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Abstrakt

Mnohé v soucasnosti produkované chemické latky patii do skupiny tzv.
endokrinnich disruptord (ED). Jde o slouceniny vykazujici exogenni hormonalni aktivitu.
Ty zpravidla pasobi jako antagonisté nebo agonisté endogennich hormond. Mezi zéastupce
exogennich ED studovanych v této praci patii 17a-ethinylestradiol (EE2) a benzo[a]pyren
(BaP). Pro srovnani byl navic zatazen 17p-estradiol (E2), jako zastupce latky endogenniho
typu.

V bakalaiské praci byl studovan vliv téchto endokrinnich disruptord a jejich
kombinaci na expresi a specifické aktivity cytochromt P450 (CYP) 1Al a 2C. V ramci
této prace byla izolovana mikrosomalni frakce (MF) jater, ledvin a plic potkant
nepremedikovanych a premedikovanych uvedenymi slouceninami. Ve vzorcich MF byla
stanovena mira exprese CYP metodou Western blot a pomoci pfemény specifickych
substratti uvedenych izoforem CYP stanovena jejich aktivita. Bylo potvrzeno, ze BaP
indukuje expresi CYP1Al ve vSech zminovanych organech a to i v kombinaci
s exogennim EE2 a endogennim E2. AvSak samotny EE2 a E2 miru exprese tohoto
enzymu prakticky neovliviiuje. Déle bylo zjisténo, ze dochazi kK mirnému zvyseni exprese i
specifické aktivity CYP2C11 u vzorkh mikrosomalni frakce jater potkant
premedikovanych EE2 a jeho kombinaci s BaP. Premedikace laboratorniho potkana BaP
vyznamné zvySuje expresi CYP2CI11 u vzorkti mikrosomalni frakce ledvin. V pfipadée
aktivity CYP2C6 bylo zjisténo, Ze pisobeni E2, EE2 a jejich kombinace vede k mirnému
zvyseni jeho aktivity, naproti tomu BaP a kombinace BaP a EE2 specifickou aktivitu
tohoto enzymu sniZuje.

Zména exprese CYPIA a 2C zplsobena studovanymi ED a jejich kombinacemi
muze vést k ovlivnéni metabolismu a genotoxickému puisobeni téchto latek v organismu a
posléze jejich dalSimu UCinku na Zivotni prostfedi. Konkrétni genotoxickéd aktivace BaP

zpusobena CYP1A1 by tedy mohla byt ovlivnéna endokrinnimi disruptory EE2 a E2.

Klicova slova: 17a-ethinylestradiol, benzo[a]pyren, 17p-estradiol, endokrinni disruptory,

cytochrom P450, mikrosomalni frakce, exprese, specificka aktivita



Abstract

Many currently produced chemicals reveal specific properties which allow them to
be referred to as endocrine disruptors (ED). These substances exhibit an exogenic hormone
activity and usually act as antagonists or agonists of endogenic hormones. The exogenic
EDs studied in this work were 17a-ethinylestradiol (EE2) and benzo[a]pyrene (BaP). 173-
estradiol (E2), a typical endogenic hormone, was also included to the study.

In the presented work, the effect of these EDs and their combinations on the
expression and specific activities of cytochromes P450 (CYP) 1Al and 2C was
determined. First, the microsomal fraction (MF) of liver, kidney and lung of rats
premedicated with these compounds or without premedication was isolated. CYP
expression was assessed by the Western blot analyses in these MF samples. Moreover,
CYP1A1l and CYP2C specific activities were evaluated. It was found that premedication of
rats with BaP increased CYP1AL expression in all above mentioned organs. Whereas BaP
strongly induced rat CYP1Al, EE2 and E2 were almost without this effect. But, when
these disruptors were administered to rats with BaP, they supported its potency to induce
CYP1AL. Further, CYP2C11 expression and its specific activity was gently increased by
premedication of rat with EE2 and its combination with BaP. Premedication of rat with
BaP also significantly increased the expression of CYP2C11 in kidney. On the contrary,
premedication of rat with BaP and its combination with EE2 decreased the CYP2C6
specific activity in liver. E2, EE2 and its combination lead to increasing of this specific
activity.

Different expression of the CYP1A and 2C affected by the studied EDs and their
combinations may modulate their metabolic pathways and genotoxic activity in organism,

as well as their environment effects.

(In Czech)

Keywords: 17a-ethinylestradiol, benzo[a]pyrene, 17p-estradiol, endocrine disruptors,

cytochrome P450, microsomal fraction, expression, specific activity
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1 Uvod a prehled literatury

Zvysena produkce syntetickych latek, mezi které patii nové vytvarena 1éCiva, ¢i
chemické slouceniny hojné se vyuzivajici v zemédé€lstvi a primyslu, souhrnné oznacované
jako endokrinni disruptory (ED), ma negativni vliv na Zivotni prostiedi a ve svém duasledku
1 na zdravotni stav lidské populacel. Velké riziko piedstavuje schopnost ED ovliviiovat
hormonalni systém zivocichii. V poslednich letech je v této souvislosti sledovan predevsim
¢inek nékterych antibiotik a hormonalni antikoncepce®. Tyto latky se po vyloudeni
z lidského organismu velmi ¢asto bioakumuluji v zivych tkanich a zaclenuji do zivotniho
cyklu ostatnich organismu. Ovliviiuji naptiklad reprodukéni schopnosti a pohlavi rybg. Jiz
v 70. letech minulého stoleti bylo detekovano zvysené mnozstvi lidskych hormont a 1é¢iv
v odpadnich vodach®. Této skutecnosti viak nebyla vénovéna velka pozornost. Na zadatku
21. stoleti se produkce syntetickych ptipravku zvysila a nebezpeci s tim spojené vzrostlo.
Proto se mnoho laboratofi po celém svété zafalo zabyvat pusobenim endokrinnich

disruptorii na metabolismus Zivoéichi a jejich moznou degradaci a detoxikaci®.

1.1 Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory jsou Agenturou pro ochranu Zzivotniho prostredi
(Environmental Protection Agency, EPA) definovany jako exogenni hormonalné aktivni
latky, které napodobuji pfirozen& se vyskytujici hormony v organismu®. Mechanismus
jejich pusobeni je velice pestry. Mohou se vazat na receptory a plisobit jako antagonisté ¢i
agonisté endogennich hormonti nebo naruSovat jejich transport, syntézu, eliminaci a
metabolismus®. Charakteristickymi vlastnostmi ED jsou vysoka u&innost jiz pii velmi
nizkych koncentracich, schopnost bioakumulace a dlouhd doba pusobeni, kterda muze
zpusobovat chronické poruchy. ED primarné narusuji fyziologické funkce endokrinniho
systému vedouci k imunitnim a nervovym porucham, dale zvySuji riziko vzniku rakoviny a
jsou zodpoveédné i za neplodnost, U ryb pak za feminizaci samct. Je prokazan také vliv
téchto litek na chovani Zivo&icht®’. V 90. letech minulého stoleti EPA zalozila tzv.
Endocrine Disruptor Screening Program (EDSP), ve kterém vytvari seznam potencialnich
latek vykazujicich endokrinni aktivitu. Databaze obsahuje mnoho tisic molekul a zahrnuje
také jejich charakterizaci, popis screeningovych metod a testy toxicity, pomoci nichz lze
snadnéji tyto latky rozpoznat a poptipad¢ eliminovat z Zivotniho prostfedis'g.

Predkladand prace se zabyva endogennim ED 17(-estradiolem (E2) a dvéma

exogennimi ED, 17a-ethinylestradiolem (EE2) a benzo[a]pyrenem (BaP).
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1.1.1 Endogenni a exogenni hormony

Steroidni hormony se fadi do S$iroké skupiny steroidnich latek pftirozené se
vyskytujicich v organismu. Jejich struktura a biosyntéza je odvozena od cholesterolu
(obrazek 1). Mezi steroidni hormony patii glukokortikoidy, mineralokortikoidy,
progestiny, muzské pohlavni hormony (androgeny) a zZenské pohlavni hormony

(estrogeny)™.

Obrazek 1: Biosyntéza steroidnich hormonii.

. ’ o ;7 o 1
Biosyntéza estrogent vychéazi z androgent™.

Estrogeny jsou tvofeny 18-ti atomy uhliku (jedno aromatické jadro, dva
cyklohexanové kruhy a jeden cyklopentanovy cyklus) a jejich biosyntéza je odvozena od
muzskych pohlavnich hormonii. V thekalnich bunkach ve folikulech vaje¢nikl se tvoii
androgeny, které se v granulosovych buiikach aromatizuji na estrogeny. Jejich dalsi
biosyntéza probiha v placent¢ ¢i kiie nadledvin'®*".

Mnoho ED, které byly nalezeny ve znecisténych vodach, vykazovaly vysokou
estrogenni aktivitu, diky které bylo zfejmé, ze se tyto latky dokazou vazat na receptory

(typu o i B) Zenskych pohlavnich hormont a napodobovat jejich tginek’ 2.
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Estrogeny lze rozdélit na pfirodni a syntetické. Mezi endogenni estrogeny patii
17B-estradiol (E2), estron (E1) a estriol (E3), které vykonavaji funkce nezbytné pro
spravny vyvoj a reprodukci organismu. LiSi se oxida¢nimi stavy na konci pétiuhlikatého
cyklu (obrazek 2)*. Mezi exogenni estrogeny se fadi uméle syntetizované latky podobajici
se svou strukturou i vlastnostmi pfirozené¢ se vyskytujicim steroidiim, déale fytoestrogeny
(isoflavonoidy, lignany), mykoestrogeny (zearaelon) a xenoestrogeny (farmaka, pesticidy,
vedlejsi produkty pramyslové vyroby). Jejich ucinek je obdobny, avSak Casto provazeny
negativnim vlivem na metabolismus hormont. Tyto latky se specificky vazi na receptory
pro endogenni estrogeny a mohou pusobit jako jejich agonisté ¢i antagonisté.
Nejznaméjs$im uméle pripravenym estrogenem odvozenym od pfirozeného E2, je 17a-
ethinylestradiol (EE2). Tento synteticky hormon se zaclefiuyje do hormonalniho

metabolismu organismu a spolu s progesteronem je slozkou peroralni antikoncepce™ 2,

CH3/O HsC HO

17-p-estradiol estron estriol

Obrazek 2: Struktura endogennich estrogeni'’.

Endogenni estrogeny E2, E1 a E3 se li§i oxida¢nim stavem na konci cyklopentanového cyklu.

vvvvvv

1.1.2 17a-ethinylestradiol

Odlisnost exogenniho 17a-ethinylestradiolu a endogenniho E2 spociva
v piitomnosti ethinylové skupiny na C17 uhliku (obrazek 3, str. 13)'. Tento synteticky
steroid je hlavni slozkou kombinované hormonalni peroralni antikoncepce (KHPA). Obsah
EE2 v jedné davce, ktery pivodné ¢inil 50 pg, se postupem casu shizil az na 15 ug, ¢imz
bylo eliminovano mnoho kardiovaskularnich rizik spojenych s uZivanim KHPA.
Dtivodem pro¢ se v antikoncepénich pilulkéach pfirozeny E2 nahrazuje syntetickym EE2 je
jeho vysoka odolnost vii¢i degradaci a oralni aktivita™. EE2 poprvé syntetizovali v roce
1938 Hans Herloff Inhoffen a Walter Hohlweg ve spolecnosti Schering AG v Berling'®.
Kromé antikoncepénich pfipravkti je EE2 ptitomen i v lé¢ivech pouZivajicich se pfi

r1or I e T r v s ’ v 15
hormonalni substitu¢ni 1écbé osteopordzy, menstruacnich poruchéach a rakoving prostaty ™.
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Hlavnim divodem zvysené pozornosti spojené s EE2 je jeho pfitomnost v povrchovych
vodach, kam se dostava po prichodu cistickami odpadnich vod. Mnoho studii jasné

prokazuje Skodlivy vliv EE2 na Zivotni prostfedi”.

