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Abstrakt

Abstrakt

Environmentalni polutant benzo[a]pyren (BaP) je prokazatelnym lidskym karcinogenem,
ktery se po aktivaci cytochromy P450 (CYP) kovalentné vaze na DNA. V ramci dizertacni
prace byl studovan vliv jednotlivych slozek systému monooxygenas se smiSenou funkci
(MFO), systému lokalizovanému v membrané endoplasmatického retikula, na metabolismus
benzo[a]pyrenu a na tvorbu adukti BaP s DNA. Zaméiili jsme se predev§im na porovnani
vlivu cyt bs na tento metabolismus a potencial cyt bs slouzit jako donor elektrond v ramci
reak¢éniho cyklu cytochromu P450 1A1. Tento vliv byl studovan jednak z pohledu tvorby
metaboliti BaP, a jednak z pohledu tvorby jeho aduktii s DNA. Byl také studovan vliv dvou
expresnich systémt pro cytochrom P450 1A1 (prokaryoticky a ecukaryoticky), na jeho
ucinnost v metabolismu BaP.

Vliv cyt bs na G¢innost monooxygenasového systému byl studovan i s dalsi cizorodou
latkou, rostlinnym alkaloidem ellipticinem, jenz vykazuje protinddorové ucinky. Jeho
protinadorovy efekt, stejné¢ jako vedlejsi ucinky, zavisi najeho metabolické aktivaci
cytochromy P450. Vyznamny z tohoto hlediska je zejména CYP3A4. Ten byl proto pouZit i
V nasich experimentech.

Dale byla v praci studovana vhodnost laboratorniho potkana slouzit jako model
metabolického osudu BaP v lidském organismu.

Pti studiu metabolismu obou testovanych latek byla k separaci metaboliti pouzita
vysokouc¢innd chromatografie (HPLC). Adukty s DNA wvzniklé aktivaci BaP byly
kvantifikovany metodou ,,32P-postlabeling“.

Ze ziskanych vysledkt sledujicich potencidl potkana slouzit jako model metabolického
osudu BaP v lidském organismu je ziejmé, Ze lidské a potkani jaterni mikrosomy preménuji
BaP na téméf analogické metabolity, s vyjimkou tvorby BaP-9-olu, ktery v pripadé¢ lidskych
mikrosomi nebyl tvofen. Metabolity generované potkanim CYP1Al se od metabolith
tvofenych lidskym CYP1A1 lisi také tvorbou BaP-4,5-dihydrodiolu v potkanim systému.
Ostatni metabolity jsou pro enzymy obou organismii shodné. To naznacuje vhodnost
laboratorniho potkana jako modelového organismu pro studium metabolického osudu BaP u
clovéka. Enzym epoxidhydrolasa je esencidlni pro tvorbu dihydrodiolt BaP a jednoho ze
dvou majoritnich adukti tvofenych aktivaci BaP cytochromem P450 1A1 s DNA. Jeji
absence v prokaryotnim expresnim systému pro CYP1A1 (Bactosomech) limitovala pouziti
tohoto systému pro studium metabolismu BaP oproti eukaryotnimu expresnimu systému pro
tento enzym (Supersomy™). Cyt bs stimuloval tvorbu metaboliti BaP katalyzovanou
CYPIA1 i adukti BaP s DNA po aktivaci témito enzymy. Vysledky ziskané v dizertacni
préaci prokazuji, Ze redukci CYP1Al v jeho reakénim cyklu, pfi kterém je oxidovan BaP,
muze poskytovat elektrony nejen systtm NADPH a NADPH:CYP reduktasy, ale i systém
NADH, NADH: cytochrom bs reduktasy a cytochromu bs. A to v obou redukénich krocich.

Schopnost cyt bs poskytovat oba elektrony cytochromu P450 (CYP3A4) byla pozorovana
i pfi studiu vlivu cyt bs na metabolismus ellipticinu.
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Abstract

Abstract

An environmental pollutant and a human carcinogen benzo[a]pyrene (BaP) is after its
activation with cytochrome P450 (CYP) able to covalently bind to DNA. In the thesis, one of
the target was to investigate an influence of individual components of mixed function
monooxygenase (MFQO) system on metabolism of benzo[a]pyrene and generation of adducts
of activated BaP with DNA. The study was particularly focused to increase our knowledge on
the effect of cyt bs on metabolism of BaP by cytochrome P450 1Al (CYP1Al) and its
potential to serve as a donor of electrons during the reaction cycle of this cytochrome P450.
The effect of cyt bs on generation of BaP metabolites and adducts of BaP with DNA was
investigated. In addition the effect of two different expression systems for cytochrome P450
1A1 (prokaryotic and eukaryotic) was also studied.

The influence of cyt bs on oxidation another xenobiotic compound, a plant alkaloid
ellipticine that exhibit antitumor activities, was also investigated. Its pharmacological
efficiency, as well as side effects depends on its metabolic activation by cytochrome P450.
CYP3A4 is very important for ellipticine activation and therefore this enzyme was used in our
experiments.

Furthermore, a suitability of rat as a model organism mimicking the metabolic fate of
BaP in human was studied.

High performance liquid chromatography (HPLC) was used for separation of metabolites
of both compounds. DNA adducts generated by BaP activated by CYPs were analysed by the
“32p_postlabeling” method.

The results found in a study investigating the potential of rats to serve as a model
organism mimicking a metabolic fate of BaP in humans indicate that human and rat
microsomes generate almost the same metabolites, with the only exception of a metabolite
BaP-9-ol. This metabolite was not formed by human microsomes. Metabolites generated by
rat CYP1AL1 differ from metabolites generated by human CYP1A1 also by formation of BaP-
4,5-dihydrodiol. This metabolite is not formed by human CYP1ALl. Other BaP metabolites
generated by rat and human CYP1AL1 are identical. This finding indicates that rat is a suitable
model mimicking metabolism of BaP in human. Epoxide hydrolase was shown to be the
essential enzyme for generation of dihydrodiols of BaP and one of the BaP-DNA adducts. Its
lack in a prokaryotic expression system for CYP1A1 (Bactosomes) limited this system to be
used for a study of the metabolic fate of BaP and preferred the eukaryotic system expressing
CYP1A1 (Supersomes™). Cyt bs stimulates generation of BaP metabolites and BaP-DNA
adduct formation by rat and human CYP1A1. The results found in thesis show that the system
of human CYP1A1l, NADH, NADH:cytochrome bs reductase and cytochrome bs is able to
metabolize BaP and to generate BaP-DNA adducts. They also demonstrate that NADH in this
system can act as a sole electron donor both for the first and the second reduction of CYP1Al
during oxidative activation of BaP in vitro.

The ability of cyt bs donates both electrons to CYP enzyme was also observed in
oxidation of ellipticine by human CYP3A4.
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Uvod

V Ceské republice Zije pres 10,5 milionti obyvatel (1). Pro jejich potiebu bylo v roce
2013 distribuovano 268 milionti baleni 1é¢iv. Dohled nad 1é¢ivy z pohledu jejich registrace,
nezadoucich efektt, ¢i klinickych testli spada do kompetence Statniho ustavu pro kontrolu
1é¢iv (2). Ten vroce 2013 posuzoval 535 zadosti o novou registraci, 655 zadosti o
prodlouzeni registrace a 413 zadosti spojenych s klinickym testovanim. VétSina zadosti byla
podana pro povoleni Il faze klinického testovani (3). V ramci klinickych testt se musi ovéfit
bezpecnost a ucinnost 1éCivého piipravku. Predevsim se musi zjistit klinické, farmakologické
a farmakodynamické uc¢inky a stanovit nezadouci G¢inky (2). Pro stanoveni vSech téchto
ucinkil je potfeba znat metabolicky osud léCiva. Lécivo mize byt enzymoveé preménovano
jednak na méné aktivni, ¢i dokonce neaktivni formu, a jednak na formu aktivnéjsi. U

nékterych 1é¢iv je dokonce pro jejich plnohodnotny uc¢inek enzymova aktivace nutna.

Enzymy, které jsou zodpovédné za pireménu 1éCiv, jsou soucasné¢ zodpovédné i za
pfeménu dalSich cizorodych latek (xenobiotik). Cilem je pfeménit xenobiotikum tak, aby byla
usnadnéna jeho eliminace z organizmu. BohuZel jsou vSak nékteré pfemény spojeny se

zvySenim toxického efektu, a tim i vét§im poskozenim organismu.

Z obou vyse popsanych diivodl je potfeba znat mechanismus, kterym jednotlivé enzymy
pii aktivaci popiipad¢ deaktivaci ptsobi. Pfedkladana dizertacni prace je zamétena predevsim
na poznani oxidace jedné z cizorodych latek vykazujicich toxické karcinogenni ucinky,
benzo[a]pyrenu. V praci byl vliv jednotlivych slozek biotransformaéniho enzymového
syst¢tmu lokalizovaného v membranach endoplasmatického retikula na  oxidaci
benzo[a]pyrenu. Dal$im cilem bylo studium potencialu laboratornich potkant slouzit jako
modelovy organismus pro studium metabolismu benzo[a]pyrenu v lidském organismu.
Druhou latkou, jejiz metabolickd pfeména byla v pfedkladané praci studovéna, bylo

protinadorové agens ellipticin.
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2.1 Karcinogenese

Kancerogenese ¢i karcinogenese je proces vzniku nadoru. Jedna se o slozity multifazovy
proces. Prvni faze (iniciace) je spojena se zménou genetické informace, kdy dochazi k
naruseni regulacniho mechanismu déleni a diferenciace bunky. Tato zména je zakladni
podminkou vyvoje nadorového procesu. Dalsi faze se nazyva promoce, po niz nasleduje faze
progrese. V ni nastava zmeéna z jiz ¢aste¢né kontrolovaného riistu na riist plné nekontrolovany

(4;5).

Podle schopnosti metastazovat pak rozliSujeme dva typy nadort (4):

1. Néadory nezhoubné (benigni) — nepronikaji do jiné tkané ani nemetastazuji

2. Nadory zhoubné (maligni) — pronikaji do jinych tkani a metastazuji

V Ceské republice umira kazdym rokem pies 100 tisic lidi. Ackoliv je toto mnoZstvi
v prub¢hu Casu relativné stabilni, klesa od 80. let 20. stoleti standardizovana umrtnost. Ta
mezi lety 1970-2012 klesla o 45,5 % u muzi a o 47,7 % u Zen. V souvislosti s poklesem
standardizované umrtnosti miZzeme zaroven pozorovat narust stfedni délky zivota pfi narozeni
(6). Ve skuping lidi do 45 let jsou hlavnim diivodem tmrti vnéjsi pfic¢iny. Po dosazeni tohoto
véku se hlavni pficinnou stavaji zhoubné nadory. Ty zlstavaji na prvnim misté az do véku 70
let, kdy je nahrazuji nemoci ob&hové soustavy (Obrazek 1). Ty jsou dlouhodobé hlavni
pii¢innou umrti nejen v Ceské republice, ale i v mnoha dal3ich statech Evropy. Na druhém

misté se pak nachazeji pravé zhoubné novotvary (1; 6).
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100% -
90% - l l
80% - I I
70% - I I
60% - I I
50% - I I
40% - I I
30% - I I
20% - I I
10% - I I
0% -
B Zhoubné novotvary B Nemoci obéhové soustavy B Nemoci dychaci soustavy
B Nemoci travici soustavy B Vnéjsi priciny H Ostatni

Obriazek 1 Struktura zemielych podle pricin a véku v Ceské republice v roce 2012, Zdroj: (6)

V priibéhu roku 2010 bylo do narodniho onkologického registru CR nové nahlageno vice
jak 82 tisic ptfipadi zhoubnych novotvarii (ZN) a novotvarQ in Situ, z toho témét 43 tisic u
muzi. Oproti pfedchozimu roku to predstavuje zhruba 4% nértst. Rostouci pocet hlaSenych
pripadi se dava do souvislosti se starnutim populace a zlepSenim diagnostickych metod.
Vzrist incidence, ktery mtizeme pozorovat dlouhodobé, vsak od druhé poloviny 90. let siln¢
kontrastuje s poklesem standardizované umrtnosti. Tento pokles muzeme opét vysvétlit

pfedevSim zlepSenim diagnostickych metod, které umoznuji odhalit zhoubny novotvar

vvvvvv

Nejcastéjsim diagnostikovanym onemocnénim je ,,jiny zhoubny novotvar ktize* diagnéza
C44, ktery predstavuje Ctvrtinu vSech hlaSenych novotvart. Vzhledem k velmi nizké
umrtnosti je vSak ¢asto z analyz vyfazovan, aby nezkresloval informace o onkologickych
onemocnénich jako celku. Dalsi, hojné se vyskytujici diagnozy, predstavuji zhoubny novotvar
kolorekta (C18-C21), zhoubny novotvar pridusnice, prudusky a plic (C33-C34), zhoubny
novotvar prsu (C50) a prostaty (C61). Tyto diagndézy ptedstavuji zhruba tietinu novych

piipadi zhoubnych novotvara (7).

Proces vzniku nadoru souvisi s nepifiznivou kombinaci vnitinich (dédi¢nost a vék) a

vngjsich faktort (faktory Zivotniho prostfedi). Mezinarodni organizace pro vyzkum rakoviny
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(1ARC) se sidlem v Lyonu klasifikuje faktory zivotniho prostredi, které mohou zvysit riziko
rakoviny, do ¢ty skupin (8):

% 1. Karcinogeny pro ¢lovéka 114 faktord
s 2A. Pravdépodobné karcinogenni pro ¢lovéka 69 faktorti
¢ 2B. Potencialné karcinogenni pro ¢lovéka 283 faktorti
% 3. Neklasifikované jako karcinogenni pro ¢lovéka 504 faktort
% 4. Pravdépodobné nekarcinogenni pro ¢lovéka 1 faktor

Mezi témito faktory mutzeme nalézt chemikalie, komplexni smési, fyzikalni Cinidla,
biologické c¢inidla i faktory zivotniho stylu (8; 9). Pravé faktory zivotniho stylu jako jsou
koufeni, obezita ¢i konzumace alkoholu mohou vyrazné snizit riziko rakoviny, pokud se
témto rizikovych faktort vyhneme (10). Velmi dulezitym faktorem, ktery souvisi s procesem
vzniku nadoru, je vék (Obrazek 2). S v€kem se totiz kumuluje pusobeni vnéjsich mutagennich

faktorii a zaroven klesaji pfirozené obranné mechanismy.

14000
12000
10000 -
8000
6000 -
4000 A

2000 -

X 9 B> O AN O L O X O (X O (X D AX D o x
ST YN NNV N N W99 O 0NN YO
DTGNS PSS § AP

HIncidence M lIncidence bez dg. C44 Umrtnost  ®m Umrtnost bez dg. C44
Obrazek 2 Incidence a timrtnost na nadorové onemocnéni v Ceské republice podle vékovych skupin v roce 2010. Zdroj: (7).

Jak je vySe uvedeno, je proces karcinogenese slozity, né¢kolikastupiiovy proces, v jehoz

ramci dochazi ke ztraté kontroly bunééného cyklu a Kk nekontrolovanému déleni. Za
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normalnich okolnosti je déleni buiiky piisné regulovany proces. Ztrata této regulace je Casto
spojena s mutacemi Vv protoonkogenech a tumorovych supresorovych genech (4; 5; 11).
Protoonkogeny byly pivodné identifikovany jako pienesené onkogeny akutnich
transformujicich retrovira (12). Jedna se o geny zodpovédné za tvorbu rustovych faktoru,
jejich receptort, proteinkinas a transkripénich faktorti (Tabulka 1) (13; 14; 12). Mutaci genu,
jeho amplifikaci, ¢i pfeusporadanim se pak nasledné méni v onkogeny (15; 12). Tumorové
supresorové geny piedstavuji druhou skupinu regulacnich genti. Jsou zodpovédné za potlaceni
proliferace a udrzovani klidového stadia (4). Typickym ptikladem je gen p53, ktery je
mutovan v celé fad¢ lidskych nadord. Pusobi nckolika mechanismy, vcetné vazby na

transkripcni faktory ¢i na zmény genové exprese (16; 17).

Tabulka 1 Biologické funkce bunécnych protoonkogenii. Zdroj: (12)

Protoonkogeny

Rastové faktory sis, int-2, hst-1

Receptory rustovych faktori styrosin- | erb B, fms, met, neu, ros, trk, ret

kindzovou aktivitou

Tyrosinkinasy src, abl, Ick, yes

Regulacni proteiny v signélni transdukeci Ha-ras, K-ras, N-ras, gsp, gip
Serin/threonin kinasy mos, raf

Jaderné regulaéni proteiny myc, myb, fox, c-jun, rel
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2.2 Biotransformace xenobiotik

VSechny organismy na Zemi jsou v neustalém kontaktu se svym okolim. Jsou tak
vystaveny cizim slou¢eninam, at’ jiz pramyslovym nebo pfirodnim, jako jsou napf. 1éky,
pesticidy ¢i alkaloidy. Aby mohly organismy v takovémto prostfedi piezivat, musi udrzovat
homeostazu. Biotransformace xenobiotik pfedstavuje mechanismus udrZzeni homeostazy
béhem expozice cizorodym molekuldm (xenobiotikiim). Tato biotransformace je provadéna
omezenym pocétem enzymu se Sirokou substratovou specifitou (18). K nejvyznamnéjSim
enzymum zahrnutych v metabolismu xenobiotik patii systémy monooxygenas obsahujici
cytochromy P450, dale pak flavinové monooxygenasy, hydrolasy, glukuronosyltransferasy a
sulfotransferasy (19). Vlastnosti, které umoznuji xenobiotikiim absorpci, jsou zaroven i ty,
které jsou piekdzkou pii jejich eliminaci. Biotransformace proto slouzi k ptekonani této
ptekazky, tedy snizeni lipofilniho charakteru, a tim ke zvySeni rozpustnosti ve vodé. Bez
biotransformace by eliminace a exkrece cizorodych latek mohla byt natolik nizka, ze by
mohlo dojit k zahlceni organismu touto latkou a nasledné i k jeho smrti (18). Nejdulezitéjsim

organem z pohledu biotransformace jsou jatra (19).
Reakce katalyzujici biotransformaci xenobiotik se daji rozdélit do dvou skupin (18):

% Reakce I. faze — zahrnuji oxidace, redukce a hydrolyzy. Béhem téchto reakci dochazi
k zavedeni nebo odkryti funkénich skupin (-OH, -NH;, -SH ¢i -COOH). Vysledkem
je ¢asteéné zvySeni hydrofility xenobiotika.

% Reakce Il. faze — tyto reakce dale zvySuji hydrofilitu xenobiotik. Zahrnuji
glukuronidace, sulfatace, acetylace, metylace ¢i konjugace s glutathionem. Tyto
reakce mohou navazovat na reakce |. faze, ackoliv v nékterych piipadech reakce I.

faze nemusi byt nutné.

2.2.1 Biotransformace léciv

Léky je mozZzné rozdélit na zaklad€ jejich rozpustnosti ve vodé a permeability pies
membrany do Ctyf kategorii. Biotransformace ptedstavuje hlavni cestu eliminace u prvnich
dvou ttid 1é¢iv. Léky z teti a ¢tvrté tiidy jsou naopak eliminovany nezménéné (20). Pfeména
1é¢iv (biotransformace) neslouzi jen k eliminaci, a tim sniZeni mnoZstvi 1é¢iva, ale vyuZziva se
I k aktivaci, kdy v disledku metabolismu dochézi k pfeméné ptivodné neucinného 1é¢iva na
ucinngjsi formu. Mnohé 1éky jsou tcinné jen pro 50-75 % pacientli. Typickymi piiklady jsou
Iéky pouzivané k l1éCeni astmatu nebo cukrovky. Jsou vSak i 1éCiva s jeSté mnohem nizsi
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efektivitou. Napftiklad v oblasti 1é¢by onkologickych onemocnéni je efektivita jen 25 % (21).
Rozdily mezi pacienty jsou spojeny s mnoha faktory zahrnujicimi faktory Zivotniho prostiedi,
¢i faktory genetické (22). Geneticky dané rozdily v expresi enzymu metabolizujicich 1éky
umoziuji rozlisit Ctyfi fenotypy. Témito typy jsou ultrarychly, rychly, stfedni a pomaly.
Zatimco ultrarychly typ se vyznacuje velmi rychlou schopnosti pfeménovat 1éciva, a tim
sniZzovat resp. zvySovat jejich t¢inek, u pomalého typu je tomu ptesné naopak. Pro bezpecnou
aplikaci 1é¢iva je tedy potieba zjistit, ktery fenotyp se vyskytuje u jednotlivych pacientu. (20).
Mén¢é neZ polovina podané oralni davky je u 40 % bézné uzivanych léka dostupna kvili
omezené absorpci a/nebo pruchodu jatry (22). Cytochromy P450 podrodiny 3A jsou ze vSech
stfeva, kde mohou pfedstavovat az témét 50 % vSech cytochromi P450. Dalsim divodem
jejich velkého vyznamu je jejich Siroka substratova specifita. Je dokonce pravdépodobné, zZe
participuji na metabolismu vice jak poloviny terapeuticky ucinnych latek, které podstupuji

zménu v ramci oxidace (22).

2.2.1.1 Ellipticin a jeho biotransformace

Ellipticin (Obrazek 3), 5,11-dimetyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol, je rostlinny alkaloid,
ktery byl poprvé izolovan vroce 1959 zrostliny Ochrosia elliptica celedi Tojestovité
(Apocynaceace) (23). Spolu s nékterymi svymi polarnéjsimi derivaty vykazuje protinadorové
u¢inky. Ty lze pozorovat vici nadoram mozku, prsu, tlustého stieva, ¢i plic. 9-
hydroxyellipticin byl diky svym protinadorovym vlastnostem pouzit pii 1écbé akutni
myeloidni leukémie (24). Kromé protinadorovych vlastnosti byl studovan i potencial
ellipticinu pii 1écbé AIDS, nebot’ u né&j byly pozorovany anti-HIV vlastnosti (25; 26).
Vyznamnou vlastnosti hovofici pro pouZiti ellipticinu jako 1é¢iva jsou jeho relativné nizké
vedlejsi ucinky a prakticky nulova jaterni toxicita. Vedlej$i Gc¢inky zahrnuji asi u ttetiny
pacientll nevolnost a zvraceni, U mén¢ nez 10 % pacientli se setkdme s hypertenzi. Dalsimi
vedlejSimi Gc¢inky jsou sucho v tstech a mykoza jazyka a jicnu (u méné jak 20 % pacientil) a
svalové kiece u jedné tietiny pacientl. VétSina pacientli po tfech mésicich 1écby také trpéla

unavou (27). Jistou nevyhodou vsak je jeho mutagenita, ktera u néj byla pozorovana (28).
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Obrazek 3 Struktura ellipticinu

Ellipticin mize v cilové tkani ptsobit nékolika mechanismy. Mezi hlavni mechanismy

patfi:

1.

