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« Chapat a dokazat vysvétlit zakladni pojmy toxikodynamiky
— receptor, interakce, afinita, ucinnost
* Vysvétlit molekularni principy interakci mezi toxickymi latkami a cilovymi
misty (receptory)

« Vysvétlit a popsat principy nespecifického a specifického pusobeni
toxickych latek

Viie VIV s

toxicity, tj.
— naruseni pfirozené fluidity membrany
— interakce latek s DNA
— inhibice enzymovych aktivit
— naruseni redox-potencialu
— naru$eni gradientd na membranach
— kompetice se substraty / pfirozenymi ligandy

* Poznat ve strukture vybranych modelovych latek strukturni znaky, které jsou
odpovédné za konkrétni mechanismy pusobeni




TOXIKODYNAMIKA
- zakladni principy -
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Cilova mista = biologické makromolekuly
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Toxikodynamika
vychazi z propracované ,farmakodynamiky“ a pfejima jeji koncepty
popisuje procesy na molekularni arovni

V mistée kontaktu toxikantu s cilovym mistem (,,receptorem®)
dochazi k interakci toxikant-receptor

Primarni jsou vzdy chemickeé interakce mezi dvéma
chemickymi latkami

llustrace —pfiklady funkci proteinu
(jen membranové)

Cilové struktury = zakladni (makro)molekuly:
Proteiny

STRUKTURNI (tubulin apod.)

ENZYMY

TRANSPORTERY (v membrané, hemoglobin)
PROTEINOVE RECEPTORY

(v membrané i v cytoplasmeé)
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Signal transduction
(c) Signal transduction

Nukleové kyseliny

Fosfolipidy . %{%& | '
(SaCharidy) g}%%g%;@ s Il I' ’@?}Eﬂf}gﬂ i
Malé molekuly (antioxidanty, ATP, hormony) O

(d) Cell-cell recognition  (e) Intercellular joining (f) Attachment to

the cytoskeleton

and extracellular

matrix (ECM)
Copyright © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.




Interakce latek s proteiny — priklady procesu

_A. RECEPTORS ; _ lon channal
Direct ” apeninglclosing
_ Enzyme
_ activatonfinhibibon
Agonist @ Transduction _lon channal
mechanisms modulation
_DMA
transcription
_ -0 ., No elfect
Antagonist () " Endogenous mediators blocked

(eg beta blockers, 17a-ethinylestradiol)
B ION CHANNELS

Blockers Doﬂ p [ Smeation
blocked
Increased or
w0

» decreased
opening probability
(eg local anaesthetics, cypermethrin)

@ Agonist/normal substrate @ Abnormal product

@ Antagonist/inhibitor O Pro-drug

¢ ENZYMES
. MNormal reaction
Inhibitar inhihited
False © & © Abnormal
substrate \ j > metabolite produced
O— ¢
Pro-drug j »  Active drug produced

(eg aspirin, ketoconazole)
D TRANSPORTERS

= o
W
()
s _ Transport
o QTG

False . Abnormal compound
substrate accumulated

Normal
Iranspon

(eg fluoxetine, omeprazole)

MNote — a few drugs target DNA rather than proteins (eg mitomycin C).




Interakce toxickych latek s proteinovymi cili (,,receptory)

- interakce pozitivni - indukce odpovedi (agonista)
(nahrazuje efekt ligandu, mimic effect, hormone-like effect)

- interakce negativni - kompetice: nevyvolava reakci (antagonista)
(blokuje navazani a efekt prirozeneého ligandu, pr. anti/estrogenita)
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Priklady cilovych struktur
(receptor = jakakoliv biomolekula, kterou muze ovlivnit toxikant)

- bunécha membrana
narkoticka toxicita - dosazeni takové koncentrace, ze dochazi
k blokaci fluidity membrany a tim jeji funkce

- acetylcholinesteraza
enzym - inhibice v aktivnim misté organofosfatovymi pesticidy
(substrate mimics)

- arylhydrocarbon receptor (AhR), estrogenni receptor (ER)

specifické mechanismy toxicity, xenoestrogenity

- DNA v mitochondriich

- atd....




Typy interakci (,,vazby‘) mezi toxikantem a receptorem

-nekovalentni (viz priklad na nasledujicim snimku)
(reverzibilni)

vodikoveé mustky
hydrofobni interakce
iontové interakce

van der Waalsovy interakce

-kovalentni
(zpravidla ireverzibilni)

pf. inhibice
acetylcholinesterazy

organofosfatem...
- pf. vazba na nukleotid




‘ interactions

target sites

class of effect

partitioning
(v.d. Waals and
H-donor/acceptor)

non-specific

membranes effects

(lipids)

specific H-

donor/acceptor receptor binding

proteins and and ionic and enzyme
peptides interactions, Inhibition
Steric fit*
+ ‘membrane
DNA formation peroxidation

protein damage
and depletion
*DNA damage

of covalent
bonds

Figure 2 Rationale behind the classification of chemicals
according to mechanism: target sites and type of interaction.




Typy-interakci mezi chemickymi latkami

Malé
molekuly
s rdznou

strukturou
(OH, NH3...)

