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V soudasné dobé je znidmo nékolik set chemicky definovanych sloudenin,
které vyvoldvaji u pokusnych zvifat zhoubné bujeni. Tyto latky pat¥i chemic-
ky do velmi rtznych tiid a pfes vynalozeni velikého usili a pres duavtipné
metody se nepodafilo nalézt jasny vztah konstituce slouc¢enin a jejich karcino-
genni schopnosti. Mezi témito sloudeninami se vyznacuji karcinogenni poly-
nuklearni aromatické uhlovodiky a jejich derivaty tim, Ze jsou uéinné v ne-
patrnych mnoZstvich, Ze doba mezi jejich aplikaci a vznikem nadoru je pomér-
né kratkd, a koneéné Ze jsou pfitomny v Zivotnim prostfedi ¢lovéka v mnoz-
stvich dostateénych, aby byl opravnén jejich vyzkum se zietelem k jejich
moznému vyznamu pro karcinogenesu u ¢lovéka.

Podnétem k objevu a studiu karcinogennich uhlovodikt bylo pozorovani,
ze u pracovnika v pramyslovych odvétvich, kterd se zabyvaji zpracovanim
uhelného dehtu, se vyskytuji ve zvySené mife jisté typy nadori proti ostatnim
tféidam obyvatelstva. Trvalo velmi dlouho, nez se po prvé podafilo vyvolat
u pokusnych zvifat karcinom ptsobenim dehtu [42], protoze koncentrace
ucinné latky, t. j. benzpyrenu, je v surovém materidlu nizka (zlomek procenta).
Pokus, ktery vedl k prikazu karcinogenity uhelného dehtu, je nejenom v jis-
tém smyslu meznikem v experimentalni onkologii, ale téz vzacnym ptikladem
trpélivosti japonskych pracovniki, nebot po t¥i roky bylo nutno potirat ucho
kralika dehtem, nez se dostavil vysledek.

Objev japonskych autort poskytl metodicky pfedpoklad k isolaci uéinné
soucasti uhelného dehtu, protoze byl umoznén biologicky test karcinogenity
na zvifatech. Brzy bylo zji§téno, Ze také mys je vhodnym indikatorem karcino-
genity, a vhodnym zpisobem aplikace uéinnych frakei dehtu, totiz potirdni
kize benzenovym roztokem, byla inkubaéni doba sniZena z let na mésice
a tydny. Brzy bylo rozvinuto usili o isolaci Géinné litky, provazené radou
synthes v fadé polynukledrnich aromatickych uhlovodikd jednak v londynské
pracovni skupiné kolem Kennawaye, Cooka a Hiegera, pozdéji soubézné
v USA uSheara, Fiesera, Andervonta a j. Po osmndcti letech od prukazu
karcinogenity dehtu byla isolovana éinné litka 3,4-benzpyren a jeji konsti-
tuce potvrzena synthesou [11]. Benzpyren je zodpovédny za nejvétsi cast
karcinogenniho #éinku dehtu, i kdyZ nemusi byt jedinym karcinogenem
v suroving pfitomnym. '

Kdyz bylo zfejmé, Ze Géinnd litka kamenouhelného dehtu obsahuje kostru
polynuklearniho aromatického uhlovodiku, byla syntheticky ziskdna fada

* Prednesené na sjazde chemikov v Banskej Stiavnici v juli 1954.
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sloucenin . tohoto typu, které se v dehtu nevyskytuji, ale maji vice méné
silnou karcinogenni aktivitu. Od anthracenu je odvozen na pf. 1,2,5,6-dibenz-
anthracen, od fenanthrenu 2-methyl-3,4-benzfenanthren a 1,4-dimethyl-
2,3-benzfenanthren, od chrysenu 1,2-dimethylchrysen, ktery lze odvodit téz
od, fenanthrenového jadra jako 3,4-dimethyl-1,2-benzfenanthren. Od fluorenu,
ktery obsahuje pétiélenné jadro, se odvozuji karcinogeny 1,2,5,6-dibenzfluoren
nebo 2-acetamidofluoren, zajimavy tim, Ze jeho karcinogenita zistavéa zacho-
véna, je-li methylenova skupina nahraZena sirou nebo kyslikem. Jako ptiklad
heterocyklickych karcinogennich uhlovodikd uvadim 3,4,5,6-dibenzkarbazol
a 1,2,5,6-dibenzakridin. Rozsahlejsi vydet synthetickych karcinogenit je mimo
rdmec této prednasky, protoze v roce 1949 bylo zndmo jiz asi 300 sloucenin.
toho druhu [16]. Zv1a3tni pozornost vzbudila synthesa silného karcinogenniho
uhlovodiku 20-methylcholanthrenu vztahem ke struktute steroidi i vychozim
materidlem, kterym byla kyselina desoxycholovs [41, 10], tedy sloudenina,
ktera je normalni souéasti organismu, coz vyvolalo ¢etné diskuse o existenci
endogenniho karcinogenu.

Je samoziejmé, ze byly ¢etné pokusy o nalezeni vztahu konstituce chemic-
kych karcinogent ke karcinogenni Géinnosti. Z poéatku bylo mozno pouze
srovnavat silu karcinogenni uéinnosti rizné substituovanych zékladnich
udinnych uhlovodiki. Z poslednich let se datuje pokus o kvantitativni vysti-
Zeni molekularnich vlastnosti karcinogennich uhlovodikd. Bylo vypoéteno
metodami moderni teoretické chemie, Ze v molekule karcinogent se vyskytuje
oblast o vy3si hustoté elektronti, kterd z podatku byla povazovana za charak-
teristickou pro karcinogenni tuéinek sloudeniny (Pullman, Daudel a j.)
a byla oznacena jako zona K (Krebs, Cancer). S pfibyvajicim materidlem se
ukdzalo, Ze jsou karcinogeny, kde se hypothesy o zoné K ned4 pouzit. Zd4 se
vSak, Ze u karcinogennich uhlovodiki je existence zony K pravidlem, i kdyz
korelace mezi Géinkem a nenasycenosti fenanthrenoidni dvojné vazby 9,10
neni vidy tésna.

