Zaklady Toxikologie

KBB/ZTOX




Mutagenese, Kancerogenese,
Teratogenese

(organoveé necllena toxicita)

™




Cile:

x Seznameni s genotoxickymi poskozenimi

x Aspekty podminujici genotoxické poskozeni

Klicové pojmy:

Mutagen, kancerogen, teratogen




Genotoxicita

- hodnoceni uc€inkd na dédiény material — DNA

- zmény NEJSOU prenositelné — vyména sesterskych chromatid, ziomy DNA retézcu,
neplanovana syntéza DNA




Mutagenese

Mutace = prenositelna zména v genetickém materialu organismu

Mutageny - chemické, fyzikalni, biologické

- chemické — nitrosaminy, nékteré pesticidy, PAHs _
- fyzikalni — ionizujici zaFeni 4 Y «@
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Prenositelna zména v linearni sekvenci DNA miize [ = Sarcosine = B,C—N =Gy COOH (NMieinigircine) |
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Bodové mutace - transverse vs tranzice
- kyselina dusita - z nitrosamind, dusitant, dusi¢nant - -Tautomerie —
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Alkylace

Ethyl Methanesulfonate
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Testy na detekci mutageni

Mutace DNA =» zména RNA =» zména proteinu = méritelna bunécna funkce (auxotrofni zmény)

Il Obtizna detekce zmén v DNA savcu !!!

Nesavéi testy mutagenicity — predbézny screening Doses
— bakterialni systémy - rychlé, levné i .
- nemaji jadro, enzymy B Mutagen .. Low
zodpovédné za bioaktivaci 5 \ .
o ga.,
4 .
Ames assay — kmen Salmonella | Bacteria ' | * .- Medium
-testovaci kmen ma mutaci zpasobuijici ‘j} |
neschopnost syntetizovat His (esencialni . . / )
ro déleni) Rat liver Mix with
p . I+ High
homogenate top agar I

- zvySena tvorba kolonii v dusledku
mutace operonu pro syntézu His

Plate on His-selective
agar and count colonies!
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Ize zvolit cestu expozice (dlouho trvaji, drahé)

Epidemiologické studie — nelze kontrolovat vSechny proménné

Mutagenni potencial ma velkou variabilitu skrz tfidu analyta (napr. kovy)
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Germ cell assays
- mouse-specific locus assay - inkubace wt-mysi pred parenim s kmenem homozygotnim pro urcity pocet
recesivnich gent fenotypicky snadno pozorovatelnych — neni-li mutace =» vSichni potomci budou wt

Dominant lethal assay — samci
vystaveni mutagenu, kazdy tyden
nové samice, samice utraceny pred
porodem a pocita se smrt plodu

Heritable translocation assay — samci po expozici
mutagenu pareny se samicemi a biezi samice
mohou donosit, sam¢i potomci dale pareny se
samicemi, jde-li o translokaci pak prvni generace
samctl bude éasteéné &i uplné sterilni Dominant Lethal Assay

Exposure .
Heritable Translocation Assay % Exsi g Results
L —
& Treated male ® X0

6 ,L o —
.y o
—_ — Sterlllt.y Mating Live
or partial Y embryos
i sterility Dead %ontrol Téeated
Treated parent F; opffsring (¢ sy roup roup

Untreated female Total Increase in dead
L implants implants indicates

potential

an in vivo test in toxicology
to detect chromosome damage ial
in the germ cells a mouse genotoxicity




In vitro testovani — barveni s bromodeoxyuridinem, monitorovani
vymeény sesterskych chromatid, monitoring mutaci v uréitém genu, P’
napfi. HPRT, TK

MLA/HPRT Micronucleus test Chromosomal aberrations

Normal Cell DNA Damage

Nucleus

aberrations

Selection of h 2
gene anges in Structure of
i structure or chromosomes
number of Mis-segregated
Chromosome
chromosomes

. . , S « . . . e *\. /e “\
Mikrojaderny test — chromozomalni zména je detekovana jako ¢ , ¢
\ S AN

pritomnost mikrojadérka v cytoplasmé interfaznich bunék R N T T
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Chemicka karcinogenese

Malignant

Generally slow growing
Few mitotic figures

= Studium mechanismfl, kterymi chemické karcinogeny Well-differentiated architecture, resembles that

