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Genotoxickeé latky -

mutageny a karcinogeny
v zivotnim prostredi




Dalsi informace ke genotoxicite,
mutagenite a karcinogenite
najdete na www:

* a Jinde pod heslem: genotoxicita, karcinogenita,
mutagenita apod.




Trochu terminologie

Genotox. latky — genotoxicita =—> zmény genetického
materialu

Mutageny — mutagenita =—> zmeény genetickeho
(zmeéna = mutace) materialu

Karcinogeny —— karcinogenita—> specifické zmény
genetickeho materialu

Teratogeny = — teratogenita —> vyvojové anomalie

genotoxicita = mutagenita # karcinogenita # teratogenita




Mutageny

« Chemicke, fyzikalni nebo biologicke latky, popr.
jiné faktory schopné vyvolat poskozeni DNA

« Genotoxické latky = genotoxicke faktory =

mutagenni faktory

« Mutagenita = genotoxicita

« Mutace urcitych genu vede ke vzniku nadoru,
proto byla u mnoha mutagenu prokazana
karcinogenni aktivita (karcinogeny).




Teratogeny

o Latky indukujici vrozenou vyvojovou vadu
(chemicke, fyzikalni, biologicke)

oUplathuji se zemeéena v  pocatku
embryogeneze

o Vrozene vyvojove vady nejsou dedicne

O Fenotyp vrozené vyvojove vady muze byt
totozny s genetickou chorobou (napr.
rostepove vady)




Karcinogeny (kancerogeny)

« Karkinos (rec.) — rak

« Cancer (lat.) — rak, krab

« Latky, popr. jine faktory
zpusobujici zménu
(transformaci) normalni

bunky na bunku
nadorovou




Kratce k histori

aneb zacalo to kominiky...




Londynsky chirurg Percival Pott se ve 2.polovine
18. stoleti zabyval mimo jiné také zdravotnim
stavem kominiku...

Dr. Percival Pott (1713 — 1788)




...a zjistil, ze:

« U kominiku se ve
zvysene mire vyskytuje
rakovina (karcinom

dlazdicovych bunek)

sourku, které se dokonce
dostalo oznaceni

,kominicky nador*




Podobnou malignitou (na ruce) byl
postizen | zahradnik, jenz pouzival
saze ke hnojeni zahrady.




Ve svem pojednani z roku 1775
Percival Pott predpoklada Ze:

« nador sourku je
vyvolan vnejsimi
faktory — zrejme
latkami obsazenymi v
sazich nebo v dehtu.

lm ml !mi
Teprve ve 20. stoleti s Roae o

byly ze sazi a dehtu
izolovany a chemicky
identifikovany latky,
ktere maji vskutku
karcinogenni ucinek.
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Benzo(a)pyren

Polycyklicky aromaticky uhlovodik s
prokazatelnou karcinogenni aktivitou.

Obsazen v dehtu, v sazich, v koufi i jinych
produktech spalovacich procesu.

Po vstupu do organismu dochazi k
metabolické konverzi (pfipojeni epoxidove
skupiny a dvou hydroxylovych skupin).
Vznikly reaktivni derivat se vaze na baze
nukleovych kyselin a vytvafi tzv. adukt (Castice
vznikla adici).

Adukt muze byt pric¢inou vzniku mutace.
Mutace muze byt pfiCinou premény normalni
bunky na bunku nadorovou.




Objev Percivala Potta byl tak
prvnim dukazem karcinogenni
aktivity chemicke latky:.

Mutagenni uc€inky vnéjSich faktoru
byly prokazany daleko pozdeji...




Objevy indukovanych mutaci

« 1927 — Herrman Joseph Muller prokazal
mutagenni ucinky ionizujicino zareni.

« 40. leta 20. stoleti — Charlotte
Auerbachova zjistila, ze yperit vyvolava u
octomilek stejne mutace jako ionizujici
zareni (radiomimeticke latky).

« Brzy byl mutagenni ucinek prokazan u
mnoha dalsich sloucenin.




Priklad benzo(a)pyrenu ukazuje, ze
suspektni karcinogeny je treba

hledat mezi latkami s mutagenni
(genotoxickou) aktivitou.




