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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3-ABA 3-aminobenzanthron

Au420 (450, 490, 550, 562) absorbance pfi vinové délce 420 (450, 490, 550,
562) nm
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(,,Aromatic hydrocarbon®)

ACTH adrenokortikotropni hormon
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bichinolinova kyselina)

BCIP/NBT 5-bromo-4-chloro-3-
indolylfosfat/nitrobluetetrazolium

BHA butylovany hydroxyanisol

BHT butylovany hydroxytoluen

BSA hovézi sérovy albumin

¢ (cp) koncentrace (koncentrace bilkovin)

CDP cytidindifosfat

CYP cytochrom P450

CYP1A (3A, 2B, 2C,2D, 2E) podrodiny cytochromu P450

cytc cytochrom ¢

Da Dalton

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

€ molarni absorpéni koeficient

ER estrogenovy receptor

EROD metoda O-deethylace 7-ethoxyresorufinu

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

FMNH; redukovany flavinmononukleotid
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1. UVOD

1.1. KANCEROGENEZE

Nador (tumor, novotvar, neoplazma) je obecné oznacovan jako patologicky
utvar tvofeny tkani, jejiz rist se vymkl kontrole organismu a roste na ném
nezavisle'. Za podstatu vyvoje nadorovych onemocnéni je v sougasnosti povazovano
vyvolani uréitych zmén v genetické informaci, které narusuji regulaéni
mechanismus déleni a diferenciace buiiky’. Podle biologické povahy ristu
rozdélujeme nadory na benigni (nezhoubné) a maligni (zhoubné) (Tab. 1). Benigni
nador vykazuje pomérné¢ ohrani¢eny rist expanzivniho charakteru. Maligni nador
pronika do tkéani a rozrusuje je (infiltrativni a destruktivni rist), zakladd metastazy
(lymfatickou nebo krevni cestou) a do ur€ité miry ovliviiuje cely organismus

(kachektizujici vliv apod.).

Tab. 1 Prehled nddori®*

NORMALNI TKAN BENIGNI TUMOR| MALIGNI TUMOR
EPITEL Povrchovy Papilom Karcinom
Zlazovy Adenom Adenokarcinom
POJIVO Kolagenni Fibrom Fibrosarkom
Tukové Lipom Liposarkom
Chrupavka Chondrom Chondrosarkom
Kost Osteom Osteosarkom
Sval Myom Myosarkom
Cévy Angiom Angiosarkom
KRVETVORNE A LYMFATICKE ORGANY Leukémie
? (benigni varianta Lymfom
neni zndma) Myelom
NERVSTVO  Centralni Gliom Glioblastom
Periferni Ganglioneurom Neuroblastom
ZARODECNE BUNKY Gonadoblastom Seminom
Teratom zraly Teratom nezraly

MEZOTEL PLEURY, PERIKARDU A PERITONEA | Benigni mezoteliom | Maligni mezoteliom




Podle histologického ptivodu mizeme nadory rozdélit do nasledujicich
skupin:

(i) epitelové, (ii) mezenchymové, (iii)) neuroektodermové, (iv) smiSené,
germinalni, teratom a choriokarcinom, (v) mezoteliom. Samostatné v nadorovych
onemocnénich stoji hemoblastézy a hemoblastomy.

Vétsina nadorovych onemocnéni je monoklonalniho ptivodu, dcefinné buiiky
vychazeji zjediné maligné transformované buriky. Mén€ c¢asto jde o plvod
polyklonalni, kdy dochazi k malignimu zvratu synchronné, ptipadné¢ metachronné ve
vice lokalizacich jedné tkané (multifokdlni ¢i pluricentricky vznik nadoru).
V ptipadé, Ze k maligni transformaci dochdzi synchronné¢ nebo metachronné
v riiznych tkanich, jde o nadorovou multiplicitu’.

Za Kkancerogenezi je povaZzovan proces maligni transformace
nenidorové buiiky v nidorovou, nasledné déleni bunééného klonu, véetné dalsi
dediferenciace a zvySovani maligniho potencialu délicich se bunék.

Vznik nadorového onemocnéni vysvétlovaly v prib€hu historie rizné teorie.
S rozvojem ptirodnich véd ziskaly na vyznamu nésledujici teorie: chemicka (vliv
nékterych chemikalii — napf. sloZzek dehtu, aromatickych amint, arzenu a
polycyklickych aromatickych uhlovodiki), fyzikalni (napf. vliv ionizujiciho zafeni,
tepelného zareni, mechanické vlivy) a virova (viry zpasobuji sarkomy u slepic -
Rous, 1911)*%. Teorie o vnitinich faktorech stavi do popfedi mistni i celkovou
dispozici (d&di¢nost, oslabeni a poskozeni obranyschopnosti)’.

Teprve biochemie molekularni biologie pokladd vznik nadorového
onemocnéni za d& komplexni, na némz se podileji faktory zevmi (exogenni
kancerogeny) a vnitFni (endogenni kancerogeny, zejména dédi¢né mutace). Mezi
zevni faktory vztahujici se ke kancerogenezi patti (i) faktory fyzikalni (UV zéfeni,
ionizacni zéfeni), (ii) faktory chemické a (iii) faktory biologické (zejména
onkoviry). Chemické kancerogeny lze rozdélit podle mechanismu jejich ptisobeni na
genotoxické, epigenetické a kancerogeny zplsobujici zménu ve struktufe DNA
(Tab. 2). Podstata maligniho zvratu je hledana v genetickych zménach (mutacich
DNA) pfislu$né buriky prostfednictvim uvedenych faktori. Tyto zmény nachdzime
v n€kterych typickych oblastech genomu. Geny, jejichz zmény se mohou podilet na

vzniku zhoubného bujeni, nazyvame onkogeny.



Onkogeny jsou geny pro bilkoviny, které pozitivné reguluji normalni rast
buriky v nadorovou. Nealterované bunééné onkogeny se nazyvaji protoonkogeny.
Protoonkogeny jsou soucasti vétsi skupiny gent, které se ucastni fizeni ristu buiiky®.

Onkogeny lze podle funkce délit na (i) geny pro rustové faktory, (ii) geny
pro receptory rustovych faktorii a hormond, (iii) geny pro pievadée signald a (iv)
geny pro transkripéni faktory. Produkty onkogend tedy zasahuji do vSech &ty

obecnych funkei kontroly bun&éného ristu’.

Tab. 2 Rozdéleni chemickych kancerogenii podle povahy interakce s DNA

GENOTOXICKE KANCEROGENY
e  vazi se na DNA kovalentni vazbou za vzniku aduktii ( napt. benzo-[a]-

pyren)

EPIGENETICKE KANCEROGENY

¢  modifikuji DNA nekovalentné

e nejvyznamnéj§i jsou slouceniny schopné vmezefit se do
dvousroubovicovéstruktury DNA za vzniku interkalatd (napf. ionty

kadmia nebo chemoterapeutikum elipticin)

LATKY MENIC{ OBECNE STRUKTURU DNA

. poskozuji DNA za vzniku jednotetézcovych zlomi (single-strand break),
napf. bleomycin, dvoufetézcovych zloml (double-strand break) nebo
dokonce kiiZzového propojeni molekul (cross-linking), napt. cis-platina

. ,»Cross-linking® muze byt realizovano mezi dvéma molekulami DNA,

mezi DNA a proteinem, i mezi dvéma proteiny navzajem

Dalsi skupinou nadorovych genil jsou antionkogeny (tumorsupresorové geny).
Jsou to geny, jejichz produkty zasahuji do bunééného ristu tak, Ze rusi Gcinky
onkogenti. Mizeme je definovat jako geny s duleZitou regula¢ni tlohou v bunééné
proliferaci, diferenciaci a jinych buné¢nych a systémovych procesech, jejichz inaktivace

mé onkogenni u&inky®.



1.2. BIOTRANSFORMACE XENOBIOTIK

Zpusob piemény a odstrafiovani nizkomolekularnich i vysokomolekularnich
cizorodych latek (xenobiotik) z organismd se uskute¢fiuyje mechanismy
oznalovanymi jako biotransformace®. Vzhledem k tomu, %e fada xenobiotik jsou
organické latky hydrofobni povahy, které prochédzeji membrinami a mohou se
v organismu kumulovat’, je hlavnim cilem biotransformace pfemé&na xenobiotik na
polarngj3i metabolity snaze se vylutujici’. Priab&h biotransformace a jeji intenzita
jsou ur€ovany jednak vlastnostmi xenobiotika samotného, jednak organismem, do
néhoz bylo vpraveno. Na jedné strané je to struktura cizorodé latky, na druhé strané
fada faktorti podminéna subjektem, napf. biologicky druh, dieta, zpisob aplikace a
dalsi. Dochazi rovnéz k odchylkam biotransformace u jednoho biologického druhu v
zavislosti na stafi, pohlavi, individualni enzymové aktivité, geneticky podminéné
variabilité€ nebo farmakologicky navozené aktivité enzymovych systémﬁlo.

V zavislosti na chemické struktufe daného xenobiotika a enzymovém
systému, ktery pfemeéiuje danou latku v organismu, miZze dojit k negativnimu
procesu, kdy misto detoxikace metabolizované latky dojde k jeji aktivaci (Obr. 1).
Pravé o plsobeni karcinogeni je znamo, Ze fada znich (tzv. proximalni
karcinogeny) musi prochazet biologickou aktivaci, zatimco jen malo znich je

karcinogenni okamZité (tzv. ultimalni karcinogeny)''.

| metabolicka aktivace| | metabolickd detoxikace |

1. fize biotransformace
(oxidace, edukce, hydralyza)

aktivovany karcinogen detoxikovany karcinogen
2. faze biotransformace

(konjugace s kys. glukuronovou, gluta-

thionem, aktivnfm sulfitem. acetdtem)

DNA

perzistentni adukty v onkogenech
a tumorsupresorovych genech

konjugit

mutace eliminace z bunék
nddorovy proces vyloudeni z organismu

Obr. 1 Schéma mechanismu piisobeni chemickych karcinogenii'®
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Vétsina enzymi biotransformujicich  cizorodé latky je lokalizovana

2.13.14 (napf. mikrosomalni

v membrané endoplasmatického retikula
monooxygenazovy systém, prostaglandin H synthaza). Rada biotransformaénich
enzymi se vSak vyskytuje volné vcytoplazmé (napf. NAD(P)H chinon
oxidoreduktaza, xanthinoxid4za, né&které peroxidazy), v Golgiho aparatu, ale i
v extracelularnim prostoru (napf. laktoperoxidaza v mléce)".

Proces biotransformace xenobiotik je v Zivo¢i§nych organismech rozdélen do

dvou fazi'®- faze derivatiza¢ni a na ni navazujici faze konjugaéni.

1.2.1. DERIVATIZACNI FAZE BIOTRANSFORMACE

V prub&hu derivatiza¢ni faze dochazi k zabudovavani reaktivnich funk&nich
skupin do lipofilniho skeletu cizorodé latky nebo k demaskovani funkénich skupin,
které jsou jiz v molekule xenobiotika pfitomny. Tim se zvySuje polarita a moZnost
konjugace xenobiotika. Rozeznavame tfi typy derivatizaénich reakci: oxidace (C-
hydroxylace, N-hydroxylace, N-oxidace, S-oxidace, dealkylace, deaminace, oxidace
alkohold a aldehydi apod.), redukce (nitro- a azoredukce) a hydrolyza (hydrolyza
esterd, popf. amidi).

Pro aromatické nitroslouceniny je typickd aktivace redukéni cestou.
Mechanismus aktivace fady nitroslou¢enin byl jiZ studovan (napf. aristolochové
kyseliny'"'31%2° 2_nitroanisol®, 1-nitropyren®?, 1,6-nitropyren23). Mezi vyznamné
reduktazy, které mohou participovat na redukéni aktivaci, patfi NADPH:P450

reduktaza, DT-diaforaza, xanthinoxidaza, aldehydoxidaza a cytochromy P450.

1.2.2. KONJUGACNI FAZE BIOTRANSFORMACE

V konjugacni fazi biotransformace jsou reaktivni funk&ni skupiny, vytvofené
v derivatizaéni fazi, konjugovany s malymi endogennimi hydrofilnimi molekulami.
Tim se jest¢ zvysi polarita pivodné hydrofobni molekuly xenobiotika a usnadni se
jeji vylouceni zorganismu. Mezi poznané konjugaéni slozky patii kyseliny
glukuronova, aktivni acetat, aktivni sulfat, cystein, acetylcystein, glycin, glutamin,
glutathion a taurin'®. Exkrece nejcastéji probihd moci a zluéi.

V konjugaéni fazi muze dojit 1 kaktivaci xenobiotika na toxi¢téjsi

slouCeninu. Tak je tomu napf. u konjugatd se sulfatem, vznikajicich G¢inkem

sulfotransferaz. Pfi tomto procesu musi byt nejprve sulfit aktivovan na 3'-
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fosfoadenosin-5’-fosfosulfat (PAPS). Konjugat sulfatu s N-hydroxyslou¢eninami (z
prvni faze biotransformace) je v kyselém prostfedi moci nestabilni a rozpada se za
vzniku nitreniového (eventuelné karbeniového) iontu. Vznika tedy elektrofil
reagujici s DNA a proteiny. Podobné ucinkem acetyltransferaz vznikaji O- a N-
acetylderivaty. V pfipadé aromatickych amint se tvofi N-acetarylaminy nebo N-
acetoxyarylaminy, které se rozpadaji za vzniku nitreniového (karbeniového) iontu.
Detoxikaéni ué¢inek ma konjugace s kyselinou glukuronovou, kdy pisobenim
UDP-glukuronosyltransferazy vznikaji glukosiduronaty. Konjugaty s glutathionem
maji také vyrazné detoxifikaéni povahu. Tvofi se spontannég, ale reakci urychluje a
usnadiiuje  glutathiontransferdza. Vyslednymi konjugaty jsou merkapturové

kyseliny".

1.2.3. MIKROSOMALNI MONOOXYGENAZOVY SYSTEM

Mikrosomalni monooxygenazovy systém je soubor enzymi katalyzujici
celou fadu oxida¢nich, oxygenaénich, popt. redukénich reakci, pfiemz vyuZiva
piedevsim molekularni kyslik?*. Je téZ nazyvan systémem oxidéaz se smienou funkci
(mixed function oxidases = MFO systém). Ma tfi zakladni slozky: flavoproteinovy
enzym NADPH:P450 reduktizu, kterd slouzi jako déli¢ elektronového paru,
hemthiolatovy enzym cytochrom P450 jako termindlni oxidazu a jeho neméné
dilezitou soucasti je téz biologickdi membrana. Membranové lipidy zpisobuji
konformaéni zmény cytochromu P450 zvySujici jeho afinitu k substratu, stimuluji
tvorbu funkéné aktivniho komplexu cytochrom P450-NADPH:P450 reduktdza a
jsou ,,zasobarnou” uloZenych substrati cytochromu P450%°. Fakultativng mtze MFO
systém obsahovat také cytochrom bsa NADH:cytochrom bs reduktazu®®.

MFO systém muze byt lokalizovan:

e na vnéjsi (cytosolirni) strané membrany hladkého i hrubého
endoplasmatického retikula v organech exponovanych latkam cizorodé povahy
(jatra, ledviny, plice, gastrointestinalni trakt, kiize, mozek). Zde se i¢astni prvni faze
biotransformace xenobiotik nebo

¢ na mitochondridlni membriané, jak je tomu zejména v klfe nadledvin, kde
participuje na metabolismu endogennich latek (naptiklad steroidi a mastnych

kyselin).
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1.2.3.1 NADPH:P450 REDUKTAZA

Enzym NADPH:P450 reduktiza je membranové véazany ,Zluty protein®,
ktery katalyzuje ptenos elektront z NADPH na viechny zndmé formy
cytochromu P450?” (v daném organismu je jedna forma NADPH:P450 reduktizy
schopna spolupracovat svice formami cytochromu P450), dale také na
cytochrom ¢®®, cytochrom bs*®, hem oxygendzu, ferrikyanid, elongizu mastnych
kyselin a dal§i®*. NADPH:P450 reduktiza miZe byt za urlitych okolnosti
zastoupena NADH:cytochrom bs reduktazou®®, které jako donor vodiku slouZi
NADH.

NADPH:P450 reduktaza ma dvé funkéni domény, hydrofobni N-termindlni
(6 kDa), kterou je zakotvena v membran&’' a hydrofilni C-terminalni doménu
(72 kDa)*. Utinkem pankreatické proteazy trypsinu lze solubilizovat C-terminalni
doménu, ktera je ¢asteéné funkéni: je schopna prenaset elektrony na cytochrom c a
nékteré arteficialni akceptory elektrond, cytochrom P450 jiz ale redukovat neumi*’.

Interakce mezi NADPH:P450 reduktdzou a cytochromem P450 jsou hlavné
elektrostatické povahy - kladné nabity povrch cytochromu P450 (lysiny, argininy)
interaguje se zaporn¢ nabitym povrchem NADPH:P450 reduktdzy (aspartat,
glutamat). Daéle se uplatfiuji také hydrofobni interakce mezi nepolarnimi
aminokyselinami (leucin, tryptofan, valin) v oblasti membranovych domén
NADPH:P450 reduktazy a cytochromu P450***.

Funkce NADPH:P450 reduktazy jako déli¢e elektronového paru byla
vysvétlena na zakladé rozdilnych redoxnich potenciald obou flavinovych
prosthetickych skupin®>**’. Akceptorem elektront (respektive atomii vodiku) od
NADPH je FAD, ktery elektrony nasledné ptedava FMN. Za jednoelektronovou
redukci akceptorové molekuly - cytochromu P450 - je (v ptipadé sav¢i

NADPH:P450 reduktazy) zodpovédny zcela redukovany FMNH, 2638,

NADPH P450gep P450gep
FMNH A..» FMNH __ FMNH, FMNH FMNH, FMNH
FAD \' FADH, FADH FADH P pap FAD
1e NADP*  3e 3¢ P4500x 2¢ 2¢ P450gx 1e
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Vzhledem k tomu, Z2e NADPH:P450 reduktiza a cytochromy P450 jako
soutasti MFO systému spolu velmi uzce ,spolupracuji“ pii biotransformaci
xenobiotik i1 endobiotik, nékteré ze slou€enin majicich schopnost indukovat
cytochromy P450 indukuji souc¢asné i NADPH:P450 reduktizu, vétSinou vSak
v men§i mife. Doposud nebylo prokdzano, zda k indukci NADPH:P450 reduktazy
dochazi stejnymi mechanismy (prostfednictvim stejnych receptorti) jako pfi indukci
cytochromu P450. NADPH:P450 reduktazu induku;ji napftiklad
3,3',4,4'-tetrachlorbifenyl”, progesteron40 a nékteré dimethylsiloxany“. Daéle byla
zvy$end aktivita NADPH:P450 reduktazy stanovena v jaternich, ledvinnych a
plicnich mikrosomech u potkand vystavenych ¢&tyftydenni inhalaci zplodin
motorovych vozidel*>*.