Vztah konstituce karcinogend k jejich udinnosti je problém, ktery nelze
TeSit pouze po chemické strance. Je dobfe zndmo, Ze karcinogenita neni univer-
salni v tom smyslu, Ze by kterymkoliv karcinogenem bylo mozno dosdéhnout
maligniho bujeni kterékoliv tkané u kteréhokoliv organismu. Karcinogeny
jevi vyznacénou specifitu ke tkani; jsou zndmy karcinogeny specifické pro jatra,
pro modovy méchy¥, pro kizi, plice atd. V mnohych piipadech se projevuje
vyznaéna druhové specifita, jejimz p¥ikladem je arsenitan, karcinogenni pro
¢lovéka, avSak bez stejného Gidinku pro laboratorni zvifata, pokud byla zkou-
Sena [23]. I v mezich druhu se projevuje rizné susceptibilita ke karcinogenni-
mu uéinku téhoz karcinogenu, jak bylo podrobng studovdno na riznych
homozygotnich kmenech my$ek. Karcinogenita je hluboce ovliviiovana zpiiso-
bem aplikace, dietou a Fadou vedlejsich podminek. Tyto privodni okolnosti
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jsou s hlediska onkologického stejné dilezité, jako chemické vlastnosti karcino-
gent. Vedou k otézce, jakym zptsobem zasahuji karcinogeny do normalnich
zivotnich pochodl organismu nebo tkané, s niz pfijdou ve styk. Ke vzniku
nadoru je tfeba kombinace jistych vlastnosti karcinogenni slouéeniny s jistymi,
dosud nezndmymi vlastnostmi tkdné, které se projevuji jako jeji citlivost
ke karcinogenu. '

Pii¢ina karcinogenniho uéinku neni zndma. V poslednim desetileti se viak
nahromadilo sdostatek pokusného i spekulativniho materialu, aby bylo mozno
shrnout vysledky a odhadnout dalsi cesty vyzkumu, které by vedly k Feseni
problému chemické karcinogenesy. To plati zvlasté o aromatickych karcino-
genech, u nichz studium pokrocilo k isolaci alespol nékterych koneénych
metabolickych zplodin. Podrobné byl studovidn metabolism benzpyrenu,
dibenzanthracenu a methylcholanthrenu.

Karcinogenni uhlovodik, pokud je v organismu nezménén, muze pusoblt
pouze fysikalné chemicky, na p¥. rozpustnosti v lipoidech nebo adsorpei na
bilkoviny tkéni. Miize téz plsobit schopnosti adice. Benzpyren tvo¥i rozpustné
komplexy s puriny [39], Zlu¢ovymi kyselinami a s nukleovymi kyselinami;
tvorba téchto poslednich kyselin byla uvddéna v souvislost s karcinogennim
tieinkem [3]. Chybéji vSak experimentdlni podklady pro odhad, do jaké miry
tyto vlastnosti mohou souviset s karcinogennim uéinkem. Pokud jde o roz-
pustné komplexy, zda se, Ze jejich tvorba snizuje karcinogenitu uhlovodiku,
protoze je rychleji obéhem odstrafiovén z mista aplikace.

Béhem oxydativniho metabolismu karcinogennich uhlovodikt dochézi na-
proti tomu k tvorbé intermedidrnich zplodin, u nichz je reakce s tkatovymi
soudastmi nejen pravdépodobna, ale zdasti i pokusné prokizana. Tim oviem
neni Fedeno, ze je jiz zfejmy vztah téchto reakel ke karcinogenese.

Pro diskusi o biologické oxydaci karcinogennich uhlovodikit je nelbytne
pojednat téZ o metabolismu vicejadernych uhlovodiki postradajicich karcino-
genni vlastnosti. Organismus detoxifikuje aromatické a ngkteré heterocyklické
uhlovodiky nebo jejich derivaty tak, Ze je prevadi ve fenoly a vyluduje je
v konjugované formé jako glukuronové nebo merkapturové kyseliny. V né-
kterych pripadech byly mimo fenolické derivaty isolovany téZ dialkoholy.
Na ptikladé metabolismu anthracenu bylo ukazano [4], Ze se modi vyluuje
1,2-dihydro-1,2-dihydroxyanthracen, ktery lze snadno pfevést in vitro v 1-
hydroxyanthracen od§tépenim vody za obnoveni pavodni dvojné vazby:
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Dioly byly isolovany jako metabolity téz u naftalenu [43] a fenanthrenu [6].
Snadnost prevodu dioli v aromatické fenoly piisobenim kyseliny vyvolala
domnénku, ze dioly jsou prekursory fenolickych derivata. Tato predstava silné
ovlivnila interpretaci vysledkid, kdyz byly isolovdny zplodiny metabolismu
benzpyrenu a jinych karcinogennich uhlovodiku.

