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1. Uvod

Balkanska endemicka familiarni nefropatie je choroba
roz$ifena v geograficky limitovanych oblastech, v populaci
zijici v oblasti podél feky Dunaje (do vzdélenosti az
100 km od toku) v nékterych ¢astech Bulharska, Rumun-
ska a zemi byvalé Jugoslavie' . Uvedené onemocnéni je
charakterizované pomalu postupujicim progresivnim zané-
tem intersticia ledviny, ktery vede az k totalnimu selhani
funkce tohoto organu. Proces je ireversibilni a kon¢i zpra-
vidla terapii formou dialyzy, event. naslednou transplanta-
ci postizeného organu' . Klinicky a morfologicky je bal-
kanska endemicka nefropatie charakterizovana signifikant-
nimi zménami struktur ledvinnych tubuli, intesticialni
fibrosou a postupnym poskozenim renalniho parenchymu
vedoucimu k totalni atrofii organu. Je provizena anemii,
ztratou t€lesné hmotnosti a bolestmi hlavy, u pacientti v§ak
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absentuje hypertense typickd pro jiné nefropatie’.
Z charakteristickych biochemickych zmén je nutné zminit
proteinurii, glukosurii, zvySeny obsah kreatininu v seru,
zvySeni hladin nékterych enzymu (y-glutamyltransferasy,
alkalické fosfatasy, laktatdehydrogenasy), plasmatickych
imunoglobulint IgM a IgG a pH mo&i**. Choroba je spoje-
na s multifokdlnimi, pomalu rostoucimi, povrchovymi,
,low-grade® tumory panvicky ledvin a s tvorbou tumord
i dalsich ¢asti mogového traktu'™.

Mezi dosud nevyfesené otazky spojené s balkanskou
endemickou nefropatii patfi poznani pfi¢in choroby, a to
i presto, ze tloha fady potencialnich faktorti (pfedevsim
faktorti genetickych a enviromentalnich) byla jiz studova-
na>°. Epidemiologické a genetické studie napovidaji pro
multifaktoridlni pivod balkdnské endemické nefropatie.
V soucasnosti bylo vysloveno nékolik hypotéz, které se
pokouseji vysvétlit pivod jak tohoto ledvinného onemoc-
néni, tak i tumord mocového traktu, které chorobu prova-
zeji.

2. Hypotézy etiologie balkanské endemické
nefropatie

2.1. Polycyklické aromatické
uhlovodiky a aromatické aminy

Za jednu z pricin balkanské nefropatie je povazovano
dlouhodobé vystaveni obyvatelstva postizené oblasti poly-
cyklickym aromatickym uhlovodikim a aromatickym
aminiim, které se dostavaji do Zzivotniho prostfedi
v postizenych regionech z lozisek lignitu a uhli’. Vyskyt
takovych organickych sloucenin byl prokdzan jiz
v poloviné 70. let, detegovany byly jako slozky olejovych
skvin ve vodach jezer a fek endemickych oblasti
s vyskytem balkanské nefropatie. Jejich pfitomnost byla
prokazéna i v pitné vodé konzumované obyvatelstvem
regionti postizenych balkanskou nefropatii’. Skutegnost,
ze aromatické aminy vykazuji nefrotoxické a karcinogenni
ucinky, rovnéz jako jejich efektivita vyvolavat tvorbu na-
dori mocCovych cest, je znama jiz fadu let, jak ze studif
experimentélnich, tak i epidemiologickych®’. Metabolic-
kou aktivaci obou typt aromatickych sloucenin vznikaji
reaktivni intermediaty (diolepoxidy resultujici v tvorbu
karbeniovych iontl z polycyklickych aromatickych uhlo-
vodikli a nitreniové ¢i karbeniové ionty z aromatickych
amint), které kovalentné¢ modifikuji DNA cilovych organt
(tvorba DNA aduktll). Tim pak iniciuji patologické proce-
sy”!®. Adukty aktivovanych toxikanti s DNA mohou byt
prokazateln& detegovany fadou experimentalnich metod''™"*
a korelovany s vyvojem choroby. Studie sledujici tvorbu
takovych adukti v DNA pacienti z oblasti postizenych
balkanskou endemickou nefropatii v§ak dosud chybi.
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2.2. Tézké kovy