Aktivita NADPH:P450 reduktazy je regulovana zejména hormonalné, a to
predev§im hormonem S§titné zlazy trijodtyroninem (T3), ktery zasahuje do regulace
exprese genu pro NADPH:P450 reduktazu na trovni transkripce prostfednictvim
responzivniho elementu pro thyroidalni hormony (TRE) v promotorové oblasti genu,
a vmensi mife se uplatiiuje té stabilizace mRNA***. Pfi absenci thyroidalnich
hormoni v organismu dojde k poklesu aktivity NADPH:P450 reduktazy
v mikrosomech jater o 75 az 85 %, naproti tomu v ledvinach ¢i plicich €ini tento
pokles 30 az 50 %***. V nadledvinach a jinych steroidogennich tkanich je hladina
NADPH:cytochrom P450 reduktazy regulovana adrenokortikotropnim hormonem
(ACTH)**,

NADPH:P450 reduktaza je v ramci fylogeneze velmi konzervovany enzym,
NADPH:P450 reduktazy z rtznych rostlinnych a Zivoéisnych druhti vykazuji
vysokou homologii v aminokyselinové sekvenci (napfiklad lidska a potkani forma
maji sekven¢éni homologii 92 %, pfi¢emZ nejvice odli$nosti v aminokyselinové
sekvenci se nachazi v N-termindlni ,kotvici” oblasti a naopak, FMN-vazebna
doména je u obou forem témé& shodna*’. Tento fakt ukazuje na vyznamnou roli

tohoto enzymu v prib&hu evoluce*®.

1.2.3.2. CYTOCHROM P450

Cytochrom P450 je terminalni oxidazou MFO systému - zprostfedkovava
vazbu molekularniho kysliku, jeho aktivaci a zabudovani jednoho atomu kysliku do

molekuly substratu®®, pfi¢emz druhy atom kysliku je redukovan na vodu’. Elektrony
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pottebné k redukci dodavda NADPH:P450
reduktaza', ptipadné NADH:cytochrom bs
reduktaza.

Garfinkel s Klingenbergem v roce 1958
objevili v jaternich mikrosomech pigment, ktery
po redukci vykazuje v komplexu soxidem

uhelnatym  absorbéni  maximum  pFi

450 nm>*>*. Hemoproteinovy charakter
pigmentu dok4zali Omura a Sato roku 1964 a na
zdkladé podobnosti povahy vazby hemu k  0br.2 Hemiypu b (prevzato )
cytochromu b a podle netypického maxima Soretova pasu jej nazvali cytochromem
P450%.

Eukaryoticky mikrosomdlni cytochrom P450 je hemoprotein sloZeny
z jednoho polypeptidového fetézce o délce okolo 500 aminokyselin obsahujici jednu
molekulu hemu b (Obr. 2) vazanou koordina¢né kovalentni vazbou pres -SH
skupinu cysteinu, ktera je proximalnim (patym) ligandem Zeleza v hemu®’. Nejedna
se tedy o klasicky cytochrom, ale o hemthiolatovy protein (spravnéjsi oznaCeni by
tedy bylo ,.enzym P450°°7). Vyskytuje se vét§inou podob& shluki n&kolika molekul
o relativni molekulové hmotnosti az 500 kDa zanofenych do membrany .

Cytochromy P450 diky pfechodnému charakteru hemového Zeleza existuji
ve dvou spinovych formach®"’:
e  vysokospinova forma vznika v piipad¢, Ze ion Zeleza je pentakoordinovany
a vSechny jeho valenéni elektrony jsou nesparované (spin 5/2). Ion Zeleza je
»vytahovan“ thiolatovou skupinou nad rovinu porfyrinového skeletu a tato forma
vykazuje maximum Soéretova pasu pii 390 nm.
e nizkospinova forma (spin 1/2) je charakteristicki maximem absorbce pFi
418 nm (Soretiv pas). lon Zeleza je hexakoordinovan, hemové Zelezo tedy
interaguje jesté¢ sjednim ligandem (naptf. s -OH, -COOH nebo -NH; skupinou

postrannich fet&zcli aminokyselin apoproteinu®

¢i atomem kysliku z molekuly
vody™?) a nachazi se pak prakticky v rovin¢ kruhu protoporfyrinu IX.

Oba spinové stavy jsou v klidovém stavu v rovnovaze. Jejich pomér se
zna¢n¢ méni pti vazbé substratu do vazebného mista, kdy dochazi k vytlaceni
Sestého ligandu a nértistu obsahu vysokospinové formy. V absorpénim spektru se

tedy ukaze nartist absorbance pfi 390 nm a pokles pfi 418 nm — tzv. ,,substratové
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spektrum” (Obr. 3).

sest}"m ligandem Zeleza se v§ak muze stat i samotny substrat (¢i nepfeméiiovana
latka vazajici se do aktivniho centra enzymu) — pak registrujeme pokles absorbance
pii 390 nm a narust (dle heteroatomu) pti 418 az 460 nm, tedy tak zvané ,,ligandové

spektrum”.

1.2.3.2.1. ENZYMOVE FUNKCE CYTOCHROMU P450

OXIDAZOVA FUNKCE

o aktivace biatomické molekuly kysliku pro kli¢ové reakce®. Spontanni reakce
organickych molekul s atmosférickym kyslikem jsou spinové zakazané,
aerobni organismy proto maji proteiny nesouci prosthetickou skupinu s kovem
nebo flavinem, pomoci kterych jsou schopny oxida¢ni potencidl kysliku
vyuZit(’O.

OXYGENAZOVA AKTIVITA

e  zabudovani kysliku do molekuly mélo reaktivniho substratu

REDUKCNI REAKCE

o celektrony poskytnuté NADPH:P450 reduktizou mohou redukovat pfimo
substrat a nejsou vyuzity k aktivaci molekuly kysliku. K tomu dochéazi, pokud
je hydrofobni substrat zarovenn i dobrym ligandem Zeleza porfyrinového
skeletu a je tedy vazan jako Sesty ligand misto kysliku. Tento mechanismus je
popsan in vitro, a existuji i nepfimé dikkazy pro jeho pribéh in vivo.

PEROXIDAZOVA AKTIVITA

e  misto kysliku je druhym substratem organicky peroxid (R*OOH) nebo peroxid
vodiku®!. Pro prib&h reakce neni potieba NADPH jako zdroj elektrona®.
Produktem reakce je stejné jako pfi klasickém mechanismu hydroxylovany
substrat:

RH + R*OOH - ROH + R*OH

PRODUKCE H,0, A AKTIVNICH FOREM KYSLIKU

e kdyz systém interaguje s latkou, kterd se obtizn€ hydroxyluje (je pouze
hydrofobni, tvofi komplex s enzymem, ale t€Zko se do ni zabudovava kyslik),
probéhne oxidazova faze funkce cytochromu P450 (tj. aktivuje se molekula

kysliku), ale neprobéhne faze oxygenazova.
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1.2.3.2.2. REAKCNI MECHANIZMUS MONOOXYGENAZOVE REAKCE

reakce, kterd zahrnuje aktivaci molekuldrniho kysliku a zabudovani jednoho
atomu do molekuly substratu. Aktivace kysliku je umoZnéna dvéma elektrony
pochazejicimi z flavoproteinové reduktazy, kterou je prevazné NADPH:P450
reduktdza, ale donorem druhého elektronu muize byt i NADH:cytochrom bs
reduktaza®. Druhy atom kysliku je redukovan na vodu. Obecny pribéh
monooxygenazové reakce katalyzované cytochromem P450 lze vyjadfit sumérni
rovnici (kde RH je substrat a ROH hydroxylovany produkt reakce):
RH + 0, +2H" + 2¢° - ROH + H,0

Reakéni sled pravdépodobné sestava z osmi krokt a je znazornén na Obr. 3%,

Cys ~
Hzlt"\ / e
\
)(')H X(J_ H €

CO

Obr. 3 Schéma reakcniho mechanismu monooxygendzové reakce. Naznalena je i
peroxiddzova aktivita cytochromu P450 a tvorba komplexu redukovaného cytochromu
P450 s oxidem uhelnatym. BliZ§i popis vyse v textu. (pFevzato z%%).
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I. V klidovém stavu je ion Zeleza hemu ve ferri formé (tj. s oxida¢nim
&islem IIT) a je hexakoordinovan (v nizkospinovém stavu). Sesta valence je obsazena
kyslikem vody nebo internim (aminokyselinovym) ligandem.

II. Po vazbé substratu [RH] do aktivniho mista dochazi k vytlaceni Sestého
ligandu iontu Zeleza, ktery je tedy jen pentakoordinovén (vysokospinovy stav),
zaroven dochazi ke konformaéni zméné v molekule enzymu®’.

III. Navazanim substritu je umoZnéna jednoelektronova redukce
NADPH:P450 reduktazou, &imz se hemové Zelezo redukuje na Fe' (ferro forma) a
zUstava pentakoordinovano (vysokospinovy stav). Tato forma enzymu je pak
schopna vazat molekularni kyslik nebo jiné ligandy64.

IV. Navazanim molekularniho kysliku na formu [III] vznikd ternarni
ferri-superoxidovy komplex, kde je ion Zeleza opét hexakoordinovan a
v nizkospinové formé&. Tento nepfili§ stabilni komplex je dale redukovan
NADPH:P450 reduktazou nebo NADH:cytochrom bs reduktazou, ¢imz dochazi k
aktivaci kysliku na peroxidovy anion. (Pokud neni druhy elektron dorucen
dostate¢né rychle, komplex [IV] se rozpada a uvolnény superoxidovy anionradikal
je pak superoxiddismutazou pfeménén na peroxid vodiku, ktery je pro buiku
toxicky>>%).

V. Vazba kysliku na formu [III] miize byt inhibovana v pfitomnosti oxidu
uhelnatého, ktery tvofi ternarni ferrokomplex cytochrom P450-CO-RH.

VI U této jiz zcela aktivované formy cytochromu P450 dochazi ke $tépeni
vazby O-O, pfi¢emz jeden kyslik pfijme dva protony a dojde k uvolnéni vody, a
druhy zlstane vazan na atomu Fe v hemu a vznika tak

VIL Ferrioxenovy komplex, ktery se stabilizuje mezomernim posunem
elektronu z thiolatové siry na kyslik?®. Tento reaktivni kyslikovy radikal je pak
schopen vytrhnout vodikovy atom z molekuly vhodného substratu za vzniku
radikalu ze substratu a hydroxylového radikdlu vdzaného na Fe hemu. Dochazi
k rekombinaci radikald za vzniku nativni formy cytochromu P450 [I] a
hydroxyderivatu substratu [ROH], jenz je pak uvolnén z enzymu53 6566,

V pfitomnosti oxida¢nich ¢inidel, jako jsou organické peroxidy, mize

z komplexu [III] vznikat ptimo stav [VII] (peroxidazova aktivita).
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1.2.3.2.3. VYBRAN'E PODRODINY CYTOCHROMU P450, JEJICH
SUBSTRATY A INDUKTORY

e CYP1A: Lidska podrodina CYPIA ma dva ¢leny CYP1Al a CYP1A2, oba
enzymy si jsou znaén& podobné (vykazuji aZz 70% homologii v aminokyselinové
sekvenci), oba se nejvyznamnéji podileji na metabolismu karcinogennich latek.
CYP1AL1 je extrahepatalni, vyskytuje se hlavné v plicich, gastrointestinalnim
traktu, ledvinach, kiizi, placenté a lymfocytech. Je silné indukovan B-naftoflavonem,
3-methylcholantrenem,  fenothiazinem, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-diooxinem
(TCDD), 2-acetaminofluorenem, benzo[a]pyrenem a dal§imi latkami, a to i
v jatrech. Substraty CYP1A1 jsou polykondenzované aromatické uhlovodiky (napf.
benzo[a]pyren, aminopyrin, 7-ethoxykumarin, tamoxifen, tabadkové specificky
nitrosamin [4-(methylnitrosoamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (=NKK)] ¢i aflatoxiny.
CYP1A2 se vyskytuje jen v jatrech (tvoii asi 13% celkového jaterniho CYP
obsazeného v lidském organismu), roveii jeho exprese zde podléha polymorfismu
(lisi se az 40x)*”. Indukovén je podobng jako CYP1Al, tedy B-naftoflavonem, 3-
methylcholantrenem, benzo[a]pyrenem. CYP1A2 metabolizuje antipyrin,
tamoxifen, theofylin, fenacetin, N-hydroxyluje také aromatické a heterocyklické
aminy vznikajici pti vysokoteplotnim zpracovani masa®36% 70717273
e CYP2B: V lidském organismu je v jatrech a plicich zastoupen hlavné¢ CYP2B6
(1% celkového jaterniho CYP), potkani formy podrodiny CYP2B jsou CYP2B1 a
CYP2B2, krali¢ci pak CYP2B4. Silnymi induktory podrodiny CYP2B jsou
barbituraty (fenobarbital) a dexamethazon. Jako substraty slouzi napt. nikotin a 7-
ethoxykumarin’'.
e CYP2C: Je malo inducibilni. V lidském organismu ptevazuje CYP2C8 a
CYP2C9, v potkanich jatrech je zastoupen hlavné CYP2C6 a CYP2C7, oba jsou
indukovatelné fenobarbitalem. Substraty této podrodiny jsou hlavné 1é¢iva s mensi
molekulou, nap¥. diazepam, ibuprofen, retinol a dalsi®.
e CYP2D: V lidském organismu se vyskytuje CYP2D6 (asi 2,5% celkového
jaterntho CYP). Tato podrodina je podobna podrodiné CYP2C (metabolizuje
predevsim 1é&iva s mensi molekulou)’'.
e CYP2E: V jatrech lidského a potkaniho organismu je zastoupen CYP2EI asi
7%. Je indukovan ethanolem, acetonem, izoniazidem, pyridinem a také hladovénim.

Do jeho aktivniho mista usti uzky ptistupovy kanal, kterym projdou jen malé
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substraty. Substraty CYP2E1 jsou napf. ethanol, kofein, acetaminofen,
chlorzoxazon.  Demethyluje  n&které  karcinogenni  nitrosaminy  (N-
nitrosodimethylamin)®®¢%7"7¢.

e CYP 3A: Tato podrodina hraje vyznamnou roli v metabolismu xenobiotik v
lidském organismu (potkani a kralici maji zastoupeni této podrodiny malé).
Nejvyznamnéj§imi ¢leny této podrodiny jsou v lidském organismu CYP3A4 (28%
jaterniho cytochromu P450) a CYP3AS5 (0-8% jaterniho cytochromu P450). Po
indukci napf. barbituraty, rifampicinem ¢&i dexametazonem se jejich koncentrace
muZe zvysit az 20krat (u CYP3AS az 100krat). Kromég jater se CYP3A vyskytuji
také v plicich a v tenkém stfevé, kde se podili na metabolismu oralné podavanych
lé¢iv”>. Substritova specifita CYP3A4 je mezi cytochromy P450 asi nejirsi
CYP3A4 metabolizuje mensi molekuly lé¢iv (nifedipin, cyklofosfamid), dale latky
steroidni povahy (kortizol, estradiol, testosteron), ale také velkoobjemové substraty

(erytromycin, cyklosporiny, taxol a dal§i)®®7!7376.77,

1.2.3.2.4. REGULACE HLADINY CYTOCHROMU P450 INDUKCI
ENZYMU

Rada cytochromti P450 pat¥i mezi inducibilni enzymy. Indukce enzymi je
definovana jako nartst exprese katalyticky aktivnich forem enzymui. Jinak fe¢eno
jako syntéza enzymu de novo, kdy dochazi ke zvySeni transkripce na zakladé
stimulace chemickym signélem79.

Indukce cytochrom@i P450 obvykle zvySuje biotransformaci xenobiotika,
ktera by meéla vést k jeho detoxikaci a vyloueni z organismu. Jednd se tedy
pfedev§im o ochranny mechanismus. Role indukovanych cytochromu P450 neni
ovsem z hlediska toxicity xenobiotik zcela jednozna¢na. Indukce cytochromti P450
zvySuje inaktivaci potencialnich toxickych cizorodych latek. Na druhé strané je
znamo, ze nékteré cytochromy P450 mohou nereaktivni slou¢eninu aktivovat na
chemicky reaktivni intermediaty, které jsou toxické. Nekteré znich dokonce
vykazuji karcinogenni aktivitu®.

V ptipad¢€ lé¢iv, kterd jsou aktivni bez metabolické aktivace, muze indukce
cytochromil P450 zvysit jejich eliminaci a sniZit farmakologicky efekt. Pokud je
naptiklad lé€ivo induktorem a zaroveil substratem nékteré izoformy cytochromu
P450, muze tak stimulovat svoji detoxikaci. Tato skute¢nost mize vysledné vést i

k toleranci organismu pro dané 1é¢ivo. Naopak pro ,,prolé¢iva®, tedy latky, které
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vyZaduji metabolickou aktivaci a jejich efekt je vyvolan jejich metabolity, miZze
indukce zvysit jejich farmakologicky ucinek*.

Indukce cytochromi P450 tedy muize byt pro organismus jak pozitivni
(aktivace proléciv), tak negativni (vznik okamzitych karcinogeni). Vysledny efekt
pak zalezi i na dalSich okolnostech (napf. v jakém organu dochazi k indukci, jaka
izoforma cytochromu P450 je indukovéna, v jakém mnozstvi)®®.

Indukeci cytochromtt P450 mtzeme detekovat nékolika metodami: rozdilnou
farmakologickou u¢innosti vu¢i lé¢ivu, narGstem mnozstvi mRNA metodou
»Northern blot“, naristem katalytické aktivity — méfenim aktivity vi¢i specifickym
substratim, zvy$enim obsahu cytochromu P450 — stanovenim cytochromu P450
spektralnimi technikami, zvySenou expresi proteini cytochromi P450. Ta je
detekovana metodou ,,Western blot“ za pouziti specifickych protilatek’®.

