UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
Katedra biochemickych véd

Studijni program farmacie

Modulace aktivit reduk¢nich enzymii
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky

(diplomova prace)

Vedouci diplomové prace: Ing. Barbora Szotakova, Ph.D.

Hradec Kralové, 2006 Marie Urbankova



Velice dékuji Ing. Barbore Szotakové, Ph.D. za ochotu, trpélivost, vénovany cas
a cenné rady pfi reseni této diplomové préce.

Za pomoc a zasveceni do metodiky prace patfi podekovani také vsem
zamestnancdm Katedry biochemickych véd, zviasté Doc. RNDr. Lence
Skalové, Ph.D. a Mgr. Romané Novotné.

Dékuji Mgr. Paviu Krcémarovi za kvantifikaci genové exprese, kterd byla
provedena ve VWzkumném dstavu veterindrmich léciv (VUVeL) Brno, oddéleni
chemie a toxikologie, na naklady tohoto uUstavu.

Za rady a pomoc s konecnou Upravou této prace dékuji Ing. Josefu Jakousovi,

Ing. Radimu Skalovi a Ing. Jifimu Stfiteckému.



Lo UVOD ettt et st sttt 5
2. TEORETICKA CAST ...cooiviiiriinrriieeeiereiseseise s sssessssesssssssseons 6
2.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky.........ccceeeieiniiiiinciiiiiiieiieeee e, 6
2,11 SHUKEUTA. .ot 6
2.1.2 0 PHKIAAY oo 7
2.1.3 FyzikéIné-chemicke vIastnosti.........ccceecureriiiiiienieeiieieeieeee e 7
2.1.4 Pusobeni PAHU na Ziveé OrganiSmy..........cccceeeeeeieeneesiieeneeesneennesnneens 7
2.1.5 Vlastnosti PAHU pouzitych v této praci........ccceeeevveevveeecieeerieeeiee e, 8
2.2 Piisobeni enzymii na PAHY .....cccoooiiiiiiiiieee e 10
2.2.1 Transport PAHU do mista biotransformace ............ccccoeveeveriieneennenne. 10
2.2.2  Receptory zprostredkované uéinky PAHU...........cccocveviiiiienciienenen. 10
2.2.3 Zakladni cesty metabolické aktivace ..........cccceeeevieeniieeiiieeiie e, 11
2.2.4 Disledky vzniku ROS.....c..cooiiiiiiiceeceeceee e 19
2.2.5  Shrouti UCINKD ......ooviiiiiiiieieieeeseeeee e 21
2.3 RedUkCni @NZYMY .......coovieiiieiiiieiieiieieeee et 22
2.3.1  Aldo-Keto reduktasy........cccceccuieeriiieiiieeiieeeie et 22
2.4 Plsobeni PAHU N2 @NZYMY ...oooviiiiiiiiiiiiiieiiecee et 25
2.4.1  OVIIVNENT ZENOVE EXPIESC..ccuvierurieiieeirieiierieenteeeteesteeeseenseesseenseesnnas 25
2.4.2 Specifické DNA sekvence - RE (response elements)......................... 25
2.4.3 Indukce zprostiedkovana ARE/EpRE a XRE...........cccoovvviiiiiinninnn, 26
2.5 Metabolismus substratii pouzitych v této praci.........cceveeeeeeneeriieennenne. 28
2.5.1 4-Pyridinkarboxaldehyd............cceoviiriiiiiiiniiiiie e, 28
2.5.2  T-Acenaftenol........occoiiiiiiiiiiiii e 28
R T O 1 I o) Lo SRR 30
4. Experimentalng CASt........ccouiiiiiiiiiiiieiie ettt 31
4.1 IMALETIAL ...ttt 31
4.1.1 Biologicky material.........c.cccooiiiiiiieiiiieniie e 31
4.1.2 ChemiKAlIE ..cooueieiiiiiiiiee e 31
4.1.3  PrIpravovane roZtOKY .......ccceceeeoieerieeiiienie et 32
4.1.4 PomUCKY @ PIISIIOJE ..eeveeiiieiieeiiieiie ettt ettt e 33
4.2 PracovVnl POSTUP....cccuviieiiieeiieceeeeee e e e 34
4.2.1 1z0lace hepatoCYLtll ......oeeeveeeeiieeeieeeiee et 34



4.2.2 Test cytotoxiCity — MTT ....ccoviieiiieieeeceeee e 37

4.2.3 Ptiprava subceluldrnich frakci ........coocoeiiiiiiiiiiniiie e, 38
4.2.4 Stanoveni koncentrace bilkoviny metodou redukce BCA. .................. 39
4.2.5 Spektrofotometrické stanoveni aktivit reduktas............ccoeevvervrenennen. 40
4.2.6 Inkubace cytosolu z hepatocytli s oracinem...........ccceeeeveeerveeernveennne. 42
4.2.7 HPLC analyza produktl biotransformace oracinu.........c...cocceveeeennee. 44
4.2.8 Izolace celkové RNA z izolovanych hepatocytil ..........ccceeeeriiencnnnne. 44
4.2.9 Kvantifikace genove EXPrese .....cemuirrieniuienierieeniienieenereeieeneeeneenns 45
S VYSIEAKY vttt neas 48
5.1 TSt CYtOTOXICTEY . eeeuvvreeiiieeiieeeiieeeiee e et e e etee e st e e steeeeireeeseseeeesseeeneseeenns 48
5.2 ODbSah BIIKOVINY ..ottt 50
53 Aktivity redukénich enzymil..........ccoooieiiiiiiiiniiiiie e 55
5.4  Kvantifikace produktii biotransformace oracinu .............cceeeveeveennrennne. 65
5.5 Kvantifikace genove eXprese ......oovvveeeieeerieeeiieeeiieeeieeeeeeeeeeevee e 67
0. DISKUSE ..ottt e 69
T ZZAVET ittt ettt 73
8. SezNam ZKIateK ........c.oviiiiiiiiiiiiieieeesee e 74
L B3 11S) ¢ 1111 - DO OSSO SRR RTUPRORTRRO 76



1. UVOD

Redukéni enzymy spolu s dal$imi biotransformacnimi enzymy hraji dilezitou
ulohu pfi vyporadavani se organismu s cizorodou latkou. Jako cizorodd latka
(xenobiotikum) je oznaovana kazda latka, ktera neni télu vlastni. Jedna se predevsim o
rizna 1éCiva, potravinové dopliky, zemédélské a primyslové kontaminanty, mezi néz
patii 1 polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHy). Pii enzymatické pifeméné
cizorodych latek miize dochazet k jejich deaktivaci nebo v nékterych pripadech naopak
k bioaktivaci, ktera je bud’ zadouci (napf. u proléCiv), nebo nezadouci jako je tomu
v piipad¢ polycyklickych aromatickych uhlovodiki. Takika vSechny organismy jsou
vystaveny pusobeni PAHU jako vSudypfitomnych kontaminantl Zivotniho prostiedi.
Vznikaji pfi jakémkoli nedokonalém spalovani jak pfi primyslové vyrobé, tak i
naptiklad pfi pfipraveé pokrmi a v neposledni fad¢ pii koufeni.

Parentni latky jsou metabolizovany na daleko Skodlivéjsi produkty, které jsou
vlastni pfic¢inou toxicity PAHU. Pii biotransformaci PAHU vznikaji i dal$i, vétSinou
velmi reaktivni elementy, které mohou ovlivnit homeostazu bunky i celého organismu
tim, Ze méni naptiklad redoxni stav nebo vycerpavaji kofaktory enzymatickych reakci.

Pisobeni enzymii a PAHU neni jednostranné, ale vzijemné. Tedy nejen ze
enzymy ovliviiuji PAHy, ale enzymy jsou PAHy ovliviiovany. Toto piisobeni je bud’ ve
smyslu inhibice enzymi pisobenim produktd vzniklych danou metabolickou cestou,
nebo PAHy plsobi indukéné na enzymy z nadrodiny cytochromu P450 i nadrodiny
aldo-keto reduktas.

Indukci enzymt je moZzné pozorovat na zvySeni jejich katalytické aktivity, 1 na
zvysSeni celkového mnozstvi mRNA. Ukazatele vySe zminénych hodnot byly sledovany
1 vramci této prace, kterd je zaméfena na ovlivnéni redukcnich enzymt z nadrodiny

aldo-keto reduktas polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (Polycyclic Aromatic Hydorcarbons —
PAH) jsou vSudypfitomné kontaminanty Zzivotniho prostfedi, které vznikaji pfi
nedokonalém spalovani organickych materialt jako dfeva nebo fosilnich paliv, zejména
pri vyrob¢ energie, spalovani odpadu, pii krakovani ropy, metalurgickych procesech, pti
vyrobé¢ hliniku, koksu, asfaltu, cementu, uvoliiuji se pfi provozu rafinerii, krematorii, pfi
pozéarech a v neposledni fad¢ pii kouteni. Ve vSech ptipadech, kdy pozorujeme vznik

sazi a tmavého koufe, vznikaji velka mnozstvi PAHG'.

2.1.1 Struktura

PAHy tvofii rozsahlou heterogenni skupinu, jejich molekuly jsou tvoreny ze tii a
vice benzenovych kruhi, nejtoxict&jsi latky z této skupiny maji od &tyf do sedmi kruht®.
Nejméné dva benzenové kruhy jsou spojeny s dvéma sousedicimi kruhy, s nimiz sdileji
dva sousedici uhlikové atomy. Kromé PAH®U, které jsou tvoieny pouze uhliky a vodiky,
jsou znameé i takové, které obsahuji 1 heteroatomy jako dusik a siru.

Chovani téchto latek v organismu je také ovlivnéno celkovym tvarem molekuly
(hlavné planaritou), strukturnimi rysy (viz obr. 1) a ptipadnou substituci jader,

vSeobecn¢ feceno, karcinogenita se zvySuje s metylaci, ale rozhodujici je jeji poloha [1].

BAY-REGION 1

NON-K-REGION

Obr. 1: Strukturalni rysy polycyklickych aromatickych uhlovodiki [2]

! http://bezjedu.arnika.org/chemicka-latka.shtm1?x=610570

? http://www.toronto.ca/health/pdf/cr_appendix_b_pah.pdf
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2.1.2 Piiklady

Tato prace je zaméfend na UCinky benzo[a]pyrenu a benzo[b]fluorantenu.
Dalsimi polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky jsou napiiklad acenaften,
acenaftylen, antracen, benzo[a]antracen, dibenz[a,h]antracen, chrysen, fenantren,
fluoren, fluoranten, benzo[k]fluoranten, benzo[/]fluoranten, benzo[g,4,i]perylen, pyren,

indenol/,2,3-c,d]pyren a fada dalSich latek.

2.1.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Fyzikalni a chemické vlastnosti PAHU zavisi na velikosti (poctu uhlikovych
atomll) a tvaru (typu spojeni kruhll) jednotlivé molekuly. VSechny zcela nenasycené
PAHy jsou pevné latky, pii laboratorni teploté a maji relativné vysoky bod tani a varu.

Lipofilni PAHy mohou byt rychle rozpustény v organickych rozpoustédlech
nebo organickych kyselinach. Ve vodném prostiedi a atmosféfe jsou adsorbovany na
jemnych kapalnych nebo pevnych Casticich, nebo jsou rozpusténé v jakékoli olejovité
latce, ktera muze kontaminovat vodu, sedimenty a ptidu. PAHy o niz§i molekulové
hmotnosti (obsahuji 3 kruhy) mohou byt také rozpusténé ve vodé, nebo se vyskytovat

v atmosféte jako volné'.

2.1.4 Pusobeni PAH na Zivé organismy

Lidé jsou piisobeni PAHU vystaveni priméarné pfijmem potravy a inhalaci. Obsah
PAHU v potravindich mize vyrazné¢ zvysit zplsob jejich tepelné tpravy. Vysoké
koncentrace PAHU v mase byly naméfeny po jeho upravé grilovanim, uzenim a
pecenim (pfi teploté nad 200 °C). Potravou piijimame denné 50 - 290 ng a ze vzduchu
asi 20 ng, pokud c¢lovek vykouii denné 20 cigaret, zvysi si pfijem o dalSich 210 ng.
Pobyt v zakoufené mistnosti mize ptijem benzo[a]|pyrenu také vyrazné zvysit (asi o 10
ng za kazdou hodinu stravenou v zakoufené mistnosti)®>. Za normalnich okolnosti je
kontakt s PAHy pokozkou relativné nediilezity. Podobné jako ostatni v tucich rozpustné

slouceniny, jsou i PAHy vSeobecné dobie absorbovany, mohou rychle vstupovat do

! http://www.toronto.ca/health/pdf/cr_appendix_b_pah.pdf

2 http://bezjedu.arnika.org/chemicka-latka.shtml?x=610570
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bun¢k a stat se nedostupnymi pro exkreci. Biotransformacni procesy maji tendenci
zvySovat rozpustnost PAHU ve vod¢, coz usnadiiuje exkreci parentnich latek ve formé
polarngjsich metaboliti. VétSina z absorbované davky je vylucovéana v transformované
formé¢ (pouze velmi malé mnozstvi se vylouci jako latka parentni) zlu¢i a stolici,
v mnohem mens§im rozsahu moci.

Biotransformace a s ni spojené procesy zna¢nou mérou ovlivituji chovani PAHG
v organismu se vSemi souvisejicimi vlivy, jak bude uvedeno déle.

PAHy indukuji mnozstvi toxickych u¢inkt. Zplsobuji podrazdéni kiize, oci a
mukoézy dychaciho systému. Neptizniveé pusobi jak na samiéi tak sam¢i reprodukéni
systétm a na vyvoj plodu, zplisobuji malformace, narozeni mrtvého plodu, resorpci,
imunosupresi, vznik roz§tépu a jsou tumorigenni. Genotoxické Uc¢inky nékterych PAHU
byly opakované demonstrovany jak v in vivo testech na hlodavcich, tak in vitro testech

za pouziti sav&ich (vEetné lidskych) bun&énych linii, stejnd tak i u prokaryont'.

2.1.5 Vlastnosti PAHu pouZitych v této praci

Benzola]pyren

Pro oznaceni této latky se pouzivaji 1 synonymni ndzvy, naptiklad
benzo[d,e,flchrysen; benzpyren; 1,2-benzopyren; 3,4-benzopyren; 3,4-benzpyren;
3,4-benzylpyren; 3,4-benz[a]pyren; 6,7-benzopyren; B[a]P; BP; 3,4-BP.

Obr. 2: Benzo[a]pyren

Sumarni vzorec benzo[a]pyrenu je C,oH;,, molekulova hmotnost 252,3 g/mol.
Tato pevna latka s bodem tani 176 °C vytvaii zluty prasek nebo krystaly tvaru Supinek
¢i jehlicek, je stabilni, inkompatibilni se silnymi oxida¢nimi Ciniteli.

Benzo[a]pyren je jed, pisobi jako karcinogen, mutagen, tumorigen, neoplastigen

a teratogen. Zpusobuje rakovinu mo¢ového méchyte, klize a plic, mize poskodit vyvoj

! http://www.toronto.ca/health/pdf/cr_appendix_b_pah.pdf
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plodu, mize plisobit poskozeni reprodukce, vylucuje se matetskym mlékem. Drézdi oci,
respiracni systém a kiZi, miZze ménit jeji barvu a vlastnosti. Slune¢ni svétlo zvySuje

v ’ o r r 1 : : s oM v ’ ¥ ’
poskozeni zptsobené touto latkou . Je velmi toxicky viici zivotnimu prostiedi.

