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1. UVOD

S rostoucim rozvojem spaleosti stoupa i p&et chemickych latekfitomnych
v zivotnim progtedi, které mohou byt prédovéka a ostatni organismy toxické. Mezi
takové latky pat i azobarviva, ktera se pouZivaji nejen v chemitkéle nap
i tiskarském, kosmetickém a potravis&ém ptimyslu. Do lidského organismu se
azobarviva dostavaji ngjsgji peroralre nebo koznim kontaktem. V organismu jsou
pak za pomoci enzyinbiotransformovana, a to jak detoxikovana, takwaktana.
Aktivované metabolity azobarvivigdstavuji znéné riziko pro zdravi jedince,
neba’ jsou schopny vyti@t kovalentni adukty s nukleovymi kyselinami a pmoy,
a tim naruduji jejich fyziologické funkce. Tvorbavalentnich adukt miZze dokonce

resultovat az v iniciaci kancerogenese.



1. 1 Kancerogenese

Pro vznik zdravého fungujiciho organismu jeipbt, aby dochazelo kiiezne
regulaci exprese génTedy k regulaci transkripce, posttransknfch Uprav, translace
proteinu a posttransiaich Uprav. Na této regulaci se podileji jednakqookogeny
a jednak tumor supresorové geny. Dojde-li keémh{mutaci) v protoonkogenech nebo
tumor supresorovych genechiabe dochazet ke kancerogenesi [1].

Jako kancerogenese se aana proces vzniku aistu nadoru, tedy néwzniklé
abnormalni tka# jejiz buiky neregulovatel& proliferuji. VétSina poskozeni DNA je
véas odstragna repar&nimi mechanismy, dojde-li vSak k vyttemi perzistentnich
adukti, maze vzniknout permanentni mutace vregnleh genech a zaginit

kancerogenesi [2].

1. 1. 1 Faze kancerogenese

Vlastni proces kancerogenese je moznoditzdio 3 fazi:
1. Iniciace

V této fazi dochazi kigmené zdravé biky v tzv. buiku iniciovanou. Za
iniciovanou buiku se povazuje takova tka, ve které doSlo k mutaci DNA, a tato
mutace nebyla opravena reparémi enzymy. Iniciovana hika miZze byt odstragna
imunitnim systémem nebo setrvavat v organismu dgégreat proliferaci.
2. Promoce

Dochazi ke zvySené proliferaci iniciovanych Bkn a vznika
tzv. preneoplazie, tedy benigni (nezhoubny) nadwkud neni preneoplazietas
diagnostikovana a odstrama, nastavaeti faze kancerogenese.
3. Progrese

V progresni fazi se benigni nadoriast&né kontrolovatelnym bugtnym
rastem méni v nador maligni (zhoubny), tedy nador s nekdatratelnym fistem.
Bunky maligniho nddoru se mohou ogfiit a pomoci cévniho a lymfatického systému
vhikat do jinych tkani a orgdénv postizeném organismu. Zde se mohou usadit

a vytv&et dceéiné nadory (metastazy) [1, 2].



1. 1. 2 Faktory napomahajici vzniku nadorového bujei

Poskozeni DNA vzniké frozere diky chybam g replikaci, mize vSak byt
zpasobeno i vlivem v§Sich faktofi. Tyto faktory mohou byt:

1. Fyzikalni (UV, kosmické, radioaktivni a RoOntgenovo iesdi, rekteré jemné
mechanick&asteky)

2. Biologické(genetické fedpoklady a onkoviry)

3. Chemické (k expozici nfize dojit nap. v zangstnani, do lidského organismu se
mohou chemické kancerogeny dostavat také vliverotidifio prostedi, jako sodast
potravy nebo jako léva) [1, 2].

Chemické kancerogeny jsou takové gkmniny, které po vniknuti do organismu
vyvolavaji kancerogenesi fipmo (aniz by prodavaly metabolickou aktivaci) nebo
ne@imo (poté, co byly vorganismu metabolizovany de& saktivni formy) [3].
Na zaklad toho je mozné &it chemické kancerogeny naltimativni (nevyzaduji
metabolickou aktivaci) @roximalni, neboli prokarcinogengzpisobuji kancerogenesi
aZz po metabolické aktivaci) [2].

Chemické kancerogeny nebo jejich aktivni metabatiji elektrofilni povahu a
jsou tedy schopné reagovat s nukleofilnimi  skupinammolekul DNA
(ale i RNA a proteift) a vytv&et pevné vazby [3, 4]. Podle typu interakce s DA s
kancerogeny dalectl na:

1. Genotoxické

Tyto sloweniny se vazou kovalentni vazbou na DNA a vkittak kovalentni
adukty.

2. Epigenetické

Modifikuji DNA jinak nez tvorbou kovatelni vazby. dtéto skupiny pat
nag. latky ozngované jako interkalaty, které maji schopnost ,vniéizee do DNA.
3. Kancerogeny zfisobujici jinou zménu DNA

Témito zmeEnami mohou byt nap jedno a dvotetzcové zlomy (single-
and double-strand break), intra nebo intermolekiilgpropojeni molekul DNA
(DNA-DNA cross-linking), nebo propojeni molekul DNgrotein (DNA-protein
cross-linking) [1,2].



Ze vSech uvedenych modifikaci DNA je nejzavwgZn tvorba kovalentnich
aduki, ktera iniciuje kancerogenesi v 90 %padi [1].

1. 2 Biotransformace xenobiotik

Na zaklad hydrofobicity se xenobiotika (cizorodé latky) réhagi na polarni
a nepolarni. Polarni (hydrofilni) xenobiotika jsou pamé rychle vylwovana
z organismu, na rozdil od xenobiotik nepolarnicter& diky své lipofilni povaze
mohou prochdzet membranami a kumulovat se tak \anisgu. Aby mohla byt
nepolarni xenobiotika vyl@ena, musi byt biotransformovana v pol§&h metabolity
(detoxikovana)Rada latek je v3ak biotransformaci namisto detoxkaitivovana na
latky s biologickym dinkem. Tato aktivace fite byt jak pozitivni (nap neéktera
léciva), tak negativni (v idpact proximalnich kancerogén které jsou aktivovany
na kancerogeny ultimativni tiiai kovalentni adukty).
U Zivaeicha probiha biotransformace xenobiotik ve dvou fazichderivatiz&ni

a konjugéni [5].

1. 2. 1 Derivatiz&ni faze

V této fazi dochazi k zavédi polarnich skupin do molekuly xenobiotika, nebo
k demaskovani stavajicich fulrkich skupin. Tyto ge jsou realizovany:
1. Oxidatnimi reakcemi (C-hydroxylace, N-hydroxylace, N-oxidace, S-oxidac
oxidatni deaminace, dealkylace, oxidace dvojné vazby ratminy uhliku, oxidace
primarnich a sekundarnich alkohal aldehyd apod.)
2. Redulkénimi reakcemi (pfemeéna aromatickych nitrosl@enin a azoslatenin na
primarni aminy, redukce ketdma sekundarni alkoholy)
3. Hydrolytickym demaskovanim funkénich skupin (hydrolyza estér a amidi za

vzniku fenoli a karboxylovych kyselin, respektive arnia hydroxylovych kyselin) [5]



1. 2. 2 Konjug&hni faze

V této fazi dochazi k syntetickym reakcim derivatiané molekuly xenobiotika
s endogennimi hydrofilnimi sléeninami za tvorby konjugét které jsou snadno
vylou¢eny z organismu, n&sgji moci a ZIwi.