Interkalace do DNA — diky interkalaci dochazi k zvySeni superhelikalni hustoty
DNA (29; 30; 31)

Inhibice topoisomerasy Il — ellipticin stimuluje reverzibilni tvorbu zlomt v DNA,
kdy dochazi ke kovalentni vazbé topoisomerasy na 5’-konec $tépené DNA. Ellipticin
se vaze nejen na DNA, ale i na topoisomerasu, a to bez ohledu na pfitomnost
molekuly DNA (32; 33)

Ovlivnéni proteinu p53 — dochézi k nartistu exprese tohoto proteinu, ¢imz dochazi
k zvyseni indukce apoptosy (34; 35). Ellipticin také obnovuje transaktiva¢ni funkci
mutantnich p53, coz vyustuje v indukci exprese proteint geni citlivych na p53 (36;
37). V neposledni fad¢ ellipticin také inhibuje fosforylaci proteinu p53 (38)

Tvorba kovalentnich adukti s DNA (39; 40)

Ellipticin je také schopen spolu s nékterymi svymi derivaty interagovat s membranovymi

lipidy (41; 42; 43). Projevuje se u nich i schopnost inhibovat cytochromy P450 (44; 45; 46;

47). Ellipticin zaroven vykazuje schopnost indukovat expresi cytochromi P450. Konkrétné se

jedna o induktor CYP1A1/2 (48; 49). V piipadé 9-hydroxyellipticinu byl také pozorovan jeho

inhibiéni efekt vici telomerase (50).

2.2.1.2 Tvorba kovalentnich aduktii aktivovaného ellipticinu s DNA

Vétsina z vySe uvedenych mechanismu vysvétlujicich plisobeni ellipticinu je zalozena na

nespecifickém ucinku ellipticinu. To je vSak v silném kontrastu se specifickym ucinkem,
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ktery ellipticin v cilové tkani organismu vykazuje. Tento specificky ucinek muze byt dan
rozdilnou enzymovou vybavou organismu. Enzymy schopné biotransformovat ellipticin jsou
totiz vriznych tkanich zastoupeny v riznych mnozstvich. Mezi enzymy schopné
biotransformovat ellipticin patii cytochromy P450 a peroxidasy (51; 52; 53; 54; 55; 56; 39;
40). Cytochromy P450 jsou schopny ellipticin pfeménovat za vzniku az péti metabolitl
(Obrazek 4) (7-hydroxy-; 9-hydroxy-; 12-hydroxy-; 13-hydroxy-ellipticin a N2-oxid
ellipticinu) (51; 57; 58; 40; 39). Prvni dva ze zminovanych metaboliti slouzi k detoxifikaci,
zbylé tii metabolity pfedstavuji aktivnéjsi formy a jsou schopny tvofit kovalentni adukty
s DNA (53; 52; 59; 39; 40). Majoritni je tvorba dvou adukti odvozenych z 12- resp. 13-
hydroxyellipticinu. N?-oxid ellipticinu je pomoci Polonowskiho pfesmyku pfemétiovan na 12-
hydroxyellipticin, a tak rovnéz piispiva k tvorb¢ kovalentnich adukti (57; 40; 39). Jeho vznik
navic neni podminén ptitomnosti biotransformacnich enzymd, ale vzniké i oxidaci ellipticinu
vzdusnym kyslikem (52). Deoxyguanosin je cilovou bazi, na kterou se derivaty ellipticinu
kovalentné vazou (51; 40; 39). Tvorba téchto kovalentnich aduktii je pozorovana jak
v experimentech in vitro, tak in vivo (52; 53; 60; 59; 40; 39). Nejdulezit&jsim lidskym
jaternim cytochromem P450 zodpovédnym za oxidaci ellipticinu je CYP3A4 (61; 52; 39; 40).

CH CH
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Obrazek 4 Metabolismus ellipticinu lidskymi cytochromy P450. Zdroj: Stiborova (51; 57)

2.2.2 Biotransformace karcinogenti
Ze 116 faktord, které IARC eviduje jako prokazané lidské karcinogeny (8), jsou pouze

nékteré, napt. radioaktivni zafeni, schopny pifimo vyvolat zmény, vedouci k iniciaci
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nadorového procesu. U zbylych, jmenovité zbylych chemickych karcinogentl je nezbytné, aby
doslo k jejich metabolické pfeméné na aktivnéjsi latku. Takovéto karcinogeny tak muizeme
oznacit za prokarcinogeny a jejich aktivné&j$i formy za ,ultimativni neboli koncové
karcinogeny. Pfikladem takovéhoto karcinogenu je tieba benzo[a]pyren, 7,12-

dimethylbenzanthracen ¢i aflatoxin B1 (62; 63).

2.2.2.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou planarni molekuly obsahujici alespon
dva aromatické kruhy. Vznikaji jak pfirozenou cestou pii pozarech ¢i sope¢né Cinnosti, tak I
¢innosti  ¢lovéka v prumyslovych procesech. IARC eviduje nékolik zastupcti jako
prokazatelnych karcinogenu (8). Seznam nékterych téchto prokazatelnych karcinogent
evidovanych IARC nalezneme v Tabulka 2. Vznik rakoviny vlivem polycyklickych
aromatickych uhlovodikti je spojen s tvorbou stabilnich kovalentnich adukti s DNA (64).
Krom¢ karcinogennich 1uc¢inkd jsou PAH spojeny také sreprodukéni toxicitou,

kardiovaskularni toxicitou, potlacovanim imunitniho systému, ¢i jaterni toxicitou.

Tabulka 2 Priklady nékterych PAH a jejich zarazeni do skupin na zdkladé klasifikace IARC. Zdroj: (8)

PAH Skupina PAH Skupina PAH Skupina
Benzo[a]pyren 1 Benz[a]anthracen 2B Triphenylen 3
Dibenzo[a,l]pyren 2A Chrysene 2B Coronen 3
Dibenz[a,h]anthracen 2A Anthracen 3 Phenanthren 3

2.2.2.1.1 Benzo[a]pyren

Benzo[a]pyren (CxH2z0) (BaP) je typickym zastupcem polycyklickych aromatickych
uhlovodikid. Jeho vyskyt v pfirod¢ souvisi napf. s tektonickou cinnosti, pozary lest ¢i
primyslovou vyrobou. Jedna se také o jednu ze slozek cigaretového koufe. Protoze se jedna o
prokazatelny lidsky karcinogen (8), je jeho koncentrace v ovzdusi sledovana mnoha
institucemi. Ro¢ni limitni hodnota je 1 ng/m3, ale byla bohuzel ptekrocena na 17,4 % plochy
tizemi Ceské republiky. Nejvys§ich hodnot je dosahovano v Moravskoslezském kraji na
Ostravsku a Karvinsku. Je odhadovéano, Ze vice nez 50 % obyvatel CR je vystaveno této
nadlimitni koncentraci BaP. Koncentrace v ovzdusi se cyklicky méni v pribéhu roku a
dosahuje maximalnich hodnot v zimnich mésicich v disledku topné sezony, coz souvisi

s dalsim zdrojem BaP, kterym je nedokonalé spalovani paliv (65).
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Benzo[a]pyren je enzymové¢ preménovan na celou fadu metabolitli, zahrnujicich tvorbu
chinond, dihydrodiold a fenolt (66; 67; 68; 69; 70). Hlavnim enzymem ucastnicim se
metabolické pfremény BaP je cytochrom P450 1A1 (CYPI1AI). Na pieméné BaP se kromé
CYPIA1 podili i jiné cytochromy P450. Vyznamny je pifedev§im CYPIBI1 (71). Z dalSich
cytochromi je to napf. CYP1A2 (71). Pro tvorbu dihydrodiold je pak nezbytna ptitomnost
jesté dalsiho enzymu, epoxidhydrolasy. Tim jak vzriistd mnozstvi dihydrodiolt, klesa zaroven
mnozstvi chinont a fenolt (66). Mnohé z benzo[a]pyrenovych metaboliti vykazuji mutagenni
ucinek vaéi fadé mikroorganismt, jako je napf. Salmonella typhimurium. Pfidani
epoxidhydrolasy k inkubacnim smésim vede k sniZzeni tohoto mutagenniho ucinku, ale
nedokaze jej plné odstranit (72). Benzo[a]pyren je také po metabolické aktivaci schopen se
kovalentné vazat na DNA (73). Metabolity BaP BaP-7,8-dihydrodiol a BaP-7,8-diol-9,10-
epoxid, v némz je OH-skupina v trans poloze vuci epoxidové skupiné (diol-epoxid 2), jsou
mnohonasobné aktivnéjsi nez BaP pfi tvorbé adenomi plic u mysi. Tyto vysledky naznacuji,
ze diol-epoxid 2 je ,ultimativnim“ karcinogenem a BaP-7,8-dihydrodiol je karcinogenem

,,proximalnim* (74).

Benzo[a]pyren ma kromé¢ jiného vliv i na cyclooxygenasu 2 (COX-2). Konkrétné dochazi
K narGstu exprese jeji mRNA. Indukce COX-2 je nasledné spojena s vys$Si syntézou

prostaglandinu E; (75).
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2.3 Biotransformacni enzymy

Biotransformacni procesy probihajici v organismu jsou uskute¢niovany pomoci celé fady
enzymu. Ty miZeme rozd¢€lit na enzymy I. faze a na enzymy Il. faze analogicky s rozdélenim
biotransformacnich reakci. Enzymy prvni faze biotransformace zahrnuji oxidasy, reduktasy a

hydrolasy. Enzymy druhé faze zahrnuji rizné konjugacéni enzymy (76).

2.3.1 Monooxygenasovy systém

Monooxygenasovy systém, diive oznaCovany jako systém oxidas se smiSenou funkci,
katalyzuje reakce, pfi nichz se jeden atom biatomické molekuly kysliku inkorporuje do
substratu a druhy atom je redukovan na vodu. Monooxygenasy lze klasifikovat do dvou
velkych skupin, a to na monooxygenasy obsahujici cytochrom P450 a na flavinové

monooxygenasy. Ob¢ skupiny maji zna¢ny vyznam z toxikologického hlediska (19; 77).

2.3.1.1 Monooxygenasy obsahujici cytochrom P450

Monooxygenasovy systém zavisly na cytochromu P450 je systém viceslozkovy. Kromé
cytochromu P450, jako termindlni oxidasy, jsou dal§imi nezbytnymi slozkami
NADPH:cytochrom P450 reduktasa a membranové lipidy (19; 77; 78; 79). Dalsimi enzymy,
se kterymi se mizeme v ramci tohoto systému setkat, jsou cytochrom bs a jeho reduktasa,

NADH:cytochrom bs reduktasa (19; 77).

2.3.1.1.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1) pfedstavuji velmi Sirokou a evolu¢né starou skupinu
enzym, které byly nalezeny v rliznych organismech od bakterii, ptes rostliny az k ¢lovéku.
Z jediného ptvodniho genu se v pribéhu €asu vyvinul velky pocet odliSnych gent. Nejstarsi
cytochromy P450 slouzily k metabolismu endogennich hydrofobnich latek, jsou steroidy a
mastné kyseliny. K oddé€leni enzymt metabolizujicich endogenni substraty od enzymu
metabolizujicich cizorodé latky doslo pfiblizné pred 900 miliony let (80; 81). Poprvé byly
pozorovany v padesatych letech 20. stoleti v mikrosomech, kdyz byla zjisténa pfitomnost
pigmentu schopného vazat v redukovaném stavu oxid uhelnaty. Na zakladé¢ charakteristického
absorpéniho maxima tohoto komplexu pfi 450 nm a jeho hemoproteinové povaze byl nazvan

cytochrom P450 (82; 83). Cytochrom P450 neni ovSem typickym cytochromem, ale jedna se
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o hemoprotein, ve kterém je jeden z ligandt iontu Zeleza thiolatova sira (84; 85). Pro tento
charakteristicky rys je oznadovéan jako hemthiolatovy protein. Sestym ligandem je molekula
vody (86). Prokaryotni formy tohoto enzymu jsou rozpustné proteiny, v eukaryotnich
bunkach se jednd o membranové vazané proteiny, které se vyskytuji VvV membranach
mitochondrii a endoplasmatického retikula (80; 87). VétSina cytochromt P450 je v
endoplasmatickém retikulu, mitochondridlni enzymy piedstavuji jen asi 10 % (88). 29
aminokyselin na N-konci je zodpovédnych za zachyceni cytochromu P450 v membrané
endoplasmatického retikula (89). Mikrosomalni cytochromy P450 mutzeme dale rozliSit na
dvé skupiny podle povahy substratli, které oxiduji. Prvni skupinou substratii jsou exogenni

latky. Druhou skupinu pak ptedstavuji substraty endogenni (80).

Vzhledem k velkému poctu cytochromti P450 jsou tyto enzymy déleny do genetickych
rodin a podrodin na zaklad¢ sekvencni homologie. Proteiny stejné rodiny vykazuji vice jak 40
% identitu, 1 kdyZ existuje n¢kolik vyjimek. Sav¢i sekvence v ramci jedné podrodiny vykazuji
vice jak 55 % podobnost. Pti pojmenovavani se pouziva zkratka CYP (cytochrome P450) a
¢iselny kéd napt. CYP1AL. Prvni ¢islice predstavuje rodinu cytochromt P450. Podrodina je
ozna¢ena pomoci pismene. Posledni Cislice pak ptedstavuje jednotlivé izoenzymy (90). U

¢loveéka bylo identifikovano 57 gend kodujicich cytochromy P450 a 58 pseudogent (91).

Z 57 gent, které nalezneme u ¢lovéka, je patnact zahrnuto v metabolismu xenobiotik,
Ctrnéct se primarné Ucastni metabolismu sterolli, Sest oxiduje vitaminy a devét je zahrnuto

vV metabolismu mastnych kyselin a ekosanoidti (91) (Tabulka 3).

Tabulka 3 Klasifikace lidskych cytochromit P450 na zdakladé hlavnich substratovych trid a substratii, které preménuji. Zdroj:
(91)

Steroly 1B1, 7A1, 7B1, 8B1, 11A1, 11B1, 11B2, 17A1, 19A1, 21A2, 27A1, 39A1,
46A1, 51A1

Xenobiotika 1A1, 1A2, 2A6, 2A13, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2F1, 3A4,
3A5, 3A7

Mastné 2J2,4A11, 4B1, 4F12

kyseliny

Ekosanoidy 4F2, 4F3, 4F8, 5A1, 8Al

Vitaminy 2R1, 24A1, 26A1, 26B1, 26C1, 27B1

Neznamé 2A7, 251, 2U1, 2W1, 3A43, 4A22, 4F11, 4F22, 4V2, 4X1, 471, 20A1,

substraty 27C1
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Cytochromy P450 je mozné rekombinantn¢é exprimovat v n€kolika rtiznych organismech

a typech bun¢k (92):

« Bakterie — bakterie E. coli je nejpouzivanéj§i expresni systém pro expresi
cytochromti P450. Vyhodou oproti dal§im systémiim je snadna manipulace, kultivace
a predevsim absence vlastnich cytochromii P450.

% Kvasinky — expresni hladiny jsou niz§i nez v bakteriich, protoze se vSak jedna o
eukaryotni buriky, je proces exprese a modifikace podobny vys$im eukaryotim.

* Hmyzi buiiky — navzdory obvykle vysokym technickym pozadavkiim a cené je
mozné dosdhnout mimotadné vysoké expresni hladiny. Urcitym nedostatkem je
nizka ptirozena hladina NADPH:cytochrom P450 reduktasy, ktera musi byt z tohoto
divodu ,.koexprimovana.*

% Sav¢i bunky — odpada potieba ,,koexprimovat® reduktasu, ale stale zistava problém
s vysokymi technickymi pozadavky. Dal$im nedostatkem je nizka expresni hladina

enzymil a dlouh¢ kultivaéni Casy.

Rekombinantni techniky umoznily studium aktivit specifickych forem cytochromti P450
pii soucasné absenci dalSich forem, velkokapacitni produkei téchto enzymu pro strukturni

studie, ¢i vytvareni bioreaktorti uzivanych pro chemické syntézy a bioremediace (88).

Eukaryotni cytochromy P450 jsou na rozdil od prokaroytnich cytochromt P450
membranoveé vazané. Tato skuteCnost omezovala po urcitou dobu moznost rekombinantné
pfipravovat eukaryotni formy Vv bakteriich. Tato nepfijemnost byla pozdéji piekonana zménou
sekvence cDNA. Obzvlast¢ dulezitd se ukazala oblast nékolika prvnich kodoni (93).
Alternativou ke zméné enzymové sekvence je vytvofeni fuzniho proteinu za pouziti
bakterialni signalni sekvence. Piedev$im bakterialni sekvence ,,omp* (outer membrane
protein) se jevi jako velmi u¢inna. Enzymy vykazuji aktivitu vici substratim, jsou GspéSné
zalenovany do membrany a neni potfeba meénit jejich nativni strukturu. Ta se pouze

prodlouzi o bakteridlni signalni sekvenci (94).

Vzhledem k tomu, Ze bakterialni buniky postradaji NADPH:cytochrom P450 reduktasu, je
tieba ji v procesu rekombinantni exprese dodat. Reduktasa se v experimentech s CYP1B jevi
ucinngjsi, pokud je ,.koexprimovana“ spole¢né s cytochromem P450 nez pokud je pfidéna az

nasledovné. Pfi ,,koexpresi® staci pro plnou aktivitu i pomér mezi reduktasou a CYP mensi
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nez 0,5. Pokud je NADPH:cytochrom P450 reduktasa pfidavana az nasledné, je tieba az osmi
molarni nadbytek reduktasy (95). ,,Koexpresi“ je mozné provést jednim ze tii zpUsobu.
Zaprvé muzeme reduktasu a CYP exprimovat pod kontrolou dvou samostatnych promotorti
(96). Druha moznost ptedstavuje vyuziti pouze jednoho promotoru (97). Tieti moznost je

reprezentovana vytvorenim fizniho proteinu (98).

2.3.1.1.2 NADPH:cytochrom P450 reduktasa

NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR) (EC 1.6.2.4) je membranové vazany
flavoprotein, ktery se Gcéastni redukce cytochromt P450 (99; 100). Protoze jedna forma CPR
spolupracuje se vSemi formami cytochromti P450, dochazi Kk vzajemnému soutézeni CYP
enzymu o tuto reduktasu (101). Flavoproteinova povaha enzymu souvisi s ptitomnosti FAD a
FMN (102; 103). Molekulova hmotnost enzymu je = 78 kDa a obsahuje znacné mnozstvi
kyselych aminokyselin (104; 105). Prave kyselé aminokyseliny jsou zodpovédné za interakci
s cytochromy P450 i s cytochromem c (cyt ¢) (106; 107). Kromé¢ redukce cytochromi P450 je
CPR za uréitych okolnosti schopna redukovat cytochrom bs (cyt bs) (108), ptenést elektrony
na elongasu béhem elongace mastnych kyselin (109) a na cyt ¢ (110). Pfenos elektronti na cyt
bs, cyt ¢ a cytochrom P450 je pfimy a nezavisi na tvorbé superoxidového aniontu Vv prubéhu

reakéniho cyklu cytochromu P450 (110).

CPR se sklada ze dvou funkénich domén. Mensi, N-terminalni doména (6 kDa), slouzi
Kk ukotveni v membrané endoplasmatického retikula (111). VEétsi doménu (72 kDa) je mozné
dale rozdélit na strukturni domény: FMN- a FAD-vazebné domény (112; 113), spojovaci
doménu a NADP-vazajici doménu (113). FAD a FMN se vzajemné nepiekryvaji, ale jsou
vzajemné v kontaktu diky metylovym skupindm v polohach 7 a 8 izoalloxazinovych kruhi
(113). FMN je nezbytny pro pienos elektronu mezi reduktasou a cytochromy P450,
cytochromem c a cytochromem bs (110; 107). FAD-vazebna doména je zodpovédna za piijem
elektroni z NADPH (110). CPR bez hydrofobni kotvy vykazuje aktivitu vuéi cyt ¢ a
nékterym dalSim arteficidlnim elektronovym akceptorim, ale neni jiz schopna pfenaset
elektrony na cytochrom P450. To souvisi se skute¢nosti, ze u membranové vazanych
elektronovych partner se uplatiluji také hydrofobni interakce mezi membranovymi

doménami (113).
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2.3.1.1.3 Cytochrom bs

Cytochrom bs je maly (= 17 kDa), cylindricky membranovy protein, ktery se sklada
z Sesti helixii a 5 B-fetézci. Ty tvori dvé domény, znichz vétsi obsahuje hem a je
lokalizovana na cytosolarni stran¢ membrany. MenSi doména je hydrofobni a slouzi
K ukotveni enzymu v membrané. Jedna se také o pomérné kysely protein, nebot’ u savcu 23
z jeho 134 aminokyselin pfedstavuji aspartat a glutamat. VSech 23 aminokyselin je navic plné
konzervovanych (114). Primarn€¢ se cyt bs UCastni biosyntézy lipida. Je dulezity pfi
desaturacich a elongacich mastnych kyselin, biosyntéze cholesterolu ¢i plasmalogent.

Cytochrom bs se také mize ucastnit reak¢éniho cyklu cytochromi P450 (115).

