Hlavni mechanismy toxicity
cizorodych latek




HLAVNI MECHANISMY TOXICITY
XENOBIOTIK

@ _Primé" mutageny / genotoxiny; metabolickd aktivace promuta-
gent, adukty s DNA, chromosomadlni aberace; oxidativni stres -
oxidativni poskozeni DNA

¥~ Mechanismy nddorové promoce - (negenotoxické) modulace
intraceluldrni signdlni fransdukce a zmény genové exprese,
oxidativni stres aj. AhR-dependentni (dioxinovad) aktivita. Efekty
v plasmatické membradné

¥ Daléi receptor-dependentni mechanismy endokrinni disrupce
(napr. estrogenita, antiestrogenita)

@ Inhibice mitochondridlnich funkci (respirace, syntéza ATP, ale
také apoptdza - poruseni mitochondridkini membrany)

¥ Neurotoxicita, imunotoxicita, poruchy metabolismu endogennich
latek atd.



GENOTOXICITA

¥ Genotoxicita = potencidlné $kodlivé G¢inky chemickych ldtek nebo
zareni na geneticky materidl; dusledkem nemusi byt smrt buriky,
ale trvalé genetické zmény (mutace, chromosomdlni aberace aj.).

@ Priklady hlavnich genotoxin: PAHs (benzo[alapyren), alkyl-PAHs,
aromatické a heterocyklické aminy, nitro- a nitrososlouceniny,
halogen. derivaty uhlovodiku (CCl,), aldehydy a epoxidy,
azobarviva a akridinova barviva, silna oxidaéni ¢inidla, nékteré
tézké kovy (Cd) aj.

¥ Typy genotox. podkozeni: bodové mutace (ox. deaminaci cytosinu
vznikad uracyl, analoga bazi, alkylace bazi); chromosomalni aberace
(delece, inserce, duplikace, inverze Useku chromosomu,
translokace Useku chromosomu na nehomologni chromosom);
klastogeny = zplsobuji zlomy chromosomt (UV zdreni, interkalacni
latky); euploidie = zména poctu chromosomovych sad, napr.
tetraploidie, aneuploidie = zména poctu jednotlivych chromosomi;
priklad: kolchicin - vaZe se na cytoskeleton

¥ Teratogeneze - vznik pogkozeni plodu (vrozené vyvojové vady
apod.); zplsobuji to teratogeny (nékterd org. rozpoustédla, viry
aj.. mutagenni latky mohou plsobit jako teratogeny).




POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIKU

I GENOTOXICITA - META BOLICKA AKTIVACE
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DETOXIKACE POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIKU:

Protektivni Gloha GST, UDPGT aj. enzymi 2. faze biotransformace
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Glutathione-S-transferase




GENOTOXICITA - METABOLICKA AKTIVACE
POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIKU
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- stéricka dostupnost metaboliti (dihydrodiolepoxidi) pro GST event.
dalSi enzymy 2. fdaze biotransformace

l nejsilnéjSi genotoxin ze skupiny PAHs je dibenzo[a,|]pyren (DB[allP)



GENOTOXICITA - METABOLICKA AKTIVACE
POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIKU
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Akrylamid: detoxikace vs. tvorba adukti
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MALONDIALDEHYD - TYPICKY PRODUKT
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2. HLAVNI TYPY POSKOZENI DNA
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HLAVNI TYPY OXID. POSKOZENI DNA
("apurinic sites™)

(A) Deamination
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PRODUKTY OXIDATIVNIHO POSKOZENI DNA
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3. POSTGENOTOXICKE SIGNALY

POSTGENOTOXICKE SIGNALY: sensory genotox. poSkozeni, prenos
post-genotoxickych signdli a regulatory bun. cyklu, oprav DNA a
apoptozy (H2AX, ATM, ATR, ChK1l, ChK2, p53)
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POSTGENOTOXICKE SIGNALY

(sensory poskozeni a regulatory bunécného cyklu)

l Structural alteration of chromatin | DNA Damage

(unwinding of DNA - topological change)

DNA Repair
Cell Cycle checkpoint



OXIDATIVNI STRES




OXIDATIVNI STRES

Oxidativni stres je nerovnovdha mezi (zvysenou) produkci ROS
a oxidovanych metabolitl a limitovanou kapacitou antioxidacnich
mechanismd.