(priklad — interakce s proteinem)

| Protein
NH,

| \
-CHE—Ur4 +++ 0=C—CH,—CH,— Eigg;ugen

CH,—CH,—NH,* ~0,
.— . . . N lonic

Vi
2
p*
L]':H—CHE
CH, ?HE
CH3— CH-— CH, Hydrophobic and
van der Waals
._?H_EH3 EHa—fr-:H— interactions
CH, CH,
0
&
.—CHE—C’! "HyN—CH,—"rlonic"bond
"**-..D g

_ Copyright {c) by W. H. Freeman and Company




Rychlost a sila interakce

Rychlost a sila interakce zavisi na:

- koncentraci obou interagujicich latek
(urcujici je zpravidla koncentrace toxikantu - ta je dana toxokinetikou)

- AFINITA vazby ,ligand-receptor” e

: Hodnoceni - disociaéni konstanty: - XV
Kd (pro ucinné latky cca v rozmezi 108 M az 103 M) - -
(koncentrace ktera staCi k navazani z 50% “r/ MY
na prislusny receptor) \_,/

Afinita - vyjadfuje se Casto jako prevracena hodnota (1/Kd)

> Toxicita (efekt) je pak dan schopnosti UCINNOSTI (efficacy)

latky vyvolat pfislusny efekt + ' H
(vysoka afinita (navazani) jeSté nemusi receptor aktivovat el / A )
-2 tcinnost mize byt nizsi) RN | -

_ f‘




TOXIKODYNAMIKA - zakladni principy -
Jedna latka zpravidla reaquije s vice ,,receptory‘ !l

Ktera z téchto ,interakci“se projevi toxicky ?

Vyznamné faktory:

Koncentrace vs. rychlost toxického projevu interakce
dioxin: vysoké davky = akutni chlorakne, smrt,
nizké davky, dlouhodobé -2 karcinogenita, imunosuprese ...

Prostorové umisténi a kontakt s receptory

embryo vs. dospélec
insekticid: vysoka davka - akutni toxicita -> Zabry / smrt
nizka davka je distribuovana v téle a pusobi chronicky -> imunotoxicita

Kd - jednotlivych interakci
organofosfat: specificka inhibice AcChE, velmi nizke Kd
- specifické pusobeni




TOXIKODYNAMIKA - zakladni principy -

| atka reaquije s vice receptory !!!

Priklad - 2,3,7,8-TCDD

- narkoticka toxicita (membrana) (106 M)
- akutni rychla intoxikace — ,chlorakné*

- modulace estrogenity (ER) (pohlavni organy
Kd 10° - 1072 M)
- reprodukcni poruchy/mésice - roky

- indukce AhR (thymus, jatra Kd 1072 - 10-7° M)
- nador/meésice — roky (karcinogenita, imunotoxicita)

keormmil odped

Tdroje dioxini

Hejwitiim 2drojem dioxini jsoo spolovny
nemocnitniho o komunifasha adpady.

Dioxiny 2de wenikefl, pekud jseu pi spalovani
piitamay dhlorovant souteainy, juko napiikdad
FYC. Dioxiny mohou vanikot téi joke vedle]il

& produbit priwmyslawi wiroby, i se Gastni chler,
_ ‘-,/I\—. —
7




Akutni (24h) toxicita
TCDD a ostatnich latek
(potkan LD50 mg/kg z.v.)

Chemical

TCDD (a form of dioxin)
Tetrodotoxin (globefish toxin)

Saxitoxin (shellfish poison)
Carbofuran (a pesticide)

Phosphamidon (an insecticide)

Nicotine

Caffeine

DDT (an insecticide)

2,4-D (an herbicide)

Mirex (an insecticide)
Acetylsalicylic acid (aspirin)
Malathion (an insecticide)
Sodium chloride (table salt)
Glyphosate (an herbicide)
Ethanol (drinking alcohol)
Sucrose (table sugar)

Botulotoxin
(enzym!
Jedna molekula=> mnoho reakci)

LD 5, Value
(mg/kg z.v.)

0.01
0.01

0.8
10

24

50

200
200
370
740
1,700
2,000
3,750
4,300
13,700
30,000

0,00000003



Toxikodynamika - otazky

Jaké makromolekuly jsou cilem toxickych latek?
Jaké existuji interakce mezi toxickymi latkami a makromolekulami?

Jaky typ intereakce bude nejpravdépodobnéjsi mezi
* hexachlorhexanem ... a hemoglobinem? ...a fosfolipidem?
* formaldehydem ... a tubulinem? ... a nukleovou kyselinou?

Co je to toxikodynamicka disociacni konstanta?

Ke které makromolekule ma TCDD vysSSi afinitu? U které interakce bude vySSi Kd?
K receptoru AhR nebo k hemoglobinu?

Co je agonista? Co je antagonista?




Uginky latek na molekularni Grovni:
mechanismy pusobeni




Co by si student(ka) mel(a) odnést ?