Mechanismus pusobeni cyt bs V ramci reakéniho cyklu cytochroma P450 se vysvétluje

pusobenim nékterého z nasledujicich déju:

a) Rychlejsi ptisun druhého elektronu k cytochromu P450. Cytochrom P450 je jedno-
elektronovy akceptor (116), reak¢ni cyklus monooxygenasové reakce vSak vyzaduje
dvé redukce. Elektrony pro druhou redukci mize kromé NADPH:cytochrom P450
reduktasy poskytovat i cyt bs (117; 118).

b) Zlepseni propojeni cytochromu P450 se substratem. Dochazi ke sniZzeni rozpadu
komplexu superoxidového anion radikalu, ¢imz cytochrom bs zvySuje tvorbu
oxygenovanych produkti oproti tvorbé peroxidu vodiku. Pfedpokladé se, ze tento
efekt miZe souviset jednak s diive zminovanym zrychlenim pfisunu druhého
elektronu, a jednak se stabilizaci komplexu oxycytochromu P450.

€) Vznik komplexu schopného piijmout dva elektrony. Cyt bs tvofi komplex
S cytochromem P450, ¢imZz vznikd dvou-elektronovy akceptor. Béhem jedné
interakce s NADPH:cytochrom P450 reduktasou tak muze dany komplex piijmout
oba elektrony.

d) Zména struktury cytochromu P450 vlivem vazby cyt bs. Pro tento mechanismus
pusobeni hovoii skutecnost, ze i apo-forma cytochromu bs, tedy cyt bs bez hemu, je

schopna zvysit enzymovou aktivitu cytochromi P450 (119)

2.3.1.1.4 NADH:cytochrom bs reduktasa
NADH:cytochrom bs reduktasa (EC 1.6.2.2) je enzym o molekulové hmotnosti = 35 kDa,
ktery zprosttedkovava pienos elektronti z NADH na cytochrom bs. Jedna se o flavoprotein, o

némz je znamo, Ze existuje ve dvou formach, a to v membranové vazané a v solubilni formé.
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Membranové véazand forma se vyskytuje pfedev$im v endoplasmatickém retikulu, kde se
ucastni metabolickych transformaci, takovych jako desaturace a elongace mastnych kyselin,
biosyntéza cholesterolu a reakéniho cyklu cytochromu P450. Solubilni forma se ucastni
redukce methemoglobinu na hemoglobin, pfi¢emz vznika alternativnim ,,splicingem, diky
¢emuz je puvod zbytkli 26-300 solubilniho enzymu stejny jako membranové vazané formy
enzymu. Obsahuje nékolik lysint, které jsou nezbytné pro interakci s cyt bs (120). Tyto lysiny
interaguji komplementarné s péti karboxylovymi skupinami cyt bs (121). Sklada se ze dvou
domén, flavin-vazebné domény a pyridin-nukleotid-vazebné domény. Pro vazbu FAD je
nezbytny tyrosin (122). Pro efektivni rozpoznani NADH slouzi hydroxylova skupina serinu a

pozitivni naboj argininu (122).

2.3.1.1.5 Reakéni cyklus monoxygenas obsahujicich cytochrom P450
Monooxygenasové reakce predstavuji reakce, v jejichz ramci dochazi k inkorporaci
jednoho atomu kysliku do substratu za soucasné redukce druhého kyslikového atomu na

vodu. Celkovou reakci tak miZzeme vyjadfit nasledujici rovnici:
RH + 0, + NADPH + H* - NADP* + ROH + H,0

Reakéni cyklus cytochromu P450 (Obrazek 5) je nékolikakrokovym procesem a probiha
uspotadanym mechanismem. V klidovém stavu (A) je hemové Zelezo v nizkospinové ferri
formé&. Prvnim krokem je vazba substratu do aktivniho centra. Po proniknuti substratu dochézi
K vytlaceni molekuly vody, ktera predstavuje Sesty ligand a piechodu zeleza do
vysokospinové formy (B). Nasledn¢ dochézi k jednoelektronové redukci pomoci
NADPH:cytochrom P450 reduktasy, ¢imz dochazi k ptechodu zeleza z ferri formy na ferro
formu. Tento komplex (C) muze nasledné reagovat s molekulou CO za vzniku komplexu,
ktery je zodpovédny za charakteristickou absorpci pti 450 nm. Jinou, pfirozenou, molekulou,
ktera se muze uspésné vazat ke komplexu, je molekula kysliku, ¢imz se hemové zelezo stava
opét hexakoordinované (D). Dal§im krokem je druha redukce, kterd je pro mnoho cytochromti
P450 rychlost urcujicim krokem. Elektrony pro tuto redukci mohou byt poskytnuty jak
NADPH:cytochrom P450 reduktasou, tak cytochromem bs. Pokud elektron neni dorucen
dostatecné rychle, rozpadd se komplex za vzniku superoxidového anionradikalu, jenz je
nasledné¢ pfeménén superoxiddismutasou na peroxid vodiku. Komplex cytochromu P450
s biatomickou molekulou kysliku po druhé redukci (E) ptedstavuje aktivni formu cytochromu

P450. Nasleduji dvé protonace, které zpusobi §tépeni vazby mezi kysliky a uvolnéni molekuly
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vody (F). Druhy atom kysliku je nasledné pfenesen na substrat, ¢imz dochazi k uvolnéni

substratu z enzymu a regeneraci molekuly cytochromu P450 (19; 77; 123).

H,0

I\'—|‘—,‘\‘ R-H NTTN
R-OH 1\'/ f‘f";\/ - " / e/

R-H
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N—H~—N --—---~/ RH N—
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/ (nucleophile) / (nucleophile) /

Obrazek 5 Reakcni cyklus cytochromu P450. Zdroj: Meunier (123)

2.3.1.2 Flavinové monooxygenasy

Flavinové monooxygenasy (FMO) (EC 1.14.13.8) jsou dilezit¢ enzymy NADPH-
dependentniho oxida¢niho metabolismu, které obsahuji tésné&, ale nikoliv kovalentné vazany
FAD (124). Flavinové monooxygenasy jsou lokalizovany v membranach endoplasmatického
retikula. Jsou schopny katalyzovat N- a S-oxidacni reakce, méné pak C-oxida¢ni reakce (20) a
preferen¢né provadi hydroxylace terciarnich a sekundarnich amint (77). Jsou teplotné labilni,
coz je mozné vyuzit pfi jejich inaktivaci v piipad€, Ze chceme studovat vliv cytochromi P450,
jakozto dalsiho typu mikrosomalnich enzymii participujiciho na oxida¢nim metabolismu (19).
Cytochromy P450 mohou byt naopak inaktivovany 1% Emulgenem 911, ktery ma minimalni
efekt na aktivitu FMO (20).

V lidském organismu muzeme nalézt 11 gend tohoto enzymu, pficemz 6 z nich jsou
pseudogeny (125). Z péti exprimovanych lidskych FMO oznacovanych jako FMO1-FMOS5,
vykazuji tii enzymy geneticky polymorfismus (124). Vsechny geny jsou lokalizovany na
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chromozomu 1 (126; 125). FMOL je exprimovana V jatrech embrya. Tii dny po narozeni je
mnozstvi tohoto enzymu prakticky nedetekovatelné, a je postupné nahrazovan FMO3 (127).
U dospélého ¢loveéka se FMO1 vyskytuje v ledvinach (128). Hlavni flavinovou
monooxygenasou v plicich je FMO2 (124).

V prvnim kroku katalytického cyklu dochéazi ke dvouelektronové redukci FAD pomoci
NADPH. Redukovany flavin pak rychle reaguje s molekularnim kyslikem za vzniku
peroxoflavinu. Ten pak muze reagovat s nukleofilnim substraitem, ptfi¢emz dochazi k

zabudovani jednoho atomu kysliku do substratu a preméné druhého atomu kysliku na vodu

(124).

2.3.2 Peroxidasy

Peroxidasy piedstavuji dalsi vyznamnou skupinu enzymd, jenz je schopna efektivné
biotransformovat celou fadu substrati. Na rozdil od moooxygenasového systému nevyzaduji
jako kofaktor NAD(P)H, ale koxidaci substrati vyuzivaji redukce peroxidu vodiku a
lipidovych hydroperoxidi (18). Vétsinou se jedna o hemoglykoproteiny, Zelezo je
v oxida¢nim stavu +III a je pentakoordinované. Existuji vSak i jiné peroxidasy, kde je
porfyrinovy skelet pozménén, nebo dokonce chybi. Podle charakteru aktivniho mista jsou
peroxidasy ¢lenény do tii skupin, a to na hemové peroxidasy, vanadové peroxidasy a ostatni
peroxidasy. Peroxidasy se vyskytuji ve velkém mnozstvi forem (pravdépodobné izoenzymii)

(7).

Katalyticky cyklus peroxidas je zahajen vazbou peroxidu na nativni enzym, ¢imZ dochazi

k aktivaci enzymu. Takto aktivovany enzym nese aktivovany kyslik (77).

2.3.3 Konjugacni enzymy

Xenobiotika obsahujici funk¢ni skupiny jako je hydroxyl, amin, epoxid nebo halogen
mohou podstoupit konjugacni reakce s endogennimi metabolity. Vysledkem jsou produkty,
které jsou az na vzacné vyjimky mén¢ toxické a snadnéji exkretované nez ptivodni slouceniny

(19).

Konjugacni reakce zahrnuji glukuronidace, sulfatace, acetylace, metylace, konjugace

s glutathionem a konjugace s aminokyselinami. Glukuronidace jsou katalyzovany UDP-
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glukuronosyltransferasami (UGT), jenz jsou lokalizovany v endoplasmatickém retikulu, a
jsou hlavni cestou metabolismu u c¢lovéka. Substraty glukuronosyltransferas ptedstavuji
alifatické alkoholy a fenoly, karboxylové kyseliny, primarni a sekundarni aminy a volné
sufhydrylové skupiny (20; 19). Podobn¢ jako cytochromy P450 jsou UGT fazeny do rodin,
pficemz u ¢lovéka nalezneme 9 enzymua rodiny UGT1 a 6 enzymu rodiny UGT2 (19).
Vyznamnymi enzymy jsou také sulfotransferasy (SULT). U ¢lovéka nalezneme 5 gend SULT
(19). Sulfotransferasy se vyskytuji v cytosolu (20). Mnoho endogennich i exogennich latek
muze byt také metylovano metyltransferasami. Rozlisujeme N-, O- a S-metyltransferasy (19),

které se vyskytuji v endoplasmatickém retikulu [ v cytosolu (20).
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Primarnim cilem piedkladané dizertani prace bylo poznani vlivu jednotlivych slozek

biotransformacniho enzymového systému, lokalizovaného v membrané endoplasmatického

retikula obsahujiciho cytochrom P450, na oxidaci dvou xenobiotik, environmentalniho

polutantu a karcinogenu benzo[a]pyrenu a rostlinného alkaloidu s protinadorovymi ucinky,

ellipticinu. Cilem bylo téz zjistit, zda experimentalni model laboratorniho potkana mize byt

vhodnym modelem pro studium metabolismu benzo[a]pyrenu v lidském organismu.

V ramci dizertacni prace jsme se zaméfili na nasledujici oblasti:

X/
L X4

*

Metabolismus benzo[a]pyrenu jaternimi mikrosomy potkana a ¢lovéka

Cilem této studie bylo poznani metabolismu benzo[a]pyrenu jaternimi
mikrosomy z kontrolnich (nepremedikovanych) potkanti a potkand premedikovanych
riznymi induktory cytochromu P450. Studovan byl vliv takovych premedikaci na
metabolickou pfeménu benzo[a]pyrenu a potencial tohoto zvifeciho modelu jako

modelového organismu pro metabolismus benzo[a]pyrenu v lidském organismu.

Metabolismus benzo[a]pyrenu potkanimi a lidskymi rekombinantnimi

cytochromy P450 a vliv cytochromu bs na tento metabolismus

V ramci této Casti dizertaéni prace byl studovan metabolismus benzo[a]pyrenu
lidskymi a potkanimi rekombinantnimi cytochromy P450. Pozornost byla zaméfena
ptedevsim na cytochrom P450 1A1 (CYP1Al), jenz se vramci studie jevil jako
enzym Vv metabolismu BaP nejefektivnéjsi. Byl také studovén vliv cytochromu bs na

tento metabolismus.

Metabolismus BaP lidskym cytochromem P450 1A1 exprimovanym

v prokaryotnim a eukaryotnim expresnim systému

Tato studie sledovala, zda se 1iS$i metabolismus benzo[a]pyrenu lidskym
rekombinatnim CYP1A1l exprimovanym v endoplasmatickém retikulu hmyzich
bunék (Supersomy™™) od metabolismu, ktery je katalyzovan cytochromem P450 1A1

exprimovanym v bunikach E. coli (Bactosomy).
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X/
L X4

X/
°

Vliv. NADPH:cytochrom P450 reduktasy na oxidaci benzo[a]pyrenu
cytochromem P450 1A1

V této casti dizertacni prace jsme se zaméfili na studium vlivu NADPH:CYP
reduktasy jako slozky biotransforma¢niho enzymového systému membrany
endoplasmatického retikula na oxidaci benzo[a]pyrenu. Vliv této reduktasy byl
sledovan za pouziti mysiho modelu s ,,deletovanou” NADPH:CYP reduktasou v

jatrech, a v systému CYP1A1 exprimovaného v bunkach E. coli.

Studium vlivu cytochromu bs na redukci cytochromu P450 v priibéhu oxidace

BaP a ellipticinu

V této casti prace jsme se zaméfili na potencial cytochromu bs poskytovat

elektrony pro redukci cytochromu P450 v jeho reakénim cyklu.

Studium tvorby kovalentnich adukti BaP s DNA po jeho metabolické aktivaci

enzymovymi systémy metabolizujicimi tento karcinogen

Vedle studia efektivity raznych biotransformacnich enzymovych systému
metabolizovat benzo[a]pyren byla v ramci prace studovana i efektivita uvedenych

systému v aktivaci tohoto karcinogenu za tvorby jeho aduktii s DNA.
Vliv cytochromu bs na tvorbu adukti benzo[a]pyrenu s DNA

Cilem bylo odhalit vliv cyt bs na metabolickou aktivaci benzo[a]pyrenu vedouci k
tvorb¢ aduktti s DNA.
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Naprosta vétsina metod pouzitych béhem vypracovani této dizertacni prace je popsana
v publikacich, jez tvofi soucdst prace a jsou vedeny jako pfilohy ¢. 1-5. Pro vétsi
srozumitelnost jsou vSak nékteré z metod spolu s pouzitym materidlem uvedeny v této

kapitole.

4.1 Pouzity material a chemikalie
British Drug Houses (Velka Britanie) Sudan I

Chemopetrol (Ceskd republika) suchy led

Fluka (Svycarsko) dilauroylfosfatidylcholin (DLPC), etylacetat, metanol, tris(hydroxymetyl)-

aminometan (TRIS), tokoferol (vitamin E)

Lachema Brno (Ceskd republika) dihydrogenfosforeénan draselny, etylacetat, chlorid
draselny, chlorid hotfe¢naty, kyselina chlorovodikova, kyselina octova, metanol, pentahydrat
siranu méd’natého, uhli¢itan sodny, hydroxid sodny, vinan sodny, dihydrogenfosfere¢nan

sodny, dithionicitan sodny, NasP,07,

Linde (Ceskd republika) dusik, kapalny dusik, oxid uhelnaty
Loba Feinchemie (Rakousko) glutathion

Merck (Nemecko) acetonitril, etylacetat

Reanal Budapest’ (Madarsko) glukosa-6-fosfat Na,

Sigma (USA) glukosa-6-fosfat Nap, glukosa-6-fosfat dehydrogenasa, dimetylsulfoxid
(DMSO0), fenacetin, nikotinamidadeninnukleotid (NADH),
nikotinamidadenindinukleotidfosfat NADP", nikotinamidadenindinukleotidfosfatvredukvoany
(NADPH), ellipticin, 1-heptansulfonova kyselina, ellipticin, 4,4’-dikarboxy-2,2"-
bicinchoninova kyselina (BCA), benzo[a]pyren, ketokonazol, sodna stl 4-(2-hydroxyetyl)-1-
piperazinetan-sulfonové kyseliny (HEPES), 3-[(3-cholamidopropyl) dimetylamonium]-1-
propansulfonat (CHAPS)

Serva (Nemecko) glukosa-6-fosfat dehydrogenasa

Sevapharma, a.s. (Ceskd republika) hovézi sérovy albumin (BSA)
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Potkani a lidské rekombinantni cytochromy P450 exprimované v hmyzich buiikach
transfekovanych Baculovirem byly ziskany od spole¢nosti BD Bioscience respektive od
spole¢nosti Corning (USA), ktera odkoupila tuto divizi v roce 2012. Lidské rekombinantni
cytochromy P450 exprimované v bunkach E. coli byly dodany spole¢nosti CYPEX (Velka

Britanie).

Jaterni mikrosomy kontrolnich a premedikovanych potkanii byly izolovany na katedie
biochemie dle Stiborové (129). Krali¢i jaterni NADPH:cytochrom P450 reduktasa byla
izolovana dle Yasukotchiho (130) a krali¢i cyt bs dle Yanga (131). Izola¢ni postupy byly
upraveny dle Sulce (132) a Janouchové (133). Krali¢i NADH:cytochrom bs reduktasa byla
izolovana s upravami dle Mihara (134; 135). Lidsky cytochrom P450 1A1 a lidsky cytochrom
bs pouzité pii rekonstitucich byly také piipraveny rekombinantné (heterologni expresi) a
nasledn¢ izolovany na nasi katedfe, a to ve spolupraci s Mgr. J. Milichovskym. Mikrosomalni
epoxidhydrolasa (mEH) byla izolovana v laboratofi z mikrosom jater potkana, postupem dle
(136). Jaterni mikrosomy mysi s ,.knock-outovanou“ NADPH:cytochrom P450 reduktasou
byly izolovany z jater dodanych spolupracujicimi pracovisti v Londyn¢ a Dundee (Dr. V.M.
Arltem, Dr. C.H. Hendersonem a Prof. R.C. Wolfem) na katedie biochemie a jaterni
mikrosomy mysi geneticky modifikovanych lidskym proteinem p53 byly izolovany z jater
mysi dodanych spolupracujicim pracovistém v Londyné (Vv laboratofi Prof. DH Phillipse a Dr.
V.M. Arlta v King’s Colleague London.

4.2 PouZité metody

4.2.1 Oxidace benzo[a]pyrenu jaternimi mikrosomy

Metabolismus benzo[a]pyrenu byl studovan za pouZiti jaternich mikrosoml clovéka,
mysi a potkanl. Potkani byly jednak kontrolni (nepremedikovani) a jednak premedikovani
Sudanem 1, benzo[a]pyrenem, pregnenolonkarbonitrilem (PCN) nebo fenobarbitalem (PB)
postupy popsanymi v piedchozich pracich (137; 138; 139; 140). V piipadé mysi byly
studovany jaterni mikrosomy izolované z kontrolnich mysi a mysi s ,,knock-outovanou*
(,,deletovanou) jaterni NADPH:CYP reduktasou a dale stransgennimi a ,,knock-
outovanymi* mySmi pro gen p53. Postup pfipravy téchto zvifecich modell a jejich expozice
BaP je popsana v pracich, které tvoii pfilohy ¢. 2 a 4. Koncentrace proteinii v jednotlivych

izolovanych jaternich mikrozomech zachycuje Tabulka 4.
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Jednotlivé inkubacni smési byly pfipraveny o celkovém objemu 500 pl a mély nasledujici

slozeni:

% 0,25 mg proteintt mikrosomalni frakce
% 50 uM benzo[a]pyren (5 mM zasobni roztok v DMSOQ)
% 1 mM MgCl,; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP"; 1 U/ml glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa (NADPH generujici systém (NADPH-GS)), respektive 1 mM
NADPH ¢i 1 mM NADH

% fosfatovy pufr (100 mM KH,POy; pH 7,4)

Reakce byla iniciovana po ptidani vSech ostatnich slozek pomoci NADPH-GS respektive

NAD(P)H, zamichana a inkubovana v otevienych mikrozkumavkach pii 37 °C za stalého

ttepani pii 450 RPM (Thermomixer compact, Eppendorf) po dobu 20 minut. Nasledn¢ byla

reakce zastavena pridanim 1 ml etylacetatu a naslednym intenzivnim protiepanim. Dale bylo

piidano 5 pl 1 mM fenacetinu v metanolu (vnitini standard). Jednotlivé vzorky byly dvakrat

extrahovany etylacetatem intenzivnim tfepanim po dobu 2 minut. Ditkladné oddéleni obou

fazi bylo provedeno za pomoci 5 minutové centrifugace pii 13000 (Centrifuge 5418

Eppendorf). Horni faze (750 pl) byla po kazdé extrakci odebrana a odpafena do sucha ve

vakuové odparce (CentriVap Concentrator, Labconco). Nasledné¢ byly vysuSené vzorky

uchovany pfi teploté -20 °C do analyzy pomoci HPLC.

Tabulka 4 Koncentrace proteinii V izolovanych jaternich mikrosomalnich frakcich potkanii (4) a mysi (B)(K-kontrolni, BaP-
premedikované BaP) pouZitych pri experimentech

A | Mikrosomy | Koncentrace proteint B | Mikrosomy | Koncentrace proteind
Kontrolni 18,9 mg/ml HRN-K 61,0 mg/ml
Sudan | 43,0 mg/mi HRN-BaP 32,0 mg ml
BaP 32,5 mg/ml p53+/+ K 8,3 mg/mi
PB 29,3 mg/ml p53+/- K 8,4 mg/mi
PCN 52,8 mg/ml p53-/- K 7,9 mg/mi

p53+/+ BaP 6,2 mg/mi
p53+/- BaP 7,8 mg/mi
p53-/- BaP 5,7 mg/mi
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4.2.2 Oxidace benzo[a]pyrenu rekombinantnimi cytochromy P450

Pti studiu oxidace benzo[a]pyrenu za pomoci rekombinantnich cytochrom P450 byly
pouZity cytochromy P450 potkana exprimované v hmyzich buiikach (Supersomy™) a ¢lovéka
exprimované jednak v hmyzich buiikach (Supersomy™) a jednak v buiikach E. coli
(Bactosomy, systémy oznaCované jako CYPIAILR, snizkou expresi NADPH:CYP
reduktasy (CYP1A1:CPR 1:04), a CYP1AI1R, s expresi tohoto enzymu a CYP1A1 v poméru
CYP1A1:.CPR 1:0,8). Charakteristiky jednotlivych cytochromti P450 jsou dostupné na

webovych strankéch jednotlivych dodavatelt.

