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1 Uvod

JiZ sir Francis Colins fekl: ,,There are no perfect specimens.”, coZ ve volném piekladu
znamena, Ze nikdo a nic neni dokonalé. Ve vztahu k této praci bych jen rad uvedl, ze vzdy
exituje riziko vzniku chyby v genetické informaci, kterd miZe vést k vyvoji nadoru.
Rakovinnd onemocnéni umoZiluje pravé mimofadné sloZity systém regulace rdstu a
diferenciace bun€k. Jeho slozitost zabezpefuje naprosto peclivy systém regulace, ale nabizi
mnoho mist, ktera mohou byt ovlivnéna, a tim 1ze umoznit nekontrolované déleni bunek.

Mezi velké mnozZstvi aspekti, které ovliviiuji kancerogenezi, patii pfedev§im mnozstvi
vnéjSich faktorti, kterym jsme vystaveni v kazdodennim Zivoté, jako napf. strava, latky
znedistujici Zivotni prostiedi, koufeni.' Organismus je vystaven komplexni smési znamych i
doposud zcela neznamych kancerogeni/mutagenti. Uvadi se, Ze vné&j§i faktory pfimo nebo
nepfimo podmifiuji vznik 70 az 95% viech nadora.” Kazdy jedinec viak nema tplné stejnou
pravdépodobnost vzniku jist¢ho typu nédort, ale velmi zaleZi na jeho susceptibilité
(senzitivit€) k danému onemocnéni (Obr. 1), kterd je charakterizovana genetickymi
predispozicemi, rasou, vékem nebo pohlavim (Tab. 1). Pouze 5% ze vSech typl tohoto
zavazného onemocnéni lze pfisoudit jenom genetickym faktoram.® Zbytek piipadd viak
vznika spole¢nym pusobenim vlivi vnéjsiho prostiedi a mensi, ¢i vEtsi senzitivité organismu.
To je velmi optimistickd zprava pro prevenci. Znamena to, Ze vzniku rakoviny lze aktivné
piedchazet. Tato skutecnost vyzyva védce studovat pravé interakce cizorodych latek s DNA a
uplatnit ziskané védomosti v klinické praxi. Tlak spole¢nosti stale roste. Vyskyt nadorovych
diagnostikovano 1,4 milionu novych pfipadi a ve svété€ na toto onemocnéni umira kazdy rok
6,6 milonu lidi.* Pozndnim mechanismu piisobeni kancerogent na organismus je moné cely
proces lépe pochopit a na molekularni drovni ovlivnit. V predklddané diplomové praci je

z tohoto hlediska sledovan karcinogenni aromaticky amin, o-anisidin.



2 Biomonitorovani DNA aduktu

Molekulami epidemiologie, relativn€ novy pfistup, ktery vyuziva , biomarkery* ke studiu
rizikovych faktori na vyvoj nadorového onemocnéni v populaci, dokumentuje interakci
expozi¢nich faktord a susceptibility (senzitivity) jedincd ke vzniku rakovinné buiky a
na zdkladé téchto studii uzivd tfi typy "biomarkeri" dulezitych pro vyvoj nadorovych
procesi:””

1. adukty v DNA ( pfedevsim kovalentni modifikace DNA)
2. mutaéni zmény v regulacnich genech (,,reporter genes*)

3. polymorfismus v genech kodujicich metabolické detoxikacni, aktivaéni a také

l/
Ma »

reparatni enzymy

\ais

L rakovinné
‘ :)I» onemocnéni

gl

poikozeni DNA P53
mutace
Susceptibilita
Geneticky
polymorfismus
zdravotni stav strava vék

Obr. 1 Predpokladana cesta kancerogeneze, ktera zacdina expozici polycyklickym
aromatickym uhlovodikum (PAH, “polycyclic aromatic hydrocarbons ), vedouci k vytvoreni
aduktii v DNA. Tyto adukty mohou zpuisobit mutace v genech jako p53. Mutace poskodi
normalni funkci proteinu. Cely proces kancerogeneze je ovlivnén susceptibilitou

(senzitivitou) kazdého organismu ke vzniku nadorové buriky. (prevzato z [3])
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ad 1) Kancerogeny véazici se na DNA, RNA a nékteré proteiny (hemoglobin, albumin)

tvofi adukty, které poskytuji informaci o tom, Ze byl organismus vystaven danému

kancerogenu, a jsou také indikatorem vzniku prekancerogennich 1¢zi.

Adukty béZné€ tvofi napfiklad polycyklické aromatické uhlovodiky (,,polycyclic

aromatic hydrocarbons®, PAH), vznikajici spalovanim fosilnich paliv a aromatickych amint

v cigaretovém koufi. Obecné se tvoii vice adukt PAH-DNA u osob, které kouii nebo jsou

vystavené pasobeni PAH napf. na pracovisti. Studie vSak ukazuji zna¢né interindividualni

rozdily v mnozZstvi vzniklych adukti za stejnych podminek expozice.>® Pravé adukty

PAH-DNA (diolepoxidbenzo(a)pyrenu,) vyrazn€ zvySuji pravdépodobnost vzniku rakoviny

plic.w’11

obrazek 2.

Aktivaci benzo(a)byrenu ilustruje

V ptipadé kuidkt byla zjisténa zvysSena
mnozZstvi adukti hemoglobinu a aromatickych
amini  (4-aminobifenyl). Né&které studie
spojuji hemoglobinové adukty se zvySenym
rizikem  vzniku  rakoviny = mocového
méchyte.'?

ad 2) Dal$im ,,biomarkerem‘ jsou mutace
regulacnich genl. Tumor supresorovy gen p53
je mutovan ve 40 az 50% nadord plic, prsu a
tlustého stfeva.’ K uréitym mutaénim zménam
dochédzi v zavislosti na expozici také typu
rakoviny. V nékterych pfipadech byly vzorky
adukti v DNA a indukovanych mutacich
shodné s

experimentalné  ziskanymi

N

Benzo(ajpyren (B(a]P) (+)-B{a]P-7 8-epoxid

l epoxidhydrolasa

CYP1AY
——

G‘l‘. OH‘.
OH
(+)anti-B{a]P-7 8-dihydrodiol- (-)-trans-B(a]P-7 3-dilydrodiol
9,10-epoxid

Obr. 2 Metabolicka aktivace benzo(a)pyrenu

(B(a)Pa tvorba DNA aduktu
(prevzato z [13])

daty.>*!%1*> Naptiklad pfi nadorech plic a prsu nejéastdji dochazi k mutaci G T, ktera je

experimentalné indukovana diolepoxidem a dale se zvySuje s mnoZstvim cigaret u kuraku s

nadorem plic.>*'>!

ad 3) Celkov€ je vSak nutné zdidraznit, Ze vznik uvedenych adukti a mutace p53 je

velice vyznamné ovlivnéna polymorfismem enzymi metabolizujicich cizorodé latky.

Uvedené tii typy "biomarkeri" jsou povazovany za indikatory mozZnosti vzniku rakoviny.

Variace v expresi nebo formé genli pro enzymy metabolizujici cizorodé latky (jako jsou



cytchromy P450, glutathion S-transferasa a N-acetyl transferasa) silné€ ovliviiuji individualni
odpovéd vi¢i kancerogenim.

Zajimava studie, ve které byly sledovany markery molekularniho a genetického
poskozeni ve vzorcich krve, byla provedena u obyvatel Slezska a lidi Zijicich na venkové
v méné znedidténé &asti Polska.'* Vysledky ukazuji, Ze vystaveni organismu zne¢idténému
Zivotnimu prostfedi je spojeno s vyznamnym zvySenim ve vyskytu adukti v DNA, zvySenou
frekvenci vymény sesterskych chromatid a také poSkozenim chromozomu stejn€ jako
zdvojnasobeni exprese onkogenu ras. Adukty v DNA korelovaly s chromozomalni mutaci a
ukdazaly propojeni mezi expozici vnéjSimu prostredi a poSkozeni gend v DNA.

V dalsi studii, provedené opét v Polsku, bylo mnozZstvi adukth v DNA méfeno
v lymfocytech a granulocytech zdravych muzi, ktefi byli vystaveni zvySené koncentraci PAH
v okolnim vzduchu, konkrétné v silng industrializovaném regionu Slezska. ° Vzorky krve
byly odebrany v bfeznu a listopadu stejného roku a to proto, aby bylo mozné odhadnout
sezénni zmény v mnoZstvi adukti v DNA jako odpovéd na sezénni zmeény v koncentraci
benzo(a)pyrenu v okolnim vzduchu. Pfedpoklddané zmény byly nalezeny jen u lymfocytd,
coz naznacuje, Ze v lymfocytech probihaji efektivni opravy DNA poskozené vlivem PAH.
Vysledky studie tedy ukazuji, Ze pravé mnozstvi adukti v DNA v lymfocytech je vhodnym
,,blomarkerem* monitorovani pfi chronické expozici PAH.

Tvorba adukti v DNA v lidském organismu je velice komplexni problém. Setkavame se
s Sirokou interindividuélni variabilitou (Tab.1). Lidé jsou chronicky vystaveni malym ddvkam
sloZit¢ smési sloucenin obsahujici znamé a potencidlni kancerogeny (koufeni, exhalaéni
splodiny, potrava...). Problémem je také nedostupnost vhodnych tkani pro analyzu aduktt.
V mnoha studiich se vyuZzivaji bilé krvinky, periferni krevni lymfocyty. Néktefi analyzovali

také tkané€ z autopsii, placentalni tkan nebo také omezené mnozZstvi tkéni z biopsii. 16,17



Tab. 1: Znamé nebo potencialni biologické faktory susceptibility k vzniku rakovinného

onemocnéni (prevzato z [3] )

vysvétleni zkratek: RB, BRCA (geny regulujici bunéény cyklus), FAP (familidrni adenomtézni

polypoza), HNPCC (nepolypozni nador tlustého streva) , XP (xeroderma pigmentosum), AT
(ataxia telangiectasia), CYP (cytochrom P450), NAT (N-acetyltransferasa), GST (glutathion S-

transferasa) VIR (variable tandem repeat)

Typ faktor Typ rakoviny Predpokladany mechanismus
Genetické Li-Fraumeni Prsuijiné Ztrata nebo inaktivace antionkogenti
faktory-zfidka se RB Retinaoblastom Ztrata nebo inaktivace antionkogent
vyskytujici Wilmsiv tumor Moc. méchyie Ztrata nebo inaktivace antionkogenti
syndromy BRCAI Prsu Ztrata nebo inaktivace antionkogent
FAP Tlust. stfeva Ztrata nebo inaktivace antionkogeni
HNPCC Tlust. stieva Defektni oprava DNA
XP Kize Defektni oprava DNA
AT Prsuijiné Defektni oprava DNA
Genetické CYP1Al Plic i jiné Pozménény metabolismus (PAH
faktory-bé€Zzné¢ se CYP2D6 Plic Pozménény metabolismus
vyskytujici GST Plic, mo¢. méchyfe Snizend detoxikace(substirat PAH)
genetické variace NAT2 Moc.méchyte, prsu  SniZend detoxikace

Etnicita

Vek

Pohlavi

Predchazejici

poskozeni

O°-alkyldeoxyguanosin
h-ras-1 VIR

genetické faktory a vliv

vnéjsiho prostredi

fyziologické

hormonalni

metabolické
imunologické,

chronické, nutriéni

Plici jiné

Plic, prs i jiné

Ruzné

Prsu, plic i jiné

Prsuijiné

Plice i jiné
Jatra, plice, prs i

jiné

Nedostate¢na oprava DNA

Neznamy

Rozdilné prevaha genotypl a reakce na

vlivy expozice

SniZzena detoxikace, oprava DNA a
imunitni funkce v raném a pozdnim
véku

PoSkozeni regulace a ristu vazdnim na
receptory

Zména v metabolismu a detoxikaci
funkce

posSkozeny metabolismus, detoxikace,

SniZena imunit.  systému,

sniZena  oprava, regulace rustu,

diferenciace
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3 Vznik DNA adukta

Kovalentni poskozeni DNA zpusobuji elektrofilni Cinidla, vdzajici se na nukleofilni
¢asti predev§im DNA na purinové a pyrimidinové baze (Obr. 3). Nejcast€ji modifikovanym
mistem je N7 pozice na guaninu, ¢asto modifikovana methylaci ¢i ethylaci, zatimco
aromatické aminy a PAH upfednostiiuji C8 & exocyklicky N Jiné &asti molekuly guaninu,
ale také ostatnich bazi, jsou vyrazné pozménovany navazanim kancerogenii a mutagend

(Obr. 3).

Obr. 3 Nejcastéji modifikované pozice na jednotlivych bazich nukleovych kyselin
(prevzatoz [18])

Uvedena selektivita zalezi na reakénim

mechanismu, kterym se reaktivni intermediét

R, O R,
> < vaze na své cilové misto a tvoii adukt v DNA.
A R / R, Asi  vO90-ti procentech. Pfipadi dochazi
; :\ \ o> . k vytvofeni kovalentni vazby.'* Zmeéni se

Rz specifické elektronové a stereochemické faktory,
HO.
\y/k"*’“fy'*" zvlasté piinavazani velkych aromatickych
molekul.

Obr. 4: Reakce premény dvojné vazby Elektrofilni ¢&inidla reagujici s DNA jsou

v uhlovodikovém retézci katalyzované jak exogenniho, tak endogenniho piivodu (napf.

cytochromy P450. Epoxidace je estrogeny’’). Casto se setkdvame s aktivaci

majoritni reakci. (pfevzato z [21]) exogennich sloudenin v organismu pfi procesech
jako je peroxidace lipidi a oxidaéni stres.”
Mnohé z kancerogennich sloucenin nejsou primamé elektrofilnimi ¢inidly, tedy piimo

nereaguji s DNA, ale stdvaji se jimi aZ metabolickou aktivaci. Pfikladem metabolické
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aktivaéni reakce je pfeména alkent na elektrofilni epoxidy katalyzovana cytochromy P450
(Obr.4).