K endogennim slateninam reagujicim v konjugai fazi pati predevsim
kyselina glukuronova, aktivni sulfat neboli 2°-foaflenosin-5"-fosfosulfat (PAPS),
acetylkoenzym A, glutathion a ¢kieré aminokyseliny (cystein, glycin, taurin,

minoritré téz alanin) [5].

1. 2. 3 Enzymy biotransformujici chemickeé prokarcirogeny

4

NejdalezitejSi skupinou enzyily které se &astni derivatizéni faze
biotransformace xenobiotik, jsou oxygenasy. Jsowennymy zajigujici inkorporaci
kysliku do molekuly cizorodé latky, a to ve fafrhydroxylové skupiny, oxo-skupiny
nebo dokonce dvou oxo-skupin. Na zakladoho se oxygenasy roddji
na monooxygenasy a dioxygenasy V ZivoiSném organismu se na polarizaci
xenobiotik podileji majorithmonooxygenasy [5].

Klicovym enzymovym systémem derivatind faze biotransformace je
mikrosomalni systém monooxygenas se smiSenou fyWeO systém). MFO systém
je soubor enzyiinkatalyzujicich oxidéni, oxygenani, pog. redukni reakce, pcemz
vyuziva gredevsim molekularni kyslik [1]. Tento systém obgaltiti zakladni slozky:
flavoproteinovy enzyMNADPH: cytochrom P450 reduktasy kter& slouzi jako donor
elektroni, hemthiolatovy enzymcytochrom P45Q ktery je terminalni oxidasou
MFO systému, &iologickou membranu, ve které jsou oba enzymy zakotveny [5].

MFO systém je lokalizovan v mikrosomalni frakci hegryti obsahujici
predevsim fragmenty membran endoplasmatického ratikla¢ jatra jsou hlavnim
organem biotransformace xenobiotik €hbm jednoho krevniho ébu je v nich
zachyceno 99% xenobiotikipomnych v krvi [3].

V ostatnich organech, které neobsahuji MFO systé@ayy.( v maiovém
meéchyfi, kostni deni, mozku a myelinovych pochvach nirbuikach Stitné Zlazy,

semennych w&ich [1]), participuji na oxidaci xenobiotikgdevsim peroxidasy.



Druha faze biotransformace xenobiotik probiha takaa @&asti enzyni-
transferas, které nesou jméno podle substratu,tesgynk derivatizovana molekula

xenobiotika vytvéi konjugaty (nap glutathion S-transferasa, sulfotransferasa) [5].

1. 3 Peroxidasy

(Donor: hydrogenperoxid oxidoreduktasy)

Peroxidasy jsou &Sinou hemoglykoproteiny, které obsahuji hem dasfji
ferriprotoporfyrin 1X) jako prosthetickou skupindelezo hemu je pentakoordinované.
Ctyti vazebna mista zaujimaji atomy dusiku
pyrrolovych jader porfyrinového skeletu
a patym ligandem je dusik imidazolového
kruhu proximalniho histidinu proteinové
Gasti enzymu (viz Obr. 1, 2). Sesta

koordin&ni pozice astava v nativnim

enzymu volna [6].

Obrazek 1. Ferriprotoporfyrin IX -
Zelezo je vazano n&yiti dusikové atom
pyrrolovych jaderporfyrinového skeletu.

Peroxidasy jsou enzymy katalyzuijic
detoxikaci (redukci) peroxidu vodiku (neb
organickych peroxitl) za sodasné oxidace
jiné latky. Vzhledem kvelmi Siroké

substratové specifit peroxidas mohou byt

oxidovanymi substraty jak latky endogenr..,

tak latky cizorodé, a to organické (fenoly,
. ) ) i Obrazek 2. Ferriprotoporfyrin IX -
aromaticke  aminy) i anorganicki  \a7pa yeleza groximalnim histidiner

(halogenidy) [1]. [6].



Mechanismus oxidace substratu Zasii peroxidu vodiku je nasledujici [14]:

nativni peroxidasa (#§ + H,0, — slowenina | {* Fe'V=0) + HO
slowenina | {(* Fe"Y=0) + AH, = slowenina Il (F€V=0) + AH

slowenina Il (F€Y=0) + AH, — nativni peroxidasa (9 + AH" + H,0

Enzym v nativnim stavu je oxidovan peroxidem vodikeznikd tak aktivovana,
vysoce reaktivni forma peroxidasy, tzv. slenina |. Bhem této reakce je peroxid
vodiku redukovan na vodu. Skenina | (porfyrinovyn — kation radikal) je dsma
elektrony oxidovana forma nativni peroxidasy, ktend na mist Sestého ligandu
navazany aktivovany kyslik (FE=0) a obsahuje organicky kation radikéal, ktery
je lokalizovan na hemu nebo na aminokyselinovéntkaby

Slowenina | oxiduje molekulu substratu (A+ha volny radikal substratu (AH
za vzniku slogeniny Il.

Slowenina Il, ktera také obsahuje aktivovany kyslik3estém koordinaim
misg, je jednim elektronem oxidovana forma nativnihayamu a jednim elektronem
redukovana peroxidasova stemina |. Slodenina Il oxiduje dalSi molekulu substratu
(i kdyZ pomaleji nez slaienina I) a zarove je jednim elektronem redukovanagizp
do nativniho stavu za vzniku molekuly vody [6, 7].

(viz také Obr. 3, str. 9)

Jednoelektronové oxidace jsou pro peroxidasy typidRrimarnimi produkty
téchto reakci jsou radikaly, které ochétmeaguji s nizkomolekularnimi latkami
pritomnymi v reakni snesi (nag. s Q), vzajemr spolu rekombinuji a vytiaji
dimery az oligomery [5], nebo se mohou vazat naleufkni centra biologickych
makromolekul (proteith a nukleovych kyselin), a to bez jakékoliv dalSzynoveé
katalyzy [1].



1. 3. 1 Rozdleni peroxidas

Peroxidasy je moZzné rodit do dvou superrodin:
a) zivatiSné peroxidasy
b) rostlinné peroxidasy[1,6]

V ZivociSnych butkdch jsou peroxidasy lokalizovany hlaviv cytoplazng,

v mensi mie v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu Zhjocidné peroxidasy
mohou byt také extracelularni (rfafaktoperoxidasa).

V rostlinnych butkdch se peroxidasy vyskytuji vazané v &imé sng,
plazmatické membrd@n organelovych membranach, nebo volné v cytopk&gzm
vakuolach, ale i v mezibgtném prostoru [8].

Rostlinné peroxidasy se mohou dadtitdlo tii trid:

1. Intracelularni peroxidasy prokaryotického piivodu
2. Intracelularni peroxidasy hub
3. Sekreni rostlinné peroxidasy[9, 10]

Peroxidasyprvé tridy jsou nejjednodussi - neobsahuji disulfidickéstRy,
sacharidy, vapenaté ionty, ani signalni peptid gekreci. Do této ifdy pati
nag. kvasinkova cytochrom c peroxidasa, rostlinna dsikioperoxidasa a bakterialni
katalasa-peroxidasa [11].