Benzo|b]fluoranten

Tato latka je oznaCovana také synonymnimi ndzvy benzofluoranten;
benzo[e]fluoranten; 3,4-benz[e]acenaftantrylen; benz[e]acenaftantrylen;

2,3-benzofluoranten; 3,4-benzofluoranten; B(b)F; BbF; B[b]F.

Obr. 3: Benzo[b]fluoranten

Sumarni vzorec benzo[b]fluorantenu je CyoHj2, molekulovd hmotnost
252,3 g/mol. Tato pevna krystalickd latka s bodem tani 163-165 °C vytvaii nasedly az
hnédozluty prasek, je stabilni, inkompatibilni se silnymi oxida¢nimi Ciniteli.

Benzo[b]fluoranten je toxicka latka, ptedpokladany lidsky karcinogen, mtize
piisobit jako iritant’. Je velmi 8kodlivy pro vodni organismy, miize piisobit dlouhodobé

poskozeni Zivotniho prostiedi’.

! hittp://risk.1sd.ornl.gov/tox/profiles/bap.shtml
2 http://www.physchem.ox.ac.uk/MSDS/BE/benzo%5bb%>5dfluoranthene.html

3 http:/risk.1sd.ornl.gov/tox/profiles/benzob.shtml
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2.2 Piisobeni enzymii na PAHy

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHy) jsou vSudypfitomné latky
za prokarcinogeny, protoze vyzaduji enzymatickou aktivaci na elektrofilni Castice.
Ptestoze biotransformaci PAHU vznikaji jejich hydrofilnéjsi derivaty, které mohou byt
snadnéji vylou€eny z organismu, jsou praveé tyto latky vzniklé biotransformaci vlastni
pti¢inou Skodlivych uc¢inkit PAHU. PAHy jsou biotransformovany ve vSech tkanich.
Biotransformacni procesy zahrnuji nékolik moznych cest s riznym stupném enzymové
aktivity. Aktivity a afinity enzyma v dané tkéani urCuji, kterd metabolickd cesta bude

vy 1
prevazovat .

2.2.1 Transport PAHu do mista biotransformace

PAHy jsou lipofilni slouceniny, které se v organismu absorbuji pasivni difuzi
pies mukozni vrstvu v plicich a stratum corneum pokozky. Gastrointestinalni absorpce
je urychlena tuky, PAHy se véazi na lipoproteiny a lymfou pfes ductus thoracicus se
dostavaji do krve. Lipofilita PAHO jim umoziuje rychle penetrovat bunécnou

membranu’.

2.2.2 Receptory zprostiedkované ucinky PAHu

PAHy vykazuji mnoho nepftiznivych biologickych u€inkd, v€etné imunosuprese,
teratogenity, rozvoje rakoviny a hormonalnich ucinkti (polycyklickou strukturou jsou
podobné steroidnim hormonim). VSechny tyto zdanlivé neptibuzné ucinky jsou
zprostiedkovany trvalou dlouhodobou aktivaci cytoplasmatického receptoru zvaného
AhR (Aryl-hydrocarbon Receptor) a naslednym naruSenim bunécné homeostazy. AhR
vykazuje pfisnou specifitu pro planarni aromatické latky, neplanarni musi byt nejdiive

metabolizovany na slouCeniny planarni [1]. Funkéni AhR je nutny pro fyziologické

! http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp69.pdf
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funkce organismu, naptiklad sprdvnou c¢innost imunitniho systému. Ovlivnénim tohoto
receptoru tak PAHy mohou zplisobovat imunosupresi, toxicky plsobit na reprodukéni
systém a podporovat karcinogenezi.

Mimo receptoru AhR muize ucinky PAHU zprosttedkovavat i dalsi receptor,
jedna se o 4S PAH vazici protein. 4S protein specificky vaze ur¢it¢ PAHy s vysokou
afinitou a pfesouvd se do jadra. Tento protein byl identifikovan jako glycin-N-
metyltransferasa, jejiz homodimer vystupuje jako receptor.

Sterickd podobnost PAHU a steroidnich molekul vede k ptedpokladu, ze by
mohly byt schopné vazat se na tytéz receptory jako steroidni hormony. Jak v in vivo tak
in vitro studiich bylo dokazano, Ze PAHy maji jak estrogenni tak antiestrogenni aktivitu.
Za uéinek jsou zodpovédné spis fenolické metabolity nez parentni slou¢eniny. Uéinnost

3-hydroxy-benzo[a]pyrenu a 9-hydroxy-benzo[a]pyrenu byla ekvivalentni estradiolu’.

2.2.3 Zakladni cesty metabolické aktivace

Byly navrzeny tfi zdkladni cesty metabolické aktivace (obr. 4). Mezi né patii
utvareni diolepoxidi katalyzované riznymi cytochromy P450, z nichz hlavni roli hraje
CYPIAI1, utvafeni radikal kationt katalyzované P450 peroxidasami a utvareni
reaktivnich a  redoxné¢  aktivnich  o-chinonti  katalyzované  piisobenim
dihydrodioldehydrogenas (DD), které¢ jsou c¢leny aldo-ketoreduktasové genové
nadrodiny [3].

! http://europa.eu.int/comm/food/fs/sc/scflout] 54 _en.pdf
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Benzo[a]pyren
CYP1A1 AKRIC

P450 peroxidasa

®

(+/-)anti-BPDE Radikal kation Benzo[a]pyren-7,8-di0n

Obr. 4: Biotransformacni aktivace benzo[a]pyrenu jako reprezentativni a nejvice studované latky
ze skupiny polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Aktivace na diolepoxidy

Na termindlnim benzenovém kruhu dochazi k pocatecni epoxidaci piisobenim
CYP, ktery tvofi arenoxid. Ten je nasledné¢ hydrolyzovan epoxid hydrolasou na trans-
dihydrodiol (proximatni karcinogen). Takto metabolicky vznika jen jeden stereoizomer
trans-dihydrodilu. Sekundarni epoxidaci ptisobenou CYP1A1 vznikaji anti-diol epoxidy

(konec¢né karcinogeny). Karcinogenita zavisi na strukturnich rysech molekuly (obr.5).

Bay regiin) ‘O E/Iethyl(.)van}” Fjord reg@ ’
- ay-region -
HO\\\‘ ‘O HO\\\‘ HO\\\ ‘ O

OH OH OH

ZvysSujici se karcinogenita zalozena na odpovidajicich diol-epoxidech

Obr. 5: Vztah struktury a aktivity, ktery urcuje karcinogenitu PAHu a jejich odpovidajicich diol-
epoxidu [4].
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Disledky:

Diolepoxidy tvofi N*-deoxyguanosinové adukty s DNA (viz obr. 6), jsou
mutagenni, tumorigenni, aktivuji c-H-ras-I protoonkogen kédujici cytoplasmaticky
GTP-vazajici protein, ktery je soucasti signdlnich drah. Mutaci se protoonkogen méni
v onkogen Ras, ktery vede k produkci hyperaktivniho proteinu Ras. Tento mutantni
protein Ras stimuluje buniky k déleni bez zdvislosti na rastovych faktorech. Vysledna
netfizend proliferace bunék pfispiva ke vzniku rakoviny. Mutace v genech Ras se
vyskytuji az u 30 % ptipadi rakoviny u lidi [5]. Nz-deoxyguanosinové adukty s DNA
dale zpusobuji bodové mutace, predev§im transverzi G na T, coz mad za vysledek
inaktivaci genu p353 [3]. Mutace genu p53 vede ke ztraté jeho antionkogenni aktivity.
Mutovany gen p53 nemiize zabranit déleni bunck s poskozenou DNA nebo takové

buiiky piivést k apoptoze'.

@)
N
¢ A
/N N™ NH
DNA HO/,,’
HOW
OH
OH syn-BPDE kovalentni adukty s DNA

Obr. 6: Tvorba N*-deoxyguanosinovych adukti s DNA [2]

Aktivace na radikal kationty

Vznik radikdl kationti je katalyzovan plsobenim P450 peroxidasy
v mikrosomech. Radikal kationy vznikaji jednoelektronovou oxidaci nejvice

elektrofilniho uhliku, v ptipad¢ B[a]P je to uhlik C6.

! http://www.zdrava-rodina.cz/med/med0202/med0213.html
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Disledky:

Radikal kationty tvoii predevSim depurinované adukty s N7 a C8 pozicemi
guaninu (G) a N7 pozici adeninu (A). Pokud jednou vzniknou apurinovad mista, je A
vzdy umistén naproti tomuto mistu. V prubéhu replikace je T parovan s A, ¢imzZ se

otvira pfima cesta k transverzi G na T, pozorované v ras a p53 [3].

Aktivace na o-chinony

Této metabolické cesty se ucastni redukéni enzymy, na které je zaméfena tato
prace, proto tomuto zpuisobu metabolické aktivace PAH bude vénovana nejvetsi
pozornost.

Substratem pro dihydrodiol dehydrogenasy (DD) z nadrodiny AKR jsou trans-
dihydrodioly (vzniklé zpisobem popsanym v kapitole Aktivace na diol epoxidy).

Plisobenim DD na tyto dioly (viz obr. 7) dochazi k jejich NADP dependentni
oxidaci a vznika ketol, ktery se spontdnné preskupuje na katechol. Katechol je nestabilni
a ve vzduchu podstupuje autooxidaci. Prvni jednoelektronovou oxidaci vznika
o-semichinonovy anion radikal (SQ) a peroxid vodiku. Druha jednoelektronova oxidace

produkuje plné oxidovany o-chinon a superoxidovy anion radikal (O,-) [2].
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Obr. 7: Aktivace benzo[a]pyrenu na benzo|a]pyren-7,8-dion
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Disledky:

o-Chinony polycyklickych aromatickych uhlovodikti byly druhym pievazujicim
biotransforma¢nim produktem odpovidajicich frans-dihydrodiolt v neindukovanych
potkanich jatrech, jejichz subcelularni frakce byly obohaceny kofaktory, které
optimalizuji aktivitu riznych enzymii soutézicich o tyto proximatni karcingeny.
Nejhojnéji se vyskytujicim biotransformaénim produktem byly tetraoly (prekurzory
anti-diol epoxidil). Mimo to vznikaji je$t€ minoritni mnozstvi sulfatovych a
glukuronidovych konjugati [2].

Vysledné o-chinony jsou vysoce reaktivni, cytotoxické a genotoxické.
Neenzymaticky velice rychle reaguji s bunéénymi i1 nebunéénymi thioly. VSechny
thiolové adukty vznikaji 1,4-Michaelovou adici. Meziproduktem je hydrochinonovy
konjugat, ktery autooxiduje. Béhem vzniku téchto ve vodé€ rozpustnych konjugatt, coz
je predpokladany detoxika¢ni mechanismus, mohou stale vznikat reaktivni radikaly
(ptedevsim superoxidovy anion a radikéal semichinonového konjugatu) [2].

o-Chinony jsou Michaelovy akceptory, které mohou tvofit jak stabilni tak
depurinované DNA adukty (obr. 8), preferencné 2-deoxyguanosinové adukty

1,4-Michaelovou adici [3].
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Obr. 8: Tvorba 2-deoxyguanosinovych adukti [3]

Tyto adukty, stejné¢ jako ty odvozené od radikal kationtl, davaji vzniknout
transverzi G na T pozorované v ras a pS53 [6]. o-Chinony mohou podstoupit bud’
dvouelektronovou neenzymatickou redukci, ¢imz obnovuji katechol, nebo
jednoelektronovou enzymatickou redukci a tvofi o-semichinonovy anion radikal (SQ)
[3]. Tim vznika bludny redoxni cyklus, ve kterém je znasobovana tvorba tzv. reactive
oxygen species (ROS). ROS (reaktivni formy kysliku) jsou volné radikéaly (molekuly
nebo ionty obsahujici neparovy elektron) nebo i latky, které nemaji povahu volnych

radikala (napt. peroxid vodiku)'. Volné radikaly mohou vzniknout z neradikélovych

! http://chemie.czechweb.cz/diplomky/bc/Tomas Zeleny-BCP.pdf
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molekul pfi elektron-transportnich reakcich, kdy dochézi ke ztraté nebo pfijmu jednoho

elektronu'.

katechol HO

(S)
monoanion katecholu O
OH

HO
1664 C H202

o-semichinonovy g

anion radikal o]
O‘
0,
12 4 C 0,*
o-chinon ')

Obr. 9: Autooxidace katecholu [3]

Teoreticky staci jedind molekula trans-dihydrodiolu polycyklického
aromatického uhlovodiku konvertovana touto biotransformacni cestou (obr. 9), aby
vysledny katechol prochdzel redoxnim cyklem generujicim ROS, dokud se nevycerpaji
bunécné redukcni ekvivalenty[3],[7]. Peroxid vodiku je detoxikovan plsobenim
systému GSH peroxidasa/reduktasa. Jak se vycerpava GSH, zvySuje se hladina GSSG.
Ve snaze regenerovat GSH je spotiebovavan NADPH (obr. 10). Nartst bunééného
GSSG a zmény v redoxnim stavu buiiky (zvy$eni poméru NAD(P) /NAD(P)H) nakonec
vedou k buné¢né smrti [2].

! http://www.recetox.muni.cz/sources/akvatox/Hudcovska.pdf
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R-O-OH 2GSH 2NADP*

glutathion peroxidasa glutathion reduktasa

ROH + H,O GSSG NADPH

Obr. 10: Zmény redoxniho stavu zprostiedkované pisobenim PAH o-chinonu [3]

2.2.4 Dusledky vzniku ROS

ROS piisobi karcinogenesi indukovanou zafenim. Mohou zptsobovat oxidativni
poskozeni bazi, napt. 8-hydroxy-deoxyguaninu. To vede k transverzi G na T a tim dava
vzniknout dal$i cesté k mutaci genti ras a p53 [3].

ROS vede ke zvySeni lipidové peroxidace w-6 polynenasycenych mastnych
kyselin, kde jednim z hlavnich produkti je HNE (4-hydroxy-2-nonenal), ktery atakuje
nitrobunécné cile, ¢imz muze plsobit cytotoxicky a genotoxicky. HNE-imunoreaktivni
adukty byly detekovany v aterosklerotickych placich, degenerovanych neuronech
v substantia nigra ovlivnéné Parkinsonovou nemoci a v neurofibrilarnich spletich
sdruzenych s Alzheimerovou nemoci [8]. Redukci HNE a dalSich a,B-nenasycenych
aldehydid ucCinné katalyzuji izoenzymy AKRIC, jejichz mRNA transkripce je
pusobenim HNE piimo indukovana [8]. AKRI1C tak chrani organismus pied Skodlivymi
uc¢inky ROS, na druhé strané¢ vSak plsobi pii pfeméné trans-dihydrodioli
polycyklickych aromatickych uhlovodiki na odpovidajici o-chinony, ¢imz dalsi ROS
vznikaji [4].

Pro Stépeni DNA pasobenim PAHuU je také kriticky redoxni cyklus médi
Cu(II)/Cu(I). V redoxnim cyklu o-chinoni vznikly H,O, je oxidovan médnatymi
kationty na superoxidovy anion radikal (O,:"). Vznikly médny kation redukuje peroxid
vodiku za vzniku hydroxylového radikalu (OH-) [3].

