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1. Uvod do problematiky karcinogeneze

Vznik nddorovych onemocnéni souhrnn€ nazyvame bud’ terminem karcinogeneze
podle slova karcinom (z feckého carcinoma, tj. maligni naddor) nebo kancerogeneze (dle
anglického vyrazu cancer, tj. rakovina, €ili proces vyvolany genetickymi zménami
v DNA). Tento proces zavisi na mnoha faktorech, kuptikladu genetickych, na Zivotnim
prostiedi, ve kterém se jedinec nachézi{ ¢i na jeho iivotosprévél.

Dals§imi faktory, které mohou vyvoldvat nddorové bujeni jsou faktory fyzikalni,
mezi které fadime plisobeni zafeni, napf. rentgenového, ultrafialového ¢i kosmického, a
dale mechanické ¢i chemické pulsobeni rGznych ¢&éastic pfi vdechovéani (azbest,
berylium). Mezi biologické faktory fadime pisobeni onkovirti, které mohou postiZeného
jedince napadnout pfi jeho sniZené imunité, kterd miliZze byt zplsobena stresem i
zménou ve vybavé jeho repara¢nich mechanizmi DNA. Ttetim typem faktori jsou
faktory chemické, ¢ili pusobeni chemickych latek a jejich metaboliti, které jsou
schopné modifikovat genetickou informaci.

Chemické karcinogeny lze dé€lit do t¥{ skupin. Prvni skupinu nazyvame
karcinogeny genotoxickymi, jichZ je vétSina, a jde o latky kovalentné se vaZici na DNA,
Ize je prokdzat metodou **P- postlabeling’. Déle mame skupinu latek ménicich strukturu
DNA, které jsou schopny tvofit jedno ¢i dvoufetézcové zlomy. Do této skupiny fadime
také tzv. cross-linking karcinogeny, které propojuji rizné ¢ésti v rimci jedné DNA nebo
vice DNA navzijem. Tteti skupinu tvoii epigenetické karcinogeny, které s DNA tvoii
nekovalentni vazby, nelze je prokdzat metodou 32p. postlabeling 'a jedna se ptedevs$im
o plandrni molekuly- benzen ¢i barvivo ethidiumbromid, ¢ili interkaldtory, které se
vmezefuji do dvousroubovicové struktury DNA'.

Lipofilni latka, coZ je vétSina genotoxickych karcinogent, vstupuje do organismu
prostou diftizi pfes membriany. Aby mohla byt eliminovdna zbun€k a néasledné
exkretovdna ven zorganismu, musi byt metabolizovdna na vice polarni latku.
Biotransformaci xenobiotika (cizorodé latky) miiZze dochézet k detoxikaci (v piipadé
toxické latky) anebo také k jeji aktivaci, kterd mizZe byt pozitivni, v ptipadé léCiva, které
je jedinci podavano nebo negativni, v ptipad¢, Ze se jedna napt. o karcinogen.

VétSina chemickych latek, které jsou v organismu schophé vyvolat nadorové
bujeni, se tedy aktivuji v organismu aZ po ur¢ité metabolické pfeméné. Témto latkam

fikdme prokarcinogeny. Vlastni metabolickou pfeménou v organismu se chemicka latka



aktivuje, z prokarcinogenu se stdvd proximdalni karcinogen. Teprve kdyZz se
z proximdlniho karcinogenu stane ultimdlni karcinogen, je tento schopen modifikovat
DNA bez piitomnosti enzyml. Vlivem pozménéni genetické informace vznikd tzv.
iniciovand burika.

Proces karcinogeneze je multifdzovy, jednotlivé faze oznaCujeme jako iniciaci,
promoci a progresi. Pfi iniciaci vznikd iniciovand buiika ¢ili burika s pozménénou
genetickou informaci z pivodni zdravé burlky, kterd vSak jeSt¢ nemusi sama o sobé
znamenat rakovinné bujeni, nebot’ miZe byt zni¢ena imunitnim systémem organismu.
Pokud neni tato burika zni¢ena imunitnim systémem, nastupuje promocni faze, pti které
dochédzi ke zvySené proliferaci primdmé pozménénych bunék. KliCovymi faktory
promo¢ni faze jsou aktivity enzymi proteinkinas a fosfatas. V této fazi vznika benigni
nador, téZ zvany preneoplazie'. Promo¢ni faze muiZe byt kone¢nd anebo pokracovat
ve fazi progresni. V progresni fazi jiz dochazi k procesim modifikace DNA a tvorbé
malignich buné€k, které tvofi nador, oznaCovany téZ jako tumor nebo neoplasma
(novotvar)', coZ se stane v ptipadé, Ze dojde k selhani procest regulujicich rust a
diferenciaci bun€k. Zde jiZ hovotime o naddorovém bujeni, nekontrolované proliferaci
(z lat. proliferatio- bujeni, novotvoieni) bun¢k.

Maligni nador epitelidlnich buné€k nazyvdme karcinom, maligni nador
podptirnych bungk nebo pojivovych tkani oznatujeme pojmem sarkom. Casti maligniho
naddoru mohou metastazovat, tj. odSté€pit se z matefského maligniho nddoru a pohybovat
se v t&le krevni nebo mizni cestou'.

Mezi enzymy, které aktivuji prokarcinogeny na ultimdlni karcinogeny, fadime
mimo jiné oxidasy se smiSenou funkci (MFO) - cytochromy P450, peroxidasy
(laktoperoxidasa, prostaglandin H syntasa) a reduktasy (xanthin oxidasa, DT-

diaforasa).

1.1. Enzymy vyznamné pro metabolismus xenobiotik

Jak jiz bylo vySe uvedeno, cizoroda litka lipofilni povahy se do organismu
dostane celkem snadno prostou difizi pfes membrany, pfi¢emZ hrozi, Ze se miZe
kumulovat v tukové tkdni. Organismus se proto snaZi tuto latku pfeménit na vice

polarni, aby mohla byt vylou€ena z organismu. Vznikly hydrofilngjsi metabolit muze



byt méné toxicky ¢i plné neSkodny a miiZe tedy dojit k jeho detoxikaci ¢i se miZe
naopak aktivovat a stét se zakernéjSim. V procesu detoxikace i aktivace (oba pojmy lze
souhrnné oznacit jako proces biotransformace xenobiotika) hraji duleZitou ulohu
enzymy.

Biotransformace xenobiotik probihd u ZivoCichi ve dvou féazich. Prvni fazi
oznacujeme jako fazi derivatizaéni, pfi niZ dochazi ke vnaSeni polarni skupiny na dané
xenobiotikum ¢i k demaskovani polarnich skupin, které jiz latka obsahuje. V této fazi
hraji vyznamnou ulohu monooxygenasy se smiSenou funkci (mixed function oxidases,
MFO), ke kterym patii napt. cytochromy P450. Druhou fézi biotransformace nazyvame
konjugaéni fazi, dochézi pii ni ke konjugaci metabolitu vzniklého pti derivatiza¢ni fazi
s endogenni slou¢eninou, pfiCemz se stava jest€ vice polarn€jsi. Tato konjugace v praxi
znamend, Ze se na funkéni skupiny vzniklé pfi derivatizani fazi navdZou malé
hydrofilni molekuly (kyselina glukuronova, glycin, taurin, aktivni sulfat, glutathion,
cystein, aktivni acetat)', usnadiiujici exkreci z organismu, kterd probihd mo¢i a ZIlugi.

Vyznamnym enzymem konjugatni fdze biotransformace je glutathion-S-
transferasa, kterd je schopna vazat reaktivni metabolity, zvl4sté epoxidy a katalyzovat
jejich  vazbu s glutathionem, a proto se povaZuje za vyznamny enzym
antikancerogennich procesii’. y-Glutamylovy zbytek se od3tépi v ledvinach, glycylovy
v jatrech, cysteylovy zbytek je dile acetylovan za vzniku kyseliny merkapturové, ktera
JiZ je vyloucena mo¢i'. Glutathion a cystein jsou povazovany za tzv. ,scavengery‘

(z angl. scavenge, istit, odstranit), cizorodych latek'.

I ve druhé fazi biotransformace xenobiotika vSak muze dojit k jeho aktivaci.
Aktivace na toxi¢téj$i slou¢eninu miZe probéhnout napf. u konjugatid se sulfatem, které
vznikaji z N-hydroxylovanych aromatickych aminii Gi¢inkem sulfotransferas, kdy sulfat
mus{ byt nejprve aktivovan na PAPS (3‘-fosfoadenosin-5¢-fosfosulfat) nebo t¢inkem N-
acetyltransferas (jejichZ kofaktorem je acetylkoenzym A)'. Vlivem kyselého prostredi
mocového méchyte je konjugat sulfatu ¢i acetdtu s N-hydroxyslouc¢eninami nestabilni, a
proto se rozpadd za vzniku nitreniového ¢i karbeniového iontu, coZ jsou elektrofily

reagujici s DNA nebo proteiny'.



1.1.1. Peroxidasy

Peroxidasy jsou enzymy se Sirokou substridtovou specifitou, ucastnici se mnoha
fyziologickych d&ji v organismech rostlinnych i Zivo€iSnych druhi. Jejich tlohou je
redukce peroxidu vodiku nebo jinych peroxidl, pfiCemZz oxiduji radikdlovym
mechanizmem (jednoelektronovou oxidaci) dal§i slou¢eninu, napf. xenobiotikum.
Vzniklé radikaly poté neenzymové (spontdnné) reaguji na dalSi produkty. Spole¢nou
funkci vSech peroxidas je schopnost detoxikace peroxidu vodiku®, Nekteré z peroxidas
se podili na aktivaci prokarcinogend, jelikoZ jejich primdmimi produkty jsou reaktivni
volné radikaly, reaktivni formy kysliku a peroxidové radikély, které podmiriuji vznik
iniciaéni a promogni fize karcinogeneze’. Vétsina peroxidas jsou hemoglykoproteiny
obsahujici ferriprotoporfyrin IX jako prostetickou skupinu4.

Hemové peroxidasy délime na rostlinnou a Zivo€iSnou superrodinu, rostlinnou
superrodinu je$té délime na tfi skupiny. Prvni skupina jsou intraceluldrni prokaryotické
peroxidasy, které neobsahuji disulfidické mistky, napf. cytochrom c peroxidasa. Dalsi
dvé skupiny naproti tomu obsahuji disulfidické mustky, skupina druhd obsahuje
intracelularni peroxidasy hub, tfeti pak zahrnuje rostlinné sekretorické peroxidasy®.

