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Uvod

1 UVOD

Rakovina je jednim z nejrozsifenéjSich onemocnéni. V soucasné dobé je tato
civiliza¢ni choroba tfeti nejéastéjsi pti¢inou umrti hned po kardiovaskularnich chorobach a
umrtich zpisobenych trazy pfi automobilovych nehodach. Jeji vyskyt neustdle stoupa a
postihuje stile mladsi vékové skupiny. Je to dano zejména odliSnym Zivotnim stylem,
vyzivou (pfidava se stdle vice aditiv pro prodlouZeni trvanlivosti potravin), stresem,
toxickymi a karcinogennimi kontaminanty Zivotniho prostfedi. To vSe ma za nasledek
tvorbu vyssiho poctu iniciovanych nadorovych bunék. Imunitni systém oslabeny polutanty
a stresem pak nemiiZe na vzniklou situaci dostateénym zpasobem reagovat!®*.

Lécba nadorovych onemocnéni je komplikovana zejména skuteCnosti, ze 1éEbou
potiebujeme zcela zni€it buriky nikoli cizorodé, jak je tomu napiiklad u bakterialnich
infekci, ale t€lu vlastni. Nadorové buiiky se sice vice ¢i méné 1isi od normalnich bunék, ze
kterych vznikly, a proto by teoreticky mély byt rozpoznany imunitnimi mechanismy a
eliminovany, ale odliSnosti od normalnich bunék jsou bud’ piili§ malé, takZze jsou
imunitnim systémem ignorovany, nebo nadorové burnky vyuzZivaji mechanismy, které jim

umoziiuji paralyzovat n&které ,,zbran&* imunitniho systémul*?,

1.1 KANCEROGENESE

Kancerogenese (n€kdy také karcinogenese) je proces transformace nenadorové
buriky v buriku nadorovou, nasledné déleni buné&ného klonu, véetné dalsi dediferenciace a
zvySovani maligniho potencidlu délicich se bungk!''. V nadorové burice je oproti
normélni somatické buiice geneticky podminénou zménou narusen regulaéni mechanismus
jejtho déleni a diferenciace. Vznika v disledku zmény v protoonkogenech a nadory
tlumicich supresorovych genech!''!l. Jako nador (tumor, novotvar, neoplasma) je obecné
oznaCovan patologicky utvar tvofeny tkani, jejiZ rist se vymkl kontrole organismu a roste

na ném nezavisle!'"”).
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Uvod

111 NADOROVA ONEMOCNENI

Nadory délime dle schopnosti nadoru proniknout do jiné tkané a proliferovat v ni za
tvorby nového nadoru na benigni a maligni (Tabulka 1). Benigni (nezhoubny) nador
vykazuje pomérné ohraniCeny rist expanzivniho charakteru. Je snadno odstranitelny
chirurgicky a nepronikd do jinych tkani. Maligni (zhoubny) nador pronikd do tkani,
rozru$uje je (infiltrativni a destruktivni rist) a zaklada metastasy (lymfatickou nebo krevni

cestou)“o‘".

Tabulka 1 Klasifikace nadoral'> '8
Normalni tkdri Benigni ndador Maligni nddor
Povrchovy Papilom Karcinom
Epitel o
Zlazovy Adenom Adenokarcinom
Kolagenni Fibrom Fibrosarkom
Tukové Lipom Liposarkom
Chrupavka Chondrom Chondrosarkom
Pojivo
Kost Osteom Osteosarkom
Sval Myom Myosarkom
Cévy Angiom Angiosarkom
) Hepatocelularni
Jaterni tkan Hepatom )
karcinom
Centralni Gliom Glioblastom
Nervstvo
Periferni Ganglioneurom Neuroblastom
1.1.2 MECHANISMUS KANCEROGENESE

rrrrrrr

(Obr. 1).

V iniciacni fazi dochazi ke zméné genetické informace zdravé buriky, coZz vede

11



Uvod

k tvorb& prekarcinogenni léze. Ta je zplisobena pfedevs§im modifikaci DNA (tvorbou
kovalentnich adukt, hydroxyderivata bazi DNA, cyklickych aduktd, interkalatd ¢&i
pyrimidinovych dimert, apurinaci a apyrimidinaci DNA)®?!. Tato modifikace muze
pretrvavat fadu let bez funkénich disledki nebo muze byt odstranéna reparacnimi
mechanismy. Nejzavaznéjsi je vSak tvorba kovalentnich aduktti, protoZze u vice nez 90 %
slou¢enin prokazanych jako karcinogeny jsou nadorové procesy iniciovany praveé
kovalentnimi vazbami na DNAPY,

Druhé stadium kancerogenese je promoce, kterd miZe trvat léta aZ desetileti.
Dochéazi ke zvy$ené proliferaci primarn€ pozménénych bun€k pod vlivem latek -
promotort. VétSina z nich projevuje pouze epigenetické vlastnosti, jejich G€inek se tak

ql1041

mize projevit aZ po pusobeni genotoxickych inicidtorti Dulezitymi faktory tohoto

stadia jsou aktivity proteinkinas a fosfatas a jejich regulace™!. Dalsimi faktory

ovlifyjicimi tuto fazi jsou oxidativni zmény molekuly DNA zptisobené aktivnimi formami

kysliku, které mohou aktivovat protoonkogen!®*.

Tteti fazi kancerogenese je faze progresni. V tomto stupni rakovinného procesu se
dosud c¢astecné kontrolovatelny rist benigniho nddoru méni na rist nekontrolovatelny.
Vznika tak maligni nador, ktery zasahuje i sousedni tkané a ni¢i je. Po priniku do cévniho
a lymfatického systému jsou nadorové buiiky zanaSeny do vzdalenych organi a vznikaji

[104]

tak metastase' " ". Pro vznik maligniho nadoru je potieba vicenasobné genotoxické

plisobeni progresoru na cilovou tka!''".

Modifikovana DNA Iniciace Promoce Progrese
Metabolicka
aktivace T'(IE";‘ Fixace >
. 2
Ac-v@ = \\))...... - T ‘
Biologicky Iniciované . :
EXPOZICE | em davka ucmna davka buiky  Freneoplazie  Malignance
nterni dav Nadorové onemocnéni
Detoxikace |
Reaktivace Latentni obdobi (perioda)
Vylouceni Oprava DNA
EXPOZICE EFEKT
1den 20~ 40 let

Obr. 1 Schéma vicestupitového procesu kancerogenese ['*
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Uvod

113 FAKTORY KANCEROGENESE

Vznik nadorového onemocnéni je slozZity dé€j, na kterém se podili faktory vné&jsiho
prostfedi (Obr. 2). Muzeme je rozdélit na faktory chemické (karcinogeny), fyzikalni (napf.
UV, radioaktivni, Rentgenovo a ioniza¢ni zafeni, jemné Castice azbestu ¢i berylia) a
biologické (genetické piedpoklady, onkoviry). Podle mechanismu ptsobeni fadime
chemické karcinogeny do t#i skupin:

» genotoxické - tvofi s DNA kovalentni adukty (benzo-[a]-pyren)

»> epigenetické — vytvareji nekovalentni interakce s DNA (maji schopnost vmezefit se
do dvousroubovice DNA — napt. ellipticin)

» zpusobujici zmény ve struktufe DNA — jednotetézové zlomy (single-strand breaks),
dvoufetézové zlomy (double-strand breaks), cross-linking (propojeni

molekul)®* %4,

ALKYLACE BAZI

VYSTEPENI BAZE (alkyiacni ¢inidla)
(alkylaéni cinidla) l

!

PYRIMIDINOVY DIMER KOVALENTNI ADUKT
(UV zareni) (benzo[a]pyren)

! !

INTERMOLEKULARNI CROSS-~
—-LINKING (cis-platina, psoralen)

JEDNORETEZCOVY ZLOM
(bleomycin, X—paprsky)

INTRAMOLEKULARNI ADUKT FOTOPRODUKT
(cis—platina) (UV zareni)

Obr. 2 Mechanismy poskozeni DNA rtiznymi vn&j§imi faktory“o‘”

1.2 BIOTRANSFORMACE XENOBIOTIK

Zplusob pifemény a odstrafiovani nizkomolekularnich i vysokomolekularnich

13



Uvod

cizorodych latek (xenobiotik) je uskuteéiovano mechanismy oznacovanymi jako

[ Latky lipofilniho charakteru prochazejici membranami se mohou

biotransformace
v organismu hromadit. Nemohou byt ztéla vylouCeny pfimo, ale musi byt nejdiive
pieménény na metabolity s vy3si polaritou!®?. Tyto hydrofilngjsi metabolity nemusi byt jen
netoxické, biologicky inertni latky. V zavislosti na chemické struktufe daného xenobiotika
a na enzymovém systému pfeméiujicim danou latku v organismu se naopak mize jednat o
latky znaéného biologického vyznamu. Misto detoxifikace dané latky miZe tedy dochazet
k jeji aktivaci. Takovou metabolickou aktivaci vyZaduje fada 1é¢iv, ale aktivovéano je téZ
98 % genotoxickych kancerogenu (tzv. ,,proximalni“ kancerogeny). Pouze malo z nich je
karcinogennich okamzit€ (tzv. ,,ultimalni* kancerogeny)[62].

Procesy detoxikac¢ni a aktivaéni (v positivnim i negativnim smyslu) nelze od sebe
vzajemné oddélit. TentyZ enzym miZe byt zapojen napf. v detoxikaci jedné chemické latky
a pfitom zvySovat toxicitu latky jiné. Mezi ob€éma sméry metabolismu existuji velice
sloZité vztahy rovnovahy, které mohou byt v disledku pisobeni zevnich i vnitinich faktort
snadno vychyleny na tu &i onu stranu!''?),

V Zivo€iSnych organismech je proces biotransformace xenobiotik rozdélen do dvou
fazil"'%. V prvni fazi (tzv. derivatizatni) dochazi ke zvyseni polarity hlavné reakcemi
oxida¢nimi, ale i redukénimi, které jsou dilezité predev§im pro nitro-, azo- a chinoidni
slouéeniny. U nékterych slou€enin (napiiklad esteri a amidi) se pro zvySeni polarity

[107]

uplatiiuji také hydrolytické reakce'""~. Ve druhé fazi dochazi ke konjugaci téchto

polarizovanych molekul s endogennimi latkami (kyselina glukuronova, glycin, taurin,

aktivni sulfat, glutathion, cystein, aktivni acetat atd.)“m].

1.21 PRVNi FAZE BIOTRANSFORMACE

V prubéhu derivatiza¢ni faze dochézi k zabudovani funkénich skupin do molekuly
xenobiotika nebo k demaskovani funkénich skupin, které jsou v molekule jiz pifitomny.
Tim se zvy3uje polarita xenobiotika®®). Rozeznavame tii typy derivatiza¢nich reakci:

» oxidace (C-hydroxylace, N-hydroxylace, N-oxidace, S-oxidace, dealkylace,
deaminace, epoxidace, oxidace alkoholt, oxidace aldehydu apod.),

» hydrolyza (esterti a amida),

14



Uvod

» redukce (nitro- a azoredukce) - piikladem kancerogenti, které jsou aktivovany

redukéni cestou jsou 2-nitroanisol!®!), 1-nitropyren'®, 1,6-nitropyren!*®

(98, 99]

¢

aristolochové kyseliny

Mezi enzymy participujici na derivatizacnich reakcich xenobiotik patfi enzymy
mikrosomalni frakce (subcelularni systém ziskany destrukci endoplasmatického retikula
pti homogenisaci bun€k) a cytosolu (timto pojmem je oznaCovan roztok cytoplasmy a
isolaéniho pufru). KliCovym enzymovym systémem 1. faze biotransformace je
mikrosomalni systém monooxygenas se smiSenou funkci (MFO) s cytochromem P450
jako terminalni oxidasou (kapitola 1.3), ktery provadi zejména vét§inu oxida¢nich reakci.
Dal$imi enzymovymi systémy podilejicimi se na derivatiza¢ni fazi biotransformace
xenobiotik jsou NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa (DT-diaforasa, kapitola 1.4.1),
hemové peroxidasy, mikrosomélni monooxygenasa obsahujici flavin (Zieglerav

enzym)!''?), alkohol- a aldehyddehydrogenasy a reduktasy (cytosolarni xanthinoxidasa)®’!.

1.2.2 DRUHA FAZE BIOTRANSFORMACE

V konjugaéni fazi biotransformace jsou na reaktivni funkéni skupiny vytvofené

v derivatizaéni fazi vazany malé endogenni hydrofilni molekuly. Tim se jes§t€¢ zvysi

polarita pivodné hydrofobni molekuly xenobiotika a usnadni se tim jeji vylouceni
z organismu. Exkrece nejcast€ji probiha moci a Zluci.

Nejcastéji dochazi ke konjugaci s kyselinou glukuronovou (Obr. 3). Tato reakce je

katalyzovana UDP-glukuronosyltransferasou a vzniklé konjugity (O- ¢&i

N-glukosiduronaty) jsou vylu€ovany zejména mogi'”).

HOOC
H O_0-ubP OH H
H
OH H + —_—
HO HO
H OH

Obr. 3 Konjugace derivatizovaného xenobiotika s uridyldifosfoglukuronovou kyselinou

+ UDP

[55]
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Enzymem participujicim na antikancerogennich procesech je
glutathion-S-transferasa, ktera je schopna vazat reaktivni metabolity a katalyzovat jejich
vazbu s glutathionem!''?). Dale dochazi k od$tépeni y-glutamylového zbytku v ledvinach a
glycylového v jatrech. Cysteylovy zbytek dale podléha acetylaci (katalyzovana
acetyltransferasami) a vznikd merkapturova kyselina, ktera jiZ muze byt vylou¢ena moci.
Glutathion je povazovan za ,,scavenger” (vychytavac) cizorodych latek'"”). Obdobng jsou
xenobiotika konjugovana i s cysteinem.

Zlugi jsou vyludovany konjugaty latek fenolické povahy s aktivnim sulfatem &i
konjugaty karboxylovych kyselin s glycinem nebo taurinem. Touto cestou je také
vyluCovana kyselina cholovd, kterd je findlnim produktem degradace endogennich
steroidnich latek!'""),

(Obr. 4). Ktomu dochdzi napf. u konjugati s aktivnim sulfitem vznikajicich
z N-hydroxylovanych aromatickych amini u¢inkem sulfotransferas (sulfit je pro
konjugacni reakci nejprve aktivovan na 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat neboli PAPS).
Konjugat sulfatu s N-hydroxyslou€eninami je v kyselém prosttedi mocovych cest
nestabilni a rozpada se za vzniku nitréniového (popt. karbéniového) iontu, vznika tedy

elektrofil, ktery reaguje s DNA a proteiny[”z].
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KARCINOGEN

Metabolicka aktivace Metabolicka detoxikace

1.FAZE BIOTRANSFORMACE
(oxidace, redukce, hydrolyza)

Aktivovany karcinogen Detoxikovany karcinogen

2. FAZE BIOTRANSFORMACE
(konjugace s kys. glukuronovou,
glutathionem, aktivnim sulfatem,
acetatem)

DNA

v v

Perzistentni adukty v onkogenech a Konjugat
tumor supresorovych genech
Mutace Eliminace z bunék
Nadorovy proces Vylouéeni z organismu

Obr. 4 Metabolick aktivace a detoxikace karcinogenu!'%!

1.3 MIKROSOMALNi MONOOXYGENASOVY SYSTEM (MFO)

vvvvv

Mikrosomalni monooxygenasovy systém, nejdulezitéj$i enzymovy systém prvni
faze biotransformace xenobiotik, katalyzuje celou fadu oxida¢nich, oxygena¢nich, popf.
redukénich reakcei, pfi€emz vyuZziva predevsim molekularni kyslik. Je lokalizovan na vné;si
stran€ endoplasmatického retikula a nékdy je téZ oznaovan jako systém oxidas a oxygenas
se smiSenou funkci (mixed function oxidases - MFO systém)!'® % M4 t¥ zakladni
slozky:

» NADPH:cytochrom P450 reduktasu - flavoproteinovy enzym (kapitola
1.3.1), slouzi jako déli¢ elektronového paru,
» cytochrom P450 - hemthiolatovy enzym (kapitola 1.3.2), terminalni oxidasa,

nemén¢ dileZitou soucasti je t€Z cytoplasmatickd membrana,
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» membrinové lipidy - zpisobuji konformaéni zmény cytochromu P450, které
zvySuji jeho afinitu k substratu, a stimuluji tvorbu funkén€ aktivniho
komplexu cytochrom P450-NADPH:cytochrom P450 reduktasal®®.

Fakultativné MFO systém obsahuje cytochrom bs a NADH:cytochrom bs
reduktasu'""’,
MFO systém je lokalizovan:
> na vnéjSi (cytosolarni) strané membrany hladkého i hrubého
endoplasmatického retikula v organech exponovanych latkdm cizorodé
povahy (jatra, ledviny, plice, gastrointestinalni trakt, kiZe, mozek). Zde se
ucastni derivatizaéni faze xenobiotik,
> na mitochondridlni membrané — tak je tomu zejména v kife nadledvin,

kde participuje na metabolismu endogennich latek (mastnych kyselin a

steroidu).

1.3.1 NADPH:CYTOCHROM P450 REDUKTASA

Enzym NADPH:cytochrom P450 reduktasa (EC 1.6.2.4), membranové vazany
»Zluty protein“, katalyzuje pfenos elektroni z NADPH na vSechny znimé formy
cytochromu P450® (v daném organismu je jedna forma NADPH:cytochrom P450
reduktasy schopna spolupracovat svice formami cytochromu P450). Elektrony jsou
pfenaSeny také na cytochrom c, cytochrom bs, hem oxygenasu, ferrikyanid, elongasu
mastnych kyselin a dal3i®”!. NADPH:cytochrom P450 reduktasa muZe byt za ur€itych
okolnosti nahrazena NADH:cytochrom bs reduktasou'"), ktera jako donor vodiku vyuziva
NADH.

NADPH:cytochrom P450 reduktasu tvofi dvé funkéni domény, hydrofobni

51 a hydrofilni C-terminalni

N-terminalni (6 kDa), kterou je zakotvena v membrané
katalytickd doména (72 kDa)!''®).

