Hlavni mechanismy toxicity
cizorodych latek



HLAVNI MECHANISMY TOXICITY XENOBIOTIK

¥~ Genotoxicita - primé genotoxiny/mutageny; metabolickd aktivace
promutagent; adukty s DNA, zlomy DNA, chromosomdlni aberace;
oxidativni stres - oxidativni poskozeni DNA

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

¥~ Receptor-dependentni mechanismy endokrinni disrupce (hapt.
estrogenita, antiestrogenita)

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

@ Neurotoxicita
@ Imunotoxicita

¥ Poruchy metabolismu endogennich Idtek po expozici cizorodymi ldtkami
(CAR, PXR, PPARa, PPARQ).



GENOTOXICITA

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

@ Priklady hlavnich genotoxinl: PAHs (benzo[a]apyren), alkyl-PAHs,
aromatické a heterocyklické aminy, nitro- a nitrososlouceniny,
halogen. derivaty uhlovodiki (CCl,), aldehydy a epoxidy,
azobarviva a akridinova barviva, silna oxidac¢ni ¢inidla, nékteré
tézké kovy (Cd) aj.

¥ Typy genotox. podkozeni: bodové mutace (ox. deaminaci cytosinu
vznika uracyl, analoga bazi, alkylace bazi); chromosomalni aberace
(delece, inserce, duplikace, inverze dseku chromosomu,
translokace Useku chromosomu na nehomologni chromosom);
klastogeny = zplsobuji zlomy chromosomt (UV zdreni, interkalaéni
latky); euploidie = zména poctu chromosomovych sad, napr.
tetraploidie, aneuploidie = zména poé+tu jednotlivych chromosomd.

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



GENOTOXICITA - METABOLICKA AKTIVACE
POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIKU
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DETOXIKACE POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIKU:

Protektivni Gloha GST, UDPGT aj. enzymil 2. fdze biotransformace

Glutathione-S-transferase



GENOTOXICITA - METABOLICKA AKTIVACE
POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIKU
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nejsilnéjSi genotoxin ze skupiny PAHs je dibenzo[a,l]pyren (DB[al]P)
- stéricka dostupnost metaboliti (dihydrodiolepoxidi) pro GST event.
dalsi enzymy 2. fdaze biotransformace



GENOTOXICITA - METABOLICKA AKTIVACE
POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIKU
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GENOTOXICKE EFEKTY PAHs:

alternativni draha (AKR) vede k oxidacnimu poskozeni DNA

Metabolickd drdha CYP1/EH vede k detoxikaci event. stabilnim DNA aduktum.
Alternativni AKR drdha vede k ox. stresu (redox cyklovani chinonu).
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GENOTOXICKE EFEKTY PAHs

Metabolicka aktivace cytochromy P450 (CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1);
alternativni draha v lid. bunkach(AKR1C1-AKR1C4, AKR1A1)
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Akrylamid: detoxikace vs. tvorba adukti
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MALONDIALDEHYD - TYPICKY PRODUKT
PEROXIDACE LIPIDU TVORE ADUKTY S DNA
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Metabolicka aktivace, detoxikace a toxické efekty benzenu

metabolic
activatio
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HLAVNI TYPY POSKOZENI DNA
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GENOTOXICKE EFEKTY PAHs:
detekce stabilnich adukti DNA s metabolity PAHs
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HLAVNI TYPY OXID. POSKOZENI DNA
("apurinic sites")
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PRODUKTY OXIDATIVNIHO POSKOZENI DNA
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POSTGENOTOXICKE SIGNALY

POSTGENOTOXICKE SIGNALY: sensory genotox. poSkozeni, prenos
post-genotoxickych signdli a reguldtory bun. cyklu, oprav DNA a
apoptozy (H2AX, ATM, ATR, ChK1, ChK2, p53)
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POSTGENOTOXICKE SIGNALY

(sensory poskozeni a reguldtory bunééného cyklu)

