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1. Uvod a piehled literatury

V dnesni dobé se lidstvo potyka se stale vice zne€ist'ujicim prosttedim charakterizovaném
pfitomnosti velkého mnozstvi polutantd. Chemikalie se do organismu dostdvaji nejen
z ovzdusi ale i potravou nebo jako 1éCiva. Jedna se o latky, které neptiznivé piisobi jak na
lidsky tak Zivo€iSny organismus. Z asi 600 takovychto sloucenin bylo padesat oznadeno za
latky vyvolavajici u &lovéka rakovinné onemocnéni'. ProtoZe jsou lidé v souvislosti s
technologickym vyvojem karcinogenim stale vice vystavovani, je ddlezité objasnit
metabolické drahy téchto latek a umoznit tak vyvarovani se jejich nepfiznivym vlivim.

Ptikladem takovychto polutantd jsou aromatické nitro a amino slouceniny. VyuZivany jsou
jako suroviny pro organické syntesy ¢i jako polotovary pro vyrobu barviv. Mimo jiné byla
jejich pfitomnost prokazana ve vyfukovych plynech a cigaretovém koufi, ¢imZ znaéné
prispivaji k regionalnimu zne&isténi’. Siroké primyslové vyuziti tdchto latek je urditym
rizikem pro exponované osoby pracujici v chemickém primyslu.

U vétSiny aromatickych dusikatych latek je zapotiebi pro vyvolani karcinogenniho efektu
metabolické aktivace®. Dochazi tak k pfem&né prokarcinogennich forem na reaktivni ultimélni
metabolity. NejvyznamnéjSimi enzymy aktivujici karcinogeny jsou monooxygenasy se
smiSenou funkci, tedy cytochromy P450. Mezi extrahepatalni enzymy tohoto typu se pak radi
hemové peroxidasy (prostaglandin H synthasa, laktoperoxidasa). V ptipad¢ jinych sloucenin
hraji diileZitou roli také cytosolické reduktasy (xanhtinoxidasa, DT-diaforasa)’.

Aromatické nitro a amino slou€eniny jsou pro svou potencialni toxicitu a karcinogenitu stale
Castéji predmétem mnoha vyzkuml. Metabolické procesy u vétSiny z nich jsou jiz zcela
prostudovany, aviak osud n&kolika slouenin zistava stale neobjasnény”. To plati rovnéZ pro
latky o-anisidin (0-A) a o-nitroanisol (0-NA). I v tomto piipadé se jedna o potencidlni lidské
karcinogeny®. Molekularni mechanismus karcinogenity o-nitroanisolu je prozkouman véetné
identifikace vznikajicich metaboliti*'*2. Metabolismus o-anisidinu je také znam, ale jsou zde

doposud jisté nejasnostizg’3 0.



1.1. Mechanismus karcinogenese

Vznik nadorového bujeni je slozity proces naruseni regulace bunééného ristu. Za primarni
pfiinu jsou povaZzovany genetické zmény, které timto zpusobi ztratu diferenciace bunék
s nasledkem nekontrolovatelného mnozeni buné¢né tkan€. Mezi geny, jejichZ poruseni vede
k rozvoji maligni transformace, se fadi protoonkogeny a tumor-supresorové geny". Kromé
vrozenych poruch muze k jejich poskozeni dojit ptisobenim celé fady vnéjsich vlivi. Mezi
takovéto patii faktory fyzikalni (rtizné formy zafeni), biologické (onkogenni viry) a
v neposledni fadé chemickeé (rizné chemikalie).

Chemické karcinogeny lze rozlisit do tfi skupin podle mechanismu jejich pisobeni. JestliZe
dojde k poskozeni genetické informace kovalentnimi adukty, jedna se o Kkarcinogeny
genotoxické®. Takovyto mechanismus vzniku karcinogeneze je nejvice pravd&podobny.
Uskuteéiiuje se navazanim karcinogenii na base nebo deoxyribosu molekuly DNA. Chemické
latky pulsobici timto genotoxickym mechanismem nejsou obvykle schopny tvofit adukty sami
0 sobé. Jsou nazyvany tzv. prokarcinogeny a v reaktivni ultimalni formu jsou pfeménény po
aktivaci nékterymi z enzymir.

Druhou skupinou jsou karcinogeny, které zpusobuji zménu struktury molekuly DNA.
Takovéto naruSeni miZze byt uskutecnéno jedno ¢i dvou fetézcovymi zlomy nebo propojenim
molekul (tzv. cross-linking)6.

Treti mechanismus ptisobeni chemickych karcinogenti je epigeneticky6. Jedna se o latky
nazyvajici se interkalatory, které narusuji DNA prostiednictvim nekovalentnich interakci. Jak
vyplyvéa z oznaceni, jde pfedevsim o jejich vmezeteni do molekuly DNA.

Chemicka karcinogeneze je slozity multifazovy proces skladajici se ze tfi fazi: iniciace,
To je zpisobeno naptiklad kovalentnim navazanim karcinogenu na DNA nebo podobnymi
modifikacemi této makromolekuly (tvorba interkalatd ¢i cyklickych adukti). V této fazi je
jesté mozna oprava poSkozenych genti repara¢nimi bunéénymi mechanismy. Jestlize tomu tak
neni, podléhd iniciovana burika dal$im faktorim, které vedou k jejimu nekontrolovatelnému
mnoZeni a ke vzniku benigniho nadoru. Buiika se tak ocita v promo¢ni fazi karcinogenniho
procesu. Mezi promo¢ni faktory patii aktivita proteinkinas a fosfatas, dale naptiklad ptsobeni
radikalovych forem kysliku na molekuly DNA zptsobuyjici tak jejich dal$i naruSeni. Vznik
kyslikovych radikaldi je podminén Cinnosti enzymovych systémi (peroxidas, cytochromui

P450), které timto nepiimo zasahuji do promo&ni karcinogenni faze®. Dalsim pozmé&n&nim



genetické informace bun€k nastava jiz faze progresni, tedy finalni krok chemické
karcinogenese. Pro tuto fazi je charakteristické zvySovani rychlosti mnoZeni bun¢k souvisejici

s poruchou tkaniové kontroly. Vznika tak maligni nador schopny tvofit metastazy”.

1.2. Metabolismus cizorodych latek

Proces metabolismu cizorodych latek v organismu se nazyva biotransformace. Pti tomto
pochodu latka podléha uréitym zménam vedoucim ke vzniku fady metabolitl. Zakladni
funkci metabolismu xenobiotik je bezpochyby jejich detoxikace a nasledné vylouceni
z organismu. To plati zejména pro latky lipofilni, které nejsou pro svou chemickou povahu
vyluéovany v takové mife jako latky hydrofilni. Proto musi takovéto slou€eniny pro svou
eliminaci podstoupit celou fadu chemickych zmén vedoucich k jejich biotransformaci na
polarnéjsi produkty’.

Biotransformacni reakce se rozlisuji na dvé faze:’

e Mezi reakce I. faze se zafazuji pochody nesyntetické. Ukolem téchto procesii je
alesponi ¢asteéna pteména cizorodych lipofilnich slouenin na latky hydrofilni. Dé&je
se tak napiiklad v¢lenénim polarnich skupin, oxidaci ¢i redukci.

e Reakce II. faze se nazyvaji syntetické, neboli konjugaéni. Dochazi pfi nich ke
slu¢ovani substrati s endogennimi latkami ve snaze sniZit toxicitu téchto sloucenin.
Nejcastéji dochazi ke konjugaci s kyselinou glukuronovou nebo glycinem.