H H1 H of parent tissug
IndUI.(Ujl rakovinu L . Sharply demarcated mass that does not invade
- Karcinogenese = proces vyvoje rakovmy surrounding tissue

No metastases

- Rakovina = skupina nemoci charakterizovana
nekontrolovanym ristem abnormalnich bunék,
které ziskaly schopnost se délit a napadat okolni
tkané (neoplasmus / tumor - benigni / maligni)

® @
-  Epidemiologické studie — prudky narist s vékem ® 8)
=
Je potieba 3-7 kritickych zasaht — ’
‘®)
BO

Benign Tumor

akumulace mutaci kritickych gent —
vysledky nedokonalé replikace/opravy
DNA, oxidaéni poskozeni DNA (o]

-VétSina rakovin je monoklonalnich Gl ol gy

won’t spread.

May be slow to rapid growing

Numerous mitotic fipures

Some lack differentiation, disorganized; loss
of parent tissue architecture

Locally invasive, infiltrating into
surrounding normal tissue

Metastases

Malignant Tumor

® @

X
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Cells are cancerous and @
can spread to other tissues
and organs.




Normal Normal Mutated Mutated
tumor-suppressor gene proto-oncogene: tumor-suppressor gene proto-oncogene =
negative regulator of positive regulator of oncogene

cell cycle cell cycle m
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-Tumor supresorové geny — M under control M cellcycle
negativni regulatory bunééného / s / s
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»Zztraté funkce* ‘ ‘
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Rakovina ¢lovéka

Hlavni pohled - epidemiologové - spojeni genetiky, vlivu prostredi, vlivu kultury
- 30-80% rakovin je asociovano s prostredim, ve kterém Zijeme
- Prostredi = vSechny aspekty zivotniho stylu (koureni, strava, prace, atd.)

Best Estimate Range of Acceptable

Major Factors (%) Estimates (%) RISK FACTORS FOR CANCER
Diet 35 10—70

Tobacco 30 25—-40

Infection 10 -7

Reproductive and sexual behavior
Occupation

Geophysical factors

Aldcohol

Pollution

Food additives

> DIET  SMOKING

032 35% 4 30%
Industrial products

Unknown 7 7

el (% S PSP EE |

INFECTION

10%




Historie

1771 - J.Hill a 1776 - P.Pott - vystaveni chemikaliim zvysuje riziko vzniku rakoviny
(rakovina nosu u Snupajicich tabak, rakovina sourku u kominiku)

1915 - K.Yamagiwa a K.J.Ichikawa - zdivodnéni Pottova pozorovani - aplikace
dehtu na kralici kazi (2-3 dny po cely rok) produkovala karcinomy
= 1) chemikalie produkuje rakovinu u zvifat
=>» 2) vztah mezi lidskymi epidemiologickymi studiemi a zvifeci PERCIVAL POTT
karcinogenitou

1930 - izolace benzo[a]pyrenu

Benzo(a)pyrene (BP)



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Percivall-pott.jpg

Klasifikace lidskjch karcinogenii

Epidemiologicka data

H\ /H

£=C —
H Cl
Vinyl chlorid

A
Benzen o 2

Dlouha doba - 20-30 let =» tézké urcit karcinogen
- Two-year rodent carcinogenesis bioassay

- ~100 % Lidské karcinogeny = hlodavcéi karcinogeny

€
?




Klasifikace lidskjch karcinogenii

Studie na hlodavcich - obtizné urcit lidsky karcinogen !
Pric¢ina? - jiny druh, pouziti vysokych davek, doba Zivota hlodavci, nutnost extrapolace z vysokych na
nizké davky pro lidi, atd.

Karcinogeny — klasifikace dle vahy dlikazl — dostacujici, omezené, nedostatecné

Kritéria pro klasifikaci karcinogenti (Narodni toxikologicky program, 14th Report on
carcinogens (ROC), 2016 - https://ntp.niehs.nih.gov/pubhealth/roc/index-1.html )

Znamé lidské karcinogeny — dostatek dlikazli pro karcinogenitu ze studii na lidech ( aflatoxin,
konzumace alkoholickych napoju,..)

Predpokladané lidské karcinogeny — omezeny pocet diikkazi o karcinogenité ze studii na lidech
(akrylamid, chloroform, naftalen,..)