Weigert a Mottram [38] ob8irné shrnuji a dopliiuji do té doby ziskané
vysledky o isolaci a identifikaci slouc¢enin, které vznikaji u pokusnych zvifat
z podaného benzpyrenu. Na zakladé rozpustnosti, chovani p¥i sloupcové chro-
matografii s riznymi adsorbenty a fluorescenénich spekter byly rozlieny étyfi
derivaty, které vznikaji z benzpyrenu v riznych tkanich, a oznacéeny X,, X,, F;
a F,. Z nich pouze F, mohl byt identifikovan jako 8-benzpyrenol, pravdé-
podobné znecistény 10-benzpyrenolem, jak ukazaly pozdéjsi pokusy. Schema,
jak je u téchto autorti uvedeno, je pokusem o vysvétleni sledu reakei pfi meta-
bolismu benzpyrenu a pravdépodobné konstituce metaboliti:

benzpyren ! X, 2 F,; g, F,
\ /——)
2 X, 3

Oba metabolity X jsou pevné vaziny na tkanové soudasti a zpusob jejich
isolace zahrnuje hydrolysu silnym KOH v prostiedi ziedéného methanolu.
Z4dny z obou nemé vlastnosti slabé kyseliny, jak je tomu u derivata F.
Reakce 2’ je proveditelnd in vitro piisobenim zfedéné kyseliny — z X, vznika
F,. Derivat X, je za obdobnych podminek stily vaéi kyseling, ale zahiit
s kyselinou na 150 °C v zatavené trubici poskytuje F, ¢ili benzpyrenol. Podle
nazoru Weigerta a Mottrama vyhovuje pozorovanym vztahtm predstava, ze
benzpyren v prvé reakei biologické pfemény pfijme peroxyd vodiku v poloze
8,9, vznikly diol se spoji s ngkterou souddsti tkiné na derivat X, 8-OR,-9-OH-
8,9-dihydrobenzpyren a v derivat X, 8-OR,;-9-OR,-8,9-dihydroxybenzpyren.
Derivatu F, pak pripisuji konstituci 8-OR,-benzpyrenu.

Jak vidst, je schema pfemé&ny benzpyrenu do velké miry zavislé na pred-
pokladu, Ze dioly jsou prekursory fenolé téZ u karcinogennich uhlovodikd.
Z uvedenych metabolitl je zajisténa pouze povaha derivatu F,. Tato slou¢enina
byla isolovana té% z feces krys po injekcich benzpyrenu jako methoxyderivat
[2], identifikovdna s 8-methoxybenzpyrenem, ziskanym tplnou synthesou [12].
Ve feces se vyskytuje s isomernim 10-benzpyrenolem, jehoZz konstituce byla
rovnéZz potvrzena synthesou. Oba benzpyrenoly prechazeji in vivo i in vitro
snadno v 5,8-, resp. v 5,10-dihydroxybenzpyren a pfi oxydaci v prisluiné
chinony, ziskané jiz dfive pfi oxydaci benzpyrenu kysliénikem chromovym [37].

Koneéné stadium biologické oxydace benzpyrenu je tedy dokonale zajiSténo.
Predpoklad Weigerta a Mottrama o vyskytu 8,9-dihydroxybenzpyrenu, resp.
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jeho konjugati jako obligatnich mezizplodin tvorby fenold, je velmi zdvazny
nejen pro metabolismus benzpyrenu, ale i jinych karcinogennich uhlovodiki,
protoze fenoly byly isolovdny jako metabolické zplodiny téz z 1,2,5,6-dibenz-
anthracenu. Otazka obligatni intermedidrni tvorby benzpyrendiolu zistala
nedoteSena, ackoliv je rozhodujici pro mechanismus chemickych pochodd,
které mohou nastat v tkani béhem pfemény uhlovodiku. Pfesto lze uvést fadu
okolnosti, které nasvédcéuji, ze tvorba diolii — ktera je u karcinogennich uhlo-
vodiki ryze hypothetickd — nemusi byt nutnym mezistupném vzniku fenolt.
Tak blizsi studium pfemény naftalenu ukazalo, Ze tvorba fenolu a diold jsou
pochody na sobé nezavislé [5]. Pri studiu oxydace ptibuznych uhlovodiki
peroxydem vodiku za katalysy kysli¢nikem osmiéelym bylo zjisténo, Ze se sice
tvoti dioly, ale na jinych mistech, nez odpovidalo metabolickym fenoldm [9].
Pokusné podminky, které vedou k isolaci derivati X pevné vdzanych na tkd-
nové soudasti, t. j. hydrolysa silnym methanolickym roztokem louhu, se dosti
t8sné priblizuji podminkdm, uzitym pozdéji k isolaci frakce benzpyrenu, pevngé
vazaného na proteiny tkani [20]. Pfitomnost peroxydu vodiku v tkanich,
kters je pfedpokladem adice na uhlovodik, je sama o sobé problémem, pravé
tak jako pfitomnost peroxydasy v ssavéich tkdnich. Domnivdm se, Ze pokusny
material, uvedeny u obou autord, nepostacuje k zavéru, %e benzpyrendiol,
resp. jeho konjugity jsou metabolickou cestou tvorby fenolu. Stejné oprav-
néné by bylo vysvétleni, Ze tvorba konjugati je jinou metabolickou cestou, kters
zabrafiuje tvorbé fenolt z benzpyrenu. Je tedy ziejmé, Ze tato otazka potie-
buje dalsiho pokusného zpracovani.