Jednotlivé inkubacni smési byly pfipraveny o celkovém objemu 250 pul a mély nasledujici

slozeni:

¢+ 200 nM cytochrom P450

% 1 mM cytochrom bs (koexprimovan s jednotlivymi typy CYP s vyjimkou CYP1A1 a
1B1, kde byl ptidavan dodatecné cyt bs izolovany z krali¢ich jater)

% 50 uM benzo[a]pyren (5 mM zasobni roztok v DMSO)

% 1 mM MgCl,; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP"; 1 U/ml glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa (NADPH-GS), respektive 1 mM NADPH, ¢i 1| mM NADH

% fosfatovy pufr (100 mM KH,POy; pH 7,4)

Reakce byla iniciovdana po pfidani vSech ostatnich sloZzek pomoci NADPH-GS,
respektive NAD(P)H, zamichéana a inkubovana v otevienych mikrozkumavkach pii 37 °C za
stalého trepani pii1 450 RPM (Thermomixer compact, Eppendorf) po dobu 20 minut. Nasledné
byla reakce zastavena pfidanim 1 ml etylacetatu a naslednym intenzivnim protfepanim. Déle
bylo ptidano 5 pul 1 mM fenacetinu v metanolu (vnitini standard). Jednotlivé vzorky byly
dvakrat extrahovany etylacetatem intenzivnim tiepanim po dobu 2 minut. Dtikladné oddéleni
obou fazi bylo provedeno za pomoci 5 minutové centrifugace pti 13000 (Centrifuge 5418
Eppendorf). Horni faze (750 pl) byla po kazdé extrakci odebrana a odpafena do sucha ve
vakuové odparce (CentriVap Concentrator, Labconco). Nasledné byly vysusené vzorky

uchovany pfi -20 °C do analyzy pomoci HPLC.
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4.2.3 Oxidace benzo[a]pyrenu cytochromy P450 v rekonstituovanych systémech
Ptfi studiu oxidace benzo[a]pyrenu pomoci rekonstituovaného systému lidského
cytochromu P450 1A1 byly jednotlivé inkubacni smési byly piipraveny o objemech 250 pl a

mély nésledujici sloZeni:

% 1 mg/ml DLPC (5 mg/ml zasobni roztok v chloroformu)
% 50 mM HEPES (500 mM zasobni roztok; pH 7,4)

% 0,05 mg/ml CHAPS (0,5 mg/ml zasobni roztok v HEPES pufru)
% 3 mM glutathion (30 mM zasobni roztok)

% 200 nM cytochrom P450 1Al

% 100 nM NADPH:cytochrom P450 reduktasa

s 0,1 mg/ml cyt bs

% 0,02 mg/ml NADH:cyt bs reduktasa

% 50 uM benzo[a]pyren (5 mM zasobni roztok v DMSOQ)
s 1 mM NADPH resp. 1 mM NADH

% fosfatovy pufr (100 mM KH,POy; pH 7,4)

Nejdiive byl ve sklenénych zkumavkach odpaten pod atmosférou dusiku roztok DLPC
(simuluje po wvytvofeni liposomi pfirozenou membranu endoplasmatického retikula)
Vv chloroformu. Dale byl do zkumavek pfidan detergent CHAPS v HEPES pufru a roztok
glutathionu. Smési byly dvakrat sonikovany po dobu 2 minut. Nasledn¢ k nim byly pfidany
enzymy (cytochromy P450, NADPH:cytochrom P450 reduktasa, cyt bs, NADH:cytochrom bs
reduktasa). Smési byly inkubovany po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté na tfepacce (IKA
Yellow line OS2 basic, Némecko). Tim byly rekonstituované systémy pfipraveny k pouziti
pro inkubace s BaP.

Reakce byla iniciovéana po ptidani vSech ostatnich slozek pomoci NAD(P)H, zamichana a
inkubovana v otevienych mikrozkumavkach pii 37 °C za stilého tfepani pfi 450 RPM
(Thermomixer compact, Eppendorf) po dobu 20 minut. Nésledné¢ byla reakce zastavena
piidanim 1 ml etylacetatu a naslednym intenzivnim protfepanim. Dale bylo pfidano 5 ul 1
mM fenacetinu v metanolu (vnitini standard). Jednotlivé vzorky byly dvakrat extrahovany
etylacetatem intenzivnim tfepanim po dobu 2 minut. Dikladné oddéleni obou fazi bylo
provedeno za pomoci 5 minutové centrifugace pti 13000 (Centrifuge 5418 Eppendorf). Horni

faze (750 pl) byla po kazdé extrakci odebrana a odpafena do sucha ve vakuové odparce
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(CentriVap Concentrator, Labconco). Nasledné byly vysusené vzorky uchovany pii -20 °C do
analyzy pomoci HPLC.

4.2.4 Separace metabolitii benzo[a]pyrenu
Metabolity benzo[a]pyrenu (Obrazek 6) byly separovany a kvantifikovany pomoci
metody HPLC za pouziti linearniho gradientu 0-100 % mobilni faze B béhem 35 minut

S naslednou 5 minutovou izokratickou eluci mobilni faze.
Mobilni faze A: 50 % acetonitril (v/v) Mobilni faze B: 85 % acetonitril (v/v)

Jednotlivé mobilni faze byly pied pouzitim sonikovany v ultrazvukové lazni pro
odstranéni vzduchovych bublin. Separace probihala na koloné Nucleosil 100-5 C18 HD, 5
um, 250 x 4 mm (Macherey Nagel) s priitokem mobilni faze 0,6 ml/min. Metabolity byly

detekovany pfi vinové délce 254 nm a kvantifikovany vztazenim jejich plochy k plose

(C

vnitiniho standardu (fenacetinu).
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M1 = BaP-9,10-dihydrodiol Mx = unknown structure M2 = BaP-4,5-dihydrodiol
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M3 = BaP-7,8-dihydrodiol M4 = BaP-1,6-dion M5 = BaP-3,6-dion

M6 = BaP M7 = BaP-3-ol

Obrazek 6 Struktura metabolitii a parentdlni molekuly benzo[a]pyrenu
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4.2.5 Analyzy adukti testovanych latek s DNA metodou ,32P-postlabeling”
Analyzy adukti testovanych latek s DNA byly provedeny Prof. RNDr. Marii Stiborovou,
DrSc. na pracovisti Némeckého centra pro vyzkum rakoviny v Heidelbergu metodou ,,*2P-

postlabeling® postupem detailn¢ popsanym v ptedchozich pracich (141).

4.2.6 Oxidace ellipticinu lidskym cytochromem P450 3A4

Inkubaéni smési o objemu 250 pl byly pifipraveny o nasledujicim slozeni:

< 100 nM cytochrom P450

% 500 nM cytochrom bs

% 10 uM ellipticin (1,25 mM zésobni roztok)
% fosfatovy pufr (100 mM KH,POy; pH 7,4)
% 1 mM NADPH resp. NADH

Reakce byla iniciovana po pfidani vSech ostatnich slozek pomoci NAD(P)H, zamichéna a
inkubovana v otevienych mikrozkumavkach pii 37 °C za stalého tiepani piti 450 RPM
(Thermomixer compact, Eppendorf) po dobu 20 minut. Nésledn¢ byla reakce zastavena
pfidanim 1 ml etylacetatu a naslednym intenzivnim protfepanim. Dale bylo pfidano 5 pl 1
mM fenacetinu v metanolu (vnitini standard). Jednotlivé vzorky byly dvakrat extrahovany
etylacetaitem intenzivnim tfepanim po dobu 2 minut. Dikladné oddéleni obou fazi bylo
provedeno za pomoci 3 minutové centrifugace pti 13000 (Centrifuge 5418 Eppendorf). Horni
faze (750 pl) byla po kazdé extrakci odebrdna a odpafena do sucha ve vakuové odparce
(CentriVap Concentrator, Labconco). Nasledné byly vysuSené vzorky uchovany pti -20 °C do

analyzy pomoci HPLC.

4.2.7 Separace metabolitt ellipticinu
Metabolity ellipticinu byly pfed analyzou rozpustény v 25 pl metanolu a separovany
pomoci HPLC. Slozeni mobilnich fazi stejné jako dalS$i podminky chromatografie vyjadiuje

Tabulka 5. Mobilni faze byly pfed pouzitim sonikovany pro odstranéni vzduchovych bublin.
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Tabulka 5 Podminky HPLC pro separovani ellipticinu a jeho metabolitii

Mobilni faze 64 % metanol, 5 mM heptansulfonat sodny,
32 mM kyselina octova

Kolona Ultrasphere, ODS, C18, 250 x 4,6 mm, 5 um
(Beckman)

Teplota kolony 37°C

Pritok 0,7 ml/min

Nasttik (aplikace) 20 pl

Detekéni délka 296 nm
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5 Vysledky
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5.1 Oxidace benzo[a]pyrenu jaternimi mikrosomy

5.1.1 Oxidace benzo[a]pyrenu jaternimi mikrosomy potkana

Jaterni mikrosomy jsou pfirozeny systém, ktery obsahuje vSechny slozky
monooxygenasového systému lokalizované v membrané endoplasmatického retikula. Kromé
toho se v mikrosomech vyskytuje také mikrosomalni epoxidhydrolasa, jez je nezbytna pro

tvorbu dihydrodiolt benzo[a]pyrenu (66).

Mikrosomy z potkand premedikovanych Sudanem | (induktor CYP1AL (142; 138)) tvofi
z BaP BaP-9,10-dihydrodiol (M), BaP-4,5-dihydrodiol (M), BaP-7,8-dihydrodiol (M3), BaP-
1,6-dion (M), BaP-3,6dion (Ms), BaP-9-ol (Mg), BaP-3-ol (M;) a metabolit My, jehoz
struktura nebyla dosud urcena (Obrazek 6). V pfipad¢ jaternich mikrosomi z kontrolnich
(nepremedikovanych) zvitat jsou z BaP tvofeny stejné metabolity, ale az v 3-krat menSim
mnozstvi (Obrazek 7). Cytochromy P450 podrodiny 2C jsou zastoupeny v mikrozomech
z kontrolnich (nepremedikovanych) zvifat a mohou tvofit az 55 % z celkového mnozstvi

jaternich mikrosoma (143; 144).

Také mikrosomy potkanti premedikovanych vlastnim benzo[a]pyrenem (BaP), jez
indukuje expresi CYP1A1 (145; 146), fenobarbitalem (PB mikrosomy — indukce podrodiny
CYP2B (147)), piipadné pregnenolonkarbonitrilem (PCN mikrosomy — indukce podrodiny
CYP3A) vykazuji schopnost oxidovat BaP za vzniku téchto metabolitii (Obrazek 7). Zména
v poméru metabolitli vSak naznacuje, Ze se na oxidaci BaP mohou podilet i jiné cytochromy
P450 nez jen CYPIAI, ktery je ,,nabohacen” v mikrosomech potkani premedikovanych
Sudanem I. Pfevazujicim oxida¢nim produktem v piipadé¢ kontrolnich mikrosomt a
mikrosomi z potkant premedikovanych Sudanem | a benzo[a]pyrenem je BaP-3-ol (Obrazek
6). V ptipadé¢ mikrosomi potkan premedikovanych PCN je pozorovana tvorba BaP-3,6-
dionu jako hlavniho oxida¢niho produktu. Tento metabolit je vyrazné tvoten i pii katalyze PB

mikrosomy, kde je vSak majoritnim oxida¢nim produktem BaP-4,5-dihydrodiol.
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Obrazek 7 Mnozstvi metabolitii tvorenych jaternimi mikrosomy potkanu. Data v obrazku jsou priméry a standardni
odchylky tri paralelnich meéreni. *P<0,001, statisticky rozdilna zména mnozstvi metabolitii BaP od dat ziskanych
S mikrosomy kontrolnich (nepremedikovanych) potkanii.Studentiiv t-test.

Cast vysledki prezentovana v této kapitole je sou¢asti publikace uvedené jako piiloha &. 1.

5.1.2 Oxidace benzo[a]pyrenu jaternimi mikrosomy clovéka

Lidské jaterni mikrosomy oxiduji BaP na Sest metabolitd (Obrazek 8). Tyto metabolity
byly identifikovany jako BaP-9,10-dihydrodiol (M,), BaP-4,5-dihydrodiol (M,), BaP-7,8-
dihydrodiol (Ms), BaP-1,6-dion (M,), BaP-3,6-dion (Ms) a BaP-3-ol (My). Absence
metabolitu Mg (BaP-9-o0l) v ptipad¢ lidskych jaternich mikrosomti mize souviset s velmi
nizkou hladinou exprese CYP1Al v lidskych jatrech (148). Tato skuteCnost, spoleéné s
ptitomnosti metabolitu M, (BaP-4,5-dihydrodiolu), naznaduje, Ze za oxidaci BaP lidskymi
jaternimi mikrosomy jsou zodpovédné i jiné cytochromy P450 nez jen CYP1AI, v jehoz
ptipadé nebyla pozorovana tvorba metabolitu M, (BaP-4,5-dihydrodiolu), zatimco metabolit
Ms (BaP-3-ol) je pii oxidaci BaP lidskym rekombinantnim cytochromem P450 1A1 tvofen

velmi efektivné (viz vysledky uvedené v kap. 5.3.2).
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Obrazek 8 Mnozstvi metabolitii tvorenych lidskymi jaternimi mikrosomy. Data v obrdazku jsou prumeéry dvou paralelnich
merent.

Vysledky prezentované v této kapitole jsou soucasti publikace uvedené jako ptiloha €. 1.

5.1.3 Oxidace BaP jaternimi mikrosomy geneticky modifikovanych mysi [HRN
(hepatic reductase null) mysi]

Monooxygenasovy systém cytochromu P450 je viceslozkovy systém, kde je jednou z
dalsich slozek NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR). ,,Knock-out* genu této reduktasy u
mysi je fatalni v pribéhu embryonalniho vyvoje, coz sv€déi o esencialni roli tohoto enzymu
v embryonalnim vyvoji (149). Tato skuteCnost zabranovala vyvoji modelovych organismt,
kde exprese uvedené¢ho enzymu absentovala. Problém s letalitou byl v§ak vyfesen vytvofenim
mysiho Cre/loxP systému, ve kterém byla CPR ,deletovana“ postnatalné (150; 151).
Takovéto mySi umoziuji studovat funkce cytochromt P450, pro jejichz funkci je CPR
esencidlni pfi homeostaze, farmakologii, ¢i chemické toxicité in vivo. Dal$im systémem
pouzitym ke studiu metabolismu BaP v predkladané disertaéni praci byly tedy jaterni
mikrosomy izolované z mysi, u nichz nebyla CPR exprimovana v jatrech - HRN (hepatic
reductase null) mysi. Tyto modelové organismy byly pfipraveny v laboratofi spolupracujiciho
pracovisté univerzity v Dundee (viz postupy popsané v publikaci, které tvoii pfilohu ¢. 4

v

dizertacni prace). Uvedeny systém totiz mize rozSifit naSe znalosti o metabolismu BaP
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jaternimi mikrosomy, v nichz jsou jaterni cytochromy P450 prakticky ne¢inné (152). Pii
studiu byly pouzity jak jaterni mikrosomy kontrolnich (nepremedikovanych) HRN-mysi, tak
HRN-mysi premedikovanych BaP. BaP je metabolizovan obéma typy mikrosomi za tvorby
sedmi metaboliti (M;-M7) (Obrazek 9). Nizka uroven exprese CPR vV jatrech kontrolnich
HRN-mysi vSak vede ke tvorbé pouze malého mnozstvi téchto metabolitd. Premedikace mysi
BaP vede kindukci CYP1A1l (145), coz nasledné vede k nartistu mnozstvi jednotlivych
metaboliti. Nejvyssi nartst oxidace BaP byl pozorovan v piipadé metabolitu M, (BaP-7,8-
dihydrodiolu), kde tento nartst byl vice nez 34-nasobny. U zbylych metabolitt byl nartst
jejich tvorby podstatné nizsi (Obrazek 9).
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Obrazek 9 Mnozstvi metabolitii BaP tvorenych jaternimi mikrosomy mysi HRN kontrolnich a premedikovanych BaP. Data
Vobrazku jsou priméry a standardni odchylky t#i paralelnich meéreni.*P<0,001, statisticky rozdilny narist mnoZstvi
metabolitit BaP od dat ziskanych s mikrosomy kontrolnich (nepremedikovanych) mysi HRN (control). Studentiiv t-test.

Vysledky prezentované v této kapitole jsou soucasti publikace uvedené jako piiloha €. 4.

5.1.4 Oxidace BaP mikrosomy mysi modifikovanych genem lidského proteinu
p53

V této casti disertacni prace jsme vyuzili mikrosomalni systém mySi geneticky

modifikovanych genem lidského proteinu p53 pfipravenych v laboratofi spolupracovniki

v laboratofich Leiden University Medical Centre. A to jak mysi kontrolnich

(nepremedikovanych) tak premedikovanych BaP, vedoucim k indukci cytochromu P450 1AL1.

Konkrétné byly jako modely uzity mysi absentujici gen p53 [Trp53 (-/-)] a mysi s riznym
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stavem exprese introdukovaného genu lidského proteinu p53. Modely byly Trp53(+/+)
exprimujici WT lidského genu p53, Trp53(+/-) exprimujici heterozygotni gen lidského p53 a
Trp53 (-/-) — mysi s kompletnim ,,knock-outem* genu lidského p53. Studie suvedenymi
mysSimi modely slouzily k poznani, zda exprese tumorového supresorového genu p53
ovlivituje aktivitu cytochromu P450 1A1. Pfi srovnani metabolismu BaP jaternimi mikrosomy
z kontrolnich zvifat nehral statut proteinu p53 (Trp53) zadnou vyznamnou roli. Tvorba
metaboliti BaP byla u vSech typl zvifat analogicka. Situace vSak byla diametraln¢ odli$na
v piipadé mikrosomti mySi premedikovanych BaP. Premedikace vede Kk zvySeni tvorby
metabolitii (Obrazek 10). Nejvyssi nartist metabolismu BaP byl pozorovan ve tvorbé BaP-7,8-
dihydrodiolu, BaP-3,6-dionu, BaP-9-olu a BaP-3-olu, a to v ptipad¢ Trp53(+/-) a Trp53(-/-).
Tyto dva systémy vykazuji téméf totoZnd mnozstvi jednotlivych metaboliti. Mikrosomalni

systém mysi Trp53(+/+) je v oxidaci BaP podstatné méné aktivni.

Ziskané vysledky naznacuji, Ze exprese genu lidského tumorového supresorového genu
p53 v uzitych mySich modelech ovliviiuje aktivitu CYP1A1, kterd byla v praci sledovana
prostiednictvim oxidace BaP. Tento piedpoklad byl prokazan sledovanim exprese proteinu
p53 v pouzitych modelech. Exprese CYPIA1 je nejvyssi v mySich modelech TP53(-/-),
nasledovan modelem TP53(+/-) a TP53(+/+) (viz vysledky uvedené v publikaci prezentované
jako ptiloha ¢. 2).
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Obrazek 10 Mnozstvi metabolitii BaP tvorenych jaternimi mikrosomy nepredikovanych mysi a mysi premedikovanych BaP.
Data v obrdzku jsou priméry a standardni odchylky tii paralelnich méfeni.*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,005, statisticky
rozdilny ndriist mnozstvi metabolitit BaP od dat ziskanych z Trp53(+/+) mysi premedikovanych BaP. Studentiiv t-test.
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Cast vysledkil prezentovand v této kapitole je soudasti publikované prace, které je

v dizerta¢ni praci uvedena jako pfiloha ¢. 2.

5.2 Analyza metabolitii BaP v mo¢i mySich modelt sriznym statusem
genu lidského p53

Moc¢ mySich modelti sriznou expresi genu lidského tumorového supresoru p53
premedikovanych BaP byla analyzovana metodou HPLC za tcéelem zjisténi, zda jsou Vv ni
pfitomny metabolity BaP. V ramci analyzy byly stanoveny pouze nekonjugované metabolity
BaP, ackoliv mo¢i mohou byt exkretovany i metabolity BaP konjugované ve formé
glukosiduronati nebo sulfati. Metabolity BaP M; a My nebyly v mo¢i zvifat detekovany,
vzhledem Kk polarnim latkim v moci eluovanych v pocatcich eluce HPLC. Tim byla
znemoznéna analyza téchto dvou metabolith. Pfi analyze moci kontrolnich
(nepremedikovanych) zvifat nebyl, jak bylo ocekavano, v moci pozorovan ani jeden
Z metaboliti BaP. Naopak nckteré metabolity BaP u zvifat vystavenych BaP byly moci
exkretovany. Nejvy$si mnozstvi metabolitt BaP bylo nalezeno v ptipadé mysi Trp53(+/-),
kde toto mnozstvi vyrazné prevySovalo zbylé dva modely (Obrazek 11). Toto zjisténi je
pozoruhodné, vzhledem ke skute¢nosti, ze pii studiu oxidace BaP jaternimi mikrosomy ze
stejnych zvitat vykazoval mikrosomalni systém zvitat Trp53(-/-) prakticky stejnou schopnost
oxidovat BaP jako jaterni systém zvitat Trp53(+/-). To by nasvédcovalo tomu, ze metabolity
BaP bud’ nejsou exkretovany moci, nebo dochazi ke konjugaci a jejich exkreci v polarngjsi

formé konjugati.
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Obrazek 11 Mnozstvi metabolitii BaP detekovanych v moci mySich modelii s riiznou expresi genu lidského tumorového
supresoru p53 vystavenych piisobeni BaP. Data Vv obrdzku jsou pruméry a standardni odchylky tri paralelnich mereni.
*P<0,001, statisticky rozdilny narist mnozstvi metabolitii BaP od dat ziskanych z Trp53(+/+) mysi premedikovanych BaP.
Studentiiv t-test.

Cast vysledkl prezentovana v této kapitole je soucasti rukopisu publikace, ktery je

v dizerta¢ni praci uveden jako piiloha ¢. 2.