C-terminalni funk¢éni doména je sloZzena z FMN- a FAD- vazebné strukturni
domény, ,,spojovaci” struktura umisténa mezi FMN- a FAD- vazebnou doménou je pak
zodpovédnéd za spravnou prostorovou orientaci obou strukturnich domén. FAD a FMN

skupiny se vzajemné neptekryvaji, jsou v kontaktu prostfednictvim 7- a 8- methylovych
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skupin isoalloxazinovych kruhi, které leZi t€sné€ u sebe a sviraji thel zhruba 150°. Pfenos
elektroni mezi flaviny je tedy nejspiS§e ptimy, neni zprostiedkovan zbytkem
aminokyseliny, a proto je tento prenos rychly!!'®.

FAD-vazebna doména zodpovida za (nekovalentni) vazbu NADPH; positivné
nabité aminokyseliny (arginin, lysin) v mist¢ vazby NADPH interaguji s negativné nabitou
fosfatovou skupinou v poloze 2’ ribosy, kterou se tento koenzym li§i od NADH, a
zpusobuji tak neobvykle vysokou selektivitu NADPH:cytochrom P450 reduktasy vici
NADPH!"'®,

FMN-vazebna doména je zodpovédna za pienos elektronti na molekulu akceptoru
(cytochrom P450, cytochrom c). Pyrimidinova strana isoalloxazinového kruhu FMN se
nachazi blizko povrchu enzymu a je tak
pro akceptorovou molekulu snadno
dostupna.

Interakce mezi NADPH:cytochrom
P450 reduktasou a cytochromem P450
jsou hlavné elektrostatické povahy
(Obr. 5). Kladn¢ nabity povrch

cytochromu P450 (argininy, lysiny)
Obr. 5 Slozky MFO syst¢tmu -

NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa,

interaguje se zaporné nabitym povrchem
NADPH:cytochrom  P450  reduktasy
(glutamat, aspartat). Dale se uplatriuji také

cytochrom P450 a membréanové lipidy!'*®!

hydrofobni interakce mezi nepolarnimi aminokyselinami (valin, tryptofan, leucin) v oblasti
membranovych domén NADPH:cytochrom P450 reduktasy a cytochromu P450!6% 181,

Na zékladé rozdilnych redoxnich potenciali obou flavinovych prosthetickych
skupin byla vysvétlena funkce NADPH:cytochrom P450 reduktasy jako délice

(77, 113} Akceptorem elektrond (resp. atom vodiku) od

elektronového paru (Obr. 6)
NADPH je FAD, ktery elektrony nasledné predava FMN. Za jednoelektronovou redukci
akceptorové molekuly - cytochromu P450 - je (v pfipadé sav¢i NADPH:cytochrom P450

reduktasy) zodpovédny zcela redukovany hydrochinon FMNH,!?7 1271,
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NADPH P450gep P450gep
FMNH __\ p FMNH o FMNH, FMNH FMNH, A p FMNH
FAD 7y FADH, FADH FaDH P p FAD
1e NADP*  3e 3¢ P450 2e¢ 2¢  P450g 1€

Obr. 6 Schéma penosu elektronii mezi flaviny NADPH:cytochrom P450 reduktasy!'?®)

Aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy je regulovana zejména hormonalné, a
to pfedev§im prostfednictvim hormonu §titné Zlazy trijodtyroninu (T3), ktery zasahuje do
regulace exprese genu pro NADPH:cytochrom P450 reduktasu na trovni transkripce
prostfednictvim responsivniho elementu pro thyroidalni hormony (TRE) v promotorové
oblasti genu, a v mensi mife se uplatiiuje téZ stabilizace mRNA!'?*., P¥i absenci thyroidnich
hormoni v organismu dochazi k poklesu aktivity NADPH:P450 reduktasy v mikrosomech
jater o 75 az 85 %, naproti tomu v ledvinach ¢i plicich je tento pokles 30 az 50 %7811,
V nadledvinach a jinych steroidogennich tkanich je hladina NADPH:cytochrom P450
reduktasy regulovéana adrenokortikotropnim hormonem (ACTH)™®).

NADPH:cytochrom P450 reduktasa (Obr. 7) je v ramci fylogenese velmi
konzervovany enzym. NADPH:cytochrom P450 reduktasy z ridznych Zivo€iSnych a
rostlinnych druhd vykazuji vysokou homologii v aminokyselinové sekvenci (napft. lidska a
potkani forma maji sekvenéni homologii 92 %, pficemZz nejvice odliSnosti
v aminokyselinové sekvenci se nachazi v N-terminalni ,kotvici” oblasti a naopak,

[123]

FMN-vazebna doména je u obou forem téméf shodna)' ~'. Tento fakt ukazuje na

vyznamnou roli tohoto enzymu v prib&hu evoluce!®.

A‘V"//»
v/. 2

Obr. 7 NADPH:cytochrom P450 reduktasa (potkan)!'**!
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1.3.2 CYTOCHROM P450

Cytochrom P450 (EC 1.14.14.1, Obr. 8) je termindlni oxidasou MFO systému.
Zprostfedkovava vazbu molekularniho kysliku, jeho aktivaci (oxidasova funkce) a
zabudovani jednoho atomu kysliku do molekuly substratu (oxygenasova funkce)?®?. Druhy

(23] Elektrony potiebné k redukci dodava

atom Kkysliku je redukovan na vodu
NADPH:cytochrom P450 reduktasa®, ptipadné NADH:cytochrom bs reduktasal'®.

V roce 1958 byl Garfinkelem a
Klingenbergem objeven v jaternich mikrosomech
pigment, ktery po redukci vykazuje v komplexu
soxidem uhelnatym absorpéni maximum pfi
450 nm®*>*. Roku 1964 Omura a Sato prokazali
hemoproteinovy charakter tohoto pigmentu. Na

zakladé podobnosti povahy vazby hemu cytochromi b

a podle netypického maxima Soretova pasu jej nazvali
Obr. 8 Cytochrom P450 2B4 ['*° cytochromem P450!!.

Z evolu¢niho hlediska je cytochrom P450 povaZovan za velmi stary hemoprotein,
ktery se objevil mnohem dfive nez hemoglobin!”" ™!, Je to enzym, ktery se vyvijel cestou
tzv. divergentni evoluce. Z jediného genu cytochromu P450 archebakterii z doby vice nez
pted 1,5 miliardami let se do soucasnosti vyvinulo velké mnoZstvi odlisnych gent
kodujicich cytochromy P450 prokaryotnich i eukaryotnich organismi!'®. Viechny
obsahuji konzervované aminokyselinové sekvence oblasti v blizkosti vazného mista pro
hem; pes to existuji zna&né rozdily v jejich struktufe a substratové specifit®?.

Systém cytochromu P450 je v eukaryotickych burikach lokalizovan v membrané
endoplasmatického retikula nebo mitochondrii, kde je makromolekula cytochromu P450
pevné ukotvena prostfednictvim transmembranového N-terminalniho a-helixu

v membranové lipidové dvojvrstve?”!

, zatimco bakteridlni cytochromy P450 jsou enzymy
rozpustné.

Porfyrinovy skelet neboli protoporfyrin IX je v molekule enzymu véazan
hydrofobnimi silami a zaroven prostiednictvim thiolatové siry sulfhydrylové skupiny

cysteinu pfitomné v aktivnim centru enzymu, kterd je proximalnim (patym) ligandem
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seleza v hemu®>*)

. Nejedna se tedy o klasicky cytochrom (protoporfyrin IX vazéan
prostfednictvim imidazolového zbytku histidinu®!), ale o hemthiolitovy protein
(spravnéjsi oznaceni by bylo ,.enzym P450°). Toto uspofddani umoZiuje vyjimecné
chovani t&chto hemoproteini a odlisuje je od hemoproteinii ostatnich. Sestym ligandem je

atom kysliku molekuly vody"®*'.

1.3.21 CYTOCHROM P450 A JEHO SPINOVE FORMY

Cytochromy P450 diky ptechodnému charakteru hemového Zeleza existuji ve dvou
spinovych formach (Obr. 9)1** 1%71.

» vysokospinova forma vznika v piipadé, Ze ion Zeleza je v pentakoordinovaném
stavu a vSechny jeho valen¢ni elektrony jsou nesparované (spin 5/2). Centralni
atom Zeleza je ,,vytahovan“ thiolatovou skupinou nad rovinu porfyrinového skeletu.
Tato forma vykazuje maximum Soretova pasu pii 390 nm.

» nizkospinova forma (spin 1/2) je charakteristickd maximem absorbce p¥i 418 nm.
Zelezo v porfyrinovém skeletu molekuly interaguje jesté s jednim ligandem (napt.
s -OH, -COOH nebo -NH, skupinou postrannich fetézci aminokyselin

B & atomem kysliku zmolekuly vody?®®)). Je ve form&

apoproteinu
hexakoordinované a lezi prakticky v rovin¢ kruhu protoporfyrinu IX.
Oba spinové stavy jsou v klidovém stavu v rovnovaze. Ke zmén¢€ jejich poméru dochazi
pii vazbé substratu do vazebného mista, kdy dochazi k vytlaeni Sestého ligandu a tedy
nartstu obsahu vysokospinové formy. V absorpénim spektru lze tedy sledovat nértst
absorbance pti 390 nm a pokles pti 418 nm - tzv. ,,substratové spektrum”.
Sestym ligandem Zeleza miiZe byt i samotny substrat (& nepfemétiovana latka
vazajici se do aktivniho centra enzymu), pak pozorujeme pokles absorbance pii 390 nm a

narust (dle heteroatomu) pfi 418 aZ 460 nm, tedy tzv. ,,ligandové spektrum”!** 197!,
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8) b
|
;‘:Ie, Fe
t ‘\cys \Oys

Obr. 9 Struktura hemu cytochromu P4505°!
a) vysokospinova forma

b) nizkospinova forma

1.3.2.2 ENZYMOVE FUNKCE CYTOCHROMU P450

Oxidasova funkce
> aktivace biatomické molekuly kysliku pro kli¢ové reakce!'®). Spontanni reakce
organickych molekul s atmosférickym kyslikem jsou spinové zakazané.
V aerobnich organismech se proto vyskytuje fada proteinii majici prosthetickou
skupinu s kovem nebo flavinem, které jsou schopny katalyzovat aktivaci

biatomické molekuly kysliku pro klidové reakce!"®!.

Oxygenasova aktivita

» zabudovani kysliku do molekuly malo reaktivniho substratu.

Redukcni reakce
» elektrony poskytnuté NADPH:cytochrom P450 reduktasou redukuji pfimo substrat
a nejsou vyuzity k aktivaci molekuly kysliku. K tomu dochazi, pokud je hydrofobni
substrat zarovenn dobrym ligandem Zeleza porfyrinového skeletu a vytvaii
s enzymem komplex. Hydrofobni substrat je tedy vazan jako Sesty ligand misto
kysliku. Tento mechanismus je popsan in vitro a existuji i nepfimé dikazy pro jeho

priibéh in vivo!®!l.
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Peroxidasova aktivita
» misto kysliku je druhym substratem organicky peroxid (R*OOH) nebo peroxid
vodiku®. Pro pribsh reakce neni potfeba NADPH jako zdroj elektroni?*).
Produktem reakce je stejné€ jako pii klasickém mechanismu hydroxylovany substrat

(ROH):
RH + R*OOH — ROH + R*OH

Produkce H,O; a aktivnich forem kysliku
» ktéto reakci dochazi, kdyz MFO systém interaguje s latkou, kterd se obtizné
hydroxyluje (je pouze hydrofobni, tvofi komplex s enzymem, ale téZko se do ni
zabudovava kyslik). Probéhne oxidasova faze funkce cytochromu P450 (tzn.
aktivuje se molekula kysliku), ale uz neprobéhne faze oxygenasova. Dochazi
k uvolnéni aktivni formy kysliku z molekuly do okoli, kde pfijima protony nebo

dismutuje!'*”).

1.3.2.3 REAKCNi MECHANISMUS MONOOXYGENASOVE REAKCE

vvvvvv

ktera predstavuje aktivaci molekularniho kysliku a zabudovani jednoho atomu do molekuly
substratu prostfednictvim MFO systému.. Aktivace kysliku je umoznéna dvéma elektrony
pochazejicimi ptevazné z NADPH:cytochrom P450 reduktasy, ale donorem druhého
elektronu mizZe byt i cytochrom bs reduktasal®”). Druhy atom kysliku je redukovan na
vodu. Obecny prubéh monooxygenasové reakce katalyzované cytochromem P450 lze

vyjadfit sumarni rovnici:
RH + O, + NADPH + H' — ROH + H,0 + NADP*

kde RH je substrat a ROH hydroxylovany produkt reakce.
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Reakéni cyklus cytochromt P450 probiha uspofadanym mechanismem a sestava se

pravdépodobné z osmi krokii. Schéma je zndzornéno na Obr. 10.

'3 2

Obr. 10 Schéma reak¢éniho mechanismu monooxygenasové reakce, naznadena je i peroxidasova aktivita

cytochromu P450 a tvorba komplexu s oxidem uhelnat)’Im“zo]

I. Vklidovém stavu je hemové Zelezo ve ferri formé (ma oxidaéni &islo III) a je
hexakoordinovano (nizkospinovy stav). Sesta valence je obsazena kyslikem vody &i
aminkyselinovym (internim) ligandem.

II. Po vniknuti substratu (RH) do aktivniho mista dochazi k vytlateni Sestého ligandu
Zeleza, které zlstane pentakoordinované, a zaroveii nastane konformacni zména
v molekule enzymu!'". Vznika binarni komplex enzym-substrat (Fe'* - RH).

III. Dalsim krokem je jednoelektronova redukce cytochromu P450 interakci
s NADPH:cytochrom reduktasou, ¢imZ se hemové Zelezo redukuje na ferro formu

(Fe""), protoze pouze redukovana forma je schopna vazat molekularni kyslik nebo
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IV.

VL

VIL

[IIT] vznikat pfimo stav [VII] (tzv. peroxidasova aktivita)

jiné ligandy. Zelezo je stale pentakoordinovano (vysokospinovy stav).

Navazanim molekularniho kysliku na formu [III] vznika ternarni ferri-superoxidovy
komplex. Ion Zeleza je v nizkospinové formé a hexakoordinovan. Tento komplex
neni pkili§ stabilni, je dale redukovan NADPH:cytochrom P450 reduktasou nebo
NADH:cytochrom b5 reduktasou, ¢imz je aktivovan kyslik za tvorby peroxidového
aniontu. Pokud neni druhy elektron k dispozici dostateéné rychle, komplex [IV] se
rozpada a uvolnény seperoxidovy anionradikdl je pak superoxiddismutasou
pfeménén na peroxid vodiku, ktery je pro buriku toxicky!*'.

Vazba kysliku na formu [III] mtzZe byt inhibovana za pfitomnosti oxidu uhelnatého,
ktery vytvaii ternarni ferrokomplex cytochrom P450-CO-RH.

U komplexu cytochromu P450 s biatomickou molekulou kysliku, ktery je jiz po
druhé redukci zcela aktivovanou formou cytochromu P450, dochazi k
heterolytickému S$té€peni vazby O-O, pficemz jeden atom kysliku je redukovan,
pfijme dva protony a dojde k uvoln&ni vody!'*!.

Druhy atom kysliku zlstava vazan na atomu Fe v hemu a vznikd ferrioxenovy
komplex, ktery je stabilizovan mesomernim posunem elektronu z thiolatové siry na
kyslik!"””). Vznikly reaktivni kyslikovy radikal je schopen vytrhnout vodikovy atom
z molekuly vhodného substratu za vzniku radikalu substratu a hydroxylovaného
radikdlu vazaného na Fe hemu. Dochazi k rekombinaci radikald za uvolnéni

hydroxyderivatu substratu (ROH) z enzymu a obnoveni nativni formy cytochromu
p450 [1 110! 107,

Za ptitomnosti oxida¢nich ¢inidel (napf. organickych peroxidi) mize z komplexu
[101]

1.3.24 NAZVOSLOViIi CYTOCHROMU P450

Cytochromy P450 existuji v riznych formach (isoformy, isoenzymy), které jsou

rozdéleny na zakladé podobnosti aminokyselinové sekvence do genetickych rodin

(sekvenéni homologie vétsi nez 40 %) a podrodin (sekvenéni homologie vétSi nez

60 %)!"?. Soutasna nomenklatura byla navrzena Nebertem a jeho spolupracovniky. Pro
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cytochrom P450 byla zavedena zkratka CYP, rodiny cytochromti P450 jsou oznacovéany
prvnim ¢islem za touto zkratkou (CYP2), za nim nasleduje velké pismeno oznalujici
podrodinu (CYP2B). Poslednim ¢islem je oznac¢en konkrétni enzym (CYP2B4)™,

U ¢lovéka bylo dosud nalezeno 58 genti pro cytochromy P450 klasifikovanych do
17 rodin!'?"). Metabolismu 16&iv respektive xenobiotik se ugastni cytochromy P450 pouze
z téchto tfi rodin: CYP1, CYP2 a CYP3 (v men$i mife téZ rodina CYP4). Ostatni rodiny
participuji na biosyntéze steroidii, cholesterolu ¢i Zluovych kyselin, na metabolismu

mastnych kyselin, kyseliny arachidonové apod.!'?!).

1.3.2.5 SUBSTRATOVA SPECIFITA CYTOCHROMU P450

Substratova specifita cytochromti P450 participujicich na biotransformaci
xenobiotik je ve vétSin€ ptipadt Siroka. Hydroxyluji celou $kélu organickych sloucenin
[napt. polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), alifatické uhlovodiky, polycyklické
aromatické nitroslouceniny, aromatické i alifatické aminy, fenoly, fadu 1é¢iv...]. Existuji
vsak i cytochromy P450, které hydroxyluji pouze maly pocet substrati. Takovymi enzymy
jsou cytochromy P450 metabolisujici endogenni slouceniny v eukaryotickych burikach
(napf. steroidni hormony)!'%* 1%,

Zéakladni dosud znamé udaje o enzymovych aktivitich forem cytochromu P450

katalyzujicich biotransformaci xenobiotik ukazuje tabulka 2.

