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ABSTRAKT

Aristolochové kyseliny (AA) jsou latky obsazené ostlinach celedi
podrazcovitych Aristolochiaceag Tyto rostliny jsou jiz od star@ku pouzivany v tradni
lidové medici®g k Ié¢eni mnoha roztinych chorob. Jsou sice znamy protigiaé Gcinky
aristolochovych kyselin, nicméntyto alkaloidy jsou prokazatelnymi mutageny a
karcinogeny. Navzdory tomuto faktu jsou vytazkytlios¢eledi podrazcovitych nadéale
uzivany v léitelstvi.

Aristolochové kyseliny prokazatelrepisobuji onemoacini nazyvané nefropatie
vyvoland aristolochovymi kyselinami (Aristolochiccl Nephropathy, AAN), five
znamou jako nefropatie vyvovolandnskymi bylinami (Chinese Herbs Nephropathy,
CHN), ktera kowi uplnym selhanim funkce ledvin. Pozdni komplikietioto onemoani
je také vyvoj naddr v urothelialni tkani paciefit AA totiz mohou vytvéet s DNA stabilni
kovalentni adukty, které se vyzngi dlouhodobou persistenci. Tvorbé&chto aduki
nasledg vede ke vzniku unikatni mutace v tumorovém supmson genyp53 (AT—-TA
transversni mutace) iniciujici nadorové procesy.

| dalSi onemoctni, balkanskd endemickd nefropatie (BEN), je spajav
s pisobenim AA. V tomto fipact ovSem je bran v potaz i vliv ostatni¢hitelt, nag.
mykotoxini (ochratoxin A). Nicmé# s vysokou prawipodobnosti se na vyvoji tohoto
onemockni podileji gedevsim AA. Toto tvrzeni podporuje i shoda v nabzaduki AA
s DNA v tkanich pacieittrpicich AAN a BEN a dale pak vyskyt vySe uvedeméatni
mutace v genp53

V organismu podléhaji AA akti¢ai a detoxikani (oxida&ni) pfemené na
aristolaktamy. Na aktivaich reakcich se podilejitgdevsim jaterni a renalni enzymy:
cytochromy P450, cyklooxygenasa, NADPH:cytochrorb@Pdxidoreduktasa a NAD(P)H:
chinon oxidoreduktasa. Na detoxikéch reakcich pak participuji zejména cytochromy
P450 1A1 a 1A2.

Kli ¢ova slova: aristolochova kyselina, nefropatie vyvolana at@tbovymi kyselinami,
nefropatie vyvolan&inskymi bylinami, balkanska endemicka nefropatie,

urothelialni rakovina, Aristolochiaceae



ABSTRACT

Aristolochic acids (AA) are alkaloids contained phant species of the family
AristolochiaceaeThese plants are used since antiquity in traifionedicine to treatment
of many varied diseases. There are known antismfiatory effects of these compounds,
however these alkaloids exhibit mutagenic and nagenic properties. Despite of this
fact, plant extracts AA are still used in traditbmedicine, e.g. in China, India, Taiwan.

Aristolochic acids are proven to be the cause séake designated Aristolochic
Acid Nephropathy (AAN, theretofore known as Chinetbs Nephropathy (CHN). This
unusual nephropathy leads to a total renal faillihe late complication of this disease is
the development of tumours in urothelial tissugatients. AA can form persistent stable
covalent DNA adducts. Formation of these DNA adsllead to AF>TA transversion, the
unique mutation in tumour suppressor gpb8responsible for tumour formation.

Balkan Endemic Nephropathy (BEN) is associated Wi# too. In this instance
is supported also influence of another factors, myrotoxins (ochratoxin A). However, in
all probability AA contribute to a development bid disease particularly. This hypothesis
is supported by finding of AA-DNA adducts in tissuaf patients suffering from AAN and
BEN and that of a unique mutation in ggat

In organism, AA is metabolized by activation anddatoxification reactions to
aristolactams. In activation reactions particippéaticularly hepatic and renal enzymes:
cytochromes P450, cyklooxygenase, NADPH:cytochro”R#50 oxidoreductase and
NAD(P)H: quinone oxidoreductase. Cytochromes P4581 land 1A2 participate

predominantly in detoxification reactions.

Key words: aristolochic acid, Aristolochic Acid NephropathpAN), Chinese Herbs
Nephropathy (CHN), Balkan Endemic Nephropathy (BEM)othelial
cancer, Aristolochiaceae
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1. UVOD

1.1 KARCINOGENESE

Karcinogenesi se rozumi multifazovy proces, veékteize rozliSit minimal# tii
zakladni etapy: fazi inicémi, proma@ni a progresni. V tomto procesu dochazi ke kumulaci
poruch (mutaci) gen které se podileji na produkci protéiavliviujicich burgény cyklus
a diferenciaci butk.! Pro karcinogenesi jsou vyznamné poruchy jen @oénmalého
poctu genii. NejzavazgjSimi jsou poruchy genkddujicich proteiny, které se podileji na
pienosu signdl, kontrole exprese génkontrole spravnosti replikace DNA a chromosom
regulaci bugéného cyklu, dleni a diferenciace bk, mezibugcné komunikace a
piirozeného zaniku (apoptosy) poskozenych nebo nesprdiferencovanych buk.?
Takovéto poruchy mohou posléze vyvolat nekontral@vatleni, protoze bika ztrati
schopnost reagovat na regtria signaly buaéného dleni a ziskava tak schopnost
nekontrolované proliferace. Ta vede k vyvoji nddgri onemoceni: nejdive ke vzniku
benigniho nadoru, ktery se daléie rozvinout az v nador malighf.

Na vyvoji procesu karcinogenese se podili faktompuswbujici nadorova
onemockni a faktory, které nadorova onemenhovliviwuji.* Obs skupiny faktod budou
diskutovany v nasledujicich odstavcich. V této bakké praci nejilve bude uZzitené
zminit zakladni informace o jednotlivych fazich éiangenese@br. 1).

Je dilezité poznamenat, Zze proces karcinogenese je posta dlouhodoby. Na
zacatku, vinici@ni fazi, vznika iniciovana hika, jejiz vznik je zavisly na genetickych
zmenach, ke kterym dochézi v DNA. Vznik iniciovanénky neni v organismu &im
vyjimecnym (iniciované biiky vznikaji i spontan#) a takova biika je ve ¥tSin¢ pripadi
znicena imunitnim systémefh.

Problém samadezjm¢ nastava tehdy, kdyZz neni iniciovanainka zntena a déale
proliferuje. Nastava faze prori, ktera nize byt 6izné dlouha a ktera fze byt spojena
s drobnymi (nekovalentnimi) znami DNA. V této fazi je buktné dleni jeSt cast&né
regulované, nicmen proliferace spojena s prord fazi vede ke vznikiypreneoplasie
(benigniho nadoru). Imunitni systém vtomto okamZzifZz nema plnou fundnost
zasahnout.

Konetnym stadiem procesu karcinogenese je faze progneskieré dochazi jiz ke
zcela nekontrolovanémug¢léni a k magligni transformaci. Progresni faze pojena

s kovalentnimi modifikacemi DNA, genotoxickymi Zmami a tvorbou adukts DNA?
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Maligni nador je agresivni: roste invasivnimigpbem a z naddrse mohou jeho hiky
uvoliovat a metastasovat do dalSégsti tla.’

Modifikovana DNA Iniciace Promoce Progrese

Metabolicka
aktivace ‘_)(T'Gl-lhc Fixace
1 1
= 'C"*-E-T‘g g — i
LRA R LEY | £ . EErEsmaa

Biologicky Iniciované : i
EXPOZICE e aginna davka buiky  rreneoplazie  Malignance
nibormt evia Nadaorové onemocnéni
Detoxikace |
l—- Reaktivace Latentni obdobi (perioda) _T

Vylouceni Oprava DNA
EXPOZICE EFEKT
1 den 20-40 let

Obr. 1: Schematické znazomi procesu karcinogenesddpzato 2)

1.1.1 Faktory zpisobujici nadorova onemocéni

Rozeznavamerit zakladni faktory, které Zgobuji nadorova onemogmi: faktory
fyzikalni, biologické a chemické. K fyzikalnim viim se fadi pisobeni zgeni (UV,
kosmického, Rontgenova), které ube vyvolat zminy v DNA. Stejg tak
submikroskopickécastice, nap castice azbestu, beryllia (s nimi spojena azbestosa
berylliosa)¢i uhelny prach (nadm ovSem jsou téz adsobované i chemické karcinogeny)
mohou vyvolat zrény v DNA*

Vyznamnym biologickym¢initelem, @i vzniku nadorovych onemoénich jsou
onkoviry, které jsou schopny introdukovat vliastiNlAdo DNA hostitele a zjsobit v ni
tak znmeény, které mohou vyudstit ve vznik iniciované tily. Neopomenutelnym
biologickym faktorem je také odolnost organismu yiita), protoZe imunitni systém se
miZe podilet na likvidaci iniciovanych be*

V pripact chemickych faktar mluvime o chemickych karcinogenech, tedy latkach,
které jsou schopny vyvolat vznik nadorového buj@ajimave je, Ze &Sina karcinogeh
ve své podstatkarcinogenni neni: je tedy lépe o nich mluvit jakgrokarcinogenech.
Tyto prokarcinogeny jsou v organismu aktivovanypmaximalni karcinogenypfoximal
carcinogen¥ a ty az na okamzité karcinogenyltimate carcinoger)s Karcinogeny pat
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spol&né s teratogeny, mutageny a alergeny do skupiny latp&zdnim &inkem (s tim
souvisi vy$e zmina dlouha doba latencé procesu karcinogenesg).

Chemické karcinogeny lze podle mechanisndagbeni rozdit do tii zakladnich
skupin. V prvni skupii najdeme genotoxické karcinogeny, kteréfitkmvalentni adukty s
DNA. Mezi karcinogeny druhé skupinfadime takové slaweniny, které pisobi zngny
struktury molekul DNA, jako jsou jedno- a dvéetzove zlomy (single- and double-
strand break). Dale pak 2my struktury DNA, které jsou vyvolany bifutikimi ¢inidly
zpasobuijici tzv. ,cross-linking” (propojeni molekulg to ,DNA-DNA cross-linking*
(intra- i intermolekularni) nebo ,DNA-protein creBeking”. Tieti skupinu representuji
epigenetické karcinogeny, které modifikuji molekiNA nekovalentnimi interakcemi.
Jedna se ndp o latky oznaované jako interkalatory, které se vmiege do
dvousroubovice DNA.

Vyznamnou polozku v chemickych faktorech zaujimajykotoxiny, které se
mohou vyskytovat v potra@vjako sekundarni metabolity obe&cse vyskytujicich plisni.
NejvyznamijSi jsou mykotoxiny plisni rodiAspergillus Penicillium a Fusarium V
zemich tropickych oblasti jsou mykotoxiny nejzava&hpotravinové karcinogerfy.

Z celoswtového hlediska je nejzavagsich @t mykotoxinmi, a to aflatoxiny,
ochratoxin A, gkteré trichoteceny, zearalenon a fumonisiny. Tytgkotoxiny jsou
produkovany pouze é&hkolika druhy plisni Aspergillus, Penicilium a Fusariumv

omezeném pau potravinovych komodit.

