arlt et al., 2011a; Levova et al.,
2011). Nicméné, jak potkani, tak lidské isoformy CYP1A1/2 redukuji AA za tvorby aduktd
s DNA, pii¢emz CYP1A2 je v obou zminénych organismech efektivnéjsi (Stiborova et al.,
2001b, 2005a, 2005b, 2011a). Tyto skutecnosti byly potvrzeny mnoha studiemi, a to
zavyuziti jednak specifickych inhibitort o-naftoflavonu (CYP1ALl/2) a furafyllinu
(CYP1A2) a jednak rekombinantnich lidskych a potkanich CYP (Obr. 22) (Stiborova et
al., 2005a, 2011a, 2012). Kritickou ulohu CYP1A1/2 in vivo potvrdily rovnéz studie
s transgennimi mysimi modely linii Cyplal(-/-), Cypla2(-/-) a Cyplal/la2(-/-), kterym
byly deletovany geny kodujici CYP1A1/2 (Arlt et al., 2011a). Vedle téchto geneticky
modifikovanych organismi byly provedeny rovnéz studie s humanisovanymi mysimi
modely, které nesly lidské CYP1A1/2. Tyto studie potvrdily ulohu lidskych CYP1A1/2
v aktivaci AA in vivo (Stiborova et al., 2012). Nadto tvorba adukti AA s DNA velice
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vyznamné Kkorelovala s enzymovymi aktivitami CYP1A (r = 1,0; p < 0,001), takze
participace CYP1AL1/2 je skutecné podstatna (Stiborova et al., 2005a). Vedle CYP1A1/2
byla pozorovana schopnost aktivovat AA rovnéz prostiednictvim lidského CYP3AS, ktery
je pievazné exprimovan zejména v ledviné (Levova et al., 2011). Tyto vysledky mohou
vysvétlit skuteénost, ze AAI je rovnéz aktivovana Vv ledvin€, nebot’ expresni hladiny
CYP1A2 jsou v tomto organu velice nizké.

Zajimava je dudlni role CYP1A1/2 v metabolismu AA. Jak bylo dfive prokazano,
zda se, ze koncentrace kysliku v tkdnich je klicovym regula¢nim faktorem, ktery ovliviiuje,
zda CYP1A1/2 budou detoxikovat AA anebo ji redukéné aktivovat. Je pravdépodobné, ze
za fysiologickych podminek je v organismu udrzovana rovnovaha mezi O-demethylaci a
nitroredukci (Levova et al., 2011; Stiborova et al., 2001b, 2012). Nicménég, zastava
pfedmétem studia, ktera z metabolickych cest Vv organismech pievazuje. V nedavno
publikovanych studiich bylo demonstrovdno, ze v piipadé¢ oxida¢ni detoxikace AAI
katalysované CYP1A1/2 v aerobnich podminkach se molekula AAI chova jako klasicky
substrat CYP, do kterého je zabudovan atom kysliku. V ptipad€ anaerobnich podminek se
molekula AA vaze k CYP1A1/2 jako ligand, coz nasledné resultuje v redukci tohoto
karcinogenu (Stiborova et al., 2005b; Jefabek et al., 2012). Co se tyka mechanismu
nitroredukce, je vyloucen pfimy pirenos hydridu, podobné jako u NQOI, protoze
v aktivnim centru CYP1A1/2 chybi jeho vhodna donorova skupina. Je pravdépodobné, Ze
redukce AA katalysovana CYP je vicekrokova. Jak jiZ bylo uvedeno vysSe, AA se vaze
k CYP1A1/2 jako ligand a to tak, Ze karboxylova skupina je umisténa nad atomem Zzeleza
hemu. Takto umisténd AA je stabilisovana vodikovymi vazbami, a to zejména
mezi atomem kysliku nitroskupiny a hydroxyskupinami serinu 122 a threoninu 124. Dalsi
stabilisaci poskytuji vodikové vazby mezi atomem kysliku dioxolanového kruhu a
hydroxyskupiny threoninti 497 a 498 (Jetabek et al., 2012). Vyznam téchto nekovalentnich
interakci ve stabilisaci molekuly AA behem jeji metabolické redukce byl demonstrovan
v nedavno publikované studii, kdy byla testovana schopnost mutantnich CYP1A1, 1A2 a
1B1 aktivovat AAIL Tyto enzymy byly mutovany pravé v aminokyselindch, které dle studii
in silico stabilisuji molekulu AA pii nitroredukci. V molekule CYP1A1 byl zaménén serin
122 za alanin, v CYP1A2 threonin 124 za valin a v CYPIB1 byl mutovan alanin 133
naserin. V ptipadé CYP1A1/2 byly tedy odstranény aminokyseliny nesouci
hydroxyskupiny, které se podili na stabilisaci pii aktivaci AA. V piipad¢ CYP1B1 byla

do molekuly inkorporovana aminokyselina nesouci hydroxyskupinu, ktera je schopna
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stabilisovat orientaci AAIl v aktivnim centru. Vysledky hovotily jasn€: odstranéni
aminokyselin s hydroxyskupinou (serinul22 a threoninul24) v CYP1Al a 1A2 vedlo
k az 20nasobné¢ niz8i tvorbé adukti AAI s DNA, zatimco pfitomnost hydroxyskupiny
v molekule CYP1B1 resultovala vtvorbu adukti AA sDNA Kkatalysovanou timto
enzymem, a to navzdory faktu, ze CYPIB1 je v aktivaci AAI zcela neefektivni
(Milichovsky et al., 2016).

Aktivace nékterych nitroslouc¢enin, napf. 3-nitrobenzanthronu, mulZze byt
potencovana konjuga¢nimi enzymy, jako jsou N- a O-acetyltransferasy (NAT) a
sulfotransferasy (SULT) (Stiborova et al., 2010). Nedavna studie ukazala, ze aktivace AAI
by mohla byt rovnéz ovlivnéna konjuga¢nimi enzymy, konkrétné lidskymi SULT1A1/2 a
1B1 (Sidorenko et al., 2014). Dle této studie neni samotna nitroredukce AAI dostate¢né
efektivni ve srovnani s aktivaci spojenou se sulfonaci N-hydroxyaristolaktamu 1. Tato
studie z laboratofe prof. Grollmana ukazala efektivitu SULT1B1 a SULT1A1/2 sulfonovat
N-hydroxyaristolaktam | za vzniku N-sulfoxyaristolaktamu I, ktery nasledné podstupuje
heterolytické $tépeni resultujici v tvorbu N-acylnitreniového iontu. Nicméng, tyto zavéry
nejsou podporovany vysledky nedavno publikované studie in vitro, kdy byla provadéna
aktivace AAI v pritomnosti SULT1A1/2 a NAT1/2 (Martinek et al., 2011; Stiborova et al.,
2011b) — na rozdil od ptedchozi studie, kdy byla zkoumana aktivace AAI vlastné¢ az
z N-hydroxyaristolaktamu | (Sidorenko et al., 2014). Z vysledki téchto experimentl je
patrné, Ze ani SULT1A1/2, ani NAT1/2 neovliviiuji tvorbu adukti AAI s DNA. Definitivni
dikaz piasobeni konjugacnich enzymu by ovSem mohly pfinést studie s transgennimi
zvifecimi modely, kterym budou deletovany geny kodujici SULT a/nebo které ponesou

geny lidskych SULT.

1.3.4.3 Enzymy oxidacné detoxikujici aristolochovou kyselinu I

Jak bylo uvedeno v kapitole 1.3.4.1 (str. 46), enzymova detoxikace AAI vedouci
ke tvorb¢é demethylovaného derivatu AAI, AAla, je katalysovana vyhradné cytochromy
P450. Tyto hemthiolatové enzymy, které byly objeveny na konci 50. let minulého stoleti
(Klingenberg, 1958; Garfinkel, 1958), hraji vyznamnou tlohu v detoxikaci xenobiotik a
podileji se rovnéz na metabolismu latek télu vlastnich, zejména pak sterold a mastnych
kyselin (Keber et al., 2013a, 2013b; Goyal et al., 2014; Slominski et al., 2014; Niwa et al.,
2015; Spector & Kim, 2015).
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Nazev téchto enzymu obsahujicich ferroprotoporfyrin IX (Obr. 23) je odvozen
ze skutecnosti, ze v Vredukovaném stavu tvoii komplex s oxidem uhelnatym, ktery
poskytuje silny absorpéni pas pii vinové délce 450 nm (Klingenberg, 1958; Garfinkel,
1958; Omura & Sato, 1964). K dubnu roku 2016 bylo identifikovano 35 166 gent a
pseudogenit CYP, které byly nalezeny jak v zivocisnych organismech (10477), tak
Vv rostlinach (13 978), houbach (7 873), bakteriich (2 156) a virech (28), pficemz v lidském
genomu je piitomno 57 gent a 58 pseudogent téchto enzymu (Ingelman-Sundberg, 2005;
Nelson, 2009). Pro snaz$i orientaci byl vypracovan dikladny nazvoslovny systém,
podle n&jz se CYP déli do tzv. rodin a podrodin. Ty se mezi sebou li$i stupném sekvenéni
homologie: 40% pro zatazeni do ptislusné rodiny a 55% a vyssi pro zatazeni do ptislusné
podrodiny. V zapisu pak nazev sestava z tiipismenné zkratky CYP nasledované arabskou
Cislici, kterd oznacuje rodinu, velkym pismenem ptedstavujicim podrodinu a arabskou

Cislici, znaci vlastni isoformu enzymu (napt. CYP1A1) (Nebert et al., 1987, 1991, 2013).

CH,
2 CH,
Nen,
HsC CHa
HOOC

COOH
Obr. 23: Struktura ferroprotoporfyrinu IX (hemu b).

Jak bylo zminéno vyse, v organismu hraji CYP vyznamnou ulohu, a to zejména
pii detoxikaci xenobiotik. Nicméné, jak bylo uvedeno v kapitole 1.3.4.2 (str. 49), mohou
tyto enzymy participovat rovnéz na aktivaci prokarcinogent. Jejich lokalisace v organismu
zahrnuje raznorodé tkang, vcetné ledvin, plic, prostaty, mozku, ale hlavnim organem
vyskytu CYP jsou jatra, ve kterych participuji na biotransformac¢nich reakcich (Lewis,
2001; Williams et al., 2000). V bunce eukaryotnich organismi se CYP nachazi
v membrané hladkého endoplasmatického retikula a v mensi mife mitochondrii, kde
spole¢né s dalsimi enzymy (POR, cytochrom bs a jeho reduktasa) tvofi tzv. systém
oxidas/oxygenas se smisenou funkci (mixed function oxidase/oxygenases system,
MFO system) (Hildebrandt & Estabrook, 1971; Edwards et al., 1991; Bernhardt, 2006).
V tomto systému maji CYP, které zde piisobi jako termindlni oxidasy, dvé zakladni

funkce: (i) oxidasovou a (ii) oxygenasovou.
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Oxidasova funkce CYP spociva v aktivaci molekularniho kysliku, ktery mtize byt
dale vyuzit v nasledujicich reakcich. Druhd zuvedenych funkci, oxygenasovd, pak
resultuje v zabudovani atomu kysliku do molekuly substratu (Kadkhodayan et al., 1995;
Isin & Guengerich, 2007). Hlavni tlohou MFO systému je katalysa monooxygenasovych
reakci, které probihaji uspofadanym reak¢énim mechanismem a vedou k aktivaci
molekularniho kysliku. Takto aktivovana molekula kysliku poskytuje pravé jeden atom,
ktery je nasledné zabudovan do molekuly substratu (Isin & Guengerich, 2007, 2008).
Pro navazani substratu je dilezité, aby CYP byl v tzv. vysokospinovém stavu (Schenkman
et al., 1967; Isin & Guengerich, 2007), ktery je charakterisovan absorpnim maximem
Soretova pasu pfi vinové délce 390 nm. Pti tomto stavu CYP lezi ion Zeleza mimo rovinu
porfyrinového skeletu a je pentakoordinovan. Tato forma vznika po pfiblizeni substratu
k aktivnimu mistu enzymu z nizkospinového stavu CYP, ve kterém je ion Zeleza
hexakoordinovan. Nizkospinova forma CYP vykazuje absorpéni maximum pii vinové
délce 418 nm a ion Zeleza je v roviné porfyrinového skeletu. Sestym ligandem iontu Zeleza
pfi tomto stavu midze byt napf. molekula vody (Schenkman et al., 1967; Isin &
Guengerich, 2007).

Reakéni mechanismus katalysy CYP (Obr. 24, str. 56) lze rozdélit do dvou
zakladnich fazi. Pro prvni fazi je charakteristickéd aktivace dvouatomové molekuly kysliku
(Obr. 24A-D), v druhé fazi pak dochazi k zabudovani pravé jednoho atomu kysliku
do molekuly substratu (Obr. 24E-F). Jak bylo uvedeno vyse, po pfiblizeni substratu
k aktivnimu mistu CYP dochazi k pfeméné nizkospinové formy na vysokospinovou.
V prubéhu aktivace kysliku rovnéz musi dojit k redukci, nebot’ pouze dvojmocné zelezo je
schopno koordinovat molekulu kysliku, pfipadné jiné ligandy (napf. oxid uhelnaty,
Obr. 24G). Elektrony potiebné k redukci iontu protoporfyrinového zeleza (1. a 2. redukee,
Obr. 24B a D) jsou poskytovany zejména POR, nicméné druha redukce muize byt
zprostiedkovana rovnéz elektrony dodavanymi NADH:cytochrom bs reduktasou. Nedavné
studie vSak naznacuji, Zze NADH:cytochrom bs reduktasa se mliZze podilet rovnéZ na prvni
redukci (Stiborova et al., 2016). Takto aktivovana molekula kysliku poskytuje dale jeden
atom k hydroxylaci substratu a druhy atom kysliku je redukovan na vodu. Vedle tohoto
mechanismu CYP vykazuji téz peroxidasovou aktivitu, kdy vyuZzivaji jako substrat
organicky peroxid (Obr. 24H) (Kadkhodayan et al., 1995; Isin & Guengerich, 2007)
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XOH XOOH

Obr. 24: Reakéni mechanismus cytochromt P450 (upraveno dle Kadkhodayan ez 4/, 1995).

Jak bylo uvedeno vySe, do roku 2016 bylo identifikovano 10477 genl a
pseudogent zivocisnych CYP (Nelson, 2009), nicméné posledni ¢ést této kapitoly bude
zaméfena pouze na dva zivo€i$né druhy: potkana a ¢lovéka. Vzhledem k vyznamu jater
V procesu biotransformace se soustfedim na jaterni CYP. Kvalitativni zastoupeni CYP
Vv lidskych a potkanich jatrech je velice podobné. V lidskych, podobné jako v potkanich
jatrech mizeme nalézt podrodiny 1A, 2A, 2C, 2E, 2D a 3A. Nicméng, Vv lidskych jatrech je
majoritn¢ zastoupen CYP3A4 (~30 %), ktery je nasledovan CYP2C9 (~15 %) a CYP1A2
(~13 %). Ostatni CYP, jako CYP2C19, 2E1, 2A6, 2D6, 2C8 a 3A5, jsou Vv lidskych jatrech
pfitomny v niz§ich mnozstvich (Obr. 25A, str. 57). Jak CYP1Al a tak CYP3A5
predstavuji klasické extrahepatdlni enzymy a jejich expresni hladiny v jatrech jsou
extrémné nizké, obsah CYP1A1 je <0,7 % a CYP3A5 <0,2 % (Rendi¢ & DiCarlo, 1997,
Rodrigues, 1999; Stiborova et al., 2002, 2005b). Podobné jako v lidskych jatrech je
majoritné exprimovan CYP3A4, v jatrech potkanich je pfevazuje CYP2C (CYP2C6, 2C11,
2C12 a 2C13). Expresni hladina této podrodiny v potkanich jatrech je az 55 %
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(Nedelcheva & Gut, 1994), pricemz CYP2C11 je exprimovan zejména u samcti (Haduch et
al., 2011), kde predstavuje 50 % celkového obsahu podrodiny 2C (Veceta et al., 2011;
Zachatova et al., 2012), a CYP2C12 je typicky pro samice (Haduch et al., 2011). Dalsim
zastupcem podrodiny 2C, ktery je exprimovan v potkanich jatrech, je CYP2C6, ktery
ptispiva k celkovému obsahu CYP2C 20 %. Jak CYP2Cl11, tak CYP2C6 maji velice
podobnou substratovou specificitu s lidskym CYP2C9. Nadto stimto enzymem sdili
rovnéz sekvenéni a funkéni analogii (Veceta et al., 2011). Ostatni potkani CYP jsou
V jatrech exprimovany podstatné méné, napt. CYP1A piedstavuje 2 % celkovych jaternich

CYP, a jejich zastoupeni je znazornéno na Obr. 25B (Nedelcheva & Gut, 1994).

} \ B CYP1A
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Obr. 25: Procentudlni zastoupeni CYP v lidskych (A) a potkanich (B) jatrech (upraveno dle
Nedelcheva & Gut, 1994; Rendi¢ & DiCarlo, 1997; Rodrigues, 1999; Stiborova e al.,
2002, 2005b; Veceta et al., 2011; Zachatova et al., 2012).

