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Abstrakt

ABSTRAKT

Aristolochové kyseliny (AA) jsou lidskymi karcinogg, které roveiz vykazuji
silné nefrotoxické vlastnosti. Sim AA je obsazena v rostlinaateledi podraZzcovitych
(Aristolochiaceag které byly a nadéle jsou uzivany v tkadi medicig, zejména v Asii.
Aristolochové kyseliny se podili na vzniku dvou dypefropatii. Jedna z nich dokonce
nese ozn&eni nefropatie vyvolana aristolochovou kyselinoérigtolochic Acid
Nephropathy, AAN Druhym onemocinim je balkanskad endemickéa nefropatialikan
Endemic Nepropathy, BEN Ob: onemocini jsou doprovazena malignacemi
v urothelilni tkéni, které jsou vyvolany karcinogém pisobenim AA. ZvlaStnim znakem
AAN a BEN je skuteénost, Ze ne vSichni pacienti vystaverispbeni AA byli postizeni
nefropatii a vyvojem nadorového oneméai Jednou ziicin této skuténosti mohou byt
rozdily v aktivithich a expresnich hladinach enyiotransformujicich AAl, hlavni
toxickou sloZzku obsaZenou v rostlinném extraktutaidei poznani enzyfpodilejicich se
na metabolismu AAI rive @ispét k objaskni interindividualni vnimavosti i AAN,
BEN a malignacim. Aristolochova kyselina | je v anismu bd’ oxidatné detoxifikovana
anebo redudn¢ aktivovana. Reduini bioaktivace AAIl vede ke tvo&bkovalentnich
adukti AA s DNA, které resultuji ve vznik unikatni tramsgni mutace APHTA
v tumorovém supresorovém genp53 Oxidani detoxifikace vede k tvo# 8-
hydroxyaristolochové kyseliny | (AAla), kter&qustavuje hlavni detoxifikai metabolit
AAl. V predkladané diplomové praci byla studovana parti@padcochronmi P450 (CYP)
jak na bioaktivaci, tak i na detoxifikaci AAl potkami a mySimi jaternimi systémy oxidas
se smiSenou funkci. K identifikaci cytochrdm450, které se podili na metabolismu AAl,
byly uzity induktory a inhibitory CYP, rekombinantpotkani cytochromy P450 a téz
specialni transgenni mysi modely. Sledovan byl tdikecytochromu g na detoxifikaci a
aktivaci AAl. Tento protein je fakultativni sloZzkaystému oxidas se smiSenou funkci a
muze ovliiiovat aktivity cytochrom P450. Vysledky v fedkladané diplomové praci
potvrzuji majoritni roli CYP1A1l a 1A2 v detoxifika8Al jak in vitro, tak iin vivo. Vedle
oxidatni detoxifikace se CYP1Al1/2 za anaerobnich podmipedili téZ na reduki
aktivaci AAIl, kterd vede ke vzniku reaktivnihd-acylnitreniového iontu a naslegn
k transversni mutaci ABTA v genup53



Abstract

ABSTRACT

Aristolochic acids (AA) are human carcinogens whithve also very strong
nephrotoxic properties. A mixture of AA is presantristolochiacaeplant species. These
plants were and still are used in traditional medidn some countries, particularly in
Asia. Aristolochic acids participate in developmehtwo types of nephropathies. The first
disease is designated as Aristolochic Acid NephigpéAAN), the second one is Balkan
Endemic Nephropathy (BEN). Both nephropathies asso@ated with urothelial
malignancies, which are caused by AA. One of thmrmon features of ANN and BEN is
that not all individuals exposed to AA suffer frarephropathy and tumour development.
One cause for these different responses may beididi differences in the activities and
expression levels of the enzymes catalyzing thednsformation of AAI, the major toxic
component of AA contained iAristolochia species. Detailed knowledge of enzymes
which participate in metabolism of AAlI may contribuo elucidation of inter-individual
susceptibility to AAN, BEN and later urothelial ngalancies. Aristolochic acid 1 is either
oxidative detoxicated or reductive activated bytdainsformation enzymes. Reductive
bioactiovation of AAl leads to formation of covate®A-DNA adducts in organism which
result in producing of unique ABTA transversion in tumour suppressor geuks
Oxidative detoxification of AAIl leads to formationf a demethylated product, 8-
hydroxyaristolochic acid | (AAla). In this thesisye investigated cytochromes P450
(CYP)-mediated reductive activation and oxidatietoatication of AAl in a rat and mouse
model. Inducers and inhibitors of CYP enzymes,regabmbinant cytochromes P450 and
special transgenic mouse models we used to identifgh CYP enzymes are involved in
metabolism of AAI. The effect of cytochrome bn detoxication and activation of AAl
was also studied. This protein is facultative congy of a mixed function oxidase system
and may influence activity of some CYP enzymes.uRedound in this work demonstrate
a major role CYP1Al and 1A2 in detoxification of AM vitro andin vivo. CYP1A1/2
also contribute to reductive bioactivation of AAhiwh leads to formation of very reactive
N-acylnitrenium ion and AFTA transversion ip53 gene.

(In Czech)
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Uvod

1. UVOD

1.1 KARCINOGENESE

Proces, ktery vede ke vzniku nadorovych onerdocr(rakoviny), nazyvame
karcinogenesi. Studiu mechanismu vyvoje nadoruiseckolik desitek let intensivh
vénuji védecké skupiny z celého &a’! V sousasné dob se jako nejresrijsi jevi model
tzv. multifdzové karcinogeneskterou Ize rozdit miniméln¢é na ti zakladnicasové Useky,
tj. iniciaci, promoci a progredi® Vramci tohoto dlouhodobého procesu dochazi
k abnormalnimu buftnému fistu, ktery je zfpsobencetnymi znénami v genové expresi,
nasleds vedouci k nerovnovaze mezi inou proliferaci a apoptosou. Lze teidgi, Ze
je negativd ovlivnén buréény cyklus a diferenciace, resp. geny kodujici digaéni
proteiny?* Timto zpisobem se takova poskozendaikal nasledis osvobodi od regulace a
kontroly okolnim prosedim a ziskava tak schopnost nekontroléwandlit. Z iniciované
bunky miZe po uéité dok& vzniknout benigni nador, ktery naslédmizZze podstoupit
maligni transformadi.’

Jednotlivé faze procesu karcinogese byly a nadséel jdetaild studovany,

v soutasne tob tedy existuje velice dobré p&domi o jejich pibéhu Obr. 1).

Modifikovana DNA Iniciace Promoce Progrese
Metabolicka
- aktivace ><I"5["°|“'C Fixace
: : 1 ]
e —b _* A-E_T—-Q .—.-.’ LE (T
: : LE Y e
Biologicky Iniciované p. oo oniazie  Malignance
EXPOZICE S uéinng davka bufiky P
Interni davka Madorové onemocnéni
Detoxikace |
i—- Reaktivace Latentni obdobi (perioda) _T
Vylougeni Oprava DNA
EXPOZICE EFEKT
1 den 20-40 let

Obr. 1: Schematické znazomi procesu karcinogenesedpzato 2)
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Uvod

Pokud je organismus vystaven karcinogenu, dochgzé3kozeni witych geni,
které koduji proteiny podilejici se na regulaci &umého cyklu, a tim ke vzniku tzv.
iniciované buky. PoSkozené geny se zpravidiadi do skupiny onkog&n nebo
tumorovych supresorovych geh? Pasobeni karcinogenu id#e byt b’ charakteru
genotoxického, kdy vznikaji kovalentni adukty s DN#ebo charakteru epigenetického,
kdy k modulaci genové exprese dochézi peastictvim nekovalentnich interakci (itap
interkalacef® M4 se zato, Zmiciace (prvni faze karcinogenese) je proces irrevesibilni

Mechanismus prontoi faze je komplexni a mémprozkoumany. Jisté je, Ze se
jedna o celoorganovy proces, ktery je spojen skgsostupm proliferace’ Timto
zpisobem dochézi k propagaciiyodniho posSkozeni a ke vzniku benigniho tumoru
(preneoplasie Nicmérg, promoceje stalecasténe regulovana a kontrolovana kignmymi
mechanismy. Tato fazetpe trvat fizr¢ dlouhou dobu a fZe byt také ovlisiovana tzv.
&inidly podporujicimi promoci (napforbolestery)-?

Progresni faze je spojena s postupnym vyvojem gpow a fenotypow
zmeénénych burk, kdy dochazi k vysokému stupni zcela nekontral@va neregulované
proliferace, a vede ke vzniku klinicky detekovaétino zhoubného nadoru. Tato maligni
transformace je usnadéima genovou nestabilitou a pozminou genovou expresi. Maligni
tumor se chova agresignnapada a i prilehlé tkard a také nize (na rozdil od

preneoplasigmetastasovat do lymfatickych uzlin a ostatnicntk?

1.1.1 Klinické aspekty karcinogenese

Z Kklinického hlediska je proces karcinogenese preud¥itomnosti ugitych latek
v tkanich, krvi a v ostatnickélhich tekutinach. Tyto latky, tzuumorové markeryjsou
povahy zejména proteinové a jejich koncentracginiah tekutinach se émi v ¢ase, resp.
s vyvojem nadorového onemaen.® Dle definice formulované na 5. mezinarodni
konferenci o lidskych tumorovych markerech ve Shkmdknu v roce 1988 The Fifth
International Conference on Human Tumour Marker®ckholm, 1988 jsou tumorové
markery charakterisovany jako latky, které vznikajnadorovych bikach a jsou
sekretovany do étnich tekutin, kde je Ize kvantifikovat neinvasimmi metodami.
Vzhledem ke korelaci koncentragetito markei a aktivni hmotou nadoru jsou tumoroveé

markery napomocné&idécbe onkologickych pacierit®

-12 -



Uvod

ProtoZze nadorova tkaje mér diferenciovana na rozdil od tkarzdravé, vice
histologicky gipomin& embryonalni tk& Tumorové markery jsou prot@sto latky, které
jsou obvykle produkované v embryonalni tkani a femdinciované tkani se zpravidla
nevyskytuji’ Prvni tumorovy marker byl identifikovan vroce B34Jednalo se o
imunoglobulin,Bence-Joness protein ktery je dodnes pouZzivan jako nadorovy marker
v piipadech mnoht@tného myelomd?!® V nasledujici dob byly objeveny dalsi latky,
které byly spojeny s vyvojem nadorPatily mezi né latky nizné povahy: enzymy,
isoenzymy, receptory, hormony apodikRadem niize byt kysela fosfatasa;fetoprotein
nebo karcinoembryonalni antigefap. 1).’

Nadorové markery Ize v zakladu re@fitina dw skupiny: na (i) nadorové markery a
(i) markery asociované s nadory. Prvni skupinad¢mavé markery) zahrnuje specifické
glykoproteiny a muciny, které jsou exprimovany pewznadorovych hikach. Markery
asociované s nadory nejsou zpravidla specifickénéi€ jsou exprimovany vice nez je
obvyklé (nap. onkoproteiny, hormony, cytokinyiistové faktory). Tyto skupiny Ize dale
rozclit podle toho, zda se jejich expresni hladina®phu nadorového onemogmi meni

anebo ne. Lze je tedy radil na markery statické a dynamicke.

Tabulka 1: Priklady tumorovych makéra gislusnych naddr (podle”)

Tumorovy marker Typ nadoru

AFP a-fetoprotein hepatocelularni karcinom, germinakdory

B-2M B-2-mikroglobulin mnohdetny myelom, lymfomy

B-hCG B-lidsky choriovy choriokarcinom, germinalni nadory
gonadotropin

CA 15-3 nadorovy antigen 15-3 karcinom prsu, adarmikom

CA 19-9 nadorovy antigen 19-9 karcinom pankreaalydku a tlustého &tva

CA 125 nadorovy antigen 125 karcinom ovarii, pékyoadenokarcinom

CEA karcinoembryonalni antigen karcinom prsu, phter

LDH laktdtdehydrogenasa germinalni nadory

(isoenzym 5)
PSA prostaticky specificky antigen  karcinom progtat

-13 -



Uvod

1.1.2 Onkogeny a tumorové supresorové geny

Vzniku iniciované biiky v procesu karcinogeneséefdchazi genotoxické&ipobeni
karcinogeri, které vede k poSkozenicitych, klicovych geri. Cilem tohoto posSkozeni
jsou zpravidla geny podilejici se ve zdravéndmu na regulaci buiného cyklu:
protoonkogeny a tumorové supresorové geny. Protmgeky se P normalnich
podminkach podileji na proliferaci tiky, zatimco tumorové supresorové geny, jejichz
proteinové produkty séadi k inhibitoiim kinas zavislych na cyklinech, participuji na

inhibici bursené proliferace: >’

1.1.2.1 Protoonkogeny a onkogeny

K hypothese podilu onkogénresp. protoonkog@&nna procesech karcinogenese
vedly prace Temina a Baltimora, ktgracovali na problematice viru Rousova sarkomu.
Temint? v rdmci svého vyzkumu formuloval tzv. protoviraleorii, podle které genom
onkogennich vik ¢ast&né vznikl z normalni bu&né DNA kthem evoluce. Tato teorie
také nabizi vysitleni hybridisace sekvenci nukleové kyseliny z gemiho viru
(virovych onkogen) s burgcnou DNAZ*2

V normalni, zdravé hice se nachazi homology vySe z#miych virovych, resp.
retrovirovych onkogein které jsou oznmvany jakoprotoonkogenya které jsou evoling
konservovany od kvasinky az p#lovéka. Tato evoltni konservace protoonkogéen
poukazuje na velice vyznamnou raichto gerd v bure¢cnych funkcich a jejich onkogenni
pasobeni je tedy spie vyvolano mifadnou udalosti (na&p mutaci & translokaciy
Mutaci protoonkogeahnvznikaji onkogenyjejichz exprese nasleéinede k procasn, které
mohou dale resultovat v nekontrolovatelndedi a vznik iniciované hiky. Prestoze se
protoonkogeny vyzraji vysokou homologii s virovymi onkogeny, nemusi nutré
znamenat, Ze vSechny protoonkogeny mohou vést igmiatansformacf:” 3

V souwtasné dob je identifikovdno a charakterisovano mnoho onkagennichz
nékteré uvadiTab. 2. DalSi onkogenni sekvence jsou nachazenyzmyrch eukaryotickych
organismech, &etré ¢loveka. Z vysledk sowasného vyzkumu vyplyva, Ze tyto geny lze
fadit do rodin nebo dokonce do superrodin, a to aklagE sekvekni homologie.
Vyznamnou skupinou jsou namnkogenyras, mezi které séadi Harveyhaas onkogen
(H-ras), Kirsteniv ras onkogen K-ras) ¢i neuroblastomovyas onkogen K-ras). Spolé&né

s dalsimi onkogeny byly azeny do tzv. rodiny asociovanéss onkogeny’*°

-14 -



Uvod

Tabulka 2: Vybrané virové onkogeny (podfe

Onkogen Retrovirus Priivod
abl Abelsorav virus mysi leukemie mys
fos Finkelav-Biskisiv-Jinkingiv virus osteosarkomu mys
mos Moloneyho virus mysiho sarkomu mys$
raf virus mysiho sarkomu 3611 mys$
erb-A virus pta&i erythroblastosy slepice
myc virus myelocytomatosy MC29 slepice
src virus Rousova sarkomu slepice
sis virus optiho sarkomu chapéan
H-ras Harveyho virus mysiho sarkomu potkan
K-ras Kirsteniv virus mysiho sarkomu potkan
N-ras zadny ¢lovek

Protoonkogeny, resp. onkogeny lIze rdidd do ttid podle funkce jejich
proteinového produktu. Séasna molekularni biologie rozeznava sedm zakladskapin.
Do prvni sefadi fistové faktory (Sis), které ve své mutantni padotwhou parakrinnimi
¢i autokrinnimi mechanismy stimulovat proliferaci do&ové buiky. Druhou fidu
piedstavuji receptory majici tyrosin- kinasovou aktirodina Src, ErbB). V sa@asné
doke nejsou ovSem stale znamy ligandikterych €chto membranovych receptor Ve
tieti skupirt Ize nalézt receptory postradajici tyrosin-kinasowativitu (Mas)? Ctvrtou
skupinu tvai proteiny vazajici GTP, mezi kteréigali rodina Ras. Tyto onkoproteiny hraji
velice vyznamnou roli v signalni transdukci a m&# GTPasovou aktivitu. Préuato
aktivita je v mutantni form proteinu (nap onkoproteinu Ras) naruSena. To znamena, ze
onkoprotein neni schopen hydrolysovat GTP, ktenygetm stale navazan, @akoprotein
je tedy stale v aktivnim sta@tr

V paté tide Ize najit cytosolarni proteinkinasy serinovéhoheedninového typu
(Raf, Mos), které se signifikantnpodili na buacné signalisaci. V Sesté skupimpak
nalezneme cytosolarni regulatory (Crk), které mobtwaliviiovat nap. proteiny obsahujici
fosforylovany tyrosin. Posledni, sedmé#&da pedstavuje velkou skupinu jadernych
transkrignich faktod (Myc, Myb, Fos, Jun, ErbA). Mutaceéchto proteiti bud’ vede ke

ztre negativnich regutmich elemerit, nebo vyvola ztratu jejich aktivnich dom&n.
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1.1.2.2 Tumorové supresoroveé geny

Tumorové supresorové geny se ve zdravécbuodileji na regulaci bagného
cyklu, a to jeho inhibici. Pokud tedy dojde k mutakového genu, je tento inaktivovan a
nemize tedy participovat na regulaci dného cyklu. Proteinové produkty tumorovych
supresorovych gén jsou zejména inhibitory cyklin-dependentnich kinseré hraji
v procesu bugtné proliferace té vyznamnou regttatlohu®>’