1.1.2 Faktory ovliviiujici nadorova onemocrini

Dulezitym faktorem ovliviujicim nadorova onemoéni je bezesporu prasdi, ve
kterém Zijeme a ve kterém pracujeme. Podle tohé pakstedi (resp. jeho zr&teni) na
nas fisobi, nize se latentni faze vyvoje nadorovych onemiotmvyznami zkracovat.
Se zneéistenym zivotnim progedim Gzce souvisi i z&na zivotniho stylu lidské populace a
s nim i zvySenda stresova &t ktera ma P procesu karcinogenese velky vyznam. Stejn

daleZitou roli hraji také genetické faktofy.
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1.2 VZNIK NADOROVE BUNKY

Jak jiz bylo uvedeno vySe, nadorova onemtacvznikaji poskozenim DNA, resp.
poSkozenim ktiovych mist v DNA. NejvyznanijSi takova mista jsou geny podilejici se
na regulaci buwtného cyklu: proliferéni geny a antiprolifekai geny. Proliferéni geny
v normalni situaci napomahaji hinému dleni a geny antiprolifekmi napomahaji
zastavovat busny cyklus®*

Dojde-li k mutaci proliferanich geri, vznikaji tzv. onkogeny Proto také o
proliferatnich genech mluvime jako @rotoonkogenech Protoonkogeny produkuji
protoonkoproteiny, které jsou za normalnich podikirdélezité pro spravny chod

burgeného cyklu, resp. proliferadi.

Antiproliferatni geny jsou¢asto ozn&ovany jakotumorové supresorové geny
Mutace takovych genvede k nadigrné bur¢né proliferaci. U normalni diploidni kky
se vyskytuji d¢ kopie kazdého tumoroveho supresoroveho genu adaBlp ke ztrat
kontroly nad bu&cnou proliferaci, musi byt ztraceny nebo inaktivoyapravidla ok
kopie genu. Jedna kopie obvykle pdésfja pro normalni regulaci batného cyklu (na
rozdil od protoonkogen u kterych postaje jiz mutace u jedné kopid).

1.2.1 Protoonkogeny (onkogeny)

V normalnich bikach je proliferace stimulovana polypeptidovymistovymi
faktory, které se podobaji hormixm.> Tyto ristové faktory pat mezi onkoproteiny (n&p
Sis). Stej# tak i receptory proustove faktory pat mezi onkoproteiny (napErbB). Dale
k onkoproteiim fadime tyrosinkinasy (Abl, Src, Fes), malé G-proteifRas),
proteinkinasy serinového a tyrosinového typu (R&bs) a v neposledrifad transkrigni
faktory (Fos, Jun, Myc, Myb, Rel).ifpadny karcinogen fitze tyto onkogeny aktivovat a
tim umoovat proces karcinogene$e.

1.2.2 Tumorove supresorové geny

Produkty tumorovych supresorovych @gejsou inhibitory cyklin-dependentnich
kinas (CDKI). Tyto proteiny inhibuji proliferacindukuji apoptosu a snizuji replikaci

DNA. Jejich porucha tedy vyvold zvySenou proliférakterd se mze vyvinout az
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v nddorova onemoeéni. Inhibitory cyklin-dependentnich kinas spoie s cyklin-
dependentnimi kinasami a cykliny se podileji naulag burgéného cyklu. Mezi
vyznamné tumorové supresorove genyipa2l, jenz je kontrolovan genemb3 (ten se
velice ¢asto objevuje v nadorovych tkanich). Jakidklad fungovani genyp2l mize
slouzit ovlivreni proteinu Retinoblastomu (ktery byl pgvpozorovan f studiich gipadi
vzacnych dtskych @nich nadoi, retinoblastord®). Je-li tento protein v interakci
scykliny E a D (v komplexech giplusnymi cyklin-dependentnimi kinasami), je
v inaktivnim stavu. To znamena, Ze proliferace riehibovana. Tento dinek je ovSem
ruSen proteinem P21 (ktery je exprimovan transkiiim faktorem P53). Pokud tedy dojde
k mutaci genup2l (p53), zistane protein retinoblastomu v inaktivni férm miZze se

spustit aZ nekontrolovanéldni?

1.3 ROSTLINYCELEDI PODRAZCOVITYCH

Rostliny ¢eledi podrazcovitych Aristolochiaceag Ize botanicky z&adit mezi
krytosemenné rostlinyMagnoliophytd, do #idy dvoudloznych (Magnoliopsida a do
faddu podraZzcotvarychAfistolochiale$. Rostliny ¢eledi podraZcovitych jsou popinavé
vytrvalé byliny nebo tkviny, které se vyskytujiipvazrie v tropickych a subtropickych
oblastech. Nicmén jeji zastupce lIze najit i vmirném pase &eské republicé.
Aristolochiaceaezahrnuje relativé velké mnozstvi druh asi 600, v 5-9 rodech (niap
Aristolochia, Asaruna dalsif Zastupci tétaseledi se vyznauji tim, Ze obsahuji toxické
aristolochové kyseliny (viz dale). Navzdory tomdiaixtu, Ziji na &chto rostlinach uité
druhy motyh z celedi otakarkovitychRapilionidag. Housenky dchto motyti, které jsou
tolerantni wc¢i aristolochové kyseli® se Zivi listy podrazcovitych rostligjmz se brani
proti predatoim (nagf. Pachliopta aristolochiag®® Jedna seipvazr o tropické motyly
(Parides coonBattus philenaorOrnithoptera alexandrgéelroides brookiang ale najdeme
zde i druhy evropské, napdruh Zerynthia rumina ktery se vyskytuje v jihovychodni
Francii, Spasisku a Portugalskd.

Podrazce se vedle svéhtirpzeného vyskytu v tropickych oblaste¢asto @stuji
jako okrasné rostliny, n&ppodrazec velkolistyAristolochia duriod, ktery je mivodni
v Severni Americe. \eské republice se vyskytuje pouze jeden zastupau ro
Aristolochia a to podrazec ikvistni (Aristolochia clematitiy ktery roste v teplych

oblastech podékk, v Kovinach a také jako plevel zahrad a vinolirad
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1.3.1 Podrazcovité v tradéni mediciné

Rostliny ¢eledi Aristolochiaceaebyly a stale jsou pro svéckbné dinky hojne
pouzivany v tradini medici, a to jiz od starosku. PouZzivany jsouipdevSim v Asii,
v &inské lidové medictn®®! Jsou i tom vyuZivany mj. jejich protizatiivé vlastnosti
(resp. aristolochovych kyselinj. V literatuie je popsano 7 negstji medicinalre
uzivanych drut: Aristolochia indica Aristolochia bracteolataAristolochia serpentaria
Aristolochia debilis Aristolochia acuminata Aristolochia trilobata Aristolochia
clematitis*® Vedle &chto drulii stoji za zminku takéristolochia contorta Aristolochia
manshuriensig Aristolochia fangchi® Casto je pro [&ebné Gely vyuZita celd rostlina, tj.
plody, kden, stonek i listy, fd¢emz aristolochové kyseliny jsou obsaZzeny ve vSech
zmirgnych éastech?

Oblast pouziti rostlin tétéeledi je neob§ejr¢ rozsahla.Aristolochia contortaa
Aristolochia debilisse pouzivaji jako |ék proti hemorditl, kaSli a astmatu (susSené
plody), epigastrickym bolestem, arthralgii a edém (suSené stonky). SuSeny i&o
Aristolochia debilisse pouziva ip Ié¢bé zavrati, bolesti hlavy, karbunklneziti a widka,
pouZivany je také proti hadimu kousnuti a $tiputiyzu!®*® U druhu Aristolochia
bracteolata (lidové nazyvany Ukulwe™) bylo popsano mj. uZiti ip 1écbé malarie a
kousnuti tird? Aristolochia manshurensje pouzivana jako podmé I&ivo pii akutnich
infekcich vylitovaciho systému, dale jako emenagoguiramenorrhoe a laktogoguntip
nedostaténé laktaci. Podrazed'dvistni (Aristolochia clematitiy je pouzivan ke stimulaci
imunitniho systému aiplécbs gastrointestinalni a Zaikové kolikyX® Proti hadimu
kousnuti se pouziva také podrazec uzovAitisfolochia serpentarig lidové zvany hadi
koren viginsky'** Obecr plati, Ze kazdy drubiristolochia nema pouze jedno vyuZiti
(jak je vidkt nag. u Aristolochia debili3.

1.3.2 Aristolochové kyseliny

Aristolochové kyseliny jsou struktuwfnpodobné nitrofenanthrenové karboxylové
kyseliny. Hlavni slozky rostlinného extraktu #odw aristolochové kyseliny:
aristolochova kyselina |1 (AAl) — 8-methoxy-6-nitfenanthro-(3,4d)-1,3-dioxolo-5-
karboxylova kyselina — a aristolochova kyselingAAll) — 6-nitro-fenanthro-(3,44)-1,3-

dioxolo-5-karboxylova kyselineQpr. 2).*
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Aristolochova kyselina | Aristolochova kyselina Il

Obr. 2: Struktura aristolochové kyseliny | a Il

Ackoliv se jedna o alkaloidy, jsou aristolochové Wiyse nitroslowteninami, coz
neni obyvkl€ Jak bylo vySe zmimo, rostliny zteledi Aristolochiaceaejsou pro své
protizarétlivé a zdanli¥ Iétebné dinky pouzivany v tradhni medicig jiZ od staro¢ku.
Této skuténosti bylo vyuZito i ve dvacatém stoleti ¥mecku, kdy byl zahdjen
farmaceuticky vyvoj I&v, jejichZ sowasti byly tyto rostliny>*’ Tak tomu bylo do doby,
nez se zjistilo, Ze aristolochové kyseliny jsounshi karcinogeny pro laboratorni
potkany*®*° V nasleduijicich letech bylo prokazano, Ze arisfotwé kyseliny jsou také
genotoxickym mutagenéih?® a jsou sil& nefrotoxické pro hlodavc®?® Z vyse
zmirgnych divoda byly vSechny farmaceutické preparaty obsahujidst@ochovée
kyseliny staZeny z trhu, a to jak \&Mecku, tak i v ostatnich zemith.Po rekolika
piipadech pacientek postizenych nefropatii vyvolamaostolochovymi kyselinami (viz
dale), u kterych se pogkolika letech vyvinula urothelialni rakovina, bytglinna I&iva
obsahuijici aristolochové kyseliny klasifikovarMezinarodni agenturou pro vyzkum
rakoviny (International Agency forResearch on Cancer, IAR&Ro karcinogenni pro
dloveka (skupina 13° Také snisi aristolochovych kyselin fipozers se vyskytujici v
rostlinach jsoulARC oznaeny jako pravépodobré karcinogenni prailovéka (skupina
2A).1° Nicmérs, piekvapujici skuténosti je fakt, Ze &oliv bylo vydano varovani
americkymUradem pro léky a potraviny (Food and Drug Administia, FDA)tykajici se
bezpeénosti (resp. nebezpeosti) rostlinnych |&v obsahujicich aristolochové kyseliny
(nebo alespio podezelé z jejich obsahu v nich), Ize tyto rostliny staakoupit pes

internet?®
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1.4 ONEMOCNENI VYVOLANA ARISTOLOCHOVYMI
KYSELINAMI

Jak jiz bylo zmigno, aristolochové kyseliny jsou silnymi karcinogesmyykazuji
téZ &inky mutagenni a nefrotoxické. Tyto st@mminy beze vsi pochybnosti igobuji
onemocgni ozn&ované jako nefropatie vyvoland aristolochovymi HKyseni(AAN),
kterd je u ¥tSiny pacieni doprovazena vyvojem urothelianich n&dor®®

1.4.1 Nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinam{AAN)

Vyraz nefropatie se pouZiva jako obecné éenaonemocni ledvin®® Nefropatie
vyvoland aristolovymi kyselinami bylaipgodre nazyvana nefropatii vyvolanaiinskymi
bylinami, a to do doby, neZz jakouyodce této choroby byly teny aristolochové
kyseliny?’?® Jedn& se o intersticialni fibrosu bez glomerutinposkozeni, ktera ma
rychly pribéh. Poprvé bylo toto onemo&mi popsano v Belgii v roce 1993 u pacientek,
které, jak se pozgi zjistilo, podstoupily karu pro redukciglesné hmotnosti na jedné
bruselské soukromé léiské klinice, v jejimZ rdmci byly pouzityinské byliny (odtud
puvodni nazev: nefropatie vyvolanéinskymi bylinami). Dva podobné fipady této
netypické fibrosy vedly krozsahlejSi studii, kterpotvrdila spojeni choroby
s nejmenovanou soukromou klinikou: Studii proSlobdobi od 1.1. 1989 do 30.6. 1992
624 pacient s preterminalnim nebo terminalnim selhanim funlab/in. Mezi £mito
pacienty bylo 40 Zzen mladSich padesati let, ktegpéyt intersticialni nefritidou. Sedm
Z chto Zen podstoupilo ¢ébnou kuru pro redukcelesné hmotnosti na vyse zniie
Klinice; tim se jiz poet pacientek zvySil na d&yv Téchto 9 pacientek podstoupilo onu
lécebnou karu v letech 1991-1982.