Nichifor a spol."” prokazali, e se v endemickych
oblastech s vyskytem balkanské nefropatie nachazeji
v okoli vodnich zdroji vysoké koncentrace kadmia, chro-
mu, hotc¢iku, kobaltu, niklu a médi a jejich iontd. Zvyseny
obsah nékterych iontl téchto kovi (Mg, Cu, Ni) byl navic
detegovan v mogi pacientii trpicich uvedenou chorobou’.
Vzhledem k nefrotoxicité uvedenych kovu jsou proto také
povazovany za jednu z pficin, pusobici pravdépodobné
v kombinaci s dalS§imi faktory, a participujici na vyvoji
choroby'™". T&7ké kovy totiz zpiisobuji vazné poskozeni
ledvinného tubularniho systému a nalezeny byly i nekteré
morfologické podobnosti mezi nefropatii vyvolanou tézky-
mi kovy a balkanskou endemickou nefropatii®. Biochemic-
ky mechanismus pusobeni tézkych kovi zahrnuje posko-
zeni membran rendlnich bunék (kalciovy kanal), iniciaci
oxidativniho stresu a produkci superoxidovych aniontu,
narust peroxidace lipidi a poSkozeni biologické funkce
SH proteind (vazba ionti tézkych kovid na SH skupiny
esencialni pro jejich ptisobeni).
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2.3. Mykotoxiny

Dalsi hypotéza predpokladd pivod choroby
v pusobeni mykotoxinl.. Vychazi z premisy, Ze choroba
muze byt zplsobena intoxikaci obyvatelstva postizené
oblasti dlouhodobym opakovanym piijmem malych davek
nefrotoxického a karcinogenniho mykotoxinu ochratoxinu
A (obr. 1), event. daldiho mykotoxinu citrininu®*

Hypotéza povazujici ochratoxin A za plvodce bal-
kanské nefropatie a nasledného vyvoje tumortit mocového
traktu vychazi z nékolika skutecnosti. Prvou z nich je na-
padna podobnost mezi strukturdlnimi zménami
v ledvinach i zménami jejich funkce vyvolanymi v experi-
mentalnich zvitatech ochratoxinem A a klinickymi i pato-
logickymi piiznaky balkanské nefropatie®. Nefropatie vy-
volana ochratoxinem A je napf. rovnéz provazena intersti-
cidlni fibrosou, atrofii tubull, patologickymi zménami
v glomerulech, a dal§imi procesy, které jsou obdobné
s ptiznaky provéazejicimi balkdnskou endemickou nefropa-
tii. Ochratoxin A je navic mykotoxinem vykazujicim nejen
nefrotoxické Ucinky, ale je rovnéZz karcinogenem generuji-
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Obr. 1. Struktura ochratoxinu A (OTA), aristolochovych kyselin (AA) a jejich adukti s DNA
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cim tumory mo&ového traktu®.

Dalsi skute¢nosti podporujici plivod balkanské nefro-
patie pasobenim ochratoxinu A je zji§téni, ze v potra-
vinach, které byly konzumovany postizenymi skupinami
obyvatelstva v ovlivnénych oblastech byly nalezeny vyssi
koncentrace ochratoxinu A neZ v potravinich z ji-
nych oblasti. Detailné byl sledovan obsah ochratoxinu
A v kukufici a fazoli jako pfevladajicich rostlinnych slo-
zek potravin konzumovanych obyvatelstvem postizenych
oblasti®. V letech 1981-1991, kdy byly tyto produkty ana-
lyzovany, byl obsah ochratoxinu A v rostlinnych slozkach
potravin vyssi nez 10 pg kg™ piitomen ve vice nez 50 %
analyzovanych vzorki z postizenych oblasti. Naproti tomu
byl takovy obsah v uvedenych produktech z nepostizenych
oblasti, nicmén¢ geograficky lokalizovanych v jejich bliz-
kosti, detegovan pouze asi v 10 % analyzovanych vzorki’.
Ochratoxin A byl rovnéz detegovan v masnych produktech
distribuovanych v postizenych oblastech a konzumova-
nych obyvatelstvem, detailni analyza takovych vyrobki
z riiznych oblasti viak dosud nebyla realizovana’.