HO 17o-ethinvlestradiol

Obrazek 3: Struktura 17e-ethinylestradiolu.
EE2 se od E2 lisi ethinylovou skupinou na C17 uhliku®.

1.1.2.1 Metabolismus /7a-ethinylestradiolu a jeho biodegradace

Vzhledem Kk negativnimu ptsobeni EE2 a jeho vysoké schopnosti bioakumulace
v zivych tkanich, je znalost metabolismu a pusobeni tohoto syntetického hormonu, i
v kombinaci s dalsimi ED, velmi daleZitd. Biotransformace EE2 probihd v jatrech™.
Prvnim krokem pfemény EE2 jsou hydroxylacni reakce, ke kterym dochazi na steroidnim
jadie v pozici 2, 4, 6 a 16a. Hlavnim produktem je 2-hydroxyethinylestradiol (2-OH-EE2),
ktery muze byt dale pfeménovan na 2-methoxyethinylestradiol pfipojenim methylové
skupiny. Mén& zastoupené jsou hydroxylované produkty vznikajici v poloze 4, 6 a 16a.™.
K hydroxylaci EE2 napozici C16 nedochazi tak c¢asto zduvodu sterické zabrany
ethinylové skupiny na C17 uhliku. Pravé omezeni 16a-hydroxylace je pfic¢inou rozdilu v
metabolismu syntetického EE2 a piirozend se vyskytujiciho E2*°.

Nepteménény EE2 a jeho hydroxylované metabolity jsou v jatrech konjugovany
s kyselinou glukuronovou v pozici 3 a 17 pomoci uridin difosfat glukuronosyltransferasy
1A1" a sulfatovany v pozici 3 za katalyzy sulfotransferasou 1E1%° (obrazek 4, str. 14).
Tyto nové vzniklé slouceniny rozpustné ve vode jsou spolu se zbytkovym EE2 vyluovany
moci a v mensi mife i stolici. Takto se dostavaji do odpadnich vod, kde mohou byt pomoci
mikroorganismi opé€t aktivovany. Prikladem mikroorganismu, ktery je za tuto zpctnou
aktivaci zodpovédny, je bakterie Escherichia coli, hojné pfitomna ve splaskové vode.
Obsahuje enzym glukuronidasu, ktery dokaze konjugaty kyseliny glukuronové

21,22

hydrolyzovat za vzniku aktivniho estrogenu”““. Hydroxylace je jednou ze stézejnich
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reakci prvni faze biotransformace. Mezi nejvyznamnéjsi enzymy katalyzujici tyto reakce

patii cytochromy P450% (viz dale, kapitola 1.2.3).

tvorba konjugatu
/}:O \\ \ o

S
HO CH,O
—_—
2-hydroxyethinylestradiol | 2-methoxyethinylestradiol
\ HO \\
HO
/ EE2 \
HO N
\ HO \\
i
GLUC
> HO—S.
0 ™o
(0]
ethinylestradiol-3-glukuronid ethinylestradiol-3-sulfat

Obrazek 4: Metabolické premény EE2 v lidském organismu.

Zvyraznén je hlavni produkt hydroxylaénich reakci: 2-OH-EE2",

Cisticky odpadnich vod nejsou schopny tento synteticky hormon zachytit, a proto
se vV pomérn¢ velkém mnozstvi objevuje v povrchovych vodach>#. Obtizna odstranitelnost
EE2 ze splaskovych vod opét souvisi sjeho strukturou. Odolnost vuci degradacnim
enzymim je dana zejména pritomnosti ethinylové skupiny na C17 uhliku a mimo jiné i
jeho silnymi hydrofobnimi vlastnostmi®®>. EE2 Ize degradovat piisobenim mikroorganismi
pfitomnych Vv aktivovaném vodnim kalu (Sphingobacterium JCR5, Pseudomonas

aeruginosa TJ1)**. Velmi rychle EE2 degraduji nitrifikacni bakterie, heterotrofni bakterie a
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25,26
k

bakterie oxidujici amonia . Dalsi moznosti pfemény EE2 je degradace pomoci

ligninolytickych hub, napiiklad Pleurotus ostreatus (hliva ustii¢na)®’.

1.1.3 Benzo[a]pyren

Benzo[a]pyren (BaP) patii mezi polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) a je
dalSim vyznamnym ED pfitomnym ve znacné mife ve vSech sférach lidského pﬁsobenizs.
PAH nejcastéji vznikaji ptfi spalovani fosilnich paliv, pii zpracovani potravin nebo jako
vedlejsi produkty primyslové vyroby. Jsou detekovany pii rozsédhlych pozarech, ve
znedisténé vodé a ovzdusi, v cigaretovém koufi a mimo jiné i v potravinach®. Riziko
téchto latek spociva prevazné v jejich biologické aktivité a dlouhodobé expozici v zZivotnim
prostfed128.

BaP je nizkomolekularni aromaticka slou¢enina (obrazek 5)28, kter4 je agenturou
EPA charakterizovana jako latka podezield na karcinogenni, mutagenni a teratogenni
aktivitu s vysokym stupném toxicity>’. Nejvice se vyskytuje ve vzduchu a &asto se pouziva
jako indikator kontaminace PAH Vv zivotnim prostiedi*!. Studie prokazaly, ze koncentrace
BaP v ovzdusi se zvySuje v zimnich mésicich, kdy se ve véts§i mife vyuziva spalovani
paliva, zejména deva a uhli®. BaP je hlavni slozkou cigaretového koufe a predstavuje tak
jeden z primarnich karcinogenii zodpovédnych za vznik rakoviny plic. Déle je prokazano,
ze zpusobuje tumorové nadory v jatrech. Do organismu se dostdva prevazné inhala¢ni
cestou ze zne&i§téného ovzdusi nebo peroralng z nékterych potravin?®. Tato kontaminace je
velmi Casta. Napiiklad pii tepelné upravé masa (grilovani), kdy je potravina vystavena

vysokym teplotam, dochazi na jejim povrchu k endogenni tvorbé BaP?.

BaP

Obrazek 5: Struktura benzo[a]pyrenu.

BaP je aromaticka slou¢enina skladajici se z p&ti kondenzovanych benzenovych jader®.
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1.1.3.1 Metabolismus benzo/a jyrenu a jeho biodegradace

Stézejnim krokem metabolismu BaP je jeho aktivace, ktera vede ke vzniku
karcinogennich metabolitii. Ty mohou interagovat s DNA za tvorby kovalentnich aduktt.
Hlavni enzymy katalyzujici metabolickou pfemé&nu BaP jsou cytochromy P450% (viz dale,
kapitola 1.2.3). Metabolicka aktivace BaP probiha v typickém tiikrokovém uspoiadani
(obrazek 6)%®. V prvni fazi dochazi k oxidaci BaP za vzniku BaP-7,8-epoxidu, ktery je
nasledné preménovan na BaP-7,8-dihydrodiol. Tento meziprodukt podl¢ha druhé oxidacni
reakci, pii které epoxidaci vznikd velmi toxicky metabolit BaP-7,8-dihydrodiol-9,10-
epoxid (BPDE)™. Takto vytvorené diolepoxidy vstupuji do jadra a interaguji s DNA za
tvorby kovalentnich aduktéi. BPDE reaguje predev§im s deoxyguanosinem™.

K odstranéni BaP z Zivotniho prostedi se vyuziva mikrobialni degradace. EXistuje
velké mnozstvi bakterii, které jsou schopny BaP ucinné biotransformovat za vzniku
netoxickych metaboliti. Pfikladem bakterie schopné této degradace je Sphingomonas
paucimobilis®. Dalsimi zpisoby odstranéni BaP je degradace pomoci fas (Selanastum
capricornutum) nebo hub (Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus ochraceus).
Limitujicim faktorem byva piedevs§im spravné dodrzeni podminek, za kterych degradacni

reakce probihajigo.

NA

H
H + HOw,
H
OH
Neé-adenine NZ-guanine
(dG-N2-BPDE) (dG-N2-BPDE)

Obrizek 6: Schéma tiistupiiové metabolické aktivace benzo[a]pyrenu a tvorba adukti s DNA%.
BaP znaCi benzo[a]pyren. BPDE piedstavuje vysoce toxicky metabolit benzo[a]pyrenu BaP-7,8-
dihydrodiol-9,10-epoxid.
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1.2. Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) hraji vyznamnou roli v metabolismu cizorodych latek®*.
Jsou zodpovédné za oxidacni, peroxidac¢ni a redukéni reakce I. faze biotransformace
xenobiotik, vedouci K jejich detoxikaci a nasledné eliminaci z organismu. Dale katalyzuji
metabolické pfemény 1éCiv na farmakologicky uc¢inné metabolity a jsou soucasti
biosyntézy vyznamnych molekul, napiiklad steroidnich hormoni. Riziko piedstavuji nové
syntetizované latky, které mohou byt CYP metabolizovany na toxické, mutagenni ci
karcinogenni derivaty®™. CYP spadaji do Sirokého systému monooxigenas se smidenou
funkci (z angl. ,,mixed function oxidases”, MFO), ve kterém funguji jako terminalni
oxidasy®®. Do této skupiny enzymu patfi 1 jejich reduktasy, napiiklad NADPH:CYP
reduktasa, ktera dodava elektrony piislusnym cytochromiéim P450*. CYP jsou lokalizovany
v membran¢ hladkého endoplazmatického retikula nebo Vv membrané mitochondrii.
Vyskytuji se prevazné v jatrech, plicich, ledvindch a v mensi mife také v mozku, kizi a
tenkém stieve™.

CYP byly objeveny na konci 50. let 20. stoleti a definovany jako pigment
vyskytujici se v jaternich mikrosomech®”. V 60. letech byla objasnéna jejich struktura a
hemoproteinovy charakter®. Jejich nézev byl odvozen od charakteristické absorpce
redukovaného CYP v komplexu s oxidem uhelnatym pti vinové délce 450 nm. Pismeno P
zna¢i puvodni oznafeni téchto systémi jako pigmentﬁgg. Rozdéluji se na zéklade
homologie jejich primarni struktury, tedy aminokyselinové sekvence, do rodin (podobnost
vetsi nez 40%) a podrodin (podobnost vEtsi nez 55%)39. Po zkratce CYP nésleduje ¢islice,
ktera znaci do které rodiny piislusny cytochrom P450 nalezi (napt. CYP2). Velké pismeno
za Cislem rodiny urcuje podrodinu enzymu (napt. CYP2C) a dalsi cislice v potadi
konkrétni izoformu daného cytochromu P450 (napt. CYP2C6)™®.

