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Abstrakt

Jednim z nejrozsifenéjSich prokdzanych lidskych karcinogenit je polycyklicky
aromaticky uhlovodik benzo[a]pyren, ktery je pifitomen ve vSech slozkach Zzivotniho
prostiedi. Vznika zejména pii nedokonalém spalovani a nachazi se v cigaretovém koufi.
Sudan | je pramyslové vyuzivanym azobarvivem, které bylo v minulosti pouzivano i
k barveni potravin, a je schopen u laboratornich zvifat vyvolat kancerogenezi. Je také
potencionalnim karcinogenem pro ¢lovéka. Pfeména obou latek cytochromy P450 1A vede
k jejich aktivaci ve sméru tvorby kovalentnich aduktt s DNA.

Cilem této prace je studium vlivu benzo[a]pyrenu a Sudanu I podavanych samostatné
nebo v kombinaci na proteinovou expresi cytochromu P450 1Al v jatrech, ledvinach a
plicich laboratornich potkanti. Pomoci imunodetekce CYP1A1 bylo zjisténo, ze dochazi
ke zvySeni exprese tohoto enzymu ve vSech zkoumanych organech. K nejvyznamnéj$imu
zvySeni hladiny CYP1A1 doSlo v jatrech a plicich vSech premedikovanych potkani, ve
kterych byl nejvyssi narist exprese CYP1A1 pozorovan v ptipadé¢ kombinovaného podani
obou latek. V ledvinach nebyl zaznamenan podobné vyrazny rozdil mezi indukénim vlivem
samostatné podavanych latek a jejich kombinované aplikace na expresi CYP1A1. Indukéni
potencial BaP, Sudanu I a jejich kombinaci na expresi CYP1A1 byl potvrzen 1 vyznamné
zvySenou aktivitou tohoto enzymu v jatrech premedikovanych potkanii. ZvySena exprese
CYP1A1 zptsobena indukénim pisobenim benzo[a]pyrenu a Sudanu I mize vyznamné

zasahovat do jejich vlastniho metabolismu a tim ménit jejich kancerogenni potencial.

Klicova slova: exprese proteinti, cytochromy P450, Sudan I, benzo[a]pyren



Abstract

One of the extended humans’ carcinogens is benzo[a]pyrene, which is ubiquitous in
environment. BaP is formed by incomplete combustion and is part of cigarette smoke. Sudan
I is widely used azo-dye, which was formerly used as an orange food colouring. Sudan |
causes tumors in experiment animals and is potential carcinogen for human. Both
compounds require metabolic activation by cytochrome P450 1A which can lead to DNA
adduct formation.

The aim of this Bachelor thesis was to compare the effect of application of
benzo[a]pyrene and Sudan | administrated individually or in combination to rats on protein
expression of cytochrome P450 1A1 in livers, kidneys and lungs. Using immunodetection,
the expression of CYP1A1 was found to be increased in all examined organs. The most
distinct enhancement in induction of protein expression of CYP1A1 was observed in livers
and lungs of rats of all treatment groups. The highest increase in the expression of CYP1A1l
in livers and lungs was caused by combined application of the studied compounds. However,
there wasn’t found such difference between induction potential of co-treatment with both
compounds and their individual application on expression CYP1AL in kidney. Induction
potential of BaP, Sudan I and their combinations on the expression of CYP1Al was
confirmed by significant enhancement of activity of this enzyme in livers. The increased
expression of CYP1Al by BaP and Sudan | might lead to mutual influence on their own
metabolism and therefore change their own carcinogenic potential.

(In Czech)
Key words: expression of proteins, cytochrome P450, Sudan I, benzo[a]pyrene
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Seznam pouzitych zkratek

A

AhR

APS

BaP

BCA

BCIP/NBT

BSA

CAR

CBBR

CYP

DNA

EROD

GAPDH

HPLC

IARC

MFO

NADPH

PAGE

PAH

absorbance

receptor pro polycyklické aromatické uhlovodiky (aryl hydrocarbon receptor)
peroxodisiran amonny

benzo[a]pyren

bicinchoninova kyselina

5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat/ nitro blue tetrazolium

hovézi sérovy albumin

konstitutivni androstanovy receptor (constitutive adrostane receptor)
Coomassie Brilliant Blue R-250

cytochrom P450

deoxyribonukleova kyselina

ethoxy-resorufin O-deethylacni aktivita

tihové zrychleni (9,8 m/s?)

glyceraldehyd-fosfat-dehydrogenasa

vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high-performance liquid

chromatography)
Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
sav¢i imunoglobulin typu G

mikrosomalni systém monooxygenas se smiSenou funkci (mixed function

oxidases)
redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

polycyklické aromatické uhlovodiky



PBS fosfatovy pufr s ptidavkem NaCl

PVDF polyvinylidenfluorid

PXR pregnanovy X receptor (pregnane X receptor)
RPM otacky za minutu

SDS dodecylsiran sodny

Sudl Sudan |

TEMED N, N, N¢, N*-tetramethylethylendiamin

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
uv ultrafialové zareni
wiv hmotnostni/objemovy zlomek



1.Uvod

V ekonomicky vyspélych zemich jsou nadorova onemocnéni jednou z nejbéznéjsich
pri¢in tmrti. Nejcastéji postihuji star§i jedince, nicméné V posledni dobé se zacinaji
objevovat i u niz8ich v€kovych kategorii. Mezi hlavni pii¢iny téchto onemocnéni patii
karcinogenni slozky v zivotnim prostiedi, stres, Spatny Zivotni styl (konzumace alkoholu,

kouteni) a nekvalitni stravovani (strava bohat4 na tuky a cukry)®.

Podle Ceské onkologické spolednosti, Ceské 1ékaiské spole¢nosti Jana Evangelisty
Purkyng, kazdy tfeti obyvatel CR v pribdhu svého Zivota rakovinou onemocni a kazdy &tvrty

na ni zemie?.

1.1. Xenobiotika

Xenobiotika jsou latky ciziho puvodu, které se v organismu bézné nevyskytuji a
nejsou nutné pro jeho zdravy vyvoj, ani neslouzi jako zdroj energie. Mezi xenobiotika
radime jak latky primyslové vyroby, tak i pfirodni povahy jako jsou léCiva, primyslové

chemikalie, pesticidy, alkaloidy, sekundarni metabolity rostlin apod.®.

Do téla se tyto latky dostavaji tfemi hlavnimi zplsoby: travicim Ustrojim (Zaludek,
stieva), respiracnim systémem (plice, prudusky, nosni sliznice) a pokozkou. Zptsob vstupu
xenobiotik zavisi zejména na zdroji, ve kterém se vyskytuji, a na jejich fyzikalné-
chemickych vlastnostech a to zejména na rozpustnosti ve vod¢. Po vstupu do organismu se
vétSinou latky jako prvni dostivaji do krevniho fecisté, kde mulZou interagovat
s plasmatickymi proteiny, které mohou slouZit jako transportéry, a az poté dochazi ke vstupu

do jednotlivych t&lnich bun&k®.

Plsobeni xenobiotik na organismus nesouvisi pouze s jejich toxikologickymi

vlastnostmi, ale také z4visi na koncentraci a dobé piisobeni®.

1.2. Kancerogenese

Kancerogenese neboli karcinogenese je dlouhodoby proces vzniku nadort, ktery je
ovlivnén pohlavim, rasou a genetickym polymorfismem fady enzymi a proteinti'*. Pii
karcinogenesi dochazi ke kumulaci poruch urcitych gent, které vedou k naruseni normalni
funkce jimi kddovanych proteinti podilejicich se zejména na regulaci déleni, diferenciaci
buniky a stabilit¢ genomu. Nejzadvaznéjsi jsou poruchy gentl pro proteiny, které se podile;ji

na prenosu signalli, kontrole exprese genl, kontrole spravnosti replikace DNA a
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chromosomi, regulaci bunééného cyklu atd. Je-li porucha ne¢kterého z genti vrozend, mize

byt karcinogenese zna¢né urychlena®.

.....

.....

tvorbé prekarcinogenni 1éze. Ta je vyvolana piredevsim rozlicnymi modifikacemi molekul
DNA (kovalentni vazba karcinogenu na baze ¢i deoxyribosu DNA). Pii promoc¢ni fazi
dochazi zejména ke zvysSené proliferaci primarné¢ pozménénych bunék. V dasledku toho
vznikaji nezhoubné nadory*. Kli¢ovymi faktory promoéni fize jsou predeviim aktivity
Procesy modifikace jsou tu vSak efektivnéjSi. Pti této fazi dochazi k tvorbé maligné

pozménénych bun&k*®,

1.2.1 Karcinogeny

Karcinogeny jsou obvykle anorganické nebo organické slouceniny, které jsou
zpravidla schopny piimo nebo po metabolické pfeméné vytvaret adukty s DNA, piipadné

jejich metabolismem vznikaji kyslikové radikaly, které mohou reagovat s DNAL,

Podle mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) jsou chemické latky
rozdéleny do nékolika skupin podle nebezpecnosti. V prvni skupiné jsou lidské karcinogeny
S prokdzanym karcinogennim ucinkem na ¢lov€ka. Do této skupiny patii napt. slozky
tabakového koufe (benzo[a]pyren), uhelny dehet, saze, benzen, azbest, atd. Druha skupina

obsahuje latky pravdépodobné karcinogenni (napf. barviva na bazi benzidinu)®.