5.3 Oxidace benzo[a]pyrenu rekombinantnimi cytochromy P450

5.3.1 Oxidace benzo[a]pyrenu potkanimi rekombinantnimi cytochromy P450

Na zakladé¢ rozli¢nych pomérii metaboliti BaP tvofenych pii jeho metabolismu jaternimi
mikrosomy z nepremedikovanych potkanti a zvifat premedikovanych induktory rGznych
cytochromi P450 (kapitola 5.1.1) se da usuzovat, ze za metabolismus BaP zodpovida vice
druhti cytochromu P450. Pro zjisténi participace jednotlivych isoforem potkanich cytochromii
P450 na tomto metabolismu byly pouzity rekombinantni cytochromy P450. Uzity byly
systémy exprimujicich jednotlivé CYP s CPR, piipadné i scyt bs, systémy mikrosomi

hmyzich bun&k transfekovanych Baculovirem (Supersomy™).

58



Vysledky

0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10

o

N

o
\

Relativni plocha piku

CYP1A1
CYP1AT +cythd
CYP1A2
CYP2AT +cythd
CYP2A2 + cythd
CYP2B1 +cythd
CYP2C6 + cyt b5
CYP2C11 + cytbb
CYP2C12+cyth5 -
CYP2D! -
CYP2D2 -
CYP2E1 +cythd -
CYP3AT +cytb5
CYP3A2 + ¢yt b5

Obrazek 12 Celkové mnozstvi metabolitii BaP tvorenych potkanimi cytochromy P450 exprimovanymi v hmyzich buikach
(Supersomy™). Data v obrdzku jsou priiméry dvou paralelnich méFent.
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Obrazek 13 Mnozstvi jednotlivych metabolitii BaP tvorenych potkanimi cytochromy P450 exprimovanymi v hmyzich
buiikach (Supersomy™). Data v obrdzku jsou priméry dvou méfeni. N obrdzku nejsou uvedena data zjisténd s CYP1AL,
nebot jsou specifikovana v obr. 14.

Z testovanych potkanich rekombinantnich CYP metabolizuji BaP cytochromy P450 1A1,
1A2, 2A1, 2B1, 2A2, 2C6, 2C11, 2C13, 3Al a 3A2 (Obrazek 12). Z metabolitli BaP jsou
tvofeny dihydrodioly, diony a fenoly. Nékterymi potkanimi CYP vznikaji i dal§i metabolity,

oznacované jako (A, B, C a D (Obrazek 13), jejichz struktura nebyla dosud charakterizovana
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Nejlépe metabolizuji BaP potkani CYP1Al a CYP2CI11 za pfitomnosti cytochromu bs
(Obrazek 12 a Obrazek 13).

Potkani rekombinantni CYP1Al exprimovany sCPR v hmyzich bunkach
transfekovanych Baculovirem (Supersomy™), oxiduje BaP na osm metaboliti: BaP-9,10-
dihydrodiol (M;), BaP-4,5-dihydrodiol (M;), BaP-7,8-dihydrodiol (M3), BaP-1,6-dion (M),
BaP-3,6-dion (Ms), BaP-9-ol (Ms), BaP-3-ol (M;) a My (Obrazek 14). Tvorba dihydrodiolt
Vv piipad¢ tohoto systému znaci, ze v téchto systémech je rovnéz pfitomnd mikrosomalni

epoxidhydrolasa.

Pfidani cyt bs do reakéni smeési obsahujici potkani CYPIA1 stimuluje tvorbu vSech
metaboliti BaP (Obrazek 14). Nejnizsi stimulace metabolismu BaP je pozorovana u
metabolitu BaP-9-olu (Mg), kde dochazi k nartstu jen o 22 %. Nejvyssi narust efektivity
metabolizmu BaP potkanim CYP1A1l lze pozorovat u BaP-4,5-dihydrodiolu (My), u né&jz

dochazi k narustu o 120 %.
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Obrazek 14 Mnozstvi metabolitii BaP tvofenych potkanim cytochromem P450 141 exprimovanym v Supersomech™ a vliv
cyt bs na tento metabolismus. Data v obrdzku jsou priméry a standardni odchylky tri paralelnich méreni. *P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001, statisticky rozdilny narist mnozstvi metaboliti BaP od dat ziskanych s CYP1Al bez cyt bs.
Studentiiv t-test.

5.3.2 Oxidace benzo[a]pyrenu lidskymi rekombinantnimi cytochromy P450
Vzhledem Kk oxidaci (metabolismu) BaP lidskymi jaternimi mikrosomy, byl v dalSich
experimentech sledovan podil jednotlivych lidskych CYP na uvedenych reakcich. K témto

studiim byly vyuzity lidské rekombinantni CYP exprimované v mikrosomech hmyzich bunék
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transfekovanych Baculovirem (Supersomy™), tedy v analogickém systému pouZitému pro
potkani rekombinantni CYP. Z testovanych lidskych rekombinantnich cytochromii P450
metabolizuji BaP enzymy CYP1A1, 1B1, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4 a 3A5 (Obrazek 15).
V piipadé nékterych cytochromti P450 jejich ucinnost metabolizovat BaP zéavisela na
pfitomnosti cytochromu bs. Z metaboliti BaP jsou studovanymi lidskymi rekombinantnimi

cytochromy P450 tvofeny dihydrodioly, diony a fenoly (Obrazek 16).

Lidsky rekombinantni CYP1A1 exprimovany v Supersomech™

metabolizuje BaP na
analogické metabolity jako potkani CYP1A1 s vyjimkou BaP-4,5-dihydrodiolu (My), ktery
v tomto systému nebyl detekovan. Podobny vysledek byl nalezen v experimentu sledujicim
metabolismus BaP lidskymi bronchoalveolarnimi bunkami H358, kde rovnéz nebyla
pozorovana tvorba tohoto metabolitu (153). Uvedené vysledky naznacuji, ze za tvorbu
metabolitu BaP-4,5-dihydrodiolu (My) v pfipadé lidskych jaternich mikrosomi (kap.5.1.2) je
zodpovédny jiny cytochrom P450. Tim se jevi byt cytochromy P450 rodiny 2, u kterych jako
jedinych ze studovanych lidskych cytochromi P450 byla pozorovéana tvorba metabolitu BaP-
4,5-dihydrodiolu (M) (Obrazek 16).

Daéle byla nase pozornost zaméfena predevsim na oxidaci BaP cytochromem P450 1A1
(CYP1Al). Mnozstvi vétSiny tvofenych metabolitti BaP je v pfipad¢ lidského CYP1A1 vyssi
nez v piipad¢ potkaniho cytochromu P450. Niz§i aktivita potkaniho CYPIA1 vici oxidaci
BaP lidskym CYPIA1 korespondovala niz§i aktivit¢ tohoto enzymu vu¢i svému

markerovému substratu, Sudanu I (vysledky nejsou uvedeny).
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Obrazek 15 Celkové mnozstvi metabolitii BaP tvorenych lidskymi cytochromy P450 exprimovanymi v hmyzich busikach

(Supersomy™). Data v obrdzku jsou priiméry dvou paralelnich méfent.
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Obrazek 16 Mnozstvi metabolitii tvorenych jednotlivymi formami lidskych cytochromit P450. Data v obrdzku jsou priméry
dvou paralelnich méreni. V obrazku nejsou uvedena data zjistena s CYP1A1 a CYPIBI, neboft jsou specifikovdna v obr. 17, a

obr. 20

Pridani cyt bs Kksystému lidského rekombinantniho CYP1Alvede az Kvice nez

dvojnasobnému zvySeni produkce metaboliti BaP. Nejvyssi zvySeni metabolismu BaP bylo

pozorovano v piipad¢é metaboliti BaP-7,8-dihydrodiolu a BaP-3-olu (Obrazek 17). Stimula¢ni

efekt cyt bs na lidské cytochromy P450 se vysvétluje alespon dvéma mechanismy. Prvni

mechanismus zahrnuje zvyseni rychlosti donace druhého elektronu v pribéhu reakéniho cyklu
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cytochromu P450. Druhy mechanismus souvisi s alosterickou modifikaci enzymu. Protoze
pridanim cyt bs dochazi ke zvyseni tvorby vSech metabolitli, je mozné predpokladat, ze za
zvysenim této tvorby je zodpovédny narast reakéni rychlosti, ktery je pravdépodobné spojeny

zejména Se zvySenim donace druhého elektronu.

Ziskané vysledky, jez jsou do znacné miry analogické vysledkiim ziskanym s potkanim
cytochromem P450 1A1, naznacuji, ze potkani cytochrom P450 1A1 je vhodnym modelem

pro zkouméani oxidace BaP lidskou isoformou CYP1Al.
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Obrazek 17 Mnozstvi metabolitii BaP tvorenych lidskym cytochromem P450 141 exprimovanym v Supersomech™ a vliv cyt

bs na tento metabolismus. Data v obrdzku jsou priméry a standardni odchylky tii paralelnich méreni. *P<0,05, **P<0,01,
***P<(),001, statisticky rozdilny nariist mnozstvi metabolitit BaP od dat ziskanych s CYP1AL bez cyt bs. Studentiiv t-test.

Metabolismus BaP byl rovnéz studovan lidskym rekombinantnim CYP1A1l
,,koexprimovanym* spole¢né s CPR v membranach prokaryotnich bunék E. coli (Bactosomy).
Tedy v systému membran prokaryotickych bunék, které jsou svymi vlastnostmi a expresi
riznych enzymii odliSné od membran endoplasmatického retikula (mikrosomil)
eukaryotickych bun&k (Supersomy'™). V experimentech byly pouzity dva systémy
prokaryotnich membran, které se liSily v mnoZstvi exprimované NADPH:CYP reduktasy
(systém s vyssi hladinou exprese, CYPLAIR (CYP1A1:CPR 1:0,8), a systém s nizsi hladinou
exprese, CYP1A1LR (CYP1ALl:CPR 1:0,4)) (viz kap. 4.2.2). V piipadé obou systému byla
pozorovana jejich efektivita v tvorbé pouze péti metaboliti BaP (Obrazek 18). Jmenovité
BaP-1,6-dionu, BaP-3,6-dionu, BaP-9-olu, BaP-3-olu a metabolitu o neznamé struktuie, My.

V téchto systémech nebyla pozorovana tvorba zadného z dihydrodiolt, coz znac¢i absenci

63



Vysledky

dostatecného mnozstvi mikrosomalni epoxidhydrolasy (mEH) v téchto systémech (Obrazek
18). Rekonstituce CYP1ALLR s mEH, jez byla izolovana v nasi laboratofi, vedla ke vzniku
téchto metabolith. Jejich piesna kvantifikace vSak nebyla mozna, vzhledem K urcitym
kontaminujicim latkam, jez byly pfitomny V preparatu mEH. Soucasné¢ se vznikem
dihydrodiolt vedla rekonstituce s mEH i k vymizeni metabolitu s neznamou strukturou My.
Tato skutecnost by nasvédcovala tomu, ze se v piipadé tohoto metabolitu mize jednat o jeden
z epoxidu BaP, ktery je, je-li pfitomna mEH, nasledné pfeménén na néktery z dihydrodiolu.
Této moznosti by nasvédCoval i fakt, ze nejvétsi mnozstvi tohoto metabolitu je
tvofeno ,,bactosomalnim* systémem lidského CYP1A1, kde epoxidhydrolasa neni prakticky
kde je mEH pfirozené exprimovana. Pfi testovani mutagenity 4 riznych epoxidu BaP (154)
bylo zjisténo, Ze jejich polo€as Zivota se mize znacné liSit, takze pfi dostateCné aktivité
cytochromi P450 a nizké aktivit¢ mEH mize dojit k zachovani epoxidovych metaboliti ¢i
Z nich tvofenych hydroxylovanych derivati BaP az do okamziku analyzy pomoci HPLC.
V literatufe se setkame s n¢kolika pracemi, v nichz byl také detekovan neznamy metabolit
s analogickymi vlastnostmi pti HPLC (67; 69). Z vlastnosti tohoto metabolitu na HPLC bylo
piedpokladano, Ze by se mohlo jednat o trihydroxy-BaP (155; 68).

Oproti  ,,Supersomalnimu® systému obsahujicimu lidsky CYPIAl nebyl u
,bactosomalniho® systému prakticky pozorovan stimulacni vliv cyt bs na oxidaci BaP
(Obrazek 18). Jednim z divodu pro tento vysledek mize byt nespravna inkorporace cyt bs do
bakterialni plasmatické membrany. Dal§i moznou pti¢innou mize byt i absence NADH:cyt bs
reduktasy v této membrané. Jednd se totiz o enzym, ktery rovnéz pfispiva k funkci

cytochromii P450 v mikrosomalnim systému eukaryot.
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Obrazek 18 Mnozstvi metabolitii tvorenych lidskym cytochromem P450 141 exprimovanym v bunikdch E. coli a viiv cyt bs na
tento metabolismus. Pouzité systéemy (CYPIAIR a CYPIAILR) se lisi v mnozstvi ,, koexprimované“ NADPH:CYP reduktasy.
Data v obrazku jsou primeéry a standardni odchylky ti paralelnich méreni. **P<0,01, statisticky rozdilny ndriist mnozstvi
metabolitii BaP od dat ziskanych s CYP1A1 bez cyt bs. Studentiiv t-test.

Systém s vyssi expresni hladinou CPR (CYP1ALR) vykazoval az 1,6-krat vyssi u¢innost
pii oxidaci BaP nez systém s niz$i hladinou jeho exprese (CYP1ALLR). Tento vysledek nas
vedl k dalsimu studiu vlivua CPR na oxidaci BaP timto syst¢émem. K tomu jsme vyuzili
rekonstituci CYP1AILLR se zvysujici se koncentraci externi CPR (Obrazek 19). S rostouci
koncentraci CPR Vv systému dochazi k postupnému narGistu mnozstvi tvofenych metabolitl
BaP. Tento nartst je nejvyznamnéj$i v piipadé metabolitu BaP-3-olu (M;). Pii vysSich
koncentracich CPR je pozorovana dokonce i tvorba dvou dihydrodiold (M; a Ms), coz
naznacuje urcitou, i kdyz nizkou expresni hladinu mEH v bactosomalnim systému, a tedy i

v inkubaénich smésich (Obrazek 19).
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Obrazek 19 Viiv koncentrace NADPH:CYP reduktasy na oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 141
exprimovanym v buiikach E. coli. Data v obrdzku jsou priuméry a standardnich odchylky tri paralelnich méreni. *P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001, statisticky rozdilny ndriist mnozstvi metabolitit BaP od dat ziskanych s CYP1A1 bez pridavku CPR.
Studentiiv t-test.

Dalsim cytochromem P450, ktery byl podrobnéji studovan z hlediska jeho efektivity
v oxidaci BaP byl cytochrom P450 1B1. V piipadé pouziti CYP 1Bl exprimovaného
v hmyzich buiikdch (Supersomy'™) je pozorovéna tvorba analogickych metaboliti jako
v ptipadé CYP1A1 (Obrazek 20). Piesto je vSak v metabolismu BaP mezi t€émito dvéma
cytochromy P450 nékolik odlisnosti. V piipadé CYP1B1 je nejvice tvofen metabolit BaP-7,8-
dihydrodiol a nikoliv BaP-3-ol. Dal$im rozdilem je, ze piidani cyt bs k tomuto systému
neovliviiuje metabolismus BaP (Obrazek 20), ktery je efektorem aktivity CYP1A1 oxidovat
BaP (viz vysledky uvedené v Obrazek 17 a Obrazek 20).
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Obrazek 20 Mnozstvi metabolitii BaP tvofenych lidskym cytochromem P450 1BI exprimovanym v Supersomech™ a vliv cyt

bs na tento metabolismus. Data v obrdazku jsou priuméry a standardni odchylky tii paralelnich méieni. Rozdily mezi
mnozstvim metabolitit BaP tvorenych za pritomnosti cyt bs nebylo statisticky rozdilné od systému bez tohoto proteinu.

V ptipadé CYP1BI1 exprimovaného v bunkach E.coli vede piidani cyt bs dokonce
k inhibici tvorby jednotlivych metabolitt BaP (Obrazek 21). Nejvyrazngjsi je pokles
Vv ptipadé¢ BaP-3-olu, kde dochéazi k poklesu na méné nez Ctvrtinu pivodniho mnozstvi.

Duvod vysvétlujici tento rozdil oproti chovani systému s cytochromem P450 1Al neni dosud

znam.
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Obrazek 21 Mnozstvi metabolitii tvorenych lidskym cytochromem P450 1B1 exprimovanym v burnikdach E. coli a viiv cyt bs na
tento metabolismus. Data v obrdzku jsou priméry a standardni odchylky ti paralelnich méreni. *P<0,001, statisticky
rozdilny pokles mnozstvi metabolitit BaP od dat ziskanych s CYP1B1 bez cyt bs. Studentiiv t-test.
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Také v pripadé sledovani vlivu riznych koncentraci NADPH:cytochrom P450 reduktasy
na metabolismus BaP cytochromem P450 1B1 exprimovanych v Supersomech™ mizeme
pozorovat rozdilné chovani oproti CYP1A1l. Dvojnasobné zvySeni koncentrace CPR vede
Kk narastu vSech tvofenych metaboliti BaP. VétSina metabolitt pak dosahuje svého maxima
pii poméru CYP:CPR 1:0,5. Dalsi zvySovani koncentrace CPR pak jiz vede k sniZeni
metabolismu BaP, i kdyz tento pokles neni statisticky vyznamny (Obrazek 22).
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0,02 - BaP-9-ol
0 - BaP-3-ol
1:0,5 | 1:1
CYP1B1:CPR

Obrazek 22 Viiv koncentrace NADPH:CYP reduktasy na oxidaci benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 141
exprimovanym v buiikach E. coli. Data v obrdzku jsou priméry a standardni odchylky tii paralelnich méreni. *P<0,001,
statisticky rozdilny ndriist mnozstvi metabolitit BaP od dat ziskanych s CYP1B1 bez pridavku CPR. Studentiiv t-test.

Cast vysledkdi prezentovana v podkapitolach tvoficich kapitolu 5.3 je soudasti

publikovanych praci, které jsou v dizerta¢ni praci uvedeny jako ptilohy ¢. 1 a 3.

5.4 Metabolismus BaP systémy cytochromii P450 za pritomnosti NADH a
vliv cyt bs na tento metabolismus
Vysledky prezentované v predchozich kapitolach naznacuji, Zze cytochrom bs ovliviiuje
mnozstvi metaboliti BaP tvofenych oxidaci riznymi cytochromy P450. Jednim
z mechanismu, jimz je vliv cyt bs na zvyseni oxidace substratii cytochromti P450 vysvétlovan,
je moznost poskytnuti druhého elektronu cytochromu P450 v jeho reakénim cyklu (117).
Zajimalo nas vSak také, zda je mozné, aby cyt bs poskytoval i elektron pro prvni redukci

cytochromu P450 v jeho reak¢énim cyklu. Za timto ucelem jsme pouzili misto kofaktoru CPR
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(NADPH) jako donoru elektronti v reakénim cyklu cytochromu P450 1A1 jiny kofaktor,
jmenovité¢ NADH. NADH je koenzymem NADH:cyt bs reduktasy (CBR) a je velmi $patnym
koenzymem pro NADPH:cytochrom P450 reduktasu (CPR) (viz vysledky uvedené v
kapitolach 5.4.2 a 5.5.5.5).

5.4.1 Oxidace benzo[a]pyrenu jaternimi mikrosomy potkana za pritomnosti
NADPH a NADH

Prvnim systémem pouzitym pro studium metabolismu BaP za piitomnosti NADH byly
jaterni mikrosomy potkana premedikované¢ho Sudanem I. Jak jiz bylo uvedené vyse, Sudan |
pusobi jako induktor CYP1Al (142), ktery je povazovan za hlavni cytochrom P450
zodpovédny za metabolickou pfeménu benzo[a]pyrenu, coz bylo jednoznaéné prokdzano
v ptedkladané dizerta¢ni praci. Jako kofaktory byly pouzity jak koenzym CPR (NADPH) a
tak i koenzym CBR (NADH). Jaterni potkani mikrosomy izolované z nepremedikovanych
(kontrolnich) potkanti a potkanti premedikovanych benzo[a]pyrenem (BaP), fenobarbitalem
(PB), induktorem CYP2B a 2C, a pregnenolonkarbonitrilem (PCN), induktorem CY3A,
metabolizovaly BaP jak za ptitomnosti NADPH, tak i NADH (Obrazek 23). Navzdory
absenci NADPH jako ptirozeného koenzymu CPR, byly tedy tyto jaterni mikrosomy schopny
za pritomnosti NADH oxidovat benzo[a]pyren za vzniku jeho metabolith. V piipadé
mikrosomi, kde byly indukovany CYP1A, 2B a 2C, bylo mnozstvi tvofenych metaboliti BaP
dokonce srovnatelné s mnozstvimi produkovanymi V pfitomnosti kofaktoru NADPH
(Obrazek 23). Naopak v pfipadé mikrosomt nepremedikovanych zvifat a zvifat
premedikovanych PCN byla jejich efektivita metabolizovat BaP za ptitomnosti NADH nizsi
nez za pritomnosti NADPH (Obrazek 23). Ziskané vysledky signalizuji, Zze vedle CPR, ktera
byla dosud piedpokladana za enzym nezbytny pro prvni redukci cytochromu P450 v jeho
reakénim cyklu (Obrazek 5), mtze byt tato redukce katalyzovana i enzymem dependentnim

na NADH.
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Obrazek 23 Viiv NADPH a NADH na tvorbu metaolitii BaP generovanych jaternimi mikrosomy premedikovanych a
nepremedikovanych (kontrolnich) potkanii, Data v obrdzku jsou primeéry a standardni odchylky tii paralelnich mérent.
*P<00,01, statistické rozdily mezi metabolity tvorenymi mikrosomy s NADPH a NADH. Studentiiv t-test.

Iniciace reakce pomoci NADH vedla Kk praktickému vymizeni metabolitu o neznamé
struktufe (Mx), ktery je v jaternich mikrosomech tvofen v nepatrném mnozstvi i v ptipadé

pfitomnosti pfirozeného kofaktoru CPR, NADPH.