1.2.1 Struktura cytochromi P450

CYP jsou hemové enzymy (EC 1.14.14.1), které ve své struktuie obsahuji
neproteinovou slozku hem b (protoporfyrin 1X)*. Centralnim atomem porfyrinového
skeletu je zelezity kationt, Fe**, ktery je zde vazan &tyfmi atomy dusiku pyrolovych jader
(obrazek 7, str. 18)*°. Na proteinovou ¢ast enzymu je hem b ptipojen pomoci hydrofobnich
vazeb a také pies thiolatovou siru sulfhydrylové skupiny aminokyseliny cysteinu, ktera
predstavuje paty ligand centralniho atomu Zeleza v protoporfyrinu 1X. Sestym ligandem je

1,36

atom kysliku z molekuly vody ", ktery hraje vyznamnou roli pfi katalytickém
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mechanismu cytochromi P450%. Charakteristické uspotadani vyznamné ovliviiuje chovéni
a vlastnosti popisovanych enzymi a odliSuje je od ostatnich hemoproteini. Ve
fosfolipidové dvojvrstvé membrany endoplasmatického retikula ¢i mitochondrii jsou CYP
zakotveny svym N-koncem. Do cytosolu sméfuje C-konec, na kterém je lokalizovano

aktivni centrum zodpovédné za katalytickou &innost t&chto enzymii®*,

COOH COOH

Obriazek 7: Struktura hemu b*2.

1.2.2 Katalyticky mechanismus cytochromii P450
Vétsinu reakci katalyzovanych CYP lze zapsat dle nasledujici sumarni rovnice, ve

které R-H zna&i substrat a R-OH hydroxylovany produkt reakce®*:
R—H+0,+NAD(P)H+ H* > R— OH + NAD(P)" + H,0

Katalyticky mechanismus CYP probiha v cyklu, ktery sestava minimalné ze sedmi
krokti (obrazek 8, str. 19)34. Na pocatku se Zelezo nachazi v klidovém stavu, v tzv. ferri
formé s oxidagnim &islem III a se viemi vazebnymi misty obsazenymi ligandem®*'. Prvnim
krokem mechanismu je navazani substratu (R-H) do aktivniho mista enzymu [1]. Tato
reakce vyvola odstranéni molekuly vody z vazebného mista na centralnim atomu Zeleza a
konformacni zménu v molekule enzymu [2]. Diky navazani substratu dochazi k piijmuti
jednoho elektronu od NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy, ¢imz se hemové zelezo

redukuje na Zeleznaty kationt a dostava se do tzv. ferro formy [3]. V této konformaci je
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hemové Zelezo schopno vazat molekularni kyslik za vzniku nestabilniho komplexu [4],
ktery je opét redukovan piijmutim jednoho elektronu od NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy nebo NADPH: cytochrom bs oxidoreduktasy. Touto reakci dochazi
k aktivaci kysliku na peroxidovy anion [5]. V Sestém kroku se vazba O-O zacina stépit za
soucasné redukce jednoho atomu kysliku, ktery pfijme dva protony a dojde k uvolnéni
molekuly vody. Druhy atom kysliku zlstava navazan na centralnim atomu za vzniku
ferrioxenového komplexu [6]. Nasleduje odtrhnuti atomu vodiku z navazaného substratu
za vzniku substratového radikalu (R®) a hydroxylového radikalu, ktery zlstava stale
pfipojeny na centralnim atomu Zzeleza [7]. Tyto radikaly maji tendenci interagovat za
soucasné tvorby nativni formy CYP a produktu (R-OH), ktery je poté z enzymu uvolnén
[8]'*'. Pokud jsou pfitomna oxida¢ni &inidla (napiiklad peroxidy), miZe dochézet ke
zjednoduseni (naznaceno Sipkou), kdy po konformacni zméné [2] piimo vznika peroxidovy
anion [5]. Tato reakce byva oznaCovana jako peroxidasova aktivita CYP, avSak jeji

ucinnost je niz$i nez pii reakci za pritomnosti NADPH®.

)
7 Sass \SS

N l” °2
RH O 2°HRH° E |-|0f_
6] S e\ H

Obrizek 8: Schéma katalytického mechanismu CYP®,
R-H znaci substrat, R-OH produkt reakce, Cisla pfedstavuji jednotlivé kroky cyklu a Sipka

naznaduje peroxidasovou aktivitu CYP®.
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1.2.3 Cytochromy P450 1A a 2C a jejich vztah k ED EE2 a BaP

V ramci piedkladané prace byly studovany cytochromy P450 1A a 2C. CYP1A1
hraje vyznamnou roli v metabolismu Karcinogennich PAH, zejména pak BaP®. Tento
enzym je ptitomny predev§im v extrahepatalnich tkanich (kize, GIT, plice)*. Jak jiz bylo
naznaceno v kapitole 1.1.3.1 CYP1Al Kkatalyzuje aktivaci BaP vedouci ke vzniku
polarnich metaboliti schopnych vazby na DNA. Tato interakce ve svém dasledku
predstavuje pocatek vzniku rakoviny plic*®. V prvnim kroku CYP1Al oxiduje BaP za
vzniku epoxidu, ktery je poté enzymem epoxidhydrolasou preménovan na dihydrodiol.
Tento meziprodukt je substratem pro druhou CYP-dependentni oxidacni reakci, pfi které se
tvori BaP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (BPDE)®.. Tyto metabolity jsou vysoce nebezpecné
pfedevs§im pro svoji schopnost interagovat s dvousroubovici DNA za vzniku kovalentnich
adukti®,

CYP1A jsou inducibilni enzymy, které jsou za normalnich podminek v bunikach
zastoupeny ve velmi nizkych koncentracich a teprve setkanim s piislusnymi substraty
dochazi ke zvyseni jejich mnozstvi (indukci). K indukci CYPL1A dochazi prostiednictvim
receptoru aromatickych uhlovodikii (AhR), ktery dokaze specificky vézat zejména
halogenové a polycyklické aromatické latky*?. Volny, neaktivovany AhR se nachazi
Vv cytosolu. Po navazani ligandu dochézi k jeho aktivaci, kterd vede ke konformacéni zméné
proteinu a nasledné translokaci do jadra, kde dochazi k interakci s ARNT proteinem (AhR
nuclear translocator) za vzniku komplexu AhR-ARNT. Tento komplex se vaze na
specifické ¢asti DNA a pomoci kofaktori dochazi ke zméné v expresi gent kodujicich
enzymy prvni faze biotransformace®. Bylo prokazano, ze BaP indukuje expresi CYP1AL.
Jeho navazanim na AhR dochézi k transkripéni aktivaci tohoto enzymu®.

Dalsi studovanou skupinou cytochromt P450 v této praci je podrodina CYP2C.
CYP2C11 a CYP2C6 se vyskytuji predev§sim v jatrech, ve kterych jsou exprimovany
konstitutivné. CYP2C11 Kkatalyzuje hydroxylacni reakce metabolismu dilezitych
endogennich hormond, testosteronu a progesteronu. Mezi inhibitory CYP2C11 patii
napiiklad diklofenak a cimetidin** a mezi induktory patii napiiklad aceton®.

Bylo zjisténo, ze potkani izoformy CYP2CI11 a CYP2C6 katalyzuji preménu EE2
na 2-OH-EE2, jenz je hlavnim produktem hydroxylace této slouc¢eniny. Pfeménu EE2 na
minoritni metabolit katalyzuji cytochromy P450 podrodin CYP3A a CYP2A'¥%. EE2
muze pusobit nejen jako substrat CYP, ale také jako jeho inhibitor. Pii oxidaci acetylenové

skupiny EE2 za katalyzy CYP3A a CYP2C muze dochazet ke vzniku acetylen-oxidu, ktery
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ma silné nukleofilni u€inky a je schopen se zpétné kovalentné vazat na protein cytochromu
P450 nebo alkylovat prostetickou skupinu enzymu a pusobit jako tzv. sebevrazedny
substrat*®*’. Protoze jsou CYP hlavnimi enzymy podilejicimi se na reakcich prvni faze
biotransformace xenobiotik, predstavuje jejich inaktivace velké riziko spojené se vznikem
nezadoucich interakci v organismu'®. Kromg ireverzibilni inhibice CYP piisobi EE2 i jako
reverzibilni inhibitor 4'-hydroxylace diklofenaku katalyzované CYP2C a 16a a 6[-
hydroxylace testosteronu katalyzované CYP2C a CYP3A®. U lidskych CYP zatim nebyla
prokazana vyrazna indukce EE2, pouze u potkanich CYP bylo zjisténo nepatrné zvyseni

jejich aktivity™.
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2 Cil prdace

Piedkladand bakalaiska prace byla soucasti grantového projektu Laboratoie
molekularni karcinogeneze a vyvoje 1é¢iv nazvaného ,,Organismy a mechanismy urcujici
osud endokrinnich disruptorti v zivotnim prostiedi*. Cilem bakalaiské prace bylo studium
vlivu endokrinnich disruptord 17p-estradiolu (E2), 17a-ethinylestradiolu (EE2),
benzo[a]pyrenu (BaP) a jejich kombinaci na expresi a specifické aktivity cytochromii P450
1A1, 2C6 a 2C11 u potkand in vivo.

Hlavni ukoly prace byly:

Izolovat mikrosomélni frakci jater, ledvin a plic potkanti nepremedikovanych a

premedikovanych vyse uvedenymi slouc¢eninami a jejich kombinacemi.

Ur¢it specificky obsah CYP ve vzorcich izolované mikrosomalni frakce jater, ledvin a plic
potkanti nepremedikovanych a premedikovanych uvedenymi endokrinnimi disruptory a

jejich kombinacemi.

Pomoci metody Western blot zjistit miru exprese CYP1Al a CYP2C11l v danych

mikrosomalnich vzorcich.
Stanovit specifické aktivity uvedenych cytochromt P450 ve vzorcich mikrosomalni frakce

jater  potkani  nepremedikovanych a  premedikované 17p-estradiolem, 17a-

ethinylestradiolem, benzo[a]pyrenem a jejich kombinacemi.
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3 Material a metody
3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie a rozpoustédla

Chemikélie a rozpoustédla pouzita Vv predkladané bakalaiské praci pochazeji
z nasledujicich zdrojt:
BIO-RAD, USA: APS, standard molekulovych hmotnosti, TEMED

Fluka, Svycarsko: akrylamid, BIS, TRIS-HCI, 2-merkaptoethanol, testosteron

Gentest BD Bioscience, USA: potkani rekombinantni CYP1A/CYP2C11 s exprimovanou
NADPH

J.T. Baker, USA: acetonitril (pro HPLC)

Lach:Ner, CR: ethanol, ethylacetat, glycin, KH,PO,, methanol (pro HPLC), trihydrat

octanu sodného

Lachema, CR: bromfenolovd modf, diethylether, dithioni¢itan sodny, glycerol, KCI,
kyselina OCtOVé, MgC|2'6H20, N32C03, Na,HPO,, NaH,PO,-2H,0, NasP,0,.10H,0,
NH;HCO3, Sudan |,

Laktino, CR: suené mléko

Linde, Ceska republika: kapalny dusik, oxid uhelnaty

Loba-Chemie, Indie: Ponceau barva

Promega Corporation, USA: BCIP, NBT

Serva, Némecko: Coomassie brilliant blue R-250 (CBB), Triton X-100
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Sevapharma a.s., CR: hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, USA: Anti-GAPDH (primarni protilatka), Anti-rabbit (sekundarni
protilatka), Anti-goat (sekundarni protilatka), Anti-chicken (sekundarni protilatka),

diklofenak,
fosfatdehydrogenasa, NADPH

dodecylsulfat

sodny (SDS),

NADP,

glukosa-6-fosfat, glukosa-6-

Thermo Scientific, USA: Microplate BCA Protein Assay Kit

3.1.2 Pouzité pristroje

Analvytické vahy:
40 SM-200 A

Aparatura pro metodu Western blot:
Fastblot B43

Automatické pipety:
Nichiryo Nichipet EX
Eppendorf

Elektroforeticka aparatura:

Centrifugy:

K-23, vykyvny rotor

K-24, thlovy rotor

ultracentrifuga L07, ahlovy rotor 45Ti/70Ti
centrifuga 5418, tthlovy rotor
minicentrifuga Spectrafuge™, @hlovy rotor

centrifuga EBA 270, uhlovy rotor

Inkubatory:
IR 1500 Automatic CO, Incubator
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Pesa, Svycarsko

Biometra, Némecko

Japonsko

Neémecko

BIO-RAD, USA

Janetzki, Némecko
Janetzki, Némecko
Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko
Labnet, USA

Hettich, Némecko

Flow Laboratories, Némecko



Incubator mini Dry Bath MiniB-100
Thermomixer Compact
vodni lazen TWE

Magneticka michacka:

Variomag

pH metr:
HI 2211

Trepacky:
Yellow line os 2 basic
tiepacka

Mini rocker MR-1
Piedvazky:
EW 600-2M

440-35N

Spektrofotometry:

Tecan Sunrise microplate reader

Specord 250 plus

Systém HPLC:
pumpa: Dionex pump P580

ASI-100 Automated Sample Injector

UV/VIS Detektor UVD 170S/340S
Degasys DG-1210 Dionex
termobox pro kolonu: LCO 101
predkolona: Nukleosil 100-5 C18
kolona: Nukleosil 100-5 C18 HD

program: Chromeleon™ 6.11 build 490

MIULAB, Cina
Eppendorf, Némecko

Julabo, Némecko

Monotherm, Némecko

HANNA instruments, USA

IKA, Némecko
CSAV vyvojové dilny, CR
Biosan, Lotys$sko

Kern, Némecko

Kern, Némecko

Tecan, Svycarsko

Analytik Jena, Némecko

ECOM, CR
Macherey-Nagel, Némecko
Macherey-Nagel, Némecko
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Vortexy:
Vortex Mixer VX-200 Labnet, USA

Genius 3 IKA, Némecko

DalSsi pristroje:

CentriVap DNA Concentrator Labconco, USA
Elmasonic E 30 H P-lab, CR

homogenizator dle Pottera a Elvehjema
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3.2 Metody

3.2.1 Premedikace potkanii

Potkani kmene Wistar byli premedikovani benzo[a]pyrenem (BaP), 17a-
ethinylestradiolem (EE2), 17p-estradiolem (E2) a jejich kombinacemi dle tabulky 1. Latky
byly potkanim podavéany rozpusténé ve slunec¢nicovém oleji pomoci zalude¢ni sondy
(gavazi). V kazdé premedikované skupin¢ byli tfi laboratorni potkani. Kontrolni skupiné

(CTRL) byl aplikovan pouze slune¢nicovy olej.

Tabulka 1: Premedikace laboratornich potkanti

Davka: BaP 150 mg/kg hmotnosti potkana v 0,5 ml oleje
EE2 20 mg/kg hmotnosti potkana v 0,5 ml oleje
E2 20 mg/kg hmotnosti potkana v 0,5 ml oleje
Skupina dislo Premedika¢ni slou¢enina
1 kontrola (CTRL)

benzo[a]pyren (BaP)

17a-ethinylestradiol (EE2)

kombinace BaP a EE2

kombinace BaP a E2

2
3
4 17B-estradiol (E2)
5
6
7

kombinace EE2 a E2

Tteti den byla zvifata usmrcena a byly z nich odebrany organy (jatra, ledviny,
plice), které byly zmrazeny tekutym dusikem a uchovany pfti teploté -80°C.

Experimenty byly provadény v souladu se Zakonem na ochranu zvifat proti tyrani
(¢. 509/2008 Sb.) a vyhlaSkou ,,0 chovu a vyuZiti pokusnych zvitat ¢. 419/2012 Sb.*
Vv prostoru Centra pro experimentalni biomodely 1. LF UK (U nemocnice 478/5, Praha 5).
Premedikace potkana byla uskute¢néna pted zahajenim bakalaiské prace. V ramci této

préace byly experimenty provadény s jiz odebranymi organy.
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3.2.2 1zolace mikrosomalni frakce

Mikrosomy jsou casti endoplasmatického retikula vznikajici uméle pii
homogenizaci tkang. Obsahuji velké mnozstvi cytochromu P450°°. Mikrosomalni frakce
(MF) jater, ledvin a plic premedikovanych potkanti byla izolovana metodou diferenéni
centrifugace. Izolace probihala Vv chladici mistnosti pfi teploté 6°C. Veskeré pouzité
pfistroje, pomicky a chemikalie byly na tuto teplotu pfedem fadné vychlazeny. Byly

ptipraveny tii pufry, P1, P2 a P3, jejichZ slozeni je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Slozeni pufrii pro izolaci mikrosomalni frakce

Pufr P1 (2000 ml): | pH 7,4; 150 mM KCI, 50 mM Tris/HCI

Pufr P2 (500 ml): pH 7; 100 mM Nay4P,07 .10H,0

Pufr P3 (50 ml): pH 7,4; 150 mM KCI, 50 mM Tris/HCI, 20% (v/v) glycerol

Zmrazené orgédny (jatra, ledviny, plice) byly zvaZeny a poté rozstiihany na jemné
kousky do kadinky s pfipravenym pufrem P1. Roztok ¢astecné odkrvené tkané a pufru byl
filtrovan pies slozenou gazu a nésledné homogenizovan v homogenizatoru dle Pottera a
Elvehjema sobjemem pufru Pl odpovidajicimu ¢tyfnasobné hmotnosti izolovaného
organu. Nasledné byl homogenat centrifugovan 10 minut pti 600 g (centrifuga Janetzki K-
23, vykyvny rotor 4x70 ml, 3000 RPM, 4°C). Supernatant byl odlit do kadinky a uchovan
na ledu v chladici mistnosti. Sediment byl rehomogenizovan s 1/4 piivodniho objemu pufru
Pl a nasledné¢ opét centrifugovdn za stejnych podminek jako V pfedchozim ptipadé.
Supernatanty z obou centrifugaci byly spojeny a odstiedény 20 minut pfi 15000 g
(centrifuga Janetzki K-24, uhlovy rotor 6x35 ml, 13000 RPM, 4°C). Po centrifugaci byl
supernatant opatrné¢ odlit, aby nedoSlo ke kontaminaci mitochondrialni frakei, a
centrifugovan 65 minut pti 100000 g (ultracentrifuga Beckman LO7, ahlovy rotor 45Ti —
6x70 ml, 45000 RPM, 4°C). Supernatant (cytosolarni frakce) byl uchovan na ledu. Peleta
mikrosomt byla opatrné seskrabnuta do tésného homogenizatoru a resuspendovana
s pufrem P2, jehoz objem odpovidal dvojndsobku hmotnosti tkdn€. Vznikld suspenze byla
centrifugovana 65 minut pii 100000 g (ultracentrifuga Beckman LO7, thlovy rotor 70Ti —
8x28 ml, 60000 RPM, 4°C). Po odstranéni supernatantu byla mikrosomalni peleta
resuspendovana s pufrem P3, jehoZ objem odpovidal 1/4 celkové hmotnosti tkané.
Mikrosomalni i cytosolarni frakce byla pipetovana do mikrozkumavek dle Eppendorfa po

100 pl, zmrazena pomoci kapalného dusiku a uchovana v mrazicim boxu pii -80°C.
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3.2.3 Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteinti v MF jednotlivych organi byla stanovena metodou BCA®.
Principem metody je redukce méd’natych ionti na ionty méd’né v alkalickém prostiedi. Po
redukci nasleduje chelatace, tedy navazani méd’'ného kationtu na kyselinu bicinchoninovou
za vzniku fialového komplexu. Tento produkt lze stanovit spektrofotometricky diky
charakteristické absorpci pii vinové délce 562 nm.

Vzorky byly nafedény dle schématu uvedeného v tabulce 3 a poté zpracovany
pomoci komer¢niho setu Microplate BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Pro
ptipravu standardnich roztokli o koncentraci 0,125; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,50 a 2,00
mg/ml, pomoci nichz byla sestrojena kalibra¢ni pfimka, byl pouzit hovézi sérovy albumin
(BSA). Do 96 jamkové mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano vzdy 5 ul daného vzorku,
standardu a slepého vzorku (destilovana voda). Mikrosomalni vzorky byly nanaseny
Vv tripletnim a vzorky standardd Vv paralelnim uspoifadani. Do kazdé jamky bylo pomoci
vicekanalové pipety ptidano 195 ul ¢inidla, jez bylo piipraveno z 50 dild reagentu A (pH
11,25; 2% (w/v) Na,CO3.H,0, 0,95% (w/v) NaHCO3, 0,4% (w/v) NaOH, 0,16% (w/v)
vinan sodno-draselny) a 1 dilu reagentu B (4% (w/v) CuSO4.5H,0). Mikrotitra¢ni desticka
byla 1 minutu téepana (Yellow line os 2 basic) a nasledné inkubovana 30 minut pii 37°C
(IR 1500 Automatic CO, Incubator). Po inkubaci byla temperovana na laboratorni teplotu.
Pomoci ¢tecky mikrotitra¢nich desti¢ek byla zméfena absorbance vzorkt pii 562 nm a poté

programem KIM 32 vyhodnocena ptislusna koncentrace proteind.

Tabulka 3: Redéni MF jednotlivych organii pro stanoveni koncentrace proteinti

Izolovany organ Redéni
jatra 50x
plice 10x

ledviny 10x

3.2.4 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Koncentrace CYP byla stanovena pomoci spektralni metody, ktera vyuziva vzniku
komplexu cytochromu P450 v redukovaném stavu s oxidem uhelnatym. Tento komplex
charakteristicky absorbuje zéfeni pfi vlnové délce 450 nm. Redukci cytochromu P450

zajistuje dithionicitan sodny, NaZSZO438.
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Koncentrace cytochromu P450 v izolované MF byla méfena pouze u vzorku jater a
ledvin. Mikrosomy byly vhodné nafedény (jatra: 40x; ledviny: 20x) pfipravenym
fosfatovym pufrem (pH 7,4; 0,1 M KH,PO,, 20% (v/v) glycerol). Ke kazdému vzorku byly
pridany cca 2 mg Na,S;04 a po 5 minutach stani pfi laboratorni teploté byl roztok rozdélen
po 1 ml do dvou maskovanych semimikrokyvet o optické draze 1 cm. Na spektrofotometru
Specord 250 plus byla zméfena zakladni linie. Nasledné byl obsah vzorkové kyvety 2
minuty probublavan oxidem uhelnatym. Poté byla méfena absorbance v rozsahu vinovych
délek 400-490 nm a ze ziskanych hodnot absorbanci pii 450 a 490 nm vypocitana
koncentrace cytochromu P450 dle vzorce:

Agso —Ago0 , .,
Ccyp = ——— *Fedéni|

pM]
€450 1

kde ccyp znac¢i molarni koncentraci cytochromu P450, | optickou drahu kyvety a 450

extinéni molarni koeficient cytochromu P450 (e4s0= 0,091 pM™. cm™).