1.3.4.4 Enzymy redukcéné aktivujici aristolochové kyseliny

Na redukéni aktivaci AA participuji majoritné cytosolarni reduktasa NQO1 a
mikrosomalni CYP1A1/2. Jak bylo uvedeno v kapitole 1.3.4.2 (str. 49), jsou detoxikacni a
aktivacni reakce katalysovan¢ CYP1A1/2 v rovnovaze a zalezi na koncentraci kysliku
v tkanich. Obecné ovSem plati, ze CYP hraji vyznamnou tlohu v metabolismu xenobiotik
a bioaktivace prokarcinogenti neni ni¢im zvlastnim, pficemz podrodina 1A je v téchto
reakcich velice efektivni (Obr. 26, str. 58) (Rendi¢ &Guengerich, 2012).

Nicméné, s nejveétsi €innosti redukuje AA za vzniku adukti s DNA enzym NQO1
(Obr. 21, str. 50), ktery byl poprvé popsan Larsem Ernsterem a Francem Navaziem v roce
1958 (Ernster & Navazio, 1958). Tento enzym, ktery se vyskytuje zejména v cytosolarni
frakci (< 90 %), nesl nejdiive oznaceni DT-diaforasa, které bylo odvozeno od skutecnosti,

ze tato oxidoreduktasa vyuziva jak NADH (DPNH), tak NADPH (TPNH) (Ernster et al.,
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1960; Ernster, 1967). NQOI je siroce rozsifena v Zivoc¢isné fisi a v organismu se vyskytuje
jako homodimer s nekovalentné¢ vazanym FAD v kazdé podjednotce (Ernster, 1967).
Charakteristickou reakci, kterou NQO1 katalysuje, je jednokrokova dvouelektronova
redukce chinonti na hydrochinony, ktera probiha tzv. ping-pongovym mechanismem, kdy
se nejdiive NAD(P)H véze na flavinovy kofaktor a jesté nez se navaze molekula substratu
je uvolnén NAD(P)" (Li et al., 1995; Chen et al., 2000; Ross et al., 2000). Rovnéz je
pravdépodobné, Ze vedle tohoto mechanismu mize NQOI redukovat substrat na zaklade
pfimého hydridového ptfenosu (Li et al., 1995; Martinek et al., 2011; Stiborova et al.,
2011b).

CYP3A4
10%

CYP1A2
17%

CYP1B1

CYP2A6 11%

8%

ODbr. 26: Procentuilni zastoupeni lidskych CYP, které participuji na aktivacnich reakcich
(upraveno dle Rendi¢ & Guengerich, 2012).

V organismu je tento enzym exprimovan takika ve vSech tkanich (Ernster, 1967),
zejména pak v jatrech, ledvinach, plicich a kosternich svalech (Jaiswal, 2000). V téchto
tkanich se podili na metabolismu vitaminu K, kde ptsobi jako reduktasa (Wallin et al.,
1978), nicméné hlavni funkce NQO1 v organismu spoc¢iva v detoxikaci chinond vedouci
k tvorb¢ hydrochinond, které mohou byt nasledné konjugovany napf. s glutathionem ¢i
glukuronovou kyselinou a vylouceny z téla ven. Vzhledem ke skutecnosti, ze NQOI1
katalysuje dvouelektronovou redukci substratu v jednom kroku, nedochazi tak ke vzniku
reaktivnich semichinonil, které mohou vést ke vzniku ROS, popt. alkylacnich agens
schopnych modifikovat DNA (Benson et al., 1980, Chen et al., 2000; Ross et al., 2000).
V organismu jsou jednoelektronové redukce, které vedou k tvorbé takovych nestabilnich

semichinontll, zprostiedkovany zejména CYP a POR (Jaiswal, 2000). Nadto tyto
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jednoelektronové redukce kompetuji s dvoulelektronovymi redukcemi katalysovanymi
NQO1 (Joseph & Jaiswal, 1994). Vedle reakci detoxikujicich chinony muze NQOI
participovat rovn¢Zz na redukéni aktivaci cytotoxickych chinont a jinych latek, jejichz
produkty jsou méné chemicky stabilni a je vice pravdépodobné, Zze bude dochazet
ke vzniku semichinonickych struktur schopnych poskozovat DNA (Ross et al., 2000).
NQOI1 redukuje Siroké spektrum riznych latek, vedle jiz uvedenych chinoni participuje
téz naredukci azosloucenin, u kterych byla popsana dokonce ctyfelektronova redukce
(Huang et al., 1979), a nitrosloucenin (Levova et al., 2012; Stiborova et al., 2011b, 2013a,
2014).

V lidském organismu se vyskytuji dvé formy chinonoxidoreduktasy: jiz uvedend
NQOI, kterd vyuziva jako kofaktory NADH a NADPH, NQO?2, kterd preferuje spiSe
dihydronikotinamidribosid. Oba proteiny maji relativné vysoky stupefi homologie, jak
na arovni cDNA (54 %) tak na trovni sekvence aminokyselin (49 %) (Wu et al., 1997,
Chen et al., 2000). Vedle vyuzivani raznych donort vodiku, NQO1 a NQO2 se lisi rovnéz
V pusobeni inhibitori: jiz Lars Ernster popsal silnou kompetitivni inhibici NQO1
dikumarolem a warfarinem (Ernster et al., 1960; Ernster, 1967; Hollander & Ernster,
1975). Nicméng, NQO2 neni inhibovana ani jednou z uvedenych latek (Wu et al., 1997).
NQO2, ktera byla poprvé isolovana jiz vroce 1962 (Liao et al., 1962), je specificky
exprimovana v ledviné, kosternim svalstvu, jatrech, srdci a plicich (Jaiswal et al., 1990).
Funkce NQO2 v organismu neni dosud zcela objasnéna, je vSak pravdépodobné, Ze,
na rozdil od NQOI, hraje roli v signalisa¢ni transdukci, apoptose a bunééné proliferaci
(Leung & Shilton; 2015).
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2. CIL DISERTACNI PRACE

Cilem pfedkladané disertacni prace bylo studium enzymi metabolisujicich AA,
ktera je pivodcem dvou zavaznych onemocnéni, a to nefropathie vyvolané AA (AAN) a
Balkanské endemické nefropathie (BEN), u nichZ rovnéz dochazi k tvorbé urothelialnich
nadoru. Cile prace byly rozdéleny na dvé zakladni oblasti.

Prvni oblast cilti prace se soustfed’'uje na poznani molekuldrniho mechanismu AAN
Ve snaze piinést nové poznatky o procesu reduk¢ni bioativace a oxidacni detoxikace AAI a
o enzymech, které tento rostlinny alkaloid metabolisuji. K poznani funkce cytosoldrni
reduktasy NQOL1 v redukéni aktivaci AAI resultujici v tvorbu aduktt s DNA in vivo bylo
vyuzito inhibitoru tohoto enzymu, dikumarolu. Konkrétné bylo studovano, zda dikumarol
mize ovliviiovat genotoxicitu AAI in vivo a zda jeho podani moduluje funkci enzymu
biotransformujicich AAIL vcetné NQO1 a CYP1A1/2. Jako experimentalni modely byli
pouziti potkani a mysi, tj. organismy, které jsou v soucasné dobé hojné pouzivany jako
vhodné experimentalni modely pro studium AAN.

Dal8im cilem disertani prace bylo urceni redlnych ptispévki jednotlivych CYP
k oxida¢ni detoxikaci AAI v lidskych a potkanich jatrech, v hlavnim organu metabolismu
xenobiotik v organismu. Cilem bylo i poznani, které enzymy participuji na oxidacni
detoxikaci AAI in vivo. Zejména pak CYP1ALl a 1A2 v této funkci, nebot’ oba enzymy
jsou v oxida¢ni detoxikaci AAI in vitro nejaktivnéjsi. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze oba
CYP rovnéz katalysuji redukéni aktivaci AAI za tvorby aduktt s DNA in vitro, bylo cilem
zodpoveédét, ktera zmetabolickych drah katalysovanych CYP1A1/2 pievlada
v podminkach in vivo.

Dalsim cilem ptedkladané disertaéni prace bylo studium participace ochratoxinu A
(OTA) na aetiologii BEN. Cilem této oblasti studia bylo zhodnotit vliv OTA
na metabolismus, resp. genotoxicitu rostlinného extraktu AA a participaci OTA na vyvoji
BEN/UUC. Poslednim cilem disertacni prace bylo studium ulohy ostatnich suspektnich
environmentalnich faktorti ve vyvoji BEN/UUC, konkrétné vlivu toxickych iontt tézkych
kovi a polokovi, vybranych organickych latek uvoliovanych z lignitu endemickych

oblasti a OTA, na detoxikaci AAI v podminkach in vitro.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 POUZITY MATERIAL A CHEMIKALIE

Material a chemikalie, které byly vyuzity pfi vypracovani piedkladané disertacni
prace, jsou detailn¢ popsany v publikacich, které laskavy Ctenar nalezne jako soucast prace

V jejich ptilohach (Prilohy 1-7).

3.2 METODY

Metody pouzité pii vypracovani predkladané disertacni prace, jsou, podobné jako
material a chemikalie, detailné popsany v publikacich, které jsou uvedeny vV jejich
piilohach (P¥ilohy 1-7). Nicméné, v nasledujici kapitole jsou uvedeny vybrané metody tak,

aby byla prace jako celek srozumitelné&jsi.

3.2.1 Studie in vivo: premedikace laboratorniho potkana

V ramci predkladané disertacni prace byly provedeny tfi zasadni studie in vivo,
pii kterych  byly laboratorni potkani kmene Wistar premedikovani vybranymi
chemikaliemi, konkrétn¢ dikumarolem, Sudanem I a ochratoxinem A spole¢né s AAI nebo
AA. Experimenty se zvifaty byly provadény na pracovisti 1. Lékatské fakulty UK v Praze
vsouladu se Zakonem na ochranu zvifat proti tyrani (359/2012 Sb.) a Vyhlaskou
Ministerstva zeméd¢€lstvi o ochrané pokusnych zvirat (419/2012 Sb.).

V prvni studii byl potkanim podan dikumarol, silny inhibitor NQO1 (Ernster,
1967). Zvitata (~150 g, n = 3/skupina) byla premedikovana dikumarolem rozpusténym
ve slunecnicovém oleji a sodnou soli AAI rozpusténou vV 1% vodném roztoku NaHCO:s.
Potkanlim byl Zalude¢ni sondou dvakrit poddn dikumarol v davce 30, resp. 60 mg/kg
télesné hmotnosti (kone¢na davka tedy byla 60, resp. 120 mg/kg télesné hmotnosti). Prvni
davka dikumarolu byla podana prvni den v 15.00 a druha v 8.00 nasledujiciho dne. Jedna
skupina zvifat byla premedikovana AAI, ktera byla podéana i.p. v davce 20 mg/kg télesné
hmotnosti. Pisobeni AAI byla rovnéz vystavena zvirata premedikovana dikumarolem, a to
2,5 hodiny po podani jeho druhé davky. Kontrolni skupin€ byl podan pouze slunecnicovy
olej. Zvitata byla usmrcena 24 hodin po podani AAI a byly jim odebrany jatra, ledviny a
plice, které byly zmrazeny a ulozeny pii -80 °C, dokud nebyly dale zpracovany.
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V dalsi provedené studii byla zvifata (~125-150 g, n = 3/skupina) vystavena
pusobeni Sudanu I (1-fenylazo-2-hydroxynaftalenu), ktery je induktorem CYP1Al/2
(Stiborova et al., 2002, 2013b), a sodné soli AAIL Prvni skupina byla premedikovana AAI
rozpusténou v 1% vodném roztoku NaHCO; (20 mg/kg té€lesné hmotnosti; i.p.), druhé
skupiné byl podan Sudan I rozpustény ve slunecnicovém oleji (dvakrat 30 mg/kg télesné
hmotnosti ve dvou dnech; i.p.) a tfeti skupina byla premedikovana dvéma davkami
Sudanu I (30 mg/kg télesné hmotnosti; i.p.), po kterych nasledovalo po 24 hodinach podani
AAI (20 mg/kg télesné hmotnosti; i.p.). Kontrolni zvifata byla vystavena slune¢nicovému
oleji a 1% NaHCOs3. Nasledny postup je totozny s vyse popsanym.

V posledni studii byly potkani (~150 g, n = 3/skupina) premedikovani OTA,
mykotoxinem podezielym z participace na vyvoji BEN/UUC (Pfohl-Lezskowicz &
Manderville, 2007), a smési AAI a AAII (v poméru pfirozené se vyskytujicim v ptirodg,
33:64). OTA byl rozpustén v 0,1M NaHCO; a AA byla rozpusténa v 0,15M NaCl
s 5% ptidavkem dimethylsulfoxidu (DMSO). Zvitatim byla 5 dni podavana AA (10 mg/kg
te€lesné hmotnosti, i.p.), OTA (2 mg/kg télesné hmotnosti, i.p.) a ob¢ latky dohromady
v davkach vyse uvedenych. Nésledujici postup je totozny s tim, ktery je vySe popsany.

Organy odebrané z experimentalnich zvifat byly pouzity k isolaci mikrosomalni a
cytosolarni frakce metodou frakéni centrifugace, jak bylo popsano diive (Levova, 2009;

Barta 2012), a pro isolaci DNA a néslednou analysu tvorby adukti s DNA.

3.2.2 Oxidace AAI nebo AA na AAla potkanimi mikrosomy in vitro

Oxidace AAI potkanimi jaternimi a ledvinnymi mikrosomy in vitro byla stanovena
metodou RP-HPLC. V experimentech byly pouzity mikrosomalni frakce isolované
z potkanti premedikovanych dikumarolem, Sudanem I a OTA s AAI/AA (kap. 3.2.1,
str. 61). Stanoveni bylo provedeno vzdy v ,tripletnim“ uspofadani a celkovy objem

inkubaéni smési byl 500, popt. 250 pl.

SloZeni inkubacnich smési.:

1. fosfatovy pufr (100 mM NaH,PO,), pH =7,4

2. potkani jaterni, resp. ledvinné mikrosomy c,oseinz = 0,5 mg/ml

3. sodna sul AAI, popt. smés AA (10 uM) rozpusténé v destilované vod¢, popi. v DMSO

4. NADPH-generujici systtm (NADPH-GS): 1 mM NADP*, 10 mM MgCl,-6H,0,
10 mM glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfatdehydrogenasy
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Prislusné reagencie byly do inkubacnich smési pipetovany Vv takovém mnozstvi a
takovém pofadi, které je uvedeno vySe. Reakéni smés byla michana a
inkubovana za acrobnich podminek po dobu 10 minut za stalého téepani (400 RPM) a pii
teploté 37 °C. Reakce byla zastavena ptidanim 1 ml ethylacetatu a pro dobrou extrakci
metabolitu do organického rozpoustédla byla reakéni smés 2 minuty tfepana. Poté byla
organicka faze oddélena centrifugaci (13 000 RPM, 3 min.). Organicka faze byla nasledné
odebrana, k vodné fazi byl pfidan 1 ml ethylacetatu a opét byla provedena extrakce
dle stejného postupu. Spojené extrakty byly odpafeny na vakuové odparce a nasledné
uchovavany pii teploté -20 °C. Pied analysou byly extrakty rozpustény v 30 pl methanolu.

Latky obsazené v extraktech byly separovany metodou RP-HPLC. Byla pouzita
kolona Cig a separace probihala v gradientovém uspofadani pii teploté 35 °C. Slozeni
mobilni faze se meénilo 280 % elu¢niho roztoku A a 20 % elucniho roztoku B
na konecné slozeni 40 % A a 60 % B. Mobilni fazi pfedstavovala smés (A) 100 mM
tricthylaminacetatu (pH = 7,0; aprava pH kyselinou octovou) a (B) 80% acetonitrilu.
Jednotlivé roztoky byly pfipraveny tésné pied analysou a byly sonikovany. Vnéjsi standard
AAI/AA byl piipraven tak, Zze k 28 pl methanolu byly ptidany 2 ul AAI/AA o koncentraci
1 mg/ml. Na kolonu bylo vzdy nanaseno 20 pl vzorku. Jedna eluce probihala 55 minut
pii pritoku mobilni faze 0,5 ml/min. a pii tlaku cca 80 bar. Separované latky obsazené

v extraktech byly detekovéany pfi vinové délce 250 nm.

3.2.3 Stanoveni aktivit enzymu biotransformujicich AA v potkanim

organismu
V ramci predkladané disertacni prace byly stanoveny enzymové aktivity NQOI,
CYP1A1/2 a CYP2C6/11 v potkanich jatrech, ledviné a plicich. Aktivita NQO1 byla

stanovena spektrofotometricky dle Ernstera jako schopnost redukovat menadion

v pfitomnosti NADH s ptfidavkem cytochromu c (Ernster, 1967). Enzymova aktivita
NQO1 byla vyjadiena v pmol redukovaného cytochromu c/min./MmQproteiny. Enzymova
aktivita CYP1ALl byla stanovena pomoci HPLC jako schopnost oxidovat Sudan I, ktery je
markerovym substratem tohoto enzymu, na 4’-hydroxy-, 6-hydroxy- a 4’,6-dihydroxy-
Sudan 1 (Stiborova et al., 2002, 2005c). Aktivita CYP1A a 1A2 byla stanovena
fluorimetricky dle Burka a Mayera jako schopnost O-deethylovat 7-ethoxyresorufin
(EROD, CYP1A) a O-demethylovat 7-methoxyresorufin (MROD, CYP1A2) (Burke &
Mayer 1974, Burke et al., 1994). Aktivita CYP2C6 byla stanovena metodou HPLC jako
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schopnost specificky hydroxylovat diklofenak na 4’-hydroxydiklofenak (Kobayashi et al.,
2002; Kaphalia et al., 2006). Markerova reakce pro CYP2C11 je hydroxylace testosteronu
na posici 16a a jako takova byla enzymova aktivita CYP2C11 stanovena pomoci HPLC
(Baltes et al., 1998; Haduch et al., 2011). Enzymova aktivita POR bylo stanovena
spektrofotometricky dle Sottocasy (Sottocassa et al., 1967) jako schopnost redukovat
cytochrom c.