Tabulka 2 Lidské formy cytochromu P450 vyznamné pro metabolismus xenobiotik!'% 197 122 124]

Organova distribuce, Induktory (1)
Cyp inducibilita, polymorfismus Substraty a inhibitory (|)
¢ konstitutivng: plice, ledviny, e polycyklické aromatické | e vyziva
kuze, placenta lymfocyty, uhlovodiky (PAU)-napf. e tkoufeni,
1A1 gastrointestinalni trakt (GIT) benzo(a)pyren e |N,O
¢ inducibilni ve viech tkanich e aflatoxiny e létiva: |?ellipticin
¢ polymorfismus e spise aktivaéni funkce e polutanty: tPAU,
e souvislost exprese, koureni a Tpolychlor.bifenyly
bronchogenni rakoviny
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Orgéanova distribuce, Induktory (1)
CYP | ducibilita, polymorfismus Substraty a inhibitory (])
e konstitutivné: jatra (13 % CYP) | e aromatické a e vyziva:fgrilované maso,
a plice heterocyklické aminy 1?brukvovita zelenina
¢ inducibilni ve viech tkanich (vznikaji pti vysokoteplotni | e tkoufeni
e polymorfismus (vzacné se upravé masa) ¢ ft€lesnd ndmaha
1A2 | vyskytuje bodova mutace v &inské | ® n&které steroidni latky e fpolutanty: tdioxiny
populaci) e bufuralol, fenacetin, e léCiva: |estrogeny,
e souvislost exprese, paracetamol, kofein, L ?ellipticin, 1?rifampicin,
metab.aromat. aminii a nadori theofylin 1?fenobarbital, finsulin
mocového méchyre e spide aktiva¢ni funkce
o konstitutivnég: jatra, plice, GIT | e nikotin, aflatoxiny e lé&iva: tbarbituraty,
26 | © inducibilni e protinadorova lé&iva 1dexametazon
(cyklofosfamid)
o konstitutivné: jatra, duodenum o diazepam, barbituraty, e létiva: | fluoxetin
2C19 | e polymorfimus cyklofosfamid, (Prozac), frifampicin
progesteron, aminopyrin
o konstitutivné: jatra (7 % CYP), | e nizkomolekularni e vyziva: thladovéni
ledviny, nosni sliznice, plice, GIT, | lipofilni latky: etanol, (=endogenni tvorba
lymfocyty aceton, hexan, benzen, acetonu), alkohol
e inducibilni dietyléter, chloroform, (lakutni/{chronicky
2E1 e polymorfismus anilin, chlorzoxazon, ptijem), 1diabetes mellitus,
e souvislost s rakovinou hlavy, nitrosaminy, paracetamol, | eficha
krku a plic kofein, dextrametorfan e torganické rozpoustédla
(toluen, aceton)
e Tpolutanty
o konstitutivng: jatra, GIT, e extrémné Siroka e vyZiva: |grapefruitovy
ledviny, d&loha, ?plod, plice substratova specifita dzus (ireverzibilng),
(3A=60 % jaterniho CYP) o lé¢iva (cyklofosfamid, lchinin
3A4 ¢ inducibilni metafion, erytromycin, e ristovy hormon
3AS ¢ polymorfismus neprokazan kodein, dextrametorfan) e lé&iva: frifampicin,
e geneticky podminéna riizna e latky steroidni povahy barbituraty, tsteroidni latky,
mira inducibility (kortisol, estradiol, Tmetadon, |erytromycin,
e souvislost s rakovinou jater progesteron, testosteron) |clotrimazol
(oxidace aflatoxini) e karcinogenni xenobiotika | @ fpolutanty
1.4 CYTOPLASMATICKE ENZYMY KATALYZUJICI

REDUKCNiI REAKCE XENOBIOTIK

1.4.1 DT-DIAFORASA

DT-diaforasa (NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa, EC 1.6.99.2, obr. Obr. 11) je
cytoplasmaticky enzym katalyzujici dvouelektronové redukce chinond a chinoidnich

slou¢enin na hydrochinony (bez tvorby radikalt). Jako donor elektronii mize vyuZivat
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NADH i NADPH s témgf totoznou efektivitou'’),

DT-diaforasa je homodimer skladajici se ze dvou identickych podjednotek
v ,head-to-tail“ uspofadani. Kazda podjednotka obsahuje jednu molekulu FAD jako
prostetickou skupinu a ob¢€ aktivni mista jsou tvofena ¢astmi obou podjednotek[57]. Byla
nalezena vyznamna homologie v sekvenci aminokyselinovych zbytki 142 a 158
DT-diaforasy isolované z jaterniho cytosolu potkant a v sekvencich vazajicich pyrofosfat

v jinych NAD(P)H-dependentnich enzymech!*®!.

Obr. 11 Struktura lidské formy DT-diaforasy (p¥evzato z ['!)

Toxické efekty chinoidnich slouéenin, vznikajicich napiiklad biotransformaci
benzenu ¢i benzo[a]pyrenu, spocivaji v jejich schopnosti kovalentné se vazat na DNA,
RNA nebo proteiny a také v Gcasti na jednoelektronovych oxidaéné-redukénich pochodech
vedoucich k tvorbé oxidativniho stresu. Ochranna role tohoto enzymu spodiva ve
schopnosti redukovat chinony na hydrochinony, které jsou dale inaktivovany
CDP-glukuronosyltransferasamil' " *®!. Vedle redukce chinont je DT-diaforasa schopna
také redukovat fadu dalSich sloucenin jako cytostatika (napfiklad mitomycin C) &i
nizkomolekularni xenobiotika (naptiklad nitrosloueniny a azobarviva)®”.. Vysledky
experimenttl v na$i laboratofi (PfF UK Praha, katedra biochemie) potvrdily, Ze potkani a
lidskd DT-diaforasa ma nitroreduktasovou aktivitu také viéi aristolochovym kyselindm
(AA)PS-9

U nédorovych bun€k byva zvysena aktivita DT-diaforasy v porovnani s burikami

zdravé tkang®> ", Byla nalezena zvysena aktivita tohoto enzymu v buiikdch karcinomu

29



Uvod

tlustého stfeva, jater, plic a prsu, zatimco u bunék adenokarcinomu Zaludku byla ve
srovnani s buiikami zdravé tkané aktivita DT-diaforasy niz§i’®"!. DT-diaforasa je G&inngjsi

za anaerobnich podminek, které jsou typické pro maligné transformované buriky!*®!.

1.4.1.1 INDUKCE DT-DIAFORASY

DT-diaforasa je inducibilni enzym. Existuje mnoho strukturné odli$nych sloucenin,
které maji schopnost indukovat DT-diaforasu, a tak chranit laboratorni zvitata ptred efekty
karcinogenu. Patfi sem napf. 1,1'-azonaftaleny, analoga Sudanu I, Sudanu III, kumariny,
flavonoidy, polycyklické aromatické uhlovodiky, slou¢eniny obsahujici ve své molekule
siru, fenolické antioxidanty, butylovany hydroxytoluen (BHT), butylovany hydroxyanisol
(BHA)®%). Pfesny mechanismus indukce DT-diaforasy jesté nebyl zcela objasnén, nicméné
existence riznych genti v potkanich i lidskych jatrech nasvéd¢uje pfitomnosti nasobnych
forem enzymu!® !, DT-diaforasa je indukovana prostfednictvim Ah receptoru, stejné jako
tohoto enzymu napiiklad azobarviva a polycyklické aromatické uhlovodiky!?”. Tamoxifen,
transhydroxytamoxifen a dal$i latky patiici do skupiny antiestrogenti zajist'uji indukci
tohoto enzymu prostiednictvim receptoru specifického pro estrogeny (ER receptor)®!, jiné
induktory (napf. tert-butylhydrochinon) k indukci DT-diaforasy intracelularni receptor

nepotebu;jil®.

1.41.2 LIDSKA ISOFORMA DT-DIAFORASY

Gen NQOI, lokalizovany na chromozomu 16q2.2, koduje hlavni cytosolarni formu
lidské DT-diaforasy[49]. V lidské populaci se v$ak vyskytuji dvé rozdilné alely genu NQOI.

Vzacngj§i forma kédujici nefunkéni DT-diaforasu je nazyvana ,null“ alela ®2. Nalez

onull“ alely genu NQOI vyrazné zvysuje riziko vzniku urologickych malignit®”

[46, 86]

a
karcinomu plic
Lidskéa isoforma je sloZzena ze dvou polypeptidovych fetézci, pfiCemz kazdy je

slozen ze 274 aminokyselin a ma molekulovou hmotnost 30 867 Da %, Ratézce jsou
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identické z hlediska primarni struktury, li§i se ale zastoupenim a-helixd a B-struktur, tedy
na urovni sekundarni struktury. V kazdém fetézci se nachazi vyrazna stocena antiparaelni
struktural®®!,

Specifickymi inhibitory lidské isoformy DT-diaforasy jsou antikoagulanty (napf.

dikumarol)!! 46!,

1.41.3 POTKANI ISOFORMA DT-DIAFORASY

Potkani isoforma DT-diaforasy je sloZena také ze dvou polypeptidovych fetézct.
Kazdy z obou je tvofen 273 aminokyselinami a jeho molekulova hmotnost je 30 801 Da.
V kazdém Fetézci se nachazi vyrazna stofena antiparaelni struktura®®!. Retézce jsou na
primarni urovni identické, li§i se vSak na urovni sekundarni struktury, tedy zastoupenim
a-helixti a B-struktur. Retézec ,,A“ je sloZen ze sedmi a-helixt (27,8 %) a osmi B-struktur
(12,8 %), zatimco fetézec ,B“ tvofi osm a-helixd (29,7%) a osm [-struktur

(13,2 %)),

1.4.2 XANTHINOXIDASA

Xanthinoxidasa je flavoprotein, ktery katalyzuje oxidativni hydroxylaci fady
aromatickych heterocyklickych sloufenin (xanthinu, hypoxanthinu) a aldehydi.
V organismu ma dileZitou funkci pfedev$im pii odbouravani purinovych bazi. Z purinti se
nejprve odstépi ribosa a uvolnény guanin se deaminuje na xanthin. Ten podléha
hydroxylaci v poloze Cg a vznika kyselina mo&oval''¥). Reakci lze schematicky znazornit
rovnici:

xanthin + O, + H,O — kyselina mo¢ova + H,O,
Eukaryoticka xanthinoxidasa je homodimer, sloZzeny se ze dvou identickych

podjednotek o molarni hmotnosti 130 kDa. Kazdy monomer je uspoiddan do nékolika

domén (n€kolika systému pienasejicich elektrony):
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e  kazda z prvnich dvou domén je koordinovana s [Fe,S,] klastrem

e nasleduje flavinova doména

e nakonec jsou dvé domény vazici dvé molekuly molybdenu jako kofaktoru.
Tento komplex cyklicky pfechazi z plné¢ oxidovaného stavu (Mo VI) do redukovaného
stavu (Mo IV)!'2],

Enzym se vyskytuje vjaterni tkani obratlovci pfevazné ve formé
xanthindehydrogenasy, skladovanim pfi teploté -20°C za piidani organickych rozpoustédel
mizZe byt pfeveden do oxidasové formy!'>!.

Indukce xanthinoxidasy xenobiotiky nebyla prakticky zjisténa, existuje vSak

regulace jeji aktivity endogennimi latkami'®®.

1.5 AROMATICKE NITROSLOUCENINY

Aromatické nitroslou€eniny tvoii vyznamnou soucast toxickych a karcinogennich
kontaminanti Zivotniho prostfedi, které predstavuji zna¢ny rizikovy faktor pro lidské
zdravi. Jsou pfitomny ve vSech slozkach Zivotniho prostfedi. Nitroaromaty se napf.
vyskytuji ve vyfukovych plynech a jsou adsorbovany na vzdu$né prachové castice.
Regionalni zne¢i$téni témito slouceninami je spojeno stadou procesi. Nitroaromaty
vznikaji z oxidd dusiku produkovanych vSemi vysokoteplotnimi procesy (spalovani
fosilnich paliv, tepelna likvidace odpadu a zpracovani kovii), dal§ich vzduSnych polutanti
a polycyklickych aromatickych uhlovodikt — ty provazeji silnou automobilovou dopravu.
Lokalni zneCiSténi aromatickymi nitroslou¢eninami je vyvolano piedev§im uniky
z technologii na jejich zpracovani. Nachazi se rovnéZ v cigaretovém koufi a vznikaji i pti

Gipravé n&kterych potravin. Nitrofurany a nitroimidazoly jsou pouZivany jako légival'%.

Z hlediska vlivu na zdravi ¢lovéka mohou byt aromatické nitroslouc¢eniny nékdy
povazovany za jednotnou skupinu sloucenin. Jednotlivi zastupci v§ak vykazuji specialni
pisobeni, které vyplyva z heterogenity jejich metabolismu a enzymu podilejicich se na
tomto procesu v organismech. VétSina aromatickych nitrosloucenin vykazuje mutagenni
aktivitu v bakterialnich i sav€ich systémech, fada z nich vykazuje i karcinogenni aktivitu,

jez vyvolava nadorové procesy piedevsim v jatrech, plicich a prsnich zlazach. Jejich podil
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na vyvoji nadorovych procest v lidském organismu se nepodafilo doposud jednoznaéné
prokazat, ale epidemiologické studie u pacientd trpicich nddorovym onemocnénim prsu a
plic naznacuji potencialni podil téchto sloucenin na etiologii onemocnéni u obyvatelstva

Zijiciho v prostiedi jimi kontaminovaném!°®.

1.5.1 NITROAROMATY A JEJICH VLIV NA LIDSKE ZDRAVI

Narodnim toxikologickym programem USA byly oznaeny jako silné podezielé
karcinogeny pro lidsky organismus tyto sloueniny: 2-nitroanisol, 1-nitropyren,
4-nitropyren, 1,6-dinitropyren, 1,8-dinitropyren, 6-nitrochrysen a nitrofen. Z dalSich
fyziologicky uc¢innych nitroaromati je nutné zminit rostlinné produkty aristolochové
kyseliny a lé€iva pouzivand vhumanni a veterinarni medicing, nitrofurany a
nitroimidazoly!'%®.

Nitropyreny jsou polutanty obsaZené v ovzdu$i. 1-nitropyren je jedna z hlavnich
mutagennich komponent ve vyfukovych plynech, zatimco dinitropyreny jsou slozkami
minoritnimi. VSechny mono- a dinitropyreny jsou pro experimentélni zvifata karcinogenni.

wewr

s vyvojem nadorového onemocnéni (plicni nadory) v lidském organismu a 6-nitrochrysen
iniciujici v organismech experimentalnich zvifat nadory plic, jater a prsnich zlaz!"%.

4-nitrobifenyl a jeho reduk¢ni derivat 4-aminobifenyl jsou polutaty pracovniho
prostfedi chemického primyslu, vyvolavajici nadory mocového méchyie. Nitrofen byl
dlouhodobé pouzivan jako kontaktni herbicid v ochrané kulturnich plodin, jako jsou ryZe,
kvétak, brokolice, zeli, cibule, Cesnek a celer. Vzhledem k jeho hromadéni v pudé, jeji
kontaminaci a také kontaminaci samotnych zemédélskych produkti a silnym
karcinogennim G¢inkim nitrofenu na experimentalni zvifata bylo jeho pouZivani
zakazano!'%),

Nitrofurany a nitroimidazoly jsou pouzivany v lidské a veterinarni mediciné pro své
antibakterialni u¢inky. 5-nitroimidazoly jsou u¢inné proti Trichomonas vaginalis a dal§im
infekénim onemocnénim ¢lovéka. Misoimidazol je vyuzivan pro zvySeni u€innosti
vradia¢ni chemoterapii. Nitroimidazoly vykazuji v bakteridlnich testech mutagenni

aktivitu, ale v savé&ich systémech je jejich mutagenita podstatn& nizsi''%!.
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Mezi velmi nebezpecné nitroaromaty patfi i nékteré prfirodni produkty.
Aristolochové kyseliny nachazejici se v listech a kofenech rodu Aristolochia jsou jednim
z piikladt. Jejich fatdlni pouziti v terapii nadvahy pomoci ¢inskych bylin vedlo k vyvoji
ledvinového selhani a nddord mocovych cest. Farmaceutické pouZivani téchto latek bylo

proto také zakazano!'%!.

1.5.1.1 3-NITROBENZANTHRON

3-nitrobenzanthron (3-NBA, 3-nitro-7H-benz[de]anthracen-7-on, Obr. 12),
polycyklickd aromatickd nitrosloucenina, je jednim z nejsiln€jSich mutagend, ktery je

i karcinogenem pro hlodavce!*** 7. Jeho genotoxicita byla prokazana v fadé testii na

5, 56, 79]

mutagenitu a potencidlem tvofit specifické adukty sDNA, detekované

v experimentech  in  vitro, v bunécnych

NO,

kulturach, in vivo v organismu laboratorniho

potkanal® 6710 12.18.20.21.32.52] yroqyvtiie s ve
sloZzkach zivotniho prostfedi a jako soucast
vyfukovych plyni byl prokdzan teprve

B3 Tvoten je pravdépodobnd bud 9

nedavno
nedokonalym spalovanim nafty nebo reakci
parentalniho polycyklického uhlovodiku s oxidy O

dusiku z atmosférym]. Vyskyt 3-NBA je viak Obr. 12 Vzorec 3-nitrobenzanthronu
daleko S$ir§i. Nedavno byl detekovan také v ptidé na zemském povrchu a jako soucast
srazkovych vod!®” ¢ """ Tato sloutenina tedy ohrozuje velké skupiny lidské populace.
Vy$8i riziko jeho toxického pisobeni piipadd na skupiny obyvatelstva plisobici
v pracovnim prostfedi n€kterych odvétvi. OhroZeni jsou pfedevsim profesiondlni fidici,
pracovnici garaZi, mechanici & hornici®®. Jako marker vystaveni populace 3-NBA by
mohl slouzit jeho redukéni metabolit 3-aminobenzanthron (3-ABA). Ten byl nedavno
detekovan v mo¢i pracovnikii solnych dolii vystavenych pasobeni vyfukovych plynaf®®l.
I u této slou€eniny byla prokazana jeji genotoxicita[m]. 3-NBA vstupuje do organismu
hlavng inhalaéni cestou, rizikovym organem jsou tedy predevsim plice!'®).