K roku 1998 bylo v Belgii evidovano kolem 10@igpadi. Vice nez dv tietiny
téchto pacient (v drtivé WtSiné se jednalo o Zeny veé¢ku 18-65 let) bylo postizeno
preterminalnim nebo terminalnim rendlnim selhanimbydo I&eno dialysou nebo
transplantaci ledvift

OvsSem ani transplantace obou ledvin nezastaviightd Zen pathologicky proces:
dochazi k vyvoji urothelialni rakoviny. Stav padiek je takécasto zhorSovan i vadou

srde&nich chlopni yalvular heart diseage Zminina srdéni choroba je pravgodobr
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zpisobena fenfluraminem, ctitlumici latkou, ktera byla podavanantto Zenam,
Jé&ebné* kite na bruselské klinic&:**

VySe zmirgna soukroma lékaka klinika v Bruselu se specializovala na karu
redukce hmotnosti vice nez 15 let, a to bézdphozich probléim Obvykla |€ba se
skladala z nizkokalorické diety, psychické podpanygtradermalnich injekci artpkového
extraktu a eufilinu, malych davek amfetaiinin prepardit obsahujici sgs acetazolamidu a
Zivocisnych nebo rostlinnych extrakt V kvétnu 1990 byly preparaty zinény: byly
pridany ¢inské bylinyStephania tetrandra Magnolia officinalis Po gidani pra¢ téchto
dvou slozek z&aly byt pozorovany renalni probléry.

Stephania tetrandrabsahuje alkaloidy bisbenzylisochinolinového tytmirandrin,
fangchinolin) a Magnolia officinalis obsahuje alkaloidy (ndp magnokurarin) a
substituované bifenoly (n&p magnoliol). Ihned po popsani nové nefropatie bylo
predpokladano, Ze doSlo k z&m¢ mezi druhenStephania tetrandra druhem jin€inské
byliny, Aristolochia fangchi kterd obsahuje nebezpe aristolochové kyselinyinska
jména obou bylin jsou totiZ velice podobrfangji x fangch).*® Tato hypothesa nebyla
zprvu potvrzena zZadnou chemickou analytickou meaiofjako HPLC, MS analysa),
nicmeére bylo zjis€no, Ze fivodné pouzivané prepurifikani kroky mohlycasté&né znicit
aristolochové kyseliny (jejichZ ffitomnost se dokazovala). Byla tedy provedena dalSi
stanoveni. Dvanactiznych vzork dovezenych do Belgie pod nazveBiephania
tetrandra (v obdobic¢ervenec 1990 az srpen 1992) bylo podrobeno fytowt&manalyse,
kterd n€la urit pfitomnost tetrandrinu nebo aristolochové kyselinyloB pouZito
chromatografie na tenké vrgt\Dva z dvanacti vzotkobsahovaly tetrandrin, tedy alkaloid
deklarovaného druhiBtephania tetrandra Drtiva WtSina vzork ovSem obsahovala
aristolochovou kyselinuTab. 1).%

Tab. 1: Vysledky fytochemické analysyigvzato 7)

Batch Tetrandrine fristolochic acld
1 - +
2 + _
3 - +
4 - +
5 - +
6 - +
7 - +
8 - +
9 - +
10 - +
11 - +
12 + +
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Navic bylo prokazano, Ze aristolochové kyselinyenaini tkani pacieft
postizenych AAN tvéi kovalentni adukty s DNA, adukty s deoxyadenosinem
deoxyguanosinemQpr. 3).3°%” Téchto poznatk bylo dosaZeno pomoci metody*R-
postlabeling®. Adukty s DNA Ize povazovat za nekigndikaz toho, Ze vlastni agens,
které zmsobuje tuto netypickou nefropatii, jsou aristoloshdyseliny. Na z&kladtohoto
poznani byl pvodni ndzev choroby zimén z nefropatie vyvolan&inskymi bylinami
(Chinese Herbs Nephropath€HN) na nefropatii vyvolanou aristolochovymi kirsami
(Aristolochic Acid NephropathyAAN).?"%®

a - b - _—

| " & ’

Obr. 3: Autoradiogramy analysy aduk®A s DNA (metoda 3?P-postlabeling®) u

pacient postizenych AAN; skvrna 1 = dA-AAl, skvrna 2 = d&Al, skvrna 3 =

dA-AAll (ptevzato 7

Nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinami néohuzel problémem pouze u
pacienti kliniky v Belgii. Pripady tohoto onemoéni byly pozdji nalezeny po celém

swtg, nejvice pak v Asii@Qbr.4).14%’

Francer d [— . e
Tl Lo} o5 [

Obr. 4: Popsanéifipady AAN ve s¥ts (pievzato 2
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1.4.2 Urothelialni rakovina

Vyvoj urothelidlnich naddr se zda byt pozdni komplikaci nefropatie vyvolané
aristolochovymi kyselinamt® U pacient postizenych AAN se dkolik let po geruseni
kary pro redukcidlesné hmotnosti zvysilo riziko vzniku tohoto nade¥ho onemooini.*®
Pacienti, kt& obdrzeli @i kaie 200 g bylin pedepsanych pro tutodébnou kiru (200 g
bylin predstavovalo celkové mnozstvi, které bylo na brlgeldinice fedepsano ve dvou
letech) nli 0 50% vy3si riziko vyvoje rakoviny’ Bylo také pozorovano vyznarmn
zvySené riziko vzniku rakoviny ledvin a ostatnictgdm vylu¢ovaciho systému mezi

N1

¢inskymi herbalisty, kie ,|€¢i* raznymi bylinnymi I€ivy a toniky jak své pacienty tak i

sebe

aristolochic acid I (AAI): R=OCHj3
aristolochic acid 11 (AAII): R=H

\ B
o}
< O NH
o
——
l R

N-hydroxyaristolactam

Bamberger \ /
rearrangement aristolactam 1, IT

aristolactam -nitrenium ion

lm |
(x>

dG-AAL dG-AATI

T-hydroxyaristolactam I, 11

Obr. 5: Aktivace AA a tvorba adulits DNA (pevzato 7°)
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Po aktivaci aristolochovych kyselin v organismu taasform&nimi enzymy
dochazi ke vzniku neft’e N-hydroxyaristolaktamupfoximalni karcinogep ktery sice
representuje finalni stav po redukci nitroskupimgmérg vlastni karcinogenni agens je az
nasledg vzniknuvsi ultimalni* karcinogen— cyklicky N-acylnitreniovy ion. Pra¥ tento
nitreniovy ion miiZe interagovat s DNA a tyvib kovalentni adukty s deoxyadenosinem, 7-
(deoxyadenosimN®-yl)aristolaktam @A-AA), a deoxyguanosinem, 7-(deoxyguandsfa-
yl)aristolaktam G-AA).?’

Tvorba chto aduki byla prokdzéana jak u hloday¢*? tak i v tkanich paciefit
postizenych AAN Obr. 5).° Diky tmto adukém byly sice prokazany aristolochové
kyseliny jako fivodce AAN, nicmén hraji také vyznamnou roli v procesu karcinogenese
vyvolané aristolochovymi kyselinarfi. V renalni tkani pacieft trpicich AAN byly
nalezenyit specifické adukty s DNA: jeden majoritni (dA-AA® dva minoritni (dA-AAlI
a dG-AAl)3®

Bylo ukéazano, Ze aristolochova kyselina | fivadukty s DNA efektivgji nez
aristolochovéa kyselina f* Vyznamnou roli zaujimaiedevsim adukt 7-(deoxyadenosin-
N°-yl)aristolaktam |, ktery se vyziigje velice dlouhou persistenci v tkanfttu pacieni
s AAN byl detekovatelny i po 89 #sicich®, Obr. 6).

A

dA-AAIL
dG-AAl

|
»
i x

Obr. 6: Autoradiogram adukits DNA vyskytujicich se v renalni DNA paciént

s AAN uréenych metodou®?P-postlabeling” (pevzato 7°)

Tvorba tchto adukli s DNA ukazuje, ZéN-acylnitreniovy ion pednostg reaguje
s exocyklickou aminoskupinou purinovych basi. Tatmzba na exocyklickou
aminoskupinu je pro nitroaromaty (kterymi aristdlogé kyseliny jsou) velice nezvykla

(obvykle se vaZi na uhlik C8 deoxyguanosifiu).

-21 -



Proces karcinogenese vyvolany aristolochovymi kyaeti je u hlodave zietelrg
spojeny s mutaci v kodonu 61 (CAA) nds onkogenu, a to specifickou transversi
AT—TA.?"* Tato mutace se vyskytuje na druhé posici kodonutjha jeho prvnim
adeninu®® Obdobna mutace byla pozorovana na kodonu 139 r Bx0(AAG) v lidském
tumorového supresorového gemb32"?4 Za zminku jist stoji i to, Ze adenin v genu
p53 ktery je cilovym mistem mutace, ma stejné sousbdse v kodonu 138/139 (GCC
AAG) jako v kodonu 61 potkaniho Has onkogenu (CAA). Tato podobnost podporuje
hypothesu, Ze k mutaci dochazi sekirérspecifickym mechanismef.