Karcinogeny mutZeme rozdé€lit podle mechanismu pisobeni do né&kolika skupin.
Prvni skupinou jsou genotoxické karcinogeny, které tvoii kovalentni adukty s DNA. Do této
skupiny patfi tzv. primarni karcinogeny, které pfimo reaguji s DNA, bez metabolické
aktivace (napf. ethylenamin), sekundarni karcinogeny, které se v organismu preménuji na
aktivni karcinogen (napf. nitrosaminy) a anorganické karcinogeny, které ovliviiuji replikaci
DNA (napfi. nikl). Druhou skupinou jsou karcinogeny, které zptsobuji zmény struktury
molekul DNA, jako jsou jedno- a dvou-fetézové zlomy. Tieti skupinou jsou epigenetické
karcinogeny, které vytvari nekovalentni vazby s DNA (rlizné interkalaty), nebo s DNA

nereaguji viibec (pevné karcinogeny, kokarcinogeny)*’.
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1.3. Biotransformace xenobiotik

Odstranéni xenobiotik z organismu probiha procesem zvanym biotransformace,
ktery je katalyzovany enzymy nachéazejicimi se pievazné V jatrech, plicich, ledvinach,

sttevech, kazi ale i dalgich tkanich®.

Béhem evoluce se u jednotlivych organismi vyvinulo mnoho detoxifikacnich
mechanisml. Tyto procesy probihaji ve vSech zivych organismech a jsou dilezité pro
zachovani jedince. ProtoZe pti velmi vysoké koncentraci nebo dlouhé dob¢ plisobeni toxické
latky dochazi k ireverzibilnimu poskozeni organismu a tim i1 kjeho zaniku. U

eukaryotickych organismi se rozlisuji dvé faze eliminace xenobiotik®.

Prvni faze detoxikace xenobiotik:

Pti prvni fazi biotransformace dochdzi ke zvyseni rozpustnosti latky ve vod¢, aby
mohlo byt xenobiotikum 1épe vylou¢eno z organismu a nemohlo dojit k jeho akumulaci.
Prvni faze biotransformace (derivatiza¢ni faze) xenobiotik zahrnuje tyto chemické pochody:
oxidaci postranniho fetézce, hydroxylaci aromatt, deaminaci, tvorbu epoxidd, sulfooxidaci,
N-hydroxylaci, redukci a hydrolytické reakce. Tyto reakce molekulu xenobiotika modifikuji
tak, aby byla schopna ucastnit se II. fize detoxikace3®,

Enzymy, které se nejvice uplatiiuji v této fazi, jsou cytochromy P450, mono- a

dioxygenasy, peroxidasy, fosfatasy a jiné dalsi hydrolasy>?2.

Druh4 fize detoxikace xenobiotik:

Ukolem druhé faze biotransformace jsou konjugaéni reakce. Jedna se o skupinu
metabolickych reakci, pti kterych xenobiotikum reaguje s endogenni slouc¢eninou nebo
funkéni skupinou za vzniku konjugatu, ktery je vice rozpustny ve vodé nez ptivodni latka.
Sloucenina, ktera vstupuje do konjugacni reakce, musi ve své strukture obsahovat skupinu
vhodnou pro reakci s konjuga¢nim ¢inidlem za vzniku stabilniho produktu. Tato skupina je
bud’ v xenobiotiku pfitomna, nebo se vytvoii béhem prvni faze biotransformace. Piikladem
reakci II. faze biotransformace jsou: konjugace se sacharidy, vznik glukosidouronati,

peptidova konjugace, acetylace a konjugace s glutathionovym systémem?.

Vétsina reakcei z druhé faze biotransformace xenobiotik je katalyzovana enzymy ze

tfidy transferas, které jsou mélo specifické vii¢i endogenni sloudening®.

12



1.4. Cytochromy P450

vvvvvv

metabolismu xenobiotik. Cytochromy P450 jsou evolu¢né star$i nez jiné hemoproteiny®.
Vyskytuji se ve v§ech organismech, bakteriich, rostlinach i v zivocisich®. V lidském té&le
se vyskytuji pfedevs§im ve jatrech, v znaéné mife jsou zastoupeny i Vv plicich, ledvinach,
tenkém stieve, kizi, mozku 1 nadledvinkach. V bunikach jsou cytochromy lokalizovany
predev$im v membranach hladkého endoplasmatického retikula a nékteré i v membranach

mitochondrii®®.

Cytochromy P450 jsou soucasti systému mikrosomalnich monooxygenas se
smiSenou funkci (MFO) a jsou konkrétn& terminalni oxidasou tohoto systému®>*!!. Jsou
zodpovédné za reakce 1. faze biotransformace xenobiotik, kde katalyzuji ptevazné oxidacni,
peroxidacni, ale také redukéni reakce. Katalyzuji také preménu endogennich latek a uplatiiuji
se téz vbiosyntéze mastnych kyselin, steroidnich hormonti, vitaminu D a

prostaglanding®>12,

Nazev cytochrom P450 vychazi ztoho, Ze redukovany cytochrom v komplexu

s oxidem uhelnatym ma absorpéni maximum pfi vlnové délce 450 nm?™3.

1.4.1 Struktura cytochromu P450

Cytochrom P450 je hemthiolatovy protein, ktery ve své struktufe obsahuje
protoporfyrin IX, ktery je vazan hydrofobnimi silami a zaroven prostfednictvim thiolatové
siry sulthydrylové skupiny cysteinu pfitomné v aktivnim centru enzymu. Tato thiolatova sira
je patym ligandem iontu Zeleza hemu. Sestym ligandem je atom kysliku molekuly vody.
Toto uspofadani (obrazek 1, strana 14) umoznuje vyjimeéné chovani a odliSuje cytochromy

od ostatnich hemoprotein®>!+14,
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COOH COOH

Obrazek 1: Struktura hemu b cytochromu P450. lon zZeleza je vazany dusiky pyrolovych jader
a prostiednictvim siry je vazan k cysteinu, prevzato z Cit ®

1.4.2 Nomenklatura cytochromii P450

Cytochromy se vyskytuji v riznych formach, které jsou fazeny do genetickych rodin
a podrodin podle stupné homologie jejich primarni struktury (pofadi aminokyselin)
proteinovych molekul. Pro zjednoduseni bylo zavedeno systematické nazvoslovi
cytochrom P450, ve kterém se oznacuji zkratkou CYP. Rodiny se oznacuji arabskou ¢islici
za zkratkou CYP. Dale nasleduje velké pismeno, které oznacuje podrodinu a jednotlivé
isoformy cytochromt se znaci arabskou ¢islici za pismenem podrodiny. Napt. CYP1AL je

prvnim &lenem v podroding A, ktera patii do prvni rodiny®.

Aby cytochromy patiily do jedné rodiny, musi vykazovat alespon 40% homologii
v sekvenci aminokyselin. Aby pattily do podrodiny, musi vykazovat homologii v sekvenci

aminokyselin 60 %>

1.4.3 Inducibilita cytochromi P450

Cytochromy P450 patii v zavislosti na konkrétnich izoformach jak mezi konstitutivni
tak mezi inducibilni enzymy. To, ze je dany enzym inducibilni, znamena, ze i kdyz je
V organismu pfitomen v mizivém mnoZstvi, miZe jeho koncentrace extrémné narust
V zavislosti na pfitomnosti induktoru. Konstitutivni enzymy udrZuji svoji hladinu stale
konstantni, syntéza nezéavisi na ptitomnosti induktoru (ptikladem konstitutivniho enzymu je

CYP2AG6). K silné inducibilnim enzymiim patii vétsina izoenzymt cytochromd P450°.

Z hlediska indukce mtzeme cytochromy P450 rozdélit do Ctyi tiid, které jsou

indukovany rozdilnymi skupinami endogennich ¢i exogennich latek. Syntéza cytochromi
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zprvni tfidy je indukovana polyaromatickymi uhlovodiky, pomoci tzv. Ah receptoru.
Cytochromy druhé tfidy jsou indukovany fenobarbitalem a latkami fenobarbitalového typu.
Deoxamethason vyvolava zvySenou expresi cytochromi treti tfidy. A cytochromy ctvrté

tfidy jsou indukovany peroxisomovymi proliferatory>*°.

Indukce cytochromi P450 probiha ptes transkripéni faktory, které jsou aktivovany
prislusnymi bunécnymi receptory. Mezi receptory mohou patfit: receptor pro polycyklické
aromatické uhlovodiky (AHR), pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni receptor pro
adrostan (CAR). Po navazani ligandu na receptor, je tento komplex piesunut do jadra, kde

se vaze na transkripéni faktory a spousti transkripci pfislugného enzymu?®.

Podstatnou roli pfi variabilit¢ obsahu jednotlivych cytochromti P450 hraje kromé
jejich indukovatelnosti i geneticky polymorfismus. Geneticky polymorfismus je divodem
vrozenych zmén v DNA, které mohou vést k absenci cytochromu P450, k nemoznosti

indukce, nebo ke tvorbé formy cytochromu P450, ktery ma zménénou katalytickou aktivitu®.

Priklady inducibilnich cytochromii P450 a jejich induktory: CYP1Al a CYP1A2,
kde induktorem je koufeni, mnozstvi enzymu mutize vzrast 40x — 100x. CYP2D6, induktorem

jsou barbituraty a hladina miize vzrist vice nez 100x°. Dalsi piiklady jsou uvedené v tabulce

1 (str. 16).