Zakladni rozdeleni mutagenu

« chemicke mutageny — zpusobuiji
poskozeni DNA na zaklade chemicke
modifikace bazi, popr. jinych slozek
polynukleotidoveho retezce;

« fyzikalni mutageny (napr. ionizacni
zareni, UV-zareni);

* biologicke mutageny (viry).




Chemickeé mutageny

« Alkylacni a arylacni latky (napr. yperit,
benzo(a)pyren) — vytvareji adukty s bazemi
nukleovych kyselin

« Latky zpusobujici chemickou modifikaci
nukleovych kyselin jinymi mechanismy
(interkalaci, stepenim vazeb

v polynukleotidovem retezci, chemickou
premenou bazi).

« Syntetické analogy bazi, které se po svem
zarazeni do DNA chybne paruji s jinymi bazemi
a zpusobuiji tak substitu¢ni mutace.




Poruseni vazeb v DNA

5 3

Vodikové mustky

Diestericka
vazba




Z blochemickeho hlediska delime
mutageny do dvou skupin :

« a) primé mutageny (,direct acting”) — zpusobuji
mutaci bez predchozi metabolické premeny

« b) promutageny
= Nejsou samy o sobe mutagenni
= K jejich preméné na aktivni (tzv. ultimatni) mutageny
dochazi pusobenim detoxifikaCnich enzymu v lidském
organismu

= tyto biotransformacni procesy se oznacuiji jako
metabolicka aktivace promutagent




Metabolicka aktivace mutagenu
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Testy genotoxicity

« Testy na molekularni arovni - studujeme

zmeny na urovni DNA (mutace, reparacni
syntezu, chemicke modifikace bazi)

« Testy na genové urovni — studujeme vznik

genovych mutaci zjistitelnych ve fenotypu, na
biochemicke bazi (napr. pouzitim selekcniho
meédia, sledovanim exprese urcitych genu atd.)

. Testy na Chromozomove drovni -

studujeme vznik chromozomovych aberaci
(strukturnich, popr. numerickych)




Testy na molekularni urovni

« Studium vzniku konkrétnich mutaci
« Stanoveni aduktu

* Neplanovana syntéza DNA — UDS
(Unscheduled DNA Synthesis)

« Comet assay neboli SSGE (Single

Cell Gel Electrophoresis)




Comet assay
(,kometovy test")

« Single Cell Gel Electrophoresis
(SSGE)

« Stanoveni malych fragmentu DNA
v jadrech jednotlivych bunek

* Fragmenty vznikaji poskozenim
genetickeho materialu vlivem
mutagenu.




Comet assay
(kometovy test)

« Jadra bunék prevedeme do gelu a pfipadné fragmenty
DNA uvolnime z jader pomoci elektroforezy.

« Pak obarvime jadra fluoreskuijici latkou a prohlizime pod
fluorescencnim mikroskopem.

« Pokud jsou fragmenty pfitomny, vytvareji v sousedstvi

jadra fluoreskujici utvar pripominajici ohon komety.




Kometovy test




Mozne vysledky kometoveho testu

Normalni jadro

s neposkozenou DNA

Dve jadra

s poskozenou DNA




Vyhodnoceni kometového testu




Kometovy test
— pocitacove
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Testy na genove urovni

« Vyuzivaji zejmena bakterii a kultur
savcich bunek

= Indukce resistentnich mutant u
savcich bunék in vitro

» SOS/umu test

= Amesuyv test (jeden z dosud
nejpouzivanéjSich testu
genotoxicity)




Amesuyv test

Bruce Ames (nar. 1928)




(miagen ) Amesuv test
x B?_Ikitse_ﬁe | Reverzni mutace>
.

Na normalnim
s histidinem meédiu umira
(X

Umoznuje studium reverznich mutaci u histidin — deficientnich
kmenu bakterie Salmonella typhimurium. Tyto auxotrofni mutanty
prezivaji pouze na mediu obsahujicim histidin.