1) ZNAT a dokazat vysvétlit hlavni Molekularni a Biochemické
mechanismy toxicity

2) Dokazat priradit ke kazdému mechanismu toxicity néktere z
vyznamnych environmentalnich toxikantu

3) Vysvétlit, jak se jednotlivé BIOCHEMICKE MECHANISMY
toxicity projevi na vyssich urovnich
(pfiklad — inhibice receptoru pro hormon - projev: poruseni reprodukce)




Chemical

Model

Organism

Pripomenuti:

mechanisticky koncept od molekuly k populacim
(V literature: ,,Adverse Outcome Pathway*)

Physicochemical Mechanism & mode of toxic action
properties {(also known as Adverse Outcome Pathways)
Toxicant Toxicant Toxicant Toxicant :
: : ; ; : Cellular Organ Organism
concentration —* concentration [~ concentration interaction [ " *
in rmediurm in animal at target with target [RhEDSS 73 bk Fesihee -
Toxicokinetics Toxicodynamics Population
models
(incl. PBPK) Damage accrual & damage recovery,
Energy allocation, Pobiilation
Uptake, Physiological compensation, d;ﬁmmcs
Biotransformation, Thresholds
Distribution,
Elimination {toxic effects propagate from

lowver to higher levels of biological organisation)

A

A

Traits affecting toxicokinetics

ER=

Traits affecting toxicodynamics

Life history &
ecological traits

= Arrows indicate a causal relationship
See also: Ashauer & Escher JEM (2010), Rubach ef al. [EAM (2011), Jager ef al. ES&T (2011), Ashauer ef al. ET&C (2011)

www. ecotoxmodels.org




Zakladni typy ekotoxicity organickych latek

1) Cizorodé organickée latky maji toxické efekty pro membranové fosfolipidy

= nepolarni narkoticka toxicita (bazalni toxicita, membranova toxicita)
projevy pri relativné vysokych koncentracich, zavisi na logKow (viz dale)




Zakladni typy ekotoxicity organickych latek

1) Cizorodé organickée latky maji toxicke efekty pro membranové fosfolipidy

= nepolarni narkoticka toxicita (bazalni toxicita, membranova toxicita)
projevy pri relativné vysokych koncentracich, zavisi na logKow (viz dale)

(B4

2) Kromé zakladni toxicity, mohou polarnégjSi latky pfimo pusobit
na membranové proteiny = polarni nakoticka toxicita
projevy pfi nizSich koncentracich nez by odpovidalo logKow




Zakladni typy ekotoxicity organickych latek

1) Cizorodé organicke latky maji toxické efekty pro membranové fosfolipidy

= nepolarni narkoticka toxicita (bazalni toxicita, membranova toxicita)
projevy pri relativné vysokych koncentracich, zavisi na logKow (viz dale)

(D4

2) Kromé zakladni toxicity, mohou polarnégjSi latky pfimo pusobit

na membranové proteiny = polarni nakoticka toxicita
projevy pri nizSich koncentracich nez by odpovidalo logKow

3) Kromé obou nahofe uvedenych mechanismu, mohou latky, které jsou reaktivni
napadat reaktivné makromolekuly a pUsobit tzv. reaktivni toxicitu
- projevy jeSté pri nizsich koncentracich nez odpovida narkoze
-toxicke latky spise elektrofily, vyhledavaji nukleofilni zbytky = ,elektrony-bohata mista“
(nukleotidy, SH-, NH2- a dalsi skupiny — nukleové kyseliny, proteiny, fosfolipidy)




Zakladni typy ekotoxicity organickych latek

1) Cizorodé organicke latky maji toxické efekty pro membranové fosfolipidy

= nepolarni narkoticka toxicita (bazalni toxicita, membranova toxicita)
projevy pri relativné vysokych koncentracich, zavisi na logKow (viz dale)

(a4

2) Kromé zakladni toxicity, mohou polarnéjsSi latky pfimo pusobit na membranové

proteiny = polarni nakoticka toxicita
projevy pri nizSich koncentracich nez by odpovidalo logKow

-

3) Kromé obou nahofe uvedenych mechanismu, mohou latky, které jsou reaktivni
napadat reaktivné makromolekuly a pusobit tzv. reaktivni toxicitu
- projevy jeSté pri nizSich koncentracich nez odpovida narkoze
- toxicke latky spiSe elektrofily, vyhledavaji nukleofilni zbytky = ,elektrony-bohata mista*“
(nukleotidy, SH-, NH2- a dalsi skupiny — nukleové kyseliny, proteiny, fosfolipidy)

"Yaaw 4MI14193dS3AN

4) Jen nékteré vybrané skupiny latek vykazuji specificke typy toxicity
-inhibice enzymu (pf. Insekticidy, IéKy), interakce s receptory (estrogeny, dioxinova toxicita ...)
- projevy pri velmi nizkych koncentracich, mohou mit chronické projevy

1-3 = nespecifické typy toxicity (u velkych skupin latek, nemaiji specificky cil , reakce se
vS§emi makromolekulami),
4 — specificka toxicita (UCinky na urcité cile, proteiny nebo NK)

= Viz takeé drive: toxikodynamika




Zakladni typy ekotoxicity organickych latek

Organicke

|étky - V8echny organické latky
- Membrany
(nepolarni a polarni narkoza)

Reaktivni toxicita
—->VSechny makromolekuly
(NK, proteiny, membrana)

. oxidativni stres,
mutagenita - acylace-/arylace
denaturace proteinu
(nekompetit. Inhibice
enzymd...)