Mezi prvni prace, kteréimesly dikazy o takovych genech, byly studie Alfreda
Knudsona, ktery se zabyval retinoblastomy (vzacnyitskymi asnimi nadory)'®*’
Knudson také formuloval teorii, podle které je pyosoj tohoto nadorového onemaen
nezbytnAmutace obou aletumorového supresorového genu. tppd: retinoblastorm
jsou rozeznavany dvformy — ddicna a neddi¢cna. V gipad prvni ze jmenovanych je
mutace jedné alelyipnesena po germinalni linii z rédi na potomka a k vyvoji nadoru
dochazi nasledkem somatické mutace druhé alelytipag nedtdicné formy, formy
vyrazre ¢astjsi, dochazi k tumorigenesi nasledkem somatickyatani obou alet®*’

Postizenym genem je tumorovy supresorovy gen ktery exprimuje represor
transkripce, jenz interaguje v bigmém jade s transkripnimi faktory (rodina E2F), a tim
brani transkripci geh dalezitych k gechodu biiky do dalSi faze buwtného cyklu (S
faze). Protein Rb sice neni inhibitorem cyklin-degentnich kinas, nicméns €mito
enzymy velice Uzce spolupracuje a je jimi regulov@auze v nefosforylovaném stavu je
totiz Rb protein aktivni a je schopen vazat traipgki faktory rodiny E2F. Fosforylaci je
Rb protein inaktivovan, dochazi k uveéim E2F a transkripce gérdulezitych pro dalsi
fazi burécneého cyklu nize pokrgovat. Rb protein je kibvym regulatorem butného
Cyklu.2’18’19

Mutace genub vedou kinaktivaci Rb proteinu, ktery tak neie dale psobit jako
supresor, resp. regulator iného cyklu. Tyto mutace, mezi kterymi byly detekayan].
také delece celych exdrti bodové mutace, byly nalezeny ve velkém mnoZzstznych
typtt nddofi. Krome retinoblastomu to byly ndpnadory méového néchyre, prostaty,
prsu, dale osteosarkoniiynskteré druhy leukemig?®?°

DalSim vyznamnym tumorovym supresorovym genemykiggnamme participuje
na kontrole a regulaci ba&né proliferace, je gep53 Tento gen, ktery se v lidském
genomu nachézi na posici 17pF¥3.a ktery je exprimovan ve vsech iiwach, hraje
klicovou roli nejen v regulaci bétného cyklu, ale také v indukci programované dtnge

smrti (apoptosy, ba v angiogeneéi’ Lidsky protein TP53 obsahuje 9 potenciélnich
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serinovych zbytlk, které mohou byt fosforylovany cyklin-dependentnkimasamf??* a
pobliZz €chto mist se také nachazi jaderné transiokdoména, ktera je velicdl@zita pro
vlastni funkci proteinu TP53. Lokalisace TP53 v &imém jade je signifikantni pro
funkci TP53 jako negativniho regulatoru Boné proliferace. Byly popsany itipady
nadorovych onemoeni, kterd byla vyvolana defektni funkci TP53 spojers chybnym
transportem tohoto proteinu do jadra.

Vedle regulani a antiproliferani aktivity byla u proteinu TP53 popsana téz role
v indukci apoptosy po exposici fiky cinidlam poskozujicim DNA (nap ionisujicimu
z&eni ¢i protinadorovym léivam). Dojde-li k poSkozeni DNA, protein TP53 zastji
replikaci a buac¢né dleni, dokud DNA nepodstoupi reparaci opravnymi ddagmi
mechanismy. Pokud je ovSem poskozeni DNA natoliknutmé a jsou poskozeny i
repar&ni mechanismy, TP53 indukuje programovanousbonou smrt’?*

Mutace genyp53 vedouci kinaktivaci proteinu TP53 obeénpredstavuji genetické
alterace #kterych ,nachylnych® misthot spot}. V piipac karcinomi se jedna fedevsim
0 substituci nukleotidl resultujici v zarnu aminokyseliny rhissense mutagenicmer

v pifpads sarkont: Ize nalézt delece, inserce a také genetickékupenf.

1.1.3 Ri¢iny vyvoje nadorovych onemocini

Vznik nadorového onemoéni mize byt vyvolan biologickymi, fyzikalnimi a
chemickymi vlivy. Biologické faktory jiz byly nastény v predchozi kapitole &nujici se
problematice onkogéin které byly primaré isolovany z onkovit, a to jak z DNA viti,
tak i z RNA viri. Pra¥ onkoviry se mohou vyznamrpodilet na procesu karcinogenese.
Jak jiz ukazaly pvodni prace Temina a Baltimora, onkoviry jsou sahyopavést svou
vlastni genetickou informaci do hostitelské DNA pasobit v ni takové zgny, které
mohou vyulstit a? viniciaci karcinogen€sg. Problematika lidskych onkovir je
Vv sowasné dob intensivié studovana s cilem vyvinoutéiangjSi vakcinaci, nez mame
dosud k disposic®?®

K vyznamnym fyzikalnimcinitelam setadi zejménatuzné typy zéeni, které se
mezi sebou liSi svou pronikavosti do tkani. Z tohdiediska je velice nebezpe
ionisujici z&eni, zejména pak radioaktivniieai . Risobenim tohoto vysokoenergetického
z&eni vznikaji jedntettzové a dvotettzové zlomy v DNA, které mohou vyvolat takova

poskozeni, jakymi jsou delecd genetickd peskupenf:”?" Skodlivé a karcinogenni
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pasobeni ionisujiciho Zé&ni a s nim spojenych radionuklifiz diive detail@ popsaly jak
jednotlivé ¥decké préace, tak i publikace Mezinarodni agentuxy ywyzkum rakoviny
(International Agency for Research on Cancer, IABC Z energetitsjsich
(pronikawjSich) z&eni stoji za zminku také Rontgenovderd (paprsky X, kterému je
lovek vystaven pedevsim ve zdravotnickychizzenich’?’

Ultrafialové zd&eni je sice neionisujici, nicmé&fe stale natolik energetické, takze je
schopno zfpisobit posSkozeni DNA, které ime vést k procesu karcinogenese.ukKv
relativne malé pronikavosti tohoto typu i&ni je ovSem malignacemi postizena zejména
kaZze. Na vyvoji rakoviny &Ze participuje fedevsim ultrafialové zani s vinovou délkou
mezi 290 az 320 nm (UVB). Tato sloZzka slémiéo svitu je sice z velk&asti odstragna
ozonovou vrstvou v atmost pesto UV zéeni mize vyvolat maligni melanomy.
Vzhledem k naruSovani ozonové vrstvy je toto rizikm dal tim tSi. Ultrafialové zéeni
typicky zasahuje do S faze hitného cyklu, zpsobuje pedevsim bodové mutace a podili
se téZ na vzniku thymidylovych diniefObr. 2).%272930

Chemickym faktolm vyvolavajicim proces karcinogenese se detaimnuje
kapitola 1.1.3.1 Vedle tchto ti zakladnich ficin vyvoje nadorovych onemoéni nelze
také opomenout vliv dalSichalézitych faktofi, kterymi jsou genetické predisposice.
Nicmére piitomnost takovych genetickych predisposic ge$¢znamend, Ze musi nétn
dojit k vyvoji nadorového onemoémni. Nezanedbatelnou roli hraji téZz podminky Zivietni

prostedi a Zivotni styf:"**

HN
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Obr. 2: Struktura thymidylového dimeru (podi8
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1.1.3.1 Chemicka karcinogenese

Velice vyznamnou ficinou vyvoje nadorovych onemoam jsou, jak ukazalo
mnoho epidemiologickych studii, chemické karcinog&t* Jiz v 70. letech 18. stoleti
pozoroval sir Percivall Pott vysokou incidenci dltoiho karcinomu u londynskych
kominiki a pedpokladal, Ze je spojena &spbenim sazf O 140 let pozgi prokazali
japonsti ¥dci Yamagawa a Ichikawa, Ze opakovanym nanaSéafmouhelného dehtu do
usi potkana dochazi k vyvoji malignich natldt V nasledujicich letech byla vlastni
karcinogenni latka gernouhelného dehtu identifikovana jako beahmjren?’

Po objeveni polycyklickych aromatickych uhlovoilike 30. letech minulého
stoleti néasledovalo velice intensivni studium cha@i karcinogenese. Tyto studie
prokdzaly mnoho chemickych karcinogemagi¢ celym spektrem organickych a
anorganickych latek. Jednotlivé skupingchito latek, kam se vedle polycyklickych
aromatickych uhlovodiktadi i aromatické aminy, nitroaromatické sleainy, azobarviva,
N-nitrosaminy, dale téZz soli arsenu, kadmia, nikluckeomu, jsou detaith popsany
v publikacich vydavanych IARE*

Velice zajimavym ailezitym poznatkem byla skuteost, Ze ¥tSina chemickych
karcinogefi vyZaduje aktivaci katalysovanou enzymy, teprve padhou genotoxicky
pusobit. \EtSina chemicky karcinogénv podstat karcinogenni neni, ale v organismu
podstupuji enzymovou aktivaci vedouci ke vznikuoypmalniho* karcinogenupfoximate
carcinogen, ktery je dale v ramci biotransformace enzyg@reminén na ,okamzity*
karcinogen (ltimate carcinogen**? Od 50. let minulého stoleti se této problematice
intensivré vénovali manzelé Millerovi, kg prednesli hypothesu, podle niz okamzitym
karcinogenem u &Siny chemickych karcinogénje reaktivni elektrofilni agens, které
interaguje s DNA. Tato interakcetife resultovat ve tvorbu aduks DNA, které mohou
zpisobit mutace vedouci aZ k vyvoji nad8fuV sowsasné dob je zndm mechanismus
metabolické aktivace ustginy dosud identifikovanych chemickych karcinofyén

Biotransformé&ni enzymy podilejici se na této aktivaci a téZ atoxifikaci hraji
v procesu chemické karcinogenese veliGeHitou roli. Rovnovaha mezi tim, zda bude
chemicky karcinogen v organismu detoxifikovan anebetabolicky aktivovan je take
dulezitym faktorem ukazujicim na interidividualni b v nachylnosti k vyvoiji
nadorového onemoeéni po vystaveni witému chemickému karcinogenu. Studium této
problematiky znesnaije téZ skuténost, Ze tyto enzymy jsodiasto vysoce geneticky

polymorfni?
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1.2 NITROAROMATICKE SLOWENINY

Nitroaromatické sloteniny p@edstavuji poetnou skupinu latek, které vykazuji
toxické a karcinogennitsoben®**’ Drtiva wtSina tchto slogenin vznika v dsledku
lidské ¢innosti. Nitroaromaty jsou velice vyznamnymi kontaemty Zivotniho prosedi a
Ize je najit ve vyfukovych plyneckti v cigaretovém koti.** Jejich vznik je spojen
s vysokoteplotnimi procesy, jako je spalovani fush paliv nebo zpracovani kibvkdy
vznikaji z oxidi dusiku a jinych vzdusnych polutarif Nekteré nitroslodeniny nasly své
vyuziti téZz v huménnim i veterinarnim Iéktvim (nitrofurany, nitroimidazoly,
chloramfenikol)*®

Ackoliv vétSina nitroaromdi vznika, jak je také jiz zmémo vySe,cinnosti lidské
spolenosti, Ize tyto sloéeniny nalézt té7 firozers piftomné v pirods.>® Prikladem niize
byt antibiotikum chloramfenikol, které bylo isolawa z bakterieStreptomyces venezuelae
(Obr. 3).°%°? Zajimavym pedstavitelem je také sldenina 1-nitropentadec-1-en, kterou
pouzivaji rkteré druhy termit (konkrétré vojaci) jako obrannou latkuP¢orhinotermes
simplex Prorhinotermes inopinatusilvestri)>® Velice nebezp@mymi nitroaromaty jsou
pak aristolochové kyseliny (AA), které jsoufirpzere obsaZeny v rostlinackieledi

It 7

podrazcovitych Aristolochiaca¢ a které maji vysoce nefrotoxick&idky. Jsou také

prokazatelnym lidskym karcinogenekap. 1.3.%%°4°

COOH
I I <0 I NO,
O‘ O O' : O‘O
NO, OCH,

(0]
6-nitrochrysen aristolochova kyselina | 3-nitrobenzanthron

O,N

= CHj

1-nitropentadec-1-en

OH OH
cl NO,
OCHg cl
Cl (0] NO, HN
O,N cl
(0]

nitrofen 2-nitroanisol chloramfenikol

Obr. 3: Struktura vybranych nitroarontat
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Z nitroaromatickych slatenin produkovanych industridlni vyrobou Ize zminit
nitrofen, ktery byl dlouhou dobu pouZivan jako hieid?”>® a dale 2-nitroanisol, ktery je
uzivan jako vychozi latky ip vyrobé mnoha #znych azobarvi¥® Z kontaminant
Zivotniho prosiedi lze jmenovat latky obsazené ve vyfukovych zplach, nap

nitropyreny, 6-nitrochrysen, 3-nitrobenzanthron rotmé dalst?

1.2.1 Mutagenni gisobeni nitroaromati

VétSina  nitroaromatickych — sléenin - vykazuje  mutagenni ¢imky na
experimentalnich modelech. Nezanedbatelné je iin@genni fisobeni &chto slogenin,
které v organismu vede k tumorigen&sl’ PrestoZe ¥tSina nitroaromdt nebyla dosud
prokdzand jako karcinogenni pfiovéka, jsou tyto latky z@zeny Mezindrodni agenturou
pro vyzkum rakoviny do skupiny 2A a 2B, fatky pravdépodobr karcinogenni pro
doveka®® Vyjimku predstavuji aristolochové kyseliny, zejména aristotn@ kyselina | a
II, které jsou prokazatelnymi karcinogeny pttmvéka, a proto jsou agenturou IARC
zarazeny do skupiny 1, tiatky karcinogenni praloveka. 3093

Mezi vysoce mutagenni nitroaromaty se vedle vySén&mgch aristolochovych
kyselin fadi téz slozky vyfukovych plyn jako 1-nitropyren, ktery je spojovan i
s tumorigenesi v lidském organistiuci 3-nitrobenzanthron, ktery patk nejsilngj$im
mutagennim nitroarom&mn.®>°® Pouzivani kontaktniho herbicidu nitrofer@bt. 3) bylo
dokonce po prokazani jeho silné karcinogenity ndetavych zviatech zakazand:*®

Jak je zmiano vkapitole 1.1.3.1 chemické karcinogeny pebuji ke svému
genotoxickému fisobeni metabolickou aktivaci, kterd je enzygnokatalysovana:*?
Nejinak tomu je i u nitroaromét Tyto slodeniny jsou v organismu aktivovany
prostednictvim reduknich reakci, jejichZ cilem je nitroskupifaRedukci nitroskupiny
vznika hydroxylamin, ktery je ,proximalnim“ karcigenem. Ten je daleignmenén na
nitreniovy kation, ktery velice ochatrpodstupuje transformaci na kation karbeniovye Ob
tato agens mohou reagovat jako ,okamzité karcinggeDNA za tvorby adut®®"°

V piipact nitroaroméat byla popsana aktivace téz ve druhé fazi biotransdce,
kterda je obvykle spojena s detoxiftkami konjug&nimi reakcemi. Konjugaci
hydroxylaminového derivatu s aktivnim acetat&@rsulfatem totiz, diky vysoké nestahilit
obou tva@enych konjugdt, dochazi jejich rozpadem ke zvySené téaniireniového, resp.

karbeniového kationt,
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Ultimativni karcinogeny reaguji v DNAtedevsim s purinovymi baseffi®”""

Guaninové zbytky jsou atakovany aktivovanymi nitooaaty na uhliku C8 a na
exocyklické aminoskupih N Exocyklickd aminoskupinaN® je cilem zasahu
nitreniovych, resp. karbeniovych kati@ntvzniklych z nitroaromatickych slgéenin u

adeninovych  zbytk**®""? Vedle genotoxického tgobeni nitroaromat jsou

piedpokladany téz epigenetické zasahy resultujitvadou hydroxylovanych derivatasi

v DNA.*

Redukni reakce vedouci k aktivaci nitroarorfigsou v organismu katalysovany
zejména chinonoxidoreduktasou, xanthinoxidasou, RBERytochrom P450 oxidasou
nebo dokonce cytochromy P4%®° " Podil oxid&nich, pop. hydrolytickych reakci je
v aktivaci nitroaromdt minoritni. Tyto reakce jsou u nitroaromatickychowglenin

charakteristické spi$e pro detoxifike reakce’ "+

1.3 ARISTOLOCHOVA KYSELINA

Aristolochové kyseliny fedstavuji srés nitrofenanthrenovych karboxylovych
kyselin, kteréa je obsaZena v rostlindgHedi podraZcovitychAristolochiacag.>* Pro své
protizaretlivé (cinky byly rostliny této ¢eledi pouzivany od staréku v lidovém
lécitelstvi, a to zejména na asijském kontikefit’ Nejvice jsou v rostlinném extraktu
zastoupeny aristolochovéa kyselina | (AAl) a aristbiova kyselina Il (AAIl) QObr. 5).>*
Sms t&chto aristolochovych kyselin je prokazatelnym liiskkarcinogeneni®®%%2 Obs
tyto sloweniny navic vykazuji velice silné nefrotoxické \thassti>®

1.3.1 Rostlinnadelad’ Aristolochiacae

Celed” podrazcovitych Aristolochiaceal se @li na ¢tyii zakladni rody, nicmén
mezi botaniky nepanuje v stasné dob vSeobecna shoda, takZe Ize najitledi az na
osm rodi.”®®° Ctyti zakladni rody jsoWristolochia Asarum Sarumaa Thottea’® Rostliny
celedi podrazcovitych se vyskytuji wanych biotopech. Zatimco zastupce rolsarum
nalezneme spiSe v severnich chigéich oblastech, rodAristolochia se vyskytuje
piedevsim v tropickych a subtropickych oblastech.ndese o izné popinavé byliny a
liany, nicménr v tétoceledi jsou zastoupeny téZikea mensi stromi&f:?
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Celed Avristolochiacaeje zastoupena vice nez 600 drifiyRod Saruma je
monotypicky, tj. pai do rgj jeden druh $aruma henryi Ten se vyskytuje pouze v jizni
Cing.2% V rodu Thottea bylo popséno asi 28 driih které pedstavuji ke rostouci
v Malajsii a indo-malajsijskych oblastech, a v rodwsarum ktery se roste spiSe
v chladrgj$ich podminkéch, bylo objeveno asi 85 zasiufic