3.2.4 Stanoveni proteinové exprese NOO1 a CYP1A1/2 v potkanim
organismu

Proteinova exprese NQO1 a CYP1A1/2 byla provedena metodou elektroptenosu na

polyvinylidenfluoridovou membranu (,,Western Blotting®). Studované proteiny byly
detekovany za pouZziti specifickych polyklonalnich protilatek proti NQO1, CYP1A1 a 1A2
postupy, které jsou detailné popsany v metodickych ¢astech publikaci v ptilohach
piedkladané disertacni prace (PFilohy 1-7). Detekované expresni hladiny byly
kvantifikovany za pouziti programu ELFOMAN 2.0 a Imagel.

3.2.5 Analysa tvorby adukta AAI, AAa OTA s DNA

Analysa aduktd AAIl, AA ¢ OTA sDNA vtkanich experimentalnich zvitat
vystavenych pusobeni dikumarolu, Sudanu | a OTA s AAI/AA a po reduk¢ni aktivaci
AAI/AA jaternimi a ledvinnymi cytosoly, popf. mikrosomy isolovanymi z téchto zvirat,
jak je uvedeno v kapitole. 3.2.1 (str. 61), byla provedena skolitelkou prof. RNDr. Marii
Stiborovou, DrSc., metodou ,,*?P-postlabelling“ na spolupracujicim  pracovisti

v Némeckém centru pro vyzkum rakoviny (Deutsches Krebsforschungszentrum)

vvvvvv

Bieler et al., 1997; Stiborova et al., 2005a; 2012; Arlt et al., 2011a).

3.2.6 Studie in silico: molekularni modelovani interakci AAI s lidskymi
cytochromy P540 1A1, 1A2, 2C9 a 3A4

Homologni modely lidskych CYP1A1, 1A2, 2C9 a 3A4 a simulace jejich interakci
s AAI byly pfipraveny doc. RNDr. Véclavem Martinkem, Ph.D. dle postupi, které jsou

vvvvvv

publikace, ktera je soucasti piilohy predkladané diserta¢ni prace (Priloha 4).
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 STUDIUM MOLEKULARNIHO MECHANISMU VYVOIJE
NEFROPATHIE VYVOLANE AA

V prvni ¢asti predkladané disertacni prace byl studovan metabolismus AAI
vV organismu laboratorniho potkana. Cilem téchto studii bylo pfispét k objasnéni
specifickych rozdilit mezi AAN a BEN. Typickym znakem AAN je jeji rychly vyvoj oproti
BEN. Jednou z moznych pii¢in tohoto selektivniho vyvoje AAN mize byt kratkodoba
exposice vyS§sim davkdm AA v pfipadé pacienti s AAN oproti dlouhodobému
chronickému vystaveni nizkym koncentracim AA u pacienti s BEN. Na zikladé diive
publikovanych praci, vCetné praci autorského kolektivu laboratotfe, kde byla piredkladana
disertacni prace vypracovana, je vice nez pravdépodobné, ze za specificky vyvoj AAN jsou
odpovédné rovnéz enzymy, které metabolisuji AAI, tj. bud’ ji redukéné aktivuji anebo
oxidac¢né detoxikuji.

V predklddané diserta¢ni praci byla studovéana uloha biotransformacénich enzymu
(NQO1, CYP1A1/2 a CYP2C6/11) v metabolismu AAI jak in vitro, tak in vivo. Jako
nastroj byla pouzita modulace exprese téchto enzymu a jejich aktivit in vivo, které bylo
dosazeno vyuzitim inhibitorG a induktori uvedenych enzymii. Konkrétn€ byl pouzit
dikumarol, silny inhibitor NQO1 (Ernster, 1967), a efektivni induktor CYP1A1/2, Sudan |
(Obr. 27). Tyto latky byly podany experimentalnimu zvifecimu modelu (laboratornimu
potkanovi) postupem popsanym v kap. 3.2.1 (str. 61). Detailné byl studovan jak aktivacni
(kap. 4.1.1, str. 66), tak detoxika¢ni metabolismus AAI (kap. 4.1.2, str. 80). Nadto byla
provedena srovnavaci studie zkoumajici tlohu NQO1 v metabolismu AAIl v mySim a
potkanim organismu. Vysledky uvedené v této Casti disertacni prace byly publikovany

Vv originalnich publikacich, které tvofi pFilohy 1-5.

A B

OH HO
Saad QN»
0\ /0
N o HO

Obr. 27: Struktura dikumarolu (A) a Sudanu I (B).
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4.1.1 Studium redukcni bioaktivace AAI

Jak bylo uvedeno v kapitole 1.3.4.2 (str. 49) AAI je reduk¢éné aktivovana za tvorby
aristolaktamu, v prubéhu jejichz tvorby vznikaji reaktivni agens schopnd interakce s DNA
za vzniku kovalentnich aduktd (Schmeiser et al., 1996; Bieler et al., 1997, Stiborova et al.,
2005a). Tyto reakce jsou Vv podminkach in vitro snejveétsi efektivitou katalysovany
cytosolarnim enzymem NQO1 (Obr. 21, str. 50). Nicmén¢, dosud chybély jednoznacné
dikazy o tom, ze NQOI1 katalysuje tuto reakci rovnéz v podminkach in vivo. Proto byla
provedena studie, pti které byl laboratornim potkantim podan dikumarol, znamy jako silny
inhibitor tohoto enzymu, a nasledné byl studovan jeho vliv na expresi a aktivitu NQO1.
Tedy vysledné na ulohu NQO1 v metabolismu AAI in vivo, s cilem zodpovédét otazku,
zda NQOL1 hraje majoritni roli v reduk¢ni aktivaci AAI (tvorbé adukti s DNA) nejen
invitro, ale rovnéz VvV podminkach in vivo. V nedavno publikované studii byl totiz
dikumarol podédn mysim (C57BL/6) s cilem objasnit participaci NQO1 na metabolismu
AAI v ledving in vivo v tomto experimentalnim modelu (Chen et al., 2011). Vysledky
z uvedené studie demonstrovaly potencial dikumarolu inhibovat NQOI1, a tim sniZovat

genotoxicitu a nefrotoxicitu AAI v mysich.

4.1.1.1 Tvorba aduktit AAI s DNA in vivo

Prvnim krokem studie provadéné v ramci vypracovani diserta¢ni prace byla analysa
tvorby adukti AAI s DNA v jatrech a ledviné potkant, kterym byl podan dikumarol a AAI
dle stejného premedika¢niho schematu jako ve studii Chenové a jejich spolupracovniki
(Chen et al., 2011), tj. dikumarol byl podan ve dvou davkach (60, resp. 120 mg/kg,
gavage) a 2,5 hodiny po posledni davce dikumarolu byla podana AAI (20 mg/kg, i.p.). Jak
v jatrech, tak vledviné studovanych experimentdlnich zvifat byly pomoci metody
.. ?P-postlabelling* nalezeny adukty AAI s DNA, které byly shodné s adukty nalezenymi
v tkanich pacienti s AAN a BEN, konkrétné dA-AAIl, dG-AAIl a dA-AAIl (Obr. 28,
str. 67). V tkanich kontrolnich zvifat, tj. zvifat, kterym byl podan pouze rostlinny olej, a
zvitat, kterd byla premedikovana samotnym dikumarolem, nebyly detekovany zadné
adukty AAI s DNA.

Tvorba adukti s DNA byla vyssi v jatrech neZ v ledviné, ktera je cilovym organem
genotoxického pusobeni AAIL Prekvapivym vysledkem zjisténym v této studii byla

skutecnost, ze premedikace potkani dikumarolem, ktery inhibuje enzymovou aktivitu
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Obr. 28: Tvorba adukti AAI s DNA vjatrech a ledviné potkand premedikovanych
dikumarolem (DC) a AAL Stanoven{ byla provedena metodou ,,”P-postlabelling*.
Hodnoty jsou prumérem ze tif stanoveni; *p < 0,05 a ***p < 0,001. RAL,
relativni znaceni aduktt. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni mnozstvi aduktt
s DNA oproti mnozstvi aduktt v organech zvifat premedikovanych pouze AAL
NQOL1 in vitro, vedla ke zvySeni tvorby adukti AAI s DNA, a to jak v jatrech, tak
Vv ledving in vivo, tzn. k opaénému efektu, nez ktery byl ocekavan (tedy inhibice redukéni
aktivace AAI za tvorby adukti s DNA) (Obr. 28). Ve srovnani s potkany, kteti byli
premedikovani pouze AAI, podani dikumarolu vedlo ke 6,4ndsobnému, resp. 11ndsobému
zvySeni tvorby adukti AAI s DNA v jatrech a 1,3nasobné, resp. 5,4nasobnému naristu
Vv ledviné. Takové vysledky rovnéZ signalisovaly, Ze AAI je v organismu distribuovana
krevnim obéhem k jednotlivym organtim, které vykazovaly schopnost metabolicky
aktivovat AAI za tvorby adukti s DNA. V dal§i fazi vyzkumu byl tedy studovan
molekularni mechanismus tohoto zjisténi. Hleddna byla odpovéd’ na otazku, co zplsobuje
nartst tvorby aduktit AAI s DNA po exposici potkanli dikumarolu. Vysledné byl zjistén
unikatni vysledek, a to poznani, ze podani dikumarolu vedlo kindukci enzymu

participujicich na aktivaci AAI in vivo. (kap. 4.1.1.3, str. 70).

4.1.1.2 Tvorba aduktit AAI s DNA ex vivo

V dal$i cCasti této studie byla nejdiive analysovéna tvorba adukti AAI s DNA
po aktivaci jaternimi a ledvinnymi cytosoly isolovanymi z organt vystavenych potkand,
kde je exprimovana NQO1, ex vivo. VSechny cytosoly redukéné aktivovaly AAI za vzniku
aduktt s DNA nalezenych in vivo (kap. 4.1.1.1, str. 66) a v tkanich pacientd s AAN a
BEN. Premedikace AAI samotnou a v kombinaci s dikumarolem vedla podobné jako
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invivo K narustu tvorby adukti s DNA po aktivaci jaternimi a ledvinnymi cytosoly
(Obr. 29AB). Podani samotného dikumarolu potkanim (60 mg/kg) vedlo ke sniZzeni
tvorby adukti AAI s DNA po aktivaci jaternimi cytosoly o polovinu (Obr. 29C), coz
odpovida inhibi¢nimu ptsobeni dikumarolu na cytosolarni enzymy (NQO1). V ptipadé
vys$$i podané davky dikumarolu (120 mg/kg) vsak aktivace AAI za tvorby aduktti s DNA
nebyla ovlivnéna. Ledvinné cytosoly isolované ze zvifat, kterym byl podan samotny
dikumarol (60 nebo 120 mg/kg) aktivovaly AAI za zvySené, cca 2,5nasobné tvorby aduktl
s DNA ve srovnani s aktivaci cytosoly isolovanymi z nevystavenych (kontrolnich) zvitrat
(Obr. 29D).
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Obr. 29: Tvorba aduktti AAI s DNA ex vvo po redukci jaternimi (A a C) a ledvinnymi (B a
D) cytosoly isolovanymi ze zvifat, kterym byla podana kombinace dikumarolu (DC)
a AAI (A a B) a ze zvifat premedikovnych pouze dikumarolem (C a D). Stanoveni
byla provedena metodou ,,32P—postlabelling“. Hodnoty jsou pramérem ze tif
stanoveni; **p < 0,01 a ***p < 0,001. RAL, relativni znaceni adukti. F, faktor
pfedstavujici nasobek zvyseni mnozstvi aduktd s DNA oproti mnozstvi adukta
tvofenych kontrolnimi cytosoly, které byly isolovany z nepremedikovanych zvifat.

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze na reduk¢éni metabolické aktivaci AAI se podili rovnéz
CYP1Al a 1A2, byla také analysovana schopnost jak jaternich, tak ledvinnych mikrosoma
isolovanych ze studovanych zvifat redukovat AAI za vzniku adukti s DNA. VSechny
testované mikrosomy aktivovaly AAI za tvorby takovych aduktt, které byly nalezeny
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invivo (kap. 4.1.1.1, str. 66). Signifikantni, 1,6nasobny, nartst tvorby adukti AAI s DNA
byl nalezen po aktivaci AAI jaternimi mikrosomy isolovanymi z potkana vystaveného
dikumarolu (60 mg/kg) s AAI, nicmén¢ pii davce dikumarolu 120 mg/kg télesné hmotnosti
takovy efekt nebyl pozorovan (Obr. 30A). Podobny vliv byl nalezen i pti aktivaci
jaternimi mikrosomy isolovanymi ze zvifat premedikovanych dikumarolem (60 mg/kg),
nicméné ostatni mikrosomy takovy efekt nevykazovaly (Obr. 30C). Ledvinné mikrosomy
isolované ze zvifat, které byly vystaveny AAI samotné, popt. v kombinaci s dikumarolem,
aktivovaly AAI za zvysSené, az 2,7nasobné tvorby aduktii s DNA, nicméné kombinované
podéni dikumarolu ve vyssi davce (120 mg/kg) a AAI vedlo ke sniZeni tvorby aduktd
ve srovnani s kontrolnimi mikrosomy (Obr. 30B). Divod pro nalez uvedenych vysledkt
dosud neni zndm, nicméné predpoklddame, ze bude vysvétlen V nasledujicich studiich.
Ledvinné mikrosomy isolované ze zvifat, ktera byla vystavena pouze dikumarolu,

aktivovaly AAI s 2,1nasobné vétsi mirou nez kontrolni mikrosomy (Obr. 30D).
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Obr. 30: Tvorba aduktti AAI s DNA ex vzo po redukci jaternimi (A a C) a ledvinnymi (B a
D) mikrosomy isolovanymi ze zvifat, kterym byla podana kombinace dikumarolu
(DC) a AAL (A a B) a ze zvifat premedikovnych pouze dikumarolem (C a D).
Stanoveni byla provedena metodou ,,”’P-postlabelling. Hodnoty jsou praimérem ze
tif stanoveni; *p < 0,05 a **p < 0,001. RAL, relativni znaceni aduktd. F, faktor
pfedstavujici nasobek zvySeni mnozstvi aduktd s DNA oproti mnozstvi aduktd
tvofenych kontrolnimi mikrosomy, které byly isolovany z nepremedikovanych
zvifat.
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4.1.1.3 NQOL diktuje bioaktivaci AAI in vivo

Vedle experiment uvedenych v predchozich kapitolach byl rovnéz studovan vliv
dikumarolu na tvorbu aduktit AAI s DNA katalysovanou rekombinantni lidskou a potkani
NQO1, a to vjednoznaéné definovaném systému in vitro (Obr. 31). Ziskané vysledky
demonstruji potencial dikumarolu silné inhibovat tuto reakci. Tvorba adukti AAI s DNA
katalysovana potkani NQOI1 in vitro byla sniZzena 25,8nasobné (96% inhibice) a v piipad¢
lidského enzymu byla tato tvorba snizena dokonce 50,6nasobé (98% inhibice). Vzhledem
k t¢émto vysledkim jsou, jak jiz bylo uvedeno vySe, vysledky analysy adukti AAI s DNA
Vjatrech a ledviné potkana premedikovaného dikumarolem (kap. 4.1.1.1, str. 66)
piekvapivé. Sledovano proto dale bylo, zda-li vystaveni potkanti dikumarolu (samotnému
¢i v kombinaci s AAI) nebo AAI vedouci k narGstu mnozstvi tvofenych adukti AAI
s DNA in vivo neovliviiuje expresni hladiny NQOL a jeji enzymové aktivity, které by
Vv jednotlivych organech vySe zminénych experimentalnich modeli mohly efektivnéji
aktivovat AAL.

100
I NADPH

80 4 B NADPH+DC

RAL na 10° nukleotid(i

Lidska NQO1 Potkani NQO1

Obr. 31: Vliv dikumarolu (10 uM) na tvorbu aduktii AAT (100 uM) s DNA lidskou a potkani
NQOT1 in vitro. Stanoven{ byla provedena metodou ,,”P-postlabelling®. Hodnoty
jsou prumeérem ze Ctyf stanoveni; ***p < 0,001. RAL, relativni znaceni adukti. F,
faktor predstavujici nasobek snizeni mnozstvi aduktd s DNA oproti mnozstvi
aduktt tvofenych v pfitomnosti pouze kofaktoru (NADPH).