5.4.2 Oxidace benzo[a]pyrenu lidskym cytochromem P450 1A1 za pritomnosti
NADPH nebo NADH

Po pozorované iniciaci oxidace benzo[a]pyrenu pomoci NADH v pfipad¢ jaternich
mikrosoml potkana, byl tento kofaktor pouzit i pro iniciaci reakce katalyzované lidskym
cytochromem P450 1ALl. V piipadé ,,supersomalniho® systému obsahujiciho lidsky CYP1Al
byla pozorovana tvorba metabolitti BaP, a to bez ohledu na pouzity redukéni ekvivalent. Za
piitomnosti NADH vsak prakticky nedoslo k tvorbé metabolitu s neznamou strukturou (Mx),
stejné jako v piipadé jaternich mikrosomi potkana. Také mnozstvi dalSich metabolitd BaP
bylo niz8i nez v pfitomnosti NADPH. Pfidani cyt bs vedlo ke stimulaci tvorby jednotlivych
metabolitl. Mnozstvi metaboliti v tomto piipadé bylo dokonce srovnatelné s mnoZzstvim
metabolitd tvofenych v pfipadé iniciace reakce pomoci NADPH v systému bez cyt bs
(Obrazek 24).
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Obrazek 24 Mnozstvi metabolitii BaP tvofenych lidskym cytochromem P450 141 exprimovanym v Supersomech™ a vliv cyt
bs na tento metabolismus. Data v obrdzku jsou priumeéry a statistické odchylky i paralelnich méreni. *P<0,001, statistické
rozdily mezi metabolity tvorenymi s NADPH a NADH. Studentiiv t-test.

»Supersomalni® systém lidského CYP1A1 predstavuje mikrosomy izolované z hmyzich
bun¢k. Jako takovy tedy tento systém obsahuje celou paletu enzymut, vcetné
NADH:cytochrom bs reduktasy a cyt bs. Oproti tomuto enzymovému systému byl jako dalsi
systétmem pouZit ,,bactosomalni“ systém lidského CYP1AIl. Jak jiz bylo uvedeno, tento
systém piedstavuje membranovou frakci bunék E. coli, vnichz byl rekombinantné
exprimovan piislusny cytochrom P450 a CPR. Neobsahuje tedy cytochrom bs, ani jeho
reduktasu. Iniciace oxidace BaP pomoci NADH v tomto piipadé¢ byla zcela neefektivni. Také
piidani cyt bs nemélo zadny vliv na oxidaci BaP timto systémem. Pokud vSak byl cyt bs
piidan spole¢né se svoji reduktasou (NADH:cyt bs reduktasou), byla tvorba metaboliti BaP
pozorovana. Stejné jako v piipadé ,,Supersomalniho® systému vSak nebyla pozorovana tvorba
metabolitu o neznamé struktute. Pfesna kvantifikace mnozstvi jednotlivych metabolitl vSak
nebyla mozna, a to v disledku neéistot obsazenych v izolované NADH:cytochrom bs

reduktase.

Poslednim systémem, se kterym byl testovan vliv NADH na iniciaci reak¢éniho cyklu
cytochromu P450 1A1, byl rekonstituovany systém tohoto cytochromu P450 s jednotlivymi
¢leny systému oxidas se smiSenou funkci. Lidsky rekombinantni CYP1A1 rekonstituovany
s NADPH:cytochrom P450 reduktasou (CPR) vykazoval za ptitomnosti NADH pouze

nepatrnou schopnost tvofit metabolity BaP za pfitomnosti NADH. MnoZstvi metabolith
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dosahovalo cca 5 % mnozstvi metabolitli, jez bylo tvofeno stejnym systémem za pfitomnosti
NADPH. Ani pfidani cytochromu bs nemélo zadny pozorovatelny efekt na tvorbu metaboliti
BaP timto systémem (Obrazek 25). V systému S NADH, v némz byla NADPH:cytochrom
P450 reduktasa nahrazena NADH:cytochrom bs reduktasou (CBR) vsak doslo k vyznamné
tvorbé metabolitt BaP, a to v pfipadé Ze byl souCasné ptitomen cyt bs. Pokud byla
Vv rekonstituovaném systému piitomna jak CPR, tak CBR, doslo k dalsi stimulaci tvorby
metaboliti BaP. V pfipadé absence cyt bs vSak tvorba metaboliti BaP nebyla pozorovana
(Obrazek 25).
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Obrazek 25 MnozZstvi  metabolitii  BaP  generovanych CYPIAl  rekonstituovanym s jednotlivymi  sloZkami
monooxygenasového cyklu. Data v obrdzku jsou priuméry dvou paralelnich méreni.

Z vysledkli obsazenych v této kapitole je patrné, ze tvorby metaboliti BaP je mozné
dosahnout 1 v ptipad€¢ nahrazeni NADPH, jakoZto ptirozeného kofaktoru NADPH:cytochrom
P450 reduktasy (CPR), jinym kofaktorem NADH, a to v piipadé soucasné ptitomnosti Cyt bs a
NADH:cytochrom bs reduktasy (CBR). Tyto vysledky tak naznauji, Ze cyt bs mize
v kombinaci s CBR aktivovat reakéni cyklus cytochromu P450, a to bez ohledu na
(ne)ptitomnost CPR. Je tedy mozné, Ze cyt bs se mize Ucastnit nejen druhé redukce v ramci
reak¢éniho cyklu CYP1Al, jak mu je po 1éta pfisuzovano, ale mize participovat i na prvni

redukci tohoto cytochromu P450 v jeho reakénim cyklu.
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Vysledky prezentované v této kapitole jsou také ve shod¢ s pozorovanim tvorby adukta
BaP s DNA tvofenych jaternimi mikrosomy, ¢i nékterymi rekonstituovanymi systémy

cytochromu P450 1A1 za pfitomnosti NADH, jeZ jsou uvedeny v kapitole 5.5.

5.5 Aktivace BaP za tvorby aduktt s DNA in vitro

V dalsi casti predkladané dizertaéni prace jsme studovali tvorbu adukti BaP s DNA.
V experimentech jsme pro metabolickou aktivaci BaP pouzivali nékolik enzymovych systémil
popsanych v pfedchozich ¢astech dizertacni prace jako systémy metabolizujici BaP. Pouzity
byly jaterni mikrosomy laboratorniho potkana, riznych mySich modeli a lidské jaterni
mikrosomy. Dale pak potkani a lidské rekombinantni CYPIA1l exprimované
v Supersomech™ a membranach E. coli (Bactosomech). Pouzity byly i purifikované enzymy.
BaP je po své metabolické aktivaci cytochromy P450, bud’ samotnymi cytochromy P450,
nebo ve spolupraci s epoxidhydrolasou schopen kovalentné modifikovat DNA. Vzniklé

adukty s DNA byly analyzovany metodou *?P-postlabeling (viz kapitola 4.2.5).

5.5.1 Aktivace BaP za tvorby aduktti s DNA potkanimi jaternimi mikrosomy

V experimentech byly testovany jak jaterni mikrosomy potkanti, ve kterych byla
indukovéna exprese CYP1A1, enzymu, ktery efektivné oxiduje BaP, tak 1 jaterni mikrosomy
potkant kontrolnich. V téch exprese cytochromli P450 nebyla modulovana Zadnym z
induktoru téchto enzymu. Pro indukci exprese CYP1A1 byly pouzity dvé slouceniny, Sudan I,
znamy jako silny induktor CYP1A1 (138; 142) a samotny BaP, ktery CYP1A1l rovnéz
efektivné indukuje (146; 145).

BaP je metabolicky aktivovan vSemi testovanymi potkanimi mikrosomy za tvorby dvou
majoritnich adukti s DNA. Jednim z aduktd je adukt tvofeny z BaP-7,8-dihydrodiol-9,10-
epoxidu (BPDE), 10-(deoxyguanosin-Nyl)-7,8,9-trihydroxy-7,8,9,10-tetrahydro-BaP (dG-
N?-BPDE, adukt 2) (Obrazek 26 a Obrazek 27). Dalsim aduktem tvofenym v DNA po
aktivaci BaP jaternimi mikrosomy potkana byl detekovan adukt generovany z metabolitu
BaP, 9-hydroxy-4,5-epoxy-BaP, reakci s deoxyguanosinem v DNA (Obrazek 26 a Obrazek
27).
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Obrazek 26 Autoradiografie aduktii BaP s DNA vzniklych jeho aktivaci v potkanich jaternich mikrozomech. Adukty
aktivovaného BaP s DNA byly analyzoviny metodou **P-postlabeling
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Obrazek 27 Schéma metabolické aktivace BaP (CYP1AI, cytochrom P450 141, mEH, mikrosomalni epoxidhydrolasa).

Indukce CYP1A1 Sudanem I a BaP vedla az k 28mi nadsobnému zvySeni tvorby adukt
z metaboliti BaP s DNA (Obrazek 28). Ziskané vysledky tedy odpovidaji ,,nabohaceni*

mikrosomil cytochromem P450 1A1, jehoz exprese byla indukovana piisobenim obou latek.

Obecné jsou cytochromy P450 zavislé na dodéani elektronu z NADPH, katalyzovana

enzymem NADPH:CYP reduktasou (91). Proto jsme se v prvni fazi vyzkumu aktivace BaP
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systémem cytochromu P450 zaméfili na poznani efektivity NADPH jako donoru elektronti
pfenasenych na CYP prostiednictvim této reduktasy (Obrazek 28). Nicméné, analogicky
s experimenty sledujicimi oxidaci BaP enzymovymi systémy (viz kapitola 5.4.1), jsme v
dalsich experimentech sledovali efektivitu i kofaktoru NADH:cytochrom bs reduktasy,
NADH.

Z vysledkll uvedenych v Obrazek 28 je patrné, Ze oba kofaktory pusobi jako donory
elektronil pro redukci cytochromti P450 v mikrosomalnim systému jater potkana a aktivuji
BaP za tvorbu adukti s BaP se srovnatelnou aktivitou. Vysledky napovidaji, ze nejen
NADPH:CYP reduktasa, znama jako enzym pienasejici elektrony z NADPH na cytochromy
P450, ale i dals$i enzym, mikrosomalniho monooxygenasového systému, NADH:cytochrom bs
reduktasa, je v pienosu elektronti uc¢inny (v ptenosu elektront z NADH na cytochromy P450).
Ziskané vysledky byly analogické s vysledky zjisténymi v experimentech sledujicich
metabolismus BaP. BaP je metabolizovan jaternimi mikrosomy potkana i za pfitomnosti

NADH misto NADPH (viz kapitola 5.4.1).

50

m Adukt 1

m Adukt 2

Kontrolni Kontrolni

NADPH NADH

Obrazek 28 Tvorba aduktii BaP aktivovaného potkanimi jaternimi mikrosomy kontrolnich zvirat, nebo zvirat
premedikovanych Sudanem I, respektive BaP. Inkubace probihaly za piitomnosti bud’ NADPH nebo NADH. Data v obrdzku
jsou prumeéry a standardni odchylky ti'i paralelnich méreni. ***P<0,001, signifikantni zmény v mnozstvi aduktii BaP s DNA
oproti tvorbé v kontrolnich mikrosomech. Studentiiv t-test.
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5.5.2 Aktivace BaP za tvorby aduktii s DNA jaternimi mikrosomy mysi s
»~deletovanou“ NADPH:CYP reduktasou v jatrech (HRN mysi)

V dalSich experimentech jsme sledovali aktivaci BaP jaternimi mikrosomy mysi linie
HRN (,,hepatic reductase null“), modelu s deletovanou NADPH:CYP reduktasou v jatrech.
Pouzity byly jaterni mikrosomy tohoto experimentalniho modelu, ve kterém byl CYP1Al
indukovan premedikaci s BaP (viz postupy popsané v publikaci, které tvoii piilohu ¢&. 4

dizerta¢ni prace).

Jaterni mikrosomy obou testovanych modelt aktivuji BaP za tvorby adukti s DNA
(aduktd 1 a 2) (Obrazek 29). Enzymy jaternich mikrosomt mysiho modelu s ,,deletovanou*
NADPH:CYP reduktasou v jatrech (HRN mysi) premedikovanych BaP byly v aktivaci BaP
za pritomnosti NADPH v inkubacnich smésich statisticky vyznamné aktivnéjsi, nez jaterni
mikrosomy mys$i nepremedikovanych BaP (Obrazek 29). Tyto vysledky prokazuji, ze
V jaternim mikrosomalnim systému testovanych mysi je NADPH:CYP reduktasa esencialni

pro redukci CYP1A1, ktera je nutna k oxidaci BaP timto enzymem.
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Obrazek 29 Tvorba aduktii BaP aktivovaného mysimi jaternimi mikrosomy s DNA (mysi modely s , deletovanou*
NADPH:CYP reduktasou v jatrech — HRN — bezpremedikace BaP a exponovanych BaP). Inkubace probihaly za pFitomnosti
bud’ NADPH. Data v obrazku jsou priumeéry a standardni odchlyky tri paralelnich méreni. *P<0,001, statisticky rozdilny
narust mnozstvi metabolitit BaP od dat ziskanych s mikrosomy kontrolnich (nepremedikovanych) mysi HRN (control).
Studentitv t-test.

5.5.3 Aktivace BaP za tvorby adukti s DNA jaternimi mikrosomy mysi
modifikovanych genem lidského proteinu p53

Pii studiu indukce exprese CYP1A1 bylo v nékolika laboratofich zjisténo, Ze exprese

CYPIA1 muize souviset se stavem exprese tumorového supresorového proteinu p53 (156).

V komplexni studii provadéné se zahrani¢nimi spolupracujicimi laboratofemi (viz vysledky
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uvedené v rukopisu publikace uvedeného jako pfiloha ¢. 2 dizertacni prace) jsme se snazili
uvedenou problematiku osvétlit. K tomu bylo nutné i experimenty sledujici podil CYP1A1 na
metabolismu BaP a jeho aktivaci za tvorby aduktd s DNA v modelech geneticky
modifikovanych genem lidského proteinu p53. V této kapitole prace uvadime vysledky
ziskané pii studiu aktivace BaP jaternimi mikrosomy mysi s riznym stavem introdukovaného

genu lidského proteinu p53, experimentt, které byly soucasti uvedené komplexni studie.

V experimentech byly uzity jaterni mikrosomy izolované z testovanych mysich modeli, a
to jak kontrolnich (nepremedikovanych) mysi, tak i mysi premedikovanych induktorem
CYPI1AI1, BaP. Ze ziskanych vysledku (Obrazek 30) vyplyva, Ze také mikrosomy téchto
mySich linii jsou za pfitomnosti kofaktoru NADPH:CYP reduktasy, NADPH, uc¢inné
v aktivaci BaP za tvorby adukti s DNA. Oba adukty aktivovaného BaP s DNA (adukt 1 a 2)
jsou tvofeny 1 témito mikrosomdlnimi systémy. Stav proteinu p53 nemél Zadny vliv na
aktivaci BaP jaternimi mikrosomy kontrolnich (nepremedikovanych) zvifat. Naopak, po
indukci CYP1Al, stav proteinu p53 ovliviioval aktivaci BaP, zejména tvorbu aduktu 1,
generovaného z 9-hydroxy-4,5-epoxidu BaP (Obrazek 30). Ziskané vysledky pfispély

K poznani, ze tumorovy supresorovy protein p53 ovliviiuje aktivaci BaP na metabolity tvofici

s DNA (viz vysledky v rukopisu prace uvedené jako pfiloha ¢. 2 dizerta¢ni prace).
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Obrazek 30 Tvorba aduktii BaP aktivovaného mysimi jaternimi mikrosomy z kontrolnidch, respektive premedikovanych
zvirat s DNA (mysi modely geneticky modifikované genem lidského proteinu p53, mysi modely p53+/+, p53 +/- a p53 -/-).
Data v obrazku jsou priméry a standardni odchylky tri paralelnich méreni. ***P<0,001, signifikantni zmeny v mnozstvi
aduktii BaP s DNA tvofenych v uvedenych mikrosomech (mysich modelii p53+/- a p53-1-) oproti tvorbé v mikrosomech mysi
p53-+/+. Studentiiv t-test.
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5.5.4 Aktivace BaP za tvorby aduktii s DNA lidskymi jaternimi mikrosomy

BaP je metabolicky aktivovan i jaternimi mikrosomy ¢lovéka. V experimentech byly
uzity mikrosomy z komeréniho zdroje (Corning (USA), smé&sny vzorek z jater vice nez 60ti
lidskych jedinct). Aktivaci BaP témito mikrosomy byly opét generovany dva adukty BaP
s DNA, adukt 1 a 2 (Obrazek 31). Lidské jaterni mikrosomy vSak byly méné aktivni nez
popsanym poznatkim, prokazujicim, ze CYP1A1 jako majoritni enzym aktivujici BaP, je

v lidskych jatrech exprimovan v extrémné nizkém mnozstvi (148; 137).
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Obrazek 31 Tvorba aduktii BaP aktivovaného lidskymi jaternimi mikrosomy BaP s DNA. Data v obrdzku jsou priumery tii
paralelnich méreni. Studentiiv t-test.

5.5.5 Aktivace BaP za tvorby aduktii s DNA potkanimi a lidskymi cytochromy
P450 1A1

5.5.5.1 Aktivace BaP za tvorby aduktii s DNA potkanim cytochromem P450 1A1
exprimovanym v Supersomech™
Vysledky ziskané v experimentech, kde byla testovana aktivace BaP jaternimi
mikrosomalnimi systémy laboratorniho potkana signalizuji, Ze redukce cytochromu P450 1A1
pfi oxidaci BaP mize byt zprostfedkovana nejen elektrony z NADPH pfenesenymi pomoci
NADPH:CYP reduktasy, ale i zNADH, ptfenesenymi NADH:cytochrom bs reduktasou.
V dalsi ¢asti prace jsme proto studovali tuto eventualitu, a to za pouziti definovaného systému

potkaniho rekombinantniho CYP1A1 exprimovaného v Supersomech™ (viz tato kapitola) a
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purifikovaného potkaniho rekombinantniho CYP1A1 rekonstituovaného s dalsimi slozkami
monooxygenasového mikrosomélniho systému (viz kapitola 5.5.5.2). Sledovan byl i vliv
cytochromu bs na ucinnost potkaniho CYP1AIl aktivovat BaP. ,,Supersomalni® systém
(mikrosomy hmyzich bunégk, které byly transfekovany potkanimi cytochromy P450) obsahuje
vedle potkanitho CYP1A1 také dalsi slozky mikrosomalniho monooxygenasového systému

eukaryotnich organismil (viz popis produktt firmy Corning (USA)).

Potkani rekombinantni CYP1A1 v Supersomech™

aktivuje BaP za tvorby dvou aduktl
(1 a 2) s DNA, aduktt, které byly generovany i dal§imi mikrosomalnimi systémy (Obrazek
27). K aktivaci BaP za tvorby uvedenych aduktl dochazi nejen za ptitomnosti NADPH, ale i
NADH. Aktivace BaP byla dokonce vyssi za pfitomnosti NADH, nez za pfitomnosti NADPH
(Obrazek 32). Cytochrom bs stimuluje Géinnost potkaniho CYP1A1 aktivovat BaP, a to jak
v systému s NADPH, tak 1 NADH. Ziskané vysledky prokazuji, Ze metabolickéa aktivace BaP
potkanim cytochromem P450 1Al je katalyzovana nejen za ucasti NADPH jako donoru
elektront prenasenych NADPH:CYP reduktasou na cytochrom P450 pfi jeho dvou redukcich,
ale 1 za ucasti NADH jako donoru elektronti ptenasenych NADH:cytochrom bs reduktasou
v prvni i druhé redukci CYP1A1. Vysledky také pln¢ odpovidaji vysledkiim z experiment,
které sledovaly oxidaci BaP na jeho metabolity, popsané v kapitole 5.3.1. | v tomto ptipadé
byl BaP oxidovan potkanim CYP1A1 i za ptitomnosti NADH. To jsou poznatky, které dosud

nebyly v literatuie popsany.
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Obrazek 32 Tvorba aduktii BaP s DNA aktivovaného potkanim CYPIAI exprimovanym v Supersomech™. Inkubace
probihaly za pritomnosti bud’ NADPH nebo NADH. Data v obrdazku jsou priméry a standardni odchylky tri paralelnich
méreni. ***P<(0,001, signifikantni zmény v mnozstvi aduktii BaP s DNA tvoienych potkanim CYPIAI v Supersomech™
oproti tvorbé v Supersomech™ za pritomnosti pouze NADPH. Studentiiv t-test.
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5.5.5.2 Aktivace BaP za tvorby aduktii s DNA potkanim cytochromem P450 1A1
rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou, cytochromem bs a epoxid
hydrolasou
Dalsi cast predkladané dizertacni prace byla zamétfena na studium aktivace BaP pomoci
purifikovaného potkaniho CYP1AT1 rekonstituovaného v systémech obsahujicich dalsi slozky
monooxygenasového systému, jmenovit¢ NADPH:CYP reduktasu, cytochrom bs a navic
enzym epoxid hydrolasu Vv prostfedi liposomd, simulujicich situaci v membrané
endoplasmatického retikula. Zde byly v prvé fadé hledany optimalni poméry enzymi
Vv rekonstituovaném systému CYP1Al. Tedy optimdlni mnozstvi NADPH:CYP reduktasy
viuci mnozstvi CYP1A1. Vzhledem k pouzité reduktase (NADPH:CYP reduktasa), byl pro
aktivaéni reakce jako kofaktor uzit NADPH. NADH nebyl testovan, nebot je pro
NADPH:CYP reduktasu velmi Spatnym kofaktorem (viz vysledky uvedené v Obrazek 25 a
Obrazek 41). Potkani CYP1A1 rekonstituovany s NADPH:CYP reduktasou tvoii z BaP pouze
adukt 1 tvofeny z 9-hydroxy-4,5-epoxidu BaP (Obrazek 33 a Obrazek 34). To je ofekavany
vysledek, nebot” pro tvorbu aduktu 2 (dG-N2-BPDE) je vedle CYP1AI nezbytna i hydrolyza
metabolitu BaP, 7,8-epoxidu BaP, katalyzovana epoxidhydrolasou (Obrazek 27).