NejvétSim rodemceledi Aristolochiacaeje rod Aristolochia ktery ¢ita pes 400
druhi.®9%? vtsina zastupic rodu Aristolochia se vyskytuji v tropickych a subtropickych
podminkéach, kde rostou jako popivané rostliny ayli@br. 4).%% Lze je oviem nalézt té?
v mirnych podminkéch. V Evrése vyskytuje pouzecholik zastupé, nag. Aristolochia

rotunda Aristolochia clematitifpodrazec fovistni) a dast>®*

ARISTOLOCHIA ELEGANS

Obr. 4: Vybrané druhy rodéristolochia (A) Aristolochia macroura(B) Aristolochia
anguicida (C) Aristolochia grandiflora (D) Aristolochia elegangprevzato 7"%9)
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VSechny rostliny¢eledi podrazcovitych obsahuji toxiclaistolochové kyseliny
(kap. 1.3.3.%® Této skutenosti vyuZivaji které druhy motyl zgeledi otakarkovitych
(Papilionidag, které jsou wci aristolochovym kyselindm tolerantni. Titbguazig tropicti
motyli, resp. housenky se Zivi listy rostliteledi Aristolochiaceaea aristolochovou
kyselinu vyuZivaji jako obrannou latku proti premtdm. Aristolochova kyselina byla
nalezena ve viech vyvojovych stadiigithto motyh.®>® Z motyli vyskytujicich se
v tropickych oblastech, kite se Zivi rostlinamiceledi podraZcovitych, je tor@devsSim
Pachliopta aristolochiag ktery se Zivi pouze druhemristolochia cucurbitifolia®®®®
DalSimi tropickymi motyli, kté& vyuZivaji aristolochovou kyselinu jako obrannatkl,
jsou Parides coonBattus philenor Ornithoptera alexandraeTroides brookianaa mnozi
dal$i®>® 7 evropskych drui to je nap. motyl Zerynthia rumina ktery se vyskytuje
v jiznich oblastech, a téZz chefny Pestrokidlec podrazcovy Zerynthia polyxenga

vyskytujici se téZ na Uzer@eské republiky”

1.3.2 Tradiéni asijska medicina

Rostliny ¢eledi podraZzcovitych jsou pro svécébné dinky hojré pouzivany
v tradicnim |&itelstvi jiz od starovku. Své pouziti nalezly zejména na asijském
kontinent, v ¢inské lidové medicih’”*° Diky protizamtlivym Geinkam aristolochovych
kyselir’® obsaZenych v rostlinaateledi Aristolochiaceaese zda byt pouZitéthto rostlin
na prvni pohled pochopitelné. Nicnéefaktem Zistava, Ze aristolochové kyseliny jsou
silné nefrotoxick&® a jsou prokazatelnym karcinogenem povéka i experimentélni
zvirata3®°000-91

| pies tyto skuténosti jsou podraZzcovité rostliny nadale pouzivadguymi |&iteli
a herbalisty. V literatte je popsano 7 ngstji uzivanych drufi v tradini medicir:
Aristolochia indica Aristolochia bracteolata Aristolochia serpentaria Aristolochia
debilis Aristolochia acuminataAtristolochia trilobata Aristolochia clematitis® Vedle
téchto druli stoji za zminku takeé\ristolochia contorta Aristolochia manshuriensia
Aristolochia fangchi’ Pro I&ebné &ely je spotebovana zpravidla cela rostlina, tj. plody,
koren, stonek i listy>"®

Lécitelska oblast pouziti podrazcovitych rostlin jeliee rozsédhla.Aristolochia
contorta a Aristolochia debilisse pouzivaji proti hemoraich, kasli a astmatu (suSené
plody), bolestem klouly edéniim a epigastrickym bolestem (suSené stonky). Suisaieyn
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Aristolochia debilige pouzivan § Iécb¢ zavrati, bolesti hlavy, karburiklneziti a widka.
Své vyuziti nalezne iiphadim ustknutki Stipnuti hmyzen®’” U druhu Aristolochia
bracteolata(lidové nazyvanyUkulwe®) bylo popsano mj. uZitipléshs malarie a bodnuti
Stira’® Aristolochia manshuriensise ¢asto pouziva jako podmé I&ivo pii akutnich
infekcich vyl&ovaciho systému. Tento druh podrazce je také péoZziako latka
upravujici nepravidelny menstiird cyklus (emenagogum)iipamenorrhoe a jako latka
stimulujici laktaci (tato neobvykla oblast poufitameni podoby kitu a Zenskych rodidel,
kterou pozorovali star@ei herbaliste). Podrazecrdvistni (Aristolochia clematitiy je
pouzivan k posileni imunitniho systému i [p¢bé gastrointestinalnich a &oikovych
kolik.”” Jak napovida nazev, podrazec uZzovnik neboli haiginkviginsky Aristolochia
serpentarid se i dnes pouzivaithadim ustknuti, podolsrjako kdysi givodnimi obyvatel
Severni Ameriky®%° Jak je vidt z nskolika zmirenych gikladi, pouZiti rostlinceledi
podrazcovitych je neoligjre Siroké a kazda rostlina ma vyuziti $kolika, ¢asto fiznych
oblastech mediciny (jak naznge nag. druhAristolochia debili3.

1.3.3 Aristolochové kyseliny

Aristolochové kyseliny (AA) jsou nitrofenanthrenokarboxylové kyseliny, které
se frirozers vyskytuji v rostlindchceledi podraZcovitych? V rostlinném extraktu bylo
identifikovano asi 29 aristolochovych kyselin aep d¢ desitky aristolaktai
metabolickych derivédit AA, nicmére majoritni slozky tvéi dwe aristolochové kyseliny, a
to aristolochova kyselina 1 (AAl) — 8-methoxy-6+mitfenanthro-(3,4)-1,3-dioxolo-5-
karboxylova kyselina — a aristolochova kyselingAAll) — 6-nitro-fenanthro-(3,4d)-1,3-
dioxolo-5-karboxylova kyselinaQpr. 5).>*

0 COOH o COOH
<o I NO, <o I NO,
O ocH, O

Aristolochova kyselina | Aristolochova kyselina Il

Obr. 5: Struktura aristolochové kyseliny | a Il
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Obsah aristolochové kyseliny | a aristolochové kggell se liSi v zavislosti na
daném rostlinném druhu.ékitefi zastupci rodlAristolochia obsahuji vice AAI nez AAII
(nag. Aristolochia fangchi Aristolochia manshuriensi$® a u jinych je tomu naopak
(nag. Aristolochia bracteolataAristolochia contorty.?*

Pro své protizaslivé vlastnosti byly aristolochové kyseliny, regpstliny ¢eledi
AristolochiaceaaiZzivany nejen v lidovém téelstvi kap. 1.3.9. Ve dvacatém stoleti byl
v Némecku zahéajen farmaceuticky vyzkum a vyvofitéobsahujicich AA®® Tento
vyzkum byl zastaven poté, co bylo zisb, Ze aristolochové kyseliny jsou silnymi
karcinogeny pro laboratorni potkary?® Nasledujici w¥decké studie prokazaly silnou

091 3 genotoxické vlastnosti AR 7 yyse

nefrotoxicitu AA wici hlodavaim
zmirgnych divoda byly vSechny farmaceutické preparaty obsahujidst@ochové
kyseliny z trhu vylodeny®®

Aristolochova kyselina je prokazana jakévpdce nefropatie, kterd byla poprvé
pozorovana na #atku 90. let minulého stoleti v Beldfi! Dnes toto onemoeni nese
oznaeni nefropatie vyvolana aristolochovou kyselindwap 1.3.4.). Aristolochové
kyseliny dale participuji na vyvoji dalSi nefropagtitzv. balkanské endemické nefropatie
(kap. 1.3.4.2. Aristolochova kyselina je také odpmind za pozdni komplikaci obou
zmirénych nefropatii, a to za vyvoj maligna&iap. 1.3.4.3. Proto byla agenturou IARC
bylinna |&iva obsahujici aristolochové kyseliny klasifikovamena&ena jako karcinogenni
pro ¢lovéka, skupina I’ Do stejné skupiny byly o deset let pejdzarazeny té?
aristolochové kyselina | a aristolochova kyselin® |

Pres vySe zmiiné skuténosti a pes varovani vydavana oficialnimfady (nap.
americky Urad pro léky a potravinyFood and Drug Administration, FDAlze tyto

rostliny stale zakoupit a vyuZivat pro medicinaligly.*%

1.3.4 Pathogenese vyvolana aristolochovou kyselinou

Aristolochova kyselina je zodpéana za vyvoj dvou tylp nefropatii. Prvni z nich,
diive znama jako nefropatie vyvola@nskymi bylinami, dnes nese jméno po tomto
rostinném alkaloidu — nefropatie vyvolana aristblovou kyselinod® Druhym
onemocgnim je balkanska endemickd nefropatie, na jejim¥ojytéz participuji
aristolochové kyseliny, nicmémeni vylowen vliv ani jinych latek®® Nezanedbatelnou

skutetnosti je také fakt, Zefigobeni AA vyvolava tumorigenesi v urothelialni tk&H
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1.3.4.1 Nefropatie vyvolana aristolochovou kyselino

Na paatku 90. let minulého stoleti byl v Belgii popséviadtni typ nefropatie,
ktery se vyznéoval velice rychlym pibshem?®* Onemoceni bylo charakterisovano jako
intersticialni fiborosa bez glomerularniho posSkozesgojena se zavaznym ubytkem
renalnich tubul.***1% Pavodcem této nefropatie je aristolochova kyselirtardu pacienti
vétSinou gjimali v rdmci alternativni mediciny. Préawrijem AA se zda byt kéovy
v manifestaci tohoto onemagmi. Nekolikaleta studie ukazala, Ze v zavislosti fanych
davkach medikamettobsahujicich AA se pra¥dodobr meni téZz fenotyp nemoci.
Vysoké davky takovych medikaménti pacieni dokonce indukuji irreversibilni akutni
tubularni nekrosu, kterd neni provazena oligurikterd miZze vést aZz progresivnimu
chronickému renalnimu selh&ff.

K belgickému objevu vedlyifpady pacientek, které oneme@bntouto nefropatii a
které n€ly spole&né to, Zze absolvovaly kdru pro redukéiesné hmotnosti na tamni
soukromé Klinice. Toto Iékaké za@izeni se specialisovalo na terapii nadvahy viceltez
let, aniz by byly zaznamenanyjaké problémy. Kura sgivala v nizkokalorické diéf
psychické podp@ a intradermalnich injekci attykového extraktu a eufilinu. Déle byly
pacienim podavany malé davky amfetaria prepardt obsahujicich sis acetazolamidu
s extrakty zivdiSného, pop rostlinného fivodu. Na poatku 90. let byly do tohoto
lé¢ebného postupu Zkerény pripravky z rostlin Stephania tetrandraa Magnolia
officinalis, které jsou pvodni vCing.*%*

Jak bylo pozdji prokadzano, doSlo k zamé dvou rostlinnych druly Stephania
tetrandra a Aristolochia fangchi A¢ nazvy obou rostlin v latinské terminologii zni
dostatén¢ odlisSns, neni tomu tak i srovnani g@vodnich ¢inskych nazu — fangji x

fangchi*®

Nane&ksti rod Arisolochiaobsahuje vysoce toxické aristolochové kyseliny, na
rozdil  od druhu Stephania tetrandra obsahujiciho tetrandrin  (alkaloid
bisbenzylisochinolinového typd}? ktery oproti AA vykazuje méh nefrotoxické
ieinky.'®® Zahy po zaznamenani prvnicliigadi bylo zjis&no, Ze renalni problémy
pacientek byly zfisobeny uzitim¢inskych bylin v rdmci l&ebné terapie. Proto bylo
onemocgni nejprve ozn&no jako nefropatie vyvolari@nskymi bylinami Chinese Herbs
Nephropathy, CHN Prokazani zasmy rostlinnych druf, tedy gitomnost AA, nebylo
zprvu jednoduché. Obvyklé metody selhdvaly, nicindaylo zjiS€no, Ze p@vodns
pouzivané prepurifikani kroky mohly ¢asté&né znehodnotit aristolochové kyseliny a

znemoznit tak jejich stanoveht’
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Zamena ¢inskych bylin byla tedy nakonec dok&zana fytoch&oic analysou
dvanécti fiznych vzork dovezenych do Belgie pod nazvestephania tetrandraKe
stanoveni byla pouzita chromatografie na tenké&/&stprokazala, Ze pouze dva ze viork
obsahovaly tetrandrin, tedy alkaloid deklarovanéhduStephania tetrandraV ostatnich
preparatech byla zji&a gitomnost aristolochovych kyselir?

Na konci 90. let minulého stoleti bylo v Belgii devano asi 100 fpad
uvedeného onemoeni**! Sowasné studie ukazuji, Ze jejich gad roste, a to nejen
v Belgii, ale i vdalich zemich niay Cing.*? Vice neZ dv tietiny pacieni byly
postizeny pretermindlnim nebo terminélnim renalsi@hanim a byly keny dialysou
nebo transplantaci ledvii' Nicmérg ani transplantace obou ledvin nevedla k zastaveni
pathologického procesu, ktery resultoval ve vyv@raah v urothelialni tkani Kap.
1.3.4.3.% Nedavné studie ukazaly, Ze latRenaftoflavon ma protektivni dinky vici
renalnimu poSkozeni #pobenému AAIl. Tato protekce probihd na z&klaadukce
cytochromii P450 podrodiny 1A které se podileji na metabolické detoxifikaci AAF*
Nicmére stejné enzymy téz participuji na aktivaci AAl, tderesultuje ve tvorbu
kovalentnich adukts DNA.>*°

Praw pritomnost kovalentnich aduktAA s DNA (Obr. 6), které byly nalezeny
v tkanich pacierit postizenych timto typem nefropatie, prokazala,t@e onemoceéni
zpasobuji aristolochové kyseliny. Z tohotoavdu byla choroba iejmenovana na

nefropatii vyvolanou aristolochovou kyselinoristolochic Acid Nephropathy, AARE: "

&3

LE 3

Obr. 6: Autoradiogramy adukt AA s DNA (metoda 3?P-postlabeling®) u paciefit
postizenych AAN; skvrna 1 = deoxyadenosinem, 7-gledenosirN®-
ylaristolaktam |, skvrna 2 = deoxyguanosinem, @&efd/guanosirN’
ylaristolaktam I, skvrna 3 = dA-AAIl deoxyadenosin, 7-(deoxyadenosiN®-
yl)aristolaktam (pevzato 72
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1.3.4.2 Balkdnska endemicka nefropatie

Balkdnska endemicka nefropatie (BEN) je dalSi zagabnemocEni, v jehoz
etiologii pravépodobr hraji aristolochové kyseliny také majoritni raliato nefropatie je
velice podobna AAN, nicménexistuji mezi nimi drobné rozdily. Hlavni rozdi¢ |
predevéim v pomalém postupu BEN. Tato endemickd nefropatie je totiZ
charakterisovana jakpomalu postupujicintersticialni nefritida s vaznym poskozenim
tubuldrniho epithelia a naslednou destrukci glohderyez mize vést az renalni
kontrakcil*’*?° Oznaeni endemické nefropatige odvozeno od skuteosti, 7e BEN se
vyskytuje v oblasti Bulharska, Rumunska, SrbskasrBoa Chorvatska v povodeky
Dunaje®®*** Proces tohoto onemoamé, podoba jako AAN, je irreversibilni a kba
spaiiva v dialyse a v transplantaci ledvin. DalSi pauudi AAN a BEN souvisi s vaZnou
komplikaci této nefropatie, a to vyvojem multifokédh, pomalu rostoucich, povrchovych
tumort ledvinové panwiky a dal$icheasti urogenitalniho systémt(*?*

Lidé postizeni balkanskou endemickou nefropatiindaeli z ruralnich oblasti vySe
zmingného endemického UGzentl. Etiologie BEN byla dlouhou dobu nejasna.
V sowasnosti je&t neni zcela raeSena, nicmeénbylo predneseno mnoho hypothes,
Z nichz v sotasné dob prevladaji nazory, Ze na vyvoji BEN se podili ochxaioA
(mykotoxinova teor}é?**%*a aristolochové kyselin{®*2*

Mykotoxinova teorie bere v Gvahuigobeni ochratoxinu A (OTA) a citrining>*?®
Oba zmigné mykotoxiny jsou nefrotoxick&'?°a OTA dokonce indukuje vyvoj nadou
experimentalnich zi@t!***?"V tkanich pacierit s balkanskou endemickou nefropatii byly
také nalezeny adukty s DNA, které byly odvozené amtiratoxinu A Qbr. 7).12>*27

Nicmérs nekteré prace tyto vysledky nepotvrdil§? %

A B c
b v cI3 v (Iz.
0l 02 0l 02 :

Obr. 7: Adukty derivované z ochratoxinu A v DNA ledvin et Zijicich v oblasti BEN
(ptevzato 22
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Nicmére nezda se, Ze by ochratoxin A hral ve vyvoji BENngmnou roli. Nebylo
totiz dosud prokdzanaipobeni OTA, které by vyvolavalo renélni onemsimebo vedlo
k vyvoji nadofi v lidském organismu. Neopomenutelnou skntesti téz #stava, ze OTA
byl nalezen v krvi celoevropské populace, aniz llo lrzaznamenano onemagn jako

balkanska endemické nefropaltié.

