Chemické mutageny

,RuUzné chemické latky, které Ize rozdélit na
prirozené a umelé, endogenni a exogenni, univerzalni
nebo druhove specificke"
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Chemické mutageny a jejich rozdeéeleni

1) Ldtky schopné modifikovat klidovou nereplikujici se DNA, replikace miiZe byt nutnd
pro vznik mautaci.

a) Modifikdtory bazi DNA - jejich i¢inkem neprobihd odstran&n{ bazi, ale tyto se mé&nf{ na
jiny typ bédze. Takovy ucinek md nap¥. kyselina dusitd, hydroxylamin.

b) Chemické latky schopné nejen modifikovat bdze, ale i od5tépit bdze DNA a rozrusit
polynukleotidovy fetézec. Sem patif monofunkcni alkylaénf ldtky a volné radikly.

©) Chemické litky, které maji vedle stejnych G&inkii jako pFedchozi skupina jeste
schopnost vytviret kovalentni vazby mezi bazemi a spojovat fetézce DNA.. Takto pisobi
bifunkéni alkylacni ldiky, aldehydy a litky typu mitomycinu C, cisplatiny.

d) Radiomimetika piisobici obdobn& jako ionizujici zdFeni. Pifkladem miZe byt bleomycin.

|
2) Ldtky piisobict pouze p¥i replikaci DNA.

|
a) Analogy purinovych a pyrimidinovych bazi DNA (5-bromuracil, 2-aminopurin), které
fadime k vyznamnym antimetabolitiim. '

b) Litky ifryvohivajid pfi replikaci inzerci nebo deleci part bazi. Jsou to bazickd barviva,
zejména akridinova napt. proflavin, akridinovd oranz.

3) Ldtky pisobici na systémy replikace a reparace DNA. Jedni se o sloudeniny zvySujfci
frekvenci spontdnnich a indukovanych mutaci. K t&mto ldtkdm patii napf. hydroxymodovina,
FdUr, araC, 3 AB aj.

i

4) Ostatmfl chemické ldtky - napv¥. t&Zké kovy ( kadmium, chrom )
I




Primeé chemické mutageny a jejich priklady

|. Base analogs

. B [ . .
5-Bromouracil | & Z2-ATminopuring H
== AL
& M C CH
HZ }“‘IH | /ﬂ: |
", —n
M=, H N/C%N H
H/ \"D z
Il. Acridines
. . o H H H
2 8 -Diamino acridine HC,;;—CR A AT
(Proflawvin ) | < ¢ CH
Ty /J! M +
ST TN T H
Ha M H H H 3
. Alkeylating agents
Di-{2-chloroethy jsulfide  (Sulfur mustard) CHCH, —CH, —S —CH, —CH, —Cl
: : ZH
Di-{ 2-chloroethed Imethylamine | 3
(Nitrogen mustard) CHGH, —CHy —N—CH, —GH, —Cl
Ethylmethane sulfonate (EMS) CHy —CH, —0O—50, —CH,

V. Deaminating agents
Mitrous acid HM Do

Vo Miscellaneous
Hydroeeylamine MHoOH

Free radicals




Kyselina dusita (modifikator bazi)

Kyselina dusita (dusitany v kyselém prostredi) — reaguje s primarnimi
aminoskupinami — deaminace C-U, A-hypoxantin, G-xantin

Podobne reaguje hydrogensiricitan HSO-, I!!

Hydroxylamin (reaguje s C) — nahrazuje aminoskupinu hydroxyaminoskupinou -
NHOH - zména parovani (s A)

Mutagenesis by Nitrous Acid (HNO5)
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Alkylacni latky

Alkylacni latky - rozdéleni:

a) alkysulfaty (reaguji hlavné s

dusikem bazi
) - alkylating agents
H

!

b) N-nitrOZOSIOUEeniny NH alkﬁ_.rlatu:un ’)\‘/

(reaguji hlavné s kyslikem)
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Alkylacni latky -priklady

R‘“O—ﬁ"“O*?-R Priklad:
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BIOLOGICKE DUSLEDKY ALKYLACE DNA

alkylaéni mista (,,tvrdymi* ¢inidly*):