Regulace exprese cytochromid P450 je fizena né€kolika systémy. Jedna se o
regulaci na genové urovni, zahrnujici funkci specifickych receptord, rychlosti
pfepisu DNA do RNA ¢i stabilizaci syntetizované mRNA. Daéle se pak jedna o
posttranslaéni regulaci zaloZenou pfedev$im na stabilizaci syntetizované molekuly
proteinu  daného cytochromu P450”°. V tabulce 3 jsou uvedeny zakladni
mechanismy indukce cytochromd P450 a ptiklady jednotlivych cytochromi P450,

které jsou t€mito mechanismy indukované.

Tab. 3 Mechanismy indukce cytochromii P450
AHR-, aryl hydrocarbon receptor”, CAR- ,, constitutive androstane receptor“, PXR-
, pregnane X receptor”, SXR- , steroid xenobiotic receptor”, PPAR- , peroxisome

proliferator-aktivated receptor* Prevzato z’°

Mechanismus Cytochromy P450 témito mechanismy
indukce indukované

CYP1Al, 1A2, 1B1 (AHR)

Transkripce genu | CYP2AS6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19 (CAR)
regulovand receptory | CYP3A4, 3A5 (PXR a SXR)
CYP4Al1 (PPAR)

Rychlost transkripce
(,,mRNA processing ) CYPIA2

Stabilizace mnRNA |CYP1Al, 2E1, 3A4
Stabilizace enzymu |CYP 2E1
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1.2.4. CYTOPItAS’MATICKE ENZYMY KATALYZUJICi
REDUKCNI REAKCE XENOBIOTIK

1.2.4.1. DT-DIAFORAZA

DT-diaforaza [NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza] je flavoprotein katalyzujici
dvouelektronové redukce chinont a chinoidnich slou€enin. Donorem elektront pro
tyto reakce mtze byt jak NADH, tak i NADPH s totoZnou efektivitou®.

Enzym je homodimer, v kazdém aktivnim centru méa jednu prosthetickou
skupinu (FAD). Ob¢ identické podjednotky jsou v ,.head-to-tail“ uspofadani a ob¢
aktivni centra tvoli &asti téchto podjednotek®’. Byla také zjisténa vyznamna
homologie v sekvenci aminokyselinovych zbytkd 142 az 158 DT-diaforazy
izolované z jaterniho cytosolu potkani a v sekvencich vazajicich pyrofosfat v jinych
NAD(P)H — dependentnich enzymech®’.

DT-diaforaza ma supresni vliv na karcinogenezi zptisobenou chinony a jejich

828 Toxické efekty

metabolickymi prekurzory (napf. benzen, benzo[a]pyren)
chinoidnich sloucenin spo¢ivaji v jejich kovalentni vazb&é na DNA, RNA, proteiny a
také v ucasti na jednoelektronovych oxida¢né-redukénich pochodech vedoucich
k tvorbé oxidativniho stresu*’. Ochranna role tohoto enzymu souvisi s jeho
schopnosti redukovat chinony na hydrochinony a na jeho schopnosti kompetovat
s dal§imi reduktdzami, které tvofi reaktivni formy kysliku pfi katalyze
jednoelektronovych redukci chinonti na semichinony®®. Vzniklé hydrochinony jsou
nasledné inaktivovany CDP-glukuronosyltransferazami*’.

Vedle redukce chinond muze DT-diaforaza rovnéZ redukovat (a aktivovat)
fadu dalSich sloudenin. Jde o cytostatika (napf. mitomycin C nebo tirapazamin-3-
amino-1,2,4-benzotriazen-1,4-dioxid) nebo o toxické polutanty jako azobarviva,

7,84,85,86,87,88

nitroso- a nitroaromaty Experimenty provadéné v nas$i laboratofi

(katedra biochemie, PfF UK Praha) potvrdily, Ze potkani DT-diaforaza vykazuje
také nitroreduktazovou aktivitu viéi aristolochovym kyselinam (AA)ls’42 .

Aktivita DT-diaforazy je vys$§i v nadorovych burikach ve srovnani s busikami
zdravé tkang®. J. K. Schlager a G. Powis” publikovali nalez zvyS$enych aktivit
enzymu v buiikdch karcinomu tlustého stfeva, jater, plic a prsu, zatimco buriky

adenokarcinomu Zaludku mély ve srovnani s buiikami zdravé tkané& aktivitu DT-
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diaforazy niz$®°. Enzym je neji¢inn&jsi v anaerobnich podminkach, které jsou
typické pro maligné transformované buﬁkyss’gl.

Hlavni cytosolarni forma lidské DT-diaforazy je kodovana genem NQOI,
lokalizovanym na chromozomu 16q2.292. V lidské populaci se vyskytuji dveé
rozdilné alely genu NQOI. Vzacngjsi forma, nazyvana téz nulova alela”, kéduje
DT-diaforazu se zménénou katalytickou aktivitou. Nalez nulové alely genu NQOI
vyrazn& zvysuje riziko vzniku urologickych malignit® a karcinomu plic®**>.

Kazdy zobou polypeptidovych fetézci lidské izoformy obsahuje 274
aminokyselin a ma molekulovou hmotnost 30867 Da*?. Retdzce jsou identické na
urovni primarni struktury, lisi se vSak zastoupenim a-helixid a B-struktur na Grovni
struktury sekundéarni. V kazdém fetézci je vyrazna stoend antiparalelni p-struktura.

Rovnéz potkani izoforma DT-diaforazy je sloZzena ze dvou polypeptidovych
fetézcl, znichz kazdy obsahuje 273 aminokyselin a ma molekulovou hmotnost
30801 Da*?. Retdzce jsou identické na urovni primarni struktury, 1i§f se viak
zastoupenim o-helixti a B-struktur na Grovni struktury sekundarni. Retézec ,A“
obsahuje sedm a-helixd (27,84%) a osm B-struktur (12,82%), zatimco fetézec ,,B“
obsahuje osm a-helixti (29,67%) a osm B-struktur (13,19%)®'. V kazdém fetézci je

vyrazna stoéena antiparalelni B-struktura®?.

1.2.4.1.1. INDUKCE DT-DIAFORAZY

Schopnost indukovat DT-diafordzu vykazuje mnoho slougenin®®. Potkani

cytosolarni DT-diaforaza je indukovana prostfednictvim Ah receptoru. K indukci
DT-diaforazy dochazi po premedikaci 3-methylcholantrenem nebo 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxinem, které aktivuji Ah receptor, kde je indukovéna
spole¢né s Ah-hydroxylasou a glutathion-S-transferézou%.

Mezi dalsi slou¢eniny u€inné indukujici DT-diafordzu patii 1,1'-azonaftaleny,
analoga Sudanu I, Sudanu III, kumariny, flavonoidy, polycyklické aromatické
uhlovodiky, sloudeniny obsahujici ve své molekule siru, fenolické antioxidanty,
butylovany hydroxytoluen (BHT), butylovany hydroxyanisol (BHA)82.

Pfesny mechanismus indukce DT-diaforazy jesté nebyl pesn& objasnén’**,
nicménég existence riznych gent v potkanich a lidskych jatrech svédéi o pfitomnosti
nasobnych forem enzymu®®®’. Jeden gen je t¥sn& spojeny s genem regulujicim

indukci Ah monooxygenazy, dal$i je lokalizovan na jiném chromozomu. Tak
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napfiklad tamoxifen a transhydroxytamoxifen patfici do skupiny antiestrogeni
stimuluji expresi DT-diaforazy prostfednictvim receptoru specifického  pro
estrogeny (ER receptor), ktery je jiny nez Ah receptor97. Daéle existuje jina skupina
induktori, do niz patti napt. tert-butylhydrochinon, ktera k indukci DT-diaforazy
Zadny intraceluldrni receptor nepotiebuj e’’. Indukce tohoto enzymu v jinych tkanich
nebyla jesté studovana.

Nejsilngj$imi induktory DT-diaforazy jsou 1,1'-azonaftalen, Sudan I, Sudan III
a jejich analoga. K regulaci hladin indukovatelného enzymu pfispivd rychlost
transportu induktord, jejich pfemény na reaktivni metabolity a exkrece nebo dalsi

metabolismus induktori’®.

1.2.4.2. XANTHINOXIDAZA

Xanthinoxidaza je flavoprotein katalyzujici oxidativni hydroxylaci fady
aromatickych heterocyklickych sloudenin (xanthin, hypoxanthin) a aldehydu.
V organismu plni svou funkci pfedev8im pti odbouravani purinovych bazi. Z purind
se nejprve odstépi ribosa a uvolnény guanin se deaminuje na xanthin. Ten je poté
hydroxylovan v poloze Cg na kyselinu mocovou®. Katalyzovand reakce je

schematicky znadzornéna rovnici:
xanthin + O, + H,O — kyselina mo¢ova + H,0,

Eukaryoticka xanthinoxiddza je homodimer, skladajici se ze dvou identickych
podjednotek o molarni hmotnosti 130 kDa. KaZzdy monomer je organizovan do
né€kolika domén (n€kolika systému pfenasejicich elektrony):

e  kazda z prvnich dvou domén je koordinovéna s [Fe,S;] klastrem

e nasleduje flavinova doména

e nakonec jsou dvé domény, vazici dvé molekuly molybdenu jako kofaktoru.
Tento komplex cyklicky pfechazi zplné oxidovaného stavu (Mo VI) do

redukovaného stavu (Mo IV). (pfevzato z http://www.expasy.ch)
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Enzym se vjaterni tkani obratlovcli in vivo vyskytuje prevazné ve formé
xanthindehydrogenazy, do oxidazové formy muZe byt pfeveden skladovanim pfi
teploté -20°C za ptidani organickych rozpoustédel. (pfevzato
z http://www.expasy.ch)

Indukce xanthinoxidazy xenobiotiky nebyla prakticky zjisténa, existuje vSak

regulace jeji aktivity endogennimi latkami'®.

1.2.4.3. ALDEHYDOXIDAZA

Aldehydoxidaza je flavoprotein katalyzujici oxidaci fady nitrogenovanych
slougenin'®"'%,

Enzym je homodimer, kaZda podjednotka je tvofena 907 aminokyselinami.
Sklada se z molybdopterinového kofaktoru a dvou odliSnych Fe,S;-center. Je
rozloZen na ¢tyfi domény, z nichZ prvni dvé vazi Fe,S;-centra a dalsi dvé se ucastni
vazby molybdopterinového kofaktoru'®. Sekvenci aminokyselin a strukturou domén
je  aldehydoxiddza velmi  podobna  xanthindehydrogenaze.  (pfevzato

z http://www.expasy.ch)

1.3. AROMATICKE NITROSLOUCENINY

Aromatické nitrosloueniny jsou vyznamnou skupinou toxickych a
karcinogennich kontaminantti Zivotniho prostiedi, které pfedstavuji zna¢ny rizikovy
faktor pro lidské zdravi. Je zfejmé, Ze jsou pfitomny ve vSech sloZkach Zivotniho
prostfedi. Nitroaromaty jsou vyznamnou souéasti vyfukovych plyni a vzdu$nych
prachovych ¢éstic, na jejichz povrch jsou adsorbovany. Regionalni zne¢isténi témito
slouCeninami je spojeno stadou procesd. Nitroaromaty vznikaji z oxidt dusiku
produkovanych vSemi vysokoteplotnimi procesy (spalovani fosilnich paliv, tepelna
likvidace odpadi a zpracovani kovi), dalich vzdu$nych polutanti a polycyklickych
aromatickych uhlovodikd — ty provazeji silnou automobilovou dopravu. Lokalni
zneci$téni aromatickymi nitroslouéeninami je vyvolano pfedev§im uniky
z technologii na jejich zpracovani. Pfitomny jsou rovnéZ v cigaretovém koufi a
vznikaji i pfi Upravé nékterych potravin. Nitrofurany a nitroimidazoly jsou

pouzivany jako léiva (pfevzato z'*).
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Z hlediska vlivu na zdravi ¢lovéka jsou aromatické nitroslou¢eniny nékdy
povazovany za jednotnou skupinu sloucenin. Jednotlivi zastupci vsak vykazuji
specialni plsobeni, které vyplyva z heterogenity jejich metabolismu a enzymi
podilejicich se na tomto procesu v organismech. VétSina aromatickych
nitroslou¢enin vykazuje mutagenni aktivitu v bakteridlnich i sav¢ich systémech a
jsou karcinogeny vyvolavajicimi naddorové procesy piedevsim v jatrech, plicich a
prsnich Zlazach. Jejich podil na vyvoji nadorovych procest v lidském organismu
nebyl doposud jednoznaéné prokazan, ale epidemiologické studie u pacientt trpicich
nadorovym onemocnénim prsu a plic naznacuji potencialni podil téchto sloucenin na
etiologii onemocnéni u obyvatelstva Zijictho v prostfedi jimi kontaminovaném

(ptevzato 2104).

1.3.1. NITROAROMATY A LIDSKE ZDRAVI

Narodnim toxikologickym programem USA byly oznafeny za silné
podeztelé z karcinogenity pro lidsky organismus 2-nitroanisol, 1-nitropyren, 4-
nitropyren, 1,6-dinitropyren, 1,8-dinitropyren, 6-nitrochrysen a nitrofen. Z dal§ich
fyziologicky u¢innych nitroaroméatl je nutné zminit rostlinné produkty aristolochové
kyseliny a lé€iva pouzivand v humanni a veterinarni medicin€, nitrofurany a
nitroimidazoly (pfevzato z'®).

2-Nitroanisol (1-methoxy-2-nitrobenzen) je primarné pouZivan jako
prekurzor pii vyrob€ o-anisidinu (2-methoxyanilinu) pro vyrobu vice neZz 100
riznych azobarviv. Je rovnéZz pouzivam ve farmaceutickém pramyslu jako
meziprodukt pii syntéze n&kterych lé&iv (ptevzato z'*).

Nitropyreny jsou vzdu$nymi polutanty. 1-Nitropyren je jednou z hlavnich
mutagennich komponent vyfukovych plyni, zatimco dinitropyreny jsou slozkami
minoritnimi. VSechny mono- a dinitropyreny jsou pro experimentalni zvifata
dokonce spojovan s vyvojem nadorového onemocnéni (plicni nadory) v lidském
organismu a 6-nitrochrysen. Ten iniciuje v organismech experimentalnich zvifat
nadory plic, jater a prsnich 2laz (pfevzato z'™).

4-Nitrobifenyl a jeho redukéni derivat 4-aminobifenyl, jsou polutaty
pracovniho prostfedi chemického pramyslu, které vyvoldvaji nadory mocového

méchyfe. Nitrofen byl dlouhodobé pouzivan jako kontaktni herbicid v ochrané
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kulturnich plodin, jako jsou ryZze, kv&tak, brokolice, zeli, cibule, ¢esnek a celer.
Vzhledem k jeho hromadéni v piidg, jeji kontaminaci a také kontaminaci samotnych
zemédélskych produktd a silnym karcinogennim u¢inkim nitrofenu na
experimentalni zvifata bylo jeho pouzivani zakazano.

Nitrofurany a nitroimidazoly jsou pouZivany v lidské a veterindrni medicin€
pro své antibakteridlni u¢inky. 5-Nitroimidazoly jsou u€inné proti Trichomonas
vaginalis a dal$im infek&nim onemocnénim ¢lovéka. Misoimidazol je vyuZivan pro
zvyseni G¢innosti v radiaéni chemoterapii. Nitroimidazoly vykazuji v bakterialnich
testech mutagenni aktivitu, ale v sav¢ich systémech je jejich mutagenita podstatné
nizsi (ptevzato z'%.

Mezi velmi nebezpe€né nitroaromaty patéi i nékteré piirodni produkty.
Aristolochové kyseliny pfitomné v listech a kofenech rodu Aristolochia, jsou jednim
z ptikladd. Jejich fatalni pouZiti v terapii nadvahy pomoci ¢inskych bylin vedlo
k vyvoji ledvinového selhani a nadord mocovych cest. Farmaceutické pouZivani

téchto latek bylo proto také zakazano (pievzato z'%%.

1.3.1.1. 3-NITROBENZANTHRON

3-Nitrobenzanthron (3-NBA, Obr. 4) je téz polycyklickou aromatickou
nitroslou¢eninou. 3-NBA je jednim z nejsilngj§ich mutagend, ktery je i
potenciondlnim  karcinogenem pro hlodavce'**'%.  Jeho genotoxicita byla

107.108.109 5 potencialem tvofit specifické

prokdzana v fadé testi na mutagenitu
adukty s DNA, detekované v experimentech in vitro, v buné¢nych kulturach in vivo
v organismu laboratorniho potkana'10’”1’112’113’114’“5’“6’”7’”8’”9. Jeho vyskyt ve
slozkach zivotniho prostfedi a jako souéast vyfukovych plynd byl prokazan teprve
nedavno'®'®. Tvoten je pravddpodobn& bud’ nedokonalym spalovanim nafty nebo
reakci parentdlniho polycyklického uhlovodiku s oxidy dusiku z atmosféry'®.
Vyskyt 3-NBA je vSak daleko $ir§i. Nedavno byl detekovan také v pidé na
zemském povrchu a jako soudast srazkovych vod'?"'**!2, Tato sloudenina tedy
ohrozuje velké skupiny lidské populace. Vys§i riziko jeho toxického pisobeni
pfipada na skupiny obyvatelstva plisobici v pracovnim prostiedi nékterych odvétvi.
OhroZeni jsou ptredev§im profesionalni Fidi¢i, pracovnici garazi, mechanici ¢i

120

hornici Jako marker vystaveni populace 3-NBA by mohl slouzit jeho redukéni

metabolit 3-aminobenzanthron (3-ABA). Ten byl nedavno detekovan v mo¢i

pracovnikd solnych dola'?. I u této slougeniny byla prokazana jeji genotoxicita''®.
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Obr. 4 Struktura 3-nitrobenzanthronu

3-NBA a jeho redukéni metabolit 3-ABA jsou schopné generovat adukty
s DNA. Ty byly detekovany jak v experimentech in vitro, tak 1 in vivo v
ruznych tkanich laboratornich potkani, kterym byly tyto slouceniny aplikovany

intraperitoneélnélos’”l’l 12,113,114,115,116,117,1 18.
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2. CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo rozsifit poznatky o toxickych u€incich aromatickych
nitroslou¢enin, konkrétné slouCeniny, ktera je silnym mutagenem a potencialnim

karcinogenem pro organismy, 3-nitrobenzanthronu (3-NBA). Konkrétni cile pak byly dva.