U lidi bylo identifikovdino mnozstvi riznych forem cytochromu P450
s interindividualnimi rozdily v mnoZstvi, substratové specifité a tkafiové distribuci.”? Zda se,
Ze dispozice k rakovin¢ koreluji s genetickym polymorfismem téchto enzymi stejné tak jako
ostatnich enzymti uéastnicich se biotransformace (N-acetyltransferasy, sulfotransferasy).”
Nicméné interindividualni variace byly jen ¢aste¢né vysvétleny genetickym polymorfismem a
vyzaduji dal3i vyzkum. *

VétSina aduktdt v DNA je odstranéna opravnymi enzymy, ale €ast z nich z(stava
neopravena a tvofi perzistentni poskozeni DNA, prekancerogenni léze, a miZe vést

v kombinaci s jinymi bunéénymi udalostmi k rakovin& (Obr. 5).%

Modifikovana DNA Iniciace Promoce Progrese
Metabolicka
aktivace XT'? Al“C Fixace
]
A‘C-Tf@ o % reveeey g. ........ |.
Biologicky Iniciované Preneo
plazie Malignance
EXPOZICE Intemi dévke uélnna davka buriky b onemocnéni
Detoxikace
l—— Reaktivace l._ Latentni obdobi (perioda) _1
Vylougeni Oprava DNA
EXPOZICE EFEKT
- >
{ den 20- 40 let

Obr. 5: Schéma vicestupriového procesu kancerogeneze

(prevzato z [29])

Zda se, Ze rozsah poékozem' DNA na speciﬁck)'/ch mistech je vzhledem ke

wewr

kancerogenezi a jiné nikoliv'® (napf. N7-methylguanin je vice mutagenni nez

26. 27y Adukty v DNA tvofené objemnymi kancerogeny, jako jsou PAH a

O°-methylguanin
aromatické aminy, se objevuji méné Casto nez jiné typy poSkozeni, ale jsou opravovany
mnohem pomaleji.

Pfitomnost DNA adukti v genomu miZe zpusobit chybu béhem replikace DNA. Mnohé

DNA adukty jsou opraveny jiZ pfi replikaci tak, aby byla obnovena pivodni sekvence DNA.

12



Pravé tyto opravné enzymy predstavuji genetickou dispozici pro vznik rakoviny. SniZené
mnoZstvi DNA opravnych enzymu bylo sledovano u pacientd trpicich chorobou Xeroderma

pigmentosum (choroba zvySujici pravdépodobnost vzniku rakoviny kize indukované

2324 Aktivita enzymu O°-alkyl-DNA alkyltransferasy, ktery opravuje

23,24

ultrafialovym zéfenim).
alkylovany O°-deoxyguanosin, také klesa ve fibroblastech u pacientu s rakovinou plic.

Mutace v DNA se objevuji pomérné Casto, ale nastésti se vétSina z nich nevyskytuje
v kritickych Castech genomu, mezi néZ patfi protoonkogeny a antionkogeny (tumor
supresorové geny).® Protoonkogeny kéduji protoonkoproteiny podporujici bunééné déleni
(rustové faktory, receptory, proteinkinasy, transkripéni faktory). Vedle protoonkogent se
na regulaci bunéfného cyklu podileji zminéné antionkogeny, které kdéduji proteiny, jez
potlacuji mnoZeni normalnich somatickych bun€k a udrzuji je vklidovém stadiu klidu
bunééného cyklu (Gy faze). Pti poskozeni téchto gend miiZe vznikat defektni protein, ktery jiz
neni schopen zabezpegit kontrolu déleni buiiky. Ciselné vyjadfeno: mezi "kritické &asti
genomu", kterym jsou pfisuzovany onkogenni vlastnosti, patii asi 100 gent z celkového poctu
60.000 potenciélnich gent kédujicich proteiny u &lovéka.”

Modifikace DNA vnéj$imi faktory, tedy i kancerogeny, v mistech, kterd jsou urCujici

vvvvvv

vicefazového procesu kancerogeneze (Obr. 5).%°
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4 Metody detekce DNA aduktii

Rozvijeni metod pro detekci a kvantifikaci DNA aduktli jako ,,biomarkeri‘ je ur€ovano
mnoha omezenimi vyplyvajicimi z aplikace na ¢lov€ka. Metoda by me¢la spliiovat nasledujici
predpoklady:'®

1. Dostatecna citlivost k ureni velmi nizkého poc¢tu aduktl (nejméné 1 adukt na 108

nemodifikovanych bazi)

2. Musi byt vhodna pouze pro mikrogramova mnoZstvi tkan€ ¢i krve. Napiiklad 1 g
tkan€¢ obsahuje cca 1 mg DNA, 1 ml krve cca 40 pg DNA. Za ptedpokladu
1 modifikace v 10® bazich izolujeme pHi vytézku 10% z 1 mg DNA 75 pg aduktd
vDNA.*

Vysledky musi kvantitativné odpovidat rozsahu expozice.
Aplikovatelnost na nezndmé adukty, které mohou tvofit smeés sloucenin.
Schopnost rozlisit mnozZstvi aduktu a co nejlépe jej identifikovat
Pfijatelna cena celého stanoveni

Rychlost provedeni metody

Moznost analyzovat velké soubory vzorki DNA

© % N v ok W

Nizk4 mira nebezpecnosti pro osobu provadégjici stanoveni

Do roku 1980 vyzadovala detekce adukti s DNA pouziti radioaktivné znacenych CH
nebo >C) kancerogeni ptipravenych synteticky. Proto byly studie pro lidsky organismus
nemozné. V nasledyjicich 20 letech doSlo k pokroku ve znalosti interakci DNA a

kancerogent, coZ vedlo k vyvoji senzitivnich a specifickych metod pro stanoveni DNA

31-34 r 35-37

NejCastéji  pouZivanymi  metodami se staly imunostanoveni,
35,38,39

aduktu.

imunohistochemie, uZivajici specifiké protilatky proti aduktim, fluorescenéni a

fosforescenéni  stanoveni,***! ,,32P—postlabeling“,33’42’43 elektrochemickd detekce*** a
hmotnostni spektrometrie.**>' Jako velice slibné se ukézaly také dal$i metody stanoveni
adukti v DNA: kapilarni elektroforeza, ¢i laserem indukované fluorescence. Nedavny
vyzkum kapilami elektroforézy v kombinaci s imunochemickou nebo hmotnostné
spektrometrickou detekéni technikou miiZe rovnéZ nabidnout slibny pokrok v selektivit.*
Dale také ,,comet assay* (,,single cell gel electrophoresis assay*) je vhodnou metodou pro
detekci aduktt v DNA, ackoliv byla ptivodné vyvinuta ke stanoveni jedno- a dvoufetézovych

zlomid v DNA. Tato metoda je pfedevS$im pouzivana k detekci uréitych typtt DNA adukti,
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jako jsou napf. DNA cross-linking, které nejsou jednoduse zjistitelné jinymi metodami,
véetnd ,,**P-postlabelingu® (viz. kapitola 4.4: . 2P-postlabeling*).”**® Kazd4 metoda ma své
specifické vyhody a nevyhody. VétSina znich jiz byla aplikovana na experimentalnich
modelech, kde byla pouZita jedna kancerogenni sloucenina, ale ne komplexni smés. Nicméné,
jak jiz bylo uvedeno, lidsky organismus je vystaven puisobeni riznorodych slouc¢enin zarover.
Je velmi obtizné ziskat jak pfesnd mnozstvi jednotlivych aduktd, tak chemickou
charakteristiku specifického aduktu. Proto se velmi ¢asto kombinuji rizné separaéni techniky
a metody detekci.

K identifikaci struktury adukti se pouziva kombinace n€kolika chemicko-fyzikalnich
metod jako jsou HPLC-ESI-MS/MS (,,high performance liquid chromatography-electronspray
ionization-tandem mass spectrometry), FAB-MS (,fast atom bombardement mass
spectrometry), UV-vis spektroskopie, nukledrni magnetickd rezonance. Limitujicim
faktorem je separace a izolace dostate¢ného mnozstvi individualniho aduktu. Pro uréeni
struktury aduktl je ¢asto uzivano srovnani rdznych chemicko-fyzikalnich vlastnosti (napf.
spektralni a chromatografické vlastnosti) synteticky pfipravenych standardnich aduktt s témi,
které byly detekovany v lidskych vzorcich n&kterou z vyse uvedenych metod.>' %% Prehled

nejuZivanéjsich detek¢nich metod pro ,,biomonitoring* adukti v DNA shrnuje tabulka. 2.
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4.1 Imunodetekce

Pomémé velkou nevyhodou imunostanoveni je poZadavek na velké mnoZstvi DNA
nutného ke stanoveni (100 pg).”‘ Tento nedostatek lze pfekonat imunohistochemickou
lokalizaci aduktu. V soudasné dobé se vyviji polyklonalni a monoklonélni protilatky
vyuzivajici jako antigen bud’ karcinogenem modifikovanou DNA nebo monoadukt navazany
na prenadejici protein ("carrier protein").”’ Takovéto protilitky lze pouZivat napt.
pii imunostanoveni ELISA ke kvantifikovani DNA aduktli izolovanych ze vzorkl tkani ¢i
krve. Nicméné nékteré protilaitky omezuje "cross-reaktivita" se strukturalné podobnymi
adukty, coz neumoZziiuje zjistit pfesné mnozstvi adukti. Ve studii, ktera se zabyvala
imunodetekci aduktd, byly pfipraveny protilatky proti DNA modifikované benzo(a)pyrenem-
diol-epoxidem (Obr. 2).”' Vzhledem k tomu, e protilatka reagovala i s diol-epoxidovymi
adukty nékterych jinych polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAH), nebylo mozné
zjistit absolutni mnoZstvi aduktu. Dal§i protilitky proti DNA, modifikované
4-aminobifenylem nebo aflatoxinem B, ukazuji vé&t$i specifitu a mensi "cross-reaktivitu".
ELISA, vyuzivajici fluorescen¢ni nebo chemiluminiscenéni detekci, je schopna zjistit 1 adukt
na 10® nukleotidi a vyzaduje pouze 10 az 50 pg DNA."!

Radioimunostanoveni kombinované s HPLC bylo udspé$né pouzito k detekci
0°%-n-butyl-dG, O*-n-butyl-deoxythymidinu, O*-n-butyl-dT a O°-methyl-dG.”*” Lee a kol.”
nedavno také vyvinuli velice citlivé stanoveni aduktti v DNA tim, Ze spojili imunochemickou
detekci s CE-LIF (,.capillary electrophoresis-laser induced fluorescence detection®). Tato

metoda vyZaduje jen nanogramovéa mnozZstvi DNA a detekéni limit je 1 adukt na 10° bazi.

4.2 Fluorescenc¢ni stanoveni

Detekce adukti DNA fluorescenénimi metodami se pouziva pro slouceniny, které tvoii
bud siln€¢ fluorescenéni adukty nebo adukty, na které muZe byt nasledné navazana
fluorescenéni znacka. Tento postup je vhodny pro adukty PAH a aflatoxinu B1, ale jinak je
jeho pouziti omezené.*® Casto ve fluorescenénim spektru vznikaji $iroké piky, kterd
neumoznuji presnou kvantifikaci, coz lze ¢aste¢né fesit chlazenim vzorku modifikované DNA

na 4,2K.” Citlivost metody je p¥iblizn& 1 adukt na 10® nepozménénych nukleotida.



4.3  Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je vysoce specifickdi metoda, kterd podava informace
o struktufe aduktu v DNA a jasné¢ jeho mnoZstvi kvantifikuje. Citlivost hmotnostni
spektrometrie je niz§i neZ u metody .~ 2P-postlabeling®, ale stale jsou vyvijeny nové pfistroje
s vétsi citlivosti a rovnéZ metody pfipravy vzorkl. Je pravdépodobné, Ze se v budoucnosti
stane nejkomplexné&j$i metodou pro analyzu DNA. Kazdé pfistrojové zdokonaleni miiZe snizit
detek¢ni limit pro biomonitorovani, ale nevyhodou je, Ze pokrok kra¢i smérem k stale

draz$im zafizenim a pro analyzu je potfeba pomérné velkého mnozstvi DNA.

4.3.1 Priprava vzorku k analyze adukti v DNA pomoci MS

vvvvvv

analyze.® Vzorek je nutné zbavit vSech nelistot (proteini, RNA, soli...) a je zapotfebi
maximalné zvy$it mnozZstvi aduktu ve vzorku DNA, ktery je analyzovén. Napftiklad
anorganické soli a jiné vysoce polamni slouc¢eniny mohou i v malé koncentraci ovlivnit
citlivost ESI (,,electronspray ionization) tim, Ze potlacuji ionizaéni proces. Jiné necistoty
mohou jednoduse zvysit drovenl Sumu a vedou ke ztrat€ vysoké citlivosti. Je tedy nutné velmi
peclivé zvazit vSechny postupy izolace aduktu. Celd izolace musi byt navrZena tak, aby
nedochazelo ke zméné a vytvaieni novych modifikaci nukleotidi.

Nukleosidy a nukleotidy se ziskaji enzymovou hydrolyzou. Hydrolyzat obsahuje jak
modifikované nukleotidy/nukleosidy, tak nemodifikované. Pro lepsi vysledek 1ze pouzit slabé
kyselou hydrolyzu, vzhledem k tomu, Ze jsou $t€peny pouze purinové baze a pyrimidinové
zustavaji v fetézci DNA intaktni. Po hydrolyze je moZno oddélit purinové a pyrimidinové
baze filtraci, & precipitaci. Dale existuje celd fada metod, které pomdhaji ziskat jen
poZzadované Casti DNA ¢&i pfimo Zadané adukty: N7 a N3 purinové adukty mohou byt
napiiklad oddéleny neutralni termalni hydrolyzou od ostatnich nemodifikovanych bazi a bazi
modifikovanych v jinych pozicich. Existuji také informace o uziti opravnych enzymu

6

k selektivnimu odstranéni modifikovanych bazi. Napf. Dizdaroglu a kol. ™ odstépili

selektivné 8-hydroxyguanin pomoci specialniho proteinu z E. coli.
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Je nutno volit vhodné metody preparace vzhledem k moZnosti ztraty vzorku ¢i vzniku
arteficialnich vysledkd. Nékteré adukty se za urcitych podminek, uZivanych pii preparaci a
manipulaci se vzorkem, mohou tvofit relativné snadno. Jednim z piikladd je vznik
8-hydroxyguaninu (Obr. 6), dobfe prostudovaného ,,biomarkeru™ oxidativniho poskozeni
DNA. N&kteti autoti”’ dokonce predpokladaji, O
Ze k formovani tohoto aduktu dochazi téméf l

ve vSech krocich analyzy. Hydroxyradikaly,

vznikajici Fentonovou reakci,  jsou NH N\
zodpovédné za arteficidlni vznik 8- /l\\ I >‘OH
hydroxyguaninu z nemodifikovaného guaninu |H 2N N NH
pfitomného ve vzorku. Ptfidanim ,lapacu“
radikéld (,scavengert®) jako je 2,4-Di-tert- Obr: 6: 8-hydroxyguanin
butyl-4-methylfenol (BHT) a 2,2,6,6-tetramethal-1-piperidinyloxy (TEMPO) se tvorba
8-hydroxyguaninu minimalizuje.