X 0/ \ NH, - NH !

e H N \N/ == 1/ M NH/
qnfii " </~ ]:’) @J\:/ \ff*o
m‘a’ t dg \ dR dIR \

N-alkvlované baze: hlavni misto {fe G-N7

s

metylace v tomto misté neméni pdrovsalafrotoZze N7-metylguanin
snadno depurinuje, je ,,poskozené” misto snadno reparovano

bifunkéni modifikace (S/N ,,mustard - kroslink mezi sousednimi

G) md cytotoxicky efekt

hvni toxické misto po monofunkéni alkylaci - alkylované
v melém Zldbku a blokuje polymeraci DNA

(podobné G-N3, ale vznikd 10x méné Casto) '

A-N1: interferuje s A:T pdrovdnim

Q-alkylované baze
-06 - je ,,uzamigw” v enol-formé (G je normdlné keto-),

=>paruje se s T spiSe nez s C => mutace CG->AT (b&Ziné v

buiikdch vastavenych tvrdym alkylaénim ¢inidlim)

T-06 - minoritni produkt

e

enol- => pdrovani s G => TA->CG

Q-alkvlace fosfath ) fosfotriestery, snadno reparovatelné, nejsou

oxické




Dusledky alkylace DNA.

1. Modifikace, které neovliviiuji ani replikacni, transkrip&ni ¢&i translacni
procesy.

Tyto zmény jsou povazovany za biologicky inertni, tzn. Ze nemaji na fenotyp
ani letdlni ani mutagenni u€inky. Do této skupiny patii napi. 7-alkG, 7-alkA,
vznik alkylfosfotriesterti po alkylaci O.

2. Modifikace, které inhibuji replikaci, pop¥. transkripci a translaci.
Tyto modifikace mohou byt pro buiiku letdlni, pokud nejsou reparovany.
Piikladem jsou 3-alkA, 3-alkG.

3. Modifikace ménici parovaci schopnosti ptivodnich bazi, aniZ zméni
konformaci DNA a narusi replikaci €i transkripci.
Sem zafazujeme napi. O°- alkG (pravdépodobné& viechny O- alkylové derivaty).




Molekularni mechanismus vzniku mutaci po ucinku EMS
- vnik 0%-alkylguaninu - zmeéna parovani

K““D Mutagenesis by Ethyl Methane Sulfonate (EMS)
CZHB
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O6-alkylguanines

{Klug & Cummings 1997)




Molekularni mechanismus poskozeni DNA po

ucinku alkylacnich latek

* alkylace bazi: labilizace N-glykozidické
vazby — vznik AP mist — zlomy

» jednoviaknové ziomy v DNA — aberace !

» bi - a polyfunkcni alkylacni latky (horcicny
dusik): meziretézcové a vnitroretézcové
krizové vazby — cytotoxicita !!!

Obr. 373
Atomy v parech bazi podléhajici alkylaci

Tﬂkcu H3

. $ kfizova vazba
5° ~ 2. 3
DNA-fetézec THZ

DNA-retézec

Obr. 374
Schematické znazornéni meziretézcové kfizové vazby




Interkalacni latky (posunové mutace)

.. ~CHCH.Cl

Proflavin Acnidine orange ICR-191

(a)

Nitrogenous

7, *" bases
& . Intercalated
molecule

(b)




F Im

Poskozeni DNA po ucinku tezkych kovt
- oxidativni poskozeni DNA
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e The principal mechanisms of cadmium genotoxicity,
mutagenicity and carcinogenicity are: (i) generation of
reactive oxygen species; (ii) inhibition of DNA repair
(iii) depletion of glutathione and (iv) possibly also
suppression of apoptosis. Inhibition of DNA repair,
namely nucleotide excision repair (27-29), base excision
repair (30), DNA-SSB rejoining (31) and O6-
methylguanine-DNA-methyltransferase (14,17) may be of
high relevance for human carcinogenesis, since DNA repair
inhibition by cadmium occurs already at very low (for
practical exposure scenarios) concentrations.

e World-wide 15 000 tons of cadmium are produced per
year.