3.2.5 Diskontinualni elektroforéza SDS-PAGE

Diskontinualni  elektroforéza v polyakrylamidovém  gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) slouzi k separaci proteinti na zdkladé¢ jejich rozdilné
molekulové hmotnosti. Dodecylsulfat sodny (SDS) se vaze na hydrofobni ¢asti proteint
stale ve stejném pomeéru (1,4 g SDS/g proteinu) a udéluje jim jednotny zaporny nébojsz.
Polymerace gelu probihd radikdlovym mechanismem, ktery iniciuje persiran amonny
(APS) a N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin (TEMED). Tyto latky napomahaji vzniku a
stabilizaci volnych radikalti, pomoci nichz dochédzi k polymeraci akrylamidu s N,N-
methylen-bis-akrylamidem (BIS) za vzniku trojrozmérné sit&>,

K separaci proteint izolované mikrosomalni frakce byl pouzit 10% separaéni gel o
slozeni: voda, 30% (w/v) akrylamid (29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) bisakrylamid), pufr A
(pH 8,8; 1,5 M Tris/HCI), 10% (w/v) SDS, 10% (w/v) (APS), TEMED a 4% zaostifovaci
gel: voda, 30% (w/v) akrylamid (29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) bisakrylamid), pufr B (pH
6,8; 1,0 M Tris/HCI), 10% (w/v) SDS, 10% (w/v) (APS), TEMED. Mezi 1 mm siroka Cista,
odmasténa skla uchycena v elektroforetické soustavé pro tuhnuti geld (BIO-RAD) byl
pipetovan roztok pro piipravu separacniho gelu ptiblizné do vysky 6 cm a pfevrstven 1 cm

destilované vody, aby bylo zabranéno nerovnomérnému ztuhnuti gelu. Po uplynuti 30
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minut, béhem kterych probihala polymerace, byla voda slita a do sucha odsata pomoci
filtracniho papiru. Poté byl na separacni gel nanesen roztok pro piipravu zaostfovaciho
gelu, do kterého byl umistén deseti-jamkovy hiecben. Po ztuhnuti gelu byl hieben opatrné
odstranén a skla zasunuta do elektroforetického stojanku, ktery byl vlozen do
elektroforetické vany (BIO-RAD). Vana i vznikly prostor mezi skly byly naplnény
elektrodovym pufrem (pH 8,3; 0,192 M glycin, 0,025 M Tris/HCI, 0,1% (w/v) SDS) tak,
aby byly jamky pod hladinou.

Vzorky mikrosomalni frakce jater, ledvin a plic byly vhodné nafedény na
koncentraci 75 ug proteinu destilovanou vodou a 4x koncentrovanym Vvzorkovym pufrem
(pH 6,8; 0,63 M Tris/HCI, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-merkaptoethanol,
0,003% (W/v) bromfenolova modr). Celkovy objem byl v pfipadé mikrosomalni frakce
jater a ledvin 20 pl a plic 35 pl. Jako pozitivni kontrola byli pouzity roztoky supersomalni
CYP2C11 a CYP1AL. Vzorky byly 6 minut vafeny (Incubator mini Dry Bath) a pomoci
mikrostiikacky Hamilton s tupou jehlou naneseny do jamek. Dale bylo pipetovano 5 pl
standardu molekulovych hmotnosti (Marker Precision Plus Protein Dual Color).
Elektroforeticka aparatura byla uzaviena vikem a pfipojena ke zdroji napéti (BIO-RAD).
Elektroforéza probihala 75 minut pii napéti 200 V.

Po skonceni elektroforézy byl gel ponechan 1 hodinu v barvici lazni (0,25% (w/v)
Coomassie Brilliant Blue R-250, 46% (v/v) ethanol, 9,2% (v/V) kyselina octova) za tiepani
(CSAV vyvojové dilny) a poté pienesen do odbarvovaci 1azné (25% (v/v) ethanol, 10%

(v/v) kyselina octova), Ve které byl ponofen pfes noc. Gel byl oskenovan.

3.2.6 Metoda Western blot

Metoda Western blot (WB) patii mezi tzv. pfenosové techniky a slouzi k detekci
velikosti & relativniho mnoZstvi urGitého proteinu ve smési proteind®. Metods
proteinového pifenosu piedchdzi SDS-PAGE, pomoci které jsou proteiny ve vzorku
rozdéleny podle své molekulové hmotnosti. Nasleduje pfenos na PVDF membranu a tzv.
blokace membrany. Hledané proteiny jsou nasledn€ oznaceny pomoci specifické primarni
protilatky, na kterou se v dalSim kroku vaze sekundarni protilditka nesouci enzym
umoziujici vizualizaci®>*, U WB se jako kontrola spravné naneseného mnozstvi vyuziva
proteinu, ktery je ve vzorcich exprimovan konstitutivné. Pfikladem je glyceraldehyd 3-
fosfat dehydrogenasa (GAPDH)>*.
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Po skonceni SDS-PAGE byl oznaceny gel ponechan 30 minut v pfenosovém pufru
(pH 8,3; 0,192 M glycin, 0,05 M Tris/HCI). Bylo nastiihano Sest filtratnich papirt
Whatman a PVDF membrana. Filtrani papiry byly namoceny do pienosového pufru a
membrana byla tzv. aktivovana: nejprve byla opatrné pinzetou vyjmuta z ochranného obalu
a 30 sponechana v methanolu, poté v destilované vodé a nakonec pfiblizné 5 minut
Vv pfenosovém pufru. Aparatura blotovaciho pfistroje (Fastblot B43, Biometra) byla

sestavena dle obrazku 9 a ptipojena ke zdroji (EPS 301, Amersham Farmacia Biotech).

Obrazek 9: Kazeta pro pienos proteini.

Na schématu je znazornéno sestaveni blotovaci aparatury: tfi filtrani papiry (b), membrana
(c), gel (d), tii filtracni papiry (f), ochranné pouzdro (g). Spodni dil blotovaciho pfistroje
predstavuje anodu (a), horni dil katodu O

Byl spocitan obsah plochy membrany a pomoci nasledujicich imér nastavena

hodnota elektrického proudu:55

na 1 cm*membrany ... ... .. 0,8mA... .. 10 min
Poté:

na 1 cm*membrany ... ... .. 3,5mA... .. 45 min

Celkova doba ptenosu €inila 55 minut. Po skonceni elektropfenosu byla membrana
smocena piiblizné 20 s v ¢ervené barvici lazni PONCEAU pro kontrolu pfenosu proteinil
(0,5% PONCEAU cerven v 1% Kyseliné octové) a nasledné omyta destilovanou vodou ze
stticky. Poté byla ponofena do 5% blokovaciho roztoku odtu¢néného suseného mléka a
pufru PBS-Triton X-100 (pH 7,2; 1.8 mM Na,HPO,4, 1 mM NaH,PO,, 0,134 M NaCl;
0,3% (w/v) TRITON X-100) a ponechana 1 hodinu v chladu za stalého tfepani (Mini rocker
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MR-1, Biosan). Proteiny mlé¢ného kaseinu se navazaly na vSechna mista na membrang,
kde nebyly ptitomny proteiny po pfenosu, ¢imz bylo zabranéno nespecifickym interakcim
mezi primarni protilatkou a povrchem membrényss. Po blokaci byla membrana rozsttizena
vV misté odpovidajicimu cca 40 kD na dvé Casti. Spodni ¢ast membrany byla ponoiena do
roztoku primarni krali¢i protilatky proti GAPDH v blokovacim roztoku (fedéni 1:5000),
horni ¢ast membrany do roztoku primarni protilatky specificky se vazajici na pfislusny
cytochrom P450. Pro detekci CYP2C11 byla jako primarni protilatka pouzita krali¢i
protilatka proti potkanimu CYP2C11 (fedéni 1:1500) a pro detekci CYP1A1 primarni kozi
protilatka proti potkanimu CYP1A1l (fedéni 1:2500). Inkubace s protilatkou probihala
Vv chladové mistnosti pfes noc za stalého tiepani (Mini Rocker MR-1, Biosan).

Druhy den byly obé& ¢asti membrany 4x5 minut promyty v blokovacim roztoku a
ponofeny do roztoku sekundarni protilatky, kterd byla konjugovéna s alkalickou fosfatdzou
(ALP). Pro detekci CYP2C11 a GAPDH byla jako sekundarni protilatka pouzita kozi 1gG-
AP protilatka proti krali¢i primarni protilatce (fedéni 1:1429) a pro detekci CYP1Al
sekundarni krali¢i IgG-AP protilatka proti kozi primarni protilatce (fedéni 1:1429).
Inkubace probihala 1 hodinu p#i laboratorni teploté za tiepani (CSAV vyvojové dilny). Po
inkubaci nasledovalo promyvani: 2krat 5 minut v blokovacim roztoku, 2krat 5 minut
v pufru PBS-Triton X-100 a 5 minut v destilované vod¢. Poslednim krokem westernového
pfenosu byla vizualizace proteinli pomoci substratu pro alkalickou fosfatdzu. Byl pfipraven
vyvolavaci roztok smichanim 5 ml pufru pro ALP detekci (pH 9; 100 mM Tris/HCI, 150
mM NaCl, 1 mM MgCl,.6H,0), 33 ul NBT (nitro blue tetrazolium chlorid v 70% N,N-
dimethylformamidu) a 16,5 ul BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat ve 100%
dimethylformamidu). Vyvolavani probihalo pfiblizné 3 minuty, poté bylo zastaveno
smoc¢enim membrany v destilované vod€. Membrany byly osuSeny mezi filtracnimi papiry,
oskenovany a vyhodnoceny v programu ImageJ zjisténim ploch jednotlivych zon, které
byly nasledné vztazeny na jednotkovou hodnotu kontroly. V pfipad¢ opakovaného méfeni
byly hodnoty obou stanoveni zprimérovany. Ze ziskanych vysledkd byly v programu
Microsoft Office Excel 2007 zhotoveny grafy, které piredstavuji relativni mnozstvi

ptisluSnych CYP v jednotlivych premedikovanych vzorcich MF.
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3.2.7 Stanoveni specifické aktivity CYP2C11: 16a-hydroxylace testosteronu
Aktivita CYP2C11 byla stanovena jako 16a-hydroxylace testosteronu (TST).
V mikrozkumavkach Eppendorf byly v paralelnim uspoifadani ptipraveny inkubaéni smési

0 celkovém objemu 500 pl a nasledujicim sloZeni:

e fosfatovy pufr (pH 7,4; 0,1 M KH,POy)

e potkani jaterni mikrosomy (Cproteinz = 0,5 mg/ml)

e 50 uM TST (2,5 ul 10 mM zasobniho roztoku TST v methanolu)

e NADPH generujici systém (GS): 1 mM NADP+, 10 mM MgCl,-6H,0, 10 mM
glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfatdehydrogenasa

Do 2 ml mikrozkumavek Eppendorf byly pipetovany jednotlivé slozky inkubacni
smési Ve vySe uvedeném potadi a nasledné¢ 5 minut preinkubovany pii 37°C bez GS
(Thermomixer Compact, Eppendorf). Reakce byla zahajena ptidanim 50 ul GS. Inkubace
probihala za stalého tfepani (Thermomixer Compact, Eppendorf, 400 RPM, 37°C) 15
minut za piistupu vzduchu. Reakce byla zastavena pfidanim 100 pl roztoku 1M
Na,CO3/2M NaCl a nasledné 10 s vortexovana (Vortex Mixer VX-200, Labnet). Poté byl
Kk reakéni smési pfidan 1 ml ethylacetitu a smés byla 2 minuty tfepana (Thermomixer
Compact, Eppendorf, 1400 RPM). Koddé¢leni organické a vodné faze byla smés
centrifugovana 3 minuty (centrifuga Eppendorf 5418, uhlovy rotor 18x1,5 ml, 13000
RPM). Horni organicka faze byla odebrana do 1,5ml mikrozkumavek Eppendorf a k vodné
fazi byl opét ptidan 1 ml ethylacetatu. Extrakce byla provedena jesté jednou za vyse
uvedenych podminek. Extrakty byly odpafeny do sucha na vakuové odparce (CentriVap
DNA Concentrator, Labconco, 40°C). Pfed HPLC analyzou byly odparky rozpustény ve
30 ul methanolu, vortexovany a centrifugovany 20 s (minicentrifuga Spectrafuge™,
uhlovy rotor 6x2,0 ml, 6000 RPM).