- dostacujici dikaz o karcinogenité ze studii na zviratech

- mensi nez dostacujici pocet dikazi o karcinogenité u lidi ¢i zvirat, ale latka patri ke
strukturné dobrie definované tridé latek jejiz clenové jsou uvedeny v predchozim ROC



http://ntp.niehs.nih.gov/

Kriteria dle EPA a dle IARC (International Agency for Research on Cancer - sou¢ast WHO -

http://www.iarc.fr/)

IARC EPA
l Group A Human carcinogens
Sufficient evidence from epidemiological studies to support a causal
association between exposure to the agents and cancer
2A Group B Probable human carcinogens
Group Bl Limited epidemiological evidence that the agent causes cancer regardless . . . .
of animal data Kvéten 2011 — Radiofrekvenéni
Group B2 Inadequate epidemiological evidence or no human data on the elektromagnetické pole (Skupina 2B) —
carcinogenicity of the agent and sufficient evidence in animal studies narist glioml‘] 0 40% (30min denné po
that the agent is carcinogenic dobu 10 let
2B Group € Possible human carcinogens obu e )
Absence of human data with limited evidence of carcinogenicity in Brain tumor
animals
3 Group D Not classifiable as to human carcinogenicity

Agents with inadequate human and animal evidence of carcinogenicity or
for which no data are available
4 Group E  Evidence of noncarcinogenicity for humans
Agents that show no evidence for carcinogenicity in at least two adequate
animal tests in different species or in both adequate epidemiologic and
animal studies

Cut section of brain



http://www.iarc.fr/

SKupiny latek spojenjch s karcinogenesi

Genotoxické — mutagenni v in vitro testech a zpusobuji permanentni zménu v DNA in vivo
I. - pfima vazba na DNA bez nutnosti bunécné aktivace (N-methyl-N-nitrosourea, EMS)
Il. - nutna aktivace enzymy na ultimalni karcinogeny (benzo[a]pyren, aflatoxin B1)
I1l. - radiacni a oxidacni poskozeni DNA
IV. - anorganiské soli (arsen, chrom, nikl)

Tri typy poskozeni DNA:
- genové mutace - substituce bazi, frame shift, atd.
- chromosomové aberace - delece, duplikace, atd.
-zména v ploidité - zisk ¢i ztrata jednoho ¢i vice chromosomu

Ne-genotoxické (epigeneticka ¢inidla)- nezplsobuji primarné zménu DNA, ;

ale méni expresi uréitych gent o=c""~c=o
|. — hormony (konjugované estrogeny) mj’ﬂ"‘“‘* - "'“l’/“\‘** o me—¢
Il. —imunosupresiva (cyclosporin A) cl \,/[-*U L ,,J:m s
lll. — pevné latky (azbest) \:)

2. 3, 7. &-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin Phenobarbital

IV. — propagatory nadort (TCDD, fenobarbital)




Obecné aspekty chemické karcinogenese
3 stadia:

-Iniciace
-Propagace
-Progrese

Direct Acting Carcinogen Proximate Carcinogen — Inactive Metabolites

Precarcinogen

Ultimate Carcinogen =

T
e
\. Spontaneous Decomposition L Mechanisms of carcinogensis

Noncritical Binding L Therapeutic effect evaluation |
I I

Chemoprevention

Apoptosis #———  DNA Damage/Covalent Interaction with DNA T
{Oncogenes/Tumor Suppressor Genes/Apoptosis-Related Genes)
Error prone repair or no repair followed

chuir_;’_,-d" by cell replication

e - )
Normal Cell Initiated Cell (cell can remain dormant)
l Promotion (clonal expansion: epigenetic process)
Benign Tumor

i Progression (additional genetic events)

Malignant Tumor

Lung // ” Bone
+ Promoter = \ein &) Brain T Liver £ Lymphonodus

o Normal cell Initiator -~ Artery ;: ,‘ Vessel
@ Malignant cell




- ] w w w -
Iniciacne-propagacni model

A X m A. Pouziti samotného iniciatoru neprodukuje skoro zadné
g X PPPPPPP nadory
Tumors B. + C. Po aplikaci davky iniciatoru, chronické vystaveni
c X PPPPPPP _ prf)pag’e'\torvu v?de ke vz’niku m_m_)h_af tumora. )
Tumors D. Obracené poradi propagatoru a iniciatoru nevede k tvorbé
p PPPPPPPX skoro zadnych nador.
m E. Samotny propagator nepodporuje vznik nadort.
g PPPPPPP F. Propagace je reversibilni, pokud davky propagatoru jsou
m ¢asove vzdaleny
g XP PP P PP PP
No tumors

v

Time

Mnoho propagatoru je tkanové specifickych.
(TCDD, DDT, chlordane — propagace v jatrech,;
estrogeny — propagatory v prsni zlaze; nékteré
zlucéové kyseliny — propagace v tlustém streve)