K separaci modifikovanych nukleosidii se pouZivaji rizné druhy chromatografickych
postupti. Kapalinova chromatografie nabizi jednodussi interpretaci, ale nedosahuje tak
dobrého oddéleni jednotlivych slozek v piipadé pfitomnosti velkého mnoZstvi slouenin ve

smési. BéZné se pouzivaji chromatografie na iontoménicich, chromatografie s reversni fazi,

afinitni chromatografie a také jejich kombinace.

4.3.2 Pouziti MS pro identifikaci DNA adukti

Pokud je struktura DNA aduktd neznama nebo neméame k dispozici jejich standardy, je
hmotnostni spektrometrie velmi vhodny prostiedek pro jejich identifikaci. MS a MS-MS
analyza modifikovanych oligonukleotidﬁ muze dokonce rozliSit pozici modifikace bez dané
sekvence DNA.*

Pfi analyze je vSak Casto potfebnd piipravnd derivatizace slouceniny pied vlastnim
méfenim.*”’® Pokud derivatizujeme poZadovanou slouteninu, zjednodu$si se ionizace, ale
ptipadné derivatizace méni hmotnost slouceniny a tim i hmotnostni spektra.

Lijinskey a kol.”® pouzil EI-MS (,,electron ionization-mass spektrometry*) s izotopovym
znadenim k odhaleni reakéniho mechanismu nitrosodimethylaminu, zodpovédnym za vznik
7-methylguaninu (Obr. 7). Indukovany 7-methylguanin byl izolovan z hydrolyzatu DNA jater
krys premedikovanych nitrosodimethylaminem a identifikovan pomoci EI-MS. Adukty
v DNA byly detekovany také v moci, protoZze opravné systémy DNA né€které baze z DNA
,vystihly, a ty byly vylouCeny pravé moéi, zniz byly nésledné¢ extrahovény a
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charakterizovéany adukty

7-methylguanin, N2-methylguanin, N,N2- O|

CH
dimethylguanin, 7-(2-hydroxyethal)-guanin a N2- 7 3

N
ethylguanin. Adukty byly uréeny pomoci CC-EI- HN
MS nebo GC-EI-MS/MS po chemické )\\ I />
derivatizaci anhydridem kyseliny H,N N N
heptafluorobutylové.®® Efektivnost extraktu byla
zvySena pouZitim imunoafinitni kolony k Obr. 7: 7-methylguanin
purifikovéni alkylovych aduktd.?#?

K detekci né€kterych DNA adukti byla také pouzita FAB-MS (,Fast atom
bombardement-mass spectrometry*) a FAB-MS/MS. Jednalo se o adukty odvozené reakci

8384 a s n&kterymi

nukleotidd a nukleosidli s kyanoethylenoxidem (,,cyanoethylen oxide®)
aminopolyaromatickymi uhlovodiky.®’

Pro identifikaci aduktd vzniklych reakci nukleotidi s 2-bromoakroleinem
(,,2-bromoacrolein)®® a fenyl glycidyl etherem (,,phenyl glycidyl ether, PGE)*" byla pouzita
HPLC-TSI-MS (HPLC-thermospray ionization-mass spectrometry). TSI-MS/MS se také
pouziva k potvrzeni struktury aduktu.

Jemné techniky ionizace jako je ,,matrix-asssisted laser desorption ionization“ (MALDI)
8890 a , electronspray ionization® (ESI)’"*? umoznily rutinni analyzu netdkavych a maélo
stabilnich molekul pomoci MS. Navic, spojenim separa¢nich technik jako HPLC a kapilarni
elektroforesy (,,capillary electrophoresis®, CE) lze dale zvysit detekéni schopnosti MS. Prave
uziti MALDI-MS bylo sice testovano *, ale v soutasné dobé je nejuZivangjsi ESI-MS
v kombinaci s kapalinovou chromatografii na reversni fazi, plynovou chromatografii nebo
kapilarni elektroforesou (Tab. 3).

ESI-MS analyza casto uziva tzv. ,,mdéd“ pozitivné nabitého ,,spreje, ktery je zvlaste
vhodny pro aplikace poZadujici maximalni senzitivitu. Naopak pfitomnost nabitych
fosfatovych skupin v modifikovanych nukleotidech a oligonukleotidech uréuje tyto
slouGeniny k detekci v ,,médu® negativniho ,,spreje«. *°

Prvni piiklad pouziti LC-ESI-MS analyzy nukleosidového aduktu byl publikovan
vroce 1995 Chaudharym a kol. ** Pfehled pouziti MS pro urdeni mnoZstvi DNA adukti

pomoci HPLC-ESI-MS shrnuje taulka 3.
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Tab. 3:Prehled uziti MS ke kvantifikaci DNA aduktu

(uzité zkratky: gas chromatografie(GC ), high performance liquid chromatography (LC),

electronspray ionization (ESI), capillary zone electrophoresis (CE), electron capture

(EC),),Mass spectrometry (MS), tandem mass spectrometry (MS-MS) Isotope dilution

mass spectrometry (IDMS), isotope dilution high resolution mass spectrometry

(IDHRMS), guanin (Gua), guanosin (Guo), adenin (Ade), adenosin (Ado),cytosin (Cyt,

uridin (Urd)) (prevzato z [50])

sloCenina adukt metoda
Reaktivni formy 8-OH-Gua, 8-OH-Ade, 5-OH-Ura, 5-OH-hydantoin, GC-IDMS
kysliku 2,6diamino-4-OH-5-formamidopyrimidinGua,
2,6diamino-4-OH-5-formamidopyrimidinAde,
5,6-diOH-Ura, 5-OH-5-Methylhydantoin,
5-hydroxymethylUra, 5-OH-Cyt
8-OH-Gua LC-ESI-IDMS
8-OH-dGuo LC-ESI-IDMS-MS
8-OH-DGuo, 8-OH-dAdo LC-ESI-MS-MS
LC-ESI-IDMS-MS
Produkty N°,3-ethylGua GC-EC-IDMS
lipidové N23 -ethylGua,1,N2-ethylGua GC-EC-IDHRMS
peroxidace 1,N%-ethylGua, hydroxyethylGua, 1,N®-ethyldAdo, LC-ESI-IDMS-MS
3,N*-ethyldCyt,
1,N%-ethylAde, N?,3-ethylGua, 1,N%-ethyldAdo, LC-ESI-IDMS
3,N*-ethyldCyt,
krotonaldehydem modifikovany Guo, LC-ESI-MS-MS
2-hexenalem modifikovany dGuo,
PAH 7(benzo(a)pyren-6-yl)-N"-Gua, 7(benzo(a)pyren-6-yl)-N’-Ade  LC-ESI- MS
adukt dGMP s Anti-7,8,9,10-tetrahydrobenzo(a)pyren-7,8diol-  LC-ESI- MS-MS

9,10-epoxidem

Pokracovani Tab. 3 na dalsi strané
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Tab. 3 - pokracovani

sloCenina adukt metoda

Olefiny N’-Gua adukty butadienu LC-ESI-IDMS-MS
N’-Gua adukty ethylenu, N’-Gua adukty propylenu GC-EC-IDMS-MS
N’-Gua adukty styrenu LC-ESI-MS

Alkylaéni N°-alkyladeniny GC-IDMS

¢inidla

Vliv zéafeni 5,6-dihydroxy-5,6dihydrothymidin, 5-OH-dUrd, LC-ESI-IDMS-MS

5-(hydroxymethyl)-2-dUrd, 5-formyl-dUrd,
8-OH-dGuo, 8-OH-dAdo

Heterocyklické  C°dGuo s 2-amino-1-methyl-6-fenylimidazo(4,5)pyridinem, LC-ESI-MS-MS

aromatické N-(dGuo-8-yl)-2-amino-3-methylimidazo(4,5)chinolin,

aminy 5-(duo-N2-y1)-2-amino-3-methylimidazo(4,5)chinolin

4-aminobifenyl adukty C8dGua a 4-aminobifenylu GC-EC-IDMS
adukty C8dGuo a 4-aminobifenylu LC-ESI-IDMS

mefalan adukty dAMP a mefalanu LC-ESI-MS-MS

Celkové€ je hmotnostni anylyza velmi citlivou metodou pro ur€eni hmotnosti slou€enin,

tedy i aduktli v DNA. Ve studii Morinella a kol.”® byli laboratorni potkani vystaveni inhalaci

vinylchloridu znadeného dvéma *C ["*C,]. Byl zjistovan

zdroj N2,3-ethylguaninu (Obr. 8 vDNA v mozku a O

hepatocytech. Uzitim vysoce specifické a senzitivni |

imunoafinitni

plynové chromatografie a hmotnostni

spektrometrie s vysokym rozliSenim byly analyzovany
vzorky DNA z hepatocyti a mozku na oba adukty N23-
ethylguanin a [3C,]N? 3-ethylguanin. Podanim
['3C,]vinylchloridu bylo mozZné rozlisit endogenng vytvoreny
N?,3-ethylguanin od
[13C2]N2,3-ethylguaninu, protoZe maji rozdilnou hmotnost.

Vramci studie bylo dokazéno, Zze se mnoZstvi aduktu

)\|>
\:j

Obr. 8: N°, 3-ethylguanin

[3C,]N?,3-ethylguaninu v hepatocytech zvysilo oproti kontrolnim jedinctim aZ o 60+/-10

aduktt na 10® nemodifikovanych guaninovych bazi, zatimco hodnoty endogenné tvofeného

aduktu v hepatocytech a mozku se nezménily. Naopak podani ["*C;]vinyl chloridu
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nezpusobilo zvySeni koncentrace aduktu v mozku, dokonce znaceny adukt nebyl v mozku
vytvafen. Takovéto studie by nebylo mozZné realizovat, kdyby MS neméla jedinecnou

schopnost rozliSovat chemicky stejné slouceniny, které se jen velmi malo 1isi hmotnosti.*

4.3.3 Predpokladané pouziti MS v identifikaci aduktu

Do budoucna bude snahou pfiblizit citlivost MS k metodé > 2P-postlabelingu®. Velmi
zajimavé by bylo nalezeni preparace a separace zaloZené na Cipu, ktery muze vnést revoluci
do analyzy DNA aduktd.’® Pokrok na tomto poli by umoznil automatickou analyzu
komplexnich reak¢énich smési a minimalizovalo ztratu vzorku. Paralelni zlepSeni
Vv ,,nanosprejové ionizaci“ povede k jesté lepSim vysledkim pii MS a ke zminiaturizovani
separacnich systému, jako je "nanoflow LC" nebo na ¢ipech zaloZené technologie.

MS s iontovou pasti jsou vyuzivany k objasnéni struktury aduktd v DNA diky svym
vyteénym schopnostem pfi uspofdadani MS". Zavedenim hybridnich pfistroji jako jsou
,,quadrupole-time-of-flight-mass spectrometry* (Q-TOF-MS) nabizi vysoké rozliSeni
hmotnosti a zvySeni citlivosti. Tato technologie také umoZziiuje velmi rychly sbér dat.
Q-TOF byla pouzita v kombinaci s HPLC pro analyzu nékterych adukti.”

Dulezité je také zminit, Ze ,,accelator mass spectrometry” (AMS) aktudin€ dosahuje
stejnych detekénich limith jaké jsou dosaZeny pi stanoveni metodou ,,*’P-postlabeling®, ale

stejné jako ,,>*P-postlabeling ma vysokou citlivost, ale nizkou specifitu. *°

44  ,,*P-postlabeling*

Tato metoda je zaloZena na enzymové hydrolyze neradioaktivni kancerogenem
modifikované DNA na 3’-fosfonuklesidy, nasledné [**P]-fosforylaci na volném 5’OH konci a
chromatografické separaci aduktd od nemodifikovanych nukleotidi (Obr. 9). Poprvé byla
byla metoda ,,**P-postlabelingu‘ popsana jiz v 80. letech 20. stolet.**7*® V této technice je
kancerogenem modifikovana DNA enzymové $tépena na 3’-monofosfatnukleosidy pomoci
endonukleasy (mikrokokdlni nukleasa) a exonukleasy (slezinova fosfodiesterasa).
3 ’-monofosfatnukleosidy jsou fosforylovany T4-polynukleotid kinasou (zdrojem fosfatové
skupiny je y[**P]JATP). K minimalizovani 3’-fosfatdsové aktivity T4-polynukleotid kinasy se

pouziva alkalické pH.
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Obr. 9 Schéma 3’ P-poslabelingu“, blizsi popis v textu (pFevzato z [18])
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ZnaCené adukty jsou separovany od znaenych nemodifikovanych nukleotida
dvojrozmémou iontové vymeénnou tenkovrstevnou chromatografii na PEl-celulose
(polyethylenimin, PEI) (Obr.10).