3.2.7.1 Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC)

Vzorky byly analyzovany metodou HPLC s UV-detekci (Dionex pump P580, ASI-
100 Automated Sampler Injector) na kolon¢ Nucleosil 100-5 C18 (250/4, Macherey-
Nagel) pii teplot¢ 35°C. Analyza probihala v isokratickém uspofadani s konstantnim

priutokem mobilni fdze 0,7 ml/min a trvala 20 minut. Mobilni faze pfedstavovala 65%
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(w/v) roztok methanolu a byla pfipravena bezprostiedné¢ pfed méfenim do tmavé lahve a
nasledné sonikovana 30 minut V ultrazvukové lazni za ptistupu vzduchu (Elmasonic P).
Nastrik vzorku na kolonu ¢inil 20 pl. Standard byl ptipraven smichanim 3 pl 10 mM TST
a 27 ul methanolu. Detekce TST a jeho metabolitti probihala pii vinové délce 254 nm a
nasledné vyhodnoceni bylo provedeno metodou tzv. vnéjsiho standardu s pouzitim
kalibra¢ni ktivky. Ziskané vysledky byly statisticky zpracovany Vv programu Microsoft
Office Excel 2007 a poté byla spocitana aktivita CYP2C11.

3.2.8 Stanoveni specifické aktivity CYP2C6: 4’-hydroxylace diklofenaku
Aktivita CYP2C6 byla stanovena jako 4'-hydroxylace diklofenaku (Dic).
V mikrozkumavkéch Eppendorf byly V paralelnim uspotadani pfipraveny inkubaéni smési

o celkovém objemu 500 pl a nésledujicim slozeni:

e fosfatovy pufr (pH 7,4; 0,1 M KH,PO,)

e potkani jaterni mikrosomy (Cproteinz = 0,5 mg/ml)

e 50 uM Dic (5 ul 5 mM zasobniho roztoku Dic v methanolu)

e NADPH generujici systém (GS): 1 mM NADP+, 10 mM MgCl,-6H,0, 10 mM
glukosa-6-fosfat, 1 U/ml glukosa-6-fosfatdehydrogenasa

Postup pfipravy inkuba¢nich smési byl analogicky s postupem uvedenym v kapitole
3.2.6. Reakce byla zastavena piidavkem 100 pl ledového acetonitrilu a extrahovana 1 ml
diethyletheru. Extrakty byly odpafeny do sucha na vakuové odparce (CentriVap DNA
Concentrator, Labconco, 35°C). Pfed HPLC analyzou byly odparky rozpustény ve 30 pl
methanolu, vortexovany a centrifugovany 20 s (minicentrifuga Spectrafuge™, ahlovy rotor
6x2,0 ml, 6000 RPM).

3.2.8.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vzorky byly analyzovany metodou HPLC s UV-detekci (Dionex pump P580, ASI-
100 Automated Sampler Injector) na kolon¢ Nucleosil 100-5 C18 (250/4, Macherey-
Nagel) pfi teplot¢ 35°C. Analyza probihala v isokratickém uspofadani s konstantnim
prutokem mobilni faze 0,5 ml/min a trvala 15 minut. Mobilni faze pfedstavovala smés
acetonitrilu a acetatového pufru (pH 5,0; 75 mM CH3COONa-3H,0, pH upraveno 50%
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(w/v) CH3COOH) v poméru 1,5:2. Oba roztoky byly pfipraveny tésné pred méfenim do
Cisté tmavé lahve a poté sonikovany 30 minut za ptistupu vzduchu (Elmasonic P). Nastiik
vzorku na kolonu ¢inil 20 pl. Standard byl pfipraven smichanim 3 pl 5 mM Dic a 27 pl
methanolu. Detekce Dic a jeho metabolitu probihala pfi vinové délce 280 nm a nasledné
vyhodnoceni bylo provedeno metodou tzv. vnéj$iho standardu s pouzitim kalibra¢ni
kiivky. Ziskané vysledky byly statisticky zpracovany v programu Microsoft Office Excel
2007 a poté byla spocitana aktivita CYP2C6.

3.2.9 Stanoveni specifické aktivity CYP1A1: oxidace Sudanu I
Aktivita CYP1A1 byla stanovena jako oxidace Sudanu I. Ve sklenénych
zkumavkach byly Vv paralelnim uspotadani pfipraveny inkubacni smési o celkovém objemu

500 pl a nasledujicim slozeni:

e fosfatovy pufr (pH 7,4; 50 mM KH,POy)

e potkani jaterni mikrosomy (Cproteinz = 0,5 mg/ml)

e 100 uM Sudanu I (10 pul 5 mM zésobniho roztoku Sudanu I v methanolu)
e 1mM NADPH

Do sklenénych zkumavek byly pipetovany jednotlivé slozky inkubaéni smési ve
vySe uvedeném poradi a nasledné¢ 5 minut preinkubovany pii 37°C bez NADPH (vodni
lazen Julabo TW8). Reakce byla zahajena piidanim 50 ul NADPH. Inkubace probihala 30
minut za stalého tfepani (Scientific G24 Environmental Incubator Shaker, 250 RPM, 37°C)
za pristupu vzduchu. Reakce byla zastavena 1 ml ethylacetatu a nasledné 30 s vortexovana
(Vortex Mixer VX-200, Labnet). Poté byla reakéni smés 5 minut centrifugovana
(centrifuga EBA 270, uhlovy rotor 6x15 ml, 3000 RPM). Organicka faze byla odebrana do
1,5ml mikrozkumavek Eppendorf a k vodné fazi bylo ptidano 950 ul ethylacetatu.
Extrakce byla provedena jest¢ jednou za vySe uvedenych podminek. Extrakty byly
odpareny do sucha na vakuové odparce (CentriVap DNA Concentrator, Labconco, 37°C).
Pted HPLC analyzou byly odparky rozpustény ve 30 pl methanolu, vortexovany a
centrifugovany 20 s (minicentrifuga Spectrafuge™, thlovy rotor 6x2,0 ml, 6000 RPM).
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3.2.9.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vzorky byly analyzovany metodou HPLC s UV-detekci (Dionex pump P580, ASI-
100 Automated Sampler Injector) na kolon¢ Nucleosil 100-5 C18 (250/4, Macherey-
Nagel) pfi teplot¢ 35°C. Analyza probihala v isokratickém uspotfadani s konstantnim
prutokem mobilni faze 0,7 ml/min a trvala 13 minut. Mobilni faze pfedstavovala smés
uhli¢itanového pufru (pH 8,5; 0,1 M NH4HCO3) a methanolu v poméru 1:9. Uhli¢itanovy
pufr byl pfipraven tésn¢ pred méfenim a spolu s methanolem slit do tmavé lahve. Pro
odstranéni bublinek vzduchu byla mobilni faze sonikovana 30 minut za pfistupu vzduchu
(Elmasonic P). Nastiik vzorku na kolonu ¢inil 20 ul. Standard byl pfipraven smichanim 10
ul 5 mM Sudanu I a 20 ul methanolu. Detekce Sudanu | a jeho metabolitd probihala pfi
vinové délce 480 nm a nasledné vyhodnoceni bylo provedeno metodou tzv. vné&jsiho
standardu s pouzitim kalibra¢ni kiivky. Ziskané vysledky byly statisticky zpracovany
v programu Microsoft Office Excel 2007 a poté byla spocitana aktivita CYP21A1.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Charakterizace izolované mikrosomalni frakce

Predkladana bakalatska prace se zabyva vlivem endokrinnich disruptort E2, EE2,
BaP a jejich kombinacemi na hladiny a specifické aktivity enzymi CYP1Al a CYP2C u
potkant in vivo. Pro studium, které bylo soucasti SirSiho vyzkumu, bylo nutné nejprve
izolovat mikrosomalni frakci (MF) jater, ledvin a plic potkani nepremedikovanych
(kontrolnich) a premedikovanych uvedenymi ED a jejich kombinacemi (viz tabulka 1, str.
27). U téchto vzorki byla stanovena koncentrace proteinti, koncentrace CYP a vypocitan
specificky obsah CYP.

Koncentrace proteinti ve vzorcich izolované MF byla stanovena metodou BCA* a
koncentrace CYP byla stanovena spektralni metodou zalozenou na specifické absorpci
komplexu CYP v redukovaném stavu s oxidem uhelnatym pifi vinové délce 450 nm*®,
Vzhledem ke zjisténym velmi nizkym koncentracim proteinti u vzorkti mikrosomalni
frakce plic, byla koncentrace CYP stanovena pouze u vzorki MF jater a ledvin. Specificky
obsah CYP, ktery predstavuje jednu z hlavnich charakteristik MF, byl vypocitan jako
pomér koncentrace CYP a koncentrace proteint ve vzorcich MF. Veskeré parametry jsou
uvedeny v tabulce 4.

Z tabulky 4 je patrné, Ze K nejvétSimu zvyseni specifického obsahu CYP oproti
kontrole doslo u vzorkti MF jater potkand premedikovanych BaP, a to pfiblizné 1,5x, dale
pak u vzorkl MF jater potkani premedikovanych BaP v kombinaci s E2 (narust 1,4x). U
vzorkli MF jater potkanii premedikovanych kombinaci EE2 a E2 a kombinaci BaP a EE2,
se specificky obsah CYP oproti kontrole zvysil pouze nepatrné. Naopak u vzorki MF jater
potkanti premedikovanych samotnym EE2 nebo E2 doslo k ur¢itému snizeni specifického
obsahu CYP oproti kontrole.

U vzorkit MF ledvin doSlo ke zvySeni specifického obsahu CYP oproti kontrole u
potkani premedikovanych BaP (nardst 1,3x) a kombinaci BaP a E2 (nartst 1,7x). Ve
vzorcich MF ledvin potkanii premedikovanych samotnym E2 a kombinaci BaP a EE2 se
specificky obsah CYP prakticky nezménil. Mirné snizeni specifického obsahu CYP oproti
kontrole je patrné u vzorkli MF ledvin potkanti premedikovanych EE2 a kombinaci EE2 a
E2.

38



Tabulka 4: Charakterizace vzorkt izolované MF jater, ledvin a plic potkant

nepremedikovanych a premedikovanych E2, EE2, BaP a jejich kombinacemi.

CTRL BaP EE2 E2 BaP+EE2 | BaP+E2 | EE2+E2
Cprot.
L 13,0 20,3 16,9 32,0 14,1 17,1 19,7
[mg.ml™~]
§ Ccvp
= 5,54 12,92 6,86 10,02 6,33 9,85 9,85
< [uM]
<
SP.0.cyp
L 0,426 0,637 0,406 0,313 0,449 0,576 0,500
[nmol.mg™]
Cprot.
L 9,2 7,1 6,7 7,3 7,6 7,1 11,2
[mg.ml™]
>-
P Ccvp
> 0,95 0,97 0,55 0,84 0,88 1,23 0,95
9 [uM]
4
SP.0.cye
0,103 0,137 0,082 0,115 0,116 0,173 0,085
[nmol.mg™]
= c
) pret Lol 4a7 2.9 4.1 3.1 5.2 3.8 5.2
: [mg.mil™]

Corot. KONCENtrace proteint, Ceyp koncentrace cytochromu P450, sp.o.cye specificky obsah cytochromu P450
ve vzorcich izolované MF jater, ledvin a plic potkani premedikovanych E2 (17B-estradiol), EE2 (17a-
ethinylestradiol), BaP (benzo[a]pyren) a jejich kombinacemi. CTRL zna¢i MF kontrolnich

nepremedikovanych potkand.