A B C D E

‘</1

Obrazek 33 Autoradiografie aduktii v .DNA tvorenych BaP po aktivaci s (A), CYPIAI rekonstitutovanym s NADPH:CYP
reduktasou NADPH:CYP reduktasou (CYPIAI:reduktasa 1:0.2) za pritomnosti NADPH; (B) CYPIAI rekonstitutovaném s
NADPH: CYP reduktasou, mikrosomalini epoxidhydrolasou a cytochromem bs v poméru 1:0.2:1:3 za pritomnosti NADPH; (C),
se stejnym rekonstituovanym systéemem, ale bez NADPH (kontrolni inkubace); (D), jaternimi mikrosomy isolovanymi z mysi
HRN premedikovanymi s BaP. E, autoradiografie aduktii tvorenych in vivo, v jaterni DNA mysi HRN exponovanych BaP.
Adukty byly méieny metodou **P-postlabeling. Adukt 1 — tvoreny z 9-hydroxy-BaP-4,5-epoxidu s deoxyguanosinem v DNA;
Adukt 2 - dG-N*-BPDE.

=

Ku¢inné aktivaci BaP za tvorby aduktu 1 v DNA dochazi cytochromem P450 1Al
rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou v pomérech 1:0,2 az 1:1. Naopak zvySenim
mnozstvi NADPH:CYP reduktasy syst¢tmu CYPIAI a této reduktasy az na pomér 1:2 se

efektivita rekonstituovaného systému snizuje (Obrazek 34).
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Obrazek 34 Tvorba aduktu 1 tvoreného v DNA z BaP aktivovaného potkanim CYPIAI rekonstituovanym s NADPH:CYP
reduktasou. Data v obrdzku jsou priméry a standardni odchylky tii paralelnich méreni. Studentitv t-test.

V dalSich experimentech jsme studovali vliv mikrosomalni epoxidhydrolasy na aktivaci
BaP potkanim CYP1A1 v rekostituovanych systémech. Jak je patrné z Obrazek 33 a Obrazek
35, pridani epoxidhydrolasy do rekostituovaného systému CYP1A1l s NADPH:CYP
reduktasou vedlo Kk tvorb& i aduktu 2, dG-N?-BPDE, tvofeného z 7,8-dihydrodiol-9,10-
epoxidu BaP. V téchto experimentech jsme pouzili dvé koncentrace NADPH:CYP reduktasy,
a to tak, aby enzymy byly vpoméru CYP1A1 k NADPH:CYP reduktase 1:0,2 a 1:2.
Epoxidhydrolasa byla Vv rekonstituovaném systému s CYP1A1l V poméru
CYP1A1l:epoxidhydrolasa 1:0 az 1:5 (1 = 100 pmol CYP1Al) (Obrazek 35).

Ptitomnost epoxidhydrolasy, za pouziti vys§i koncentrace NADPH:CYP reduktasy,
zvySuje tvorbu aduktu 2 (dG-N?-BPDE) jiz pii nizkych koncentracich tohoto enzymu
(epoxidhydrolasy), snizuje v8ak vyrazné tvorbu aduktu 1 (Obrazek 35). Za jiného poméru
CYP1A1 a NADPH:CYP reduktasy (1:0,2) je mnozstvi tvofeného aduktu 1 rovnéz snizeno a
ke zvySeni mnozstvi aduktu 2 dochazi az piidavkem epoxidhydrolasy v mnozstvi 150 pmol.
Za ptitomnosti CYP1A1 a NADPH:CYP reduktasy je tedy tvofen pouze adukt 1, zatimco
pfitomnost epoxidhydrolasy v systému modifikuje aktivaci BaP ve prospéch tvorby aduktu
dG-N%BPDE (Obrazek 35A). Ziskané vysledky tedy ukazuji, 7e za pfitomnosti pouze
CYP1A1l a NADPH:CYP reduktasy je tvofen pouze adukt 1, zatimco pfitomnost
epoxidhydrolasy v systému modifikuje aktivaci BaP ve prospéch tvorby aduktu dG-N*
BPDE. Vysledky prokazuji skutecnost, Ze pro tvorbu aduktu dG-N%“BPDE je

epoxidhydrolasa esencidlnim enzymem, determinujicim hydrolysu 7,8-epoxidu BaP nutného
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pro vznik aduktu 2. Metabolit BaP, 7,8-epoxid BaP, je hydrolyzovan na 7,8-dihydrodiol BaP,
ktery je oxidovan v dal§im kroku na BaP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (BPDE) a ten reaguje s
deoxyguanosinem v DNA za tvorby aduktu dG-N*-BPDE (Obrazek 25).
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Obrazek 35 Tvorba aduktiit BaP s DNA po aktivaci BaP cytochromem P450 141 rekonstituovany s NADPH:CYP reduktasou
v pomeru 1:0,2 (A) a 1:2 (B) a za pritomnosti epoxidhydrolasy. Data v obrdzku jsou priuméry a standardni odchylky ti'i
paralelnich méreni. Studentiiv t-test.

Vedle epoxidhydrolasy, ovliviiuje tvorbu obou adukti BaP s DNA také cytochrom bs.
Pfidani cytochromu bs do rekonstituovaného systému cytochromu P450 1A1 resultovalo
V narast tvorby obou adukti BaP s DNA, a to v systému obsahujicim enzymy v poméru
CYP1Al ku NADPH:CYP reduktase 1:2 bud’ za piitomnosti ¢i pti absenci epoxidhydrolasy
(Obrazek 36). Avsak mnozstvi aduktu 1 v systému, kde enzymy byly enzymy v poméru
CYP1A1l k NADPH:CYP reduktase 1:0,2 byla téméf identicka, a to jak za pfitomnosti nebo
nepiitomnosti cytochromu bs pfi absenci epoxidhydrolasy. Naopak piidani cytochromu bs do
tohoto systému za pfitomnosti epoxidhydrolasy zvySovalo tvorbu obou adukt BaP s DNA
(Obrazek 36A a B). Nejvyssi mnozstvi aduktu 1 bylo tvofeno systémem, kde byly pfitomny
CYP1Al, NADPH:CYP reduktasa a cytochrom bs v poméru 1:2:3 (Obrazek 36D). Nejvyssi
mnozstvi obou adukti BaP s DNA pak bylo generovano systémem sestavajicim z CYP1AL,
NADPH:CYP reduktasy, epoxidhydrolasy a cytochromu bs v poméru 1:2:0,5:3 (Obrazek
36D) a dale pak v poméru 1:0,2:1:3 (Obrazek 36B) nebo 1:2:1:3 (Obrazek 36D). Vysledky
ziskané v této studii ilustruji, ze CYP1A1l je za vhodnych koncentraci epoxidhydrolasy a
cytochromu bs, a to dokonce za nizkych koncentraci NADPH:CYP reduktasy, schopny u¢inné
aktivovat BaP a tvofit adukty s DNA.
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Obrazek 36 Vliv cytochromu bs na tvorbu aduktii BaP s DNA vznikajicich jeho aktivaci cytochromem P450 141
rekonstituovany s NADPH:CYP reduktasou v poméru 1:0,2 (4, B) a 1:2 a za pritomnosti epoxidhydrolasy (C, D). Cytochrom
bs byl pritomen v inkubacich, jejichz vysledky jsou uvedeny v panelech B a D. Data v obrdzku jsou priméry a standardnt
odchylky t#i paralelnich méreni. Studentiiv t-test.

Vétsina ziskanych vysledki popsanych Vv této kapitole je soucasti publikace, kterd je
Vv dizertacni praci uvedena jako pfiloha ¢. 4. V této publikaci jsou také detailné popsany

pouzité metodické ptistupy.

5.5.5.3 Aktivace BaP za tvorby aduktii s DNA lidskym cytochromem P450 1A1
exprimovanym v Supersomech™

V dalSich experimentech jsme se zaméfili na sledovani Uc€innosti lidského

rekombinantniho CYP1A1 exprimovaného v Supersomech™. Experimenty byly provadény

V uspofadani analogickém experimentiim s rekombinantnim potkanim CYP1AT1 (viz kapitola

5.5.5.1). V této Casti prace jsme opét studovali uéinnost kofaktorti obou reduktas piitomnych

vV mikrosomalnim monooxygenasovém systému, NADPH jako kofaktoru NADPH:CYP
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reduktasy a NADH jako kofaktoru NADH:cytochrom bs reduktasy. I zde byl rovnéz sledovan
vliv cytochromu bs na u¢innost lidského CYP1AL1 aktivovat BaP.

Lidsky rekombinantni CYPIA1 exprimovany v Supersomech™

aktivuje BaP za tvorby
zejména aduktu 2, dG-N2-BPDE, zatimco adukt 1 je tvofen bud jako adukt minoritni nebo
neni generovan vubec (Obrazek 37). A to opét nejen za piitomnosti NADPH, ale i NADH.
Mnozstvi adukti BaP s DNA za ptfitomnosti NADPH ¢i NADH jsou srovnatelna (Obrazek
37). Cytochrom bs prakticky neovlivituje G¢innost lidského CYP1A1 aktivovat BaP za tvorby
adukti s DNA za ptitomnosti NADPH, a stimuluje tuto u¢innost za piitomnosti NADH.
Ziskané vysledky prokazuji, Ze metabolicka aktivace BaP lidskym cytochromem P450 1A1
je, podobné jako jeho aktivace potkanim CYPIAIl, katalyzovdna nejen za participace
NADPH jako donoru elektront pro cytochrom P450 v jeho dvou redukcich, ale i za ucasti
NADH jako donoru elektronti ptenasenych NADH:cytochrom bs reduktasou. A to jak v prvni,
tak 1 druhé redukci CYP1Al. Také tyto vysledky odpovidaji vysledkiim z experimentii
studujicich oxidaci BaP na jeho metabolity, popsanych v kapitolach 5.3.2 a 5.4.2.

50

B Adukt 1

W Adukt 2
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CYP1A1 CYP1A + cyt b5 CYP1A1 CYP1A + cyt b5 |

NADPH NADH |

Obrazek 37 Tvorba aduktii BaP s DNA aktivovaného lidskym CYPIAI exprimovanym v Supersomech ™. Inkubace
probihaly za pritomnosti bud’ NADPH nebo NADH. Data v obrdazku jsou priméry a standardni odchylky tri paralelnich
mereni. **P<0,01, si%niﬁkantm' zmény v mnozstvi aduktii BaP s DNA tvofenych lidskych CYP1AI v Supersomech™ oproti
tvorbé v Supersomech™ za pritomnosti NADPH. Studentiiv t-test.
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5.5.5.4 Aktivace BaP za tvorby aduktit s DNA lidskym cytochromem P450 1A1
exprimovanym v membrdndch E.coli (Bactosomech)

Vzhledem k tomu, Ze ve studiich sledujicich metabolismus BaP byl pouzit i lidsky
rekombinantni CYP1A1 exprimovany v membranach prokaryotniho organismu, E. coli,
studovali jsme uc¢innost i tohoto systému aktivovat BaP za tvorby adukti s DNA. Membrany
E. coli jsou z hlediska pfitomnosti enzymt metabolizujici xenobiotika zcela odlisné od
membran endoplasmatického retikula eukaryotnich organismi (membran mikrosomi).
Neobsahuji ani cytochromy P450, ani jejich reduktasu (NADPH:CYP reduktasu), ani
cytochrom bs a jeho reduktasu, NADH:cytochrom bs reduktasu, a ani epoxidhydrolasu. Jsou
svym slozenim spiSe podobné bunéné membrané eukaryot, kterd rovnéz tyto enzymy
neobsahuje. V experimentech testujicich aktivaci BaP timto bakterialnim syst¢émem byly
pouzity membrany E. coli, ve kterych byly exprimovany lidsky CYPIA1 a lidska
NADPH:CYP reduktasa v poméru 1:0,8, a to diky dodani genti obou enzymi (membrany
bun¢k E. coli transfekovanych obéma enzymy — systém oznaCovany jako CYP1AIR).
Sledovali jsme opét UCinnost kofaktorli obou reduktas schopnych redukovat CYP1Al
pritomnych v mikrosomalnim monooxygenasovém systému (Supersomech™™) (viz kapitola
5.5.5.3), NADPH a NADH. I zde bylo také sledovano ovlivnéni u¢innosti lidského CYP1A1
aktivovat BaP cytochromem bs, ale navic rovnéz jeho reduktasou, NADH:cytochrom bs

reduktasou.

Lidsky rekombinantni CYP1A exprimovany v membranach E. coli (Bactosomech)
aktivuje BaP za pfitomnosti NADPH a tvofi alespon tii adukty s DNA. Majoritn¢ byly
tvofeny adukty 1 a 2, generovan byl vSak jesté dalsi adukt separovany pomoci TLC na PEI-
cellulose pii analyze adukti pomoci 32P-postlabelingu mezi adukty 1 a 2 (oznaCovany jako
adukt 1°, Obrazek 38). Cytochrom bs zvysuje efektivitu lidského CYP1A1 v tomto systému,
avSak pfidani jeho reduktasy, NADH:cytochrom bs reduktasy, izolované v naSi laboratofi
Z jater mikrosomu potkana, snizovalo mnozstvi tvofenych adukti BaP s DNA (Obrazek 39).
Vysvétleni tohoto jevu je dosud ponékud obtizné. Jednim z vysvétleni mize byt participace
NADH:cytochrom bs reduktasy na jinych reakcich v metabolismu BaP (napt. reakcich
detoxifikacnich), nebot’ absenci cytochromu bs, ktery je nezbytny pro NADH:cytochrom bs
reduktasu, se inhibi¢ni vliv tohoto enzymu snizoval (Obrazek 39). Lze také predpokladat, ze
inhibice aktivacnich reakci mlze byt zplisobena vlivem nékterych ptimeési (napi. detergentti)
ve finalnim preparatu izolované NADH:cytochrom bs reduktasy. Nicméné tyto predpoklady

je nutné prokazat dal$imi studiemi.
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Adduct 1

P Adduct2

\ Adduct 1’

Obrazek 38 Autoradiografie aduktii v . DNA tvorenych BaP po aktivaci CYPIAIl exprimovanym v membranach E. Coli
(Bactosomech).

Na rozdil od lidské CYP1A1 exprimované Vv Supersomech™, NADH neni kofaktorem

systému enzymu exprimovanych v membranach E. coli. BaP neni aktivovan timto systémem

ani za pfitomnosti cytochromu bs. Pouze systém, do kterého byly pfidany preparaty

NADH:cytochrom bs reduktasy a cytochromu bs aktivoval BaP za tvorby aduktt s DNA, ale

ve velmi nizké mife (Obrazek 39).
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Obrazek 39 Tvorba aduktit BaP s DNA aktivovaného lidskym CYPI1AI exprimovanym v membrandch E.coli (Bactosomech).
Inkubace probihaly za pritomnosti bud NADPH nebo NADH. Data Vv obrdzku jsou priméry a standardni odchylky tii
paralelnich méreni. **P<0,00,1 ***P<0,001, signifikantni zmény v mnoZstvi aduktii BaP s DNA tvorenych lidskym CYPI1AI
V Bactosomech oproti tvorbé v Bactosomech za pritomnosti NADPH. Studentiiv t-test.
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5.5.5.5 Aktivace BaP za tvorby aduktit s DNA lidskym cytochromem P450 1A1
rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou, cytochromem bs a
NADH:cytochrom bs reduktasou
Vysledky uvedené v piedchozich Castech dizertacni prace siln€ napovidaji pro skutecnost,
ze NADPH:CYP reduktasa neni esencialni slozkou mikrosomdlniho monooxygenasového
systému. Vysledky signalizuji, ze oba redukéni kroky v reakénim cyklu cytochromu P450 pii
oxidaci studovaného karcinogenu, BaP, mohou byt nahrazeny systémem sestavajicim
z cytochromu bs, jeho reduktasy, NADH:cytochrom bs reduktasy a NADH. Proto jsme se ve
findlni ¢asti vyzkumu sledujiciho oxidacni aktivaci BaP za tvorby adukti s DNA zaméfili na
prokazani tohoto jevu. V experimentech jsme pro aktivaci BaP pouzili purifikovany lidsky
rekombinantni CYP1A1 rekonstituovany bud® s NADPH:CYP reduktasou nebo
s NADH:cytochrom bs reduktasou a cytochromem bs v prostiedi liposomi. Testovana byla
ucinnost kofaktort obou reduktas, NADPH a NADH.

Lidsky CYP1A1 rekonstituovany s NADPH:CYP reduktasou v liposomech aktivoval
BaP za piitomnosti NADPH za tvorby aduktu 1, generovaného z 9-hydroxy-4,5-epoxidu BaP
(Obrazek 40 a Obrazek 41). Ten je rovnéZ tvoien i potkanim CYPIA1 v rekonstituovaném
systému (Obrazek 33A). Potkani a lidské CYP1A1 jsou v aktivaci BaP prakticky stejné
ucinné (Obrazek 34 a Obrazek 41). Za piitomnosti NADH misto NADPH, mnozstvi tohoto
aduktu v uvedeném systému bylo vice nez o jeden fad niz$i nez za ptritomnosti NADPH. Tyto
vysledky prokazuji, Ze NADH je pro NADPH:CYP reduktasu velmi Spatnym koenzymem a
NADH tedy nemtze nahrazovat NADPH pii funkci této reduktasy.
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Obrazek 40 Autoradiografie aduktii v DNA tvorenych BaP po aktivaci s (4) CYP14A1 + CPR + NADPH, (B) CYPIAI + CPR
+ NADH, (C) CYP1Al1 + CPR + cyt bs + NADPH, (D) CYP1Al + CPR + cyt bs + NADH, (E) CYP1Al + CBR + cyt bs +
NADPH, (F) CYP1Al + CBR + cyt bs + NADH, (G) CYP1Al + CBR + NADPH, (H) CYP1A1 + CBR + NADH

Lidsky CYP1A1 rekonstituovany s NADH:cytochrom bs reduktasou a cytochromem bs
aktivoval BaP za ptfitomnosti NADH za tvorby stejného aduktu, generovaného z 9-hydroxy-
4,5-epoxidu BaP. Naopak NADPH byl net¢innym kofaktorem tohoto systému a nemize tedy
nahradit ulohu NADH v katalyze NADH:cytochrom bs reduktasy (Obrazek 41). To jsou
unikatni  vysledky, pIné¢ prokazujici, Ze systém NADH:cytochrom bs reduktasy
s cytochromem bs je za ptitomnosti NADH jako koenzymu této reduktasy ucinny jak v prvé,
tak 1 druhé redukci lidského CYP1A1 v jeho reak¢nim cyklu. Je zajimavé, ze vedle aduktu 1,
je systém sloZeny z lidského CYP1A1 rekonstituovaného s NADH:cytochrom bs reduktasou a
cytochromem bs tvofen jesté dalsi adukt, ktery vykazuje jesté hydrofobnéjsi vlastnosti nez
adukt 1. Je eluovany pomoci TLC na PEI-cellulose tésné v blizkosti startu chromatografie
(Obrazek 40). Jeho struktura je dosud neznama. Cytochrom bs je pro aktivaci BaP
enzymovym, systémem obsahujicim lidsky cytochrom P450 1A1 esencialni (Obrazek 40 a
Obrazek 41). To je zcela pochopitelny vysledek, nebot” jako substrat NADH:cytochrom bs
reduktasy je pro funkci tohoto enzymu nezbytny. Naopak, tento mikrosomalni protein (cyt bs)
ucinnost rekonstituovaného systému lidského CYP1A1 s NADPH:CYP reduktasou aktivaci
BaP prakticky neovliviioval, a to ani za ptitomnosti NADPH ani NADH (Obrazek 41).

Ziskané vysledky odpovidaji vysledkiim nalezenym pfi studiu aktivace BaP za tvorby

adukti s DNA systémy potkaniho a lidského CYP1A1 exprimovaného v Supersomech™.
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Uvedené vysledky tak plné prokazuji zcela novy poznatek, demonstrujici, ze
NADH:cytochrom bs reduktasa je se svym substratem cytochromem bs a koenzymem NADH
efektivni v pfenosu elektronii na CYP1A1 jak v prvni, tak i druhé redukci reakéniho cyklu

tohoto cytochromu P450 a maze tak pln¢ zastoupit NADPH:CYP reduktasu v tomto procesu.
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Obrazek 41 Tvorba aduktii BaP s DNA aktivovaného lidskym CYP1AI rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou (CPR)
a NADH:cytochrom bg reduktasou (CBR) v liposomech. Inkubace probihaly za piitomnosti bud NADPH nebo NADH. Data
V obrazku jsou prumery a standardni odchylky tii paralelnich méreni. ***P<0,001, signifikantni zmény v mnozstvi aduktii
BaP s DNA tvorenych lidskym CYP1A1 oproti tvorbé timto enzymem s CPR za pritomnosti pouze NADPH. Studentitv t-test.

5.6 Oxidace ellipticinu cytochromem P450 3A4

Dalsim xenobiotikem, které bylo v rdmci vypracovani dizertani prace studovano, byl
rostlinny alkaloid ellipticin. Ellipticin je podobné jako benzo[a]pyren metabolicky
preménovan cytochromy P450 na své metabolity, pficemz nejaktivnéjsi se v tomto ptipadé
jevi CYP3A4. Ten je schopen pfeménovat ellipticin za vzniku 5 metabolitil, jmenovité 7-, 9-,

12- a 13-hydroxyellitpicinu a N>-oxidu ellipticinu.

Rada studii se zabyva vlivem cyt bs na cytochrom P450 3A4. Jednim z popsanych
mechanismt vlivu cyt bs na CYP3A4 je zména struktury tohoto cytochromu P450 (viz
vysledky uvedené v publikaci, které tvoii soucast dizertatni prace jako ptiloha ¢. 5). Za
ucelem studia tohoto mechanismu bylo zjistovano, zda i apo-forma cyt bs bude v ovlivnéni
oxidace ellipticinu CYP3A4 u¢innd. Na zakladé ziskanych vysledkil je ziejmé, Ze pro
stimulaci oxidace ellipticinu CYP3A4 je nezbytna pfitomnost hemu a Fe iontu. Dal$im

mechanismem vysvétlujicim stimulaci oxidace ellipticinu CYP3A4 je zvySeni rychlosti

89



Vysledky

donace druhého elektronu (viz vysledky uvedené v publikaci, které tvoti soucast dizertacni

prace jako pfiloha ¢. 5).