1.4.4 Ukast cytochromii na metabolismu kancerogent

Cytochromy P450 se podileji jak na aktivacnich tak detoxikacnich reakcich
organismu *’. V ptipadé detoxikace dochdzi k transformaci substratli za vzniku polarngjsich
produktii, které mohou byt dale vylouéeny z téla, a tak nedochazi k jejich bioakumulaci.
Vedle toho mize dojit k tomu, Ze se prekarcinogeny mohou aktivovat a vazat na endogenni
latky, jako naptiklad nukleové kyseliny a proteiny, coz miize vést ke zmeéné jejich
fyziologické funkce. Tyto systémy mohou také poskodit buiiku tvorbou radikald, aktivnich
forem kysliku, peroxidace lipidli apod. StéZejni cytochromy pro aktivaci karcinogennich
substratii jsou predevs§im CYP 1A1, 1A2, 2E1 a 3A4>121718 Pptiklady cytochromil a jejich

substratli a induktord jsou uvedeny v tabulce 1 (str. 16).
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Tabulka 1: Lidské cytochromy P450 aktivujici karcinogenni slouceniny a priklady takovych

sloucenin, upraveno a prevzato z Cit °

P450 Substrat Induktor

1A1 Benzo-a-pyren a jiné polycyklické | Koufeni, benzo-a-pyren a 3-
aromatické uhlovodiky aj. methylcholantren aj.

1A2 Heterocyklické a aromatické aminy | Heterocyklické aminy aj.
aj.

2B6 Nikotin, aflatoxin Barbituraty, dexamethason

2E1 Benzen,  styren,  vinylbromid, | Ethanol, aceton a toulen
vinylchlorid

3A4 Aflatoxin B1, 17-estradiol aj. Rifampicin, dexamethason a

fenobarbital aj

Cytochromy P450 se krom¢ biotransformace podileji také na metabolismu dal$ich
latek, které mohou potencovat karcinogenezi. Cytochromy P450 se také podileji na pfeméné
steroidnich latek a protinddorovych léciv — napt. CYP1A1, 1A2, 3A4 a 2C. Na katalyze
téchto reakci se podili cytochromy s vétsi substratovou specifitou pro metabolismus

steroidil, do této skupiny patii pfedevS§im CYP19 a CYP21. Pfi¢emZ nejvyznamnégjsi je

CYP19, ktery je oznatovany jako aromatasa a ovliviiuje vyvoj nadorl (napt. nador prsu)°.

1.4.5 Cytochromy P450 1Al

Pro lidské cytochromy podrodiny 1A jsou znamy dvé isoformy: CYP1Al a
CYP1A2'218  Rodina CYP1 je velmi vyznamna v L. fizi biotransformace xenobiotik a to
polycyklickych aromatickych uhlovodik, heterocyklickych a aromatickych amind a amidi.
Pfeména téchto xenobiotik cytochromy P450 1A ¢asto vede k aktivaci jejich mutagennich a

karcinogennich vlastnosti®®.

Tyto dva enzymy (CYP1Al a CYP1AZ2) jsou si podobné, katalyzuji i podobné
reakce, avsak lisi se vyskytem v organismu®!?. Lidsky cytochrom P450 1Al je obsazen
nejvice v tkanich jako jsou kiize, plice, ledviny, hrtan, dale pak v placenté, plodu a embryu?.

Exprese na proteinové trovni byla nicméné prokazana i v jatrech?. CYP1A1 je nejaktivngjsi

16



enzym z hlediska pfemény prokarcinogeni, kdy pfeménuje tyto latky na vysoce reaktivni
meziprodukty. Tyto latky se mohou dale vazat na DNA a tvofit s ni adukty, coz mlze vést
k mutagenezi a tvorbé nadori?®. CYPIAI1 je indukovan polycyklickymi aromatickymi
uhlovodiky, které jsou nejvice zastoupeny v cigaretovém kouii. U kufdkl byla zjisténa

zvysena koncentrace CYP1AL v plicich®.

CYP1A2 se naopak nejvice vyskytuje v jatrech. Lidsky 1A2 muizeme najit také
v nosnim epiteli, plicich, ledvinach, mozku, prostat¢ a kizi. Hraje vyznamnou roli
v metabolismu kofeinu a 1éCiv, jako je naptiklad melatonin, lidokain, olanzapin, takrin,

teofylin, triamteren a zolmitriptan®,

1.5. Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou organické latky, které se vyskytuji
v zivotnim prostiedi. Vznikaji nedokonalym spalovanim organického materialu, naptiklad
pii spalovéani nafty, dfeva a fosilnich paliv. Nachazi se v tabdkovém koufi a také v jidle®*.

Pouzivaji se napiiklad pro syntézu detergenti a pesticidti®*,

Polycyklické aromatické uhlovodiky maji karcinogenni nebo mutagenni ucinky. Pti
jejich aktivaci mohou vznikat vice karcinogenni produkty®. Jednim z piikladi je

benzo[a]pyren.

1.5.1 Benzo[a]pyren
Benzo[a]pyren (BaP) je piikladem polycyklickych aromatickych uhlovodikd. Sklada

se z péti kondenzovanych benzenovych kruhti (obrazek 2)?°.

Obrdzek 2: Struktura benzo(a)pyrenu, prevzato a upraveno z Cit.>*

Jedna se o lidsky karcinogen, ktery podle IARC miizeme zatadit do prvni skupiny
karcinogend, tedy mezi prokazané lidské karcinogeny. Stejné jako ostatni PAH vznika pfi

nedokonalém spalovani organického materidlu a je pfitomny ve vSech slozkach Zivotniho
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prostiedi. Ve vysoké koncentraci se nachazi v cigaretovém koufi, vzhledem k tomu se jedna

0 nejvyznamnéjsi karcinogen pii vzniku rakoviny plic u kuiak?®,

BaP u ¢loveka vyvolava rakovinu plic, klize, jater a tlustého stfeva. U laboratornich
zvifat je spojovan s rakovinou plic a zaludku?®?’. BaP je preméfhovan mikrosomalni
epoxidhydrolasou a cytochromy P450 za vzniku karcinogennich metabolitt, které s DNA
vytvaii adukty. BaP je odpovédny za zvySeni exprese cytochromi P450 1A1 vazbou na Ah

receptor?®?’,

1.5.1.1 Metabolismus benzo[a]pyrenu

Benzo[a]pyren je prokarcinogen, ktery je aktivovan na karcinogen. Pfeména BaP je
zavisla na biotransformaci, kterd vede k tvorbé hydroxylovanych meziproduktl, epoxidd,
chinonti a dihydrodiola?®. BaP je metabolizovan ve dvou drahach. V prvni draze je BaP
pfeménovan pomoci cytochromtl P450 a v druhé draze pomoci aldo-ketoreduktas, které

katalyzuji pfeménu dihydrodiolu na chinon. Hlavni draha je popsana na obrazku 3 (str. 19).

Jak jiz bylo feceno vySe, na metabolismu BaP se podili ptevazné cytochromy P450
1Al a mikrosomalni epoxidhydrolasy. BaP je nejdiive oxidovan CYP1A1 na epoxid (BaP-
7,8-epoxid), ktery je dale preménovan mikrosomalni epoxidhydrolasou na BaP-7,8-
dihydrodiol. Poté dochazi k dalsi reakci s CYP1ALI, ktera vede ke vzniku reaktivniho BaP-
7,8-dihydrodiol-9,10-epoxidu (BPDE), ktery vytvati s DNA adukty. Epoxidy reaguji
piedev§im s purinovymi bazemi v DNA (deoxyguanosinem a deoxyadenosinem). 10-
(deoxyguanosin-N2-yl)-7,8,9-trihydroxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyren (dG-N2-BPDE)
vznika pti reakci epoxidu s DNA. Mimo to mize byt BaP oxidovan na BaP-9,10-epoxid a
dale na 9-hydroxy-BaP-4,5-epoxid, ktery také reaguje s DNA (obrazek 3, str. 19), za tvorby

kovalentnich aduktt?®.

18



(+)-BaP-9,10-epoxide

+DNA
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9-Hydroxy-(+)-BaP- (-)-anti-BaP-7,8-dihydrodiol-
4. 5-epaxide 9,10-epoxide

Obrdzek 3: Metabolickd aktivace BaP, pievzato a upraveno z Cit?®.

1.6. Azobarviva

Azobarviva patfi mezi syntetickd organicka barviva. Tato barviva maji vysoké
vyuziti v textilnim, papirenském a potravinarském primyslu a v chemickych laboratofich.
Tyto latky jsou Spatné¢ odbourdvany za aerobnich podminek, a proto mohou zneciStovat
zivotni prostiedi?®. Nékteré ztchto latek mohou vykazovat karcinogenni a alergenni

¢inky®. Jednim z ptikladt takovych latek je Sudan 1.

1.6.1 Sudan |

Sudan | (1-(fenylazo)-2-hydroxynaftol) patii mezi azobarviva pravé diky vazbé

N=N, ktera je typicka pro tyto slouceniny®!. Strukturu Sudanu I mtizeme vidét na obrazku 4

(str. 20).
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Obrazek 4: Struktura Sudanu 1, prevzato a upraveno z Cit®

Sudan | se v ptirod¢ se prirozené nevyskytuje a dodnes se pouziva k barveni riznych
materidlt (napiiklad uhlovodikova rozpoustédla, oleje, tuky, vosky, plasty, tiskaiské barvy,
boty, podlahova lestidla a benzin)®. Diive byl Sudan I pouZivanyi jako oranzové
potravinaiské barvivo, coz bylo pozdé€ji vyhodnoceno jako nebezpecné z divodu jeho
karcinogenity. Sudan I je prokdzanym karcinogenem u potkand, mysi a kralikt. U lidi se
jedna o potencialni karcinogen. Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) zafadila
Sudan I do 3. kategorie karcinogenti®. Vyzkumy prokézaly, Ze se jedna o silny alergen, ktery

pii kontaktu s kiizi vyvolava pigmentaci®C.