Peroxidasy savcu jsou obsaZeny zejména ve Zlazach s vnitini sekreci, kostni dfeni,
mozku, myelinovych pochvich nervii (myeloperoxidasa), v burkéach S$titné zlazy
(jodoperoxidasa), v mléénych Zldzach (laktoperoxidasa), v mofovém meéchyti a
semennych véaccich (prostaglandin H syntasa). ZvlaStnosti prostaglandin H syntasy
(PHS) spociva v tom, Ze si peroxid sama syntetizuje, pfiCemZ substritem je kyselina
arachidonova, ze které vznikd cyklooxygenasovou reakci organicky endoperoxid
(vnitini peroxid). Rychlost cyklooxygenasové reakce PHS je imérna spottebé kysliku,
souvisejici s oxidaci kyseliny arachidonové. V buiice jsou peroxidasy obsaZeny
pfedev§im v cytoplazmé, v mens$i mife v membran€ endoplazmatického retikula ¢i
Golgiho systému'. Zname také extraceluldrni peroxidasy, ale ty se vyskytuji ptedevSim
u rostlin.

Rostlinné peroxidasy (napt. kifenové peroxidasa) a peroxidasy hub obsahuji hem b.
K proteinu je hem b vézan slabou hydrofobni interakci. Dal§imi peroxidasami, které téZ
obsahuji hem b, jsou prostaglandin H syntasa a myeloperoxidasa.. Peroxidasy u savct
obsahuji hem 1, ktery ma na uhlicich 1 a 5 na pyrrolovych jadrech hydroxymethylovou

4
skupinu ™.



Nejdiive byla objasnéna struktura cytochrom c peroxidasy. Peroxidasovy protein
se sklada ze dvou domén s odliSnou strukturou, které obaluji hem. Protein obsahuje 10
aZz 11 alfa helixd, beta struktura se objevuje jen jako menSinovéd struktura. Hem
obsahuje ion Zeleza koordinovany ke ¢tyfem pyrrolovym atomim dusiku. Predstavime-
li si hem jako rovinnou molekulu, pod touto rovinou je ion Zeleza navic koordinovan
k axidlnimu (proximdlnimu) histidinu, jehoZ imidazolovy zbytek interaguje silnou
vodikovou vazbou s aspartitem. Zelezo méa diky témto vazbim negativni redukéni
potencidl, a tim zajiSt'uje vysoky oxidacni stav aktivnich peroxidas4. Nad rovinou
molekuly hemu je vytvofena hydrofilni kapsa pomoci distdlniho histidinu a distdlniho
argininu, které tvofi misto, kde interaguje peroxidasa s peroxidem vodiku nebo
organickym peroxidem. Distdlni histidin plni tdlohu acidobazického katalyzétoru,
zatimco distln{ arginin stabilizuje ndboj*.

Peroxidasy se vyskytuji v péti oxidaénich stavech, nyni v§ak posta¢i nastinit pouze
tfi z nich (viz obr. 1, str.10, Oxidacéni stavy peroxidas)4. Nativni peroxidasa obsahuje
hemové Zelezo ve ferri formé (Fe’*), jednd se o vysokospinovy stav, kdy Sestd
koordina¢ni pozice je volnd. Sloucenina I vznikla oxidaci nativni peroxidasy dvéma
elektrony z peroxidu (z peroxidu vodiku vznikla redukci voda), tato sloucenina je
nestabilni silné oxidagni &inidlo, obsahujici oxyferrylovy m-kation radikal (Fe**=0).
U cytochrom ¢ peroxidasy je kation radikal lokalizovan na tryptofanu (na proximdalni
stran¢), u prostaglandin H syntasy na tyrosylovém zbytku proximélni strany hemu.
Sloucenina II také obsahuje oxyferrylovou skupinu. Vznikla jednoelektronovou redukci
ze Slouceniny I nebo jednoelektronovou oxidaci nativniho enzymu3‘4. Nativni
peroxidasa opét vznikne ze Slouceniny II dodanim dalSiho substritu (na obr. 1

znazornéno jako €', H"), pii¢emz se odstépi molekula vody.



Nativni peroxidasa

F e3+
H,0
e-, H* H,0
Sloudenina I1 < Sloucenina I
H* Fe*'=0 \ Fe**=0 (m-kationradikdl)

Obr.1: Oxidacni stavy peroxidas

Pro hemové peroxidasy je typickd schopnost heterolyticky Stépit peroxidové
vazby, k ¢emuZ dochdzi na distélni stran¢ hemu. Pfi Sté€peni peroxidovych vazeb se
aminokyselinové zbytky ucastni acidobazickych pochodl. Distdlni histidin je
akceptorem protonu z peroxidu a distalni arginin je stabilizitorem naboje’. Kyslik
z peroxidu se navazal na ion Zeleza za vzniku m-kation radikalu. Poté se z distdlniho
histidinu odstépil proton za vzniku vody a slouceniny I. Ta se poté redukuje jednim
elektronem na Slouceninu I,

Jak jiz bylo zminéno, peroxidasy maji schopnost aktivace né&kterych
prokarcinogent na jejich ultimalni formy, mechanismy této aktivace se vSak navzdjem
li$i. Peroxidasy mohou substrat oxidovat ptimo, vznikly metabolit je pak schopen
modifikovat nukleové kyseliny. Dalsi mechanizmus této aktivace je zaloZen na tvorbé
Slouceniny III, vznikajici reakci nativniho enzymu se superoxidovym anion radikdlem
(O27) nebo pti reakci redukované formy peroxidasy (ferro forma peroxidasy, obsahuje
Fe’*) s molekuldrnim kysll’kem3 . Tato Sloucenina III je poté schopna oxidovat né€které
prokarcinogeny". Tieti mechanizmus souvisi s produkci radikali jako sekundarnich
metaboliti, které jsou zdrojem aktivnich forem kysliku, schopnych oxidovat
xenobiotikum®. Ve ¢&tvrtém mechanizmu dochdzi k oxidaci substratu na radikal
obsahujici centrdlni atom uhliku, ktery zachyti molekularni kyslik a vytvoii z n¢j

peroxidovy radikal, ktery téZ miZe aktivovat xenobiotikum.
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1.1.2. Cytochromy P450

Cytochromy P450 (zkrdcen¢ P450) patii mezi kliCové enzymy metabolismu
cizorodych latek’. Jednd se o hemové proteiny, které zafazujeme do skupiny
monooxygenas se smiSenou funkci (MFO), vyskytujicich se pfedevSim
v endoplazmatickém retikulu (ER) a v membrané mitochondrii. Cytochromy P450 jsou
zodpovédné ptedevSim zal. fazi biotransformace xenobiotik, katalyzuji oxidaéni,
peroxidaéni a redukéni reakce 1éCiv, environmentdlnich chemikalii, endogennich ¢i
exogennich latek. Funkce cytochromti P450 tkvi ptedev§im v zabudovani molekuly
kysliku na substrat, ¢imz se z latek lipofilniho charakteru stavaji latky polarné;jsi.

Enzymatickou aktivitu v jaternich mikrosomech (mikrosomy vznikaji
homogenizaci a naslednou frakéni centrifugaci bun€k, jsou to fragmenty ER) objevili
Mueller a Miller v letech 1949 a7 1953%7% Vroce 1955 byla potvrzena existence
enzymatického systému schopného pfemeénovat riznd xenobiotika v endoplazmatickém
retikulu®>'%, Garfinkel s Klingenbergem v roce 1958 jako prvni zjistili, Ze v jaternich
mikrosomech je pfitomen pigment, ktery po redukci vykazuje v komplexu s oxidem
uhelnatym absorpéni maximum p#i 450 nm®'""'%, Nazev téchto enzymi zavedli Omura a
Sato, kteti vroce 1964 dokazali hemoproteinovou podstatu tohoto pigmentu. Jméno
vzniklo podle povahy vazby hemu na apoprotein (podobni u cytochromi typu b) a
podle jeho absorpéniho maxima v Soretové oblasti (390-490 nm) po jeho redukci a
interakci s oxidem uhelnat}’/m6‘13 1,

MFO systém se vyskytuje u savci, ptakl, plazl, ryb, obojZivelnikd, korysd,
meékkysl, ¢ervi, hmyzu, vyssich rostlin, kvasinek, plisni a bakterii®. V lidském téle se
pak vyskytuji predevSim v jatrech, v mens$i mife pak v plicich, ledvinéch, tenkém strevée,
kdzi, mozku ¢&i nadledvindich. U vys$Sich organismd je lokalizovan
na membrané endoplazmatického retikula. Souc¢astmi MFO systému jsou cytochrom
P450, NADPH: P450 reduktasa a poté fakultativné cytochrom bS5 a cytochrom bS5
reduktasa. Neméné€ vyznamnou soucdsti MFO systému je i biologickd membrana,
na které je tento systém ukotven a membrénové lipidy, které zplsobuji konformacéni
zmény cytochromu P450, zvySuji jeho afinitu k substritu, stimuluji tvorbu funkéné

aktivniho komplexu cytochrom P450-NADPH: P450 reduktasa a jsou zdsobarnou
uloZenych hydrofobnich substratii cytochromu P450".
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Obr. 2: Schéma prenosu elektronit v NADPH: P450 reduktase; FAD, FMN-
koenzymy v zdkladnim stavu, FMNH. znaci jednoelektronové redukovany FMN (radikdl,
semi-forma), FADH. jednoelektronové redukovany FAD (radikdl, semi-forma), FADH,
je zcela zredukovany FAD, FMNH, je zcela zredukovany FMN, oboustrannd Sipka

znaci mezomerni stavy.

Funkci NADPH: P450 reduktasy je doddvat cytochromu P450 elektrony, které
potiebuje pro aktivaci kysliku. Tyto elektrody ziskdvd od NADPH. Lze fici, Ze funguje
jako ,,déli¢ elektronového péaru“. NADPH: P450 reduktasa je tvofena primdarni a
sekundarni strukturou aminokyselin a jako koenzymy obsahuje vkazdém fetézci
po jedné molekule FAD a FMN. FAD (flavin adenin dinukleotid) se sklada
z isoalloxazinového cyklu, D-ribitolu, trifosfatu, ribosy a adeninu, zatimco FMN (flavin
mononukleotid) obsahuje jen isoalloxazinovy cyklus, D- ribitol a monofosfat. Zakladni
schéma fungovani NADPH: P450 reduktasy je nastinéno na obr. 2.

NADPH: P450 reduktasa funguje diky né¢kolika predpokladim. Redukovany
koenzym FADH; ma redoxni potencial blizky NADPH, coZ mu umoZziiuje od NADPH
Cerpat elektrony. Pln¢ redukovany FMN ¢ili FMNH, mé zase redoxni potencial blizky
cytochromu P450, diky ¢emuZz mu miiZe predat jeden elektron. A kone¢né redoxni
potencidly FMN a FAD jsou obdobné, a proto si mohou piedavat elektrony navzéjemz.

