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1 UVOD

1.1 KANCEROGENESE

Za kancerogenesi je povazovan proces maligni transformace nenddorové buriky
v nadorovou, nasledné déleni bunééného klonu, véetné dal§i dediferenciace a
zvy$ovani maligniho potencidlu délicich se bunék!'. Nador je patologicky utvar
tvofeny burikami vlastniho téla, které trvale rostou bez zfetele na potfeby organismu.
Za zikladni podminku vyvoje nadorovych procesii je v soucasnosti povazovano
vyvolani urcitych genetickych zmén, které porusuji regulani procesy a jeZ nasledné
vedou ke ztraté diferenciace bunék, k jejich nekontrolovanému mnoZeni a k naruSeni
tkatiové celistvosti™?. Pronika-li nadorova tkaii do sousedni zdravé tkan& a odplavuji-li
se nadorové burkky do jinych organl, kde mohou vytvofit dcefiné naddory (metastazy),
oznacujeme takovy nador za maligni (zhoubny). Buiiky benignich (nezhoubnych)
nadort téZ jevi sniZzenou kontrolu ristu, ale neinvaduji do mistni tkdné a nerozsiiuji se
do ostatnich ¢asti téla. Nadory mohou zptsobovat agens fyzikalni, chemicka a
biologicka (Tab. 1). Na vzniku nddorového onemocnéni se nej¢astéji podileji chemické
kancerogeny, které plisobi genotoxicky (vazi se kovalentni vazbou na DNA),

epigeneticky (modifikuji DNA nekovalentn€) ¢i zpsobuji zmény struktury DNA.

Tab. 1 Faktory vyvolavajici kancerogenesil®!

FYSIKALNI UV zafeni, paprsky X, tepelné zafeni, mechanické vlivy

BIOCHEMICKE | onkogenni viry obsahuji DNA nebo RNA jako svij genom

CHEMICKE k expozici dochézi v zaméstnani (azbest, benzen), podavanim 1€k,

stravy (aflatoxin B,), Zivotnim stylem (koufeni)




1.1.1 MECHANISMUS KANCEROGENESE

.....

progresivni (Obr. 1).

a) inicia¢ni: dochazi ke zménam genetické informace zdravych bunék, které
vedou ke tvorb€ prekancirogenni 1éze. Ta je vyvolana fadou modifikaci molekul DNA.
VétSina téchto modifikaci je eliminovana opravnymi mechanismy, nékteré vsak
pfetrvaji a zplsobi permanentni mutace v dalezitych genech a vysledkem jsou
rakovinotvorné procesy. Za nejzavazné€j$i modifikaci DNA je tfeba povaZovat tvorbu
kovalentnich aduktd, protoZe nadorové procesy jsou pravé kovalentnimi vazbami na
DNA iniciovany v ptipadé vice neZ 90% sloucenin prokazanych jako karcinogeny®.

b) promoéni: dochazi ke zvySené proliferaci primarné pozménénych bunék
Klicovymi faktory této faze jsou predevsim aktivity proteinkinas a fosfatas a jejich
regulace. DalSimi ovliviiyjicimi faktory jsou produkty onkogend uvoliiované po
aktivaci onkogen onkogennim virem nebo jinym kancerogennim podnétem a
oxidativni zmény molekuly DNA zptisobené radikalovymi formami kysliku, jejichz
vznik je Casto vysledkem oxidacnich i reduk¢nich reakci, kterymi jsou karcinogeny
nebo dalsi sloudeniny participujici na této fizi kancerogenese metabolisovany!?.

¢) progrese: nastdva konefna pieména do té doby c¢asteéné kontrolovaného
ristu benigniho (nezhoubného) nddoru na rist nekontrolovany. Vznikd maligni
(zhoubny) nador, ktery prorista i do sousednich tkani a ni¢i je. Po vniknuti do cévniho
a lymfatického systému se nadorové buriky dostavaji i do vzdalenych organt a vznikaji
tak metastdzy. Pro vznik maligniho nadoru je potieba vicendsobné genotoxické

pisobeni progresoru na cilovou tkai.
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Obr. 1 Schéma vicestupiiového procesu kancerogenesem.

1.2 BIOTRANSFORMACE XENOBIOTIK

Proces chemické pfemény cizorodych latek (xenobiotik) v organismu vedouci
k ukonceni €i zméné biologické aktivity se nazjrvé biotransformace. K biotransformaci
organy. Vzhledem k tomu, Ze fada xenobiotik jsou organické latky hydrofobni povahy,
které prochdzeji membranami a mohou se vtéle kumulovat, je hlavnim cilem
biotransformace pfeména xenobiotik na polarnéj§i metabolity snaze se vylucujicil.
Biotransformaci ovliviluje mnoho individualnich faktorta (Tab. 2).

V zavislosti na chemické struktufe daného xenobiotika a enzymového systému,
ktery preménuje danou latku v organismu, muze dojit k negativnimu procesu, kdy
misto detoxikace dané latky dojde k jeji aktivaci. Prav€ o pusobeni karcinogenu je
znamo, 7e fada z nich (proximalni karcinogeny) musi prochazet biologickou aktivaci,
zatimco jen malo z nich je karcinogenni okamzité¢ (ultimalni karcinogeny). Proces
biotransformace xenobiotik je v Zivo¢iSnych organismech rozdélen do dvou fazi — faze
derivatizatni a na ni navazujici faze konjugaéni. V derivatiza¢ni fazi dochazi ke
zvySeni polarity, ve druhé fazi dochazi ke konjugaci téchto polarizovanych molekul

s endogennimi latkami.
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Tab. 2 Faktory ovliviiyjici biotransformaci

GENETICKE FAKTORY

EXISTENCE INDUKTORU A INHIBITORU MIKROSOMALNICH ENZYMU
PHi zvySeni aktivity se aplikovand ldtka rychleji biotransformuje.

ONEMOCNENI JATER

ONEMOCNENI SRDCE
PHi sniZeném pritoku jétry se zhorSuje metabolismus nékterych latek.

VEK PACIENTA
Nejcitliv&jsi jsou jedinci s nedostatedn vyvinutymi detoxikaénimi mechanismy (déti) a

nebo s t¢mito mechanismy ,,opotfebovanymi” (staff lidé).

FARMAKODYNAMICKE FAKTORY
Napt. vazba xenobiotika (1é¢iva) na bilkoviny krevnf plazmy.

POHLAVI
STRUKTURA XENOBIOTIKA

1.2.1 DERIVATIZACNI FAZE BIOTRANSFORMACE

Derivatiza¢ni faze (I. faze) zahrnuje takové reakce, kdy se zvySuje polarita
pfijaté latky. Pfi téchto d&jich dochazi k vytvofeni nebo odkryti funkénich skupin
v molekule metabolizované latky. Zahrnuje déje:

o oxidace (C-hydroxylace, N-hydroxylace, N-oxidace, S-oxidace, dealkylace,
deaminace, epoxidace, oxidace alkohold, oxidace aldehydu apod.)
0 hydrolyza (esterti a amidi)

o redukce (nitro- a azoredukce)

10
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Preménu xenobiotik zprostfedkovavaji v organismu mnohé enzymy. Mezi
enzymy 1. faze patii v prvé fadé¢ mikrosomdlni systém monooxygenas se smiSenou
funkci (MFO), cytochromy P450, flavinové monooxygenasy, aldehyddehydrogenasa,
karbonylreduktasy, peroxidasy a dal3i®®. Pro aromatické nitroslouceniny je typicka
aktivace reduk¢ni cestou. Mezi vyznamné reduktasy, které mohou participovat na
redukéni aktivaci, patfi NADPH:cytochrom P450 reduktasa, DT-diaforasa
(NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa), xanthioxidasa, aldehydoxidasa a cytochromy
P450'°!. Ptehled bun&&né lokalizace t&chto enzymu je uveden v Tab. 3.

Tab. 3 Ptiklady buné&né lokalizace enzyma I. faze [,

Enzym Lokalizace

cytochromy P450 mikrosomy (endoplasmatické retikulum)
flavinové monooxygenasy mikrosomy

alkoholdehydrogenasy cytosol

aldehyddehydrogenasy mitochondrie, cytosol

peptidasy lysosomy, krev

1.2.2 KONJUGACNI FAZE BIOTRANSFORMACE

Konjugacni faze (II. faze) zahrnuje fadu syntetickych reakci, pfi nichz jsou
xenobiotikum nebo jeho metabolit konjugovany sendogennimi hydrofilnimi
molekulami za vzniku novych chemickych sloudenin, které jsou potom snadn&ji
exkretovany. Mezi poznané konjugaéni sloZky patii kyseliny glukuronova, aktivni
acetat, aktivni sulfat, cystein, acetylcystein, glycin, glutamin, glutathion a taurin®.
Exkrece nej¢astéji probiha moci a Zlugi.

I v této fazi vSak muze dojit k aktivaci xenobiotika na toxi¢t&jsi slou¢eninu. Tak

je tomu napf. u konjugata se sulfatem vznikajicich u¢inkem sulfotransferas. Pfi tomto

11
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procesu musi byt sulfat nejprve aktivovan na 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat (PAPS).

Konjugat sulfatu s N-hydroxy slou¢eninami (z I. faze biotransformace) je v Kyselém
prostfedi mo¢i nestabilni a rozpada se za vzniku nitréniového (event. karbeniového)
iontu. Vznika tedy elektrofil reagujici s DNA a proteiny. Podobné ucinkem
acetyltransferas vznikaji O-, N-acetylderivaty. V pifipadé aromatickych aminl se jedna
o N-acetylarylaminy nebo N-acetoxyarylaminy, které se také rozpadaji za vzniku
nitréniového (karbéniového) iontu. Konjugaty s glukuronovou kyselinou pfispivaji
spise k detoxifikaci nez aktivacil®. Tvoii se glukosiduronaty piisobenim UDP-
glukuronosyltransferasy. Konjugéaty s glutathionem maji také vyrazné detoxifikacni
povahu. Tvofi se téZ spontann€, ale reakci urychluje glutathiontransferasa. Vysledné
vyloucené slouceniny jsou merkapturové kyseliny. y-glutamylovy zbytek je odSté€pen v
ledvinach a glycinovy v jatrech, zbyly cysteilovy zbytek je jest& acetylovan. Rada latek

se vyluduje i v kombinaci s riznymi aminokyselinami (napt. cystein, glycin, taurin) .

Tab. 4 Priklady bun&&né lokalizace enzymi I1. faze U1,

Enzym Lokalizace
UDP-glukuronosyltransferasy mikrosomy
glutathion S-transferasy cytosol, mikrosomy
sulfotransferarasy cytosol

Enzymova vybava je u jednotlivych druhti zna¢né odli$na, proto mize byt stejna
latka u jednotlivych druhti Zivoc€ichli rozdilné metabolisovana. Proto je také prenos
metabolickych experimenti provadénych na laboratornich zvifatech nékdy obtizné¢
pfenositelny na €lovéka. Rozdily v enzymové vybavé vSak existuji i v ramci druhu,
protoZe zde existuje geneticky podminény polymorfismus!®. Ten ma za nasledek, Ze u
nékterych jedinci se chemicka latka miZe metabolisovat mnohem rychleji ¢i naopak
mnohem pomaleji nez u jinych nebo mize byt dokonce metabolisovana i rozdilnym

zptsobem!®’.

12



1.3  MIKROSOMALNI MONOOXYGENASOVY SYSTEM

Mikrosomalni monooxygenasovy systém je soubor enzymu Katalyzujici celou
fadu oxidatnich, oxygena¢nich, popf. redukénich reakei, pficemz vyuZiva predevsim
molekularni kyslik!'%. Je téZ nazyvan systémem oxidas se smiSenou funkci (mixed
function oxidases = MFO systém). M4 tfi zakladni slozky: flavoproteinovy enzym
NADPH:P450 reduktasu, ktera slouzi jako déli¢ elektronového paru, hemthiolatovy
enzym cytochrom P450 jako terminalni oxidasu a jeho nemén¢ dileZitou soucasti je
téZ biologicka membrana. Membranové lipidy zpisobuji konformacni zmény
cytochromu P450 zvyS$ujici jeho afinitu k substratu, stimuluji tvorbu funkéné aktivniho
komplexu cytochrom P450-NADPH:P450 reduktasa a jsou ,,zasobarnou” uloZenych
substrat cytochromu P450!'!). Fakultativngé muZe MFO systém obsahovat také
cytochrom bs a NADH:cytochrom bs reduktasut®!.