Z vySe uvedenych hodnot vyplyva, ze po premedikaci potkand BaP a jeho
kombinacemi s EE2 a E2 dochazi k nartstu specifického obsahu CYP oproti kontrole jak
v jatrech, tak v ledvinach, coz naznacuje zvySenou expresi téchto enzymi. Hodnoty
specifického obsahu CYP u vzorkd MF jater potkanti premedikovanych pouze EE2 nebo
E2 a u vzorki MF ledvin potkani premedikovanych EE2 a kombinaci EE2 a E2 napovidaji

moznému snizeni exprese CYP oproti kontrolnim vzorkiim.

4.2. Studium vlivu E2, EE2, BaP a jejich kombinaci na miru exprese
CYP1Al

Mira exprese CYP1Al po premedikaci potkani vySe uvedenymi endokrinnimi
disruptory a jejich kombinacemi byla analyzovana metodou Western blot (WB). Detekce

CYP1A1 byla provadéna u vsech tii odebranych organt (jatra, ledviny, plice). Pro kontrolu
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spravné¢ naneseného mnozstvi proteinu byla pouzita GAPDH, ktera je ve vzorcich
exprimovana konstitutivné. Na obrazku 10 je ukdzka membrany s detekovanym CYP1A1
ve vzorcich MF jater potkani premedikovanych uvedenymi ED a jejich kombinacemi.
Z obrazku jasn¢ vyplyva, Zze u vzorki MF jater potkanii premedikovanych BaP a
kombinacemi BaP s EE2 nebo E2 dochazi k silné indukci CYP1AL.

o S ————

BaP EE2 E2 BaP+EE2 BaP+E2  EE2+E2 CTRL

Obrazek 10: Detekce CYP1A1 u vzorki MF jater potkani premedikovanych E2, EE2, BaP a
jejich kombinacemi.

Nanaska proteinti Cinila 75 pg proteini/jamku a jako kontrola spravné naneseného mnozstvi byla
pouzita GAPDH. BaP zna¢i MF jater potkanii premedikovanych benzo[a]pyrenem, EE2 MF jater
potkani premedikovanych 17a-ethinylestradiolem, E2 MF jater potkani premedikovanych 17f-
estradiolem a CTRL MF kontrolnich nepremedikovanych potkand.

Na obrazku 11 (str. 41) je uveden sloupcovy graf, ktery ptedstavuje relativni
mnozstvi CYP1A1 ve vzorcich izolované MF jater, ledvin a plic premedikovanych
potkant. Z grafu vyplyva, Ze zatimco u vzorki MF jater potkanti premedikovanych BaP
doslo ke zvySeni exprese CYP1AL 7,6x, u vzorki MF jater potkani premedikovanych
samotnym EE2 a E2 nedoslo ke zméné exprese tohoto enzymu oproti vzorkim MF jater
potkanti nepremedikovanych (kontrolnich). Pokud vsak byly EE2 a E2 potkanim
podavany spolu s BaP, bylo u téchto vzorkii MF patrné zvySeni exprese CYPI1Al. U
vzorkd MF jater potkanti premedikovanych BaP spolu s EE2 doslo ke zvySeni exprese
CYP1A1 oproti kontrole 5,8x a u vzorki MF jater potkanti premedikovanych kombinaci
BaP a E2 doslo ke zvySeni mnozstvi tohoto enzymu 5,6x oproti kontrole. Ke zvyseni
exprese CYP1AL1 oproti kontrolni skupiné doslo i u vzorkiit MF potkanti premedikovanych
BaP a jeho kombinaci s EE2 a E2 i v dalSich organech (ledviny, plice), avsak v jatrech byl
tento efekt jednoznacné nejvyssi. K velmi mirnému zvySeni exprese CYP1A1 dochdzi i ve

vzorcich MF ledvin a plic potkanii premedikovanych EE2 a jeho kombinaci s E2.
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Obrazek 11: Relativni mnozstvi CYP1A1 ve vzorcich izolované MF jater, ledvin a plic potkani
premedikovanych E2, EE2, BaP a jejich kombinacemi.

Nanaska ¢inila 75 pg proteinti/jamku. BaP znac¢i MF jater potkant premedikovanych benzo[a]pyrenem, EE2
MF jater potkant premedikovanych 17a-ethinylestradiolem, E2 MF jater potkand premedikovanych 17f3-
estradiolem a CTRL MF kontrolnich nepremedikovanych potkanti.

Jak jiz bylo uvedeno, hlavnim enzymem podilejicim se na metabolismu BaP
v organismu je CYP1AL, ktery katalyzuje jeho metabolickou aktivaci za vzniku vysoce
toxického BaP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxidu (BPDE), jenz je schopny tvofit interkalaty s
DNA®. Je prokazano, ze BaP je nejenom substratem tohoto enzymu, ale i jeho
induktorem. Schopnost BaP vazat se na receptor aromatickych uhlovodikd (AhR) a
aktivovat ho, vede ke zvyseni exprese CYP1A1*"3* Indukéni vliv BaP na expresi
CYP1ALl ve vsech studovanych organech potvrzuji i vyse uvedené vysledky. Z vysledkt
dale vyplyva, ze kombinované podani BaP spolu s EE2 nebo E2 laboratornim potkaniim
vede také ke zvyseni exprese CYP1AL, avsak niz§imu nezli podani samotného BaP. Pokud
jsou EE2 ¢i E2 laboratornim potkanim podany oddélené, nemaji na expresi CYP1Al
Vv jatrech zadny vliv, zatimco v ledvinach a plicich mirn€ jeho expresi zvySuji a to 1 pokud

jsou podany v kombinaci. Vzhledem k nizkym odezvam se zvyseni exprese CYP1Al v MF
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ledvin a plic potkani premedikovanych EE2 a jeho kombinaci s E2 nedd povazovat za

vyznamne.

4.3 Studium vlivu E2, EE2, BaP a jejich kombinaci na specifickou
aktivitu CYP1A1l

V praci byl dale studovan vliv uvedenych ED a jejich kombinaci na specifickou
aktivitu CYP1A1, ktera byla stanovena jako oxidace Sudanu I. Vzhledem Kk velmi nizkym
hodnotam koncentrace CYP v MF ledvin a plic (tabulka 4, str. 39), byla specificka aktivita
CYPIAL1 stanovena pouze u vzorki MF jater potkanti premedikovanych vySe zminénymi
slouceninami. Vzorky byly analyzovany metodou HPLC s UV-detekci a ziskané vysledky
byly statisticky zpracovany v programu Microsoft Office Excel 2007. Zmény specifické
aktivity CYP1A1 po premedikaci potkani vySe uvedenymi ED a jejich kombinacemi
ukazuje obrazek 12 (str. 43). Ke zvySeni specifické aktivity CYP1AL oproti kontrolnimu
vzorku dosSlo v pfipadé, kdy byly laboratorni potkani premedikovani BaP ¢i jeho
kombinaci s EE2 nebo E2. U vzorkti MF jater potkani premedikovanych pouze BaP se
specificka aktivita CYP1A1 zvysila takika 7X, v kombinaci BaP a EE2 narostla 5,7x oproti
kontrole. Nejvétsi zvySeni aktivity CYP1A1 oproti kontrole je pozorovano u MF jater
potkanti premedikovanych BaP spolu sendogennim E2, kdy se specificka aktivita
sledovaného enzymu zvysila skoro 8,5x oproti kontrolnimu vzorku. Premedikace potkanti

E2 ani EE2 nem¢la na specifickou aktivitu CYP1A1 zadny vliv.
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Obrazek 12: Specifické aktivity CYP1A1 ve vzorcich izolované MF jater potkani premedikovanych
E2, EE2, BaP a jejich kombinacemi.

Specifickd aktivita CYPL1Al byla stanovena jako oxidace Sudanu |. BaP zna¢i MF jater potkanti
premedikovanych benzo[a]pyrenem, EE2 MF jater potkani premedikovanych 17a-ethinylestradiolem, E2
MF jater potkant premedikovanych 17p-estradiolem a CTRL MF kontrolnich nepremedikovanych potkantl.
F znadi indukci vzorkd a hvézdi¢ky hladinu vyznamnosti: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p< 0,001. Pocet

meéfeni: 2.

Jak jiz bylo fedeno, diivejsi studie®*?* prokazaly, ze BaP pusobi jako induktor
enzymu CYP1A1, ktery se ti€astni jeho metabolické aktivace. CYP1A1 hraje vyznamnou
roli v biotransformaci Sudanu I, ¢ehoz se vyuZziva ke stanoveni specifické aktivity tohoto
enzymu. Sudan I je organicka latka fadici se do skupiny tzv. azobarviv. Diky svému
typickému oranzovému zabarveni se jeSt¢ doneddvna pouzival jako barvivo ptidavané
nejen do primyslovych vyrobkt, ale i do nékterych potravin. Pro své karcinogenni a
mutagenni ucinky na mysi v8ak byl z bé&zného prumyslu stazen a oznacen jako latka
podeziela z karcinogenity® .

Vyse popsané vysledky opét potvrzuji, Ze BaP a jeho kombinace sE2 a EE2
zvySuji expresi CYP1Al. Také bylo prokazano, Zze pokud byly tyto ED potkanim

podavany samostatné¢ bez BaP, k ovlivnéni specifické aktivity CYP1AL stanovené jako
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oxidace Sudanu | takika nedochazelo. Tato zjisténi tedy koresponduji s vysledky
ziskanymi metodou Western blot (obrazek 11, str. 41). Odlisnost je patrna pouze Vv piipadé
vzorki MF jater potkani premedikovanych kombinaci BaP a E2, ve kterych doslo
Kk nejvyssimu narastu specifické aktivity CYPLAL oproti kontrole, zatimco exprese tohoto

enzymu Vv jatrech byla nejvyssi po premedikaci potkanii samotnym BaP.

4.4 Studium vlivu E2, EE2, BaP a jejich kombinaci na miru exprese

CYP2Cl11
Dalsimi studovanymi enzymy jsou cytochromy P450 podrodiny 2C, které hraji

vyznamnou roli v metabolismu EE2'®. Mira exprese CYP2C11 po premedikaci potkant
vyse uvedenymi endokrinnimi disruptory a jejich kombinacemi byla analyzovana metodou
Western blot (WB). CYP2C11 byl detekovan u vSech odebranych organt (jatra, ledviny,
plice). Pro kontrolu spravné naneseného mnozstvi proteinu byla pouzita GAPDH, ktera je
ve vzorcich exprimovana konstitutivné. Na obrazku 13 je uvedena ukazka membrany
s detekovanym CYP2C11 ve vzorcich MF jater potkant nepremedikovanych (kontrolnich)
a premedikovanych uvedenymi slouceninami a jejich kombinacemi. Detekce CYP2C11
byla ztizena vysokou nespecifi¢nosti pouzité primarni krali¢i protilatky proti potkanimu

CYP2C11, ktera oznacila velké mnozstvi zon.

S— . — - kDa
TR T TN T T A S S T WY e — |
cyP2Cil [ > 2-—— s . s

et} i 50

GAPDH I:>”m~!- _-_ -E

BaP EE2 E2 BaP+EE2 BaP+E2 EE2+E2 CTRL

Obrazek 13: Detekce CYP2C11 u vzorki MF jater potkani premedikovanych E2, EE2, BaP a
jejich kombinacemi.