1) Poznani vlivu 3-nitrobenzanthronu na enzymy biotransformujici xenobiotika
v organismech in vivo, se zvla§tnim zaméfenim na enzymy, které ptimo participuji

na metabolické aktivaci této latky.

2) Metabolické studie pfemény 3-nitrobenzanthronu cytosolarnimi enzymy jaterni
tkan€¢ modelového organismu, laboratorniho potkana, a rekombinantni lidskou DT-

diaforazou.

Diplomova prace byla fedena jako souéast grantového projektu GACR 303/05/2195, ktery

je zaméfen na studium mechanismu pisobeni 3-nitrobenzanthronu na lidsky organismus.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. MATERIAL

Chemikalie a material, které byly pouZity v experimentech, pochizeji z

téchto zdroja:

. Bio-Rad Lab., USA
Affi-Gel Blue

e  Chemopetrol, Ceska republika
suchy led

e  Fluka, svycarsko
Tween 20, akrylamid, Coomasie Brilliant Blue R-250,
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), cytochrom c, methanol,

7-ethoxyresorufin, 7-pentoxyresorufin, resorufin

e  Koch-Light Lab., Velka Britianie

2-merkaptoethanol

e  Lachema, Ceska republika
ethanol, glycerol, methanol, aceton, ethylester kyseliny octové, hydroxid
sodny, hydroxid draselny, kyselina chlorovodikova, kyselina octova, siran
amonny, chlorid sodny, chlorid draselny, dithioni¢itan sodny, bromfenolova
modf, tartardt sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, uhli¢itan sodny dekahydrat,
siran meéd’naty pentahydrat, dihydrogenfosfore¢nan draselny,
dihydrogenfosfore¢nan sodny, hydrogenfosfore¢nan sodny, pyrofosforeénan

sodny dekahydrat, acetat sodny, Red Ponceau, chlorid hofeénaty

e Linde, Ceska republika
kapalny dusik, oxid uhelnaty
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Merck, SRN

menadion (vitamin K3), glukosa-6-fosfat, testosteron, 63-hydroxytestosteron

Millipore Corporation Bedford MA, USA

transfer membrane Immobilon-P

Reanal Budapest’, Mad’arsko
glycin

Roche, SRN
NADH, NADPH

Serva Heidelberg, SRN
hypoxanthin, N,N’- methylen-bis-akrylamid, Triton X-100, N,N,N’,N’-
tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sevapharma a.s., Ceska republika

hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma, USA

kyselina bicinchoninova (BCA), dodecylsulfat sodny, standard pro SDS-elfo
(,Wide Range standard“, Mr 6500 - 205000), 5-bromo-4-chloro-3-
indolylfosfat/nitrobluetetrazolium  (BCIP/NBT), dexfenfluramin, PCN,
glukosa-6-fosfatdehydrogenaza, krali¢i protilatka IgY znacend alkalickou

fosfatazou, chlorzoxazon, fenacetin, lidskd rekombinantni DT-diaforaza,

dimethylsulfoxid (DMSO)

The British Drug Houses, Velka Britanie
Sudan I
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Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii, Praha, Ceska republika

6-hydroxychlorzoxazon

za poskytnuti primarnich protilatek proti cytochromtim P450 podrodiny 1A,
2B, 3A a 2E pouzitych pfi imunochemické detekci téchto forem cytochromu
P450 a primérnich protilatek proti reduktaze a DT-diaforaze velice dékuji
RNDr. Petru Hodkovi

3-nitrobenzanthron — dar od Doc. H. H. Schmeisera, Némecké centrum pro

vyzkum rakoviny v Heidelbergu

jaterni cytosoly potkani premedikovanych Sudanem I — izolovany kolegy
v laboratofi (katedra biochemie, PiF UK)
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3.2. METODY A PRISTROJE
3.2.1. PREMEDIKACE LABORATORNiCH POTKANI°J

V experimentu, jehoZ cilem bylo zjistit obsah a aktivity enzymi
biotransformujicich xenobiotika, byli k premedikaci pouziti samci laboratornich
potkani kmene Wistar o hmotnosti 100 az 120 gramd. Potkani byli drzeni pii
teplot¢ 22 + 2°C. Voda a granulovana strava jim byly podavany ad libitum.
Premedikace byla zahajena po zhruba tydenni aklimatizaci potkand.

Premedikace potkanu 3-nitrobenzanthronem (Stiborova, M., ustni sdéleni)

3-Nitrobenzanthron byl rozpustén v rostlinném oleji. Koncentrace 3-NBA byla
upravena tak, aby byl potkaniim aplikovan 1
ml roztoku pro vyslednou davku 3-NBA 0,4
mg/kg, 4 mg/kg a 40 mgkg hmotnosti
zvitete. Roztok 3-NBA byl aplikovan
intraperitonealné¢ (Obr. 5). Zvifata byla

usmrcena 24 hodin po podani roztoku 3-

NBA. Jatra, ledviny, plice, srdce a sleziny
zvifat byly vyjmuty a pouZity pro izolaci  Obr. 5
subcelularnich ~ systém@  (mikrosomd a  Ndkres intraperitonedini aplikace

cytosolu).

3.2.2. IZOLACE SUBQELULARNiCH SYSTEMU Z ORGANU
LABORATORNICH POTKANU

Poudité pufry: pufr P1 (2000 ml): 150 mM KCl, 50 mM Tris, pH 7,4
pufr P2 (pyrofosfatovy, 1000 ml): 100 mM Na,sP,0;. 10 H,0,
pH 7,2
pufr P3 (100 ml): 150 mM KCl, 50 mM Tris, 20% glycerin,
pH 7,4
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Izolace cytosoli a mikrosomi se provadéla podle uvedeného schématu:

Nast¥ihani organu, zvaZeni, 3krat proplachnuti pufrem P1

\%

Homogenizace (homogenizator dle Pottera a Elvehjema) organii v pufru P1 (o objemu &tyfnasobném hmotnosti
orgéanu) v $ir§im homogenizatoru

\/

Filtrace homogenatu ptes gazu

\4

Centifugace 10 min pfi 600g (centrifuga Janetzki K-23 s vykyvnym rotorem, 4 kyvety po 70 ml, 2000 RPM)

Supernatant Peleta

\

-rehomogenizace v P1 (jednonasobny objem
hmotnosti organu) v uZ§im homogenizatoru

\/ \’

Centrifugace 10 min pti 600g

4 \/

Supernatant Peleta

4

Centrifugace 20 min pfi 15 000g (centrifuga Janetzki K-24 s thlovym rotorem, 6 kyvet po 35 ml, 13 000 RPM)

4 N

Supernatant Peleta

\/

Ultracentrifugace 65 min pti 100 000g (centrifuga Beckman L07 s dhlovym rotorem, 6 kyvet po 64 ml, 35 000
RPM)

4 Y

Supernatant = CYTOSOL
ZmraZeni po alikvotech v kapalném
dusiku. Uskladnéni pti -80°C.

Peleta

Po odstranéni tukového povlaku z vnitini stény

kyvet pfeneseni pelety do malého Potterova
homogenizatoru.

Resuspendace v pufru P2 (dvojnisobny
objem hmotnosti orgénu)

\/

Homogenni suspenze mikrosomu

\/

Ultracentrifugace 65 min pfi 100 000g

4 \/
Supernatant Peleta = MIKROSOMY
Pfeneseni pelety do malého Potterova
homogenizitoru. Resuspendace v pufru P3
v p&tinovém objemu hmotnosti organu.
ZamraZen{ po alikvotech v kapalném
dusiku. Uskladnéni pti -80°C.
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3.2.3. STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU

Roztoky a chemikdlie: BCA, standard BSA, roztok A (0,4% NaOH; 0,95%
NaHCO;; 2% Na,COs3;-H,0; 0,16% tartarat sodny, pH 11,25), roztok B (4%
CuS04-5H,0)

Princip: Ke stanoveni jsme vyuzili ,bicinchoninovou metodu“'?*, Podstatou je
tvorba modie zbarveného komplexu médnych iontd (Cu’) s kyselinou
bicinchoninovou (BCA). Postranni skupiny nékterych aminokyselin  redukuji
mé&d'naté jonty (Cu’") pfitomné v &inidle (viz niZe) na médné (Cu') a intenzita
zabarveni (mnoZstvi komplexu) je tedy pfimo imérna koncentraci bilkoviny.
Postup: Ptipravi se zasobni roztok BSA o koncentraci asi pfesné¢ 0,4 mg/ml.
Nasleduje pfiprava ¢inidla dle nasledujiciho postupu: BCA se navazi a rozpusti
ve 49 dilech roztoku A tak, aby vysledna koncentrace byla 1% BCA v 50 dilech. Po
rozpusténi se pfida 1 dil roztoku B a opét se promicha.

Do vyzihanych zkumavek se pipetuje 20 pl méfeného vzorku nafedéného
tak, aby vysledna koncentrace bilkoviny po pfidani ¢inidla byla 10-15 pg/ml. Pfida
se 980 pl ¢inidla a roztok se promicha. ,Blank” se pfipravi smichanim 980 ul
¢inidla a 20 pl destilované vody. Dale se do zkumavek pipetuje 10, 20, 30, 40, 50 a
60 pl zasobniho roztoku BSA a doplni se ¢inidlem do 1000 pl. Takto pfipravené
roztoky se promichaji na vortexu.

Inkubace se provadi ve vodni lazni pti 60°C po dobu 60 minut. Po ochlazeni
vzorkil se méfi absorbance pifi 562 nm (Ase) na dvoupaprskovém spektrofotometru
Specord M40 (Carl Zeiss Jena, Némecko).

Z naméfenych hodnot se vyhotovi kalibraéni ktivka (tabulkovy editor
Excel). Na ose y je vynesena absorbance Ase; a na ose x koncentrace standardu
(BSA) v pug/ml. Hodnoty koncentrace bilkoviny ve vzorcich se odeétou z grafu a
vynasobi se zfedénim. Celou operaci lze popsat vztahem:

¢y = Asga(vzorek)/Assy(standard) . cps4. Fedéni [mg/ml]
cp - koncentrace bilkoviny
Ase2 - absorbance pri vinové délce 562 nm

cesa - koncentrace standardu
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3.2.4. STANOVENI KONCENTRACE CYTOCHTOMU P450

Princip: Cytochrom P450 vykazuje vredukovaném stavu v komplexu s CO
vyrazné absorpéni maximum pfi vinové délce 450 nm. Na zéklad€ tohoto jevu se
provadi stanoveni koncentrace cytochromu P450 metodou diferen¢nich spekter %,
SloZeni roztokii a pufru: pufr 0,1 M KH,PO4, 2% (v/v) glycerol, pH 7.,5;
dithioni¢itan sodny (Na;S,04).
Postup: Do zkumavky se pipetuje 1960 pl pufru, 40 pl méteného vzorku
mikrozomalni frakce a pfidd se nékolik krystald Na,;S;04. Tato smés se zvolna
promicha pipetou tak, aby se netvofily bubliny. Do obou kyvet (o objemu 1 ml a
optické draze 1 cm) se pipetuje po 1 ml tohoto roztoku. Na dvoupaprskovém
spektrofotometru Specord M40 (Carl Zeiss Jena, Némecko) je proméfena zakladni
linie (tzv. ,,baseline”) v rozsahu 400-500 nm.

Méfici kyveta se probublava 60 sekund oxidem uhelnatym. Poté se opét
proméfi diferen¢ni absorpéni spektrum v rozsahu 400-500 nm.

Vysledna koncentrace cytochromu P450 se vypo¢te z nasledujiciho vztahu:

Cpysp = Fedéni . AA(450_490)/8 [/,LM]
cp4so - koncentrace cytochromu P450
AA 450-490) - rozdil absorbance pFi vinové délce 450 nm a 420 nm

& - moldrni absorpcni koeficient (zde €-0,091 pmol”.dm’.cm™)

Cytochrom P450 miize pusobenim riznych faktorti pfechizet ve formu
oznaovanou jako cytochrom P420, nebot’ jeho redukovani forma v komplexu
s oxidem uhelnatym vykazuje vyraznou absorpci pii vinové délce 420 nm. Piechod
cytochromu P450 na tuto biologicky inertni formu mizZe byt vysledkem piisobeni

riznych enzymu (napfiklad fosfolipas), detergentii, n&kterych alkohold, ketond a

mnoha dal$ich substanci.

Obsah cytochromu P420 byl uréen ze vzorce:

Cp420 = Fedéni . AA(420.490)/6‘ [,uM]
cp420 - koncentrace cytochromu P420
AA420-490) - rozdil absorbance pri vinové délce 450 nm a 420 nm

& - moldrni absorpcni koeficient (zde &- 0,091 umol”.dm’.cm™)
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3.2.5. STANOVENI AKTIVITY NADPH:P450 REDUKTAZY

Princip: Stanoveni aktivity NADPH:P450 reduktdzy se provadi méfenim
rychlosti redukce cytochromu ¢ za souasné oxidace NADPH pfi vlnové

délce 550 nm'*>!%,

NADPH + H' + 2 cytochrom ¢ (Fe**) - NADP" + 2 cytochrom c(Fe’")

SloZeni roztokii a pufri: pufr 0,1M KH,POq, pH 7,4 25 mg/ml cytochrom c,

10 mM NADPH

Postup: pufr 0,1 M KH,PO, uchovavany pii teploté¢ 6°C se necha vytemperovat na
laboratorni teplotu. Roztoky NADPH a cytochromu c se nechaji rozmrazit a poté se
uchovavaji spolu s méfenym vzorkem v ledu.

Do kyvety se pipetuje pufr tak, aby celkovy objem smési byl 1 ml, 40 pl
cytochromu ¢ (12,5 mg/ml) a x ul méfeného vzorku (kde x muze byt 5, 10, 15, 20,
30 nebo SO ul podle aktivity vzorku). Tato smés se promichd a zméfi se jako
,»blank” pfi vilnové délce 550 nm. Poté se k ,,blanku® ptida 10 ul 10 mM NADPH,
550 nm po dobu 120 sekund s intervalem 1 sekunda na jednopaprskovém
spektrofotometru Hewlett Packard 8453E.

Vysledkem méfeni je graf tvofeny v optimalnim pfipadé pifimkou kladné
smérnice. Na ose y je absorbance Assyp a na ose x ¢as v sekundach. Z grafu se
ode¢itd hodnota zmény absorbance za 60 sekund [AA/min]. Tato hodnota se
piepocitava na specifickou aktivitu enzymu [AA/(min.mgporeiny)]. Déle se uvadi
aktivita reduktdzy ve standardnich jednotkdch enzymové aktivity. Jednotka U
(Unit) aktivity NADPH:P450 reduktizy je definovana jako mnoZstvi enzymu

katalyzujici redukci 1 pmol cytochromu ¢ (¢ =21 mM™.cm ') za minutu.
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3.2.6. STANOVENI AKTIVITY DT-DIAFORAZY

Princip: Stanoveni aktivity DT-diafordzy se provadi méfenim rychlosti oxidace

NADH menadionem (2-methyl-1,4-naftochinon) pfi vlnové délce 340 nm*>'*,

SloZeni roztokit a pufri: pufr 25 mM Tris-HCI (pH 7,4); 2% (w/w) Tween 20;
3,4% (w/w) BSA; 5 mM menadion - rozpu$tény v methanolu, 20 mM NADH nebo
NADPH

Postup: Pufr Tris-HCl (pH 7,4) uchovavany pfi teplot¢ 6°C a menadion se
vytemperuji na laboratorni teplotu. V pribéhu méfeni se méfeny vzorek, NADH,
BSA a Tween 20 uchovavaji v ledu.

Do kyvety se pipetuje pufr tak, aby celkovy objem smési byl 2 ml, 20 pl 2%
(w/w) Tweenu 20, 40 pul 3,4% (w/w) BSA, 80 ul 5mM menadionu, x pl méfeného
vzorku (kde x maze byt 10, 20, 30 nebo 50 pl podle aktivity vzorku). Smés se
dikladné¢ promicha a zméfi jako ,.blank“ pfi 340 nm. Poté je reakce startovana
pfidanim 20 pl 20 mM NADH nebo NADPH, roztok v kyveté se promicha a méfi
se absorbance pfi vinové délce 340 nm po dobu 120 sekund s intervalem 1 sekunda
na jednopaprskovém spektrofotometru Hewlett-Packard 8453E.

Vysledkem méfeni je graf tvofeny v optimalnim pfipad€é pfimkou zédporné
smérnice. Na ose y je absorbance A4 a na ose x ¢as v sekundach. Z grafu se
odec¢itd hodnota zmény absorbance za 60 sekund [AA/min]. Tato hodnota se
pfepocitava na specifickou aktivitu enzymu [AA/(min.mgproteinu)]. Déle se uvadi
aktivita DT-diafordzy ve standardnich jednotkach enzymové aktivity. Jednotka U
(Unit) aktivity DT-diaforasy je definovana jako mnoZstvi enzymu katalyzujici
oxidaci 1 pmol NAD(P)H (e = 6,27 mM'.cm ') za minutu.

3.2.7. STANOVENI OBSAHU VYBRANYCH IZOFOREM
CYTOCHROMU P450

Stanoveni specifické aktivity jednotlivych izoforem cytochromu P450
neposkytuje zcela pfesnou informaci o obsahu jednotlivych izoforem, nebot
enzymy mohou byt poskozeny (napt. béhem izola€nich postupt), a ztraci tedy svou

katalytickou schopnost. Obsah vybranych izoforem byl tedy stanovovin metodou
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., Western blot“ za pouziti specifickych protilatek proti jednotlivym izoformam.

Po rozdg€leni dle molekulové hmotnosti pomoci elektroforézy v pfitomnosti

dodecylsulfatu sodného byly proteiny obsazené v mikrozomalni frakci pfeneseny

z polyakrylamidového gelu na pfenosovou membranu z polyvinylidenfluoridu

(PVDF) nebo nitrocelulézovou membranu. Poté byla provedena imunochemicka

detekce jednotlivych forem cytochromu P450.

