VLIV CIZORODYCH LATEK NA  _
METABOLISMUS A HOMEOSTAZI LIPIDU

xenobiotika mohou ovliviiovat hladiny sfingolipidd (= signdlnich molekul),
prikladem je ceramid, ktery vede v radé bunék k apoptéze

xenobiotika mohou indukovat hladiny diacylglycerolu (= aktivuje PKC a
jiné proteinkindzy zapojené v intraceluldrni signdini transdukci)

xenobiotika mohou ovliviiovat hladiny metaboliti PUFA (prostaglandint a
HETE) modulaci lipoxygenazové, cykloooxygendzové a monooxygendzové
aktivity

xenobiotika mohou ovliviiovat vlastnosti plasmatické membrany
(spojeno se zménou aktivit povrchovych receptorl a membrdnovych
prenasel )



Xenobiotika ovliviiuji syntézu a metabolismus lipidu:
role syntézy ceramidu a DAG v signdlni transdukci
(ovSem neplati obecnél)

PC-PLC a —
SMsyntaza

Versus phosphatidylcholine diacylglycerol
v

ceramide o * sphingomyelin
sphingomyelinase

q Anti-mitogenic signal




Mechanismy Gcinku ceramidu:
aktivuje enzymy signdlni transdukce i transkripcni
faktory
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Zména genové exprese, apoptdza apod.



Dal$i efekty xenobiotik: produkce mediatord

zanétlivych procest a toxickych lipidovych
metabolitu (kyselina arachidonova jako
substrat pro enzymy CYP, LOX a COX)

e COOH
CX:W/\/\/"‘“
11 12

Arachidonic acid

Lipoxygenases Cyclooxygenase
P450s
Y
LT EETs PGs
HPETEs HETEs TxAz
HETEs w alcohols PGI,
Lipoxins w-1 alcohols

Hepoxilins



REGULACE EXPRESE TRANSKRIPCNIMI FAKTORY
NF-kB (ovlivnény radou xenobiotik)

RS
B

ROS
05", H504,NO", CO, quinones (Q/Q "~ QH )

IKK PTK |
GENOVA EXPRESE l
COX-2, PLA2, m
iINOS, cy‘rokmu
(TNFa a i), @@ -
chemokint
e
PROZ ANETLIVE In(lucllon of pro- mﬂammato:_w genes
PROCESY E.

(indukce syntézy prostaglandinii aj.)



NEUROTOXICITA

¥ Inhibice acetylcholinesterdz (napf. pesticidy karbamdty,
organofosfadty, ..) = inhibice hydrolyzy acetylcholinu po navazani
na cholinergni receptor; obecné: interakce xenobiotik s receptory;
modulace uvolriovdni dopaminu a efekty na dalsi signdlovani
zprostredkované neurotransmitery

¥ Interakce s ryanodyne receptorem (RyR) - deregulace Ca?*
koncentraci = modulace Ca?*-dependentni enzym, event. az
apoptdza

¥ Poruchy diferenciace a riistu nervové tkdné (inhibice mezibunééné
komunikace GJIC; interakce xenobiotik s thyroidnim receptorem
TR a dalsimi transkripénimi faktory a kofaktory regulujicimi vyvoj
nervové tkdné; jiné mechanismy)



NEUROTOXICITA: inhibice acetylcholinesterazy

(AChE)

Sarin (fosfondt, boj. chem. latka,
pouzito v tokijském metru, v Syrii)
zasahuje cholinergni receptory

v hervosvalovych ploténkach,
mozku a perifernim nervstvu
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(uvolnéni produktu
esterazovou reakci) -
brani opétné repolarizaci
neuronu



NEUROTOXICITA: interakce s RyR
a modulace Ca2+

Existuje nékolik

ismu 2+ Channel
mechanismu Ca annels

L-Type voltage
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NEUROTOXICITA: dalsi mechanismy
deregulace Ca2+ a neurotransmiterd

NMDA  VDCC/NCX1 AMPA
4 Ca™ 5 Ca™ 6 Na*, Ca™
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IMUNOTOXICITA