Peroxidasy druhé a treti tFidy obsahuji zbytky cysteinu, které vytva
disulfidické mustky zvysujici rigiditu enzymu. Na rozdil od prokatickych peroxidas
jsou na povrchu glykosylovany, obsahuji také sighgleptid a dva vapenaté ionty
potrebné pro zajigni spravného strukturalniho uspdani v okoli hemu. Zastupcem
druhé tidy je nap. lignin peroxidasa, typickymipdstavitelemitti tidy je peroxidasa
kienova [9, 11].

1. 3. 2 K¥enova peroxidasa

(Horseradish peroxidase, HRP)

Kienova peroxidasa (viz Obr. 4, str. 10)ipktiedné z nejznagjSich peroxidas.
Objevena byla v roce 1903 [12, 13] a dnes je digynvcastému vyuzivani detnych



experimentech asi nejlépe prostudovanou peroxidagbac. HRP je jako modelova
peroxidasa idealni -ippokojové teplot je stabilni v rozmezi hodnot pH 5 az 10,
po kratSicasové intervaly dokoncetippH 4 az 11. HRP Ize bez problénpouzit

| pti teplotach kolem 40°C [14], po kratSi dobuize byt vystavena dokonce teglot
80°C [15]. Dalsi vyhodou HRP je jeji kondef dostupnost.

Kienova peroxidasa existuje w¥tp oxidatnich stavech [6, 16] znaza@mych
na obrazku 3:

O

O Fe(v)— H,0 —Fe(l)= H®

Compound | HOOH €, Ferrous enzyme
© cation radical

0,
5 HE i U 2
W _\\ Peroxidase Ferric enzyme Oxidase /J

cycle ground state cycle
O y®
" H . H e
'5|3' » HDDH B "0
e E (| /) \ - —Fe{ltl}—
Compound Il H,0 Compound i

Obrazek 3. Rt oxidaénich stavia kifenoveé peroxidasy- kienova peroxidasa seige
vyskytovat v nativnim stavu (ferric enzyme), oxidoa déma elektrony (slotenina

), oxidovana jednim elektronem (st@mnina Il), v redukovaném stavu (ferrous
enzyme), nebo jako oxyperoxidasa (skxnina Ill) [16].

Slowenina | a Il jiz byly popsany v odstavci 1.3. DaiSoxidanim stavem
HRP je redukovana forma nativni peroxidasy (ferreagyme). Tato forma vznika
reakci nativniho enzymu se silnym reduoin ¢inidlem za anaerobnich podminek.

Poslednim stavem, ve kterém se HREZenvyskytovat, je slaienina I, neboli
oxyperoxidasa. Tato forma je nestabilni a vznik&mi moZnymi zfisoby: reakci

redukovaného enzymu s,Oreakci nativniho enzymu se superoxidovym anion



radikdlem Q" (ptipadré jeho protonovanou formou, hydroperoxidovym radikal

HO,"), nebo reakci nativni peroxidasy s nadbytkes®H6].

Obrazek 4. Krenova peroxidasa - helikalni struktura kenové peroxidas
Uprosted enzymu je znaza¥no aktivni centrum obsahujici hem.

1. 4 Sudan |

(1-fenylazo-2-hydroxynaftalen, Solvent Yellow 14)

Sudan | (viz Obr. 5) je syntetick HO
hydrofobni oranzova@ervené azobarvivo, které s @7% / \
hojré vyuziva k barveni rozpoustel, lestidel, N
voski, oleju, benzinu, plagta tiskovych inkoust / \
[17, 18]. V minulosti se vé&kterych zemich toto
barvivo pouzZivalo dokonce Kk barveni potravi .
Sudan | byl nalezen v mletych chilli paprikac-- Obrazek 5. Sudan
korenicich smssich, fznych ochucovadlech,
worcesterovych ontkach apod.

V sokasné dob jsou Vv Evropské Unii potraviny obsahujici Sudan |

negipustné, nebw bylo prokdzano, ze toto azobarvivo ugpbuje nadorova

10



onemocgni jater a moéoveého néchyre u mysi, krys a kraltka je i potencionalnim
lidskym karcinogenem a mutagenem [17, 19]. NaviSielan | silnym alergenem,
ktery @i styku s Kizi mize zpisobit kontaktni dermatitidu nebo tzv. senzitizatzd
tedy zcitlieni kize na jiné slogeniny [20].

1. 4. 1 Metabolismus Sudanu |

Jak jiz bylo uvedeno v odstavci 1. 2ada xenobiotik vstupujicich do organismu
jsou prokarcinogeny, které jsou za pomoci enkymotransformovany (aktivovany)
na ultimativni karcinogeny schopné vyt kovalentni adukty s nukleovymi
kyselinami a proteiny [5]. Vyjimkou neni ani Sudarktery je primar metabolizovan
(aktivovan i detoxikovan) v jatrech pomoci cytoamfoP450 [21-23], na jeho aktivaci
se ale podileji také peroxidasy [24-26)].

Jaterni cytochromy P450 metabolizuji Sudan | négieiini reakcemi:

1. C-hydroxylace

Touto reakci je Sudan | oxidovan na C-hydroxy a ilSroxyderivaty,
jmenovig na:
1-(4-hydroxyfenylazo)-2-hydroxynaftalen (4’-OH-Sudg
1-fenylazo-2,6-dihydroxynaftalen (6-OH-Sudan 1)
1-(4-hydroxyfenylazo)-2,6-dihydroxynaftalen (4’,6@dH-Sudan 1) [21, 22]
1-(3,4-dihydroxyfenylazo)-2-hydroxynaftalen (3’,di-OH-Sudan |) [27]

4’-OH-Sudan | a 6-OH-Sudan | jsou majoritnimi pretjuoxidace Sudanu |
pomoci cytochrorin P450 [21, 22].
2. Oxidaéni Stépeni azoskupiny

Oxidatnim SEpenim azoskupiny Sudanu | vznikd reaktivni metaboli
benzendiazoniovy ion (BDI). Ten je schopen reagmeatzbytky guaninu v DNA
a vytvaet tak kovalentni adukt 8-(fenylazo)guanin, kteeyzpdpo¥dny za iniciaci
kancerogenese v jatrech laboratornichiaR?2, 23, 28].
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Azobarviva mohou byt v sdich jatrech také redukovana na aromatické aminy,
primarrg je vSak za tuto reakci zodp#mna s nej§tSi prav@podobnosti intestinalni
mikroflora. Redukce azoskupiny Sudanu | vede kroz§teni jeho molekuly na

1-amino-2-naftol a anilin [29].

Peroxidasy jsou schopné aktivovat nejen parentéloiceninu Sudan |1,
ale i oba jeho hydroxyderivaty (4’-OH-Sudan | a @4-Sudan I), které jsou
povazovany za produkty detoxikace Sudanu I. K akiiypomoci peroxidas dochazi
v macovem nechyri, kde jsou tyto enzymy hofnzastoupeny. Naopak cytochromy
P450, které aktivuji a detoxikuji Sudan | v jatrecd® v méovém ngchyii temer
nevyskytuji.

Je tedy prav&podobné, Ze za vznik kancerogenese ¥ouém néchyti laboratornich
zvirat vystavenychisobeni Sudanu | jsou zodgoné pra¥ peroxidasy [26].

Sudan | je peroxidasami efektivnoxidovan za vzniku Sesti metabdlit
dvou majoritnich &ty minoritnich. Bi studiu struktury dvou majoritnich metabélit
bylo zjiS€no, Ze se s nejiSi prav@podobnosti jedna o dimery Sudanu I, jejicegma
struktura vSak zatim neni zndma [30]. Radikaly &udia které se vyt po oxidaci
peroxidasami, spolu tedy rekombinuji za vzniku rkoleimerti. Jak jiz bylo uvedeno
v odstavci 1. 3, dals§i mozZznou reakci primargenerovanych radikal je atak
nukleofilnich center makromolekul (DNA, RNA a priot&) a nasledna tvorba aduikt

S €mito makromolekulami [1].