3.2.7.1. ELEKTROVF’OREZA NA POLYAKRYLAMIDOVEM
GELU V PRITOMNOSTI SDS

Provedeni elektroforézy na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti 0,1%

dodecylsulfatu sodného (SDS) vychazelo z postupu Laemmliho'?’. Elektroforéza

byla provedena za stalého chlazeni vodovodni vodou v aparatufe od firmy OMNI-

BIO (Ceska republika).
SloZeni roztoku a pufru:
Pufr A (separacni gel):

Polymeracni roztok A:

Pufr B (zaostrovaci gel):

Polymeracni roztok B:

Vzorkovy pufr redukujici:

Elektrodovy pufr:

Barvici lazen:

Odbarvovaci lazeri:

0,375 M Tris-Cl, 0,1% (m/v) SDS, pH 8,8

30% akrylamid, 0,8% N,N‘-methylen-bis-akrylamid
(BIS) v pufru A

0,125 M Tris-Cl, 0,1% (m/v) SDS, 0,0006%
bromfenolova modt, pH 6,8

30% akrylamid, 0,8% N,N‘-methylen-bis-akrylamid
(BIS) v pufru B

0,063 M Tris-Cl, 2% (m/v) SDS, 10% (v/v) glycerol,
0,003% (m/v) bromfenolovda modi, 5% (v/v)
merkaptoethanol, pH 6,8

0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% (m/v) SDS, pH 8,3
0,25% (m/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 46%
(v/v) ethanol, 9,2% (v/v) kyselina octova

smeés ethanol-kyselina octova-voda (25:10:65)
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Priprava gelu:

Mezi odmasténa skla uchycena v zafizeni pro pfipravu geli byl nalit
v pfipadé pouziti gelu pro metodu ,,Western blot“ 10%-ni separaéni gel (4 ml
polymera¢niho roztoku A, 8 ml pufru A, 10 pl TEMED a 3-6 mg persiranu
amonného), v piipadé€ pouziti gelu pro vizualizaci barevnych stop 7,5%-ni separacni
gel (3 ml polymeraéniho roztoku A, 9 ml pufru A, 10 pl TEMED a 3-6 mg
persiranu amonného). Gel byl pfevrstven destilovanou vodou. Po polymeraci gelu
byla odsata voda a nalit 3%-ni zaostfovaci gel (smés 0,5 ml polymera¢niho roztoku
B, 4,5 ml pufru B, 5 pl TEMED a 3-6 mg persiranu amonného). Do tohoto roztoku
byl vloZen hieben, tvofici 12 komurek. Po zpolymerovani gelu byl hieben vyjmut a
skla s gelem umisténa do aparatury pro elektroforézu. Vznikly gel mél rozméry 5 x
8 cm a byl silny 1,5 mm. Jamky byly naplnény elektrodovym pufrem a vzorky
v nich byly umistény podvrstvenim.

Priprava vzorku na elektroforézu:

Vzorky byly natedény v poméru 1:1, nebo 1:3 ve 2krat, resp. 4krat
koncentrovaném vzorkovém pufru tak, aby v aplikovanych 20 pl vzorku bylo 10-20
ug proteinu. Poté byly vzorky 5 minut povafeny. Vzorky byly aplikovany do jamek
mikrostfikackou Hamilton (Hamilton Company, USA).

Vlastni elektroforéza:

Elektroforéza probihala za konstantniho napéti 100 V po dobu asi 2 hodin.
Byla zastavena, jakmile vzdalenost mezi barevnym ¢elem a hranou gelu byla mensi
nez 0,5 cm. Gel byl pouzit pro metodu Western blot nebo byla provedena
vizualizace barevnych stop pouzitim barvici lazné s Coomassie Brilliant Blue R-
250, ve které se gely barvily za stalého michani 30 minut. Pozadi bylo odbarveno
v odbarvovaci 1azni pfes noc. Poté byly gely vysuSeny mezi dvéma listy celofanové
félie pti laboratorni teploté.

Vyhodnoceni elektroforézy:

Jako standardd bylo vyuZito 13 proteini se znimymi molekulovymi
hmotnostmi, tzv. Wide Range: myosin 205 kDa, B-galaktosidaza 116 kDa,
fosforylaza b 97 kDa, fruktosa-6-fosfatkinaza 84 kDa, albumin 66 kDa,
glutamindehydrogenaza 55 kDa, ovalbumin 45 kDa, glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogendza 36 kDa, karbonatanhydraza 29 kDa, trypsinogen 24 kDa,
inhibitor trypsinu 20 kDa, a-laktalbumin 14,2 kDa a aprotinin 6,5 kDa. Zavislost
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logaritmu molekulové hmotnosti standardnich proteinti na jejich relativni mobilité
(j. pomér vzdalenosti stopy daného proteinu od startu a délky celého gelu) slouzila
jako kalibraéni kfivka, podle které byla uréena molekulovd hmotnost neznamého

proteinu.

3.2.7.2. METODA ,,WESTERN BLOT*

,Western blot“ je metoda pfenosu proteini z elektroforetického gelu na
nitrocelul6zovou nebo PVDF membranu (Milipore) schopnou sorbovat proteiny.
SloZeni roztoki a pufri: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, pH 8,3 - pfenosovy pufr;
0,5% Red Ponceau v 1% kyselin€ octové (v/v)

Postup: PVDF membrana byla nejdfive smocena 10 sekund v methanolu a nasledné
2 minuty v destilované vodé¢ a 5 minut v transferovém pufru.

Gel byl po skonceni SDS elektroforézy 20 minut inkubovan v pfenosovém
pufru (0,025 M Tris, 0,192 M glycin, pH 8,3). Déle byl sestaven elektropfenosovy
aparat ,,semi dry* (,,Fast-blot* B-32, firma Biometra) a ,,sandwich®, ktery tvofily tfi
kusy chromatografického papiru Whatman 3 (o stejné velikosti jakou mél gel)
namocené v pifenosovém pufru, membrana, gel adalsi tfi kusy navlhéeného
chromatografického papiru. Elektropfenos se provadél nejprve 10 minut pfi
0,8 mA/cm? gelu, poté 45 minut pki 2,0 mA/cm? gelu.

Po skonceni transferu byly proteiny pfenesené na membranu vizualizovany
obarvenim v roztoku 0,5 % Ponceau Red (w/v) v 1%-ni kyseliné octové.

K odbarveni membrany doslo v destilované vodé.

3.2.7.3. IMUNOCHEMICKA DETEKCE FOREM
CYTOCHROMU P450

SloZeni roztokit a pufri:

e PBS (1,8 mM Na,HPO4 + 1 mM NaH,PO4 + 0,134 M NaCl; pH 7,2) s 0,3%
Tritonem X-100 (w/v)

e 5% nizkotu¢né suSené mléko (w/v) — rozpusténé v PBS s Tritonem X-100

e  primarni protilatka (15 pg/ml)

41



polyklonalni slepi¢i protilatka proti potkanimu rekombinantnimu CYP1A1

polyklonalni slepi¢i protilatka proti krali¢imu CYP2B4

polyklonalni slepici protilatka proti krali¢imu CYP2E1

polyklonalni slepiéi protilatka proti lidskému rekombinantnimu CYP3A4

sekundarni protilatka znagena alkalickou fosfatazou (7 ug/10 ml) — krali¢i IgG

proti slepi¢i IgY s navazanou alkalickou fosfatazou

Postup: PVDF membrana, na niZ byly pfeneseny proteiny metodou ,,Western blot*,
se nechala pfes noc v blokovacim roztoku (5 % suSené mléko v PBS s Tritonem
X-100). Membrana byla inkubovana dvé hodiny v roztoku specifické primarni
protilatky v blokovacim roztoku, v koncentraci 10 mg/ml.

Poté byla membrana promyvana blokovacim roztokem (Skrat 2 minuty) a
nasledné vloZena do roztoku sekundarni protilatky (5 ul v 10 ml blokovaciho
roztoku), kde byla ponechana jednu hodinu. Po inkubaci se membrana promyvala
(4krat 2 minuty) v blokovacim roztoku, poté (4krat 2 minuty) v PBS s Tritonem.
Inkubace i promyvani byly provadény za stalého michani pfi laboratorni teploté.

K vyvolani se pouzil roztok ptfipraveny rozpusténim jedné tablety
(BCIP/NBT - substrat pro alkalickou fosfatazu) v 10 ml destilované vody. Na
membrané inkubované v roztoku specifické protilatky vznikly pfiblizné po péti
minutdch vyvolavani fialové zony v mistech, kde doslo k navazani protilatky na
enzymy. Reakce byla zastavena vloZenim membrany do destilované vody. Intenzita

z6n ilustrujici mnoZstvi enzymi byla kvantifikovana programem Elfoman.

3.2.8. STANOVENi AKTIVITY CYP1A1/2 O-DEALKYLACI 7-
ETHOXYRESORUFINU

Ur€eni  aktivity  téchto izoforem se provadélo fluorimetrickym
stanovenim O-dealkylace 7-ethoxyresorufinu (EROD).

Reakéni smés o celkovém objemu 0,5 ml byla zpracovana podle Burkeho a
kol.'?® a obsahovala mikrosomalni frakci (0,1 uM CYP), NADPH generujici systém
(10 mM), 7-ethoxyresorufin (0,175 mM) a fosfatovy pufr (0,1 M K,HPO,, pH 7,4).
Jedno objemové procento reakéni smési tvofil methanol, ve kterém byl rozpoustén

7-ethoxyresorufin. Pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky se pouZilo stejné sloZeni reakéni
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smési, ale misto 7-ethoxyresorufinu bylo pipetovano 20, 40, 80 a 120 pmol 10 uM
resorufinu.

K mikrosomim nafedénych pufrem bylo ptidano 5pl roztoku
7-ethoxyresorufinu v methanolu. Reakce byla startovana ptidanim 50 nl NADPH
generujiciho systému, inkubace probihala 10 minut pti 37°C a reakce byla
zastavena pfidinim 2 ml methanolu. Vzorky byly centrifugovany 5 min pfi
4000 RPM (centrifuga T 52.2) a poté se zméfila fluorescence na luminiscenénim
spektrometru LS-5B Perkins-Elmer (Aexcitace=530 nm, excita¢ni S$térbina 15,
Aemise=385 nm, emisni $térbina 10). Pfistroj byl vynulovan na ,blank”, ktery
obsahoval vSechny slozky reakéni smési kromé NADPH. Z kalibraéni kifivky se

vypo¢italo mnozstvi resorufinu (pmol) vytvofeného ve vzorcich.

3.2.9. STANOVENI AKTIVITY CYP1A1 OXIDACI SUDANU I

SloZeni inkubacni smési - roztoky:

e 0,1 M fosfatovy pufr (NaH,PO4, pH 7,4)
o 10 mM NADPH generujici systém

e  cthylacetat

e 5 mM Sudan I rozpustény v methanolu

Postup: Reakce probihala v celkovém objemu reakéni smési 0,25 ml. Do zkumavky
byl pipetovéan pufr, rizné mnozstvi fedénych mikrosomt, aby koncentrace proteinu
ve smési byla 1 mg/ml, 25 ul NADPH generujiciho systému a 5 pul roztoku Sudanu
I. Tato smés byla diikladné promichana a inkubovana za pfistupu vzduchu 60 min
pii teploté 37°C. Inkubace se ukonéila zastavila pfidanim ethylacetatu (0,5 ml). Po
protfepéni a centrifugaci (5 minut, 4000 RPM centrifuga T 52.2) byla odsata vrstva
s ethylacetatem a pouzita dale. K vodné fazi bylo opét pfidano 0,5 ml ethylacetatu a
cely postup zopakovan. Nasledovalo odpafeni extrakti do sucha na vakuové
odparce ,,Speed Vac* (DNA 110, firma Savant). Tésné pfed analyzou byly odparky
rozpustény v 30 pl mobilni fadze HPLC (90% methanol; 0,1 M NH;4HCO;; pH 8,0).

Majoritni metabolity byly detekovany a kvantifikovany pomoci HPLC dle'*°.
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PODMINKY DETEKCE A KVANTIFIKACE METABOLITU HPLC
° mobilni faze 90% methanol; 0,1 M NH4HCO;; pH 8,0
e  pritok 0,8 ml/min
e  kolona Macherey - Nagel
e  nasttik 20 pl
e teplota 37°C

e  detekce pti vinové délce 480 nm

3.2.10. STUDIE PREMENY 3-NBA CYTOSOLARNIMI
ENZYMY

3.2.10.1. INKUBACE 3-NBA S JATI:]RNiM CYTOSOLEM
POTKANU PREMEDIKOVANYCH SUDANEM I

SloZeni inkubalni smési - roztoky

e  pufr 50 mM TRIS/HCI + 0,4% Tween 20, pH 7,4
e 10 mM NADH

o 1 mM fenacetin

e 2 mM 3-NBA rozpustény v DMSO

Do inkubaéni smési o objemu 0,5 ml jsme pipetovali pufr, 50 pl 10 mM
NADH a rtizné mnozZstvi jaterniho cytosolu potkantii premedikovanych Sudanem I
(ul) tak, aby vysledna koncentrace proteinu v inkuba¢ni smési byla 2 mg/ml. Smés
jsme probublavali 1 minutu dusikem pro odstranéni kysliku. Po 15 minutich
inkubace smési pfi 37°C jsme reakci startovali pfidanim 5 pl 2 mM 3-NBA a
nechali inkubovat 60 minut za tfepani pfi teploté 37°C.

Reakci jsme ukon¢ili pfidanim 1ml ethylacetatu a extrahovali produkty
reakce do tohoto organického rozpoustédla. Po ukonCeni reakce jsme ke smési
pfidali Sul 1 mM fenacetinu jako vnitini standard. Po odsati ethylacetatu s produkty
reakce jsme k vodné fazi pfidali znovu 1 ml ethylacetitu a stejnym postupem

provedli druhou extrakci.
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Nasledovalo odpafeni extraktti do sucha na vakuové odparce ,,Speed Vac* (DNA
110, firma Savant). Tésné¢ pfed analyzou byly odparky rozpustény ve 30 pl
methanolu. Majoritni metabolity byly detekovany a kvantifikovany HPLC.

V ptipad¢ zjistovani zavislosti pfemény 3-NBA na koncentraci proteinu
(enzymu) obsahovala inkubaéni smés protein o koncentraci 0, 0,25, 0,5, 1, 2 a 4
mg/ml. V pfipadé€ zji§t'ovani vlivu doby inkubace na pfeménu 3-NBA jsme smés
inkubovali 0, 15, 30, 45, 60, 90 a 120 minut.

Pii zjiStovani enzymu, které redukuji 3-NBA, jsme pouzili koenzymy
cytosolarnich reduktaz xanthinoxidazy a DT-diaforazy (NQO1). 3-NBA jsme
inkubovali s cytosolem jater potkanti premedikovanych Sudanem I za pfitomnosti
koenzymu hypoxanthinu, NADH, NADPH a bez koenzymu. Pouzili jsme roztoky

koenzymi o koncentraci 10 mM.

PODMINKY DETEKCE A KVANTIFIKACE METABOLITU HPLC
e  mobilni faze 70 % methanol
e  pritok 0,6 ml/min
e  kolona Macherey - Nagel
. nasttik 20 pl
e teplota 37°C

e  detekce pfi vinové délce 254 nm

3.2.10.2. INKUBACE 3-NBA S LIDSKOU REKOMBINANTNI
DT-DIAFORAZOU (NQO1)

SloZeni inkubacéni smési - roztoky

° pufr 50 mM TRIS/HCI + 0,4% Tween 20, pH 7,4
e 5mMNADPH

e 1 mM fenacetin

e 2 mM 3-NBA rozpustény v DMSO
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Do inkubaéni smési o objemu 0,5 ml jsme pipetovali pufr, 50 pl 5 mM
NADPH a rizné mnozstvi zasobniho roztoku DT-diaforazy (2,64 mg/ml). Smés
jsme probublavali 1 minutu dusikem pro odstranéni kysliku. Po 15 minutach
inkubace smési pfi 37°C jsme reakci startovali pfiddnim 5Sul 2 mM 3-NBA a
nechali inkubovat 60 minut za tfepani pii teploté 37°C.

Reakci jsme ukonéili pfidanim 1 ml ethylacetatu a extrahovali produkty
reakce do tohoto organického rozpous$tédla. Po ukonéeni reakce jsme ke smési
pfidali Sul 1 mM fenacetinu jako vnitini standard. Po odsati ethylacetatu s produkty
reakce jsme k vodné fazi pfidali znovu 1 ml ethylacetatu a provedli druhou extrakci.

Nasledovalo odpareni extrakti do sucha na vakuové odparce ,,Speed Vac*
(DNA 110, firma Savant). Tésné€ pied analyzou byly odparky rozpustény ve 30 ul
methanolu. Majoritni metabolity byly detekovany a kvantifikovany HPLC.

V pfipadé€ zji§tovani zavislosti pfemény 3-NBA na koncentraci proteinu
(enzymu) obsahovala inkubaéni smés DT-diaforazu o koncentraci 5,28, 13,2, 26,4,
52,8 a 105,6 pg/ml . V ptipadé zjis§tovani vlivu doby inkubace na pieménu 3-NBA
jsme smés inkubovali 60, 90 a 120 minut. Pro zji§téni vlivu koncentrace 3-NBA na
jeho pfeménu DT-diaforazou o koncentraci 26,4 pg/ml jsme pouzili roztoky 3-

NBA, jejichZ koncentrace v inkubaéni smési byla 4, 5, 10 a 20 uM.

PODMINKY DETEKCE A KVANTIFIKACE METABOLITU HPLC
e mobilni faze 70 % methanol
e  pritok 0,6 ml/min
e  kolona Macherey - Nagel
e  nasttik 20 pl
e teplota37°C

e  detekce pfi vinové délce 254 nm
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4. VYSLEDKY

4.1. METABOLISMUS 3-NBA CYTOSOLARNIMI
ENZYMY

Vzhledem ktomu, Ze je znadma participace cytosolarnich enzyml na

biotransformaci fady aromatickych nitroslougenin''™'*?

, byla v diplomové praci
sledovana jejich efektivita i v pfeméné studovaného polutantu, 3-NBA. Zjistili jsme,
Ze 3-NBA je cytosolarnimi enzymy pfemétiovan za tvorby dvou az &tyf metabolitil.
Ty byly separovany pomoci HPLC a detekovany pii vinové délce 254 nm. Jako
majoritni metabolit byl nalezen 3-ABA, tedy sloufenina tvofend redukci
nitroslouceniny 3-NBA. Déle byly detekovéany dalsi dva piky separované HPLC,
tedy dva ,,potencialni* metabolity.