3-NBA a jeho redukéni metabolit 3-ABA jsou schopné generovat adukty s DNA.
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Ty byly detekovany jak v experimentech in vitro, tak i in vivo v ruznych tkanich
laboratornich potkanti, kterym byly tyto slouceniny aplikovany intraperitonealné¢ a

intratrachealna & 7 10 11,12, 1819,20,21,33]

Metabolismus 3-NBA

Pfedpokladand cesta metabolické aktivace 3-NBA a 3-ABA za tvorby aduktd
s DNA je uvedena na Obr. 13. Biotransformace 3-NBA probiha zfejmé zejména redukéni
cestou. —-NO; skupina je redukovana na -NHOH. N-hydroxylamin je nestabilni, rozpada se
na nitréniovy ion, ktery bud’ sdm nebo po pfeméné na ion karbéniovy reaguje
s nukleofilnimi centry DNA za tvorby adukti. Tvorba nitréniového iontu je zvySena
konjugaci s aktivnim sulfatem nebo acetatem!®).

N-hydroxylamin muze byt redukovan az na 3-ABA, ktery muizZe byt naopak
oxidovan za vzniku N-hydroxylaminu.

Metabolicka aktivace 3-NBA a 3-ABA probihaji v organismu enzymoveé
katalyzovanymi reakcemi. Enzymy participujici na aktivaci té€chto slou¢enin byly uréeny
teprve nedavno. Jedna se o cytochromy P450 (oxiduji 3-ABA na N-hydroxylamin),
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu a DT-diaforasu (redukuji 3-NBA na

[11,12]
B o T ¥
' X Ld
+DNA
— adl ] —p DNA adducs

N-hydroxylamin)

rat and Joman
lver cytesd (NQO1) Tommam NATs |Jaarnan SULTs
Tomnan (NAT], (SULTIAL
b NaTy | suLma rat and human
ST s s Tvea miaresomes

0, (NADPH:P450 reductase) NHOE (430 141, P50 142)

in vivoin radsimice it vivoin rads
reduction v

N-OK-ABA

Obr. 13 Predpokladana cesta metabolické aktivace 3-NBA a 3-ABA!'!

35



Uvod

1.5.1.2 2-NITROANISOL

2-nitroanisol (1-methoxy-2-nitrobenzen, Obr. 14)
NO , . . . .
je primarné pouzivan jako prekurzor pii vyrobé 2-

OCM3  anisidinu  (2-methoxyanilinu). Je tedy pouzivan

v barvarském primyslu pi vyrobé azobarviv!'®. Je
rovnéZ pouzivan ve farmaceutickém primyslu jako
meziprodukt pii syntéze nékterych 16¢ivI'®). Patti mezi

Obr. 14 Vzorec 2-nitroanisolu L . ’
latky toxické a karcinogenni 2% 4!

, se kterymi se b&Zné
setkdvame jak v pracovnim prostiedi (chemicky pramysl), tak v prostfedi Zivotnim, kde
ptispivaji k lokadlnimu a regiondlnimu zneci§téni (vyfukové plyny automobilti, uniky
z technologii)!'®®!. Zajem mnoha védeckych pracovist o tuto latku byl vyvolan v roce 1993
havarii ve firmé Hoechst v Némecku, pii které doSlo k masivnimu tniku
2-niroanisolu a k velkému lokalnimu zneg&i§téni touto slou¢eninoul'®!.

2-nitroanisol je latka toxicka. Jeho pisobeni zpisobuje methemoglobinemii, coz je
onemocnéni, pfi kterém dochézi ke vzristu koncentrace methemoglobinu, jehoZ Zelezo
vmocenstvi 3" neni schopno vazat kyslik, a urychlené destrukci erytrocytl, coZ
zpiisobuje poruchy dychéni!'®!. V détské populaci Zijici v oblasti nehody byl zaznamenan
narust vyskytu atopického ekzému, dokonce i zhorSeni latentni formy a vyvoj novych typa
tohoto onemocnéni po 1,5 roku od havarie!®.

2-nitroanisol je karcinogenem vyvoldvajicim u my$i a potkanti tvorbu nadort
mocového méchyfem, v mensi mife také sleziny, jater a ledvin. Je jen slabé mutagenni
v Amesove testu pro kmen Salmonella typhimirium, u dalSich kmenti nebyla mutagenni
aktivita prokdzéna vibec. Tato latka vykazuje také malou aktivitu v cytogenetickych
testech, kdy pouze pfi velkych koncentracich indukuje nepatrny narst chromosomalnich
aberaci a sesterskych chromatidovych vymén!'%l. Tyto vysledky spolu se znamym silnym
karcinogennim u¢inkem 2-nitroanisolu vyvolavaji otazku, jakym mechanismem se tato
slouCenina uplatiiuje v procesu kancerogenese, zda je tato latka karcinogenem
genotoxickym &i epigenetickym a jaké faze kancerogenese se vlastné ucastni'' %',
U pozarnikl pracujicich na misté nehody, vystavenych tedy zvysené koncentraci

2-nitroanisolu, byl pozorovan nartst jednofetézcovych zlomi v DNA, ktery po tfech
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mésicich od nehody poklesl na normalni hladinu, pravdépodobné diky DNA opravnym

mechanismam!*?l,

Model mechanismu kancerogenese 2-nitroanisolu

Analyzou typu indukce tvorby nadori mocového méchyfe zpusobenych
2-nitroanisolem byla zji§téna viditelna shoda s typem kancerogenese pozorované u dobie
prostudovaného karcinogenu stejného organu A-[4-(5-nitro-2-furyl)-2-thiazolyl]formamidu
(FAFNT). U této slouceniny byl navrZzen model dvoustupriového procesu kancerogenese,
DNA cilovych bungk, tak do promoéni faze stimulaci proliferace cilovych bungk!*’). Tento
navrZzeny model vSak dosud pro FAFNT ani pro 2-nitroanisol nebyl experimentalné

prokazan.

Metabolismus 2-nitroanisolu:

Hlavni cesta metabolismu 2-nitroanisolu in vivo je jeho oxida¢ni demethylace na
2-nitrofenol, ktery je vyluCovan ztéla moci ve formé bud’ sulfatového konjugatu
vytvofené¢ho reakci s fosfoadenosinfosfosulfatem katalyzovanou enzymem
sulfotransferasou, anebo konjugatu skyselinou glukuronovou vzniklého reakci
s UDP-glukuronovou kyselinou'®”. Druhou cestou metabolismu je redukce 2-nitroanisolu
na 2-anisidin (2-methoxyanilin), ktera ov§em probiha v daleko mensi mife (necelé 1 %), a
to v jatrech®?). Za vyssich davek miZe oxida¢ni cesta metabolismu dosahnout saturace, coZ
vede k umérné vétsi tvorbé 2-anisidinu.

In vitro byla zjisténa jak tvorba oxidaénich, tak i redukénich metaboliti (Obr. 15).
2-nitroanisol je cytochromy P450 oxidovan na 2-nitrofenol, ktery je dale opét cytochromy
P450 oxidovan za vzniku dvou metaboliti - 2,6-dihydroxynitrobenzenu a
2,X-dihydroxynitrobenzenu. Tato cesta je detoxika¢ni. 2-nitroanisol muze byt také
redukovan xanthinoxidasou. Vznikd N-(2-methoxyfenyl)-hydroxylamin, ktery bud’ sam

nebo pfemé&nén na 2-anisidin tvo¥i kovalentni adukty s DNA[® 641031,
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Uvod
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dG-adducts in DNA

Obr. 15 Schéma metabolismu 2-nitroanisolu *!
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2 CIiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo rozsifit poznatky o metabolismu
aromatickych nitrosloucenin, karcinogennich latek 3-nitrobenzanthronu (3-NBA) a

2-nitroanisolu. Konkrétnimi cili bylo:

» Studie redukce 3-nitrobenzanthronu lidskou rekombinantni DT-diaforasou

(NQOD).

» Studie metabolismu 3-nitrobenzanthronu potkanim jaternim mikrosomalnim

systémem.

» ldentifikace oxida¢niho metabolitu 2-nitroanisolu vznikajiciho mikrosomalnimi

cytochromy P450.

Diplomova prace byla feSena jako soucast grantového védeckého projektu podporovaného
GACR (grant 303/05/2195), ktery je zaméfen na studium mechanismu pisobeni
3-nitrobenzanthronu na lidsky organismus. Vysledky ziskané v ramci této diplomové prace
byly prezentovany formou plakatového sdéleni na X. Pracovnim setkani biochemikt a

molekularnich biologti v Brné (8. 2. - 9. 2. 2006).
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3 MATERIAL A METODY

3.1

zdroja:

MATERIAL

Chemikalie a material, které byly pouzity v experimentech, pochazeji z téchto

Chemopetrol, Ceski republika
suchy led

Firma RNDr. Jan Kulich, Ceska republika

Folinovo ¢&inidlo

Fluka, Svy"carsko
metanol, 2-nitroanisol, tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Tween 20

Lachema, Ceska republika

aceton, citrat sodny, CuSQO4 " 5 H,0, deoxycholat sodny, dithioni¢itan sodny, etanol,
éter, glycerol, KH,PO4, KOH, KCl, MgCl,, Na,CO3, NaOH, NasP,07 . 10 H,0,
Na,HPO, - 12 H,0, NaH,PO,4 - 2 H0, kyselina askorbova, kyselina citronova,

kyselina chlorovodikova, kyselina sirova, vinan sodnodraselny

Linde, Ceska republika
dusik (g), kapalny dusik, oxid uhelnaty

Merck, Némecko

etylacetat
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3.2

Sevapharma, Ceska republika

hovézi sérovy albumin (BSA)

Serva, Némecko

lidsky sérovy albumin (HSA)

Sigma, USA

butanol, dimethylsulfoxid (DMSO), fenacetin, glukosa-6-fosfat, glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa, lidska rekombinantni DT-diaforasa,
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP"), nikotinamidadenindinukleotidfosfat
— redukovana forma (NADPH), 2-nitrofenol

Veb Laborchemie Apolda, Némecko

kyselina chlorista

3-nitrobenzanthron a 3-aminobenzanthron — dar Doc. H.H. Schmeisera, Némecké

centrum pro vyzkum rakoviny v Heidelbergu

jaterni mikrosomy potkana a kralika — isolovany kolegy v laboratofi, PiF UK,

katedra biochemie

PRISTROJE

Centrifugy:

K23, Janetzki, Némecko (vykyvny rotor)

K24, Janetzki, Némecko (ihlovy rotor)

T52.2, MLW, Némecko (vykyvny rotor)

Optima LE-80K Ultracentrifuge, Beckman Coulter, USA (tithlovy rotor Ti 45)
Microcentaur MSE, Sanyo, UK (uhlovy rotor)
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» Spektrofotometry:
Hewlett Packard E8453, USA
Spektromom 195 D, MOM, Mad’arsko
Specord M40, Carl-Zeiss Jena, Némecko
Specord M42, Carl-Zeiss Jena, Némecko

> Vihy:
PESA 40SM-200A, Svycarsko (analytické vahy)
KERN EW600-2M, Némecko (piedvazky)

» Systém HPLC:
pumpa: Dionex pump P580
ASI-100 Automated Sample Injector
UV/VIS Detector UVD 170S/340S, USA
termobox pro kolonu: COLUMN OVEN LCO 101
kolona: Macherey-Nagel, Némecko - nukleosil 100-5 C18 HD (4 x 250 mm)

program Chromeleonty 6.01

» DalSi pristroje:

pH metr ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou, USA
magnetickd michac¢ka Variomag, Monotherm, Némecko
homogenizator dle Pottera a Elvehjema
sonikator Tesonl, Tesla
Vortex MS 1 Minishaker, Schiller Pharma
Vortex Genius 3, IKA
inkubator Thermomixer compact, Eppendorf, Némecko
automatické mikropipety: Biohit, Finsko

Nichiryo Nichipet EX, Japonsko
vakuova odparka Laborota 4002 digital s manostatem, Heidolph, Némecko
bodotavek Melting Point B-545, Biichi, Svycarsko
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3.3 METODY

3.3.1 ISOLACE MIKROSOMALNI FRAKCE JATER KRALIKA
A POTKANA

Poudité pufry: pufr P1 (2000 ml): 150 mM KCIl, 50 mM Tris, pH 7,4
pufr P2 (1000 ml): 0,1 M NaysP,07. 10 H,O, pH 7,2
pufr P3 (100 ml): 150 mM KCl, 50 mM Tris, 20 % glycerin, pH 7,4

Mikrosomalni frakce byla isolovana diferen¢ni centrifugaci homogenatu jaterni

tkang modifikovanym postupem podle Lindstrdm-Seppal”!

. Cely proces probihal pfi
teploté 6°C a pouZivané roztoky a pomicky byly pfedem vychlazeny.

Zvitata byla narkotizovdna oxidem uhli¢itym a poté usmrcena strZzenim vazu
(Stiborova, ustni sdéleni). Jaterni tkan byla rozstithdna na malé kousky a n&kolikrat
proplachnuta pufrem P1. Doslo k ¢aste€nému odkrveni tkané, ktera byla dale po malych
¢astech homogenisovana v homogenisatoru dle Pottera a Elvehjema s teflonovym pistem
s objemem (ml) pufru P1 odpovidajicimu étyfnasobné hmotnosti (g) jater. Homogenat byl
filtrovan pfes 4x sloZenou gazu a centrifugovan pii 600 x g po dobu 10 minut pfi teploté
4°C [centrifuga Janetzki K-23 (Némecko) s vykyvnym rotorem, 4 x 70 ml, 2 000 RPM].
Peleta byla rehomogenisovana v té€sn&j$im homogenisatoru v malém mnozstvi pufru P1 a
centrifugovana za vySe uvedenych podminek. Spojené supernatanty byly odstiedény
20 minut pifi 15 000 x g [centrifuga Janetzki K-24 (Némecko) s thlovym rotorem,
6 x 35 ml, 13 500 RPM]. Supernatanty byly centrifugovany po dobu 60 minut pfi
105 000 x g (ultracentrifuga Beckman Optima LE-80K s thlovym rotorem Ti 45, 6 x 65
ml, 45 000 RPM). Peleta mikrosomt byla pfenesena do malého homogenisatoru (dle
Pottera a Elvehjema, objem 25 ml) a resuspendovana s pufrem P2 (dvojnasobny objem
pivodni hmotnosti organu). Homogenni suspenze byla opét odstfedéna 60 minut pfi
105 000 x g (viz vySe zminéné podminky). Mikrosomalni peleta byla pfenesena do malého
homogenisatoru (dle Pottera a Elvehjema, objem 25 ml) a resuspendovana v pufru P3

(pétina objemu puvodni hmotnosti organu). Mikrosomy (1 ml alikvoty) byly zmraZeny
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v kapalném dusiku a dale uskladnény pfi - 80°C.

3.3.2 STANOVENIi KONCENTRACE CYTOCHROMU P450

Princip: Cytochrom P450 vykazuje v redukovaném stavu v komplexu s CO absorp¢ni
maximum pii vinové délce 450 nm. Na zakladé této vlastnosti se stanovuje koncentrace
cytochromu P450 metodou diferenénich spektroskopie!”!.

Postup: Do zkumavky bylo pipetovano podle odhadnutého fedéni méteného vzorku n ml
(0,05 — 1,0 ml vzorku) a doplnéno pufrem do 2 ml. Dale bylo pfidano 5 mg dithioni¢itanu
sodného, ¢imz probéhla redukce cytochromu P450. Po promichani byl roztok rozdélen do
dvou kyvet s optickou drahou 1 cm. Prvni kyveta slouZila jako srovnavaci, roztok v druhé
kyveté byl sycen proudem CO (g) po dobu 60 sekund. Nasledné bylo na dvoupaprskovém
spektrofotometru Specord M-40 méfeno diferenéni spektrum v rozsahu vinovych délek

400 — 510 nm. Koncentrace cytochromu P450 byla vypoétena ze ziskanych absorbanci

podle vzorce:

cpaso = ( Agso — Aggo / €pasp ) Fedéni  [pM]

CPAS0 e vveerennns koncentrace cytochromu P450

Assgeernnnnnnn.. absorbance pfi vinové délce 450 nm

Agooeenennennnns absorbance pfi vinové délce 490 nm

£€p4s0-- - ---.......molarni absorpéni koeficient cytochromu P450 (g = 0,091 mmol” - dm®- cm'])

3.3.3 STANOVENiI KONCENTRACE PROTEINU "

Princip: Bilkoviny ptitomné ve vzorku se rozpusti v alkalickém roztoku deoxycholatu
sodného a nasledné reaguji po pfidani Folinova ¢inidla (roztok fosfomolybdenové a
fosfowolframové kyseliny) za vzniku modré rozpustné slougeniny!®".

Postup: 100 pl vzorku bylo fedéno do 0,5 ml destilovanou vodou, pak bylo pfidano

0,15 ml 2 % deoxycholatu sodného (w/v) a 0,15 ml 2 M NaOH. Vse bylo promichano a
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ponechano 10 minut stat. K roztoku byly pfidany 3 ml Cerstvé ptipraveného alkalického
¢inidla [0,5 ml 1% roztoku CuSO; ~ 5 HO (w/v) + 0,5 ml 2% roztoku vinanu
draselnosodného (w/v) + 49 ml 2 % roztoku Na,CO3 (w/v)], znovu bylo vSe promichéano a
ponechano 10 minut stat. Nasledné bylo k roztoku piidano 0,3 ml Folinova ¢inidla (tésné
pted pouZitim bylo fedéno v poméru 1:1 destilovanou vodou), roztok byl promichan a
nechan stat 30 minut. Po uplynuti této doby byla ihned méfena absorbance (Spektromom
195 D, MOM, Mad’arsko) vzorku pfi 550 nm oproti ,,slepému® vzorku obsahujicimu
destilovanou vodu namisto méfeného vzorku. Jako standard byl piipraven roztok BSA o
koncentraci 0,8; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025 a 0,0125 mg/ml.