Ackoli by tyto vySe uvedené eliminaéni reakce méli spét k detoxikaci cizorodych latek,
nestava se tak vzdy. Muze dochazet naopak ke vzniku velmi reaktivnich metabolitd, které
mohou mit za nasledek karcinogenni ¢i toxické u¢inky na organismus3. Sloucenina tak
namisto detoxikace podstupuje do urcité miry metabolickou aktiva¢ni drdhu. Piikladem mize
byt cela fada sloucenin, naptiklad aromatické polycyklické uhlovodiky nebo aromatické
dusikaté slouceniny?. Takovéto latky, které sami o sob& nevykazuji karcinogenni uginky se
nazyvaji prokarcinogeny. Pt biotransformaénich procesech jsou u¢inkem nékterych enzymi
aktivovany na proximalni karcinogeny. Tato forma neni jest¢ zodpovédna za vznik maligni
transformace. Za takovouto je povazovana tzv. ultimalni forma karcinogenu, kterd je silné

elektrofilni a ma schopnost atakovat biologické makromolekuly.



1.3. Enzymatické systémy diilezité pro metabolismus cizorodych latek

Jak je znadmo, hlavnim detoxikaénim orgénem jsou jatra. Ztohoto davodu se
v hepatocytech naléza celd fada enzymatickych systému katalyzujici metabolické zmény
cizorodych latek. Cytochromy P450 jsou nejznaméj$im a nejvyznamnéjSim enzymovym
systémem tohoto druhu® .Mimo jater piisobi v mensi mife také v plicich, ledvinach & jinych
tkanich. Dale jsou naptiklad pfi detoxikaci xenobiotik prokazané katalytické ucinky reduktas

a extrahepatalnich peroxidas’.

1.3.1. Cytochromy P450

Cytochromy P450 je oznaéeni pro Sirokou skupinu membranovych enzymu katalyzujici
fadu chemickych reakci za ucasti molekularniho kysliku. Jedna se o monooxygenasovy
systém patfici diky své funk¢ni variabilité mezi jeden z nejlépe prostudovanych. V lidském
téle se tyto enzymy vyskytuji nejvice v jatrech, poté v plicich, ledvinach ¢i v tenkém strevé.
V burikach je pak mozné jej nalézt v membranach hladkého endoplasmatického retikula,
popfipadé v membranach mitochondrii'®.

Cytochromy P450 hraji podstatnou roli v metabolismu xenobiotik®. Lidsky organismus je
postupem doby vystavovan stale vy$§im narokiim ve smyslu odbouravani cizorodych latek
vzniklych rozvojem technologickych procesti a tvorbou novych primyslovych sloucenin.
Proto je znalost molekularniho puisobeni téchto enzymi téméf nepostradatelnd zejména
v klinické praxi pfi objasnéni detoxikaéniho, pfipadné aktiva¢niho mechanismu drog, 1é¢iv a

v neposledni fadé environmentalnich polutantt.
1.3.1.1. Funkce cytochromt P450
Jak jiz bylo feceno, hlavni funkci této Siroké skupiny enzyma je metabolizmus cizorodych

latek. Jedna se o katalyzu I. faze biotransformace, coZ mize byt véetné reakci oxida¢nich také

demetylace nebo redukce'®.



Cytochromy P450 jsou povazovany za monooxygenasy se smiSenou funkei'®. Toto

oznaceni plyne z jejich schopnosti aktivovat molekulu kysliku a §tépit ji, pfi¢emz jeden atom
je zatlenén do xenobiotika (monooxygenasova aktivita) a druhy dava vznik molekule vody
(oxidasova aktivita). Funguji tedy jako monooxygenasy a soucasné¢ i jako oxidasy. Né&které
typy téchto enzymi vSak mohou plnit funkci dioxygenas. Pak jsou do substratu zaclenény oba
atomy kysliku a soucasné tak dochézi k jeho 3tépeni''. Timto vznikaji polarngjsi produkty,
které mohou byt z téla lehce vylouceny.
V sou¢asné dobé je na metabolickou funkci cytochromti P450 kladen veliky diraz a to
zejména v oboru l1é¢iv, kdy je studiem téchto enzymi umoznéno predbézné odhadnout reakci
pacienta na podané lé¢ivo. Proto je velmi dulezita znalost jednotlivych lidskych izoforem
cytochromi P450 podilejicich se na konkrétnich metabolismech.

Druha funkce téchto enzymi je biosyntetickd. Zajist'uji ji hlavné cytochromy P450
lokalizované v mitochondriich. Jde pfedevdim o sysntesu endogennich latek jako jsou
steroidni hormony, vitaminy skupiny D nebo prostaglandiny. Rostlinné cytochromy mohou

vytvaret naptiklad mastné kyseliny, kyselinu skoficovou nebo kvétni barviva.

1.3.1.2. Struktura cytochromu P450

Cytochromy P450 se podobné jako jiné cytochromy fadi mezi hemové proteiny. Jadro je
tvofeno ferriprotoporfyrinem X, neboli hemem b (Obr. 1), ktery obsahuje porfyrin se ¢tyfmi

methylovymi, dvéma propionatovymi a dvéma vinylovymi substituenty.

HOOC

COOH

Obr. I — hem b (prevzato z 12)
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Soucasti aktivniho centra je koordina¢né vazany atom Zeleza, ktery zprostiedkovava navazani
molekuly kysliku. Patym, proximalnim ligandem Zeleza je zde cystein, ktery je na atom
vazan prostfednictvim thiolatové siry sulthydrylové skupiny. Timto se cytochromy P450

g!31415 . pravé ona

odliSuji od ostatnich hemoproteini a to jak katalyticky, tak spektraln
thiolatova skupina je diivodem pro absorp&ni maximum komplexu Fe**-CO ( tedy komplexu,
ve kterém je Sestym ligandem molekula oxidu uhelnatého) pfi 450nm'®. Z tohoto zjisténi
vyplyva oznaceni cytochromu P450.

Mohlo by se fici, Ze by se tyto enzymy mély nazyvat spiSe hemthiolatové proteiny nezli
cytochromy. Jak jiz bylo zminéno, neucastni se prenosu elektronil jako klasické cytochromy,

nybrz vkladaji kyslik do organickych substrata.

1.3.1.3. Reakéni cyklus cytochromu P450

Katalyticky cyklus cytochromu P450 je mozné shrnout do nasledujici rovnice:

RH + 0, —2-224% 5, ROH + H,0,

kde RH pfedstavuje nepolarni substrat a ROH substrat s jiZ vloZzenym kyslikem. Pro vytvoteni
polarniho produktu je zapotfebi dvou redukénich krokd. Ty je mozné uskute¢nit pomoci
NADPH:cytochrom P450 reduktasy(NPR) nebo enzymii mitochondrii'’. V mitochondrialnich
cytochromech je elektron pienasen zNADH na ferredoxin reduktasu, a to za ucasti
flavinovych pienasecii na vlastni cytochrom P450. U mikrosomalnich cytochromi je namisto
ferredoxinu vyuZita jiz zminéna NPR. I zde je elektron transportovan mezi enzymatickymi
systémy prostfednictvim flavinovych kofaktori.
Reakéni cyklus je mozné rozdélit zhruba do osmi kroka (Obr. 2)'8,

Prvni reakci je navazani substratu, pfi kterém dochéazi ke konforma¢nim zméndm v molekule
enzymu. Tyto zmény hraji podstatnou roli v reakénim mechanismu a to jak pfi navazovani
kysliku tak i v reduk¢nich pochodech.