1. 5 Kovalentni adukty s proteiny

Tvorba kovalentnich adukts proteiny byla poprvé popsanaeg Sedesati
lety Elizabeth a Jamesem Millerovymi, #te odhalili, Zze azobarvivo
3-methyl-4-dimethylaminoazobenzen je schopno katatemodifikovat krysi jaterni
proteiny [31]. Tento objev byl ale pozvolna zastirobjevem kovalentnich aduikt
s DNA, které jsou z hlediska zaginéni chemické kancerogenese i ostatnich

fyziologickych poSkozeni dominantni [32, 33].
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Vznikem kovalentdy modifikovanych proteih je naruSena nejenupodni
struktura proteis, ale i jejich funkce, coZz sekundérnvede k poSkozeni
submembranovych organel, ovldmi metabolickych cest a cytologickych prot¢4)].

Termin ,kovalentni adukty s proteiny* je dnesosg pouzivan ve smyslu
kovalentni modifikace proteinxenobiotiky nebo jejich derivaty. Ve skdtesti maji
ale schopnost vytwat kovalentni adukty s proteiny ob&cwSechny elektrofily,
tedy i ty, které jsou generované z endogennick ldésledkem napoxidatniho stresu
nebo nevyvadzeneého metabolismu. Modifikace préteendogennimi reaktivnimi
intermediaty je v satasnosti povazovana za ddivy element fi vzniku zarta
a chorob jako jsou ateroskler6za, astma a jindpboemocani, cukrovka a rakovina.
Kovalentni adukty s proteiny tedy mohou slouZitgjakdikatory tiznych nemoci [34].

Kromé toho mohou byt kovalentni adukty s proteiny vydhy také jako
kvantifikatory miry exposice danému xenobiotiku J[3¥ineis a kol. nap ukazali,
Ze mnozstvi 4-aminobifenyl-hemoglobinového aduktukwiaka odrazi mnoZzstvi
vykourenych cigaret [36].

Studium proteinovych adukt mize také poskytovat cenné informace
0 metabolismu. Zwirner-Baier a Neumann pouzili aguzobarviv Direct Red 46
a Pigment Yellow 17 s hemoglobinem ke studiu mdisimn €chto latek v krysim
organismu. Pigment Yellow 17 je nerozpustné azabarwroto se fedpokladalo,
Ze z hlediska iniciace kancerogenesereggtavuje Zzadnou hrozbu. Po oralnim podani
obou azobarviv laboratornim krysam byly ale nalgzeydrolyzované hemoglobinové
adukty, které nazmraji tvorbu reaktivnich intermediatv pribéhu metabolismu obou
zkoumanych latek [37].

Mimo to sowasné studie usiluji o stanoveni kvantitativhihoakimt mezi
hladinou proteinovych adukta aduki s DNA. VyuZivani proteinovych adukt
ke stanoveni mnoZzstvi DNA adukizatalo v sedmdesatych letech minulého stoleti
a v sodasnosti je aktivni oblasti vyzkumu [38, 39].
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2. CiL BAKALA RSKE PRACE

Cilem prace bylo zoptimalizovat podminky a metodigto monitorovani
rychlosti oxidace Sudanu |ifdénovou peroxidasou Wipomnosti nadbytku FD..
A to jak ve smiru tvorby metabolit Sudanu I, tak i z hlediska vzniku adiukt
reaktivnich metabolit Sudanu | s modelovym proteinem - Bpim sérovym
albuminem.

DalSim cilem prace bylo pomoci této zoptimalizovam&todiky blize
charakterizovat kinetiku oxidace Sudanu teovou peroxidasou Wipomnosti
nadbytku HO,. Déle porovnat kinetické parametry tvorby viadtnieetabolitt Sudanu
| s efektivitou tvorby kovalentnich adukt reaktivnich metabolit Sudanu |

s modelovym proteinem.
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3. MATERIAL A METODY

3. 1 Pouzité fFistroje

analytické vahy (Pesa, 40SM-200A)

piedvazky (Kern EW 600-2M)

pH-metr (ATl Orion, model 370 s kombinovanou elekiiou)
spektrofotometr (Diod Array 8453, Hewllet-Packard)
centrifuga (MLW T52,2)

vakuova odparka (DNA Speed Vac, DNA 110, SAVANT)

3. 2 Pouzity material a chemikalie

SIGMA, USA

kienova peroxidasa, Sudan |

LACHEMA BRNO, Ceské republika
diethylether

MERCK, Némecko

tenké vrstvy silikagelu pro TLC (60,4), n-hexan

Lach-Ner, s.r.0.Ceska republika

methanol, aceton
PENTA, Ceska republika
dihydrogenfosforénan sodny dihydrat, hydrogenfosfonan sodny dodekahydrét,

ethylester kyseliny octové (ethylacetat)
SEVAPHARMA, Ceska republika
BSA (howzi sérovy albumin)

Peroxides s.r.oCeska republika

peroxid vodiku
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3. 3 Pouzité metody

3. 3. 1 Inkubace Sudanu | s kenovou peroxidasou Vv pitomnosti

nadbytku H,0, za pfitomnosti nebo absence BSA

Oxidace Sudanu | fenovou peroxidasou Wipomnosti peroxidu vodiku
probihala v inkubéni snesi o celkovém objemu 2 ml, ktera obsahovala:
e 20 mM fosfatovy pufr pH 2 az 12
e 0,5uM HRP
e +20uM BSA
¢ 300uM H,0,
e 200, 100, 50, 20, 10, 5 neba¥ Sudan | (zasobni roztok 5 mM v methanolu)

Inkubace probihala vikmenné kyveét Do kyvety byl gidan pufr, roztok HRP
(ptipadre roztok BSA) a pak rychle za sebou roztolObla roztok Sudanu I. S¥a byla
promichdna a poté byla sledovana émen absorbance v kinetickém modu
spektrofotometru Diod Array 8453 firmy Hewllet-Pacl. Meieni probihalo
pii laboratorni teplat (21,5 °C) po dobu 400 nebo 800s.

Inkubace Sudanu | s HRP byla provad také v gitomnosti ho¥ziho sérového
albuminu (BSA). V takovém ifpadt pak inkub&ni smés navic obsahovala 20M
BSA.