V dalSich studiich bylo zji8ho, Ze deoxyadenosinmonofosfat (dAMP) a
deoxythymidinmonofosfat (dTMP) se inkorporuji seejisbu pravépodobnosti proti
deoxyadenosinovym aduih; na rozdil od deoxyguanosinovych adikiteré preferuji
inkorporaci s cytidinmonofosfatem. A prévnkorporace adenosinmonofosfatu proti dA-
AA vede ktransversi AFBTA. Tato skuténost potvrzuje hypothesu, ze adukty
s deoxyadenosinem maji vy$si mutagenni potenciétiopduktim s deoxyguanosinef.
NanesStsti je aduktem s DNA, kterytpviada v tkanichclovéka i experimentalnich
Zivocisnych model, praw adukt 7-(deoxyadenosiN®-yl)aristolaktam F>4°

Pokud dojde k vySe zminé tvorlgé adukt aristolochovych kyselin s DNA, pak po
procesu replikace dochazi k mutaci a naslednéngnaminokyseliny: v fipact H-ras
onkogenu (CAA-CTA) dochazi ke ziné¢ Gln—Leu, v gipadt lidského tumorového
supresoroveho gemb3 (AAG—TAG) se jedna o zemu Lys — Stop. Timto zppsobem
miZe vzniknout iniciovana kitka ">

Experimenty na laboratornich *afech potvrdili, Ze aristolochové kyseliny
vyvolavaji vyluiné mutace AT>TA. Byla zjiS€na vysoka incidence pratéto mutace u
tumort vyvolanych AA (jak u laboratornich zat — kmeny Muta™Mouse a Big Blue rat —
tak i u pacient trpicich AAN) na rozdil od tumérAA neindukovanych (podle TP53
database IARC)@br. 7).*° Pro studium mutaci v lidském tumorovém supresarogénu
p53 byly piipraveny speciélni kmeny mysi, jejichz exony 4-@agenni mysSi alely genu
p53 byly nahrazeny genovou sekvenci normalniho lidskggmup53 (tzv. ,hupki Mouse*

— human 53 knock-in mouse}?°
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Obr. 7: Schéma mutaci tumorového supresorového géagpodie*?)
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VySe nastiiny mechanismus karcinogenese vyvolané aristologhokyselinami
shrnujeObr. 8.

aristolochic acid I

xanthine oxidase
- DT-diaphorase
mefﬂbo-hc NADPH:CYP reductase

CYPIAL CYPIAZ

activation perazkiuses

prostaglandin H synthase

rat o

human
AAT — _— ’— AATL
H—ras urothelial tissue p 53

—
forestomach

H

"on ©

persistent

incorporation of dA opposite dA-AAT
(AT—TA transversion mutation)

DNA replication

mutation

111

cancer

Obr. 8: Mechanismus karcinogenese vyvolany aristolochdymelinou v tkanich
hlodavd: ac&loveka (prevzato 77
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1.4.3 Balkanska endemicka nefropatie (BEN)

Balkanska endemicka familiarni nefropatie je defémma jako pomalu postupuijici
progresivni intersticialni nefritida s vaznym po&&oim tubularniho epithelia a naslednym
znicenim glomerul, jeZ miZe vést aZ rendlni kontrakdi®® Toto onemoceni se vyskytuje
u nezanedbateln&asti populace, zijici v oblasti Bulharska, Rumunskebska, Bosny a
Chorvatska v oblasti povodéky Dunaje (az do vzdalenosti 100 km i@éty)**>* Proces
tohoto onemoaimé je irreversibilni a kba spaiva v dialyse, pop v transplantaci ledvin.
Z Klinického hlediska se tato endemicka nefropaieiji bez nefrotického syndromu a
casto bez hypertense. Je zde také napadna anema, pndteinurie, glukosurie a zvySeny
obsah kreatininu. BEN #iZe byt provazena vyvojem multifokalnich, pomalutoasich,
povrchovych tumar ledvinové panwiky a dal$ichéasti urogenitalniho systémti>*

Pacienti trpici balkanskou endemickou nefropatiii bwjlu¢né lidé pracujici
v zenedsIstvi (piicem? Zeny byly postiZzeny vice ne? muZiBtale nevieSenou se zda byt
otdzka etiologie této choroby. Studie zabyvajicihkelani picin BEN navrhly rkolik
hypothes (mezi nimi vlivéZkych kowi, mykotoxin ¢i aristolochovych kyselin), nicmén
je pravapodobné, Ze toto onemasn je multifaktorialniho fivodu, zahrnujici faktory
predev&im environmentalni a genetické.

Jednim z navrhovanychiyodai BEN jsou polycyklické aromatické uhlovodiky a
aromatické aminy, které jsou prokazatelnymi kargaroy (tzv. lignitova teorie®).
Vychazi se ze skutaosti, Ze v postizenych regionech se vyskytujidkdipliocénského
lignitu a nekvalitniho uhli, jejichz Z&ranim se vySe zméné chemické slaieniny
(naftylamin, anilin, anthracen, pyren aj.) dostalg pitné vody pouZivané mistnim
obyvatelstvem??>*° ZvySena koncentrac&chto organickych slaienin ve studnich byla
prokazana® ProtoZe studie role pliocénského lignitu v etiGl®EN vyZzadovaly vyzkum
vterénu oblasti s vyskytem BEN, byly vroce 199%rpSeny vypuknutim valky
v Jugoslavit®

DalSi hypothesa vystlujici, resp. hledajici jvod BEN gedklada jako ficinu
onemocgni mykotoxiny (tzv.,mykotoxinova teorie). Jedna seipdevsim o ochratoxin A
(OTA) a v Gvahu fichazi také citrinin.>**>°® Tuto teorii podporuji skut@osti, Ze (i)
onemocgni se vyskytuje pouze ve venkovskych oblastech, delenistni obyvatelstvo
stravuje pedevsSim potravinami, které si samo ¥sfovalo a skladovalo (a prawvori
skladovani pSenice seagobenim plisni kontaminuji potraviny ochratoxinen, Ali)

choroba se vyskytuje v jedné rodlive vice pipadech, (iii) toxiny jako OTA nebo citrinin
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jsou nefrotoxické a OTA indukuje vznik tuniou mysi a (iv) v lidské tkani tumor
ledvinové panuiky a ma@ového néchyre byly nalezeny adukty s DNA, které se podobaji
aduktim nalezenym v DNA experimentalnich #ati vystavenych {sobeni OTA
(Obr. 9).53°7

A B c
b s (13 7o s (I3
0Ol 02 01 02 :

Obr. 9: Adukty derivované z ochratoxinu A v DNA ledvin pexat Zijicich v oblasti BEN
(ptevzato 729

Nefrotoxické @inky ochratoxinu A byly demonstrovanyiipexperimentech
s zivaisnymi modely, jako jsou potkani, mysi a prasatahi@toxin A je dale cytotoxicky
pro kultury renalnich butk a karcinogenni pro potkai§>° Ve studiich zabyvajicich se
vznikem aduki derivovanych z ochratoxinu A v DNA byly ziskanyslgdky, které jsou
ptinejmensim kontroversni: vedle studii potvrzujiciamik adukéi OTA s DNA>"*%%se
objevily také prace, které byly s timto tvrzeninestrém rozporu — adukty DNA s OTA
nebyly detekovany*®3

Silnym argumentem proti tzv. ,mykotoxinové teorije skut€nost, Ze dosud
nebyly popsany ifpady, kdy by OTA zfisoboval ledvinné onemoéni nebo rakovinu
v lidském organismu. Dale je poukazovano na t@Z4A je detekovan v krvi populace po
celé Evrog, kdezto BEN se vyskytuje pouze \iych regionech. V neposledidd musi
byt brano v Uvahu i to, Ze adukty derivované z O3ANA nejsou detekovany za
fyziologickych podminek v potkanech nebo Bemych kulturidch, kterym byly podavany
vysSi davky OTA. ZvySe zménych divodi se zda byt nepra¥godobné, Ze by
ochratoxin A byl pimym genotoxickym karcinogenem, ktery by hral Widalské
endemické nefropatii nebo urothelialni rakavapojené s BEN vyznamnou r6fi,

Balkanska endemickd nefropatie je velice podobn&ropati vyvolané
aristolochovymi kyselinami. Z tohoto tdodu jedna z hypothes povazuje prav
aristolochové kyseliny zatpodce BEN?? Vedle napadné podobnosti obou nefropatif
podporuje tuto teorii také nalezeni aduldristolochovych kyselin s DNA v tkanich
pacient: (Obr. 10).%°
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Obr. 10: Adukty aristolochovych kyselin nalezené v DNA i trpicich AAN (A) a
pacient: Zijicich v oblastech BEN (B-D) {pvzato 2°)

Jako fhivodce BEN byly aristolochové kyseliny navrzeny jizroce 1967 a
nasledd v roce 1969 nalezl Ii aristolochové kyseliny v mouceripravené z pSenice
kontaminované semeny podrazceowstnino Aristolochia clematitis v endemickych
regionect® Aristolochia clematitis se v &chto oblastech pouziva také v tiadi
medicire.'° Tyto poznatky soud'uji jes& vice pozornosti na aristolochové kyseliny jako
puvodce BEN. Vedle aduikts DNA podporuje tuto hypothesu i vyskyt specifickétace
— transverse AT TA nalezené v genp53 nadorovych tkani pacieintObr. 11).%°

A Etrausitional cell -:arcinoma| B |:lrismluchic acid I|
G—A G
0L _)
A—C A . 25% il
1%, ‘ u 4
i
- A—=T e —— '
TR, A—=T
75%
BEN patients Hupki MEFs
(Croatia)

A—-T A—=C HG->C HG=A

Obr 11: Schéma mutaci gemb3u pacieni trpicich BEN (A) a u embryonélnich
fibroblasti ziskanych z mysi rodu ,hupki mouse* (B) (podip
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VySe uvedené skutrosti resultuji v nazor, Ze aristolochové kyselsgyna vyvoji
balkanské endemické nefropatie podileji majéritNicméreé tato problematika si Zada
jese dalsi zkoumanf?

avE]

Jako dalsi ficiny BEN byly navrzenydzké kovy a dokonce i viry, nicmérnejich
vliv je pravdspodobré minimalni>?>°

Vedle environmentalnich faktibrpodilejicich se na vyvoji balkanské endemické
nefropatie se je8tnabizeji faktory genetické r@lpoklada se, zedicné predisponovaneé
geny pro BEN jsou umi&hé v oblasti mezi geny 3925 a 3g26. Dale se uvaadjeneni
rastového faktoru TGIB- a neopomenutelnou roli také prapddobrt hraje geneticky
polymorfismus #kterych enzymi podilejicich se na biotransformaci xenobiotik

(ptedevsim latek vySe zminych), nap. cytochroni P450°%°7

1.5 BIOTRANSFORMACE XENOBIOTIK

V prab¢hu evoluce se u organisnmvyvinuly rizné metabolické cesty, kterymi
dochazi k detoxikaci xenobiotika. Detoxiéka procesy probihaji ve vSech Zivych
organismech a hraji kKidvou dlohu pi zachovani biologickych funkci jednotlivych
jedinai, neba’ vysoké koncentrace, pbpdlouha doba{sobeni mohou vést k poSkozeni,
ba i ke smrti organismif. Biotransformaci se rozumi procesy vedouci ke rséaul
vylouceni xenobiotika z organismu. Proces biotransformacemusi byt vzdy
detoxik&niho charakteru (tj. sniZzeni toxicity xenobiotik&yedle detoxikani cesty
existuje jedt cesta aktivéni, ktera toxicitu xenobiotika zvySuje (jednd sedevsSim o
aktivaci promutageihna mutageny}’

Xenobiotikum (zpravidla hydrofobni) je v proceswtbansformace polarizovano
fadou chemickych reakci, které jsou v organismu ey katalysovany®’

V ZivociSnych organismech se rozliSujicdfaze biotransformace: prvni (derivating a
druhou (konjugani) fazi*

Derivatisaéni faze je charakterisovanai@nenou xenobiotik na polagsi latky
prostednictvim chemickych reakci, ifgdevsim reakcemi oxidaimi (hydroxylace,
deaminace, sulfooxidace apod.), re¢hikni (nitroredukce a azoredukce) a hydrolytickymi
(hydrolytické Stpeni amid a estei).®®’* Dochazi k modifikaci molekuly xenobiotika,
kterd umo#uje jeho konjugaci s eobiotiky (kyseliny, alkohodminy), jinymi slovy prvni

faze biotransformacetipravuje molekulu xenobiotika pro druhou fazi bastsformacé®
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Konjugaéni faze zefektiviiuje polarizaci xenobiotika konjugaci s latkandiut
vlastnimi. Konjugani reakce, & v biologickém peadi druhé, byly objeveny jako prvni,
protoZe produkty vzniklémito reakcemi jsouifitomny v krvi, séru, mé& a vykalech?® "
Mezi casté reakce pt konjugace s kyselinou glukuronovou, aktivnim &tdin a
glutathionem. Vedleéthto eobiotik mohou derivatisovana xenobiotika kgoyvat téz
s acetdtem a aminokyselinami (cystein, glycin). yEmg uplatujici se v této fazi
biotransformace p#tdo tidy transferas (vyjimané¢ mize dojit ke spontanni reakci, rfap
konjugace s glutathionen).