V experimentech byla pouZita cytosolarni frakce izolovand z jater
laboratornich  potkand  premedikovanych  Sudanem I  (1-fenylazo-2-

hydroxynaftolem). O ném je znamo, ze efektivné indukuje cytosolarni reduktazy,

které participuji na pfem&né nitroaromata 2.

4.1.1. METABOLISMUS 3-NBA CYTOSOLARNIMI ENZYMY
JATER POTKANA

Pro zjisténi optimalnich podminek separace 3-NBA od jeho metabolitii bylo
separatn€é analyzovano chovani 3-NBA a jeho redukéniho partnera, 3-ABA, pfi
HPLC.

3-NBA je pouzitym systémem eluovan pii HPLC v retenénim &ase 24,7
minut. Vysledek analyzy HPLC je uveden na obrazku 5.

Retenéni Cas, kterym je pifi HPLC eluovan 3-ABA, je 8. minuta. Vysledek
analyzy HPLC je uveden na obrazku 6. Reten¢ni ¢asy dvou dal$ich ,,potencialnich*
metabolitt 3-NBA byly 11,7 a 33 minut.

Inkubaci 3-NBA s cytosolem izolovanym z jater potkanti premedikovanych
Sudanem I je 3-NBA redukovan na 3-ABA (Obr.7). Vzhledem k tomu, Ze k redukci
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dochazi i bez pfidavku koenzymui cytosolarnich reduktdz, musi byt vedle téchto

enzymu v cytosolu pfitomny i jejich koenzymy.

- UV_VIS_1
100 Ay WVL:254 nm
3-NBA

50-
0.0 M
T S 01 P By B
0.0 5.0 100 150 200 250 300 35.0 400 450

Obr. 5 HPLC 3-NBA. Experimentdlni podminky: mobilni faze 70% methanol,
priitok 0,6 ml/min, kolona Macherey Nagel RP18, teplota 37°C, ndstrik 20 ul

vzorku

100~ UV_VIS_1
hAU . 8.082 WVL:254 nm
: 3-ABA

5.0-

().0—~4R1

5.0 T T 7 7 T
0.0 50 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 400 450

Obr. 6 HPLC 3-ABA. Experimentdlni podminky.: mobilni fdaze 70% methanol,

prutok 0,6 ml/min, kolona Macherey Nagel RP18, teplota 37°C, ndstrik 20 ul
vzorku
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3-ABA 3-NBA

UV_VIS_1
WVL:254 nm

10.07

5.0 1

0.0 1

-5.0

min

T
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0

Obr. 7 HPLC smési ziskané inkubaci 3-NBA s jaternim cytosolem potkanii

premedikovanych Sudanem [ bez pFidavku koenzymii reduktdz

4.1.2. VLIV KOENZYMU XANTHINOXIDAZY A DT-
DIAFORAZY NA METABOLISMUS 3-NBA JATERNIM
CYTOSOLEM POTKANU PREMEDIKOVANYCH
SUDANEM I

Pro zjisténi enzymdu, které redukuji 3-NBA, jsme pouzili koenzymy
cytosolarnich reduktdz xanthinoxidazy a DT-diaforazy (NQO1). 3-NBA jsme
inkubovali s cytosolem jater potkani premedikovanych Sudanem I za piitomnosti
koenzymi hypoxanthinu, NADH, NADPH a bez koenzymu. Vysledky po analyze
HPLC ukazuji obrazky 8 a 9.

Nejuéinnéjsi jsou v pieméné 3-NBA na jednotlivé metabolity koenzymy
NADH a NADPH (Obr. 8 a 9). To je patrné nejen ze spotieby 3-NBA, ale i
z produkce 3-ABA (Obr. 8). Mnozstvi dvou dal$ich ,,potencialnich® metabolitt 3-
NBA (s retenénim ¢asem 11,7 a 33 minut) je pfitomnosti riznych koenzymu rovnéz
ovlivnéno (Obr. 9). Na metabolismu 3-NBA tedy pravdépodobné nejvice participuje
enzym NQOI1, jehoz koenzymy jsou pravé NADH a NADPH. Enzym
xanthinoxidaza, jejimz koenzymem je hypoxanthin, se na pfeméné 3-NBA prakticky

nepodili.
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Obr. 8 Viiv koenzymii xanthinoxiddzy a NQOI na metabolismus 3-NBA jaternim
cytosolem potkanu premedikovanych Sudanem I — obrdzek uddva rychlost

premény 3-NBA a vzniku 3-ABA
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Obr. 9 Viiv koenzymu xanthinoxidazy a NQOI na metabolismus 3-NBA jaternim
cytosolem potkanii premedikovanych Sudanem I — obrdzek uddva plochy pikii

dvou produktu s nezndmou strukturou
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4.1.3. PﬁEMENA 3-NBA CYTOSOLARNIMI ENZYMY
V ZAVISLOSTI NA JEJICH KONCENTRACI

Pro zjisténi optimalni koncentrace cytosolarnich enzymu v inkuba¢ni smési
jsme inkubovali 3-NBA s rozdilnymi koncentracemi proteinu cytosolu jater potkand
premedikovanych Sudanem 1. Vysledky po analyze HPLC jsou uvedeny na
obrazcich 10 a 11.

Sledovano bylo jak mnozstvi metabolisovaného 3-NBA (Obr. 10), tak
mnozstvi tvofeného redukéniho metabolitu, 3-ABA (Obr. 11).

Se wvzristajici koncentraci cytosolarnich proteini (enzymii) dochazi ke
zvysSeni redukce 3-NBA na 3-ABA. Satura¢ni koncentrace cytosolarnich proteintl

pro tvorbu 3-ABA je koncentrace nad 2 mg proteinu na ml smési.

7 -

3-NBA [nmol]

0 0,5 1 15 2 25 3 35 4 45
¢ (proteinu) [mg/mi]
Obr. 10 Preména 3-NBA cytosoldarnimi enzymy v zavislosti na koncentraci

cytosoldrnich proteinii
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Obr. 11 Vznik metabolitu 3-ABA redukcni preménou 3-NBA cytosolarnimi enzymy

o ruzné koncentraci

4.1.4. PREMENA 3-NBA CYTOSOLARNIMI ENZYMY
V ZAVISLOSTI NA DOBE INKUBACE

Pro zjisténi optimélni doby inkubace pro metabolickou pfeménu 3-NBA na
jednotlivé metabolity jsme inkubovali jaterni cytosol potkanti premedikovanych
Sudanem I s 3-NBA po dobu 0, 15, 30, 45, 60, 90 a 120 minut. Vysledky analyz
HPLC jsou uvedeny na obrazcich 12 a 13.

Sledovéana byla opét pteména 3-NBA (Obr. 12) a zarovenn mnoZstvi
tvoifeného 3-ABA (Obr. 13).
P#i 60 minutové inkubaci je mnozstvi residudlniho 3-NBA v inkuba¢ni smési

témét nulové a mnozstvi vzniklého metabolitu 3-ABA jiz dale vyrazné nestoupa.
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Obr. 12 Pfeména 3-NBA cytosoldarnimi enzymy v zavislosti na dobé inkubace
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Obr. 13 Tvorba 3-ABA redukcni preménou 3-NBA cytosolarnimi enzymy

pri ruzné dobé inkubace
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4.2. REDUKCE 3-NBA LIDSKOU REKOMBINANTNI
DT-DIAFORAZOU (NQO1)

Vzhledem k vysledkim ziskanym pfi sledovani redukce 3-NBA
cytosolarnim systémem, které signalizuji majoritni participaci NQOT1 na této reakci,
studovali jsme redukci 3-NBA také samotnou NQOI1.

Pro tyto studie jsme pouzili lidskou rekombinantni DT-diaforazou (NQO1).
Cilem této &asti prace bylo potvrdit vysledky ziskané z experimentl s cytosolarnim

systémem a charakterizovat efektivitu DT-diaforazy v redukci 3-NBA.

4.2.1. ZAVISLQST PREMENY 3-NBA NA KONCENTRACI DT-
DIAFORAZY (NQO1)

Pro zji$téni zavislosti pfemény 3-NBA v inkuba¢ni smési za pfitomnosti DT-
diaforazy o rizné koncentraci jsme inkubovali 3-NBA s 1, 2,5, 5, 10 a 20 pl
zasobniho roztoku DT-diafordzy o koncentraci 2,64 mg/ml. Vysledky ziskané
analyzou HPLC jsou uvedeny na obrazcich 14 a 15.

Se vzristajici koncentraci NQO1 v inkuba¢nim médiu dochazi i ke zvySené
redukci 3-NBA (Obr. 14). Zajimavy vysledek byl vSak ziskdn p#i sledovani
mnozstvi tvofeného 3-ABA. Narlst jeho produkce byl pozorovan pouze do
koncentrace NQO1 13,2 ug/ml. S dal§im zvySenim koncentrace NQO1 k nardstu
jeho mnozstvi v reakéni smési jiz nedochazelo.

Interpretace téchto vysledki je v souCasnosti pon€¢kud obtizna. Z diivéj$ich
studii je moZné ptredpokladat, Ze intermediatem vzniklym pfi redukci 3-NBA je N-
provadénych v laboratofi, kde byla pfedkladand diplomova prace vypracovavéna.
Zjisténo totiz bylo, ze 3-NBA je redukéné aktivovan za tvorby aduktii s DNA, které
jsou shodné s adukty tvofenymi N-OH-3-ABA!'¢,

V pifipadé naSich experimentd tedy lze pfedpokladat, Ze tento intermediat

tvoti elektrofilni produkt, ktery se mutize vazat na nukleofilni centra proteinu NQOI1.
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Je-li vinkuba¢ni smési pifitomno vét§i mnozstvi NQOI, je i vét§i mnozZstvi
reaktivniho intermedidtu vazano na jeji molekulu, aniz by dochazelo k jeho redukci

na 3-ABA.
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|

| 3-ABA
0O 3-NBA
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@

3-NBA, 3-ABA - v [nmol/min)

o
o
Y

0,01 +

5,28 13.2 26,4
¢ (NQO1) [ug/mli)

105.6

Obr. 14 Zavislost premény 3-NBA na koncentraci NQOI — obrazek uddava mnoZstvi

produkovaného metabolitu, 3-ABA, a nepfeménéného 3-NBA za minutu

Obrizek 15 udava zmény v mnozstvi dvou neznamych metabolitti 3-NBA.
Hladina metabolitu eluovaného pti 33 minutach klesa az pfi pouziti nejvysSich
koncentraci NQO1. Mnozstvi metabolitu eluovaného retené¢nim ¢asem 11,7 minut se
vzristajici koncentraci enzymu stoupa. Ackoliv nemizeme ani odhadovat o jaké
slouceniny se jedna, je evidentni, Ze ,,vychazeji“ z 3-NBA a jejich mnoZstvi se méni
v zavislosti na pfitomnosti enzymu NQO1 tuto sloueninu metabolizujicim

(redukujicim).
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Obr. 15 Zavislost premény 3-NBA na koncentraci NQOI — obrdzek udava plochy

piku dvou produktu s nezndmou strukturou

4.2.2. ZAVISLOST PREMENY 3-NBA NA DOBE INKUBACE
S DT-DIAFORAZOU (NQO1)

Pro zjisténi vlivu doby inkubace 3-NBA DT-diafordzou na jeho pfeménu
jsme 3-NBA inkubovali s DT-diafordzou po dobu 60, 120 a 180 minut. Vysledky
analyz pomoci HPLC jsou uvedeny na obrazcich 16 a 17.

Se zvysujici se dobou inkubace NQO1 s 3-NBA dochazi k ubytku 3-NBA
v inkubaéni smési a k naristu produkce 3-ABA az do inkubace trvajici 120 minut
(Obr. 16 a 17). Pti delsi dobé inkubace dochazi k poklesu tvorby 3-ABA,
pravdépodobné snizenim aktivity DT-diaforazy. DT-diaforaiza mize byt
degradovana vzhledem k podminkam inkubace (tfepani za teploty 37°C) a nebo
¢aste¢n¢ inhibovan dalS§imi vznikajicimi metabolity, jejichz struktura a ani pfipadné
inhibi¢ni vlastnosti nebyly dosud identifikovany (napf. metabolity eluované

v retenénim ¢ase 11,7 a 33 minut).
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Obr. 16 Zavislost premény 3-NBA na dobé inkubace s NQOI — obrdzek udava

mnoZstvi produkovaného metabolitu, 3-ABA, a nepreménéného 3-NBA
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Obr. 17 Zavislost premény 3-NBA na dobé inkubace s NOQOI — obrdzek udava

plochy pikii dvou produktii s neznamou strukturou
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4.2.3. ZAVISLOST PREMENY 3-NBA DT-DIAFORAZOU
(NQO1) NA JEHO KONCENTRACI

Pro zjisténi vlivu koncentrace 3-NBA na jeho metabolickou pfeménu jsme
inkubovali 4, 5, 10 a 20 uM 3-NBA s DT-diaforazou. Vysledky analyz pomoci
HPLC jsou uvedeny na obrazcich 18 a 19.

Se zvySujici se koncentraci 3-NBA v inkubaéni smési dochazi ke zvySeni
mnozstvi vzniklého metabolitu 3-ABA az do 10 pM koncentrace 3-NBA. Pii
nejvys$§i pouzité koncentraci 3-NBA vSak dochazi jak k poklesu mnozstvi
nepieménéného 3-NBA tak i vzniklého 3-ABA. Ke sniZeni redukéni pfemény 3-
NBA na 3-ABA zifejmé dochazi v disledku saturace DT-diaforazy 3-NBA. Pokles
mnozstvi rezidudlniho 3-NBA pfi pouziti jeho nejvyssi koncentrace miize byt navic
zpusoben sorpci na ostatni slozky inkubaéni smési (protein NQO1) véetn€ napf.
povrchu mikrozkumavek, ve kterych byly inkubace provadény (hydrofobni sorpce 3-
NBA) (Obr. 18 a 19).

Optimalni koncentrace 3-NBA v inkubaéni smési, pifi které dojde k jeho
nejvétsi pieméné na metabolit 3-ABA je 10 uM (Obr. 18). Obdobné zavislosti byly
pozorovany i pro tvorbu dal$ich dvou neznamych metaboliti 3-NBA (Obr. 19).
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Obr. 18 Zavislost premény 3-NBA NQOI v zavislosti na jeho koncentraci —
obrazek udava rychlost premény 3-NBA a vzniku 3-ABA
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Obr. 19 Zavislost premény 3-NBA NQOI v zavislosti na jeho koncentraci — obrazek

udava plochy piki dvou produktii s neznamou strukturou

4.3. VLIV 3-NBA NA BIOTRANSFORMACNI ENZYMY
LABORATORNIHO POTKANA

V této casti diplomové prace jsem navazala na praci kolegyné¢ Lucie
Kutnerové'*! a pokracovala v hledani odpovédi na otazku, zda-li a jakym zptisobem
jsou 3-nitrobenzanthronem ovliviiovdny enzymy biotransformujici xenobiotika. Tedy
enzymy, které mohou participovat na jeho vlastnim metabolismu.

Laboratorni potkani kmene Wistar byli premedikovani roztokem
3-nitrobenzanthronu o rizné koncentraci. Jmenovité 0,4, 4 a 40 mg/kg zvirete.

VSechny premedikace probihaly podle postupu uvedeného v kap. 3.2.1.
Z vybranych organli testovanych zvifat jsme frakéni centrifugaci izolovali
mikrosomalni a cytosolarni frakce (viz kap. 3.2.2) a charakterizovali je z hlediska
obsahu a aktivit vybranych enzymi participujicich na oxidaénim a redukénim

metabolismu xenobiotik.
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4.3.1. VLIV PREMEDIKACE LABORATORNICH POTKANU
3-NBA NA OBSAH CYTOCHROMU P450
V MIKROSOMECH IZOLOVANYCH Z TKANE JATER,
SLEZINY A SRDCE

V mikrosomalnich frakcich izolovanych zjater, sleziny a srdce
experimentalnich zvifat jsme sledovali specificky obsah cytochromu P450, tedy
enzymu, ktery je lokalizovan v membranach endoplazmatického retikula. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 4.

Plsobenim 3-nitrobenzanthronu do$lo ke sniZeni obsahu cytochromu P450
v jaternich mikrosomech, v pfipadé mikrosomi sleziny a srdce nebyl vliv 3-
nitrobenzanthronu na obsah cytochromu P450 detailné vyhodnocovan vzhledem
k jeho nizké hladin€ v téchto tkanich.

Vliv 3-nitrobenzanthronu na obsah cytochromu P450 je uveden v tabulce 4 a

na obrazku 20.

Tab. 4 Viiv premedikace potkanii 3-NBA na obsah cytochromu P450 v jaternich
mikrosomdlnich vzorcich; hodnoty v tabulce vyjadiuji priméry a standardni

odchylky ze tFi stanoveni

druh davka specificky
3-NBA | obsah P450 | obsah P450 |celkovy obsah| obsah P450

[mg/kg [uM] [nmol/mg | P450 [nmol] | [nmol/g orgéanu]

2virete] proteinu]

Kontrola | 21,41 +1,02| 0,94 £ 0,11 (342,56 + 16,32 5,03+0,24

04 40,12+4,26| 0,93+ 0,03 | 60,18 +6,39 2,08 £ 0,03

4 29,96+278] 0,89+0,03 | 4494 +417 1,86+ 0,17

40 13,83+0,91| 067+0,06 | 20,75+ 1,36 1,03 £ 0,07

mikrosomalni
frakce

jatra

Kontrola - frakce izolovand z nepremedikovanych zvifat
0,4 - mikrosomalni frakce izolovana ze zvitat premedikovanych roztokem
3-NBA o koncentraci 0,4 mg/kg zvifete
4 - mikrosomalni frakce izolovana ze zvifat premedikovanych roztokem
3-NBA o koncentraci 4 mg/kg zvitete
40 - mikrosomalni frakce izolovana ze zvifat premedikovanych roztokem
3-NBA o koncentraci 40 mg/kg zvifete
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specificky obsah P450 [nmol/mg proteinu]
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0,00 -

davka 3-NBA [mg/kg zvirete]

Obr. 20 Vliv premedikace potkanii 3-NBA na specificky obsah cytochromu P450
v jaterni tkani

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legend€ k tabulce 4

4.3.2. VLIV PREMEDIKACE LABORATORNICH POTKANU
3-NBA NA EXPRESI PROTEINU CYTOCHROMU P450
V MIKROSOMECH IZOLOVANYCH Z TKANE JATER,
SLEZINY A SRDCE

Kromé vlivu premedikace potkant vy$e uvedenou latkou na specificky obsah
celkového cytochromu P450, tedy vSech zastoupenych izoforem enzymu, jsme také
studovali jeji vliv na expresi proteinti jeho jednotlivych izoforem. K tomu jsme uzili
metodu ,,Western blot™ za pouZiti specifickych protilatek proti proteinim téchto
enzymu.