Hlavni mechanismy:

- chorobné stavy (reumatoidni choroby, zanéty...)

- vedlejsi produkty respirace a dalSich metabolickych procesu
(prostaglandin H syntdza, diaminooxiddza, xanthinoxidaza)

- radiace

- metabolismus ciz.latek - aktivace O, v cyklu P450 (napr.
pomalu metabolizované substrdty fenobarbital, lindan CYP2B):;
redoxni cyklovani chinoni aj.

B experimentalnich studiich prima produkce ROS (terc-BuHP),

snizeni hladiny GSH (dietylmaleat)




REAKTIVNI FORMY KYSLIKU:
redoxni cyklovani chinont / antioxidaéni enzymy
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PEROXIDACE LIPIDU

PUFA
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DUSLEDKY OXIDATIVNIHO STRESU

OXIDATIVNI STRES

SN

aktivace
oxidativni poSkozeni DNA, transkripénich dal$i drahy
peroxidace lipidu, faktoru €— (c-fos/c-jun;
oxidace proteint, GSH (AP-1, DAG — PKC)
NF-xB)
TRANSFORMOVANE 5 BUNECNA
BUNKY PROLIFERACE

‘

PROMOCE, KLONALNi EXPANZE

(rdzné role ox. stresu v chemické karcinogenezi)




ENDOKRINNI DISRUPCE




MECHANISMY ENDOKRINNI DISRUPCE

¥ biosyntéza steroidnich hormonii (napr. inhibice CYP19 -
aromatdazy sniZuje hladinu estrogent):

¥ transport steroidnich a thyroidnich hormonii (kompetice vazby
hormoni na transportni bilkoviny sniZuje hladinu hormoni v
cilovych tkanich);

@ aktivace nebo suprese nukledrnich receptorii (AR, ER, TR aj.
vede k nezadoucim zméndm v receptor-zdvislé genové expresi)

@ katabolismus (inaktivace) hormonii probihd za G&asti
biotransformaénich enzymi (napr. hydroxylace steroidu

- enzymy CYP)




AKTIVACE AhR A NUKLEARNICH RECEPTORU

@~ Aktivace AhR (indukce CYP1A1/1A2/1B1 = ovlivnéni
katabolismu steroidnich hormoni; aberantni aktivace AhR =
vyvojové defekty).

@~ Aktivace / suprese ER = xenobiotika jako estrogeny /
antiestrogeny

@~ Aktivace / suprese AR = androgeny / antiandrogeny

@~ Xenobiotika modulujici thyroidni funkce (aktivace nebo
suprese TR = napr. neurodevelopmentalni defekty)

@~ Aktivace PPARy - obesogeny (tributyltin, bisfenol A,
alkylftalaty) - nékolik mechanismi, napr. disrupce metabolismu
lipidd a uklddani tuku (PPARy zvySuje biosyntézu lipidi);
diferenciace preadipocytii na adipocyty: v mozku deregulace
apetitu - ,"central balance of energy" (napr. receptory
neurotransmiteru)



PCB jako endokrinni disruptory (priklad pusobeni
cizorodych latek vice mechanismy)

c.