Autorim, kteti se zabyvali isolaci a identifikaci benzpyrenolu z feces, bylo
napadné, Ze sice byly nalezeny monofenoly, substituované v poloze 8 a 10,
nikoliv v8ak v poloze 5, ktera je pfi jinych substitucich, na p¥#. pfi chloraci,
nejreaktivngjsi. Pozorovany tkaz byl vysvétlovan tak, Ze v organismu probiha
oxydace jinak nez p¥i oxydaci ryze chemické in vitro. Byla vyslovena domnén-
ka, e se benzpyren kombinuje s ndkterou soudssti tkani a pro sterickou
zdbranu takto vzniklou nemize byt oxydovan v poloze 5. Také tento nazor
vyzaduje dalsiho experimentalniho potvrzeni. Ve feces jsou sou¢asné s mono-
fenoly pfitomny 5,8- a 5,10-difenoly. Oba monofenoly, 8-1i 10-, snadno jiz auto-
oxydaci pfechézeji v difenoly. Neni diivodu se domnivat, Ze 5-hydroxybenz-
pyren by rovnéz nebyl snadno oxydovatelny v biologickém prostiedi, které je
pro oba druhé monofenoly oxydaéni. 5-benzpyrenol by nebylo mozno ve feces
dokéazat také tehdy, kdyby jeho oxydaéni metabolismus byl pomérné rychly.
V tom ptipadé by ovSem 5,8- a 5,10-dihydroxybenzpyreny vzniklé z 5-benz-
pyrenolu byly tytéz, které vznikaji z obou druhych monofenoli. Evidence
o neptitomnosti 5-benzpyrenolu ostatnd neni tplné. 8-benzpyrenol a 10-benz-
pyrenol byly isolovany jako methoxyderivaty délenim na sloupeci kysliéniku
hlinitého [2] se znaénymi ztrdtami materidlu, které byly zptisobeny netiplnym
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délenim. Proto zbyvi moznost, Ze 5-benzpyrenol mohl byt piehlédnut. Tato
domnénka je podlozena vlastnimi pokusy (Spéleny a O. P., nepubl.), které
ukazaly, Ze se pii Setrné oxydaci benzpyrenu manganistanem tvoii mimo jiné'
nejméné tti slouceniny, jejichZ chromatografické chovéni a spektra v ultra-
fialové oblasti svédéi pro konstituei monofenold. Reaktivita réiznych poloh
benzpyrenové molekuly se podle toho sice lisi, ne vSak ¥4dové. K rozhodnuti
celé otazky je tfeba promérit zdanlivé oxydaéni potencidly u viech t¥i isomer-
nich benzpyrenolti a z nich posoudit moznost vyskytu 5-benzpyrenolu pri
oxydaénim metabolismu uhlovodiku, i kdyZ by pfimy diikaz jeho pfitomnosti
v tkanich selhal.*

Mezi latky vznikajici pti biologické pfeméné karcinogeni je nutno poéditat
téZ sloudeniny benzpyrenu, dibenzanthracenu a methylcholanthrenu s proteiny
mysi epidermis. Synthesa uhlovodiki poznaéenych radioaktivnim isotopem
uhliku umoznila sledovat jejich osud az do vyvinuti nddoru. Jiz za nékolik
hodin po potieni kiize roztokem benzpyrenu nastiava jeho ¢&ila pfeména a jsou
prokazatelné jak kyselé derivaty (pravdépodobné fenoly), tak frakce uhlovodi-
ku chemicky vazana na bilkoviny v misté pisobeni. Obé frakce dosahuji
maxima asi po jednom az po dvou dnech, kdy mnoZstvi karcinogenu vdzaného
chemicky na bilkoviny dosahuje asi jednoho procenta celkové davky (50ug).
Jeho mnozstvi pak pongkud klesne a zlst4vs pomérné konstantni po &tyti
tydny, kdy zadind postupny pokles [15]. Vysledky jsou potvrzenim o nékolik
mésici starsi prace [20], v niZ je uvedena fada dalsich zajimavych podrobnosti.
Nebyla nalezena frakce benzpyrenu, chemicky vazaného na nukleové kyseliny.
Frakce vazana na proteiny po aplikaci na kuZi byla obsaZena pouze v epider-
mis, nikoliv v derm4lni ¢asti ani v jinych orginech. Vlivy, které pisobi anti-
karcinogenné, jako ozafovani kuZe potfené benzpyrenem nebo soudasnd
aplikace methylcholanthrenu, sniZuji zaroveil mnozstvi benzpyrenu chemicky
vézaného na bilkoviny. Zv143té zajimavé je pro tento typ pfemény benzpyrenu,
%e neprobihd v prezivajici ktizi cerstvé usmrcené mysi (!). Obdobnych vysledkit
bylo dosaZzeno pri podavani radioaktivniho dibenzanthracenu [15] a methyl-
cholanthrenu [13]. 2-Acetaminofluoren, ktery produkuje nddory pfevadzné
v jatrech, tvoFi chemicky vdzané proteidy s jaternimi bilkovinami [40].

Uvedené vysledky s karcinogennimi uhlovodiky jsou obdobou vztahi, které
byly mnohem podrobngji prostudovény s azobarvivy [21]. Velmi strudné
shrnuto: bylo prokdzano, Ze pouze ta barviva (typu dimethylaminoazoben-
zenu), kters vyvoldvaji tvorbu hepatom, tvorila chemicky vazané proteidy.
Veskeré vlivy, které ptsobily na karcinogenitu barviva, ovliviiovaly souhlasné
tvorbu konjugatii a jaterni bilkovinou. Poda¥ilo se téz elektroforeticky isolovat

*V dobé tisku tohoto referatu byl isolovén ve zdejSich laboratofich (O. Pihar a J. Spé-
leny) z krysich feces 5-hydroxybenzpyren a po methylaci identifikovdn srovnanim se
synthetickym 5-methoxybenzpyrenem. Prace vyjde v Chem. listech.
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bilkovinu, na ni% je vét§ina barviva vazana. Je to pomalu se pohybujici kom-
ponenta A jaternich bilkovin.