H,0, +Cu*" =Cu’ + 0y +2H"

H,0, +Cu’ = Cu*' + OH: + O

Hydroxylovy radikal (OH-) muze zplisobovat §tépeni vlaken DNA a nepfipustné
rekombinace. Odebira vodikovy atom z pozice C4 na 2-deoxyribose, coz vyvolava sled
déju, jejichz vysledkem je rozstépeni fosfodiesterové vazby a uvolnéni propenalbaze

(obr. 11) [3].

-19-



O
N
NI o
H,NT N H,N

@)
N
PN
N
O
o RO;P
OPO;R H
" bposR
HO 3

OPO;R

- - -

o [
PO;R

N
HN
)\ | \>—0H
X
H,N N N

o \
J

OPO;R 0

B

hydroxylace v poloze 8" vedouci k propenalbaze
chybnému parovani bazi a transverzi G na T

Obr. 11: Modifikace DNA jako diisledek tvorby ROS, vzniklych ptlisobenim redoxné aktivnich
o-chinon [3]

Aby o-chinony PAH{ mohly pusobit jako nukleasy je nezbytnd ptitomnost
NADPH, Cu(Il), Cu(I), H,O, a hydroxylového radikalu (OH-), ktery je primarné
odpovédny za fragmentaci DNA [6].
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2.2.5 Shrnuti ucinki

Ke karcinogenezi indukované puasobenim PAHUG pfispivaji  jejich
biotransformacni produkty anti-diolepoxidy, radikdl kationty a o-chinony [3]. Za
nejtoxiCtéjsi se povazuji pravé anti-diolepoxidy vzniklé z trams-dihydrodiold
pusobenim CYP1Al. Ze znamych metaboliti benzo[a]pyrenu je anti-BPDE nejvice
mutagenni a tumorigenni. Podobn¢ je tomu u diolepoxidd vzniklych pfi
biotransformacni  aktivaci  ostatnich  bay-region PAHU vcetné chrysenu,
5-metyl-chrysenu, 7,12-dimetylbenz[a]antracenu, 7-metyl-benz[a|ntracenu a
nesubstituovaného benz[a]antracenu [2].

S enzymem CYPIA1 kompetuji o vychozi substrat (trans-dihydrodioly PAHU)
¢lenové nadrodiny AKR, predev§im z rodin AKRIC a AKRIA, ktefi davaji vzniknout
o-chinonim PAHu. Tak mohou tyto enzymy sniZzovat mutagenitu anti-diolepoxidi,
presto ze tyto latky nejsou jejich substratem [2].

0-Chinony PAHU podstupuji Michaelovy adi¢ni reakce s bunéénymi nukleofily
(L-cystein a GSH) a bunénymi makromolekulami (baze v DNA). Pfi vzniku vlastnich
chinonli 1 utvareni téchto konjugatl, jsou generovany ROS. Ackoli o-chinony jsou
vyznamné mén¢ mutagenni nez PAH anti-diolepoxidy, jsou silné chemické nukleasy.
Tedy odklonéni trans-dihydrodiolii na biotransformacni cestu dihydrodiol dehydrogenas
snizuje hladiny produkovanych mutagennich diolepoxidil, ale vytvaii chinony, které

zesiluji stépeni vlaken DNA [3].
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2.3 Redukéni enzymy

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou konvertovany na hydrofilnéjsi latky
spolupiisobenim  cytochromu P450, epoxid hydrolasy (EH) a reduk¢énich enzymi
z nadrodiny aldo-keto reduktas (AKR). Tyto enzymy jsou ve tkdnich exprimovany
spolecné [1], coz nasvédCuje tomu, ze vSechny tyto enzymy jsou dilezité pro
biotransformaci PAHU. Tato price je zaméfena predevSim na redukéni enzymy

z nadrodiny aldo-keto reduktas (AKR).

2.3.1 Aldo-keto reduktasy

Na biotransformaci PAHU se podili tato nadrodina redukcénich enzymii nejveétsi
mérou ze vSech redukénich enzymt. Nadrodinu aldo-keto reduktas (AKR) tvoii 122
proteint rozdélenych podle procentudlni aminokyselinové identity do 14 rodin, AKR1 —
AKRI14 (¢clenové jedné AKR rodiny by méli mit < 40 % aminokyselinové totoznosti
s ostatnimi rodinami). Rodiny jsou déle ¢lenény na podrodiny (v dané rodiné jsou
podrodiny definovany > 60% totoznosti aminokyselinové sekvence)'.

Nejvétsi rodinou je AKR1, podle substratové specifity je rozdélena na aldehyd
reduktasy (podrodina AKR1A), aldoso reduktasy (AKR1B), dihydrodiol/hydroxysteroid
dehydrogenasy (AKR1C) a steroid reduktasy (AKR1D).

Struktura aldo-keto reduktas se vyznacuje charakteristickym uspofadanim
a-helixt a B-skladanych listd do tzv. (o/p)s-soudka (obr. 12).

AKR jsou véts§inou monomerni proteiny o velikosti 34kDa [3], ¢emuz odpovida
délka asi 320 aminokyselin. Vyjimku tvoii rodiny AKR2, AKR6 a AKR7, jejichz
¢lenové mohou tvofit multimery. Dale je pro AKR typickd NAD(P)H zavislost,
konservativni katalytickéd tetrdda a variabilni klickova struktura ur€ujici substratovou

specifitu [9].

! http://www.med.upenn.edu/akr
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Obr. 12: (a/p)s-soudek ve struktuie aldo-keto reduktas’

Sav¢i aldo-keto reduktasy patii prevazné k rodiné AKR1, dalsi sav¢i aldo-keto
reduktasou je aflatoxin B1 reduktasa, kterd byla izolovana z jater potkana. ProtoZe tento
enzym sdili pouze 25% podobnost s rodinou AKRI1, byl zafazen do samostatné rodiny
AKR7. Zbytek sav¢ich aldo-keto reduktas se fadi k B-podjednotkam, ptidruzenym ke
K" kanalam, a tvoii rodinu AKR6 [10].

Z nadrodiny AKR se na biotransformaci PAHU podileji pfedev§im enzymy
zrodin AKRI1C (dihydrodiol dehydrogenasy) a AKRI1A (aldehyd reduktasy), které
davaji vzniknout o-chinonim polycyklickych aromatickych uhlovodikd, jak bylo

uvedeno vyse.

Dihydrodiol dehydrogenasy — AKR1C

Dihydrodiol dehydrogenasy (DD) se evolu¢né nevyvinuly k oxidaci xenobiotik
véetné trans-dihydrodioli PAHU. Clenové podrodiny AKRIC piednostné oxiduji
endogenni substraty - hydroxysteroidy, zluCové kyseliny a hydroxyprostaglandiny.
Casto pusobi jako dvousmémé katalyzatory a vzajemné preméiuji karbonyly a
sekundarni alkoholy za vyuziti NAD(P)H nebo NAD(P)" jako kofaktorii. Produkci
alkoholti z tfady aldehydi a ketonl zvySuji dostupnost biotransformovanych latek
konjuga¢nim reakcim [3]. Tyto enzymy mohou piisobit na endogenni substraty stejné
dobie jako na exogenni (aromatické aldehydy, ketony a chinony), jejich substratova

specifita je Siroka.

! http://www.med.upenn.edu/akr/akr graphic.html
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Dihydrodiol dehydrogenasova aktivita mize byt sdruzena s rozlicnymi enzymy
(napt. s karbonyl reduktasou, aldehyd reduktasou a 3a- al7f —hydroxysteroid
dehydrogenasou) v zavislosti na druhu organismu, orgdnu a tkani, 1i§i se také
interindividudlngé. Pfi prizkumu 23 vzorkl lidskych jater byla pozorovana znacna
interindividudlni variabilita. Specificka aktivita viaci benzendihydrodiolu se lisila az
60krat [2].

Biotransformace PAHI je regiospecifickd, (upfednostituje tvorbu non-K-region
trans-dihydrodiolit) [2], ale neni stereospecifickd. Rodina AKRIC pfi oxidaci
racemickych frans-dihydrodiolt spottebovala 100 % substratu, coz znaci, Ze tato rodina
enzyml ma schopnost metabolizovat oba enantiomery [4]. Dihydrodiol dehydrogenasy
katalyzuji také redukci o-chinont PAHU, avSak pouze K-region o-chinony mohou byt
redukovany na K-region trans-dihydrodioly. Non-K-region o-chinony jsou velmi
Spatnym substratem pro redukci plsobenou DD. Tyto enzymy vsSak oxiduji
non-K-region trans-dihydrodioly na odpovidajici non-K-region o-chinony, které mohou

pusobit jako enzymaticky vytvotfené inaktivatory DD [2].

Aldehyd reduktasy - AKR 1A

Aldehyd reduktasa AKR1A1, vSeobecné rozsifeny enzym, se také podili na
biotransformacni aktivaci prokarcinogennich PAHU a ma tak vyznamnou roli v rozvoji
jejich karcinogenity. Jedna se o konstitutivné exprimovany a v nejvétSich mnoZzstvich
zastoupeny enzym znadrodiny AKR v lidskych tkanich. Fyziologicky je soucasti
metabolické cesty syntézy cholesterolu a triglyceridi. Enzym katalyzoval
NADP dependentni oxidaci mnoha non-K-region trans-dihydrodioli a byl vysoce
stereoselektivni. Pfednostn€ oxidoval pouze 50 % racemickych testovanych
trans-dihydrodioll. trans-Dihydrodioly PAHU s metylovanymi non-bay-regiony byly
oxidovany s vysSim utilizatnim pomérem, ale slouCeniny s bay-region methylovou
skupinou nebyly substratem tohoto enzymu. Aldehyd reduktasa AKRI1A1 mize
katalyzovat redukci Siroké Skaly aromatickych a alifatickych aldehydi se stfednim

fetézcem na jejich odpovidajici alkoholy [1].
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2.4 Pisobeni PAHG na enzymy

Polycyklické  aromatick¢  uhlovodiky  jsou  substritem  mnohych
biotransformacnich enzymu. Parentni latky mohou ovliviiovat své biotransformacni
enzymy, a produkty jejich biotransformace mohou zpétné ovliviiovat enzymy, kterymi

byly vytvoreny. Toto ovlivnéni miize byt ve smyslu jak inaktivace tak indukce.

2.4.1 Ovlivnéni genové exprese

Na molekularni urovni fada latek véetné PAHU a jejich endogenné vzniklych
derivati vykazuje svoje ucinky na buitku a nasledné cely organismus ovlivnénim
genové exprese. Syntézu proteini (a jelikoz enzymy maji povahu bilkovin, lze fici
syntézu enzymt) bunka reguluje na urovni transkripce, sestfihu, translace a aktivace
nebo inaktivace vzniklych proteini. PAHy a jejich biotransformacéni produkty zasahuji
jiz do prvni Urovné regulace genové exprese — transkripce. Transkripce zacina
maji témet vSechny geny jesté regulacni sekvence, které fidi zapinani a vypinani genu.
Tento efekt se mlze projevit jen v pfipad€, Ze jsou rozpoznany regulaénimi proteiny.
Kazda regulacni sekvence je rozpoznavana jednim nebo vétsim mnozstvim regulacnich

proteint [5].

2.4.2 Specifické DNA sekvence - RE (response elements)

V oblasti promotoru genu se nachdzeji specifické DNA sekvence zvané RE
(response elements). XRE (xenobiotic response element) je specifickd nukleotidova
sekvence pro transkripéni faktor AhR (arylhydrocarbon receptor), ARE/EpRE
(antioxidant/electrophile response element) je specifickd nukleotidova sekvence pro
dalsi transkrip¢ni faktory, predev§im Nrf2 (nuclear factor-E2 p45-related factor 2).

AhR je sdruZeny se dvéma molekulami hsp90 (heat shock protein 90). Hsp90 je
odpovédny za rozpoznani exogennich latek znecist'ujicich zivotni prostfedi nebo 1éciv,
které se na AhR vazi jako ligand. K vazbé ligandu dochdzi v cytoplazmé. Vznikly
komplex vstupuje do jadra, kde tvoii homodimer nebo heterodimer s jinymi proteiny.

. . 1 1
Dimer se vaZe na odpovidajici XRE'.

! http://www.jsbi.org/journal/GIW05/GIW05P165.pdf
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ARE/EpRE se objevuje v 5’-koncové oblasti mnoha genti kodujicich proteiny,
které se podileji na obrané proti xenobiotikiim, jednid se predev§im o antioxidacni
enzymy a enzymy druhé faze detoxikace. Syntéza téchto enzymil je indukovéana
predevsim v buiikach vystavenych puasobeni elektrofilnich sloucenin. Hlavnim
proteinem interagujicim s ARE/EpRE je transkripéni faktor Nrf2, ktery aktivuje
genovou transkripci konstitutivné nebo jako odpovéd na signaly oxida¢niho stresu.
Aktivuje se celd skupina obrannych gend (mezi nimi p53), které chrani buiiku proti
oxida¢nimu stresu',

Vazba transkripénich faktori na RE vyzaduje jesté pritomnost kofaktort
komplexu je zahajena transkripce, tedy syntéza mRNA. mRNA je ptedlohou pro
syntézu bilkovin, jimiz jsou také enzymy biotransformujici vstupujici latky. Povahu
bilkovin maji také systémy transportujici vstupujici latky a produkty jejich

biotransformace’.

2.4.3 Indukce zprostiedkovana ARE/EpRE a XRE

Indukce enzymii nadrodiny AKR ptsobenim PAHU a dalSich bifunk¢nich
induktord je zprostfedkovana pies ARE/EpRE spiSe nez ptes XRE. Tuto hypotézu
potvrzuje skuteCnost, ze AKR mRNA nebyla indukovdna plisobenim TCDD
(2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin). TCDD, neji¢inngj$i znamy ligand receptoru AhR,
ale zptisoboval indukci XRE-obsahujici gentli jako naptiklad genti pro CYP [7]. Indukce
AKR mRNA polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky byla vzhledem k indukci CYP
mRNA opozdéna. Casova prodleva v indukci odpovida nutnosti transformace induktort
na elektrofilni latky, dfive nezZ mohou indukci zpiisobit [3].

Klasické bifunk¢ni induktory zvysuji expresi CYP cestou XRE. Enzymem, jehoZz
indukci tak zpiisobily, jsou transformovany na elekrofily, které indukuji enzymy druhé

faze detoxikace cestou ARE/EpRE [11].

: http://arjournals.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.pharmtox.43.100901.140229

2 http://www.bcm.edu/pharmacology/ja-a.htm

3 http://www.jsbi.org/journal/GIW05/GIW05P165.pdf
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Také PAHy patii do skupiny bifunk¢énich induktort, ale ptedstavuji jejich novou
ttidu. Parentni PAHy se vaZzi pfimo na receptor AhR. Timto mechanismem PAHy
indukuji geny obsahujici XRE (geny CYP). Indukovanymi geny dochazi v prvni fazi
detoxikace k prvnimu stupni biotransformace na elektrofily (zrans-dihydrodioly). Tyto
latky nasledné¢ cestou XRE indukuji enzymy, kterymi byly vytvofeny, a cestou
ARE/EpRE indukuji AKR izoenzymy, kterymi budou ve druhém stupni prvni faze
detoxikace déle transformovany na o-chinony [11].