I ptes zdkaz pouzivani této latky v potravinatském priamyslu byla v n¢kolika zemich
Evropské Unie v roce 2003 zjisténa ptitomnost Sudanu I v potravinach obsahujici chilli, kari

a kurkumu?®%3,

Sudan I ma mutagenni G€inek na bakterialni a sav¢i buiiky. Genotoxicky ucinek byl
prokazan po metabolické aktivaci jaternimi cytochromy P450 a peroxidasami in vitro a u

laboratornich potkanti, mysi a kraliki v jatrech a mo¢ovém méchyi in vivo®.

1.6.1.1 Metabolismus Sudanu |

Metabolismus Sudanu I (obrazek 5, str. 21) je charakterizovan pro potkany a kraliky,
u kterych probiha piedevs§im v jatrech pomoci oxida¢nich a redukénich reakci. Vyzkumem
byly zjiStény hlavni produkty oxida¢ni ptemény Sudanu I, vedouci k tvorbé
hydroxylovanych metabolitd. V poloze 4° benzenového kruhu vznika 1-[(4°-
hydroxyfenyl)azo]-2-naftol a v poloze 6 naftalenové ¢asti vznika 1-(fenylazo)naftalen-2,6-
diol. Tyto produkty byly nalezeny v moci a Zluci a povazuji se za detoxikac¢ni metabolity

vzniklé C-hydroxylaci. Jako detoxikaéni jsou oznadeny diky jejich snadnému vylouceni®®34,
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Dalsi produkty C-hydroxylace jsou 1-(3,4°-dihydroxyfenylazo)-2-naftol (3,4°-diOH-
Sudan 1) a 1-(4°-fenylazo)-naftalen-2,6-diol (4°,6-diOH-Sudan I). Produktem oxida¢niho
Sté€peni je benzendiazoniovy ion, vznikajici enzymatickym $tépenim azoskupiny Sudanu I,
ktery tvofi adukty s DNA. Jako jeden z hlavnich adukti metabolismu Sudanu I byl

identifikovan 8-(fenylazo)guaninovy adukt uvedeny na obrazku 53,

Vyzkum Sudanu I prokazal jeho vliv na indukci cytochromti P450 1A a jejich aktivitu

V jatrech mysi a potkant, kde ptisobi nejspis jako ligand AhR receptoru®.

H—O
e
DMA, RNA ) Peroxidase " CYP1A1 o
and protein = — T — oA —
adducts R Hex
[ CYP1A1 - Sudan | h\ D—H.N +
W -
Peroxidase '\ tcw;ﬂ,-f" CYP1A1 6
iy e (CYP3A) Benzendiazonium  Naphthalene-1,2-diol
H—0 on |
" H=0, W
m o \ Y
" A\ o
W
‘\'\ [
6-OH-Sudan| 4-OH-Sudan | + DNA 1\
-~ “
cYp cYp / CYP “\.::._\ 1,2-Naphthoguinone
Y < o \y
H—0 HG, o - N
Hn_< >_ ,,0@,“ e ?—uﬁ“_@
" IEN , unknown
A adducts
aH 8-Phenylazoguanine
4',6-diOH-5udan | 3" 4'-diOH-5udan | in DMNA

Obrdzek 5: Schéma metabolismu Sudanu I, prevzato z cit3,
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2.Cil prace

Bakalafska prace byla soucasti projektu Laboratofe molekularni karcinogenese a
vyvoje léCiv, zabyvajiciho se vlivem zvySené exprese vybranych biotransformac¢nich
enzymu na genotoxicitu benzo[a]pyrenu in vivo. V ramci projektu bylo potieba porovnat
zmény v expresi biotransformacnich enzymu v organech laboratorniho potkana vyvolané
samostatnym nebo spole¢nym pasobenim Sudanu I, jako vyznamného induktoru CYP1AI,

a BaP.

Ukolem této bakalaiské prace je studium vlivu uvedenych latek (BaP a Sudan I)
podavanych laboratornim potkaniim samostatné nebo kombinované na proteinovou expresi
a aktivitu CYP1Al a porovnani indukéniho potencidlu jednotlivych premedikaci

s kontrolnimi vzorky z potkanli bez premedikace.
Hlavni cile bakalarské prace:

1. lzolovat mikrosomy z jater, ledvin a plic laboratornich potkanti kontrolnich a
potkant premedikovanych BaP, Sudanem I a jejich kombinacemi.

2. Pomoci imunodetekce porovnat mnozstvi CYP1Al ptfitomné v izolovanych
organech potkanti nepremedikovanych a premedikovanych BaP, Sudanem | a jejich
kombinacemi

3. Stanovit specifickou aktivitu CYP1ALl v mikrosomalnich frakcich ziskanych ze

vSech premedikac¢nich skupin laboratornich potkanti
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3. Materialy a metody

3.1.

3.2.

Pouzité materialy a chemikalie

Pouzité chemikalie a rozpoustédla pochazeji z téchto zdroju:

BIO-RAD, USA: Marker Precision Plus Protein Western C

Gentest BD Bioscience, USA: potkani rekombinantni cytochrom P450 1A1 v

Supersomech™

GmbG, Némecko: NADPH,

Lachema/Lach-Ner, CR: KCI, HCI, Na;S;04, glycin, PONCEAU &ervei,
MgCl2.6H-0, Sudan I, glycerol, KH2POg, kyselina octova, ethylacetat, methanol,
persiran amonny, MgCl2:6H.0, bromfenolova mod#, KH2POa, Na2P20O7:10H,0

Linde, CR: kapalny dusik

Penta, CR: ethanol, NaCl, Na;HPO4

P-lab, CR: Triton

Serva, USA: akrylamid, bisakrylamid, dodecylsiran sodny (SDS), N,N,N‘ N*-
tetraethylendiamin (TEMED), Coomassie Brilliant Blue R 250, Triton X-100,

hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, USA: APS, NBT, BCIP, kozi protilatka proti cytochromu 1A1,
krali¢i protilatka proti GAPDH, kuteci protilatka proti kozimu IgG znacena
alkalickou fosfatazou, a kozi protilatka proti krali¢imu IgG znacena alkalickou

fosfatasou, resorufin, 7-ethoxyresorufin,

THERMO Scientific, USA: Microplate BCA Protein Assay Kit

Pouzité pristroje

Analytické vahy
40 SM-200 A Pesa, Svycarsko
Automatické pipety Eppendorf, Némecko
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Nichipet EX

Centrifugy

K-23, vykyvny rotor

K-24, uhlovy rotor

Ultracentrifuga LE-80 K, thlovy rotor, Ti 45 a Ti 70
Centrifuga EBA 270 Hettich, vykyvny rotor
Spectrafuge™, Mini centrifuga

Cisti¢ka destilované vody:

Simplicity 185

Homogenizatory

Dle Pottera a Elvehjema

Inkubétory

Thermomixer Compact

IR 1500

Mini Dry Bath Incubator

Luminiscencni spektrofotometr

LS55

Magnetické michacky

KMO 2 Basic

pH metr

ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou
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America, Japonsko

Janetzki, Némecko
Janetzki, Némecko
Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko

Labnet, Japonsko

Milipore, USA

Eppendorf , Némecko

Flow Laboratories,

Neémecko

MIULAB, Cina

Perkin Elmer USA

IKA, Némecko

HANNA instruments,
USA



Predvazky:

KERN EW 600-2M

Pfistroj pro pfenos proteind na membranu

PVDF membrina

Sonikator:
ELMAsonic E30 H

Spektrofotometry:

Sunrise Absorbance Reader
Specord 250 PLUS

Systém HPLC:

Pumpa: Dionex pump P580

ASI-100 Automated Sample Injector

UV/VIS Detector UVD 170S/340S

Degasys DG-1210 Dionex

Termobox pro kolonu: COLUMN OVEN LCO 101
Piedkolona: Nucleosil 100-5 C18

Kolona: Nucleosil 100-5 C18 - 250/4

Program: Chromeleon™ 6.11 build 490

Ttepacky:

Yellow Line os basic

Vakuové odparka:

CentriVap Benchtom vakuum concentrator
Vodni lazei:

TWS8 Water Bath
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Kern & Sohn GmbH,

Némecko
Biometra, Némecko
BIO RAD, USA

P-Lab, Ceska republika

TECAN, SV}’/carsko

Analytik Jena AG,

Macherey-Nagel

IKA, Némecko

LABCONCO, USA

JULABO Labortechnik
GmbH, Némecko



Vortex:

Vortex 3 genius IKA, Némecko
MS1 minishaker IKA, Némecko
VX-200 Lab Vortexer LABNET, USA
Zdroje napéti:

PowerPac™ Basic Power Supply BIO RAD, USA

Amersham Pharmacia
Biotech, USA

Electrophoresis Power Supply-EPS 301

3.3. Pouzité metody

3.3.1 Premedikace experimentalnich zvirat

Potkani kmene Wistar byli vystaveni ucinku azobarviva Sudanu I, které bylo
podavano intraperitonealné, benzo[a]pyrenu podavanému Zalude¢ni sondou, a jejich
kombinacim dle tabulky 2. Ob¢ latky byly rozpustény v potravinaiském slune¢nicovém oleji.