¥ Obecné mohou byt po expozici xenobiotiky poruseny
vSechny typy humordlni a bunécné imunity

¥ Apoptdza vede k supresi krevnich bunék (priklad:
benzo[a]pyren je cytotoxicky v relativné nizkych
koncentracich)

@ Suprese funkce a hmotnosti thymu (dioxiny, koplandrnimi
PCB aj. AhR agonisty)

¥ Poruchy indukce protilatkové odpovédi a dal$i mechanismy



MECHANISMY BUNECNE IMUNOTOXICITY
BENZO[a]PYRENU

Ox. stres, cytotoxicita
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Aktivace AhR - poruchy diferenciace bunék Genotox. poskozeni,
imunitniho systému; gen. exprese nékterych IL proteint aktivace apoptozy



CHEMICKA KARCINOGENEZE - zdkladni 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 zmeny — zmeny genove exprese,
pfredevSim zménény statut metylace DNA a acetylace histonu;
ovlivnéni prenosu signalu regulujicich bun. cyklus, proliferaci,
diferenciaci a apoptozu; inhibice mezibunécnych spojeni GJIC, AJ)
3) progrese, metastaze (dalSi zmény genové exprese, geneticka
instabilita a chromosomova instabilita)

9" Faktory ovliviiujici 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

9" Cizorodé latky mohou ovliviiovat vSechny uvedené procesy



SUSCEPTIBILITA
®" polymorfismus CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2E1, 6STM1, NQO1,
NAT aj. genl biotransformaénich enzymi;
@~ DNA repair; mutace v tumor-supresorovych genech:;
¥ otdzka etnik, pohlavi, véku;
@ komplexni vlivy spolu s nutriénimi ndvyky (véetné mikronutrientd,
vitaminu, PUFA a;.).

ENVIRONMENTALNI EXPOZICE
¥ kourent;
¥ chemické zatizeni vzduchu (prach, PAHSs, volatilni karcinogeny);
@ kontaminovand potrava (pesticidy, persistetni Idtky, naptr. PCB,
dioxiny);
¥ pracovni prostfedi (PAHs, chemické vyroby, cytostatika aj.)

PREKLINICKE EFEKTY

9" chromos. aberace, genové mutace, aktivace onkogent, inaktivace
tumor. supresor. gent, komponenty bun. cyklu



CHEMICKA KARCINOGENEZE

Initiation Promation Conversion Progression
» Defects in Terminal Dilferentiation
e Defects in Growth Control
» Resistance to Cytotoxicity
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Plvodni jednoduchy koncept iniciace - promoce - metastdze je prekonan:
1) ..negenotoxické karcinogeny" nepiisobi primarné jako genotoxiny:
2) vznik mutaci - geneticka instabilita prakticky ve vSech fazich



CHEMICKA KARCINOGENEZE

®" GENOTOXICKE KARCINOGENY reaguji s DNA a
ireversibilné pozménuji genom (bodové mutace, zmény v
chromosomadlni strukture, zlomy, vymény sesterskych
chomatid, klastogeny): interakce chemickych latek s
DNA:alkylace, oxidativni po§kozeni nukleotidl, interkalace.
INICIACE zahrnuje mutace genii DNA repair, onkogeni
(ras, myc aj.) a tumor-supresorovych genu (napr. p53) -
genl kontrolujicich bunéény cyklus a proliferaci (PAHs,
nitro-PAHs, NNK aj. nitrososlouceniny)

¥"NEGENOTOXICKE KARCINOGENY moduluji signélni
transdukci a gen. expresi - pozménéna proliferace a
diferenciace, inhibovana apoptéza a mezibunécna
komunikace: predevsim plsobi ve fazi PROMOCE
karcinogeneze (dioxiny, PCB, OCP, azbest, kfemenny
prach, keramickad vlakna, kovové ionty, napr. Co, Mn, Ni,
Cr, Be)

" KOKARCINOGENY - samy nejsou nutné karcinogenni,
potencuji aktivaci chemickych karcinogend



MECHANISMY NEGENOTOXICKYCH PROCESU

®" aktivace nebo suprese transkripénich faktorli (AhR, NF-kB,..),
.klasické" epigenetické mechanismy (de/methylace DNA nebo
acetylace/deacetylace histoni);

¥ aktivace intraceluldrni signdlni transdukce (ERK1/2, ...);
Zmeny genové exprese - Uspésné przivani bunek, proliferace
(expanze klonu), potlaceni apoptézy atd.