Kovy -

. jiné procesy nez u org.latek

: oxidace/redukce
- toxicita




Membranova toxicita




Mechanismus 1: Interakce s membranou

Naruseni membrany

- zakladni toxicita (baseline toxicity) = narkoza (narcosis)
(nejde o narkozu farmakologickou, kde se uvazuje velmi specificke
pusobeni na receptory na membranach)

Zasadni vyznam v ekotoxicite vétéinyvorganickX/ch polutantu
- efekty zavislé na HYDROFOBICITE (Kow / logKow = logP)
- pri vyssich koncentracich akumulace latek v membranach

- naruseni zasadnich zivotnich funkci
(pFenos nervovych signalu, tvorba ATP atd atd)
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Plasma membrane
OUTSIDE

Phospholipid (75%) Glycolipids (5%)

Hydrophabic en$ 1runment

i

=
o

Integral
Cholesterol (20%%) protein

Peripheral protein

INSIDE
Poznamka: cholesterol - strukturne ,velikosti“ obdobny jako jiné

organicke latky (PAHSs, neutralni toxikanty...)




Narkoticka (membranova toxicita)
- dusledky a projevy

AKUTNI EKOTOXICITA
Prokazana linearni korelace mezi logKow (=logP) a EC50 u
vodnich organismu (napf. Daphnia, ryby, planktonni rasy ...)

Daphnia
5 o]
= 4
=
E
| N—)
2 3
()
i
.
= 2
11}
o
-
oo
i
? :
é L2 - ] Amines aromatic or phenold
0 _Z X Amines aromatic or phenol5
-
P {j' A Neutral organics
_1 "

4 6 8

log P

Obrazek:

Neutralni organickeé latky
- Nepolarni narkoza

Aminy (NH?2), fenoly (OH)

-> Polarni narkoza

(pfi stejném logP je pozorovana
vysSSi toxicita — tj. vySsi hodnoty
1/EC50 nez u neutralnich latek)




Mutagenita a genotoxicita




- Mutagenita a genotoxicita -

Adenine  Thymine

— |

Guanine  Cylosine

DNA - klicova molekula zivota
- pecliva kontrola struktury (a funkce)

Sugar phaosphaie
backbone

DNA vSech organismu ¢asto mutuje:
- zaklad prirozene variability, adaptaci, evoluc

.5, Hational Librarny of Medicine

Naprosta vetsina pripadnych mutaci je opravena

Neopravitelné zmeny
- 99.9% fizena smrt buniky (apoptoza)
- minimum zmén zustane zachovano
—> projevy (adaptace, evoluce ... genotoxicita)




- Mutagenita a genotoxicita -

BXOGenoUs Eﬂﬂ-ﬂg‘ﬂﬂ-ﬂus
N \ rata of ONA damage = rate of repair
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\ unrapaitred
' diseased cell
Fa

rata of ONA damage > rate of repair

) & Prometheus 2004
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- Mutagenita a genotoxicita -

Chemické latky mohou indukovat poskozeni DNA

mutageny = latky zpusobujici mutace
(zmény/alterace na DNA a chromosomech)

genotoxiny = latky poskozujici DNA

klastogeny = latky vyvolavajici chromosomalni zlomy

Pozn. terminologie neni jednotna / prechody ...




- Mutagenita a genotoxicita — TYPY MUTACI 1

1) Bodové mutace (interakce toxikantu s nukleotidem)
. zameny
zmeéna jednoho tripletu, jedné aminokyseliny - “dprava” funkce enzymu
NEBO nefunkCni enzym - apoptoza

. delece, adice
zpravidla zména Cteciho ramce = vzdy nefunkCni enzym - smrt apoptozou

nsertion | Zaména T (Purin) > C (Pyrimidin)
5 AUG |CGA | UUA | UAC | GGG 3
Met Arg Leu Tyr Gly W| | d -'type
| AUG|CGA|UUA |UUA [cGg| G |* TACG
Met Arg Leu Leu Arg AT G C — S AT G C WI'd-typE
Deletion TACG\ AT G C
AUG |CGA | UUA | UAC |GGG | AAA ACGC
| Met Arg Leu Tyr Gly Lys . A _ amino \ A C G C
[auc|cealuualuac|ceal Aa A = imino TGCG
Met | Arg | Leu | Stop transition {T=C)




Dusledky bodovych mutaci

(@) Tiché mutace — i po zméné koduje stejnou aminokyselinu (amk)

(b) Zména smyslu — jiny triplet: zména kodovani jedné amk

(c) Nesmysina mutace — napf. triplet koduje ,STOPL

(d — e) Zména ¢teciho ramce — zména triplett pro mnoho amk od mutace dale

Normal DNA ' T T T T TTITITTl Template
AAAATACGTGCA DNA
strand
UUUUAUGCACGU
bbb e RNA
Normal — Phe — Tyr — Ala — Arg —
polypeptide
Normal
Mutated
AAGATACGTGCA template
DNA
UUCUAUGCACGU strand
Mutated
mRNA
— Phe — Tyr — Ala — Arg — No change in
amino acid
sequence of
(a) Silent mutation polypeptide