Podil aristolochovych  kyselin na vyvoji BEN
predpokladal jiz na konci 60. let minulého stoleti M.
Ivi¢,'21%* ktery svou hypothesu zakladal na zjist
piitomnosti  aristolochovych  kyselin v mouce
z postizenych oblasti. Aristolochové kyseliny senttmuky
dostaly kontaminaci pSenice podraZzcenfoviStnim
(Aristolochia clematitis®* (Obr. 8), ktery je v &chto
regionech fivodni a ktery se zde také uziva v tradin
l&citelstvi”” Sowasné studie potvrdily majoritni
participaci AA na vyvoji balkanské endemické nefbe,
: neba’ v tkani pacienit postiZzenych BEN byly nalezeny
adukty AA s DNA QObr. 9).19°13:13p3le byla objevena
Obr. 8: Aristolochia clematitis unikatni mutace v tumorovém supresorovém g@s3

(ptevzato 229 (transverse AT-TA), ktera je zcela typicka proipobeni
AA (kap. 1.3.4.30br. 12).2%

” NejenZze zmigné kovalentni adukty AA s DNA v

A B
tkanich pacierit postizenych balkanskou endemickou
; ™ nefropatii nespofpotvrzuji hlavni podil AA na vzniku
X Al Aﬁ' BEN, ale spoléné se specifickou mutaci (transverse
a N w AT—TA) lze téz tyto adukty s DNA pouzit jako
bioindikatory karcinogenniho vlivu aristolochovych
- . kyselin v ramci epidemiologickych studit’
e A
1.5:3; Al

Obr. 9: Adukty aristolochovych kyselin nalezené v DNA padi trpicich AAN (A) a
pacient: Zijicich v oblastech BEN (B-D) {pvzato Z*})
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1.3.4.3 Urothelialni karcinom

Vyvoj malignaci v urothelidlni tkéni je velice vaam pozdni komplikaci nefropatie
vyvolané AA i balkanské endemické nefrop&fieK vyvoji nadorového onemoéni
dochazi i po feruseni fimého vystaveni aristolochové kyselift’ dokonce i po
transplantaci ledvif® U belgickych pacierit bylo zaznamenané velmi vysoké zvySeni
risika vyvoje nadar.®* Podobné zvysené risiko vyvoje naflorogenitalniho systému bylo
zaznamendéno téz na asijském kontidentamnich léiteli, kte'i rostliny roduAristolochia
sami uzivajf:>

Proces karcinogenese u pacierd AAN a BEN je spojen s genotoxickym
pasobenim aristolochovych kysefii’®1%? AA jsou totiz v organismu schopny (po
metabolické aktivaci) tJdt stabilni kovalentni adukty s DNA, konkrétn

s deoxyadenosinem a deoxyguanosin®ior(10)."*"2

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

\ 5
0.
< O NH
O
<+
R

Bamberger \ /
rearrangement aristolactam 1, 11

aristolactam -nitrenium ion

F

OH N N
HO

N-hydroxyaristolactam

T-hydroxyaristolactam I, I

dG-AAL dG-AATI
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O metabolické aktivaci aristolochovych kyselin pau® pojednavéakapitola
1.3.5.1 V této ¢asti diplomové prace se sotestime na vlastni kovalentni adukty AA
s DNA, jejichZ tvorba byla prokdzana jak u experimdénich zvfat'**’ tak i v tkanich
pacient: trpicich AAN Obr. 6 a 11)°%%%1313 BEN Obr. 9).1°%13113Byly identifikovany
tfi adukty AA s DNA: dva s deoxyadenosinem, 7-(deabeyasinN®-yl)aristolaktam |
(dA-AAl) a 7-(deoxyadenosit\®-yl)aristolaktam 1l (dA-AAll), a jeden adukt
s deoxyguanosinem, 7-(deoxyguanosfryl)aristolaktam | (dG-AAl). V procesu
tumorigenese hraje vyznamnou roli zejména 7-(deteyasinN®-yl)aristolaktam I, ktery
v renalni tkani paciefits AAN i BEN prevlada a navic je velice persistefitr{ii pacieni
s AAN byl detekovatelny i po 89 ¢&micich po peruseni podavani medikamént
obsahujicich AR®, Obr. 6). Jiz na konci devadesatych let minulého stolatieeké studie

prokazaly, Ze AAl je v tvorbadukti s DNA efektivigjsi nez AAIIF®

A

dA-AAIl
G-AAI

-
-
P .2

.

Obr. 11: Autoradiogram adukit s DNA, které byly nalezeny v renalni tkani pacient
s AAN, urenych metodou®2P-postlabeling” (fevzato 7%

Cilovym genem karcinogennihaigpbeni aristolochovych kyselin je u hlodavc
zejména onkogehi-ras, ktery je mutovan na kodonu 61 (CAA). Tato mutagegolava
specifickou transversi ABTA.”%** Stejna mutace byla nalezena téZ v kodonu 139 na
exonu 5 (AAG) lidského tumorového supresorovéhougeB’® "% Nskteré vysledky
nazn&uji, Ze k mutaci rize dochazet sekvem specifickym zgsobenm?® U hlodavd
byla pozorovana zména transverse na prvnim adeninu kodonu 61 onkodémas
(CAA).* V lidském organismu byla detekovana téZ na prvadteninu kodonu 139 genu
p53 (AAG). Zajimavou skut@osti je, Ze oba zm&né adeniny maji stejné sousedni base,
jak v onkogenwH-ras u hlodavaé (CAA), tak i v lidském tumorovém supresorovém genu
p53 (kodon 138/139: GCAAG) 51140
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K transversi AF>TA vede skut&nost, Ze deoxyadenosinmonofosfat (dAMP) a
deoxythymidinmonofosfat (dTMP) jsouipreplikaci DNA inkorporovany proti adukin
AA s deoxyadenosinem se stejnou pkgpatiobnosti. Naopak deoxyguanosinové adukty
AA proti solE komplementar& inkorporuji deoxycytidinmonofosfat, takze nedodhaz
k Zadné mutaci. Tyto poznatky potvrzuji velice gilmutagenni potencial aduktAA
s deoxyadenosineffi'**? zejména pak 7-(deoxyadeno$iftyl)aristolaktamu |, ktery
navic vykazuje dlouhou dobu persistence v tkanadignti s AAN. >

Zminéné mutace resultuji v aberantni proteosynthesuabdéutv onkogenut-ras
(CAA—CTA) vede k zarn¢ glutaminu za leucin. U lidského tumorového supregého
genup53je disledek mutace (AAGTAG) vazrgjSi. Dochazi k zastaveni proteosynthesy,
neba’ piavodni kodon kodujici lysin je nahrazen stop kodon&akové zavazné naruseni
synthesy geny53 ktery reguluje buwtny cyklus kap. 1.1.2.3, miZe vydstit v iniciaci
procesu karcinogene8e'*?

Nasledujici prace prokazaly, Zzésobeni AA vede ke vzniku zminé specifické
transversni mutaci ABTA.*** Pritomnost této mutace byla potvrzena jak v DNA
laboratornich zvat vystavenych AA (nap tzv. ,hupki Mouse* — bhman 53 knock-in
mouse — kmeny mysi, jejichZ exony 4-9 endogennii @y genup53 byly nahrazeny
sekvenci lidského gemb3'*, tak i v rendlni tkani pacieipostizenych AAN Qbr. 13)

a BEN ©br. 12).1** Z porovnani s TP53 databasi IARC vyplyva, Ze vdreoh

vyvolanych AA je vysoka incidence préatransversni mutace AFTA v genup53***

A [trausitimml cell carcinoma | B |:lrismluchic acid 1 |
G—A G>C
L F—p
AC 25% _omm
1% .
A—>T
“78% AT
: 75%
BEN patients Hupki MEFs
(Croatia)
A—=T A—=C @HG->C EG—=A

Obr 12: Schéma mutaci gemb3u pacieni trpicich BEN (A) a u embryonélnich
fibroblast: ziskanych z kmene mydiupki mouse“(B) (podle**%
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Obr. 13: Schéma mutaci tumorového supresorového géBipodie’*%
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1.3.5 Biotransformace aristolochovych kyselin

Xenobiotika, kterd vstoupi do organismu, podstupogitabolickou feménu, tzv.
biotransformaci Tato biotransformace primarnvede k detoxifikaci xenobiotika a jeho
naslednému vylateni z organismu. Nicmérjsou i takové fipady, kdy biotransfornai
reakce vedou k produkh, které jsou vice toxické, nez bylavodni latka. Pak mluvime o
tzv. metabolické aktivaci xenobiotika. Tento jev jgpicky pro biotransformaci
karcinogefi, resp.prokarcinogeti.*?

Obecrt Ize biotransformaci roztit do dvou zékladnich fazi: derivatisd a
konjugani. V ramci obou zmimych fazi je xenobiotikum, které je zpravidla n€polho
charakteru, polarisovart®® V prvni (derivatis@ni) fazi se tak dje prostednictvim
enzymy katalysovanych oxidiaich, reduknich, pop. hydrolytickych reakci.
Xenobiotikum, které podstoupi tutdgmenu, mize byt nasledhkonjugovano s eobiotiky
v druhé fazibiotransformace. Obvykle dochazi ke konjugaci sekyou glukuronovou,
aktivnim sulfatem, acetdtem a glutathionem, ovSem kanjugace s aminokyselinami
(glycin, cystein, taurin) neni vyléena. Reakce druhé faze biotransformace také vyZzadu;
piitomnost enzyrin, které seradi do Fidy tranferas?®® V obou fazich biotranformaceirbe
dochéazet k aktivaci mutagefit’®®’° Vv druhé fazi je to spise vzacné, ale byly popsany
piipady, kdy konjugace s acetatem, pogktivnim sulfatem vedla ke vzniku reaktivnich
nitreniovych, resp. karbeniovych idrft’

1.3.5.1 Aktivace aristolochovych kyselin v organism

Aristolochové kyseliny podstupuji v organismu béotsformaci, ktera fize vest
bud’ jejich detoxifikaci kap. 1.3.5.3 anebo k metabolické aktivacDbr. 14). Cilovou
chemickou skupinou akti¢aich reakci je nitroskupina. Ta j@mito reakcemi redukovéana
za vznikuN-hydroxyaristolaktamu, kteryégobi jako ,proximalni“ karcinogefy. 014148
Aristolaktamy jsou obeénhlavnimi metabolity aristolochovych kyselin, aj&k v draze
redulkéni aktivace, tak i oxidmi detoxifikace AA”® Po vytvdeni N-hydroxyaristolaktamu
muze dojit k pemené na vysoce reaktivnN-acylnitreniovy kation, ktery igdstavuje
vlastni elektrofilni agens reagujici s DNA za tworbtabilnich kovalentnich adukt
(kap.1.3.4.3. N-acylnitreniovy ion tvéi adukty AA zejména s purinovymi basemi na

exocyklické aminoskupihN? aN®.”
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Obr. 14: Schéma biotransformace aristolochové kysi | (upraveno dl **9)

Mezi enzymy, které se podileji na metabolické adivaristolochovych kyselin, ¢
fadi jak enzymynachazejici se membranach endoplasmatického reti, tak i enzymy
cytosolarni. Prav cytosolarni enzymy, konkrét NAD(P)H:chinoroxidoreduktasa
(NQO1), jsou v redutni aktivaci AA nejefektivijsi.**°**!Participace IQO1 na aktivaci
aristolochovych kyselin se zda bytddva, protoze tento enzym vykazuje polymorfisn
ktery by mohl hrat yznamnoi roli v predisposicich jednotlivcvici BEN a AAN, resp
naslednému vyvoji narodového onemi*>?1°3

Na redukni aktivaci AA dale participuji také cytochromy PABCYP), které jsol
lokalisovany vmembranach endoplasmatického retikula, kde jsodasbutzv. systém
oxidas se smiSenou funkmixed function oxidase systenkfektivita cytochromi P450
v redulkeni aktivaci AA je sice niz8i nez u NQO1, nicndéreni nezanedbatelna lidském
organismu $ou aristolochoveé kyseliny redukovany za tvorbykailgs DNA nejefektivreji
CYP1Al a 1A2 Obr. 15).*%" Cytochrom P450 1A2 je této redukci 8inngji ne?
cytochrom P450 1A} Tento rozdil \efektivits obou zmignych enzymi je dle
experimeni in silico dan skuteénosti, Zze CYP11 interaguje jak s nitroskupinou, taks
karboxylovou skupinou AA, zatimco CYP1A2 interagpjgize nitroskoupinou AA™*
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Obr. 15: Tvorba aduki AAI s DNA po aktivaci lidskymi cytochromy P450i@vzato 7

V nekterych gipadech participuji na metabolické aktivaci preksgenu téz
enzymy druhé (konjugai) faze biotransformad€. Pra¥ nitrosloweniny mohou
podstoupit takove reakce, které vedou ke zvySeodnitreniovych, resp. karbeniovych
kationti. Jedné setfpdevsim o reakce, které jsou katalysovany sulfefesaasami (SULT)

a N,C-acetyltransferasami (NAT). Podobny jev ovSem stalochovych kyselin nebyl
pozorovan. Sulfotransferasy am,O-acetyltransferasy se na aktivaci AA nepodileji.
Dokonce bylo zji&no, Ze lidské SULT1Al, 1A2 a 1A3 spoie s NAT1 a NAT2 navic

inhibuji aktivaci AAIl, ktera je katalysovana NQOT**°

1.3.5.2 Oxidé&ni detoxifikace aristolochovych kyselin

Detoxifikace aristolochovych kyselin v organism@Qbf. 14) je zprostedkovana
oxidasnimi reakcemi, které jsou katalysovany cytochromds@* Nekteré edecké
studie, ¥etré predkladané diplomové prace, dokazuji vyznamnouaygtibchroni P450
podrodiny 1A v metabolické detoxifikaci aristoloalyoh kyselint#147:15°

Hlavnim detoxifik&nim produktem aristolochovych kyselin je aristoloch
kyselina la (AAla, 8-hydroxyaristolochova kyselinaObr. 16), neba dosud nebyly

nalezeny 7adné adukty AAla s DNA.Aristolochova kyselina la a jeji konjugaty
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s glukuronovou kyselinou a aktivnim sulfatem byké nalezeny v ntd experimentalnich
zvitat™’ VSechny tyto skutmosti podporuji tvrzeni, Ze oxittai O-demethylace AAI
piedstavuje hlavni detoxifikai cestu AAI.

DalSi pedpokladanou reakci zahrnutou v detoxifikaci AA kenverse N-
hydroxyaristolaktamu 1°*°*” Ten miZe byt b’ redukovan na aristolaktam | anebdza
podstoupit Bambergév premyk resultujici ve tvorbu 7-hydroxyaristolaktarhObr.
16). Ve druhé fazi biotransformace podstupuji deikaini metabolity konjugéni reakce,

zejména pak s kyselinou glukuronovou, aktivniméateli a acetatefn’

Aristolochova kyselina la  7-hydroxyaristolaktam | Aristolaktam |

Obr. 16: Struktura hlavnich detoxifikaich metabolii AA

1.4 CYTOCHROMY P450

Na konci 50. let 20. stoleti byl Martinem Klingempem®® a Davidem
Garfinkelent® popsan zvlastni pigment vyskytujici se v jaternfatkrosomech. Tento
pigment v komplexu s oxidem uhelnatym dosahovabgidaiho maxima fi vinové délce
450 nm. Navic vykazoval také hemoproteinovy chamakjak v 60. letech prokéazali
japonsti ¥dci Omura a Satt®

Na zaklad vySe zmignych skuténosti byl tento protein oztean jako cytochrom
P450. Nicméa struktura cytochrofn P450 zcela neodpovida struidu klasickych
cytochromii. Hlavni rozdil mezi nimi je ve vaZb porfyrinového skeletu
(ferroprotoporfyrinu 1X), ktery je v cytochromech®0 obsazen. Na rozdil od klasickych
cytochromii, kde hem, resp. ion Zeleza koordinuje imidazolaiyytek histidinu,

v cytochromech P450 je ferroprotoporfyrin IX vazaedle hydrofobnich interakci téz
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prostednictvim sulfhydrylové skupiny cysteinu, ktery sgskytuje v aktivnim centru
enzymu'®*1%? 7 tohoto divodu spoléns se skuténosti, Ze tyto proteiny vykazuji také
enzymovou aktivitu, se dopafuje pivodni ozné&eni ,cytochromy“ nahradit spiSe
korektrgjSim vyrazemhemthiolatové proteiny

Do sokasné doby bylo nalezeno vice nez 8500udaidujicich cytochromy P450
v riznych organismech od prokaryot pd&lovékal®® V lidském organismu bylo
identifikovano 57 geina 58 pseudogértéchto hemthiolatovych protein'®* Takové velké
mnoZstvi pochopitefhvyZaduje dkladny systém nomenklatury.

Vroce 1987 navrhl Daniel W. Nebert spoie se svymi spolupracovniky
nomenklaturu cytochroin P450, kter4 byla zaloZzena na homologii aminokgsek
sekvence apoproteitt®® Pokud protein vykazuje alespod0% sekveini identitu
s ostatnimi proteiny, |ze jej #dit do stejnéodiny, ktera je pi pouZziti tipismenné zkratky
,CYP“ oznaiena prvni arabskouislici. Fi sekverni homologii 55% a vice jsou
cytochromy P450 klasifikovany do tzpodrodin (ve zkratce podrodinuiedstavuje velké
pismeno). Posleduislice ve zkratce pak ozée vlastni isoformu cytochromu P4535.