Mezi enzymy podilejici se na oxittdch reakcich prvni faze biotransformace se
fadi pedevSim monooxygenasy a peroxidasy. Mluvi se o tmikrosomalnim
monooxygenasovem systémmixed function oxidase systgnktery obsahuje vedle
cytochromii P450 (CYP) jako terminalnich oxidas, NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasu a cytochromy.bMezi vyznamné vlastnosti cytochrén450 (z hlediska
biotransformace xenobiotik) gatjejich Siroka substratova specifita. Cytochrond5e
jsou hemthiolatové proteiny, které jsou v eukamgioich organismem lokalisovany
piedevsim v membranach endoplasmatického retikulbuikach se vyskytuji ve velkém
mnoZstvi pedevsim v jatrech

Peroxidasy, nap prostaglandin H-synthasa (cyklooxygenas@x), jsou enzymy
redukujici peroxid vodiku a zaraveiemenujici dalsi slogeniny. Jsou také lokalisovany
v membraf endoplasmatického retikula. Z hlediska organouélieace jsou fitomné
predevsim v ledvinach (renalni tkafi)’*

Enzymy misobici v reduknich reakcich biotransformujicich xenobiotika jsou
piedevsim xanthinoxidasa, NAD(P)H:chinon oxidoredsatgDT-diaforasaNQO1) a
NADPH:cytochrom P450 oxidoredukta®s*

V nekterych gipadech enzymové reakce biotransformace xenobiotgto toho,
aby jejich toxicitu snizovaly a usnéalvaly jejich vyloweni z €la, jejich toxicitu zvysuiji.
Mluvime o tzv. aktivani cest biotransformace xenobiotik. Tato cesta je zpemttovana
jak prvni tak i druhou fazi biotransformace. Vyzmam se ztohoto hlediska zda
konjugace s acetatem a s aktivnim sulfatem, jejigakci vznikaji nestabilni produkty,
které mohou dat vzniknout velice reaktivnim nitmyim a karbeniovym ioGm
z karcinogennich aromatickych amia nitroaromét.”*
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1.5.1 Biotransformace aristolochovych kyselin

Rada studii prokazala, Ze hlavnimi metabolity afistioovych kyselin jsou
aristolaktamy Qbr. 12). Tyto metabolity byly nalezeny jak volné, tak kagované v mai
a vykalect’’*® Hlavnim metabolitem AAl se ukazal byt aristolokit | (Alacl) a
aristolochova kyselina la (AAla), kterd vznika dehyaci AAL**"? Za aerobnich
podminek vznika z AAI aristolochova kyselina lagméré metabolit odvozeny od AAlI
nebyl pozorovar® Avsak aristolaktam la (Alacla) v experimentdohvivo detekovany,
nebyl v experimentechn vitro pozorovan* Koncentrace kysliku v tkanich oviivje jak
nitroredukci AAI, tak i jejiO-dealkylaci (demethylaci), vifpad AAIl ovSem ovliviiuje
pouze jeji nitroredukci®

CO0H COOH COOH
O

Aristolochic acid | Avristolochic acid la Aristolochic acid Il

Aristolochic acid Ia acetate
o COoH <0 COOH
NOD:
<0 NOy o o

2] o
o HO ]

7
0=5=0
[ < N—OH o
OH
HO! COOH o
Aristolochic acid la sulfate OH

o
o
O - ) <0
< N—0OH - acid la o N—OH
o
N-hydroxyaristolactam la
‘/Nhydlo:yarlsmlac!am I / N-hydroxyari stma:lam\
o
[}

( NH NH
s}
OH OH
OCH, \
T-hydroxyaristolactam | Avristolactam | Aristolactam la Aristolactam |l T-hydroxyaristolactam 1l
¢ i ¢ Yo

N N,
COOH o OH
COOH COOH
OH

Aristolactam la N-glucuronide Aristolactam Il N-glucuronide

Aristolactam la O-glucuronide

Obr. 12: Schéma metabolismAAl a AAIl (pievzato 7°)
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Aristolochové kyseliny jsou nejtve redukovany na své N-hydroxyaristolaktamy a
redukce nmiZze pokr&ovat aZ na aristolaktaniy.Druha faze biotransformace AA zahrnuje
konjugaci s kyselinou glukuronovou, acetatem aaseih, jedna se o konjugaty AAla,
jmenovité O-glukosiduronatO-acetat aO-sulfat’* "°Konjugaty aristolaktari byly také
nalezeny: N-glukosiduronét, O-glukosiduronat aristolaktamu la &--glukosiduronat

aristolaktamu 11’4

1.5.2 Enzymova aktivace aristolochovych kyselin

Aristolochova kyselina | je aktivovana prostou oigdukci za vznikuN-
hydroxyaristolaktamu |, ze kterého se ifvayklicky N-acylnitreniovy ion, ktery je
okamzitym karcinogenem vézajicim se na DNA>"" V radt studii zabyvajicich se
identifikaci enzyni participujicich na aktivaci AA bylo zji&ho, Ze aktivace AAIl je
v jaternich mikrosomech zpraéstikovana fedevsim cytochromy P450 1A2, godAl.

Tento nélez byl potvrzen uzitim lidskych rekombitmch cytochromi P450 a
NADPH:CYP oxidoreduktasy@br.13).**

24

7 ]

20 ]L
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e {

per 10" normal nucleotides
r

adducts AAI-DNA, RAL"
B oo e

[

1Al A2

NN NN ]

IE1 3Ad NADPILCYP
reductase
mnly
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Obr. 13: Tvorba aduki AAl s DNA po aktivaci fiznymi cytochromy P450 {pvzato 7
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Experimentyin silico (homologni modelovéani) vystluje nizsi efektivitu CYP1Al
pii redukci AAI tim, Ze AAlI s CYP1A1 interaguje &ma skupinami, jak nitroskupinou,
tak i karboxylovou skupinou. Na rozdil od CYP1lAZtedy s AAIl interaguje pouze
nitroskoupinou®?

Uginnost mikrosom isolovanych z ledvin je srovnatelna &nnosti mikrosom
ziskanymi z jater. Nicméncytochronti P450 je v rendlni tkdni ménV mikrosomech
ledvin se hoji vyskytuje NADPH:CYP oxidoreduktasa a COX, kterkétgarticipuji na
aktivaci AAL*>"®

Cytosolarni vzorky lidskych jater a ledvin také waykvaly efektivitu AAl
v aktivaci za tvorby adufits DNA. Jako nejefektiwjSi enzymy, které se na tomto procesu
podileji, byly zjistny: NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa (NQO1) a xanthidasa*> ' Po
srovnani mikrosomalnich a cytosolarnich enaywodilejicich se na aktivaci AA je NQO1

mnohem efektivisi nez CYP1Al a CYP1AZ

Podil N-acetyltransferasy a sulfotransferasy na metab®laditivaci AA je nejasny
a potebuje dalsi zkoumad.

urothelial cancer g
;_\v‘_..'.
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«

o COOH — Aristolochic acid la
f Aristolochic acid | { N glucuronide
o
f metabo!ites? A —>»  Aristolochic acid la
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Obr. 14: Navrzené schéma aktivace a detoxikace aristolagckyseliny | (fevzato 2%
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1.5.3 Enzymova detoxikace aristolochovych kyselin

Vedle aktivace aristolochovych kyselin byla popsadatoxikace &chto slogenin.
Konverse N-hydroxyaristolaktamu | na 7-hydroxyaristolaktam jé¢ pravapodobr
zahrnuta do detoxikai cesty Obr. 14).”"8%8! predpoklada se, Ze oxidace aristolochové
kyseliny | na aristolochovou kyselinu la je zakladietoxik&ni cesta této slaeniny,
neba’ AAla a jeji konjugaty (pop konjugaty Alacla) byly nalezeny v mid® Ve
naswdcuje skuténosti, Ze reakce vedouci k tvérBAla jsou vylwné detoxika&ni, nebd
nebyly dosud nalezeny adukty AAla s DNA.

Studium enzym (rekombinantnich cytochroinP450) podilejicich se na detoxikaci
AAl, prokazuje, Ze vyznamnou Ulohu v oxidaci AAlafirCYP1Al a 1A2. Efektivgsi
v oxidaci AAl je CYP1A1Qbr. 15).8182
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Obr. 15: Oxidace AAI lidskymi rekombinantnimi cytochromy B%4(prevzato 79
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2. CiL BAKALA RSKE PRACE

Cilem pedkladané bakaigéké prace bylo vytvit prehled informaci o rostlinnych
alkaloidech aristolochovych kyselinach, o nefrapagvolané aristolochovymi kyselinami
a enzymech tyto latkyipmenujicich.

V experimentalni¢asti bylo cilem studium detoxikace aristolochovésediny |
zprostedkované jeji oxidaci lidskym jaternim mikrosomaindystémem. Konkrégnbylo
zjistovano, které z cytochraimP450 lidskych jaternich mikrosd@noxiduji aristolochovou

kyselinu | na aristolochovou kyselinu la.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 POUZITY MATERIAL A CHEMIKALIE

Pouzity material a chemikalie pochazi z nasledthiedrof:

Gentest BD Bioscience, USA

lidské jaterni mikrosomySingle Donors(HG93, HGO03, HG74, HGO06, HK27, HG42,
HG112, HG56, HG43, HG89, HG32, HK31, HK23,HK34)eld byly uchovavanyip
teplot -80 °C

Lachema Brno,Ceské republika
kyselina octova, methanol, Mg&bH,O, NaHPOy- 2H,0, NHHCO;

Merck, Némecko

acetonitril

Penta, Ceska republika

ethylacetat

Sigma, USA
glukosa-6-fosfat, glukosa-6-fosfat dehydrogenasatokonazol, NADPH, NADP

triethylamin

British Drug Houses, Velka Britanie

Sudan | (1-fenylazo-2-naftol)

AAl sodné sl: dar — Nemecké centrum pro vyzkum rakoviny v Heidelbergu
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3.2 RISTROJE

Automatické mikropipety

Nichiryo Nichipet EX (Japonsko)

Centrifugy
MLW, typ T52.2, Medizintechnik Leipzig, vykyvny rot (Némecko)
Microcentaur MSE, Sanyo, uhlovy rotor (Velka Brign

Inkubatory
Thermomixer Eppendorf compact Eppendoréifi¢cko)

Julabo TW8 Schoeller Instruments, s.r@egkéa republika)
Environmental incubator shake G24, New Brunswicle@dic. Co. Inc. (USA)

Magneticka michatka

Variomag, Monotherm (Bimecko)

pH metr
ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou (USA) -ikehce fistroje

pomoci standafdHamilton (Svycarsko)

Sonikator
ELMAsonic E 30 H, P-Lab({eské republika)

Systém HPLC
pumpa: Dionex pump P580

ASI-100 Automated Sample Injector

UV/VIS Detector UVD 170S/340S (USA)

Degasys DG-1210 Dionex

termobox pro kolonu: COLUMN OVEN LCO 101

kolona: Macherey-Nagel, Nukleosil 100-5 C18 HD; 250 mm (Nmecko)
program: Chromeleon™ 6.11 build 490
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Vakuova odparka
Speed wac DNA 110, Savant (USA)

DalSi pristroje
analytické vahy PESA 40SM-200A (Svycarsko), Mikralstr type ML-1, MS 2
Minishaker, Schoeller Pharma Pralizgkéa republika)

3.3 METODY

3.3.1 Oxidace AAI cytochromy P450 v lidskych jaterirth mikrosomech

Oxidace aristolochové kyseliny | byla sledovana praZziti lidskych jaternich
mikrosomalnich systéfn Stanoveni bylo uskutaéno vzdy v ,dubletnich* provedenich,
piicemz celkovy objem inkulgai snesi byl 500ul.