PlUsobenim mutagenu dojde u nékterych bunék k reverzni mutaci,
ktera zpusobi ,opravu® genu pro syntézu histidinu. Bakterie s touto
mutaci tak znovu ziskaji schopnost tvorby histidinu a prezivaji i na
mediu, které histidin neobsahuje.




Amesuyv test

?
Negativm’ Proc¢ Ize i na negativni
kontrola kontrole (tj. na misce bez
SPONTANNi Jakehokoliv mutagenu)

REVERTANTI pozorovat narust
bakterii?

Miska s ? ’
testovanou Interpretujte vysledek

latkou testu? Lze timto

GENOTOXICITA /S/edkem potvr df)t
PROKAZANA  denotoxicitu latky:

Al ?
Pozitivni  vysvetiete, jaky vyznam
kontrola  ma pozitivni kontrola (4.
SLOUZI KE KONTROLE aplikace znameho

PRUBEHU TESTUA PRO mutagenu).
SROVNANI




Vysledek Amesova testu




Amesuyv test —
automatickeé odecteni
vysledku

FTTTE




Ukol 1: Stanoveni mutagenni aktivity
1-nitropyrenu pomoci Amesova testu

0,125 0,25 0,375

koncentrace 1-nitropyrenu (mikrogramy)

« Graf dokumentuje vysledky testovani ruznych koncentraci
1-nitropyrenu.

« Jaky je vztah mezi koncentraci latky a poCtem kolonii
revertantu ? Lze v tomto pripadé prokazat mutagenni
aktivitu ?

« \Vlysvetlete, proC neni zavislost pocCtu kolonii na koncentraci
latky linearni ? ProcC testujeme latku ve vice

koncentracich ?
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Pocet kolonii stoupa s

_- koncentraci — projevuje se

mutagenni ucinek latky

Narust poctu
kolonii se pfi
zvyseni
koncentrace
zastavuje —
uplatiuji se toxicke
ucinky
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« Vzestup poctu kolonii ve vztahu k davce jasné prokazuje
pravdepodobné genotoxicke ucinky.

« Genotoxicky uc€inek vuci bakteriim vSak jesté neni
spolehlivym dukazem genotoxicity ¢i dokonce
karcinogenity pro lidsky organismus.




Testy na chromozomoveé urovni

« Micronucleus test (,test tvorby mikrojader”) je zalozen
na hodnoceni vyskytu acentrickych chromozomovych
fragmentu. Tyto ¢asti jaderné hmoty zpravidla zustavaji
po skonceni mitozy mimo bunécne jadro a vytvareji tzv.
mikrojadra.

« Studium vymen sesterskych chromatid neboli SCE

(Sister Chromatid Exchanges)

« Stanoveni frekvence strukturnich, popr.
numerickych chromozomovych aberaci u savcich
bunek v kulture, laboratornich zvirat nebo prfimo u osob,
ktere prisly do styku se suspektnim mutagenem (lze tak
monitorovat genotoxickou zatéz u pracovniku v
rizikovych provozech)




Micronucleus test

thicrotnacleus

Provadime inhibici cytokineze
cytochalasinem B




Testy na chromozomoveé urovni

« Micronucleus test (,test tvorby mikrojader”) je zalozen na
hodnoceni vyskytu acentrickych chromozomovych
fragmentu. Tyto ¢asti jaderné hmoty zpravidla zustavaji po
skonceni mitozy mimo bunecne jadro a vytvareji tzv.
mikrojadra.

« Studium vymen sesterskych chromatid neboli SCE

(Sister Chromatid Exchanges) — viz skripta ,Klinicka
cytogenetika 1" — str. 95

« Stanoveni frekvence strukturnich, popr. numerickych
chromozomovych aberaci u savCich bunek v kulture,
laboratornich zvirat nebo primo u osob, ktere prisly do
styku se suspektnim mutagenem (lze tak monitorovat
genotoxickou zatéz u pracovniku v rizikovych provozech)




Analyza zlomu a dalSich
strukturnich aberaci




Chromozomove aberace jako

N Ny

meritko genotoxickych vlivu

Percentualni
zastoupeni bunék
s chromozomovymi
aberacemi

Vysledek

do 2%

normalni nalez, spontanni
uroven aberaci

2-4%

hranicni vysledek — vliv
mutagenu nelze vyloucit

vice nez 4%

pravdépodobny vliv mutagenu




Jak vznika nadorova bunka?
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Karcinogeneze (kancerogeneze)

« Soubor procesu, pri nichz dochazi k
transformaci normalni bunky na
nadorovou bunku.