Mutated template
DNA strand

__Slightly different amino

— Phe — Tyr — Gly — Arg acid sequence

(©) - [F—

Mutated
AAAATTCGTGCA template

DNA strand
UUUUAAGCACGU

Mutated

mRNA

—'Ph STOP ] )
€ cobonN Polypeptide synthesis ceases

(c) Nonsense mutation

Frameshift mutations

/- Insertion

TITITTITTIIITT] Mutated
AAATATACGTGCA template
DNA strand
UUUAUAUGCACGU
Mutated
mRNA

— Phe — lle — Cys — Thr — Major difference

in amino acid
(d) Frameshift insertion

sequence
T
T
Mutated
AAAA ACGTGCA template
DNA strand
UUUU UGCACGU
Mutated
mRNA

— Phe — Leu — His — Val — Major difference
in amino acid

(e) Frameshift deletion sequence



- Mutagenita a genotoxicita — TYPY MUTACI 2

2) Zlomy + chromozomové mutace
(toxikant interaguje s “patefi” DNA — cukr-fosfatovy retézec)

Hvdmgrn bond
(e ﬁ @v @”‘
% Em e S . -
'S GhcofD —— Gcolb
g @m DELETION
X-ray break.‘f\,_;n -
G MABC DEF ~— » ABBC . DEF
o ey
2 . DUPLICATION
" R G, o -
. b < > AuBE.DJ CBLE
2 o )
-, G INVERSION

@8 c O ki , ABCO K

TRANSLOCATION




Mutageny — hlavni skupiny / priklady

1) lonizujici zareni
* pfima interakce s DNA (zlomy)
* nepfimo - stépeni vody - ROS (viz také dale)
2) elektrofilni malé molekuly
* derivaty kysliku, vody (m.j. také po ozareni)
(viz také dale — “oxidativni stres”)
* vyhledavaji nukleofilni/bazicka mista ... napr. v NK
3) dalsi reaktivni latky - alkylujici, acylujici nebo arylujici latky
—> kovalentni adukty s nukleotidy v DNA

> 1+2+3: ,nespecificke” reaktivni mechanismy

4) interkalatory DNA = cross-linking fetézcu DNA

2 4: ,specificky” mechanismus genotoxicity
(jen latky s definovanou strukturou, velikosti...)




Mutagenita — ionizujici zareni

water
radiation — = » « free radical

DAMAGE

DAMAGE
radiation




Mutagenita — volné radikaly / oxidacni stres

Produkty vznikajici z vody a kysliku
Voda - chemikalie s nejvySSi koncentraci,

Kyslik — silné oxidacni Cinidlo

- ROS
reactive oxygen species

viz dale — mechanismus “oxidativni stres”

XENOBIOTICS

o o ———— — — — — ——— — —— —

CONSEQUENCES

* MUTATION

= CYTOTOXICITY
* CYTOSTASIS

* PROLIFERATION

11
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Mutagenita — reaktivni latky (alkylace / arylace)

Kontaminanty, jejich metabolity, toxiny
PAHs
Plisfiové toxiny atd.

Adukty (arylace) po aktivaci CYP
Aflatoxin B1 (po aktivaci CYP)
BaP (po aktivaci CYP)

Reaktivni organické toxikanty

epoxidy, episulfidy, laktony, aminy Alkylace
chinony _ Nitrosomocovina
azo-latky (heterocyklické PAHSs) Cyklofosfamid

aromatické nitro-latky (NO2-PAHSs)
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Mutagenita benzo[a]pyren — “arylace” (vznik aduktu) po aktivaci CYP450

[Gge G g‘:m‘ [G’Gg]ﬁ Hi’""’"""= Reaktivni

Hal»
baranjslpyrene {+)banzafalpyrena-7.8-spdde epoxid na BaP

Ebanzs{alpyrens-7, B-dedrodiol ribanizole] pyrene-7 5-d ydrodiol-9, 1 D-apodde G UAN I N

N Adukt
/L I \\‘CH BaP-G
S

HO

N

OH O |

Scheme 5.5. Interaction of 7,8-dihydrodiol-9,10-epoxide of benzo[a]pyrene with the amuno




»Alkylace" — cyklofosfamid
* CP - nejvice uzivané protinadorové cytostatikum
» prokazany mutagen (WHO IARC class 1)

—> adukty + cross-linky mezi retezci

5 5 5
M c
ot |
Nept N|—® N & — G A
R M, M
G > G & 6"
g £ 5'
a) DMA + b) Monoalkylated ¢} Monoalkylated
azindimiurm icn rmusiard adduct azindmeom adduct
+Hz0 / \\‘
_': G_ by
5 ' 5
—N W —M M= —C }-‘ G—' — M ; M=
oH b
N % N R ~C G ~N N, NS CN{ RN
r"r_H"-.R 'r 'H., I_f/- g’ =4
JE C - RCH —G C —G C -G C
* 5 & ¥ &
d} Monoalkylation g] Intrastrand DMNA 1 Imtersirand &5'-GC g} Interstrand h} Interstrand
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Interkalacni Cinidla
Vyuziti v experimentalni biologii — znac¢eni DNA (ethidium bromid)

C 3 f ): Peptides CH3 /Csz
HN~- CH (CH, }

X Iﬁ jeceiing
4

Chart 5.8. Examples of intercalating agents. Key: 1, acriflavine; 2, ethidium bromide; 3, actino-
mycin; 4, quinacrine.