SloZeni inkubénich sndsi:

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

2. AAI (10 uM) rozpuséna v destilované vad

3. lidské jaterni mikrosomysfngle Donor¥ Cyrotein: = 0,5 mg/ml
4. NADPH generujici systém (NADPH-GS): 1 mM NADRO mM MgC}- 6H,0,
10 mM glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfat getogenasa

Prisludné slozky inkukimich snési byly pgidavany v takovém mnoZzstvi a takovém
poradi, jak je nazn#no vySe. Reaki smés byla michana a inkubovana na po dobu 20
minut za staléhor¢pani (400 RPM)ipteplo€ 37 °C. Reakce byla zastavenaganim 1
ml ethylacetatu a pro dobrou extrakci metabolitodganického rozpousdia byla reakni
smes 2 minuty tepana Mikroshaker type ML-L Nasled# byla organicka faze odbtbna
centrifugaci (13 000 RPM, 3 minminicentrifuga MicroCentaur MSE, uhlovy rojor
Organicka faze byla posléze odebrana, k vodnéelfgizpiidan 1 ml ethylacetatu a byla
opct provedena extrakce dle stejného postupu. Sp@etnakty byly odpeeny v digestti
(pfes noc) a naslednuchovavany p teplog€ -20 °C. Red analysou byly extrakty
rozpusény v 30ul methanolu. Taktoifpravené vzorky byly analysovany metodou HPLC.
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3.3.1.1 Vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC

Latky obsazené v extraktech byly separovany pommoefody RP-HPLC. Bylo
uzito kolony C18 Macherey-NagelSRN) @i teplo€ 35 °C. Ri separaci bylo uzito sési
(A)100 mM triethylaminacetatu (pH = 7,0; Uprava pHnoai kyseliny octove) aB) 80%
acetonitrilu jako mobilni faze. Standard AAI byiigraven tak, Ze k 281 methanolu byly
pridany 2ul AAl. Smés byla promichana. Na kolonu bylo vzdy nanaSenql2@orku.
Separace probihala v gradientovém i&gani, kdy se #milo sloZzeni mobilni faze z 80%
A, 20% B na konéné sloZzeni 40% A a 60% B. Mobilni faze bykgppavena ped analysou
a byla sonifikovana (pro odstram vzduchu). Jedna eluce trvala 55 mingt gratoku
mobilni faze 0,5 ml/min a ip tlaku cca 80 bar. Latky obsazené v extraktechy byl
detekovany p vinové délce 250 nm.

1.3.2 Stanoveni aktivity CYP1A1

Hodnoty aktivity CYP1AL nebyly firmou Gentesténtest BD Bioscience, UBA
pro velice nizkou expresi tohoto enzymu v lidskyétrech stanoveny. Z tohotaiebdu
musela byt jeho aktivita tena v naSich experimentech.

1-fenylazo-2-naftol (Sudan I) je znam jako veliaboy substrat lidského CYP1AL.
Nicmérg, Sudan | je oxidovan také lidskym CYP3A4, i kdydesetinasokin nizsi
aktivitou nez CYP1Al. Proto musela byt aktivita GA2 inhibovana, a to jeho
specifickym inhibitorem ketokonazoleth Stanoveni bylo prové&do vzdy v ,dubletnich*
provedenich, ficemz celkovy objem inkulgai smési byl 500pl.

SloZeni inkub&nich sndsi:

1. fosfatovy pufr (50 mM NapPQOy), pH=7,4

2. lidské jaterni mikrosomysfngle Donorsc = 0,5 mg/mi

3. roztoky Sudanu | (100M) a ketokonazolu (1QM) rozpusténé v methanolu
4. NADPH (1 mM)

Nejdrive byly do inkubanich smési gridany fosfatovy pufr, lidské mikrosomy a
smes Sudanu | s ketokonazolem v takovém mnoZzstvi eviak pdadi, jak je nazngno
vySe. Reaéni smes byla michana a inkubovana po dobu 5 mintittgplog 37 °C.
Nasledr byl do reakni sn&si piidan NADPH a po promichani byla &mnechana po
dobu 30 minut inkubovat za staléhepgani (250 RPM) ip teplo€ 37 °C. Reakce byla
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zastavenaidanim 1 ml ethylacetatu. Nasledhyla organicka faze odténa centrifugaci
(4 000 RPM, 5 min.Centrifuga MLW, typ T52.2, vykyvny rotoOrganickd faze byla
posléze odebrana, k vodné fazi biidan 1 ml ethylacetatu a byla &@gprovedena extrakce
dle stejného postupu. Spojené extrakty byly éeipa v digestti na vakuové odparce
(Speed wac DNA 110, SavddSA) a nasledh uchovavany fes noc v digesta Pred

analysou byly extrakty rozpu$ty v 30 ul methanolu. Takto ifppravené vzorky byly

analysovany metodou HPLC.

3.3.2.1 Vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC

Latky obsaZené v extraktech byly separovany pomuatiody HPLC. Bylo uZzito
kolony C18 Macherey-NagelSRN) i teplot 35 °C. Jako mobilni faze bylo uzito100
mM NH;HCO; (pH = 8,5). Standard bykipraven tak, Ze k 1@l Sudanu | bylo fidano 20
ul methanolu. Sws byla promichana. Na kolonu bylo vzdy nanasenqul20zorku.
Separace probihala v isokratickém uggldni. Mobilni faze bylafjpravena ped analysou
a byla sonifikovana (pro odstrami vzduchu). Jedna eluce trvala 14 miniit gratoku
mobilni faze 0,7 ml/min a ip tlaku cca 80 bar. Latky obsazené v extraktechy byl
detekovany p vinové délce 480 nm.

Stanovené hodnoty bylyfipazovany k hodnotam &enych standarkd metaboliti
Sudanu % a timto zpisobem byla ziskana koncentrace vzniklych metabolit
v jednotkachuM.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Oxidace AAI cytochromy P450 v lidskych jaternib mikrosomech

Oxidace aristolochové kyseliny | jefqupokladana jako detoxikai cesta f
biotransformaci této slaeniny.”*># Produktem této oxidace je aristolochova kyselma |
(AAla). Uvedeny metabolit byl separovan od AAl pachanetody HPLC a detekovarii p

vinové délce 250 nm.

4.1.1 Detekce AAIl a AAla metodou HPLC

Separace AAl a AAla pomoci HPLC byla popséana jiiivejsich pracicli> %%
Diive navrzené optimalni podminky pro detekci AAI AlA%° byly v&ak drobi upraveny.
Upraveny analyticky postup je uvedekapitole 3.3.1.1

Pri téchto experimentech byla pouzita AAl ve farmaristolochatu sodného a jaterni
mikrosomy fiznych lidskych jedin&. Ziskany byly z komeéniho zdroje Gentest BD
Bioscience, USA Kyselina aristolochova | je za danych podminkloeana v retetnim

case 34,9 min. a jeji metabolit AAla v reteiim ¢ase 22,1 min.@br. 16).

80.0 PAVEL #918 [modified by luboto] 4A: AAl + Hum MS HK31 UV VIS 1
7 mAU WVL:250 nm

2 -34.874
60.0

— AAl

40.0-

20.0 1-22.067

1004 —_— "
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0

Obr. 16: HPLC reakni smési sledujici oxidaci AAI lidskymi jaternimi mikrosoy
(vzorek HK31); experimentalni podminky HPLC: mobilfdze 80 %
acetonitril a 100 mM TEAA (80% A a 20%B 40% A a 60% B), itok 0,5
ml/min, kolona C18 Macherey-Nagel, teplota 35°Qjkapano 20 ul vzorku,
detekce @i 250 nm
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VSechny pouzité lidské mikrosomy oxidovaly AAl naAk, avSak s rozdilnou
efektivitou. Mnozstvi AAla (plocha peaku AAla) dktané po oxidaci jednotlivymi
lidskymi jaternimi mikrosomy je uvedencohab. 2 aObr. 17.

Tabulka 2 udava celkové mnozstvi cytochtiorR450 a aktivity jednotlivych
cytochromii P450 v lidskych jaternich mikrosomechét$ina tchto Gdaj byla prevzata
z protokoti firmy Gentest Gentest BD Bioscience, URAod které byly uvedené
mikrosomy zakoupeny.iBvzaty byly hodnoty aktivit enzyfnCYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8,
2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 a 4A.

20

16 - —

=y
N
1

MnoZzstvi AAla
(plocha peaku)
oo

i HHHH

0 ‘ :
NV

'\q?ff,\'\“‘q,‘bb‘qo@
C’@‘@"%\Lw\‘“x\@@@x\x\«\x\“x\

O
RN SR

Obr. 17: Oxidace AAI lidskymi jaternimi mikrosomy. Sloupcelavaji mnozstvi vzniklé
AAla. Hodnoty jsou pimérem ze dvou stanoveni. SloZeni inkéfiasnesi: 10
UM AAI; 0,5 M@yoeindMl MS; NADPH-GS; fosfatovy pufr pH 7,4
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Tab. 2: Mnozstvi vzniklé AAla a aktivity cytochroinP450 v lidskych jaternich mikrosomech

Aktivita cytochromii P450 v lidskych jaternich mikrosomech

| Aala | To 1AL . . . . .
Lot. No :_:tjes#ﬁ (plocha (p';:fjgg S(Sél(f:uc (Iev (O-dégiylace(7-hy2d¢c?xylac1 (N-dezn?getlhylac {Ga-hyzd(iiylace (4’-hyzd$§j<ylace (4’-h§/grlo?<aylace (1’-hy§ilr306:ylace (6-hy§5)1xylace Gﬂ-hy%)?gxylace (12-h;£oxylace
mikrosomy pod total pritomnosti |phenacetinu)| kumarinu) |(S)-mefenytoinu) paclitaxelu) diclofenacu) [(S)-mefenytoiny) bufuralolu) | chloroxazonu) | testosteronu) | laurové kyseliny
peakem) protein) |ketokonazolyl

2 HG93 5,959 290 73 750 340 25 180 2100 41 56 1800 2400 00 16

3 HGO03 2,021 290 62 170 2000 51 200 1700 44 110 1800 6100, 1600
34805| HG74 7,827 220 77 520 360 13 130 2100 55 120 1400 2700 3001

2 HGO06 5,759 296 57 770 580 31 130 2650 36 n.d. 1200 2990 740

1 HK27 10,111 300 104 1320 1320 31 180 480 460 130 3000 10 49 1110

3 HG42 4,010 670 61 700 2200 150 480 1600 7.4 95 1600 @500 1400

3 HG112 2,660 560 33 320 490 150 180 4000 380 32 2400 2500 1800

3 HG56 18,030 550 200 2400 1500 48 180 3100 480 120 1900 300 5 3000

2 HG43 3,767 270 81 630 850 34 60 1400 700 20 1100 5600 00 21

2 HG89 15,921 400 106 1500 650 60 160 2100 190 13 1700 0a20 2200

1 HG32 4,780 170 83 730 520 0,68 20 450 4.8 46 1200 2000 80 6

1 HK31 17,474 580 165 1220 2160 8,1 130 1690 172 34 1660 8210 2010

1 HK23 7,217 380 109 960 1100 24 160 2100 110 140 2100 0 680 780

1 HK34 6,148 500 109 1000 1500 39 220 1900 45 100 6000 0520 1100

VSechny presentované vysledky byly prosrygyv ,dubletnim® uspgadani.
2 urgeno firmou Gentest
® urena metodou popsanokapitole 3




4.2 Uréeni cytochromi P450 oxidujicich aristolochovou kyselinu | na

aristolochovou kyselinu la v lidskych jaternich mikkosomech

K ur¢eni cytochromi P450, které participuji na oxidaci AAl na jeho dehylani
metabolit AAla, byla uzita koretai analysa. Do vztahu byly davany aktivity (eveiite
expresni hladiny) jednotlivych cytochrdn450 ve vzorcich jaternich mikrosdmiiznych

lidskych jedind s efektivitou &chto mikrosond oxidovat AAI na AAla.