MFO systém muZe byt lokalizovan:
a na vnéjsi (cytosolarni) strané¢ membrany hladkého i hrubého endoplasmatického
retikula v organech exponovanych latkam cizorodé povahy (jatra, ledviny, plice,

GIT, kize, mozek). Zde se u€astni prvni faze biotransformace xenobiotik nebo

0 na mitochondridlni membrang, jak je tomu zejména v kiife nadledvin, kde

participuje na metabolismu endogennich latek (napfiklad steroidi mastnych

kyselin).

1.3.1 CYTOCHROM P450

Cytochrom P450 (Obr. 2), je termindlni oxidasou MFO systému -
zprostfedkovava vazbu molekularniho kysliku, jeho aktivaci a zabudovani jednoho
atomu kysliku do molekuly substratul'?, pti¢emz druhy atom kysliku je redukovan na
vodu. Elektrony potfebné k redukci doddvda NADPH:cytochrom P450 reduktasal™],
ptipadné NADH:cytochrom bs reduktasal'®!,

13
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Obr. 2 Cytochrom P450 3A4 B

Garfinkel s Klingenbergem v roce 1958
objevili v jaternich mikrosomech pigment, ktery
po redukci vykazuje vkomplexu s oxidem
uhelnatym absorb¢ni maximum pri
450 nm!">'%, Hemoproteinovy charakter
pigmentu dokézali Omura a Sato roku 1964 a na
zédklad® podobnosti povahy vazby hemu
cytochromim b a podle netypického maxima
Soretova pasu jej nazvali cytochromem P450

(CYP)!". Cytochromy P450 se vyskytuji nejen

v Zivodisné fisi, ale lze je nalézt i vrostlinach a bakteriich. Cytochrom P450 je

v eukaryotickych buiikach lokalizovan v membrané endoplasmatického retikula nebo

mitochondrii. Jedna se o hemoprotein sloZzeny z jednoho polypeptidového fetézce o

délce okolo 500 aminokyselin obsahujici jednu molekulu hemu b vazanou koordina¢né

kovalentni vazbou pies -SH skupinu cysteinu, ktera je proximalnim (patym) ligandem

zeleza v hemu!'!), Nejedné se tedy o klasicky cytochrom, ale o hemthioldtovy protein

(spravnéjsi oznaceni by tedy bylo ,,enzym P450%).

Cytochromy P450 diky pifechodnému charakteru hemového Zeleza existuji ve

dvou spinovych formach '':

a

vysokospinova forma (Obr. 3) vznikd v piipadé¢,
Ze ion Zeleza je pentakoordinovany a vSechny
jeho valen¢ni elektrony jsou nesparované (spin
5/2). lon Zeleza je ,vytahovan“ thiolatovou

skupinou nad rovinu porfyrinového skeletu a tato

<7

Sove

forma vykazuje maximum Soretova pasu pii 390 nm. Obr. 3 Vysokospinova forma

nizkospinova forma (Obr. 4) spin 1/2 je
charakteristickd maximem absorbce pFi 418 nm
(Soretdv pas). lon Zeleza je hexakoordinovan,
hemové Zelezo tedy interaguje jeSté s jednim
ligandem (napt. s -OH, -COOH nebo -NH,

skupinou postrannich fetézcti aminokyselin.
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apoproteinu 1! &i atomem kysliku z molekuly vody) a nachazi se pak prakticky v rovin€
kruhu protoporfyrinu IX. Oba spinové stavy jsou v klidovém stavu v rovnovaze. Jejich
pomér se znané méni pfi vazbé substratu do vazebného mista, kdy dochazi k
vytladeni Sestého ligandu a tedy nardstu obsahu vysokospinové formy. V absorpnim
spektru se tedy ukaZe narGst absorbance pti 390 nm a pokles pfi 418 nm tzv.
“substratové spektrum” .

Sestym ligandem Zeleza se viak miZe stat i samotny substrat (Gi
nepieménovand latka vazajici se do aktivniho centra enzymu) — pak registrujeme
pokles absorbance pii 390 nm a nértst (dle heteroatomu) pii 418 azZ 460 nm, tedy tak

zvané “ligandové spektrum”.
1.3.1.1 VYBRANE PODRODINY CYP450

Do soucasné doby bylo u ¢lov€ka identifikovano 60 gend cytochromii P450.
Byly nalezeny v jatrech, stievé, plicich, kiZi, mozku, svalech, endotelu cév, krevnich
destickach, placent€, nadledvinach a v jinych organech. Piehled jejich nejdilezitéjSich
forem podilejicich se na metabolismu xenobiotik u ¢lovéka, véetné organové

distribuce, typickych substratii a inhibitord, je uveden v Tab. 4.

Tab. 4 Prehled nejvyznamn&jsich lidskych cytochromi P450(*]

CYP lokalizace typ. substrit 7 typ. induktor rel. obsah (%)
1A1 plice, jatra, mozek, PAH PAH 1
GIT, lymfocyty
1A2  jatra aromat.slouc¢. PAH 12
2A6  jatra kumarin, steroidy barbituraty 4
2B6  jatra nikotin barbituraty 1
2C9  jatra, ledviny warfarin, ibalgin barbituraty 10
2D6  jatra antidepresiva neni 4
2E1 jatra etanol, nitrosaminy  hlad,etanol,diabetes 6
3A4  jatra, GIT, ledviny aflatoxiny steroidy, barbituraty 30
plice, mozek rifampicin
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Jednotlivé cytochromy P450 se podileji na metabolismu xenobiotik riznou
mérou. Relativni vyznam téchto enzymu v jatrech ¢lovéka pro metabolismus

cizorodych latek, zejména 1€Civ je znazornén v Obr. 5.

1A2 2A6  2C19 2E1

2C9/10 4% 2% 2% 2%

10%

3A4
50%

2D6
30%

Obr. § Relativn{ nod{l forem CYP na biotransformaci xenobiotik

o CYP1A: Lidskd podrodina CYPIA ma dva ¢leny CYP1Al a CYP1A2, oba
enzymy jsou si znacné€ podobné (vykazuji az 70% homologii v aminokyselinové
sekvenci), oba se nejvyznamnéji podileji na metabolismu karcinogennich latek.

o CYP1A1l je silné indukovan B-NF, 3-methylchlorantrenem, fenothiazinem,
(TCDD), benzo[a]pyrenem a dalimi latkami, a to i v jatrech. Substraty CYP1A1
jsou polykondenzované aromatické uhlovodiky ¢i aflatoxiny.

o CYP1A2 se vyskytuje jen v jatrech, urovenn jeho exprese zde podléha
polymorfismu. Indukovan je obdobné¢ jako CYP1Al. CYP1A2 metabolisuje
antipyrin, tamoxifen, theofylin.

o  CYP2B: V lidském organismu je v jatrech a plicich zastoupen hlavné CYP2B6.
Silnymi induktory podrodiny CYP2B jsou barbituraty a dexamethazon.

a CYP2C: Je midlo inducibilni. V lidském organismu pievazuje CYP2C8 a
CYP2C9. Substrity této podrodiny jsou hlavné 1é¢iva s mensi molekulou napft.
ibuprofen, diazepam.

o0  CYP2D: V lidském organismu se vyskytuje CYP2D6. Tato podrodina je podobna

podroding CYP2C (metabolisuje pfedevsim lé¢iva s mensi molekulou)!'”).
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CYP2E1: V jatrech lidského i potkaniho organismu je zastoupen CYP2E1 asi
7%. Do jeho aktivniho mista Gsti uzky pfistupovy kanal, kterym projdou jen malé
substraty.

CYP3A: Tato podrodina hraje vyznamnou roili v metabolismu xenobiotik
v lidském organismu. Nejvyznamnéj§imi ¢leny této podrodiny jsou v lidském
organismu CYP3A4 a CYP3A5. Po indukci se jejich koncentrace miiZze zvysit az
CYP3A4 metabolisuje men$i molekuly léCiv (nifedipin, cyklofosfamid), dale
latky steroidni povahy (kortizo, testosteron, estradiol), ale také velkoobjemové

substraty (erytromycin, cyklosporiny).

1.3.1.2 REAKCNi MECHANISMUS MONOOXYGENASOVE REAKCE

wewr

reakce, kterd predstavuje aktivaci molekularniho kysliku a zabudovani jednoho atomu

do molekuly substratu prostfednictvim MFO systému. Aktivace kysliku je umoznéna

dvéma elektrony pochazejicimi ptfevazné z NADPH:cytochrom P450 reduktasy, ale

donorem druhého elektronu miiZe byt i cytochrom bs reduktasa!''). Druhy atom kysliku

je redukovan na vodu. Obecny pribéh monooxygenasové reakce Kkatalyzované

cytochromem P450 Ize vyjadfit sumarni rovnici:

AH + O, + NADPH + H' — AOH + H,0 + NADP"

kde AH je substrat a AOH hydroxylovany produkt reakce.

Reakeéni cyklus cytochromt P450 probihda uspofadanym mechanismem jehoZ

schéma je zndzornéno na Obr. 6.
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Obr. 6 Schéma reakéniho mechanismu monooxygenasové reakce

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

II. Po vniknuti substratu (AH) do aktivniho mista dochdzi k vytlaeni Sestého ligandu
Zeleza, které zistane pentakoordinované, a zaroven nastane konformacni zména
v molekule enzymu!"). Vznika binarni komplex enzym-substrat (Fe'"* - AH).

III. Dalsim  krokem je  jednoelektronovd  redukce  cytochromu  P450
pomoci NADPH:cytochrom P450 reduktasy, ¢imZ se hemové Zelezo redukuje na
ferro formu (Fe'), protoZe pouze redukovana forma je schopna vazat molekularni
kyslik nebo jiné ligandy. Zelezo je stale pentakoordinovano (vysokospinovy stav).

IV. Navéazanim molekuldrniho kysliku na formu [III] vznikd ternarni ferri-
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superoxidovy komplex. Ion Zeleza je v nizkospinové formé a hexakoordinovan.

Tento komplex neni piili§ 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 dostatecné
rychle, komplex [IV] se rozpada a uvolnény superoxidovy anionradikdl je pak
superoxiddismutasou pfeménén na peroxid vodiku, ktery je pro buiiku toxicky!'?.

V. U komplexu cytochromu P450 s biatomickou molekulou kysliku, ktery je jiz po

druhé redukci zcela aktivovanou formou cytochromu P450, dochazi k
heterolytickému S$tépeni vazby O-O, pfiCemz jeden atom kysliku je redukovan,
ptijme dva protony a dojde k uvolnéni vody!'*.

VI. Druhy atom kysliku zlstdva vazan na atomu Fe v hemu a vznika ferrioxenovy
komplex, ktery je stabilizovan mesomernim posunem elektronu z thiolatové siry
na kyslik. Vznikly reaktivni kyslikovy radikal je schopen vytrhnout vodikovy
atom zmolekuly vhodného substritu za vzniku radikalu substritu a
hydroxylovaného radikalu vazaného na Fe hemu.

VII. Dochazi k rekombinaci radikali za uvolnéni hydroxyderivatu substratu (AOH)

z enzymu a obnoveni nativni formy cytochromu P450 [I]!"").

1.3.1.3  Regulace hladiny cytochromii P450 indukci enzymu

Rada cytochromt P450 patfi mezi inducibilni enzymy. Indukce enzymi je
definovana jako narist exprese katalyticky aktivnich forem enzymi, jinak feeno jako
syntéza enzymu de novo, kdy dochazi ke zvySeni transkripce na zdkladé stimulace
chemickym signalem'®’.