Na obr. 3, str. 13 je zndzornéna postupna redukce FMN?, z puivodniho stavu FMN
se redukci jednim elektronem stdva radikal, ¢ili semi-forma. Druhou jednoelektronovou

redukci vznika plné€ redukovana forma, FADH, Obdobné je to u FAD.
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Obr. 3: Postupnd redukce FMN ve flavinové reduktase, FMNH . je semichinonovd
forma, FMNH, je hydrochinonovd forma

Cytochrom P450 je umistén na vnéj$i, cytosolarni stran¢ ER, kde tvofi hluboko
zanofené shluky nékolika (6 aZ 8) molekul, coZ vystihuje tzv. agrega¢ni model (obr. 5,
str.14)°. Cytochrom P450 reduktasa je zanofena do membrany jen asi svoji jednou
desetinou molekuly6. Molekula enzymu cytochromu P450 se sklddd z apoproteinové
sloZky a prostetické skupiny. Prostetickou skupinu tvoii hem typu b obsahujici atom
Zeleza ve svém centru porfyrinového skeletu (viz obr. 4, str. 14), navdzany koordinaéné
kovalentni vazbou atomu Zeleza na sulthydrylovou (-SH) skupinu cysteinu apoproteinu.
Ctyti valence atomu Zeleza jsou vazany dusiky tetrapyrrolového kruhu, patd valence
umoziluje spojeni s apoproteinem a Sestd valence Zeleza je v oxidovaném stavu
obsazena kyslikem z vody, hydroxylové skupiny tyrosinu, serinu nebo karboxylové
skupiny postrannich fetézcil jinych aminokyselin. V oxidovaném stavu ma atom Zeleza
oxida¢ni ¢islo +3. Apoproteinovd slozka cytochromu P450 je tvofena primdrni,
sekunddrni a tercidrni strukturou, pfi€emz primarni strukturu tvoii sled 490 az 520

aminokyselin a obsahuje oblasti vazajici hem, reduktasu a substrat®.
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Obr. 4(vlevo): Struktura hemu b (metaloporfyrin obsahujici atom Zeleza,
obsahuje ¢tyfi pyrrolové cykly propojené methinovymi miistky)
Obr. 5S(vpravo): Agregacni model, predstava lokalizace MFO systému

v endoplazmatickém retikulu®

Existuje mnoho faktord, které ovliviiuji metabolickou aktivitu cytochromu P450.
Zpravidla tyto faktory lze rozliSit na faktory vnitini- druh, rod, ¢eled’, stafi, pohlavi,
zdravotni stav ¢i genetické predispozice organismu a na faktory vné;jsi- potravni navyky
& ptitomnost cizorodych latek v organismu (tzv. induktorti P450)°. Roku 1976 byla
potvrzena existence ruznych forem P450, v soucasnosti diky dokonceni sekvenace
lidského genomu je zndmo 57 izoforem lidského P450", krysa ma nejméné 20 forem®,

Cytochrom P450 je z evolu¢niho hlediska velmi stary hemoprotein. Z jednoho
genu cytochromu P450 archebakterii z doby vice neZz pted 1,5 miliardami let se
do soucasnosti vyvinulo velké mnoZstvi odliSnych gent kédujicich cytochromy P450
prokaryot i eukaryot se znainymi rozdily v substritové specifitd’. Jejich funkce
v organismech se v pribéhu evoluce meénila ¢i se nekteré funkce piidruZovaly.
Piedpokladé se, Ze prehistorické organismy vyuZivaly cytochrom P450 k hydroxylaci
organickych latek, z nich? ziskdvaly energii’. Dal3i jejich funkci byla biosyntéza

mastnych kyselin, u rostlin biosyntéza barviv kvéti, dale steroidnich hormond, vitamind
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D ¢&i prostaglandini’’. Nové vzniklou funkci cytochromi P450, kterd souvisi s vyvojem
ZivoCiSné fiSe, je proces detoxikace cizorodych latek. JelikoZ se rostliny branily
predatorim pomoci riznych fytotoxint, musely se i organismy ptizpusobit, cozZ se stalo
zmnoZenim jejich cytochromi P450, pomoci nichZ organismy zacaly rostlinné toxiny
detoxikovat.

Nyni bude nastinén reakéni cyklus monooxygenasovych  reakci.
Monooxygenasova reakce predstavuje aktivaci molekuldrntho kysliku a jeho
zabudovini do substrdtu prostfednictvim systému P450°. Sumérni rovnice obecné
monooxygenasové reakce, kde RH je oxidovany substrat:

RH + O, + NADPH + H* » ROH + H,0 + NADP*

Tato obecnd rovnice vSak byla rozSifena o dal$i reakce vyjadiujici dal§i moZné
aktivity MFO systémi, oxidasovou, peroxidasovou, peroxygenasovou (viz obr. 6, str.
16)°*. Jednotlivymi kroky monooxygenasovych reakci jsou2‘3'6:

1. Vazba substratu RH.

2. Prenos elektronu z NADPH: P450 reduktasy, redukce atomu Zeleza z oxida¢niho
¢isla +3 na +2.

3. Navézani molekularniho kysliku na hemové Zelezo.

4. Presun elektronu =z Zeleznatého kationtu na kyslik, vznik superoxidového
anionradikdlu O,". Vznik terndrntho komplexu ve ferrisuperoxidovém stavu, miiZe
existovat v mnoha mezomernich stavech.

S. Pifenos elektronu z P450 reduktasy nebo cytochromu b5 (fakultativni slozka MFO
systému).

6. Vznik peroxidového aniontu 0,* (mezomerie), presunem elektronu na superoxidovy
anionradikdl se zregenerovalo Zelezo do oxida¢niho stavu 3+ (ferriperoxoternarni
komplex). Konec aktivacni faze. Zde miZe dojit ke zvratu a tvorbé peroxidu vodiku,
v ptipad€, Ze substrit neni v aktivnim centru a neni hydroxylovan. (typickd reakce
pro P450 2E1, ma m¢lké aktivni centrum).

7. Pocétek hydroxylacni fdze. Protonace, vznik hydroperoxikomplexu.

8. Predpoklada se heterolytické Sté€peni vazby O-O (hypoteticky model®), vznik
molekuly vody. Vznik4 ferrioxenovy komplex.

9. Ferrioxenovy komplex. Kyslik ve formé radikalu vytrhne vodik ze substratu, ¢imz
vznikd hydroxylovy anion. Thioldtovd sira je ve formé radikdlu, substrat je také

ve formé radikilu Re .
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Obr. 6”5 Reakéni cyklus monooxygenasovych reakci (¢isla oznacuji jednotlivé
kroky vysvétlené v textu); RH- substrdt, ROH- monooxygenacni produkt, XOOH-

peroxysloucenina, e -elektron

10. Predéni elektronu z hydroxylového aniontu na thiolitovou siru. Vznikd velmi
reaktivni, toxicky hydroxylovy radikdl. Rekombinace radikdlu substratu
s hydroxylovym radikalem.
11. Uvolnéni hydroxylovaného substratu a nativni formy cytochromu P450 (ferri forma
Zeleza a thiolatova sira).

Vedle kysliku miZe P450 pro oxidativni reakce vyuZivat i peroxidy a
peroxikyseliny, které se stdvaji donorem kyslﬂ(u3 .

Cytochromy P450 se vyskytuji v riznych formach jako izoenzymy (v soucasnosti
asi 500), fadime je do riznych rodin a podrodin podle miry homologie jejich priméarni

struktury, tj. pofadi aminokyselin’. Cytochromy P450 p¥itomné v lidském organismu
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fadime do 17 podrodin'. I mnoZstvi cytochromi v jednotlivych lidskych tkanich se
miZe velmi liSit mezi jedinci, miZe byt ovlivnéno riznymi faktory: environmentalni
polutanty, vyZiva, v€k, koufeni, konzumace alkoholu, plisobeni podavanych léCiv ¢i
geneticky polymorfismus (vrozené faktory zpiisobujici absenci P450 ¢i tvorbu P450
s pozménénou  katalytickou schopnostl’)5 . VétSina cytochromd P450 je znaéné
inducibilnich, tj. jejich exprese miZe byt ovlivnéna (zvySena) piitomnosti vlastniho
substrétu, ktery dany izoenzym pfemeériuje.

Cytochromy, které se podileji na pfeméné prokarcinogeni jsou piedevSim
cytochromy P450 1A1, 1A2, 2E1, 3A4. Cytochromy P450 1A1 a 1A2 jsou z hlediska
aktivace prokarcinogend nejvyznamnéj$i, mohou aktivovat aZ 90 % vSech dosud
znamych karcinogenﬁs. Zatimco P450 1Al se v jatrech vyskytuje jen v mizivych
koncentracich a je ptredevSim zastoupen v jinych tkanich, P450 1A2 je typickym
jaternim enzymem se Sirokou substridtovou specifitou (vyznamnymi substraty jsou napt.
aromatické aminy vznikajici jako pyrrolytické produkty tepelné tpravy aminokyselin ¢i
bilkovin obsazenych vpotravinéch)s. Oba tyto izoenzymy se podileji na aktivaci
genotoxickych chemikalif obsaZenych v cigaretovém kouti. Dalsi cytochrom, P450 2E1,
aktivuje karcinogeny, zejména nitrosaminy5 . P450 3A4 je jednim z nejvyznamnéjSich
izoenzymu co se ty¢e mnoZstvi pfeménovanych substrati i co do jeho obsahu v lidskych
tkanich. Jeho substraty jsou karcinogenni xenobiotika, polycyklické aromatické

uhlovodiky, aromatické aminy i steroidni sloueniny tvofené endogenng’.

1.1.3 Reduktasy

V aktivaci karcinogenti mohou hrat vyznamnou roli i nékteré reduktasy. JiZ byla
zminéna NADPH: P450 reduktasa (viz kapitola 1.1.2. Cytochromy P450),
flavoproteinovy enzym slouZici jako déli¢ elektronového paru). Dal§imi reduktasami
¢innymi v aktivaci karcinogend jsou xanthin oxidasa (XO) ¢i NADPH: chinon

oxidoreduktasa, tj. DT- diaforasa.
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1.1.3.1. Xanthin oxidasa

Xanthin oxidasa (XO) je flavoproteinovy enzym, na kterém probihd lokélni
elektronovy transport. Jejim ukolem je oxidovat hypoxanthin na xanthin (viz obr. 7) a
ten dale redukovat na kyselinu mocovou. Tento enzym se u savcil vyskytuje predevsim
v jatrech a stfevni sliznici'®. Jednd se o dimerni protein, obsahujici 2 identické
podjednotky o moldrni hmotnostil30 kDa, kaZda jednotka obsahuje systém pienasejici
elektrony, ktery se skldda z FAD, molybdenového komplexu cyklicky se ménici mezi
oxidagnim stavem +6 a +4 a dvé rizné centra Fe-S'°. Kone¢nym akceptorem elektront
je kyslik, pfeméniovany ddle na peroxid vodiku, ktery je poté piisobenim katalasy
rozloZen na vodu a kyslik'®. Xanthin oxidasa hydroxyluje xanthin na uhliku v pozici 8
(u hypoxanthinu v poloze 2), vnikly produkt se tautomeraci zméni na stabiln€jsi keto-
formu'®. Enol-formu oznalujeme jako mocovou kyselinu, protoZe jeji disocia&ni

konstanta je 5,4.