Hypotéza, ze ochratoxin A participuje na etiologii
onemocnéni, vychdzi rovnéz z nalezu, ze v krvi obyvatel-
stva oblasti postizené balkanskou nefropatii byly zjistény
vyssi koncentrace ochratoxinu A nez v krvi obyvatelstva
zijictho v oblastech neovlivnénych®>***'. Obsah tohoto
mykotoxinu v krvi dosahuje koncentraci 5-50 ng ml™
krve u vice nez 2 % obyvatelstva postizenych oblasti’. Pro
srovnani lze uvést koncentrace ochratoxinu A nalezené
v krvi obyvatel Ceské republiky. Malii a spol. vySetili
2206 vzorkut lidského séra a ochratoxin A nalezli v 2077
piipadech (94 %) v primémé koncentraci 0,28 ng ml™'
(cit.™).

Zasadnim nalezem podporujicim pivod choroby
v ochratoxinu A je skutecnost, ze v DNA tumorli moco-
vych cest nékolika jedinc Zijicich v postizené oblasti byly
nalezeny adukty, které jevi podobnost s adukty nalezenymi
v DNA experimentalnich zvifat vystavenych ochratoxinu
A*2 K detekci a identifikaci adukti tvofenych
z ochratoxinu A byla vyuZita vysoce sensitivni Randera-
thova metoda (**P-postlabeling)''™'*. Takové adukty byly
prokazany i naSi laboratofi, analyzou vzorkii DNA ledvin
pacientd trpicich tumory mocovych cest z balkanské ende-
mické oblasti (adukty O1-04 v DNA uvedené v obr. 2)*.

Vysledky experimentli sledujicich generaci aduktd
z ochratoxinu A v DNA in vitro a in vivo jsou vsak
04—
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Obr. 2. Adukty derivované z ochratoxinu A v DNA ledvin
pacientii z oblasti balkanské endemické nefropatie (Slavonski
Brod)®
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v nékolika laboratotich kontroverzni. Ackoliv v fad¢€ praci
byly adukty odvozené od ochratoxinu A prokazatelné dete-
govatelné™*** % v jedné z detailnich recentnich studii
viak nalezeny nebyly*®. Kontroverzni jsou také vysledky
a nazory na to, zda je ochratoxin A genotoxickym ¢i epige-
netickym karcinogenem®**** Jinymi slovy feceno, zda
jsou adukty nalezené v DNA tvofeny piimo z reaktivnich
metabolitll ochratoxinu A nebo zda pochazi ze sekundar-
nich vlivll provazejicich jeho metabolismus (napf. aktivnich
forem kysliku, které mohou poskozovat DNA). Ochratoxin
A je v organismech metabolizovan cytochromy P450 na
hydroxylované derivaty, 4(R)- a 4(S)-hydroxyochratoxin A,
je vSak substratem, ktery je t€émito enzymy oxidovan velmi
obtizné. Navic tyto metabolity nejsou zodpovédné za jeho
genotoxicitu®’. Naproti tomu bylo nedivno prokézano, e
peroxidasy generuji z ochratoxinu A primarné fenoxylovy
radikal, dale pak hydrochinon a chinon tohoto mykotoxinu.
Radikal ochratoxinu A pak reaguje s nukleofilnimi centry
nukleovych kyselin®*®*.  Posledni vysledky laboratote
Pfohl-Leskowicz a Castegnara nedavno skutec¢né jasné pro-
kazaly nejen tvorbu aduktl generovanych v DNA ledvin
potkana a prasete plsobenim ochratoxinu A, urcily vSak
i strukturu dvou majoritnich aduktid (C-C8-dG a O-C8-dG
adukty)*® (obr. 1). To vie mluvi pro genotoxicky mechanis-
mus toxického a karcinogenniho pasobeni ochratoxinu A.
Pro plné potvrzeni jak genotoxického mechanismu ptisobeni
ochratoxinu A, tak i jeho tlohy v etiologii balkdnské ende-
mické nefropatie je vSak nutné prokazat tvorbu aduktd
v DNA jest¢ v naslednych detailnich studiich
s experimentalnimi zvitaty, rovnéz jako u dalsich pacientti
trpicich touto chorobou.