Ve vétSiné ptfipadi indukce cytochromi P450 zvySuje biotransformaci
xenobiotika, ktera by méla vést k jeho detoxifikaci a k vylou&eni z organismu. Jedna se
tedy pfedevdim o ochranny mechanismus, av§ak role indukovanych cytochromt P450
neni v toxicit€ xenobiotik zcela jednoznaéna. Je pravdou , Ze indukce cytochromt P450
zvySuje inaktivaci potencialnich toxickych cizorodych latek, ale na druhé strané

nékteré cytochromy P450 mohou nereaktivni slouceninu aktivovat na chemicky
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reaktivni intermediaty &i intermediaty, které jsou toxické a nékteré z nich dokonce
vykazuji karcinogenni aktivitu!®.

U Ié¢iv, ktera jsou u¢innd bez metabolické aktivace, miZe indukce cytochromu
P450 zvysit jejich eliminaci a snizit tak farmakologicky efekt. Pokud je naptiklad
1é¢ivo induktorem a zarovert substratem nékteré isoformy cytochromu P450, mize tak
stimulovat svoji detoxifikaci a tato skute¢nost mize vést aZ k toleranci organismu vici
danému 1é¢ivu. Naopak u ,,proléciv®, latek, které vyzaduji metabolickou aktivaci a
jejich efekt je vyvolan jejich metabolity, miZe indukce cytochromu P450 jejich
farmakologicky ué¢inek zvysit®®.

Indukce cytochromti P450 tedy miZe byt pro organismus jak pozitivni (napf.
aktivace ,,prolé€iv®), tak i negativni (napt. vznik okamzitych karcinogentl). Vysledny
efekt zalezi také na dalSich okolnostech indukce (v jakém organu k indukci dochazi,
jaka isoforma cytochromu P450 a v jakém mnoZstvi je indukovana)®.

Indukci cytochromi P450 miZeme sledovat nékolika zptisoby:

o rozdilnou farmakologickou u¢innosti 1é¢iva

0 naristem mnoZstvi mRNA detekovanym metodou ,,Northern blot*

0 narustem katalytické aktivity cytochromu P450 (méfeni aktivity va&i
specifickym substratiim)

o zvySenim obsahu cytochromu P450 (stanoveni koncentrace cytochromu P450
spektralnimi metodami a detekce metodou ,Western blot“ za pouZiti

specifickych protilatek)

1.3.2 NADPH:CYTOCHROM P450 REDUKTASA

Enzym NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (EC 1.6.2.4) je membranové
vazany ,,Zluty protein®, ktery katalyzuje pfenos elektronti z NADPH na viechny znamé
formy  cytochromu P450% (v daném organismu  je jedna  forma
NADPH:cytochrom P450  reduktasy schopna spolupracovat svice formami
cytochromu P450), dale také na cytochrom cl?!, cytochrom b5 hem oxygenasu,

ferrikyanid, elongasu mastnych kyselin a dalsil'"*.  NADPH:cytochrom P450

20



Uvod

reduktasa muiZe byt za urditych okolnosti zastoupena NADH:cytochrom bs
reduktasoul®, které jako donor vodiku slouzi NADH.

Funkce NADPH:cytochrom P450 reduktasy je jako déli¢ elektronového paru
(Obr. 7)!*!. Akceptorem elektronii (resp. atomi vodiku) od NADPH je FAD, ktery
elektrony nasledné predava FMN. Za jednoelektronovou redukci akceptorové molekuly
- cytochromu P450 - je (vpfipadé savéi NADPH:cytochrom P450 reduktasy)
zodpové&dny zcela redukovany FMNH,!®),

Aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy je regulovdna zejména
hormonilné, a to piedev§im hormonem S§titné Zlazy trijodtyroninem (T3), ktery
zasahuje do regulace exprese genu pro NADPH:cytochrom P450 reduktasu. Pti absenci
thyroidnich hormonti v organismu dojde k poklesu aktivity NADPH:cytochrom P450
reduktasy v mikrosomech jater o 75 az 85 %, naproti tomu v ledvinéch ¢i plicich €ini
tento pokles 30 az 50 % V nadledvinach a jinych steroidogennich tkénich je hladina
NADPH:cytochrom P450 reduktasy regulovana adrenokortikotropnim hormonem
(ACTH) 4.

NADPH P450pep P450gep
FMNH S > FMNH > FMNH, : , FMNH FMNH, : ; FMNH
FAD FADH, FADH FADH P FAD FAD
1e NADP*  3e 3e P4505x 2e 2e P4500x 1e

Obr. 7 Schéma pfenosu elektronii mezi flaviny NADPH:cytochrom P450 reduktasy

NADPH:cytochrom P450 reduktasa je v ramci fylogenese velmi konzervativni
enzym, NADPH:cytochrom P450 reduktasy z riznych rostlinnych a Zivog¢isnych druhi
vykazuji vysokou homologii v aminokyselinové sekvenci (napfiklad lidska a potkani forma
maji sekven¢ni homologii 92 %, pficemZ nejvice odli§nosti v aminokyselinové sekvenci se
nachazi v N-terminalni “kotvici” oblasti a naopak, FMN-vazebna doména je u obou forem

témé&f shodnal®!. Tento fakt ukazuje na vyznamnou roli tohoto enzymu v pribéhu evoluce.
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1.4 CYTOPLASMATICKE ENZYMY KATALYZUJICI
REDUKCNIi REAKCE XENOBIOTIK

1.4.1 DT-DIAFORASA

DT-diaforasa [NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa] je flavoprotein katalyzujici
dvouelektronové redukce chinoni a chinoidnich slou¢enin. Donorem elektronit pro tyto
reakce miZe byt jak NADH, tak i NADPH s totoZnou efektivitou!®®).

Enzym je homodimer, vkazdém aktivnim centru méd jednu prosthetickou
skupinu (FAD). DT-diaforasa ma supresni vliv na karcinogenezi zptisobenou chinony a
jejich metabolickymi prekurzory (napf. benzen, benzo[a]pyren)i*”. Toxické efekty
chinoidnich sloucenin spocivaji v jejich kovalentni vazbé na DNA, RNA, proteiny a
také v ucasti na jednoelektronovych oxida¢né-redukénich pochodech vedoucich
k tvorbé& oxidativniho stresu®*l. Ochranna role tohoto enzymu souvisi s jeho schopnosti
redukovat chinony na hydrochinony a na jeho schopnosti kompetovat s dalSimi
reduktasami, které tvofi reaktivni formy kysliku pti katalyze jednoelektronovych
redukci chinonti na semichinony!*. Vzniklé hydrochinony jsou nasledné inaktivovany
UDP-glukuronosyltransferasamil®*!.

Vedle redukce chinonli miize DT-diaforasa rovnéz redukovat (a aktivovat) fadu
dalSich sloucenin. Jde o cytostatika (napf. mitomycin C nebo tirapazamin-3-amino-
1,2,4-benzotriazen-1,4-dioxid) nebo o toxické polutanty jako azobarviva, nitroso- a
nitroaromaty. Experimenty provadéné v na$i laboratofi (katedra biochemie, PfF UK
Praha) potvrdily, Ze potkani DT-diaforasa vykazuje také nitroreduktasovou aktivitu

J24#) - Aktivita DT-diaforasy je vy3si

vaci aristolochovym kyselinam (AA
v nadorovych burikdch ve srovnani s burikami zdravé tkané. Enzym je nejacinnéjsi
v anaerobnich podminkéch, které jsou typické pro maligné transformované buiiky*!.

Hlavni cytosolarni forma lidské DT-diaforasy je kdédovana genem NQOI,
lokalizovanym na chromozomu 16q2.2. V lidské populaci se vyskytuji dvé rozdilné

alely genu NQOI*.
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1.4.1.1 INDUKCE DT-DIAFORASY

DT-diaforasa je inducibilni enzym. Existuje mnoho strukturné odliSnych
slougenin, které maji schopnost indukovat DT-diaforasu, a tak chranit laboratorni
zvifata pfed efekty karcinogent. 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)PY. Pfesny mechanismus indukce DT-
diaforasy jest€¢ nebyl zcela objasnén, nicméné existence riznych gend v potkanich 1
lidskych jatrech nasvédeuje p¥itomnosti nasobnych forem enzymul®!. DT-diaforasa je

indukovana prostfednictvim Ah receptoru, stejné¢ jako napiiklad CYP1A. Timto

vvvvvv

132}, Tamoxifen,

napiiklad azobarviva a polycyklické aromatické uhlovodiky
transhydroxytamoxifen a dal$i latky patfici do skupiny antiestrogen zajist'uji indukci
tohoto enzymu prostfednictvim receptoru specifického pro estrogeny (ER receptor)?®*),
Jjiné induktory (napf. tert-butylhydrochinon) k indukci DT-diaforasy intracelularni

receptor nepotiebuji>’).

1.4.2 XANTHINOXIDASA

Xanthinoxidasa je flavoprotein, ktery katalyzuje oxidativni hydroxylaci fady
aromatickych heterocyklickych slou¢enin (xanthinu, hypoxanthinu) a aldehydu.
Vorganismu mé dileZitou funkci pfedev§im pfi odbouravani purinovych bazi.
Z purind se nejprve odstépi ribosa a uvolnény guanin se deaminuje na xanthin. Ten
podléha hydroxylaci v poloze Cy a vznik kyselina mo¢oval®®. Reakci lze schematicky

Znazornit rovnici;

xanthin + O, + H,O — kyselina mo¢ova + H,0,
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Eukaryoticka xanthinoxidasa je homodimer, sloZzeny se ze dvou identickych
podjednotek o molarni hmotnosti 130 kDa. Kazdy monomer je uspofadan do nékolika
domén (nékolika systému pienasejicich elektrony):

o kazda z prvnich dvou domén je koordinovana s [Fe,S,] klastrem

a nasleduje flavinova doména

o nakonec jsou dvé domény vaZzici dvé molekuly molybdenu jako kofaktoru.

Tento komplex cyklicky prechazi zplné oxidovaného stavu (Mo VI) do
redukovaného stavu (Mo IV). Enzym se vyskytuje v jaterni tkani obratlovca pievazné
ve form¢ xanthindehydrogenasy, skladovanim pfi teploté -20°C za piidani organickych
rozpoustédel muize byt pfeveden do oxidasové formy. Indukce xanthinoxidasy
xenobiotiky nebyla prakticky zjiSténa, existuje vSak regulace jeji aktivity endogennimi

latkami®”],

1.5 AROMATICKE NITROSLOUCENINY

Aromatické nitroslouCeniny jsou vyznamnou skupinou toxickych a
karcinogenich kontaminanti Zivotniho prostfedi, které piedstavuji znaény rizikovy
faktor pro lidské zdravi. Je zfejmé, Ze jsou pfitomny ve vSech slozkach Zivotniho
prostfedi. Nitroarométy jsou vyznamnou souéasti vyfukovych plynd a vzdusnych
prachovych &astic, na jejichz povrchu jsou adsorbovany. Nitroarométy vznikaji z oxidi
dusiku produkovanych vSemi vysokoteplotnimi procesy (spalovéani fosilnich paliv,
zpracovani kovi), dalSich vzduSnych polutantii a polycyklickych aromatickych
uhlovodiki — ty provézeji ptedev§im automobilovou dopravu. Lokalni zne&isténi
aromatickymi nitroslou¢eninami je vyvoldno pfedevsim uniky ztechnologii jejich
zpracovani. Pfitomny jsou rovnéZ v cigaretovém koufi a vznikaji téZ pfi upravé
né&kterych potravin'*®!.