DNA Damage

1 Structural alteration of chromatin |
(unwinding of DNA — topological change)

DNA Repair
Cell Cycle checkpoint

Priklad odpovédi na dvousroubovicové zlomy (DSB)



OXIDATIVNI STRES



OXIDATIVNI STRES

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

CHTLV-1

._-_-_-—_—E“"” \ IRa

*-,_ I oniz atlnn D ey

M|:hrzn:lr«tar|Elllmf“H .l

&ND}[ 1-4“




REAKTIVNI FORMY KYSLIKU (ROS)
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REAKTIVNI SLOUCENINY NEBO INTERMEDIATY XENOBITIK

Nitrososlouceniny, semichinony aj.

HaCy, Ns
3C Nghe R .
CH3 ‘L /- Lipid radical

Initiation

REAKTIVNI INTERMEDIATY ENDOGEN. LATEK unsauraed i

Propagatlon
Peroxidy membrdnovych lipidi

Lipid peroxmle Lipid peroxyl radical



GSSQ =

REAKTIVNI FORMY KYSLIKU:

redoxni cyklovani chinont / antioxidaéni enzymy
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PEROXIDACE LIPIDU

vznik peroxidu R H.0 R

lipidi a LP cyklovani
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PEROXIDACE LIPIDU

Produkty lipidni Poly unssturated fatty acid
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mastné kyseliny v

PEROXIDACE LIPIDU

et detoxikace aldehydu
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PREHLED ANTIOXIDACNICH SYSTEMU

Centralni role glutathionu pr P 2H,0 @ 2H,0
glutaredoxin (GRX)

glutathionreduktaza (GR)
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DUSLEDKY OXIDATIVNIHO STRESU

Plasma membrane

SLERLRALL)

POPPOPRDO POOD £ _ilililililiulltliluliill
I 8 | | | | | - -

|I' | |
il (RLRAL

=
-
=T
-

:.:&ni:.i.méi;:.!.ant genes .
NQO1, GSTs, S0D2,
Ap-1,p53, Prx |




DUSLEDKY OXIDATIVNIHO STRESU

vys. hladiny ROS
plsobi v progresi
rakoviny riznymi g
mechanismy




ENDOKRINNI DISRUPCE



MECHANISMY ENDOKRINNI DISRUPCE

¥ biosyntéza steroidnich hormoni (napr. inhibice CYP19 -
aromatdzy snizuje hladinu estrogen):

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

¥ aktivace nebo suprese nukledrnich receptord (AR, ER, TR aj.)
vede k nezddoucim zméndm v receptor-zdvislé genové expresi

@ katabolismus (inaktivace) hormonid probihd za (Easti
biotransformaénich enzymi (napr. hydroxylace steroidi
enzymy CYP)



NUKLEARNI RECEPTORY - KLASIFIKACE

Vuclear Hormone Receplors

|'::“'|" | J

ER caik: ';_- : o o T VL | AR - 1._,:_'1-
.-'-:\.\.-"-,--"--I o, :'\q_.-'l' o 'ﬁhl ""1"1 . o
e e N &

o L") & v, Gy |
Esmsbial (N-Agy (el bl (Y- Ag) Tammsniien i XA | ——

R DN, R o |“H

o ) I | ]
’ B AP B a?
Prissruenmg 1% Ag BUC AR A * Coniad {N | M %A1

S Sa e = =

1M A
RXE
S e o o DO By ey g, COOW | DT A X
I . ey
LA '.1.1‘. F e T - Ty
RAR  Rpenc A 1529 L T

" . VOR ¥ “ri Ech s “.:!.Eu_-:

e A AL
" o ™ pioee -~ Ve i e
| "C!-..,--""l e
12 il y [ o
T Vitnesen 0 [ -
= g " iy AR | -
FRARG i
o e A e g@ | LXR LA
o g | B T o~
. & I . e L T r W
_£ . O Lo
o 3 Ay PN | :
e LA i
v XAy 2 EXR e SO
CAR ~L- | PPARY ~J
iy LA
g T wty . i |
=] Lo -
mubredard 1% A I
FAE ~
1= w I,-I.