Radiomimetika

e radiomimetika - chemicke latky napodobujici Ucinek
ionizujiciho zareni (indukce zlomt DNA)

e protinadorova antibiotika - napr. bleomycin




Analogy bazi — ptsobi pri replikaci

5BU — analog tyminu (A nebo G) 2AP - analog adeninu (T nebo C)

Common keto Adenine lonized form Guanine szt?ﬂ gted Cytosine

form of 5-BU of 5-BU

b
(a) (b) @ (b)

Indukce mutaci — zameéna bazi —
nutna replikace !!!




replikace

A-T A-TG-C  G-BUy,,

zaména
G-C—"A-T

G-C

ngm‘:enol

replikac
G-C A - BUpqto

e replikace
_'J"" 4 .: = /\ /\ - =
i | I_H}

- G-C G-C A-T A-BUp ¢o .

Obr. 371
Zamény para bazi v DNA pod mutagennim ucinkem brémuracilu

T

o —
= k.




Formaldehyd - karcinogen

formaldehyd reaguje@inoskupin@aduji se na né&j)
nejprve s N6 adeninu (N2 guaninu) - reverzibilni reakce;

produkt pomalu reaguje s dal$i aminoskupinou (A nebo G) za tvorby

stabilniho metylenového mistku
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Chemické mutageny tvorici v DNA
krizové vazby

Intrastrand crosslink: cisplatin

Obr. 4. Schematické znazornéni moZnych zpiisobli vazani cisplatiny k DNA. Ve schématu m,jsou '
" obsaZeny distorze dvoijité droubovice DNA, ke kterym v diisledku navézéni komplexu dosio. G, A,
C a T oznatuji zbytky guamnu, ademnu, cytosinua thyminu ; za X miiZe byt dosazeno kterakoliz téchto

tyt bazi.
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Platinové derivaty v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

Cisplatina — cis diamin-dichloroplatnaty komplex

Historie:

e 1965 — inhibice riistu — dé€leni baktérii E. coli v kultufe obsahujici
chloridové a amoniové ionty kolem platinovych elektrod

Mechanismus a¢inku:

e protinadorovy u¢inek: vazba na DNA za tvorby produkti, které blokuji
replikaci a zabranuji transkripci:

e kiizové vazby (intrastrand cross-linking: 90 %6)

Farmakokinetika:

e rychla distribuce do tkani (jatra, ledviny, stfevo)

e za 3 hod. je 90 % platiny vazano v plazmé na bilkoviny

e nehromadi se selektivné v nddorové tkani

® do CNS pronika jen omezené

Problémy tolerance: ' "

s
e slouceniny téZkych kovlli — znama toxicita (nefrotoxicita, nausea.
zvraceni, ototoxicita)

Rezistence: "
7 ' e prevence vazby na DNA (snizeni transportu, zvy3eni intracelularni L
T 1 & . detoxikace, mechanismy zabranujici amrti bunky po vazbé na DNA,
- b e zvySena reparace, schopnost tolerovat poskozeni DINA)
4|
|
- E
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Pfinos cisplatiny k 1é¢bé nadoru
Nadory:

I. necitlivé (cervix, méchyf, prostata)
. rezistentni, odpovidajici (ORI.)
. odpovidajici, senzitivni (ovarium)

. senzitivni, kurabilni (testis)

Platinova cytostatika druhé generace (1983):
e karboplatina
e iproplatina

e DACH analogy (diamindcyklohexan)

i
e oxoplatina
Spolecny znak: vyrazné nizsi nefrotoxicita, G¢innost i u cisplatin
rezistentnich nadoru !
Soucasny stav: _ l ‘I
e cisplatina + karboplatina: cytostatika prvé rady celé skupiny
- nadorovych onemocnéni o
- . -
e . " : B % G % . :
| . Cisplatina + radioterapie: ks
] _..--_‘..u-'i' -
" g AR
[ e prokazan radiosezibilizac¢ni G¢inek "
1 Rada klinickych studii prokazuje uspésnost kombinace =y
& . o
. .
Zavér: cisplatina a jeji analogy maji stale zasadni misto v [¢¢b¢ " e
e &etnych solidnich nadori .
! W ]