Ze ziskané kalibra¢ni kfivky byly uréeny hodnoty koncentrace proteinu ve vzorcich

podle vztahu:
cp = Assg (vzorek)/Assy (standard) cpsa * Fedéni [mg/ml]

¢, — koncentrace bilkoviny
Asso — absorbance pfi vinové délce 550 nm

casa — koncentrace standardu

3.34  STUDIUM METABOLISMU 3-NBA LIDSKOU REKOMBINANTNI
DT-DIAFORASOU

SloZeni inkubacni smési:

» pufr 50 mM TRIS/HCI + 0,4 % Tween 20, pH 7,4

» 1 mM NADPH

» roztok DT-diaforasy v pufru (od 5 pg/ml do 100 pg/ml)
» roztok 3-NBA v DMSO (od 5 pM do 50 uM)

Inkuba¢ni smés o objemu 0,5 ml obsahovala: pufr (50 mM TRIS/HCI] + 0,4 %
Tween 20, pH 7,4), 50 pl 10 mM NADPH a rizné mnoZstvi zasobniho roztoku
DT-diaforasy (0,25 mg/ml). Nad smési byla vytvofena inertni atmosféra pomoci
dusiku (g). Po 15 minutach inkubace smési pii 37°C byla reakce startovana ptidanim 5 pl

45



Material a metody

2 mM 3-NBA a smés inkubovana po dobu 60 minut (Thermomixer compact eppendorf,
400 RPM, 37°C).

Reakce byla ukonéena pfidanim 1 ml etylacetatu a produkty reakce extrahovany do
tohoto organického rozpoustédla. Dale bylo k smési pfidano 5 pl 1 mM fenacetinu jako
vnitiniho standardu a opakovédna extrakce produktii spolu sinternim standardem do
etylacetdtu. Smés byla centrifugovana 3 minuty pii 13 000 RPM (minicentrifuga
MicroCentaur MSE, uhlovy rotor). Po oddéleni organické faze s produkty reakce byl
k vodné fazi ptfidan opé€t 1 ml etylacetatu a provedena dalsi extrakce stejnym postupem.

Spojené extrakty byly odpafeny. Tésné pied analyzou byly odparky rozpustény ve
30 pl metanolu. Metabolity byly separovany pomoci HPLC (aplikovano 20 ul).

Pii zjistovani zavislosti pfemény 3-NBA na koncentraci DT-diaforasy obsahovala
inkuba¢ni smés 5, 10, 20, 30, 40 a 100 pg/ml DT-diaforasy. V piipadé zjistovani vlivu
doby inkubace na metabolismus 3-NBA byla inkuba¢ni smés inkubovana 15, 30 a
60 minut. Pro zjisténi vlivu koncentrace 3-NBA na jeho metabolickou pfeménu pomoci
DT-diaforasy o koncentraci 40 pg/ml byla pouzita koncentrace 3-NBA v inkuba¢ni smési
5, 10, 20 a 50 pM. V pfipadé zjiStovani vlivu pH na pifeménu 20 pM 3-NBA
DT-diaforasou o koncentraci 40 pg/ml byly pouzity pufry o pH 5,0; 6,0; 7,4 a 8,4.

3.3.41 PRIPRAVA STANDARDNICH ROZTOKU 3-NBA A 3-ABA PRO HPLC

K 25 pl metanolu bylo pfidano 5 pl 2 mM 3-NBA (resp. 5 ul 1 mM 3-ABA). Takto
pfipravené roztoky byly promichany na Vortexu a centrifugovany 3 minuty pfi

13 000 RPM (centrifuga Microcentaur MSE, uhlovy rotor ).

3.34.2 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

K separaci latek obsazenych v jednotlivych inkubacnich vzorcich byla pouzita
metoda RP-HPLC na koloné C;3 (Macherey-Nagel, SRN) pfi teploté 35°C. Jako mobilni
faze byl pouzit 70 % metanol. Rychlost pritoku mobilni faze pti méfeni byla 0,6 ml/min a

jednotlivé slozky inkubaénich smési byly detekovany pii vinové délce 254 nm. Vzorky
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byly aplikovany v mnozstvi 20 pl.

335 STUDIUM VLIVU LIDSKEHO SEROVEHO ALBUMINU NA
METABOLISMUS 3-NBA  LIDSKOU REKOMBINATNI
DT-DIAFORASOU

SloZeni inkubaéni smési:

» pufr S0 mM TRIS/HCI + 0,4 % Tween 20, pH 7,4
1 mM NADPH

40 pg/ml DT-diaforasa

0,25 mg HSA v pufru (50 mM TRIS/HCI, pH 7,4)
20 uM 3-NBA v DMSO

YV V V V

Inkuba¢ni smés o objemu 0,5 ml obsahovala: pufr (50 mM TRIS/HCI + 0,4 %
Tween 20, pH 7,4), S0 ul 10 mM NADPH, 80 pl zasobniho roztoku DT-diaforasy
(0,25 mg/ml) a popt. 10 pul roztoku HSA. Nad smési byla vytvofena inertni atmosféra
pomoci dusiku (g). Po 15 minutach inkubace smési pti 37°C byla reakce startovana
pfidanim 5 pl 2 mM 3-NBA a smés inkubovana po dobu 60 minut (Thermomixer compact
eppendorf, 400 RPM, 37°C). Dalsi postup byl stejny jako pti studiu metabolismu 3-NBA
NQOI1 (kapitola 3.3.4).

Pro zjisténi vlivu doby inkubace na metabolismus 3-NBA lidskou rekombinantni
DT-diaforasou za pfitomnosti HSA byla inkuba¢ni smés inkubovana 60, 120 a 180 minut.
Jako kontrolni vzorky byly pouZity inkuba¢ni smési stejného sloZeni s vyjimkou HSA.

Ke studiu vlivu HSA na metabolismus 3-NBA lidskou rekombinantni
DT-diaforasou byly pii RP-HPLC uzZity stejné podminky jako pfi studiu metabolismu
3-NBA lidskou rekombinantni DT-diaforasou (kapitola 3.3.4.2).
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3.3.6 STUDIUM METABOLISMU 3-NBA MIKROSOMY JATER
POTKANU PREMEDIKOVANYCH FENOBARBITALEM,
B-NAFTOFLAVONEM A NEPREMEDIKOVANYCH ZVIRAT

SloZeni inkubacni smési:
» pufr - 50 mM TRIS/HCI, pH 7,4
> 1 mM NADPH

» mikrosomy (0,5 mg proteinu/ml)
» 20 uM 3-NBA v DMSO

Inkubaéni smé&s o objemu 0,5 ml obsahovala: pufr (50 mM TRIS/HCI, pH 7.4),
50 pl 10 mM NADPH a mikrosomy v takovém mnozZstvi, aby inkuba¢ni smés obsahovala
0,5 mg proteinu/ml. Reakce byla startovana pfidanim 5 pl 2 mM 3-NBA a smés
inkubovana (Thermomixer compact eppendorf, 400 RPM, 37°C). Dalsi postup byl stejny
jako pii studiu metabolismu 3-NBA NQO1 (kapitola 3.3.4).

Pro zjisténi vlivu doby inkubace na metabolismus 3-NBA jaternimi mikrosomy
potkanti premedikovanych fenobarbitalem, B-naftoflavonem a nepremedikovanych zvitat
byla inkubaéni smés inkubovana po dobu 60, 120 a 180 minut.

Ke studiu metabolismu 3-NBA mikrosomy jater potkanti premedikovanych
fenobarbitalem, B-naftoflavonem a nepremedikovanych zvifat byly pii RP-HPLC uzity
stejné podminky jako pii studiu metabolismu 3-NBA lidskou rekombinantni
DT-diaforasou (kapitola 3.3.4.2).

3.3.7 STUDIUM VAZBY 3-NBA AKTIVOVANEHO LIDSKOU
DT-DIAFORASOU NA PROTEINY

Ke studiu vazby 3-NBA aktivovaného lidskou DT-diaforasou na proteiny byly

pouzity vodné faze jednotlivych inkubaci, které jsme ziskali po oddéleni organické faze
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(kapitola 3.3.4). K inkubaénim smésim byly po extrakci etylacetatem pfidany 4 ml
acetonu, roztok byl promichan a centrifugovan (centrifuga MLW 522 T,
8 000 RPM, 10 minut). Aceton byl odebran. Peleta byla dvakrat promyta 1 ml acetonu,
roztok byl promichan a centrifugovan za stejnych podminek (viz vy$e). Aceton byl opét
odebran a peleta promyta 2 ml 100% etanolu. Smés byla promichana a opét
centrifugovana za stejnych podminek. Etanol byl odebran a k peleté pfidany 2 ml 70 %
etanolu. Roztok byl zamichan a centrifugovan za vySe uvedenych podminek. Etanol byl
odebran a peleta dosuSena v digestofi. Peleta byla rozpusténa v1 ml 1 M NaOH.
Zkumavky s roztokem byly opatrné zahiaty na vodni lazni aZ do rozpusténi pelet.

Po vychladnuti roztoku byla proméfena absorpéni spektra na spektrofotometru
Hewlett Packard E8453. Jako blank byl pouzit 1 mM roztok NaOH.

Ve vzorcich byl stanoven obsah proteinu Lowryho metodou®! (kapitola 3.3.3).

3.3.8 PRIPRAVA 2,5-DIHYDROXYNITROBENZENU

2-nitrohydrochinon (2,5-dihydroxynitrobenzen) byl pfipraven metodou podle
Elbse!'* ") 8,75 g o-nitrofenolu bylo rozpusténo v 500 ml destilované vody. K roztoku
bylo ptfidano 14,2 g persiranu sodného a 12,5 g NaOH. Smés byla inkubovana pfi
laboratorni teplot¢ po dobu dvou dni. Poté byla okyselena kyselinou sirovou.
Nezreagovany o-nitrofenol byl z reakéni smési odstranén destilaci s vodni parou a zbytky
reak&ni smési byly extrahovany do éteru. Eter byl odpafen na vakuové odparce (Laborota
4002, Heidolph) a vysledny produkt byl dvakrat rekrystalizovan z vody. Poté byl pfecistén
ptes aktivni uhli a znovu krystalizovan z vody. Roztok s drobnymi krystalky byl filtrovan
ptes skladany filtr a krystalky ususeny.
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339 URCENIi METABOLITU 2-NITROANISOLU TVORENEHO
JATERNIMI MIKROSOMY KRALIKA

SloZeni inkubacni smési:

» 0,1 M fosfatovy pufr, pH 74 (smés 0,1 M Na,HPO4 - 12 H,0 a
0,1 M NaH,PO, ' 2 H,0)

1 mM NADPH generujici systém

1 mM 2-nitroanisol v metanolu

1 mM kyselina askorbova

vV V V¥V V

mikrosomy (koncentrace cytochromu v inkuba¢ni smési 4 uM)

Pro studium pfemény 2-nitroanisolu mikrosomy jater kralika premedikovaného
fenobarbitalem byly pfipraveny reakéni smési o objemu 100 pl. Inkubacni smés
obsahovala 0,1 M fosfatovy pufr (pH 7,4), 10 ul NADPH generujiciho systému (10 mM
NADP', 100 mM glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfat-dehydrogenasa, 100 mM
MgCl, v destilované vodé€), 10 ul 10 mM kyseliny askorbové ve vzorkovém pufru,
mikrosomy (koncentrace cytochromu v inkubaéni smési 4 pM) a 1 pl 100 mM roztoku
2-nitroanisolu v metanolu. Vzorky byly inkubovany 45 minut v otevienych
mikrozkumavkach pii teploté 37°C. Po uplynuti této doby byla reakce ukoncena pfidanim
20 pl 0,6 M HCIO,, vznikla sraZenina odstfedéna 10 min pfi 13 000 RPM (centrifuga
Microcentaur MSE, uhlovy rotor). Takto pfipravené vzorky byly analyzovény pomoci
HPLC.

Pro zji$téni optimalnich podminek separace 2-nitroanisolu od jeho metaboliti bylo
jejich chovani pfi HPLC analyzovano separatné. K tomu byly pfipraveny nasledujici
roztoky.

K 27 wl metanolu byly pfidany 3 pl 10 mM 2-nitroanisolu (resp. 3 pul 10 mM
2-nitrofenolu). Takto pfipravené roztoky byly promichany na Vortexu a centrifugovany
3 minuty pii 13 000 RPM (centrifuga Microcentaur MSE, thlovy rotor ).

K 25 pl metanolu bylo pfidano 5 pl 10 mM 2,5-dihydroxynitrobenzenu. Takto
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pfipraveny roztok byly promichan na Vortexu a centrifugovan 3 minuty pfi 13 000 RPM
(centrifuga Microcentaur MSE, thlovy rotor).

K separaci 2-nitroanisolu a jeho metaboliti byla pouzZita metoda RP-HPLC na
koloné C;3 (Macherey-Nagel, Némecko) pii teploté 35°C. Mobilni faze obsahovala 60 %
metanolu a 40 % citratového pufru (0,02 M kyselina citrénova a 0,02 M citrat sodny,
pH 3,0). Rychlost priitoku mobilni faze byla 0,5 ml/min a jednotlivé slozky vzorkové
smési byly detekovany pti vinové délce 254 nm. Vzorky byly na kolonu aplikovany
v mnozstvi 20 pl.

K ur¢eni dosud neznamého metabolitu 2-nitroanisolu, 2,X-dihydroxynitrobenzenu,
bylo pouzito porovnani chromatografickych vlastnosti tohoto metabolitu s vlastnostmi
syntetizovaného 2,5-dihydroxynitrobenzenu. Inkubaéni smés 2-nitroanisolu s mikrosomy
jater kralika premedikovaného fenobarbitalem byla analyzovana pomoci HPLC, a to bud’
bez ¢i za pfitomnosti syntetizované slouceniny. Inkuba¢ni smési byly piipraveny dle
navodu (viz vySe). K30 pl této inkubacni smési bylo pfidano 5 pl 0,1 mM roztoku
2,5-dihydroxynitrobenzenu. Roztok byl zamichan na Vortexu a 20 pl vzorku aplikovano na

kolonu.
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4 VYSLEDKY

4.1 METABOLISMUS 3-NBA LIDSKOU REKOMBINANTNI
DT-DIAFORASOU

Cilem této prace bylo rozsitit poznatky o efektivité lidské DT-diaforasy (NQOT1)
v metabolismu 3-nitrobenzanthronu (3-NBA).

V experimentech byla pouzita lidskd rekombinantni DT-diaforasa (NQO1). Zjistili
jsme, Ze 3-NBA je DT-diaforasou pfeméniovan za tvorby jednoho metabolitu. Tento
majoritni metabolit, 3-aminobenzanthron (3-ABA, viz kapitoly 4.1.1, 4.1.2 az 4.1.6 a
4.2.1), tvofeny redukci nitroskupiny 3-NBA, byl separovan pomoci HPLC a detekovan pfi

vlnové délce 254 nm.

411 HPLC 3-NBA A 3-ABA

Pro zji§téni optimalnich podminek separace 3-NBA od jeho redukéniho partnera,
3-ABA, bylo nejdfive jejich chovani pfi HPLC analyzovano separatné. K témto
experimentum byly jako standardy pouZity 3-NBA a 3-ABA syntetizované na partnerském
pracovisti Némeckého centra vyzkumu rakoviny (Heidelberg).

3-NBA je pomoci HPLC (podminky HPLC jsou popsany v kapitole 3.3.4.2)
eluovan v reten¢nim ¢ase 24,5 minut (Obr. 16).

3-ABA je eluovan pti HPLC za stejnych podminek uvedenych v kapitole 3.3.4.2
v 8. minuté. HPLC probihala za stejnych podminek jako v pfipadé¢ 3-NBA (viz vyse).
Vysledek analyzy HPLC je uveden na Obr. 17.
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500 3-NBA JaH #606 [modified by | standard 3-NI uv_vis
mAU WVL:254 nm|
1-24537
375+
3-NBA
250+
125
] min|
B s E i e e L
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 200 225 25.0 27.5 30.0 325 36.2

Obr. 16 HPLC 3-NBA. Experimentélni podminky HPLC: mobilni faze 70 % metanol, pritok 0,6 ml/min,
kolona Macherey Nagel RP18, teplota 35°C, aplikovano 20 pl vzorku, detekce pii 254 nm.

120 3-NBA JaH #607 [modified by | standard 3-At UV_VIS,
mAU WVL:254 n
i 1-8.069
1 3-ABA
50 J\h
8 min|
-604—+—r———————]—+———]+—————JF————F———— ]
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.1

Obr. 17 HPLC 3-ABA. Experimentalni podminky HPLC: mobilni faze 70 % metanol, priitok 0,6 ml/min,
kolona Macherey Nagel RP18, teplota 35°C, aplikovano 20 pl vzorku, detekce pti 254 nm.

4.1.2 REDUKCE 3-NBA LIDSKOU REKOMBINANTNI
DT-DIAFORASOU

3-NBA je lidskou rekombinantni DT-diaforasou redukovan na 3-ABA. Obé
slouc¢eniny byly detekovany jako dva separatni ,,piky* pomoci HPLC (Obr. 18). Podminky
analyzy pomoci HPLC jsou uvedeny v kapitole 3.3.4.2. Reten¢ni ¢asy ,,pikd“ obou
slou¢enin vznikajicich inkubaci 3-NBA sNQO1 byly identické s retenénimi Casy

syntetizovanych standardid. V pribéhu HPLC analyzy nebyly detekovany Zadné dalsi
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»piky*, které by nasvéd€ovaly vzniku jinych metabolitti.

300-3NBA JaH #568 [modified by | 3-NBA 4A uv_vIS
mAU WVL:254 nm|
] 1-5.004 Fenacetin
200
1 3-25.238
3-NBA
3-ABA
100 K
2-8.112
* min
S+ F————r———————————————————————————"
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0

Obr. 18 HPLC smési ziskané inkubaci 3-NBA sNQOI1 (sloZzeni inkubaini smési je uvedeno
v kapitole 3.3.4). Experimentalni podminky HPLC: mobilni faze 70 % metanol, pritok 0,6 ml/min, kolona
Macherey Nagel RP18, teplota 35°C, aplikovano 20 pl vzorku, detekce pti 254 nm.

41.3 ZAVISLOST PREMENY 3-NBA NA KONCENTRACI
DT-DIAFORASY

Aby byla zjisténa zavislost ucinnosti pfemény 3-NBA DT-diaforasou na
koncentraci enzymu, byly v inkubacni smési pouzZity koncentrace lidské rekombinantni
DT-diaforasy 5, 10, 20, 30, 40 a 100 pg/ml. Vysledky analyz pomoci HPLC jsou uvedeny
na Obr. 19 a na Obr. 20.