Dalsim krokem je pfenos elektronu z NADPH na Fe®" uskutednény pomoci NPR. Teprve po

této redukci mize kationt Zeleza navazat kyslik. V dalsim stupni katalytického cyklu ptechéazi
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vznikly komplex P450-0O,-substrat autooxidaéni reakci na ferri-superoxidovy komplex, jehoz

pomeérné vysoka stabilita je ¢astecné podmin€na pfitomnosti navdzaného substratu.

He o o '
2e" 2H’ ...:.-- : .n ’...

et & §

R .v. N b
oH s S H HR

%”0 s JECLAT S E ?6'

.:..' é ¥ {.’ '-.%.

i O, o, kY 0,

Obr. 2 — Reakcni cyklus cytochromu P450 (prevzato z %)

Nasledkem druhé redukce atomu Fe®* vznika ferro-superoxidovy komplex. Vazba v molekule
kysliku se stava natolik oslabenou, Ze dochazi k odtrZeni jednoho z jejich atomi a ke vzniku
molekuly vody. Tento krok je povazovan za findlni v tzv. aktiva¢ni fazi reak¢niho cyklu.

Déle uZ jen dochazi k tvorbé produktu. Tato faze je doposud nejméné prozkouména. Atom
Zeleza se zbylym kyslikovym atomem, tzv. ferrioxenovy komplex, je po reakci s radikdlem

substratu pfeménén za vzniku hydroxylovaného produktu a volného cytochromu P450'%,

1.3.1.4. Nomenklatura cytochromt P450

ProtoZe se jednd o velice $irokou skupinu enzymi, kddovanou vice nez 4000 geny, bylo
nezbytné zavedeni systematického tfidéni. Tato nomenklatura spolivd v prerozdéléni
jednotlivych forem, tzv. izoenzymd, podle primérni struktury proteinové molekuly (potadi

aminokyselin). Cytochromy P450, zkracené oznacované jako CYP, se timto dé€li do rodin a

12



podrodinzo. Pro oznaceni rodiny P450 se pouziva ¢islice za zkratkou CYP (CYP1), poté
nasleduje velké pismeno jako oznafeni podrodiny (CYP1A). Posledni &islo pak oznacuje

konkrétni cytochrom (CYP1A2).

1.3.1.5. Cytochromy P450 aktivujici prokarcinogeny a protoxikanty

vvvvvv

roli v metabolismu cizorodych latek. Znalost, které izoenzymy se podileji na metabolismu
konkrétnich xenobiotik je v dnesni dobé téméf nepostradatelna.

Cytochromy P450 mohou mimo jiné katalyzovat reakce aktiva¢ni. Pak o zminénych
cizorodych latkach mluvime jako o prokarcinogenech a protoxikantech. Za nejvyznamnéjsi ve
smyslu metabolismu cizorodych latek lze povaZovat izoenzymy CYP1A2, 2A6, 2D6, 2C
(2C8, 2C9, 2C18) 2E1 a 3A4. Z nich pak nejdulezit&jsi roli pti aktivaénich reakcich hraji
CYPIAl, 1A2, 2E1 a 3A4°.

Dilezité, ovSem té€zce popsatelné, je mnozstvi cytochromii P450 v lidskych tkéanich.
Podstatnou roli zde hraje dédi¢na dispozice (geneticky polymorfismus) a také plsobeni
vn&jsich podminek'. Odlisné zastoupeni jednotlivych forem cytochromii P450 v lidskych
tkanich u riznych jedinci tak maze byt zplsobeno induktory, jako napfiklad alkoholem,

koufenim nebo nékterymi léky.

1.3.2. Peroxidasy

Peroxidasy jsou neméné vyznamnou skupinou enzymu biotransformujici celou fadu
xenobiotik, nejCastéji latek ze skupiny fenoli a aromatickych amini. Jednd se o
oxidoreduktasy, jejichZ uginek spociva v oxidaci substratu prostfednictvim peroxidu vodiku®'.
Tyto enzymy se vyznafuji pomérné nizkou specifitou pro dany substrat. Mimo jiz
zminénych fenolli ¢i amind mohou byt vhodnymi substraty rovnéz latky anorganické.
Peroxidasy hraji dilezZitou roli pfedev§im v rostlinach, kde se hojné vyskytuji. O néco méne

jsou pak zastoupeny v Zivoc¢isnych tkanich a mikrobidlnich burikach.
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Peroxidasy nejsou z téch enzymdu, které katalyzuji pouze urcity typ reakce. Mimo vlastni
peroxidasové oxidoredukce ptemériuji substraty za katalyzy halogenace, dekarboxylace,

oxygenace, demetylace a celé fady dalSich reakci.

1.3.2.1. Struktura peroxidas

Co se struktury tyCe, patfi peroxidasy do skupiny hemoglykoproteinti. Prostetickou
skupinou je tedy hem. Toto zafazeni v§ak neni jednozna¢né. U né€kterych typh se vyskytuje
atypicky derivat hemu, u jinych dokonce chybi. V takovémto piipadé pfejima funkci atomu
zeleza iont manganu nebo vanadu. Tato strukturni vlastnost je pak uréujici pti rozdéleni
peroxidas na hemové, vanadové a ostatni*'.

Z riznych typd peroxidas maji nejvétsi procento zastoupeni peroxidasy hemové. Jadro je
tvofeno protoporfyrinem IX, stejné jako je tomu u cytochromti P450. Hem je v tomto piipadé
vazan na apoprotein pies histidin, ktery je tak patym ligandem atomu Zeleza®'.

Peroxidasy ve své molekule obsahuji kromé proteinové Casti také cast sacharidovou.
Cukerna slozka je na aminokyseliny vazana prostiednictvim glykosidové vazby a muze tvofit

pomérné vysokou &ast molekuly enzymu. U nékterych typii tvoii aZ 30 % hmotnosti®%.

1.3.2.2. Katalyticky cyklus peroxidas

Oxidaéni cyklus peroxidas (Obr. 3) probiha ve dvou stupnich vzdy po jednom elektronu?®'.
Timto vznikaji reaktivni radikaly oxidovanych sloucenin, které mohou déle reagovat
napiiklad s kyslikem nebo jinymi nizkomolekularnimi latkami pfitomnymi v roztoku.
V organismu pak mohou byt radikdlové produkty obzvlast’ nebezpecné pro svou schopnost

atakovat biologické makromolekuly v&etné DNA'.

Katalyticky cyklus lze zapsat chemickou rovnici nasledovné:

H,O0, +2HA — 2H,0+2 A

kde HA je vychozi substrat a A" je oxidovany radikal substratu.
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nativni peroxidasa
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Obr. 3 — Schéma reakcéniho cyklu peroxidas

Typickou vlastnosti t&chto enzymi je moznost vyskytovat se v nékolika oxidagnich stavech?'.
Zé4kladni, nativni stav enzymu je v oxida¢nim stupni III. Prvnim krokem p#i zah4ajeni katalyzy
je interakce peroxidu vodiku nebo jiného peroxidu s peroxidasou, ¢imZ vznika tzv.
Sloucenina I (nebo sloucenina ES). V tomto komplexu je jiz vdzana molekula kysliku a jeho
oxidac¢ni stav je o dva stupn€ vys$i neZ je tomu u nativni formy. Z hlediska stability je atom
Zeleza Slouceniny I ve ferrylové formé a zbyly oxidaéni ekvivalent se nachazi ve struktufe
hemu. V ptipadé Slouceniny ES je tento ekvivalent nesen n¢kterou z aminokyselin proteinové
¢asti molekuly.