Z hlediska vlivu na zdravi ¢lovéka jsou aromatické nitrosloudeniny nékdy
povaZovany za jednotnou skupinu sloudenin. Jednotlivi zastupci vsak vykazuji
specidlni pdsobeni, které vyplyva z heterogenity jejich metabolismu a enzymu

podilejiciho se na tomto procesu v organismech. Vétsina aromatickych nitroslou¢enin
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vykazuje mutagenni aktivitu v bakteridlnich i sav¢ich systémech a jsou karcinogeny
vyvolavajici nadorové procesy predev§im na jatrech, plicich a prsnich Zlazach. Jejich
podil na vyvoji nadorovych procesi nebyl doposud jednozna¢né prokazan, ale
epidemiologické studie u pacientil trpicich nddorovym onemocnénim prsu a plic
naznaCuji potencidlni podil téchto slouCenin na etologii onemocnéni obyvatelstva

veer v roee e . r 38
Zijiciho v prostfedi jimi kontaminovaném®®.,

1.5.1 3-NITROBENZANTHRON

3-nitrobenzanthron (3-NBA, 3-nitro-7H-benz[de]anthracen-7-on, Obr. 8),

polycyklick4 aromaticka nitrosloudenina, je jednim z nejsilnéjsich mutagend, ktery je i

[39]

karcinogenem pro hlodavce””. Jeho genotoxicita byla prokazana v fadé testd na

[40.41]

mutagenitu a byl dokazan potencial tvofit specifické adukty s DNA detekované

v experimentech in vitro, v bunéénych kulturach a in vivo v organismu laboratorniho

(62829321 Jeho vyskyt ve slozkach Zivotniho prosttedi a jako soucast

potkana
vyfukovych plyni byl prokazan teprve nedavno!*. Tvofen je pravdépodobné bud
nedokonalym spalovanim nafty nebo reakci

2 NO; parentdlniho  polycyklického  uhlovodiku

s oxidy dusiku z atmosféry®®. Vyskyt 3-NBA
je v8ak rozmanitgj$i. Nedavno byl detekovan
také v ptid€ na zemském povrchu a jako soudast
povrchovych vod %) Tato slougenina tedy
0 ohrozuje velké skupiny lidské populace.
Obr. § Struktura 3-nitrobenzanthronu Ohrozeni jsou pfedevsim profesionalni fidici,

mechanici ¢i hornici. Jako marker vystaveni
populace 3-NBA by mohl slouzit i jeho redukéni metabolit 3-aminobenzanthron (3-
ABA). Ten byl nedavno detekovan v moc¢i pracovnikii solnych dold. I u této slouCeniny

byla prokazéna jeji genotoxicita [*®),
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Uvod

1.5.1.1. METABOLISMUS 3-NBA

Piedpokladana cesta metabolické aktivace 3-NBA a 3-ABA za tvorby adukti
s DNA je uvedena na Obr. 9. Biotransformace 3-NBA probihd ziejmé& zejména
redukéni cestou. —-NO, skupina je redukoviana na —-NHOH. N-hydroxylamin je
nestabilni, rozpada se na nitréniovy ion, ktery bud’ sdm nebo po pifeméné na ion
karbéniovy reaguje s nukleofilnimi centry DNA za tvorby adukti. Tvorba nitréniového
iontu je zvy$ena konjugaci s aktivnim sulfitem nebo acetatem!*”).

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

Metabolick4d aktivace 3-NBA a 3-ABA probihaji v organismu enzymové
katalyzovanymi reakcemi. Enzymy participujici na aktivaci téchto slou¢enin byly
urCeny teprve neddvno. Jednd se o cytochromy P450 (oxiduji 3-ABA na N-
hydroxylamin), NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu a DT-diaforasu (redukuji 3-

NBA na N-hydroxylamin)!*"41,

_ g

Wver qptood (9Q01) doamen NATy lmm SULTy
e wi) (HATY, (suum
hanixeame NAT2) SULTLAY e Mmhm
0, (NADR 2480 reducian) rox aﬁ‘x AL 260142

in vivon redsindce i vivoh redy
:_ m
.

eluction

N-OK-ABA

Obr. 9 Pfedpoklddana cesta metabolické aktivace 3-NBA a 3-ABAl*7!
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Cil diplomové prace

2  CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo rozsifit poznatky o metabolismu aromatické
nitroslouc¢eniny 3-NBA a jeho vlivu na biotransformacni enzymy. 3-NBA je silnym
mutagenem a karcinogenem pro organismy. Prace navazuje na studie, které byly

provadény pfi vypracovani mé bakalarské prace!”). Konkrétnim cilem pak bylo:

a Studium redukce 3-NBA lidskou rekombinantni DT-diaforasou

o Studium metabolismu 3-NBA potkanim mikrosomalnim systémem za
aerobnich a anaerobnich podminek

Q Studium vlivu 3-NBA na expresi proteint cytochromi P450 1A1 a P450
1A2

Diplomova prace byla fe§ena jako soudast grantového projektu  GACR
303/05/2195 a MSMTCR (MSM0021620808), ktery je zaméfen na studium

mechanismu plsobeni 3-nitrobenzanthronu a jinych karcinogeni na lidsky organismus.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 MATERIAL

Chemikalie a material, které byly pouZity v experimentech, pochazeji z t€chto
zdrojt:

o Chemopetrol, Ceska republika
suchy led

a Fluka, évycarsko
Tween 20, akrylamid, Coomasie Brilliant Blue R-250,

tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), methanol, 7-ethoxyresorufin,

a Lachema, Ceska republika
ethanol, glycerol, methanol, aceton, ethylester kyseliny octové, hydroxid sodny,

hydroxid draselny, kyselina chlorovodikova, kyselina octova, siran amonny,
chlorid sodny, chlorid draselny, dithioni¢itan sodny, bromfenolova modf,
hydrogenuhli¢itan sodny, uhli¢itan sodny dekahydrat, siran médnaty
pentahydrat, dihydrogenfosfore¢nan draselny, dihydrogenfosfore¢nan sodny,
hydrogenfosforenan sodny, pyrofosfore¢nan sodny dekahydrat, acetat sodny,

chlorid hofe¢naty, vinan sodnodraselny

o Linde, Ceska republika
kapalny dusik, oxid uhelnaty

0 Roche, SRN
NADH, NADPH

o Serva Heidelberg, SRN
hypoxanthin, N,N’- methylen-bis-akrylamid, Triton X-100, N,N,N’,N"-

tetramethylethylendiamin (TEMED)
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3.2

0 Sevapharma a.s., Ceska republika

hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma, USA
kyselina bicinchoninova (BCA), dodecylsulfat sodny, standard pro SDS-elfo

(,Wide Range standard, Mr 6500 - 205000), 5-bromo-4-chloro-3-
indolylfosfat/nitrobluetetrazolium (BCIP/NBT), dexfenfluramin, PCN, glukosa-
6-fosfatdehydrogenasa, chlorzoxazon, fenacetin, lidskd rekombinantni DT-

diaforasa, dimethylsulfoxid (DMSO)

za poskytnuti primdrnich protilatek proti cytochromim P450 podrodiny 1A,
pouzitych pfi imunochemické detekci téchto forem cytochromu P450 a
primarnich protilatek proti reduktase a DT-diaforase velice dékuji doc. RNDr.
Petru Hodkovi

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

Némecké centrum pro vyzkum rakoviny v Heidelbergu

jaterni mikrosomy cytosoly potkana— isolovany kolegy v laboratofi (katedra

biochemie, PftF UK)

PRISTROJE

Centrifugy:

K23, Janetzki, Némecko (vykyvny rotor)

K24, Janetzki, Némecko (thlovy rotor)

T52.2, ML W, Némecko (vykyvny rotor)

Optima LE-80K Ultracentrifuge, Beckman Coulter, USA (Ghlovy rotor Ti 45)
Microcentaur MSE, Sanyo, UK (tihlovy 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

Vahy:
PESA 40SM-200A, Svycarsko (analytické vahy)
KERN EW600-2M, Némecko (ptedvazky)

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 michacka 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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33 METODY

3.3.1 PREMEDIKACE LABORATORNICH POTKANU

V experimentu, jehoZ cilem bylo zjistit obsah a aktivity enzymu
biotransformujicich xenobiotika, byli k premedikaci pouziti samci laboratornich
potkanti kmene Wistar o hmotnosti 100 aZ 120 gramt. Potkani byli drZeni pfi teploté
22 £ 2°C. Voda a granulovana strava jim byly podavany ad libitum. Premedikace byla
zah4jena po zhruba tydenni aklimatizaci potkanu.

Premedikace potkani 3-nitrobenzanthronem (Stiborovd, M., ustni sdéleni)
3-nitrobenzanthron byl rozpustén v rostlinném oleji. Koncentrace 3-NBA byla
upravena tak, aby byl potkanim aplikovan 1 ml ;;{\F\

roztoku pro vyslednou davku 3-NBA 0,4 mg/kg, / $2 P . N
4 mg/kg a 40 mg/kg hmotnosti zvifete. Roztok \</© ‘-\", 2

3-NBA byl aplikovan intraperitonealné (Obr. S .'\' y
; v
10). Aplikace intraperitonealni cestou byla \\{Q\ -
7 i S
provadéna ve firmé R.S.D Dobfichovice. Zvifata NS S

byla usmrcena 24 hodin po podani roztoku 3-
, . ) .. Obr. 10 Nakres intraperitonealni aplikace
NBA. Jatra zvifat byly vyjmuta a pouZita pro

isolaci subcelularnich systému (mikrosomu a cytosolu).

3.3.2 ISOLACE SUBQELULARNiCH SYSTEMU Z ORGANU
LABORATORNICH POTKANU

Vyjmuté organy byly zvaZeny, 2x promyty pufrem I (0.15M KCI; 0.05M
TRIS; pH 7.4) a nastiihdny. Homogenisace byla provedena pii 4 °C v pufiu I, jehoz
objem v mililitrech ¢iselné odpovidal trojndsobku vahy organi v gramech. Ziskany

homogenat byl filtrovan pfes gazu a centrifugovan 10 minut pii 2000 RPM ve
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vykyvném rotoru 4 x 70 ml za chlazeni na 4 °C. Supernatant byl uschovéan a sediment
rehomogenizovan v pufru l (o objemu odpovidajicimu hmotnosti orgénd) a
centrifugovan za stejnych podminek. Oba supernatanty byly spojeny a centrifugovany
po dobu 20 minut pfi 13 500 RPM v thlovém rotoru 6 x 35 ml za chlazeni na 4 °C.
Supernatant byl slit a centrifugovan pii 30 000 RPM 90 minut v thlovém rotoru 6 x 64
ml pfi 4 °C. Cytosolarni supernatant byl odlit a zmrazen, sediment byl resuspendovan
v pufru 2 (0.1 M Na,P,0,.10H,0; pH 7.2) v mnoZstvi dvojnasobném oproti ptivodni
hmotnosti orgdni a centrifugovan 65 min za posledné uvedenych podminek.

Mikrosomalni sediment byl resuspendovan v pufru 3 (0.15 M KCI; 0.05 M TRIS; 20 %
glycerin) v objemu odpovidajicimu 1/5 ptivodni hmotnosti organii a rehomogenizovan
pomoci malého homogenizitoru. Vysledny mikrosomalni preparat byl zmraZen

v kapalném dusiku a uloZen do mraziciho boxu pfi -80 °C.

3.3.3 STANOVENi KONCENTRACE CYTOCHROMU P450!""

Princip: Cytochrom P450 vykazuje v redukovaném stavu v komplexu s CO absorpéni

7] Na zakladé této vlastnosti se stanovuje

maximum pifi vinové délce 450 nm
koncentrace cytochromu P450 metodou diferenéni spektroskopie.