« Transformovana bunka se nekontrolované
deli a vytvari nador.

« Nador se formou metastaz siri po tele.




Vznik nadorové bunky
(zjednodusene schema)

mutace reparovana normalni
—_— bunka

mutagen mutagen

,Rubikon®

bunka s
druhou
mutaci

normalni bunka s
burika prvni
mutaci

délici se
nadorové
bunky

apoptoza




Mutagen X Karcinogen

« Kazdy prokazany mutagen je suspektnim
karcinogenem.

* Ne vSechny karcinogeny jsou rovnez
mutagenni.

« Spolehlivé stanoveni karcinogenity vuci
lidskemu organismu byva slozite a

v nekterych pripadech tezko proveditelne.




Biochemicke a molekularne biologicke
rozdéleni karcinogenu

« DNA-reaktivni karcinogeny — vsechny mutageny
s prokazanou karcinogenni aktivitou.

« Epigenetické karcinogeny — nevykazuji mutagenni
aktivitu, napomahaji vsak procesu karcinogeneze jinymi
mechanismy:

« stimuluji buriku k proliferaci;

= ovliviuji receptory rustovych faktoru a inhibitort na povrchu
bunék;

= ovliviuji methylaci genu, které se ucastni regulace bunécné
proliferace (methylace genu rozhoduje o tom, zda nastane
transkripce nebo nikoliv).




Rozdeleni karcinogenu podle
charakteru

« chemicke

« fyzikalni

* biologicke




Prime hodnoceni karcinogenity

« Nektere karcinogeny jsou epigeneticke,
proto maji testy genotoxicity jen omezenou
vypovedni hodnotu.

« K hodnoceni karcinogenni aktivity
vyuzivame specialni testy a studie, k nimz

patri:
= prime laboratorni testy

=« epidemiologicka studia lidské populace
(hodnotime a srovhavame vyskyt nadoru u
ruzné exponovanych lidskych populaci).




Databaze |ARC

seznam karcinogennich latek,

hodnoceni karcinogenity aj :




Databaze |IARC

(International Agency for Research of Cancer)

* Pro primy vstup pouzijte adresu:




Klasifikace testovanych latek
podle |ARC

« Skupina 1: Latky (smesi) karcinogenni pro Cloveka

« Skupina 2A: Latky (smési) pravdepodobné karcinogenni
pro Cloveka

« Skupina 2B: Latky (smesi) s moznym karcinogennim
ucinkem

« Skupina 3: Latky (smési), jejichz karcinogenitu pro
Clovéka nelze klasifikovat (dukazy karcinogenity nejsou
dostatecné)

« Skupina 4: Latky (smési), ktere pravdepodobné
nevykazuji karcinogenni ucinek vudi Clovéku




Asbest

Extensive fihrosis with emphysematous
changes and great pleural thickenging:
visceral, parietal, and diaphragmatic.
Lower lohe predominantly involved.

Asbestdza

(chronicka obstrukcni
plicni nemoc)

Emfyzém —




Chronicka azbestoza vede ke
vzniku mezoteliomu

Mezoteliom (nador vznikly
z mezotelovych bunék)

Feruginozni teliska v
plicni tkani
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Radonoveé riziko

Comment le radon
s’infiltre dans
une maison

« Podminéno
geologickym
podkladem

« 3 kategorie

Fenétreil
= Nizké (1) Radon  Raccordsh. A j

dans le sol de

n St‘fedni (2) tuyautene

—Tuyau |
A dans l'eau -
| | VySOke (3) d-un pUl'.S d evacua“on

Surface de la
nappe d'eau
souterraine

Radon dans
I'eau souterraine
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Mapa radonoveého rizika - Praha

Map of Radon-Related Risks

Risk categories Tectonic lines

] tow ide rtified
assumed
interpreted

Source: URM




Na shledanou a hodné stésti!