Poté vstupuje do reakce substrat. Sloucenina I (nebo Sloucenina ES) je redukovana jednim
elektronem, piijatym od substrétu, a jeji celkovy oxida¢ni stav timto klesa z V na IV. Dodany
elektron je spotfebovan na vyrovnani naboje v porfyrinovém skeletu ¢i aminokyselinovém
zbytku. Vznikly komplex je oznafovan jako Sloudenina II. Z reakce je uvolnén radikal
substratu?'.

V nasledujici fazi pfijimé Sloucenina II druhy elektron od dalsi molekuly substratu. Enzym se
tak nachéazi v ptivodnim stavu a vysledkem je opét radikal molekuly substratu®'.

Slouceniny I a II (pfipadné ES) jsou charakteristické svou stabilitou. Rozpad Slouceniny I
probéhne obvykle béhem jedné minuty, zatimco stabilita Sloucenina II se pohybuje v ramci

desitek minut.
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1.3.3. Reduktasy

Mimo oxidaénich procesti mohou byt cizorodé latky v organismu metabolizovany pochody
redukénimi. ProtoZe se tak nedéje v takové mife jako je tomu u metabolické oxidace, jsou
takovéto enzymy, katalyzujici reduk¢éni pfemény xenobiotik, doposud méné charakterizovany.
Do této skupiny jsou fazeny naptiklad cytosolické reduktasy xanthinoxidasa (XO) ¢i

NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa (DT-diaforasa)g‘23 .

1.3.3.1. Xanthinoxidasa

Xanthinoxidasa je enzym podilejici se svymi oxidoredukénimi schopnostmi na
odbouravani purinovych bazi. Mimo této funkce muize také katalyzovat redukci n€kterych
xenobiotik.”* Enzym se sklada ze dvou identickych podjednotek, z nich? kazda obsahuje
nékolik kofaktort Gcastnicich se oxidoredukénich pochodi. Jedna se o FAD, dvé Fe-S centra
a molybdenovy komplex, v némZ pfechazi iont kovu z oxidovaného stavu (Mo"") na stav
redukovany (Mo'")%.

Role xanthinoxidasy v degradaénim procesu purinovych béazi spociva v

katalytické prfeméné xanthinu na kyselinu mocovou (Obr. 4) (xanthin vznikd deaminaci

guaninu). Déje se tak oxida¢ni hydroxylaci zminéného substratu na uhliku Cs™*

O 0
HN N | X0 HN N
)\ \ > + H,O + 0, > )\ | >:O + 20, + 2H*
TN R o7 N R
H
xanthin kys. moCova

- . ; . . , . . y 26
Obr. 4 — Pfeména xanthinu na kyselinu mocovou piisobenim xanthinooxidasy (prevzato z ")

Pfeména je uskute¢néna nukleofilnim atakem molekuly enzymu na uhlikovy atom a
naslednym odnétim vodiku, ktery timto reaguje s molybdenovym komplexem. Po redukci
molybdenového iontu z oxida¢niho stavu VI na IV je enzym pomoci molekuly vody ze

substratu uvolnén za vzniku kyseliny mo¢ové. Koneénym akceptorem elektronu je molekula
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kysliku. Kromé regenerovaného enzymu tak vznika peroxid vodiku, ktery je u¢inkem katalasy
rozloZen na vodu a kyslik?’.

Jestlize neni béhem katalytické reakce pfitomen kyslik (anaerobni podminky), mohou byt
elektrony pfeneseny i na jiné sloudeniny, napfiklad na aldehydy nebo aromatické nitro
slou€eniny. Vzniklé redukované latky mohou byt silné elektrofilni a napadat tak biologické

makromolekuly23 .

1.3.3.2. NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa

NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa (DT-diaforasa) je taktéZ (stejné jako XO) flavinovym
cytosolickym enzymem. Jak vyplyva ze systematického nazvu, katalyzuje pfeménu chinont a
chinoidnich sloucenin na hydrochinony. Jedna se o dvouelektronovou redukci, pifi které
nedochazi ke vzniku nepfiznivych semichinoidnich forem. Jako donor elektroni tento enzym
vyuzivda NADH ¢i NADPH. Aktivni centrum tvofi prosteticka skupina FAD, u niz redoxni
strukturu tvoi alloxazinovy derivat®,

Mezi substraty NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy ovSem nemusi striktné patfit pouze latky
chinoidniho charakteru. Enzym u¢inné redukuje napiiklad nitro slou¢eniny nebo jiné cizorodé
latky®®. V takovémto pripadé miZe dochazet ke vzniku reaktivnich metaboliti s nasledkem

toxického ucinku na organismus.

1.4. o-Nitroanisol

o-Nitroanisol (2-metoxynitrobenzen, 0-NA, obr.5) je hojné vyuzivanou slouceninou
chemického primyslu. Uplatiiuje se pii vyrobé azobarviv, kde slouzi primarn¢ jako prekurzor
v syntéze o-anisidinu®®. Protoze jde o latku vysoce toxickou, predstavuje timto urcité riziko
pro pracovniky barvarského prumyslu. Ti jsou plisobeni o-NA €asto vystavovani.
Piimou expozici 0o-NA muize dochazet ke znaénému poskozeni organismu. Jednd se o
prokazany zivoci$ny karcinogen, jehoz cilovym organem je mocovy méchy#, v mensi mife
také jatra, slezina & ledviny®. Krom& nadorového bujeni se o-NA projevuje dal$imi

toxickymi efekty. ZplGsobuje naptiklad anemii, jejiz pti¢inou je zvySeny rozpad erytrocytu.
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Jinym nepfiznivym uéinkem je poskozeni kize nebo poruchy dychani. Pomoci Amesova testu
bylo ovSem prokazano, Ze latka jevi nevyrazné mutagenni u¢inky, podobné jako byla zji§t€éna

s o Lyieien2d
1 jeji snizena cytogeneticka aktivita”™.

NO,
OCH,

Obr.5 - Struktura o-nitroanisolu

o-Nitroanisol se pro svou potencialni karcinogenitu stal souc¢asti mnoha vyzkumui. Zijem o
slou¢eninu zna¢né vzrostl po roce 1993, kdy v disledku primyslové nehody v SRN doslo
k uniku 0-NA s nasledkem regionalniho znegisténi.>® U lidi vyskytujicich se na mist& havarie
a vystavenych o-NA bylo do urcité miry zaznamenano poskozeni genetické informace. Po
ttech mésicich byly genetické testy exponovanych osob opét v normalu diky opravé
poskozené DNA.

D4 se fici, Ze molekularni mechanismus karcinogenniho ptisobeni o-NA je jiz
prozkouman®'?. ProtozZe se sloudenina sama o sob& nejevi jako reaktivni, byla pfedmétem
vyzkumu jeji moznda aktivace enzymatickymi systémy. KliCovou roli zde hraji cytochromy
P450 a cytosolické reduktasy. Prokéazalo se, Ze o-NA podstupuje v organismu drédhu jak

aktivac¢ni, tak detoxikaéni.

1.4.1. Metabolicka pieména o-NA zprostiedkovana cytochromy P450

Pii pokusech in vitro s cytochromy P450, tedy s hlavnimi enzymy biotransformace, byla
prokazana dréha o-NA ve smé&ru detoxikace®'. Vysledna inkuba¢ni smés s DNA nevykazovala
pfitomnost DNA aduktl. Latka podléha oxidativnimu metabolismu, konkrétn¢€ podstupuje O-
demetylaci za vzniku 2-nitrofenolu jako hlavniho metabolitu. Zminény produkt je dostate¢né
hydrofilni a vstupuje timto do reakci II. faze biotransformace. Po nasledné konjugaci
s kyselinou glukuronovou je snadno vylou€en z organismu. Kromé 2-nitrofenolu byly ve
vysledné inkubacni smési detekovany minoritni metabolity o-nitroanisolové oxida¢ni drahy.