Béhem prvnich vyvijeni vodnym

\ elektrolytem (D1, D2  smér)

12 Papirovy , knot*“ se znaéené nemodifikované

nukleotidy a [*’P]fosfat eluuji

' T I I T I I T I YT X T T T T I T

do papirového ,knotu“, zatimco

D1
? aromatické  hydrofobni  adukty
______ | ] zlstavaji na startu pro dalSi
D4 =TS TIORE o . ;.
20 e .5.1 rozliSeni uzivajici rozdilné systémy
o
{/ E rozpou$tédel (D3, D4 sméry
12 \
adukty . 1 vyvijeni) Lokalizace aduktd je
|
Y : zobrazovana autoradiografii, kde
*———'12-——2—0"' jsou adukty viditelné jako skvrny

na filmu citlivém na rentgenové

zafeni. Adukty jsou kvantifikovany

Obr.10: Schéma separace nukleotidi pri . o
kapalinovou scintilaci nebo

.2 Ppostlabelingu““: TLC na PEI-celulose (prevzato g

z [18])

erenkovovym stanovenim.’
V posledni dobé byla kvantifikace
adukti efektivné upravena. Uziva se metoda "Phosphor imagining"”, vhodna pro rychlejsi
zjisténi pozic 1 kvantifikace adukti v DNA na chromatogramech z metody
,22P-postlabeling”. ** Tato technika ma vice neZ 10krat v&t§ senzitivitu v porovnani
s autoradiografickou detekei *2P. 1%

Mnozstvi aduktu se vyjadfuje hodnotou RAL (,relative adduct labelling), tedy
pomérem poétu aduktd v DNA k celkovému poétu nukleotida.’”'*' Nicméng tento vypodet
vyzaduje shodnou efektivitu znadeni aduktdi a normélnich nukleotidd.®®'®? Vyse uvedeny
standardni postup ,,>*P-postlabelingu® je vhodny pro v&tsinu adukti v DNA, ale jeho citlivost
neni dostateéna pro detekci adukti pfitomnych v DNA v nizSich koncentracich. (Muze byt
stanoven maximaln& 1 adukt v 107 nukletidech.)

Pro zvySeni citlivosti tohoto stanoveni bylo vyvinuto n€kolik modifikaci standardniho

stanoveni (viz také Tab. 2):
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() Znaceni adukti pomoci [**P] s limitovanym mnoZstvim y-[>*P]JATP zvysuje citlivost
metody 10 az 100krat (intensifikaéni postup).

(II) Obohaceni uzZivajici ke zvySeni koncentrace aduktu ve vysledném vzorku inkubaci
hydrolyzatu DNA s nukleasou P1 (z Penicillinum citritum ') (Obr. 9). Nukleasa P1
prfednostné  defosforyluje = nemodifikované  deoxyribonukleosid-3-monofosfaty  na
deoxyribonukleotidy a v mnoha pfipadech nepozméinuje modifikované nukleotidy.
Deoxyribonukleotidy nejsou vhodnym substritem pro T4-polynukleotid kinasu a nedochézi
tedy k jejich fosforylaci znadenym [**P] z y[**P]ATP. Nékteré modifikované nukleotidy jsou
vSak defosforylovany nukleasou P1 podobné jako nemodifikované nukleotidy (napf.
arylaminové adukty substituované na C8 deoxyguanosinu), zatimco jiné defosforylovany
nejsou (zvlasté adukty substituované na pozici N> deoxyguanosinu). Tato Gprava pavodni
metody zvysi znatelné€ jeji citlivost (Tab. 2).

Dal3i postup obohaceni (III) zavedl i Gupta a kol.'” Vyuziva vlastnosti hydrofobnich
DNA adukti k extrakci do 1-butanolu za pritomnosti fazového pfenaSece
tetrabutylammonium chloridu (Obr. 9). Hydrofobni modifikované nukleotidy jsou pfednostné
extrahovany do organického rozpoustédla, zatimco normalni nemodifikované nukleotidy se
do organického rozpoustédla extrahuji jen Caste€n€. Teprve potom jsou adukty znaceny
pomoci Y[**P]ATP. Polarn&jsi adukty obsahujici nearomatické velké zbytky nebo alkylové
zbytky se vSak do 1-butanolu neextrahuji a nemohou byt analyzovany touto verzi
.. *P-postlabelingu*.

Obohacenim pomoci nukleasy P1 nebo extrakci do 1-butanolu zvy$ime citlivost detekce
aZ na jeden adukt na 10°-10"! normalnich nukleotidé (0,3-3 amol/ug DNA) v zavislosti na
struktufe aduktu, coZ umoziiuje detekovani 1-10 aduktd v celém genomu.

Dalsiho zvyseni citlivosti 1ze dosdhnout (i) uZitim nukleasy P1 a prostatické fosfatasy
(,prostatic phosphatase) pro hydrolyzu DNA pfed znaGenim pomoci v[**P]JATP

104105 5 (ii) také verzi obohaceni

nasledovanym $tépenim fosfodiesterdsou hadiho jedu
nuleasou P1 nasledované §t€penim fosfodiesterasou hadiho jedu a druhym $tépenim pomoci
nukleasy P1.'> Tyto verze postupu jsou vhodné hlavné pro detekci aduktd utvafenych
heterocyklickymi aromatickymi aminy, které zpusobuji komplexni modifikace DNA (nejen
formovéni jednoduchych kovalentnich aduktd).'®*'%® Posledng uvedené modifikace standardni
metody jsou vhodné jen pro nékteré adukty a uZivaji se méné &asto. ,,> 2P-postlabeling® se stale
¢astéji pouZiva v kombinace s riznymi dal§imi metodami. Napt. HPLC umoziiuje rychlejsi
rozliSeni a kvantifikaci adukti neZ TLC, ale ¢asto ma mensi citlivost nez bézné uzivané TLC

a autoradiografie.'®
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4.4.1 Zhodnoceni metody ,,32P-p0stlabeling“

Vyse uvedené metody obohaceni a separaci umoziuji zvysit relativni koncentraci
adukti v DNA a tim zvySuji i citlivost celého stanoveni. Nicméné Z4dnd ze zminénych
modifikaci standardniho postupu nemiZze byt pouzita pro vSechny druhy aduktd. Polarné;jsi
adukty (napf. alkylovy zbytek, nearomatické objemné zbytky nebo zbytky s jednim

aromatickym kruhem *!!"116

) maji chromatografické vlastnosti velmi podobné
nemodifikovanym nukleotidiim, proto je také velmi obtiZzné je oddélit. Dal§im problémem je
podhodnoceni vysledki ,,>?P-postlabelingu®, které miZe nastat v nasledujicih pfipadech:
1. nekompletni roz§tépeni DNA a oddéleni modifikovanych aduktd,
2. moznost defosforylace modifikovanych nukleotidd nukleasou P1 (napf. nizka
odolnost arylaminovych aduktd substituovanych na C8 deoxyguanosinu),
3. nekompletni extrakce do 1-butanolu (polarnéjsi adukty nebo adukty obsahujici
ve své molekule jen jeden benzenovy kruh se do 1-butanolu neextrahuji ),
4. oznadeni méné nez 100 % modifikovanych nukleotidd pomoci y[**P]ATP (napt.
N(deoxyguanosin-8yl)arylamin-3"-fosfatové adukty potfebuji vé&tsi koncentraci
Y[**P]ATP neZ se b&Zné& uziva pro i~ 2P-postlabeling“),
5. ztréata ¢asti vzorku béhem postupu,
6. ulpéni nekterych adukti v DNA na , startu pfi TLC na PEI-celulose. #4271
Limitujicim faktorem pro pouZiti ,’’P-postlabelingu® pro ,biomonitoring® lidské
populace je zejména relativné nizka efektivita enzymového $tépeni DNA s mnoha adukty a
DNA modifikované ,cross-linkem*“ DNA-DNA nebo DNA-protein.3 4.59.60,105,118-121
Pfitomnost velkého mnozstvi riznych adukti v DNA (napi.v dusledku vystaveni polutantim
zivotniho prostfedi, koufeni...) tedy velmi komplikuje zhodnoceni vysledku.
Existuje také dal$i nevyhoda této techniky pro ,biomonitorovani“. Pomoci metody
. 2P-postlabeling“ zjistujeme celkové mnoZstvi aduktd v DNA, ale jen zfidka miZeme
identifikovat jednotlivé adukty pfesn€. Nedostatek standardnich aduktd umoZiiuje v mnoha
pfipadech pouze limitovanou interpretaci dat pfi demonstraci vys$si hladiny aduktl v srovnani

x 42,122

expozici vystavené a nevystavené skuping. Vyjimky vSak existuji, naptiklad

122,123

u specifickych adukti tvofenych benzo(a)pyrenem, heterocyklickymi  aminy®,

67.68.125.126 nebo aristolochovymi kyselinami '*”'*°. Ptiprava dalsich

protinddorovymi 1é¢ivy
standardu DNA aduktd a vyhodnoceni jejich struktury mtze tuto nevyhodu pfekonat.
Metodou ,,32P-postlabeling“ lze prokazat totoznost aduktd vzniklych za rtznych

podminek (napf. ptisobeni riznych enzymu, viz Obr. 11).
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Dal$im problémem s roziifenim **P-postlabelingu pro biomonitorovéani je nedostatetna

detekce velkého mnoZstvi adukti, které jsou z DNA uvolnény depurinaci.'®

Obr. 11 Ukdzka autoradiografickych snimkii vysledkii ,,’’P-postlabelingu“: ~ Srovndni
metabolické aktivace 3-nitrobenzantronu peroxidasami. Na snimcich jsou patrné skvrny ve
stejnych pozicich (pro ndzornost oznacenych stejnym cislem), cozZ dokazuje jejich totoZnost.
(Zleva dopra: kfenova peroxidasa, hovezi laktoperoxdasa, lidska myeloperoxidasa, ovéi
prostaglandin H synthasa PHS; nepublikované vysledky M.Stiborové a kol.)

4.4.2 Uziti metody ,,’’P-postlabeling®

Pfes riizni omezeni se ,,*’P-postlabeling® stava velmi oblibenou metodou. UmoZiiuje
urCeni a charakterizovani 1ézi v DNA jako jsou adukty v DNA utvafené objemnymi
molekulami i malymi molekulami (DNA 1éze vzniklé z radikalovych forem kysliku ¢i
zafenim indukované poskozeni). Nejcastéji je vSak uZivana k detekci a charakterizaci
kovalentnich aduktl tvofenych mutageny a kancerogeny. To je vhodné nejen pro ,,screening®
genotoxicity, ale také k potvrzeni karcinogennich mechanismii. Z tohoto diivodu jsou analyzy
provadéné ,,*’P-postlabelingem® pouZivané k posouzeni nebezpetnosti nékterych sloudenin
obsaZenych napf. v tepeln€ upraveném mase, vateném jidle (heterocyklické slouceniny a

49,105,131-134 104,135
b

aminy) , rostlinnych produkti jako safrol nebo alkenylbenzenové derivaty

aristolochovych  kyselin®*"128130.136 " alkaloidd  sanguinarinu a  chelerytrinu'’,

pyrrolizidinovych alkaloidd'*®

a sloucenin zodpovédnych za tvorbu DNA aduktii z Coca-
Coly,”"  potravinaiskych  aditiv a riznych mykotoxind v  potravinich
(aflatoxiny,*®,ochratoxin A '3%136:14%)
Metoda ,,*P-postlabeling* byla také pouZita ke studiu vlivu nékterych protektivnich latek
P g by p p
schopnych sniZit tvorbu adukti v DNA indukovanych kancerogeny. Touto cestou mohou byt

nalezeny latky vhodné k prevenci (flavonoidy vyskytujici se naptf. v ¢emém ¢i zeleném
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HT.141.142 ,,32P-postlabeling“ je také stadle vice pouzivan k analyze adukti v DNA

¢aji
utvarenych z farmaceutickych 1é¢iv a riznych slouéenin pouzivanych k terapeutickym Géeldm
v humanni medicin€ (napf. mytomycin, cis-platina, cyklofosfamid, cyproteronat

(,.cyproterone acetate), daunorubicin, tamoxifen, ellipticin®6>¢768.117:141.143-146y g4y 4je

in vivo umoziuji ohodnotit miru nebezpeénosti uréitych latek pro ¢lovéka a mohou piispét

k identifikaci enzymovych systémi zodpovédnych za aktivaci t&chto slougenin, 2141142147148
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5 o-ANISIDIN

o-Anisidin (1-amino-2-methoxybenzen, o-methoxyanilin, 2-methoxyanilin,

o-me'thoxyfenylamin)149 je kancerogen zpisobujici rakovinu u obou pohlavi potkani (F344) a
my3i (B6C3F1).""*""! Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny (,International Agency for Research on Cancer®, NH3
IARC) zafadila o-anisidin do skupiny kancerogenti 2B"!, OCHj,4
ktera zahmuje mozZné kancerogeny pro ¢lovéka. Kromé
kancerogenity ma o-anisidin také toxické ucinky
(hematologické zmény, anémie, nefrotoxicita) 150,151

Z hlediska akutni toxicity je LDsy (smrtelna davka
pro polovinu zvifat v sledovaném souboru) pro potkana pfi Obr. 12: o-anisidin
podani per os 2000 mg/kg.'>? Pro my$ B6C3F1 je maximalni
tolerovana davka o-anisidinu pfi p.o. podani 750 mg/kg.'*
Studie chronické expozice délniki, ktefi byli po dobu 6 mésici po 3,5 h denné vystaveni
o-anisidinu v koncentraci 0,4 ppm, ukazaly, Ze u nich nedo$lo k rozvoji anémie, ale trpéli
methemoglobinémii a v jejich krvi byl zjistén vyskyt Heinzovych télisek'** (viz pozndmka
pod c'aroul) .

Sam o-ansidin je vyuZivan jako intermediat pifi vyrob& mnohych pigmenti a barviv,
které pii uvolnéni z papiru ¢i textilii mohou vést k expozici lidské populace. Dale se pouziva
pro syntézu lé¢iva guajakolu (o-methoxyfenol), ktery plisobi jako expektorans (usnadiiuje

vyka$lavani) a myorelaxans (uvoliuje kiete kosternich svali).'*®

o-Anisidin je dale sloZkou
cigaretového koute."”""” V unoru roku 1993 doglo v tované Grisheim firmy Hoechst AG
(Frankfurt, SRN) k lokdlnimu uniku 11 tun chemické smési obsahujici znaéné mnoZstvi
o-nitroanisolu (vyrobni prekurzor o-anisidinu) a dal$ich latek obsahujicich dusik,'*'6%16°
o-Anisidin neni tedy slouc¢eninou, u které hrozi jen lokalni vyskyt (expozice ve vyrobach), ale
patii také mezi latky znedi$tujici Zivotni prostfedi. Byl nalezen v moci lidské populace

v koncentracich 0,22 pg/l (median).'*® Regionalng byly detekovany hemoglobinové adukty

! Heinzova t&liska (Schmauchova) nebo také erytrocytarni refraktilni t3liska jsou precipitaty
denaturovaného hemoglobinu jako vysledek oxidativniho poskozeni erytrocytii. Vznik télisek
je dan nerovnovahou mezi oxidaénim stresem a vnitinimi erytrocytarnimi antioxida¢nimi
mechanismy.'>
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o-ansidinu u obyvatel Némecka Zijicich jak v primyslovych zénach, tak i na venkovg.'*'¢!