4.2.1 Stanoveni aktivity cytochromu P450 v lidskyaternich mikrosomech

Vzhledem k tomu, Ze v lidskych jaternich mikrosomeebyla v laboratdch firmy
Gentest Gentest BD Bioscience, UpAircena aktivita CYP1A1l, provedli jsme jeji
stanoveni.

Jako vhodny ,markerovy” substrat lidského CYP1A1l Bkysten 1-fenylazo-2-
naftol (Sudan If* Vedle CYP1A1 je Sudan | oxidovan také CYP3A4, iykdouze
s desetiprocentni ¢innosti. Nicmés, jeho podil na oxidaci Sudanu | vzhledem k jeho
vysoké expresi v lidskych jatrech (cca 30% CYP3Af)ize byt vysoky. Z tohotoiyodu
byla v naSich experimentech oxidace Sudanu | CYPB#A#bovana ketokonazolem (jeho
silnym selektivnim inhibitorem>2*

Pomoci metody HPLC (pracovni postup je u uvedddpitole 3.3.2.1 byly
separovany jednotlivé metabolity Sudanu | a jejamikla mnozZstvi: tvieny byly 1-
fenylazo-naftalen-2, 6-diol (6-OH-Sudan 1), 1,14@droxyfenyl)azo-naftalen-2, 6-diol
(4',6-di(OH)-Sudan 1) a 1-(sydroxyfenyl)azo-2-naftol (40H-Sudan 1). Sumarisaci
téchto hodnot pak byla sena celkova aktivita lidského CYP1AL1 v jednotlivyjelternich
mikrosomechTab. 2, 3.
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Tab. 3: MnozZstvi metabolit Sudanu | a aktivita CYP1AL1 v jednotlivych lidskych

jaternich mikrosomech

MnoZstvi metabolit Sudanu |
L I.‘idSké, , . a a , a aktivita
ot. No. _Jaterm 4',6-di(OH) 6-OH 4'-OH CYP1AT
mikrosomy
2 HG93 n.d. 0,3051 0,79535 73
3 HGO03 n.d. 0,428 0,4865 62
34805 HG74 n.d. 0,3772 0,8276 77
2 HGO06 n.d. 0,2988 0,6248 57
1 HK27 n.d. 0,49245 1,0605 104
3 HG42 n.d. 0,40865 0,5041 61
3 HG112 n.d. 0,1949 0,3065 33
3 HG56 0,13355 0,7292 2,0091 200
2 HG43 0,0507 0,3714 0,7803 81
2 HG89 0,06915 0,4098 1,1104 106
1 HG32 0,0654 0,4341 0,7293 83
1 HK31 0,11155 0,68685 1,6821% 165
1 HK23 0,08105 0,3586 1,0847 109
1 HK34 0,0776 0,6496 0,8785 109

& koncentrace metabality pM
b aktivita udana v pmol/min./m@ieinu

4.2.2 Cytochromy P450 1A1 a 1A2 jsou enzymy oxilufAl na AAla v lidskych
jaternich mikrosomech

Korelatni koeficienty ziskané linearni korelaci aktividpmtlivych cytochrom
P450 a mnozstvi oxidovaného produktu AAI, aristbme kyseliny la, jednotlivych
jaternich mikrosorin 14 lidskych jeding jsou uvedeny Wab. 4 aObr. 18-19

Z hodnot &chto korelgnich koeficient (s hladinou vyznamnos®, Tab. 4) je
patrné, Ze v lidskych jaternich mikrosomech oxigugdevSim cytochromy P450 1Al a
1A2. Tyto vysledky pl& odpovidaji vysledkm ziskanym v #véjSich studiich
vyuZivajicich lidské rekombinantni cytochromy P43%. CYP1A1 byl nejefektivijsim
enzymem oxidujicim AAI na AAla, CYP1A2 byl pak vioez dvakrat ménefektivni nez
CYP1A1 ©Obr. 15).*38! 7e studii s rekombinantnimi cytochromy P450 vygly¥e dal$imi
enzymy, které AAI oxiduji, jsou rowd CYP2C9, 2C8 a event. CYP3A4. Tyto enzymy
jsou v3ak vice neZ desetinassbnérs aktivni nez CYP1A13#1 7d4a se, Ze také v lidskych
jatrech je jejich fispivek k oxidaci AAl na AAla minimélni. Tato skuteost vyplyva
z korel@&nich analys provedenych vgukladané bakaigké praci.

Ziskané vysledky vSak bude nutné ¢egotvrdit dalSimi experimenty. Vyuziti
selektivnich inhibitoi cytochronii P450 je jednim z dalSich planovanych experifnent
které ziskané vysledky mohou dale réiz&i potvrdit.
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Tab. 4: Korelaini koeficienty ziskané provedenim kotglaanalysy mezi aktivitou jenotlivych cytochr@ar®450 a mnoZstvim vzniklé AAla

Total 1A1° A0
P450¢ (oxidace 1A2? 2A6° 2B6* 2Ccg 2C9 2C19 2D¢* 2E1? 3A4° (12-hydroxylace
(pmol/mg | Sudanu | v | (O-deethylace | (7-hydroxylacel (N-demethylac#6a-hydroxylace| (4-hydroxylaceg (4-hydroxylace | (1-hydroxylace(6-hydroxylace [6-hydroxylace Ia):Jrovéy
total pritomnosti | phenacetinu) kumarinu) |(S)-mefenytoind) paclitaxelu) diclofenacu) | (S)-mefenytoinu) bufuralolu) |chloroxazonu) | testosteronu) kyseliny)
protein) |ketokonazolu Y Y
Korelani koeficient 0,307 0,884 0,932 0,268 -0,265 -0,119 0,067 0,215 -0,123 -0,03 -0,11 0,307
Hladina vyznamnosti 0,285 < 0,0001 < 0,0001] 0,355 ,360 0,685 0,82 0,46 0,688 0,919 0,707 0,285

_QV_

4 urteno firmou Gentest, aktivita v pmol/min./pageiny

b urena metodou popsanotkapitole 3, aktivita udana v pmol/min./mgreinu
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Obr. 18: Korelace aktivity CYP1A1l, 1A2, 2A6, 2B6, 2C8 a 2afnozstvi AAla (plochy peaku AAla)
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Obr. 19: Korelace aktivity CYP2C19, 2D6,

Plocha peaku AAla

2E1, 3A4 a 4A aabstvi AAla (plochy peaku AAla)



5. ZAVER

Cile vytycené v pedkladané bakaigke praci byly spkny:

v' Bakal&ska prace jeiehledem informaci o rostlinnych alkaloidech aristhlovych
kyselinach, snimi spojené chorgpb nefropatii vyvolané aristolochovymi

kyselinami, a 0 enzymech podilejici se na biotramséci tchto latek.

v' Z korela&nich analys mezi aktivitou jednotlivych cytochroniP450 v lidskych
jaternich mikrosomech a mnoZstvim oxidéno produktu AAl, aristolochové
kyseliny la, bylo uteno, Ze s nepSi efektivitou se v lidskych jaternich
mikrosomech na detoxikaci aristolochové kyselippdili cytochromy P450 1A1 a
1A2.

Ziskané vysledky fifspivaji k poznani detoxikace rostlinnych alkatoid
aristolochovych kyselin a s nimi spojenych onendo¢rAAN a BEN. Budou vyuZity §
dalSim studiu funkci enzyimmetabolisujicich aristolochové kyseliny ve vyvgjchto

chorob.

-48 -



Seznam pouzité literatury

1)

(2)

3)

(4)

()

(6)

(7)

(8)
9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

Hussain, S.P., Harris C.CCancer Ress8, 4023 (1998 dle Stratil, P., Kub& V.:
Chem. Listy98, 379-384 20049

Stratil, P., Kub4, V.: Chem. Listy98, 379-384 2004

Alberts, B., Bray, D., Johnson, A., Lewis, J., Ra#f, Roberts, K., Walther, P.:
Zaklady buécné biologie(pteklad z angl. original&ssential Cell Biology Espero
Publishing, Usti na d Labera 499

Stiborova, M.:Biochemie jako teoreticky zaklad biomedigimdnaska naiF UK,
katedra biochemie, Prahz0(10

Voet, D., Voet, J.G Biochemistry (3 Edition), John Wiley & Sons, Inc2004
Stiborova, M., MikSanova, MZiva4, 146 (999

Novak, J., Skalicky, M.Botanika: Cytologie, histologie, organologie a gysatika
Powerprint, Praha2009

http://en.wikipedia.org/wiki/Aristolochigpiistup27.3. 2010

Carter, D.:.Motyli (preklad z angl. origindlButterflies and Moths Osveta, Martin
(1998

International Agency for Research on Can&ametraditional herbal medicines,

some mycotoxins, naphthalene and styrédl@C Monogr. Eval. Carcinog. Risks
Hum. 82(2002

Debelle, F.D., Vanherweghem, J-L., Nortier, JHidney Int._ 74 158-169 200§
Schmeiser, H.H., Stiborova, M., Arlt, V.MCurr. Opin. Drug Discov. Dev. 12
141-148 2009

Heinrich, M., Chan, J., Wanke, S., Neinhuis, Cm®&inds, M.S.JJ. Ethnopharm.
125 108-144 2009

Kumar, V., Ponam, D., Prasad, A.K., Parmar, Vi&at. Prod. Rep. 2(665-583
(2003

Mose, J.R.Drug Res.16118-122 {966 dle Stiborova, M., Frei, E., Arlt, V.M.,
Schmeiser, H.HMutat. Res. 6585-67 2008

Mose, J.R.Drug Res. 24151-153 1974 dle Stiborova, M., Frei, E., Arlt, V.M.,
Schmeiser, H.HMutat. Res. 6585-67 2008

-49 -



(17) Kluthe, R., Vogt, A., Batsford, SDrug Res. 32443-445 (1982) dle Stiborova, M.,
Frei, E., Arlt, V.M., Schmeiser, H.HMutat. Res. 6585-67 2008

(18) Mengs, U., Lang, W., Poch, J.AArch. Toxicol. 107107-119 1982 dle Stiborova,
M., Frei, E., Arlt, V.M., Schmeiser, H.HMutat. Res. 6585-67 2008

(19) Mengs, U.:Arch. Toxicol. 52209-220.1983 dle Stiborova, M., Frei, E., Arlt,
V.M., Schmeiser, H.HMutat. Res. 6585-67 00§

(20) Robisch, G., Schimmer, O., Goggelmann, WMutat. Res. 105201-204 1982 dle
Stiborova, M., Frei, E., Arlt, V.M., Schmeiser, H:MMutat. Res. 6585-67 2008

(21) Abel, G., Schimmer, OHum. Genet. 64131-133 1983 dle Stiborova, M., Frei, E.,
Arlt, V.M., Schmeiser, H.H.Mutat. Res. 6585-67 2003