Pro stanoveni absorbance r&aksnesi véase nekonmo, tedy po ukokeni
reakce, kdy je sptgbovan veSkery Sudan |, byla doba inkubace prodiuaz
na 70 min. Inkubéni snmés vySe uvedeného sloZzeni byla promichana a inkutaova
70 minut @i laboratorni teplat (21,5 °C). Poté byla z&ena jeji absorbancetip
484 nm ve standardnim modu spektrofotometru DiothyAi8453. Jako pozadi byl
pouzit roztok pufru s HRP {fpadre roztok pufru s HRP a BSA).
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3. 3. 2 MEfeni zmény absorbance Sudanu |

Ubytek absorbance byl &fen na spektrofotometru v modu kineticésiito
parametry: doba &iieni 400 nebo 800 s, vinova délka 484 nm (odpoviddve délce
absorgniho maxima Sudanu |), Zatek néfeni véase 0 s, intervaly mezi jednotlivymi
meienimi 10 s, zvySovaniasovych intervdl vzdy o 10% pedchozi hodnoty,
integrani doba miteni 0,5 s. Jako pozadi byl pouzit roztok pufru $PHRipadre
roztok pufru s HRP a BSA). Naifené hodnoty byly exportovany v ASCII formatu

a nasleda zpracovany v grafickém editoru MicroCal Origin 06

3. 3. 3 Eleni metabolitd Sudanu | chromatografii na tenkeé vrst¥ (TLC)

Inkubani snes pro &el analyzy pomoci TLC o celkovém objemu 1 ml byla
pripravena paralethdo rekolika zkumavek. Sis obsahovala:
e 20 mM fosfatovy pufr pH 2 az 12
e 0,5uM HRP
e +20uM BSA
e 300uM H,0,
e 100, 50 nebo 20M Sudan | (zasobni roztok 5 mM v methanolu)

Inkubace probihala 60 minutiiplaboratorni teplat (21,5°C). Poté bylo
do v8ech zkumavekiano 0,75 ml ethylacetatu, do kterého byly Sudaa jeho
metabolity extrahovany. Paikladném pratepani snssi byl proces od&eni organické
a vodné faze urychlen centrifugaci po dobu 5 mpiiuR000 ot&kach/min. Organicka
faze byla z realni snesi odebrana do plastovych zkumavek (Eppendorf)dn&daze
byla znovu extrahovana, tentokrat 0,5 ml ethyldcet&thylacetatové extrakty byly
spojeny a odgeny do sucha na vakuové odparce DNA Speed Vac (DNA firmy
SAVANT.

Odparky obsahujici nezreagovany Sudan | a jeho buokta byly rozpusény
v 20 ul methanolu a nasledraplikovany na tenkou vrstvu silikagelu. Jako mobiaze
byla pouzita srs rozpou&tdel n-hexan, diethylether, aceton v gom1 : 0,7 : 0,3.
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Deska s tenkou vrstvou silikagelu byla naskenoyvapaavena v obrazkovém
prohlizeti IrfanView v 4.0 a skvrny odpovidajici negmenénému Sudanu | byly
kvantifikovany pomoci programu Elfoman v 2.0, aré&bativie vzhledem k intenzit
skvrny kontroly se znamym mnozstvim Sudanu .

Vodna faze byla uchovana praiani UV/VIS absorpnich spekter.
3. 3. 4 MEreni UV/VIS absorpenich spekter vodné faze

Absorgini spektra byla gfena na spektrofotometru Diod Array 8453 v modu
standard. Nastaveny byly &¥ixni vinové délky: 484 nm (vinova délka absémgho
maxima Sudanu 1) a referé&m vinova délka 600 nm (pro korekci na zakal
pravdépodobré zpisobeny precipitaci BSA v sin kyselém pH). Pro ziskani
vyslednych hodnot absorbance byly od hodnot abscebaii 484 nm odéteny
hodnoty absorbancefip600 nm a tyto hodnoty byly dale zpracovany v giam
editoru MicroCal Origin v 6.0.

3. 3. 5 Stanoveni molarniho absofmiho koeficientu Sudanu |

v destilované vod&, methanolu a ve fosfatovéem pufru pH 9

Pro stanoveni molarniho absémngho koeficientu €,5,) Suadnu | v methanolu
byl pouzit 1, 2, 4 a &M Sudan | (zasobni roztok 5Q0/ v methanolu). B stanoveni
€14 Sudanu | v destilované veda fosfatovem pufru pH 9 byly pouzity roztoky
0,1, 0,2,0,4, 0,8 a 1M Sudan | (zasobni roztok 5¢M v methanolu).

Do kiemenné kyvety bylaifpravena sis o celkovém objemu 2 ml, ktera
obsahovala ibslusné rozpoustilo a odpovidajici koncentraci Sudanu |. &nbyla
promichana a poté byla Ziena jeji absorbanc&ipgl84 nm.

Zavislost absorbance na koncentraci byla vynesenajrdfu a ze s#mice

piimky byl ugen molarni absoemi koeficient.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4. 1 Stanoveni molarnich absorgnich koeficientii Sudanu |

ve vock, v methanolu a ve fosfatovém pufru pH 9

Pro spektrofotometrické stanoveni koncentrace Qudla inkub&ni snesi bylo
potreba ukit jeho molarni absotmi koeficient (€45,) v daném prosgedi. Proto byly
nejprve zndreny hodnotyess, Sudanu | ve voigl methanolu a ve fosfatovem pufru o
pH 9 - Tabulka 1. Z tabulky je patrne, gg, se néni v zavislosti na progtdi, ale tato

zavislost neni vigpadct Sudanu | flis vyrazna.

Tabulka 1. Hodnoty € Sudanu | v uvedenych rozpougidlech

Rozpoustdlio €484 SUdanu | [dm?® pmol™ cm]
Destilovana voda pH ~ 6 0,0124
Methanol 0,0163
Fosfatovy pufr pH 9 0,0151

4. 2 Spektrofotometrické stanoveni pH optima oxidae Sudanu |

kirenovou peroxidasou

Pro stanoveni pH optima oxidace Sudanu | pomoci MRRdbytku HO, byla
uréena pibliznéa paatesni rychlost této reakce v zavislosti na pH.

U inkuba&nich smési byla sledovana zina absorbance dase, ktera byla
vynesena do grafu. Simice pa@atetnich linearnich Usek primek v tomto grafu
odpovidaly¢asové zming absorbanceCasovéa zmina absorbanceA@,s,) byla pomoci
molarniho absokmiho koeficientu Sudanu | v destilované ¥qulevedena n&asovou
zménu  koncentrace, tedy na filpiznou paateni rychlost reakce v
(Podle Lambertova — Beerova zakona: A<c- |)

Hodnoty pd&ateini rychlosti reakce a pH pak byly vyneseny do grafu
(viz Obr. 6).
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Obrazek 6. Zavislost pd&atecni rychlosti reakce na pH — piblizna hodnota
pocateini rychlosti reakce byla ziskana Wehim AAsgs molarnim absormim
koeficientem €434) Sudanu | v destilované véd

Oxidace Sudanu | pomoci HRP kitpmnosti nadbytku kD, je reakce s pH
optimem v alkalické oblasti. Rateni rychlost reakce vykazuje maximum mezi
pH 9 a 10. Rekvapiv vysoka poateni rychlost pozorovanarippH 12 by mohla byt
zpasobena poklesem absorbance Sudanuil. pEgeho deprotonaci v sithalkalickém
pH. Fi porovnani UV/VIS spekter reakich snési pH 9 a 12 bylo po 10 min inkubace
pifi pH 9 absorpni maximum srési Sudanu | a jeho metabdli493 nm, zatimco
inkubace p pH 12 vykazovala Siroké maximum v oblasti 460 704 m a absorpce
v oblasti kolem 495 nm byla minimalni. Zda se tetly metabolity Sudanu | séi pH
12 prakticky netvi.