Postup: Do zkumavky bylo pipetovano podle odhadnutého fedéni méfeného vzorku n
ml (0,05 — 1,0 ml vzorku) a doplnéno pufrem do 2 ml. Dale bylo pfidano 5 mg
dithionicitanu sodného, &imZ prob&hla 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 méteno diferenéni

spektrum v rozsahu vinovych délek 400 — 510 nm. Koncentrace cytochromu P450 byla

vypoctena ze ziskanych absorbanci podle vzorce:

Cpaso = ( Ayso — Agoo / Epgso )* Fedéni [nM]

CPAS0 v rvenennnn koncentrace cytochromu P450
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Ads0eerininnns absorbance pfi vinové délce 450 nm
Agoeeeiininnnn. absorbance pii vinové délce 490 nm
€p450- .- - .- .......molarni absorpéni koeficient cytochromu P450 (e = 0,091 mmol”-  dm’*- cm")

3.34 STANOVENiI KONCENTRACE PROTEINU

Princip: Bilkoviny pfitomné ve vzorku se rozpusti v alkalickém roztoku deoxycholétu
sodného a nasledné reaguji po pridani Folinova €inidla (roztok fosfomolybdenové a
fosfowolframové kyseliny) za vzniku modré rozpustné slouCeniny.
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 promichéano a
ponechdano 10 minut stat. K roztoku byly pfidiny 3 ml cerstvé pfipraveného
alkalického ¢inidla [0,5 ml 1 % roztoku CuSQO,4 - 5 H,O (w/v) + 0,5 ml 2 % roztoku
vinanu draselnosodného (w/v) + 49 ml 2 % roztoku Na,CO; (w/v)], znovu bylo vse
promichano a ponechano 10 minut stat. Nasledné bylo k roztoku piidano 0,3 ml
Folinova ¢inidla (tésn¢ pied pouZitim bylo fedéno v poméru 1:1 destilovanou vodou),
roztok byl promichan a nechan stat 30 minut. Po uplynuti této doby byla ihned méiena
absorbance vzorku pfi 550 nm oproti ,slepému“ vzorku obsahujicimu destilovanou
vodu namisto méfeného vzorku. Jako standard byl pfipraven 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 ureny hodnoty koncentrace proteinu ve

vzorcich podle vztahu:

¢y, = Assg (vzorek)/Assy (standard) cggy - Fedéni [mg/ml]
¢y — koncentrace bilkoviny

Asso — absorbance pii vinové délce 550 nm

cpsa — koncentrace standardu
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3.3.5 STUDIUM METABOLISMU 3-NBA LIDSKOU REKOMBINANTNI
DT-DIAFORASOU

SloZeni inkubalni smési:

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

o 1 mMNADPH

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

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 rdzné mnoZstvi zdsobniho roztoku
DT-diaforasy (0,25 mg/ml). Nad smési byla vytvofena inertni atmosféra pomoci
dusiku (g). Po 15 minutach inkubace smési pti 37°C byla reakce startovana piidanim 5
ul 2 mM 3-NBA a smés inkubovana po dobu 60 minut (Thermomixer compact
eppendorf, 400 RPM, 37°C).

Reakce byla ukonCena pifidanim 1 ml ethylacetitu a produkty reakce
extrahovany do tohoto organického rozpoustédla. Dale bylo k smési pfidano 5 pul 1 mM
fenacetinu jako vnitfniho standardu a opakovana extrakce produktd spolu s internim
standardem do ethylacetatu. Smés byla centrifugovana 3 minuty pfi 13 000 RPM
(minicentrifuga MicroCentaur MSE, uhlovy rotor). Po oddéleni organické faze
s produkty reakce byl k vodné fazi pfidan opét 1 ml ethylacetatu a provedena dalsi
extrakce stejnym postupem.

Spojené extrakty byly odpateny. Tésné pied analyzou byly odparky rozpustény
ve 30 pl methanolu. Metabolity byly separovany pomoci HPLC (aplikovano 20 pl). Pfi
zjiStovani zavislosti pfemény 3-NBA na koncentraci DT-diaforasy obsahovala
inkubaéni 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 zji$téni vlivu koncentrace 3-NBA na jeho metabolickou pfeménu pomoci
DT-diaforasy o koncentraci 40 pg/mi byla pouZita koncentrace 3-NBA v inkuba¢ni
smési 5, 10, 20 a 50 uM.
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3.3.51 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

K separaci latek obsaZzenych v jednotlivych inkuba¢nich vzorcich byla pouZita
metoda RP-HPLC na koloné C,3 (Macherey-Nagel, SRN) pfi teploté¢ 35°C. Jako
mobilni faze byl pouZit 70 % methanol. Rychlost pritoku mobilni faze pfi méteni byla
0,6 ml/min a jednotlivé slozky inkubac¢nich smési byly detekovany pii vinové délce

254 nm. Vzorky byly aplikovany v mnozstvi 20 pl.

3.3.6 STUDIUM METABOLISMU 3-NBA MIKROSOMY JATER
POTKANU PREMEDIKOVANYCH FENOBARBITALEM,
B-NAFTOFLAVONEM A NEPREMEDIKOVANYCH ZVIiRAT

SloZeni inkubacni smési:

o pufr- 50 mM TRIS/HCI, pH 7,4
o 1mMNADPH

0 mikrosomy (0,5 mg proteinu/ml)

g 20 pM 3-NBA v DMSO

Inkubacni smés o objemu 0,5 ml obsahovala: pufr (50 mM TRIS/HCI, pH 7,4),
50 pl 10 mM NADPH a mikrosomy v takovém mnoZstvi, aby inkuba¢ni smés
obsahovala 0,5 mg proteinu/ml. Reakce byla startovana p¥idanim 5 pl 2 mM 3-NBA a
smés inkubovana (Thermomixer compact eppendorf, 400 RPM, 37°C). Dalsi postup
byl stejny jako pfi studiu metabolismu 3-NBA NQOI. Pra zjisténi vlivu doby inkubace
na metabolismus 3-NBA jaternimi mikrosomy potkani premedikovanych
fenobarbitalem, B-NF a nepremedikovanych zvifat byla inkuba¢ni smés inkubovana po
dobu 60, 120 a 180 minut.

Ke studiu metabolismu 3-NBA mikrosomy jater potkani premedikovanych
fenobarbitalem, B-naftoflavonem a nepremedikovanych zvifat za anaerobnfch

podminek byla nad inkuba¢ni smési vytvofena inertni atmosféra N (g) a pfi RP-HPLC
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byly uzity stejné podminky jako pfi studiu metabolismu 3-NBA lidskou rekombinantni

DT-diaforasou .

3.3.7 STUDIUM VAZBY 3-NBA AKTIVOVANEHO JATERNIM
MIKROSOMALNIM SYSTEMEM 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. K inkubaénim smésim byly po extrakci ethylacetitem pifidany 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 promichadn a centrifugovan za stejnych podminek (viz vySe). Aceton byl
opét odebran a peleta promyta 2 ml 100 % ethanolu. Smés byla promichana a opét
centrifugovana za stejnych podminek. Etanol byl odebran a k peleté pfidany 2 ml 70 %
ethanolu. Roztok byl zamichan a centrifugovan za vyS$e uvedenych podminek. Ethanol
byl odebran a peleta dosuSena v digestofi. Peleta byla rozpusténa v 1 ml 1 M NaOH.
Zkumavky s roztokem byly opatrné zahfaty na vodni lazni az do rozpusténi pelet.

Po vychladnuti roztoku byla proméfena absorp¢ni spektra na spektrofotometru
Hewlett Packard E8453. Jako blank byl pouzit 1 mM roztok NaOH. Ve vzorcich byl

stanoven obsah proteinu Lowryho metodou®®®.

3.3.8 STANOVENI OBSAHU VYBRANYCH ISOFOREM
CYTOCHROMU P450

Stanoveni specifické aktivity jednotlivych isoforem cytochromu P450
neposkytuje zcela presnou informaci o obsahu jednotlivych isoforem, nebot enzymy
mohou byt poSkozeny (napf. béhem izola¢nich postupll), a ztraci tedy svou
katalytickou schopnost. Obsah vybranych isoforem byl tedy stanovovan metodou
,» Western blot* za pouZiti specifickych protilatek proti jednotlivym isoformam.

Po rozdéleni dle molekulové hmotnosti pomoci elektroforesy v pfitomnosti
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dodecylsulfatu sodného byly proteiny obsazené v mikrosomalni frakci pfeneseny
z polyakrylamidového gelu na ptenosovou membranu z polyvinylidenfluoridu (PVDF)
nebo nitrocelulosovou membranu. Poté byla provedena imunochemicka detekce

jednotlivych forem cytochromu P450.

3.3.8.1. ELEKTROFORESA NA POLYAKRYLAMIDOVEM GELU
V PRITOMNOSTI SDS

Provedeni elektroforesy na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti 0,1%

dodecylsulfatu sodného (SDS) vychazelo z postupu Laemmliho. Elektroforesa byla

provedena za stalého chlazeni vodovodni vodou v aparatufe od firmy OMNI-BIO

(Ceska republika).

SloZeni roztoki a pufri:

Pufr A (separacni gel): 0,375 M Tris-Cl, 0,1% (m/v) SDS, pH 8,8

Polymeracni roztok A: 30% akrylamid, 0,8% N,N‘-methylen-bis-akrylamid
(BIS) v pufru A

Pufr B (zaostFovaci gel): 0,125 M Tris-Cl, 0,1% (m/v) SDS, 0,0006%
bromfenolova modf, pH 6,8

Polymeracni roztok B: 30% akrylamid, 0,8% N,N‘-methylen-bis-akrylamid
(BIS) v pufru B

Vzorkovy pufr redukujici: 0,063 M Tris-Cl, 2% (m/v) SDS, 10% (v/v) glycerol,

0,003% (m/v) bromfenolova modf, 5% (v/v)
merkapto-ethanol, pH 6,8

Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% (m/v) SDS, pH
8,3
Barvici lazen: 0,25% (m/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 46% (v/v) ethanol,

9,2% (v/v) kyselina octova

Odbarvovaci lazen: smées ethanol-kyselina octova-voda (25:10:65)

37



Material a metody

Priprava gelu:

Mezi odmasténa skla uchycena v zafizeni pro pfipravu geli byl nalit v pfipadé
pouziti gelu pro metodu ,,Western blot“ 10%-ni separaéni gel (4 ml polymera¢niho
roztoku A, 8 ml pufru A, 10 ul TEMED a 3-6 mg persiranu amonného), v pfipadé
pouziti gelu pro vizualizaci barevnych stop 7,5%-ni separacni gel (3 ml polymera¢niho
roztoku A, 9 ml pufru A, 10 pl TEMED a 3-6 mg persiranu amonného). Gel byl
pfevrstven destilovanou vodou. Po polymeraci gelu byla odsata voda a nalit 3%-ni
zaostfovaci gel (smés 0,5 ml polymeraéniho roztoku B, 4,5 ml pufru B, 5 ul TEMED a
3-6 mg persiranu amonného). Do tohoto roztoku byl vloZen hreben, tvofici 12
komurek. Po zpolymerovani gelu byl hieben vyjmut a skla s gelem umisténa do
aparatury pro elektroforézu. Vznikly gel mél rozméry 5 x 8 cm a byl silny 1,5 mm.
Jamky byly naplnény elektrodovym pufrem a vzorky vnich byly umistény
podvrstvenim.

Pfiprava vzorki na elektroforesu:

Vzorky byly fedény vpoméru 1:1, nebo 1:3 ve 2krat, resp. 4krat
koncentrovaném vzorkovém pufru tak, aby v aplikovanych 20 pl vzorku bylo 10-20 pg
proteinu. Poté byly vzorky 5 minut povafeny. Vzorky byly aplikovany do jamek
mikrosttikackou Hamilton (Hamilton Company, USA).

Vlastni elektroforesa:

Elektroforéza probihala za konstantniho napéti 100 V po dobu asi 2 hodin. Byla
zastavena, jakmile vzdalenost mezi barevnym elem a hranou gelu byla mensi nez 0,5
cm. Gel byl pouzit pro metodu Western blot nebo byla provedena vizualizace
barevnych stop pouZitim barvici lazn¢ s Coomassie Brilliant Blue R-250, ve které se
gely barvily za stalého michani 30 minut. Pozadi bylo odbarveno v odbarvovaci 1azni
pfes noc. Poté byly gely vysuSeny mezi dvéma listy celofanové folie pfi laboratorni
teploté.

Vyhodnoceni elektroforesy:

Jako standardd bylo vyuzito 13 proteini se znamymi molekulovymi
hmotnostmi, tzv. Wide Range: myosin 205 kDa, B-galaktosidasa 116 kDa, fosforylasa
b 97 kDa, fruktosa-6-fosfatkinasa 84 kDa, albumin 66 kDa, glutamindehydrogenasa 55
kDa, ovalbumin 45 kDa, glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa 36 kDa,
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karbonatanhydrasa 29 kDa, trypsinogen 24 kDa, inhibitor trypsinu 20 kDa, o-
laktalbumin 14,2 kDa a aprotinin 6,5 kDa. Zavislost logaritmu molekulové hmotnosti
standardnich proteinii na jejich relativni mobilité (tj. pomér vzdalenosti stopy daného
proteinu od startu a délky celého gelu) slouZila jako kalibra¢ni kfivka, podle které byla

uréena molekulova hmotnost neznamého proteinu.