Indukce enzym je soucasti efektivni odpovedi na stres vyvolany xenobiotiky a
zménami redoxniho stavu buiiky. AKRIC mRNA muze byt indukovana az desetkrat
pusobenim bifunk¢énich induktord (PAHy), monofunkénich induktorti (fenolické
antioxidanty) a ROS (reactive oxygen species) [7]. Enzym AKRICI je exprimovéan
v relativné vysokych hladindch v mnohych tkanich spojenych s metabolismem
xenobiotik ¢i oxidativnim stresem, jako naptiklad v plicich, jatrech a prsni zlaze [8].
Zvysené¢ mnozstvi AKRIC1 mRNA transkriptu je pfitomno napiiklad v lidskych
bunikéch hepatomu (HepG2) i1 v buiikach karcinomu tlustého stieva (HT29) [7]. Indukce
mRNA je tak jednim z mechanismill, jimiz polycyklické aromatické uhlovodiky

vykazuji své Skodlivé ucinky.
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2.5 Metabolismus substrati pouzitych v této praci

V této praci byl jako relativné specificky substrat redukénich enzymi

cytosolické frakce potkanich hepatocyti pouzit 4-pyridinkarboxaldehyd a 1-acenaftenol.

2.5.1 4-Pyridinkarboxaldehyd

\

Obr. 13: 4-Pyridinkarboxaldehyd

Pro oznaceni této latky s molekulovou hmotnosti 107,11 g/mol se pouzivaji i
synonyma, napiiklad isonikotinaldehyd, p-pyridinaldehyd, 4-pyridinaledehyd,
pyridin-4-karbaldehyd, 4-formylpyridin'.

V cytosolické frakci lidskych jater je 4-pyridinkarboxaldehyd redukovén na
4-pyridinkarbinol aldehydreduktasou (AKR1AT1), v mikrosomalni pak 3a-HSD [10].

O _H HO_ _H

A X
Z >
N

Obr. 14: Biotransformace 4-pyridinkarboxaldehydu v cytosolické frakci lidskych jater

2.5.2 I-Acenaftenol

OH

! http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?sid=74566

Obr. 15: 1-Acenaftenol

2 http://www.sciencedirect.com/science
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Pro oznaceni této latky s molekulovou hmotnosti 170,207 g/mol se pouZzivaji 1
synonymni ndzvy, napiiklad 7-acenaftenol, acenaften-1-ol, 1-hydroxyacenaften,
1,2-dihydro-1-acenaftylenol'.

Oxidace 1-acenaftenolu u Beijerinckia sp. (pudni bakterie vazici atmosféricky
dusik)® probihala v prosttedi K,HPO4 pufru, pfi pH 7,5, v ptitomnosti NAD' nebo
NADP", jak ukazuje obrazek 16. Dehydrogenasovéa aktivita byla stanovena redukci
NAD" nebo NADP", monitorovana byla spektrofotometricky méfenim rychlosti nartistu
absorbance pifi 340 nm. Identifikovanymi metabolity byl I-acenaftenon,

1,2-acenaftendiol, acenaftenchinon a 1,2-dihydroxyacenftylen.

Obr. 16: Piredpokladana biotransformace acenaftenu u Beijerinckia sp.: I, acenaften; II,
1-acenaftenol; III, acenaftendiol; IV, 1-acenaftenon; V, 1-hydroxy-2-ketoacenaften; VI,
1,2-dihydroxyacenaftylen; VII, acenaftenchinon’

!http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=22750#Properties

2http://www.scielo.br/ scielo.php?pid=S1517-83822000000300004&script=sci_arttext&ting=en

3 http://www.pubmedcentral.gov/picrender.fcgi?tool=pmcentrez&blobtype=pdf&artid=240288
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3. CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo stanoveni modulace aktivit cytosolickych
reduktas z nadrodiny AKR v hepatocytech potkana (Rattus norvegicus var. alba)
vybranymi polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky. Ke zjisténi vlivu téchto PAHUG

(benzo[a]pyren, benzo[b]fluoranten) bylo nutné:

e stanovit aktivitu AKR1C9 v cytosolické frakci hepatocytii laboratornich potkant
kontrolnich i ovlivnénych vybranymi PAHy vuci relativné specifickym
substratim

e izolovat RNA z kontrolnich a ovlivnénych hepatocytii a kvantifikovat m-RNA

pro AKRI1C9
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Biologicky materidl

Primarni kultury hepatocytti samct potkana (Rattus norvegicus var. alba).

4.1.2 Chemikalie

EGTA - Sigma, CR

Albumin - Sigma, CR

Kolagenasa - Sevapharma a.s., CR

WILIAMS - Sigma, CR

HAM F12 - Sigma, CR

Penicilin - Sigma, CR

Streptomycin - Sigma, CR

Insulin - Sigma, CR

Fetalni hovézi sérum (FBS) - Sigma, CR
Pneumoxid (tlakova ldhev) — Linde, CR
Trypanova modi - Sigma, CR

Benzo[a]pyren - Sigma, CR

Benzo[b]fluoranten — Aldrich, CR

MTT - Sigma, CR

Set pro stanoveni bilkovin s BCA - Sigma, CR
NADPH - Sigma, CR

NADP" - Sigma, CR

1-Acenaftenol — Aldrich, CR
4-Pyridinkarboxaldehyd — Aldrich, CR
Trishydroxymethylaminomethan — Lachema, CR
Oracin - VUFB Praha

Hexansulfonan sodny — Fluka Chemie, Némecko
Triethylamin - Fluka Chemie, Némecko
Acetonitril Chromasolv for HPLC Gradient Grade — Aldrich, CR
Amoniak 25 % - Lachema, CR
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14,3 M p-merkaptoethanol (B-ME) - Sigma, CR
RNeasy® Mini Kit - Qiagen, Némecko
QuantiTect Probe RT-PCR® Kit - Qiagen, Némecko

Dalsi chemikalie Cistoty p.a. - Penta, CR; Lachema, CR:

NaHCO;, NaCOs;, CaCl,, 4M HCI, isopropanol, Na,HPO,- 12H,0,
NaH,PO, - 2H,0, Na,HPO, - 12H,0, NaH,PO, - 2H,0, NaOH, CuSO, - 5H,0,
dimethylsulfoxid, KH,PO4, K,;HPO4, 0,1M HCI, H;PO,, destilovany octan
ethylnaty, ethanol 96-100%

4.1.3 Pripravované roztoky

Zasobni roztok soli (NaCl, KCI, MgSO4 - 7H,0)

Roztok NaHCO; (1 M)

Roztok CaCl, (8 g/100ml)

Roztok albuminu (1,0 g/100ml)

Roztok kolagenasy s vapnikem (30 mg/100ml)

Zivné medium ISOM: Roztok WILIAMS a roztok HAM F12 v poméru 1:1
Roztok HAM F12 s NaHCOs3, obohaceny penicilinem a streptomycinem
Roztok WILIAMS s NaHCOs3, obohaceny penicilinem a streptomycinem
Zivné medium ISOM s insulinem (29 mg/1)

Zivné medium ISOM s fetalnim hovézim sérem (FBS) (10 ml/1)
Zasobni roztok benzo[a]pyrenu v dimethylsulfoxidu (5 mM)

Zasobni roztok benzo[b]fluorantenu v dimethylsulfoxidu (10 mM)
Roztok MTT (3mg/1ml fosfatového pufru 0,1 M; pH 7,4)

Roztok 0,08 M HCl v isopropanolu

Fosfatovy pufr 0,1 M; pH 7,4

TRIS pufr 0,1 M; pH 8,9

Draselno-fostatovy pufr 0,1 M; pH 6,0

Hexansulfonanovy pufr 10 mM

Zasobni roztok oracinu (1 mM)

Zasobni roztok NADPH (6 mM)

Roztok triethylaminu 0,1M (7,1 ml/I)
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4.1.4 Pomiicky a pristroje

Pomiicky

Laboratorni sklo (kadinky, Erlenmayerovy a odmérné banky, odmérny valec,
sklenénd miska, pipety, odsavaci banky, lahvicky), Biichnerova nalevka, Biirkerova
komiirka, Petritho misky, kyvety pro spektrofotometrické stanoveni, centrifugacni
kyvety, stojanek na kyvety, stojanek na mikrozkumavky, mikrozkumavky, automatické
pipety, multikanalové pipety, pipetovaci Spicky, mikrotitrani desticka, stopky, nddoba
na led, ledovy blok, hadicky, Spachtle, magnetické michadlo, inserty, vazenky,
laboratorni 1zicka, navazovaci kopist, stopky, bunicina, nizky, parafilm, rukavice,

lihovy fix a dalsi.

Piistroje
Laboratorni magnetickd michacka IKA Color Squid Hytrel HTR 8068
Vodni laze Memmert
Centrifuga Eppendorf 58 10R
Centrifuga Eppendorf 5415D
Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos
Ultracentrifuga Sorvall OTD Combi — rotor TST 60.4
Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex
Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls Bandelin HD 2070
Ctecka absorbance Biorad Microplate Reader 550
UV-VIS spektrofotometr Unicam Helios
Laminarni box BioAir AURA 2000 M.A.C.
Digitalni pH-metr Jenway LTD 3020
Mikroskop Nikon Eclipse TS 100 s pocitacem
CO; inkubator HeraCell, Heraeus
Inkubétor Eppendorf Thermomixer Comfort
Tiepacka IKA MS2 Minishaker
Koncentrator Eppendorf Concentrator 5301
LightCycler - Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko
Analytické vahy Scaltec SBC 22
Predvazky Kern KB
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Freezer Heraeus — Herafreeze

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf — Agilent 1100 Series
4.2  Pracovni postup

4.2.1 Izolace hepatocytit

Celd nepoSkozena jatra bezprostiedné po jejich ziskdni byla pfenesena do
Biichnerovy nalevky umisténé nad odpadni nadobou.

Nasledna perfuze jater byla provadéna postupnou a opakovanou kanylaci vSech
cév vstupujicich do jater. Nejdiive byla jatra promyvana perfiznim roztokem bez
vapniku (teplota 37 °C) vzduSnénym pneumoxidem bez recirkulace az do jejich
odkrveni, tzn. po dobu 5-10 minut.

Nasledn¢ byla jatra promyvana mediem s kolagenasou a véapnikem (teplota
37 °C), roztok recirkuloval jatry po dobu 5-7 minut, az byla jaterni tkan dostate¢né

natravend pusobenim kolagenasy.

Obr. 17: Promyvani jater mediem s kolagenasou a vipnikem

Do sklenéné misky umisténé v ledové lazni byla pfendana jatra a ptidan roztok
B,. Pomoci pinzety se do media vyklepaly jednotlivé hepatocyty, tato smés hepatocytl a
zbytki jaterni tkané se zfiltrovala pies nylonové sitko. Ziskana suspenze se v pfedem
vychlazenych centrifugacnich kyvetach (50 ml) centrifugovala za chlazeni (4 °C) na

centrifuze Eppendorf pti 40 g po dobu 5 minut.
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Obr. 18: Peleta hepatocytli v kyvetach po centrifugaci na centrifuze Eppendorf

Po odsani supernatantu se peleta resuspendovala repipetaci ve vychlazeném
roztoku C a opét centrifugovala za stejnych podminek. Tento postup byl opakovan jesté
jednou, ale v laminarnim boxu. Tim byly hepatocyty pieneseny do sterilniho media C.

V lamindrnim boxu byl supernatant opét odsan, peleta resuspendovana repipetaci
ve vychlazeném Zivném mediu ISOM a naposledy centrifugovana za stejnych
podminek, ale ve sterilnich vychlazenych kyvetach.

V laminarnim boxu byl supernatant opét odsan, peleta resuspendovana repipetaci
ve vychlazeném zivném mediu ISOM a suspenze pienesena z kyvet do kadinky. Dle
kone¢ného objemu suspenze jsme piidali fetdlni hovézi sérum, aby jeho vysledna
koncentrace odpovidala 10 ml/1.

Ze suspenze v kadince se odebral vzorek 30 pl do mikrozkumavky a ptidalo
knému 30 pl 0,4% roztoku trypanové modii, repipetaci promichalo. Smés byla
nanesena do Bilirkerovy komiirky a zjiSténa koncentrace hepatocytii v suspenzi a jejich
zivotnost. P-glykoprotein zivych bunék zabrani pronikdni modie do bunky, tedy zivé
buiiky zfistanou neobarvené. Zivé a mrtvé buiky byly poditiny na mikroskopu

s pocitacem.
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Suspenze hepatocytti byla nafedéna na koncentraci 0,8-1.10° hepatocytii/ml
pomoci zivného media ISOM + FBS (bez insulinu) a tato konecna suspenze byla

nanesena na Petriho misky (3 ml/miska).

Obr. 19: Monovrstva hepatocyti uchycenych na dné Petriho misky

Hepatocyty se nechaly uchytit ke dnu misek pii 37 °C v CO; inkubatoru 3-4 h a
potom bylo medium vyménéno za Cerstvé, medium s insulinem, bez FBS, s obsahem
testovanych latek, nebo bez nich v ptipadé kontrolnich vzorki.

Testovanymi latkami byly: benzo[a]pyren a benzo[b]fluoranten, kazda latka
v koncentracich 0,2 uM; 1,0 uM; 5,0 uM. Hepatocyty byly s testovanymi latkami
inkubovany po dobu 24 h pfi teploté 37 °C v CO; inkubéatoru (5 % COy).
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4.2.2 Test cytotoxicity — MTT

Suspenze izolovanych hepatocytdl (o hustotd cca 1-10° bundk/ml) se nanesla
pomoci multikanalové pipety na mikrotitraéni desticku s plochym dnem (50 pl/jamka).
NanaSenou suspenzi se muselo neustale michat.

4h inkubaci pti 37 °C v CO, inkubatoru (5 % CO,) se hepatocyty nechaly
uchytit ke dnu jamek. Poté bylo medium slito a naneseny roztoky testovanych substanci
v danych koncentracich v Zivném mediu s inzulinem (100 pl/jamka).

Slepy vzorek — khepatocytim se pipetovalo pouze dCisté zivné medium
s inzulinem.

Kontrola — k hepatocytiim se pipetovalo zivné medium s inzulinem a pfisluSnym
mnozstvim rozpoustédla (dimethylsulfoxid), které bylo pouzito pii ptipravé zasobnich
roztoku testovanych substanci.

Hepatocyty byly s testovanymi latkami v danych koncentracich inkubovany po
dobu 24 h pfi teploté 37 °C v CO, inkubatoru (5 % CO,), (stejné podminky a doba jako
ve vlastnim experimentu).

Po skonceni inkubace byl proveden vlastni MTT test. Jeho principem je pfeména
zlutého, ve vodé¢ rozpustného substratu 3-(4,5-dimethylthiazo-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromid (MTT) pisobenim mitochondridlni dehydrogenasy zivych bun¢€k na

fialovy, ve vod¢ nerozpustny produkt formazan (obr. 20).

02§
N\rf @ Y\fg

MTT formazan

Obr. 20: Schematické znazornéni metabolizace MTT na formazan Zivymi buiikami'

! http://www.roche-applied-science.com/pack-insert/1465007a.pdf
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Po skonceni 24h inkubace se pipetoval (pomoci multikanalové pipety) k médiu
nad hepatocyty ve vSech jamkach (v€etné kontroly, s vyjimkou slepych vzorkl) na
37 °C predehtaty roztok MTT (25 pl/jamka).

Hepatocyty s MTT byly inkubovany 1h pfi teploté 37 °C v CO; inkubdatoru (5 %
CO,). Po ukoncCeni inkubace bylo medium slito a napipetovan HCl-isopropanol
(50 pl/jamka) veetné slepych vzorkll, opatrnym michdnim buiiky lyzovaly a rozpustil se
vznikly fialovy formazan.