Interkalace: psoralen
(v dehtu, psoriaza = lupenka)




INTERKALACE DO DNA

Example 1 - ETHIDIUMBROMIDE
- experimental dye — visualization of DNA
- intercalation = sharing of electrones with bases = high fluorescence

Normal Lower
density density
DNA DNA

Nucleotide

Intercalated eb

Phosphate backbone




REPARACNI MECHANISMY DNA

V organismu je trvale aktivni

komplexnl' aparét reparaénich DNA DAMAGE DNA REPAIR SYSTEM
syStémﬁ 5'_A o DIRECT REVERSAL
(specifické komplexy enzymu pro ruzné  —cs “fj} / HISHATCH REPAIR
typy zmén na DNA) I sl = .
X °<T
Reparaénl, enzymové aparéty: :EIG li— NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR
o & g v 3
. . ) OH O\\\ a _\____________'._,_
e mnoho je exprimovano o é_§
konstitutivné :l ;‘m—_ FI:COMEINATIDNAL_FIEPAIFI .
, s - v Vg e — AT
(nizke aurovné, stala kontrola DNA) — $§ —
[ L T,
v 7y » . . . ’ LT A
* nékteré jsou inducibilni —co_] N o
zménami v DNA (mutace) o o /N
(napf. SOS repair — vyuziti jako — 6 C— BASE EXCISION REPAIR
biomarkery poskozeni NK) — %% 5 | >

3 hd




Dusledky mutaci / genotoxicity

1) Dusledky u lidi a zvirat
Mutace téelnich bunék (somatické mutace)
-> prvni krok karcinogeneze a dalSich patologii
(karcinogeneze, teratogenita: viz dalSi prednasky)
Mutace pohlavnich bunék
-> pfenos mutaci na dalSi generace - evoluce

2) Dusledky pro ekosystémy
> zmény genomu/genofondu prirodnich organismu
> adaptace na zmeny v prostredi = evoluce

Priklady/pripominka:  Pesticidy =2 vznik rezistentniho hmyzu
Antibiotika =  ATB-rezistentni bakterie




Pripominka: mutace — zaklad evoluce populaci

Chromosome with allele
conferring resistance

to pesticide %
Additional Survivors
applications will

be less effective, and

the frequency of

resistant insects in

the population
will grow

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.



Inhibice enzymovych aktivit




Inhibice enzymovych aktivit

Rada (eko)toxikantti plisobi jako specifické inhibitory Fady enzym(i
inhibice reverzibilni (nekovalentni)
ireverzibilni (kovalentni)

inhibice kompetitivni
. vazba v aktivnim misté, na urovni substratu: viz priklady dale

inhibice nekompetitivni / alosterické
. vazby na jiném misté enzymu
-2 ,nespecificka“ zména struktury a nasledné funkce
(napf. nizké pH: hodné H+ - denaturace proteinii tnvirita)

Competitive

inhibitor

interferes with

active site of

enzyme so -~
substrate :
cannot bind Substm_

Moncompetitive inhibitor
changes shape of
enzyme so0 it cannot
bind to substrate

{a) Competitive inhibition (b} Moncompetitive inhibition




Specifické inhibice enzymu - priklad AcCholE

Acetylcholinesteraza
- kliCovy enzym v pfenosu nervovych signall (mezi neurony, mezi neuronem a svalem)

-Inhibice Ach (organofosfatové pesticity, karbamaty ..

EI

POSE-SYTAPAIC eELron
or muscle cell

W Acetykholine (ACh)
g AChReceptor

-L Signal transmizsion

ACh Esterase STOPS signaling pn-uﬂ

PO -y EEIC e pen
of muscle cell

W Ach
kg AChReceptor
.-l—-s-lgmltmmimm

J H ACh Esterase

pos-symapti neursn
ntnwxlruﬂ

I#.'.I'l
fl ACh Receptor

'-'il'- Signal trarcimission
I ACh Esterase

»  Organophosphste pesticide {OF)

|

.) =2 kreCe, uduseni

a Peripheral
Choline binding site

Active site
‘ gorge

Active site 8]

OH -0

NS

NH

Catalytic
triad

b - Ser-AChE
CH
3CH3 ” ache ?
0/\/ \\CH /J\O_
Aceatylcholine Acetate
CH;]
OH~
How ‘\‘CHQ
Choline _Ser-ACHE
ADBI‘)'I-AChE

Nature Reviews | Neuroscience
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Phosphoric acid

Priklady — inhibitory AcCholE
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Specifické inhibice enzymu - priklady

inhibice enzymu respiracnich retézcu
- Respirace & tvorba ATP - klicovy metabolicky proces
- Kyanid (C=N), CO vazba na hemovy komplex

—> nejrychlejSi toxicita — mitochondrie

- také v hemoglobinu, CYP450 atd.

p +
highH concentration

intermembrane
space

jondrion

ATP -
+ matrix / \
. Krebs
high pH

+ .
low H concentration

FAD

1]