Se zvysujici se koncentraci DT-diaforasy v inkubaéni smési dochazi ke zvySeni
pfemény 3-NBA a soucasné ke zvySovani tvorby redukéniho metabolitu (3-ABA). Pro

dalsi studie byla pouZivana koncentrace DT-diaforasy 40 pg/ml.
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Obr. 19 Zavislost pfemény 3-NBA na koncentraci NQOI. Sloupce uvedené v obrazku udédvaji mnoZstvi
pfeménéného 3-NBA za 60 minut.
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Obr. 20 Zavislost pfem&ny 3-NBA na koncentraci NQO1. Sloupce uvedené v obrazku udavaji mnozstvi
vzniklého 3-ABA za 60 minut.
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414 ZAVISLOST PREMENY 3-NBA NA DOBE INKUBACE
S DT-DIAFORASOU

Pro zjiSténi vlivu doby inkubace na pfeménu 3-NBA DT-diaforasou byla reakéni
smés inkubovana po dobu 15, 30 a 60 minut. Vysledky analyz pomoci HPLC jsou uvedeny
na Obr. 21 a na Obr. 22.

Se zvySujici se dobou inkubace 3-NBA s NQOI1 dochazi ke zvySeni pifemény
3-NBA a k naristu mnozstvi vzniklého 3-ABA. Pribéh reakce je linearni do 30 minut

inkubace. Pokles 3-NBA v ¢ase koreluje s ptiristkem jeho redukéniho metabolitu, 3-ABA.

2,5

|
i

1,5 e
. | m3-NBA

Mnozstvi pfeménéného 3-NBA
[plocha piku 3-NBA/plocha piku fenacetinu]

0.5

Cas [min]

Obr. 21 Zavislost pfem&ny 3-NBA na dobg inkubace s NQO1. Sloupce uvedené v obrazku udavaji mnozstvi
pfemé&néného 3-NBA.
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Obr. 22 Zavislost pfemény 3-NBA na dob¢ inkubace s NQOI1. Sloupce uvedené v obrazku udavaji mnoZstvi
vzniklého 3-ABA.

41.5 ZAVISLOST PREMENY 3-NBA DT-DIAFORASOU NA
KONCENTRACI 3-NBA

Pro zjisténi vlivu koncentrace 3-NBA na jeho metabolickou pfeménu
DT-diaforasou byl do inkuba¢nich smési pfidan 3-NBA o koncentracich 0, 5, 10, 20 a
50 uM. Vysledky analyz pomoci HPLC jsou uvedeny na Obr. 23 a na Obr. 24.

Se zvySuyjici se koncentraci 3-NBA v inkubaéni smési dochazi ke zvySovani jeho
pteménéného mnozZstvi aZ do koncentrace 20 pM. Nartist mnoZstvi vznikajiciho
metabolitu, 3-ABA, byl pozorovan az do koncentrace 50 uM. Redukce 3-NBA lidskou
NQO1 vykazuje satura¢ni kinetiku.
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Obr. 23 Zavislost pfemény 3-NBA lidskou DT-diaforasou na jeho koncentraci. Sloupce uvedené v obrazku

udavaji mnozstvi pfeménéného 3-NBA za 60 minut.
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Obr. 24 Zavislost pfem&ny 3-NBA lidskou DT-diaforasou na jeho koncentraci. Sloupce uvedené v obrazku

udavaji mnoZstvi vzniklého 3-ABA za 60 minut.
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Z mnozstvi pteménéného 3-NBA a vzniklého 3-ABA byly uréeny Michaelisovy
konstanty (Ky,) pro 3-NBA a pro 3-ABA. Jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3 Hodnoty Michaelisovych konstant redukce 3-NBA na 3-ABA pomoci lidské NQO1

Slou¢enina Ky, [pM]
3-NBA 10,28
3-ABA 7,63

41.6 ZAVISLOST PREMENY 3-NBA DT-DIAFORASOU NA pH

Pro zjisténi vlivu pH prostiedi na metabolickou pfeménu 3-NBA byl pouzit
50 mM TRIS/HCI pufr obsahujici 0,4 % Tween 20 o pH 5,0; 6,0; 7,4 a 8,4. Vysledky
analyz pomoci HPLC jsou uvedeny na Obr. 25 a na Obr. 26.

pH optimum redukce 3-NBA lidskou DT-diaforasou leZi v oblasti pH 7,4 — 8,4.

2,5

/W3-NBA
15

Mnozstvi pfemé&néného 3-NBA
[plocha piku 3-NBA/plocha piku fenacetinu]

pH

Obr. 25 Zavislost pfemé&ny 3-NBA lidskou DT-diaforasou na pH. Sloupce uvedené v obrazku udavaji
mnoZstvi pfemé&néného 3-NBA za 60 minut.
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V ptipadé tvorby 3-ABA byl pozorovan dosud nejednozna¢né interpretovatelny
vysledek. Jeho tvorba lidskou DT-diaforasou z 3-NBA je sice nejvyssi pii pH 8,4, avSak
roste i v kyselé oblasti pH, pH 5,0 (Obr. 26).
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Obr. 26 Zavislost pfem&ny 3-NBA lidskou DT-diaforasou na pH. Sloupce uvedené v obrazku udévaji
mnozZstvi vzniklého 3-ABA za 60 minut.

4.2 STUDIUM VLIVU DOBY INKUBACE (60 - 180 MINUT) NA
REDUKCI 3-NBA LIDSKOU REKOMBINATNI
DT-DIAFORASOU

Pro zjisténi vlivu del$i doby inkubace nez 60 minut na redukci 3-NBA lidskou
rekombinantni DT-diaforasou byly inkuba¢ni smési (jejich sloZeni je uvedeno v kapitole
3.3.5) inkubovany po dobu 60, 120 a 180 minut. Vysledky analyz pomoci HPLC jsou
uvedeny na Obr. 27 a Obr. 28.
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Obr. 27 Vliv doby inkubace na redukci 3-NBA NQOI. Sloupce uvedené v obrazku udavaji mnozstvi
pfeménéného 3-NBA.
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Obr. 28 Vliv doby inkubace na redukci 3-NBA NQOI. Sloupce uvedené v obrazku udavaji mnoZstvi
vzniklého 3-ABA.
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Mnozstvi pfeménéného 3-NBA vzrusta se zvysujici se dobou inkubace. MnoZstvi
vzniklého 3-ABA je nejvyssi pfi inkubaci trvajici 60 minut, se zvySujici se dobou inkubace
klesa. Tento pokles mize byt zpisoben n€kolika faktory, napt. zpétnou oxidaci 3-ABA na
N-hydroxyaminobenzanthron, popf. jiny metabolit, ktery miZe byt vdzan na proteiny
v inkuba¢ni smési. Tento pfedpoklad jsme chtéli potvrdit dal§imi experimenty. Do
inkubaéni smési byl tedy ptidavan exogenni protein, lidsky sérovy albumin (HSA).

Byly pfipraveny inkubaéni smési obsahujici lidsky sérovy albumin v koncentraci
0,5 mg/ml (sloZeni inkuba¢nich smési je uvedeno v kapitole 3.3.5), které byly inkubovany
po dobu 60, 120 a 180 minut. Vysledky analyz redukce 3-NBA pomoci HPLC jsou
uvedeny na Obr. 29 a na Obr. 30.
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Obr. 29 Vliv HSA na pfeménu 3-NBA lidskou NQOI1. Sloupce uvedené na obrazku udavaji mnoZstvi
pfeménéného 3-NBA.
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Obr. 30 Vliv HSA na pfeménu 3-NBA lidskou NQOI. Sloupce uvedené na obrazku udavaji mnozZstvi
vzniklého 3-ABA.

Zjistili jsme, Ze za ptitomnosti HSA v inkubaci dochazi k efektivnéjsi redukci
3-NBA na 3-ABA lidskou NQOI1. Lze pfedpkladat, Ze HSA né&jakym, dosud nezndmym,
mechanismem zvySuje (ochraiiuje) aktivitu NQOI.

4.21 STUDIUM VAZBY 3-NBA AKTIVOVANEHO LIDSKOU
DT-DIAFORASOU NA PROTEINY

Ke studiu vazby 3-NBA aktivovaného lidskou DT-diaforasou na proteiny byly
pouzity vodné faze ziskané z jednotlivych inkubaci 3-NBA s lidskou rekombinatni
DT-diaforasou a extrakci s etylacetitem a sledovano, zda se méni spektrum proteinu
NQOIL.

Ani v ptipadé DT-diaforasy, ani v ptipadé piidavku HSA nebyla redukci 3-NBA

pozorovana zmeéna ve spektrech téchto proteini. Aktivovany 3-NBA se tedy na jejich
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proteiny nevazal (Obr. 31). Jinymi slovy, méfenim absorpénich spekter proteinu nebyly

detekovany zmény, které by ilustrovaly kovalentni vazbu metaboliti 3-NBA.

* 500 nm/0.0096 AU

700 750 nm

A[nm]

Obr. 31 Absorp¢ni spektrum reakeni smési 3-NBA s lidskou DT-diaforasou v ptitomnosti lidského sérového

albuminu po extrakci produkti etylacetatem

4.3 METABOLISMUS 3-NBA

POTKANA

JATERNIMI

MIKROSOMY

V dalsi ¢asti diplomové prace bylo sledovano, zda je 3-NBA metabolizovan

enzymy pfitomnymi v jaternich mikrosomech potkana.
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431 ZAVISLOST PREMENY 3-NBA NA DOBE INKUBACE
S MIKROSOMY JATER POTKANU PREMEDIKOVANYCH
FENOBARBITALEM, B-NAFTOFLAVONEM A POTKANU
NEPREMEDIKOVANYCH

Pro zjisténi vlivu doby inkubace na pfeménu 3-NBA jaternimi mikrosomy potkant
premedikovanych fenobarbitalem, B-naftoflavonem a nepremedikovanych (kontrolnich)
zvifat byla inkuba¢ni smés inkubovana po dobu 60, 120 a 180 minut. Vysledky analyz
pomoci HPLC jsou uvedeny na Obr. 32 a na Obr. 33.

Vsechny typy mikrosomt redukuji 3-NBA na 3-ABA. Mikrosomy zvifat
premedikovanych [-naftoflavonem jsou v pfeméné 3-NBA nejaéinnéjsi. MnozZstvi
pfeménéného 3-NBA je nejvyssi pfi 60-minutové inkubaci, pfi 120-minutové inkubaci
dochéazi k mirnému poklesu pfeménéného 3-NBA a pfi inkubaci 180 minut je mnoZstvi
pfeménéného 3-NBA vice nez desetkrat nizs$i. Mikrosomy potkanti premedikovanych
fenobarbitalem vykazuji mens$i GCinnost v pfeméné 3-NBA nez mikrosomy
B-naftoflavonové. K nejvyssi pteméné 3-NBA zde dochazi pti inkubaci trvajici 120 minut.
MnozZstvi prfeménéného 3-NBA v ¢ase 60 a 180 minut je zhruba o jednu tfetinu niZsi a
vykazuje podobné hodnoty. Nejmens$i efektivitu v pfemén€ 3-NBA maji mikrosomy
nepremedikovanych (kontrolnich) zvifat. Zde efektivita s nardstajici dobou inkubace
postupné klesa.

Naopak nejvétsi narust tvorby 3-ABA byl pozorovan v piipadé¢ mikrosomu
nepremedikovanych (kontrolnich) zvitat. MnozZstvi vzniklého 3-ABA narusta az do doby
inkubace 120 minut, pfi del§i inkubaci dochazi opét k poklesu jeho tvorby. Mikrosomy
jater potkani premedikovanych fenobarbitalem ¢i B-naftoflavonem jsou méné Gcinné
v tvorbé 3-ABA neZ mikrosomy nepremedikovanych zvifat. V ptipadé ,,fenobarbitalovych
mikrosomu“ se jako nejucinnéjsi z hlediska vzniku 3-ABA jevi inkubace trvajici 180
minut. U ,,B-naftoflavonovych mikrosomi“ je mnozstvi vzniklého 3-ABA pfibliZzné stejné
velké pfi inkubaci 120 i 180 minut. Pfi inkubaci trvajici 60 minut je mnozstvi vzniklého
3-ABA piiblizné o dvé tietiny niZsi.

Diskrepance mezi pfeménou 3-NBA a tvorbou 3-ABA jednotlivymi

mikrosomélnimi systémy lze za soucasnych znalosti obtizné vysvétlit. Zda se jedna o
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komplexni redox systém preméniujici 3-NBA a 3-ABA navzajem, bude v nasi laboratofi

pfedmétem dalsiho studia.

H»
i
!
|
I
I

w
3}

w

N
3

OPB-MS
" | mKO-MS
| @Beta-NF-MS

-
($,] N

=y

Mnozstvi pfeméné&ného 3-NBA
[plocha piku 3-NBA/plocha piku fenacetinu]

o
)

o

120 180
Cas [min]

Obr. 32 Zavislost pfemé&ny 3-NBA na dob& inkubace s jaternimi mikrosomy potkani premedikovanych
fenobarbitalem, B-naftoflavonem a potkanii nepremedikovanych (kontrolnich). Sloupce uvedené v obrazku

udavaji mnoZstvi pfeménéného 3-NBA.
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Obr. 33 Zavislost pfemé&ny 3-NBA na dobé& inkubace s jaternimi mikrosomy potkanti premedikovanych
fenobarbitalem, B-naftoflavonem a potkanii nepremedikovanych (kontrolnich). Sloupce uvedené v obrazku

udavaji mnoZstvi vzniklého 3-ABA.

4.31.1 STUDIUM VAZBY 3-NBA AKTIVOVANEHO JATERNIM ENZYMOVYM
SYSTEMEM POTKANA

Ke studiu vazby 3-NBA aktivovaného jaternim enzymovym systémem potkana na
proteiny byly pouzZity vodné faze ziskané z jednotlivych inkubaci 3-NBA s mikrosomy
jater potkani premedikovanych fenobarbitalem, B-naftoflavonem a nepremedikovanych
(kontrolnich) zvitat po extrakci etylacetatem. Vysledek stanoveni je uveden na Obr. 35.

Vazba byla sledovana spektralné. Lze ptedpokladat, Ze v pfipadé reaktivnich
metaboliti 3-NBA jako je 3-N-hydroxyaminobenzanthron (3-N-OH-ABA) dojde vazbou
na protein ke zmén¢ spektra modifikovanych proteind. Skuteéné v prib&hu metabolismu
3-NBA mikrosomélnimi systémy dochazi ke zméné€ spektralnich vlastnosti
mikrosomalnich proteini. Modifikované proteiny vykazuji novy absorpéni pas s maximem

pti 360 nm (Obr. 34).
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Obr. 34 Absorp¢ni spektrum reak&ni smési 3-NBA s mikrosomy jater potkana po extrakci produkti
etylacetatem

Vazba aktivovaného 3-NBA na mikrosomalni proteiny je nejvys$§i u mikrosomt
jater potkanid premedikovanych fenobarbitalem pii inkubaci trvajici 180 minut.
U B-naftoflavonovych mikrosomi vazba aktivovaného 3-NBA na proteiny nartista se
zvySujici se dobou inkubace. U mikrosomi jater nepremedikovanych (kontrolnich)

potkani je tato vazba nejnizsi.
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Obr. 35 Vazba 3-NBA aktivovaného jaternim enzymovym systémem potkana na proteiny v zavislosti na

Case. Sloupce uvedené v obrazku udavaji absorbanci proteinu p¥i 360 nm vztaZenou na koncentraci proteind.
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4.4 URCENI METABOLITU KARCINOGENNIHO
2-NITROANISOLU TVORENEHO JATERNIMI MIKROSOMY
KRALIKA

Cilem této ¢asti diplomové prace bylo ur€it dosud neznamou strukturu metabolitu
Ze 2-nitroanisol podléha oxida¢ni demetylaci cytochromy P450 za vzniku
2-nitrofenolu, ktery je dale opét cytochromy P450 oxidovan na dva metabolity —
2,6-dihydroxynitrobenzen a metabolit s neznamou strukturou, jehoZ hmotnostni spektrum
signalizuje, Ze se jedna o dihydroxynitrobenzen. Pro urleni jeho struktury jsme volili
ptipravu synthetickych standardi s pfedpokladanou strukturou. Za nejpiedpokladané;si
metabolit byl povaZovan 2,5-dihydroxynitrobenzen. Proto byla tato slouCenina nejdiive

syntetizovana.

441 PRIPRAVA 2,5-DIHYDROXYNITROBENZENU

Byl pfipraven synteticky 2,5-dihydroxynitrobenzen. 2-nitrofenol byl rozpustén
v destilované vodé. K roztoku byl pfidan persiran sodny a hydroxid sodny (podrobnéji viz
kapitola 3.3.8). Po dvou dnech inkubace pfi laboratorni teploté byla smés okyselena a
nezreagovany 2-nitrofenol byl odstanén destilaci s vodni parou. Zbytky reakéni smési byly
extrahovany do éteru, ktery byl odpaten. Produkt byl rekrystalovan z vody a pieci$tén pies
aktivni uhli. K jeho identifikaci byla pouzita metoda NMR. Bod tani byl stanoven
v bodotavku (Melting Point B-545, Biichi) a jeho hodnota byla 131 — 132°C.
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442 ANALYZA 2-NITROANISOLU, 2-NITROFENOLU,
2,5-DIHYDROXYNITROBENZENU A
2,6-DIHYDROXYNITROBENZENU POMOCI HPLC

2-nitroanisol a jeho derivaty (2-nitrofenol a 2,5-dihydroxynitrobenzen) byly
separovany pomoci HPLC. Nejdiive byly charakterizovany chromatografické vlastnosti
jednotlivych sloucenin.

2-nitroanisol je pouzitym systémem HPLC eluovan v retenénim ¢ase 8,36 minut.
Podminky HPLC jsou uvedeny v kapitole 3.3.9. Vysledek analyzy HPLC je uveden na
Obr. 36.

2-nitrofenol je eluovan pii HPLC v retenénim ¢ase 10,4 minut. HPLC probihala za
stejnych podminek jako v pifipadé 2-nitroanisolu (kapitola 3.3.9). Vysledek analyzy HPLC
je uveden na Obr. 37.