Tyto intermediaty byly identifikovany jako dihydroxyderivaty o-NA, vzniklé dalsi oxidaci 2-
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nitrofenolu cytochromy P450. Tuto oxidativni drdhu lze v organismu povazovat za
maj oritni®'.

Dilezité je také objasnéni, které izoformy cytochromii P450 se na demetylaci podileji. Za
nejefektivngjsi je povazovan CYP2E1®'. Vysoky podil této izoformy na detoxikaci o-NA je
dan hlavné jejim vysokym obsahem v jatrech®. Poté nasleduji izoformy CYPIAIl a
CYP2B6’'. Ty jsou sice velmi uginné, avsak pii detoxikaci této latky nehraji tak vyznamnou
roli jako CYP2EIL. Vysvétleni opét vyplyva ze zastoupeni v jaterni tkéani, které neni u
zminénych izoforem tak markantni.

Jednim ze zaméra studie molekularniho ptisobeni 0-NA bylo bezesporu nalezeni mozné
analogie mezi lidskym a zvifecim organismem ve smyslu detoxikace o-NA. Zjisténi, které
poukazuje na tvorbu 2-nitrofenolu jako hlavniho metabolitu o-nitroanisolu jak u hlodav¢ich
mikrosomalnich vzorkd, tak i u vzorki lidské hepatalni tkan&®', je pot&Sujici a piispiva tak

k moznosti vytvoteni predikéniho modelu.

1.4.2. Metabolicka pfeména o-NA zprostfedkovana reduktasami

o-Nitroanisol je v organismu také redukovdn a to konkrétné na nitro skuping€. Tato
metabolické cesta se prokézala byt jako aktivacni*’. P redukci dochazi k tvorbé reaktivniho
meziproduktu, N-(2-metoxyfenyl)hydroxylaminu (HNOHA), jehoZz vznik je podminén
piitomnosti cytosolickych reduktas®®. Uvedeny intermediat je nepfimo zodpovédny za
modifikaci DNA*. Ultimalnim karcinogenem je aZ nitreniovy iont, ktery je pro svou
elektrofilni povahu vysoce reaktivni a tedy schopny vazby na endogennimi substraty (DNA,
proteiny)®. Adukty s DNA byly nejprve prokazané ve studiich in vitro, teprve pozdgji se
podatilo zmény detekovat také in vivo u hlodavci, konkrétné u potkanti. Po expozici potkand
o-nitroanisolem bylo nalezeno uré¢ité mnozstvi modifikované DNA v cilovém organu o0-NA,
tedy v mo¢ovém méchyfi’>. Vzhledem k tomu, Z¢ DNA adukty vzniklé v experimentech in
vivo jsou stejné jako DNA adukty v in vitro experimentech (za pfitomnosti reduktas), lze se
domnivat, Ze reduktasy aktivuji 0-NA v modelovém organismu.

Hlavnimi aktéry této sekundarni metabolické drahy jsou jiz zminéné reduktasy, prvofadé je
tkeba uvést xantin oxidasu, dale pak DT-diaphorasu, ¢i aldehyd oxidasu. Reaktivni HNOHA
podléha snadno daldim reakcim, napiiklad esterifikatnim®. Ty jsou katalyzovany
prostfednictvim enzymid N,O-acetyltransferasy nebo sulfotransferasy. Takto vzniklé estery

(N-acetoxyarylamin nebo N-sulfonoxyarylamin) mohou byt hydrolyzovany pravé za tvorby
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reaktivniho nitreniového iontu. Tato skute¢nost zaroven poukazuje na my$lenku, pro¢ o-NA
efektivné poskozuje mo€ovy méchyt a ne naptiklad jatra, kde dochazi k jeho aktivaci. Jak jiz
bylo fe¢eno, z HNOHA se po probéhié esterifikaci stava konjugat velice nestabilni, ktery se
ve vhodném prostfedi snadno rozpad4 na reaktivni nitreniovy iont>>. Podminky pro tento
rozpad jsou obzvlast’ vhodné v mo€ovém meéchyfti, kde je nizsi pH neZ v okolnich tkanich.
Dalsi moznym osudem HNOHA je redukce na 2-metoxyanilin (o-anisidin)** (zabyva se
jim nasledujici kapitola), ktery by mohl byt povazovan za minoritni metabolit o-NA. Je
vysoce pravdépodobné, Ze pii vy$§im obsahu 0-NA v organismu bude oxidativni demetyla¢ni

cesta nasycena a tato aktivacni draha se vznikem o-anisidinu bude mit efektivnéjsi prabéh.

1.5. o-Anisidin

o-Anisidin (2-metoxyanilin, 0-A, obr.6 ) je latkou vznikajici redukci o-nitroanisolu. I ona
je pro své vlastnosti, podobné jako o-NA, vyuzivana v barvaiském pramyslu. Jiz je
registrovano n¢kolik desitek barev a pigmentl, které je prostfednictvim této latky mozné

3637, Ty jsou pak dale spotfebovavany k barveni papiru nebo textilu. Tento

pfipravit
aromaticky amin se tak stava dalsi latkou, kterda mize ohrozovat lidské zdravi. Riziku jsou
obzvlast’ vystaveni pracovnici barvaiského prumyslu. Je zde ale i moznost uvoliiovani o-A
z textilu nebo jiného materidlu barveného touto latkou. Mimo to byla jeho pfitomnost
prokdzana v cigaretovém koufi. Riziko o-A expozice je tedy pomérné Siroké a o o-A lze

rovnéZ hovofit jako o environmentalnim polutantu.

NH,
OCH;

Obr.6 - Struktura o-anisidinu

o-Anisidin je, stejné jako o-nitroanisol, povaZovan za zvifeci karcinogen mocového

méch)'/fe”‘3 ¥ Tento efekt je natolik silny, Z¢ Narodni institut pro rakovinu USA fadi 0-A mezi
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nejii¢inngjsi latku tohoto druhu®®. V mensi mife mazZe poskozovat také ledviny, jatra nebo
slezinu. Mimo karcinogenity byly prokazané i dal$i nepfiznivé ufinky, mezi které patii
poskozeni hemoglobinu nebo nefrotoxicita®’>%.

U o-anisidinu byla rovné? prozkoumaéna podstata rakovinného piisobeni***°. Jedna se o
genotoxicky mechanismus, pii kterém dochazi ke kovalentnimu navazani karcinogenu
a nasledné modifikaci DNA. Protoze jsou funkéni skupiny o-A (amino a metoxy skupina)
témer nereaktivni, je ziejmé, Ze za neoplastické zmény jsou zodpovédné metabolity této latky.
Tyto intermediaty, které jsou v pfipadé o-A velice reaktivni, vznikaji pisobenim oxida¢nich
enzymatickych systému. Hlavni roli pfi tvorbé ultimalnich karcinogenti hraji oxida¢ni reakce

peroxidas a cytochromi P450*4.

1.5.1. Metabolicka pieména o-A zprostiedkovana peroxidasami

Peroxidasy jsou extrahepatalni enzymy, pro které amino skupina o-A pfedstavuje vhodny
substrat jejich katalytického plisobeni. Protoze u vétSiny latek vystavenych peroxidasam
dochézi jejich prostfednictvim k tvorbé reaktivnich slouéenin, bylo pfedpokladano, Ze tomu
bude podobné¢ i v piipad¢ o-anisidinu.