V kazdé premedikacni skuping byli tfi laboratorni potkani.
Tabulka 2: Schéma aplikace latek laboratornim potkaniim

Dévka: Sudan I - 50 mg/kg vahy potkana; Benzo[a]pyren — 150 mg/kg vahy potkana

Skupina Premedikace 1. den 2. den
S Sud | Olej Sud |
B BaP Olej BaP
SB Sud | + BaP Sud | BaP
BS BaP + Sud | BaP Sud |
K Kontrola Olej Olej

Tteti den byla zvifata usmrcena a byly z nich odebrany organy, které byly ihned

zamrazeny Vv tekutém dusiku a uchovany pii teploté -80°C.
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Experimenty byly realizovany v souladu se Zakonem na ochranu zvifat proti tyrani
(€. 409/2008 Sb.) a vyhlaSkou O chovu a vyuziti pokusnych zvitat ¢. 419/2012 Sb. v prostoru
Centra pro experimentalni biomodely 1. LF UK (U Nemocnice 478/5, Praha 2).

Tato experimentalni ¢ast, premedikace potkani, nebyla provadéna v rdmci této

bakalaiské prace. Pracovalo se tedy s jiz odebranymi organy (plicemi, jatry a ledvinami).

3.3.2 1zolace mikrosomu

Izolace mikrosomu byla prvnim krokem bakalarské prace. VSe se provadélo v

chlazené mistnosti.

Izolace byla uskute¢néna ze spojenych jater, ledvin nebo plic potkant jednotlivych
premedikac¢nich skupin. Nejdiive byli zmrazené organy najemno nastiihany do pufru P1
(150 mmol/l KCI, 50 mmol/l Tris, pH 7,4). Timto pufrem byla nastiihana tkan nékolikrat
promyta a prefiltrovana pfes gazu. Nasledné¢ byla homogenizovana V tésném
homogenizatoru s teflonovym pistem na motorovy pohon s objemem roztoku P1
odpovidajicimu ¢Etyfndsobné hmotnosti izolovaného orgdnu. Homogenat byl nésledné
odstiedén 10 minut pii 600 g (centrifuga Janetzki K-23 s vykyvnym rotorem 4x 70 ml, 3000
RPM). Supernatant byl uchovan na ledu a sediment byl rehomogenizovan v % ptivodniho
objemu roztoku P1. Vznikly homogenat byl opét zpracovan za stejnych podminek, jak je

uvedeno vyse.

Spojené supernatanty byly odstiedény 20 minut pii 15000 g (centrifuga Janetzki K-
24, uhlovy rotor 6x 35 ml, 13 000 RPM). Vzniklé supernatanty byly nasledné pielity pies

sediment bez kontaminace lehce usazenou vrstvou mitochondrii.

Ze ziskaného supernatantu byla pfipravena cytosolarni frakce centrifugaci 65 minut
pti 100000 g (Centrifuga Beckman, thlovy rotor 45 Ti 6x 70 ml, 45000 RPM). Vznikla
cytosolarni frakce byla slita a peleta byla seSkrabnuta Spachtli, homogenizovana a
resuspendovana s roztokem pufru P2 (100 mmol/l Na:P.07.10 H20O, pH 7,2), jehoz objem

odpovidal dvojnasobku hmotnosti tkané.

Homogenni suspenze byla opét odstfedéna 65 minut pti 100000 g (centrifuga
Beckman, 70 Ti 8x 28 ml, 60000 RPM). Po odstranéni supernatantu byla vznikla
mikrosomalni frakce seSkrabnuta a homogenizovana v roztoku P3 (150 mmol/l KCI, 50

mmol/l Tris, 20% glycerol, pH 7,4) s objemem odpovidajicim % hmotnosti tkan¢. Nasledné
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byla mikrosomdlni frakce rozpipetovana na alikvoty, zmrazena v tekutém dusiku a

uskladnéna v hlubokomrazicim boxu (-80°C).

3.3.3 Stanoveni mnoZstvi proteini

Koncentrace proteinii v izolovanych mikrosomalnich frakcich byla stanovena

pomoci metody vyuzivajici bicinchoninovou kyselinu (BCA)%¢.

Tato metoda vyuZziva schopnosti proteinii redukovat ionty Cu?* na Cu*, ktera je
zvyraznéna reakci s Kyselinou bicinchoninovou v alkalickém prostfedi za vzniku fialového
komplexu, ktery je spektrofotometricky méfen pii 562 nm. Naméfena absorbance je pak

pfimo timérna koncentraci proteind.

Nejdiive byly vzorky mikrosomalnich frakci vhodné natedény vodou a nasledné
zpracovany podle navodu komeréniho setu Microplate BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific, USA).

Do mikrotitra¢ni desti¢ky byly pipetovany vzorky v ,.tripletech” (vhodné natedéné
mikrosomy) a ,,dubletech® (standardy). Do mikrotitra¢ni desticky byl pipetovan slepy
vzorek (destilovana voda), standardy (BSA) o koncentracich 2, 1,5, 1, 0,75, 0,5, 0,25, 0,125
mg/ml a fedéné vzorky mikrosomt 0 objemu 5 pl. Nasledné bylo ptidano 195 ul ¢inidla,
které bylo ptfipraveno neprodlené pted pouzitim. Tento roztok obsahoval 50 dilt ¢inidla A
(2% NaCOs3-H20, 0,95% NaHCO3, 0,4% NaOH, 0,16% vinan sodno-draselny), a 1 dil
¢inidla B (4% CuS04'5H20). Dale byly vzorecky zamichany na tfepacce po dobu 1 minuty
a poté byly inkubovany 30 minut pfi teploté 37 °C. Po inkubaci se desti¢ka nechala 5 minut
odstat pii pokojové teploté a nasledné byly prométeny absorbance pii vinové délce 562 nm

na pfistroji Tecan Sunrise.

Z kalibra¢ni  kfivky  standardd  byly vypocitany koncentrace proteint

v mikrosomalnich frakcich jater, plic a ledvin.

3.3.4 Stanoveni mnozstvi cytochromu P450

Koncentrace cytochromu P450 v mikrosomalnich preparatech byla stanovena
pomoci absorpce komplexu cytochromu P450 v redukovaném stavu s CO pii vinové délce
450 nm*’. Mikrosomélni frakce byla vhodné& nafedéna pufrem (0,1 mol/l KH2PO4 /K;HPQ4,
20 % glycerol, pH 7,4) na celkovy objem 2 ml. Nasledné byl pfidan Na2S204 (na Spicku

Spachtle), aby doslo k redukci. Po péti minutach stani pti laboratorni teploté byl vzorek
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rozdélen do dvou maskovanych semimikrokyvet o optické drdze 1 cm a byla zméfena
zakladni linie pomoci spektrofotometru Specord 250 plus. Obsah vzorkové kyvety byl 2
minuty probublavan oxidem uhelnatym a nasledné bylo prométeno spektrum v rozsahu 400-

490 nm. Ze ziskanych spekter byla vypocitana koncentrace cytochromu P450:

Ay — A
Coyp = W * TFedéni [c] = uM

Ccyp: moléarni koncentrace cytochromu P450
Ayso — Asgp - absorbance cytochromu P450
[: opticka draha kyvety [cm]
&: molarni extinkéni koeficient [0,091 (umol/l)t.cm™]
3.3.5 SDS-PAGE elektroforéza
Pouzité roztoky:

4x koncentrovany vzorkovy pufr — 0,063 mol/l Tris/HCI, 2 % SDS (w/v), 10 %
glycerol, 0,003 % bromfenolova modt, 5 % 2-merkaptoethanol (pH 6,8)

Elektrodovy pufr — 0,192 mol/l glycin, 0,025 mol/l Tris, 0,1 % SDS (pH 8,3)

Barvici lazen — 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250 - CBBR (w/v), 46 % ethanol,

9,2 % kyselina octova
Odbarvovaci lazei — 10 % kyselina octova a 25 % ethanol

Spodni separaéni gel (10%) — 4 ml destilovana voda, 3,3 ml 30% akrylamid (29 %
akrylamid + 1 % bisakrylamid), 2,5 ml 1,5M Tris (pH 8,8), 100 ul 10 % SDS, 4 ul
TEMED, 100 ul 10 % APS

Vrchni zaostiovaci gel (4%) — 2,2 ml destilovana voda, 400 pl 30 % akrylamid
(29 % akrylamid, 1 % bisakrylamid), 380 ul 1,5M Tris (pH 6,8), 30 ul 10 % SDS, 3
ul TEMED, 30 ul 10 % APS

Skla a hiebeny pro elektroforézu byly umyty ethanolem. Byl pfipraven spodni
separacni gel, ktery byl pfevrstven destilovanou vodu a ponechan 30 minut stat pro ztuhnuti.
Po ztuhnuti gelu byla voda odsata filtranim papirem a byl ptipraven vrchni zaostfovaci gel,

na ktery byl aplikovan hieben pro vytvoreni jamek, a byl ponechan stat 30 minut pro
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ztuhnuti. Dale byly ptipraveny vzorky (mikrosomy + vzorkovy pufr + destilovana voda).
Vzorky byly promichany a povafeny (100 °C, 6 minut). Po ztuhnuti gelu byl hicben
odstranén a vzorky byly pomoci mikrostfikacky Hamilton s tupou jehlou aplikovany po 20

ul do jamek. Mnozstvi proteinti aplikovanych na jamku bylo 75 pg.

Do ptipravené elektroforetické aparatury byly umistén elektrodovy pufr a gely.
Elektroforéza probihala pii napéti 200 V po dobu 70 minut, dokud ¢elo nedoslo na spodek
gelu. Nasledné byl jeden gel po dobu 45 minut barven V barvici lazni a druhy se pouzil pro

pieblotovani.