4. 3 Spektrofotometrické stanoveni pH optima tvorbyadukti

Sudanu | aktivovaného peroxidasou s BSA

Stanoveni pH optima oxidace Sudanu | pomoci HRHAtempnosti HO, a BSA
bylo provedeno stefnjako v odstavci 4. 2. Z grafu na obrazku 7 (sfr) 2yplyva,
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Ze se jedna a@p o reakci s pH optimem v alkalické oblasti. Nefmgji je Sudan |
prenmenovan @ pH 9. Podob# jako @i hledani pH optima reakce beZitpmnosti
BSA, je i zde patrny nést rychlosti pi pH 12. Aby bylo mozné potvrdit, zda pokles
absorbance iip pH 12 souvisi s oxidaci Sudanu | peroxidasoualprovedena také

analyza slozeni inkubované &npomoci TLC.

0,25 4

0,20 - \

0,15

v, [umol/(dm’*s)]
o
5
|
I\

0,05 + /
-\-

0,00 +———r4—+—fr—+—r—+~——r—+—1r—v—1—+—1—v 11—+

Obrazek 7. pH optimum oxidace Sudanu | pomoci HRP pFitomnosti H,O, a
BSA- na ose Y je symbolenywznaena piblizna paatesni rychlost reakce.

4. 4 Stanoveni pH optima oxidace Sudanu | Henovou

peroxidasou v gritomnosti BSA metodou TLC

Vzorky pripravené pro &el analyzy pomoci TLC byly inkubovany 60 mindt p
laboratorni tepl@t Poté byla provedena dvoji extrakce ethylacetatdm kterého
piechazi nezreagovany Sudan | a jeho metabolity. BS&adukty Sudanu | s BSA
naopak #stavaji ve vodné fazi.

Sudan | a jeho metabolity byly separovany pomodC TObr. 8).

21



pH: 2 4 5 6 7 8 90 11 1 1k 2k 3

Obrazek 8. Separace Sudanu | a jeho metabalitpomoci TLC —vzorky 1k a 2k
jsou kontroly neobsahujici BSA, vzorek 3k obsahpeize Sudan | a destilovanou
vodu.

Skvrny odpovidajici ngpmenénému Sudanu | byly kvantifikovany pomoci
programu Elfoman v 2.0 vzhledem ke kontrole, kteddsahovala jen Sudan |
a destilovanou vodu (Obr. 8, draha 3k). Podolmko @i spektrofotometrickém
stanoveni, i zde bylo negji8i mnozstvi Sudanu lieménéno @i pH 9-10, ale v sila
alkalickém pH k ubytku Sudanu | nedoSlo (Obr. 9. $23). To je v souladu
s predpokladem, Ze z¥na absorbance s pii pH 12 souvisi spiSe <jakou
reverzibilni zn¢nou Sudanu |, jako je n&Rlad jeho deprotonace spojena se zanikem
jeho absorgniho maxima fi 484 nm.

Zajimavé je, Ze ve vzorcich obsahujicich k&oBudanu |, HRP a 1@, také
BSA nebyli detekovany prakticky Zadné metabolityd&uw I. Ty byly nalezeny pouze
v kontrole, ktera neobsahovala BSA (Obr. 8, drakya12K). Je tedy pra¥gpodobné,
ze Sudan | aktivovany peroxidasote@gnostg reaguje s modelovym proteinem (BSA)
na ukor tvorby metabofitSudanu I.

MnoZstvi aduki peroxidasou aktivovaného Sudanu | s BSA nalezemnéodné
fazi po extrakci ethylacetatem (Obr. 10) vykazujd@bné tendence jako Ubytek
Sudanu | (Obr. 9). Maximalni mnoZstvi adule opst tvoreno @i pH 9. Toto pH proto

bylo zvoleno jako optimalni pro dalSicheni.
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Obrazek 9. Efektivita oxidace Sudanu | pomoci HRP ypritomnosti H,O, a BSA

v zavislosti na pH pouzitého pufru— procentudlni zastoupenigménéného Sudanu |
v jednotlivych vzorcich (osa Y) bylo vypitano na zékla#l kvantifikace skvrn
odpovidajicich nezreagovanému Sudanu | po TLC.
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Obrazek 10. pH zavislost tvorby aduk@i Sudanu | aktivovaného peroxidasou
s BSA — vyjadeno jako absorbance vodné faze (korigovana na )z@kalkextrakci
Sudanu | a jeho metabdliethylacetatem.
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4. 5 Uréeni efektivity premény Sudanu | peroxidasou pomoci
TLC piipH9

Pomoci TLC bylo zji&no, ze Bhem 60-ti minutové inkubace Sudanu |
s peroxidasou a @, pii pH 9 dojde k pemen¢ vétSiny Sudanu | (Obr. 11)

Nezreagovany Sudan

Metabolity Sudanu | —

100uM 50 uM 20 uM
1 1k 2 2k 3 3

Obrézek 11. Separace produki oxidace Sudanu | Kenovou peroxidasou pomoci
TLC — TLC byla provedena prditvzorky (1, 2, 3) siznou koncentraci Sudanu |
(100, 50, 2QuM) a pro 3 kontrolni roztoky, které neobsahovalyFHRK, 2k, 3k).

Pti nejvySsi koncentraci Sudanu | (1QM) zustalo po 60-ti minutach inkubace
v reakni snesi jeSt ténei 15 % nezreagovaného Sudanu | (Tab. 2). To mohto by
zpasobeno nap precipitaci Sudanu |, Kli jeho nizké rozpustnosti ve vodném
prostedi. Proto bylo provedeno orietite stanoveni ptateini rychlosti reakce pro
SirSi skalu koncentraci Sudanu | také spektrofotookg.
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Tabulka 2. MnozZstvi nezreagovaného Sudanu F kvantifikované po TLC
z Obrazku 11.

Vzorek Intenzita skvrny % nezreagovaného
Sudanu |
1 (100uM Sudan 1) 0,525 14,65
1k (100uM Sudan I) 3,584 100
2 (50uM Sudan I) 0,140 6,59
2k (50uM Sudan 1) 2,123 100
3 (20uM Sudan 1) 0,107 9,55
3k (20uM Sudan 1) 1,120 100

4. 6 Spektrofotometrické stanoveni optimalni koncemnace

Sudanu | v reakéni smési

Pro tento Gel byly pripraveny inkubani snesi obsahujici 200, 100, 50, 20, 10,
5 a 1uM Sudan I, u kterych byla &ena zndna absorbance dase pi 484 nm.
Zni pak byla vypéitana giblizna paateni rychlost reakce, tentokrat pomoci
molarniho absokmiho koeficientu Sudanu | ve fosfatovem pufru opH

Jak je vidt z obrazku 12, jiz o ponmerné nizké koncentraci Sudanu | v réak
smesi (20 uM) dochézi k jeho precipitaci z roztoku. Hranicepuostnosti Sudanu | ve
fosfatovém pufru o pH 9 lezi tedykde mezi 10 a 2@M. Mnozstvi precipitatu se
s nafistajici koncentraci Sudanu | zvySujefakmncentracich Sudanu | vy3Sich nez 50
UM jiz dochazi vlivem precipitace k vyraznému poklesu lgsth jeho gemeny (viz
Obr. 12). V dalSich experimentech proto byla poaé& maximala 50 pM

koncentrace Sudanu |.
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Obrézek 12. Zavislost pgate¢ni rychlosti reakce na koncentraci Sudanu - na
ose Y, (Cerna) je znazokma pa@ateeni rychlost oxidace Sudanu | pomoci HRP
v pritomnosti HO,. Osa ¥ (modrd) ilustruje ndist absorbance re&ki snesi pri 600
nm, pisobené fedevsSim zakalem vznikajicintiprecipitaci Sudanu.