Amino skupina je peroxidasami oxidovana mechanismem typickym pro tyto enzymy, tedy
jednoelektronové. Produktem takovéto reakce je radikal o-A, ktery vstupuje do dalSich
reakénich d&ji a stava se tak primarnim metabolitem této aktivatni drahy®. Zapojeni o-A
radikalt do vzdjemnych reakci dava vznik nékolika metabolitim. Byly identifikovany jako
diimin a chinonimin 0-A, azodimer a produkt se tfemi benzenovymi jadry, jehoZ struktura
neni presné uréena’’. Z téchto je pak za poskozeni genetické informace zodpovédny diimin o-
anisidinu®. Ostatni a tedy vedlejsi intermediaty jsou stdlé a nejsou povazovany za ultimalni
karcinogeny vzniku rakoviny mo¢ového méchyfe.

Je vice nez pravdépodobné, Ze peroxidasy hraji pfi biotransformaci 0-A podstatnou roli.
Svéd¢i o tom fakt, Zze se hojné vyskytuji v moovém méchyfi, ktery je cilovym organem
rakovinného ptisobeni tohoto karcinogenu. Mezi dominantni je v tomto organu povazovano
pusobeni prostaglandin H synthasy a laktoperoxidasy. Reaktivni diimin tak vznik4 pfimo
v mocovém méchyfi, kde také dojde k jeho kovalentnimu navazani na DNA*. Do procesu
karcinogenese zde ovSem také zasahuji vznikajici volné radikaly, které, jak jiz bylo feceno,
jsou velmi reaktivni a snadno napadaji biologické makromolekuly”. Rakovinny u¢inek je pak

nékolikanasobné umocnén.
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Vznik intermediatd zodpovédnych za poskozeni DNA prostfednictvim zminénych savéich
peroxidas byl prokazan metodou in vitro®. Aviak identifikace vznikajicich DNA aduktii byla
zpocatku znemozZnéna komplexni modifikaci DNA, ke které tak dochazi pfi umocnéném
karcinogennim zésahu peroxidasami. Terfem pro vznik adukti v molekule DNA je

deoxyguanosin®.

1.5.2. Metabolicka pfeména o-A zprostiedkovana cytochromy P450

Krom peroxidas je o-A vorganismu pifeménovan jaternim enzymovym systémem

cytochromli P450. Pii této metabolické draze byla pfedpokladana podobnost spolu s 0-NA,
ktery se timto detoxikuje. U 0-A vSak detoxikacni cesta, pti které dochazi k demetylaci
methoxy skupiny prokazana nebyla40. V tomto pifipadé neni oxidovana zminénd metohxy
skupina (jako v ptipad¢ o-nitroanisolu) ale skupina aminova.
Po aktivaci 0-A lidskymi jaternimi hepatocyty (tedy cytochromy P450) vznika N-(2-
metoxyfenyl)hydroxylamin40. Déje se tak oxida¢ni hydroxylaci na amino skuping. Stejny
intermediat byl identifikovan i v pfipadé biotransformace 0-NA (kapitola 1.4.2.), kde ovSem
vznika redukei nitro skupiny enzymem xanthinoxidasou’.

DNA adukty vznikl¢ ptisobenim o-anisidinu po aktivaci cytochromy P450 byly prokazané
in vitro®™. 1 v tomto ptipad¢ se jednalo o modifikaci deoxyguanosinu. DNA adukty vzniklé
aktivaci o0-A jaternimi mikrosomy (in vitro) byly shodné spolu s DNA adukty v mocovém
méchyfti izolovaném ze zvifete vystaveného tomuto karcinogenu (in vivo). Rakovinny aéinek
byl timto prokdzén rovnéz in vivo®. ‘
Totoznost zminénych 0-A DNA aduktl byla nalezena i s DNA adukty vzniklymi po aktivaci
0-NA cytosolyckymi reduktasami*®. To je nepopiratelny dikaz toho, Ze je v pfipadé obou
karcinogenli modifikace DNA zprostiedkovana shodnym intermedidtem, tedy N-(2-
metoxyfenyl)hydroxylaminem. Pak je zaroven totoZny i mechanismus vzniku karcinogeneze.
HNOHA je konjugovan s acetdtem nebo sulfatem. Tento komplex je vSak nestabilni.
V mocovém méchyfti se rozpadd za vzniku nitreniového iontu, ktery se poté kovalentn¢ vaze
na DNA*. o-Anisidin je vsak karcinogenem, ve srovnani s o-nitroanisolem, podstatné
uginngjsim’®. Vysvétleni vyplyva z detoxikacni drahy o-NA, zpisobené cytochromy P450 a
oslabujici timto rakovinny efekt této latky. U 0-A je neoplasticky u¢inek naopak znasoben

peroxidasovou aktivaci.
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Co se tyce izoforem cytochromu P450 podilejicich se na o-anisidinové aktivaci, jedna se
témét o tytéz jako v piipadé o-nitroanisolu. Opét zde kli€ovou roli hraje CYP2EI1, poté
CYP1A2, 2B6, 1A1 a 2A6*. Uginnost i v tomto pfipadé vyplyva z procentuelniho zastoupeni
jednotlivych izoforem v jaterni tkani>>.

Ackoli je u o-anisidinu pfedpokladany stejny mechanismus vzniku karcinogenese (jako u
redukce 0-NA) zprostfedkovany reaktivnim HNOHA, nepodafilo se doposud tento

intermediat s pfesnosti kvantifikovat™.

23



2. Cil prace:

Shrnuti (a navrh FeSeni) neobjasnénych otizek ohledné metabolické premény

0-NA a o0-A.

Kapitolu mechanismu molekuldrniho piisobeni karcinogeni 0-NA a o-A doposud neni
mozné uzaviit. Zatimco metabolicka pfeména o-NA byla vyfeSena, v pfipadé¢ o-A je
nedofeSena oxidace této latky cytochromy P450. Problém spociva v detekci HNOHA
vznikajiciho touto metabolickou pfeménou. Intermediat byl identifikovan, ovSem jeho
kvantifikace je problematicka®.

Navic 0-A vznika jako finalni produkt redukce 0-NA. Takze tato problematika pfemény o-A
cytochromy P450 je dilezita i pro uzavieni kapitoly mechanismu pasobeni o-NA.

Dan4 préce byla vypracovéana za podpory grantu MSM 0021620808 a GACR 303/05/2195.
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3. Problematika detekce HNOHA v experimentech s
CYP

HNOHA [N-(2-metoxyfenyl)hydroxylamin] je prokdzanym reaktivnim metabolitem
biotransfomace 0-NA. Vznika zde redukei nitroskupiny uginkem cytosolické xantinoxidasy™*.

o-Anisidin, jakoZto findlni redukéni metabolit o-nitroanisolu, je v organismu opétovné
oxidovan. HNOHA vznika i u této slouCeniny, konkrétn¢ hydroxylaci na amino skuping.
Pfeména je katalyzovana monoxygenasovym systémem cytochromu P450*,

Bylo prokazano, Ze jak o-NA redukovany xanthinoxidasou, tak o-A oxidovany
cytochromy P450 tvoii adukty s DNA. Tyto adukty jsou analogické. Predpoklada se tedy, Ze
obé latky jsou témito rozdilnymi biotransformaénimi procesy pieménovany na stejny
ultimalni karcinogen, ktery je za tvorbu DNA adukt zodpovédny. Timto stejnym reaktivnim
intermedidtem vznikajicim aktivaci o-NA i 0-A je pravdépodobné HNOHA®. 1 piesto, Ze byl
HNOHA vznikajici redukci 0-NA identifikovan bez potizi, u o-A tomu tak neni. Intermediat
se sice podafilo u této latky metodou hmotnostni spektrometrie identifikovat, ovSem jeho
stanoveni nelze pokladat za reprodukovatelné®.