U dvou chemicky riznych skupin karcinogennich latek byl tedy prokizan
vztah mezi karcinogenitou, modifikujicimi vlivy a mezi tvorbou chemickych
sloudenin karcinogenu s bilkovinami v misté pisobeni. Vyznam tohoto zjisténi
je ziejmy bez komentarte.

Zistava otdzkou, jakym zpiisobem muZe aromaticky uhlovodik reagovat
s bilkovinami. T4% otdzka se vyskytuje v téch nedetnych ptipadech, kdy byl
pozorovan udinek benzpyrenuna enzymy in vitro. Pti sledovani otazky mecha-
nismu pusobeni benzpyrenu na bilkoviny je tfeba vénovat pozornost jeho
uéinku na ten typ enzymi, které pottebuji k aktivité volné thiolové skupiny.
Dtvodem pro to je, ze karcinogenesa byla spekulativng jiz ddvno spojovéna
s ovlivnénim thiolt v tkani prfitomnych, protoze thiolové slouceniny zasahuji
do regulace zdkladnich Zivotnich funkei Zivé hmoty, jako je permeabilita,
mitosa, oxydativni fosforylace, a j. Na druhé strané jsou thiolové skupiny
bilkovin jejich nejreaktivnéjsi funkéni skupinou. A¢koliv benzpyren nereaguje
obecné s thiolovymi skupinami toho typu, ktery je obsaZen v cysteinu, jsou
jim brzdény proteolytické enzymy papain, kathepsin [31] a sukcinodehydro-
gendsa [27]. Blizsi studium inhibice sukcinodehydrogenasy ukézalo, Ze nepatrna
¢ast thiolovych skupin v uzitém preparatu se stava nedokazatelnou za piitom-
nosti benzpyrenu [24].

Podrobnéji nez u karcinogennich uhlovodikd byl sledovan vztah mezi kar-
cinogenitou a inhibici thiolovych enzymovych systémt u §tépnych zplodin
karcinogenniho barviva N-dimethyl-p-aminoazobenzenu [28]. Bylo zjisténo,
ze pouze slouéeniny s chinonoidni strukturou jsou vysoce toxické pro sukecino-
dehydrogenasu, ktera byla studovana jako typicky zastupce thiolovych sou-
stav. Pokud metabolické zplodiny azobarviva, jako p-aminofenol, N-dimethyl-
p-fenylendiamin, nebyly cytochromovou soustavou ¢asteéné zoxydovéany,
nemély inhibiéni uéinek.

V této souvislosti je tfeba zminit se o novéjsich nazorech na priibéh reversi-
bilnich oxydaénich pochodt. Michaelis [17, 18] dok4zal, ze u &etnych orga-
nickych oxydoredukénich soustav lze v pribséhu oxydoredukéniho pochodu
prokdzat existenci semichinoidniho radikélu podle schematu:

hydrochinon chinon
diamin <« — semichinoidni radikdl <———— diimin
leukobarvivo barvivo

Uplné oxydace dihydroformy oxydoredukéniho systému zahrnuje ztritu
dvou elektronti. Semichinoidni mezistupeti je pouze o jeden elektron chudsi
nez redukovans forma, obsahuje tedy neparovy elektron, a ma proto povahu
radikalu. V souvislosti s tim je semichinoidni forma zpravidla nestala a elektro-
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chemickymi metodami prokazatelna jen ve vhodnych pfipadech, kdy je radikal
v dtsledku vlastnosti organické molekuly stabilisovan. Pro mechanismus in-
hibice thiolovych enzymu je zajimavé, Ze nékteré methylované derivaty
p-fenylendiaminu — ktery béhem oxydace inhibuje sukcinodehydrogendsu —
maji pomérné stalé semichinoidni mezistupné oxydace [19]. Proto je zcela
opodstatnéna Potterova domnénka, Ze inhibice sukcinodehydrogendsy je
zplisobovana kombinaci radikdlu, na p¥. p-fenylendiaminu s thiolovou skupi-
nou sukcinodehydrogenasy. S tim je v souhlasu téZ pozorovani, Ze toxicky vliv
dimethyl-p-fenylendiaminu na tkanové kultury prislusi pouze rizovému semi-
chinoidnimu radikalu, nikoliv vy$§im oxydovanym formam [8].

Je jests dalsi vztah volnych radikala jednak k inaktivaci thiolovych soustav,
jednak ke karcinogenese. Je obecné znamo, Ze ionisujici zfeni je vyslovené
karcinogenni. Uginek zafeni na Zivou hmotu, resp. jeji komponenty, je kom-
plexni. V rameci této diskuse je vSak zvlasté zajimavd tvorba kyslikovych
radikdld v ozafovanych vodnych roztocich. Tyto radikaly O,H a OH jsou
silng oxydadné& (éinné, a proto inaktivuji téZ thiolové soustavy.