34,53 4, -pentachlorbifenyl
(PCB)

Cl Cl

Koplanarni PCB: induktory AhR (“dioxin-like
compounds™);

efekty také na thyroidni funkce (kompetitivni
vazba na thyroid-binding protein);
antiestrogenita (suprese ER-dependentni
genové exprese;

indukce hydroxylace (inaktivace) estradiolu

Nekoplanarni PCB:

nizkomolekularni kongenery maji
estrogenni aktivitu (aktivace ER):
prevalentni vysSechlorované PCB jsou
antiestrogenni a antiandrogenni (ER, AR):
vazba na thyroid-binding protein;

vazba na RyR (disrupce Ca2+ signdlovani

2,2',4,4' 6,6'-Hexachlorobiphenyl = neurotoxicita)

(Not coplanar)



VLIV CIZORODYCH LATEK NA
METABOLISMUS A HOMEOSTAZI
LIPIDU




Xenobiotika ovliviiuji syntézu a metabolismus lipidu:
role syntézy ceramidu a DAG v signdlni transdukci
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BIOTRANSFORMACE LIPIDU:
ceramid aktivuje enzymy signdini transdukce
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Produkce mediatord zanétlivych procest a
toxickych lipidovych metabolitt
(kyselina arachidonova jako substrat pro
enzymy CYP, LOX a COX)
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REGULACE EXPRESE TRANSKRIPCNIMI FAKTORY
NF-kB (ovlivnény radou xenobiotik)

Classical pathway Alternative pathway

GENOVA EXPRESE
COX-2, PLAZ,
iINOS, cytokinii
(TNFa aj.),
chemokind

|

PROZANETLIVE
PROCESY




NEUROTOXICITA

@ Inhibice acetylcholinesterdz (napf. karbamdty, organofosfdty, ..)

@ Modulace uvolfiovdni dopaminu; efekty na dalsi signdlovéni pomoci
neurotransmitert (efekty na cholinergni receptory apod.)

¥ Interakce s ryanodyne receptorem (RyR) - deregulace Ca?*
koncentraci = modulace Ca?*-dependentni enzymil

¥ Poruchy diferenciace a riistu nervové tkdné (inhibice GJIC,
dalsi interakce, napr. s TR)




NEUROTOXICITA: inhibice acetylcholinesterazy
(AChE)
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NEUROTOXICITA: interakce s RyR
a modulace Ca2+

Ca?* Channels

o L-Type voltage :
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CN = calcineurin

CE = calexcitin

CREB = Ca response element B
FKBP12 = major immunophilin
IP,R = IR receptor

RyR2 = ryanodine receptor 2
SERCA = Ca(Mg)ATPase

early events
Altered neurotransmitter release
Altered dendritic spine morphology,
arborization
Altered synaptic circuitry
Altered learning, cognition

late events




IMUNOTOXICITA

¥ Obecné mohou byt po expozici xenobiotiky poruseny
vSechny typy humordini a bunécné imunity

¥ Apoptdza vede k supresi krevnich bunék (piiklad:
benzo[a]pyren je cytotoxicky v relativné nizkych
koncentracich)

¥ Suprese funkce a hmotnosti thymu (dioxiny, koplanarnimi
PCB aj. AhR agonisty)

¥ Poruchy indukce protilatkové odpovédi a dal$i mechanismy



CHEMICKA KARCINOGENEZE - zdkladni koncept:

¥~ Mnohastupnovy proces vyvoje rakoviny, komplexni interakce
genetickych, genotoxickych a epigenetickych (negenotoxickych)
faktort. Zakladni faze karcinogeneze:
1) iniciace (akumulace mutaci v urcitych skupinach genu);
2) promoce (epigenetické zmény — zmény genove exprese,
predevSim zménény statut metylace DNA a acetylace histond;
ovlivnéni prenosu signalu regulujicich bun. cyklus, proliferaci,
diferenciaci a apoptézu; inhibice mezibunécnych spojeni GJIC, AJ)
3) progrese, metastaze (dalSi zmény genové exprese, geneticka
instabilita a chromosomova instabilita)

9" Faktory ovliviujici mutagenitu/genotoxicitu a karcinogenitu:
1) genetické predispozice (,susceptibility);
2) environmentalni faktory (chemické kontaminanty, nutricni vlivy),
kombinace 1 + 2;
3) suprese imunologickych funkci;
4) neznamée faktory