Q 0
N
HN N\> O HN \>
KN N /_\ O)\N N
H 02 + Hzo H202 H H
hypoxanthin xanthin

Obr. 7: Oxidace hypoxanthinu na xanthin, substrdt xanthin oxidasy

Experimenty se sloueninami znatenymi 'O prokazaly, Ze kyslikovy atom
oxoskupiny na uhliku v poloze 8 mocové kyseliny pochézi z H,O, zatimco kyslikovy
atom H,0, pochizi z 02'6.

Piedpokladany mechanizmus tG¢inku xanthin oxidasyz’16 zobrazuje obr. 8, str. 19.
Probiha takto:

1. Atak xanthinu v poloze 8 enzymatickym nukleofilem.

2. Vodikovy atom v poloze 8 je eliminovan v podobé hydridového iontu,

reagujictho s Mo®* komplexem redukujictho molybden na Mo**.

3. Enzymovy nukleofil je uvolnén ptisobenim vody za vzniku mocové kyseliny.
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V dal§im kroku se enzym reoxiduje do stavu Mo® reakci s molekulovym
kyslikem.

Cely proces je zatim nedokonale prostudovdn, meéfeni EPR (elektronova
paramagnetickd rezonance) naznacuji, Ze elektrony jsou z Mo(IV) protlaCoviny
do dal§ich redoxnich center enzymu a jednosmérné piechazeji z flavinu na kyslik
za vzniku peroxidu vodiku a regenerovaného enzymu'6.

Redukce substratu xanthin oxidasou probihd v aerobnim prostfedi. Za urcitych
podminek, naptfiklad pfi karcinogennim procesu, mizZe k této redukci dochdzet i

v anaerobnim prostfedi. Uvolnéné elektrony se pak misto na kyslik pfenesou na jiny

substrat. Tim mtZe dojit k redukci cizorodé latky, napf. o-nitroanisolu’.

Mo(VI) 0 Mo(VI)
oxidovana forma H /4
N H

8>—H )\ N%_X_E

-X-E

] . enzymovy nukleofil
xanthin (substrat)

H,e
Mo(IV)-H v
redukovana Mo(IV)-H
redukovana forma
N
HN
L L=
o~ N ';', + H
H H

mocova kyselina

Obr. 8: Mechanizmus ucinku XO. Redukovany enzym je ndsledné reoxidovdin

molekulou O; za vzniku H 2022’16.
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1.1.3.2. DT- diaforasa

NAD(P)H: chinon oxidoreduktasa ¢ili DT- diaforasa je flavoproteinovy enzym
obsaZeny v cytoplazmé. Katalyzuje dvouelektronové redukce chinonii a chinoidnich
slou¢enin (viz obr. 9), napf. menadionu (vitamin K3) na hydrochinony, jako donor
elektronii vyuziva NADH nebo NADPH'. Touto reakci se pedchazi jednoelektronové
redukci chinont jinymi chinon reduktasami, jednoelektronova redukce by vyustila ve
tvorbu reaktivnich forem kysliku'’. V lidském genomu se objevuji dva geny (NQOI,
NQO2) kédujici tento enzym'”. Dalsi gen (NQO3) se vyskytuje v eubakteriich, a ten se
patrné jesté déli na dvé podrodiny, vyskytujici se v houbdch (NQO4) a archaebakteriich
(NQO5)". DT- diaforasa je homodimerni enzym, kaZdé z aktivnich center obsahuje
jednu prostetickou skupinu FAD'. Kromé chinonti redukuje tento enzym také

nizkomolekuldrni xenobiotika, napf. nitroslougeniny ¢ azobarviva'.

0] o’ OH
CH, . . CH4 . . CHy
e _
R R
OH OH
chinoidni substrat semichinonova forma hydrochinonova forma

Obr. 9: Schéma redukce chinoidniho substrdtu, napr. menadionu (vitamin K3)

DT- diaforasou pres semichinonovou formu (radikdlovou formu)

Aktivita DT- diaforasy byva zvySena v nddorovych burikdch'. Byva aktivngjsi
za anaerobnich podminek, coZ je typické pro nadorové bur'lky'. Chinoidni slou¢eniny,
které mohou vznikat napf. biotransformaci benzenu se mohou kovalentné vdazat

na nukleové kyseliny nebo proteiny'.
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2. Cil prace

Cilem této priace je nejen shrnuti dosavadnich poznatki o biotransformaci dvou
potencidlnich lidskych karcinogenii o-nitroanisolu (0-NA) a o-anisidinu (0-A), ale
indvrh feSeni a vysvétleni n€kterych neobjasnénych otazek, které se vyskytly pfi
studiu biotransformace o-anisidinu. o-Nitroanisol zmifiujeme zejména kvuli jeho
spojitosti s o-anisidinem; o-anisidin je produktem redukce o-nitroanisolu xanthin
oxidasou a DT-diaforasou.

Dosud byly uspokojivé vysvétleny mechanismy biotransformace o-nitroanisolu,
jak cytochromy P450, tak reduktasami. Zndme i produkty a mechanismy pfemény o-
anisidinu peroxidasami a tyto tfi biochemické drahy lze povaZovat za uspokojivé
prostudované. PotiZe vSak nastdvaji u posledni drdhy, a sice pfemény o-anisidinu
cytochromy P450, kde dochazi k rozpadu findlnich produkti, které jsou timto Spatné
detekovatelné a lze je téZ obtiZzné kvantifikovat. Touto problematikou se bude zabyvat
kapitola ¢tvrta, kterd nabidne teoreticky rozbor ndvrhu feSeni detekce vyznamného

produktu oxidace o-anisidinu cytochromy P450, N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu.
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3. Shrnuti dosavadnich poznatki o biotransformaci potencialnich

lidskych karcinogeni o-nitroanisolu a o-anisidinu

3.1. Aromatické dusikaté slouceniny

Aromatické dusikaté slouceniny jsou potencidlné toxické nebo karcinogenni latky,
které predstavuji mozné riziko pro lidskou populaci'®'*?. Jedna se o velmi roziifené
polutanty, které se vyskytuji na pracovistich v chemickém primyslu, jsou obsaZeny
ve vyfukovych plynech aut apod.”’. Mezi aromatické dusikaté sloudeniny fadime
arylaminy a nitroareny, které jsou vyznamnymi intermediaty vznikajicimi v chemickém
primyslu p¥i vyrob& azobarviv, pigmenti, pesticida &i plasta®?.

Vroce 1993 doSlo ve spolecnosti Hoechst v Némecku k rozsahlému uniku o-
nitroanisolu (prekurzor pfi syntéze o-anisidinu, ktery se pouZivd k vyrobé mnoha
azobarviv’?) a nasledné kontaminaci prostfedi lokélntho i regiondlniho charakteru.
Usuzuje se, Ze pravé v disledku této havarie se u déti Zijicich v okoli této oblasti
vyskytly rizné dermatologické potiZe a u hasi¢l, kteti se tcastnili zachranné akce,
doslo k jedno- &i dvoufetdzcovym zlomim v jejich DNA'®.

Biotransformace arylamini a nitroarend, N-oxidace aminoskupiny (-NH;) a
redukce nitroskupiny (NO,), kterd vede k N-hydroxyarylaminim, jsou zdsadnimi
reakcemi z hlediska zkoumdni toxickych vlastnosti t&chto latek®*. Nitroareny jsou
redukovany mikroorganismy v zaZivacim traktu, nebo pfeménovany reduktasami ¢i
aldehyd-dehydrogenasami v hepatocytech na nitrosoareny a N—hydroxyarylaminy24.
N-hydroxyarylaminy mohou byt pozdé€ji metabolizovdny na N-sulfonoxyarylaminy,
N-acetoxyarylaminy ¢i N-hydroxyarylamin N-glukuronid'®**, Konjugat
N-hydroxyarylaminu se v kyselém prostfedi rozpadd na nitreniovy iont ktery muize
s DNA tvofit kovalentni adukty®. Tyto vysoce reaktivni intermediaty zodpovidaji

za genotoxickou a cytotoxickou aktivitu téchto latek'8*.
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N02 NH2
O—CH, O—CHs

o-nitroanisol o-anisidin
Obr. 10: Vzorce o-nitroanisolu a o- anisidinu

Aromatické dusikaté slouceniny, kterymi se tato prace zabyv4, jsou o-nitroanisol
(2-methoxynitrobenzen) a o-anisidin (2-methoxyanilin), pfi¢emZ o- znai pozici
substituentu na benzenovém jadrte, tj. ortho-, viz obr. 10. Ob¢ tyto chemické latky
vykazuji silnou karcinogenni aktivitu, ktera zptisobuje tvorbu malignich bunék zejména
v mo¢ovém méchyfi, a niZ§im rozsahu ve slezing, jatrech a ledvindch potkand a

v 7.

my3i2'?2% Obé latky téZ zpisobuji anémii, kterd se projevuje zvyienou hladinou
methemoglobinu a rychlejsi destrukci erytrocyta®®?.

Pozornost fady védct pritdhly dané slouceniny pro své zdéanlivé rozporuplné
projevy v testech in vivo a in vitro. Vime, Ze se jedna o latky siln€ karcinogenni pro

hlodavce (a téZ lidské potencialni karcinogeny)'9‘2°

, pfesto se v testech na mutagenitu se
Salmonella typhimurium*>* projevuji jen velmi slabé& a vykazuji téZ jen slabou aktivitu
v cytogenetickych testech”?°. Tento rozpor je zpusoben faktem, Ze u vétSiny dusikatych
slou¢enin uhlovodikld se jejich genotoxickd aktivita projevi aZ jejich metabolickou
pieménou’®. V piipadé aromatickych nitroslougenin uhlovodikii (zde o-nitroanisol) je
tieba k jejich aktivaci redukce nitroskupiny reduktasami’® a v pfipadé aromatickych
amint hraji dileZitou roli peroxidasy27. Pti provadéni vySe uvedenych in vitro testl

vSak tento fakt nebyl jeSt€ zcela zfejmy a aktivace reduktasami, resp. peroxidasami, se

nezohlednila.