Piiklady PVDF membran ukazujici expresi proteini jednotlivych
cytochromli P450 v jaterni mikrosomalni frakci potkani premedikovanych 3-NBA
jsou zobrazeny na obrazcich 21, 22, 23 a 24. V mikrosomech tkané sleziny a srdce
potkani premedikovanych 3-NBA dochazi kexpresi proteini jednotlivych

cytochromti P450 ve velmi malé mife a nebyla metodou ,,Western blot* detekovéna.
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CYP1Al |_>

CYP1A2

A

KJ Jo4 J40 J40

2

Obr. 21 Exprese proteinit CYP1AI a 142 v mikrosomech izolovanych z jaterni
tkané potkanu premedikovanych 3-NBA

KJ - vzorek mikrosomalni frakce izolované z nepremedikovanych zvirat
JO,4 - vzorek mikrosomalni frakce izolované ze zvitat premedikovanych
roztokem 3-NBA o koncentraci 0,4 mg/kg zvifete
J4 - vzorek mikrosomalni frakce izolované ze zvitat premedikovanych
roztokem 3-NBA o koncentraci 4 mg/kg zvitete
J40 - vzorek mikrosomalni frakce izolované ze zvitat premedikovanych
roztokem 3-NBA o koncentraci 40 mg/kg zvitete
CYP2B —»

asp N -

KJ Jo04 J40 J40

Obr. 22 Exprese proteini CYP2B v mikrosomech izolovanych z jaterni tkdné
potkanu premedikovanych 3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legend¢ k obr. 21
CYPIEI— e e €= W
KJ Jo4 J40 J40

Obr. 23 Exprese proteinu CYP2EI v mikrosomech izolovanych z jaterni tkané
potkanu premedikovanych 3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legendé k obr. 21
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CYP3A — *” ”*

KJ J04 J40 J40

Obr. 24 Exprese proteinu CYP3A v mikrosomech izolovanych z jaterni tkané
potkanu premedikovanych 3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legendé k obr. 21

Vysledky z metody ,,Western blot“ byly kvantifikovany v programu Elfoman
a jsou uvedeny v tabulce 5 a obrazku 285.

Z vysledk je patrné, Ze 3-NBA pusobi jako induktor exprese CYP1A1 a
1A2 (Tab. §). Z dal$ich sledovanych cytochromti P450 je exprese ovliviiovana 3-
NBA pouze v piipadé¢ CYP3A. Premedikaci potkanti 3-NBA je exprese CYP3A
potlacena (Tab. 5). Mnozstvi CYP2B a CYP2EI1 v jaterni tkani laboratorniho
potkana 3-NBA prakticky ovlivnéno neni (Tab. 5).

Tab. 5 Vliiv premedikace potkanii na expresi proteinii vybranych enzymii v jaterni

tkani
druh davka . ) ] ] ]
mikrosomalni [3';11;7(2 plocha piku | plocha piku| plocha piku | plocha piku | plocha piku
frakce zvirete]
CYP1A1 CYP1A1/2 CYP2B CYP2E1 CYP3A
Kontrola 0,31 0,31 9,48 1,80 2,35
jatra 0,4 0,64 0,99 5,74 1,38 1,75
4 0,82 1,08 1,98 1,36 1,58
40 10,94 11,56 1,12 2,31 1,48
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35
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O kontrola
20

0 3-NBA (40 mg/kg zviete)

0l N _FW 1 e
CYP1A1 CYP1A1/2 CyP2B CYP2E1 CYP3A

Obr. 25 Vliv premedikace potkanii na expresi proteinii cytochromu P450 v jaterni
tkani

4.3.3. VLIV PREMEDIKACE LABORATORNICH POTKANU
3-NBA NA AKTIVITY CYTOCHROMU P450

Pro potvrzeni vysledka ziskanych pfi sledovani exprese cytochroml P450
bylo dale sledovano, zda je 3-nitrobenzanthronem ovlivnéna i jejich aktivita.
Aktivita jednotlivych cytochromt P450 byla zjistovana pomoci jejich specifickych
substratd.

Vysledky ziskané za pouziti jaternich mikrosomu jsou uvedeny v obrazcich 26
a 27. Sledovani vlivu premedikace potkani 3-NBA na oxidaci 7-ethoxyresorufinu (O-
deethylace 7-ethoxyresorufinu, EROD) a Sudanu I, zprosttedkované cytochromy P450
1A1 a 1A2, potvrdilo vysledky ziskané studiem ovlivnéni jejich exprese. Pusobenim 3-
NBA premedikaci potkanti davkou 40 mg 3-NBA/kg dochdzi i ke zvySeni obou
specifickych aktivit (Obr. 26 a 27).
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Obr. 26 Vliiv premedikace potkanii 3-NBA na oxidaci 7-ethoxyresorufinu (EROD)
v jaternich mikrosomech

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legend¢ k tabulce 4

0.1

0,09 o
0,08 o
007 1
0,06 o
005 o 0O kontrola
' O dévka 3-NBA
0,04 |
01 ' 2 < :

04 40 40
déavka 3-NBA [mg/kg zvifete]

o
o
w

(=]
o
N

aktivita [pmol celk.produkti/pmol CYP/min])

o
[=]
=

Obr. 27 Viiv premedikace potkani 3-NBA na oxidaci Sudanu 1 v jaternich
mikrosomech

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legendé k tabulce 4
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4.3.4. VLIV PREMEDIKACE LABORATORNICH POTKANU
3-NBA NA EXPRESI NADPH:P450 REDUKTAZY
V MIKROSOMECH IZOLOVANYCH Z TKANE JATER,
LEDVIN, PLIC, SLEZINY A SRDCE

V mikrosomalnich frakcich izolovanych z jater, ledvin, plic, sleziny a srdce
experimentalnich zvifat vystavenych pisobeni rozdilnych koncetraci 3-NBA jsme
dale sledovali expresi dalsiho enzymu biotransformujiciho xenobiotika,
NADPH:P450 reduktizy. K tomu jsme rovnéz uzili metodu ,,Western blot* za
pouZziti specifické protilatky proti tomuto enzymu.

Piiklady PVDF membran ukazujici expresi enzymu NADPH:P450 reduktazy

v jaterni, ledvinné a plicni tkéni jsou uvedeny na obrazcich 28 a 29.

NADPH:P450
reduktaza - Doy

ST. KJ J04 J40 J40 KL L04 ©L40 L40

Obr. 28 Exprese NADPH:P450 reduktazy v mikrosomech izolovanych
Z jaterni a ledvinné tkdné potkanii premedikovanych 3-NBA
ST — standard NADPH:P450 reduktazy

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legendé k obr. 21

<4— NADPH:P450
‘ reduktaza

P40 P 4.0 P04 KP ST.

Obr. 29 Exprese NADPH:P450 reduktdzy v mikrosomech izolovanych
z plicni tkdné potkanii premedikovanych 3-NBA
ST — standard NADPH:P450 reduktazy

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legendé€ k obr. 21
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Vysledky z metody ,,Western blot“ byly kvantifikovany v programu Elfoman
a jsou uvedeny v tabulce 6 na obrazcich 30, 31 a 32.

Z vysledki je patrné, Ze 3-NBA indukuje expresi NADPH:P450 reduktazy v
jaterni tkani potkand, av§ak premedikovanych pouze nejvyssi koncentraci této latky
(40 mg/kg) ( Tab. 6, Obr. 30). V pfipadé mikrosomt izolovanych z ledvin a plic
potkand premedikovanych 3-NBA je exprese tohoto enzymu potlatena (Tab. 6,
Obr. 31 a 32). K expresi NADPH:P450 reduktazy u mikrosomu slezinné a srde¢ni

tkan¢ dochazi ve velmi malé mife a nebyla metodou ,,Western blot* detekovana.

Tab. 6 Vliiv premedikace potkani na expresi proteini NADPH:P450 reduktazy

v jaterni, ledvinné a plicni tkani

druhy dévka 3- N A%‘g,g‘ff,i 50
mikrosomaini | NBA [mg/kg redukt ézy'[ plocha
frakce 2virete] . ,
piku/mg proteinu]
Kontrola 10,07
jétra 04 3,58
4 3,04
40 13,41
Kontrola 1,66
ledviny 0.4 0.57
4 0,71
40 0,42
Kontrola 0,45
. 04 0,34
plice
4 0,20
40 0,16

67



-
»
)

-
>
s

-
N
s

-
o
L

Okontrola
DO davka 3-NBA

exprese NADPH:P450 reduktazy [plocha piku/mg proteinu]
@

davka 3-NBA [mg/kg zvitete]
Obr. 30 Stanoveni obsahu NADPH:P450 reduktdzy pomoci specifické protildtky
v mikrosomech izolovanych z jaterni tkdné potkanii premedikovanych
3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrdzku jsou vysvétleny v legendé k tab. 4

-

O kontrola
O daka 3-NBA

o o o
& [ -]

exprese NADPH:P450 reduktazy [plocha piku/mg proteinu]

o
()

4
davka 3-NBA [mg/kg zvifete]

Obr. 31 Stanoveni obsahu NADPH:P450 reduktdzy pomoci specifické protildtky

v mikrosomech izolovanych z ledvinné tkané potkanii premedikovanych
3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legendé k tab. 4
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Obr. 32 Stanoveni obsahu NADPH:P450 reduktdzy pomoci specifické protilatky

v mikrosomech izolovanych z plicni tkdné potkanu premedikovanych

3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legend€ k tab. 4

4.3.5. VLIV PREMEDIKACE LABORATORNICH POTKANU

3-NBA NA AKTIVITU NADPH:P450 REDUKTAZY
V MIKROSOMECH IZOLOVANYCH Z TKANE JATER,
LEDVIN, PLIC, SLEZINY A SRDCE

Kromé vlivu premedikace vySe uvedenou latkou na expresi

biotransforma¢niho enzymu NADPH:P450 reduktizy jsme v mikrosomélnich

frakcich izolovanych z jater, ledvin, plic, sleziny a srdce experimentalnich zvifat

vystavenych pusobeni rozdilnych koncentraci 3-NBA sledovali také specifickou

aktivitu tohoto enzymu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7.

V jaterni tkdni potkant premedikovanych 3-NBA doSlo ke zvySeni

specifické aktivity NADPH:P450 reduktazy vyjadiené na mnozstvi mikrosomalnich

proteini oproti kontrolni jaterni tkani izolované z nepremedikovanych zvifat ve

vSech pfipadech, nejvice pak u tkan€ experimentalnich zvifat premedikovanych

(2

v
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vyjadfend na hmotnost analyzovaného organu (jater) vSak byla sniZena (Tab. 7,
Obr. 33).

Také v pfipadé ledvinné tkané potkanti premedikovanych 3-NBA doslo ke
zvy$eni specifické aktivity NADPH:P450 reduktazy oproti kontrolni ledvinné tkani
u zvitat premedikovanych 3-NBA v davce 0,4 a 40 mg/kg, nartst viak byl pouze 1,2
— 1,8 nasobny (Tab. 7, Obr. 34).

Ve slezinné tkani experimentalnich zvifat premedikovanych 3-NBA byl
pozorovan vysoky narist specifické aktivity NADPH:P450 reduktazy, nejvétsi pak
v pfipadé slezinné tkané potkand premedikovanych 3-NBA v davce 4 mg/kg (Tab.
7, Obr. 35).

V  mikrosomalnich frakcich izolovanych ztkani plic a srdce nebyla
specifickd aktivita NADPH:P450 reduktazy detailné vyhodnocovana vzhledem
k nizkych hladinam tohoto enzymu v obou tkanich.

Vliv premedikace laboratornich potkani 3-NBA na specifickou aktivitu

NADPH:P450 reduktazy je shrnut v tabulce 7 a na obrazcich 33, 34 a 35.

Tab. 7 Viiv premedikace potkanu 3-NBA na aktivitu NADPH:P450 reduktdzy
v jaternich, ledvinnych a slezinnych mikrosomdlnich vzorcich, hodnoty

v tabulce vyjadiuji priméry a standardni odchylky ze tri stanoveni

druhy | dévka | specificka | o000 | aktivita [uM
. .| 3-NBA | aktivita [uM gl Y .
mikrosomalni g aktivita [uM | cyt c/min*g
frakce [mg/kg | cyt c/min*mg cyt c/min] organu]
zvirete]| proteinu]
Kontrola| 0,28+0,03 | 90,36+968 | 133014
jatra 04 040+005 | 2573+322 | 0,80+0,11
4 044005 | 2214+252 | 092+0,10
40 0,39+0,03 | 12,12+0,93 | 0,60+0,05
Kontrola| 0,05 % 0,01 1,311+ 0,26 0,10 £ 0,02
ledviny 04 0,09+ 0,01 0,76 £ 0,08 0,14 £ 0,01
4 0,06 + 0,01 0,63+0,10 0,18 £ 0,03
40 0,07 + 0,01 0,66 + 0,09 0,16 £ 0,02
Kontrola} 0,003 £ 0,001 | 0,07+0,02 | 0,01+0,003
slezina 0,4 0,03 £ 0,01 0,16 £ 0,05 0,07 £ 0,02
4 0,23 £ 0,03 1,16 £ 0,15 0,95+ 0,12
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Obr. 33 Viiv premedikace potkanii 3-NBA na aktivitu NADPH:P450 reduktazy
v jaterni tkani

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legendé k tabulce 4

0,12

o
-

0,08 -

O kontrola
O davka 3-NBA

0,06 -

0,04 4

specificka aktivita [umol cyt c/min*mg proteinu]

o
o
N

dévka 3-NBA [mg/kg zvifete]

Obr. 34 Viiv premedikace potkani 3-NBA na aktivitu NADPH:P450 reduktdzy
v ledvinné tkani

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legend€ k tabulce 4
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Obr. 35 Vliiv premedikace potkanii 3-NBA na aktivitu NADPH:P450 reduktdazy ve
slezinné tkani

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legend€ k tabulce 4

4.3.6. VLIV PREMEDIKACE LABORATORNICH POTKANU
3-NBA NA EXPRESI DT-DIAFORAZY V CYTOSOLECH
IZOLOVANYCH Z TKANE JATER, LEDVIN, PLIC,
SLEZINY A SRDCE

Dalsi ¢ast diplomové prace se zabyva vlivem premedikace laboratornich
potkanii 3-NBA na enzymy cytosolarni frakce tkani téchto potkant. Neé&které
cytosolarni enzymy totiz rovnéZz participuji na metabolismu cizorodych latek.
Zaméfili jsme se na cytosolarni enzym DT- diaforazu (NQO1), jejiz ovlivnéni 3-
NBA bylo sledovano v jaterni, ledvinné, plicni, slezinné a srde¢ni tkani
experimentalnich zvifat premedikovanych 3-NBA. Zjistovali jsme, jak je 3-NBA
ovlivnéna jeji exprese. K tomu jsme opét uzili metodu ,,Western blot“ za pouziti
specifické protilatky proti tomuto enzymu.

Piiklady membran ukazujici expresi enzymu DT-diaforazy v jaterni,

ledvinné a plicni tkani jsou uvedeny na obrazcich 36 a 37.
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Obr. 36 Exprese DT-diafordzy v cytosolu izolovaném z jaterni tkdné
potkanu premedikovanych 3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legend€ k obr. 21

‘ NQO1

KL L04 ©L40 L40 KP P04 P40 P40 ST.

Obr. 37 Exprese DT-diafordzy v cytosolu izolovaném z ledvinné a plicni
tkané potkani premedikovanych 3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legend¢€ k obr. 21

Vysledky z metody ,, Western blot* byly kvantifikovany v programu Elfoman
a jsou uvedeny v tabulce 8 na obrazcich 38, 39 a 40.

Z vysledkl je patrné, ze 3-NBA indukuje expresi DT-diafordzy v cytosolu
jaterni tkané, ktera se zvySuje az 5,5x srostouci koncentraci latky pouzité k
premedikaci (viz Tab. 8, Obr. 38). V ptipad¢ cytosoli izolovanych z ledvin a plic
experimentalnich zvifat je exprese tohoto enzymu indukovana az pfi premedikaci
zvitat nejvyssi davkou 3-NBA (viz Tab. 8, Obr. 39 a 40). Vzhledem k nizké expresi
DT-diaforazy v cytosolech slezinné a srde¢ni tkané nebyla metodou ,,Western blot*

v cytosolech téchto tkani detekovana.
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Tab. 8 Vliiv premedikace potkanii na expresi proteinu DT-diafordzy v jaterni,

ledvinné a plicni tkani

druhy davka 3-NBA | exprese NQO1
mikrosomalni [mg/kg [plocha piku/mg
frakce 2virete] proteinu]
Kontrola 4,92
jétra 04 8,59
4 15,84
40 27,20
Kontrola 0,43
ledviny 04 0,43
4 0,55
40 0,98
Kontrola 2,44
. 04 2,54
plice
4 2,12
40 5,10
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- - ) N
o o <) 23
. . . .
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exprese NQO1 [plocha piku/mg proteinu]
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4

dévka 3-NBA [mg/kg zvirete]

O kontrola
O davka 3-NBA

Obr. 38 Stanoveni obsahu NQOI pomoci specifické protilatky v cytosolech

izolovanych z jaterni tkané potkanii premedikovanych 3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legendé k tab. 4
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Obr. 39 Stanoveni obsahu NQOI pomoci specifické protildtky v cytosolech
izolovanych z ledvinné tkané potkanii premedikovanych 3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legend¢ k tab. 4

O kontrola
0O davka 3-NBA

exprese NQO1 [plocha piku/mg proteinu]

davka 3-NBA [mg/kg zvifete]

Obr. 40 Stanoveni obsahu NQOI pomoci specifické protildtky v cytosolech
izolovanych z plicni tkané potkanii premedikovanych 3-NBA

Pozn. Zkratky uvedené v obrazku jsou vysvétleny v legend¢ k tab. 4
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4.3.7. VLIV PREMEDIKACE LABORATORNICH POTKANU
3-NBA NA AKTIVITU DT-DIAFORAZY V CYTOSOLECH
IZOLOVANYCH Z TKANE JATER, LEDVIN, PLIC,
SLEZINY A SRDCE

Kromé vlivu premedikace potkand vySe uvedenou latkou na expresi
cytosolarniho enzymu DT-diaforazy (NQO1) jsme také sledovali jak 3-NBA
ovliviiuje specifickou aktivitu tohoto biotransforma¢niho enzymu. Vysledky jsou
uvedeny na obrazku 41.