Na ctecce Biorad (filtr ¢islo 4) se métila absorbance pfi 595 nm proti slepym
vzorkim. Zivotnost hepatocyt inkubovanych s testovanymi substancemi byla

vyjadifena jako % absorbance, kdy absorbance kontroly predstavuje 100%.

4.2.3 Priprava subcelularnich frakci

Po ukonceni inkubace hepatocyti v mediu s insulinem, bez FBS, s obsahem
testovanych latek, (nebo bez nich v ptipad¢ kontrolnich vzorki) se z inkubatoru vyndaly
4 misky s prislusSnym PAHem a pfisluSnou koncentraci. Po odsati Zivného média se
misky ihned pokladaly na ledovy blok. Na kazdou misku stile umisténou na ledovém
bloku se napipetovalo 0,5 ml chlazeného 0,1 M fosfatového pufru o pH 7.,4.

Spachtli¢kou byly seskrabany hepatocyty z misky, suspenze se pienesla §pickou
vzdy ze dvou misek do jedné chlazené mikrozkumavky, tj. ze 4 misek do 2
mikrozkumavek jeden PAH. Takto se postupné zpracovaly vSechny misky s kontrolnimi
hepatocyty i s hepatocyty inkubovanymi s testovanymi latkami.

Mikrozkumavky byly umistény ve stojanku v ledové lazni a pieneseny do
chladiciho boxu, kde se obsah kazdé¢ mikrozkumavky sonikoval 30 s. Nasledovala
centrifugace na centrifuze Heraeus po dobu 20 minut pti 5000 g a 4 °C.

Po této centrifugaci se opét v chladicim boxu supernatant z mikrozkumavek
odpipetoval do kyvet pro centrifugu Sorvall — kazdy PAH dané koncentrace do jedné
zkumavky. Nasledovala centrifugace na centrifuze Sorvall po dobu 1 h 07 minut pfi
105000 g a 2 °C.

Supernatant (cytosol) byl rozpipetovan do mikrozkumavek a zmrazen, uchovan
v hlubokomrazicim boxu pii -80 °C.

Peleta - mikrosomy zposledni centrifugace byly resuspendovany sonikaci
v 0,5ml 0,1 M fosfatovém pufru o pH 7,4 s 20 % glycerolu a dale vyuZity pro jiné

vyzkumni ucely.
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4.2.4 Stanoveni koncentrace bilkoviny metodou redukce BCA

Principem této metody je reakce proteinti s Cu”" v alkalickém prostredi. M&d’
prechazi na Cu” kationty, které v prosttedi pH kolem 10 redukuji BCA (bicinchoninic
acid) za vzniku stabilniho modrofialového komplexu s BCA (obr. 21). Intenzita

zabarveni je pfimo imérnd mnozstvi bilkoviny [10].

Obr. 21: Schematické znazornéni redukce BCA méd’nymi ionty [10]

Roztok A: NaHCOj3, Na, COs3, BCA v 0,1 M NaOH
Roztok B: 4% CuSO, - 5H,0

Roztok C: Vznikne smichéanim roztokd A a B v Cas potieby v poméru 50:1

Stanovila se kalibra¢ni kiivka, pomoci které se dale urcovala koncentrace

bilkoviny. Jako standard se uzil 1% roztok BSA (hovézi sérovy albumin).
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Tab. 1: Priprava Sesti koncentraci BSA pro stanoveni kalibra¢ni primky

Koncentrace Redestilovana
bilkoviny Roztok 1% BSA voda
[pg/ml] [p1] [pl]
1 0 0 100
2 200 20 80
3 400 40 60
4 600 60 40
5 800 80 20
6 1000 100 0

Cytosol se natedil 20krat redestilovanou vodou, udé¢lala se takto dvé fedéni a
z kazdého fedéni se odebraly 4 vzorky (= 2krat 4 paralelni méfeni pro jeden cytosol).
Do mikrotitracni desti¢ky se napipetovalo 10 pl vzorku bilkoviny a 200 pl pracovniho
roztoku C (pomoci multikanalové pipety). Napipetoval se téZ slepy vzorek, ve kterém
misto bilkoviny bylo 10 pl redestilované vody.

Mikrotitracni desticka se dobie protfepala a nechala se inkubovat 30 minut pii
37 °C. Po inkubaci se na ctecce Biorad (filtr ¢islo 3) méfila absorbance pfi 562 nm proti

destilované vode.

4.2.5 Spektrofotometrické stanoveni aktivit reduktas

Aktivita redukénich enzyma byla méfena jako pokles absorbance zpiisobeny
preménou kofaktoru NADPH na NADP" (nebo jako vzestup absorbance zplisobeny
pfeménou kofaktoru NADP' na NADPH) ve vzorku za laboratorni teploty (25 °C) pfi
340 nm. Pomoci poklesu absorbance a molarniho absorpéniho koeficientu
NADPH/NADP" ¢ = 6270 M'em™ 1ze kvantitativng vyjadfit aktivitu reduktas [15].

Roztok NADPH (Mr = 833,4 g/mol) v redestilované vodé a roztok NADP"
(Mr = 787,4 g/mol) v redestilované vod¢ byly spolecné se vzorky cytosolu uchovéavany
v pribéhu métfeni v ledové lazni. Z divodu nizsi stability bylo nutno roztoky
piipravovat 2krat denn¢ Cerstvé.

Teplota pufrti vytvarejicich reakéni prostredi byla 37 °C.

Substrat acenaftenol (Mr=170,2 g/mol) byl rozpustén v dimethylsulfoxidu,
4-pyridinkarboxaldehyd (Mr=151,1 g/mol; p = 1,122 g/em’) byl rozpustény

v redestilované vodé.
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Pro méfeni oxidace acenaftenolu byla v kyveté nasledujici reakéni smés:

890 pl TRIS pufru (0,1 M; pH 8,9)
10 ul substratu o koncentraci 0,1 M
10 ul NADP" o koncentraci 100 mM

90 pl méteného vzorku cytosolu (enzym)

Po pfidani pufru, substratu a NADP" byla kyveta uzaviena parafilmem a obsah
byl dobfe promichan. Poté byla vlozena do spektrofotometru a pfistroj byl vynulovan

(slepy vzorek). Reakce byla zahdjena pfidanim enzymu. Zaznamenavaly se hodnoty

absorbance v ¢ase 0 minut a 6 minut.

Pro méfeni redukce 4-pyridinkarboxaldehydu byla v kyveté nasledujici reakéni
smes:

960 pl draselno-fosfatového pufru (0,1 M; pH 6,0)

10 pl substratu o koncentraci 0,1 M

10 ul NADPH o koncentraci 10 mM

20 pl méteného vzorku cytosolu (enzym)

Po ptidani pufru, substraitu a NADPH byla kyveta uzaviena parafilmem a obsah
byl dobie promichan. Poté byla vlozena do spektrofotometru a pfistroj byl vynulovan

(slepy vzorek). Reakce byla zahdjena pfidanim enzymu. Zaznamendvaly se hodnoty

absorbance v ¢ase 0 minut a 4 minuty.
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Enzymova aktivita [nmol'min-ml"'] byla spo&itana pomoci Lambert-Beerova

zékona:
Ac = AAbs/ed
AC e piiraistek koncentrace NADP" nebo NADPH [mol-1"]
AAbs .......... zmeéna absorbance
E rreerreerireaens moléarni absorpcni koeficient[l'mol'-cm™]
Ao délka optické drahy [cm]

Hodnota 4c¢ byla piepocitana na objem inkubacni smési a 1 minutu (vzniklé
latkové mnozstvi za 1 minutu).
Specificka aktivita se ziskala vztazenim enzymové aktivity na mg proteinu

[nmol'min™" mg™].

4.2.6 Inkubace cytosolu 7 hepatocytit s oracinem

Oracin je potencialni cytostatikum pro ordlni uziti. Hlavnim produktem jeho
biotransformace je 3-hydroxyoracin (3HO) a 11-dihydrooracin (DHO).

DHO je chiralni metabolit tvofeny redukci pro-chirdlni karbonylové skupiny na
pozici C11 molekuly oracinu, je stereospecificky tvofen jak v mikrosomalnich tak
cytosolickych frakcich bunék. Tuto biotransformaci plisobi pfedevsim 11B-HSDI, ale i
dalsi enzym, protoze v celych mikrosomech vznikd vétsi mnozstvi (+)-DHO nez

pusobenim cCistého enzymu[12].
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Obr. 22: Biotransformace oracinu na DHO a 3HO

Inkubacni smés o celkovém objemu 0,3 ml obsahovala 0,33 mM oracin (100 pl
z4sobniho 1 mM roztoku oracinu), 1 mM NADPH (50 ul zdsobniho 6 mM roztoku
NADPH), 150 pl cytosolu o zndmém obsahu protein.

Do mikrozkumavek se napipetoval roztok oracinu a NADPH, nechal se
preinkubovat pti 37 °C po dobu asi 5 minut. Inkubace se zahajila pfidanim 150 pl
cytosolu (v ptipad¢ slepého vzorku 0,1 M fosfatového pufru pH 7,4) a protfepanim.
Inkubace pii 37 °C se skoncila po 60 minutach ochlazenim inkubaéni smési na 0 °C
v ledové 1azni, pfiddnim 30 pl koncentrovaného amoniaku a promichanim. Po ptidani
0,9 ml destilovaného octanu ethylnatého se mikrozkumavky intenzivné tfepaly na
ttepacce 2 minuty. Mikrozkumavky se zcentrifugovaly (5000 otacek, 3 minuty). Pipetou
se ptreneslo 0,8 ml horni organické vrstvy s extrahovanymi metabolity do pfipravené
vialky. Extrakt se odpafil v koncentratoru (45 °C) do sucha. Vzorky byly uchovany
v chladu a temnu a dale podrobeny HPLC analyze.
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4.2.7 HPLC analyza produktii biotransformace oracinu

HPLC analyza produkti biotransformace oracinu byla provedena na
vysokoucinném kapalinovém chromatografu Agilent 1100 Series, na chromatografické
kolon¢ typu BDH Hypersil C18 o rozmérech 250 x 4 mm. Mobilni faze vznikla
smisenim acetonitrilu a hexansulfonanového pufru v poméru 1:3. Hodnota pH 10 mM
hexansulfonanovdho pufru s obsahem 0,1 M triethylaminu byla upravena kyselinou
fosfore¢nou na 3,27 (pfi teploté 25 °C).

Analyza byla provedena pfi teplot¢ 25 °C, pod tlakem 200 bar, mobilni faze
protékala rychlosti 1,5 ml/min.

Ptedem pftipravené odparky latek (viz kapitola 4.2.6) se rozpustily v 250 ul
mobilni faze, k nastfiku na chromatografickou kolonu se pouzilo 100 pul toho roztoku.
Detekce byla provedena pomoci fluorescencniho detektoru Agilent 1100 Series a
zdznam pikll vyhodnocen chromatografickym softwarem Agilent ChemStation for

LC/MS Systems.

4.2.8 Izolace celkové RNA z izolovanych hepatocytii

Princip: po lyze bunék pomoci detergenti (guanidiniové soli) a homogenizace
lyzath nasleduje izolace zalozend na selektivnim navazani RNA na silikagelovou
membranu kolony, postupném promyvani specifickymi pufry a finalni eluci precisténé
RNA vodou. Vazebnd kapacita pouzit¢ kolony je 100 png RNA, zachyceny jsou
molekuly delsi nez 200 bazi.

Mnozstvi pocate¢niho materialu nesmi piesahovat 1:10” bunék. Doporucuje se
mnozstvi 3-4-10° bungk. Kolona se nesmi prepliiovat.

Do pufru RLT musi byt pfidan B-merkaptoethanol v mnozstvi 10 pul na 1 ml
pufru. Roztok je stabilni jeden mésic.

Pufr RPE je koncentrovany, abychom ziskali pracovni roztok, musi se ptidat 4
objemové dily ethanolu (96-100%).

V3se se déje za laboratorni teploty, teplota centrifugy nesmi byt nizs§i nez 20 °C.
Béhem izolace je tfeba pracovat rychle.

RNA byla izolovana z bun¢k kultivovanych v monovrstvé na miskach o primeéru

6 cm (pro dany PAH o dané koncentraci byly ze tfech misek vybrany pro pouziti pouze
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dve). Z misek bylo tplné odsato médium. Piidavkem 600 pl RLT pufru na misky byly
buiiky lyzovany (rozruSenim bunék obsah misek zgelovati). Lyzat byl sebran Spachtli a
pfepipetovan do mikrocentrifuga¢ni zkumavky (z kazdé misky zvlast). Obsah
zkumavek byl promichan na vortexu, aby nebyly pfitomné viditelné¢ shluky. Po
promichani byl pfidan stejny objem (600 pl) 70% ethanolu a promichéan na vortexu.

Nejvyse 700 pl vzorku bylo naneseno na kolonku umisténou ve 2 ml sbérné
zkumavce. Zaviené zkumavky se centrifugovaly po dobu 15s pii 11000 rpm, ¢imz
doslo k prefiltrovani tekutiny ptes kolonku. Filtrat byl odlit a opét nanesena dalsi davka
vzorku, az byl postupné takto zpracovan obsah obou mikrozkumavek pro dany substrat
dané koncentrace.

Pridavkem 700 pl pufru RW1 na kolonku a centrifugaci po dobu 15s pii
11000 rpm se promyva kolonka a odstrafiuje zachycena DNA, filtrat se odlije.

Kolonka byla pienesena do nové 2ml sbérné zkumavky. Na kolonku se
napipetovalo 500 pl pufru RPE, centrifugovalo po dobu 15 s pii 11000 rpm, odlil se
filtrat. Tento krok se opakoval jesté jednou, ale centrifugace trvala 2 minuty.

Kolonka se opatrné ptenesla do 1,5ml sbérné zkumavky. Eluce RNA se provedla
pridavkem 30 ul RNasa-free vody, centrifugaci po dobu jedné minuty pti 11000 rpm,
naslednym ptidavkem stejného mnozstvi RNasa-free vody a stejnou centrifugaci.

Takto jsme ziskali 60 ul roztoku celkové RNA zhepatocytii inkubovanych
s jednotlivymi PAHy v jednotlivych koncentracich. Ziskané vzorky byly skladovany

zamrazene¢ pii -80 °C.