3.1.1. o-Nitroanisol

Jak uZ bylo zminéno, o-nitroanisol (2-methoxynitrobenzen) se ptedev§im pouziva
jako prekurzor pfi prumyslové vyrobé o-anisidinu®"?. Organismus vystaveny tomuto
xenobiotiku se snaZi tuto latku nejprve pfemeénit na vice polarni, aby bylo mozné ji

eliminovat z bun¢k a nédsledné vyloucit ven. VétSina nitroarend se v organismu muizZe
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redukovat cytosolickymi reduktasami, kupiikladu xanthin oxidasou nebo DT-
diaforasou, nebo muize dojit k oxidaci cytochromy P450. o-Nitroanisol se pfevazné
biotransformuje oxida¢ni demethylaci na atomu kysliku (O-demethylace) in vivo na 2-
nitrofenol, ktery se objevuje vmoci jako sulfatovy konjugétzg; tato cesta je
detoxika¢ni'®. Druhym, minoritnim zpiisobem metabolické piemény tohoto xenobiotika,

18,28

je jeho redukce na o-anisidin . Pfi vysokych dévkach vSak miZe prvni cesta

biotransformace dosdhnout saturace a muiZe se zalit vytvafet vétSi mnoZstvi o-

anisidinu'®*?. Tato metabolicka cesta je cestou aktivace o-nitroanisolu'%,

3.1.1.1. Metabolismus o-nitroanisolu cytochromy P450

Biotransformace o-nitroanisolu cytochromy P450 je detoxika¢ni metabolickou
drahou'®. Ke zjiiténi, jaké metabolity jsou touto biotransformaci produkovany, byly
pfi experimentech pouZity mikrosomélni vzorky jaternich bunék (hepatocyti) lidskych
i laboratornich zvitat (krélik, potkan). Cilem experimentu bylo zjistit, jaké metabolity
jsou produkovdany a zaroven, jaké konkrétni izoformy cytochromi P450
se na biotransformaci o-nitroanisolu podileji 18,

Po inkubaci vzorkl hepatickych mikrosomt v pfitomnosti NADPH byly za pouZziti
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) identifikovany tfi produkty, vzniklé
O-demethylaci o-nitroanisolu'® a ptipadnou néslednou hydroxylaci. Jeden =z nich,
minoritni produkt, byl ur€en jako 2,6-dihydroxynitrobenzen (ve vétSim mnoZstvi
vznikal oxidaci lidskymi mikrosomy)'g. Dalsi produkt byl opét dihydroxy deriviatem
nitrobenzenu, jednd se o 2,5—dihydroxynitrobenzenzg. Ten je také prevaZujicim
produktem lidskych mikrosomt. Tfetim produktem je 2-nitrofenol'® (viz obr. 11, str.
26). Tento produkt vznikal ve vétSim mnoZstvi oxidaci o-nitroanisolu potkanimi a
krali¢imi mikrosomyzg.

Nasledujicim zkouménim, které izoenzymy katalyzuji metabolismus o-
nitroanisolu byly zjiStény nésledujici tdaje. Hlavnimi krali¢cimi katalyzatory O-
demethylace o-nitroanisolu jsou cytochromy P450 2E1, 1Al a 2B2 az 2B4'%,
Na nésledné hydroxylaci 2-nitrofenolu na dihydroxybenzen se podili pfedevs§im krali¢i
cytochromy P450 2E1, déle pak 3A6, 2B4 a 1A1'8. Potkanimi efektnimi katalyzétory
O-demethylace o-nitroanisolu na 2-nitrofenol jsou ptfedev§im izoenzymy 2EI1, 2D2 a

2C6, 2B2 a 1A1%°. Zlidskych rekombinantnich cytochromii P450 metabolizujicich

24



o-nitroanisol na 2-nitrofenol, byly efektnimi cytochromy P450 1A1, 2El, 2B6'8, 2C19,
2C9'8, NejefektnéjSim lidskym rekombinantnim cytochromem P450, oxidujicim
o-nitroanisol, byl shled4n cytochrom P450 1A1%. Produkty nésledné hydroxylace
2-nitrofenolu, 2,5-Dihydoxynitrobenzen a 2,6-dihydroxynitrobenzen, vznikly zejména
oxidacf lidskymi cytochromy P450 2E1, 1A, 2B6, 2C19, 3A4%.

V ptipad¢ lidskych jaternich mikrosomti se katalytickd aktivita rdznych
izoenzymil cytochromi P450 (zejména P450 2E1, 1A1 a 2B6) velmi liSila u riznych
hepatickych vzorkl, coZ je ddno vlivem riznych faktord. Mezi tyto faktory fadime
zejména vyZivu, koufeni, uzivanim drog, vliv znecisténého prostiedi, ve kterém jedinec

vvvvv

jedincilg'3 13 Na zakladé& korelaénich studii® bylo vSak prokdzano, Ze o-nitroanisol je
oxidovan v lidskych jatrech pfevazné cytochromem P450 2E1'.

Pomoci uZiti znageni o-nitroanisolu triciem *H a technikou 32P-postlabeling bylo
zjiSténo, Ze nejen za aerobnich, ale ani za anaerobnich podminek nevznikaji
v ptitomnosti lidskych ¢i krali¢ich jaternich mikrosomi a NADPH Zzadné adukty
s DNA'®. Z toho vyplyva jiZz pfedesland skute¢nost, Ze metabolismus o-nitroanisolu
cytochromy P450 probihd detoxika¢né¢ a nedochazi tudiZz k aktivaci tohoto
xenobiotika'®. Souhrnné je tato draha zndzorn€na na obr. 11, str. 26'%.

Z prezentovanych studif vyplyva, Ze se na oxidaci o-nitroanisolu cytochromy P450
u potkanich a lidskych mikrosomdlnich vzorkt podili obdobné podrodiny cytochromu

(P450 2E1, podrodiny 2D, 2C, 2B, 1A)*°. Proto je moZné povaZovat potkany za vhodny

experimentélni model pro pfedpovidani reakce lidského organismu na o-nitroanisol ™.
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Obr. 11: Schéma metabolismu o-nitroanisolu cytochromy P450 (detoxikacni

drdha), hranaté zdvorky zndzornuji nestabilni meziprodukt
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3.1.1.2. Metabolismus o-nitroanisolu reduktasami

Minoritni metabolickou drdhou biotransformace o-nitroanisolu je jeho redukce na
o-anisidin (2-methoxyanilin), ktery se tvofi v jatrech. Tato redukce nitro skupiny (-NO,)
o-nitroanisolu je aktiva¢nim procesem této latky. o-Nitroanisol je redukovan in vitro
cytosolem jaternich buné€k potkand, kralikd, prasat i cytosolem lidskych hepatocyti.
Majoritnim enzymem redukujicim o-nitroanisol je xanthin oxidasa (XO). K redukci
o-nitroanisolu dochazi také in vivo®®.

o-Nitroanisol vykazuje slabou mutagenitu pii Amesove testu®? (test vyvinuty v 60.
letech 20. stoleti Brucem Amesem, rychly a levny zplsob identifikace mutagenniho
potencidlu chemickych latek)®” se Salmonella typhimurium a nizkou aktivitu
v cytogenetickych testech?. Indukuje slaby narist chromozomaélnich aberaci a vymén
gent mezi sesterskymi chromatidami, ale pouze pfi vysokych koncentracich??®. Piesto
po testech in vivo s laboratornimi zvifaty (potkan, myS) bylo prokdzano, Ze se jednd
o silny karcinogen zptisobujici nddory mocového méchyte, v mensi mife tumory ledvin
atd.”. Vysvétleni rozdilnych vysledki testii in vitro a in vivo spoivé pravdépodobné
ve skute¢nosti, Ze reakéni smés bud neobsahuje Zadny enzymovy biotransformaéni
aparat, nebo obsahuje pouze fragmenty endoplazmatického retikula. Proto pfi testech
in vitro nedochdzelo k aktivaci o-nitroanisolu reduktasami. Pfi testovani in vivo je
laboratorni zvife vystaveno plsobeni dané latky jako celek (méd tedy kompletni
enzymatickou vybavu), a proto se o-nitroanisol jiZ jednozna¢né reduktasami aktivuje.

Ke zjiSténi, zda o-nitroanisol po biotransformaci reduktasami modifikuje DNA,
byly pouZity techniky znaceni této latky triciem *H a **P-postlabeling. V experimentech
byly za anaerobnich podminek pouZity cytosolické vzorky lidskych hepatocytd,
vykazujici obdobnou aktivitu xanthin oxidasy a vysoké aktivity enzymi druhé fize
biotransformace, sulfotransferasy a N,O-acetyltransferasy (SULT a NAT). PouZité
cytosolické vzorky aktivovaly triciem znaceny o-nitroanisol na metabolity vaZici se na
DNA®. Tyto vazby byly zanedbatelné, kdyZ byl z inkubované smeési vyjmut cytosol
nebo hypoxanthin (substrat xanthin oxidasy). Pfitomnost kofaktoru sulfotransferasy,
PAPS (3‘-fosfoadenosin-5°-fosfosulfat), zvysila ¢etnost vazeb zna¢eného o-nitroanisolu

na DNA, zatimco pfitomnost kofaktoru N,O-acetyltransferasy, acetyl koenzymu A,

neméla namodifikaci DNA vliv’®. Pomoci modifikace klasické metody 32p.
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postlabeling, ktera odhali i men$i, polarn€;si adukty, bylo zjiSténo, Ze metabolity vzniklé
zZ o-nitroanisolu a kovalentné interagujici s DNA, obsahujici jedno benzenové jadro %,
Béhem enzymatické redukce o-nitroanisolu lidskymi hepatocyty a xanthin
oxidasou vznikl N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin (obr. 12), ktery je velmi reaktivni a
nestabilni®®. Jde o proximalni karcinogen, metabolit o-nitroanisolu, ktery se jako
konjugat v II. fazi biotransformace v kyselém prostiedi mo¢ového méchyte rozpadé a
vznikly nitreniovy iont, nyni jiZ jako ultimdlni karcinogen, zplsobuje modifikaci DNA
v tomto orgénu26’38. Druhym metabolitem vzniklym redukci nitroskupiny o-nitroanisolu
je o-anisidin. Bylo také zji§téno, Ze adukty o-nitroanisolu na DNA znacené metodou

32P—postlabeling byly stabilni za alkalického pH26.

NHOH
OCHj

Obr. 12: N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin

Dal8i zkoumani bylo zaméfeno na zji§tovéani, zda o-nitroanisol tvofi téZ adukty
s DNA in vivo, k ¢emuZ byli pouZiti potkani jedinci. DNA-adukty o-nitroanisolu, které
byly podobné tém, které se vytvotily in vitro, byly nalezeny v cilovém orginu
karcinogenniho pisobeni tohoto xenobiotika, tj. v moovém meéchyti, a dale také
v jatrech, ledvindch a slezin€. V téchto organech zpisobuje neoplastické zmény26.
Naopak tyto adukty nebyly nalezeny v plicich, srdci, ani mozku potkanﬁ26.

o-Nitroanisol se do lidského organismu miiZze dostat ptedeviim vdechnutim,
respira¢nimi cestami. Epitelidlni buiiky plic jsou prvnimi obrannymi liniemi branicimi
se tomuto xenobiotiku. Dochdzi v nich k expresi sulfotransferas, které katalyzuji
konjugaci N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu s aktivnim sulfitem®®, a jak jiz bylo vyse
uvedeno, nitreniovy iont vznikly rozpadem tohoto konjugitu je zodpovédny

za modifikaci DNA,
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Obr. 13: Schéma metabolismu o-nitroanisolu reduktasou; XO- xanthin oxidasa,;

hranaté zdvorky oznacuji nestabilni produkt
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Redukci o-nitroanisolu vznikaji u potkant i u lidi stejné produkty, tato litka je
u obou druhi redukovana totoZnym enzymatickym systémem26. Je-1i tedy o-nitroanisol
karcinogenni pro potkany, existuje vysoké riziko, Ze je karcinogenni i pro lidi.