Cesta vzniku HNOHA je u obou slou¢enin rozdilna. K jeho tvorbé je u o-NA zapotiebi
funkéni skupinu redukovat, u 0-A naopak oxidovat. U 0-NA se tak d&je ptisobenim reduktas
za anaerobnich podminek, zatimco k ¢innosti cytochromi P450 je naopak pfitomnost
molekularniho kysliku nezbytna. To znamena, Ze na rozdil od anaerobné¢ katalyzované
redukce 0-NA je u 0-A vreakéni smési vzdy pFitomen molekularni kyslik. Toto zji§téni
ziejmé ovliviiuje nestabilitu tvofictho se HNOHA a mize tak hrat pfi jeho identifikaci

kliGovou roli.

3.1. Analogické aromatické aminy

Jak jiz bylo fe€eno, cytochromy P450 jsou enzymovym systémem se Sirokou substratovou
specifitou. Mezi substraty téchto monooxygenas patfi mimo jiné skupina heterocyklickych
aromatickych amini (HAA)*'*2. Jedna se o latky vznikajici pyrolitickymi procesy. K jejich
tvorbé pak mize dochazet naptiklad tepelnou tpravou potravin nebo koufenim tabaku®.

Podobné jako u o-anisidinu bylo zjisténo, Ze HAA jsou zodpovédné za vznik nadorovych
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onemocnéni. ProtoZe i zde probihaji aktiva¢ni reakce oxidaci na amino skuping*', mize byt

pfedpokladana jista analogie vzniku karcinogenese spolu s o-anisidinem.

Soucasti monooxygenasového systému cytochromi P450 je NADPH:P450 reduktasa, ktera
zprosttedkovava transport elektroni z NADPH na samotny cytochrom (kapitola 1.3.1.3.).
V pribéhu aktiva¢nich reakcich HAA jaternimi mikrosomy (konkrétn¢ CYP1A2/NPR
systémem) byla méfena kinetika spotteby NADPH. Vysledky poukazuji na neobvyklé
schéma, béhem kterého bylo mozné pozorovat zrychleni spotteby NADPH. D¢je se tak,
protoze NADPH je spotfebovavano jak na oxida¢ni pisobeni CYP, tak na reduk&ni pisobeni
NPR.

Jako mozné vysvétleni procesu oxidace funkéni amino skupiny HAA byl navrzen redoxni

cyklus (Obr. 7), béhem kterého se tvoii a zpétné redukuje heterocyklicky nitroso produkt*.

.
NADPH NADP® NADPH NADP

@ CYP/NPR
RNH,=—==——— RNHOH :¥z RN=0
m NPR

NADP® NADPH NADP" NADPH

Obr. 7 — Navrzeni mechanismu redoxniho cyklu HAA (pfevzato z )

HAA (RNH,) je dle tohoto vzoru hydroxylovan na RNHOH (hydroxylamin), ktery mize byt
dodate¢né oxidovan na RN=O (nitroso produkt) cytochromy P450 za spotfeby NADPH
(kapitola 1.3.1.3.). Soucasti tohoto cyklu je zaroven redukce nitroso slouéeniny az na ptivodni
HAA a to pusobenim samotné NPR. Timto se mize oxidaéni proces stale opakovat az do
spotfebovani NADPH*.

Teoreticky by takto navrZeny redoxni cyklus mohl probihat obdobnym mechanismem také
u o-anisidinu. To by mohlo znamenat vysvétleni nestability a obtizné kvantifikace HNOHA

vznikajici pfeménou o-A.
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4. Navrh reSeni problému detekce HNOHA

HNOHA, jakozto pravdépodobny intermediat zodpovédny za karcinogenni vlastnosti o-
anisidinu, byl identifikovan, ovSem stdle zlstava problém kvantitativniho stanoveni této
latky*’. Metoda HPLC, ktera byla pouzita k detekci HNOHA se tedy ukézala byt jako
nevyhovujici. Proto je snaha nalézt jiné postupy stanoveni tohoto reaktivniho intermediatu,
které by timto vyfteSily dosavadni problém a pomohli tak uzavtit kapitolu molekularniho

pusobeni o-A.

4.1. Méreni spotireby NADPH

Jednim z ndvrhli mozZného tfeseni detekce HNOHA je ovéteni, zda v pfipadé o-anisidinu
neprobihd na amino skupiné redoxni cyklus stejnym mechanismem jako je tomu u HAA, tedy
dle obrazku ¢&. 7 (kapitola 3.1.). ProtoZze se jedna o reakéni analogii mezi uvedenymi
slouceninami katalyzovanou syst¢émem CYP/NPR, je pravdépodobné, Ze se i v pfipadé o-
anisidinu bude amino skupina oxidovat pfes hydroxylamin (RNHOH) az na nitroso produkt
(RN=0). To by mohlo byt moznou pfi¢inou nestability intermediatu s nasledkem jeho $patné
detekce.

Tuto skutecnost je mozné ovefit méfenim spotteby NADPH béhem o-anisidinové aktivace
jaternimi mikrosomy. Koenzym NADPH, jakoZto redukovana forma, ma vyrazné absorp¢ni
maximum pii 340 nm. Tohoto faktu je s vyhodou vyuZivano pro sledovani enzymovych
reakci, kterych se tyto nikotinamidové koenzymy ucastni*’. Pomoci spektrofotometrie neni
tedy problém v prabéhu hydroxylace o-anisidinu (zprostiedkované jaternimi mikrosomy)
stanovit ubytek NADPH. Vysledkem takovéhoto méfeni je Casova zavislost absorbance
NADPH (Obr. 8a, 8b), jejiz charakter vypovida o pribéhu oxida¢nich reakci na amino
skupiné.

Jestlize nebude dochézet k redoxnimu cyklu na amino skupiné (tedy k oxidaci HNOHA na
nitroso slouc¢eninu a nasledné redukci az na puvodni 0-A), bude mit spotfeba NADPH linearni
prubeh a béhem reakce bude zaznamendana kiivka dle Obr. 8a.

Jiné oxidaéni schéma by bylo mozné pfipustit tehdy, kdyZ se bude jednat o spottebu NADPH
znazornénou na obrazku 8b. Zde je béhem aktivace patrny nartst spotieby koenzymu, coz je

mozné vysvétlit jeste dalsi oxidaci HNOHA azZ na nitroso produkt a jeho opé&tovnou redukci
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na pivodni o-anisidin. To vede ke spotfebovani vice NADPH s nasledkem sigmoidalniho

poklesu jeho absorbance (zrychleni spotieby NADPH s ¢asem).

Az Asqo
t t
Obr. 8a — Oxidace NADPH systémem Obr. 8b — Oxidace NADPH systémem
CYP/NPR v pFitomnosti 0-A, aniz by CYP/NPR v pfitomnosti 0-A za sou-
dochazelo k tvorbé nitroso produktu. Casného vzniku nitroso produktu a

ndasledného redoxniho cyklu dle Obr. 7
(kapitola 3.1.)