Po barveni byl gel umistén do odbarvovaci 1azné, kde byl ponechan pies noc.
Nakonec byly gely umistény do destilované vody.
3.3.6 Metoda pienosu proteinu ,,Westernblotting“ a imunodetekce
CYP1Al

Pouzité roztoky

Pufr PBS-Triton X100 — 0,134 mol/l NaCl, 1 mmol/l NaHPO4, 1,8 mmol/l
NazHPO4, 10 % Triton (pH 7,2)

Pi‘enosovy pufr — 0,192 mol/l glycin, 0,025 mol/l Tris (pH 8,3)
Roztok PONCEAU - 0,5 % PONCEAU ¢erven v 1% kyseliné octové
Blokovaci roztok — 5 % suSené odtu¢néné mléko + PBS Triton X100

Vyvyjeci pufr ALP — 100 mmol/l Tris/HCI, 150 mmo/l NaCl, 1 mmol/l MgCl2:6H.0O
(PH 9)

Po ukonceni elektroforézy byl gel inkubovan 30 minut v pfenosovém pufru.

Byla nastiihana PVDF membrana odpovidajici velikosti gelu, ktera byla smac¢ena po
dobu 30 sekund v methanolu, 1 minutu v destilované vodé a nasledné 5 minut v pfenosovém
pufru. V pienosovém pufru byly také smaceny piedem nastiithané chromatografické papiry
(Whatman). Do blotovaciho zafizeni byly umistény tfi chromatografické papiry, na né
membrana, poté gel a nakonec tfi chromatografické papiry. Nejdiive se blotovaci zafizeni
zapojilo na dobu 10 minut na 0,8 mA/ 1 cm?gelu a poté na dobu 45 minut na 3,5 mA/ 1 cm?

gelu.
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Po blotovani byla membrana pro kontrolu pfenosu proteinti ponechana po dobu 20
sekund v roztoku PONCEAU. Nasledn¢ byla membrana promyta destilovanou vodou a byla
smacena po dobu 1 hodiny Vv blokovacim roztoku. Po blokovani byla membréna rozstfihnuta
podle standardu molekulovych hmotnosti (Marker Precision Plus Protein Western C) nad
hodnotou 37kDa, aby jedna ¢ast membrany obsahovala CYP1AI1, ktery ma molarni
hmotnost ptiblizn¢ 59 000 Da a druha glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu (GAPDH) o
molekulové hmotnosti 35 600 Da. Imunodetekce GAPDH, proteinu s konstitutivni expresi,
byla pouzita jako kontrola, zda bylo aplikovano stejné mnozstvi mikrosomalnich proteint
do vsech jamek. Dale byla membrana inkubovana v primarni protilatce - kozi protilatka
proti cytochromu 1A1 (fedéni 1:2500) a krali¢i protilatka proti GAPDH (fedéni 1:5000).

Membrany byly ponechdny v roztoku primarni protilatky v chlazené mistnosti ptes noc.

Druhy den byly membrany promyty 4x 5 minut v blokovacim roztoku. Poté byly
inkubovany po dobu 1 hodiny v sekundarni protilatce. Byla pouzita kufeci protilatka proti
kozimu IgG znacena alkalickou fosfatasou (fedéni 1:5000) pro CYP1Al a kozi protilatka
proti krali¢cimu IgG (fedéni 1:20000) pro GAPDH. Nasledné byla membrana promyta 2x 5
minut v blokovacim roztoku, 2x 5 minut v pufru PBS-Triton X100 a 5 minut v destilované

vodé.

Na zavér byla membrana vlozena do vyvijeciho roztoku (5 ml pufr ALP, 33 ul NBT,
16,5 ul BCIP) a ponechana inkubovat dokud se na membrané¢ neobjevily prouzky
detekovanych proteinti. Reakce byla zastavena vlozenim membrany do destilované vody.

Intenzita prouzkl byla vyhodnocena programem Imagel.

3.3.7 Oxidace Sudanu | — stanoveni aktivity CYP1A1

Ke stanoveni specifické aktivity CYP1A1 byla pouzita metoda oxidace Sudanu I jako
,markerového* substratu tohoto enzymu®®. Byly pouzity jaterni mikrosomy
z premedikovanych potkand. Inkubaéni smési o celkovém objemu 500 pl byly piipraveny

ve dvou paralelnich vzorcich ve sklenénych zkumavkach.
SloZeni inkubacénich smési bylo nasledujici:

e 50mM fosfatovy pufr (pH 7,4)
e 1 mmol/l NADPH (zéasobni roztok 10mM)
e 0,1 mmol/l Sudan I (zasobni roztok 5mM v methanolu)

e Jaterni mikrosomy 0 koncentraci proteinii 0,5 mg/ml
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Reakce byla zahajena pfidanim 50 pl 1mM roztoku NADPH do kazdé smési a
inkubace probihala 30 minut pii teplot¢ 37 °C za tfepani. Kontrolni inkubacni smeés

neobsahovala NADPH, obsahovala pouze fosfatovy pufr, Sudan | a mikrosomy.

Probihajici reakce byla zastavena pfidanim 1 ml ethylacetatu a intenzivnim
protfepanim. Poté byla smés odstfedéna 5 minut pii 3000 RPM. Vrchni organicka ¢ast byla
odebrana kapatkem a zbytek vzorku byl znovu extrahovan do 900 pl ethylacetatu. Néasledné
byly vzorky odpafeny ve vakuové odparce. Vzorky byly pied analyzou HPLC rozpustény

V 30 ul methanolu a sto¢eny na mikrocentrifuze.

Metabolity byly separovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)
s UV/VIS detekei. Nastiik na kolonu (Nucleosil 100-5 C18 - 250/4, Macherey-Nagel) ¢inil
20 pl. SloZeni mobilni faze bylo 0,1M NH4sHCO3 (pH 8,5) a methanol v pomé&ru 1:9. Mobilni
faze byla pted pouzitim sonikovéana. Rychlost priitoku mobilni fdze kolonou byla nastavena

na 0,7 ml/min. Detekce metabolitli probihala pti vinové délce 480 nm.

Mnozstvi C-hydroxylovanych produkti bylo zchromatogramt vyhodnoceno

pomoci kalibra¢ni kiivky jednotlivych metaboliti Sudanu 1.

3.3.8 O-deethylace 7-ethoxyresorufinu — stanoveni aktivity CYP1A
O-deethylace 7-ethoxyresorufinu (EROD) aktivita byla pouzita jako ,,markerova‘
reakce pro sledovani aktivity enzyml podrodiny CYPIA (CYP1Al a CYP1A2). Tyto
enzymy jsou hlavnimi enzymy, které katalyzuji deethylaci 7-ethoxyresorufinu na jeho
fluorescenéni produkt resorufin®. Struktura resorufinu a 7-ethoxyresorufinu je znazornéna
na obrazku 6. Ke stanoveni O-deethylacni aktivity byly pouzity jaterni mikrosomy

z premedikovanych potkant.

7-ethoxyresorufin Resorufin

Obrazek 6: Struktura ethoxyresorufinu a resorufinu, prevzato z cit®®*
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Slozeni inkubaéni smési bylo nésledujici:

e 100 mmol/l fosfatovy pufr (pH 7,4)
e 2 mmol/l 7-ethoxyresorufin (zasobni roztok 0,2mM v methanolu)
e 0,5 mmol/l NADPH (zasobni roztok 5SmM)

e  Vhodné nafedéné mikrosomy o ruznych koncentracich, viz nize

Mikrosomy byly nafedény pufrem tak, aby enzymova reakce probihala kinetikou 0.
fadu a narist fluorescence zplisobeny tvorbou produktu byl v ¢ase linearni. Koncentrace
proteintt kontrolnich mikrosomti cCinila 0,5 mg/ml. Mikrosomalni frakce z potkant
premedikovanych BaP musela byt kvili vysoké fluorescenci produktu fedéna na koncentraci
0,0025 mg/ml u premedikaci Sudl, Sudl+BaP a BaP+Sudl na koncentraci ptiblizné 0,0017
mg/ml. Ze vzorkového pufru, vhodné nafedénych mikrosomi a 7-ethoxyresorufinu byla
nejprve pripravena preinkubaéni smés pro tii paralelni méfeni na kazdy vzorek
mikrosomalni frakce. Smés byla po zamichani ponechdna 10 minut inkubovat pii 37°C a
poté rozpipetovana po 180 ul do tii jamek mikrotitra¢ni desticky. Ke kazdému vzorku bylo
pfidano 20 pul  0,5mM NADPH. Ihned byla méfena fotoluminiscence reosrufinu
(Luminiscence Spectrometr Pelkin Elmer LS-55) po dobu 10 minut v jednominutovych
intervalech pii excita¢ni a emisni vinové délce 530 nm a 585 nm. Mnozstvi resorufinu bylo
odecteno z kalibracni kiivky namétené pro kalibracni roztoky resorufinu (0, 2, 4, 8, 16, 24,
32, 40, 60, 80, 100, 120, 160 pmol/jamka) pfipravené z 10uM zasobniho roztkou resorufinu

vV methanolu fedénim vzorkovym pufrem.
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4.Vysledky

4.1. Charakterizace izolovanych mikrosomiu

Mikrosomalni frakce ziskané izolaci z jater, plic a ledvin laboratornich potkant
kontrolnich a premedikovanych benzo[a]pyrenem, Sudanem I a jejich kombinacemi byly
charakterizovany z hlediska koncentraci proteini a obsahu cytochromu P450 (tabulka 3,
strana 35). Dulezitou charakteristikou ziskanych mikrosomalnich frakci je specificky obsah
cytochromii v mikrosomalni frakci. Pro jeho vypocet bylo potieba urcit koncentraci
cytochromi (méfeni absorpénich spekter redukovaného CYP s CO, viz kapitola 3.3.4 str.
28) a koncentraci proteinti (metodou BCA, viz kapitola 3.3.3 str. 28).
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Tabulka 3: Koncentrace proteinit, koncentrace CYP a specificky obsah CYP
V Mikrosomalnich frakcich z jater, plic a ledvin potkanii kontrolnich a premedikovanych

benzo[a] pyrenem, Sudanem | a jejich kombinacemi

Premedikace | Cprot. Ccvp Specificky obsah CYP
[mg/ml] | [umol/1] [nmolcyr/mgprot ]
Kontrola 11,8 8,44 0,72
BaP 8,40 23,30 2,77
£ | Sud 19,2 27,21 1,42
=
Sudl+ BaP 13,1 12,84 0,98
BaP+Sudl 20,9 40,00 1,91
Kontrola 7,30
BaP 6,90
S | Sud 7,20
~
Sudl+ BaP 4,80
BaP+Sudl 6,10
Kontrola 4,40 0,44 0,10
BaP 8,20 2,53 0,31
=
'S | Sudl 4,10 0,84 0,20
3
— | Sudl+ BaP 0,81 0,22 0,27
BaP+Sudl 4,00 0,59 0,15

Cprot. ... Koncentrace proteinti v mikrosomalni frakei, ccyp ... koncentrace aktivni

formy cytochromu P450.