Cytochromy P450 hraji v organismu velicetlekitou roli, ktera sp&iva
v metabolismu eobiotik (jako jsou steroly a maskyéeliny) a zejména xenobiotik®
Nachazeji se fiedevSim v jatrech, dale také v plicich, ledvinaetdledvinkach, &zi a
v mozku® Tyto enzymy (EC 1.14.14.1) jsou s$@sti systému oxidas se smiSenou funkci
(MFO systery ktery je lokalisovan v membranach endoplasmatick retikula a
mitochondrii. Cytochromy P450 funguji v tomto systgéjako terminalni oxidasy, nicmé&n
tyto hemthiolatové proteiny vykazuji &vzakladni funkce, vedle oxidasové je to také
oxygenasova funkck %’

Prvni ze jmenovanych spiwa v aktivaci molekularniho kysliku, kterytde byt
dale vyuzit v nasledujicich reakcich. Oxygenasavkde cytochrorin P450 pak resultuje
v zabudovani atomu kysliku do molekuly daného sé&hst®™ "% Cytochromy P450
interaguji v rdmci MFO systému s NADPH:cytochrom5@4reduktasou a utkZitou
komponentou tohoto systému je také biologickd maémdor kterd zajifije spravné
uspdadani jednotlivych slozekivi sobs.**®1%° Fakultativié miZze byt v systému oxidas se
smi$enou funkciitomen cytochrom$a NADH:cytochrom breduktasa’®

Cytochromy P450 katalysuji monooxygenasové reakégeré probihaji
uspdadanym reaknim mechanismem vedoucim k aktivaci molekularnitysliku a

naslednému zabudovani pedjeho jednoho atomu do molekuly substritu®’1% pro
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navazani substratu jedlézité, aby cytochrom P450 byl vtzv. vysokospinové
stavu®>®"1"1Tento stav je charakterisovan absmipn maximem Soretova pasii 90
nm a jevem, kdy ion Zeleza lezi mimo rovinu porigniého skeletu a je pentakoordinovan.
Tato forma vznika po iblizeni substratu k aktivnimu mistu enzymu z ngkooveého
stavu CYP, ve kterém je ion Zeleza hexakoordinoWizkospinova forma cytochromu
P450 vykazuje absokpi maximum pi vinové délce 418 nm a ion Zeleza je v r@vin
porfyrinového skeletu. Sestym ligandem iontu Zelefiatomto stavu mZe byt nap
molekula vody. Ob zmirgné formy jsou zavislé na vazlsubstratu, resp. ligandtehoz
se prakticky vyuZiva u iieni tzv.substratovychrespligandovych spektef*
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Obr. 17: Reakni mechanismus cytochrd@nP450 (upraveno df€?

Reakini mechanismusigobeni cytochrohP450 Qbr. 17) Ize rozdlit na dw
zakladni fazé®+ 17711 2prynj faze je charakterisovana aktivaci dvouatammwlekuly
kysliku ©br. 17 A-D), v druhé fazi pak dochazi k zabudovani jednolomatkysliku do
molekuly substratu Gbr. 17 E-F). Jak je zmi#no vySe, po fblizeni substratu

k aktivnimu mistu enzymu dochazi fepené nizkospinové formy na vysokospinovou.
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V prabéhu aktivace kysliku také dochazi k redukci, nelpouze dvojmocné Zelezo je
schopno koordinovat molekulu kyslikuiipadre jiné ligandy (nap oxid uhelnatyObr.
17 Q). Elektrony k redukcim cytochromu P450 (1. a 2luiee,Obr. 17 B a D) jsou
dodavany majorith NADPH:CYP reduktasou, nicmé&ndruhd redukce iZe byt
zprostedkovana také elektrony dodavanymi cytochrors feduktasou. Z takto
aktivovaného kysliku je dale jeden atom vyuZit ktoxylaci substratu a druhy atom
kysliku je redukovan na vodu. Cytochromy P450 tgkavuji peroxidasovou aktivitu a

mohou tedy vyuZit jako substrat i organicky perair. 17 H).**’

1.4.1 Lidské cytochromy P450 1A

Z 57 identifikovanych gehlidskych cytochrom P450 je podrodina 1A zastoupena
dvéma isoformami — 1Al a 1A2. Jak CYP1Al tak i CYP1A@ji vyznamnou roli v
metabolismu xenobiotik, zejména takovych, kteréirmbgcr aromaticky charakter 3"
Oba enzymy vykazuji vysokou miru homologie v amisstinové sekvenci (az 70%)
LiSi se gedevSim ve své lokalisaci v organismu. CytochronbOP4Al je typicky
extrahepatalni cytochrom P450, ktery se majérittyskytuje v plicich a dale také
v placent, tenkém seWw a jinych extrahepatalnich tkanich. V jatrech tgite téZ popsana
piitomnost CYP1A1, nicménve velice nizkych mnozstvich®’® Naopak, CYP1A2 je
lokalisovan pedevSim v jatrech, exprese v ostatnich tkanichajedbatelna. V plicich
dokonce pitomnost CYP1A2 nebyla popsatfa’’

Regulace CYP1A1/2 na transktip Urovni je zprosedkovana cytosolarnim Ah
receptorem gryl hydrocarbon receptor, AHR ktery interaguje suznymi induktory
vykazujicimi aromaticky charakter (aromatické pgklcké uhlovodiky, dioxiny a dalsi).
Nasledna signalisai kaskada resultuje ve zvySenou expresi dané yodyhochroni
P450'% Oba cytochromy P450 jsou tedy v tkanich inducibith "

Obecrt plati, Ze cytochromy P450 jsou polymorfni enzyiyjimkou nejsou ani
CYP1A1l a 1A2. V literatte je popsano 13 alel CYP1Al a 41 alel CYP1&2Vve
srovnani s CYP2D6, u kterého bylo objeveno 128, atekice neni nijak zvléSvysoka
variabilita alel, nicmé&h u CYP1A, které vyznan#n participuji na metabolismu
prokarcinogefl, mize hrat velice d@lezitou roli v interindividualni susceptibidit vici

danému karcinogenu, resp. nadorovému onesmcef 84
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2. CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem pedkladané diplomové prace byla identifikace enzymodilejicich se na
metabolismu aristolochovych kyselin, zejména pakt@ochové kyseliny I. Konkrétn
bylo na potkanim a mySim modelu studovéano, kter®otyomy P450 participuji na
oxidani detoxifikaci a redudni aktivaci AAIl, a zda stejné enzymy metabolisuf\l4ak
v podminkéachn vitro, tak iin vivo.

Jako modely byly vyuZity potkani jaterni mikrosomglované ze zvat, jimz byly
podavany induktory cytochraimP450, a dale speciélni transgenni mysi modelyyikte
byly ,deletovany” genyCyplala Cypla2 konkrét byly pouzity linie Cyplal(-/-)
Cypla2(-/-)aCyplal/la2(-/-)
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3. MATERIAL A METODY

3.1 POUZITY MATERIAL A CHEMIKALIE

Pouzity material a chemikalie pochazi z nasledthiedrof:

BioSystems, Spaisko

diagnosticka sada pro stanoveni kreatininglnitch tekutinach; 0,4 M NaOH, 25 mM
pikrova kyselina, glukosa/ntovina/kreatinin standard: 100 mg/dl glukosa/50 rhg/d
mocovina/2 mg/dl (171uM) kreatinin

Fluka, Svycarsko
1,1,1-tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), tokolgvitamin E)

Gentest BD Bioscience, USA
potkani rekombinantni cytochromy P450 v Supersorife@ichovavany p teplog
-80 °C)

Lachema Brno,Ceska republika
kyselina octovd, methanol, ethanol, Mg®&HO, NaHPO,;-2H0, KH.PO,,
NaP,O;- 10H0, KCI, glycerol, diamantan

Linde, Ceska republika

kapalny dusik

Merck, Némecko

acetonitril

Penta,Ceska republika

ethylacetat
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Sigma, USA
glukosa-6-fosfat, glukosa-6-fosfatdehydrogenasa, DRA, NADF, triethylamin,

ketokonazol, a-naftoflavon, furafyllin, chinidin, sulfafenazol, iethyldithiokarbamat,

dimethylsulfoxid, resorufin, 7-ethoxyresorufin, #ethoxyresorufin

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

3.2 RISTROJE

Automatické mikropipety

Nichiryo Nichipet EX (Japonsko)

Centrifugy

K-23, Janetzki, vykyvny rotor (&mecko)

K-24, Janetzki, ahlovy rotor (@necko)

Optima LE-80K Ultracentrifuge Beckman Coulter, Ghlaotor Ti 45 (USA)
Centrifuge 5418, Eppendorf, thlovy rotorgiNecko)

Inkubétory
Thermomixer Eppendorf compact Eppendoréifi¢cko)

Julabo TW8 Schoeller Instruments, s.r@egkéa republika)

Luminiscenéni spektrofotometr

PerkinElmer LS55 (USA)

96-jamkova destka pro fluoresceini analysu
program: FL WinLab: PerkinElmer (USA)

Magneticka michatka

Variomag, Monotherm (Bimecko)

pH metr
ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou (USA) -ikedce gistroje

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

Spektrofotometr

Helios a, Thermo Spectrosonic (USA)

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

DalSi pristroje
analytické vahy PESA 40SM-200A (Svycarsko), homdssnr dle Pottera a Elvehjema,
Mikroshaker type ML-1MS 2 Minishaker Schoeller Pharma Prafiagka republika)

3.3 METODY

3.3.1 Isolace jaternich potkanich mikrosoni

Potkani jaterni mikrosomy byly isolovany z kontiiclm zviat a ze zvat, jimz byly
podavany induktory cytochraimP450, vLaboratoi molekularni karcinogenese a vyvoje
léciv katedry biochemie ## UK, kde byla diplomova prace vypracovana, postupe
popsanym Hve.”3185187

Zvitata byla premedikovana Sudanem | (ktery indukujePCA), fenobarbitalem
(ktery indukuje CYP2B a CYP2C), ethanolem (kterglikuje CYP2E1) a pregnenolon-
16a-karbonitrilem (ktery indukuje CYP3A). VSechny exipgenty se zwuiaty byly

provadny na pracovisti 1. Lékaké fakulty UK v Praze.
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3.3.2 Isolace kral€iho jaterniho cytochromu bs

Krali¢i jaterni cytochrom $ pouzity @i studiu metabolismu AAIl byl isolovan
RNDr. Vérou Cernou, Ph.D. a RNDr. Michaelou Moserovou, Ph.Dkatede biochemie
PiF UK v Praze postupem d¥anga a Cederbauntd®

3.3.3 Geneticky modifikované mySi modely

Pro studium biotransformace AAIn vivo byly vyuzity linie geneticky
modifikovanych mysi vyvinuté skupinou prof. D. Netae zUniversity of Cincinnati
(USA) Byly pouzity linie Cyplal(-/-)**® Cyp1la2(--§*° a Cyplal/la2(-/-}°* Geneticky
nemodifikované kmeny mysi (WT) byly zakoupenyhe Jackson LaboratoifSA).

K disposici byly jak kontrolni mysi, kterym nebyb@dana AAI, tak i zvata, ktera
byla AAI vystavena. Skupinam samic jednotlivychiili(st&i 3 mésice, 20-30 g, n = 4)
byla podana jednorazova davka AAI (50 mg/&kgdné hmotnosti) Zaludei sondou. AAI
byla rozpu&tna ve vod na konénou koncentraci 5 mg/ml. Kontrolnim mySim byla
podana pouze voda.

MysSi byly usmrceny 24 hodin po podani AAl a bylyjivyjmuty jatra, ledviny,
mocovy mechyk, slezina a $evo. Organy byly ihned zmrazeny v kapalném dusiku a
uchovany pi -80 °C, dokud nebyly dale analysovany. Mysi¢rhgla ,sbirana“ po dobu 24
hodin. VSechny tyto experimenty byly provag na spolupracujicim pracovidfniversity
of Cincinnati Medical Center, USA

3.3.4 Isolace jaterni mikrosomalni frakce z transgenich mysSich modeh

Mikrosomalni frakce z jaternich tk&ni geneticky nfi@dvanych mysi byly
isolovany v ramci diplomové prace nasledujicim ppsm.

Jaterni mikrosomalni frakce byla z tkamiskana metodou fréki centrifugace.
Cely postup byl provash v chlazené mistnosti o tepidd °C, nastroje a roztoky byly téz
vychlazeny. V jednotlivych krocich isolace byly @ity nasledujici roztoky puic

P1 153 mM KCI; 50 mM TRIS; 5@M vit. E; pH = 7,4
P2: 100 mM NaP,O7-10H0; pH = 7,4

P3: 20% glycerol; 153 mM KCI; 50 mM TRIS; 5M vit. E; pH =7,4
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Vyjmuté organy, oplachnuté roztokem pufdl, byly vlioZzeny do vychlazeného
roztoku pufruPl, ktery byl gedem zvazen. Poté byla tkavazena. Jaterni tkabyla
roz&klena na mensi dily (rozéihdna) a #kolikrat promyta pufrenPl, aby bylo dosazeno
dokonalého ,odkrveni“. Nasledrbyla tk& homogenisovana v homogeniséatoru dle Pottera
a Elvehjema v roztoku pufr®1 o objemu v ml odpovidajicimétyfnasobku hmotnosti
jaterni tkag v gramech. Takto ziskané homogenaty byly centovagy (3000 RPM, 10
min., centrifuga Janetzki K-23, vykyvny rotor 4x70)ngki teplog€ 4 °C. Ziskany
supernatant byl uchovan a ziskana peleta byla regenisovana s %“apodniho objemu
pufruP1a ot centrifugovana postupem za vySe uvedenych podmine

Ziskané supernatanty byly spojeny a telkiny pi teplo€ 4 °C (13 000 RPM, 20
min., centrifuga Janetzki K-24, dhlovy rotor 6x35 nlZiskana peletapdstavovala
mitochondrialni frakci. K dalSimu zpracovani bylugd supernatant, ktery byl opa#rn
odctlen od této tzv. ,lehce sedlé” vrstvy.

Mikrosomalni frakce byla ziskana vysokoobratkovemtafugaci pi chlazeni na
teplotu 4 °C (45 000, 65 mircentrifuga Beckman LE-80K, uhlovy rotor 45 Ti, 6X94).
Ziskany supernatantigdstavoval cytosolarni frakci a byl uchovéii {80 °C pro dalSi
experimenty. Peleta byla ,rehomogenisovana“ ccaojridisobném objemu pufR2.

Vysledna mikrosomalni frakce bylaipravena ultracentrifugacitipteplog 4 °C
(60 000 RPM, 65 min.centrifuga Beckman LE-80K, dhlovy rotor 45 Ti, 6x&al).
Sediment byl ,rehomogenisovan” v roztoku puf?@ o objemu v ml odpovidajicimu Y
pavodni hmotnosti jaterni tk&nv gramech. Ziskana finalni mikrosomalni frakceabyl
zmrazena v tekutém dusiku a uchovatiggplot -80 °C, dokud nebyla pouzita v dalSich

experimentech.

3.3.5 Oxidace AAI cytochromy P450 v potkanich jatarich mikrosomech

Oxidace aristolochové kyseliny | potkanimi jaternimikrosomy byla sledovana
pomoci HPLC. V experimentech byly pouzity jak jafermikrosomy kontrolnich
(nepremedikovanych) zst, tak zviat premedikovanych induktory cytochranP450.
Stanoveni bylo uskuteéno vzdy v tripletnich provedenich. Celkovy objemkubani

smesi byl 500pl.
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SloZeni inkubénich sndsi:

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

2. potkani jaterni mikrosomggrotein: = 0,5 mg/ml

3. AAI (10 uM) rozpuséna v destilované vad

4. NADPH generujici systém (NADPH-GS): 1 mM NADRO mM MgC}- 61,0,
10 mM glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfatdeélogenasa

Prislusné reagencie byly do inkuméch sngsi pridavany v takovém mnozstvi a
takovém poadi, jak je nazngeno vyse. Reaki snes byla michdna a inkubovana po dobu
10 minut za staléhddpani (400 RPM)ipteplo& 37 °C. Reakce byla zastaven@panim
1 ml ethylacetatu a pro dobrou extrakci metabotltu organického rozpou&tia byla
realkéni smés 2 minuty tepana likroshaker type ML-L Poté byla organicka faze
odElena centrifugaci (13 000 RPM, 3 mirkentrifuga 5418, Eppendorf, Uhlovy rofor
Organicka faze byla posléze odebrana, k vodnélfgizpiidan 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 30 ul methanolu. Takto ipravené vzorky byly naslednanalysovany
metodou RP-HPLC.

3.3.5.1 Vysokotlaka kapalinova chromatografie (HP)L.C

Latky obsazené v extraktech byly separovany metddBeHPLC. Byla pouzita
kolona C18 acherey-NagelSRN) i teplo& 35 °C. Separace probihala v gradientovém
uspdadani, kdy se #milo sloZzeni mobilni faze z 80% A a 20% B na kim&slozeni 40%

A a 60% B, mobilni fazi fedstavovala sis (A) 100 mM triethylaminacetatu (pH = 7,0;
Uprava pH kyselinou octovou) 8) 80% acetonitrilu. Jednotlivé roztoky bylyipraveny
tésne pred analysou a byly sonikovany (pro ods#r@nvzduchu). Standard AAIl byl
pripraven tak, Zze k 2@l methanolu byly pidany 2ul AAI o koncentraci 1 mg/ml. Sis
byla promichdna. Na kolonu bylo vZzdy nanaSen@l2zorku. Jedna eluce probihala 55
minut @i pratoku mobilni faze 0,5 ml/min. afiptlaku cca 80 bar. Separované latky

obsazené v extraktech byly detekovanhymove délce 250 nm.
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3.3.6 ldentifikace AAla

Metabolit tvaeny oxidaci AAI byl isolovan HPLC a zaslan k hmattrd analyse.
Analysu proved| doc. RNDr. Miroslav Sulc, Ph.D.hmaotnostnim spektrometru MALDI-
TOF/TOF ultraFLEX lll, Bruker-Daltonics (SRN).

3.3.7 Inhibice oxidace AAI v potkanich jaternich mkrosomech

Inhibitory cytochroni P450 pouZité v inhibhich studiich shrnujeabulka 3.

Stanoveni bylo uskuteéno vzdy v celkovem objemu inkudra smeési 250pl.