@~ Cizorodé latky mohou ovliviiovat vSechny uvedené procesy




CHEMICKA KARCINOGENEZE

Initiation Promotion Conversion Progression

« Defects in Terminal Differentiation
« Defects in Growth Control
» Resistance to Cytotoxicity
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« Activation of Proto-Oncogenes
» Inactivation of Tumor Suppressor Genes
o Inactivation of Antimetastasis Genes

Vznik mutaci - geneticka instabilita prakticky ve vsech fazich




SUSCEPTIBILITA
@ nolymorfismus CYPLAL, CYP1A2, CYP1BL, CYP2E1, 6STML, NQOL,
NAT aj. genl biotransformacnich enzymi;
@~ DNA repair; mutace v fumor-supresorovych genech;
¥ otdzka etnik, pohlavi, véku;
¥ komplexni vlivy spolu s nutriénimi ndvyky (v&etné mikronutrientd,
vitaminu, PUFA aj.).

ENVIRONMENTALNI EXPOZICE
¥ kourent;
@ chemické zatizeni vzduchu (prach, PAHSs, volatilni karcinogeny):;
@ kontaminovand potrava (pesticidy, persistetni Iatky, napdr. PCB,
dioxiny);
¥ pracovni prostiedi (PAHs, chemické vyroby, cytostatika aj.)

PREKLINICKE EFEKTY

¥ chromos. aberace, genové mutace, aktivace onkogendl, inaktivace
tumor. supresor. geni, komponenty bun. cyklu



CHEMICKA KARCINOGENEZE

®" GENOTOXICKE KARCINOGENY reaguji s DNA a
ireversibilné pozménuji genom (bodové mutace, zmény v
chromosomadlni strukture, zlomy, vymény sesterskych
chomatid, klastogeny): interakce chemickych latek s
DNA:alkylace, oxidativni po§kozeni nukleotidl, interkalace.
INICIACE zahrnuje mutace geni DNA repair, onkogeni
(ras, myc aj.) a tumor-supresorovych genu (napr. p53) -
genu kontrolujicich bunéény cyklus a proliferaci (PAHSs,
nitro-PAHs, NNK aj. nitrososlouceniny)

¥"NEGENOTOXICKE KARCINOGENY moduluji signdlni
transdukci a gen. expresi - pozménéna proliferace a
diferenciace, inhibovana apoptéza a mezibunécna
komunikace; prredevsim pusobi ve fazi PROMOCE
karcinogeneze (dioxiny, PCB, OCP, azbest, kfemenny

- prach, keramicka vidkna, kovové ionty, napr. Co, Mn, Ni,

Cr, Be)

¥ KOKARCINOGENY - samy nejsou nutné karcinogenni,
potencuji aktivaci chemickych karcinogent




MECHANISMY NEGENOTOXICKYCH PROCESU

@ aktivace nebo suprese transkripénich faktorli (AhR, NF-kB,.),
.klasické" epigenetické mechanismy (de/methylace DNA nebo
acetylace/deacetylace histoni);

¥ aktivace infraceluldrni signdlni transdukce (ERK1/2, ...);

¥ strukturni a funkéni zmény cytoplasmatické membrdny, efekty na
interceluldarni komunikaci (napr. inhibice GJIC, disrupce adherence)
- vyvdzani se z homeostatické kontroly okolnich bunék, angiogeneze,
procesy souvisejici s progresi a metastazemi



ZAKLADNI MECHANISMY NADOROVA
PROMOCE

Self-sufficiency in
growth signals

Evading Insensitivity to
apoptosis anti-growth signals

The Reductionist View A Heterotypic Cell Biology

Cancer cells Cancer cells Fibroblasts

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

(Hannahan, Weinberg, 2000) e
potential



ZAKLADNI MECHANISMY NADOROVE PROMOCE

¥~ Mitogenni efekt, zvyseni bunééné proliferace, vyvdzdni
z kontaktni inhibice ristu (role onkogent - mutanty ras, myc, B-cat,..
a inaktivace tumorovych supresori)
- interference s transdukénimi signdly, které kontroluji normdini
bunéény rist a diferenciaci (aktivace EGFR/ErbB2-ras-ERK, aktivace
proteinkindzy C napr. produkci DAG po expozici forbolestery),
produkce ROS, aberantni produkce ristovych faktort atd.
- aktivace ER- nebo AR-dependentni bunécné proliferace