4.2. Spektrofotometrie (kolorimetrie)

Problém detekce HNOHA, vznikajictho metabolickou aktivaci o-anisidinu jaternimi
mikrosomy, je mozné eliminovat také pouzitim kolorimetrické metody se
spektrofotometrickou detekci. Tento postup se zda byt vyhodny oproti pouzité metodé¢ HPLC.
Hlavnim divodem je rychlost s jakou se vznikajici HNOHA stanovi. P¥i HPLC stanoveni trva
jedna analyza tadové desitky minut, zatimco spektroskopické stanoveni je hotové b&hem
n€kolika minut. Dale je mozné provadét paralelné nékolik desitek stanoveni, coz pti HPLC
metodé¢ neni mozné. Timto pristupem se tedy lze vyhnout arteficidlnim vysledkim
zpusobenym dlouhym skladovanim (byt” hluboce zmrazenych) vzorki pfed vlastni analyzou.

Princip metody spoéiva v in vitro stanoveni HNOHA kolorimetrickou redukci Zelezitych
ionti za pouziti 4,7-difenyl-1,10-phenanhrolinu (DPF)*. Pfi stanoveni je vyuZivana barevnost
komlexu Fe**-DPF, ktery vznika redukci pouzitého Fe**-DPF a ktery je timto mozné stanovit
spektrofotometricky pii vlnové délce 535 nm. MnozZstvi vzniklého Fe**-DPF je tak pfimo

umérné mnozstvi ptitomného HNOHA v reakéni smési.
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Tohoto postupu bylo jiz v minulosti vyuzivano pii enzymatickém stanoveni N-hydroxylace
heterocyklickych amini*®. Jednotlivé reakéni smési obsahovaly proménlivou koncentraci
substratu, ktery byl aktivovan enzymovym systémem na pozadovany intermediat.

V préaci Kim D. et al. (46) byl pouzit nasledujici postup:

Reakéni smés obsahovala 0,10 uM jaternich mikrosomi (obsahujici CYP, NPR), smés tvofici
NADPH (0,5 mM NADP", 10 mM glukosy-6-fosfat a 1,0 IU glukosy-6-fosfat
dehydrogenasy) a substrat (v proménlivych koncentracich) v koneéném objemu 0,50 ml 100
mM draselno-fosfatového pufru, pH 7,4. Smés byla inkubovana pti 37 °C po dobu 10 minut.
Reakce byla ukoncena pfidavkem CH,Cl,. Ten byl ddle ze smési extrahovan, vysuSen a
nasledné rozpus$tén v 200 ul reak¢éni smési pro kolorimetrické stanoveni, obsahujici 40 mM
acetatu sodného, 60 mM CH;COOH, 20 % roztoku amyl-acetatu, ImM 4,7-difenyl-1,10
phenantrhrolinu a 0,4 mM FeCl;.

Kolorimetrické reakce byla ukonéena po uplynuti tifi minut pfidavkem 10 pul 20 mM H;PO,.
Poté byla zméfena absorbance vysledné smési pfi 535 nm.

Béhem reakce jsou dva ekvivalenty Fe** redukovany jednim ekvivalentem N-

hydroxylaminu®*®.

29



5. Zavér

Tato bakalatskd prace se zabyva molekuldrnim plsobenim o-NA a o-A, tedy latek, u
kterych byly prokdzané toxické ucinky na organismus a jejichZ metabolismus byl ve snaze
vyvarovani se témto Skodlivym efektiim detailn€ prozkouman. ProtoZe slouceniny neobsahuji
funkéni skupiny, které by mohli zpisobit naruseni makromolekuly DNA (s nasledkem
nekontrolovatelného mnozeni bunééné tkang), jsou hlavnim pfedmétem zajmu enzymové
systémy, které o-NA a o-A v organismu aktivuji.

V ptipadé o-NA probiha aktivace redukci nitro skupiny, zpisobené ¢innosti cytosolickych
reduktas (xanthinoxidasy, NAD(P)H:chyﬁ'qonoxidoreduktasy, Obr. 9) a vedouci nasledné ke
vzniku N-(2-metoxyfenyl)hydroxylaminu. Z tohoto reaktivniho intermediatu vznika ultimalni
karcinogen, kterym je nitreniovy iont>'.

Na biotransformaci 0o-NA se mimo reduktas podileji cytochromy P450 (Obr. 9). Dochazi k

oxidac¢ni reakci (vedouci ke vzniku 2-nitrofenolu), ktera tak usnadniuje detoxikaci této léltky3 2,

[ Activation ] [ Detoxication J

T No 1 N 1

: NO.
OCH, 2 I OCH,-OH |
‘ XANTHINE OXIDASE OCH3 CYTOCHROME P450 ‘
-—— _— ‘
|
i d

] ©
2-Methoxynitrosobenzene o-NITROANISOLE

XANTHINE OXIDASE L
HCHO

NH-OH NO,

@/ocaal | ©/0H

2-Nitrophenol

N-(2

CYTOCHROME P450

/ XANTHINE OXIDASE V
NO,

dG-adducts oH Excretion
in DNA L
o-Anisidine Dihydroxynitrobenzene

Obr. 9 - Metabolismus 0-NA (pFevzato z *')

Aktivaéni reakce 0-A jsou katalyzované peroxidasami a cytochromy P450. V prvém

ptipadé (pisobenim peroxidas) vznika reaktivni diimin, ktery nasledné interaguje s DNA
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(Obr. 10). Mimo to do procesu karcinogenese zasahuji volné radikédly vznikajici G¢inkem

v o 39
téchto enzyma™®.

OCH,

HyCO

[ Activation ] N‘@
/ dG-adducts

HyCO

“trimer of o-anisidine" -
/ in DNA
NH [o}
OCH,| OCH;
radical

NA,
—_—T
OCH,8 N N
H5CO. H4CO.
N=N

HyCO
Azo dimer of o-anisidine diimine of o-anisidine quinone imine

N

Supporting a promotional phase
of carcinogenesis

NH,

OCH,
PEROXIDASES
—_
ROOH

0-ANISIDINE

Obr. 10 - Oxidace 0-A peroxidasami (pfevzato z *’)

Cytochromy  P450  katalyzuji  béhem  biotransformace  o0-A  vznik  N-(2-
metoxyfenyl)hydroxylaminu (Obr. 11). Mechanismus karcinogenese je zde shodny s 0o-NA

aktivovanym reduktasami®’.

[ Activation ]

NH, NH-OH

©/°°”3 CYTOCHROMES P450 ©/°°Ha dG-adducts
. in DNA

0-ANISIDINE ? N-(2-methoxyphenyl)hydroxylamine

Obr. 11 — Oxidace 0-A cytochromy P450 (pFevzato z ')

Zatimco metabolicka pfeména o-NA jizZ byla uzaviena, v pfipadé o0-A je nedotfeSena oxidace

0-A cytochromy P450. Problém spoc¢iva v detekci vznikajictho HNOHA.
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Tato prace piedkladd mozna feSeni a vysvétleni problematické detekce HNOHA
vznikajiciho aktivaci o-A cytochromy P450.
Jednou z moznosti je ovéfeni, zda neprobihd na amino skupiné o-A (aktivovaném jaternimi
mikrosomy) redoxni cyklus, jehoz soucasti je vznik nitroso produktu s naslednou redukci pies
N-hydroxylamin na pivodni o-A. To je moZné uskute¢nit méfenim spotfeby NADPH, které
se v prubéhu reakci spotiebovava. Potvrzeni tohoto redoxniho cyklu by mohlo vysvétlit
problémy souvisejici s kvantitativnim stanovenim o-A.
Druhym navrhem feSeni problému detekce HNOHA je pouziti spektrofotometrie namisto

pivodni HPLC. Metoda je vyhodna hlavné pro svou ¢asovou nenaro¢nost.
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