SloZeni inkubénich sndsi:

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

2. potkani jaterni mikrosomggrotein: = 0,5 mg/ml

3. AAI (10 uM) rozpuséna v destilované vad

4. inhibitor (1, 10 a 10QM) rozpusény v daném rozpou&dle (Tab. 3)

5. NADPH generujici systém (NADPH-GS): 1 mM NADRO mM MgC}- 61,0,
10 mM glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfatdeérogenasa

Prislusné slozky byly do inkubaich snési pidavany v takovém mnoZstvi a
takovém peadi, jak je nazngno vySe. Nasledujici postup byl zcela analogiakyu,
ktery je popsan kapitole 3.3.5a3.3.5.1

Tab. 3: Prehled uzitych inhibitar cytochroni P450

Inhibitor Cytochrom P450 Rozpousgdlo
a-naftoflavon 6-NF) 1A methanol:ethylacetat (2:3)
furafyllin (FF) 1A2 DMSO

diamantan (DIA) 2B methanol

sulfafenazol (SULF) 2C ethanol

chinidin (QUI) 2D ethanol
diethyldithiokarbamat (DDTC) 2E1, 2A voda

ketokonazol (KET) 3A ethanol
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3.3.8 Oxidace AAI potkanimi rekombinantnimi cytochromy P450

v Supersomech™

Stanoveni bylo uskuteéno vzdy v celkovém objemu inkudya snesi 250ul.

SloZeni inkubénich sndsi:
1. fosfatovy pufr (100 mM NajPQy), pH =7,4
2. potkani rekombinantni cytochromy P450 ¢ = 50 nM

3. AAIl (10 uM) rozpuséna v destilované vad
4. NADPH generujici systém (NADPH-GS): 1 mM NADRO mM MgC}- 61,0,
10 mM glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfatdeérogenasa

Pt sledovani vlivu cytochromusbna oxidaci AAI rekombinantnimi cytochromy
P450 byl tento fidan do inkubani snesi tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 150 nM.

Prislusné slozky byly do inkubaich smési pidavany v takovém mnozstvi a

takovém péadi, jak je nazngno vySe. Pracovni postup byl dale stejny jakapitole
3.3.5a3.35.1

3.3.9 Aktivace AAIl za tvorby adukti s DNA

Analysa adukt AAlI s DNA po redukni aktivaci AAlI rekombinantnimi
cytochromy P450 a v tkanich geneticky upravenyctsioty linii vystavenych gsobeni
AAIl byla provedena 3kolitelkou prof. RNDr. Marii iBorovou, DrSc., metodou®%P-

postlabeling® v Nmeckém centru pro vyzkum rakoviny Dédutsches

viv s

praCIfCh62,115,192,193

3.3.10 Biotransformace AAlin vivo

Ke studiu oxidani detoxifikace a reduki aktivace AAI byly pouzity geneticky
modifikované mysiCyplal(-/-)'®® Cypla2(-/-§*° a Cyplal/la2(-/-}°* které jsou blize
popsané kap. 3.3.3
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3.3.10.1 Analysa AAla v mb transgennich mySich modz|

Obsah aristolochové kyseliny la v #omySich transgennich model byl
stanovovan metodou RP-HPLC. Vzorek byippaven tak, Ze k mio byl piidan
¢tyifnasobny objem methanolu. 8snbyla kratce michanaS 2 Minishakéra nasledé
centrifugovana 4 min. (10 000 RPKZentrifuge 5418, Eppendorf, Uhlovy rotoZiskany
supernatant byl odpan do sucha.

Analysa metodou RP-HPLC byla provedena za podmpugsanych kapitole
3.3.5.1 Vlastni vzorek pro HPLC analysou byigraven tak, Ze odparek byl rozptstve
100 ul methanolu. Na kolonu bylo nanaseno @5 pritomnost AAla byla sledovanaip
vinové délce 250 nm.

Stanoveni kreatininu v ®bomysSich model bylo provedeno za pouziti sady pro
stanoveni kreatininu ¥hich tekutinach BioSystemsJaffého metodou, tj. reakci pikratu
v alkalickém progedi!®+1%°

Nejdrive byl gipraven roztok, ktery se skladal z 0,4 M NaOH an29 kyseliny
pikrové v pondru 1:1. Takto fipraveny roztok byl temperovan na teplotu 37 Jdldbo
TW8. Vzorek byl gipraven smichanim 0,1 ml mioa 1 ml roztoku. Sws byla
promichana. Vznikly barevny komplex byl stanovog@ektrofotometrickyHelios a) pii
vinové délce 500 nm §ase 60 a 120 s. Standard biippaven tak, Ze misto vzorku ®io
byl pouZit roztok standardu o koncentraci kreatinib77 uM. Z vysledného rozdilu
absorbanci byla gena koncentrace kreatininu v &no

3.3.10.2 Oxidace AAI mysSimi jaternimi mikrosomy

Stanoveni bylo provato v inkub&nich sngsich o celkovem objemu 250.

SloZeni inkubénich sndsi:
1. fosfatovy pufr (100 mM NajPQ,), pH =7,4

2. mysSi jaterni mikrosom@protein: = 1 mg/ml

3. AAIl (10 uM) rozpusena v destilované vad
4. NADPH (1 mM)
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Prislusné slozky byly do inkubaich snési pidavany v takovém mnoZstvi a
takovém peadi, jak je nazn#no vySe. Pracovni postup byl dale analogicky tdktery je
popsan \kapitolach 3.3.5a3.3.5.1

3.3.10.3 Stanoveni aktivity cytochrahP450 1A

Aktivita cytochroni P450 1A v jaternich mikrosomech isolovanych zgggmnich
mySich model byla stanovena jako schopnd3tdeethylovat 7-ethoxyresorufin (EROD,
CYP1A), resp.O-demethylovat 7-methoxyresorufin (MROD, CYP1A2) oudiu dle
Burka a Mayera, ktera byla drabmodifikovana:**°’ Vznikla slowenina, resorufin, je

fluorescerin¢ aktivni a lze ji tedy wiit luminiscer@nimi spektroskopickymi metodami.

SloZeni reakich sndsi:
1. fosfatovy pufr (100 mM KgPQy), pH =7,4
2. mysi jaterni mikrosom@protein; = 0,444 mg/ml

3. 7-ethoxyresorufin (7-methoxyresorufin) ¢c = 1M\
4. NADPH (0,51 mM)

Nejdrive byly mysSi jaterni mikrosomyedény pufrem na vyslednou koncentraci
proteimi 0,5 mg/ml. Byl pidan 7-ethoxyresorufin, resp. 7-methoxyresorufik, taby
koneina koncentrace ve i byla 2uM. Takto vznikla snis byla inkubovana po dobu 2
min. @i laboratorni teplat Dale bylo pipetovano 15 smési do mikrotitr&ni desttky a
poté byl gidan roztok NADPH, ktery inicioval reakci.

Fluorescence byla &ena v deseti Sedesatisekundovych cyklech na lucgnisim
spektrofotometruRerkinElmer LS5ppii excitatni vinové délce 530 nm a emisni vinové
délce 585 nm.

Kalibracni roztoky byly gipravenytfedtnim resorufinu na vysledné koncentrace
0,4;0,3;0,2; 0,15; 0,1; 0,05; 0,025 a 0,015 Referentni vzorek tud pouze pufr.
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4. VYSLEDKY

4.1 Oxidace AAI potkanim jaternim mikrosomalnim sysémem

Aristolochova kyselina | je vorganismu oxtié detoxifikovana na
demethylovany produkt, aristolochovou kyselinu”&***°*>"v/ nagich experimentech
sledujicich oxidaci AAI provashych v rdmci této diplomové prace jsme iigjd pouZili
jaterni mikrosomalni frakce isolované z potkakontrolnich (nepremedikovanych) a
potkarmi premedikovanych induktory cytochranP450 (vizkap. 3.3.J.

Parentalni molekula (AAIl) a detoxifikai metabolit (AAla) byly separovany
pomoci RP-HPLC a detekovanii plnové délce 250 nm.

4.1.1 Separace AAIl a AAla metodou RP-HPLC

Vv s

nicméré podminky separace uzivané teg@chozich pracich byly drobrmodifikovany.
Takto modifikovany postup uvadap. 3.3.5.1

Ke studiu oxidace AAl na AAla byly pouzity jatermhikrosomalni systémy
potkari kontrolnich a potkal jimz byly podavany induktory cytochranP450 (Sudan I,
fenobarbital, ethanol a PCN). Aristolochova kysalinbyla do inkubaci fidavana ve

formé sodné soli rozpu&hé ve vod.

120 .
ImAU 1-34.950 WVL:250 nm|

— AAI

50+

min|
R I R T e T R R R R T R R R
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. 18: HPLC standardu AAl; experimentalni podminky HPL@obilni faze 100 mM
TEAA a 80 % acetonitril (80% A a 20%-B 40% A a 60% B), mitok 0,5
ml/min., kolona C18 Macherey-Nagel, teplota 35°@likevano 20 ul vzorku,
detekce @ 250 nm
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Za danych podminek byla aristolochové kyselinaubeéna v retefnim case 35
min., zatimco jeji demethylovany metabolit (AAlg)l eluovan v retetnim case 22.1 min.
(Obr. 18, 19. Kontrolni stanoveni byla provedena (i) bez msammi, (i) bez NADPH-
generujiciho systému a (iii) bez AAI. V kontrolniskanovenich detoxifikai metabolit
nevznikal Obr. 18). Ostatni detekované ,peaky” (eluované nagtku HPLC mezi 4. — 6.
min.) byly giitomny i v ostatnich vzorcich a jsou spojeny s padnim metody HPLC.

80.0

ImAU WVL:250 nm)
1 2 - 34.949

B < AAI

40.0-

1 1-22.116
20.04

100 min
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 450 50.0 55.0 60.0

Obr. 19: HPLC reakni snesi sledujici oxidaci AAl potkanim jaternim mikrosamim
systémem isolovanym z nepremedikovanych patkanexperimentalni
podminky HPLC: mobilni faze 100 mM TEAA a 80 % anetril (80% A a
20% B— 40% A a 60% B), mitok 0,5 ml/min., kolona C18 Macherey-Nagel,
teplota 35°C, aplikovano 20 pl vzorku, detek&e2p0 nm

AAl byla oxidovana na AAla vSemi potkanimi mikrospmlak ukazujeDbr. 21,
mnoZzstvi vznikleho metabolitu se liSilo v zavislosa pouzitych mikrosomech, resp.
v zavislosti na obsahu cytochréniP450 daného premedikaci potkaimduktory €chto
enzymi. Nejefektivreji premenovaly AAI mikrosomy isolované z jaterni tk&mpotkani
premedikovanych Sudanem | a fenobarbitalem. Tytsledky jsou detaikh uvedeny v
kapitole 4.2.1
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4.1.2 ldentifikace AAla

K identifikaci latky eluované v reténim case 22.1 Qbr. 19) byla pouzita
hmotnostni spektrometrie  MALDI-TOF/TOF. d#ni byla provedena doc. RNDr.
Miroslavem Sulcem, Ph.D. Na zaktakdmotnostni analysy byla tato latka identifikovana
jako aristolochova kyselina laOpr. 20). ,Peak” na osem/z 327,029 pedstavuje

molekulovy ion [M] AAla. Déle byly také nalezeny molekulové iontydnaenfi AAla

(293,021 a 311,031).
(1T
O Q
\\\ OH

154 \ Ci6HsNOs

CigH100s \ c .
N\ t Mass: 310.04
Exact Mass: 282.05 N xact Mass: 310.0

0.54

| C16H9NOT

: Exact Mass: 327.04
0.0 ‘r A T ' IT — T g T T psbios T ¥ A

220 240 260 280 300 320 340 360 380

x10%

2.0

miz

Obr. 20: Identifikace AAla metodou positivni MALDI-TOF/TOF
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4.2 Uréeni potkanich cytochromi P450 participujicich na oxidaci AAl na
AAla
K urceni cytochrom P450, které participuji na oxitla detoxifikaci AAI, byly

pouzity selektivni induktory a inhibitory cytochrémP450. Mikrosomy kontrolnich
potkami a potkaih premedikovanych Sudanem |, fenobarbitalem, etleana PCN byly

isolovany v nasi laboratiopostupy uvedenymi kapitole 3.3.1

4.2.1 Vliv induktou: cytochromi P450 na detoxifikaci AAl na AAla

K poznani cytochroifn P450 participujicich na oxidaci aristolochové Kiyse |
byly pouzity induktory vybranych cytochramP450. Experimentalni potkani byli
premedikovani Sudanem | (indukce cytochfof450 podrodiny 1A), fenobarbitalem
(indukce cytochrorn P450 podrodiny 2B a 2C), ethanolem (indukce CYR2&EPCN
(indukce CYP3A).

Metodou RP-HPLC bylo stanovovano mnozstvi vzniklémetabolitu, resp. plocha

.peaku” odpovidajici AAla. Vysledky shrnuf@br. 21.

20 <

Mnozstvi AAla
(plocha peaku)
y ooy 11
*
_¢

Obr. 21: Oxidace AAI potkanimi jaternimi mikrosomy. Sloupegdvaji mnozstvi vzniklé
AAla. Hodnoty jsou pkmérem ze ti stanoveni; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
SloZeni inkub&ni smesi: 10 uM AAl; 0,5 M@oweindml MS; NADPH-GS;
fosfatovy pufr pH 7,4
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Jaterni mikrosomélni systém potkanpremedikovanych Sudanem | a
fenobarbitalem byl v oxidaci AAI na AAla nejefekiigSi. MnoZstvi AAla oproti kontrole
bylo v t&chto vzorcich 1,3 nasobné, resp. 1,1 nasobné.njateikrosomy potkain
premedikovanych ethanolem a PCi¢menovaly AAIl oproti kontrolnim vzorlm vyrazré
hafe. Z uvedenych vysledklze usuzovat, Ze se na oxidaci AAl na AAla nejvjualili
cytochromy P450 podrodiny 1A (které jsou indukov&@utanem |) a dale pak enzymy
podrodiny 2B, pop 2C (které jsou indukované fenobarbitalem). Pigndici cytochron
P450 2E1 a 3A4 na detoxifikaci AAl Ize s vysokoayakpodobnosti vylotit.

4.2.2 Vliv inhibitoriz cytochromi P450 na oxidaci AAl na AAla jaternimi

potkanimi mikrosomy

Vysledky ziskané z experimént vyuZivajicich jaterni mikrosomy potkan
premedikovanych induktory cytochr@mP450, byly doplany inhibicnimi studiemi, ve
kterych byly uZity jaterni mikrosomy kontrolnich eforemedikovanych) potkana
selektivni inhibitory cytochroin P450. Byly pouZzity inhibitory cytochroinP450 1A
(a-naftoflavon), 1A2 (furafyllin), 2B (diamantan), 2@ulfafenazol), 2D (chinidin), 2A a
2E1 (DDTC) a 3A (ketokonazol). Stanovovan byl prdo@lni Ubytek mnoZzstvi

demethylovaného metabolitu oproti kontrole, ve &ti@hibitor nebyl pitomen [Tab. 4).

Tab. 4: Vliv inhibitora cytochronii P450 na oxidaci AAI na AAla potkanim

mikrosomalnim systémem

Inhibitory CYP [(\,Z rlllgn?rﬁll%
a-naftoflavon 1A1/2 84,7
Furafyllin 1A2 84,1
Diamantan 2B NI
Sulfafenazol 2C 68,0
Chinidin 2D NI
DDTC 2E1, 2A 52,2
Ketokonazol 3A 90,2

Hodnoty jsou pimérem ze ti stanoveni. SloZeni inkuti@ snesi: 10 uM AAI;
10 pM inhibitor; 0,5 mgoteindml MS; NADPH-GS; fosfatovy pufr pH 7,4.

&NlI, neinhibuje.
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Z inhibi¢nich studii vyplyva, Zze CYP2B a 2D se na oxidacil A&podileji, nebt
jejich specifické inhibitory ne#ly na tuto oxidaci Zzadny vliv. Zanedbatelna inhéiayla
pozorovana téz ip pouziti ketokonazolu, ktery inhibuje CYP3A. Vyr&gi inhibice
oxidace AAI se projevila za pouziti inhibitorcytochrontt P450 podrodiny 1A a 2C.
V rozporu s vysledky ziskanymi v experimentech \yajcich induktory cytochrof
P450 se zda, vzhledem kvyrazné inhibici DDTC, Ze axidaci AAl by téZz mohly
participovat cytochromy P450 podrodiny 2A a 2E1.

Interpretace inhiknich studii byva v &kterych gipadech komplikovana dalSimi
skut&nostmi, které je nutno vzit v Uvahu. Takovymi skotestmi jsou nap povaha
substratu a exprese danych cytochkdPd50 v tkant®® Z téchto divodi jsme nasi studii
rozsiili o experimenty vyuzivajici rekombinantni potkarytochromy P450, které mohou

vysledky z pedchozich experimeinupiesnit.

4.3 Oxidace AAl rekombinantnimi potkanimi cytochromy P450

Pro ugesréni vysledki ziskanych z inhilgnich studii a experimeitvyuzivajicich
induktory cytochrom P450 byly v této sadexperimeni uzity rekombinantni potkani

cytochromy P450 exprimované v Supersomech™,

4.3.1 Studium oxidace AAI rekombinantnimi potkaniraytochromy P450

Ke studiu oxidani detoxifikace AAI na AAla byly uzity nasledujigbotkani
cytochromy P450: 1A1, 1A2, 2A1, 2A2, 2B1, 2C6, 2C2C12, 2C13, 2D1, 2D2, 2E1,
3A1, 3A2. Stanovena mnoZstvi detoxiftkého metabolitu jsou uvedena Gdr. 22.

Uvedené vysledky potvrzuji vyznamnou roli cytochforR450 1A1 a 1A2 v
oxidaci AAl na AAla. Majoritre se na oxidaci AAIl podileji zejména cytochrom P43,
dale pak cytochrom P450 1Al. Vedléchto enzynmi nelze ani vylotit participaci
cytochromii P450 podrodiny 2C na oxidaci AAl. Tyto vysledkylel&yvraceji mozny
podil CYP2E1 a 2A na detoxifikaci aristolochové élysy |.
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Obr. 22: Oxidani detoxifikace AAIl potkanimi rekombinantnimi cytoomy P450;
sloupce udavaji mnozstvi vzniklé AAla. Hodnoty jsguimérem ze ti
stanoveni. Slozeni inku@ai snesi: 10 uM AAIl; 50 nM CYP; NADPH-GS;
fosfatovy pufr pH 7,4. ND, nedetekovano.