Oxydace cysteinu zafenim gama byla formulovana [33] jako fetézovy po-
chod, v némz% nositelem fetézu jsou atomy vodiku, pochézejici v iniciaéni
reakei z molekuly vody, roz§tépené absorbovanym kvantem:

1. + H0 - H+ OH
2. H + 0, - O,H

3. R—SH + OH - R—S 4 H,0

4 R—S + R—SH->R—S—SR+H
5. R+SH + 0O,H - R—S + H,0,

V uvedeném schematu je obecné zajimava reakce 3 a 4, protoze vysvétluje
fadu pozorovani o oxydaci aromatickych latek, ktera probihd za soudasné
autooxydace thiolovych sloudenin. K oxydaci thiolu R—SH miuze dojit téz
mnoha jinymi zpasoby, na pf. téZkym kovem, ferricytochromem a jinymi
monovalentnimi oxydaénimi éinidly. Jako oxydaéni zplodina vznika radikal
R—S, ktery oxyduje dalsi molekulu thiolu na disulfid, a pti tom vzniks ato-
movy vodik, s molekuldrnim kyslikem poskytujici kyslikovy radikal. I kdyz
je toto schema do znaéné miry hypothetické a jsou mozné téz jiné formulace,
je v ném zachycen charakteristicky rys autooxydadniho pochodu, ktery je
zaloZen na vzniku volnych kyslikovych radikilt se silnym oxydaénim din-
kem. Podobnym zpisobem lze formulovat téZ autooxydaci jinych autooxyda-
bilnich latek, na p#. kyseliny askorbové. Je tfeba zduraznit, ze kyslikové
radikdly maji mnohem silnéj$i oxydaéni schopnost nez peroxyd vodiku, jehoz
vznik vlastné znamend inaktivaci oxydacné udinnych radikali. Je-li v auto-
oxyda¢ni soustavé pritomna aromatickd nebo heterocyklickd sloudenina,
schopné oxydace, je oxydovana kyslikovymi radikdly. Z &etnych pfikladi
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uvadim pouze oxydaci tyraminu na oxytyramin, chinolinu na oxychinolin,
acetanilidu na p-oxyacetanilid v roztoku, kde probihd autooxydace askorbatu,
eventuilné katalysovand stopami kovi [36].

Pro nadi diskusi je nejdilezitéjsi, Ze mezi aromatické latky, které jsou
schopny oxydace za pFitomnosti autooxydujicich latek, patii karcinogenni
uhlovodiky. Zasahuji jak prooxydac¢né, tak antioxydac¢né do katalytickych
pochodt samych a v nékterych pfripadech byly isolovany tytéz fenoly, které
vznikaji metabolickou preménou. Z roztoku solubilisovaného benzpyrenu,
v nichZ soudasné probihala oxydace thiold [7], nebo askorbatu [22] byly isolo-
vany 5,8-, resp. 5,10-benzpyrenchinony, které jsou koneénym stadiem oxydace
benzpyrenu pres fenoly. Pfi pokusech o interpretaci oxydace aromatickych
latek pfiautooxydaci se v literatufe opétovné setkdvame se zakorenénou starsi
predstavou, Ze kooxydacni reakce vychazi z peroxydu vodiku, ktery se tvori
béhem autooxydace podle jednoduché reakce:

B —Hy b 8, 5 A 4 T,

Formulace autooxydaéniho pochodu jako radikdlové fetézové reakce a roz-
sahld, aviak neusporddand experimentalni evidence svédéi pro vyskyt kysliko-
vych radikalt pfi autooxydaénich pochodech. Pro mechanismus oxydace
aromatickych latek je spravné formulace autooxydaéniho pochodu rozhoduji-
ciho vyznamu. Je-li povazovan peroxyd vodiku za vychozi oxydaéni ¢inidlo,
sméfuji vyklady kooxydaéniho pochodu k adici peroxydu a od$tépeni vody
na fenol (viz vy$e) a k postuldtu pfitomnosti peroxydasy v Zivoéisnych tkanich.
Peroxydésa v nich dosud spolehlivé prokazana nebyla. Jestlize se v8ak béhem
autooxydacéniho pochodu tvo#i kyslikové radikaly, ptisobi redukujici latka
(na pf. kyselina askorbovd a thioly) v kombinaci s molekularnim kyslikem
stejné, jako by pusobila peroxydasa v kombinaci s peroxydem. Z organické
preparativni chemie je znamo mnoho reakei, které vedou k oxydaci aromatic-
kych slougenin radikalovym mechanismem. S hlediska diskuse o mechanismu
oxydace aromatickych karcinogennich uhlovodiki je charakteristickd oxydace
fenolu v isomerni dioxybenzeny, ktera probihé jednak Fentonovym ¢inidlem,
jednak puscbenim paprskit X. Fentonovo ¢éinidlo je, jak zndmo, smés peroxydu
vodiku s dvojmocnym Zelezem, kterd je generatorem kyslikovych radikala
O,H a OH. Tytéz radikaly vznikaji p¥i ozafovini vodnych roztoki ionisujicim
zétenim. P¥i oxydaci fenolu se primarné tvoii volny radikal [32], ktery lze
psat v meznich vzorcich:

0 .
; 1 ?
H
4
@ <—$©é—>©
P
H
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Fenolovy radikal pak reaguje bud s dal§im radikalem kysliku:

?. 0.0H

¢ ¢
0
+ 02/-/ — —_—
nebo s kyslikem samotnym:
.(.J q. 0>
© ’ 02 - ©

Jako koneéna zplodina se v tomto pFipadé tvoii ptevazné o-chinon.

Kooxydace benzpyrenu pfi autooxydaci kyseliny askorbové nebo jinych
sloudenin, piiniz se vyskytuji volné radikaly kysliku, nds opraviiuje k zdvéru,
#e karcinogenni uhlovodiky se p¥i tomto pochodu oxyduji rovnéz radikalovym
mechanismem.