Vzhledem ke schopnosti cyt bs stimulovat tvorbu metaboliti benzo[a]pyrenu za iniciace

NADH, zajimalo nas téz, zda bude tento efekt pozorovan i pii oxidaci ellipticinu.

Obdobné jako v pfipadé¢ oxidace benzo[a]pyrenu byl metabolismus ellipticinu
cytochromem P450 3A4 nejprve zkouman v eukaryotnim expresnim systému (Supersomy™).
Reakce byla iniciovana jednak pomoci NADPH, a jednak NADH. Tvorba metabolitii byla
pozorovana bez ohledu na pouzity inicia¢ni systém (Obrazek 42). V ptipadé ,,koexprimace
cyt bs doslo ke stimulaci tvorby vSech metabolita ellipticinu. NADPH se v obou ptipadech
jevil jako kofaktor efektivnéjsi pro reakci, i kdyz v piipadé ,,koexprimace” CYP3A4 s cyt bs

doslo k zmenseni rozdilu mezi vlivem NADPH a NADH.

DalSim pouzitym systémem pouZitym pro sledovani oxidace ellipticinu CYP3A4 byl
tento enzym exprimovany v prokaryotnim systému (Bactosomy). Tento systém byl méné
ucinny v oxidaci ellipticinu na jeho metabolity nez systém eukaryotni. Podobn¢ jako
v piipad¢ eukaryotniho systému dochazi k narGstu mnozstvi metabolit po pfidani cyt bs
Vv piipad¢ iniciace reakce pomoci NADPH. Iniciace reakce pomoci NADH, stejné jako
v piipad¢ oxidace BaP, nebyla ucinna, a to jak v pfipad¢ nepiitomnosti, tak i v piipadé

piitomnosti cyt bs (Obrazek 43).
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Obrizek 42 Mnozstvi metabolitii BaP ellipticinu tvorenych lidskym cytochromem P450 344 exprimovanym v Supersomech™

a vliv cyt bs na tento metabolismus. Data v obrdzku jsou primeéry a standardni odchylky tii paralelnich méreni. Studentiiv t-
test.
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Obrazek 43 Mnozstvi metabolitii BaP ellipticinu tvorenych lidskym cytochromem P450 344 exprimovanym V membrdndch
bunék E. coli (Bactosomy) a vliv cyt bs na tento metabolismus. Data v obrdzku jsou priméry a standardni odchylky tii
paralelnich méreni. Studentiiv t-test.

Cast vysledki prezentované v této kapitole je sou¢asti publikace uvedené jako piiloha &. 5.
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Predkladand dizertacni pradce se zabyva studiem metabolismu (biotransformace)
cizorodych latek (xenobiotik) a poznanim mechanismu ucinku majoritniho enzymového
systému, ktery tento metabolismus katalyzuje. Z xenobiotik byli studovani dva zéstupci:
environmentalni polutant a lidsky karcinogen benzo[a]pyren (BaP) a rostlinny alkaloid
s protinadorovymi U¢inky, ellipticin.  Z enzym@ metabolizujici xenobiotika byl studovan
systém monooxygenas obsahujici cytochrom P450 (CYP) jako termindlni oxidasu, ktery je
lokalizovan v membranach endoplasmatického retikula (v mikrosomech). Cilem bylo poznani
metabolitd obou studovanych cizorodych latek a zejména poznadni mechanismu participace
jednotlivych slozek studovaného biotransformacniho enzymového systému na oxidaci obou
xenobiotik. Cilem bylo rovnéz zjistit, zda jeden z pouzitych experimentdlnich zvifecich
modell (laboratorni potkan) mtze byt vhodnym modelem pro studium metabolismu jednoho
ze studovanych xenobiotik, benzo[a]pyrenu, v lidském organismu.
systémy obsahujici cytochromy P450 metabolizuji ob¢ testované latky (39; 40; 51; 68; 70; 71,
69). BaP je mikrosomalnimi systémy pouzitymi v naSich experimentech metabolizovan za
tvorby svych hydroxylovanych derivatii, dioni a dihydrodiolt. Vznik4d az osm metabolith
(BaP-9,10-dihydrodiol, BaP-4,5-dihydrodiol, BaP-7,8-dihydrodiol, BaP-1,6-dion, BaP-3,6-
dion, BaP-3-ol, BaP-9-ol a metabolit s dosud neuréenou strukturou). Tyto vysledky prokazuji,
ze pouzit¢ mikrosomdlni systémy obsahuji vedle systému cytochromli P450 téZ enzym
epoxidhydrolasu. Tedy enzym, ktery hydrolyzuje epoxidy BaP, primarné tvofené cytochromy
P450, na dihydrodioly. Tvofené¢ metabolity pfispivaji jak k metabolické detoxikaci BaP
(zejména BaP-3-ol), tak k aktivaci BaP. Ta je zodpovédna za iniciaci nadorovych procesi
tvorbou aduktii s DNA [z metabolitli je to pfedevS§im BaP-7,8-dihydrodiol, tvotici dale 7,8-
dihydrodiol-9,10-epoxid, (BPDE), jez generuje nejvyznamnéj$i adukt BaP s DNA, 10-
(deoxyguanosin-N?-yl)-7,8,9-trihydroxy-7,8,9,10-tetrahydro-BaP  (dG-N*-BPDE)]. Tvorba
tohoto aduktu byla pfi vypracovavani disertacni prace skutecné prokazana. Je generovan
testovanymi mikrosomalnimi systémy (viz Obrazky 26-33,35-40). Dalsim metabolickym
prekursorem BaP zodpovédnym za tvorbu aduktid s DNA je BaP-9-ol, tvofici po dalsi oxidaci
cytochromy P450 9-hydroxy-4,5-epoxy-BaP, ktery reakci s deoxyguanosinem generuje adukt
v DNA (adukt 1, viz obrazky 26-41). Uvedené metabolity BaP, rovnéz jako i adukty tohoto
karcinogenu s DNA byly tvofeny také lidskymi jaternimi mikrosomy a mikrosomy jater dvou
mySich modelt. Jednoho, u kterého byl deletovan gen pro NADPH:CYP reduktasu v jatrech,

a druhého, ktery byl geneticky modifikovan introdukci genu lidského tumorového supresoru,
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proteinu p53, a to jaternimi mikrosomy mysi po jejich vystaveni BaP. Ten v jatrech a dalSich
organech téchto modelti indukuje CYP1AL.

V komplexni studii prezentované v dizerta¢ni praci, vyuzivajici fady experimentalnich
pristupl s riznymi enzymovymi systémy, byly identifikovany cytochromy P450, které jsou
Vv metabolismu BaP nejucinnéjsi. Uzity byly jaterni mikrosomy zvifecich modeld,
laboratorniho potkana a mysi, v nichz byla modulovéna exprese jednotlivych cytochromu
P450 jejich induktory, lidské jaterni mikrosomy, mikrosomy hmyzich bun¢k transfekovanych
riznymi cytochromy P450 potkana a c¢loveéka (SupersomyTM), membrany bun¢k E. coli,
vV nichz byl exprimovan lidsky CYP1Al a rekombinantni purifikované potkani a lidské
cytochromy P450 1A1 rekonstituované s dal§imi slozkami mikrosomalniho systému
v liposomech. Z cytochromti P450 potkana a ¢loveéka byl jako netcinnéjs$i enzym oxidujici
BaP prokazan CYP1Al, nasledovany lidskym CYP1B1. Z potkanich cytochromii P450 jsou
v oxidaci BaP vedle CYP1AT1 rovnéz ucinné cytochromy P450 podrodiny 2C.

Detailni studie se systémy, ve kterych byl CYPIA1 bud indukovéan nebo heterologné
exprimovan, pak pfinesla zasadni poznatky zptesnujici a rozsifujici dosud obecné piijimany
mechanismus reakéniho cyklu cytochromu P450 v mikrosomalnim enzymovém systému.
V ném bylo dfive celou fadou studii prokazano, ze cytochrom P450 musi byt redukovan
dvéma po sobé nasledujicimi nezavislymi jednoelektronovymi redukcemi na komplexy, jez
vysledné participuji na aktivaci biatomické molekuly kysliku. Jeho jeden atom je pak
inkorporovan do molekuly substratu a druhy je redukovan na vodu. Za donor elektrond v
obou téchto redukcich byl jednozna¢né prokazan koenzym NADPH:CYP reduktasy, NADPH.
V druhé redukci cytochromu P450 vsak muze elektron dodat i NADH, koenzym systému
enzymu NADH:cytochrom bs reduktasy a jejiho substratu cytochromu bs (viz napf. (123)
(Obrazek 44)). Tento mechanismus byl také pfijiman jako jedno z vysvétleni stimulaéni

aktivity cytochromu bs na oxidaci ur€itych substratii nékterymi cytochromy P450 (114-119).
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Obrazek 44 Schéma transportu elektronii na cytochrom P450 v endoplasmatickém retikulu. Zdroj: Porter (158)
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Uzitim enzymovych systémt obsahujicich CYP1A1 (lidsky a potkani CYP1Al) bylo
vSak v dizerta¢ni praci jednoznacné prokazano, Ze reakéni cyklus tohoto cytochromu P450
muze probihat 1 bez NADPH:CYP reduktasy a jejiho koenzymu, NADPH. Tento unikatni
vysledek, ktery dosud nebyl v literatuie popsan, byl prokazan celou fadou experimenti.
Enzymové systémy jaternich mikrosomu laboratorniho potkana, ve kterych byla indukovana
exprese CYPIAI a systémy Supersomii'™ s exprimovanym potkanim a lidskym CYPIAI
byly analogicky katalyticky aktivni jak za pfitomnosti NADPH, tak za ptitomnosti NADH
misto NADPH. A to jak v metabolismu BaP na jeho metabolické produkty (Obrazek 23 a
Obréazek 24), tak i v aktivaci tohoto karcinogenu za tvorby adukti s DNA (dG-N*-BPDE,
adukt 2 a adukt tvofeny v DNA z metabolitu BaP, 9-hydroxy-4,5-epoxy-BaP, adukt 1,
obrazek 26). V ptipadé potkaniho a lidského CYP1Al, exprimovanych v Supersomech™,
byla navic aktivita tohoto enzymu stimulovéna pfidanim cytochromu bs. Tyto vysledky silné
napovidaji skutecnosti, ze NADPH:CYP reduktasa a jeji koenzym, NADPH, nejsou
esencidlni pro metabolismus BaP studovanymi enzymovymi systémy. Fakultativni slozky
mikrosomaniho monooxygenasového systému, cytochrom bs a jeho reduktasa,
NADH:cytochrom bs reduktasa, mohou exklusivné zprostiedkovat pienos elektroni z NADH
na CYP1Al vjeho reak¢nim cyklu misto NADPH:CYP reduktasy a jejiho koenzymu
NADPH. PIn¢ prokdzany pak byly tyto skutecnosti za pouziti purifikovaného lidského
rekombinantniho cytochromu P450 1A1 rekonstituovaného bud’ s NADPH:CYP reduktasou
¢i NADH:cytochrom bs reduktasou a cytochromem bs. Lidsky CYP1A1 rekonstituovany s
NADH:cytochrom bs reduktasou a cytochromem bs v liposomech simulujicich prostiedi
membran endoplasmatického retikula oxidoval za ptfitomnosti NADH BaP na jeho
hydroxylované metabolity BaP-3-ol a BaP-9-ol, diony BaP-1,6-dion a BaP-3,6-dion a
metabolit s dosud neznamou strukturou. Dihydrodioly BaP v tomto systému nebyly tvoteny,
vzhledem Kk absenci epoxidhydrolasy. Pfidanim tohoto enzymu vSak jejich tvorba byla
vyvolana. Analogické vysledky byly zjistény za pouziti rekonstituovaného rekombinantniho
CYPI1ALI i v tvorbé aduktii BaP s DNA. V uvedeném rekonstituovaném systému byl tvoten
pouze adukt 1, generovany z 9-hydroxy-4,5-epoxy-BaP, ktery je produktem oxidace BaP
cytochromem P450, bez casti epoxidhydrolasy. Pfidani tohoto enzymu (epoxidhydrolasy) do
rekonstituovaného systému pak tvorbu aduktu dG-N*-BPDE (aduktu 2) zprosttedkovalo.

V experimentech pouzitych pii vypracovavani dizertatni prace byl kromé vyse
uvedenych enzymovych systémi pouzit i1 systém lidského cytochromu P450 1A1
exprimovaného v membranach E. coli (Bactosomy). Vysledky ziskané za pouziti tohoto

enzymového systému, kde CYP1A1 byl exprimovan v prokaryotnim systému, signalizuji, Ze
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neni optimalni pro metabolické studie in vitro. Jak jiz bylo uvedeno v pfedchozich kapitolach
disertaéni prace, membrany E. coli jsou z hlediska pfitomnosti enzymii metabolizujici
xenobiotika zcela odlisné od membran endoplasmatického retikula eukaryotnich organismut
(membran mikrosomil). Neobsahuji totiz ani cytochromy P450, ani dalsi slozky
mikrosomalniho monooxygenasového systému, NADPH:CYP reduktasu, cytochrom bs a
jeho reduktasu, NADH:cytochrom bs reduktasu, rovnéz jako epoxidhydrolasu. Bactosomalni
systémy pouzité v experimentech obsahovaly heterologné exprimovany lidsky CYP1AI a
jeho reduktasu, NADHP:CYP reduktasu. Byly proto také aktivni v oxidaci BaP a jeho
metabolické aktivaci za tvorby adukti s DNA pouze v omezené mife. Jako funk¢ni se projevil
pouze NADPH, NADH metabolismus BaP nezprostiedkoval. Az ptfidani NADH:cytochrom
bs reduktasy a cytochromu bs byl BaP za piitomnosti NADH metabolizovan. Pti analyze
adukti BaP s DNA byl krom¢ adukti 1 a 2 nalezen i dalsi adukt, ktery nebyl generovan
v zadném systému eukaryotickych systémi (potkani, lidské a mysSi mikrosomy, CYPIA
exprimovany v mikrosomech hmyzich bun&k, Supersomech ™). Jeho tvorba je dosud pongkud
obtizn¢ vysvétlitelna. Je znamo, ze v bakterialnich burikach (E. coli) je exprimovan téz maly
bakterialni protein flavodoxin (157). Jedna se o protein, ktery mize redukovat cytochromy
P450 exprimované v tomto mikroorganismu. Jeho piitomnost tak mtize zodpovidat za tvorbu
dalsich metabolickych intermediatt BaP tvoricich uvedeny adukt s DNA. Tento ptedpoklad je
vSak nutné prokazat dalSimi studiemi.

Vysledky ziskané v dizertacni praci naznacuji, ze potkani zvifeci model je vhodnym
modelem pro studie sledujici oxidaci benzo[a]pyrenu vV lidském organismu. Metabolity
generované jaternimi mikrosomy potkana a clovéka se v metabolismu BaP lisily minimalné a
tvorba dvou aduktil aktivovaného BaP s DNA byla totozna.

Ziskané vysledky plné€ naplnily cile dizertacni prace. Detailné byl poznan metabolismus
lidského karcinogenu BaP cytochromy P450 na jeho detoxikaéni a aktiva¢ni metabolity, uréen
byl i cytochrom P450 1A1 jako enzym mikrosomalniho monooxygenasového systému, ktery
je vtomto metabolismu nejucinnéj§i. Model laboratorniho potkana byl identifikovan jako
vhodny pro sledovani metabolického osudu BaP v lidském organismu. Zcela zasadni jsou pak
vysledky popisujici novy mechanismus oxidace BaP katalyzované lidskym a potkanim
CYP1Al v reakénim cyklu tohoto enzymu. Ziskana data jednoznac¢né prokazuji, ze pro
redukci cytochromu P450 1Al v jeho reakénim cyklu pii oxidaci BaP neni esencialni
NADPH:CYP reduktasa, ale ze miize byt plné zastoupena systémem NADH:cytochrom bs
reduktasy s jejim substratem cytochromem bs a koenzymem NADH. Takové vysledky byly
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prokézany i pro oxidaci druhého studovaného xenobiotika, protinadorového 1é€iva ellipticinu,

dal§im cytochromem P450, lidskym CYP3A4.
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Predkladand dizertacni prace pfispiva k rozsifeni poznatkli o funkci jednotlivych slozek

monooxygenasového enzymového systému lokalizovaného v membrané endoplasmatického

retikula v jeho reak¢nim cyklu. Dale pak rozsifuje nase znalosti o metabolické pifeméné dvou

xenobiotik, karcinogenu benzo[a]pyrenu (BaP) a protinadorového 1éCiva ellipticinu.

Nejdilezitéjsi poznatky, které byly zjistény v pribéhu vypracovani dizertacni prace, jsou

nasledujici:

X/
L X4

X/
L X4

Jaterni mikrosomy izolované z experimentalniho modelu laboratorniho potkana
metabolizuji benzo[a]pyren na osm metabolitd (BaP-9,10-dihydrodiol, BaP-4,5-
dihydrodiol, BaP-7,8-dihydrodiol, BaP-1,6-dion, BaP-3,6-dion, BaP-9-ol, BaP-3-ol a
na metabolit o dosud neznamé struktuie). Tyto mikrosomy také aktivuji BaP za
tvorby adukti tohoto karcinogenu s DNA

Lidské jaterni mikrosomy generuji stejné metabolity benzo[a]pyrenu jako potkani
jaterni mikrosomy, s vyjimkou metabolitu BaP-9-olu, jenz nebyl v lidském
mikrosomdlnim systému detekovan. DalSim rozdilem byla absence tvorby metabolitu
BaP o neznamé struktute lidskymi mikrosomy.

Existuje nekolik cytochromti P450, které jsou schopné oxidovat benzo[a]pyren
alesponl na jeden z jeho metabolitl, a to jak v pfipad¢ potkanich, tak i lidskych
cytochromi P450. Nejefektivnéji se v metabolismu BaP v obou organismech jevi
CYP1A1l

Tvorba dihydrodiold BaP a aduktu 10-(deoxyguanosin-N2-yl)-7,8,9-trihydroxy-
7,8,9,10-tetrahydro-BaP v DNA je zavislda na pfitomnosti dalsiho enzymu
exprimovaného v membrané endoplasmatického retikula, epoxidhydrolasy
ZvySovani koncentrace NADPH:CYP reduktasy vi¢i mnoZzstvi CYPIA1 ma
stimulacni efekt na oxidaci BaP timto cytochromem P450. V piipadé¢ CYPIBI je
stimulacni efekt pozorovatelny u nékterych metaboliti pouze pfii nizkych
koncentracich NADPH:CYP reduktasy (pomérech NADPH:CYP reduktasy
k cytochromu P450 maximaln¢ 0,5:1).

Fakultativni slozka mikrosomalniho monooxygenasového systému, cytochrom bs,
ma u veétSiny testovanych cytochromt P450 stimulacni efekt na jejich uc¢innost

oxidovat BaP a tvofit adukty tohoto karcinogenu s DNA
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Zaver

s Cytochrom bs muze =zapfitomnosti své reduktasy, NADH:cyt bs reduktasy,
poskytovat oba elektrony v reakénim cyklu cytochromu P450 (v obou redukcich
tohoto enzymu)

% Premedikace mySich experimentalnich modelt BaP vede ke stimulaci schopnosti
oxidovat benzo[a]pyren a tvorit jeho adukty s DA. Tato stimulace byla pozorovana
jednak v mySich modelech s ,deletovanou” NADPH:CYP reduktasou v jatrech, a

jednak u mysi geneticky modifikovanych genem lidského proteinu p53.

Vysledky ziskané v dizertani praci prokazuji, ze redukci CYP1A1l v jeho reakénim
cyklu, pti kterém je oxidaéné detoxikovan i1 aktivovan BaP, mize poskytovat elektrony nejen
systtm NADPH a NADPH:CYP reduktasy, ale i syst¢tm NADH, NADH:cytochrom bs

reduktasy a cytochromu bs. A to v obou redukénich krocich.

Predkladand dizertaéni prace piindsi origindlni vysledky, znichz c¢ast jiz byla
publikovana formou 4 casopiseckych publikaci ve védeckych periodikdch s impaktnim
faktorem. Jedna publikace je k publikaci zaslana. Tyto prace jsou v pfedkladané praci vedeny
jako pftilohy €. 1-5. Mnohé z vysledki vSak byly doposud prezentovany jen formou ptispévkil
na védeckych kongresech a sympoziich. Tyto vysledky jsou v soucasné dob¢ piipravovany

pro dalsi casopisecké publikace.
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Seznam pouzitych zkratek

Seznam pouzitych zkratek

R ptiblizné

AIDS......ccoi akutni imunodeficitni syndrom

BaP. ..o benzo[a]pyren

BCA ..o, 4,4’-dikarboxy-2,2 -bicinchoninova kyselina

BSA . hovézi sérovy albumin

CHAPS.......cco e 3-[(3-cholamidopropyl) dimetylamonium]-1-propansulfonat
COX-2.iiiiiiiiiiiiiinenn, cyclooxygenasa 2

CPR...ccooeieeeeeee NADPH:cytochrome P450 reduktasa

CBR oo NADH:cytochrom bs reduktasa

CYP.iie cytochrom P450

CYeiieieeeee cytochrom

g e diagnoza

DLPC ..o, dilauroylfosfatidylcholin

DMSO....cccoviiiieine dimetylsulfoxid

DNA ..., deoxyribonukleova kyselina (deoxynucleic acid)

FAD ..ot flavinadenindinukleotid

FMN ..o flavinmononukleotid

FMO...oooii flavinové monooxygenasy

GS generujici systém

HEPES ... sodna sul 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetan-sulfonové kyseliny
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Seznam pouzitych zkratek

HIV lidsky imunodeficitni virus
HRN .....ooooiiiiiiics hepatic reductase null
IARC ..., Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (International agency for

MY i metabolit Y

MEH ... mikrosomalni epoxidhydrolasa
MRNA......cois messenger ribonukleova kyselina
NADH. ..o nikotinamidadenindinukleotid
NADPH.........cooveiiinnns nikotinamidadenindinukleotid fosfat
PAH ... polycyklické aromatické uhlovodiky
PB oo, fenobarbital

O\ pregnenolonkarbonitril

SULT ., sulfotransferasa

TRIS .o tris(hydroxymetyl)-aminometan
UGT . UDP-glukuronosyltransferasy
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