Alkylacni latky - supermutageny

(vyuziti ve slechtenti)

e indukovana chemicka mutageneze !!!

e vyuZivana ve Slechténi novych druhu rostlin napf. okrasné
rostliny, jeCmen, psenice, ryze, oves, luskoviny, ovocné
dreviny

e pulsobeni ve vodném roztoku
na semena, promyti, vysev

8
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2.6.6 Indukce mutaci u 4. thaliana

Cil: Sezndmeni se s metodou indukce mutaci a zplGsoby hodnoceni
mutadnihe d<inku.
K indukci
nitrézomocovin

pouzl jeme zZnamy chemomu —-metyl-N-—

kterym budeme plascobit (na semena) 4. tha-
liana. Tento mu se pouzZzivad jako pozitive
hodnoceni mutagenity jinych latek.

Pripravime si roztoky MNU v pétil rOznych koncentracich

(2ml kazde koncentace) podle rozpisu:

MNU_ Zakladni roztok Putlr (pH %)
mmol. 1 0,2 mmol. 1l 41 1 :
0,25 2 000 o)
0,20 1 600 100
0,15 1 200 200 -
0,10 800 1 200
O, 05 400 1 600
O O =2 000

68 |




Priprava zékladn;ho roztoku 0,25 mmc:)l.l-‘1 MNU (m.h.=103):

b

1 mmol.1l © MNU = 10,3 mg/100 ml pufru
2,5 mmol.1™ ! MnU = 5,15 mg/ 20 ml pufru
1 i

1 ml 2,5 mmol-1 " MNU + 9 ml pufru = 10 ml 0,25 mmol.1l TMNU
Pufr: 0,1 mol.1 *
18,4 g NaanPO .12 HEO rozpustime v 1.000

) els
9
Pro kazdou koncentraci pouZi jeme a 12 mg) a

namocime je v 4 aZ 5 ml zkumavkach do 2 ml (2 000 ul) roztoku

cltrat-fosfatovy pufr: 5,1 g kys. cltronové+

na dobu 24 hod. ve tmé pii 25°C. Potom roztok se semeny
prele jeme pies ndlevku s filtradnim paplees Semena na

filtraénim papiru v nalevce pak 30 mln. odovodni
vodou,

Semena vysévame do truhlikl se zeminou tak, Jak bylo

uvedeno vyZe. 0d kaZdé koncentrace vysejeme semena do 120 a¥

150 jamek.

Pred zacatkem  dozravani Sesuli hodnot ime cetnost
embryondlnich letdlnich a chlorofylovych mutaci embryonalnim
testem. ZAaroven hodnotime stupen sterility, tj. relativni
poc¢et semen v téch tfech po sobé nasledujicich Sesulich, ve
kterych sledujeme pripadnd
100 rostlin,

- dé wvarianté
tj. 300 Feduli.

plasobeni hodnotime celke

=da se v ni

embryonalni nebo  cRhIOTOIy Tove——wylace,
Cetnost mutaci se vyjadri jako procento %esuli, ve kterych se
skytly mutace (do hodnoceni se nezapoditavaji Sedule -

maji 3 nebo mene

1),
K vyJadreni stupné sterility zarazujeme hodnocené sezule
do ¢tyr trid podle podtu semen véetné mutantnich:

trdda & soemssames 0 az 3 semena
tida @ . aawimswy s 4 aZ 16 semen
154 2 o (- Qe S R 17 aZ 29 semen
tidda 4o .n Sud v s 30 a vice semen.

Spoc¢itdme pocet gSesull v kazdé tiff{dé a vyJadiime Jje Jjako
procento z celkového poctu Sesuli. Toto procento vyndscobime
koeficientem. Pro tridu 1 je tento koeficient 1, pro tifidu 2 =

= 0,75, pro tiidu 3 = 0,25 a pro tiidu 4 = 0. Soudet hodnot .

(% krat koeficient) vyjadifuje stupen sterility.

LK
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