Pii stanoveni koncentrace CYP bylo U jaternich vzorkii pozorovdno maximum
absorbance pii vinové délce 450 nm, coz odpovida detekci aktivni formy cytochromu P450.
U ledvinnych vzorkt byla ov§em maximalni absorbance namétena pii vinové délce 420 nm,

coz mohlo byt zplsobeno tim, ze velkd c¢éast obsazenych cytochromii P450 byla
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pravdépodobné v neaktivni formé (tzv. cytochrom P420), ktera vznika strukturni zménou
enzymu. Tato zmeéna se projevi pravé posunem absorpéniho maxima komplexu
redukovaného CYP s oxidem uhelnatym zhodnoty 450 nm na 420 nm*'. V plicnich
mikrosomalnich vzorcich se nepodafilo obsah cytochromt P450 urcit, nebot' nebyly

neméfeny zadné rozdily ve spektrech mikrosomalnich vzork pted a po probubldvani CO.

Z porovnani specifického obsahu CYP v mikrosomalni frakci jater a ledvin je patrné,
7e mnozstvi cytochromu v jaterni frakci je nékolikanasobné vyssi. Z tabulky 3 (str. 35),
muzeme vycist, Ze nejvyssi hodnota specifického obsahu byla zjisténa u mikrosomalnich
frakci jater premedikovanych samotnym bezno[a]pyrenem, kdy nartist oproti kontrole byl az
¢tyfnasobny. U kombinovanych premedikaci je specificky obsah CYP az 3x vétsi v jaternich
mikrosomech potkand, kterym byl benzo[a]pyren podavan pied Sudanem I. U druhé

kombinované premedikace byl nartst oproti kontrole pouze 1,5x vétsi.

Ze stanoveni specifického obsahu CYP vyplyva, Ze dostatek cytochromu P450 se
v aktivni form¢ vyskytoval pouze v jaternich mikrosomech. Proto v nich mohla byt dale
krom¢ exprese studovana i aktivita CYP1Al. Vzhledem k nizkému obsahu aktivniho
cytochromu P450 v ledvinach a jeho nedetekovatelnému obsahu v plicich byla ke zjisténi
zmény exprese CYP1Al pouzita v ledvinnych a plicnich vzorcich pouze metoda

Westernblot s naslednou imunodetekci.

4.2. Imunodetekce CYP 1A1

Nejprve byly proteiny z  mikrosomalnich frakci rozdéleny v SDS-
polyakrylamidovém gelu podle molekulovych hmotnosti. Po pfenosu proteinii na PVDF
membranu metodou Western blot bylo naslednou imunodetekci polyklonalni protilatkou
proti CYP1Al zjisténo relativni zastoupeni CYP1A1l v jatrech, ledvinach a plicich

jednotlivych premedikacénich skupin potkant.

Jako kontrola stejné nanasky proteint z kazdého mikrosomalniho vzorku do jamek
gelu pii SDS-PAGE byla pouzita glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPDH), ktera je
v bunkach produkovana konstitutivné. Na obrazcich 8, 9 a 10 (str. 37) jsou zobrazeny

vyvolané membrany pro jednotlivé mikrosomalni frakce izolované z jater, plic a ledvin.
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CYP1A1 $

CTRL 3 sudl Sudl+BaP BaP +Sudl

GA"D"=> T — — —

Obrdazek 7: Imunodetekce CYP1ALl v mikrosomalnich frakcich jater potkanii kontrolnich
(CTRL) a premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), Sudanem 1 (Sudl) a jejich
kombinacemi (BaP+Sudl, Sudl+BaP), 141 odpovida standardu potkaniho rekombinantniho
CYP1A1 v Supersomech™

Obrazek 8: Imunodetekce CYP1AL v mikrosomdalnich frakcich ledvin potkanii kontrolnich
(CTRL) premedikovanych benzo[a] pyrenem (BaP), Sudanem I (Sudl) a jejich kombinacemi
(BaP+Sudl, Sudl+BaP), 141 odpovidai standardu potkaniho rekombinantniho CYPIAI v
Supersomech™

CYP1A1 => g

F 1A1 CTRL BaP Sudl Sudi+BaP  BaP+Sudl

GAPDH=> . — - R - —

Obrdazek 9: Imunodetekce CYPL1AL v mikrosomdlnich frakcich plic potkanit kontrolnich
(CTRL) premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), Sudanem I (Sudl) a jejich kombinacemi
(BaP+Sudl, Sudl+BaP), 141 odpovida standardu potkaniho rekombinantniho CYPIAI v
Supersomech™
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Mikrosomalni vzorky ledvin z potkanti premedikovanych kombinaci Sudl+BaP

nebyly pouzity k imunodetekci z divodu nizké koncentrace proteinti a nedostatku daného

vzorku.

Membrany byly vyhodnoceny pomoci programu Imagel, ve kterém byla zjisténa
intenzita jednotlivych prouzkt detekovanych proteinti (obrazek 10). Hodnoty intenzit byly
vztazeny ke vzorkiim z kontrolnich potkanti, ve kterych bylo nalezenému mnozstvi CYP1A1

piifazeno zastoupeni 100%.
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CTRL BaP Sud Sudi+BaP BaP+Sudl

Jitra Ledviny plice

Obrazek 10: Exprese CYP1A1 v jaternich, ledvinnych a plicnich mikrosomech
potkant kontrolnich (CTRL) a premedikovanych studovanymi latkami - benzo[a]pyren (BaP),
Sudan | (Sudl) a jejich kombinacemi (Sudl+BaP, BaP+Sudl). Hodnoty intenzit jsou vztaZeny
ke kontrolni skupiné (100%). ,,F“=ndrdst aktivity CYP1A1 oproti kontrole.

Z obrazku 7-10 je patrné, ze k naristu exprese CYP1AL doslo u vSech premedikaci
ve vSech organech, pficemzZ vyrazng€j$i zmeény byly vidét v jatrech a plicich. U jaternich
mikrosomil byl sledovan vyssi indukéni vliv kombinované premedikace pfed samostatné
podavanymi latkami. V ledvinnych mikrosomech byl detekovan u v§ech premedikaci stejny
nartst. V plicnich mikrosmech byl zaznamenan v porovnani se samostatnym plsobenim
BaP anebo Sudl az aditivni nardst proteinové exprese CYP1A1 po kombinovaném podani

benzo[a]pyrenu pfed Sudanem 1.

4.3. Stanoveni aktivity CYP1A1 oxidaci Sudanu I

Pro sledovani aktivity CYP1A1l v mikrosomalnich frakcich byla pouZita metoda
oxidace Sudanu I, ktery je specifickym substritem CYP1A1%. Vzhledem k nizkym
hodnotam specifickych obsahi CYP mikrosomalnich frakcich ledvin a plic (viz tabulka 3,

str. 35), byly pro stanoveni specifické aktivity CYP1A1 pouzity pouze jaterni mikrosomalni
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frakce. Metabolity byly detekovany pomoci metody HPLC s UV-detekci (postup viz
kapitola 3.3.7 str. 31) v programu Chromeleon™ 6.11 build 490. Na obrazku 11 jsou
vyhodnoceny aktivity CYP1A1 v jednotlivych jaternich mikrosomalnich frakcich.
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Obrazek 11: Specificka aktivita CYP1Al v jaternich mikrosomalnich frakcich
potkanii kontrolnich (CTRL) a premdikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), Sudanem I (Sudl)
nebo jejich kombinacemi (Sudl+BaP a BaP + Sudl). Specificka aktivita CYP1AIl byla
stanovena pomoci oxidace Sudanu I. Statisticka vyznamnost vysledku byla vyhodnocena
pomoci T-testu (dvé paralelni meéreni). ,,F*“ = narist aktivity CYP1A1 oproti kontrole. ***
p<0,001,**p<0,0la*p<0,05.

Jak samostatna tak kombinovana aplikace studovanych latek vedla u laboratornich
potkant k vyznamnému nartstu tvorby hydroxylovanych metabolitd pfi oxidaci Sudanu |
jaternimi mikrosomy. Indukéni potencial BaP na aktivitu CYP1A1 byl vyssi nez indukéni
potenciadl Sudanu I. Vliv BaP na aktivitu CYP1Al byl velmi podobny jak v ptipadé

samostatného podani tak pii jeho aplikaci v obou kombinacich se Sudl.