2,5-dihydroxynitrobenzen, ktery byl v diplomové praci syntetizovan, je pouzitym
systémem HPLC eluovan v retenénim case 7,37 minut. HPLC probihala za stejnych
podminek jako u 2-nitroanisolu (kapitola 3.3.9). Vysledek analyzy HPLC je uveden na
Obr. 38.

450 2-nitroanisol #12 [modified by | standard o-P UV_VIS,
mAU WVL:254 nm|
] 1-8.361
2-nitroanisol
250
1254
min|
S T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 13 25 3.8 5.0 6.3 7.5 8.8 10.0 1.3 12,5 13.8 15.0 16.3 184

Obr. 36 HPLC 2-nitroanisolu. Experimentalni podminky HPLC: mobilni faze 60 % metanol a 40 % citratovy
pufr (0,02 M kyselina citronova a 0,02 M citrat sodny, pH 3,0), pritok 0,5 ml/min, kolona Macherey Nagel
RP18, teplota 35°C, aplikovano 20 pul vzorku, detekce 254 nm.
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2-nitroanisol #18 [modified by | standard o-nitrofen uv_vis
mAU WVL:254 nm

1-10.492

60.0

40.04
2-nitrofenol

20.04

T T L o T e e o RS o
00 13 25 38 50 63 75 88 100 113 125 138 150 163 175 188 200 217

Obr. 37 HPLC 2-nitrofenolu. Experimentalni podminky HPLC: mobilni faze 60 % metanol a 40 % citratovy
pufr (0,02 M kyselina citronova a 0,02 M citrat sodny, pH 3,0), pratok 0,5 ml/min, kolona Macherey Nagel
RP18, teplota 35°C, aplikovéano 20 pl vzorku, detekce 254 nm.

90 2-nitroanisol #21 [modified by lub Standard 2,5-dihydroxynitroben uv_wvis
mAU WVL:254 nm|
1-7.378
1 2,5-dihydroxynitrobenzen
50
25+
] min
A T T T T T T ] T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.9

Obr. 38 HPLC 2,5dihydroxynitrobenzenu. Experimentalni podminky HPLC: mobilni faze 60 % metanol
a 40 % citratovy pufr (0,02 M kyselina citronova a 0,02 M citrat sodny, pH 3,0), pritok 0,5 ml/min, kolona
Macherey Nagel RP18, teplota 35°C, aplikovano 20 pl vzorku, detekce 254 nm.

Inkubaci 2-nitroanisolu s mikrosomy jater kralika premedikovaného fenobarbitalem
vznikaji tfi metabolity eluované v retenénich Casech 6,5; 7,4 a 10,5 minut (Obr. 39).
Z analogie retencnich c¢asi ,,piki“ té€chto metaboliti lze konstatovat, Ze se jedna
o 2,6-dihydroxynitrobenzen (retenéni ¢as tohoto metabolitu je uren v pedchozi studii®?),

2,5-dihydroxynitrobenzen a 2-nitrofenol.
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40.0 2-nitroanisol #16 [modified by | inkubace 2 UV_VIS
_mAU 3|- 8548 . . WVL:254 nm
e 2-nitroanisol
Z 4-10.586
25.0+
A7 L 2-nitrofenol
12.5+
0.0 /‘ V\
1 . . . .
] 2,6-dihydroxynitrobenzen 2,5-dihydroxynitrobenzen minl
10‘c""l""|""I""I""I"“I""I""I‘"'I""l""I""l""l""l""Y'
0.0 1.3 25 3.8 5.0 6.3 75 88 100 113 125 138 150 163 175 19.3

Obr. 39 HPLC smési ziskané inkubaci 2-nitroanisolu s mikrosomy jater kralika premedikovaného
fenobarbitalem (sloZeni inkuba¢ni smé&si je uvedeno v kapitole 3.3.9). Experimentdlni podminky HPLC:
mobilni faze 60 % metanol a 40 % citratovy pufr (0,02 M kyselina citronova a 0,02 M citrat sodny, pH 3,0),
pritok 0,5 ml/min, kolona Macherey Nagel RP18, teplota 35°C, aplikovano 20 ul vzorku, detekce 254 nm.

K potvrzeni, Ze dfive necharakterizovany metabolit je skute¢né syntetizovany
2,5-dihydroxynitrobenzen, byla pouzita jeho ,ko-chromatografie“ s inkubaéni smési
2-nitroanisolu s mikrosomy jater kralika premedikovaného fenobarbitalem. Inkubaéni
smési byly pfipraveny dle navodu (kapitola 3.3.9). K 30 pl této inkubaéni smési bylo
pfidano 5 pl 0,1 mM roztoku 2,5-dihydroxynitrobenzenu. Vysledek analyzy HPLC je
uveden na Obr. 40.

Po pfidani roztoku 2,5-dihydroxynitrobenzenu k inkuba¢ni smési vzrostl ,,pik*
metabolitu 2,X-dihydroxynitrobenzenu. Timto metabolitem je tedy
2,5-dihydroxynitrobenzen.
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400 2-nitroanisol #23 [modified by lub Spiking & uv_vis
“mAU WVL:254 nm
-8.571
Z 2-nitroanisol
25.0
4-10.617
12.5- L 2-nitrofenol
0.0+
2,6-dihydroxynitrobenzen 2,5-dihydroxynitrobenzen )
40,0 e e T T .LLL

R B e e B o TR B T
0.0 13 25 38 5.0 6.3 7.5 8.8 100 13 125 13.8 15.0 16.3 17.5 188 199

Obr. 40 HPLC smé&si ziskané inkubaci 2-nitroanisolu s mikrosomy jater kralika premedikovaného
fenobarbitalem (slozeni inkubaéni smési je uvedeno v kapitole 3.3.9) s 5 pul 0,1 mM roztoku
2,5-dihydroxynitrobenzenu v metanolu. Experimentalni podminky HPLC: mobilni faze 60 % metanol a 40 %
citratovy pufr (0,02 M kyselina citronova a 0,02 M citrat sodny, pH 3,0), pritok 0,5 ml/min, kolona
Macherey Nagel RP18, teplota 35°C, aplikovéano 20 pl vzorku, detekce 254 nm.
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5 DISKUSE

Cilem diplomové prace bylo rozsitit poznatky o metabolismu dvou aromatickych
nitroslou¢enin, 3-nitrobenzanthronu (3-NBA) a 2-nitroanisolu. 3-NBA je silnym
mutagenem a karcinogenem pro laboratorni potkany zptsobujicim tvorbu nadort plic po
intratrachealni aplikacil”®!. 2-nitroanisol je rovn&z znam jako silny karcinogen, zptsobujici
tvorbu nadorii mocového méchyte!' %!,

Studium 3-NBA je vyznamné z hlediska jeho toxicity a dale i proto, Ze tato latka je
polutantem pfitomnym v ovzdu$i. OhroZeni jsou pfedev§im obyvatelé méstskych
aglomeraci a pracovnici né€kterych primyslovych odvétvi. Detailni informace o jeho
fyziologickych u€incich na organismy vSak nejsou doposud pfesné znamy. 3-NBA je
genotoxicka sloucenina, schopna kovalentné modifikovat DNA. To bylo prokazéno jak

[18.46]  3.NBA je vmodelovém organismu

v experimentech in vivo, tak in vitro
laboratorniho potkana aktivovan na reaktivni metabolity generujici adukty s DNA
detekované v n€kolika tkanich tohoto modelového organismu. Z dosud provedenych studii
je ziejmé, Ze kliCovym mistem metabolické aktivace této sloueniny je nitroskupinal'®!,
Redukci nitroskupiny muze vznikat hydroxylamin, ktery je nestabilni a ochotné tvofi
nitréniovy ion, ktery sam ¢i pfeménén na ion karbeniovy, je schopen atakovat nukleofilni
centra molekul DNA a vytvafet adukty. Tento pfedpoklad reakéniho mechanismu 3-NBA
byl jiz prokédzan nejnové&jsimi studiemi®.

Bylo prokazano, Ze na reduk¢ni aktivaci 3-NBA se podili nejen enzymové systémy
jaternich mikrosomi!'?, ale ptedeviim enzymy pfitomné v cytosolarni frakci jaterni tkang
modelového organismu laboratorniho potkana a jater lovekal'"l. Zjistilo se, Ze adukty
s DNA generované metabolity vzniklymi redukéni aktivaci 3-NBA jsou totoZzné jak
v ptipad¢ aktivace 3-NBA mikrosomalnimi enzymovymi systémy jater, tak i pii aktivaci
3-NBA enzymy cytosolarni frakce jaterni tkans!'"'?!. Nejefektivngjsi aktivace 3-NBA
v jaternich mikrosomech je zprostfedkovana enzymem NADPH:cytochrom P450
reduktasoul'?). Z cytosolarnich enzymu jaterni tkané je v aktivaci 3-NBA nejvice uinnym
enzymem DT-diaforasa (NQO1)!'!. Ukézalo se také, Ze cytosolarnimi enzymovymi
systémy jaterni tkané je 3-NBA redukéné aktivovan mnohem uéinnéji neZ enzymovymi

systémy jaternich mikrosomil'" '\, Proto bylo jednim z ciléi pfedkladané diplomové prace
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studium redukce 3-NBA lidskou DT-diaforasou.

Piedkladana diplomova prace se zabyva tiemi sméry této oblasti. Prvnim z nich je
studium metabolismu 3-NBA lidskou rekombinantni DT-diaforasou z hlediska poznani
kinetiky tohoto procesu. Daéle je to studium vlivu lidského sérového albuminu (HSA) na
metabolismus 3-NBA timto enzymem. V dal$i ¢asti pak byla sledovana pfeména 3-NBA
mikrosomalnim systémem jater potkana.

Zjistili jsme, Ze 3-NBA je lidskou rekombinantni DT-diaforasou redukovan na
3-aminobenzanthron (3-ABA). Kromé 3-ABA, redukéniho metabolitu 3-NBA, nebyly
detekovany Zadné dalSi metabolity. Se zvySujici se dobou inkubace NQOI1 s 3-NBA
dochazi ke zvyseni piemény 3-NBA a nartistu mnozZstvi vzniklého 3-ABA. Pokles 3-NBA
v Case koreluje s ptiristkem jeho redukéniho metabolitu, 3-ABA. Redukce 3-NBA lidskou
NQOI1 vykazuje satura¢ni kinetiku. Z kinetické studie byly uréeny Michaelisovy konstanty
redukce 3-NBA na 3-ABA pomoci lidské NQOI, jejichz hodnoty jsou 10,3 a 7,6 pM.
Redukce 3-NBA lidskou NQO1 je umoznéna stéricky vyhodnou vazbou této slouc¢eniny do
aktivniho centra enzymu. Tuto skute¢nost ilustruje i model této vazby (docking 3-NBA) do

aktivniho centra enzymu (Obr. 41).

Obr. 41 Model vazby 3-NBA do aktivniho centra NQO1!'"!

pH optimum redukce 3-NBA lidskou DT-diaforasou lezi v oblasti pH 7,4 - 8.4.
Tvorba 3-ABA DT-diaforasou z 3-NBA je nejvyssi pfi pH 8,4. Lidska rekombinantni
DT-diaforasa ma tedy pravdépodobné pH optimum v mirné alkalické oblasti. Piekvapivé
byly vSak vysledky ziskané z hlediska vlivu pH na produkci redukéniho metabolitu,
3-ABA. Zde je sice tento metabolit tvofen rovnéZz nejvice pii pH 8,4, jeho tvorba je vSak
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zvySena i pfi pH 5,0 (oproti pH 6,0 a 7,4). Zda se jedna o jeho rychlejsi, neenzymovou,
redukci, a to jeho intermediatu 3-N-OH-ABA zptisobenou zménou pH nebo ovlivnénim
ionizace aktivniho centra enzymu, dosud nelze rozhodnout. Detailni studie neenzymové
redukce 3-N-OH-ABA by mohla pfinést odpovéd’ na rozlusténi mechanismu tohoto jevu.

Vzhledem ke struktufe aduktii aktivovaného 3-NBA s dG a dA"! je zfejmé, Ze
v pribéhu redukce 3-NBA vznika, jak jiz bylo vySe uvedeno, 3-N-OH-ABA. Ten vsak
vna$i studii jako metabolit detekovan nebyl. Tento intermediat tvofi nitréniové ¢&i
karbéniové ionty, které by se mohly vazat na nuklefilni centra proteinu DT-diaforasy.
Tento predpoklad jsme chtéli potvrdit vazbou tohoto intermediatu na dalsi protein, HSA.
Ziskané vysledky vSak byly ptekvapujici. I kdyz jsme spektralné nezjistili vazbu
aktivovaného 3-NBA na proteiny NQO1 nebo pfidaného HSA v inkuba¢nich smésich,
které obsahovaly navic lidsky sérovy albumin, bylo nalezeno vét§i mnoZstvi pfeménéného
3-NBA a vzniklého 3-ABA oproti inkuba¢nim smé&sim, které HSA neobsahovaly. Lidsky
sérovy albumin tedy pravdépodobné n€jakym, dosud nezndmym, mechanismem ochratiuje
DT-diaforasu a zvySuje tak jeji u¢innost v metabolismu 3-NBA.

V druhé &asti diplomové prace byl sledovan potencial enzymi mikrosomalniho
systému jater potkana metabolisovat 3-NBA. Obdobné jako DT-diaforasa mikrosomalni
enzymy redukuji 3-NBA na 3-ABA. Z hlediska mnoZstvi pfeménéného 3-NBA jsou
nejvice efektivni mikrosomy jater potkanti premedikovanych B-naftoflavonem, nasleduji
mikrosomy jater potkani premedikovanych fenobarbitalem a nejméné efektivni jsou
mikrosomy jater znepremedikovanych (kontrolnich) zvifat. Z hlediska efektivity
metabolisovat 3-NBA jsou mikrosomalni enzymové systémy méné Glinné nez lidska
NQOIl. Jaterni mikrosomy potkani premedikovanych B-naftoflavonem sice pfeménily
3-NBA v prvnich 60 minutach inkubace s efektivitou srovnatelnou sNQOI1, jejich
ucinnost vsak klesala se zvySenou dobou inkubace. Podstatny rozdil mezi DT-diaforasou a
mikrosomalnimi enzymy byl zjistén ve tvorbé 3-ABA, s niZsi tvorbou v mikrosomech. Zda
je tato skuteCnost zpusobena niZ§i efektivitou mikrosomalnich enzymi nebo
»vychytavanim“ reaktivniho metabolitu proteiny této subcelularni frakce bude v nasi
laboratofi pfedmétem dal$ich studii.

Dalsi c¢ast diplomové prace se zabyvala rozSifenim studie metabolismu
2-nitroanisolu, konkrétn¢ uréenim neznamé struktury jednoho z oxida¢nich metabolitd,
2,X-dihydroxynitrobenzenu. Studium metabolismu 2-nitroanisolu je vyznamné nejen

z hlediska jeho toxicity a karcinogenity'*”, ale i proto, Ze se s touto latkou setkdvame jak
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v pracovnim prostiedi, tak v Zivotnim prostfedi, kde ptispiva k lokdlnimu a regiondlnimu
znecisténi'®®!. 2-nitroanisol je karcinogen zpisobujici u mysi a potkanii tvorbu nadord
mocového méchyte, v mensi mife také nadory sleziny, jater a ledvin!'%!. Dosud vsak neni
znamo, jakym mechanismem se tato latka uplatiiuje v procesu kancerogenese a jaké faze
tohoto procesu se vlastn& ucastni''%!.

Hlavni cestou metabolismu 2-nitroanisolu je jeho oxida¢ni demethylace na
2-nitrofenol, ktery je z téla vylu¢ovan moci ve formé sulfatového konjugatu vytvotreného
reakci s fosfoadenosinfosfosulfatem katalyzovanou sulfotransferasou. MiuZe vznikat
1 konjugat s glukuronatem vznikly reakci s UDP-glukuronovou kyselinou katalyzovanou
reakci glukuronattransferasou. Minoritni cestou metabolismu je redukce na 2-anisidin,
ktera probiha hlavng v jatrech!®®!.
2-nitroanisolu, doposud viak nebyla uréena poloha druhé hydroxyskupiny'*Y. P¥ipravenim
syntetického 2,5-dihydroxynitrobenzenu a porovnanim jeho vlastnosti pfi HPLC
s nezndmym metabolitem bylo prokézano, Ze se jedna o tutéz latku. Metabolit doposud
oznacovany jako 2,X-dihydroxynitrobenzen je tedy 2,5-dihydroxynitrobenzen.

Pfedkladana diplomova prace tedy zavrSila studium detoxika¢niho metabolismu
2-nitroanisolu. Schéma detoxika¢niho metabolismu 2-nitroanisolu, spolu s lidskym
enzymem tvoficim metabolity tohoto karcinogenu v lidskych jatrech, je znazornéno na

Obr. 42.
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Obr. 42 Schéma detoxika¢ni cesty metabolismu 2-nitroanisolu
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6 ZAVER

Vysledky ziskané pii feSeni diplomové prace ilustruji, Ze vyt€ené cile prace byly

vvvvvv

» 3-nitrobenzanthron (3-NBA) je lidskou rekombinantni DT-diaforasou (NQOT1)
pfeménovan za tvorby jednoho redukéniho metabolitu, 3-aminobenzanthronu

(3-ABA).

» Redukce 3-NBA NQOI1 je zavisla na koncentraci enzymu, dob€ inkubace a

koncentraci pouZité¢ho 3-NBA a pH inkubac¢ni smési.

» Hodnoty Michaelisovych konstant redukce 3-NBA na 3-ABA pro lidskou NQO1
jsou 10,3 uM pro 3-NBA a 7,6 uM pro 3-ABA.

» Metabolickou pfeménou 3-NBA jaternim mikrosoméalnim systémem potkana

vznika jeden metabolit, 3-ABA.

» 7 mikrosomalnich systémi jater potkanti uzitych pii experimentech jsou v pifeméné

3-NBA nejucinné€jsi mikrosomy potkani premedikovanych B-naftoflavonem.

» Metabolit karcinogenniho 2-nitroanisolu tvofeny jaternimi mikrosomy kralika,
jehoz  struktura nebyla doposud wurena, byl identifikovan jako
2,5-dihydroxynitrobenzen.