X — aplikace iniciatoru (PAH)
P — aplikace propagatoru (TPA — 12-O-
tetradekanoylphorbol-13-acetat)




Frocarcinogen

Direct epoxidation

o

N-Hydromylation

e

Benzidine (Pr)
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Provimate (Px) Carcinogen | ————=
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Aflatcoon B, 2.3 epoxide (L)

Metabolicka aktivace

| Uttimate (LT} Carcinogen |

benze(g)pyene

O H E— \ |
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N-Acetyl b
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|
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Lung and skin turmors




Metabolicka aktivace I.

( Metabolism of ligand by CYP1 forms \ I Cell Proliferation
@D / \

@ —PT Increased
@ Transcription

Phenobﬁcrgi‘tr- O

AHR ligand !){,-—q,} - Increased /
@ . L transeription AN
- CYP1A1, CYP1A2,
e (Y PEAEM | CvPe8s, Call2

.\ \ Proliferation Genes /
l Pituitary

@(/

Phenobarbital
(Enhanced Metabolism)

Adrenal
Glands




- Ras — membranoveé vazany
Families Genes prepinaé — inaktivni s GDP
-aktivace vede k zvySené

Growth factors sis, hst-1, int-2, wat-1 o= v )
Growth factor receptor tyrosing kinases EGFR, fms, met/HGEFR, ErbB2/new/HER?Z, triiNGFR transkr|p0| > prollferace
Nonreceptor tyrosine kinases abl, src, fer, fes, ves, Ick - aktivovany detekovan v mnozstvi
Guanine nucleotide binding proteins H-ras, K-ras, N-ras, TC21, GA 2 tumord u testovanvch zvirat
Serine/threoning kinases mos, raf, ber, pim-1 y
DMNA-binding proteins myc, fos, myb, jun, E2FI, ets, rel
growth factor = kOil’Ii nédOI"y myéi VystavenYCh
O receptor monomers 7,12-dimethyl benz[a]anthracenu
7 obsahuji aktivovany H-ras s
y ) \ ) transversi A/T v 61 kodonu
tyrosine ha N RAS protein
kinase adaptor
protein
guanine nucleotide proteln kinase
exchange protein cascade

transcription
factors

gene expression




TUMOrSUpPresory - Negativni regulace bunééného ristu

p53 - mutovan v cca 50% rakovin Activated ~ DNA  Microtubule
v 0 . - _oncogenes damage disruption  Radox
- vétsinou (80%) missense mutace (zména Hypoxia s

kodonu pro AK) o P i
. v vv » — i

- transkripéni faktor — regulace bunééného FETS denietion

cyklu, apoptosa, oprava DNA

- miize byt inaktivovan stovkou rozdilnych

1y

Post-translational modifications

mutaci p53 Activation Release from inhibitors
- ,mutaéni spektrum“ miize pomoci g aic- s
identifikovat karcinogen =» rtizné karcinogeny ‘p53 (P53
° g 4 37 p53)
zpusobuji rizné mutace Cell 7@; $ Inhibit
cycle arrest l o angiogenesis
-v mistech vyvinu koznich nador( — nalezené mutace jsou Apoptosis "l

R . e gs . . o stability
charakteristické pro tvorbu pyrimidinovych dimert po Hetieseenca

exposici UV

- tumory plic u kuiakl — podobné spektrum jako u bunék
vystavenych (+)-benzo[a]pyrenu-7,8-diol-9,10-epoxidu-2




Teratogenese

Teratologie - studium
puvodu abnormalniho
vyvoje / studium
vrozenych defektu

Teratogen - xenobiotikum ci
jiné Faktory zpusobuijici
malforace ve vyvijejicim

zarodku
Radiation
Alechol - —————-— - »
Drugs ———————— - k
Hormones —————— - ~
Cigarettes - —— ———— - E
Cerman Measles —— — - ;
Lead, Mercury ————-» A