2.4. Aristolochové kyseliny

Dalsi hypotéza pricita piivod vyvoje choroby piisobe-
ni latek rostlinného plivodu, jmenovité dvou nitrofenantre-
novych sloucenin, aristolochovych kyselin (obr. 1). Tento
pfedpoklad vychazi z pfekvapujici podobnosti mezi bal-
kanskou nefropatii a progresivni renalni intersticialni fib-
rosou spojenou s vyvojem tumord mocovych cest, nedav-
no nové popsanym ledvinovym onemocnénim oznaCova-
nym jako ,,Chinese herbs nephropathy“ (CHN)**. Za
divod uvedenych ledvinovych poruch byl nedavno jedno-
zna¢n¢ urcen piijem nefrotoxickych a karcinogennich aris-
tolochovych kyselin, které byly soucasti rostlinné diety
pacientdi trpicich touto chorobou®**.  Vzhledem
k jednoznac¢nosti piivodu tohoto ledvinového a nadorového
onemocnéni v konzumaci aristolochovych kyselin
(pfedevsim aristolochové kyseliny I, ktera je majoritnim
podilem AA rostlinnych soucasti), je nyni oznacovano
jako nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinami
(Aristolochic Acid Nephropathy, AAN)***'. Hypotézu, Ze
aristolochové kyseliny mohou participovat na vyvoji bal-
kanské endemické nefropatie, navic podporuji skutecnosti,
ze rostlinné extrakty obsahujici aristolochové kyseliny
jsou jiz od nepaméti uzivany v lidovém lécitelstvi v posti-
zenych oblastech a ¢asti rostlin Celedi Aristolochiacae
byly nalezeny v sypkach, ve kterych jsou skladovany obi-
loviny® ™. Neni bez zajimavosti, Ze za ptivodce balkanské
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Obr. 3. Schéma iniciace nidorovych procesii vyvolanych
aristolochovou Kkyselinou I v lidském organismu; NQOI,
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa; CYP, cytochrom P450; COX,
cyklooxygenasa (prostaglandin H synthasa)

nefropatie byly aristolochové kyseliny oznaceny jiz v roce
1970 (cit.*®), tedy v dobé&, kdy onemocnéni vyvolané t&mi-
to pfirodnimi latkami jesté nebylo popsano.

Metabolické studie prokazaly, Ze majoritnimi meta-
bolity aristolochovych kyselin tvofenymi in vitro a in vivo
jsou redukéni produkty aristolaktamy, jez byly detegova-
ny jak v konjugované, tak i nekonjugované formeé v moci
a vykalech savci véetng ¢loveka*™*. Aktivace aristolocho-
vych kyselin na reaktivni metabolity iniciujici toxické
a karcinogenni t¢inky probiha rovn&z redukéni cestou'*'®.
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Obr. 4. Adukty nalezené v DNA ledvin pacienti trpicich
nefropatii vyvolanou aristolochovymi kyselinami (A) a adukty
v DNA ledvin pacienti z oblasti balkanské endemické nefro-
patie (vzorky analyzované téZ z hlediska adukti generova-
nych z ochratoxinu A, viz obr. 2) (B-D); adukt Al representuje
adukt dA-AAL A2, dG-AAl a A3, dA-AAIl