Podani dikumarolu samotného resultovalo az v 50% inhibici enzymové aktivity
NQOL1 v jaternich cytosolech (Obr. 32A, str. 71). To odpovida jeho silnému inhibi¢nimu
ucinku viaci NQOI1 pozorovanému pii pouziti rekombinantni lidské a potkani NQOI

(Obr. 31). Tato skutecnost mlize byt zplisobena vazbou dikumarolu na NQOI, protoze
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dikumarol vykazuje jak silné vazebné vlastnosti, tak dlouhy elimina¢ni polocas
(5-25 hodin) v organismu. Zbytkovy dikumarol tedy mize byt stale pfitomny v tkani,
zejména pak v jatrech, kde probiha jeho hlavni metabolismus (Lai et al., 1976). Podani
AAI samotné vedlo k mirnému, 20% poklesu aktivity NQO1 v jatrech ve srovnani
s kontrolnimi zvifaty, nicméné kombinované podani dikumarolu a AAI, konkrétné
Vv ptipad¢€ vyssi davky dikumarolu (120 mg/kg t€lesné hmotnosti) resultovalo v 70% nartst
enzymové aktivity NQO1 (Obr. 32A). Také na trovni proteinové exprese byla NQO1
V jatrech indukovana kombinovanym podanim dikumarolu a AAI (Obr. 32C). Aktivita
NQOL1 v ledvinnych cytosolech studovanych zvifat byla indukovana jak samostatnou
premedikaci AAI, tak kombinovanym podanim AAIl adikumarolu (Obr. 32B).
Signifikantni, 2,3nasobna indukce enzymové aktivity NQOI1 v ledving¢ byla nalezena
po kombinovaném podani dikumarolu a AAI, konkrétné pti davce dikumarolu 120 mg/kg.
Tyto vysledky byly rovnéz v souladu s expresnimi hladinami proteinu NQOI1, které
vykazovaly zavislost na davce dikumarolu (Obr. 32D).
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Obr. 32: Enzymova aktivita NQO1 (A a B) a expresni hladiny proteinu NQO1 (C a D)
vjaternich (A a C) a ledvinnych (B a D) cytosolech isolovanych z potkanu
premedikovanych dikumarolem (DC) samotnym, popf. v kombinaci s AAL
Aktivita NQOT1 je vyjadfena v nanomol redukovaného cytochromu c vztazenych
na minutu a miligram proteinu. Proteinova exprese NQOT1 je vyjadfena
v relativnich jednotkich AU/mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tif
stanoveni; *p < 0,05; **p < 0,01 a ***p < 0,001. F, faktor predstavujici nasobek
zvyseni oproti kontrole.
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Podani dikumarolu samotného (60 nebo 120 mg/kg) ovlivnilo jak enzymové
aktivity, tak expresni hladiny proteinu NQOL v jaternich, ledvinnych a rovnéz v plicnich
cytosolech (Obr. 33). Zatimco v jatrech podani této latky vedlo ke snizeni aktivity a
exprese NQOL, vledviné a v plicich resultovalo v neofekavanou indukci NQO1
ve srovnani s kontrolnimi zvifaty, a to dokonce v zavislosti na davce. Nejvyssi aktivita
NQOI byla pozorovana v plicich, nicméné nejvétsi indukee, az 1,8nasobna, byla nalezena
v ledvinnych cytosolech isolovanych ze zvitat, kterym byl podan dikumarol v davce
60 mg/kg, resp. 120 mg/kg (Obr. 33A). Tyto vysledky jsou v souladu s proteinovymi
expresnimi hladinami NQOI1 v téchto organech (Obr. 33B) a rovnéz se schopnosti tvofit
adukty AAI s DNA ex vivo (Obr. 29CD, str. 68). Ackoliv zbytkova mnozstvi dikumarolu
Vv jatrech mohla vést ke snizeni enzymové aktivity NQOI, v ledviné byl pozorovan opacny
efekt, nebot’ role zbytkového dikumarolu v tomto organu je minoritni a jeho koncentrace
podstatné nizsi nez v jatrech (Lai et al., 1976). Ziskané vysledky jednoznaéné ukazuji, ze
dikumarol, do této doby znamy jako silny inhibitor NQO1, vykazuje dualni vlastnosti a

muze se vedle funkce inhibitoru NQO1 rovnéz chovat jako induktor tohoto enzymu.
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ODbr. 33: Enzymova aktivita NQO1 (A) a expresni hladiny proteinu NQO1 (B) v jaternich,
ledvinnych a plicnich cytosolech, které byly isolovany z potkant premedikovanych
dikumarolem (DC) davkou 60, resp. 120 mg/kg télesné hmotnosti. Aktivita NQO1
je vyjadfena v nanomol redukovaného cytochromu c vztazenych na minutu a
miligram proteinu. Proteinova exprese NQOT1 je vyjadfena v relativnich jednotkach
AU/mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tif stanoveni; **p < 0,01 a
*xp < 0,001. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.
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Vedle vyse uvedenych studii, kde byl vyuzit jako experimentalni model laboratorni
potkan, byla provedena rovné€z srovnavaci studie, ktera analysovala vliv AAl
na enzymovou aktivitu a expresni hladinu proteinu NQOL v riznych organech mysi a
potkanti. Ziskané vysledky signalisuji, Ze NQO1 byla jak druhové, tak organové specificky
ovlivnéna. AAI indukovala proteinovou expresi cytosolarni NQO1 v ledviné u obou
organismu, pficemz v mysi ledviné byly nalezeny vyssi expresni hladiny tohoto enzymu
(Obr. 34A, str. 74). Indukce exprese proteinu NQO1 vyvolana AAI byla rovnéz nalezena
v mysSich jaternich cytosolech, zatimco v potkanich jatrech nebyly expresni hladiny tohoto
enzymu ovlivnény. Na rozdil od mysi, v potkanim organismu nebyla nejvyssi proteinova
exprese NQO1 pozorovana v ledving, cilovém organu pusobeni AAI, nybrz v plicich,
nicméné v tomto organu nebyla jeji proteinova exprese ovlivnéna AAI (Obr. 34B, str. 74).
Podobné vysledky byly ziskany i pfi stanoveni enzymové aktivity NQOL. V mysSich jatrech
a ledviné byla tato aktivita indukovana AAI 3,6ndsobn¢ a 1,6nasobnég, ptfi¢emz nejvyssi
aktivita NQOL1 byla nalezena pravé v ledviné (Obr. 34C, str. 74). V souladu s expresnimi
hladinami byla rovnéz enzymova aktivita NQOI1, a to zejména v ledving, kde podani AAI
vedlo K jejimu 1,5nasobnému zvySeni (Obr. 34D, str. 74). Zjisténé rozdily v proteinové
expresi a enzymové aktivite¢ NQOI v jednotlivych organech mysSich a potkanich modeli
signalisuji, ze metabolismus tohoto karcinogenniho a nefrotoxického agens muze byt
demonstrovaly rozdilny vyvoj intersticialni fibrosy, resp. AAN, ktera je spojena s tvorbou
urothelidlnich nadorti, potazmo rozdilnou biotransformaci AAl v my$im a potkanim
organismu (Mengs, 1988; Stiborova et al., 2008; Rosenquist et al., 2010; Chen et al., 2011;
Priestap et al., 2012b). Nizsi indukce expresnich hladin a enzymové aktivity NQOI
Vv potkanich cytosolech mohla byt navic disledkem rozdilné premedikace AAI, nebot’ ta se
lisila jak v davce, tak ve zplsobu podani (mysi byly vystaveny 50 mg/kg, gavage, zatimco
potkani 20 mg/kg, i.p.). Z tohoto duvodu, tj. vzhledem Kk rozdilné farmakokinetice, neni

piimé srovnani upln€ mozne.
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Obr. 34: Exprese proteinu NQO1 a jeji enzymovd aktivita v mySich (A) a potkanich (B)
cytosolech isolovanych z jater, ledvin a plic zvifat premedikovanych AAIL
Proteinova exprese NQO!1 je vyjadfena v relativnich jednotkich AU/mg proteinu.
Aktivita NQOT1 je vyjadfena v nanomol redukovaného cytochromu ¢ vztazenych
na minutu a miligram proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tif stanovent;
*p < 0,01 a ¥+*p < 0,001. I, faktor predstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.

Na zéklad€ téchto vysledkl a vysledkii ziskanych z analysy adukti AAI s DNA
invivo, resp. ex vivo lze potvrdit krucialni ulohu NQOI1 v bioaktivaci AAI nejen
v podminkach in vitro, ale rovnéz in vivo. Tedy, ze NQOL je enzym, ktery je majoritné
odpovédny za nitroredukci AAI resultujici v tvorbu aduktt s DNA in vivo. Nadto bylo
dokézano, ze dikumarol mizZe tento enzym efektivn€ indukovat jak v jatrech, tak v ledvin¢,
ktera je cilovym organem genotoxického ptisobeni AAI v organismu. Ziskané vysledky
ovSem nejsou v souladu s vysledky, kterych dosahla skupina dr. Chenové, kde dikumarol
pusobil pouze jako inhibitor NQO1 (Chen et al., 2011). Moznych vysvétleni je vice.

vvvvvv

30 min. po podani AAI nasledovaném po exposici dikumarolu, zatimco v nasi studii byly
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usmrceny az po 24 hodinach. Je tedy pravdépodobné, ze dlouhodobé exposice dikumarolu
mize vést k opacnému efektu, tj. kindukci NQOL. V prvnim pfipadé¢ tedy dikumarol
pusobil dle ofekavani jako inhibitor NQO1, kdeZto nase studie demonstrovala induk¢ni
potencial dikumarolu pfi dlouhodobém ptisobeni. Je vice nez pravdépodobné, Ze
dostupnost do rtiznych tkanich a délka exposice AAI a dikumarolu a forma jejich podani
predstavuji zasadni kriterium pro ovlivnéni metabolismu AAI dikumarolem. Poznatek, ze
dikumarol je nejen inhibitorem NQO1 in vitro a in vivo, ale rovnéz induktorem tohoto

enzymu je originalnim vysledkem, ktery nebyl v literature diive popsan.

4.1.1.4 Uloha cytochromii P450 141 a 142 v bioaktivaci AAI

Jak jiz bylo popsano vySe, CYP1A1 a 1A2 hraji dualni tlohu v metabolismu AAI,
tj. mohou AAI jak oxidac¢né detoxikovat, tak redukéné aktivovat. V dalsi ¢asti studie byla
proto zkoumana role CYP1A1/2 v obou zminénych procesech. Nejdiive byly provedeny
experimenty, které mély demonstrovat schopnost jaternich a ledvinnych mikrosomil
(subcelularnich frakei obsahujicich CYP-dependentni enzymovy systém) O-demethylovat,
tj. detoxikovat AAI na AAla.

Z vysledkt je patrné, ze podani dikumarolu samotného a po nasledné premedikaci
AAI vedlo ke snizeni miry detoxikace AAI katalysované jaternimi mikrosomy
studovanych potkani (Obr. 35A). V pifipadé ledvinnych mikrosomt vedlo
k signifikantnimu poklesu tvorby AAla jak po podani samotnych AAI a dikumarolu, tak
jejich kombinace (Obr. 35B).
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Obr. 35: O-demethylace AAI na AAla katalysovana jaternimi (A) a ledvinnymi (B)
mikrosomy isolovanymi z potkant premedikovanych dikumarolem (DC) ¢i AAI
samotnymi, popf. jejich kombinaci. Tvorba AAla je vyjadfena jako relativni
plocha peaku vztazena na minutu a mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tff
stanoveni; ***p < 0,001. F, faktor pfedstavujici nasobek zmény oproti kontrole.
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Expresni hladiny proteinu CYP1A1 v jaternich (A) a ledvinnych (B) mikrosomech
isolovanych z potkand premedikovanych dikumarolem (DC) ¢i AAI samotnymi,
popf. jejich kombinaci. Enzymova aktivita CYP1A1 v jatrech (C) a ledviné (D) byla
stanovena jako schopnost oxidovat Sudan I (vyjadfena v pmol celkovych
hydroxylovanych derivata vztazenych na minutu a miligram proteinu). Enzymova
aktivita CYP1A v jatrech (E) a ledviné (F) byla stanovena jako EROD (vyjadfena
v pmol resorufinu vztazenych na minutu a miligram proteinu). Proteinova exprese
CYP1A1 je vyjadfena v relativnich jednotkich AU/mg proteinu. Hodnoty jsou
prumérem ze tif stanoveni; *p < 0,05; **p < 0,01 a **p < 0,001. F, faktor
pfedstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.
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Tyto vysledky ovsem nejsou zcela v souladu se stanovenymi expresnimi hladinami

a enzymovymi aktivitami CYP1A1/2 v jatrech a ledving, které byly méteny jako schopnost
oxidovat Sudan | (CYP1A1l), EROD (CYP1A) a MROD (CYP1A2). Proteinové exprese

CYP1Al v jatrech byly ve srovnani s kontrolnimi zvifaty sice plsobenim samotného

dikumarolu, popt. dikumarolu v kombinaci s AAI snizeny (Obr. 36A, str. 76), nicméné

aktivita tohoto enzymu v jatrech byla az 1,5nasobna (Obr. 36CE).

V ledviné byla

pozorovana indukce exprese proteinu CYP1A1 zejména po podani samotného dikumarolu,

ktera byla takika 3nasobna (Obr. 36B). Nadto tyto zvySené proteinové exprese korelovaly

s aktivitou CYP1A1 métenou jako schopnost oxidovat Sudan I a EROD (Obr. 36DF).
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Obr. 37: Expresni hladiny proteinu CYP1A2 v jaternich (A) a ledvinnych (B) mikrosomech
isolovanych z potkant premedikovanych dikumarolem (DC) a AAI samotnymi,

popt. jejich kombinaci. Enzymova aktivita CYP1A2 v jatrech (C) a ledvine (D) byla

stanovena jako MROD (vyjadfena v pmol resorufinu vztazenych na minutu a

miligram proteinu). Proteinova exprese CYP1A2 je vyjadfena v relativnich

jednotkich AU/mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tif stanoveni; *p < 0,05;
*p < 0,01 a ¥*p < 0,001. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.

ND, nedetekovano.
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CYP1A2 byl exprimovan pouze v jatrech (Obr. 37, str. 77), ¢imz byla potvrzena jiz
diive popsand skutecnost, Ze tento enzym je takika vyhradné jaterni (Rendi¢ & DiCarlo,
1997). Jeho exprese byla v jatrech zvySena jak samotnym dikumarolem, tak dikumarolem
s AAI nicméné podani vyssi davky dikumarolu (120 mg/kg) nasledované podanim AAI
neovlivnilo proteinovou expresi CYP1A2 v tomto organu (Obr. 37A). Tyto vysledky
korelovaly se stanovenou aktivitou CYP1A2 (MROD), az na vy$e zminénou kombinaci
dikumarolu s AAI, ktera sice neovlivnila expresi CYP1Al, zato aktivita tohoto enzymu
V jatrech byla 1,9nasobna (Obr. 37C). Tuto drobnou diskrepanci lze vysvétlit tak, Ze ne
zcela vyrazna zona stanovend metodou elektropienosu na membranu (,,Western blotting®)
nemusi piesné odpovidat expresi CYP1A2 a stanoveni enzymové aktivity tedy piedstavuje
ptesngj$i nastroj k uréeni jeho enzymové indukce.

Vedle téchto vysledkli jsou stanovené proteinové exprese a enzymové aktivity
CYP1A1/2 rovnéz v souladu s tvorbou aduktit AAI s DNA ex vivo, coz poukazuje na tlohu
CYP1A1/2 v nitroredukci AAI. Nalezené zvysené expresni hladiny a enzymové aktivity
CYP1Al vledvinich a CYP1A2 vjatrech toto tvrzeni potvrzuji. Neni tedy
pravdépodobné, Ze by vtomto piipadé CYPI1A1/2 vyznamné pfispival k oxidacni
demethylaci AAI a tato reakce je tedy katalysovana i jinymi enzymy. To bylo skute¢né
prokazano, nebot’ demethylace AAI je také katalysovana CYP2C (viz kap. 4.2.1.1, str. 94).
Vliv dikumarolu na metabolismus AAIl v potkanim organismu je piehledné shrnut

ve schematu uvedeném na Obr. 38 (str. 79).

ODbr 38: Schematické shrnuti ilustrujici vliv podani dikumarolu (DC) na metabolismus AAI
v potkanech (str. 79). Indukce NQO1 vyvolana pusobenim dikumarolu resultovala
ve vyssi tvorbu aduktd AAI s DNA po redukci cytosoly ex vivo. Inhibice CYP2C
vyvolana dikumarolem vedla ke snizen{ oxidacni detoxikace AAI na AAla v jaternich
mikrosomech. Jak indukce NQOI1, tak inhibice CYP2C vedla k vyssimu mnozstvi
aduktd AAI s DNA vjatrech 7z vivo. Tvorba adukta AAI s DNA 2 vivo byla
v ledviné ovlivnéna pouze indukci NQOI1. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni
oproti mnozstvi aduktt u zvifat premedikovanych pouze AAIL Porovnani bylo
analysovano Studentovym rtestem: **p < 0,01 a **p < 0,001. RAL, relativni

znaceni aduktd.
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4.1.2 Studium oxidacni detoxikace AAI

Vedle aktivace AAI spocivajici v nitroredukci za tvorby aristolaktamu je tento
rostlinny alkaloid v organismu rovnéz detoxikovan. Oxida¢ni detoxikace AAI resultuji
v tvorbu jejiho O-demethylovaného produktu, AAla, katalysuji zejména enzymy MFO
systému. V této Casti predkladané disertacni prace jsou uvedeny vysledky studie, jejimz
cilem bylo objasnéni metabolické detoxikace AAI v potkanim organismu. Vedle studie
in vivo zkoumajici vliv dikumarolu (kap 4.1.1, str. 66), byly provedeny experimenty,
ve kterych byla modulovana exprese CYP1Al a 1A2, a to podanim induktoru téchto
enzymi, Sudanu I, experimentalnim zvifatim (laboratornimu potkanovi). Cilem takové
studie bylo objasnit, které zreakci metabolismu AAI, které jsou katalysovany témito
enzymy, jmenovité¢ oxida¢ni demethylace AAI na AAla a redukéni aktivace za tvorby
adukti AAI s DNA, ptevladaji v podminkach in vivo (kap. 4.1.2.3, str. 86). Nadto byly
rovnéZ urceny redlné piispévky jednotlivych lidskych a potkanich CYP k oxida¢ni
detoxikaci AAIl v jatrech, vorganu, kde dochazi k nejintensivnéj$i biotransformaci
xenobiotik, véetné AAI (kap. 4.1.2.2, str. 83).