Principy teratologie

James G. Wilson (1959) - 6 principu teratologie
(spoluzakladatel The Teratology Society,
http://www.teratology.org )

1. citlivost k teratogenezi zavisi na interakci genotypu
embrya s nepriznivymi vlivy prostredi

2. vysledek expozice je zavisly na vyvojovém stadiu
zarodku

3. teratogeny maji specificky mechanismus Géinku,
skrz ktery se jejich ucinek projevuje

4. podstata teratogenu urcuje jeho pristup k
vyvijejicimu se plodu/tkani

5. hlavni kategorie manifestace jsou - smrt, malforace,
opozdény rust, Funkéni deficity

6. manifestace zménéného vyvoje se zvysuje s rostouci
davkou (tzn. od nulového efektu az po smrt)



http://www.teratology.org/
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https://mindthegraph.com/profile/fabriciopamplona1/human-embryo-and-fetal-development1

Kritické momenty vjvoje

Embryogenese zahrnuje — bunéc¢nou migraci,

proliferaci, diferenciaci, organogenesi
3 stadia vyvoje : Vystupy:

pre-implantacni embryonalni smrt
implantacni az

organogenese morfologické defekty

Fetalni az
neonatalni stadium

Funkéni poruchy, opozdény
rust, karcinogenese

Sensitivity

Critical Periods

ert

Imniplagt. |

Origination of organs

Formation of tissues
from undifferentiated cells

/

/b Functional Maturation —— |

/
-'lll

F HistogeneMs

b— Organogenesis ———————

birth

- |
\ Embryonic |

._\\I'/. i .\\ l.Jf

Fetal




Teratogeny

Thalidomid - hypnotikum, sedativum, Evropa 1957-61 ﬁ

- podavan na ranni nevolnost, nespavost, nauseu

- Zeny pobirajici mezi 35 az 50 dnem rodily potomky s
sirokym spektrem malforaci (nepritomnost koncetin ci
kritické zkraceni koncetin), malforace srdce, strev, délohy
- stazen po vyskytu cca 10 000 pripadi

Diethylstilbestrol (DES) - synteticky

estrogen k inhibici ovulace CHa OH
-1940-70 - k udrzeni téhotenstvi O .
- vystavené zeny - vaginalni neoplasie, o o

adenosa, cervikalni eroze
- Gcinky nebyly na potomcich patrné az
do puberty




Alkohol - ,,fetalni alkoholovy syndrom (FAS)“
= typ mentalnich a fyzickych defektu, které se
vyvinou u nékterych jedinctll po expozici
alkoholu in utero

-nizSi porodni vaha, velikost téla, zhorseni
nervovych funkci

- zpomaleny vyvoj

low nasal
bridge
short eyelid K
opening
epicanthal |
folds

smooth b
| philtrum

© Original Artist o P %

Reproduction rights olbta‘inable\grom )N/_.

www. CartoonStock.com

thin upper lip

underdeveloped
jaw

Nechemické teratogeny — virus
N, You MY HOT CounerT The 2075 ! zardének (rubella), stress




Testovaci protokoly

- zavedeny po pohromé s thalidomidem - 1966 - FDA
- Guidelines For Reproduction Studies for Safety Evaluation of Drugs for Human Use

- Multigeneracni studie - kontinualni expozice hlodavcu (mysi) - vystaveni, spareni, produkce prvni
generace (F1), nasledné pak F2 a F3 - mérené parametry zahrnuji plodnost, velikost vrhu, neonatalni
Zivotnost — zabere cca 2 roky

- Jedno-generacni studie — kratkodobé s tfemi segmenty

- Zhodnoceni plodnosti- samci hlodavcli exponovani 70 dni, samice 14 dni (v prubéhu pareni,
brezosti, laktace), 50% samic zabito a vysetreny i s plody, 50% porodi a mlad'ata opét vysetrena

- Odhad vyvojové toxicity — brezi samice exponovany dobé od implantace az po organogenesi, den
pred narozeni, utraceni a vysetreni plodu

- Postnatdlni zhodnoceni - brezi samice exponovany od posledniho trimestru po odstaveni
mladéte - zhodnocen je porodni proces, pozdni fetalni vyvoj, neonatalni preziti




slovo zavérem

Chrante Ty na kterych Vam
zalezi




THANKS!

Do you have any questions?
youremail@freepik.com
+34 654 321432
yourwebsite.com
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