4.2.9 Kvantifikace genové exprese

Pii kvantifikaci genové exprese se jako stézejni metoda vyuziva kvantifikace
nukleovych kyselin, zalozend na polymerazové fetézové reakci (PCR) [13]. V této praci
byla pouzita metoda Quantitative RT-PCR (QuantiTect Custom Assays), pii niZ se
prubéh PCR méfi v redlném case. RT-PCR (real time-PCR) je vysoce selektivni a
senzitivni metoda nezavisld na pouZiti radioaktivnich latek. Selektivita detekce je
zajiSténa specifickymi fluorescenéné znaCenymi sondami, zaznamenava se intenzita
fluorescencniho zafeni. QuantiTect® Probe RT-PCR Kit umoziuje na pfiistroji Light
Cycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko) provedeni reverzni
transkripce a PCR v jediné zkumavce. VSechny reagencie jsou soucasti reakéni smési

Jiz na pocatku reakce.
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Obr. 23: Schematické znazornéni kvantifikace nukleovych kyselin

Reverzni transkripce probiha po dobu 20 minut pii teploté 50 °C. Nasleduje
zvyseni teploty na 95 °C po dobu 15 minut, ¢imz se aktivuje HotStarTaqg DNA
Polymerasa a zaroven inaktivuji reverzni transkriptasy. Pisobenim této vysoké teploty
dochazi také k denaturaci, tzn. oddéleni vldkna pivodni mRNA a nov¢ syntetizovaného
vldkna c¢DNA. V nasledném kroku teplota klesne na 56°C, a tim je
zahdjena hybridizace, tj. specifické navazani primeru a sondy na sekvenci cDNA.
V prubé¢hu hybridizace (30 sekund) zarovenn probiha detekce vznikajici fluorescence.
Teplota dale vzristad az na 76 °C. Po dobu 30 sekund se syntetizuji nova vladkna DNA.
Posledni uvedené teplotni zmény bylo dosaZeno rychlosti 2 °C/s, ve vSech ostatnich
piipadech se teplota ménila rychlosti 20 °C/s. Denaturace, hybridizace/detekce a
polymerace se opakovaly ve 45 cyklech [14].

Amplifikace vzorkli byla provedena v celkovém objemu 20 pl reakéni smési
obsahujici 10 pl QuantiTect Probe RT-PCR Master Mix, 0,2 ul QuantiTect RT Mix,
2ul roztoku primeri a sondy, 5,8 pl vody a 2 pl vzorku. Kone¢na koncentrace roztoku
kazdého primeru byla 1 uM a sondy 0,2 pM.

Reakéni prostfedi vytvari QuantiTect Probe RT-PCR pufr, ktery obsahuje
RNase-free vodu, TRIS-Cl, KCI, (NH4),SO4, 8 mM MgCl,, jeho pH je 8,7. Kombinace
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reverzni transkriptasy Omniscript a Sensiscript umoznuje provedeni vysoce ucinné a
citlivé reverzni transkripce v Sirokém rozsahu pfitomného mnozstvi templatové RNA.
V reakéni smési o celkovém objemu 20 pl jsou obsazeny 2 pl vzorku templatové RNA.
Dalsim pfitomnym enzymem je HotStarTaq DNA Polymerasa, coz je modifikovana
forma rekombinantni DNA polymerasy, puvodné izolované z termofilni bakterie
Thermus aquaticus a naklonované do E. coli. Oba enzymy tvoii vldkno nukleové
kyseliny z ptitomnych dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dUTP). V reakéni smési jsou dale
obsazeny primery a sondy [14]. Primery jsou oligonukleotidy, které se paruji
s templatovou DNA na pocatku a konci amplifikovaného fragmentu, po jejich navazani
muze DNA polymerasa nasyntetizovat komplementarni vldkno DNA [5] . V této praci
byly pouzity sondy QuantiProbes pro sledovany gen (AKR1C9) a pro housekeeping gen
(h-PBGD), jako vnitini kontrolu. (Housekeeping geny jsou exprimovany konstitutivng,
pouZivaji se jako referenéni geny'. Tyto tzv. provozni geny koduji tzv. provozni
proteiny, které jsou spolecné vSem druhtim bunék mnohobuné¢ného organismu [5]).

QuantiProbes jsou sekvencné specifické sondy znacené fluoroforem na 3 konci,
na 5’konci nefluorescenénim zhasedem a MGB™ (minor groove binder). MGB™ brani
hydrolyze QuantiProbes plsobenim 5'—3 exonukleasové aktivity Taq DNA
polymerasy. QuantiProbes v roztoku tvofi ndhodné struktury, které usnadnuji G¢inné
zhéaSeni fluorescenéniho signalu. KdyZz sonda béhem PCR hybridizuje se svou cilovou
sekvenci, fluorofor a zhdsec se odd¢li a je generovan fluorescencni signal.

Tento signal je zobrazen v zavislosti na poctu cykli, kiivka ma sigmoidalni tvar.
Z této kiivky byl pro kazdy vzorek metodou druhé derivace maxima urcen bod, ve
kterém je maximalni narast fluorescence v logaritmicko-linearni ¢asti kiivky. Software
pristroje zaroven urci Cislo cyklu, ve kterém bylo dosazeno bodu kiizeni (dochézi
k signifikantnimu nardstu fluorescence — je protnut stanoveny prah ,,threshold*). Bod
kiizeni je popsan hodnotou CT (threshold cycle).

Pomoci hodnoty CT a porovnavaci metody (AACT metoda) byl v kazdém
vzorku vyjadfen relativni obsah cilového amplikonu podle vzorce:

Relativni obsah cilového amplikonu = 27 *4¢T

AACt = (CTakrico — CTkG)vzorek — ( CTakrico — CTHKG )kontrola

! http://bme.ub.uni-potsdam.de/1471-2199-6-4/1471-2199-6-4.pdf
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5. VYSLEDKY

5.1 Test cytotoxicity

Zivotnost hepatocytii inkubovanych s testovanymi substancemi byla vyjadiena
jako % absorbance, kdy absorbance kontroly piedstavuje 100%. S kazdym induktorem
byly hepatocyty inkubovany ve 24 jamkach mikrotitrani desticky.

Tab. 2: Zivotnost hepatocytii inkubovanych s benzo[b]fluorantenem v koncentracich 0,2 pM,
1,0 pM a 5,0 pM

kontrola 100,00 + 11,55
BbF 0,2 93,73 + 14,18
BbF 1,0 89,41 £ 12,74
BbF 5,0 87,66 + 14,73

120

100 -

o
]
I

% Zivotnosti hepatocytu
B (o)
S S

20 A

kontrola BbF 0,2 BbF 1,0 BbF 5,0

Obr. 24: Grafické znazornéni Zivotnosti hepatocytii inkubovanych s benzo[b]fluorantenem

Parametrickym t-testem (hladina vyznamnosti P < 0.05) nebyl prokazan

statisticky vyznamny rozdil Zivotnosti bunék inkubovanych s BbF a bun¢k kontroly.
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Tab. 3: Zivotnost hepatocyti inkubovanych sbenzpyrenem v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM
a5,0 tM

Kontrola 100,00 + 7,41
BP 0,2 105,10 £ 7,84
BP 1,0 110,16 £ 9,86
BP 5,0 105,08 + 7,96

140
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% Zivotnosti hepatocytu
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kontrola BP 0,2 BP 1,0 BP 5,0

Obr. 25: Grafické znazornéni Zivotnosti hepatocyti inkubovanych s benzpyrenem

Parametrickym t-testem (hladina vyznamnosti P < 0.05) nebyl prokazan

statisticky vyznamny rozdil Zivotnosti bun¢k inkubovanych s BP a buné€k kontroly.
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5.2 Obsah bilkoviny

Obsah bilkoviny byl v jednotlivych vzorcich stanoven metodou BCA (viz.
kapitola 4.2.4). Pro cytosol z hepatocytii inkubovanych s danym induktorem o dané
koncentraci bylo pfipraveno osm paralelnich vzorkti v kazdém pokusu. Jednotlivé

koncentrace bilkoviny byly vypocteny pomoci smérnice kalibracni piimky (viz obr. 26).

0,800

0,700 -

0,600 -

0,500 - .

absorbance
uO
i
o
(e
|

0,300 - y=0,000741x
0.200 | ‘ R® =0,987822
0,100
0,000 w w ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200

bilkovina [pg/ml]

Obr. 26: Zavislost absorbance na koncentraci bilkoviny, ziskana zmérenim standardnich roztoka
BSA. Kazdy koncentra¢ni bod je priimérem osmi méreni. Rovnice primky y = 0,000741 x,
korelaéni koeficient R” = 0,987822. Od naméFenych hodnot byla odeétena absorbance
slepého pokusu (0,080429), proto piimka prochazi po¢atkem.

Z naméfenych hodnot absorbance paralelnich vzorkl byla vypocitdna primérna
koncentrace bilkoviny. Stanoveni obsahu bilkoviny v cytosolické frakci hepatocyti
inkubovanych s benzo[b]fluorantenem bylo provedeno v jednom pokusu, stanoveni
obsahu bilkoviny v cytosolické frakci hepatocytli inkubovanych s benzpyrenem bylo
provedeno opakovan¢ ve tiech pokusech.

Ke zjisténi statistické vyznamnosti rozdilu koncentrace bilkovin v jednotlivych
pokusech oproti kontrole byl pouzit Studentiv neparovy t-test a neparametricky Mann-

Whitney U test s hladinou vyznamnosti alfa = 0,05.
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Tab. 4: Koncentrace bilkoviny [mg/ml] v cytosolu hepatocyti kontrolnich a inkubovanych
s benzo[b]fluorantenem v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0pM

BbF 0,2 5,11+1,53*
BbF 1,0 497 +0,87*
BbF 5,0 4,38 +0,74*
Kkontrola 9,05+ 1,66

* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)

12,0

10,0 A {
8,0 ‘

6,0 { I

Obsah bilkoviny [mg/ml]

2,0 A

0,0
BbF 0,2 BbF 1,0 BbF 5,0 kontrola

Obr. 27: Grafické znazornéni obsahu bilkovin v cytosolické frakci hepatocyti inkubovanych
s benzo[b]fluorantenem

Z obrazku je jasn¢ patrné, ze koncentrace bilkovin v cytosolu hepatocyta
inkubovanych s benzo[b]fluorantenem byla statisticky vyznamné snizena v porovnani
s kontrolou (P < 0,05) a to uz vptipadé, kdy byla pouzita nejniz$i koncentrace

induktoru.
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Tab. 5: Koncentrace bilkoviny [mg/ml] v cytosolu hepatocytii kontrolnich a inkubovanych
s benzpyrenem v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM v pokusu ¢. 1

BP 0,2 11,05+ 1,23

BP 1,0 11,89+ 1,22

BP 5,0 13,08 + 1,08*
kontrola 10,47 +£ 2,35

* statisticka vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)

16,0

14,0 T

12,0

10,0 -
8,0
6,0 -

4,0

Obsah bilkoviny [mg/ml]

2,0 1

0,0 -
BP 0,2 BP 1,0 BP 5,0 kontrola

Obr. 28: Grafické znazornéni obsahu bilkovin v cytosolické frakci hepatocyti inkubovanych
s benzpyrenem v pokusu ¢. 1

Koncentrace  bilkovin v cytosolick¢é frakci  hepatocyti  inkubovanych
s benzpyrenem v pokusu ¢. 1 byla zvySena v porovnani s kontrolou, ale jenom
v cytosolické frakci hepatocytl inkubovanych s benzpyrenem v koncentraci 5,0 uM byl

tento narust statisticky vyznamny oproti kontrole (P < 0,05).
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Tab. 6: Koncentrace bilkoviny [mg/ml] v cytosolu hepatocytii kontrolnich a inkubovanych
s benzpyrenem v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM v pokusu ¢. 2

BP 0,2 6,15+1,11

BP 1,0 4,94 + 0,60

BP 5,0 7,01 £0,91%*
kontrola 5,39+ 0,87

* statisticka vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)

Obsah bilkoviny [mg/ml]

BP 0,2 BP 1,0 BP 5,0 kontrola

Obr. 29: Grafické znazornéni obsahu bilkovin v cytosolické frakci hepatocytii inkubovanych
s benzpyrenem v pokusu ¢. 2

V pokusu ¢. 2 nelze pozorovat jednoznacny trend zmén koncentrace bilkovin
v cytosolické frakci hepatocytl inkubovanych s benzpyrenem. Nejniz$i a nejvyssi
pouzitd koncentrace benzpyrenu zpusobila zvySeni koncentrace bilkovin. Toto zvyseni

bylo statisticky vyznamné oproti kontrole (P < 0,05) pouze v piipadé koncentrace

benzpyrenu 5,0 uM.
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Tab. 7: Koncentrace bilkoviny [mg/ml] v cytosolu hepatocytii kontrolnich a inkubovanych
s benzpyrenem v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM v pokusu ¢&. 3

BP 0,2 4,56 +£0,36
BP 1,0 5,00 + 0,60
BP 5,0 5,72+ 0,81
kontrola 5,63 +1,39
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Obr. 30: Grafické znazornéni obsahu bilkovin v cytosolické frakci hepatocyti inkubovanych
s benzpyrenem v pokusu ¢. 3

V pokusu ¢. 3 bylo pozorovano jen malé ovlivnéni koncentrace bilkovin
pusobenim benzpyrenu ve vSech pouzitych koncentracich. Zadnd zména nebyla

statisticky vyznamna oproti kontrole (P < 0,05).

Po chemické strance jsou enzymy bilkovinami, a proto mj. i mnozstvi bilkoviny
je tmérné enzymové aktivité. Stanoveni obsahu bilkoviny je nutné pro vypocet
specifické enzymové aktivity, tj. aktivity vztazené na 1 mg bilkoviny. MnoZstvi

bilkoviny miize téz vypovidat o stavu jaterni tkané [10].
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5.3  Aktivity redukénich enzymii

Aktivita cytosolickych redukcénich enzymi byla méfena spektrofotometricky
(viz kapitola 4.2.5). Ke zjisténi statistické vyznamnosti jednotlivych pokusnych variant
oproti kontrole byl pouzit Studentiiv neparovy t-test a neparametricky Mann-Whitney

U test s hladinou vyznamnosti alfa = 0,05.

Redukce acenaftenolu

V nasledujicich tabulkdch jsou uvedeny vysledky méfeni enzymové aktivity pfi
redukci acenaftenolu v cytosolické frakei hepatocytd inkubovanych s pfislusnymi
induktory v danych koncentracich. Enzymova aktivita je vztazend na 1 mg bilkoviny a

uvedena jako specificka aktivita.
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Inkubace hepatocyctl s benzo[b]fluorantenem byla provedena v jednom pokusu.

Tab. 8: Specificka aktivita redukénich enzymu cytosolické frakce potkanich hepatocyti kontrolnich
a inkubovanych s BbF v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM p¥i redukei acenaftenolu.
KaZda hodnota je primérem ¢tyf paralelnich méreni

acenaftenol Specificka aktivita
[nmol.min'l.mg'l]
Kontrola 12,48 + 6,51
BbF 0,2 18,22 + 9,97
BbF 1,0 117,64 + 53,11*
BbF 5,0 313,77 £ 61,51*

* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)

Specificka aktivita [nmol.min .

o | i =

kontrola

BbF 0,2

BbF 1,0 BbF 5,0

Obr. 31: Grafické znazornéni specifické aktivity redukénich enzymi cytosolické frakce potkanich
hepatocytii inkubovanych s BbF p¥i redukci acenaftenolu

Z obrazku je jasné patrné, ze nejvyssi specifickd enzymova aktivita pfi redukci

acenaftenolu byla naméfena v cytosolické frakci hepatocytti inkubovanych s BbF

v koncentraci 5,0 pM. Také specifickd enzymova aktivita v cytosolické frakcei

hepatocytii inkubovanych s BbF v koncentraci 1,0 uM je statisticky vyznamné vyssi

oproti kontrole (P < 0,05). Specifickd enzymova aktivita v cytosolické frakci hepatocytl

inkubovanych s BbF v koncentraci 0,2 pM se statisticky vyznamné neli§i oproti

kontrole (P < 0,05). Celkové je patrny nartst specifické enzymové aktivity se vzrustajici

koncentraci induktoru.
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Inkubace hepatocyctl s benzpyrenem byla provedena ve tiech pokusech.