Ziskané vysledky lze povazovat za cenné. V pfipadé prvého studovaného
karcinogenu, 3-NBA, ilustruji potencial potkanich a lidskych enzymu redukovat tuto
slou¢eninu na 3-ABA. V pifipadé¢ druhého studovaného karcinogenu, 2-nitroanisolu,

pfispélo ur€eni neznamé struktury jeho metabolitu k finalizaci poznani jeho detoxika¢niho
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metabolismu. VSechny ziskané vysledky podtrhuji vyznam studia uvedenych nitroaromati.
V dalsi fazi vyzkumu téchto slouc¢enin je nutné sledovat jejich toxické ptisobeni na lidskou
populaci s pifedpokladem navrhii vedoucich ke sniZeni jejich negativnich genotoxickych

ucinkd.

80



Seznam literatury

7 SEZNAM LITERATURY

10.

11.

12.

13.

14.

Aimova, D.: Diplomova prace, PiF UK, Praha (2001)

Anari, M.R., Khan, S., Jatoe, S.D., O’Brein, PJ.. Eur. J Drug. Metab.
Pharmacokinet. 22, 305 (1997)

Anzenbacher, P., Dawson, J.H., Kitagawa, T.: J. Mol. Struct. 214, 149 (1989)

Arlt, V.M., Bieler, C.A., Mier, W., Weissler, M., Schmeiser, H.H.: Int. J. Cancer
93, 450 (2001)

Arlt, V.M., Cole, K.J., Phillips, D.H.: Mutagenesis 19, 149 (2004)

Arlt, V.M., Glatt, H.R., Muckel, E., Pabel, U., Sorg, B.L., Seidel, A., Frank, H.,
Schmeiser, H.H., Phillips, D.H.: Int. J. Cancer 105, 583 (2003)

Arlt, V.M., Glatt, H.R., Muckel, E., Pabel, U., Sorg, B.L., Schmeiser, H.H.,
Phillips, D.H.: Carcinogenesis 23, 1937 (2002)

Arlt, V.M., Hewer, A., Sorg, B.L., Schmeiser, H.H., Phillips, D.H., Stiborova, M.:
Chem. Res. Toxicol. 17, 1092 (2004)

Arlt, V.M., Schmeiser, H.H., Osborne M.R., Kawanishi M., Kanno, T., Yagi T.,
Phillips D.H., Takamura-Enya, T.: Int. J. Cancer 118, 2139 (2006)

Arlt, V.M., Sorg, B.L., Osborne, M., Hewer, A., Seidel, A., Schmeiser, H.H.,
Phillips, D.H.: Biochem. Biophys. Res. Commun. 300, 107 (2003)

Arlt, V.M., Stiborova, M., Henderson, C.J., Osborne, M.R., Bieler, C.A., Frei, E.,
Martinek, V., Sopko, B., Wolf, C.R., Schmeiser, H.H., Phillips, D.H.: Cancer Res.
65, 2644 (2005)

Arlt, V.M., Stiborova, M., Hewer, A., Schmeiser, H.H., Phillips, D.H.: Cancer Res.
63,2752 (2003)

Arlt, V.M.: Mutagenesis 20, 399 (2005)

Astle, M. J., Stephenson S. P.: J Am. Chem. Soc. 65, 2399 (1943)

81



Seznam literatury

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Bednat, B.: Patologie, Avicenum, Praha (1982)
Bend, J.R., Foureman, C.L.: Mar.. Environ. res. 14, 405 (1984)

Benson, A.M., Hunkeler, M.J., Talalay, P.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77, 5216
(1980)

Bieler, C.A., Arlt, V.M., Wiessler, M., Schmeiser, H.H.: Cancer Lett. 200, 9 (2003)

Bieler, C.A., Cornelius, M.G., Klein, R. Arlt, V.M., Wiessler, M., Phillips, D.H.,
Schmeiser, H.H.: Int. J. Cancer 116, 833 (2005)

Bieler, C.A., Wiessler, M., Erdinger, L., Suzuki, H., Enya, T., Schmeiser, H.H.:
Mutat. Res. 439, 307 (1999)

Borlak, J., Hansen, T., Yuan, Z., Sikka, H.C., Kumar, S., Schmidbauer, S., Frank,
H., Jacob, J., Seidel, A.: Polycyclic Aromat. Compds. 21, 73 (2000)

Coon, M.J., Ding, X.X., Pernecky, S.J., Vaz, A.D.: FASEB J. 6, 669 (1992)

Coon, M.J., Persson, A.V.: Enzymatic Basis of Detoxification I, Academic Press,
New York (1980)

Dahl, A.R., Hadley, W.M.: Toxicol. Appl. Pharm. 67, 200 (1983)

Dee, A., Carlson, G., Smith, C., Masters, B.S., Waterman, M.R.: Biochem. Biophys.
Res. Commun. 128, 650 (1985)

De Long, M.J., Prochaska, H.J., Talalay, P.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83, 787
(1986)

De Long, M.J., Santamaria, A.B., Talalay, P.: Carcinogenesis 8, 1549 (1987)
Djuric, Z., Fifer, E.K., Yamazoe, Y., Beland, F.A.: Carcinogenesis 9, 357 (1988)
Doll, R., Peto, R.: J. Natl. Cancer Inst. 66, 1191 (1981)

Edwards, R.J., Murray, B.P., Singleton, A.M., Boobis, A.R.: Biochemistry 30, 71
(1991)

Elbs, K., J. Prakt. Chem 48, 179 (1893)

Enya, T., Kawanishi, M., Suzuki, H., Matsui, S.T., Hisamatsu, Y.: Chem. Res.
Toxicol. 11, 1460 (1998)

82



Seznam literatury

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Enya, T., Suzuki, T., Watanabe, T., Hirayama, T., Hisamatsu, Y.: Environ. Sci.
Technol 31,2772 (1997)

Ertl, R.P., Winston, G.W.: Comp. Biochem. Physiol. C, 121, 85 (1998)
Felsted, R.L., Chu, A.E., Chaykin, S.: J. Biol. Chem. 7, 2580 (1973)
Garfinkel, D.: Arch. Biochem. Biophys. 77,493 (1958)

Gut, 1., Soucek, P., Hodek, P.: Pracovni lékarstvi 1, 15 (1992)

Hajek, M.: Diplomova prace, PfF UK Praha (2000)

Heineman, F.S., Ozols, J.: J. Biol. Chem. 258, 4195 (1983)

Hengstler, J.G., Fuchs, J., Bolmandorff, U., Meyer, S., Oechs, F.: Scand. J. Work
Environ. Health 21, 36 (1995)
Hollander, P.M., Ernster, L.: Arch. Biochem. Biophys. 169, 560 (1975)

Hofejsi, V., Bartuikova, J.: Zdklady imunologie, Triton, Praha (1998)
Howard, P.C., Beland, F.A.: Biochem. Biophys. Res. Commun. 104, 727 (1982)

Hudegek, J.. Hemoproteiny a metaloproteiny, ptednaska na PfF UK, Praha, katedra
biochemie (2004)

Hudecek, J., Baumruk, V., Anzenbacher, P., Munro, A.W.: Biochem. Biophys. Res.
Commun. 243, 811 (1998)

Chen, H., Lum, A., Seifried, A., Wilkens, L.R., Le Marchand, L.: Cancer Res. 59,
3045 (1999)

IARC. Monograph on the Evaluation of the Carcinogenic Risks to Humans. Diesel
Exhausts and Some Nitroarenes 46, IARC, Lyon (1989)

IARC: Evaluation of the Carcinogenic Risk of Chemicals to Humans. Overal
Evaluations of Carcinogenity. Updating of IARC Monographs Volumes 1 to 42,
suppl. 7, IARC, Lyon, (1987)

Joseph, P., Xie, T., Xu, Y., Jaiswal, A.K.: Oncol. Res. 6, 525 (1994)

Kasper, C.B., Henton, D.C., Foureman, G.L., Curtis, J.F. a Hughes, M.F.:
Enzymatic Basis of Detoxification II., Academic Press, New York (1980)

Kasper, C.B.: J. Biol. Chem. 246, 577 (1971)

83



Seznam literatury

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Kawanishi, M., Enya, T., Suzuki, H., Takebe, H., Matsui, S., Yagi, T.: Mutat. Res.
470, 133 (2002)

Kenser, T.W., Taffer, B.G.: Adv. Free Radical Biol. Med. 2, 347 (1986)
Klingenberg, M.: Arch. Biochem. Biophys. 75, 376 (1958)
Kotrbova,V.: Diplomova prace, PfF UK, Praha (2005)

Lamy E., Kassie, F., Gminski, R., Schmeiser, H.H., Mersch-Sunderman, V.:
Toxico. Lett 146, 103 (2003)

Li, R., Bianchet, M.A., Talalay, P., Amzel, L.M.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92,
8846 (1995)

Lind, C., Vadi, H., Emster, L.: Arch. Biochem. Biophys. 190, 97 (1978)
Lindstrom-Sepp4, P., Koivusaari, U., Hanninen, O.: Aquatic. Toxicol. 3, 35 (1983)

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L., Randall, R.J.: J. Biol. Chem. 193, 267
(1951)

Mansuy, D.: Comp. Biochem. Physiol. C 121, 5 (1998)
Menn, J.J.: Environ. Health Persp. 27, 113 (1978)

Mik3anova, M., Novak, P., Frei, E., Stiborova, M.: Collect. Czech. Chem. Commun.
69, 589 (2004)

Miksanova, M., Sulc, M., Rydlova, H., Schmeiser, H.H., Frei, E., Stiborova, M.:
Chem. Res. Toxicol. 17, 663 (2004)

Miller, M.J., Sipes, 1.G., Perry, D.F., Crarter, D.E.: Drug. Metab. Dispos. 13, 527
(1985)

Montano, M.M., Katzenellenbogen, B.S.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94, 2581
(1997)

Murahashi, T., Iwanaga, E., Watanabe, T., Hirayama, T.: Health Sci. 49, 386
(2003)

Murahashi, T., Watanabe, T., Otake, S., Hattori, Y., Takamura, T., Wakabayashi,
K., Hirayana, T.: J Chromatogr. A 992, 101 (2003)

Nadler, S.G., Strobel, H.-W.: Arch. Biochem. Biophys. 261, 418 (1988)

84



Seznam literatury

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.
71.

78.

79.

80.
81.

82.

83.
84.

85.

86.

Nagy, E., Zeisig, M., Kawamura, K., Hisamatsu, Y., Sugeta, A., Adachi, S.,
Moller, L.: Carcinogenesis 26, 1821 (2005)

Nebert, D.W., Nelson, D.R., Feyereisen, R.: Xenobiotica 19, 1149 (1989)

Nelson, D.R., Kamataki, T., Waxman, D.J., Guengerich, F.P., Estabrook, R.W.,
Feyereisen, R., Gonzales, F.J., Coon, M.J., Gunsalus, I.C., Gotoh, O., Okada, K.,
Nebert, D.W.: DNA Cell Biol. 12, 1 (1993)

Nelson, D.R., Koymans, L., Kamataki, T., Stegeman, J.J., Feyereisen, R., Waxman,
D.J., Waterman, M.R., Gotoh, O., Coon, M.J., Estabrook, R.W., Gunsalus, I.C.,
Nebert, D.W.: Pharmacogenetics 6, 1 (1996)

Némeckova, A.: Lékarska chemie a biochemie, Avicenum, Praha (1991)

O’Leary, K.A,, Li, H.C., Ram, P.A., McQuiddy, P., Waxman, D.J., Kasper, C.B.:
Mol. Pharmacol. 1, 46 (1997)

Omura, T., Sato, R.: J. Biol. Chem. 239, 2370 (1964)
Oprian, D.D., Coon, M.J.: J. Biol. Chem. 257, 8935 (1982)

Patterson, A.V., Saunders, M.P., Chinje, E.C., Patterson, L.H., Stratford, I.J.:
Anticancer Drug Des. 13, 541 (1998)

Phousongphouang, P.T., Grosovsky, A.J., Eastmond, D.A., Covarrubias, M., Arey,
J.: Mutat. Res. 472, 93 (2000)

Pritsos, C.A.: Chem. Biol. Interactions 129, 195 (2000)
Ram, P.A., Waxman, D.J.: J. Biol. Chem. 267, 3294 (1992)

Reid, T.M., Morton, K.C., Wang, C.Y., King, C.M.: Environ. Mutagen. 6, 705
(1984)

Rendic, S., DiCarlo, F.J.: Drug Metab. Rev. 29, 413 (1997)
Robertson, J.A., Chen, H.C., Nebert, D.W.: J. Biol. Chem. 261, 15794 (1986)

Ross, D., Beall, H.D., Siegel, D., Traver, R.D., Gustafson, D.L.: British J. Cancer
74,27 (1996)

Rosvold, E.A., McGlynn, K.A., Lustbader, E.D., Buetow, K.H.: Pharmacogenetics
5, 199 (1995)

85



Seznam literatury

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Segura-Aguilar, J., Kaiser, R., Lind, C.: Biochem. Biophys. Acta 1120, 33 (1992)

Seidel, A., Dahman, D., Krekeler, H., Jacob, J.: Int. J. Hyg. Environ. Health 204,
333 (2002)

Shen, A.L., Kasper, C.B.: Handbook of Experimental Pharmacology, 35 (1993)

Schacter, B.A., Nelson E.B., Marver, H.S., Masters, B.S.: J Biol. Chem. 247, 3601
(1972)

Schlager, J.J., Powis, G.: Int. J. Cancer. 45, 403 (1990)

Schulz, W.A., Krummeck, A., Rosinger, 1., Eickelmann, P., Neuhaus, C., Ebert, T.,
Schmitz-Drager, B.J., Sies, H.: Pharmacogenetics 7, 235 (1997)

Slaga, TJ.: Mechanism of Tumor Promotion 1-4, CRC Press, Boca Raton (1984)

Stiborova M.: Biochemie chemické karcinogenese, prednaska na PfF UK, Praha,
katedra biochemie (2005)

Stiborova, M., Frei, E., Hodek, P., Wiessler, M., Schmeiser, H.H.: Int. J Cancer
113, 189 (2005)

Stiborova, M., Frei, E., Schmeiser, H.H., Anzenbacher, P.: Drug Metab. Drug
Interact 9, 177 (1991)

Stiborova, M., Frei, E., Sopko, B., Sopkova, K., Markova, V., Lankova, M.,
Kumstyrova, T., Wiessler, M., Schmeiser, H.H.: Carcinogenesis 24, 1695 (2003)

Stiborova, M., Frei, E., Sopko, B., Wiessler, M., Schmeiser, H.H.: Carcinogenesis
23,617 (2002)

Stiborova, M., Hajek, M., Frei, E., Schmeiser, H.H.: Gen. Physiol. Biophys. 20, 375
(2001)

Stiborova, M., Hudecek, J., Hodek, P., Frei, E.: Chem. Listy 93, 229 (1999)

Stiborova, M., Hudecek, J., Paca, J. Jr., Martinek, V., Paca, J.. Chem. Listy 98, 876
(2004)

Stiborova, M., Hudegek, J., Paca, J.: Bull. Cs. Spol. Biochem. Mol. Biol. 28, 57
(2000)

Stiborova, M., Mik$anova, M., Smréek, S., Bieler, C.A., Breuer, A., Klokow, K.A.,
Schmeiser, H.H., Frei, E.: Carcinogenesis 25, 833 (2004)

86



Seznam literatury

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

Stiborova, M., Mik3anova, M.: Ziva 4, 146 (1999)
Stiborova, M.: Bull.Cs. Spol. Biochem. Mol. Biol. 27 (2), 82 (1999)
Stiborova, M.: Chem. Listy 96, 784 (2002)

Stiborova, M.: Xenobiochemie, pfednaska na PiF UK, Praha, katedra biochemie
(2005)

Tamburini, P.P., Schenkman, J.B.: Mol. Pharmacol. 30, 178 (1986)

Taniguchi, H., Imai, Y., Sato, R.: Arch. Biochem. Biophys. 232, 585 (1984)
Tomatis, L., Aitio, A., Wilbourn, J., Shuker, L.: Jpn. J. Cancer Res. 80, 795 (1989)
Trush, M.A., Kenser, T.W.: Free Radical. Biol. Med.10, 201 (1991)

Turek, B., Hruby, S., Cerny, M.: Nutricni toxikologie, Institut pro dali vzdélavani

pracovnikt ve zdravotnictvi, Brno (1994)

Vermilion, J.L., Ballou, D.P., Massey, V., Coon, M.J.: J Biol. Chem. 256, 266
(1981)

Voet, D., Voet, J.G.: Biochemie, Victoria Publishing, Praha (1995)
Vokurka, M.: Prakticky slovnik mediciny, Maxdorf, Praha (1994)

Wang, M., Roberts, L.D., Paschke, R., Shea, T. M., Masters, B.S., Kim, J.J.: Proc.
Natl. Acad. Sci. US.A. 94, 8411 (1997)

Watanabe, T., Hasei, T., Takahashi, T., Otake, S., Murahashi, T., Takamura, T.,
Hirayama, T., Wakabayashi, K.: Mutat. Res. 538, 121 (2003)

Weinberg R. A.: Jedind odrodila bunka: Jak vznika rakovina, Academia, Praha
(2003)
Ziegler, D.M., Petti, F.H.: Biochem. Biophys. Res. Commun. 15, 188 (1964)

http://bioinf.leeds.ac.uk/promise (6.4.2006)

http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html (6.4.2006)

http://www.anaesthetist.com/physiol./basics/matabol/cyp/cyp.htm (6.4.2006)

http://www.expasy.ch (6.4.2006)

http://www.farmakologie.net/interakce _cytochrom.php (6.4.2006)

87



Seznam literatury

125.

126.

127.

128.

http://www.p450.klv.dk/gallery/#Reduc (6.4.2006)

http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structure]ld=2BDM (6.4.2006)

http://www.uky.edu/Pharmacy/ps/porter/CPR.htm (6.4.2006)

http://www.uky.edu/Pharmacy/ps/porter/CPR_enzymology.htm (6.4.2006)

88



Svoluji k zaptjéeni této diplomové prace pro studijni ucely a Zadam, aby byla vedena
fadna evidence vypujCovatell a ti byli upozornéni na to, Ze musi pramen pievzatych udaji

fadné citovat.

Jméno . Datum Datum
5 Adresa Cislo OP Poznamka
a pFijmeni vypujceni vraceni

89




