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Hlavni mechanismy toxicity xenobiotik

» ,Primé® mutageny / genotoxiny; metabolicka aktivace promuta-
genu, adukty s DNA, chromosomalni aberace; oxidativni stres -
oxidativni poSkozeni DNA

» Mechanismy nadorové promoce — (negenotoxické) modulace
intracelularni signalni transdukce a zmeny genové exprese,
oxidativni stres aj. AhR-dependentni (dioxinova) aktivita. Efekty v
plasmatické membrané. Chemicky indukovana karcinogeneze.

» DalSi receptor-dependentni mechanismy: endokrinni disrupce
(napf. estrogenita, anti-estrogenita)

» Inhibice mitochondrialnich funkci (respirace, syntéza ATP, ale
také apoptéza — poruseni mitochondrialni membrany)

» Neurotoxicita, imunotoxicita, poruchy metabolismu endogennich
latek atd.



Genotoxicita

Genotoxicita = potencialné skodlivé u€inky chemickych latek nebo
zareni na geneticky material; dusledkem nemusi byt smrt buriky, ale
trvalé genetické zmény (mutace, chromosomalni aberace aj.).

Priklady hlavnich genotoxint: PAU (benzo[a]pyren), alkylované PAU,
aromatickeé a heterocyklické aminy, nitro- a nitrososlouceniny,
halogen. derivaty uhlovodiki (CCl4), aldehydy a epoxidy, azobarviva
a akridinova barviva, silna oxidacni Cinidla, nékteré tezke a transitni
kovy (Cd, Cr) aj.

Typy genotox. poSkozeni: bodove mutace (ox. deaminaci cytosinu
vznika uracyl, analoga bazi, alkylace bazi); chromosomalni aberace
(delece, inserce, duplikace, inverze useku chromosomu, translokace
useku chromosomu na nehomologni chromosom); klastogeny =
zpusobuji zlomy chromosom (UV zafeni, interkalaéni latky);
euploidie = zména poctu chromosomovych sad, napf. tetraploidie,
aneuploidie = zména poctu jednotlivych chromosomu.

Teratogeneze — vznik poSkozeni plodu (vrozené vyvojoveé vady
apod.); zpusobuiji to teratogeny (néktera org. rozpoustédla, viry aj.;
mutagenni latky mohou pusobit jako teratogeny).



1) Genotoxicita — metabolicka aktivace
polycyklickych aromatickych uhlovodiku
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Detoxikace polycyklickych aromatickych
uhlovodiku:

/ » Protektivni uloha GST, UDPGT aj. enzymu 2. faze
biotransformace
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Genotoxicita — metabolicka aktivace
polycyklickych aromatickych uhlovodiku

Bla]P

e » nejsilngjSi genotoxin ze skupiny PAHSs je dibenzo[a,l]pyren
(DB[al]P) stericka dostupnost metabolitd (dihydrodiolepoxidl) pro
GST event. dalSi enzymy 2. faze biotransformace




Genotoxicita — metabolicka aktivace
polycyklickych aromatickych uhlovodiku
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Akrylamid: detoxikace vs. tvorba aduktu
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Malondialdehyd

, » Typicky produkt peroxidace lipidu tvori adukty s DNA
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2) Hlavni typy poskozeni DNA
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Hlavni typy oxid. poskozeni DNA (“apurinic
sites®)
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Produkty oxidativhiho poskozeni DNA
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3) Aktivace signalnich drah detekujicich
poskozeni DNA
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OXIDATIVNI STRES




Oxidativni stres

» Oxidativni stres je nerovnovaha mezi (zvySenou) produkci ROS a
oxidovanych metabolitt a limitovanou kapacitou antioxidacnich

mechanismu.

» Hlavni mechanismy vzniku ROS:
- chorobné stavy (reumatoidni choroby, zanéty...)
- vedlejSi produkty respirace a dalSich metabolickych procesu
(prostaglandin H syntaza, diaminooxidaza, xanthinoxidaza)
- radiace
- metabolismus ciz.latek - aktivace O, v cyklu P450 (napr.
pomalu metabolizované substraty fenobarbital, lindan CYP2B);
redoxni cyklovani chinonu aj.; v experimentalnich studiich
prima produkce ROS (terc-BuHP), snizeni hladiny GSH
(dietylmaleat)



REAKTIVNI FORMY KYSLIKU:
redoxni cyklovani chinont / antioxida€ni enzymy
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Dusledky oxidativ

niho stresu

OXIDATIVNI STRES

SN

aktivace
oxidativni poSskozeni DNA, transkrip€nich dalsi drahy
peroxidace lipida, faktora €— (c-fos/c-jun;
oxidace proteint, GSH (AP-1, DAG — PKC)
NF-xB)
TRANSFORMOVANE s | BUNECNA
BUNKY PROLIFERACE

|

PROMOCE, KLONALNI EXPANZE

(rtzné role ox. stresu v chemické karcinogenezi)




ENDOKRINNI DISRUPCE




Mechanismy endokrinni disrupce

» biosyntéza steroidnich hormonu (napf. inhibice CYP19 —

aromatazy snizuje hladinu estrogenu);