Pokus ¢. 1

Tab. 9: Specificka aktivita redukénich enzymu cytosolické frakce potkanich hepatocyti kontrolnich
a inkubovanych s BP v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM pii redukcei acenaftenolu
v pokusu ¢.1. Kazda hodnota je prumérem ¢tyf paralelnich méreni

acenaftenol Specificka aktivita
[nmol.min'l.mg'l]
Kontrola 142,87 + 16,64
BP 0,2 69,77 +£9,42*
BP 1,0 124,68 + 10,23
BP 5,0 86,85 + 1,02*

* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)
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Obr. 32: Grafické znazornéni specifické aktivity redukénich enzymu cytosolické frakce potkanich
hepatocyti inkubovanych s BP pri redukci acenaftenolu v pokusu ¢. 1

Z obrazku je patrné, ze nejvysSi specifickd enzymova aktivita pii redukci
acenaftenolu byla naméfena v cytosolické frakci hepatocyti neinkubovanych
s induktorem. Statisticky vyznamné sniZeni specifické enzymové aktivity oproti
kontrole pfi redukci acenaftenolu pozorujeme v cytosolické frakci bunék inkubovanych

s BP v koncentraci 0,2 uM a 5,0 uM.
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Pokus ¢. 2

Tab. 10: Specificka aktivita redukénich enzymii cytosolické frakce potkanich hepatocyti
kontrolnich a inkubovanych s BP v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM p¥i redukei
acenaftenolu v pokusu ¢. 2. KaZzda hodnota je pramérem ¢tyi paralelnich méieni

acenaftenol Specificka aktivita
[nmol.min".mg™'|
Kontrola 93,71 + 21,31
BP 0,2 114,47 £ 5,58
BP 1,0 72,68 £ 10,31
BP 5,0 66,40 +£2,19*

* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)
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Obr. 33: Grafické znazornéni specifické aktivity redukénich enzymi cytosolické frakce potkanich
hepatocytu inkubovanych s BP pri redukci acenaftenolu v pokusu ¢.2

Na obrazku mizeme pozorovat mirny narast specifické enzymové aktivity pfi
redukci acenaftenolu v cytosolické frakci hepatocytli inkubovanych s BP v koncentraci
0,2 uM. Tento nartst neni statisticky vyznamny (P < 0,05) v porovnani s kontrolou
narozdil od poklesu specifické enzymov¢ aktivity pfi redukci acenaftenolu v cytosolické
frakci hepatocytti inkubovanych s BP v koncentraci 5,0 uM. Celkové tedy pozorujeme
mirny narust specifické enzymové aktivity pii redukci acenaftenolu v cytosolické frakci
hepatocyti inkubovanych s BP v nejnizs§i koncentraci a nasledny pokles aktivity pii
redukci acenaftenolu v cytosolické frakci hepatocytii inkubovanych s BP ve vyssich

koncentracich.
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Pokus ¢. 3

Tab. 11: Specificka aktivita redukénich enzymu cytosolické frakce potkanich hepatocyti
kontrolnich a inkubovanych s BP v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM p¥i redukei
acenaftenolu v pokusu ¢. 3. KaZzda hodnota je pramérem ¢ty paralelnich méieni

acenaftenol Specificka aktivita
[nmol.min-1.mg-1]
Kontrola 100,31 £20,53
BP 0,2 152,92 +9,95*
BP 1,0 86,37 + 14,64
BP 5,0 23,25 +£10,04*

* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)
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Obr. 34: Grafické znazornéni specifické aktivity redukénich enzymiu cytosolické frakce potkanich
hepatocyti inkubovanych s BP pri redukci acenaftenolu v pokusu ¢. 3

Na obrazku pozorujeme v porovnani s kontrolou statisticky vyznamny (P < 0,05)
nariist specifické enzymové aktivity pifi redukci acenaftenolu v cytosolické frakci
hepatocytii inkubovanych s BP v koncentraci 0,2 uM a statisticky vyznamny (P < 0,05)
pokles specifické enzymové aktivity pii redukci acenaftenolu v cytosolické frakci
hepatocytti inkubovanych s BP v koncentraci 5,0 uM. Celkové tedy pozorujeme nartist

specifické enzymové aktivity pfi redukci acenaftenolu v cytosolické frakci hepatocytl

v

v

acenaftenolu v cytosolické frakci hepatocyti inkubovanych sBP ve vysSich

koncentracich. Tento trend je shodny s trendem pozorovanym v pokusu €. 2.
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Redukce 4-pyridinkarboxaldehydu

V nasledujici tabulkach jsou uvedené vysledky méfeni enzymové aktivity pfi
redukci 4-pyridinkarboxaldehydu v cytosolické frakci hepatocytli inkubovanych
s ptislusnymi induktory v danych koncentracich. Enzymové aktivita je vztaZzend na

1 mg bilkoviny a vyjadiena jako specificka aktivita.
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Inkubace hepatocycti s benzo[b]fluorantenem byla provedena v jednom pokusu.

Tab. 12: Specificka aktivita redukénich enzymii cytosolické frakce potkanich hepatocyti
kontrolnich a inkubovanych s BbF v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM p¥i redukci
4-pyridinkarboxaldehydu. Kazda hodnota je priimérem ¢ty¥ paralelnich méreni

4-pyridinkarboxaldehyd Specificka aktivita
[nmol.min".mg™|
Kontrola 55,07 5,60
BbF 0,2 99,56 +9,83*
BbF 1,0 120,31 +17,33*
BbF 5,0 147,79 + 18,75*

* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)
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Obr. 35: Grafické znazornéni specifické aktivity redukénich enzymi cytosolické frakce potkanich
hepatocyti inkubovanych s BbF p¥i redukci 4-pyridinkarboxaldehydu

Z obrazku je jasné patrnd nejvyssi specifickd enzymové aktivita pfi redukci
4-pyridinkarboxaldehydu nameétfena v cytosolické frakci hepatocytid inkubovanych
s BbF v koncentraci 5,0 uM. Také specifickd enzymova aktivita v cytosolické frakci
hepatocytti inkubovanych s BbF v koncentraci 1,0 uM a 0,2 uM je statisticky vyznamna
oproti kontrole (P < 0,05). Celkové€ je patrny nartst specifické enzymové aktivity se

vzrustajici koncentraci induktoru.
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Inkubace hepatocycti s benzpyrenem byla provedena ve tiech pokusech.

Pokus ¢. 1

Tab. 13: Specificka aktivita redukénich enzymii cytosolické frakce potkanich hepatocyti
kontrolnich a inkubovanych s BP v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM pfri redukci
4-pyridinkarboxaldehydu v pokusu ¢&.1. KaZzda hodnota je prumérem ¢&tyr paralelnich

méreni
4-pyridinkarboxaldehyd Specificka aktivita
[nmol.min'l.mg'l]
Kontrola 116,20 + 13,38
BP 0,2 104,65 + 46,31
BP 1,0 109,02 + 19,85
BP 5,0 145,52 + 15,81*
* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)
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Obr. 36: Grafické znazornéni specifické aktivity redukénich enzymi cytosolické frakce potkanich
hepatocyti inkubovanych s BP pri redukci 4-pyridinkarboxaldehydu v pokusu ¢.1

Z obrazku je patrny v porovnani s kontrolou statisticky vyznamny (P < 0,05)
nariist specifické enzymové aktivity pii redukci 4-pyridinkarboxaldehydu naméteny
v cytosolické frakci hepatocytli inkubovanych s BP v koncentraci 5,0 uM. Specificka
enzymova aktivita v cytosolické frakci hepatocytii inkubovanych s BP v koncentraci
1,0uM a 0,2uM je niz8i nez specificka enzymova aktivita v cytosolické frakei
hepatocytii neinkubovanych s induktory, avSak tento pokles neni statisticky vyznamny

oproti kontrole (P < 0,05).
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Pokus ¢. 2

Tab. 14: Specificka aktivita redukénich enzymi cytosolické frakce potkanich hepatocyti
kontrolnich a inkubovanych s BP v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM p¥i redukci
4-pyridinkarboxaldehydu v pokusu ¢.2. KaZzda hodnota je primérem c¢tyr paralelnich

méreni
4-pyridinkarboxaldehyd Specificka aktivita
[nmol.min'l.mg'l]
Kontrola 120,22 + 20,37
BP 0,2 108,53 + 28,18
BP 1,0 141,32 + 4,66
BP 5,0 147,98 + 8,05*
* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)
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Obr. 37: Grafické znazornéni specifické aktivity redukénich enzymu cytosolické frakce potkanich
hepatocyti inkubovanych s BP p¥i redukci 4-pyridinkarboxaldehydu v pokusu ¢.2

Z obrazku je patrny v porovnani s kontrolou statisticky vyznamny (P < 0,05)

narast specifické enzymové aktivity pti redukci 4-pyridinkarboxaldehydu naméteny

v cytosolické frakci hepatocyti inkubovanych s BP v koncentraci 5,0 uM. Specificka

enzymova aktivita v cytosolické frakci hepatocytli inkubovanych s BP v koncentraci

1,0 uM je vyssi v porovnani s kontrolou, ale zména neni statisticky vyznamna oproti

kontrole (P < 0,05). Specificka enzymova aktivita v cytosolické¢ frakci hepatocytt

inkubovanych s BP v koncentraci 0,2 uM je niz$i nez specifickd enzymova aktivita

v cytosolické frakci hepatocytti neinkubovanych s induktory, avSak tento pokles neni

statisticky vyznamny oproti kontrole (P < 0,05).
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Pokus ¢. 3

Tab. 15: Specificka aktivita redukénich enzymi cytosolické frakce potkanich hepatocyti
kontrolnich a inkubovanych s BP v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM p¥i redukci
4-pyridinkarboxaldehydu v pokusu ¢.3. KaZzda hodnota je primérem c¢tyf paralelnich

méreni
4-pyridinkarboxaldehyd Specificka aktivita
[nmol.min'l.mg'l]
Kontrola 118,61 + 22,67
BP 0,2 166,03 + 27,63*
BP 1,0 161,44 + 30,09
BP 5,0 153,44 + 33,21
* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)
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Obr. 38: Grafické znazornéni specifické aktivity redukénich enzymu cytosolické frakce potkanich
hepatocyti inkubovanych s BP p¥i redukci 4-pyridinkarboxaldehydu v pokusu ¢.3

Na obrazku mlizeme pozorovat nartst specifické enzymové aktivity pii redukei
4-pyridinkarboxaldehydu v cytosolické frakci hepatocytii inkubovanych s BP v
koncentraci jak 0,2 uM tak 1,0 uM 1 5,0 uM. Tento narast statisticky vyznamny (P <
0,05) v porovnani s kontrolou pouze v piipadé€ specifické enzymové aktivity pii redukci
4-pyridinkarboxaldehydu v cytosolické frakci hepatocyti inkubovanych sBP v
koncentraci 0,2 uM.

- 64 -



5.4 Kvantifikace produkti biotransformace oracinu

Kvantifikace  produkti  biotransformace  oracinu  byla  provedena
chromatograficky (viz. kapitola 4.2.7). Za podminek uvedenych vyse, byl retencni Cas
11-dihydrooracinu, jako hlavniho produktu biotransformace oracinu, 2,720 min.

V nasledujicich tabulkach je uvedena specificka enzymova aktivita pro redukci
oracinu jako mnoZzstvi dihydrooracinu [ng] vzniklé za 1 minutu piisobenim enzymu
cytosolické frakce hepatocyti inkubovanych s benzo[b]fluorantenem a benzpyrenem
v koncentracich 0,2 uM, 1,0 uM a 5,0 pM. Mnozstvi dihydrooracinu bylo vztazeno na

1 mg bilkovin v pfislusném vzorku cytosolu.

Tab. 16: MnoZstvi dihydrooracinu [ng] vzniklého za 1min v cytosolu z hepatocyti kontrolnich a
inkubovanych s benzo[b]fluorantenem v koncentracich 0,2 pM, 1,0uM a 5,0uM. MnoZstvi

cytosolu odpovida 1 mg bilkovin

DHO[ng-min'l-mg'1 ]
Kontrola 1,075 +£ 0,003
BbF 0,2 0,907 + 0,043*
BbF 1,0 1,079 £ 0,038
BbF 5,0 1,440 + 0,032*

* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)
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Obr. 39: Grafické vyjadieni obsahu DHO v cytosolu hepatocyti inkubovanych s BbF
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Z grafu je patrny statisticky vyznamny (P< 0,05) pokles obsahu DHO
v cytosolické frakci hepatocytli inkubovanych s BbF v koncentraci 0,2 uM a nartst

obsahu DHO pfi inkubaci s BbF v koncentraci 5,0 uM.

Tab. 17: MnozZstvi dihydrooracinu [ng] vzniklého za 1min v cytosolu z hepatocyti kontrolnich a
inkubovanych s benzpyrenem v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM. MnoZstvi cytosolu
odpovida 1 mg bilkovin

DHO[ng'min *mg”' |
Kontrola 1,243 + 0,033
BP 0,2 1,688 + 0,024*
BP 1,0 1,693 £ 0,026*
BP 5,0 1,569 + 0,064*

* statistickd vyznamnost oproti kontrole (P < 0,05)
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Obr. 40: Grafické vyjadieni obsahu DHO v cytosolu hepatocytii inkubovanych s BP

Pro inkubaci s oracinem byly pouzity vzorky cytosolu pfipravené soucasné se
vzorky pro stanoveni enzymové aktivity pii  redukci 1l-acenaftenolu a
4-pyridinkarboxaldehydu v pokusu €. 3. Mnozstvi DHO bylo statisticky vyznamné (P <
0,05) zvyseno v porovnani s kontrolou ve vzorcich cytosolu hepatocytii inkubovanych

s BP ve vSech koncentracich, ale nezvysSuje se umérné zvysujici se koncentraci BP.
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5.5 Kvantifikace genové exprese

Kvantifikace genové exprese byla provedena ve Vyzkumném ustavu

veterinarnich 1é¢iv (VUVeL), Brno, oddéleni chemie a toxikologie.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny namétené CT hodnoty housekeeping

genu PBGD (CTykg), CT hodnoty sledovaného genu (CTakrico) a relativni vyjadieni

genove exprese vypocitané metodou popsanou v kapitole 4.2.9.

Materidl pro kvantifikaci

genové exprese Vv hepatocytech inkubovanych

s benzo[b]fluorantenem byl ptipraven v jednom pokusu.

Tab. 18: Relativni vyjadieni genové exprese v hepatocytech kontrolnich a inkubovanych s BbF

v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM

Relativni vyjadieni
BbF CTaka CT akr1c9 genoveé exprese
kontrola 23,76* 21,84* 1,00
BbF 0,2 23,87 21,70 0,84
BbF 1,0 23,79 22,66 0,58
BbF 5,0 23,42 21,68 0,89

* primér hodnot dvou méfeni

Z tabulky vyplyva, Zze v pokusu s BbF je relativni genova exprese niz$i nez

hodnota 1 pfislusné kontroly.
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Material pro kvantifikaci genové exprese v hepatocytech inkubovanych

s benzpyrenem byl pfipraven ve tiech pokusech.