M LLLLLLL LY A
\‘.‘..“‘*‘
cytochrome ¢




Nespecifické mechanismy (reaktivni): denaturace

- udinky latek na sekundani a terciarni strukturu protein
(véetné enzymii)

Naruseni H-mustku alkoholy, aminy
lontové vazby kyseliny (COOH), zasady (aminy)

toxické (tézké) kovy - Hg*2, Pb*2, Cd*2, Ag*! TI*,
S-S mustky toxické kovy (reakce se sirou HS-)

Detaily (domaci ukol): http://www.elmhurst.edu/~chm/vchembook/568denaturation.html




Zmeny redox-potencialu
Oxidativni stres




Zmeny redox potencialu / oxidativni stres

Redox-potencial
- v bunce se pfirozene udrzuje urCity stav redox-potencialu
- rovhovaha oxidanty/antioxidanty

- naruseni rovnovahy - oxidacni stres
- Antioxidanty:

endogenni syntéza — glutathion (!)
dietarni beta-karoten, kys. askorbova (vitamin C)

- Zdroje “pro-oxidantt” (viz dale)
- pfirozené procesy (metabolismus)

- zareni Oxidati
. . vrs r L - L " . L] “m““ﬂrm
- xenobiotika (pfima reaktivita, reaktivita po aktivaci) o
mnk
ﬁh%ﬁ
fissue injury Oxidative domage inflammation

]
!
Lipids proteins nucleic ocids




METABOLISMUS a oxidativni stres

Metabolismus - mitochondrie
kyslik = terminalni akceptor elektronu

fyziologicky: 02 + glukoza - voda + CO2
patologie: 02 > ROS (reactive oxygen species)
ROS signaling

NAD(E)H protection
/ \ catalase
xar.wthine
0, "~ H,0, \/HZO
Hlavni ROS T glutathione
-Superoxid (02_ . ) ( l;]rmtla{:l'lom:iriaj | Fe+2 peroxidase systems
-Peroxid vodiku (H202) gt
*Hydroxylovy radikal (OH ) e
- poskozeni molekul -OH
direct cellular injury

_ lipids DNA proteins




Respiracni retézec v mitochondriich
- zdroj elektrond - zdroj ROS

MATRIX

Succ Fum

IMS




DalsSi zdroje ,,oxidantu“ v bunice - zareni

lonizujici zareni
- reakce s vodou v bunkach

-> produkce ROS (OH-radikal)
- zakladni mechanismus toxicity zpisobené zarenim !

C DNA damage
A Water radiolysis OH"

H.O e o+ H,0'=> H' + OH -
H,0

H'+ OH' H.O
B Subsequent reactions _
€ o+ HyO —>» H 0" D Damage fixation | O,
€ ot Oy ——> O
H'+H* =—> H,
OH'+ OH' —> H,0,
H+0y — HOy ——“-_ H*+ Q"




XENOBIOTIKA A OXIDACNI STRES

- primo reaktivni latky (napf. epoxidy a dalSi ...)
- metabolity vznikajici pfi transformacich a detoxifikaci
—>Reakce s “antioxidanty” = naruseni redox rovnovahy

-toxické kovy (Fentonova reakce — katalyza rozkladu H202 - OH¥)

-redoxni cyklatory — napf. chinony

- Indukce radikall (viz priklad dole: kovy - ROS)

fatty acid
B-oxidation

sevearal
oxidases

0;

Oy generating
systems
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3 -

o

H0

e GSH NADP*
peroxidase reductase
l\-e 885G —"+ ~—~ NADPH

%
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", r.‘

DMA repair
systems

*OH

= [metal-oxygen] | =----

10,

1

—— lipid peroxidation
T (LOOH, LOOs, LOw)

o~
-

IIFF
DNA damage—=—=—=carcinogenesis

i |

As*, Cd®*, CHyHg*"?
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Oxidativni stres = naruseni rovnovahy
oxidanty/antioxidanty

Oxidacni stres vznika:

- ZvySenim koncentraci oxidantu
a/nebo
- Odstranénim antioxidantu

- velmi obecny mechanismus vyvolany toxickymi latkami

- dusledky: chronické efekty — nemoci, rakovina, starnuti ...

Pozn: Druhy extrém naruSeni rovnovahy:
? Snizeni koncentraci oxidantu - malo prostudovano (anoxie - ¢asty stav v nadorech)
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Dalsi specifickeé mechanismy

e intracelularni receptory
* specifické modulace gradientu na membranach




Kompetice toxickych latek s prirozenymi ligandy

Interakce chemickych latek s receptory pro prirozené ligandy
= reakce s proteinovymi receptory

PROTEINOVE RECEPTORY

A) Membranoveé receptory — mensi vyznam v ekotoxicité

- pfirozené ligandy
- velké hormony (inzulin):

mensi vyznam toxickych latek

- malé signalni molekuly (neurotransmitte
strukturne blizké malym mk toxikanti
(spiSe farmakologie)

& Agonist

d

| TRPC

q,°°
v @ pReceptor (IR
- ) {l
. \ — l\;r N
2= 8 L=_‘_. Oy L £)