(22) Pezutto, J.M., Swanson, S.M., Woongchon, M., CheC@Grdell, G.A. Fong, H.H.S.:
Mutat. Res. 206447-454 1988 dle Stiborova, M., Frei, E., Arlt, V.M., Schmeise
H.H.: Mutat. Res. 6585-67 200§

(23) Mengs, U.:Arch. Toxicol. 59328—-331 1987 dle Stiborova, M., Frei, E., Arlt,
V.M., Schmeiser, H.HMutat. Res. 6585-67 2008

(24) Mengs, U.:Arch. Toxicol. 61504-505 1988 dle Stiborova, M., Frei, E., Arlt,
V.M., Schmeiser, H.HMutat. Res. 6585-67 00§

(25) Reynolds, K.F.F. (Ed.Martindale, The Extra PharmacopeiBharmaceutical Press,
London, p.130X986 dle Stiborova, M., Frei, E., Arlt, V.M., Schmeisél.H.:
Mutat. Res. 6585-67 2008

(26) Gold L.S., Slone, T.HN. Engl. J. Med. 3491576-1577 %003 dle Debelle, F.D.,
Vanherweghem, J-L., Nortier, J.IKidney Int. 74 158-169 2008

(27) Arlt, V.M., Stiborova, M., Schmeiser, H.HMutagenesis 1,7265-277, 2002

(28) Cosyns J-PDrug Safety 2633-48 003

(29) Vokurka, M., Hugo, J. a kolektiPrakticky slovnik medicinyjlaxdorf: Praha,
(2007

(30) Vanherweghem, J-L., Depierreux, M., Tielemans Abramowicz, D., Dratwa, M.,
Jadoul, M., Richard, C., Vandervelde, D., Verbegel2n Vanhaelen-Fastre, R.,
Vanhaelen, M.Lancet 341 387-391 {993

(31) Vanherweghem, J-LJ. Altern. Complement. Med, 9-13 (1999

(32) Vanherweghem, J-L., Cuykens, J.J., Vandenbergh, Bddiman, K.P., Hagers, Y.:
Lancet 351991 (998

(33) Vanherweghem, J-LLancet 3501858 (997

-850 -



(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)
(46)

(47)
(48)
(49)

Unger, P., Nortier, J., Muniz Martinez, M.C., Pleih, Vandenbossche, J-L.,
Vereerstraetenand, P. Vanherweghem, JNephrol. Dial. Transplant. 1806-910
(2003

Vanhaelen, M., Vanhaelen-Fastre, R., But,P., Vambéghem, J-L.Lancet 343174
(19949

Bieler, C.A., Stiborova, M., Wiessler, M., CosydsP., van Ypersele de Strihou, C.,
Schmeiser, H.H.Carcinogenesis 18.063-1067 1997

Schmeiser, H.H., Bieler, C.A., Wiessler, M.; Ypéesge Strihou, C., Cosyns, J-P.:
Cancer Res. 52025-20281996

Nortier, J.L., Schmeiser, H.H., Muniz Martinez, MA&t, V.M., Varvaet,.C.,
Garbar, C.H., Daelemans, P., Vanherweghem, Bkphrol. Dial. Transplant. 1,8
426-428 2003

Nortier, J.L., Muniz Martinez, M-C., Schmeiser, H.lArlt, V.M., Bieler, C.A.,
Petein, M., Depierreux, M.F., De Pauw, L., AbramezyiD., Vereerstraeten, P.,
Vanherweghem, J-LN. Engl. J. Med. 3421686-1682 2000

Yang, H-Y., Wang, J-D., Lo, T-C., Chen, P-C.Epidemiol 1917-23 2009
Schmeiser, H.H., Schoepke, K-B., Wiessler, Garcinogenesis, 297-303 {988
dle Arlt, V.M., Stiborova, M., Schmeiser, H.H\utagenesis 1,7265-277, 2002
Stiborova, M., Fernando, R.C., Schmeiser, H.H.i, Bg Pfau, W., Wiessler, M.:
Carcinogenesis 15.187-11921994) dle Arlt, V.M., Stiborova, M., Schmeiser,
H.H.: Mutagenesis 1,7265-277, 2002

Stiborova, M., Frei, E., Arlt, V.M., Schmeiser, H:Mutat. Res. 6585-67 2008
Schmeiser, H.H., Frei, E., Wiessler, M., Stibordv&, Carcinogenesis 18.055-
1062 (1997

Arlt, V.M., Wiessler, M., Schmeiser, H.HCarcinogenesis 21235-242 2000
Schmeiser, H.H., Janssen, J.W.G, Lyons, J., SdddRf, Pfau, W., Buchmann, A.,
Bartram, C.R., Wiessler, WCancer Res. 5(6464-54691990

Arlt, V.M., Schmeiser, H.H., Pfeifer, G.RCarcinogenesis 22133-140 2001
Stiborova, M., Frei, E., Schmeiser,H.l&hem. Listy 94186-189 2000

Arlt, V.M., Stiborov4, M., vom Brocke, J., Simodés,L., Lord, G.M.,Nortier, J.L.,
Hollstein, M., Phillips, D.H., Schmeiser, H.HCarcinogenesis 28253-2261%007)

-51-



(50) Luo, J-L., Yang, Q., Tong, W-M., Hergenhahn, M., MjaZ-Q., Hollstein, M.:
Oncogene 20320-328 200))

(51) World Health Organisation: Memoranduirhe Endemic Nephropathy of South-
Eastern EuropeGeneva, 431-448965

(52) Stiborova, M., Patika, J., Frei, E., Schmeiser, H.l&hem. Listy99, 782-788 2005

(53) Pfohl-Leszkowicz, A., Petkova-Bocharova, T., Cheemasky, I. N., Castegnaro, M.:
Food Additiv. Contamin. 1282-302 2002

(54) Ikonomov, V., Melzer, H., Neonov, V., Stoicheva Atjller, S., Mann, H.Artif.
Organs 23 75-80 (999.

(55) Stefanow, V., Polenakow, M.: Nephron. Clin. Pract. 11251-c56 2009

(56) Bamias, G., Boletis, JAm. J. Kidney Dis. 55606-616 2008

(57) Grosse, Y., Baudrimont, I., Castegnaro, M., Betbe8leM., Ekué Creppy, E.,
Dirheimer, G., Pfohl-Leszkowicz, AChem-Biol. Interact. 95175-187 {995

(58) Pfohl-Leszkowicz, A., Manderville R.AMol. Nutr. Food Res. 561-99 007 dle
Grollman, A.P., Jelako¥j B.: J. Am. Soc. Nephrol. 18817-2823Z007)

(59) Clark, H.A., Snedeker, S.MJ. Toxicol. Environ. Health B Crit. Rev, 265-296
(2006

(60) Arlt, V., Ferluga D., Stiborova, M., Pfohl-LeskowicA., Vukelic, M., Ceovic, S.,
Schmeiser, H.H., Cosyns, J-kt. J. Cancer_10,1500-502 2002

(61) Mally, A., Zepnik, H., Wanek, P., Eder, E., Dinglé., Inmels, H., Volkel, W.,
Dekant, W.:.Chem. Res. Toxicol. 1234-242 2004 dle Grollman, A.P., Jelakayi
B.: J. Am. Soc. Nephrol. 18817-2823%007)

(62) Gautier, J-C., Richoz, J., Welti, D.H., Markéyd., Gremaud, E., Guengerich, F.P.,
Turesky, R.J.Chem. Res. Toxicol. 134-45 001 dle Grollman, A.P., Jelakayi
B.: J. Am. Soc. Nephrol. 18817-2823Z007)

(63) Turesky, R.J.Chem. Res. Toxicol. 18082-1090Z005 dle Grollman, A.P.,
Jelakov¢, B.:J. Am. Soc. Nephrol. 12817-28232007)

(64) Grollman, A.P., Jelako¥j B.: J. Am. Soc. Nephrol. 12817-28232007)

(65) Ivi¢, M.: Lijec Vjes 911278-12811969 dle Stefano\, V., Polenakou, M.:
Nephron. Clin. Pract. 11251-c56 2009

(66) Grollman, A.P., Shibutani, S., Moriya, M., Milld¢,, Wu, L., Moll, U., Suzuki, N.,
Fernandes, A.,Rosenquist, T., Medverec, Z., JakoWn Brdar, B., Slade, N.,

-52 -



(67)
(68)
(69)

(70)
(71)

(72)

(73)

(74)

(75)

(76)

(77)
(78)

(79)

(80)

(81)

(82)
(83)

Turesky, R., Goodenough, A.K.,Vuke&liM., Jelakow, B.: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 104 12129-121342007)

Toncheva, D., Dimitrov, T., Stoyanova, &ur. J. Epidemiol. 14389-394 {998
Knejzlik, Z., K&s, J., Ruml, TChem. Listy 94913-918 2000

Chrom4, L., Mackova, M., Macek, T., Martinek, Vtib®rova, M.:Chem. Listy 95
212-222 2001

Stiborova, M. Chem. Listy 96784-791 2002

Stiborova, M. Xenobiochemigprednaska nail* UK, katedra biochemie, Praha
(2010

Krumbiegel, G., Hallensleben, J., Mennicke, WRittmann, N.Xenobiotica 17
981-991 1987 dle Arlt, V.M., Stiborova, M., Schmeiser, H.Htutagenesis 17
265-277, 2002

Schmeiser, H.H., Pool, B.L., Wiessler, Nl.arcinogenesis,59-63 (986 dle
Stiborova, M., Frei, E., Arlt, V.M., Schmeiser, H:Mutat. Res. 6585-67 2008
Chan, W., Cu, L., Xu, G., Cai, ZRapid Commun. Mass Spectrd@f, 171-177
(2009

Maier, P., Schawalder, H., Weibel, Environ. Mol. Mutagen. 1®75-284 {987
dle Stiborova, M., Frei, E., Arlt, V.M., Schmeiset,H.: Mutat. Res. 6585-67
(2008

Chan, W., Luo, H-B., Zheng, Y., Cheng, Y-K., Cai, Brug Metab. Dispos. 35
866-874 2007

Stiborova, M., Frei, E., Arlt, V.M., Schmeiser, H:iBiomed Pap 153%-12, 009
Stiborova, M., Frei, E., Hodek, P., Wiessler, MchBeiser, H.H.Int. J. Cancer 113
189-197 200H

Stiborova, M., Frei, E., Sopko, B., Sopkova, K.,rktava, V., Laikova, M.,
Kumstyfova, T., Wiessler, M., Schmeiser, H.l@arcinogenesis 241695-1703
(2003

Stiborova, M., Frei, E., Schmeiser, H.Kidney Int. 731209-1211Z008
Sistkova, J., Hudek, J., Hodek, P., Frei, E., Schmeiser, H.H., $tiba, M.:
Neuroendocrinol. Lett. 2933-731 2008

Levova, K.:Diplomové pracePF UK Praha, katedra biochem2009
Stiborova, M., Martinek, V., Rydlova, H., Koblas, Hodek, P.Cancer Lett. 220
145-154 200H

-B3 -



(84) Stiborova, M., Martinek, V., Rydlova, H., Hodek, Prei, E.:Cancer Res. §5678-
5684 002

(85) Burda, P.Diplomova pracg2006, PiF UK Praha, katedra biochemie dle Levova,
K.: Diplomova pracePF UK, katedra biochemie, Pralz009

(86) Rendt, S., Di Carlo, F.JDrug Metab. Rev. 2913-580 {997

-54 -



Svoluji k zafijceni této prace pro studijnégly a prosim, aby byl&adre vedena evidence
vypujcovatet.

Jmeéno a fijmeni

Cislo OP Datum vyficeni Poznamka
S adresou

-55 -