4. 7 Odvozeni kinetickych vztald

Z kinetického hlediska probiha oxidace Sudanu rénkvou peroxidasou
v nadbytku HO, podle typického peroxidasového ping-pong mechamisia zaklad

obecného kinetického modelu [14] bylo navrzenoetigici reakni schéma:

k1
HRP + HO, — HRP - slodenina | + HO ()
k2
HRP — slodgenina | + Sudan ——> HRP - slodenina Il + (Sudan 1) (2)
k3
HRP — slodenina Il + Sudan —> HRP + (Sudan I+ H,O 3)
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K,

n (Sudan Iy — metabolity Sudanu | (4)
ki
BSA + (Sudan IJ] — Sudan | -BSA adukty (5)

Predpokladame, Ze se Sudan | z kinetického hledisi@/éac podob#é jako
ostatni znamé substraty HRP [40]. Pro velikost Igstinich konstant pak plati:
ky>> k; > ks. (Velikost k se pohybuje vadech 10M s ™ [40, 41].)

Dale pgedpokladame, Ze nasledné reakce radil@vozenych od Sudanu |
probihaji velmi rychle a tudizzk< k; a k<< k';. V celém reaénim sledu je pak krok
(3) nejpomalejSi a tedy &ujici celkovou rychlost reakce.

Vzhledem k tomu, Ze reakce vedouci k tworadikali odvozenych od substratu
béhem oxidace peroxidasou jsou ireverzibilni, nelrze g definovat Michaelisovu
konstantu.

Rychlostni konstantuskze ukit pomoci vztahu [14]:
2[HRP), / vo = 1/ k[Sudan [} + 1/ k[H,0], (6)
V naSem pipat je reakce provasha v gitomnosti nadbytku kD, tedy

[HoO,] >> [Sudan 1]. Za pedpokladu, Ze k>> k;, Ize posledniclen rovnice (6)

zanedbat a upravit ji do tvaru:

2[HRP] / vp = 1/ kg[Sudan I} (7)

4. 8 Stanoveni rychlostni konstanty kK oxidace Sudanu |

kifenovou peroxidasou v pitomnosti nadbytku H,0O,

V prabéhu oxidace Sudanu | pomoci HRP #tpmnosti nadbytku O, byl
sledovan ubytek absorbance r&aiksnesi pii 484 nm (Obr. 13).
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Obrazek 13. Ubytek absorbance Sudanu | ¥ase

Aby bylo mozné vypéitat rychlostni konstantuskbylo poteba pepciitat AA g4
na spatebu Sudanu I. OvSem vzhledem k tomu, Ze deiairodukty oxidace Sudanu |
kienovou peroxidasou také vyznamnowrou absorbuji sstlo pfi 484 nm, nelze
piedpokladat linearni zavislodtA,g, na A [Sudan 1]. Bi znalosti Ag, reakéni snesi
v ¢ase t ~o, obsahuijici prakticky jiz jen produkty reakce a gnedbatelné mnozstvi
Sudanu I, Ize odvodit vztah, kterym je mozné tusinearni zavislost popsat.
Z tohoto vztahu lze pak vypiat piispivek zmény koncentrace Sudanu | k celkové

zmeéné absorbance redki smesi pi 484 nm:

=) o1

80 0
E,
80

g, - molarni absoni koeficient oxidanich produki Sudanu |

A[Sudan || =[Sudan 1], + (8)

&, - molarni absorni koeficient Sudanu |
A, - absorbance reaki snesi pri 484 nm véase 0 s

A, - Absorbance reaki snesi pii 484 nm v daném okamziku reakce
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[Sudan 1], - posatesni koncentrace Sudanu | v réak smisi
A[Sudan 1] - zmsna koncentrace Sudanu tase

d - optick& draha paprsku

Aplikaci tohoto vzorce bylo mozné vygtat znénu koncentrace Sudanu |
v case (Obr. 14). Mnozstvi sgebovaného Sudanu | lineérmostlo v zavislosti na
case az do okamziku, kdy byl&tSina substratupmenéna. P@ateini rychlost pro
jednotlivé koncentrace Sudanu | byla ziskana z&rsmlinearnich regresi géateinich
bodi. V grafu na obrazku 14 jsou tyto body podbarveyz

40 —&— 50uM Sudan | -
—@— 20uM Sudan | /-
10uM Sudan | /-

— 20 —w— 5uM Sudan | "
> i e
= /'
= [
.

20 -
< -
n ./././o °
© o e
o - ./.
’-uq’:.-) ./ /./
=] 10 + o ®
o /I/Q
n //.\/”

B vV VYV V—V—V— V¥V —V—V—V
0 v
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-50 0 50 100 150 200 250 300 350 400
¢as [s]

Obrazek 14. Spoteba Sudanu | Ehem reakce —Zluté¢ jsou zvyraziny useky
piimek, ze kterych byla ziskana &mice odpovidajicicasové zrdin¢ koncentrace
substratu (Sudanu 1), tedy f&e:ni rychlosti reakce (.
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Na zaklad rovnice (7) byl sestrojen graf zavislost 2[HR®P]na reciproké
hodnot patateeni koncentrace Sudanu | (Obr. 15). &nice tohoto grafu odpovida
vyrazu 1/ k.

Vysledna hodnota rychlostni konstantydkidace Sudanu Iftknovou peroxidasou
v nadbytku HO, je 21 000 + 3 000 M*s ™. Tato hodnota je srovnatelna s rychlostni
konstantou Kk publikovanou pro ostatni efektigroxidované substraty HRP, 19 398
M s ™ pro N-acetyltyrosin a 23 000 M' s * N-acetyltyrosinamid. Rateini
predpoklad, Ze radikalové reakce peroxidasou aktmékia Sudanu | (rovnice (4))
probihaji rychleji nez samotna tvorkighto radikah dle rovnice (3), je prawgbodobré
splren a plati tudiz vztahgk< k.

18 -
16
14

12 4

2*[HRP]/V [s]

6 T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I
0,00 0,02 004 006 0,08 0,10 0,12 0,14 0,216 0,18 0,20 0,22

1/[Sudan 1] [uM™]

Obrazek 15. Graf zavislost 2[HRPj§/vo na reciproké hodnog pocateéni
koncentrace Sudanu |- sn#rnice Fimky odpovida reciproké hodrotychlostni
konstanty k.
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4. 9 Stanoveni rychlostni konstanty Kk oxidace Sudanu |

kifenovou peroxidasou v pitomnosti BSA a nadbytku HO,

Stejre jako @i vypoctu rychlostni konstanty skreakce bez jffitomnosti BSA,
byla i vtomto pipact sledovanacasova zavisloshAgg, pro jednotlivé koncentrace
Sudanu | (Obr. 16). Zéma absorbance pak byla&piepaiitana pomoci vzorce (8)
na znénu koncentrace Sudanu | (Obr. 17).

Pritomnost BSA v reali snesi ma velky vliv na kinetiku oxidace Sudanu I.
Z priabéhu ¢casové zavislosti na obrazku 17 jejmeé, Ze zde dochazi kediva djum
ovliviiujicim absorbanci ip 484 nm. Vzhledem ktomu, ze ob&je maji fiznou
smernici a tedy i fiznou pa&ateni rychlost, byly vtomto fl)pact stanoveny d¥

hodnoty rychlostni konstanty.