» transport steroidnich a thyroidnich hormonud (kompetice vazby

hormonuU na transportni bilkoviny snizuje hladinu hormonu v
cilovych tkanich);

» aktivace nebo suprese nuklearnich receptort (AR, ER, TR aj.
vede k nezadoucim zménam v receptor-zavislé genove expresi)

» katabolismus (inaktivace) hormonU probiha za ucasti
biotransformacnich enzymu (napf. hydroxylace steroidd enzymy
CYP)



NUKLEARNI RECEPTORY:
vazba antagonistického a agonistickeho ligandu
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PCB jako endokrinni disruptory (priklad
pusobeni cizorodych latek vice mechanismy)

> Koplanarni PCB: induktory AhR
(“dioxin-like compounds®);
. efekty také na thyroidni funkce (kompetitivni
C @ Ci vazba na thyroid-binding protein);
antiestrogenita (suprese ER-dependentni

genove exprese;
3,4,5,3"4,-pentachlorbifenyl indukce hydroxylace (inaktivace) estradiolu

(PCB)

» Nekoplanarni PCB:
Cl nizkomolekularni kongenery maji
estrogenni aktivitu (aktivace ER);
@ @ Cl prevalentni vySechlorované PCB jsou
antiestrogenni a antiandrogenni (ER, AR);
vazba na thyroid-binding protein;
Cl vazba na RyR (disrupce Ca2+ signalovani

2.2'.4.4'.6.6'-Hexachloroblphenyl = neurotoxicita)
(Not coplanar)




Vliv cizorodych latek na energeticky
metabolismus (metabolismus cukru a lipid)

(a) Xenob.iot.ics and (b) p-oxidation
_ endobiotics
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Neurotoxicita

»

Cytotoxicita xenobiotik studovana v nervovych bunkach

Inhibice acetylcholinesteraz (napf. karbamaty, organofosfaty, ..)

Modulace uvolhovani dopaminu; efekty na dalSi signalizaci
pomoci neurotransmitert (efekty na cholinergni receptory apod.)

Interakce s ryanodinovym receptorem (RyR) — deregulace Ca?*
koncentraci = modulace Ca ?*-dependentni enzym

Poruchy diferenciace a rustu nervové tkané (inhibice GJIC, dalSi
interakce, napr. s TR); komplexnéji Ize sledovat efekty xenobiotik
jako developmentalni neurotoxicitu v modelech in vitro;



Neurotoxicita — inhibice AChE
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NEUROTOXICITA: interakce s RyR
a modulace cytosolového Ca?*
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PCB 95 exposure sensitizes RyR1 and RyR2 to increase release of internal Ca?* stores.
Increased cytoplasmic Ca?* triggers phosphorylation of CREB, stimulating CREB-dependent
transcription. CREB activation increases transcription of miR132, a transcriptional repressor
that suppresses p250GAP translation. The decreased translation of p250GAP effectively
releases inhibition on Racl activity to increase synaptogenesis.

Lesiak et al. J. Neurosci. 2014;34:717-725




Imunotoxicita

» Obecné mohou byt po expozici xenobiotiky poruseny
vSsechny typy humoralni a bunécné imunity

» Apoptodza vede k supresi krevnich bunék (pfiklad:
benzo[a]pyren je cytotoxicky v relativné nizkych

koncentracich)

» Suprese funkce a hmotnosti thymu (dioxiny,
koplanarnimi PCB a jinymi AhR agonisty)

» Poruchy indukce protilatkové odpovedi a dalsi
mechanismy




CHEMICKA KARCINOGENEZE - zakladni
koncept:

» Mnohastupnovy proces vyvoje rakoviny, komplexni interakce
genetickych, genotoxickych a epigenetickych (negenotoxickych) faktoru.
Zakladni faze karcinogeneze:

1) iniciace (akumulace mutaci v urcitych skupinach genu);

2) promoce (epigenetické zmény — zmény genove exprese,
pfedevSim zménény statut metylace DNA a acetylace histonu; ovlivnéni
pFenosu signald regulujicich bun. cyklus, proliferaci, diferenciaci a
apoptdzu; inhibice mezibunéénych spojeni GJIC, AJ)

3) progrese, metastaze (dalSi zmény genové exprese, geneticka
instabilita a chromosomova instabilita)

» FEaktory ovlivaujici mutagenitu/genotoxicitu a karcinogenitu:
1) genetické predispozice (,susceptibility®);
2) environmentalni faktory (chemické kontaminanty, nutricni vlivy),
kombinace 1 + 2;
3) suprese imunologickych funkci;
4) nezname faktory

» Cizorodé latky mohou ovliviiovat vSechny uvedené procesy




Chemicka karcinogeneze
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SUSCEPTIBILITA

» polymorfismus CYP1A1l, CYP1A2, CYP1B1, CYP2E1, GSTM1, NQO1,
NAT aj. genu biotransformacnich enzymu;

DNA repair; mutace v tumor-supresorovych genech;
otazka etnik, pohlavi, véku;

» komplexni vlivy spolu s nutriCnimi navyky (v€etné mikronutrienta,
vitaminu, PUFA a;.).