4.1.2.1 Mechanismus O-demethylace AAI

V nedavnych studiich, ve kterych bylo vyuzito specifickych inhibitort CYP,
rekombinantnich lidskych a potkanich CYP a rovnéz geneticky upravenych mysich
modeli, které mély deletované geny pro CYP1A1/2 (Arlt et al., 2011a; Levova et al., 2011
Stiborova et al., 201la, 2012), bylo prokazéno, Zze nejefektivnéj§imi enzymy
detoxikujicimi AAI jsou CYP1A1/2, popt. CYP2C. Z lidskych CYP oxiduje AAI na AAla
s nejvetsi efektivitou CYP1ATL > 1A2 > 2C9 > 2C8 > 3A4 (Obr. 39A, str. 81), nicméné
majoritné se na téchto reakcich podili pravé podrodina CYPIA. Z potkanich CYP jsou
nejefektivngjsi CYP1A2, 1A1 2C6 a 2CI11 s malym piispévkem CYP2C12 a 2C13
(Obr. 39B, str. 81). Jednim zcili ptredkladané disertatni prace bylo objasnit realné
prispévky téchto enzymii jak v lidskych, tak potkanich jatrech.

Jak bylo uvedeno v piedchozi ¢asti prace (kap. 4.1.1), ve studii, ve které byl
potkanim podavan dikumarol samostatné (60, resp. 120 mg/kg) a v kombinaci s AAl
(20 mg/kg), vysledky naznacuji, ze in vivo CYP1A1/2 tomto piipadé nehraji majoritni
ulohu v detoxikaci AAI na AAla. Schopnost jaternich a ledvinnych mikrosomu
nekorespondovala ani s proteinovou expresi, ani s enzymovymi aktivitami CYP1A1/2
(Obr. 35-37, str. 75-77). Vzhledem Kk vysoké proteinové expresi CYP podrodiny 2C
v potkanich jatrech (Obr. 25B, str. 57) (Nedelcheva & Gut, 1994) jsme se soustiedili praveé
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Obr. 39: Lidské (A) a potkani (B) rekombinantni CYP oxida¢né detoxikujici AAI n
(ptevzato z Levova et al., 2011; Stiborova et al., 2012).
na tuto podrodinu CYP. Nejprve byl studovan vliv dikumarolu na O-demethylaci AAI
katalysovanou jaternimi a ledvinnymi mikrosomy in vitro, které byly isolovany
z nepremedikovanych zvifat. Dikumarol se ukazal jako silny inhibitor tvorby AAla jak
jaternimi (ICso = 1,6 uM), tak ledvinnymi (ICso = 4,6 uM) mikrosomy in vitro (Obr. 40).
Proto by 1 malé zbytkové mnozstvi dikumarolu v tkani, podobné jako v pfipadé bioaktivace
katalysované NQO1 (kap. 4.1.1.3, str. 70), mohlo ovlivnit detoxikaci AAI na AAla. Toto
zjisténi by mohlo c¢astecné vysvétlit pokles tvorby AAla katalysované jaternimi a
ledvinnymi mikrosomy, které byly isolovany z potkant premedikovanych dikumarolem
a/nebo AAI (kap. 4.1.1.4, str. 75). Nicméng¢, tyto vysledky jsou v ostrém rozporu s vyse
uvedenou studii dr. Chenové, ve které byly detekovany zvysSené hladiny AAla v plasmé
studovanych zvitat (Chen et al. 2011). Takové vysledky signalisuji, ze v my$im organismu

musi byt AAI detoxikovéna 1 jinymi enzymy.
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Obr. 40: Vliv dikumarolu na O-demethylaci AAT (10 uM) na AAla katalysovanou jaternimi
(A) a ledvinnymi (B) mikrosomy isolovanymi z nepremedikovanych potkana.
Tvorba AAla je vyjadfena jako relativni plocha peaku vztazend na minutu a mg
proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tii stanoveni; *p < 0,05 a **p < 0,001. F,
faktor pfedstavujici nasobek snizeni oproti tvorbé AAla bez pfitomnosti
dikumarolu. ND, nedetekovino.
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Vliv dikumarolu na enzymové aktivity CYP1A1/2, ktery by odpovidal jeho vlivu
na oxidaci AAI, vSak nebyl nalezen (vysledky nejsou uvedeny). Dikumarol ovSem
inhiboval aktivity CYP2C6/11 in vitro (Obr. 41): CYP2C6 vétsi mérou (ICso = 7,6 uM) a
CYP2C11 mérou mensi (ICsp = 50,31 pM).
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ODbr. 41: Vliv dikumarolu na enzymové aktivity potkanich rekombinantnich CYP2C11 (A) a
CYP2C6 (B). Aktivita CYP2C11 je vyjadfena v nmol 16a-hydroxytestosteronu
na minutu a mg proteinu a aktivita CYP2C6 v pmol 4’-hydroxydiklofenaku
vztazenych na minutu a mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze ti stanovent;
*p < 0,05; ¥*p < 0,01 a ¥*p < 0,001. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni oproti
kontrole bez pfitomnosti dikumarolu. ND, nedetekovano.
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Tyto vysledky podporovaly nasi hypothesu, ze na detoxikaci AAI v potkanim
organismu po premedikaci dikumarolem, popf. kombinaci dikumarolu a AAI pievazné
participuji CYP2C6 a 2C11. Nasledn¢ byly tedy stanoveny enzymové aktivity CYP2C6/11
Vv potkanich jatrech. Ze ziskanych vysledki je patrné, ze aktivita CYP2C6 byla po podani
dikumarolu a AAI snizena o 20 % (Obr. 42A) a inhibice aktivity CYP2C11 dosahla az
hodnoty 60 % (Obr. 42B).
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Obr. 42: Enzymove aktivity CYP2C6 (A) a CYP2C11 (B) v ]atermch mikrosomech potkana
premedikovanych dikumarolem (DC) a/nebo AAIL Aktivita CYP2CG je vyjadfena
v pmol 4’-hydroxydiklofenaku vztazenych na minutu a mg proteinu a aktivita
CYP2C11 je uvedena v nmol 16a-hydroxytestosteronu vztazenych na minutu a
mg proteinu. Hodnoty jsou prumérem ze ti stanoveni; *p < 0,05; **» < 0,01 a
¥y < 0,001. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.
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Na zaklad¢ ziskanych vysledkt a vysledka diive publikovanych (Pearce et al.,
1992) lze fici, ze CYP2C6/11 mohou byt kompetitivn¢ inhibovany zbytkovym
dikumarolem, ktery se vzhledem k jeho dlouhému elimina¢nimu polocasu (Lai et al.,
1976) mohl v tkanich stale vyskytovat. ZvySena tvorba aduktd AAI s DNA vV jatrech
(Obr. 28, str. 67) tedy mohla byt vysledkem nejen indukce NQOI, ale rovnéz snizené miry
detoxikace AAI na AAla, ktera byla vyvolana inhibici CYP2C6/11.

Zjisténé vysledky podtrhuji vyznam CYP2C6/11 v oxidacni detoxikaci AAI
na AAla v organismu laboratorniho potkana. Navzdory malé efektivit¢ v tvorbé AAla
in vitro (Obr. 39B, str. 81) je pravdépodobné, ze CYP2C6/11 participuji na tomto procesu
Vv potkanich jatrech podstatné vétsi mérou, a to pfedevs§im vzhledem k vysoké expresi

Vv této potkani tkani (Nedelcheva & Gut, 1994; Veceta et al., 2011; Zachaiova et al., 2012).

4.1.2.2 Piispévky jednotlivych lidskych a potkanich cytochromii P450 K oxidacéni
detoxikaci AAI

V dalsi casti studie zkoumajici oxidacni detoxikaci AAI na AAla byly urCeny
realné prispévky lidskych a potkanich CYP k této reakci, a to s pfihlédnutim jak k jejich
vlastni aktivité, tak i proteinové expresi téchto enzymu V lidskych a potkanich jatrech
(Obr. 25 a 39, str. 57 a 80). K vypoctu téchto ptispévka byly vyuzity stanovené rychlosti
oxidace AAI lidskymi a potkanimi rekombinantnimi CYP v piitomnosti cytochromu bs
(Obr. 39, str. 81), ktery je fakultativni soucasti MFO systému a ktery moduluje efektivitu
CYP oxidovat AAI (Stiborova et al., 2011a). Takto ziskané vysledky se ponékud lisi od
absolutnich uc¢innosti lidskych a potkanich CYP oxidovat AAIl a vrhaji tak
na O-demethylaci AAI nové svétlo.

V lidskych jatrech nejvice piispiva k detoxikaci AAl na AAla CYP1A2 (~47,5 %),
ktery je nasledovan CYP2C9 (~15,8 %), CYP3A4 (~10,5 %) a CYP1Al (~8,3 %)
(Obr. 43A, str. 83). Takové vysledky jsou Castecné piekvapivé, nebot’ nejvyssi aktivitu
oxidovat AAI na AAla mél pravé lidsky rekombinantni CYP1A1, nicméné jeho nizka
expresni hladina v jatrech (< 0,7 %) (Stiborova et al., 2002, 2005c¢) je divodem tak malého
realného ptispeévku k oxidaéni detoxikaci AAIL a to dokonce niz§iho nez jsou ptispévky
CYP1A2, 2C9 a 3A4. Ostatni CYP jako CYP2EI, 2C8 a 2C19 sice také prispivaji
k detoxikaci v lidskych jatrech, ale jejich uloha je nepatrna (~1,1 %; ~1,0 % a ~0,6 %).
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Obr. 43: Realné pfispévky jednotlivych lidskych (A) a potkanich (B) CYP k oxidaéni
detoxikaci AAI na AAla v jatrech téchto organismu.

Redlné ptispévky k tvorbé AAla potkanimi jaternimi CYP byly rovnéz odlisné od
absolutnich ucinnosti uréenych za pouziti rekombinantnich enzymu. Nadto se liSily rovnéz
v jednotlivych piispévcich ve srovndni s lidskym organismem: nejvyssi efektivitu
ve tvorbé AAla vykazovaly CYP podrodiny 2C (~83 %), zejména pak CYP2C11 (~42 %)
a CYP2C6 (~17 %), které byly nasledovany podrodinou 1A (~17 %). Nizké piispévky
CYPI1A lze vysvétlit zejména tim, Ze proteinova exprese této podrodiny je v potkanich
jatrech ~2%, zatimco expresni hladiny CYP2C zaujimaji az 55 % celkovych CYP
(Nedelcheva & Gut, 1994). Tyto vysledky navic zcela podporuji zavéry ze studie, ve které
byli zkoumani potkani premedikovani dikumarolem, resp. dikumarolem a AAl, a to ze
CYP2C hraji v oxida¢ni detoxikaci AAI v potkanim organismu klicovou tlohu, kterou
nelze opomijet, @ t0 navzdory skuteCnosti, Zze nejvétsi aktivitu O-demethylovat AAI
na AAla vykazovaly CYP1A2, resp. 1Al (Obr. 39, str. 81).

Rozdily v G¢innosti jednotlivych CYP O-demethylovat AAI na AAla (Obr. 39,
str. 81) mohou byt, vzhledem k pfedpokladanému mechanismu reakce (Obr. 18, str. 47),
zpusobeny rozdilnou afinitou AAI k témto enzymim a rovnéz vazebnou orientaci
methoxyskupiny AAI v jejich aktivnim centru. Z tohoto divodu byly provedeny studie
in silico, ve kterych byla studovana vazba AAI do aktivniho centra lidskych CYPIAI,
1A2, 2C9 a 3A4 (Obr. 44, str. 85), tj. enzymu, které jsou nejefektivnéjsi v tvorbé AAla,
nicméné jejich Ucinnost je znacné rozdilna (Obr. 39A, str. 81). Vysledky ze ziskanych
modeld in silico demonstruji, ze ve vazbé mezi methoxyskupinou AAI a atomem kysliku
v aktivnim centru studovanych CYP jsou kratké vzdalenosti (3,7-4,4 A). Nicméné, afinita
AAIl k CYP2C9 a 3A4 byla signifikantné nizsi nez k CYP1AL/2 (Tab. 2, str. 85). Ackoliv
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je CYPIAI1 nejucinngjsi enzym, ktery oxidacné detoxikuje AAI na AAla, afinita AAI
k CYP1A1 byla dle ziskaného modelu niz$i nez k CYP1A2. Nicméné¢ vzhledem
ke skute¢nosti, ze vzdalenost methoxyskupiny AAI od aktivniho centra CYP1A2 je vétsi
00,5 A, miize byt timto zplisobem vysvétlena nizsi efektivita CYP1A2 O-demethylovat
AAI na AAla. Na zéklad¢ téchto vysledk I1ze konstatovat, ze vysoka uc¢innost CYP1A1/2
v oxidaci AAI na AAla je vysledkem optimalni orientace molekuly AAI v aktivnim centru

téchto enzymi a jejich afinity k jednotlivym CYP.

Tabulka 2: Stanovené volné vazebné energie a vzdalenosti v komplexu AAT a CYP

. B i Stanovena volna vazebna energie  Vzdalenost reaktanti®
Simulovany systém

[kcal/mol] [A]
CYP1A1 -7,0 4.4
CYP1A2 -1,7 49
CYP2C9 -5,3 4,3
CYP3A4 -6,0 3,7

* vzdalenost mezi uhlikem methoxyskupiny AAI a kyslikem koordinovanym hemovym
atomem zeleza v komplexu CYP a AAL

Obr. 44: Vazebné orientace stanovené metodou molekularntho modelovani i  silico
v komplexu AAL s CYP1A1 (A), CYP1A2 (B), CYP2C9 (C) a CYP3A4 (D).
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4.1.2.3 Uloha cytochromii P450 141/2 v oxidaéni detoxikaci AAI

Cilem nésledujici ¢asti predkladané disertaéni prace bylo zjistit, kterd ze dvou
popsanych metabolickych cest katalysovanych CYP1A1/2, tj. oxidacni detoxikace a
redukéni bioaktivace AAI, pfevazuje V podminkach in vivo. K dosazeni tohoto cile bylo
pouzito modulace exprese téchto enzymu prostfednictvim jejich induktoru, Sudanu I.
Laboratornimu potkanovi byl poddvan Sudan I, AAI a jejich kombinace. Ze ziskanych
vysledku je patrné (tato kapitola a kap. 4.1.2.4, str. 90), Ze podani Sudanu I bylo vhodnym
nastrojem pifinasejicim odpoveéd’ na zkoumané otazky.

Nejprve byla testovana schopnost mikrosomt isolovanych =z jater a ledvin
experimentalnich zvifat oxida¢né detoxikovat AAI in vitro. VSechny studované mikrosomy
O-demethylovaly AAI na AAla. Exposice laboratorniho potkana Sudanu I samostatné
resultovala ve zvyseni tvorby AAla jak v jatrech, tak v ledviné ve srovnani s kontrolnimi
mikrosomy (Obr. 45). Nicméné kombinované podani Sudanu I a AAI zvySovalo
O-demethylaci AAI na AAla pouze v jatrech. V ledviné byl u jaternich mikrosomi
isolovanych z téchto zvirat nalezen 1,6ndsobny pokles ve tvorbé AAla oproti kontrolnim
zvitatim (Obr. 45B). Tyto vysledky sice potvrzuji vyznam CYP1A1/2 v oxidaéni
detoxikaci AAI na AAla, nicméné aktivita O-demethylovat tento rostlinny produkt neni

ptilis vyznamné indukovana podanim Sudanu I, resp. jeho kombinaci s AAL.

22 4

A 22 \q‘; B ]

20 4 ((/, 20 4
@ 184 Il o 184
2 6 q 3 16 &
= Pl 3 k {<’/
= 14 < = 144
3 o2 1 o j
o 124 1 < o 127
oy _E 4

T 5]

o 10 5 104
= S
= ] = g4
£ ° e S o
T 6 B 64 « &
@ 4
[N 14 4

] 2; l

0 T T T T T T T g 0 T T T

Kon AA Sud | Sud [+AAl Kon AAl Sud | Sud [+AAI

Obr. 45: O-demethylace AAI na AAla katalysovana jaternimi (A) a ledvinnymi (B)
mikrosomy isolovanymi z potkana premedikovanych Sudanem I (Sud I), AAI a
jejich kombinaci. Tvorba AAla je vyjadfena jako relativni plocha peaku vztazena
na minutu a mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tif stanoveni; *p < 0,05. F,
faktor pfedstavujici nasobek zvysen{ oproti kontrole.