Uvedené adukty stejn€ jako sam o-anisidin mohou pochazet jak jiZ ze zminénych zdrojt, tak
také z mozZného metabolického i vyrobniho prekursoru o-anisidinu, o-nitroanisolu
(2-methoxynitrobenzen). Jeho metabolickd aktivace a detoxikace je zndzornéna na

obrazku 13.

aktivace detoxikace
NO (redukce) NO, (oxidace) NO,
OCH, OCH, OCH,-OH
xanthinoxidasa cytachrom P450
hypoxanthin NADPH, O,
2-nitroanisol
2-methoxynitrosobenzen
xanthinoxidasa
hypoxanthin HCHO
adukty s dG exkrece NO
2

konjugace
DNA

R o
N-hydroxy-2- melhoxyamlm 2-pitrofenol

hrom P45()
xanthinoxidasa cytoc
hypoxanthin ©/ ﬁj NADPH. O,

2-anisidin
dlhydroxymlrobcnzcn

Obr. 13: Metabolicka aktivace a detoxikace 2-nitroanisolu v organismu potkana

(prevzato z [179])

o-Anisidin je slab&é mutagenni sloueninou. Mutagenita byla prokdzana na Salmonella
thyphimurium'® a je spojovana jednak s aktivaci o-anisidinu peroxidasami, jednak ji ovliviiuji
N-acetyltransferasy.153 165-167 v vysledcich nékterych testli in vivo (stanoveni mikrojader,
stanoveni jednovlaknovych zlomd DNA v potkanich jatrech, sleziné a mo¢ovém méchyti) je

- 165,168,169

v8ak o-anisidin negativni, v kulturach ovarialnich bun€k kiecka vsak jiz indukuje

chromozomalni aberace'’® a zpisobuje genové mutace v kulturach mysich lymfatickych
bunék."”! Zplisobuje také intrachromozomalni rekombinace v Saccharomyces cerevisiae,'™
statisticky vyznamné poskozeni DNA bylo zjisténo v moovém méchyii CD-1 mysi (pomoci
,Comet assay“).'” Timto kancerogenem byl také indukovan slaby ale vyznamny narust

frekvence mutaci v moovém méchyfi transgennich lacI (Big Blue™) mysi."*® Rozdil
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mutagenity v riznych systémech je dan zfejmé rliznou ucinnosti enzymové piemény
o-anisidinu v jednotlivych testech na mutagenitu.'™

o-Anisidin je v experimentech in vitro oxidativné aktivovan peroxidasami (Obr. 17)
na slouceniny, které se vazou na DNA. Tato skute¢nost by signalizovala genotoxicky
mechanismus karcenogenity o-anisidinu. Pomoci experimentti s kienovou peroxidazou (HRP,
Horse Raddish Peroxidase) a laktoperoxidazou (LPO) byla zji§téna tvorba volnych radikald,
které mohou tvofit azo-dimer o-anisidinu nebo diimin (obr. 14). Diimin je ve vodném
prostfedi nestaly a pfemériuje se na chinoimin. Tyto reakce probihaji radikalovym
mechanismem. Tfi vySe zminéné produkty byly stanoveny jednak neptimo Thompsonem a
Elingem,'® jednak pfimo pomoci hmotnostni spektrometrie v laboratofich katedry biochemie

PiF UK.'"”"' Diimin o-anisidinu byl urden jako produkt oxidace o-anisidinu tvoteny

peroxidézami, ktery se kovalentn& vaze na DNA.'"

OCH,
HN—OH

OCH;

X o _ HyCO
+ Neznamy metabolit
_—
N
CYTOCHROM P450
H,CO
02
“trimer O-anisidinu”

NH, NHy'

OCH, OCH,

PEROXIDASY NH e
ROOH OCH, OCH,
o-ANISIDINE radikal
OCH;
NH,
N -, N
N=—N H5CO H,CO
H,CO
azo dimer diimine chinonimine
Obr. 14: Metabolicka oxidace o-anisidinu( pfipraveno z dat uvedenych v publikacich [175],
[176])
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Oxidaci o-anisidinu cytochromy P450 vznikd N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu
(Obr. 14 a 15). Tvorba tohoto metabolitu byla zjiSténa inkubaci o-anisidinu s lidskymi
mikrosomy obsahujicimi cytochrom P450. Korelaénimi analyzami a sledovani vlivu
inhibitori na pfeménu o-ansidinu pti pouZiti lidskych mikrozomalnich systémi bylo mozZné
urit cytochromy P450 katalyzujici tvorbu metaboliti o-anisidinu. Vysledky ukazuji, Ze
majoritnim cytochrom P450 metabolizujicim o-anisidin je CYP2El. V Supersomech
(cytochromy obsahujici lidské rekombinantni cytochromy P450) byl v§ak CYP1A2 u¢inn€jsi
v oxidaci o-anisidinu neZ CYP2E1. Dale se na metabolismu podilely CYP2B6, 1A1, 2A6,
2D6 a 3A4.

Nicméné studie vytvaieni aduktii in vivo jsou nezbytné pro potvrzeni jeho genotoxického
mechanismu. Ashby a spol.I53 uvadéji, Ze podani o-anisidinu (750 mg/kg) oralné mysi
B6F3C1 nevede k vytvofeni aduktii detekovatelnych ,,*2P-postlabelingem® v DNA mo&ového
méchyfe a jater. Stejni autofi pfedpokladaji, Ze o-ansidin je mutagenni, protoZe generuje
radikaly. Obdobny pokus byl proveden také
v laboratotich katedry biochemie PiF UK.'” HN-OH
Zjistovana byla schopnost o-anisidinu tvofit
adukty v DNA in vivo. Laboratorni potkani byli OCH3
premedikovani o-anisidinem (0,15 mg/kg denné
po dobu 5 dni) a DNA z vybranych organt
potkanii byla analyzovana ,,">P postlabelingem. Obr. 15: N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin
Vysledky téchto experimenti jsou uvedeny

v ptedkladané diplomové praci.
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6 Cil diplomové prace

Cilem piedkladané diplomové prace bylo bliz§i poznani metabolismu
kancerogenniho o-anisidinu cytochromy P450 a jeho interakce s DNA in vitro a in vivo.

Pro uspéSné dosazeni daného cile bylo nutné:

e Studovat pfemény o-anisidinu a jeho oxidaci vzniklého
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu

e Charakterizovat vznikajicici metabolity

e Studovat reakce proximalniho metabolitu o-anisidinu,
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu s DNA a deoxyguanosinem

Pripravit a charakterizovat adukty vzniklé z deoxyguanosinu a

N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu
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7 Material a metody

7.1 Material

Materidl pouZzity pro studie provedené v pfedloZené diplomové praci pochazel

z néasledujicich zdroju:

e Lachema (Brno, Ceska Republika): NaH,PO, . 2H,0, Na,HPO, . 12H,0, KH,PO,,

methanol, ethanol, kyselina mravenéi, kyselina octova, HCI
e Fluka (Svycarsko): methanol, o-anisidin, Tris, 2’-deoxyguanosin monohydrat

¢ Sigma-aldrich (Némecko): NH3, 2’-deoxyguanosin-3’-monofosfat, NADP", glukosa-
6-fosfét, glukosa-6-fosfatdehydrogenasa

e Pripraveny v laboratofi katedry biochemie PFF UK: jaterni mikrosomy kralika a

potkana indukované fenobarbitalem

e Dar z Oddéleni molekularni toxikologie Némeckého centra vyzkumu rakoviny

v Heidelbergu: N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin

7.2  Metody

7.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC byla pouZita kseparaci produkti oxidace o-anisidinu [resp.
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu] cytochromy P450. K separaci latek byla pouZita kolona
C-18 sreverzni fazi ( 250 x 4,6 mm, 5 um, Nukleosil 100-5, Macherey — Nagel, Postfack,
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SRN) temperovana na 35 °C. SloZeni mobilni faze odpovidalo 20 % methanolu a 80 % 0,1 M
hydrogenuhliéitanovému pufru (pH 8). Chromatografie byla provadéna p#i rychlosti pritoku
mobilni faze 0,7 ml/min a k spektrofotometrické detekci jednotlivych sloZek reakéni smési

bylo pouzito vinové délky 254 nm. MnozZstvi vzorku aplikovaného na kolonu bylo 20 pl.

HPLC byla dale pouzita kseparaci produkti reakce 2’-deoxyguanosinu
s N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminem. K separaci latek byla pouzita stejnd kolona
temperovana na 35°C. Mobilni fazi byl nejdiive 50 mM roztok KH,PO, tirovany HCI
(pH=3,5). Jiz zprvnich méfeni bylo zjiSt€no, Ze se v inkuba¢ni smeési nachazi velmi
hydrofobni slouceniny. Z tohoto diivodu byly podminky separace zménény, konkrétn€ byla
pouZita vys$i kone¢néd koncentrace methanolu (z ptivodnich 75% zvySena na 100% MeOH a

¢as analyzy byl prodlouZzen z 60 na 75 min). Pouzity gradient uvadi tabulka 4.

Tab.4: Prubéh gradientu pri separaci inkubacni smési N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a
2’-deoxyguanosinu na HPLC

Cas 0 1 5 15 45 60 65 68 70 75
50mM KH,PO,4 (%) | 100 | 99 99 90 40 0 0 100 | 100 | 100
Methanol (%) 0 1 1 10 60 100 | 100 |0 0 0
Priitok (ml/min) 0,7 ;0,7 |05 |05 |05 |05 |05 |05 [0,7 |07

Uvedenym postupem se podafilo oddélit vSechny slozky inkubacni smési. Pro potteby
planované charakterizace vzniklé latky pomoci hmotnostni spektrometrie v$ak bylo nutné
zmeénit sloZeni mobilni faze tak, aby nebylo ovlivnéno nasledné stanoveni pomoci MS. JiZ
malé koncentrace soli znesnadiiuji ionizaci pfi méfeni MS. Bylo tedy testovano nahrazeni
KH,PO, kyselinou octovou a mravenéi. Pro dal§i praci jsem zvolil kyselinu mraven¢i a pH
vodné faze upravoval vZidy jejim pfidavkem na hodnotu pH 3,5. Eluce byla provadéna
gradientem methanolu z 0 na 100% pfi rychlosti pritoku mobilni faze 0,7 az 0,5 ml/min.
Takto optimalizovana metoda byla pak pouzita jednak pii HPLC s hmotnostni detekci (viz
kapitola 7.2.2), jednak pfi separaci inkubaéni smeési N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a
2’-deoxyguanosinu pomoci HPLC se spektrofotometrickou detekci. K spektrofotometrické
detekci jednotlivych sloZek reakéni smési bylo pouZito vlnové délky 254 nm. MnoZstvi

vzorku aplikovaného na kolonu bylo 10 pl.
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Priprava vzorki pro analyzu metabolitii o-anisidinu a aduktd tvorenych
z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a 2°-deoxyguanosinu pomoci HPLC:

Inkubaéni smes pro sledovani metabolismu o-anisidinu a
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu obsahovala takové mnoZstvi mikrosomd, aby koncentrace
cytochromu P450 (pfi indukci fenobarbitalem pfedeviim izoforma CYP 2B4) ve vzorku byla
10 uM. Dale obsahovala 0,5 mM o-anisidin [resp. N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin]
(rozpusténé_v dimethylsulfoxidu), 1 mM NADPH a do objemu 100 pl byla doplnéna 0,1M
fosfatovym pufrem (pH 7,4). Inkubace probihala za stalého tfepani (tfepacka T22, VD Lovéna
Praha) v otevienych mikrozkumavkach 30 minut pfi teploté 37 °C. Po uplynuti této doby byla
reakce zastavena pfidanim 100 pl methanolu do inkubaéni smési a vznikla smés byla nasledné
centrifugovana pfi 13 000 RPM (MSE MicroCentaur, Sanyo, UK; uhlovy rotor). Kontrolni
vzorky byly pfipraveny stejnym postupem, ale neobsahovaly NADPH. Pti sledovani vlivu
riznych reakénich podminek na metabolismus o-anisidinu a

N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu byla tato reakéni smés dale modifikovéana (viz kapitola 8:
Vysledky).

Smés pro inkubaci N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a 2’-deoxyguanosinu
obsahovala 3,35 mM 2’-deoxyguanosin a 35 mM N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin ve 100
mM Tris-acetatovém pufru o rizném pH (pH = 4; 5, 6; 7,4; 8; 9; 13,5). Standardné uZivana
doba inkubace byla 1 hodina pfi laboratorni teplot€. Po uplynuti této doby byla smés
centrifugovéana pfi 13 000 RPM (MSE MicroCentaur, Sanyo, UK; uhlovy rotor). Takto

pfipravené vzorky byly jiZ aplikovany na kolonu.

7.2.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektra metabolith M1, M2 a také aduktu vznikajictho inkubaci
2’-deoxyguanosinu s N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminem byla méfena na piistroji Bruker
Esquire 300 (Némecko). Pfi meéfeni byly pouZity 2 techniky ionizace: ESI (,,electronspray
1onization*) a APCI (,,atmospheric pressure chemical ionization®). Pro ,,on-line* stanoveni
spekter jsme pouzili jest¢ HPLC HP1100 (USA). Hmotnostni spektra byla méfena
RNDr. Martinem Stichou (katedra organické chemie PiF UK).
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Priprava vzorki pro MS:
1) Metabolity o-anisidinu

Produkty reakce o-anisidinu s mikrosomalnim systémem, separované pomoci HPLC,
byly ,,sbirany*“ do sklenénych zkumavek, zahu$tény na minimalni objem ve vakuové odparce

Speedvac (USA) a pfed hmotnostni analyzou uchovany pfi teploté -20 °C.
Pfi dalsi anylyze bylo pouZito uspofadani HPLC s hmotnostnim detektorem.