4.4. Stanoveni aktivity CYP1A metodou EROD

7-Ethoxyresorufin-O-deethylasova (EROD) aktivita byla pouzita jako ,,markerova‘
reakce pro sledovani aktivity CYP1A1 spolecné s CYP1A2. Oba tyto enzymy katalyzuji

deethylaci 7-ethoxyresorufinu na jeho fluorescen¢ni produkt resorufin,
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Vzhledem Kk nizkym hodnotam koncentraci CYP v mirkosomalnich frakcich ledvin
a plic (tabulka 3, str. 35), byly pro stanoveni specifické aktivity CYP1A1 opét pouzity jen
jaterni mikrosomalni frakce. Naruast fluorescence resorufinu byl méfen na fluorimetru
Luminiscence Spectrometr Pelkin Elmer LS-55 pomoci programu FL. WINLAB. Na
obrazku 12 jsou zobrazeny aktivity CYP1A v jednotlivych mikrosomalnich frakcich jater

kontrolnich a premedikovanych potkanii.
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Obrazek 12: Specifickd aktivita CYP1ALl a CYP1A2 v jaternich mikrosomech
potkanii kontrolnich (CTRL) a premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), Sudanem I (Sudl)
nebo jejich kombinacemi (Sudl+BaP a BaP + Sudl). Specifickad aktivita CYPIAIl a CYP1A2
byla stanovena meérenim O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Statistickd vyznamnost vysledkii
byla vyhodnocena pomoci T-testu (t7i paralelni méreni). ,, F *“ = narist aktivity CYP1A oproti
kontrole. *** p < 0,001 ,**p < 0,01 a* p <0,05.

Vysledky ukazuji, ze ve srovnani s kontrolni skupinou byla O-deethylasova aktivita
CYPIAl a CYPIA2 signifikantné indukovana u vSech premedikovanych potkand.
K nejvétsimu naristu aktivity doslo pfi podani BaP pied Sudanem I. Stejné jako pfi méfeni
aktivity CYP1A1 metodou oxidace Sudanu I byla nejmensi zména naméfena v jaternich

mikrosomech potkanti premedikovanych Sudanem I.
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5. Diskuse

V ramci bakalaiské prace byl studovan vliv benzo[a]pyrenu a Sudanu I podavanych
laboratornim potkaniim samostatné nebo spolecné v rtizném potadi aplikace na miru
proteinové exprese a enzymovou aktivitu cytochromu P450 1A1. Mikrosomalni frakce
izolované z jater, ledvin a plic potkani kontrolnich, nepremedikovanych, a
premedikovanych BaP, Sudanem I ¢i jejich kombinacemi byly nejprve charakterizovany z
hlediska obsahu celkového cytochromu P450. Ve vSech skupinich premedikovanych
potkani byly v porovnani se vzorky z kontrolnich zvifat zjistény zvySené hodnoty
specifického obsahu CYP, coz poukazuje na nartst mnozstvi nékterych izoforem tohoto

enzymu.

Pomoci imunodetekce specifickou protilatkou proti potkanimu CYPIA1l bylo
zjisténo, ze vlivem BaP a Sudanu | podavanych jak samostatné tak v kombinaci dochazi k
viditelnému zvySeni exprese CYP1A1 ve vSech studovanych organech. Vzhledem k tomu,
7e CYP1ALI je primarné extrahepatialnim enzymem?, byla v kontrolnich vzorcich jater
nalezena jen velmi nizkd hladina CYP1Al, které odpovidal na membrané velmi slaby
prouzek detekovaného CYP1A1. K nejvyssimu nartistu mnozstvi CYP1A1 doslo v jatrech
a plicich potkanti premedikovanych obéma latkami. V ledvinnych vzorcich byl oproti tomu
indukéni vliv jednotlivych premedikaci stejny. Jiz diive byl prokdzan vyznamny induk¢éni
vliv obou studovanych latek i na genovou expresi CYP1A1, a to jak v ptipad¢é samostatného
tak kombinovaného podani. Ve vSech ptipadech dochéazelo k vyznamnému zvySeni mnozstvi
MRNA pro CYP1A1%, Vysledky z genové a proteinové exprese CYP1A1 mohou spole¢né
potvrzovat schopnost BaP a Sudanu I vazat se na Ah receptor, ktery je zodpovédny za

indukci exprese CYP1A13,

V jaternich mikrosomalnich frakcich byla v jednotlivych premedikaénich skupinach
potkani porovnavana i aktivita CYPIA1. Trend vlivu jednotlivych premedikaci na
specifickou enzymovou aktivitu byl stejny jak pfi méteni oxidace Sudanu I, ,,markerového*
substratu CYP1A1, tak O-deethylace 7-ethoxyresorufinu, ,,markerového* substratu pro oba
cytochromy podrodiny CYP1A (CYP1A1 A CYP1A2). K nejniz§imu, nicméné statisticky
vyznamnému, zvyseni aktivity doSlo v jaternich mikrosomech potkanti premedikovanych
samotnym Sudanem I. K vys$§imu nértstu specifické aktivity CYP1Al nebo CYP1A1/2
doslo v jaternich mikrosomech potkanti premedikovanych samotnym BaP nebo

kombinacemi BaP a Sudanu I, mezi kterymi se hodnoty jednotlivych specifickych aktivit
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vyrazné neliSily. Nezanedbatelny vliv na zmény v métenych aktivitich mize ovSem mit
obsah aktivnich forem CYP pfitomnych v mikrosomalnich frakcich jater potkant z
jednotlivych premedikacnich skupin. Pii pfepoctu specifickych aktivit na aktivity vztazené
na mnozstvi CYP v reak¢ni smési je v obou métfenych reakcich vyrazné nejucinnéjsi
mikrosomalni frakce z jater potkanii premedikovanych nejdfive Sudanem I a pak BaP. To
odpovida i nejvyssi mife proteinové exprese CYP1A1 v jatrech potkanti premedikovanych
Sudanem I pfed BaP nalezené metodou imunodetekce. Divod rozdilu indukéniho vlivu
jednotlivych premedikaci na enzymovou aktivitu, ktery se u stanoveni EROD a oxidace
Sudanu I lisil o dva tady, lze ze ziskanych vysledkl téZko odhadovat. Na vyraznéjsi zmény
pii O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu muize mit podil spole¢na ucast izoformy CYP1A2 na

této reakci.

CYP1A1 prfeménuji Sirokou fadu latek s karcinogennimi vlastnostmi a indukce
tohoto enzymu mize vést k interakci s jinymi xenobiotiky*®. Jednim z diivod vzniku
nadorového bujeni je tvorba kovalentnich adukt chemickych karcinogenti s DNA, ktera je

podminéna jejich metabolickou aktivaci*t

. Takovymi karcinogennimi latkami, které
zpusobuji vznik rakoviny, jsou i slouceniny popsané Vtéto praci — prokazany lidsky
karcinogen benzo[a]pyren® a Sudan I, ktery je prokazanym karcinogenem u laboratornich
potkand, mysi a kralikd®. CYP1A1l hraje velmi dflezitou roli pfi biotransformaci
benzo[a]pyrenu i Sudanu I. Sudan I mize byt za ucasti CYP1A1 aktivovan na reaktivni
metabolit schopny se kovalentné vazat na DNA?2, Navic Sudan I piisobi jako vyznamny
induktor exprese a aktivity podrodiny CYPIA na proteinové urovni v jatrech, plicich a
ledvindch potkand?®. Stejnym zptisobem zasahuje do svého metabolismu benzo[a]pyren,
ktery je také prokdzanym induktorem CYP1A?®. Prozatim neni zndma vysledna role
CYP1Al v jeho metabolismu. Studie provadéné in vitro ukazuji, ze se CYP1A1 podili na
aktivaci BaP, kterd vede pfes epoxid, dihydrodiol az k tvorbé reaktivnich derivati
benzo[a]pyrenu, schopnych tvofit kovalentni adukty s DNA®. Vysledky experimentii
provadénych in vivo na mysich s deletovanym genem pro NADPH:cytochrom P450
reduktasou viak ukazuji, ze CYP1A1 hraje detoxikaéni roli pii pfeméné BaP?’. Novéjsi
studie opét prokazaly, ze CYP1AI hraje v lidskych jatrech jak aktivacni tak detoxikaéni

roli“®.

Vysledky bakalaiské prace potvrzuji indukéni vliv BaP i Sudanu | na expresi

CYPIALI na proteinové urovni a ukazuji, Ze vystaveni organismu obéma latkdm najednou
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muze vést k vyznamnym zménam v expresi CYP1AIL, a tim k vétSimu vzdjemnému
ovlivnéni jejich genotoxického potencidlu zvySenou aktivitou enzymu podilejiciho se na

jejich aktivaci ¢i detoxikaci.
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6. Zavér

V ramci této bakalatské prace byly izolovany a charakterizovany mikrosomalni
frakce z jater, ledvin a plic potkanti kontrolnich a premedikovanych benzo[a]pyrenem,
Sudanem | a jejich kombinacemi. Mikrosomy byly charakterizovany stanovenim
specifického obsahu cytochromu P450 a pomoci imunodetekce protilatkou proti CYP1AL.
Specificka aktivita CYP1A1 v jatrech byla stanovena jak metodou oxidace Sudanu I, tak
métenim O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Vsechny premedikace vedly ke zvySené expresi

CYP1Al v jednotlivych organech laboratornich potkanti.

V jatrech a plicich byl pozorovan vyssi nartst exprese CYP1Al v piipadé
kombinované aplikace obou latek, zatimco v ledvinach nebyl detekovany zadny vyznamny
rozdil v indukénim potencialu jednotlivych premedikaci. V mikrosomalnich frakcich z jater
byla aktivita CYP1A1 vyznamné zvySena jak pii samostatném tak kombinovaném podani

obou studovanych latek.
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