Proto byly analysovany proteinové exprese a enzymové aktivity CYP1AL a 1A2,
aby tyto hypothesy bud’ potvrdily anebo vyvratily. Exprese proteinu CYP1Al byla
indukovana podanim jak Sudanu I samotného, tak kombinaci s AAI v jatrech i ledviné

(Obr. 46AB, str. 87), pii¢emz v jatrech byla tato indukce nejen patrnéjsi, ale rovnéz byla
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ve srovnani s kontrolnimi zvifaty v ptipadé¢ kombinovaného podani Sudanu I a AAI vyssi,

jmenovité 6,4nasobnda, ve srovnani s podanim Sudanu I samotného (Obr. 46A). Uvedené

vysledky exprese proteini CYP1A1/2 byly v souladu s enzymovou aktivitou CYP1A1l,

kterd byla méfena jako schopnost oxidovat Sudan I in vitro (Obr. 46CD), a aktivitou
CYP1A stanovenou jako EROD (Obr. 46EF). Aktivita CYP1Al a CYP1A v jatrech byla

vyznamné zvys$ena podanim Sudanu I samotného, resp. v kombinaci s AAI (Obr. 46C-F).
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46: Expresni hladiny proteinu CYP1A1 v jaternich (A) a ledvinnych (B) mikrosomech
isolovanych z potkant premedikovanych Sudanem I (Sud I), AAI a jejich
kombinaci. Enzymova aktivita CYP1A1 v jatrech (C) a ledviné (D) byla stanovena
jako schopnost oxidovat Sudan I (vyjadfena v pmol celkovych hydroxylovanych
derivata/min./mg proteinu). Enzymova aktivita CYP1A v jatrech (E) a ledviné (F)
byla stanovena jako EROD (vyjidfena v pmol resorufinu/min./mg proteinu).
Proteinova exprese CYP1A1l je vyjadfena v relativnich jednotkich AU/mg
proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tif stanoveni; *» < 0,05; **p < 0,01 a

*¥p < 0,001, F, faktor predstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.
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Vedle proteinové exprese a enzymové aktivity CYPIA1 testovanych zvifat byly
tyto charakteristiky sledovany i pro CYP1A2. Vysledky jsou analogické jako u CYP1A1l.
Sudan I jak sam, tak v kombinaci s AAI indukoval expresni hladiny CYP1A2 v jatrech i
Vv ledviné (Obr. 47AB), coz se projevilo téZ v aktivité tohoto enzymu méfené jako MROD.
Samotné podani Sudanu I vedlo k 11,2nasobnému zvysSeni enzymové aktivity CYP1A2
ve srovnani s kontrolou v jatrech a kombinované podani Sudanu I a AAI tuto aktivitu
zvysilo dokonce 21,4nasobné (Obr. 47C). Ackoliv CYP1A2 je typickym jaternim
enzymem, podani Sudanu I indukovalo tento protein rovnéz v ledviné. Tyto vysledky
potvrzuji skute¢nost, ze Sudan I je silnym induktorem CYPIAl a 1A2 a nadto

demonstruji, ze kombinované podani této latky s AAI tyto vlastnosti jesté zesiluje.
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Obr. 47: Expresni hladiny proteinu CYP1A2 v jaternich (A) a ledvinnych (B) mikrosomech
isolovanych z potkant premedikovanych Sudanem I (Sud I), AAI a jejich
kombinaci. Enzymova aktivita CYP1A2 v jatrech (C) a ledviné (D) byla stanovena
jako MROD (vyjadfena v pmol resorufinu vztazenych na minutu a miligram
proteinu). Proteinova exprese CYP1A2 je vyjadfena v relativnich jednotkach
AU/mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze ti stanoveni; **p < 0,01 a
#Ep < 0,001. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole. ND,

nedetekovano.
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Nicméng, vysledky ziskané ze stanoveni exprese proteinu a enzymovych aktivit
CYP1A1/2 nejsou zcela v souladu se zjisténou tvorbou AAla jaternimi a ledvinnymi
mikrosomy. Zejména skute¢nost, Zze kombinované podani Sudanu I a AAI vedlo
ke zvySenym proteinovym expresim, resp. aktivitam CYP1A1/2 (Obr. 46-47, str. 87-88),
které se soucasné¢ neprojevily v O-demethylaci AAI na AAla (Obr. 45). Vzhledem
k vyznamu CYP2C v oxidacni detoxikaci AAI v potkanich jatrech, o kterém pojednavaly
ptedchozi kapitoly (kap. 4.1.2.1 a 4.1.2.2, str. 80 a 83), bylo sledovano, jak jsou
v experimentu ovlivnény enzymové aktivity CYP2C6 a 2Cl11, tedy enzym, které jsou
Vv potkanich jatrech majoritné zastoupeny (Nedelcheva & Gut, 1994). Stanoveni enzymové
aktivity CYP2C6 (4’-hydroxylace diklofenaku) a CYP2C11 (16a-hydroxylace
testosteronu) ukdzalo, ze Sudan I podany jak samostatné, tak v kombinaci s AAI snizoval
aktivitu CYP2C6 0 10 % a CYP2C11 dokonce 0 33 % (Obr. 48). Uvedené vysledky tak
mohou vysvétlit vySe zminéné diskrepance, které byly pozorovany mezi aktivitami
CYP1A1/2 a tvorbou AAla jaternimi mikrosomy isolovanymi ze zvifat, kterym byl podan
Sudan | a AAL.
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Obr. 48: Enzymové aktivity CYP2C6 (A) a CYP2C11 (B) v jaternich mikrosomech
isolovanych z potkana premedikovanych Sudanem I (Sud I), AAI a jejich
kombinaci. Aktivita CYP2C6 je vyjadfena v pmol 4’-hydroxydiklofenaku
vztazenych na minutu a mg proteinu a aktivita CYP2C11 je uvedena v nmol
16a-hydroxytestosteronu vztazenych na minutu a mg proteinu. Hodnoty jsou
prumérem ze tif stanoveni; *p < 0,05 a **p < 0,01. F, faktor pfedstavujici nasobek
zvyseni oproti kontrole.
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4.1.2.4 Indukce cytochromii P450 141/2 sniZuje tvorbu aduktit AAI s DNA

V jatrech a ledviné potkanti premedikovanych AAI a kombinaci Sudanu I s AAl
byla rovnéz analysovana tvorba adukti AAI s DNA in vivo, konkrétné¢ metodou
.. ?P-postlabelling®. V obou zminénych organech byly tvofeny adukty AAl s DNA shodné
s témi, které byly pfitomny v tkénich pacienti s AAN a BEN, jmenovité¢ adukty, U nichz
byla jiz dfive potvrzena jejich struktura, tj. dA-AAIl, dG-AAI a dA-AAIl (Obr. 49). Vétsi
mnozstvi aduktt AAI sDNA bylo detekovano v jatrech, ktera jsou hlavnim
biotransformaénim organem. Podani Sudanu I pfed AAI vedlo k 2,5nasobnému poklesu
tvorby téchto aduktl, a to jak Vv jatrech, tak v ledviné studovanych zvirat (Obr. 49).
Indukce CYP1A1/2 Sudanem I tedy vysledné vedla ke sniZeni genotoxicity AAL

10 S
] B AAI [ ]Sud I+AAI

Ry
q"'x.

RAL na 10° nukleotidii
[4) ]
1

Jatra Ledviny

Obr. 49: Tvorba aduktd AAI s DNA v jitrech a ledviné potkand premedikovanych AAT a
kombinaci Sudanu I (Sud I) a AAIL Stanoveni byla provedena metodou
,»’P-postlabelling”. Hodnoty jsou praimérem ze tif stanoveni; ***p < 0,001. RAL,
relativni znaceni adukta. F, faktor pfedstavujici nasobek zvySeni mnozstvi adukta
s DNA oproti mnozstvi aduktd u zvifat premedikovanych pouze AAI. Vlozeny
obrazek pfedstavuje autoradiogram aduktd AAI s DNA vjatrech potkant
vystavenych AAL

Vedle silnych indukénich efektth Sudanu I na expresi CYP1A1/2 je tato sloucenina
znama rovnéz jako induktor NQOT1 (Stiborova et al., 2013b). V dalsich experimentech
proto bylo studovano, jak se tento jeho indukéni potencial projevi i po plisobeni s AAI.

Rovnéz bylo sledovano, zda indukce Sudanem 1 ovlivni aktivaci AAI za tvorby aduktl

s DNA. Stanovené exprese a enzymové aktivity NQO1, enzymu majoritné¢ odpovédného
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za tvorbu adukti AAI s DNA in vitro a in vivo, skutecnost poklesu tvorby aduktt s DNA
po podani Sudanu I pted AAI neobjasnil. Proteinova exprese NQOI1 v jatrech i ledviné
byla indukovana jak Sudanem | samotnym, tak kombinaci Sudanu | a AAl, a to
ve srovnani s kontrolnimi zvifaty i se zvifaty vystavenymi AAI samotné (Obr. 50A).
Podobné vysledky byly zjistény i v ledvin€, kde indukce expresni hladiny NQO1 po podani
Sudanu I, resp. Sudanu I a AAI byla dokonce vyssi nez v jatrech (Obr. 50B). Nadto,
enzymové aktivity NQOI1 s témito vysledky zcela korespondovaly (Obr. 50CD). SniZzena
tvorba adukti AAI s DNA neni tedy vysledkem zvySené exprese NQOL, resp. jeji

enzymové aktivity v jatrech a ledving, ale ziejmé odpovida ptisobeni CYP1A1 a 1A2.
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Obr. 50: Expresni hladiny proteinu NQO1 (A a B) a jeji enzymova aktivita (C a D)
vjaternich (A a C) a ledvinnych (B a D) cytosolech isolovanych z potkant
premedikovanych Sudanem I (Sud I), AAI a jejich kombinaci. Aktivita NQOT1 je
vyjadfena v nanomol redukovaného cytochromu c vztazenych na minutu a
miligram  proteinu. Proteinova exprese NQO1 je vyjadfena v relativnich
jednotkach AU/mg proteinu. Hodnoty jsou primérem ze tif stanoveni; *p < 0,05;
**p < 0,01 a ¥+*p < 0,001. F, faktor predstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.
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Vysledky ziskané ze stanoveni exprese a enzymovych aktivit CYP1A1 (Obr. 46,
str. 87) a 1A2 (Obr. 47, str. 88) podporuji zavér, ze indukce téchto enzymul vyvolana
pusobenim Sudanu | vede K vyssi detoxikaci AAI na AAla. Tim se snizuji koncentrace
AAI v organismu, ktera je reduk¢né aktivovana za tvorby aduktd s DNA. Tyto vysledky
navic podtrhuji ulohu CYP1A1/2 v oxidaéni detoxikaci AAIl in vivo V potkanim
organismu, ktera resultuje v modulaci metabolismu AAI vedouci k ovlivnéni mnoZzstvi
aduktt tohoto rostlinného alkaloidu s DNA in vivo. Ac¢koliv mnozstvi podané AAI je
podstatné vyssi nez mnozstvi, kterym byli vystaveni pacienti s AAN, a jeji efekt je tedy
niz8i, musi byt brano v potaz rovnéz dlouhodobé, chronické vystaveni pacientli plisobeni
AAI. Ziskané vysledky jsou v souladu s dfive publikovanymi studiemi, ve kterych bylo
za vyuziti mySich transgennich linii Cyplal(-/-), Cypla2(-/-) a Cyplal/2(-/-) zjisténo, Ze
chybéjici gen pro CYP1A1/2 vede ke snizené tvorbé AAla, zatimco genotoxicita AAI
(tvorba aduktd AAI s DNA) je zvySena (Rosenquist et al., 2010; Arlt et al., 2011).
Vysledky ziskané v predkladané disertacni praci rovnéz potvrzuji zavéry, podle kterych je
koncentrace kysliku v tkani zadsadnim faktorem, ktery ovliviiuje rovnovahu mezi redukéni
aktivaci a oxida¢ni detoxikaci AAI katalysovanymi CYP1A1/2. Pokud probiha reakce
V hypoxickém (anaerobnim) prostfedi, chova se AAI jako ligand atomu zeleza ve struktuie
hemu b, ktery je prosthetickou skupinou CYP1A1/2, a je reduk¢éné aktivovan. V aerobnich
podminkach ovSem reaguje AAI jako klasicky substrat téchto enzymt, do kterého je
zabudovan pravé jeden atom kysliku, coz resultuje v O-demethylaci AAI za tvorby AAla
(Jetabek et al., 2012; Stiborova et al., 2005b, 2014).

Ziskané vysledky ilustruji, Ze koncentrace kysliku v tkanich jsou dostatecné
k oxida¢ni detoxikaci AAI katalysované CYP1A1/2, ktera tak prevlada nad jeji bioaktivaci
in vivo. Tyto vysledky jsou rovnéz v souladu se studii, ktera zkoumala tvorbu adukti AAI
s DNA mikrosomalnimi a cytosolarnimi enzymy v aerobnich podminkach in vitro, ktera
demonstrovala silnou inhibici této reakce v pfitomnosti kysliku (Schmeiser et al., 1997).
Na zakladé téchto vysledkd a vysledkd diive publikovanych studii (Arlt et al., 2011a;
Stiborova et al., 2012) je ziejmé, Ze oxidacni detoxikace AAI na AAla katalysovana
CYP1A1/2 prevazuje nad jejich funkci v redukéni aktivaci AAI vedouci k tvorbé aduktt
s DNA in vivo. Z tohoto hlediska jsou tyto enzymy dulezitym cilem dalSiho védeckého
badani, nebot’ jejich variabilita, vCetn€ genetického polymorfismu mulZze vysvétlit

specifickou individudlni vnimavost vi¢i AAI mezi pacienty s AAN, popi. BEN.
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4.2 STUDIUM AETOLOGIE BALKANSKE ENDEMICKE
NEFROPATHIE

Druha oblast studovana v predkladané disertacni praci byla zaméfena na prispévek
k dalsimu poznani actiologie BEN, onemocnéni, které se vyskytuje pouze v uréitych
ruralnich oblastech v povodi feky Dunaje na uzemi Chorvatska, Bosny a Hercegoviny,
Srbska, Bulharska a Rumunska (Obr. 12, str. 38) (Radovanovi¢, 2002; Trnacevi¢ et al.,
2002, Jankovi¢ et al., 2011; Jelakovi¢ et al., 2015). V obdobi minulych 60 let byla
aetiologie BEN detailné¢ studovéana celou fadou pracovist’ a mezi potencialnimi ptvodci
tohoto onemocnéni byly fazeny nejen AA, ale i mykotoxiny (OTA, citrinin), toxické ionty
tézkych kovl a organické latky uvolnované z lignitovych podlozi endemickych oblasti.
Nicméné, hypothesa predpokladajici, ze OTA je majoritnim ptivodcem BEN/UUC, byla
na pocatku 21. stoleti vylou¢ena Evropskym uUfadem pro bezpecnost potravin (European
Food Safety Authority, EFSA), a to pfedevS§im kvuli absenci relevantnich védeckych
vysledk prokazujicich genotoxicitu OTA (EFSA, 2006).

Na zéaklad¢é poslednich komplexnich studii byla jednozna¢né prokazana klicova
uloha AA ve vyvoji BEN/UUC a zejména v UUC. Nicméné je rovnéz pravdépodobné, Ze
vyvoj tohoto onemocnéni je multifaktoridlni. Ackoliv je BEN vyvoldna AA podobné jako
AAN, nejsou jejich klinické manifestace totozné (Stefanovi¢, 2002; Pfohl-Leszkowicz,
2009). V Gvahu tedy pfichazi dal$i environmentalni faktory, které mohou ovliviiovat
metabolismus AA vorganismu, a tim modulovat vyvoj BEN/UUC. Nicméné,
do soucasnosti takova studie chybi. Proto byl v prfedkladané diserta¢ni praci studovan vliv
nékterych suspektnich environmentalnich faktortt povazovanych za pivodce BEN/UUC
na metabolismus AA in vivo (kap. 4.2.1, str. 93) a in vitro (kap. 4.2.2, str. 103). Vysledky

uvedené v této ¢asti disertacni prace jsou soucasti publikaci uvedenych v prilohach 6-7.

4.2.1 Uloha ochratoxinu A ve vyvoji Balkinské endemické nefropathie

V prvni cCasti studie zkoumajici vliv suspektnich faktorti na aetiologii BEN byl
studovan vliv OTA nametabolismus AA in vivo, a to Vexperimentalnim modelu
laboratorniho potkana. Abychom objasnili ulohu OTA, mykotoxinu detailn¢ studovaného
jako mozna pricina BEN/UUC od 70. let minulého stoleti, ve vyvoji BEN/UUC, byl
modelovan experiment, ve kterém Dbyly alespoit ¢astecné simulovany podminky

v endemickych oblastech Balkanského poloostrova. Laboratornimu potkanovi byla
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podavana smés AAI a AAIl (v poméru pfirozené¢ se vyskytujicim v rostlinach celedi
Aristolochiaceae, 33:64) a OTA po dobu 5 dni (kap. 3.2.1, str. 61). Nasledn¢ byla
studovana jak na reduk¢ni aktivace (tvorba adukti AA s DNA), tak oxida¢ni detoxikace

tohoto rostlinného alkaloidu.