9 @

ENVIRONMENTALNI EXPOZICE

» koufeni;

» chemické zatizeni vzduchu (prach, PAHs, volatilni karcinogeny);

» kontaminovana potrava (pesticidy, persistetni latky, napf. PCB, dioxiny);
» pracovni prostfedi (PAHs, chemické vyroby, cytostatika aj.)

(PRE)KLINICKE EFEKTY

» chromos. aberace, genové mutace, aktivace onkogend, inaktivace tumor.
supresor. genu



Chemicka karcinogeneze

GENOTOXICKE KARCINOGENY reaguji s DNA a ireversibilné
pozménuji genom (bodové mutace, zmény v chromosomalni
strukture, zlomy, vymeény sesterskych chomatid, klastogeny);
interakce chemickych latek s DNA:alkylace, oxidativni poskozeni
nukleotidu, interkalace. INICIACE zahrnuje mutace genu DNA
repair, onkogenu (ras, myc aj.) a tumor-supresorovych genu
(napf. p53) - genu kontrolujicich bunécny cyklus a proliferaci
(PAHSs, nitro-PAHs, NNK aj. nitrososlouceniny)
NEGENOTOXICKE KARCINOGENY moduluji signalni transdukci
a gen. expresi - pozménéna proliferace a diferenciace, inhibovana
apoptdza a mezibunécna komunikace; pfedevsim pusobi ve fazi
PROMOCE karcinogeneze (dioxiny, PCB, OCP, azbest, kifemenny
prach, keramicka vlakna, kovove ionty, napr. Co, Mn, Ni, Cr, Be)

KOKARCINOGENY - samy nejsou nutné karcinogenni, potencuji
aktivaci chemickych karcinogenu



Mechanismy negenotoxickych procesu
spojenych s karcinogenezi

» aktivace nebo suprese transkripénich faktord (AhR, NF-kB,..),
.Klasické” epigenetické mechanismy (de-methylace DNA nebo

acetylace/deacetylace histonu);

» aktivace intracelularni signalni transdukce (ERK1/2, ...);

% strukturni a funk¢éni zmeény cytoplasmatické membrany;
efekty na intercelularni komunikaci (napf. inhibice GJIC, disrupce
adherence) - vyvazani se z homeostatickeé kontroly okolnich
bunék;
angiogeneze, procesy souvisejici s progresi a metastazemi




Zakladni mechanismy nadorové promoce

- mitogenni efekt, zvySeni bunécné proliferace, vyvazani z kontaktni inhibice
rustu (role onkogenu a inaktivace tumorovych supresoru);

- interference s transduk¢nimi signaly, které kontroluji normalni bunécny
rust a diferenciaci (aktivace EGFR/ErbB2-ras-ERK, aktivace protein kinazy
C, produkce ROS, aberantni produkce rustovych faktort atd.;

- aktivace ER- nebo AR-dependentni bunééné proliferace
- inhibice apoptozy (nefunkéni tumoroveé supresory, napf. p53) = dalSi
mechanismus prezivani bunek;
-Inhibice mezibunééné komunikace (GJIC), disrupce adherence bunék,
angiogeneze, prechod z epitelialniho na mesenchymalni fenotyp bunky;

y

Prezivani a transformace bunék = komplexni mnohastuprfovy proces iniciace a
promocnich mechanismu — de/diferenciace, angiogeneze, ...); vysledek zmén v
genove expresi, na povrchu bunky, intracel. signalizace aj.




Aktivace bun. proliferace
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Mechanismy negenotoxickych procesu

% Forbol-myristatacetat = PMA, TPA (modelovy tumorovy
promotor)
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chemicka aktivace proteinkinaz C a ERK1/2:
- hyperfosforylace Cx, inhibice GJIC
- mitogenni efekty




—

)

ol

¢

1 DISRUPCE MEZIBUNECNYCH SPOJENI -
E; VEDE K NADOROVE PROMOCI, INVAZIVITE A
Eg TVORBE METASTAZ




Intercelularni spojeni GJIC
(“gap junction intercellular communication®)

Zakladni stavebni jednotkou jsou proteiny konexiny (connexin 32, 43
atd.), které tvori hexamery (konexony); konexony sousednich
- bunek mohou tvorit spoleCny kanal, kterym prochazeji signalni

molekuly (cCAMP, Ca?* atd.) interacting

plasma membranes
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Disrupce adherentnich spoju
(adherens junctions)

Cadherin
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Disrupce adherentnich spoju vede ke zméné
fenotypu bunky

—> tumorigenesis —>

- l early progression
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Chemoprotektivni latky

» snizuji riziko karcinogeneze ruznymi mechanismy
ucinku (inhibice enzymu, antioxidacni efekty)

» pfirodni (smési i individualni chemické latky) nebo
syntetického puvodu

» priklady chemoprotektivnich sloucenin: dietarni

flavonoidy / glykosidy flavonoidu (antioxidanty,
antiestrogeny, modulatory CYP enzymu a;.)

Genistein

Genistin



Induktory / inhibitory 1. a 2. Faze
biotransformace
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Mechanismy protektivnich viastnosti
resveratrolu
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