@ Tnhibice apoptézy (nefunkéni tumorové supresory, napt. p53) = dalsi
mechanismus prezivdni bunék

¥ Inhibice mezibuné&né komunikace (6JIC), disrupce adherence
bunék , angiogeneze, prechod z epitelidiniho na mesenchymadlni
fenotyp bunky



HLAVNI MECHANISMY TUMOR. PROMOCE
XENOBIOTIK NA BUNECNE UROVNTI (jsou
vysledkem molekularnich procesu, napr. zmén
genové exprese, v bunice a na povrchu buriky)

¥~ Modulace buné&ného cyklu, zvydend proliferace bunék,
modulace diferenciace, inhibice apoptdzy

¥ Disrupce mezibunénych spojeni (gap junctions, adherens
junctions,...)

¥~ PreZivdni, transformace bunék (komplexni mnohastupfiovy
B proces iniciace a promochich mechanismi - de/diferenciace,

angiogeneze, ...)




PRIKLAD AKTIVACE BUN. PROLIFERACE
(aktivaci signalni transdukce)
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MECHANISMY NEGENOTOXICKYCH PROCESU

Forbol-myristdtacetat = PMA, TPA (modelovy fumorovy promoter)

n 0

/o
O OH CH20H

chemicka aktivace proteinkinaz C a ERK1/2:
- hyperfosforylace Cx, inhibice GIJIC
- mitogenni efekty




DISRUPCE MEZIBUNECNYCH SPOJENI -
VEDE K NADOROVE PROMOCT,
INVAZIVITE A METASTAZIM




INTERCELULARNI SPOJENI 6JIC
(“gap junction intercellular communication™)

interacting
plasma membranes

channel
1.5nmin
diameter

Zékladni s1:avebni gap of )
Jjednotkou jsou 24 nm X
proteiny konexiny :

(connexin 32, 43 atd.),
které tvori hexamery

(konexony):

konexony sousednich

bunék mohou tvorit two connexons in connexcén £
spoleény kandl, register forming an cqmpobs g
kterym prochdzeji open channel between B
signalni molekuly adjacent cells

(cAMP, Ca?* atd.)




INHIBICE GJIC
(scrape-loading / dye transfer assay: prostup
fluoreskujici luciferové zluti monovrstvou bunék)

kontrola expozice TPA (aktivace PKC a ERK1/2,
hyperfosforylace konexinu)




DISRUPCE ADHERENTNICH SPOJENI

(ADHERENS JUNCTIONS)

Cadherin

Current Opinion in Cell Biology
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Disrupce adherentnich spoji

("adherens

junctions™) vede ke zmene fenotypu bunky

—> tumorigenesis —>
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CHEMOPROTEKTIVNI LATKY

o snizuji riziko karcinogeneze riznymi mechanismy ucinku

(inhibice enzymu, antioxidaéni efekty)

@~ prirodni (smési i individualni chemické latky) nebo syntetického
puvodu

@~ priklady chemoprotektivnich slouéenin:
dietarni flavonoidy / glykosidy flavonoidui (antioxidanty,
antiestrogeny, modulatory CYP enzymu aj.)

Genistein Genistin



INDUKTORY / INHIBITORY 1. A 2. FAZE
BIOTRANSFORMACE

1, 2-Dithiol-3-thione Sulforaphane (SFP)

(D3T)
WA WA Ay W (A

Diallyl sulfide (DAS) Diallyl disulfide (DADS) Diallyl trisulfide (DATS)

B-naphthoflavone (B-NF)




MECHANISMY PROTEKTIVNICH VLASTNOSTI
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