4.2.1.1 Tvorba aduktii aristolochové kyseliny a ochratoxinu A s DNA in vivo

Nejprve byla analysovana tvorba aduktd s DNA odvozenych jak od AA, tak
od OTA v jatrech a ledviné potkani vystavenych samostatné podanych AA, OTA a jejich
kombinaci (Obr. 51). Pro stanoveni adukti OTA s DNA byla pouzita modifikovana
metoda ,,32P-postlabelling“ (detailni informace jsou uvedeny v priloze 6 této prace).
V jatrech a ledviné potkanli premedikovanych AA a kombinaci AA a OTA byly
detekovany adukty AA s DNA shodné s adukty nalezenymi v tkanich pacientd s AAN a
BEN, tzn. dG-AAl, dA-AAIl a dA-AAIl (Obr. 52AB, str. 95). Naopak, adukty OTA
s DNA nebyly vjatrech a ledviné nalezeny ani po podani OTA samotného, ani
po kombinovaném podani s AA (Obr. 52C), coz naznaCuje, ze OTA nereaguje jako
klasické genotoxické agens, které je schopné piimé modifikace DNA. Ziskané vysledky
jsou v souladu s dfive publikovanymi studiemi, které signalisovaly klicovou ulohu AA
ve vyvoji urothelialnich nadoru, které jsou pozdni komplikaci BEN (Arlt et al., 2002b;
Grollman et al., 2007; Jelakovi¢ et al., 2012; Schmeiser et al., 2012; Gokmen et al., 2013).
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ODbr. 51: Tvorba adukti AA a/nebo OTA s DNA v jatrech (A) a ledviné (B) kontrolnich
(nepremedikovanych) potkant a potkant premedikovanych AA, OTA a jejich
kombinaci. Stanoveni byla provedena metodou ,,”’P-postlabelling®. Hodnoty jsou
prumérem ze tff stanoveni; ***p < 0,001. RAL, relativn{ znacen{ aduktd. F, faktor
pfedstavujici nasobek zvyseni mnozstvi aduktd s DNA oproti mnozstvi aduktd u
zvifat premedikovanych pouze AA.
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Obr. 52: Autoradiogramy adukti AA (A a B) a OTA (C) s DNA vjitrech potkand
premedikovanych AA (A), OTA a AA (B) a OTA samotnym (C). Skvrna 1,
dG-AAI; skvrna 2, dA-AAI a skvrna 3, dA-AAITL

Mnozstvi adukti AA s DNA v ledviné, cilovém organu genotoxického pisobeni
AA, bylo vyssi nez v jatrech (Obr. 51, str. 94). V obou organech byly po kombinovaném
podani AA a OTA nalezeny vyssi hladiny adukti AA s DNA: v jatrech byl detekovan
5,4nasobny narust a v ledviné 1,6nasobny nartst tvorby aduktt (Obr. 51). Na zakladé
téchto vysledkt I1ze predpokladat, ze OTA ovliviiuje metabolismus AA, ktery pak resultuje
ve vyssi tvorbu adukti s DNA. Proto byl dale studovan mechanismus, ktery muize byt
za tento efekt odpovédny. Nejdiive byly sledovany proteinové exprese a enzymové aktivity
NQO1, CYP1Al1/2, POR a CYP2C6/11, tedy enzymu, které majoritné prispivaji
k metabolismu AA.

4.2.1.2 Ochratoxin A a aristolochova kyselina indukuji NQOI1 v jatrech a ledviné

Jak jiz bylo uvedeno vyse, na reduk¢ni aktivaci AA in vivo a in vitro majoritné
participuje cytosolarni reduktasa NQO1 (Chen et al., 2011; Stiborova et al., 2011b; Levova
et al., 2012; Krais et al., 2015). Podani AA po dobu 5 dni vedlo ke zvySeni expresnich
hladin tohoto enzymu jak v jatrech, kde byla nalezena ve srovnani s kontrolnimi zvifaty
jeho vice nez Snasobna indukce, tak v ledving, kde byl nartst dokonce vice nez 22nasobny
(Obr. 53AB, str. 96). Podobné¢ jako expresni hladiny proteinu NQOL, byly i aktivity tohoto
enzymu po podani AA zvySené. Zatimco v jatrech bylo nalezeno 3,9ndsobna zvyseni,
Vv ledving byla detekovana 3,1nasobna indukce enzymové aktivity NQO1. (Obr. 53CD).
Podani samotného OTA vedlo rovnéz k indukci jak exprese proteinu, tak enzymovych
aktivit NQOL1 v jatrech a ledving. Ve srovnani s kontrolnimi (nepremedikovanymi) zviraty
byla indukce proteinové exprese NQOI v jatrech takika 4nasobnd a v ledviné 3ndsobna

(Obr. 53AB), coz bylo rovnéz vsouladu se zjiSténymi enzymovymi aktivitami
(Obr. 53CD).
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Obr. 53: Expresni hladiny proteinu NQO1 (A a B) a jeji enzymova aktivita (C a D)
v jaternich (A a C) a ledvinnych (B a D) cytosolech isolovanych z potkant
premedikovanych AA; OTA a jejich kombinaci. Aktivita NQO1 je vyjadfena
v nanomol redukovaného cytochromu c¢ vztazenych na minutu a miligram
proteinu. Proteinova exprese NQOT1 je vyjadfena v relativnich jednotkach AU/mg
proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tif stanoveni; ***p < 0,001. F, faktor
predstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.

Tyto vysledky demonstruji, Ze OTA muze pusobit jako induktor potkani NQO1 in vivo.
V ptipad¢ kombinovaného podéani byla sice ve srovnani s kontrolnimi zvifaty pozorovana
indukce NQOlv jatrech a ledviné jak na urovni proteinové exprese, tak enzymové aktivity,
nicméné ve srovnani se zviraty, kterym byla podana pouze AA, byly expresni hladiny
NQOL1 v jatrech cca 3nasobné (Obr. 53A). Pozorovany nartst exprese NQO1 vsak nebyl
vsouladu se stanovenymi enzymovymi aktivitami (Obr. 53C). V ledviné byl
po kombinovaném podani AA a OTA pozorovan dokonce 2nasobny pokles expresnich
hladin NQOL1 oproti indukci zprostiedkované AA (Obr. 53B), tedy ve srovnani s potkany
premedikovanymi pouze AA. Tento pokles se projevil rovnéZ v niz§i enzymové aktivité
NQOL1 (Obr. 53D). Ziskané vysledky potvrdily schopnost AA indukovat NQO1 v obou
zminénych organech popsanou Vv diivéjsich studiich (Arlt et al., 2011b; Levova et al.,
2012) a demonstrovaly, ze OTA rovnéz piispivd k indukci tohoto enzymu. Takové
vysledky signalisuji, Zze ob¢ latky mohou indukovat NQOI1, nejucinnéjsi enzym redukcné
aktivujici AA za tvorby aduktl s DNA, rovnéZ v tkdnich pacientdi s BEN, ¢imZ mohou

pfispivat ke zvySenému risiku vyvoje nadorového onemocnéni.
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4.2.1.3 Ochratoxin A sniZuje aktivitu enzymii detoxikujicich AA

Vzhledem kdvoji tuloze CYP1A1/2 v metabolismu AA, tj. schopnosti
za anaerobnich podminek redukovat AA a v podminkach oxidacnich ji detoxikovat, byly
zkoumany jak expresni hladiny, tak aktivity t€chto enzymi v jatrech a ledvin¢ studovanych
zvifat. Zatimco proteinova exprese CYP1A1l byla v potkanich jatrech detekovana
(Obr. 54A), v ledviné bylo jeji stanoveni na pomezi detekéniho limitu (Obr. 54B) a

exprimované mnozstvi CYP1A1 proto nebylo v tomto organu kvantifikovano.
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Obr. 54: Expresni hladiny proteinu CYP1A1 v jaternich (A) a ledvinnych (B) mikrosomech
isolovanych z potkant premedikovanych AA, OTA a jejich kombinaci. Enzymova
aktivita CYP1A1 v jatrech (C) a ledviné (D) byla stanovena jako schopnost oxidovat
Sudan I (vyjadfena v pmol celkovych hydroxylovanych derivati/min/mg proteinu).
Enzymova aktivita CYP1A v jatrech (E) a ledviné (F) byla stanovena jako EROD
(vyjadfena v pmol resorufinu/min/mg proteinu). Proteinova exprese CYP1AL1 je
vyjadfena v relativnich jednotkich AU/mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tif
stanoveni; ***p < 0,001. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.
ND, nedetekovano.
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Na zékladé¢ wvysledkd detekce expresnich hladin CYP1A1l v jatrech neni
pravdépodobné, ze OTA samotny, popt. v kombinaci s AA ovlivituje expresi CYPI1A1
Vv tomto organu. Nicmén¢, vysledky ze stanoveni enzymovych aktivit CYP1A1 (oxidace
Sudanu 1) a CYP1A (EROD) v jatrech a ledviné ukazuji, ze jak samotné podani OTA, tak
kombinované poddni OTA a AA vedlo ke statisticky vyznamnému poklesu téchto
enzymovych aktivit v obou organech (Obr. 54C-F, str. 97). Na zaklad¢ téchto skute¢nosti
je pravdépodobné, Ze zony detekované po stanoveni metodou elektropienosu na membranu
(,, Western blotting*) neodpovidaji ptesn¢ expresi CYP1A1 a stanoveni enzymové aktivity
predstavuje vhodnéjsi nastroj k urceni proteinové exprese sledovanych enzymi.

Expresni hladiny CYP1A2 byly detekovany pouze v jatrech, coz je ve shodé¢
se skutecnosti, Ze se jedna o takika vylu¢né hepatalni protein (Rendi¢ & DiCarlo, 1997).
Podani samotného OTA resultovalo v 2,7nésobné sniZeni proteinové exprese CYP1A2,
nicméné¢ obecné OTA ani sam, ani v kombinaci s AA neovliviioval expresni hladiny

CYP1A2 a enzymovou aktivitu stanovenou jako MROD (Obr. 55).
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Obr. 55: Expresni hladiny proteinu CYP1A2 v jaternich (A) a ledvinnych (B) mikrosomech
isolovanych z potkant premedikovanych AA, OTA a jejich kombinaci. Enzymova
aktivita CYP1A2 v jatrech (C) a ledvine (D) byla stanovena jako MROD (vyjadfena
v pmol resorufinu/min/mg proteinu). Proteinova exprese CYP1A2 je vyjadfena
v relativnich jednotkich AU/mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze ti
stanoveni; ***p < 0,001. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.
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Vzhledem k vyznamu CYP2C v detoxikaci AAI na AAla (kap. 4.1.2.1 a 4.1.2.2,
str. 80 a 83) bylo sledovano ovlivnéni aktivit CYP2C puisobeni AA a OTA podavanych
experimentalnim zviratim. Enzymova aktivita CYP2C11 byla po podani OTA samotného i
v kombinaci s AA vyznamné sniZena ve srovnani s kontrolnimi zvitaty, a to az 5,2nasobné
Vv pfipadé kombinovaného podiani OTA a AA. Nicméné premedikace samotnou AA
vyznamné aktivitu CYP2C1lneovlivnila (Obr. 56B). Podobné vysledky byly zjistény
rovnéz v piipadé enzymové aktivity CYP2C6, nebot’ OTA podany samostatné 2nasobné
snizil aktivitu tohoto enzymu a kombinované podani OTA a AA resultovalo dokonce V jeji
2,5nasobny pokles ve srovnani s kontrolnimi zvifaty (Obr. 56A). Na rozdil od enzymové

aktivity CYP2Cl11, aktivita CYPC6 byla snizena rovnéz poddnim samostatné AA.
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Obr. 56: Enzymové aktivity CYP2C6 (A) a CYP2C11 (B) v jaternich mikrosomech
isolovanych z potkant premedikovanych AA, OTA a jejich kombinaci. Aktivita

CYP2CG6 je vyjadfena v pmol 4’-hydroxydiklofenaku vztazenych na minutu a mg

proteinu a aktivita CYP2C11 je uvedena v nmol 16a-hydroxytestosteronu

vztazenych na minutu a mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tif stanoven;

*p < 0,01 a ¥**p < 0,001. F, faktor predstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.

Vedle enzymovych aktivit CYP1A1/2 a CYP2C6/11 byla stanovena také aktivita

POR, reduktasy, kterd je nedilnou soucésti systému MFO a kterd tak mize modulovat
aktivitu CYP v biotransformacnich reakcich. Ziskané vysledky demonstruji schopnost
OTA inhibovat enzymovou aktivitu POR jak v jatrech, tak v ledviné (Obr. 57, str. 99).
V jatrech bylo po podani jak samotného OTA, tak kombinace OTA a AA detekovéano az
2,3nasobné snizeni aktivity POR (Obr. 57A) a v ledviné byla pozorovana dokonce totalni

inhibice enzymové aktivity POR po kombinovaném podani OTA a AA (Obr. 57B).
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Obr. 57: Enzymova aktivita POR v jaternich (A) a ledvinnych (B) mikrosomech isolovanych
z potkani premedikovanych AA, OTA a jejich kombinaci. Aktivita POR je
vyjadfena v nanomol redukovaného cytochromu c vztazenych na minutu a miligram
proteinu. Hodnoty jsou prumérem ze tfi stanoveni; ***p <0,001. F, faktor
pfedstavujici nasobek zmény oproti kontrole. ND, nedetekovano.

4.2.1.4 Vliv ochratoxinu A a aristolochové kyseliny na detoxikaci AA a AAI

Dal$im krokem v na$i studii bylo testovani schopnosti jaternich a ledvinnych
mikrosomd oxida¢né detoxikovat AA, resp. AAI na AAla ex vivo. Ackoliv AAI je
O-demethylovana na AAla, AAIIL dal$i hlavni slozka pfirodni smési AA, tuto reakci
nepodstupuje a zda se, ze je vorganismu pouze redukéné aktivovana za tvorby
N-hydroxyaristolaktamu Il (Schmeiser et al., 1986, Chan et al., 2006). Nicmén¢, vSechny
studované mikrosomy oxidovaly AA/AAI za tvorby AAla (Obr. 58, str. 101). Podani AA
zvifatim snizilo schopnost jaternich mikrosomu tvofit AAla o 21 %, podani samotného
OTA 0 23 % a kombinované podani OTA a AA dokonce vedlo pouze k 50% tvorbé AAla
(Obr. 58A). Tato inhibice byla patrna rovnéz pii oxidaci AA ledvinnymi mikrosomy, kdy
kombinované podani OTA a AA vedlo az k ~70% sniZeni tvorby AAla (Obr. 58B).
Pti oxidaci Cisté AAI bylo pozorovano snizeni miry jeji O-demethylace jak jaternimi, tak
ledvinnymi mikrosomy, pfi¢emz nejvyraznéj$i byla pozorovana v mikrosomech
isolovanych ze zminénych orgdni potkani premedikovanych kombinaci OTA a AA.
V jatrech byl tento pokles tvorby AAla 1,8ndsobny a ledvinach dokonce 3,1nasobny
(Obr. 58CD).

- 100 -



Vysledky

A 10 4 B 10 4
94 (<
& 84 @ 84
§ 74 = -~ § 74
2 A2 QA 2
S,;S_ 6 & & S,;S_ 6
£ 5 . & £ 5] 1
k] A k]
a 44 < a 44 -
E I H < N
% 3 % 3 Q? //QP‘ N
o T < < o2
= 24 @ 24 B &
14 14
0 T T T T 0 T T T T
Kon AA OTA OTA+AA Kon AA OTA OTA+AA
C 10 D 10 4
94 9
o 84 % 8 |
% 74 » r .
= 3 A =
o] A A e
§ & & & ;% 6+
o) <
i # £ 4
-‘:5’ 5 1 1 Q@ g 3
2 4 Za T 4 &
z < = A &
2 2 A D
5 34 T 3 & &
T 5 — - B
xr 24 x o | <<7Q~
14 14
0 0 .

T T T T T T T
Kon AA OTA OTA+AA Kon AA OTA OTA+AA

Obr. 58: O-demethylace AA (A a B) a AAI (C a D) na AAla katalysovand jaternimi (A a C) a
ledvinnymi (B a D) mikrosomy isolovanymi z potkanta premedikovanych AA, OTA
a jejich kombinaci. Tvorba AAla je vyjadfena jako relativni plocha peaku vztazena
na minutu a mg proteinu. Hodnoty jsou pramérem ze tif stanoven; ***p < 0,001. F,
faktor predstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole.