4.3.2 Vliv cytochromu bna oxidaci AAI cytochromy P450 1A1 a 1A2

V dalSich experimentech byl studovan vliv cytochworts na oxidaci AAI
vybranymi cytochromy P450. Cytochroms ke protein pitomny v membranach
endoplasmatického retikula a je fakultativni &msti systému oxidas se smiSenou funkci.
Navic, cytochrom bje gritomen v potkanim jaternim mikrosomalnim systémuzgém
v naSich experimentech aude tedy ovliviovat aktivity rekterych cytochrom P450,
véetns CYP1AL a 1A2, v jejich efektivitoxidovat substraty,detns AAl. 200202

-59 -



Vysledky

3,0

25

*
204
15
1.0
 mm
- E x5 3
04
03
02
0,1
0,0 T r r 1
N YV
RS o Ky rﬁé”

’\?Q ,\?“

b LY

MnozZstvi AAla
(plocha peaku)

Obr. 23: Vliv cytochromu s na oxidaci AAl potkanimi cytochromy P450loupce
udavaji mnozstvi vznikleé AAlaHodnoty jsou pkimérem ze ii stanoveni;
*p<0,05, ***p<0,001. SloZeni inkuldai snesi: 1C uM AAI; 50 nM CYP; 150
nM cyt b;; NADPH-GS; fosfatovy pufr pH 7,4.

Cytochrom lg zvysil efektivitu CYP1A2 ‘oxidaci AAl na AAla, nicmén
efektivita CYP1A1l byla po ifidavku stejného proteinu snizerObr. 23). Na zaklad
téchto a pedchozichvysledii Ize soudit, Ze majoritni rolifpdetoxfikaci AAl potkanim

mikrosomalnim systémem lje cytochrom P450 1A2.

4.4 Aktivace AAIl potkanimi rekombinantnimi cytochromy P45(

podrodiny 1A takéredulkiné aktivovat AAl za vzniku reaktivnichspecies které
tvori stabilni adukty ®NA.%*"%"2proto bylo wdalsicasti diplomové préc studovano, zda
potkani rekombinantni cytochromy P450 téZ reduRl za tvorby aduki < DNA (Obr.
24, 25. Zéarover byl sledovan vliv cytochromus u jednotlivych cytochrorin P450 ne
aktivaci AAI.
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Obr. 24: Tvorba aduki AAI s DNA po aktivaci potkanimi rekombinantnimi @Y
Stanoveni byla provedena metoddéP;postlabeling“. Hodnoty jsou {mérem
ze ti stanoveni. Slozeni inkutr@ich sngsi: 50 pmol CYP v celkovém objemu
inkubace 75Qu; 0,5 mg DNA z teleciho brzliku; 0,5 mM AAI; 1ImMADPH;
fosfatovy pufr pH 7,4. Kontrolni stanoveni bylo pedleno v pitomnosti
samotné NADPH:CYP reduktasy. RAL, relativni zeai aduki, **p<0,01,
***n<0,001.

VSechny potkani rekombinantni cytochromy P450 aktily pi anaerobnich
podminkadch AAIl za vzniku adukts DNA. Jmenovit byly detekovany adukty 7-
(deoxyadenosimN®-yl)aristolaktam | (dA-AAl), 7-(deoxyguanosiNZ-yl)aristolaktam |
(dG-AAl) a 7-(deoxyadenosiN®-yl)aristolaktam Il (dA-AAIl) ©br. 25). Stejné adukty
byly nalezeny téZ v tkanich paciéntrpicich AAN®%*3' V/ kontrolnim stanoveni, které
bylo provedené bez cytochrdn®450, pouze vitomnosti NADPH:CYP reduktasy, byla
detekovana nizka hladina adwkBAlI s DNA dana aktivitou této reduktasy. Stejné
mnoZstvi adukt bylo nalezeno i zaifiomnosti ¥tSiny cytochrond P450 Qbr. 24).
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V piipact cytochromi P450 podrodiny 1 vSak bylo tvéenomnozZstvi adukt AAl s DNA
vyrazreé vysSi, zejménev pripadt CYP1A2. Ridani cytochromu s zvySilo efektivitu
CYP1A2 aktivovat AA, vpripad systému obsahujicim CYP1Al bylo zi$b nizsi
mnozsvi vzniklych adukii AAI s DNA. Tyto vysledky potvrzuji participaci cytochrdn
P450 1A1 a fedevSim 1A2 na reddki aktivaci AAl.

Obr 25: Autoradiogram adukit AA s DNA (,*P-postalabeling

4.5. Studium oxidace a aktivace AAl cytochromy P45(in vivo

Ke studiu metabolismu AAlin vivo byly provedeny experimenty geneticky
upravenymi liniemi mys, u kterych byly ,deletovanyfyeny pro cytochromy P450 1A1
1A2. Byly vyuZity nasledujici linieCyplal(-/-)'**® Cypla2(-/-*° a Cyplal/la2(-/-}**
Kontrolni linie gredstavovaly mySi bez genetické Upravy, které obsakigak Cyplal tak
Cypla2 K disposici bylajak zvitata, kterym byla podavan®Al, tak mysi, které AAI
neobdrzely (vikap. 3.3.9).

4.5.1 Aktivace AAl in viv
Nejprve byly provedeny experimenty, ktesledovalytvorbu aduki AAI s DNA in

Vivo, a to za pouzitvySe uvedenyclimysSich geneticky upravgoh modei. Sledovan byl
vznik adukti sDNA v jednotlivych tkanichisolovanych z organ mysi, kterym byla
podavana AAl. \Vexperimentech yla provedena analysa adakfAl s DNA v jatrech,

plicich, ledvinach, m&iovém néchyfi, slezirg a ve ste\e.
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Ve vSech organech bydetekovany adukty AAlI s DNAJA-AAIL, dG-AAIl a dA-
AAIl, které jsou popsany vyse které byly nalezeny téZ tkanich pacierit s AAN.%%3%
NejvysSi tvorbaadukti AAlI s DNA byla pozorovana ledvinné tkani, ostatnich
organech byly addy tvoreny ve vyznamm nizSich mnozstvichNicmérg, v mysi linii
Cyplal/la2(-/5) kde absentovaly cytochromy P450 1A1 a 1/byl vznik adukf
nékolikanasoban vysSi,nezv organech kontrolnich ztt. A to ve vSech organe. Pokud
tedy chybi gen¥ypla: aCyplaZ2 a nejsou tedgxprimovany pislusné cytochromy P45
je pritomno vice AAl, kteréneni efektivd oxidovana Tato AAI tedy maze byt redukné
aktivovana za vznikadukti s DNA (Obr. 26). NaSe dalSéxperimenty byly zagteny na
ovéreni tohoto pedpokladt
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Obr. 26: Tvorba aduki AAI s DNA v organech geneticky modifikovanych rr, kterym
byla podavana A/ Stanoveni byla provedenaetodou 32P-postlabeling®.
Hodnoty jsou pamérem ze ti stanoven *p<0,05. RAL, relativni zrateni
adukii.

F, faktor gedstavujici ndsobek mnoZzstvi aduoproti mnozstvi aduktu WT
mySi. Tvorba adukt byla stanovena jatrech, plicich, ledvinach, niovém

meéchyfi, slezirg a ve stee.
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4.5.2 Analysa AAla v m¢& mysSich linii

V dalSi sad experimeni byla analysovana metodou RP-HPL&tgmnost AAla
v mci geneticky upravenych mysi, kterym byla podavamd. Rostup pipravy vzorku je
popsan kap. 3.3.10.1 Vzorky mai byly ,sbirany”“ po dobu 24 hodin. Mnozstvi AAla
bylo vztaZzeno na koncentraci kreatininu, ktera IstEnovena metodou popsanolay.
3.3.10.1

800
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600

500 |
400 4
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0

Obr. 27: Stanoveni mnozstvi AAla v miomysSich model vystavenych &nku AAlL.

AAla (plocha peaku)/
pmol kreatininu

Sloupce udavaji mnozstvi vzniklée AAla. Hodnoty jspaimérem ze Ctyt

stanoveni. Hprava vzorku je popsanakap. 3.3.10.1
Aristolochova kyselina la byla nalezena ve vSe@n®tovanych vzorcich nib

uzitych experimentalnich model Nicméré mezi jednotlivymi vzorky mé& pouzitych

mysSi nebyl zji&n zadny vyznamny rozdil v jejim mnozst@Hr. 27).
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Vysledky

4.5.3 Oxidace AAI jaternimi mikrosomy mysich linii

V dalSich experimentech byla sledovana oxidace Awikrosomy isolovanymi
z linii mysi, které byly geneticky upraveny (Wap. 3.3.4. Pouzity byly mikrosomy jak
zvirat, kterym byla podavana AAl, tak mysi, které AAddostavaly. Mnozstvi AAla bylo
stanovovana metodou RP-HPLC, jak je popsano Wae 3.1.5.).

Mikrosomy vSech pouzitych mysSich mo@ledxidovaly AAI na AAla Qbr. 28).
Nejefektivreji oxidovaly AAI jaterni mikrosomy mysi lini€Cyplal(-/-) kterym nebyla
podavana AAI Qbr. 28A). Vzhledem k tomu, Ze u této linie clylgen Cyplal a tedy
nebyl ani exprimovanifslusny cytochrom P450, Ize se domnivat, Ze v tquifzadt byla
absence CYP1AL1 specificky kompensovana vysSi ekpygschromu P450 1A2. Ten pak
efektivne AAI oxidoval. Tento pedpoklad byl potvrzen stanovenim aktivit CYP1A1A2 1
za vyuziti markerovych substéattéchto cytochromi P450 (viz nize). Oxidace AAI
mikrosomy dalSich geneticky modifikovanych linCypla2(-/-)a Cyplal/la2(-/q) byla
mére efektivni ve srovnéni s jaternimi mikrosomy kohifoh zviat. Jaterni mikrosomy
mySi linie Cyplal/la2(-/-) kde byly ,deletovany“ oba isoenzymy cytochnon®450
podrodiny 1A, oxidovaly AAI na AAla s nejmen&fianosti Obr. 28).

(plocha peaku)
MnoZstvi AAla
(plocha peaku)

» » N » » 2
& \e"\\ \e‘}\ \\"9'\ € '\’b\\ > &

\
¥ o A2 ¥ o A2

Obr. 28: Oxidace AAI jaternimi mikrosomy z mySich moitlekterym nebyla podavana
AAl (A) a kterym AAI podavana byla (B). Sloupce w@§i mnozstvi vzniklé
AAla. Hodnoty jsou pimérem ze ii stanoveni; *p<0,01. SloZeni inkuivea

smesi: 10 pM AAIL; 1 m@roeindml MS; 1 mM NADPH; fosfatovy pufr pH 7,4
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MnoZstvi AAla
(plocha peaku)
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Obr. 29: Oxidace AAl na AAla mySimi mikrosomy a stanovenitiaky CYP1Al a
CYP1A2. AC, mysi, kterym AAIl nebyla podanaD-F, mySi vystavené
pasobeni AA. Oxidace AAIl na AAla (A, D). Stanoveni aktivitCYP1A
metodou EROD (B, E) a MROD (C,
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Vysledky ziskané v experimentech sledujicich oxidaal na AAla jaternimi
mikrosomy mysich linii vystavenychigobeni AAI byly zcela rozdilné. Jaterni mikrosomy
téchto transgennich mysi oxidovaly AAIl na AAla jak s®vnani s kontrolou (WT mysi),
tak ve srovnani se zZdaty, jimz nebyla AAIl podavana, daleko niegi®©br. 28B). Nejménrt
detoxifikovaly AAl jaterni mikrosomy mysSich liniiCypla2(-/-) a Cyplal/la2(-/-)
podobré jako v gipad zvirat, ktera nebyla vystavenaigpbeni AAI. Nejefektivayji
oxidovaly AAI jaterni mikrosomy isolované z gené&gcmodifikované linieCyplal(-/-)
kde chykl CYP1A1, nicmén mira oxidace byla menSi nez u kontroly.

Zajimavé je, ze podani AAIl kontrolnim tafim vedla k 1,4 nasolnvysSi
efektivité jaternich mikrosorin oxidovat AAlI na AAla neZ byla efektivita mikrosd@m
zvirat, kterym nebyla AAI podana. Naopak, podani AAbieeu jaternich mikrosomn
vSech geneticky upravenych mySich mdddle sniZzeni jejich efektivity oxidaé
demethylovat AAl na AAla.

Z vysledki vyplyva, Ze stanovené mnozZstvi vzniklé AAla v Zis&orelovalo
s aktivitami CYP1A1 a CYP1A2, které byly v jednafich mySich mikrosomech teny
za uziti markerovych substéatJmenovié Slo o O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu (pro
CYP1A1/2, EROD) &-demethylaci 7-methoxyresorufinu (pro CYP1A2, MROD)

Ur¢ené aktivity CYP1A1/2 vigpadt EROD odpovidaly zjighé efektivit mySich
mikrosomi (isolovanych jak ze ziat, kterym byla podana AAl, takrm, kterym podana
nebyla) oxidovat AAlI na AAla@br. 29B aE). NejvysSi aktivita CYP1A1/2 byla zjiSta
v jaternich mikrosomech mysSich lirfiyplal(-/-) kterym nebyla podana AAQbr. 29B),
nicmére podobr vysokou aktivitu vykazovaly téZ mikrosomy mysSichiil WT a
Cyplal(-/-) kterym AAI podavana bylaQbr. 29E). Vysokou efektivitu jaternich
mikrosomi v oxidaci AAlI na AAla mysich liniiCyplal(-/-) které nebyly vystaveny
pusobeni AAI, ukazuji také aktivity CYP1A2 ¥dhto mikrosomech dené MROD Qbr.
29C). Nejvyssi aktivita tohoto cytochromu P450 byl&tna pra¥ v mikrosomech mysi
linie Cyplal(-/-)

Prekvapivé vysledky byly ziskany wipad stanoveni aktivity CYP1A2 v mysich
jaternich mikrosomech isolovanych zeiavj kterym byla podana AAIl. Nejvyssi aktivita
CYP1A2 byla nalezena v mikrosomech ,divoké* linieTveCyplal(-/-) a to i ve srovnani
se zvfaty, které nebyly fisobeni AAI vystaveny@br. 29F). Tyto vysledky signalisuji, Ze
podani AAlI mySim geneticky modifikovanym model vedla k vyrazné indukci

cytochromu P450 1A2. Vysledky ziskané ze studiiziyajicich markerové substraty dale
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ukazuji, Ze podani AAIl mysi linii WT pragdodobr vedlo ke zvySené expresi
cytochromii P450 1A1 a 1A2. Tomu odpovidaji téZ vysledky zigka oxidace AAIl na

AAla mySimi mikrosomy.
Ziskané vysledky potvrzuji, Ze AAI je oxidovanaAala cytochromy P450 1A1 a

predevsim 1A2 nejem vitro, ale tézn vivo.
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5. DISKUSE

Aristolochova kyselina (AA) je prokazatelnym lidskykarcinogenerfi, ktery je
piitomny v rostlinach celedi podraZcovitych Aristolochiacag.*®** V rostlinach je
obsazena ve sfai spolu s dalSimi strukturpiibuznymi kyselinami. Nejvice je ve $Bi
zastoupena aristolochova kyselina | (AAl) a aristblova kyselina Il (AAIl) ¢br.5).>* Pro
své protizastlivé cinky byly aristolochové kyseliny (resp. rostlinyceledi
Aristolochiacag vyuZivany v tradini medici jiz od staroeku.”®’’ Vedle chto zdravi
prosgsnych vlastnosti jsou véak AA také prokazatelnymtageny a karcinogeff/ 1%

s velice silnymi nefrotoxickymi vlastnostrefi®*

Mnoho wdeckych studii ukazalo, Zze AA &gobuji zavazné renalni onemeénn
znamé jako nefropatie vyvolana aristolochovou kigsel (AAN).5%6379131pg metabolické
aktivaci v organismu jsou navic schopny vystavelice stabilni kovalentni adukty s DNA,
které vedou ke vzniku pozdni komplikace AAN, a teykoji nadofi v urothelialni tkani.
Aristolochové kyseliny jsou dale podezirany i ztpgvace na vyvoji dalSiho ledvinného
onemocRni, tzv. balkanské endemické nefropatie (BERN)-23124131

Zvlastnim znakem AAN je, Ze zdaleka ne vSichni @attivystaveni Ginkaim AA
onemocsli AAN a byli postiZzeni poz&j$imi malignacem{® P¥igin tohoto jevu nmiZze byt
vice. Jednou zifin této skuténosti mohou byt interindividualni rozdily v aktigith
enzymi biotransformujicich AA, polymorfismugdhto enzyni a jejich dalSi ovlivani.

S velkou pravépodobnosti mohou také byt jednouim rozdily v expresnich hladinach
biotransformanich enzyn mezi jednotlivci, kt& byli vystaveni fisobeni AA%®

Problematika toxicity a karcinogenity AA je v nddiboratdi studovana jizadu let.
Predkladana diplomova prace tedy navazuje na vyslediskané zfedchozich
Studii74,1l4,198

V predkladané diplomové praci byly hledany enzymy, &t podileji na oxidai
detoxifikaci AAl za vzniku AAla. K odhaleniéthto enzynmi bylo pouzito rkolik
pristupi. Vedle studii vyuzivajicich induktory a specifickdibitory cytochroni P450 a
rekombinantni potkani cytochromy P450 byly uzigpecialni transgenni mysi modely.