Oxydaci ve vlastnim slova smyslu je podle definice vidy ztrita elektronu.
Stabilisace molekuly v koneénou slou¢eninu je pouze dusledkem reakce molekul
ptitomnych v rozteku s vysoce reaktivnim radikalem. Proto koneéné sloude-
niny vznikajici z benzpyrenu mohou byt rizné povahy; jsou-li pfitomny pouze
molekuly rozpoustédla, na pt. vody, ionisované v ionty H+ a OH- (v roztocich
solubilisovaného benzpyrenu), vede reakce k fenolu a ziskdvame schema pro
autokatalysu oxydace benzpyrenu (radikily jsou oznadeny tetkou pred
symbolem):

«BP + OH- - >BP_OH4+ H
H +0, — »+0,H
« O,H + BP + H+ -~ PB + H,0,

Je-li pfitomna thiolova skupina, na pt. nalezejici bilkovinég, je odtivodnéné

podobné reakéni schema:
eBP + HS —R—BP—S —R + H
H + 0, ————+«0,H atd.

Obdobné si lze predstavit reakce s jinymi volnymi skupinami, které jsou
obsazeny v bilkovinnych molekuldch, s hydroxylem tyrosinu nebo s hetero-
cyklickym dusikem histidinu:

eBP+HO—R—BP—0—R +H

.« BP + N<}R ——>BP—§<}R

Je ziejmé, Ze vazba benzpyrenu na bilkoviny je snadno vysvétlitelna reakei
radikdlu benzpyrenu s volnymi funkénimi skupinami bilkoviny. Nesndz je
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v tom, Ze existence BP radikdlu je opodstatnéna za ptitomnosti autooxydabil-
nich latek, Ze pokusny material pochazi z pomérné jednoduchych, snadno
kontrolovatelnych soustav, kdezto v tkanich, kde probihd vazba benzpyrenu
na bilkoviny, je existence volnych kyslikovych radikalt problematicka.

V nas8ich laboratofich jsme se ponékud priblizili feSeni otazky o mozZném
vysyktu volnych kyslikovych radikala p¥i respiraénim pochodu. Zjistili jsme,
ze davno znadm4 sloudenina, 7-jod-8-oxychinolin-5-sulfonové kyselina, znama
pod nazvem ferron nebo yatren, méa vyznadné katalytické vlastnosti. Kataly-
suje autooxydaci askorbatu a rozklad peroxydu vodiku. Rozsdhlé pokusy,
o nichz nelze v podrobnostech v rdmeci této prednasky referovat, vedly k zavéru,
ze katalyticky uéinek ferronu spoéivé v tvorbé volného radikalu z fenolatového
aniontu ferronové molekuly. Radikdl vznikd oxydaci kyslikovymi radikaly,
pravdépodobné radikalem O,H [25]. Studie o vlivu ferronu na cytochromovou
soustavu pak ukdzaly, Ze ferron podobnym zpuisobem aktivuje oxydaci cyto-
chromu s cytochromoxydésou [26]. Cytochromoxydasa je tim enzymem, ktery
béhem respira¢niho pochodu redukuje kyslik na vodu. Jak znamo, je hemo-
proteidem se Zelezem v prostetické skupind. Sama cytochromoxydisa je
v prabéhu respiraéniho pochodu redukovéna soupravou cytochromi, které
jsou rovnéz hemoproteidy. P¥i reakci prostetické skupiny cytochromoxy-
désy se méni valence Zeleza z ferro na ferri, coz znamena, ze kyslik pfijme jeden
elektron. Je tézko predstavitelné, Ze by v jedné simultdnni reakci molekula
kysliku O, ptijala 4 elektrony nezbytné ke vzniku vody 2H,0. Pravdépodob-
néjsi je, Ze kyslik piijimé elektrony, poskytované cytochromovou soustavou,
postupné, jak je obvyklé u jinych oxydoredukénich soustav. Z toho vyplyva,
ze v pribéhu redukce kysliku dochdzi k tvorb& nestélych anionti kysliku,
které se ihned sluéuji s protony, pfitomnymi v roztoku, v piisluiné konjugo-
vané kyseliny:

0, 05 -0z o- -0-
Y Y 4 ¥
0,H 0,H, OH H,0

Teoreticky je tedy podloZen nézor, Ze cytochromoxydisa muze byt za
jistych podminek generatorem kyslikovych radikalt O,H a OH. Za normalnich
podminek jsou kyslikové radikély nepochybné redukovény postaéujici rych-
losti eytochromovou soustavou samou. Podminky a priori nutné k udrzeni
radikélu jsou bud velmi pomald redukce cytochromoxydésy cytochromovou
soustavou, nebo pritomnost sloudenin, které jsou schopny vytvotit oxydaci
intermedidrné vznikajicimi kyslikovymi radik4ly vlastni radikélovou. formu
a tak pfenést oxydadni Fetéz z povrchu cytochromoxydasy do roztoku.

N4s prispévék o zplsobu postupné redukee kysliku cytochromoxydisou je
zéasti hypothetické povahy a bez dalsiho experimentdlniho podloZeni nelze
odhadnout, do jaké miry se tento pochod uplatiiuje in vivo. Pro metabolismus
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karcinogennich uhlovodikl se tim otvird nova cesta studia podminek jejich
oxydace in vivo a pokusy v tom sméru jsou u nds rozpracovany.

Jako doplnék k této kapitole lze shrnout znamy pokusny material a jeho
interpretaci o metabolismu karcinogennich uhlovodikt na prikladé benzpyrenu
ve schematu (na str. 274).