B) Intracelularni receptory
Velky vyznam v ekotoxicité
- viz dale

Contraction; Differentiation;
Proliferation; Migration




Intracelularni (nuklearni) receptory

Nuklearni receptory
- pfimo interaguji s DNA
(transkrip€ni faktory)

Nucleus Cylaplasm
Molecular

mifcghl‘{m\ ~

chaperonin  hormaons
complex

Feceptor- —
hormaone
complex

Phospherylation NW-/

Ghromatin \ —
W e
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Figure 1. Nuclear Receptors:
Ligand Dependent Transcription Factors
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Toxické latky interferuji s ligandy nuklearnich receptoru

estrogen endocrine disrupting chemicals
) = {bisphenol A, nonylphenol,
\ g phthalate, DDT, etc)
\
\ pd
. v 7 N

The binding of endocrine disrupting
chemicals to ER results in estrogenic
effects.

"4 !
0 g

h‘":"/n NA
nucleus \’
RNA

(transcription) /

protein synthesis

cell P |
L /

Nuklearni receptory




Intracelularni (jaderné) receptory - velky vyznam v ekotoxikologii !

Ligandy nuklearnich receptoru — fada nizkomolekularnich hormonu
estrogeny, androgeny, thyroidni hormony ...
Organickeé toxickeé latky: strukturni podobnost s hormony (!)

- Specifické mechanismy a ucCinky (efekty pri nizkych koncentracich)

Dulsledky: chronicka toxicita velmi vyznamnych polutantu
- persistentni latky - PCBs, PCDDs/Fs, DDT,

- ftalaty a dalsi aditiva (bisfenol A)
- detergenty (nonylfenol)
- noveé typy pesticidu atd.

Cortisol (Hydrocortisone) Testosterone Thyroxine
CH,OH

OH
0) H
--OH 3 I I OOH
H HO—Q—O—O—CHZ— H
I | NH,




Nuklearni receptory vyznamne v ekotoxicite

AhR — receptor pro aromatické uhlovodiky (arylhydrocarbon receptor)
ER — estrogenni receptor
(také AR — androgenni receptor a dalsi: prostudovano méené)

Aktivace AhR :
- neni znam pfirozeny ligand, nejsilngjSim ligandem TCDD (!)
- aktivace AhR vyvolava -
- indukce detoxikacnich enzymu (CYP1A1)
- hyperfosforylace regulacnich enzymu
—> proliferace (! nadory), apoptoza (imunotoxicita) ...

Aktivace ER
- pfirozenym ligandem ER jsou estrogeny (17beta-estradiol atp.)
- efekty jsou zavislé na typu bunék
- proliferace (nadory), produkce hormonu, zmény aktivit ...
- nefyziologicka hyperaktivace ER
- xenoestrogenita (vyznamny proces endokrinni disrupce)




Zmény gradientu na membranach — IONOFORY

R,
- v burice se pfirozené udrzuji gradienty iont ,5\/ S
(plazmaticka membrana, ER, mitochondrie) L ; L e
1"7{::0 K DEI:<
Vyznam gradientu: w RN
- zajisténi semipermeability e AR
- zajiSténi spravného signalovani (Na+/K+, Ca2+) /{\” A ﬁi
- gradienty H+ pro tvorbu ATP Yoaasss Y cankons
) Valinomyc;n
Toxicke latky narusujici gradienty lonofor

- ionofory - usnadnény prenos iontlu (napr. antibiotika)

- dalSi mechanismy — viz dfive
- rozpojovani toku elektronl z respiracnich fetézcu (chinony)
- blokace prenosu v respiracnich fetézcich (kyanidy)




Shrnuti

Prehled mechanismu:
ke kazdému znat principy, dusledky, priklady chemickych latek

Zakladni typy toxicity
Nespecificka toxicita - nepolarni narkoticka toxicita (bazalni toxicita)
- polarni nakoticka toxicita
- toxicita vyvolana reaktivnimi latkami
Specificka toxicita - inhibice enzymd, interakce s receptory apod.

Konkreétni priklady
- naruseni pfirozené fluidity membrany
- interakce latek s DNA
- inhibice enzymovych aktivit
- naruSeni redox-potencialu
- naruseni gradienti na membranach
- kompetice se substraty / pfirozenymi ligandy




e Co se rozumi pod pojmem receptor v toxikodynamice?
Uvedte priklady

« Jaké molekularni interakce nastavaji mezi toxickou latkou a
cilovym mistem? Popiste princip hydrofobni interakce (atp.)

« Co je to agonista a antagonista? Co je to specificka a
nespecificka inhibice enzymu?

« \ysvétlete na jakych vlastnostech latky zavisi nepolarni
narkoza, genotoxicita atp.

* Popiste co to je oxidativni stres, jak vznika, jaké jsou jeho
dusledky?

* Co je to acetylcholinesteraza? Jakou ma funkci v organismu??
Jaké jsou dusledky jeji inhibice? Jakeé latky ji inhibuji?

« Co je to estrogenni receptor? Vysvétlete proc je v toxicité
vyznamnejSi nez napr. receptor pro inzulin?

« Jaké jsou dusledky mutagenity u ¢lovéka? Jaké jsou dusledky
mutagenity u pfirodnich organismu?