2) Deoxyguanosinovy adukt tvofeny 2z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a

2’-deoxyguanosinu

Produkty inkubace N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a 2’-deoxyguanosinu byly
jednak analyzovany v uspofddani HPLC s hmotnostnim detektorem, jednak byl Zadany
produkt ,.sbirdn“ po separaci pomoci HPLC se spektrofotometrickou detekci (viz kapitola

7.2.1) do sklenénych zkumavek a potom analyzovan.

7.2.3 ,,32P-Postlabeling“ aduktu derivovanych od o-anisidinu
tvorenych in vitro a in vivo

Metoda ,,*P-postlabeling* (detailni popis v teoretické &asti prace) byla uzita k detekci
aduktd o-anisidinu a jeho metabolitu N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu tvofenych v DNA a
jejich slozkach in vitro a in vivo. Méfeni byla provaddéna na spolupracujicim pracovisti
némeckého Centra pro vyzkum rakoviny (Heidelberg) Skolitelkou Doc. RNDr. Marii
Stiborovou, DrSc. Experimenty s laboratornimi zvifaty byly provadény v komerénim zafizeni
(firma RSD, Dobfichovice). DNA zexperimentl in vitro 1 in vivo byla izolovana

fenol/chloroformovou extrakci a kvantifikovana spektrofotometrii.
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8 Vysledky

8.1 Metabolismus o-anisidinu

8.1.1 Separace produkti metabolismu o-anisidinu krali¢imi

mikrozomy pomoci HPLC

Pfi analyze inkuba¢ni smési (0-anisidinu, NADPH generujiciho systému a krali¢ich
mikrosomt) pomoci HPLC jsme spolu s kolegyni Lucii Kejikovou detekovali 2 produkty
eluované s reten¢nimi ¢asy 6,6 a 10,4 min, oznaéené jako metabolity M1 a M2 (Obr. 16). Pik
eluovany v 26,7 min odpovidal vychozi latce reakce, tj. o-anisidinu. ,,Kochromatografie” vyse
uvedené inkubaéni smési s N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminem ukézala, Ze se
chromatografické vlastnosti ani jednoho z vy$e uvedenych metaboliti neshoduji s vlastnostmi
syntetického standardu této sloudeniny.'*® N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin, majoritni
produkt oxidace o-anisidinu, ur&eny pomoci TLC'*® a hmotnostni spektrometrie,'*® nebyl na
chromatogramu zaznamenan. Tato skute¢nost mize byt ddna jednak jeho nestabilitou
za podminek pouzitych pfi inkubaci a metodé HPLC, jednak tim, Ze mohl byt nasledné
oxidovan mikrozomalnimi enzymy. ,,Pik“ detekovany v eluénim c¢ase 4,7 min odpovida

NADPH.
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Obr. 16 Produkty metabolismu o-anisidinu detekované pri separaci reakcni smési obsahujici

o-anisidin a mikrosomalni systéem pomoci HPLC; M1, M2 — metabolity 1 a 2, 0-A —
o-anisidin, ,, MS*‘ — piky, které jsou detekovany i v kontrolnim vzorku (mikrozomalni frakce

bez o-anisidinu)

39



8.1.2 Zavislost tvorby metabolitti o-anisidinu M1 a M2 na dobé

inkubace reak¢ni smési obsahujici krali¢i mikrozomy

Pro objasnéni metabolismu o-anisidinu bylo sledovano mnozZstvi metaboliti vzniklych
enzymovou pfeménou v zavislosti na dob€ inkubace. Reakéni smeési byly inkubovény pfi
teploté 37 °C po dobu 0, 30, 60, 90 120 a 150 min. Z chromatogrami jednotlivych reakénich
smési bylo zfejmé, Ze doba inkubace vyznamné ovliviluje mnoZstvi metabolitd. Z Obr. 19 je
patrné, Ze k tvorbé nejvétSiho mnozstvi metabolitu M1 a M2 dochazi pti dobé inkubace
30 minut, proto byla zvolena jako optimalni pro dal§i studium metabolismu o-anisidinu.
Reakéni smési inkubované 15 minut poskytovaly zanedbatelnd mnoZstvi obou produkti.
Na obr. 17 muzeme dale sledovat ubytek obou metabolitd v ¢ase inkubace 60 minut a zménu
poméru jejich mnoZstvi po 90 minutdch inkubace. Pfi inkubaci trvajici déle nez 120 minut
doslo k vyraznéj§imu, ale kontinualnimu, ubytku obou metaboliti. MnozZstvi vychozi latky

reakce, o-anisidinu, se prakticky od doby inkubace 30 minut nezménilo.
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Obr. 17 Zavislost tvorby metaboliti M1 a M2 na dobé inkubace reakcéni
smési obsahujici o-anisidin a jaterni mikrosomalni systém kralika
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8.1.3  Zavislost tvorby metaboliti o-anisidinu M1 a M2 na

koncentraci cytochromu P450 v reakéni smési

Za G¢elem zjisténi optiméalntho mnozstvi cytochromu P450 pro metabolismus o-anisidinu
byla studovana zavislost tvorby metaboliti M1 a M2 na nésledujicich koncentracich tohoto
enzymu v jaternim mikrosomdlnim systému: 1; 2,5; 5; 10 a 15 umol/l. Reakéni smési
s uvedenymi koncentracemi enzymu byly inkubovany 30 min pfi teploté 37 °C. Na Obr. 20
jsou uvedena mnoZstvi metabolitl vzniklych pfi separacich jednotlivych inkubacnich smési.
Z obréazku je patrné, Ze nejvhodnéjsi koncentrace cytochromu P450 v reakéni smési je 5 uM,
vzhledem k tomu, Ze produkuje vysokd mnoZstvi metabolitu M1 a nejvice metabolitu M2.
Tato koncetrace byla pouZita v dalSich studiich oxidace o-anisidinu. Koncentrace enzymu
v reak¢ni smési nizs$i neZ 5 uM neposkytovala dostateéna mnoZstvi sledovanych metabolitd.
Cytochrom P450 v koncentraci 10 uM sice vyvolal nartst tvorby metabolitu M1, ale tvorba
metabolitu M2 byla mirné€ sniZena. Z Obr. 18 je ziejmé, Ze ani 15 pM koncentrace se nejevi

jako optimalni z hlediska tvorby obou metabolitu.
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Obr. 18 Zavislost tvorby metabolitu M1 a M2 na koncentraci cytochromu P450 v reakéni

smési oxidace o-anisidinu separované pomoci HPLC
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8.1.4 Zavislost tvorby metabolitl o-anisidinu M1 a M2 na
koncentraci o-anisidinu v reak¢éni smési s mikrozomalnim

systémem kralika

V téchto experimentech byla studovdna zavislost tvorby metabolitu M1 a M2
na koncentraci substratu. Pro charakterizaci metaboliti M1 a M2 bylo dilezité zjistit, pfi jaké
koncentraci substratu vznikd jejich maximalni mnoZstvi. V experimentech jsme zvolili
nasledujici koncentrace o-anisidinu: 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 mM. Reak¢ni smési
obsahujici riznd mnoZstvi substratu byly inkubovany v pfitomnosti mikrosomalniho systému
a NADPH pfti 37°C po dobu 30 min. Z obr. 19 je ztetelné, ze tvorba metaboliti neni pfimo
umérna mnoZzstvi substratu v inkubacni smési. Optimalni koncentrace substratu, pii které
dochazi k tvorbé nejvy$§iho mnoZstvi metabolitu M1 a dostateéného mnozZstvi M2, je
0,25 mM. Také pifi separaci reakéni smési s vychozi koncentraci o-anisidinu 0,5 mM bylo
detekovano dostate¢né mnoZstvi metabolitu M1 a v porovnani s ostatnimi chromatogramy
nejvyssi mnozstvi M2. Proto byla tato koncentrace o-anisidinu pouZita pro dalsi studie jeho
metabolismu. NiZ§i koncentrace substratu neposkytovaly dostate¢nd mnozstvi metaboliti, ale

ani koncentrace o-anisidinu vyssi, tj. 0,75 a 1 mM., nebyly vhodné pro dalsi experimenty.
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Obr. 19 Zavislost tvorby metabolitu M1 a M2 na ruzné koncentraci o-anisidinu v

reakcni smési s krali¢imi jaternimi mikrozomy, separované pomoci HPLC
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Z4dna reakéni smés, analyzovana pomoci HPLC, s riznymi koncentracemi reakénich
sloZzek, neposkytla na chromatogramu pik N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu. Ze studii
TLC' ale vime, Ze oxidaci o-anisidinu tato latka vznikd. MiZeme tedy piedpokladat, e
pfislusny N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin mize byt pii reakci ihned spotiebovan,
tj. oxidovdn mikrosomdlnim systémem za tvorby metaboliti M1 a M2. V dalSich
experimentech byl pouzit jako vychozi latka reakce synteticky pfipraveny
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin, abychom potvrdili na$ pfedpoklad a detailnéji objasnili

mechanismus vzniku metaboliti M1 a M2.

8.2 Preména N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu

jaternimi mikrozomy kralika

8.2.1 Separace produktii metabolismu
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu jaternimi krali¢imi
mikrozomy pomoci HPLC

Pro sledovani pfemény N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu bylo pouZito stejné sloZeni
reakéni smési 1 stejné reakéni podminky jako pfi studiich oxidace o-anisidinu. Pfi separaci
produktii metabolismu N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu mikrozomalnim systémem pomoci
HPLC byly detekovany 2 metabolity, jejichZ retencéni Casy (6,6 a 10,2 min) odpovidaly
reten¢nim C¢asim metaboliti M1 a M2 vzniklych oxidaci o-anisidinu (Obr. 20).
Na chromatogramu byl dale zaznamenan pik v 18.4 min, u kterého bylo ,,kochromatografii”
se syntetickym standardem zjiSténo, Ze se jednd o vychozi latku reakce,
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin. Ve 26,9 minuté eluoval pik, ktery na zéklad¢ svych
chromatografickych vlastnosti odpovidal o-anisidinu. Piky eluované v reten¢nich Casech 12.4
a 24,1 min pochazi pravdépodobné¢ z mikrosomalni frakce, nebot byly detekovany
i vkontrolnim vzorku (inkubace bez N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu). Pik detekovany

v elucnim case 4,7 min odpovidda NADPH.
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Obr. 20 Produkty metabolismu N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu detekované p¥i separaci
reakcni smési obsahujici N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a mikrozomalni
systém kralika pomoci HPLC; M1, M2 — metabolity 1 a 2, 0-A — o-anisidin, “MS*

- piky, které jsou detekovany i v kontrolnim vzorku ( mikrozomalni frakce bez

N(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu)
8.2.2  Zavislost tvorby produktii pFemény

N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu, M1 a M2, na dobé

inkubace reak¢éni smési

Mnozstvi vznikajicich metabolith M1 a M2 bylo sledovano v zavislosti na dobé
inkubace reakéni smési N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu s jaternimi krali¢imi mikrosomy.
Doba a reakéni podminky inkubace byly zvoleny stejné jako v experimentech s o-anisidinem.

Reakéni smés byla inkubovana 0,30; 60; 120 a 150 min pii teploté 37°C.
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Obr. 21 Zavislost tvorby metabolitu M1 a M2 na dobé inkubace reakcni smési

obsahujici N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin a mikrozomalni systém kralika
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Porovnanim jednotlivych chromatogramu se zjistilo, Ze nejvice metabolitu M1 vznika
pfi dobé inkubace 30 min (Obr. 21). Optimalni mnoZstvi obou metabolitd vSak bylo
detekovano pfi separaci reakéni smési inkubované 60 min. Inkubacni doba krat$i nez
30 minut vyvolala tvorbu velmi malého mnozZstvi sledovanych metabolitd. Z Obr.21 je navic

patrné, Ze po 120 minutach inkubace dochazi k vyraznému ubytku obou metabolitt.

8.2.3 Zavislost tvorby metaboliti M1 a M2 na mnozstvi
cytochromu P450 v reak¢éni smési obsahujici
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin a mikrozomalni systém
kralika

Podobné jako u oxidace o-anisidinu byl podroben experimentim také

N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin za pouZiti rizné koncentrace cytochromu P450 v reakéni

smési a bylo sledovano mnozstvi vznikajicich metaboliti. Pro jednotlivé inkubace byla

pouZita nasledujici mnoZstvi cytochromu P450: 1; 2,5; 5 a 10 umol/l.

—_ /

Obr. 22 Zavislost tvorby metabolitu M1 na koncentraci cytochromu P450 v reakcni
smési obsahujici N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin a
mikrozomalni systém kralika; M1 — metabolit 1, N-OH-A -
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin, 0-A — o-anisidin
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Z obr. 24 je ztejmé, ze pi1 5 uM koncentraci enzymu dochazi k pteméné vychozi latky
reakce za tvorby maximalniho mnozstvi metabolitu M1 a tato koncentrace je tedy vhodné pro
pouziti v dalSich studiich pfemény N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu. Metabolitu M2
vznikalo malé, ale konstantni mnoZstvi. Zavislost tvorby metabolitu M2 na koncentraci
cytochromu P450 neni proto na Obr.22 uvedena. V dalSich experimentech jsme se zaméfili
pouze na tvorbu metabolitu M1. 1 a 2,5 uM koncentrace enzymu vyvolaly tvorbu malého
mnoZstvi metabolitu M1. AvSak ani 10 pM koncentrace enzymu neposkytla dostatecna

mnoZstvi nami sledovaného produktu reakce (M1).