V experimentech s dal§imi Zivo¢iSnymi druhy se sledovala aktivita jesté jedné
reduktasy, a sice DT-diaforasy (NAD(P)H: chinon oxidoreduktasa). Zatimco xanthin
oxidasa redukuje o-nitroanisol u vétSiny Zivocichii vyuzitych v experimentu, pfedevsim
u lidi a potkanti, DT-diaforasa se aktivné podili na redukci o-nitroanisolu také
v krali¢im a prase¢im cytosolu”. Zda se, ze DT-diaforasa je jakymsi pfidavnym
enzymem, podilejicim se na metabolismu tohoto xenobiotika u kréiliki a prasat39.
Aktivity xanthin oxidasy a DT-diaforasy se li§i mezi riznymi lidskymi jedinci. To je
zpisobeno mnoha faktory, jako jsou uzZivani drog, koufeni, polutanty obsaZené
v prostedi a geneticky polymorfismus®’.

o-Nitroanisol byl shleddn genotoxickym karcinogenem, jeho biotransformace
reduktasami zd4 se byt drahou aktiva¢ni. Derivaty, které se jeho biotransformaci tvofi,
jsou schopny ataku DNA a tvorby adukti s deoxyguanosinem26.

Obecné schéma aktivaéni drahy o-nitroanisolu reduktasou (zde xanthin oxidasou)

je zndzornéno na obr. 13, str. 29.

3.1.2. 0-Anisidin

o-Anisidin (2-methoxyanilin) je pouZivan jako intermediit pfi vyrobé azobarviv a
pigmentﬁ“‘zz. Tato latka je karcinogenni, vyvoldvd nddory moc¢ového méchyte mysi a
potkant a je i potencialnim lidskym karcinogenem™*"*°, Kromé karcinogennich G&inkt
vykazuje o-anisidin také vysokou toxicitu, zpisobuje hematologické zmény, anémii a
nefrotoxicitu®?”*. V Amesové testu se Salmonella typhimurium vykazuje mutagenni
zmény25‘40.

Biotransformace o-anisidinu probiha hydroxyla¢nimi reakcemi katalyzovanymi
cytochromy P450%'*'*?, Majoritnim produktem oxidace tohoto karcinogenu cytochromy

21,41,42

P450 je derivat N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin Efektivnéji vSak probiha

oxidace o-anisidinu jednoelektronovymi redikalovymi reakcemi napt. laktoperoxidasou,

kienovou peroxidasou a prostaglandin H syntasou®"*'.
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3.1.2.1. Metabolismus o-anisidinu peroxidasami

Pti experimentech, zabyvajicimi se oxidaci o-anisidinu peroxidasami in vitro, byly
pouZity tfi typy peroxidas: prostaglandin H syntasa (PHS), ktera je hlavnim enzymem
obsazenym v mocovém meéchyii (byla ziskdna z beranich semennych vacki),
laktoperoxidasa, jako modelovad peroxidasa savci (je obsaZena v mléce a mlécnych
#14zé4ch) a kfenova peroxidasa (HRP)?. Vyhodnoceni vysledkd bylo provadéno pomoci
metod vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC), hmotnostni spektrometrie,
tenkovstvé chromatografie; zda-li vznikaji kovalentni adukty s DNA bylo zkouméno
metodou * 2P-postlabeling a metodou vyuZivajici o-anisidin znageny ['*C]

Jednim z cili experimentu bylo zjistit, zda je o-anisidin vhodnym substratem pro
prostaglandin H syntasu. Cyklooxygenasova aktivita prostaglandin H syntasy spoc¢iva
v zabudovani molekularnitho kysliku do molekuly kyseliny arachidonové, produktem
této reakce je prostaglandin G2’ Ten je poté redukovédn peroxidasovou aktivitou
enzymu na prostaglandin H,, pfi¢emZ dojde k oxidaci substratu’”*. Spotfeba kysliku
slouzi ke sledovani aktivity prostaglandin H syntasy““‘s. JelikoZ spotieba kysliku
vzrostla pfiddnim o-anisidinu do reak¢ni smeési, bylo prokdzano, Ze o-anisidin je
substratem pro prostaglandin H syntasu27. Biotransformace o-anisidinu timto enzymem
vSak neni tak efektivni jako biotransformace této latky laktoperoxidasou ¢i kfenovou
peroxidasou”.

Béhem reakce o-anisidinu s peroxidasami vznikaji jak stabilni, tak i nestabilni
produkty. Stabilnim produktem je azo dimer, nestabilnimi jsou diimin a chinon imin®’.
Dale jesté vznik4 metabolit, o kterém vime, Ze obsahuje tfi methoxybenzenové cykly27.
Zjistilo se, Ze z produktl peroxidasové reakce se pouze diimin muiZe kovalentné vazat
na nukleové kyseliny27. Schéma peroxidasové reakce o-anisidinu je znidzornéno na obr.
14, str. 32.

Dale bylo zjisténo, Ze kienova peroxidasa je nejefektivnéjsi v pfeméné o-anisidinu
na metabolity, které se vdZou na nukleové kyseliny27. Nasleduji ji laktoperoxidasa a
prostaglandin H syntasa27. Obé savéi peroxidasy byly v piitomnosti kyseliny
arachidonové nebo peroxidu vodiku schopné aktivovat o-anisidin znaleny ['‘C]
na metabolity vaZici se na DNA ¢i tRNA?". P¥idavek indomethacinu (inhibitor aktivity
PHS) nebo nedostatek kyseliny arachidonové ve smési zpiisobil inhibici vazby produktii

reakce o-anisidinu s prostaglandin H syntasou na nukleové kyseliny?’. Nedostatek
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peroxidu vodiku rovnéZ zplsobil sniZeni vazby produktd biotransformace

laktoperoxidasou ¢ kienovou peroxidasou na DNA &i tRNA?.

NH, NH,
OCH, HRP, PHS, laktoperoxidasa % _OCHj,
N
N\
N
azo dimer
H5CO
H5;CO NH
kovalentni %j @
adukty 74
s DNA < N
H3;CO
diimin izomer diiminu metabolit obsahuijici

3 methoxybenzenova jadra
NHj3 o NH;3

74 N/ o)
.

chinon imin izomer chinon iminu

Obr.14: Schéma predpoklddané metabolické drdhy oxidace o-anisidinu

peroxidasami in vitro?’, HRP — kfenovd peroxidasa, PHS — prostaglandin H syntasa



Pii experimentu se také zjiSt'ovalo, které deoxyribonukleotidy jsou cilem vazby
ultimalniho karcinogenu diiminu. VySlo najevo, Ze majoritnimi adukty DNA jsou
adukty deoxyguanosinu”.

Vsechny tfi uvedené peroxidasy oxidovaly o-anisidin in vitro radikdlovym
mechanismem. Vznikajici radikaly nejsou pravdépodobné ptimo zodpovédné za vazbu
na DNA*, nicméng produkce téchto radikélii pti peroxidasové reakci mtze byt dalSim
vyznamnym faktorem nejen v promocni, ale i progresni fazi karcinogenezez. Oxidace o-
anisidinu peroxidasami byla shleddna aktivaéni reakci, pfi niZ vznikaji genotoxické

produkty, véZici se na nukleofily, véetné DNA?.

3.1.2.2. Metabolismus o-anisidinu cytochromy P450

Cilem experimenti zkoumajicich oxidaci o-anisidinu cytochromy P450 bylo
zjistit, které izoenzymy P450 jej metabolizuji nejefektivnéji, jaké produkty vznikaji in
vivo a in vitro a zda jde o aktiva¢ni drdhu. Dale se experimenty zaméfily na zjistovani,
zda se v cilovych organech karcinogennihopiisobeni tvoii kovalentni adukty
s nukleovymi kyselinami. Pouzité mikrosomalni vzorky jaterni tkan€ pochazely nejen
od laboratornich zvitat - kralikid a potkani, ale téZ od lidskych darcu.

Po inkubaci o-anisidinu s krali¢imi a potkanimi mikrosomy v ptitomnosti NADPH
byly pomoci tenkovstvé chromatografie rozezniny tfi metabolity o-anisidinu, jeden
majoritni a dva minoritni*'. Pomoci hmotnostni spektrometrie byl majoritni produkt
vyhodnocen jako N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin (obr. 12, st. 28)*'. Poté byla reakéni
smés analyzovéna pomoci HPLC, kterd odhalila dva metabolity”'. Ani jeden z nich viak
nekorespondoval s piivodnim N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminem, coZ mohlo byt
zplsobeno oxidaci pavodniho nestabilniho produktu N-(2-
methoxyfenyl)hydroxylaminu mikrosomalnimi enzymyzl. Kdyz byl tento experiment
provadén s lidskymi jaternimi mikrosomy v modifikovanych podminkach, a sice s niZsi
koncentraci o-anisidinu, bylo mozné identifikovat N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin®*'.
U experimentu se zvitecimi vzorky doplilujici vysledky ukazaly, Ze dva vzniklé
neurené produkty jsou metabolity N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu, pfi¢emZ mezi
témito dvéma metabolity dochézi k urcité konverzi’'. Zvyseni tvorby jednoho produktu
je totiZ provédzeno sniZenim obsahu produktu druhého ve smési. V této souvislosti byla

diskutovdna mozZnost cyklické oxidacné-redukéni reakce?'. V prvnim kroku je
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o-anisidin oxidovdn na N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin a tento produkt je dale
enzymaticky anebo spontinnimi reakcemi pfeméfovan na dva dal§i metabolity a
soutasné také redukovan zpét na o-anisidin®', coz zpusobuje obtiZznou kvantifikaci
produktii metabolismu o-anisidinu a to hlavné N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu touto
metabolickou drahou. Tato problematika bude déle diskutovéna v kapitole ¢. 4.

Zminény oxida¢ni produkt o-anisidinu, N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin, je
velmi reaktivni metabolit, ktery se snadno rozpada na karbeniovy nebo nitreniovy ion*.
Tyto ionty jsou schopné tvorby kovalentnich adukti sDNA, piesnéji
s deoxyguanosinem in vitro*'. Oba  zminéné ionty jsou vSak schopny tvorby
kovalentnich aduktd také in vivo, coZ bylo prokdzidno experimenty s potkany
vystavenymi puisobeni o-ansidinu*'. V cilovém organu karcinogenniho uc€inku, tedy
v mo¢ovém meéchyfti, byly identifikoviny stejné DNA adukty jako pfi vySe zminénych
experimentech in vitro*'.