V pribéhu redukce obou kyselin dochazi ke vzniku reak-
tivniho cyklického acylnitreniového iontu, ktery se vaze na
DNA a tvofi dva majoritni adukty jak v experimentech in
vitro, tak i u experimentalnich zvifat in vivo, rovnéz jako
v DNA ledvin a mocové trubice pacienti trpicich chrobou
AAN (it %Y Jde o adukty s deoxyadenosinem
a deoxyguanosinem [7-(deoxyadenosin-N°-yl)-aristo-
laktam (dA-AA) a 7-(deoxyguanosin-Nz-yl)aristolaktam
(dG-AA)] (obr. 1, 3 a 4). K detekci a identifikaci aduktd
tvofenych z aristolochovych kyselin byla rovnéz vyuzita
metoda **P-postlabeling®®*******. Jejim prostfednictvim byl
odhalen i vztah mezi perzistenci adukti a karcinogennim
ucinkem aristolochovych kyselin. Na rozdil od doby pfetr-
vani aduktu 7-(deoxyguanosin-N’-yl)-aristolaktamu
I v DNA riznych organii experimentalnich zvifat (potka-
nu), kterd nebyla delsi nez dva tydny, persistence aduktl
s deoxyadenosinem (dA-AAI) byla dlouhodoba®’. Dlouho-
doba persistence deoxyadenosinového aduktu je tak kritic-
kym prekarcinogennim stavem (l1ézi v DNA), ktery je
zodpoveédny za iniciaci karcinogenese vyvolané aristolo-
chovou kyselinou. Tento adukt byl skute¢né nalezen jako
persistentni 1éze zplisobujici mutaci tumor supresorového
genu p53 [mutace AAG — TAG v kodonu 139 (Lys —>
Stop) v exonu 5] pacienti trpicich chorobou®. Schéma
molekularniho mechanismu karcinogenese vyvolané aris-
tolochovou kyselinou v lidském organismu je uvedené na
obr. 3.

Vysledky ziskané mezindrodnim tymem slozenym
z pracovnikil laboratofi katedry biochemie PrF UK
a pracovist ze SRN, Belgie, Francie a Chorvatska, plné
podporuji ptfedpoklad, ze aristolochové kyseliny mohou
byt jednou z pficin balkdnské endemické nefropatie™.
V DNA vzorkil ledvin nékolika jedinct zijicich v oblasti
postizené balkanskou nefropatii a vykazujicich pfiznaky
této choroby byly nalezeny prekarcinogenni 1éze v DNA,
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Obr. 5. HPLC aduktu A1 panelu B obrazku 3 (A) a standardu
aduktu dA-AAI (B); experimentdlni podminky pro separaci
aduktdl jsou detailng popsany v citacich®*=%303

konkrétn¢ adukt dA-AAI (obr. 4 a 5). Vzhledem k tomu,
ze se jedna o tytéz vzorky ledvin, v jejichz DNA byly na-
lezeny i1 adukty generované ochratoxinem A (obr. 2),
v poskozeni DNA ledvin pacienttl testovanych v uvedené
studii je tedy rovnéz nutné brat v tvahu i tlohu tohoto
mykotoxinu.

Z analyz DNA z vzorki ledvin téchto pacienti i paci-
entll trpicich nefropatii vyvolanou aristolochovymi kyseli-
nami’*>’ navic vyplyva, Ze jejich DNA nebyla ovlivnéna
pusobenim  polycyklickych —aromatickych uhlovodikl
a aromatickych aminti. Absence siln€ hydrofobnich aduktt
generovanych témito latkami, lokalizovanymi ptedev§im
v diagondlni zon& autoradiografickych snimka™', je toho
velmi podstatnym diikazem (obr. 2 a 4). Participace téchto
sloucenin na vyvoji obou ledvinovych chorob a nasledné-
ho vyvoje nadorit mocovych cest vSech téchto pacienti je
tedy pravdépodobné minimalni, ¢i chybi vibec.