Tab. 19: Relativni vyjadieni genové exprese v hepatocytech kontrolnich a inkubovanych s BP
v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM v pokusu €. 1

Relativni vyjadreni
BP-pokus ¢.1 | CTykg CT akr1c9 genoveé exprese
kontrola 23,65 22,98 1,00
BP 0,2 25,08 24,06 1,27
BP 1,0 24,94 23,83 1,36
BP 5,0 25,00 23,36 1,96

Tab. 20: Relativni vyjadieni genové exprese v hepatocytech kontrolnich a inkubovanych s BP
v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM v pokusu €. 2

Relativni vyjadieni
BP-pokus ¢.2 [ CTykg CT akr1c9 genoveé exprese
kontrola 24.28* 23,22% 1,00
BP 0,2 24,93 24,18 0,81
BP 1,0 24,13 23,26 0,88
BP 5,0 25,15 24,27 0,88

* primér hodnot dvou méfeni

Tab. 21: Relativni vyjadieni genové exprese v hepatocytech kontrolnich a inkubovanych s BP
v koncentracich 0,2 pM, 1,0 pM a 5,0 pM v pokusu €. 3

Relativni vyjadreni
BP-pokus ¢.3 | CTykg CTAkRr1C9 genoveé exprese
kontrola 23,76* 21,84* 1,00
BP 0,2 23,38 21,58 0,92
BP 1,0 24,37 22,79 0,79
BP 5,0 23,89 21,98 1,00

* primér hodnot dvou méfeni

Trend nariistu genové exprese muzeme pozorovat pouze Vv hepatocytech
inkubovanych s benzpyrenem v pokusu ¢. 1. Aby se tento nartist dal povazovat za
statisticky vyznamny, musela by hodnota relativni genové exprese byt vétsi nez 2,5.
V ostatnich pokusech s BP je relativni genova exprese niz§i nez hodnota 1 pfislusné
kontroly, coz znaci, ze nedoSlo k indukci. Popf. je mozné usuzovat na chybu pfi
stanoveni, nebot’ byly vylouceny cytotoxické koncentrace snizujici expresi pod hodnotu

kontroly.
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6. DISKUSE

Tato prace byla provadéna s cilem stanovit vliv polycyklickych aromatickych
uhlovodikii na modulaci aktivit cytosolickych redukénich enzymti z nadrodiny AKR
v hepatocytech potkana (Rattus norvegicus var. alba). Polycyklické aromatické
uhlovodiky jsou povazovany za modulatory enzymové aktivity ve smyslu inhibice nebo
indukce, jak bylo potvrzeno v provedenych studiich, napt. [7]. Tato prace se konkrétné
zamétuje na pisobeni benzo[a]pyrenu a benzo[b]fluorantenu.

Inhibice je zpusobena napiiklad kompetici o aktivni misto enzymu,
sebevrazednymi inhibitory nebo kompetici o kofaktory. Indukce v uz§im smyslu
znamena zvysSeni syntézy mRNA a nasledné zvyseni proteosyntézy specifické
bilkoviny, respektive enzymu. V S$irSim smyslu se enzymova indukce definuje jako
zvysSeni aktivity urcitého enzymu, které¢ je vysledkem nejen zvySeni jeho syntézy ¢i
aktivace hotového enzymu, ale i mozného sniZeni jeho degradace.

V ramci této prace byla sledovana modulace aktivit redukénich enzymi v uzsim
1 $irsim smyslu, tedy byly zjistovany zmény na Grovni mRNA i zmény na Urovni
aktivity redukcénich enzymii v cytosolické frakci potkanich hepatocyti pii redukci
relativné specifickych substratii 4-pyridinkarboxaldehydu, 1-acenaftenolu a oracinu.

V cytosolické frakci lidskych jater je 4-pyridinkarboxaldehyd redukovén na
4-pyridinkarbinol aldehydreduktasou (AKR1A1) [10]. 1-Acenaftenol se oxiduje na
I-acenaftenon, 1,2-acenaftendiol, acenaftenchinon a 1,2-dihydroxyacenftylen, tak je
tomu napiiklad u Beijerinckia sp'. Oracin je redukovan na 11-dihydrooracin (DHO),
v mikrosomech lidskych jater ptsobenim 118-HSDI [12], v cytosolu pomoci
karbonylreduktasy a aldoketoreduktas (AKRICI1, 1C2 a 1C4) [16] Zmény na urovni
mRNA 1 zmény aktivity enzymu byly stanoveny na zékladé¢ porovnani nameétenych
hodnot charakterizujicich cytosol z hepatocyti, které byly vystaveny pisobeni PAHU, a
kontrolnich vzorkli cytosolu z hepatocytii, které byly vystaveny stejnym procestim
mimo pfitomnosti testovanych latek.

Enzymova aktivita pfi redukci 4-pyridinkarboxaldehydu a 1-acenaftenolu byla
vypolitana z vysledkli spektrofotometrického méfeni zmén absorbance v Ccase

zpusobenych zménami koncentrace oxidované a redukované formy kofaktoru

! http://www.pubmedcentral.gov/picrender. fcgi?tool=pmcentrez&blobtype=pdf&artid=240288
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nikotinamidadenindinukleotidfosfatu. Enzymova aktivita pii redukci oracinu byla
vypoclitana z chromatograficky stanoveného mnozstvi 11-dihydrooracinu, hlavniho
produktu biotransformace parentni latky.

Pro vypocet specifické aktivity, ¢ili aktivity vztazené na miligram bilkoviny,
bylo nutné stanovit koncentraci bilkoviny v jednotlivych vzorcich. K tomu byla vyuzita
metoda BCA (bicinchonic acid), kterou lze zachytit 0,5 — 10 pg bilkoviny v 1 ml
inkubacni smési. Dal§i vyhodou metody BCA je nizké spotieba chemikalii, protoze se
bilkovina stanovuje na mikrotitra¢ni desti¢ce [10].

Koncentrace bilkovin muze odrazet stav laboratorniho zvifete a z n€ho ziskané
jaterni tkan¢ pouzité pro pripravu primdrnich kultur hepatocytt.

Testované polycyklické aromatické uhlovodiky se liSily ve svém vlivu na obsah
bilkovin v cytosolu. Zatimco benzo[b]fluoranten koncentraci bilkovin statisticky
vyznamn¢ snizil v porovnani s kontrolou (P < 0,05) a to uz v ptipad¢, kdy byla pouzita
jeho nejnizsi koncentrace, benzpyren nevykazoval v opakovanych pokusech
jednoznacény vliv, obsah bilkovin spiSe zvySoval.

Primdrni vliv sledovanych polycyklickych aromatickych uhlovodikli na
zivotnost hepatocytii byl wurCen testem cytotoxicity MTT (dimethylthiazo-
diphenyltetrazolium bromid). Parametrickym t-testem (hladina vyznamnosti P < 0,05)
nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil Zivotnosti bunc¢k inkubovanych s BP ani
BbF v testovanych koncentracich (0,2 pM, 1,0 uM a 5,0 uM) v porovnani s kontrolnimi
bunkami, zvlasté ptihlédneme-li k faktu, ze variabilita samotného testu je 10 — 15 %.

Obsah bilkovin se odrazi ve specifické enzymové aktivité. Tato veliCina byla
statisticky vyznamné zvysSena v cytosolické frakci hepatocytii inkubovanych s BbF pfti
redukci jak 1-acenaftenolu, tak 4-pyridinkarboxaldehydu i oracinu. Benzo[b]fluoranten
v koncentraci 0,2 uM specifickou enzymovou aktivitu zvysil o 80 % pfi redukci
4-pyridinkarboxaldehydu. V koncentraci 1,0 uM specifickou enzymovou aktivitu zvysil
o 110 % pifi redukci 4-pyridinkarboxaldehydu a zdevitindsobil pii redukci
l-acenaftenolu. Nejvy$si pouzitd koncentrace BbF (5,0 pM) méla na specifickou
enzymovou aktivitu nejvétsi vliv, byla zvySena pti redukei oracinu o 34 %, pii redukci
4-pyridinkarboxaldehydu o 170 %. Pfi redukci 1-acenaftenolu byla dokonce 25krat
vy$si nez specifickd enzymova aktivita v cytosolu kontrolnich bunék.

V opakovanych pokusech, kdy byly hepatocyty vystaveny plsobeni BP, nelze

pozorovat tak jednoznac¢né trendy ovlivnéni jako pii pasobeni BbF. Pii redukci

Cvwr
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koncentrace BP s vyjimkou pokusu ¢. 1, kdy koncentrace 0,2 puM zptisobila pokles
specifické enzymové aktivity o 52 %. Pravdépodobné se jednd o chybu méfeni, tedy
tuto hodnotu musime vyloucit, protoze v opakovanych pokusech (pokus €. 2 a €. 3) jsou
Se vzristajici koncentraci PAHu specificka aktivita klesala (az o 77 % v pokusu €. 3 pfi
koncentraci BbF 5,0 uM) .

Pti redukci 4-pyridinkarboxaldehydu doslo vlivem nejnizsi pouzité koncentrace
BP k mirnému snizeni specifické aktivity, se vzristajici koncentraci PAHu specificka
aktivita vzrustala asi o 25 % (v pokusu €.1 a €. 2). V pokusu €. 3 se vSak trend lisil —
s jeho vzrastajici koncentraci specificka aktivita klesa, trend v tomto pokusu je tak
obdobny s trendem zmén specifické aktivity pii redukei 1-acenaftenolu a oracinu.

Pomoci méteni aktivit vici 1-acenaftenolu, 4-pyridinkarboxaldehydu a oracinu
bylo prokazano zvysSeni aktivity reduk¢nich enzymi cytosolické frakce hepatocyti
inkubovanych s BbF. AvSak po inkubaci hepatocyti s BP se nepodatilo jednoznacné
prokéazat zvyseni aktivity cytosolickych redukénich enzymi ani vic¢i 1-acenaftenolu,
4-pyridinkarboxaldehydu, ani oracinu.

Indukce enzymi v uzS$im smyslu (indukce mRNA) se nepodatila prokazat
vlivem BP ani BbF. Relativni exprese genu pro AKR1C9 v bunikach inkubovanych
s PAHy byla nizs§i nez v buiitkdach kontrolnich, nebo byla zvySena jen nevyznamné
v porovnani s kontrolou (pfi inkubaci s BP v pokusu ¢. 1).

Naptiklad v lidskych bunikdch hepatomu (HepG2) a bunkéch karcinomu tlustého
stteva (HT29) byla AKRIClI mRNA indukovana plsobenim mikromolarnich
koncentraci ~ benzpyrenchinonu, latky  vzniklé  biotransformaci  parentniho
benzo[a]pyrenu. Hladiny AKR1C1 mRNA byly zvyseny ttikrat [7]. [zoenzym AKRIC1
a AKRI1C2 patii do téze podrodiny AKRI1C, tudiZ maji sekvencni aminokyselinovou
identitu > 60 %. AvSak izoenzym AKRI1C2 v téZe studii indukovan nebyl. Méné nez
40% variabilita sekvence aminokyselin je tedy dostate¢na k tomu, aby se tatdz latka
projevila v ptipadé jednoho izoenzymu jako induktor a v pfipadé¢ druhého nikoli. Do
této podrodiny enzymt nélezi také izoenzym AKR1C9, jehoz relativni genova exprese
byla sledovéna v této praci, avSak indukce jeho mRNA nebyla pozorovéana. Poptipadé je
mozné usuzovat na chybu pfi stanoveni, nebot’ jak jiz bylo uvedeno, cytotoxicita

pouzitych koncentraci benzo[a]pyrenu a benzo[b]fluorantenu byla na zakladé¢
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MTT-testu vyloucena, tim je také vylouceno snizeni genové exprese pod hodnotu
kontroly jako disledek cytotoxicity.
Pro dosazeni jednozna¢nych vysledkii bude jest¢ nutné provést dalsi pokusy

s BbF a zopakovat pokusy s BP.

-T2 -



7. ZAVER
Studie modulace aktivit cytosolickych reduktas znadrodiny AKR

v hepatocytech potkana (Rattus norvegicus var. alba) polycyklickymi aromatickymi

uhlovodiky (benzo[b]fluorantenem a benzo[a]pyrenem) piinesla tyto vysledky:

e Specificka aktivita redukénich enzymi z nadrodiny AKR v cytosolické frakci
hepatocytii inkubovanych s benzo[b]fluorantenem byla statisticky vyznamné
zvysena v porovnani s kontrolou pfi redukci 1-acenaftenolu,
4-pyridinkarboxaldehydu v zavislosti na zvySujici se koncentraci polycyklického
aromatického uhlovodiku (0,2 uM, 1,0 uM a 5,0 uM). Pii redukci oracinu byla
statisticky vyznamné¢ snizena nejniz$i pouzitou koncentraci BbF a statisticky
vyznamné zvysena nejvyssi pouzitou koncentraci BbF.

e Specificka aktivita redukénich enzymi z nadrodiny AKR v cytosolické frakci
hepatocytli inkubovanych s benzo[a]pyrenem (ve vSech pouzitych
aromatického uhlovodiku) byla v porovnani s kontrolou statisticky vyznamné
zvySena pifi  redukci oracinu. Pii  redukci 4-pyridinkarboxaldehydu
a 1-acenaftenolu nebyl pozorovan jednoznacny trend zmén specifické aktivity.

e Na zdkladé izolace RNA z kontrolnich a ovlivnénych hepatocyti a nasledné
kvantifikace mRNA pro AKR1C9 se nepodafilo prokdzat zvysSeni genové

exprese sledovaného enzymu.
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(+/-)anti-BPDE

(027)
(OH)
3HO

4-PAK
AhR
AKR
BbF
BCA
BP
BPQ
BSA
CYP
DD
DHO

dNTP
EH
EpRE/ARE
FBS
GSH
GSSG
GST
HKG
HNE
h-PBGD
HSD

MGB™
mRNA
MTT
NAD"
NADH
NADP*
NADPH
Nrf2
Oracin

P450
PAH

8. SEZNAM ZKRATEK

(+/-)anti-7,8-dihydroxy-9a,10a-epoxy-7,8,9,10-
tetrahydrobenzo[a]pyren

superoxidovy anion radikal

hydroxylovy radikal

6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-3-hydroxy-5,11-dioxo-
5,6-dihydro-11H-indeno[1,2-c] isochinolin

4-pyridinkarboxaldehyd

arylhydrocarbon receptor

aldo-keto reduktasa

benzo[b]fluoranten

bicinchonic acid; 2,2 -bicincholin-4,4"-dikarboxylova kyselina

benzo[a]pyren

benzo[a]pyren-7,8-dion

hovézi sérovy albumin

cytochrom P450

Dihydrodioldehydrogenasa

6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5-oxo-11-hydroxy-5,6-dihydro-
11H-indeno[ 1,2-c] isochinolin

Deoxynukleotidtrifosfat

epoxid hydrolasa

electrophilic response elements/antioxidant response element

fetalni hovézi sérum

Glutathion

oxidovany glutathion

glutathion S-transferasa

housekeepin gen

4-hydroxy-2-nonenal

housekeeping gen porfobilinogen deaminasy

hydroxysteroid dehydrogenasa

minor groove binder

messenger ribonukleova kyselina

3-(4,5-dimethylthiazo-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid

Nikotinamidadenindinukleotid

redukovany nikotinamidadenindinukleotid

Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nuclear factor-E2 p45-related factor 2

6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5,11-dioxo-5,6-dihydro-
11H-indeno[ 1,2-c]isochinolin

cytochrom P450

Polycyclic Aromatic Hydorcarbons
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ROS
RT-PCR
SQ
TCDD
TRIS
XRE
B-ME

(polycyklické aromatické uhlovodiky)
reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku
real time-polymerase chain reaction
o-semichinonovy anion radikal
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
trishydroxymethylaminomethan
xenobiontics response elements
B-merkaptoethanol
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