Dal3i experimenty se zaméfily na studium cyklické oxida¢né-redukéni reakce o-
anisidinu (viz vySe) a pfinesly zji$téni, Ze N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin muze byt
dale jesté oxidovan na o-nitrosoanisol anebo redukovéan na pivodni o-anisidin*’. Ten se
muZe dile oxidovat, pfi¢emZ vznikne o-aminofenol® (viz kapitola 3.1.3.), za
sou¢asného uvolnéni formaldehydu (dle Wiliamse a Smithe)*****’. O formaldehydu je
znamo, Ze modifikuje DNA, je mutagenni a karcinogenni v testech s laboratornimi
zvﬁaty48. Dle Mezindrodni Agentury pro vyzkum rakoviny (International Agency for
Research in Cancer, IARC) je také lidskym karcinogenem“. Schéma celkového
metabolismu o-anisidinu cytochromy P450 je zndzorn€no na obr. 15, str. 35.

Ke zjiSténi, které izoenzymy cytochromu P450 oxiduji o-anisidin, byly pouZity
rekonstituované potkani a kréli¢i cytochromy P450 (rekonstituovany s NADPH:P450
reduktasou a lipidovou sloZkou). Zd4 se vSak, Ze o-anisidin je promiskuitnim substratem
cytochromti P450*, jelikoZ je oxidovén Sirokou $kélou jeho izoenzymi. Aktivni v této
reakci byly zejména cytochromy P450 podrodin 1A, 2B, 2E a 3A%.. Nejefektivnéjsimi
cytochromy v oxidaci tohoto substratu byly krali¢i cytochromy P450 2E1%'.

Experimenty se vzorky lidskych hepatocytii ukazaly, Ze cytochrom P450 2E1 je
pravdépodobné nejefektivnéjsi v oxidaci o-anisidinu na jeho produkty‘“. Byly-li pouzity
lidské rekombinantni cytochromy P450, ukédzalo se, Ze nejefektivnéj$imi izoenzymy
cytochromu P450 v oxidaci o-anisidinu byly 1A2, 2B6 a 2E1*'. V men$im rozsahu
oxidovaly tento substrat izoenzymy 1Al, 2A6, 2D6 a 3A4*!. Aktivace o-anisidinu
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lidskymi hepatocyty je obdobna i u potkant; adukty s DNA, které vznikly aktivaci
lidskymi cytochromy P450 jsou prokazatelné tytéz, jako ty, které vznikly v potkanech
exponovanych o-anisidinem in vivo®'. Zda se tedy, Ze potkan je vhodny modelovy

organismus pro studium a predikci karcinogenniho chovani o-anisidinu u lidi.

+

NO NH NH,
©/OCH3 | | o O OCHg
o-nitrosoanisol nitreniovy ion karbeniovy ion

OoX.
NH,
NHOH /
OCHz .

N-hydroxylace OCH3
- -y ——— ) adukty s dG

red.

o-anisidin
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin

P 450
O-demethylace
HCHO P 450
C-hydroxylace

NH,
OH
[ NHOH i
. OCHQ-OH
o-aminofenol
red. B NHOH 7]
O-demethylace
OH

HCHO

Obr. 15: Schéma celkového metabolismu o-anisidinu® a jeho moiné cyklické
premény na N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin; dG znaci deoxyguanosin, red. = redukce,
ox. = oxidace, HCHO = formaldehyd
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3.1.3. o-Aminofenol

Jednim z produktii oxidace o-anisidinu cytochromy P450 je i o-aminofenol (viz
obr. 15, str. 35). O o-aminofenolu je zndmo, Ze v lidském téle zpisobuje
methemoglobinémiiso. Jeho intravenosni poddani ma za néasledek prudkou oxidaci
hemoglobinu v erythrocytech50 a déle byla zjiSténa jeho rychld schopnost redukovat
methemoglobinso. Béhem experimentd s lidskym hemoglobinem se projevily
oxidoredukéni vlastnosti o-aminofenolu®'. Ukazalo se, Ze tato latka pfi inkubaci
s lidskymi erythrocyty je schopna nejprve oxidovat intracelulami oxyhemoglobin
na methemoglobin a poté redukovat methemoglobin zpét na oxyhemoglobin5 ! (tato
skute¢nost byla zjiSténa na zdklad¢ zmeén v absorpénim spektru intracelularniho
hemoglobinu5 . o-Aminofenol se povazuje za mutagenni, jelikoZ zpusobuje indukci
vymeén mezi sesterskymi chromatidami v lidskych lymfocytech in vitro a v morku kosti
kiecka Ginského in vivo™. Piestoze nebylo zjiSt€no, Ze by o-aminofenol tvofil
kovalentni adukty s DNA, bylo prokdzino, Ze muZe v ptitomnosti méd’natych iontl
zpusobovat poSkozeni DNA®>, jak bude podrobnéji vysvétleno dale

Schmidt a kolektiv v roce 1973 detekovali o-aminofenol, ktery vznikl dealkylaci
o-anisidinu in vitro potkanimi jaternimi mikrosomy“. Pozdéji Okhuma a Kawanishi
zkoumali o-aminofenol a jeho izomery, p- a m-aminofenol, v prostiedi iontii kovi a
jejich schopnost modifikovat DNA. Tento experiment byl provddén metodou znacenych
5°- konct *°P. Zjistili, 7e o-aminofenol v prostiedi méd’natych iontdi zpasobuje
poSkozeni DNA, nicmén¢ DNA nebyla poSkozena piitomnosti samotného
o-aminofenolu®. Dile o-aminofenol zplisobil mirné naruSeni DNA v pfitomnosti

Zeleznatych ionti>?

. Intenzita poSkozeni DNA byla zavisld na pouZitém mnoZstvi iontd
kovl a délce experimentu53 . Naopak, ptidavek katalasy, methionalu i bathokuproinu
(specificky chelator Cu') inhiboval poskozeni DNA>. o-Aminofenol v prostredi
médnatych iontd modifikoval guanin, nachézejici se na 5™-konci a €asto také cytosin

uprostied sekvence 5°-ACG-3" pouZzitého lidského protoonkogenu53

. Pfi pouziti
denaturované DNA doslo ¢astéji k poruSeni guaninovych a adeninovych zbytki’l53 .

Nyni bude popsdna neenzymatickd pfeména o-aminofenolu za piitomnosti
médnatych iontli. Pfedpokladany mechanizmus plisobeni o-aminofenolu v prostiedi
médnatych iontli na DNA navrhli jiZ zminéni Okhuma a Kawanishi. o-Aminofenol se

v piitomnosti méd’natych iontd oxiduje na o-aminofenoxylovy radikal a déle
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pravdépodobn& podléhi autooxidaci na o-chinon imin®®. B&hem prvni oxidace o-
aminofenolu se redukuji ionty m&di na Cu', dochazi k cyklické redoxni reakci z Cu" na
Cu' a zpét, a zdrover se kyslik redukuje na peroxidovy anionradikél O,>*. Rekombinaci
anionradikali vznik4d peroxid vodiku. DalSi oxidaci o-aminofenoxylového radikalu
vznik4 dal§i peroxid vodiku, ktery tvoii komplex s DNA a ionty m&di DNA-Cu-H,0,>*.
Je znamo, Ze peroxid vodiku reaguje s méd’'nymi ionty za vzniku reaktivnich slou¢enin
kysliku poskozujicich DNA**°7, Také v tomto piipadé tzv. terndrni komplex DNA-
Cu(I)-OOH je ptechodny maélo stabilni komplex, ktery se rozpadé za vzniku reaktivnich
hydroxidovych radikali, reagujicich s DNA>®. Schéma celkového navrhovaného

mechanizmu je uvedeno na obr. 16.

NH, NH, NH
f OH o* 9
_ Cu(ll) Cu()  o-aminofenoxylovy O, 02" o-chinon imin
o-aminofenol
>< radikal
02.- 02
H20,
H,0, /= DNA-Cu(l)-0O0H —= *OH
modifikace DNA

Obr. 16: Navrhovany mechanizmus modifikace DNA indukované o-aminofenolem

v prostiedi ionti médi>, Cu(I)-OOH Jje tzv. terndrni komplex

Vyznam iontd médi v interakci s o-aminofenolem souvisi s faktem, Ze méd’ ma
schopnost katalyzovat produkci reaktivnich forem kysliku a podporovat tak oxidativni
zmény DNA. To umociiuje jesté fakt, Ze se méd’ nachézi v jadie saveich bungk’®**,
Tento poznatek piispivd k predpokladu, 7e zmény DNA jsou zpisobeny produkci

reaktivnich forem kysliku pravé interakci o-aminofenolu s ionty médi>’.
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o-Aminofenol vSak mlze byt také substrdtem enzymatické pifemény
zprostiedkované bud tyrosinasou nebo nékterymi hemovymi peroxidasami. o-
Aminofenol a jeho derivaty podléhaji oxidaci v prostfedi tyrosinasy na o-
chinon iminy®'. Tyrosinasa je monooxygenasa obsahujici m&d’, ktera katalyzuje
hydroxylaci fenoli v poloze ortho a oxidaci o-difenoli na o-chinony62. V prostiedi
kfenové peroxidasy je o-aminofenol oxidovdn na o-aminofenoxylovy radikal z né¢hoz
déle vznika také o-chinon imin, jako v pfipad€ tyrosinasy a neenzymatické pfemény
v pfitomnosti Cu" iontd (viz vy3e). Jako findlni produkt vznikd netoxicky stabilni 2-
amino-3H-fenoxazin-3-on (APX)®’. Vznik takovéto stabilni slou¢eniny se ukazal byt
vyhodny v souvislosti s ¢i§t€énim odpadnich vod, ve kterych se o-aminofenol vyskytuje
jako odpadni primyslovy produl(t64’65 . ZjednoduSeny model oxidace o-aminofenolu® je

uveden na obr. 17.

NH, NH,
H20, (Oy) i
0-AP
NH, NH NH,
bez katalyzatoru
2 o* e fj" + i _OH
NH NH, o-chinon imin o-AP
(o) OH . o o
bez katalyzatoru
2 + 2 + 20 2 4+ 4HO
Z
N NH,
o-chinon imin 0-AP

2-amino-3H-fenoxazin-3-on

Obr. 17: Schématické zndzornéni oxidacnich kroku oxidace o-aminofenolu; HRP-

kfenovd peroxidasa, o0-AP — o-aminofenol, APX - 2-amino-3H-fenoxazin-3-on®
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4. Navrh feSeni a vysvétleni neobjasnénych otiazek ohledné

biotransformace o-nitroanisolu a o-anisidinu

4.1. Problematika detekce N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu p¥i oxidaci

o-anisidinu cytochromy P450

Tato kapitola se bude zabyvat pfedev§im metabolismem o-anisidinu cytochromy
P450, zejména pak problematikou detekce jeho produktu N-(2-methoxyfenyl)-
hydroxylaminu.