Se zvySujici se koncentraci 3-NBA dochazi v cytosolu jaterni tkan¢
ke zvySeni aktivity DT-diaforazy (Obr. 41). Cytosol tkané ledvin vykazuje oproti
kontrolnimu cytosolu z nepremedikovanych zvitat zvySeni aktivity DT-diafordzy pti
premedikaci pouze nejvys$si koncentraci 3-NBA (Obr. 41). V cytosolech plicni
tkané experimentalnich zvifat se premedikaci 3-NBA aktivita DT-diaforazy ptili§
nemeéni, v cytosolech srde¢ni a slezinné tkané€ nebyla premedikaci experimentalnich

zvitat 3-NBA aktivita DT-diaforazy prakticky ovlivnéna (Obr. 41).
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00,4 mg/kg 3-NBA
04 mg/kg 3-NBA
0 40 mg/kg 3-NBA

o
”

o
’Y
.
|
|

aktivita NQO1 [AA/min/mg proteinu]
o
w
|
|

o
N
.
|
i
|
\

0.1 1

jatra ledviny plice srdce slezina

Obr. 41 Viiv premedikace potkanit 3-NBA na aktivitu DT-diafordzy v jaterni,

ledvinné, plicni, srdecni a slezinné tkani
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S. DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo rozsifit poznatky o fyziologickych ucincich
aromatickych nitroslou¢enin, konkrétné 3-nitrobenzanthronu (3-NBA), ktery je
silnym mutagenem a potencialnim karcinogenem pro Zivo¢i$né organismy. Studium
této sloudeniny je vyznamné nejen kvili jeji toxicité, ale i proto, Ze tato latka je
polutantem pfitomnym v ovzdudi méstskych aglomeraci a pracovnim prostfedi
nékterych technologickych vyrob. O jeho fyziologickych u¢incich na organismy
viak dosud detailni informace chybi. Podstatné je, ze 3-NBA je genotoxickou
slou€eninou, kterd je schopna kovalentné¢ modifikovat DNA. Tyto poznatky byly
zjistény jak v experimentech in vivo, tak i in vitro''1*17 3.NBA je v pribéhu
metabolismu v modelovém organismu laboratorniho potkana aktivovén na reaktivni
metabolity generujici adukty s DNA detekované v nékolika tkanich tohoto
experimentalniho modelu. Z piedchozich studii je zfejmé, ze klicovym mistem
metabolické aktivace této aromatické nitroslouceniny je nitroskupinam. Redukci
nitroskupiny totiz mdze vznikat hydroxylamin, ktery je nestabilni a ochotné tvoii
nitreniovy ion, ktery bud’ sam nebo pfeménény na ion karbeniovy, je schopny
reagovat s nukleofilnimi centry molekul DNA za tvorby aduktd. Vyse uvedeny
predpoklad reakéniho mechanismu je vSak tfeba prokéazat dal$imi studiemi.

Bylo zjisténo, Ze na redukéni aktivaci 3-NBA se podili nejen enzymové
systémy jaternich mikrosomu, ale i enzymy pfitomné v cytosolarni frakci jaterni
tkang modelového organismu'*?. Prokazalo se také, 7e adukty s DNA generované
metabolity vzniklymi redukéni aktivaci 3-NBA jsou totozné jak v ptipadé aktivace
3-NBA enzymovymi systémy mikrosomu jater, tak i pfi aktivaci 3-NBA enzymy

cytosolarni frakce jaterni tkans'*?

. Nejefektivnéji je 3-NBA v jaternich mikrosomech
aktivovan enzymem NADPH:P450 reduktazou''. Z cytosolarnich enzymi jaterni
tkané se na aktivaci 3-NBA nejvice podili enzym DT-diaforaza (NQO1)'*2. Ukézalo
se také, Ze cytosolarni enzymové systémy jaterni tkané redukéné aktivuji 3-NBA
mnohem U&innéji ne% enzymové systémy jaternich mikrosomi'>?.

Piedkladana diplomova prace se zabyvad dvéma oblastmi. Prvni z nich je
zaméfena na studium metabolismu 3-NBA cytosolarnimi enzymy jaterni tkané
modelového organismu laboratorniho potkana in vitro, separace vzniklych

metabolitd a jejich analyza pomoci HPLC. Druhd oblast je doplnénim studie
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provedené kolegyni Lucii Kutnerovou'?!, a sice zda enzymy, které v organismu
zprostfedkovavaji metabolickou aktivaci 3-NBA, mohou byt touto latkou
v organismu né&jak ovliviiovany. Pro poznani, zda 3-NBA miZe ovliviiovat hladiny a
aktivity enzymdu, které jsou u¢inné v jeho aktivaénim metabolismu, byl jako
experimentalni model vyuzit laboratorni potkan. Divodem je fakt, Ze aktivace 3-
NBA v mikrosomech jaternich tkani ¢lovéka a laboratorniho potkana je majoritné
zprostfedkovéana stejnym enzymem a také proto, Ze se tvofi analogické adukty. Lze
tedy pfedpokladat, ze v obou testovanych organismech probiha aktivace obdobnym
zptisobem a laboratorni potkan je tak vhodnym experimentalnim modelem'*'.

Cile diplomové prace byly splnény. Sledovanim metabolismu 3-NBA
cytosolarnimi enzymy jaterni tkané experimentalnich zvifat premedikovanych
Sudanem I jsme potvrdili majoritni ulohu DT-diafordzy pti redukci 3-NBA.
K nejvét§i pfeméné 3-NBA na majoritni metabolit 3-aminobenzanthron (3-ABA)
doslo pii pouziti NADH a NADPH jako koenzymd, coZ ukazuje, Ze na metabolismu
3-NBA zcytosolarnich enzymt nejvice participuje pravé DT-diafordza. Kromé
hlavniho metabolitu 3-ABA jsme detekovali 2 dal$i metabolity s neznamou
strukturou, které mohou byt né¢kterymi z meziprodukt biotransformace 3-NBA na
3-ABA. Diéle jsme stanovili optimalni podminky pro redukci 3-NBA enzymy
cytosolarni frakce jaterni tkan¢ experimentalnich zvifat. K nejefektivnéj$i pfeméné
3-NBA na 3-ABA dochazi po 60 minutové inkubaci s cytosolarni frakci o
koncentraci proteinti 2 mg/ml.

Vzhledem k vysledkim ziskanym pfi sledovani redukce 3-NBA
cytosolarnim systémem, které signalizuji majoritni participaci DT-diaforazy na této
reakci, studovali jsme redukci 3-NBA také samotnou DT-diaforazou. Zajimala nas
zavislost pfemény 3-NBA NQOI na riznych podminkich inkubace jako je
koncentrace NQOI1 v inkuba¢ni smé&si, doba inkubace nebo koncentrace samotného
3-NBA za konstantniho mnoZzstvi NQO1 ve smési.

S rostouci koncentraci DT-diafordzy se v inkubaéni smé&si zvySuje i redukce
3-NBA. Ke zvySovéni tvorby majoritniho metabolitu 3-ABA vsak dochazi pouze do

urité koncentrace enzymu ve smési, pak se jeho mnoZstvi dale nezvysuje.

vvvvvv

vvvvvv
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prace vypracovavana. Zjisténo totiZ bylo, Ze 3-NBA je redukéné aktivovan za tvorby
aduktd s DNA, které jsou shodné s adukty tvofenymi N-OH-3-ABA'®.

V piipadé naSich experimentl tedy lze pfedpokladat, Ze tento intermediat
tvofi elektrofilni produkt, ktery se miZe vazat na nukleofilni centra proteinu NQOI.
Je-li vinkubaéni smési piitomno vé&t§i mnoZstvi NQOI, je i v€tSi mnozZstvi
reaktivniho intermedidtu vazano na jeji molekulu, aniz by dochazelo k jeho redukci
na 3-ABA. Co se ty¢e dvou daldich metabolitd s nezndmou strukturou, i kdyZz
nemuZeme ani odhadovat o jaké slou€eniny se jedna, je ziejmé, Ze ,,vychazeji“ z 3-
NBA a jejich mnoZstvi se méni v zavislosti na enzymu, ktery tuto slouceninu
metabolizuje (redukuje).

Se zvy3ujici se dobou inkubace NQO1 s 3-NBA dochazi k ubytku 3-NBA
v inkubaéni smé&si a k nartstu produkce 3-ABA aZ do inkubace trvajici 120 minut.
Pfi deldi dob& inkubace dochazi k poklesu tvorby 3-ABA, pravdépodobné kvili
sniZzeni aktivity DT-diaforazy, ktera umoziuje redukéni pfeménu 3-NBA na 3-ABA.
Co skuteéné zplisobuje tento jev je v§ak nutné prozkoumat jesté dalsi detailni studii.

Se zvySujici se koncentraci 3-NBA v inkuba¢ni smési dochéazi ke zvySeni
mnozstvi vzniklého metabolitu 3-ABA az do 10 pM koncentrace 3-NBA. Pii
nejvy§8i pouzité koncentraci 3-NBA vSak dochazi jak k poklesu mnoZstvi
nepieménéného 3-NBA tak i vzniklého 3-ABA.

Ve druhé casti diplomové prace bylo sledovano potencidlni ovlivnéni
mikrosomalnich enzymu jako jsou NADPH:P450 reduktdza a cytochromy P450
podrodin 1A a 2B. Dale pak cytochromu P450 2E1 a cytochromti P450 podrodiny
3A. Vliv 3-NBA na cytochromy P450 podrodiny 2D (potkani CYP2D1) nebyl
v praci sledovan. Je o ném totiZ znamo, Ze je konstitutivnim cytochromem P450,
jehoZ exprese neni induktory ovlivnéna’. Dale bylo sledovano i potenciélni
ovlivnéni cytosolarnich enzymu, hlavné¢ DT-diaforazy. Z organd, které byly
sledovany z hlediska vlivu premedikace uzitého zivo¢isného modelu 3-
nitrobenzanthronem na jejich enzymy, byly vybrany jatra, ledviny, plice, slezina a
srdce. Jatra jako organ, kde je lokalizovano nejvét§i mnoZstvi enzymu

71,73

biotransformujici xenobiotika , ledviny jako orgédn vylu€ovaci a plice proto, Ze

vvvvvv

srdce byly potom vybrany jako organy, kde je mnoZstvi biotransformaénich enzymu
naopak nizké.

Aktivita enzymu, ktery se podili na aktivaci 3-NBA v lidskych a potkanich
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jatrech nejvyznamnéji, tedy NADPH:P450 reduktazy, je v jaterni, ledvinné i
slezinné tkani zvySena. V ptipadé jaterni tkan& doSlo ke zySeni aktivity
NADPH:P450 reduktazy hlavné u zvifat premedikovanych nejvyssi davkou 3-NBA
(40 mg/kg), specifickd aktivita tohoto enzymu vyjadfend na hmotnost
analyzovaného organu (jater) viak byla sniZena. V ledvinné tkani doSlo ke zy3eni
specifické aktivity u zvifat premedikovanych davkou 3-NBA 0,4 a 40 mg/kg a ve
slezinné tkani byl pozorovan vysoky narist specifické aktivity NADPH:P450
reduktazy hlavné u zvifat premedikovanych davkou 3-NBA 4 mg/kg. V plicnich a
srde¢nich mikrosomech nebylo ovlivnéni aktivity tohoto enzymu detailné
vyhodnocovano vzhledem k jeho nizkym hladindm v t€chto tkanich. Co se tyce
vlivu 3-NBA na expresi NADPH:P450 reduktazy, ke zvySeni exprese dochazi u
mikrosom jaterni tkané€ zvifat premedikovanych nejvy$si davkou 3-NBA (40
mg/kg), coZ koresponduje i se zvySenim aktivity tohoto enzymu v jaterni tkani
experimentalnich  zvifat. V pfipadé mikrosomd ledvin a plic potkand
premedikovanych 3-NBA je exprese tohoto enzymu potlatena. K expresi
NADPH:P450 reduktdzy u mikrosomi slezinné a srde¢ni tkan€ dochéazi ve velmi
malé mife a nebyla pouZitou metodou ,,Western blot“ detekovana.

Studovany mutagen a karcinogen, 3-NBA, vSak také ovliviluje expresi a
aktivitu n€kterych cytochromti P450. Nejpodstatnéj$i vliv byl pozorovan na enzymy
podrodiny 1A. CYP1A1 a 1A2 jsou plisobenim 3-NBA silné indukovany. Indukce
byla prokazana jak sledovanim exprese proteint téchto enzymt metodou ,,Western

blot“, tak i sledovanim jejich aktivity za pouZiti markerovych substrati.

poznatek, pravé vzhledem k tomu, Ze se oba enzymy aktivace 3-NBA mohou
ucastnit. Exprese cytochromti P450 podrodiny 2B, které na aktivaci 3-NBA také
participuji, je 3-NBA v jaterni tkani sniZena.

Vedle cytochromii P450 participyjicich na aktivaci 3-NBA bylo sledovano
ovlivnéni i dalSich enzymi této skupiny. Jmenovit¢ CYP2E1 a 3A. V pfipadé
CYP2EI1 byla jeho exprese pisobenim 3-NBA slabé zvySena, avSak aZ pfi nevyssich
koncentracich 3-NBA, kterym byly laboratorni potkani vystaveni (40 mg/kg).
Exprese CYP3A nebyla 3-NBA v pouzZitém experimentalnim modelu v jatrech
prakticky ovlivnéna.

Kromeé vlivu 3-NBA na enzymy mikrosomalni frakce jsme se zabyvali i jeho

vlivem na enzymy frakce cytosolarni, které rovnéz participuji na aktivaci 3-NBA.
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Konkrétné jsme se zaméfili na ovlivnéni exprese a aktivity DT-diafordzy. 3-NBA
indukuje expresi DT-diaforazy v cytosolu jaterni tkané az 5,5x, v pfipad€ cytosolu
ledvin a plic experimentdlnich zvifat je exprese tohoto enzymu indukovéna pfi
premedikaci zvifat nejvy$$i davkou 3-NBA (40 mg/kg). Ke zvySeni specifické
aktivity DT-diaforazy dochazi hlavné v cytosolu jaterni tkan€, a to Umémné se
zvySujici se koncentraci 3-NBA pouzitého k premedikaci experimentélnich zvifat.
Cytosol tkané ledvin vykazuje zvySeni aktivity DT-diaforazy v ptipadé pouziti
nejvyssi davky 3-NBA (40 mg/kg). Zména aktivity DT-diaforazy tedy koresponduje
se zménami v expresi tohoto cytosolarniho enzymu a potvrzuje, Ze 3-NBA skutecné
ovliviiuje tento biotransformaéni enzym v organismu.

Ziskané vysledky povaZujeme za cenné. Ilustruji nejen potencial potkanich a
lidskych enzymi metabolizovat studovany polutant, 3-NBA, ale ukazuji i indukéni
potencial této sloufeniny pro nékteré zenzymi, které participuji na jeho
metabolické aktivaci. VSechny tyto vysledky navic podtrhuji vyznam studia
uvedeného polutantu. V dal$i fazi vyzkumu této slouceniny je tedy nutné sledovat
jeho toxické plisobeni na lidskou populaci s ptedpokladem navrhii vedoucich ke

sniZeni jeho negativnich genotoxickych u¢inkd.
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6. ZAVER

Vysledky ziskané pfi feSeni diplomové prace ilustruji, Ze vyttené cile prace

byly splnény. V praci bylo zji§téno, jaky cytosolarni enzym pfitomny v cytoplazmé

jaterni tkané modelového organismu, laboratorniho potkana, participuje na redukci

3-NBA. Zjistén byl i vliv studovaného polutantu na enzymy, které v organismech

vvvvvv

shrmout nasledovné:

1

2)

3)

4)

5)

7

8)

Enzymem cytosolarni frakce jaterni tkainé modelového organismu, ktery

nejvice participuje na redukéni aktivaci 3-NBA, je DT-diafordza (NQOL1).

Metabolickou pfeménou 3-NBA cytosolarnimi enzymy vznika majoritni
metabolit 3-ABA a dale dva potencialni metabolity s dosud neuréenou

strukturou.

Redukce 3-NBA je zavisla na koncentraci redukéniho enzymu, dobé inkubace

a koncentraci pouzitého 3-NBA v inkubaéni smési.

Premedikaci experimentalniho modelu laboratorniho potkana 3-
nitrobenzanthronem je stimulovana exprese cytochromid P450 podrodiny 1A
(CYP1A1/2). Studovana sloucenina je silnym induktorem téchto enzymu

v jaterni tkani pouzitého Zivo¢isného modelu.

Exprese cytochromti P450 podrodiny 2B je plisobenim 3-nitrobenzantronu

sniZena.

Exprese cytochromd P450 2E1 a 3A premedikaci laboratorni potkand 3-

nitrobenzanthronem prakticky ovlivnény nejsou.

Exprese a aktivita NADPH:P450 reduktizy je pisobenim 3-NBA zvy3ena

v mikrosomech jaterni tkané experimentalnich zvitat.
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9) Premedikace laboratornich potkanid 3-nitrobenzanthronem indukuje expresi DT-
diaforazy v cytosolech jaterni, ledvinné a plicni tkiné modelového organismu.
Aktivita DT-diaforazy je premedikaci zvySena v cytosolech jaterni a ledvinné

tkané.

Diplomova prace pfinasi pivodni védecké vysledky, z nichZ nékteré byly jiz
publikovany formou posteru na VIX. Pracovnim setkdni biochemiki a
molekularnich biologli, organizovaném v Unoru tohoto roku v Brn€. Vysledky
podtrhuji vyznam studia sledované sloudeniny, ktera je polutantem ovzdusi
méstského a pracovniho prostiedi. Je patrné, Ze 3-NBA je nejen silnym mutagenem

pro zivo¢isné organismy, ale i potencialnim genotoxikantem pro lidskou populaci.
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