0,60 - —&— 50 mikroM Sudan
4 \ .
0.55 . —@— 20 mikroM Sudan
B \'\-\_ 10 mikroM Sudan
0,50 R —w— 5 mikroM Sudan
- .\.
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Obrazek 16. Zména absorbance reakni smési s pfidanym BSA pki 484 nm
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Obrazek 17. Spoteba Sudanu | kBhem reakce v fFitomnosti BSA - k vypcitu
pocateinich rychlosti obout probihajicich v reaii snesi obsahujici BSA byly vyuzity
body @gimek, které jsou podbarveny zut

Predpokladame-li, Ze prvni (rychlejSigjcsouvisi s reasnimi kroky z rovnic (3)
az (5), je hodnotask ziskana linearni regresi (Obr. 18) ro#800 + 1 500 M's ™.
OvSem hodnota rychlostni konstanty tohotgedje spiSe orientami, nebd jeho
pocateini rychlost byla ziskana linearni regresi pouzeudvodi a nelze tedy s jistotou
fici, zda p@ateni rychlost nema hodnotu j&styssi. Skuténa hodnota kpro tento d
se tudiz mMZe od zde vypgené hodnoty podstatiSit.

Od cca 50 s roste speba Sudanu | vase jiz prakticky lineagha lze tedy ufit
rychlost druhého (pomalejSihokjd (Obr. 19). Konstantaskby pak néla hodnotu
2300 + 450 M's™,
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Obrazek 18. Graf zavislosti 2[HRP}/vo na 1/ [Sudan 1] — sn®€rnice @imky
odpovida reciproké hodnotychlostni konstanty rychlejSihosje, ktery probihd na
pocatku reakce.

33



90 H n
80—-
70 5
60—-
50

40 -

2*[HRP]/V [s]

30
20 4

10

— 7T ~ T 1 - 1 1~ 1 T 1T 1T 1T 1
0,00 0,02 o004 006 0,08 010 0212 0,14 0,16 0,18 0,20 0,22

1/[Sudan 1] [uM™]

Obréazek 19. Graf zavislosti 2[HRP}/vo na 1/ [Sudan 1] - na zaklad smernice
piimky byla stanovena rychlostni konstanggplmalejSiho ge pii oxidaci Sudanu |
peroxidasou v fitomnosti HO, a BSA.

Zmeiené rychlostni  konstanty & probihajicich v fitomnosti BSA jsou
vyrazre nizSi nez rychlostni konstanta tiworby radikalh Sudanu | nagfena ve sriEsi
bez BSA.Vzhledem ktomu, Ze redki kroky @) — (3) by meély byt stejné bez i
v pritomnosti BSAcekali jsme, Ze i rychlostni konstarky zmgiené pro tyto systémy
budou shodnéTYTO KROKY NEMOHOU BYT STEJNE-KDYZ VE SNESI NENI
BSA, KROK 5 NEPROBIHA ano to byla chyba a uz jeamna

Jako jedno zvyswtleni tohoto rozporu se nabizi zavrZenic¢geniho
piedpokladu, Ze k<< k', a tudiz Ze rychlost @wjici rychlostni konstantou se
v pfitomnosti BSA stava k prestoZze platnost podobného vztahy <k k;) byla
v experimentech potvrzena. Zrend hodnota rychlostni konstanty by pak odpovidala
dgji (5). To ovSem neni v souladu seppokladem, Ze reakce radikgdou ve srovnani
s ostatnimi reakcemi velice rychlé. Navic, jelildgfe (4) a (5) si nhavzajem konkuruiji,

méli by v pfipact, Ze jsou oba dvaéfe umozrny (v reakni je pitomen BSA i
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radikdly Sudanu 1) ievladat produkty rychlejSi reakce, vtomtdipac tedy
metabolity Sudanu |. To je ovSem fkikgém rozporu s vysledkem experimentu
provedeného metodu TLC (Obr. 8), kdy bylaritgmnosti BSA tvorba metabaiit
Sudanu | prakticky zcela potlana na ukor tvorby adukt

Nabizi se tedy jiné vystleni. BSA je znamy svou afinitou k hydrofobnim
nizkomolekularnim latkhm (n&pmastné kyseliny, téva...), je tedy mozné, Ze i
Sudan | se na BSA nekovaleatwdze. To by znamenalo, Ze skdtéd koncentrace
Sudanu | vroztoku obsahujicim BSA je pak vygazmizSi nez jeho celkova

koncentrace. Do redkiho schématu by pak bylo peba doplnit jesttuto rovnici:

Sudan | + BSA=== (Sudan | — BSA) (9)

Celkovéa koncentrace Sudanu | v réaksnesi by pak byla dana vztahem:

[Sudan l}ekova= [Sudan 1] + [Sudan | — BSA] (20)

Pro korekci rychlostni konstanty reakce (3) na skotel koncentraci volného

Sudanu | je tedpotreba znajest disociani konstantu komplexu (Sudan | — BSA),

vSak zatim nemame k dispoziai proto nebylo mozné tuto teorii ploverit.
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5. ZAVER

B¢hem studia oxidace Sudanuitkovou peroxidasou v nadbytky®} se podélo
nalézt optimalni podminky tvorby metabéliSudanu | a jeho adukts modelovym

proteinem, hodzim sérovym albuminem (BSA).

» Bylo zjisttno, Ze k nejefektiv§si oxidaci Sudanu | pomoci HRP dochéa#igH 9.
Pritomnost BSA pak nema na toto pH optimum vyrazniy.vIvorba aduki
Sudanu | aktivovaného peroxidasou s BSA vykazujemapn také pi pH 9.

* Hranice rozpustnosti Sudanu | ve fosfatovém pufipp 9 lezi v rozmezi 10 - 20
UM,

« Patateini rychlost oxidace Sudanu | je maximalii 0 uM koncentraci Sudanu |
v realkéni snesi, i vysSSich koncentracich jiz dochazi k precipitastdgtatné&asti
piitomného Sudanu | a naslednému poklesu rychldsi gxidace.

Byl navrzen kineticky model pro oxidaci Sudanu tehovou peroxidasou
v nadbytku HO, a na jeho zakladbyla znetena rychlostni konstanta 21 000 +
3000 M s Y urujici celkovou rychlost reakcelato hodna je srovnatelna
s publikovanymi rychlostnimi konstantami jinych substrat kienovéperoxidasy.

o Déale bylo zjis¢no, Ze pitomnost BSA v reali snesi ma vyznamny vliv na
tvorbu metabolii Sudanu 1. Z vysledk ziskanych metodou TLC Ize totiz
usuzovat, Ze peroxidasou aktivovany Sudaretipost& vytvéri adukty s BSA na
Ukor tvorby metabolit Sudanu |I.

 BSA take vyznamr ovliviuje samotnoukinetiku oxidace Sudanu liénovou
peroxidasou vitomnosti nadbytku bD,. V tomto systému byly zéteny dw
rychlostni konstanty, jejichZ hodnoty jsou niZ3f nereakce bezifiomnosti BSA.
Zatim Zistava nevieSena otazkafiazeni &chto konstantjednotlivym djam,

stejre jako zahrnuti vlivinekovalentni vazby Sudanu | na modelovy protein.

V experimentech navazujicich na&egkladanoupraci planujeme jeStowerit vliv
jinych modelovych proteifn, za (Eelem omezeni nespecifické nekovalentni vazby

Sudanu | na protein a pro blizSi charakterizadukti vznikajicichmezi Sudanem |

aktivovanym peroxidasou a modelovym proteinem.
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