Ze schematu biooxydace benzpyrenu lze snadno odhadnout typy uéinku
benzpyrenu na metabolismus tkani, kde probihd jeho pieména. V prvnim
stupni oxydace vznikaji volné radikaly benzpyrenu, které jsou schopny che-
mické reakce s volnymi funkénimi skupinami bilkovin. Jedina volnost, kterou
si zde autor dovolil, je pfedpoklad, Ze radikaly jsou dostateéné stalé, aby mély
das k reakei, nez zaniknou jinym zptsobem. Pokusy Millerové [20] a jinych
dokazuji, Ze k reakei s bilkovinami dochazi v mife dobfe prokazatelné. Mimo
chinony neni v oxydac¢ni fadé metaboliti jinych derivatd, které by byly
schopny bezprostfedni reakce s bilkovinami a enzymy, nez radikaly benzpyrenu
a monohydroxybenzpyrenu.

Jina &4st radikéld je pfevedena v monofenoly. Pritom vznik4 atomovy vodik
(viz vyse), poskytujici znamou reakei s molekuldrnim kyslikem radikal O,H.
V této souvislosti je tfeba zminky o tom,; Ze biologické reakce karcinogennich
latek se velmi podobaji G¢inku ionisujiciho zdfeni, takZe se v literatute uziva
pojmu ,,radiomimeticky wéinek pro biologické vlivy karcinogent [3]. Jak
znamo, Séast Géinku ionisujiciho zafeni spo¢iva v tvorbé kyslikovych volnych
radikalt. Zde v pfipadé benzpyrenu se zdd byt tato souvislost pochopitelna,
protoze tvorba radikdlu O,H je vedlejsi reakei pfi pfevodu radikalu benzpyrenu
v jiné slouceniny.

Ve smyslu definice oxydaéniho pochodu jsou pro Gplnost uvedeny téz radi-
kaly, vyskytujici se pfi oxydaci monohydroxybenzpyrent v dihydroxyderivaty.
Protoze dosud nemame experimentdlnich méfitek pro stidlost téch ¢i onéch,
jsou uvedeny jako mezistupné oxydace, rovnéz schopné konjugace s bilkovi-
nami a s enzymy.

Chinony vznikaji oxydaci dihydroxyderivati jiz vzdu$nym kyslikem. V zivé
tkani zistavaji pravdépodobné v redukované formé a st¥iddnim oxydované
a redukované formy budou Géinné jako oxydoredukéni pfenasede. ProtoZe neni
znam redoxpotencidl této hydrochinoidni soustavy, nelze zatim odhadnout,
na které soustavy dehydrogenis se predpokldadany uc¢inek mize vztahovat.

V této predndsce jsem se pokusil o souhrn dne$nich zralosti o metabolismu
karcinogennich uhlovodikd spise pfehledn& a se zietelem ke sméru jejich
dalsiho vyzkumu po strance biochemické, nez uplné. V &etnych piipadech
nebylo mozno podat veskeré experimentalng podlozené duvody, které vedly
k zdvérim zde podanym. Ze souhrnu vyplyvd, Ze alespoil jedna cesta metabo-
lismu benzpyrenu se dd sledovat az do stadia chinont. V&tsina stalych meszi-
zplodin oxydace byla identifikovdna srovndnim se synthetickymi slouéeninami.
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Je velkym pokrokem Ze otdzku o pisobeni benzpyrenu na metabolismus tként
a na biologické funkce tkdni mizeme dnes Fesit zpisobem vybéru jednotlivych
definovanych reakei, které mohou zptsobit metabolity tohoto uhlovodiku.

V obdobi latence mezi aplikaci benzpyrenu a vznikem nddoru probihid
v postizené tkani sled zmén, jehoz zdkonitosti dosud nezndme. Bylo by zby-
teéné, aby tato predndska obsahovala domnénky o mechanismu, kterym
vznika po tydnech latence naddor na misté, kde byl aplikovan benzpyren. Vse,
co bylo moZno o karcinogenese spekulativné odhadnout z experimentélniho,
dnes dostupného materidlu, bylo fedeno na mnoha jinych mistech v pojmech,
jeZ nutné ztstaly vSeobecné, jako na pf.: deviace proteinosynthesy, porucha
chromosomt, posun v rovnovaze enzymovych soustav a pod. Vyznam vyzku-
mu karcinogennich uhlovodikt vidim v tom, Ze jsou jiz dany podklady pro to,
aby vSeobecné otazky byly feSeny konkrétné. Je snadnéjsi p¥ipravit obdobné
konjugéty s bilkovinami jako ty, které byly isolovany, a studovat vlastnosti
bilkovin takto zménénych, nez patrat po odchylkich, jejichz povahu nelze
napfed odhadnout. Vyzkum karcinogennich uhlovodikd je indikovan nejen
s hlediska metodologického. Benzpyren je zcela obecné roz§ifenym vnéjsim
karcinogenem, je obsaZen v ovzdusi, které dychame, i v potravé, kterou
pozivame. Proto problém benzpyrenové karcinogenesy neni omezen pouze na
skupiny povolani pFichdzejici do styku se sazemi a dehtem [34], ale tyka se
veskerého obyvatelstva. Prof. Sula prvni prokézal chemickou cestou, Ze benz-
pyren je deponovin v lidském organismu; isoloval jej z anthrakotickych
plicnich uzlin a identifikoval po chromatografickém déleni nezmydelnitelného
podilu fluorescenéni spektrografii. Nevime sice, kterd reakce benzpyrenu je
prvnim ¢lankem ve sledu biochemicky prokazatelnych reakef, které nakonec
vedou ke vzniku nddoru, ale lze soudit, Ze je to jedna z téch, o nichZ jsme
diskutovali. AZ ndm bude zndma, bude moZno uvazovat o prevenci maligniho
ristu, zahdjeného aplikaci benzpyrenu.
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