2.5. Genetické faktory

Dalsi hypotéza poklada za nejpodstatnéjsi faktory pod-
mifiujici vyvoj balkanské nefropatie faktory genetické™.
Stézejni vyznam pro vznik a vyvoj této choroby maji prav-
dépodobn¢ geny lokalizované v oblasti mezi geny 3q25
a 3q26 (cit.). V této oblasti je lokalizovano mnoho genu
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kodujicich znacné rozdilné proteiny (napt. kalcium-
sensitivni receptor, podjednotky kalciového kandlu, ¢le-
synthesy IF2A, fosfatasu protein 1, receptory spojené
s G proteinem, methyltransferasu). Které z gent se
k vyvoji balkanské endemické nefropatie ptimo vztahuyji,
viak dosud znamo neni®. Z jinych genetickych faktort
participujicich na vyvolani balkanské nefropatie mtize byt
uvazovana i geneticka heterogenita (geneticky polymorfis-
mus) enzymu metabolizujicich xenobiotika, popf. genetic-
ky podminéné defekty imunitniho systému’’. Vztah mezi
genetickym polymorfismem enzymi metabolizujicich
xenobiotika, konkrétné téch, které jsou povazovany za
potencialni pfic¢iny choroby (ochratoxin A, aristolochové
kyseliny, aromatické aminy), a vlastnim onemocnénim
dosud nebyl zkoumén. Je v§ak zndmo, Ze polymorfismus
nékterych enzymt metabolizujicich (aktivujicich a detoxi-
kujicich) tyto a dalsi karcinogeny [napf. cytochromu P450
1A1/2, NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy, receptoru kont-
rolujici jejich expresi (Ah receptoru), cytochromti P450
podrodiny 2C, myeloperoxidasy]*2430-336-38405155 " a4y
mezi faktory, které ovliviiuji vyvoj fady nadorovych one-
mocnéni®’.

3. Zavér

Otevienymi otazkami zlstava, jak jednotlivé vySe
uvedené priciny, dosud vice mén¢ stale jesté hypotetické,
na pavodu balkanské nefropatie skutecné participuji
a jakou mérou. Zamérem projektu podporovaném Granto-
vou agenturou Univerzity Karlovy (GAUK 432/2004) je
proto na tyto otazky odpovédét. Vysvétleni etiologie bal-
kanské endemické nefropatie je vysoce aktualni. VyfeSe-
nim této problematiky lze ptfedpokladat ziskani podstat-
nych poznatkti zasadnich pro rozvoj zakladniho vyzkumu
v oblasti poznani procesi, které jsou limitujici pro patolo-
gické procesy vedouci k poskozeni ledvin i naslednou
tvorbu nadorfl, rovnéz jako v oblasti studia enzymovych
Vyfteseni ptivodu balkanské nefropatie ma vsak také velky
prakticky vyznam, nebot mize byt vyuzito
k terapeutickému zasahu a piispét tak k lepsi prognoze
vyvoje choroby. Navic miize napomoci i v pfedvidani rizik
a prevenci nejen této choroby, ale dalSich onemocnéni
vyvolanych environmentalnimi a genetickymi faktory.

Podporovdno Grantovou agenturou Univerzity Karlo-
v (grant GAUK 432/2004) a MSMT CR (grant
MSM0021620808).
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Balkan endemic nephropathy is a unique renal fibro-
sis leading to progressive and gradually developing renal
failure, followed by development of tumors of the urinary
tract. Several hypotheses concerning the etiology of this
disease have been investigated, including environmental
factors (heavy metals, polycyclic aromatic hydrocarbons,
aromatic amines, fungal and plant toxins) and/or genetic
factors. The article reviews the different hypotheses and
pays particular attention to the biochemical role of the
mycotoxin ochratoxin A and the plant product aristolochic
acid.

VSEM PREDPLATITELUM
CHEMICKYCH LISTU

Vazeni predplatitelé,

pokud jste tak dosud neucinili, obracime se na Vas s prosbou o potvrzeni Vaseho dalsiho
zajmu o odbér Chemickych listti v roce 2006 formou objednavky. Objednavku muizete zaslat
pisemné na adresu spoleénosti CSCH, Novotného lavka 5, 116 68 Praha 1, faxem na &islo
222 220 184, nebo e-mailem na adresu: simanek@csvts.cz

Pokud nebudete mit dalsi zajem o odbér ¢asopisu v roce 2006, prosime rovnéz o pisemné

potvrzeni.

Ptfedem dekujeme.

Sekretariat Ceské spolecnosti chemické

788