3.3.8.2 METODA ,WESTERN BLOT*

,Western blot“ je metoda pienosu proteini z elektroforetického gelu na
nitrocelulosovou nebo PVDF membranu (Milipore) schopnou sorbovat proteiny.
Slozeni roztokii a pufrii: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, pH 8,3 - pfenosovy pufr; 0,5%
Red Ponceau v 1% kyselin€ octové (v/v)

Postup: PVDF membrana byla nejdiive smocena 10 sekund v methanolu a nasledné 2
minuty v destilované vod¢ a 5 minut v transferovém pufru.

Gel byl po skonCeni SDS elektroforesy 20 minut inkubovan v pfenosovém
pufru (0,025 M Tris, 0,192 M glycin, pH 8,3). Dale byl sestaven elektropienosovy
aparat ,,semi dry“ (,,Fast-blot“ B-32, firma Biometra) a ,,sandwich®, ktery tvorfily tfi
kusy chromatografického papiru Whatman 3 (o stejné velikosti jakou mél gel)
namocené v pfenosovém pufru, membrana, gel adal§i tfi kusy navlhéeného
chromatografického papiru. Elektropfenos se provadél nejprve 10 minut pfi
0,8 mA/cm’ gelu, poté 45 minut pfi 2,0 mA/cm? gelu.

Po skonceni transferu byly proteiny pienesené na membranu vizualizovany
obarvenim v roztoku 0,5 % Ponceau Red (w/v) v 1 %-ni kyselin€ octové. K odbarveni

membrany doslo v destilované vod¢.

3.3.8.3. IMUNOCHEMICKA DETEKCE FOREM CYTOCHROMU P450

SloZeni roztoku a pufru:

o PBS (1,8 mM Na,HPO, + 1 mM NaH,PO, + 0,134 M NaCl; pH 7,2) s 0,3%
Tritonem X-100 (w/v)

a 5% nizkotu¢né suSené mléko (w/v) — rozpusténé v PBS s Tritonem X-100

o  primarni protilatka (15 pg/ml) - polyklonalni slepi¢i protilatka proti potkanimu
rekombinantnimu CYP1A1

39



Material a metody

o  sekundarni protilatka znaCena alkalickou fosfatasou (7 pg/10 ml) — krali¢i IgG

proti slepici IgY s navazanou alkalickou fosfatasou

Postup: PVDF membrana, na niZ byly pfeneseny proteiny metodou ,, Western blot*, se
nechala pfes noc v blokovacim roztoku (5 % susené miéko v PBS s Tritonem X-100).
Membrana byla inkubovana dvé hodiny v roztoku specifické primarni protilatky
v blokovacim roztoku, v koncentraci 10 mg/ml.

Poté byla membrana promyvana blokovacim roztokem (5krat2 minuty) a
nasledné vloZena do roztoku sekundérni protilatky (5 pl v 10 ml blokovaciho roztoku),
kde byla ponechana jednu hodinu. Po inkubaci se membrana promyvala (4krat 2
minuty) v blokovacim roztoku, poté (4krat 2 minuty) v PBS s Tritonem. Inkubace i
promyvani byly provadény za stalého michani p#i laboratorni teploté.

K vyvolani se pouZil roztok ptipraveny rozpusténim jedné tablety (BCIP/NBT -
substrat pro alkalickou fosfatasu) v 10 ml destilované vody. Na membrané inkubované
v roztoku specifické protilatky vznikly pfiblizné po péti minutach vyvolavani fialové
zony v mistech, kde doSlo k navadzéani protilatky na enzymy. Reakce byla zastavena
vloZenim membrany do destilované vody. Intenzita zon ilustrujici mnoZstvi enzymi

byla kvantifikovana programem Elfoman.

3.3.8.4 STANOVENi AKTIVITY CYP1A1/2 O-DEALKYLACi 7-
ETHOXYRESORUFINU

Ureni aktivity téchto isoforem se provadélo fluorimetrickym stanovenim
O-dealkylace 7-ethoxyresorufinu (EROD). Reakéni smés o celkovém objemu 0,5 ml
byla zpracovéna podle Burkeho a kol. a obsahovala mikrosomalni frakci (0,1 pM
CYP), NADPH generujici systém (10 mM), 7-ethoxyresarufin (0,175 mM) a fosfatovy
pufr (0,1 M K,HPO,, pH 7.4). Jedno objemové procento reak¢ni smési tvofil methanol,
ve kterém byl rozpoustén 7-ethoxyresorufin. Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky se pouzilo
stejné sloZeni reak¢éni smési, ale misto 7-ethoxyresorufinu bylo pipetovano 20, 40, 80 a
120 pmol 10 puM resorufinu. K mikrosomim zfedénym pufrem bylo pfidano 5 pl

roztoku 7-ethoxyresorufinu v methanolu. Reakce byla startovana pfidanim 50 pl
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NADPH generujiciho systému, inkubace probihala 10 minut pifi 37 °C a reakce byla
zastavena pridanim 2 ml methanolu. Vzorky byly centrifugovany 5 min pii 4000 RPM
(centrifuga T 52.2) a poté se zméfila fluorescence na luminiscenénim spektrometru LS-
5B Perkins-Elmer (Aexciace=530 nm, excitacni §térbina 15, Aemise=585 nm, emisni
Stérbina 10). Pfistroj byl vynulovan na ,blank”, ktery obsahoval vSechny slozky
reak¢ni smési kromé¢ NADPH. Z kalibra¢ni kiivky se vypocitalo mnoZzstvi resorufinu

(pmol) vytvotfeného ve vzorcich.

3.3.8.5 STANOVENI AKTIVITY CYP1A1 OXIDACI SUDANU |

SloZeni inkubacni smési - roztoky:

Q 0,1 M fosfatovy pufr (NaH,PO4, pH 7,4)
] 10 mM NADPH generujici systém

a ethylacetat

u] 5 mM Sudan [ rozpustény v methanolu

Postup: Reakce probihala v celkovém objemu reakéni smési 0,25 ml. Do zkumavky
byl pipetovan pufr, rizné mnozZstvi fedénych mikrosomd, aby koncentrace proteinu ve
smési byla 1 mg/ml, 25 pl NADPH generujiciho systému a 5 pl roztoku Sudanu I. Tato
smés byla dikladn€ promichéna a inkubovana za ptistupu vzduchu 60 min pfi teploté
37°C. Inkubace se ukoncila zastavila pfidanim ethylacetatu (0,5 ml). Po protéepani a
centrifugaci (5 minut, 4000 RPM centrifuga T 52.2) byla odsata vrstva s ethylacetatem
a pouZita dale. K vodné fazi bylo opét ptidano 0,5 ml ethylacetatu a cely postup
zopakovan. Nasledovalo odpafeni extrakti do sucha na vakuové odparce ,,Speed Vac*
(DNA 110, firma Savant). Tésné pied analysou byly odparky rozpustény v 30 ul
mobilni faze HPLC (90% methanol; 0,1 M NH;HCOs; pH 8,0).
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4 VYSLEDKY

41 METABOLISMUS 3-NBA LIDSKOU REKOMBINANTNI
DT-DIAFORASOU

V experimentech byla pouzita lidskd rekombinantni DT-diaforasa (NQOI).
Zjistili jsme, Ze 3-NBA je DT-diaforasou pieménovan za tvorby metabolitu 3-
aminobenzanthronu, ktery je tvofen redukci nitroskupiny 3-NBA. 3-ABA byl od 3-

NBA separovan pomoci HPLC a detekovan pfi vinové délce 254 nm.

411 HPLC 3-NBA A 3-ABA

Pro zjisténi optimalnich podminek separace 3-NBA od jeho redukéniho
partnera, 3-ABA, bylo nejdfive jejich chovani pti HPLC analyzovano separatn€.
K t€émto experimentiim byly jako standardy pouZzity 3-NBA a 3-ABA syntetisované na
partnerském pracovisti Némeckého centra vyzkumu rakoviny (Heidelberg).

Vzorky byly pfipraveny tak, Ze k 25 pl methanolu bylo pfidano 5 pl 2 mM 3-
NBA (resp. 5 pl 1 mM 3-ABA). Takto pfipravené roztoky byly promichdny na Vortexu
a centrifugovany 3 minuty pfi 13 000 RPM (centrifuga Microcentaur MSE, uhlovy
rotor ).

3-NBA je pomoci HPLC eluovan v retenénim ¢ase 23,2 minut (Obr. 11). 3-
ABA je eluovan pti HPLC za stejnych podminek uvedenych v kapitole v 8. minuté.
HPLC probihala za stejnych podminek jako v pfipadé 3-NBA. Vysledek analysy HPLC

je uveden na Obr. 12.
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Obr. 11 HPLC 3-NBA. Experimentalni podminky HPLC: mobilni faze 70 % metanol, pritok 0,6 ml/min,
kolona Macherey Nagel RP18, teplota 35°C, aplikovano 20 pl vzorku, detekce p¥i 254 nm.
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Obr. 12 HPLC 3-ABA. Experimentélni podminky HPLC: mobilni faze 70 % metanol, pritok 0,6 ml/min,
kolona Macherey Nagel RP18, teplota 35°C, aplikovano 20 ul vzorku, detekce pti 254 nm.

41.2 ZAVISLOST PREMENY 3-NBA NA KONCENTRACI
DT-DIAFORASY

Aby byla zjiSt€na zavislost G¢innosti pfemény 3-NBA DT-diaforasou na
koncentraci enzymu, byly v inkuba¢ni smési pouzity 5, 10, 20, 30, 40 a 100 pg/ml
lidské rekombinantni DT-diaforasy. Vysledky analyz pomoci HPLC jsou uvedeny na
Obr. 13.

Se zvy3Sujici se koncentraci DT-diaforasy v inkubaéni smési dochazi ke zvy3eni

pfemény 3-NBA a soucasné ke zvySovani tvorby redukéniho metabolitu (3-ABA). Az
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pfi nejvyssi koncentraci DT-diaforasy klesla koncentrace vzniklého 3-ABA o tietinu.

Pro dalsi studie byla pouzivana koncentrace DT-diaforasy 40 pg/ml.
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||03-NBA

E -
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MnoZstvi pfeménéného 3-NBA a
vznkiého 3-ABA [nmol]
D
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Koncentrace NQO1 [ug/ml]

Obr. 13 Zavislost pfemé&ny 3-NBA a vzniku 3-ABA na koncentraci NQOI1. Sloupce uvedené v obrazku
udavaji mnozstvi pfeménéného 3-NBA a vzniklého 3-ABA za 60 minut. Data uvedena v obrazku jsou

pruméry a standardni odchylky tfi paralelnich experimentu.

41.3 ZAVISLOST PREMENY 3-NBA NA DOBE INKUBACE
S DT-DIAFORASOU

Pro zjisténi vlivu doby inkubace na pfeménu 3-NBA DT-diaforasou byla
reakéni smés inkubovéana po dobu 15, 30, 45 a 60 minut. Vysledky analyz pomoci
HPLC jsou uvedeny na Obr. 14.

Se zvySujici se dobou inkubace 3-NBA s NQOI1 dochazi ke zvySeni pfemény
3-NBA a k naristu mnoZstvi vzniklého 3-ABA. MnozZstvi pfeménéného 3-NBA v Case

koreluje s pfiristkem jeho redukéniho metabolitu 3-ABA.
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Obr. 14 Zavislost ptemény 3-NBA a vzniku 3-ABA na dobé& inkubace s NQO1. Sloupce uvedené v obrazku

uddvaji mnoZstvi pteménéné¢ho 3-NBA a vznikiého 3-ABA. Data uvedena v obrazku jsou priméry a
standardni odchylky t¥i paralelnich experimenta.

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

Pro zjiSténi vlivu koncentrace 3-NBA na jeho metabolickou pfeménu
DT-diaforasou byl do inkubacnich smési pfidan 3-NBA o koncentracich 0, 5, 10, 20 a
50 uM. Vysledky analyz pomoci HPLC jsou uvedeny na Obr. 15.