8.2.4  Zavislost tvorby metaboliti M1 a M2 na koncentraci
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu v reakéni smési s krali¢imi
mikrozomy

Pro porovnani metabolismu o-anisidinu a N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu bylo
déle sledovano mnozZstvi vznikajicich metabolith M1 a M2 v zavislosti na koncentraci

N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu v reakéni smési.
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Obr. 23 Zavislost tvorby metabolitu M1 na koncentraci vychozi latky, N-(2-
methoxyfenyl)hydroxylaminu, v reakcni smési s kralicimi mikrozomy; M1 -

metabolit 1, N-OH-A - N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin)

46



Byly zvoleny nésledujici koncentrace vychozi latky: 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 mmol/l.
Z Obr.23 je ziejmé, Ze se zvySujici se koncentraci substratu v reakéni smési vzriistd mnoZzstvi
metabolitu  M1. Nejefektivnéji je  N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin pfemeéiovan
mikrosomalnim systémem pfi koncentraci substratu 0,25 mM. Relativné nizka koncentrace
vychozi latky zde poskytuje maximalni mnoZstvi metabolitu. Vy$§i koncentrace substratu jiz

vyvolavaji velmi pozvolny narust tvorby metabolitu M1.

83 Interkonverze metabolitu M1 a M2 v zavislosti na

Case a teploté

Na zéklad€ vysledkd uvedenych v pfedchozich kapitolach a dalSich experimenti bylo
zjisténo, Ze v zavislosti na dobé inkubace se méni nejen mnozstvi vznikajicich metabolitd
oxidace o-anisidinu, ale také jejich vzajemny pomér. Na Obr. 24 je patrna zména pomeéru
metabolitu M1 vii¢i metabolitu M2 jiz v ¢ase inkubace 60 minut. Vzhledem k tomu, Ze nartst
metabolitu M2 je sledovan poklesem M1, miZzeme predpoklédat, Ze metabolit M1 je tedy

spotfebovavan pravdépodobné na tvorbu metabolitu M2.
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Obr. 24 Interkonverze metabolitu M1 a M2 oxidace o-anisidinu v zavislosti na dobé

inkubace reakcni smési
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K této interkonverzi metabolitd dochazi nejen pii rizné dobé inkubace reakéni smési
za laboratomi teploty, ale také po ukonceni reakce. Vzorky reakénich smési, které byly
pfipraveny pro separaci produkti pomoci HPLC, a které byly ponechany pii laboratorni
teploté, vykazovaly v uritych €asovych intervalech rizné poméry obsahu metaboliti M1 a
M2. Reakéni smési, ve kterych byla reakce ukoncena, jsme tedy pred aplikaci na kolonu
HPLC ponechaly pfi laboratorni teploté 0 az 150 min (data neuvedena). Vzhledem k tomu, Ze
k interkonverzi do$lo i po ukonéeni reakce, miiZzeme timto potvrdit na$ pfedpoklad, Ze ke
vzniku metaboliti M1 a M2 dochdzi nejen enzymové, ale také spontanni pfeménou
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu.

Reakéni smési, ve kterych byla reakce ukoncéena, a které jsme pied aplikaci na kolonu
ponechaly inkubovat pfi 0° C (na ledu), v3ak nevykazovaly Zddné zmény pomérd metabolitd.
Reakéni smési inkubované po dobu 30 min pfi 37 °C byly pied aplikaci na kolonu HPLC
ponechany pfi 0° C (led) 0 aZ 120 min. MnoZstvi metabolitd ani jejich vzdjemné poméry se
v pribéhu takové inkubace nezménily (data neuvedena).

Z uvedenych studii vyplyva, Ze na interkonverzi metaboliti ma kromé doby
inkubace vyrazny vliv také teplota. Proto je pro ziskani validnich vysledkd nutné reakéni
smesi pro HPLC piipravovat vzdy Cerstvé. Ze studii interkonverze metaboliti rovnéz vyplyva
skute¢nost o Casteéné¢ spontannim charakteru vzniku metabolitim M1 a M2
z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu, ktery je velmi reaktivni a rozpadd se velmi ochotné
v kyselém prostfedi za vzniku nékolika produktli, z nichZ dva odpovidaji pravé metabolity
M1 a M2.'* Pfi inkubaci o-anisidinu & N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu s mikrosomalnim
systémem kralika v pfitomnosti NADPH dochézi ziejmé tedy nejen k enzymové pfemené, ale
zCasti také ke spontannimu rozpadu N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu vzniklého oxidaci

o-anisidinu na metabolity M1 a M2."%®
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8.4  Charakterizace metaboliti o-anisidinu pomoci

hmotnostni spektrometrie

V dal§i fazi studia metabolismu o-

anisidinu  byla inkubace reakéni smési NH
optimalizovéna tak, aby vznikalo maximalni OCH,
mnozstvi obou metabolitd. Nejdiive byly

metbolity M1 a M2 ,sbirany* z nékolika

chromatografickych dé€leni na HPLC, ale

vzhledem k jejich nestabilité se je nedatfilo

charakterizovat hmotnostni spektrometrii. Po Obr. 25: nitreniovy iont
zméné€ mobilni faze (na 82% MetOH a 18%
vodného roztoku NH,OH (pH=8)) jsme analyzovali dané metabolity pomoci ,,on-line‘
hmotnostni spektrometrie. Pfi uZiti ionizace APCI (,,atmospheric pressure chemical
ionization*) byl v hmotnostnim spektru M1 uren fragment 122,8 (Obr. 26), odpovidajici
relativni molekulové hmotnosti nitréniového (Obr. 25) & karbeniového iontu vzniklého

z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu. Metabolit M2 se vzhledem k jeho nestabilité pfi MS

analyze dosud touto metodou nepodafiilo charakterizovat.
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Obr. 26: Hmotnostni APCI spektrum metabolitu M1
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8.5  Reakce N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu s DNA a
deoxyribonukleotidy

Pro pribliZzeni reakce N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu s DNA a deoxyribonukleotidy
byla zvolena metoda ,,**P postlabeling®, kterd je schopna detekovat velmi malé mnoZstvi
aduktd vznikajicich vDNA (viz kapitola ,*’P-postlabeling v Teoretickém tivodu).
Naésledujici pokusy provedla Skolitelka této diplomové prace v laboratofich Cancer Research
Institut v Heidelbergu.

K analyze aduktt v DNA vznikajicich reakci o-anisidinu, popf.
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a DNA byla pouZita standardni metoda a také dva
modifikované postupy ,,>*P-postalbelingu® (verze s nukleasou P1 a extrakce modifikovanych

nukleotidd 1-butanolovou extrakci).

Obr. 27 Autoradiografické snimky [ 32pj -znacenych aduktii v DNA:

A lidské jaterni mikrozomy + o-anisidin + DNA (nukleasa Pl)

B N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin + 2 deoxyguanosin-3-monofosfat, pH 7,4 (nukleasa P1)

C DNA mocového méchyre potkanu premedikovanych o-anisidinem (nukleasa P1)

D N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin + 2 deoxyguanosin-3-monofosfat, pH 5,0 (standardni procedura)

Adukty tvorfici se zo-anisidinu a DNA vznikaji az po aktivaci o-ansidinu jaternimi
mikrozomy. Jako vhodnou pro stanoveni adukti o-anisidinu s DNA se ukdzala verze
., 2P-postlabelingu* s nukleasou P1 (Obr. 27A), zatimco pfi pouziti 1-butanolové extrakce
nebo jen standardni procedury ,,*’P-postlabelingu® nebyly detekovany Zadné adukty. Béhem

enzymove oxidace o-anisidinu s lidskymi jaternimi mikrozomy
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vznikd N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin, ktery se rozkladd na nitréniovy (Obr. 25) ¢i
karbeniovy iont a pusobi jako proximalni kancerogen. Bylo proto sledovano, zda dochazi
k tvorbé adukti z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a deoxyguanosinu. Nejdiive byl
synteticky pfipraveny N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin pouZit v reakci s 2’-deoxyguanosin-
3"-monofosfatem za fyziologického pH 7,4; vysledky z .’ ’P-postlabelingu® pifi pouZiti
metody s nukleasou P1 muZeme vidét na Obr. 27B. Byly detekovany dvé skvrny, z nichz
kazda odpovida jednomu vzniklému aduktu. Oba adukty se nachazi ve stejnych pozicich jako
adukty vzniklé inkubaci DNA a o-anisidinu aktivovaného lidskymi jaternimi mikrozomy
(Obr.27A). Oba adukty byly extrahovany a dale dé€leny chromatografii na PEI-celulose ve
sméru D3 a D4, uzivajici dvé rozdilné rozpoustédlové soustavy. Tyto experimenty potvrdily,
Ze adukty jsou chromatograficky totozné a Ze oba jsou stabilni pii extrakci v alkalickém
prostiedi.

Majoritnim aduktem v DNA vznikajicim z N-hydroxylarylamint jsou adukty na C8
deoxyguanosinu'’®. Pravé tyto adukty jsou ale &asto defosforylovany pii ,.>2P-postalbelingu*
uzivajicim nukleasu P1. Vzorky adukti byly proto analyzovany pomoci standardni metody
. 2P-postalbelingu“. P#i této analyze bylo detekovano velké mnoZstvi nového aduktu v DNA
(adukt 3 v Obr. 27D).

Je znamo, e reakce N-hydroxylaminti s DNA probihaji rychleji v kyselém prostiedi®’,
proto  byly také paralemé provedeny a naslené porovnany inkubace
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu s 2’-deoxyguanosin-3’-fosfitem pii pH=5 a pH=7.
Inkubaci pfi pH 5 a pH 7 se tvofilo vyrazné vét§i mnozstvi vSech adukti pti pH=5 (data
neuvedena).

Abychom objasnili, jestli o-anisidin tvofi adukty v DNA také in vivo, byla DNA
izolovand znékolika organt potkani kmene Wistar analyzovana pomoci metody
,-2P-postlabeling*. Potkani byli premedikovéni jednorazové davkou 0,75 mg o-anisidinu/kg
télesné vahy. V cilovych organech jako je mocovy méchyi byly detekovany adukty
(Obr. 28C) totoZné s té€mi, které vznikaji inkubaci DNA a o-anisidinu aktivovaného lidkymi
mikrozomalnimi enzymy. Adukty byly dale detekovany v jatrech, ledving, slezin€, zatimco
nebyly zji$tény v plicich, srdci a mozku. Nejvice aduktd s DNA a o-anisidinu bylo pfitomno

v moc¢ovém meéchyti, nasledovaném jatry, ledvinami a slezinou.



8.6  Charakterizace aduktu z deoxyguanosinu a

N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu

8.6.1 Priprava adukti deoxyguanosinu a
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu

Adukty byly synteticky pripravovany inkubaci deoxyguanosinu a
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu bez pfitomnosti enzymovych systémt v 10 mM Tris-HCI
(pH=5). Uvedena reakéni smés byla po hodinové inkubaci dé€lena na HPLC. Porovnanim
chromatogramii po déleni produktd inkubace a kontrolnich vzorkli, obsahujicich
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin v 100 mMTris, byl nalezen jeden rozdilny
chromatograficky ,,pik“ s retencnim Casem 41,9 min, ktery byl dale studovan (Obr. 28).

Retenénimu €asu 23,75 min odpovidé pozice deoxyguanosinu.
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Obr. 28 Porovnani chromatogramu déleni smési po inkubaci (1) a kontrolniho vzorku (2)
obsahujici N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin v 100 mMTris(pH=35). Po inkubaci vznika ,,pik

s retencnim casem 41,9 min, ktery se v kontrolnim vzorku nenachazi.

Pro dal$i pokusy byla zvolena inkubaéni smés o sloZeni: 3,35 mM deoxyguanosin a 35
mM N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin ve 100 mM Tris, nejdiive titrovaném HCI. Tento pufr
$patné ,,udrzoval“ pH v kyselé oblasti, proto byl nahrazen Tris-acetatovym pufrem. Uginnost
inkubace byla testovana pti pH = 4, 5, 6. Nejvétsi mnozstvi pozadovaného aduktu ( ,,pik*

s retenénim ¢asem 41,9 min) vznikalo pti pH=5 (Obr. 29).

52



496

AU 7-54.567 WVL:254 nm

200

-59.015

3-35.326 10 - 60.368

268 S T T T T T T T T Ir'ni{\
253 275 30.0 325 35.0 37.5 40.0 425 45.0 47.5 50.0 52.5 55.0 575 60.0 63.9

Obr. 29: Porovnani chromatogramu jednotlivych inkubaci deoxyguanosinu a

N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu pri ruzném pH: 1) pH=4, 2) pH=5 3) pH=6

Uvedend smés byla nejdfive inkubovana 1 hodinu pfi 37°C, ale pozdé€j§i méfeni
prokézala, Ze pokud nechame reakéni smés pii laboratorni teploté pfes noc, ziskdme pfiblizné
trojndsobné mnozstvi zaddaného produktu. Delsi stdni jiZ nevedlo ke zvySeni koncentrace
aduktu, naopak k mirnému poklesu jeho tvorby. Déle byl sledovan vliv mobilni faze na déleni
inkubaéni smési (viz kapitola 7.2.1.vysokoucinna kapalinova chromatografie). Takto
optimalizovanad metoda jiZ byl pouzita pro konecné déleni celé inkubaéni smeési (Obr. 30),
tedy jednak pfi HPLC s hmotnostni detekci, jednak pfi separaci inkubacéni smési pomoci
HPLC se spektrofotometrickou detekci vyuzitém pro ,,sbirani“ aduktu.
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8.6.2 Hmotnostni spektrometrie majoritniho aduktu

Pomoci hmotnostni spektrometrie byla uréena relativni molekulova hmotnost majoritniho
aduktu ziskaného pomoci HPLC (Obr.30), kterda ma hodnotu 388,3 (Obr. 31). Déle vznikal
fragment m/z 273,0, coz odpovidé ztrat¢ ribosy pivodni analyzované slou¢eniny. Pfi dal$im
Stépeni fragmentu 273,0, byl detekovén iont o hmotnosti 257,9, ktery odpovida relativni
molekulové hmotnosti aduktu po ztrat¢ deoxyribosy a aminové skupiny. Naéslednou
fragmentaci (MS3) iontu 257,9 byl detekovan dal$i fragment s relativni molekulovou
hmotnosti 240,9, ktery odpovida ztrat€ methoxyskupiny.
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Obr. 31: Kompletni hmotnostni spektrum aduktu synteticky pripraveného z deoxyguanosinu a
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu i s naslednymi fragmentacemi nékterych iontu. UZita

ionizace ESI, méreni probihala v pozitivnim modu.