CHEVSEN ONA [ Ligand COOH
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hormonal lipids

ER q,
PR ;
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Orphan
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Orphan
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dietary lipids

RXR a.B.y
PPAR a,p,y
LXR a,p
FXR
PXR/SXR
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NGFI-B a,p,y
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ERR a,B.y
RVRa.fB.y
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TR 2,4

HNF-4
COUP-TFa,B,y

Ligandy (agonisté) jadernych receptorii



Stanoveni estrogenni/antiestrogenni aktivity (aktivace ER-zdvislé
genové exprese mérena jako luciferazova aktivita))




AKTIVACE AhR A NUKLEARNICH RECEPTORU

@~ Aktivace AhR (indukce CYP1A1/1A2/1B1 = ovlivnéni
katabolismu steroidnich hormonu. aberantni aktivace AhR =
vyvojové defekty; interakce s ER aj. nukledrnimi receptory).

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

@~ Aktivace / suprese AR = androgeny / antiandrogeny

@~ Xenobiotika modulujici thyroidni funkce (aktivace nebo
suprese TR = napr. neurodevelopmentadlni defekty; kompetice
xenobiotik s proteiny transportu T4)

@~ Aktivace PPARy - obesogeny (tributyltin, bisfenol A,
alkylftalaty) - nékolik mechanismt, napr. disrupce metabolismu
lipidl a uklddani tuku (PPARy zvySuje biosyntézu lipidi);
diferenciace preadipocyti na adipocyty; v mozku deregulace
apetitu - ,"central balance of energy” (napr. receptory
neurotransmitert)



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

Koplandrni PCB: induktory AhR (“dioxin-like

c cl
compounds™);
[0 @ @ | - efekty také na thyroidni funkce (kompetitivni
vazba na thyroid-binding protein);
C

- antiestrogenita (suprese ER-dependentni

. genové exprese;
34,53 4, -pentachlorbifenyl - antiestrogenita: zvySena hydroxylace
(PCB) (= inaktivace) estradiolu indukovanymi CYP1

cl Cl Nekoplandrni PCB:
- nizkomolekularni kongenery maji
estrogenni aktivitu (aktivace ER):
Cl © @ Cl - vySechlorované PCB jsou antiestrogenni a
antiandrogenni (ER, AR):
- vazba na thyroid-binding protein;

- vazba na RyR (disrupce Ca2+ signalovani
= neurotoxicita, neurodevelopment. toxicita)

Cl cCl
2,2'4.4'6,6'-Hexachlorobiphenyl
(Not coplanar)



vliv na
biosyntézu?

zvyseni
metabolismu E2
= inaktivace
hormonu

aktivace/
suprese ER

Komplexni smés PCB - antiestrogenita
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METABOLITY POLYCHLOROVANYCH BIFENYLU (PCB)
po 2. fazi biotransformace

Methylsulfonyl-PCB ziistavaji jako relatyivné lipofilni rezidua v tkénich -
také toxicky vyznamné endokrinni disruptory - napr. vazba na 6R, modulace 2. fdze
metabolismu estradiolu aj. efekty

Cl Cl Cli
cl cl
cl cl
’ cl Ci cl
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3'-!#!3302-2.2'.4.5.5'-panlamlurobiphaﬂw
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(4'-MeS0,-CB101)

3'-MeS0,-2,2' 4,5-tetrachiorobiphenyl
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4'-MeS0,-2,2' 4 5-tetrachlorobiphenyl
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Stanoveni dioxinové toxicity v transgennim rybim modelu
(zebrafish)

exprese zeleného
fluorescencniho proteinu
(GFP) v pritomnosti
dioxinovych sloucenin
(exprese GFP zdvisla na
aktivaci AhR dioxiny a
PAHSs)