Se zvy3ujici se koncentraci 3-NBA v inkubaéni smési dochazi ke zvySovani
jeho pfeménéného mnozstvi az do koncentrace 20 uM pak se mnozstvi pfeménéného 3-
NBA sniZuje . Nartst mnozZstvi vznikajiciho metabolitu, 3-ABA, byl pozorovan az do

koncentrace 50 pM. Redukce 3-NBA lidskou NQO1 vykazuje satura¢ni kinetiku.
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Obr. 15 Zavislost ptem&ny 3-NBA a vzniku 3-ABA lidskou DT-diaforasou na Jjkoncentraci 3-NBA. Sloupce
uvedené v obrazku udavaji mnoZstvi vzniklého 3-ABA za 60 minut. Data uveden4 v obrézku jsou priméry a

standardni odchylky tfi paralelnich experimentii.

4.2 METABOLISMUS 3-NBA JATERNIMI MIKROSOMY POTKANA

V dalSi ¢asti diplomové prace bylo sledovéano, zda je 3-NBA metabolisovan
enzymy pritomnymi v jaternich mikrosomech potkana, a to za aerobnich a anaerobnich
podminek. Anaerobni prosttedi bylo vyvolano probublavanim reak&ni smési vzdusnym

proudem N, (1 min).
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421 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
potkanGi premedikovanych fenobarbitalem, B-naftoflavonem a nepremedikovanych
(kontrolnich) zvifat byla inkuba¢ni smés inkubovana po dobu 30, 60, 120 a 180 minut.
Vysledky analyz za aerobnich podminek pomoci HPLC jsou uvedeny na Obr. 16 a
Obr. 17, za anaerobnich podminek na Obr.18 a Obr. 19.

4211 Studium metabolismu 3-NBA jaternimi mikrosomy za
aerobnich podminek

VSechny typy mikrosomi redukuji 3-NBA na 3-ABA. Mikrosomy zvifat
premedikovanych B-naftoflavonem dosahuji v pfeméné 3-NBA nejvyssi hodnotu.
Mnozstvi pfeménéného 3-NBA je nejvyssi pfi 60-minutové inkubaci, pfi 120-minutové
inkubaci dochazi poklesu pfeménéného 3-NBA a pfi inkubaci 180 minut je mnoZstvi
preménéného 3-NBA vice neZ o polovinu niz$i. Mikrosomy potkanti premedikovanych
fenobarbitalem vykazuji men$i GCinnost v pifeméné¢ 3-NBA neZ mikrosomy
isolované ze zvirat premedikovanych B-naftoflavonem. K nejvyssi pieméné 3-NBA zde
dochézi pfi inkubaci trvajici 120 minut. Postupné zvySovani mnozstvi pfeménéného 3-
NBA od inkubace trvajici 30 minut do inkubace trvajici 120 minut vykazuje linearni
zavislost a ve 180minutové inkubaci dochazi poklesu pifeménéného mnozstvi 3-NBA o
desetinu. Nejmensi efektivitu v pfeméné 3-NBA maji mikrosomy nepremedikovanych
(kontrolnich) zvifat. Zde efektivita jaternich mikrosomalnich enzymu s naristajici
dobou inkubace mirné narista a pti 180minutové inkubaci dochazi k poklesu u¢innosti
téchto enzymii.

Naopak narist tvorby 3-ABA byl pozorovan v piipadé mikrosomu
nepremedikovanych (kontrolnich) zvifat. MnozZstvi vzniklého 3-ABA naruista aZz do

doby inkubace 180 minut. Mikrosomy jater potkanti premedikovanych fenobarbitalem
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jsou v tvorbé 3-ABA nejefektivnéj$i a v inkubaci trvajici 180 min jsou U€innéjSi nez
mikrosomy zvifat premedikovanych B-NF o ¢tvrtinu ..U ,,B-NF mikrosomd® je
mnozstvi vzniklého 3-ABA téméf shodné pii inkubaci 60 i 120 minut. Pfi inkubaci
trvajici 180 minut je mnozstvi vzniklého 3-ABA ptibliZzné€ o pétinu vyssi.

Diskrepance mezi pieménou 3-NBA a tvorbou 3-ABA jednotlivymi
mikrosomalnimi systémy lze za soucasnych znalosti obtiZzn¢ vysvétlit. Zda se jedna o
komplexni redox systém pieménujici 3-NBA a 3-ABA navzijem, bude v naSi

laboratofi pfedmétem dalSiho studia.
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Obr. 16 Zavislost pfemé&ny 3-NBA na dobé inkubace s jaternimi mikrosomy potkanii premedikovanych
fenobarbitalem (PB MS), B-naftoflavonem (NF MS) a potkan& nepremedikovanych (kontrolni MS). Sloupce
uvedené v obrazku udavaji mnozstvi pfemé&néného 3-NBA. Data uvedend v obrazku jsou priméry a
standardni odchylky t¥i paralelnich experiment.

V pribehu metabolismu 3-NBA jaternimi mikrosomy za oxidacnich podminek

nevzniké Zadny oxida¢ni metabolit, dochazi pouze k redukci 3-NBA na 3-ABA
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Obr. 17 Zavislost pfemény 3-NBA na dobg inkubace s jaternimi mikrosomy potkanii premedikovanych
fenobarbitalem (PB MS), B-naftoflavonem (NF MS) a potkani nepremedikovanych (kontrolni MS). Sloupce
uvedené v obrazku udavaji mnoZstvi pfem&néného 3-ABA. Data uvedenad v obrizku jsou priméry a

standardni odchylky tii paralelnich experimenti.

4.21.2 Studium metabolismu 3-NBA jaternimi mikrosomy za
anaerobnich podminek

3-NBA je jaternimi mikrosomy za anaerobnich podminek redukovan
efektivnéji, neZ za podminek oxida¢nich. Mikrosomy jater zvifat premedikovanych
fenobarbitalem jsou v pfeméné 3-NBA nejefektivnéj$i, a to v inkubaci trvajici 30
minut. Pak U€innost této pfemény klesa a v inkubaci trvajici 180 min je mnoZstvi
pfeménéného 3-NBA témeét 6krat mensi neZz v 30minutové inkubaci. Mikrosomy jater
potkan premedikovanych B-naftoflavonem nejsou tak u¢inné jako °'fenobarbitalové
mikrosomy’’. Nejdfive mnoZstvi pfeménéného 3-NBA stoupia, maxima dosahuje
v inkubaci trvajici 60 min, poté dochézi ke sniZeni mnoZstvi pfeménénného 3-NBA a
nejmensi hodnota pfeménéného 3-NBA byla detekovana v inkubaci 180 minut, zde

bylo mnozstvi 3-NBA 6krat mens$i nez v inkubaci trvajici 60 minut. Mikrosomy jater
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nepremedikovanych potkani jsou v pifeméné 3-NBA nejefektivnéj$i pifi inkubaci
trvajici 30 minut, a jsou v této inkubaci o ¢tvrtinu G€inngj$i neZz ~'B-NF mikrosomy”’.
Se zvysujici se dobou této premény dochazi k poklesu mnoZstvi pieménéného 3-NBA
a v inkubacich trvajici 120 minut a 180 minut je tato pfeména podobna.

Nejvys$i narist vzniku 3-ABA byl pozorovan za pouZiti mikrosomi zvifat
premedikovanych fenobarbitalem, kde se mnoZstvi 3-ABA postupné zvySuje a
v inkubaci trvajici 120 minut dosahuje nejvysSi hodnoty. Poté dochazi k poklesu
vzniklého 3-ABA asi o tfetinu. "~'f-NF mikrosomy’~ vykazuji pfi tvorbé 3-ABA
nejmenSi u€innost. Postupné zvySovani mnozZstvi 3-ABA vykazuje Casovou linearni
zavislost az do inkubace trvajici 120 min. Nejvy$§i mnoZstvi 3-ABA bylo detekovéano
v inkubaci trvajici 180 minut. Mikrosomy jater u potkani, ktefi nebyli premedikovani
vykazuji v tvorbé 3-ABA vétsi efektivitu nez jaterni mikrosomy zvifat, ktera byla
premedikovana B-NF. V inkubacnich smési bylo detekovano podobné mnoZzstvi
vzniklého 3-ABA. Vyjimku tvoti 120minutova inkubace, kde bylo mnoZstvi vzniklého
3-ABA nejvyssi.
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Bkontrolni MS
aPB MS
ONF M§ -

mnoZstvi pfeménénného 3-NBA [plocha piku 3-
NBA/plocha piku fenacetinu]
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Obr. 18 Zavislost pfemény 3-NBA na dob¢ inkubace s jaternimi mikrosomy potkanii premedikovanych

fenobarbitalem (PB MS), B-naftoflavonem (NF) a potkanii nepremedikovanych (kontrolni MS) za

anaerobnich podminek. Sloupce uvedené v obrazku udévaji mnoZstvi pfemé&n&ného 3-NBA. Data uvedena

v obrazku jsou priiméry a standardni odchylky t¥f paralelnich experimentt.
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Obr. 19 Zavislost pfemény 3-NBA na dob¢ inkubace s jaternimi mikrosomy potkani premedikovanych fenobarbitalem
(PB MS), B-naftoflavonem (NF) a potkant nepremedikovanych (kontrolni MS) za anaerobnich podminek. Sloupce
uvedené v obrazku udavaji mnozstvi pfeménéného 3-ABA. Data uvedena v obrazku jsou priuméry a standardni odchylky

tfi paralelnich experimentu.

4.2.2 STUDIUM VAZBY 3-NBA AKTIVOVANEHO JATERNIM
ENZYMOVYM SYSTEMEM POTKANA

Ke studiu vazby 3-NBA aktivovaného jaternim enzymovym systémem potkana
na proteiny byly pouzity vodné faze ziskané z jednotlivych inkubaci 3-NBA
s mikrosomy jater potkanli premedikovanych fenobarbitalem, [-NF a
nepremedikovanych (kontrolnich) zvitat po extrakci ethylacetatem. Vysledek stanoveni
za aerobnich podminek je uveden na Obr. 21 a Obr. 22 udava vysledky méfeni
provadéna za anaerobnich podminek.

Vazba aktivovaného 3-NBA byla sledovana spektralné. Lze pfedpokladat, Ze
v pfipadé¢ reaktivnich metabolitli 3-NBA jako je 3-N-hydroxyaminobenzanthron (3-N-
OH-ABA) dojde vazbou na protein ke zméné spektra modifikovanych proteint.

Skutecné v pribéhu metabolismu 3-NBA mikrosomalnimi systémy dochazi ke zméné
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spektralnich vlastnosti mikrosomalnich proteini. Modifikované proteiny vykazuji novy

absorp¢ni pas s maximem pii 360 nm (Obr. 20).
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Obr. 20 Absorpéni spektrum reakéni smési 3-NBA s mikrosomy jater potkana po extrakci produktii
ethylacetatem

Vazba aktivovaného 3-NBA na mikrosomalni proteiny za aerobnich podminek
je nejvyssi u mikrosomu jater potkani premedikovanych fenobarbitalem pfi inkubaci
trvajici 180 minut. U B-NF mikrosomt vazba aktivovaného 3-NBA na proteiny nartista

se zvySujici se dobou inkubace. U mikrosomu jater nepremedikovanych (kontrolnich)

potkand je tato vazba nejniZsi.

25 [ — e
2
"8 o kontrolni MS
< ews
0,5 | --
0

tas (min)

Obr. 21 Vazba 3-NBA aktivovaného jaternim enzymovym systémem potkana na proteiny v zavislosti na

¢ase za aerobnich podminek. Sloupce uvedené v obrazku udévaji absorbanci proteinu pfi 360 nm vztazenou

52



Vysledky

na koncentraci proteini. Data uvedena v obrazku jsou priméry a standardni odchylky tfi paralelnich

experimenttl.

K vazbé aktivovaného 3-NBA na mikrosomdlni proteiny za anaerobnich
podminek dochazi pii krat$i dob¢ inkubace (30-60 minut) nezZ za podminek aerobnich
(Obr. 20, 21). Vazba aktivovaného 3-NBA na mikrosomalni proteiny za anaerobnich
podminek je nejvy$si u mikrosomut jater potkand nepremedikovanych pii inkubaci
trvajici 30 minut. U B-naftoflavonovych mikrosoml vazba aktivovaného 3-NBA na
proteiny narustd aZz do inkubace trvajici 60 min, a poté kiesd. U mikrosomi jater

premedikovanych fenobarbitalem jsou hodnoty podobné.