Prvnim gistupem k odhalenit¢h cytochroni P450, které participuji na oxidaci
AAl, bylo pouZiti potkanich mikrosotnisolovanych ze zvat, kterym byly podavany
induktory cytochromi P450. Byl sledovan vliv premedikace iati Sudanem | (ktery
indukuje CYP1A), fenobarbitalem (ktery indukuje CX#a CYP2C), ethanolem (ktery
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indukuje CYP2E1) a PCN (ktery indukuje CYP3A). Nejdivnéji premenovaly AAI na
AAla jaterni mikrosomy z potka@npremedikovanych Sudanem |, ndsledované mikrosomy
z potkari premedikovanych fenobarbitalem. Premedikace pdatke@N podob# jako
ethanolem vedla ke sniZzenfiinosti oxidace AAI potkanimi mikrosomy oproti koole.

Na zaklad téchto skuténosti jsme proto nejtye predpokladali, Ze na detoxifikaci AAl se
podili cytochromy P450 podrodiny 1Aiipadré podrodiny 2C a 2B.

K uptesréni uvedené premisy byly pouzity specifické inhibjtaytochront P450.
Inhibi¢ni studie byly provedeny za pouziti-naftoflavonu (ktery inhibuje CYP1A),
furafyllinu (ktery inhibuje CYP1A2), diamantanu ¢y inhibuje CYP2B) sulfafenazolu
(inhibujiciho CYP2C), chinidinu (ktery inhibuje C2B), DDTC (ktery inhibuje CYP2E1)
a ketokonazolu (inhibice CYP3A). Diamantan ani atim neinhibovaly oxidaci AAI na
AAla. Velice zajimavé vysledky byly ziskanyi inhibici zpisobené DDTC, ktery inhibuje
cytochrom P450 2E1. Tato inhibice byla vyrazn& anavzdory pedchozim vysledkm,
které nenazrmvaly, Ze by CYP2EL v oxidaci AAI hral vyznamnouird?odle &chto
vysledki by se ovSem mohl na oxitld detoxifikaci AAI podilet i cytochrom P450 2E1.
Uvedena diskrepance tfe byt zmgsobena nespecificitou DDTC a# reakcim
katalysovanym cytochromy P450. Mé€nyrazna inhibice, nez bychonmtekavali, byla
pozorovana u cytochramP450 1Al a 1A2 a také podrodiny 2C. Uvedené vysled
nicméré podporuji pedpoklad, Ze na oxidaci AAlI na AAla se s velkouvpkgodobnosti
podili CYP1A a 2C.

Naneststi je interpretace inhitmich studii gkdy komplikovana a musi sdimi
brat v ivahu také dalSi faktory, fapovaha substratti exprese cytochromP450 v tkani.
U neékterych xenobiotik byl popsan pravliv exprese cytochromP450 na inhikiini efekt.
Inhibitory cytochrond P450 zpravidla reaguji s enzymem jako kompetsjibistraty, to je
dalsi faktor, ktery znesnadje vyhodnocovani inhibhich studif®*'*° Jak je jiz také
zmirgno vySe, DDTC nemusi specifickyigobit pouze na CYP2E%?

Nasledujicim krokem ip zjisténi, které cytochromy P450 detoxifikuji AAl za
vzniku AAla, bylo vyuziti potkanich rekombinantnictytochrontt P450. Vysledky
ziskané s&mito enzymy potvrzuji participaci CYP1Al aeglevSim 1A2 na oxidai
detoxifikaci AAI. Uritou roli vtomto a@ji hraji téZz cytochromy P450 podrodiny 2C.
Participace CYP2E1 ovSem byla zcela vyiena.

Na modelu potkanich rekombinantnich cytochiioR¥50 byl také studovan vliv
cytochromu b na oxidaci AAIl cytochromy P450 1A1 a 1A2.uipd byl Zejmy.
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Cytochrom B je pitomen v membranach endoplasmatického retikula ravaa je
fakultativni sloZkou systému oxidas se smiSenokdurBylo tedy sledovano, zda tento
protein nize rEjakym zpisobem ovlivnit detoxifikaci AAlI cytochromy P450 padiny
1A. V experimentech bylo zji&o, Ze cytochrom gozvySil schopnost CYP1A2 oxidovat
AAIl na AAla, zatimco v pipad CYP1A1 byla tato schopnost sniZzena. Takové vysiedk
ukazuji na majoritni participaci CYP1A2ipxidacni detoxifikaci AAl na AAla u potkana
in vitro. To také odpovida vysledkn ziskanym z experimahntsledujicich oxidaci AAI
potkanimi rekombinantnimi cytochromy P450 a potkaniikrosomy isolovanymi ze
zvirat premedikovanych Sudanem |, induktorem cytoclir®#50 podrodiny 1A.

Vedle oxid&ni detoxifikace AAI byla v pedkladané diplomové praci sledovana
také metabolicka aktivace AAI, ktera probiha rethikni reakcemi. Tato reddki aktivace
AAl vede ke vzniku kovalentnich aduktAAl s DNA. Jedna se zejména o adukty
s deoxyadenosinem, 7-(deoxyadendsinyl)aristolaktam | (dA-AAl) a 7-(deoxyadenosin-
N°-yl)aristolaktam 1l (dA-AAll), a s deoxyguanosinem7-(deoxyguanosiiN-
yharistolaktam | (dG-AAl), které byly nalezeny agenfi trpicich AAN a identifikovany
jiz difve®*!3! Metabolick& aktivace AAI je sice v organismu zpredkovana fedevsim
enzymem NAD(P)H:chinonoxidoreduktasou (NQO1), nioing jaternich mikrosomech
na této aktivaci participuji také cytochromy P450'%’ Z tohoto divodu bylo studium
metabolismu AAI doplaéno téZ o experimenty sledujici tvorbu adulktAl s DNA, které
ukazuji, jaké cytochromy P450 se podileji na reédukaktivaci AAlL K g&mto
experimenim byly rovréZz pouzity potkani rekombinantni cytochromy P45@,iakubace
byly provedeny za anaerobnich podminek. AAIl bylaivakana vSemi pouzitymi
potkanimi rekombinantnimi cytochromy P450 a ve uSgtipadech byly detekovany
adukty AAl s DNA. Jednalo se o adukty stejné s agukteré byly objeveny téz v tkanich
pacieni postizenych AAN?'! Vatsina pouzitych cytochroin P450 (CYP2A1/2,
CYP2B1/2, CYP2C6/11/12/13, CYP2D1/2, CYP2E1 a 3AHRtivovala AAI za vzniku
nizké hladiny adukts DNA, steji jako v kontrolnim stanoveni, ve kterém nebiftggmen
Zzadny cytochrom P450, ale pouze NADPH:CYP redukiasa tedy soudit, Ze na redurk
aktivaci se cytochromy P450 podrodiny 2A, 2B, 2@, BA a cytochrom P450 2E1
nepodili.

Naopak nejefektivgi aktivovaly AAIl cytochromy P450 podrodiny 1A.
Detekovana hladina aduktAAl s DNA byla jak v gipact CYP1Al, tak i CYP1A2
vyrazre vysSi nez u kontrolnich Supersdbi obsahujicich pouze NADPH:CYP
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reduktasu. V aktivaci AAI byl &inngjSi cytochrom P450 1A2. V experimentech, kde byla
AAI redukene aktivovana, byl také sledovan vliv cytochromyna tuto aktivaci. Zatimco
pridani cytochromu $ zvysSilo efektivitu CYP1A2 aktivovat AAl, idavek stejného
proteinu snizil efektivitu CYP1A1 reduke aktivovat AAl za vzniku adukits DNA. Tyto
vysledky ukazuji, Ze potkani cytochromy P450 1A1A® se podili nejen na oxidai
detoxifikaci AAl za vzniku AAla, ale také na redurk aktivaci AAl, ktera resultuje ve
tvorbu kovalentnich aduktAAlI s DNA.

Uloha cytochromi P450 1A1 a 1A2 jak v oxidai detoxifikaci, tak redulni
aktivaci AAl mize byt vys¥tlena vice zpsoby. Jedna hypothesa je takova, Ze tuto
rovnovahu ovliviuje hladina kysliku v tkaniirf vivo), resp. v inkubé&ich snésich {n
vitro). Nekolik védeckych studii popsalo, Ze jednou ze zakladnicktmesti nadorovych
burgk je schopnost #iezit hypoxické podminky a Ze hypoxie je vyznamnyaktdrem
regulujicim fist tumof.?°*?°> Jednim ze znak chronickych ledvinnych onemoemi,
véetns AAN, je také tubulointersticialni hypoxiea zd4 se, Ze prévta vede k vyvoji
konesné faze AAN, navzdory tomu, Ze pacient jiz nenitaysn fisobeni AA? zd4 se
tedy, Ze hladina, resp. koncentrace kysliku je syamym regulénim faktorem, ktery
ovliviiuje rovnovahu mezi nitroredukci a oxédd demethylaci AAIL. Tim také twje
stupa toxicity (resp. genotoxicity) AAIl vorganismu. ZX&né vysledky vedou
k hypothese, Ze vifpact nitroredukce AAI za anaerobnich podminek se AAdvéhjako
ligand hemového Zeleza CYP1A1/2. OvSemiipact demethylace AAl za aerobnich
podminek se AAI chova jako klasicky substihto enzyni, které vyuzivaji pr&vjeden
atom molekularniho kysliku ®-demethylaci AAl za vzniku AAla.

V piredkladané diplomové praci jsme prokazali, Ze naairi detoxifikaci AAIl se
in vitro podili zejména cytochromy P450 1Al a 1A2. Ve dredmsti této diplomové prace
jsme se pak sousdili na zjiStni, zda tyto enzymy detoxifikuji AAI takié vivo. K témto
experimenim byly uZity specialni transgenni mysi modely, jibhy ,deletovany” geny
pro CYP1Al a 1A2:Cyplal(-/-) Cypla2(-/-)a Cyplal/la2(-/-) K disposici byly d¢
skupiny tchto modei: jedné skupit byla podana AAI, zatimco druhé nikoliv.

Prvnim krokem ke zjighi, zda se cytochromy P450 1A1 a 1A2 podili na
detoxifikaci AAl in vivo, bylo stanoveni aduktAAl s DNA metodou 3?P-postlabeling®
v tkanich fiznych organ mysich modei, kterym byla podana AAI. Ve vSech organech
(jatra, plice, ledviny, m@mvy méchyt, slezina a $evo) byly nalezeny adukty AAI s DNA.

Mnozstvi aduki s DNA bylo v ledvinach vyraznvyssi, nez ve vSech ostatnich organech u
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vSech transgennich modehl¢etre mysi linie WT. V gipact mysi linie Cyplal/la2(-/-)
ve které absentovaly oba cytochromy P450, bylo mvBalezeno vyraznvysSi mnozstvi
adukti AAl s DNA ve vSech organech oproti ostatnim liniiejefektivrejSi v aktivaci
AAl byla sice ogt ledvinna tk&, nicmér mnoZstvi adukt v ostatnich tkanich byla téz
velmi vysokd. Tyto vysledky nas vedly k nasledujici predpokladu: pokud jsou
.deletovany” genyCyplalaCyplaZ2 a tedy nejsou ani exprimovangigiusné cytochromy
P450, je sniZzena mira oxidace AAI a rapEnéna AAI maze byt redukné aktivovana za
vzniku aduki s DNA.

DalSim krokem bylo odfeni a potvrzeni tohotor@dpokladu. Prvnim ffstupem
bylo stanoveni mnoZstvi AAla v miiotransgennich mysich liniich, kterym byla podavana
AAl. Stanovené mnozstvi demethylovaného metabdhfl se prekvapiv mezi sebou
vyrazre neliSilo, nicmég je nutné si uydomit, ze volna AAla v m& nepedstavuje
veSkerou detoxifikovanou AAl. MnoZstvi AAla v rioje téZ ovlivreno jejim dalSim
osudem v organismu. Zgxchozich studii vyplyva, Zze AAlatthe dale v konjugai fazi
biotransformace tvit konjugaty s endogennimi latkami, jako jsou glsikluronat, sulfat a
acetat tohoto metabolifi’

DalSim gistupem k ovieni vySe zmigného pedpokladu bylo sledovani oxidace
AAI na AAla mySimi jaternimi mikrosomy isolovanynjak ze zviat, kterym byla
podavana AAl, tak ze zkdt bez podani AAIl. Ziskané vysledkyinesly velice zajimavé
poznatky. VSechny pouzité mikrosomy demethylovalil &Za vzniku AAla, gicemz
nejefektivrEjSi v této demethylaci byly mikrosomy isolované yg&inlinie Cyplal(-/-)bez
podani AAIl, kde byl ,deletovan“ gerCyplal a nebyl tedy exprimovan CYP1Al.
V piipact této vysoké efektivity v oxidaci AAlI mikrosomy miy$inie Cyplal(-/-) se
nabizi vys¥tleni, Zze by absence CYP1Al1l mohla byt kompensovayssi expresi
CYP1A2. K takovému zavu jsme dosli také stanovenim aktivity cytochioR¥50 1A1 a
1A2 za vyuziti markerovych substitdt Aktivity zminénych cytochrom P450 byly
stanovenyO-deethylaci 7-ethoxyresorufinu (pro CYP1A1/2, ERQGDP-demethylaci 7-
methoxyresorufinu (CYP1A2, MROD). Prawstanovené aktivity CYP1Al a zejména
CYP1A2 ukazuji, Zze chypici CYP1A1 v linii Cyplal(-/-)by mohl byt kompensovan
vySSi expresi a aktivitou CYP1A2. Vznik AAla v lioh Cyplal/la2(-/-)kde chy®ly oba
typy cytochroni P450, byl pravépodobré katalysovan jinymi enzymy (n&pcytochromy
P450 podrodiny 2C).
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V jaternich mikrosomech linii, kde absentoval cyimen P450 1A2 (u zvat,
kterym byla podavana AAIl iétn, kterym nebyla podavéana), byla zjisa jejich mensi
efektivita v oxidaci AAIl na AAla oproti kontrolany, piipact linie Cypla2(-/-)vystavené
pusobeni AAIl byl tento rozdil oproti oxidaci kontrétni mikrosomy dokonce velice
vyrazny. To poukazuje na mirrénou roli cytochromu P450 1A2 v oxiga detoxifikaci
AAl na AAla. Data ze stanoveni aktivity CYP1A2 poochanarkerové reakce (MROD)
navic poukazuji na to, Zze podani AAl iatim linii Cyplal(-/-)a WT pravdpodobrg
vede k indukci cytochromu P450 1A2, protoze akgi@tYP1A2 byly u &chto linii velmi
Vysokeé.

DalSim zajimavym zjishym poznatkem byla skuteost, Ze podani AAl mySim
kontrolni linie (WT) vedlo ke zvySeni efektivitytgnich mikrosori oxidovat AAI na
AAla, kdezto v pipadt mikrosonii geneticky modifikovanych mysich liniCyplal(-/-)
Cypla2(-/-) a Cyplal/la2(-/) vedlo podani AAl kvyraznému poklesu aktivity
mikrosomi v tvorke AAla. Lze tedy soudit, Ze vystaveni u kontrolniohirat pisobeni
AAl vedlo k indukci, resp. vySSi expresi cytochdi450 1A1 a 1A2. Tytofedpoklady
jsou podpeeny aktivitami CYP1Al a 1A2 nalezenymi vV jednotlkvy jaternich
mikrosomech (EROD a MROD).

Ze zjisenych vysledk a z vysledl ziskanych v experimentech vyuzZivajicich
potkani jaterni mikrosomy isolované ze iati premedikovanych induktory cytochrém
P450, z experimeiditse specifickymi inhibitory cytochroimP450 a ze studii vyuzZivajicich
potkani rekombinantni cytochromy P450 vyplyva, Ze axid&ni detoxifikaci AAl za
vzniku AAla se podili cytochromy P450 1A1/2 nejepodminkachn vitro, ale téz i v

podminkachn vivo, zejména pak cytochrom P450 1A2.
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6. ZAVER
Cile diplomové praci byly sptmy:

Vysedky ziskané vipdkladané diplomové praci ilustruji, Ze

@ Aristolochova kyselina | je metabolisovana potkaniem mySim jaternim
mikrosomalnim systémem.

@ Vysledky z experimefiitvyuZivajich induktory a inhibitory cytochraniP450 spoléng

s rekombinantnimi potkanimi cytochromy P450 prokiazie v oxid&ni detoxifikaci

AAI na AAla hraji majoritni roli cytochromy P450 1lAa 1A2.

Participace cytochroinP450 podrodiny 2C na oxidaci AAl néie byt vylogena.

] 98

Cytochrom l zvysSuje efektivitu potkaniho CYP1A2 v oxidaci AAiskané vysledky

signalisuji mimaadnou participaci CYP1A2 na oxigld demethylaci AAlI na AAla u

potkanain vitro.

@ Aristolochova kyselina je rowz redukné aktivovana potkanimi rekombinantnimi
cytochromy P450 za tvorby adiks DNA. Na této aktivaci se cytochromy P450 1A1
a 1A2 rovrez podili.

@ Cytochrom B také zvySuje efektivitu CYP1A2 redémé aktivovat AAL. Naopak
efektivita CYP1AL1 byla poifidavku cytochromu $onizsi.

@ V experimentech vyuZzivajich transgenni mysi modkbnkrétg linie Cyplal(-/-)

Cypla2(-/-)aCyplal/la2(-/-)bylo prokazéano, Zze CYP1A1/2 se podileji na oxida

detoxifikaci AAI téZ v podminkach vivo.

Ziskané vysledky ispivaji k poznani enzyin které participuji na mabolismu (na
oxidatni detoxifikaci a redudni aktivaci) AAl. Detailni znalost échto enzyni je
esencialni pro evaluaci risika lidské populadéi wbéma onemocknim spojenym s AA,
tj. nefropatii vyvolané aristolochovou kyselinobalkanskou endemickou nefropafiiast

vysledki byla jiz publikovana formodasopiseckych publikaci (vRFilohy 1-2).
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