Mc¢éfenim byla potvrzena pfitomnost aduktu, ktery byl tvofen z deoxyguanosinu a
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu. Vysledky vSak nabizi nejméné¢ 5 moZnych struktur,

z nichz 3 uvedené v obrdzku 32 jsou nejvice pravdépodobné.'®

O
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NH “N7 TNH
HoN 3 |
deoxyribosa
HiC g

A) mozné navazani karbeniového iontu, vzniklého z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu,

na N? deoxyguanosinu

O\CH3
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1
6
HN” s
b b P
H2N/ %N/ \B]H
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deloxyribosa

B) moZné navézani karbeniového iontu, vzniklého z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu,

na O® deoxyguanosinu

o CHj
Il Q
HN 5N,
1.l 8 NH
ISINN
H,N NH
|
deoxyribosa

C) mozné navazani nitréniového iontu, vzniklého z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu,

na C® deoxyguanosinu

Obr. 32:Hypoteticke struktury adukti tvorenych z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu a
2 '-deoxyguanosinu
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Meéfeni na hmotnostnim spektrometru také potvrdila, Ze jde o sloudeninu s kovalentnimi
vazbami (kovalentni adukt) a ne jen o pouhy konjugat molekul. Ve zmeétenych spektrech
vidime 1 ,,piky** posunuté o hodnotu 23 (sodik) a o 39 jednotek (draslik) oproti pozici ,,piku‘
pfipraveného aduktu (obr.33). K tomuto posunuti dochazi jen v ptipadé vazby iontl Na" a K*

na kovalentni slouceniny.

Intens.

x10%
101 884 syntetizovany adukt
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4129
410.7
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Obr. 33: Hmotnostni spektrum aduktu pripraveného z deoxyguanosinu a N-(2-

methoxyfenyl)hydroxylaminu pfi méreni v pozitivnim modu pouZitim ionizace ESI.
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8.6.3 Charakterizace syntetizovaného aduktu

Z uvedenych moZnosti struktury pfipraveného aduktu (Obr. 32) jsme se snaZili dal§imi
experimenty prokazat nejpravdépodobnéjsi z nich.

Adukt vznikajici navdzanim reaktivni formy kancerogenich aromatickych amint
na guanin pfes C8 uhlik je totiZ nestabilni v siln€ alkalickém prostiedi, zatimco navazanim
pfes N? guaninu vznika produkt, ktery je v prostfedi vysokého pH stabilni.'®°

Byla sledovéna také stability aduktu v prostfedi o rizném pH: pi#i pH=7,4 se rychle
ustavila rovnovaha (do 80 min) a potom jiZ nedochdzelo k vyrazn€j$im zméndm. Naopak pii
pH=5 a 9,5 byl rozklad pfipraveného deoxyguanosinového aduktu sledovatelny az po 5
hodinach a pfi pH 8,4 k nému nedoslo vibec. Naopak v prostfedi 3 M NaOH se pfipraveny
adukt téméf zcela rozpadl jiZ po 80ti minutové inkubaci (eluovany pii HPLC retenénim ¢asem
42 min) (Obr. 34). Zjisténé vysledky prokazuji nestabilitu syntetizovaného aduktu,
napovidaji, Ze se nejpravdépodobnéji jedna o 8-(N-2-methoxyfenylamin)-deoxyguanosin
(Obr 32C)
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Obr. 34: Stablita pripraveného aduktuv prostredi 3M NaOH v case: 0 min(1), 80 min (2) a
3h50min (3)

Nicméné pro konecné potvrzeni uvedené struktury bude nutné syntetizovany adukt déle
charakterizovat napf. pomoci NMR.

Z dvodu ptibliZeni struktury a vlastnosti ziskaného aduktu byla také sledovana stabilita
pfipraveného aduktu za zvySené teploty. Dochéazelo k jeho ¢aste¢nému rozkladu aZ na guanin
jiz pti 30°C.
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9 Diskuse

Vramci ptedkladané diplomové prace jsme se zabyvali detailn€j$im poznanim
metabolismu o-anisidinu, ktery se za ucasti cytochromi P450 pfeméiuje na
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin.'*® Enzymovym, ale zfejm& i spontdnnim rozpadem
N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu vznikaji dva metabolity oznacené jako M1 a M2. o-
Anisidin i N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin se pfeméfiuji na totoZzné metabolity M1 a M2,
které byly izolovany v maximalnim mnoZstvi pro potfeby hmotnostni analyzy. Déle byly
optimalizovany podminky co se tyce doby inkubace a koncentrace jednotlivych sloZek
v inkubované smési.

Pii dalSich studiich metabolismu o-anisidinu bylo zjisténo, Ze na vznik rtizného mnoZstvi
metabolitu M1 a M2 ma zasadni vliv nejen doba inkubace reakéni smési, ale také teplota.
Pii sledovani tvorby metabolitd M1 a M2 v zavislosti na dobé inkubace jsme zaznamenali
zménu pomeéru vznikajicich metabolitd. Doba inkubace 30 minut poskytla vét§i mnoZstvi
metabolitu M1 a méné€ metabolitu M2, ale s ¢asem se tento pomeér obratil ve prospéch M2.
Vysvétleni tohoto zjisténi by mohla byt pfeména metabolitu M1 na metabolit M2. K uvedené
interkonverzi metabolitd dochazi i pti laboratorni teploté po ukondeni reakce. To miZe
vypovidat o spontannim charakteru pfemény M1 na metabolit M2. Naproti tomu pfi teploté 0
°C po zastaveni reakce ke zmén¢ pomérti nami sledovanych metabolitd nedoslo.

Pokud shrmeme ziskané poznatky o metabolismu o-anisidinu, miZeme fici, Ze o-anisidin
je tedy enzymové oxidovan na majoritni metabolit N-(2-methoxyfenyl)hydroxylamin, ktery se
bud’ enzymové nebo astecné spontanné premériuje za vzniku metaboliti M1 a M2. Metabolit
M1 se miZe poté spontanné pfeméfiovat na metabolit M2.

Pomoci hmotnostni spektrometrie se podafilo identifikovat molekulovou hmotnost
metabolitu M1, a to 122,8. Tato hmotnost odpovidd pravdépodobné karbeniovému ¢i

nitréniovém iontu (Obr. 25) vznikajicimu z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu.

Déle byla studovana skutecnost, zda nami sledovany kancerogen, o-anisidin, tvoii s DNA
adukty. Pomoci metody ,,**P-postlabeling® s pouzZitim obohacujici metody s nukleasou P1
bylo potvrzeno, Ze podani o-anisidinu vyvolalo u laboratorniho potkana kmene Wistar tvorbu

aduktli v DNA. Nasledné bylo zjisténo, Ze oba tyto adukty jsou totozné s té€mi, které vznikaji
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inkubaci  N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu s 2’-deoxyguanosin-3’-monofosfiatem  pfi
pH=7,4.

Vzhledem ke skutednosti, Ze reakce N-hydroxylamint jsou kysele katalyzované®' byla
provedena  také inkubace  N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu s deoxyguanosin-3’-
monofosfitem pii pH=5. K analyze byla pouzita standardni metoda ,*’P-postlabeling” a
vysledkem bylo objeveni dalsiho aduktu. Z N-hydroxyarylminti, véetné N-hydroxyaniling'’®
vznikaji majoritné C8 adukty s deoxyguanosinem, které jsou ¢asto defosforylovany nukleasou
Pl. Pouzitim standardni metody ,,*’P-postlabeling doslo k detekci velkého mnoZstvi
majoritntho aduktu v DNA, ktery je snadno defosforylovédn nukleasou P1 a znemoZiuje
detekci pfi pouziti tohoto obohacovaciho postupu. Podatilo se detekovat 3 adukty v DNA
(moZné struktury aduktd jsou znazornény na Obr. 34) Zaroveil bylo dokédzano, Ze in vitro

vznikaji stejné adukty jako in vivo.

Dalsi postup se na zakladé vySe uvedenych skute¢nosti existence t.j. adukti v DNA
vyvolanych pisobenim o-anisidinu a vzniku nitréniového (Obr. 25), ¢i karbeniového iontu
z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu  soustfedil na pfipravu aduktu(d) tvofenych
z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu s deoxyguanosinem.

Nejdtive jsme optimalizovali HPLC metodu pro separaci sloZzek inkubaéni smési po
reakci deoxyguanosinu s N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminem. Néaslednymi experimenty bylo
dokazano, Ze vznika sloudenina, ktera se nevyskytovala v Zadném z kontrolnich vzorkt. Po
optimalizaci inkubace a separace slozek reakce pomoci HPLC mohlo byt pfistoupeno k
charakterizaci vzniklého aduktu. UZito bylo méfeni hmotnostnich spekter piipraveného
aduktu. Relativni molekulova hmotnost ziskaného aduktu je 388,3. Tato skute€nost sice
potvrzuje piitomnost aduktu, ale neurfuje jednoznac¢n€ jeho strukturu. Pokud jiZ nyni
vylou¢ime nejméné pravdépodobnou vazbu N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu na N7 a NI
pozice deoxyguanosinu'® nabizi se n&kolik daldich moznosti vazby. Nejpravd&podobngji se
jevi moznost vazby nitréniového iontu, vznikajiciho z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu, na
C8 deoxyguanosinu (Obr. 32C), k éemuZ dochazi u této baze v DNA nejcastéji. Tuto
skute¢nost naznacuji i vysledky n€kterych dalSich pokust. Konkrétn€ vysledky z experimentt
sledujicich stabilitu izolovaného aduktu v zasaditém prostfedi (3 M NaOH). Adukt byl v
takovém prostfedi nestabilni. Nestabilita adukti nitréniovych iontl vazanych na uhlik C8

180

guaninu pii alkalickém pH je totiZ pravé pro takové adukty typickd. ™ Adukty tvofené z

karbeniového iontu z N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu véazaného na N> nebo O°
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deoxyguanosinu (Obr. 32A,B) jsou naopak v alkalickém prostfedi stabilni. Z vlastnosti adukti
detekovanych pomoci metody ,22P-postlabeling” jako dva minoritni adukty (adukty 1 a 2,
Obr. 27), které byly vii¢i nuklease P1 rezistetntni, vyplyva, Ze se pravdépodobné jedna prave
o takové adukty (Obr. 32 A, B). Nicméné k potvrzeni struktury vSech téchto aduktd bude

nutné jest€ dalsi analyza, napt. NMR.
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10 Souhrn a zavér

Vysledky, kterych bylo dosazeno v pfedkladané dipomové praci, 1ze shrnout nasledovné:

Pomoci HPLC  byly detekovany dva  metabolity oxidace o-
anisidinumikrosomaélnimi cytochromy P450. K bliZ§imu poznani metabolismu o-
anisidinu byla sledovana i pfeména intermediatu oxidace
o-anisidinu, N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu. Stabilita obou metabolitli byla

sledovéna v zavislosti na Case a teploté.

Metabolit M1 byl charakterizovan pomoci hmotnostni spektrometrie. Jeho
relativni molekulovd hmotnost je 129,8, coZ odpovidd nitréniovému ¢i
karbeniovému iontu  vzniklému z  N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu.
Molekulovou hmotnost metabolitu M2 se vramci diplomové prace nepodatilo

charakterizovat.

Pomoci metody ,,*?P-postlabeling® se podatilo ovétit, Ze inkubaci in vitro a in

vivo vznikaji stejné adukty.

Bylo potvrzeno, Ze dochazi k tvorbé tfech aduktd v DNA a vznik jednoho z nich

vyrazné ptevySuje nad ostatnimi.
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e Inkubaci deoxyguanosinu a N-(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu byl pfipraven
jeden adukt, ktery byl charakterizovan hmotnostni spektrometrii (Mr = 388,3).

Stejnou molekulovou hmotnost miZe mit teoreticky 5 struktur aduktii. Detailnéjsi

studie zabyvajici se vlastnostmi

CHj
nami pfipraveného aduktu @) O/
11
naznaéuji, Ze jde ziejmé o adukt, /6\ N
T HN" 5N
kde je nitréniovy iont, vznikly z N- } |‘|1 )y 8- NH
NN
(2-methoxyfenyl)hydroxylaminu, H 2N/ SN I\BIH
3

navéazany na deoxyguanosin pres C8 .
deoxyribosa

uhlik. (Obr. 35)
Obr. 35: 8-(N-2-methoxyfenylamin)deoxyguanosin

Vysledky diplomové prace splnily zadané cile.

64



11 Seznam zkratek

Ade adenin

Ado adenosin

AMS accelator mass spectrometry

APCI atmospheric pressure chemical ionization

AT ataxia telangiectasia (hematologické malignity,
karcinom prsu)

BHT 2,4-Di-tert-butyl-4-methylfenol

BRCA gen regulujici bunéény cyklus

CE capillary electrophoresis

CE-LIF capillary electrophoresis-laser induced

CYP cytochrom P450

Cyt cytidin

El electro ionization

EI-MS electron ionization-mass spectrometry

ELISA imunochemické stanoveni

ESI electronspray ionization

FAB fast atom bombardement

FAP familiarni adenomt6zni polyp6za (familial
adenomatus polyposis)

GC plynova chromatgrafie

GST glutathion S-transferasa

Gua guanin

Guo guanosin

HNPCC nepolyp6zni nador tlustého stfeva (hereditary
poliposis colon cancer)

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

IARC International Agency for Research on Cancer

IDHRMS isotope dilution high resolution mass spectrometry

IDMS isotope dilution mass spectrometry

LC kapalinové chromatografie

LDsg smrtelna davka prave pro polovinu jedinct v souboru

MALDI matrix-assited laser desorption

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS Tandemova hmotnostni spektrometrie

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovany

NAT N-acetyltransferasa

PAGE polyacrylamid gel electrophoresis

PAH polycyklické aromatické uhlovodiky

PEI polyethylenimin

PGE phenyl glycidyl ether
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Q-TOF-MS

Rb

RIA

TEMPO

TLC

TSI

Urd

UV spektroskopie
VTR

XP

quadrupole-time-of-flight mass spectrometry
gen regulujici bunéény cyklus (antionkogen)
radio imuno assay (imunochemické stanoveni)
2,2,6,6-tetramethal-1-piperidinyloxy
chromatografie na tenké vrstvé

thermospray ionization

uridin

spektroskopie v ultrafialové oblasti zafeni
variable tandem repeat

Xeroderma pigmentosum
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