0,8

[ kontroini MS
nPBMS
BNF MS

08

Alc

0.4

02

30

tas (min) 120 180

Obr. 21 Vazba 3-NBA aktivovaného jaternim enzymovym systémem potkana na proteiny v zavislosti na
Case za anaerobnich podminek. Sloupce uvedené v obrizku udévaji absorbanci proteinu pfi 360 nm
vztazenou na koncentraci proteini. Data uvedend v obrazku jsou priméry a standardni odchylky tFi

paralelnich experimentt

4.3 VLIV 3-NBA NA VYBRANNE BIOTRANSFORMACNI ENZYMY
LABORATORNIHO POTKANA

Laboratorni potkani kmene Wistar byli premedikovani roztokem
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3-nitrobenzanthronu o rizné koncentraci. Jmenovit¢ 0,4, 4 a 40 mg/kg zvifete.
VSechny premedikace probihaly podle postupu uvedeného v kap. 3.3.1. Z vybranych
organlil testovanych zvifat jsme frakéni centrifugaci isolovali mikrosomdlni a
cytosolarni frakce a charakterizovali je z hlediska obsahu a aktivit vybranych enzymu

participujicich na oxida¢nim a reduk¢nim metabolismu xenobiotik.

431 VLIV PREMEDIKACE LABORATORNICH POTKANU 3-NBA NA
EXPRESI PROTEINU CYTOCHROMU P450 1A1 A P450 1A2
V MIKROSOMECH ISOLOVANYCH Z JATERNiI TKANE

V mikrosomalnich frakcich isolovanych z jater experimentalnich zvifat jsme
sledovali vliv 3-NBA na expresi proteint jeho jednotlivych isoforem. K tomu jsme
uzili metodu ,,Western blot* za pouiti specifickych protilatek proti proteiniim t&chto
enzymi. Pfiklad PVDF membrany ukazujici expresi proteinli cytochromi P450 1A1 a
P450 1A2 vjaterni mikrosomdlni frakci potkani premedikovanych 3-NBA jsou

zobrazeny na Obr. 22.

CYP14l |_.

1 - “-
CYPlAZ KJ Jo4 J40 J40

Obr. 22 Exprese proteini CYPIAl a 1A2 v mikrosomech izolovanych zjaterni tkan& potkant
premedikovanych 3-NBA

KJ - vzorek mikrosomalni frakce isolované z nepremedikovanych zvitat

J0,4 - vzorek mikrosomalni frakce isolované ze zvifat premedikovanych
roztokem 3-NBA o koncentraci 0,4 mg/kg zviiete

J4 - vzorek mikrosomalni frakce isolované ze zvitat premedikovanych
roztokem 3-NBA o koncentraci 4 mg/kg zvifete

J40 - vzorek mikrosomalni frakce isolované ze zvitat premedikovanych

roztokem 3-NBA o koncentraci 40 mg/kg zvifete
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Vysledky zmetody ,,Western blot“ byly kvantifikovany v programu Elfoman a jsou
uvedeny v Obr. 23. Z vysledkt je patrné, Ze 3-NBA pisobi jako induktor exprese

CYP1A1 aCYPIA2.

| Gikentrola —
01 3-NBA (40 mg/kg zvifete) !

R

CYP 1A1] CYP1A2

Obr. 23 Vliv premedikace potkani na expresi proteinit cytochrom@ P450 1A1 a P450 1A2 v jaterni tkani
Data uvedena v obrazku jsou priméry a standardni odchylky tti paralelnich experimentt

432 VLIV PREMEDIKACE LABORATORNICH POTKANU
3-NBA NA AKTIVITY CYTOCHROMU P4501A1 A P4501A2

Pro potvrzeni vysledki ziskanych pfi sledovani exprese cytochromi P450 bylo
dale sledovéno, zda je 3-nitrobenzanthronem ovlivnéna i jejich aktivita. Aktivita
jednotlivych cytochromi P450 byla zjistovana pomoci jejich specifickych substratt.
Vysledky ziskané za pouziti jaternich mikrosomt jsou uvedeny v Obr. 24 a Obr. 25.
Sledovani vlivu premedikace potkani 3-NBA na oxidaci 7-ethoxyresorufinu (O-
deethylace 7-ethoxyresorufinu, EROD) a Sudanu I, zprostfedkované cytochromy P450
1A1 a 1A2, potvrdilo vysledky ziskané studiem ovlivnéni jejich exprese. Plisobenim 3-
NBA premedikaci potkand davkou 40 mg 3-NBA/kg dochazi i ke zvySeni obou
specifickych aktivit
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Obr. 24 Vliv premedikace potkanl 3-NBA na oxidaci 7-ethoxyresorufinu (EROD) v jaternich mikrosomech

Data uvedena v obrazku jsou priméry a standardni odchylky tfi paralelnich experimenti
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Obr. 25 Vliv premedikace potkand 3-NBA na oxidaci Sudanu I v jaternich mikrosomech

Data uvedena v obréazku jsou priiméry a standardni odchylky t¥i paralelnich experimentii
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Diskuse

5 DISKUSE

Cilem diplomové prace bylo roz$ifit poznatky o metabolismu 3-
nitrobenzanthronu (3-NBA). 3-NBA je silnym mutagenem a Kkarcinogenem pro
laboratorni potkany zpUsobujicim tvorbu nadorti plic po intratrachealni aplikaci®', 3-
NBA je genotoxicka slou¢enina, schopnd kovalentné¢ modifikovat DNA. To bylo

[42,52]

prokazano jak v experimentech in vivo, tak in vitro . Z dosud provedenych studii

je ziejmé, Ze kli¢ovym mistem metabolické aktivace této sloueniny je nitroskupina®®®.
Bylo prokazano, Zze na redukéni aktivaci 3-NBA se podili nejen enzymové

systémy jaternich mikrosomal*’!

, ale pfedev§im enzymy pfitomné v cytosolarni frakci
jaterni tkané modelového organismu laboratorniho potkana a jater &lovéka!*l. Zjistilo
se, ze adukty s DNA generované metabolity vzniklymi redukéni aktivaci 3-NBA jsou
totozné jak v piipadé aktivace 3-NBA mikrosomalnimi enzymovymi systémy jater, tak
i pfi aktivaci 3-NBA enzymy cytosolarni frakce jaterni tkan&!*™**! Nejefektivné&jsi
aktivace 3-NBA v jaternich mikrosomech je zprosttedkovana enzymem
NADPH:cytochrom P450 reduktasou®. Z cytosolarnich enzymu jaterni tkané je
v aktivaci 3-NBA nejvice u¢innym enzymem DT-diaforasa (NQO1)!*®. Ukazalo se
také, Ze cytosolarnimi enzymovymi systémy jaterni tkan¢ je 3-NBA redukéné
aktivovan mnohem G¢&inngji neZz enzymovymi systémy jaternich mikrosomal***®. Proto
bylo jednim z cild pfedkladané diplomové prace studium redukce 3-NBA lidskou DT-
diaforasou.

Zjistili jsme, Ze 3-NBA je lidskou rekombinantni DT-diaforasou redukovan na
3-aminobenzanthron (3-ABA). Krom¢ 3-ABA, reduk¢éniho metabolitu 3-NBA, nebyly
detekovéany Zadné dal$i metabolity. Se zvySujici se dobou inkubace NQO1 s 3-NBA i
koncentrace 3-NBA a NQO1 dochazi ke zvySeni pfemény 3-NBA a nariistu mnoZstvi
vzniklého 3-ABA. Pokles 3-NBA v ¢ase koreluje s pfiristkem jeho redukéniho
metabolitu, 3-ABA. Redukce 3-NBA lidskou NQOI je umoZnéna stéricky vyhodnou
vazbou této slou¢eniny do aktivniho centra enzymu™.

V druhé ¢asti diplomové prace byl sledovan potencial enzymd mikrosomalniho

systému jater potkana metabolisovat 3-NBA za aerobnich a anaerobnich podminek.
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Obdobn¢ jako DT-diaforasa mikrosomalni enzymy redukuji 3-NBA na 3-ABA.
Z hlediska mnoZstvi pfeménéného 3-NBA za aerobnich podminek jsou nejvice
efektivni mikrosomy jater potkanti premedikovanych B-naftoflavonem, nasleduji
mikrosomy jater potkanli premedikovanych fenobarbitalem a nejméné efektivni jsou
mikrosomy jater znepremedikovanych (kontrolnich) zvifat. Jinak je tomu za
premedikované fenobarbitalem, ndsleduji =~ mikrosomy nepremedikovanych zvifat "~ a
nejmén€ ucinné byly mikrosomy z potkand premedikovanych [-naftoflavonem.
Z hlediska efektivity metabolisovat 3-NBA jsou mikrosomalni enzymové systémy za
aerobnich podminek méné u€inné nez lidskda NQOI. Jaterni mikrosomy potkana
premedikovanych B-naftoflavonem sice pfeménily 3-NBA v prvnich 60 minutich
inkubace s nejvétsi efektivitou, oviem ne s takovou jako NQOI, a jejich ucinnost také
klesala se zvySenou dobou inkubace. Podstatny rozdil mezi DT-diaforasou a
mikrosomalnimi enzymy byl zjiStén ve tvorb¢& 3-ABA, s niZ§i tvorbou v mikrosomech,
1 kdyZ za anaerobnich podminek je tvorba 3-ABA u potkanti premedikovanych $-NF o
néco efektivnéjsi. Zda je tato skuteCnost zplisobena nizs§i efektivitou mikrosomalnich
enzymt nebo ,,vychytavanim“ reaktivniho metabolitu proteiny této subcelularni frakce
bude v nasi laboratofi pfedmétem dalSich studii.

Dalsi ¢ast predkladané diplomové prace se zabyvala potencidlnim ovlivnénim
mikrosomalnich enzymt jako jsou cytochromy P450 podrodiny 1A, konkrétné
cytochromi P450 1A1 a P450 1A2, 3-nitrobenzanthronem. Ty jsou v redukci 3-NBA
rovnéZ aktivni, i kdyZ sdaleko mens$i ucinnosti nez DT-diaforasa nebo
NADPH:cytochrom P450 reduktasal®. Tato ¢ist je pokradovani mé bakalarské
prace!®. Bylo zjisténo, ze 3-NBA ovliviiuje expresi a aktivitu cytochromi P450 1A1 a
1A2. Indukce byla prokazédna sledovanim exprese proteind té€chto enzymi metodou
»Western blot“. Z vysledki je zfejmé, Ze indukci exprese enzymu, které
3-NBA rovnéZ metabolicky aktivuji na intermediaty vazajici se na DNA P mize

byt jeho karcinogennf u&inek je§t& zvySen.
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6 ZAVER

Z vysledki ziskanych pfi vypracovani diplomové prace vyplyva, Ze zadané cile

byly splnény. Nejdilezité€jSi poznatky ziskané v diplomové praci lze shrnout

nasledovné:

] 3-nitrobenzanthron (3-NBA) je pfeménovan lidskou rekombinantni DT-
diaforasou (NQOI1) za tvorby jednoho redukéniho metabolitu, 3-
aminobenzanthronu

(3-ABA).

o Redukce 3-NBA NQOI je zavisld na koncentraci enzymu, dobé inkubace a

koncentraci pouzitého 3-NBA

Q Metabolickou pieménou 3-NBA jaternim mikrosomalnim systémem potkana

vznikd rovnéz pouze jeden metabolit, 3-ABA.

0 Z mikrosomalnich systémi jater potkand uzitych pii experimentech jsou v
pteméné 3-NBA za aerobnich podminek nejucinngj$i mikrosomy potkanti
premedikovanych p-naftoflavonem. a za anaerobnich podminek jsou to

mikrosomy zvifat premedikovanach fenobarbitalem

] Premedikaci experimentalniho modelu laboratorniho potkana 3-NBA  je
stimulovang exprese cytochromi P450 podrodiny 1A (CYP1A1/2). Studovana
slouCenina je silnym induktorem téchto enzymu v jaterni tkani pouZitého

Zzivoéisného druhu

Vysledky podtrhuji vyznam studia sledovaného  karcinogenu, ktery je

polutantem ovzdusi méstského prostredi.
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