Nanaska proteini ¢inila 75 pg proteinti/jamku a jako kontrola spravné naneseného mnozstvi byla
pouzita GAPDH. BaP zna¢i MF jater potkanll premedikovanych benzo[a]pyrenem, EE2 MF jater
potkani premedikovanych 17a-ethinylestradiolem, E2 MF jater potkanl premedikovanych 17f-
estradiolem a CTRL MF kontrolnich nepremedikovanych potkanti.

Na obrazku 14 (str. 45) je znazornén sloupcovy graf, ktery predstavuje relativni
mnozstvi CYP2C11 ve vzorcich mikrosomalni frakce jater, ledvin a plic potkant

premedikovanych uvedenymi endokrinnimi disruptory a jejich kombinacemi. Z grafu je
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patrné, Ze k mirnému zvySeni exprese CYP2C11 oproti kontrole doslo u vzorkti MF jater
potkani premedikovanych BaP, EE2 a E2, k vyraznéjsimu zvySeni exprese tohoto enzymu
(nértst 1,7x) doslo u vzorkit MF jater potkani premedikovanych kombinaci BaP a EE2.
Zatimco u MF jater potkani premedikovanych kombinaci latek BaP a E2 se exprese
CYP2C11 oproti kontrole nelisi, u vzorki MF jater potkanii premedikovanych kombinaci
EE2 a E2 dochézi ke snizeni exprese CYP2C11 skoro o polovinu. K vyraznému zvySeni
exprese CYP2C11 doslo pouze u vzorktt MF ledvin potkani premedikovanych samotnym
BaP. Exprese CYP2C1l1l se vtéto MF zvysila 3,1x oproti MF ledvin potkant
nepremedikovanych. Zatimco u vzorkii MF ledvin potkanti premedikovanych EE2 a
kombinaci BaP a EE2 dos$lo k mirnému zvySeni exprese CYP2C11, u MF ledvin potkanii
premedikovanych kombinaci EE2 a E2 se exprese tohoto enzymu mirné snizila. U vzorkt
MF plic dochazi u vSech typti premedikaci potkant ke sniZzeni exprese CYP2C11 (viz
dale).

3,5 -
HJATRA
37 ® LEDVINY
EPLICE

Relativni mnozstvi CYP2C11

CTRL BaP EE2 E2 BaP+EE2 BaP+E2  EE2+E2

Obrazek 14: Relativni mnozstvi CYP2C11 ve vzorcich izolované MF jater, ledvin a plic potkani
premedikovanych E2, EE2, BaP a jejich kombinacemi.

Nanaska Cinila 75 pg proteini/jamku. BaP zna¢i MF jater potkand premedikovanych benzo[a]pyrenem, EE2
MF jater potkani premedikovanych 17a-ethinylestradiolem, E2 MF jater potkani premedikovanych 17pB-
estradiolem a CTRL MF kontrolnich nepremedikovanych potkand.
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Jak jiz bylo feCeno, na metabolismu EE2 se primarné podili enzym CYP2C11,
ktery katalyzuje pfeménu EE2 na 2-OH-EE2, jenz pfedstavuje hlavni produkt
hydroxyla¢nich reakci®®* . Je znamo, e EE2 muze pusobit jako ireverzibilni inhibitor
CYP2C. Mechanismus této inhibice spoc¢iva v oxidaci acetylenové skupiny EE2 za vzniku
silného nukleofilu acetylen-oxidu, ktery je schopny se zpétné kovalentné vazat na protein
cytochromu P450 nebo alkylovat prostetickou skupinu enzymu a pulsobit jako tzv.
sebevrazedny substrat. Inaktivace CYP2C11 piedstavuje velké riziko spojené se vznikem

nezadoucich interakei v organismu®®

. Takto by se dalo vysvétlit snizeni exprese
CYP2C11 v MF jater potkani premedikovanych kombinaci EE2 a E2 a v MF plic potkant
premedikovanych EE2, BaP i E2 a jejich kombinacemi. AvSak neni jasné, pro¢ se tomu
nedéje i v piipadé vzorki MF ledvin a jater potkant premedikovanych samotnym EE2.
Navic vzhledem k nizkym odezvam jsou hodnoty ziskané u MF plic zatizeny urcitou
chybou. Dalsim zajimavym vysledkem je zji§téni, Ze premedikace potkani BaP zvySuje

expresi CYP2C11 v ledvinach.

45 Studium vlivu E2, EE2, BaP a jejich kombinaci na specifickou
aktivitu CYP2C11

Dale byl studovan vliv vyse uvedenych endokrinnich disruptorii na specifickou
aktivitu CYP2C11, ktera byla stanovena jako 16a-hydroxylace testosteronu. Vzhledem
k velmi nizkym hodnotam koncentrace CYP v MF ledvin a plic (tabulka 4, str. 39), byla
specificka aktivita CYP2CI11 stanovena pouze u vzorki MF jater potkant
premedikovanych vySe zminénymi slou¢eninami. Vzorky byly analyzovany metodou
HPLC s UV-detekei a ziskané vysledky byly statisticky zpracovany v programu Microsoft
Office Excel 2007. Na obrazku 15 (str. 47) jsou uvedeny zmény specifické aktivity
CYP2CI11 po premedikaci potkanii uvedenymi ED a jejich kombinacemi ve srovnani se
vzorky nepremedikovanych potkant. U vzorkli MF jater potkanti premedikovanych EE2
mirn¢ vzrostla specifickd aktivita CYP2C11 (narast 1,5x) oproti MF jater potkant
nepremedikovanych. Velmi mirné zvyseni specifické aktivity je zaznamenano u vzorkd
MF jater potkanii premedikovanych E2 a kombinaci BaP a EE2. Ostatni premedikace
laboratorniho potkana specifickou aktivitu CYP2C11 prakticky neovlivnily.
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Obrazek 15: Specifické aktivity CYP2C11 ve vzorcich izolované MF jater potkanii premedikovanych
E2, EE2, BaP a jejich kombinacemi.

Specificka aktivita CYP2C11 byla stanovena jako 16c-hydroxylace testosteronu. BaP zna¢i MF jater
potkan premedikovanych benzo[a]pyrenem, EE2 MF jater potkand premedikovanych 17a-
ethinylestradiolem, E2 MF jater potkani premedikovanych 17B-estradiolem a CTRL MF kontrolnich
nepremedikovanych potkand. F znaci indukci vzorkd a hvézdicky hladinu vyznamnosti: * p < 0,05; ** p <

0,01; *** p< 0,001. Pocet méfeni: 2.

Zminéné vysledky naznacuji mirnou indukci vyvolanou premedikaci potkani EE2
a jeho kombinaci s BaP. Ovlivnéni specifické aktivity CYP2C11 uvedenymi ED
koresponduje s vysledky ziskanymi metodou Western blot az na ptipad premedikace
potkand kombinaci EE2 a E2, kdy k ovlivnéni specifické aktivity CYP2C11 nedochazi.
Moznym vysvétlenim je zapojeni i jinych enzymd do 16a-hydroxylace testosteronu nez

pouze CYP2CI11 a tim zvySeni specifické aktivity.
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4.6 Studium vlivu E2, EE2, BaP a jejich kombinaci na specifickou
aktivitu CYP2C6

Na pfeméné EE2 se kromé vySe studovaného CYP2CI1 podili i izoforma
CYP2C6. Proto byla zkoumana i specificka aktivita CYP2C8, ktera byla stanovena jako
4'-hydroxylace diklofenaku. Diklofenak je hojné¢ vyuzivanym 1éivem pii revmatickych
onemocnénich*. M&feni bylo opét provadéno pouze u mikrosomalnich vzorkl jater a
analyzovano metodou HPLC s UV-detekci. Zmény specifické aktivity CYP2C6 stanovené
v MF jater potkanti premedikovanych vyse uvedenymi ED a jejich kombinacemi ukazuje
obrazek 16 (str. 49). Z obrazku vyplyva, ze k mirnému zvyseni aktivity CYP2C6 dochazi u
vzorkd MF jater potkand premedikovanych EE2, E2 a jejich kombinaci. Pokud jsou EE2 a
E2 potkaniim podavany spole¢né s BaP, dochazi k nepatrnému snizeni specifické aktivity
CYP2C6 oproti kontrole. Specificka aktivita sledovaného enzymu je také snizena u vzorki
MF jater potkanti premedikovanych BaP a to skoro na polovinu kontrolni aktivity. Tento
efekt zatim neni pfili§ popsany a zaslouzil by si bliz§iho zkoumani. Studium vlivu
zminovanych ED na expresi CYP2C6 bylo sledovan pouze jako zména specifické aktivity
tohoto enzymu. Protoze primarni protilatka proti CYP2C6 nebyla k dispozici, metoda WB
nemohla byt provedena. Stanovené specifické aktivity CYP2C6 tedy nelze porovnat
s relativnim mnozstvim CYP2C6, jako tomu bylo v pifedchozich piipadech. Je mozné
pouze Kkonstatovat, ze zatimco ED EE2/E2 zvysuji specifickou aktivitu CYP2C6,
premedikace potkanti BaP aktivitu CYP2C6 sniZuje.
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Obrazek 16: Specifické aktivity CYP2C6 ve vzorcich izolované MF jater potkani premedikovanych

E2, EE2, BaP a jejich kombinacemi.

Specificka aktivita CYP2C6 byla stanovena jako 4'-hydroxylace diklofenaku BaP znac¢i benzo[a]pyren, EE2

17a-ethinylestradiol, E2 17p-estradiol a CTRL kontrolni nepremedikovanou skupinu. F zna¢i indukci vzorkl

a hvézdi¢ky hladinu vyznamnosti: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p< 0,001. Pocet méfeni: 2.
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S Zaver

V predkladané bakalatské praci byl studovan vliv endokrinnich disruptora 17-
estradiolu (E2), 17a-ethinylestradiolu (EE2), benzo[a]pyrenu (BaP) a jejich kombinaci na
expresi vybranych izoforem cytochroma P450.

V ramci této prace byla izolovana mikrosomalni frakce z jater, ledvin a plic
laboratornich potkanti nepremedikovanych a premedikovanych uvedenymi endokrinnimi
disruptory. Mikrosomalni frakce byly charakterizovany z hlediska specifického obsahu
CYP, dale byla metodou Western blot stanovena mira exprese CYP1Al a CYP2CI11
Vv jednotlivych vzorcich a pomoci pfemény specifickych substrati uvedenych izoforem

stanovena jejich aktivita. Vysledky ziskané v této praci lze shrnout nasledovné:

Ovlivnéni CYP1AL:

Premedikace laboratorniho potkana BaP a jeho kombinacemi s EE2 a E2 vede ke
zvySeni exprese CYP1A1 ve vzorcich MF jater, ledvin i plic a ke zvySeni jeho specifické
aktivity ve vzorcich MF jater. Endogenni ED E2, exogenni ED EE2, ani jejich kombinace

Vv v

nemaji na expresi CYP1A1L téméf zadny vliv.

Ovlivnéni CYP2C11:

Premedikace laboratorniho potkana BaP zvySuje expresi CYP2CI11 u vzorkit MF
ledvin. Zatimco premedikace laboratorniho potkana EE2 a jeho kombinaci s BaP vede
k mirnému zvyseni exprese i specifické aktivity CYP2C11 v MF jater, kombinace EE2 a

E2 jeho expresi sniZuje.

Ovlivnéni CYP2Cé6:
Premedikace potkanti E2, EE2 a jejich kombinaci vede k mirnému zvyseni
specifické aktivity CYP2C6 v jatrech. Ke snizeni specifické aktivity sledovaného CYP

dochazi u vzorki MF jater potkanti premedikovanych BaP a jeho kombinaci s EE2.
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