Ziskané vysledky jsou vsouladu se stanovenymi enzymovymi aktivitami
CYP1A1/2, POR a zejména CYP2Cl11. Tyto skutecnosti signalisuji, ze OTA vede
k inhibici aktivit zakladnich potkanich enzymu detoxikujicich AA, ¢imz neptimo pfispiva
ke zvySeni genotoxického pusobeni (tvorbé adukti AA sDNA) tohoto rostlinného
alkaloidu. Na zaklad¢ téchto vysledkti soudime, Ze zvySena tvorba kovalentnich aduktl
AA s DNA v jatrech a ledviné potkant vystavenych kombinaci OTA a AA in vivo mize
byt vysledkem nejen zvySené proteinové exprese NQOI1 ve zminénych organech, ale
rovnéZ inhibice enzyml oxidaéné detoxikujicich AA, tj. CYP1Al, 1A2 a zejména
CYP2C6 a 2Cl11, ktera byla vyvolana pisobenim OTA. Vzhledem ke sniZzené detoxikaci
AA (tvorbé AAla) zlstava v organismu vyssi koncentrace AA, ktera miize byt redukéné
aktivovana za tvorby kovalentnich adukti s DNA in vivo. Vysledky ziskané v této studii
poprvé demonstruji schopnost OTA ovlivnit metabolismus AA, a tim pfispivat k vy$$imu
risiku vyvoje BEN/UUC, a to navzdory skutecnosti, Ze podavané davky OTA byly
podstatné¢ vyS$i nez davky, kterym jsou vystaveni obyvatelé z postizenych oblasti
(Yordanova et al., 2010), avsak jejich vystaveni je dlouhodobé, ba chronické. Pisobeni
OTA na metabolismus AA v potkanim organismu je piehledné¢ shrnuto na Obr. 59
(str. 102).
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Obr. 59: Schematické shrnuti ilustrujici vliv podani OTA na metabolismus AA v potkanech
Inhibice CYP1A1 a CYP2C6/11 v jaternich mikrosomech a inhibice CYP1A1
ledvinnych mikrosomech vyvolana kombinovanym podanim OTA a AA resultovala
ve snizeni tvorby AAla v obou organech, coz vedlo ke zvySenym koncentracim AAI
v organismu. Tato nedetoxikovana AAI mohla byt nasledné aktivovana za tvorby
aduktd s DNA 7z wvive. Tvorba aduktt AA s DNA ex viwo potkanimi cytosoly
nevykazovala signifikantni zmény. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni oproti
mnozstvi aduktd u zvifat premedikovanych pouze AA. Porovnani bylo analysovano
Studentovym #testem: ***p < 0,001. RAL, relativni znaceni adukta.
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4.2.2 Studium dalSich hypothetickvch faktoru ovliviiujicich vyvoj

Balkanské endemické nefropathie

V dalsi casti studie zkoumajici aetiologii BEN byl studovan vliv ostatnich
suspektnich environmentalnich faktorti na oxida¢ni O-demethylaci AAI na AAla in vitro,
konkrétn¢ toxickych iontt tézkych kovl, vybranych organickych slouc¢enin a OTA.
Studovan byl rovnéz vliv téchto latek na biotransformaéni enzymy zahrnuté do oxida¢niho
metabolismu AAI, tj. na CYP1A1/2 a CYP2C6/11.

Na zakladé publikovanych epidemiologickych studii byly vybrany ionty tézkych
kovt, resp. polokovl a organickych latek, jejichz koncentrace v endemickych oblastech
byly podstatné zvysené (Karmaus et al., 2008; Yordanova et al., 2010; Maharaj et al.,
2014). V ptedkladané disertani praci byly testovany ionty kadmia (CdCly), olova
[Pb(CH3COO0),, Pb(Ac),], selenu (Na,;SeO3) a arsenu (Na;HAsO,47H,0). Z organickych
latek uvolnovanych zlignitového podlozi byly vybrany dibutylftalat (DBP),
bis(2-ethylhexyl)ftalat (DEHP) a butylbenzylftalat (BBP) (Obr. 61D, str. 104).
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Obr. 60: Oxidace AAI na AAla potkanimi jaternimi mikrosomy v pfitomnosti CdCl, (A),
Pb(CH,COO), [Pb(Ac),, B], Na,SeO, (C) a Na,HAsO,7H,O (D). Tvorba AAla je
vyjadfena jako relativni plocha peaku vztazena na minutu a mg proteinu. Hodnoty
jsou prumérem ze tif stanoveni; *p < 0,05 a **p < 0,01. F, faktor pfedstavujici
nasobek zvyseni oproti kontrole bez iontt studovanych tézkych kovua a polokovu.
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4.2.2.1 Vliv vybranych ionti téZkych kovii a polokovii na detoxikaci AAI in vitro

Nejprve byl studovan vliv iontd kadmia, olova, arsenu a selenu na oxidac¢ni
detoxikaci AAI na AAla in vitro katalysovanou potkanimi jaternimi mikrosomy.
Koncentrace studovanych latek byly urCeny tak, aby byly desetkrat mensi nebo vétsi
nez koncentrace pouzité AAI, popi. stejné. Zatimco Pb(Ac), a Na,HAsO,7H,O tvorbu
AAla neovliviovaly, ionty kadmia a selenu snizovaly oxidaci AAI o 21 % (CdCl,) a
0 27 % (NaySeOs3). Nicméng, inhibice tvorby AAla byly pozorovany az pii koncentraci

kadmia a selenu, ktera byla desetkrat vys$si nez koncentrace AAI tj. 100 uM (Obr. 60,
str. 103).
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ODbr. 61: Oxidace AAI na AAla potkanimi jaternimi mikrosomy v pfitomnosti DBP (A), BBP
(B)a DEHP (C). Tvorba AAla je vyjadfena jako relativni plocha peaku vztazena
na minutu a mg proteinu. Hodnoty jsou primérem ze tif stanoveni; *p < 0,05 a
*p < 0,01. F, faktor pfedstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole bez studovanych

ftalata. V panelu D jsou uvedeny struktury testovanych latek: (1), DBP; (2), BBP a
(3), DEHP.
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4.2.2.2 Vliv vybranych ftalatii na detoxikaci AAI in vitro

Podobné¢ jako ionty toxickych tézkych kovi, byly i vybrané ftalaty (BBP, DBP a
DEHP) testovany ve schopnosti ovlivnit O-demethylaci AAI na AAla. V piipadé
studovanych ftalath vykazoval inhibi¢ni potencial pouze BBP, ktery pfi koncentraci 10 uM
snizoval tvorbu AAla o ~15 % a pfi koncentraci 100 uM 0 25 % (Obr. 61, str. 104).
Ostatni testované ftalaty DBP a DEHP, které jsou znamy jako vyznamné toxické
environmentalni polutanty (Ferguson et al.,, 2014; Yan et al., 2015), takovy efekt

na oxidaci AAI na AAla nevykazovaly.

4.2.2.3 Vliv ochratoxinu A a kombinovany efekt studovanych polutantii

na detoxikaci AAI in vitro

Kontaminace potravin OTA v endemickych oblastech byla potvrzena nékolika
studiemi, proto byl studovan rovnéz vliv tohoto silného nefrotoxinu na O-demethylaci AAI
resultujici v tvorbu AAla. OTA se ukazal byt silnym inhibitorem oxidace AAI na AAla ,
nebot’ ji inhiboval jiz pfi koncentraci 1 pM, nicméné statisticky vyznamny pokles tvorby
AAla byl pozorovan az pii koncentraci OTA 10 uM (23 %) a 100 uM (42 %) (Obr. 62).
Tyto vysledky jsou v souladu se studii, ktera je uvedena v kap. 4.2.1 (str. 93), ktera

demonstrovala schopnost OTA inhibovat oxidaci AAIl na AAla in vivo.
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Obr. 62: Oxidace AAI na AAla potkanimi jaternimi mikrosomy v pfitomnosti OTA. Tvorba
AAla je vyjadfena jako relativni plocha peaku vztazena na minutu a mg proteinu.
Hodnoty jsou pramérem ze tfi stanoveni; ***p < 0,001. F, faktor pfedstavujici
nasobek zvyseni oproti kontrole v pfitomnosti sodného fosfatového pufru.
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cey

Vzhledem ke skutecnosti, ze obyvatelé¢ zijici v endemickych oblastech nejsou
vystaveni pusobeni testovanych polutantii samostatné, byl zkoumén rovnéz kombinovany
efekt téchto latek na oxidaci AAIl na AAla, konkrétné CdCl,, Na,SeO3;, BBP a OTA
(Obr. 63). Navzdory ocekavani OTA a BBP dohromady neovlivnily tvorbu AAla,
nicmén¢ pusobeni vSech testovanych latek (CdCl,, Na,;SeOs, BBP a OTA) piidanych
do inkubaénich smési vedlo k 34% inhibici O-demethylace AAIL. Nejsilngjsi, 37% inhibice
oxidaéni detoxikace AAI in vitro byla vyvolana kombinovanym pusobenim OTA s BBP a
Na,SeO3; (Obr. 63B). Obecné nebyl pozorovan aditivni efekt ve srovnani s pusobenim
polutantli samostatné. Tento fenomen muze byt vyvolan kompetici mezi polutanty jako
substraty enzymu detoxikujicich AAI, nebo intermolekularnimi interakcemi, které mohly
v zavéru vést ke sniZeni jejich aktualni koncentrace. Nicméné, tyto hypothesy vyzaduji

dal$i zkoumani.
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Obr. 63: Kombinovany efekt CdCl,, Na,SeO;, BBP a OTA na oxida¢ni detoxikaci AAI
na AAla potkanimi jaternimi mikrosomy. Tvorba AAla byla studovana
v pfitomnosti CdCl,, Na,SeO; a OTA, kde kontrolu pfedstavovala inkubace
s pfidavkem sodného fosfatového pufru (pH 7,4) misto vyse zminénych latek (A), a
v pfitomnosti téchto latek s BBP, kde kontrolu pfedstavovala inkubace s pfidavkem
acetonitrilu, ve kterém byl rozpustén BBP, misto vyse zminénych latek (B). Tvorba
AAla je vyjadfena jako relativni plocha peaku vztazena na minutu a mg proteinu.
Hodnoty jsou prumérem ze tff stanoven; *p < 0,05; **¥p < 0,01 a ***p < 0,001. F,
faktor predstavujici nasobek zvyseni oproti kontrole bez pfitomnosti studovanych
latek.
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4.2.2.4 Ochratoxin A, butylbenzylftaldt a ionty kadmia a selenu inhibuji aktivity
enzymu oxidacné detoxikujicich AAI

V nasledujici c¢asti studie bylo sledovano ovlivnéni aktivit enzyml majoritné
participujicich na oxidacni detoxikaci AAI na AAla v potkanich jatrech, tj. CYP1A1/2 a
CYP2C6/11, testovanymi latkami, resp. latkami, u kterych byl pozorovan potencial
inhibovat tvorbu AAla in vitro. Enzymové aktivity CYP1A (EROD) a CYP1A1l (oxidace
Sudanu I) byly inhibovany pisobenim CdCl, a BBP, pficemz CdCl, snizoval aktivitu
CYP1AL1 o vice nez 50 % a BBP dokonce o 75 % (Tab. 3). Enzymové aktivity CYP2C6 a
2C11 byly ovlivnény zejména piasobenim BBP a OTA. Aktivita CYP2C6, ktera byla
stanovena jako 4’-hydroxylace diklofenaku, byla siln¢ inhibovana piisobenim BBP, ktery ji
snizoval 0o 97 %. BBP rovnéz inhiboval enzymovou aktivitu CYP2C11, a to z 32 %,
nicméné efektivnéjsi v této inhibici byl OTA, ktery ji snizoval o 82 %. Aktivita CYP2C11

byla rovnéz mirn€ inhibovana Na,SeOs, a to 0 18 %.

Tabulka 3: Vliv CdCl,, Na,SeO,, BBP a OTA na enzymové aktivity CYP1A1/2 a 2C6/11
v potkanich jaternich mikrosomech.

Polutant EROD  Oxidace Sudanul  4’-hydroxylace  16a-hydroxylace

diklofenaku testosteronu
(CYP1A) (CYP1Al) (CYP2C6) (CYP2C11)
CdCl, 83+0,09* 464, 27** 89+0,44* NE
Na,SeO3 95+0,83 NE 94+5,59 82+1,01%*
BBP 83+1,24* 25+1,27%** 7+0,26%** 68+12,48**
OTA NE? NE NE 18+1,24%*%**

Hodnoty jsou vyjadfeny jako procento kontroly bez polutantu. Inkubacni smési obsahovaly
10 uM AAT; 100 uM polutant (CdCl, a Na,SeO, byly rozpustény v destilované vode; OTA
v0,1 M NaHCO,, pH 7 a BBP v acetonitrilu); 0,5 mg/ml mikrosomdlnich proteini;

NADPH-generujici systém; fosfatovy pufr pH 7,4. Hodnoty jsou pramérem ze tfi stanoveni,
*p < 0,05; ¥p < 0,01 a ¥**+p < 0,001.
* NE, zadny efekt.

Na zakladé¢ téchto vysledkil 1ze konstatovat, Ze sniZzeni tvorby AAla v pfitomnosti
CdCl,, Na,SeO3, BBP a OTA je mozné, a to alespon Casteéné vysvétlit inhibici enzymd,
které majoritné participuji na oxida¢ni detoxikaci AAL tj. CYP1A1/2 a CYP2C6/11.

Ackoliv AAN a BEN jsou vyvolany stejnou latkou, tj. AA, nevykazuji stejnou

klinickou manifestaci. Jednim ze zakladnich rozdili je rychlost vyvoje obou uvedenych
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onemocnéni. Zatimco AAN je charakterisovana jako rychle postupujici intersticidlni
fibrosa (Vanherweghem et al., 1993), BEN vykazuje pomaly postupny vyvoj (Grollman et
al., 2007; Stiborova et al., 2008; Jelakovi¢ et al., 2012). Tento fenomen muze byt
vysvétlen napf. riznym stupném vystaveni AA, protoze pacienti s AAN byli vystaveni
vysokym davkam AAI, kdezto pacienti s BEN nizkym, ale zato dlouhodobym davkam AA
(Gokmen et al., 2013). Nicméng, ziskané vysledky by mohly signalisovat, ze tyto rozdily
mezi AAN a BEN mohou byt i vysledkem ovlivnéni metabolismu AA v organismu,
konkrétn¢ snizenim oxidacni detoxikace tohoto rostlinného produktu, dalSimi
environmentalnimi faktory jako jsou slouc¢eniny kadmia, selenu, BBP a OTA. Ackoliv byly
uvedené latky detekovany ve vodach a lignitovém podlozi endemickych oblasti (Karmaus
et al., 2008; Maharaj et al., 2014), nejsou dosud znamé jejich piesné koncentrace v téchto
vzorcich. Nelze tedy jednoznacné ftici, zda zjiSténé koncentrace polutantl, které
vykazovaly schopnost inhibovat detoxikaci AAI, predstavuji koncentrace, kterym jsou
vystavovani pacienti s BEN/UUC. Nicméné jejich koncentrace resultujici v inhibici
detoxikace AAI na AAla jsou obecné ndsobné vyssi neZ jejich koncentrace ve slozkéch
zivotniho prostfedi, ergo jejich pisobeni na vyvoj BEN/UUC je minimalni, coz je

v souladu i s vysledky diive publikovanych praci (Karmaus et al., 2008).
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5. ZAVER

V piedkladané disertacni praci byl studovan metabolismus AA, ktera je ptivodcem
dvou zavaznych ledvinnych onemocnéni: nefropathie vyvolané AA (AAN) a Balkanské
endemické nefropathie (BEN). Charakteristickym znakem obou nefropathii je vyvoj
urothelidlnich nadort. Ackoliv je jak AAN, tak BEN vyvoldna AA, neni jejich klinicka
manifestace totozna. Jednim z divodi této diskrepance mohou byt rozdilné odpovédi
pacienti na vystaveni této latce dané rozdilnou expresi enzymu, které participuji
na metabolismu AA. Predkladana disertaéni prace se zaméfila na identifikaci téchto
enzymu, tj. enzymu redukéné aktivujicich AA zatvorby aduktd s DNA a oxidaéné
detoxikujicich tuto latku za tvorby AAla. V piedkladané praci byla rovnéz studovana
aetiologie BEN/UUC, konkrétn¢ tuloha ostatnich environmentalnich faktort, které by
mohly vyvoj tohoto onemocnéni ovlivitovat prostiednictvim modulace metabolismu AA.

Ziskané vysledky jednoznacné prokazuji zasadni ulohu cytosolarni reduktasy
NQO1 v bioaktivaci AAI resultujici v tvorbu adukti AAI s DNA nejen v podminkach
in vitro, ale rovnéz in vivo. V mensi mife jsou to pak mikrosomalni enzymy, cytochromy
P450 (CYP) 1Al a 1A2. Originalnim poznatkem, ktery nebyl v literatute dosud popsan, je
zjisténi, ze dikumarol je nejen inhibitorem NQO1 in vitro a in vivo, ale rovnéz induktorem
tohoto enzymu. Na detoxikaci AAI na AAla participuji oxida¢ni reakce katalysované CYP.
V piedkladané praci bylo zjisténo, ze v lidskych jatrech pfiispivaji k detoxikaci AAI
zejména CYP1A2 > CYP2C9 > CYP3A4 > CYP1Al, zatimco v potkanich jatrech je AAI
detoxikovana prevazné CYP2C (83 %). Dllezitym poznatkem je skuteCnost, ze CYP1A1/2
katalysuji v podminkach in vivo detoxika¢ni reakce, tzn. jejich potencial redukéné
aktivovat AAI za tvorby adukti s DNA je in vivo potlacen.

V ramci studie zkoumajici aetiologiit BEN/UUC bylo zjisténo, Ze mykotoxin OTA
moduluje metabolismus AA Vv potkanim organismu, konkrétné potencuje tvorbu aduktt
AA sDNA in vivo a snizuje rovnéz detoxikaci tohoto rostlinného alkaloidu. Ostatni
studované suspektni environmentalni faktory, jmenovité ionty kadmia, olova, arsenu a
selenu a ftalaty (DBP, BBP a DEHP) ovliviiovaly metabolismus AAI minimalné.

Vysledky presentované v predkladané disertaCni praci piedstavuji origindlni
poznatky o funkci enzymi, které metabolisuji rostlinny alkaloid AA, a vyznamné
pfispivaji k poznani molekularniho mechanismu vyvoje AAN a BEN a problematice AA
obecné. Nekteré vysledky jsou védecké obci prfedstavovany poprvé a jsou plné
publikovany ve védeckych casopisech Simpaktnim faktorem. Uvedené publikace jsou

soucasti disertacni prace jako prilohy 1-7.
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