N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin se tvofi oxidaci o-anisidinu cytochromy
P450°!41:42 (kapitola 3.1.2.2.) ale také redukci o-nitroanisolu reduktasami (xanthin
oxidasou a DT-diaforasou) v anaerobnim prostfedl’26‘39 (kapitola 3.1.1.2.). V ptipadé
redukéni reakce s detekci produktu problémy nejsou, narozdil od oxidace o-anisidinu
cytochromy P450. N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin pravdépodobné podléha degradaci
v aerobnim prostfedi nebo se tc€astni cyklické redoxni reakce, ¢imZ je zkomplikovdna
kvantifikace tohoto produktu (viz kapitola 3.1.2.2.). V ptipad¢ degradace v aerobnim
prostfedi obsahujicim mikrosomdlni systém vyvstdvd je§t€¢ otdzka, zda rozpad
vznikajiciho produktu o-anisidinu souvisi s plisobenim kysliku nebo aerobné ptlisobicich

enzymi v reakéni smeési.

4.1.1. Navrh feSeni problematické detekce N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu
- Cyklicka redoxni reakce heterocyklickych aromatickych amini a jeji mozZna

analogie s o-anisidinem

Heterocyklické aromatické aminy jsou zde zminény v mozZné souvislosti jejich
chemickych vlastnosti s vlastnostmi o-anisidinu. Zejména je moZna analogie cyklické
redoxni reakce heterocyklickych aromatickych amind pfi metabolismu cytochromy
P450 s cyklickymi oxida¢né-redukénimi reakcemi o-anisidinu (uvedeno v kapitole
3.1.2.2.). To by vysvétlovalo nesnadnou kvantifikaci produktti takového metabolismu.

Heterocyklické aromatické aminy vznikaji jako produkt pyrolytickych reakci,

15,66,67

ku ptikladu pfepalovanim masa béhem jeho smaZeni ¢i také pti koufeni cigarety a
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spousta z nich je potencidlnimi bakteridlnimi mutageny a potencidlnimi lidskymi
karcinogenyl5'67'68‘69. Jsou aktivovany N-oxida¢nimi reakcemi, které jsou katalyzovany
cytochromy P450 1A2 a téZ izoenzymy 1Al a 1B1 na mutagenni ¢i karcinogenni
meziprodukty°7’7°'74.

Skupina Donghaka a Guengeriche se zabyvala zkoumanim pfemény
heterocyklického aromatického aminu 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]chinolinu (IQ)
prostfednictvim cytochromu P450 1A2 a NADPH:P450 reduktasy®’. Byla sledovéna
spotieba NADPH, pfiCemz zdvislost této spotfeby na Case vykazovala sigmoidalni
zavislost. Meziproduktem reakce byl hydroxylamin (IQ-NHOH), jehoZ dalSi oxidaci
vznikl nitroso derivat vychozi latky (IQ-N=0)%". Redukce obou produkti nevyzadovala
pfitomnost cytochromi P450, pouze NADPH:P450 reduktasy, zasouCasné dalsi
spotteby NADPH. Predpokladané schéma tohoto mechanizmu cyklické redoxni reakce

je uvedeno na obr. 18.

+
NADPH NADP’ NADPH NADP
i P 450/ NPZ : P 450/ NPHi
RNH, < RNHOH RN=0
,/NPN NPR
+
NADP NADPH NADP® ~ NADPH

Obr. 18: Obecné schéma cyklické redoxni reakce heterocyklickych aromatickych
amini®; P450 znaci cytochromy P450, NPR = NADPH:P450 reduktasa, R je obecny
heterocyklicky aromaticky zbytek

Kdyby probihala pouze oxidace (v uvedeném schématu smérem doprava), byla by
spoticba NADPH v Case linedrni zdvislosti. Pokud vSak probihd i redukce dle
uvedeného schématu cyklické redoxni reakce, je celkova zdvislost spotfeby na Case
sigmoidalni zavislosti.

Analogicky k uvedenym skute¢nostem mulzZeme navrhnout cyklické redoxni
reakce pfemény o-anisidinu, viz obr. 19, str. 41. Pro dikaz, zda probiha redoxni cyklus
o-anisidinu pfi jeho oxidaci cytochromy P450 navrhovanym mechanizmem by bylo
tteba sledovat zavislost spotieby NADPH v ¢ase. Pokud by tato zavislost byla

sigmoidalni, vyplyvalo by, Ze redoxni cyklus se pifi oxidaci o-anisidinu uplatiuje.
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Bude-li v§ak zavislost linearni, pak k reakci redoxnim cyklem nedochézi, anebo reakce

probihd jinym mechanizmem (bez tcasti NPR).

H, NADPH NADP" NHOH NADPH NADP" NO
f _OCH, QOW | LOCHj,4 P 450/ NPR OCH,4
NADP" NADPH NADP" NADPH
o-anisidin N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin o-nitrosoanisol

Obr. 19: Teoreticky navrhovany mechanizmus cyklické redoxni reakce premény
o-anisidinu v prostfedi NADPH podle analogie s reakci heterocyklickych aromatickych
amini® ; P450 znaci cytochromy P450, NPR = NADPH:P450 reduktasa

4.1.2. Navrh feSeni problematické detekce N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu

- Spektrofotometrické stanoveni

Druhd metoda, kterd by mohla byt kliCovou pro kvantifikaci produktu oxidace
o-anisidinu, N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu, vychdzi ze stanoveni N-hydroxylace
heterocyklickych amin@i, prezentované v praci Kima a Guengeriche””. Jednd se
o citlivou metodu pouZivanou pravé v ptipadé nestabilnich aryl N-hydroxylamim"l75 .

Doposud byla ke kvantifikaci N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu pouZivina
metoda HPLC. Tato metoda je ale zdlouhavé (fddové desitky az stovky minut), pfi¢emz
neni moZné vyvijet soucasné vice paralelnich vzorku ¢i volit podminky, pti kterych se
bude provadét (napt. teplota). Kolorimetrickd metoda, kterou se zabyva tato kapitola, je
méné Casov€ ndro¢né (fddoveé sekundy), umoziiuje provadét soucasné n€kolik reakci a
téZ volit podminky reakce. Zejména diky rychlosti tohoto stanoveni bude mozZné se
pokusit ptedejit degradaci N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu v reakéni smési.

Reakéni smés podle Kima a Guengeriche”® se sklddd z téchto sloZek: 0,1 pM
P450, odpovidajici koncentrace NADPH:P450 reduktasy, 100 mM pufru fosfore¢nanu
draselného o pH 7,4 a systém generujici NADPH, tj. 0,5 mM NADP*, 10 mM glukosa-
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6-fosfatu a 1,0 IU glukosa-6-fosfat dehydrogenasy mL". V systému se ddle nachazi
proménna koncentrace substratu v celkovém objemu 0,5 mL. Tato reakce probiha 10
minut pfi 37°C, poté je reakce zastavena ptidavkem dvou dild dichlormethanu a
produkty reakce jsou extrahovany. Poté je extrakt vysuSen pomoci dusiku. Extrakt je
znovu rozpustén ptidinim 200 pL Batho roztoku (sloZeni: 40 mM octanu sodného, 60
mM kyseliny octové, 20% ni vodou saturovany pentyl ethanodt, 1 mM 4,7-difenyl-
1,10-fenantrolinu, 0,4 mM chloridu Zelezitého). Po 3 minutich je barevni reakce
ukoncena piidavkem kyseliny fosfore¢né a ihned je méfena absorbance pii 535 nm”.
Principem této metody je redukce Zelezitych Fe®* iontd N-(2-
methoxyfenyl)hydroxylaminem, pfi¢emz jeden ekvivalent N-(2-
methohyfenyl)hydroxylaminu pfipadd na redukci dvou ekvivalenti Zelezitych
kationtii”. Zeleznaté ionty pak tvofi barevny komplex s 4,7-difenyl-1,10-fenantrolinem.
Absorpéni maximum vzniklého komplexu je pfi vilnové délce 535 nm a extinkéni

koeficient €535 = 39200 M em™.

5. Zavér

Piedklddana prace je reSerSi dosavadnich vysledkt védeckych badani, tykajicich
se potencidlnich lidskych karcinogent o-nitroanisolu a o-anisidinu (schéma souhrnného
metabolismu obou latek viz obr. 20, str. 44).

1) o-Nitroanisol je oxidovdan cytochromy P450, tato biotransformace je
detoxika¢ni. = Vznikd  2,5-dihydroxynitrobenzen, 2,6-dihydroxynitrobenzen a
2-nitrofenol.

2) o-Nitroanisol je anaerobné redukovan reduktasami XO a DT-diaforasou, tato
drdha je aktivaCni, produktem je N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin, ktery tvoii
kovalentni adukty s dG.

3) o-Anisidin je metabolizovan peroxidasami HRP, PHS a laktoperoxidasou, drdha
je aktivac¢ni, produkt diimin je schopen modifikace DNA. Radikaly o-anisidinu zasahuji

do promoc¢ni a progresni faze karcinogenese.

42



4) o-Anisidin je oxidovdn cytochromy P450, aktivaéni drdha, vznik
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin, ktery tvoii kovalentni adukty s dG. TéZ vznika
o-aminofenol.

5) o-Aminofenol je neenzymatickou cestou oxidovdn ionty médi na
o-aminofenoxylovy radikédl, a ten dale na o-chinon imin; zéroven se tvofi reaktivni
formy kysliku zplsobujici poskozeni DNA. Enzymaticky je o-aminofenol pfeménovan
peroxidasami nebo tyrosinasou na o-chinon imin. Nésledna pfeména na stabilni produkt

2-amino3H-fenoxazin3-on (APX) ziejmé neni enzymaticky katalyzovana.

Tato préce také predklada teoreticky navrh moZného feSeni problematické detekce
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu jako produktu oxidace o-anisidinu cytochromy
P450:

1) Ovéfeni, zda na aminoskupiné neprobiha redoxni cyklus - meéfeni spotieby
NADPH v ¢ase pfi oxidaci o-anisidinu cytochromy P450.

2) Rychlé spektrofotometrické stanoveni N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu.

43



@M
red, anaer.
P 450 \ aduidy s 40

NO
NO, ©/°°“’
©/O\/OH NH' NH,
o ©/OCH; A ocu,

red, anaeq |p 450 Karbeniovy ion
HCHO

o /NHOH )

nitreniovy ion
HCHO o
NO, ©/0CHJ P 4s0 f ,OCH,-OH t ﬁ:(

{
2 -nitrofenol red. \

red, an7/
P 450, P 450 P 450
HCHO NH,
/ \ NH, N, oo ‘g’ -
OCi
NOs NG, H P 450
HO. OH OH
HO o-anisidin 0!‘1
NH,'.
2,6- 25 HRP, PHS, laktoperoxidasa He NH
| = X
(o}

OCH, / o-chinon imin
aro dimer 13CO N NH,
HCQ  NM o o
d APX
ocH
e N »

adukty s DNA ¢———— b
H ,co—<‘ > NH Q . :

H
diimin 5C
HyCO

romer dilminu metaboit

A e tusele
] j\m

(o

R

chinon imin tromer chinon iminu
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