¥ strukturni a funk&ni zmény cytoplasmatické membrdny, efekty na
interceluldrni komunikaci (napr. inhibice GJIC, disrupce adherence)
- vyvdzani se z homeostatické kontroly okolnich bunék, EMT,
angiogeneze, procesy souvisejici s progresi a metastdzemi



ZAKLADNI MECHANISMY NADOROVE
PROMOCE

Self-sufficiency in
growth signals

Evading Insensitivity to
apoptosis anti-growth signals

The Reductionist View A Heterotypic Cell Biology

Cancer calls Cancer cells Finrabiasts

Sustained Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

(Hannahan, Weinberg, 2000) Limitless replicative
potential



ZAKLADNI MECHANISMY NADOROVE PROMOCE

" Mitogenni efekt, zvygeni bunééné proliferace, vyvdzdni
z kontaktni inhibice ristu (role onkogent - mutanty ras, myc, B-cat,..
a inaktivace tumorovych supresora)
- interference s transdukénimi signdly, které kontroluji normdlni
bunéény rist a diferenciaci (aktivace EGFR/ErbB2-ras-ERK, aktivace
proteinkindzy C napr. produkci DAG po expozici forbolestery),
produkce ROS, aberantni produkce ristovych faktort atd.
- aktivace ER- nebo AR-dependentni bunécné proliferace

@ Inhibice apoptdzy (nefunkéni tumorové supresory, napf. p53) = dalsi
mechanismus prezivani bunék

¥ Inhibice mezibuné&né komunikace (GJIC), disrupce adherence
bunek

¥ Angiogeneze

¥ PPechod z epitelidiniho na mesenchymdlni fenotyp buriky



PRIKLAD AKTIVACE BUN. PROLIFERACE
(aktivaci signdini transdukce)

velmi éasteé
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MECHANISMY NEGENOTOXICKYCH PROCESU

Forbol-myristatacetdat = PMA, TPA (modelovy tumorovy promoter)

O
I (I.'.?
CHS(CH2)1 1CH2 Gl &l 8 O—C—CH3

/ O OH CH,OH

chemicka aktivace proteinkindz C a ERK1/2:
- hyperfosforylace Cx, inhibice GJIC
- mitogenni efekty



DISRUPCE MEZIBUNECNYCH SPOJENT -
VEDE K NADOROVE PROMOCT,
INVAZIVITE A METASTAZIM



INTERCELULARNI SPOJENI G6JIC
("gap junction intercellular communication™)

interacting
plasma membranes

channel
1.5nmin
diameter

Zdkladni stavebni gap of
Jjednotkou jsou 24 nmC
proteiny konexiny e
(connexin 32, 43 atd.),
které tvori hexamery

(konexony):

konexony sousednich

bunék mohou tvorit two connexons in c:;nr;es);gn £
spolecny kandl, register forming an " P b .to
kterym prochazeji open channel between X subunits
signdlni molekuly adjacent cells

(cAMP, Ca?* atd.)



INHIBICE GJIC
(scrape-loading / dye transfer assay: prostup
fluoreskujici luciferové Zluti monovrstvou bunék)

kontrola expozice TPA (aktivace PKC a ERK1/2,
hyperfosforylace konexinu)



DISRUPCE ADHERENTNICH SPOJENI
(ADHERENS JUNCTIONS)

signdlovani beta-kateninu -
vyvoj tkdni, nador. promoce

Cadherin

Cadherin
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Disrupce adherentnich spoju (“adherens
junctions™) vede ke zméné genové exprese a fenotypu bunky

—> tumorigenesis —>»
early progression te progress
epithelial epithelial % )/ |/ mesenchymal
cell hyperplasia cell EMT Y il
normal (pre)neoplastic invasive/ metastatic
Markery EMT: ¢ loss of polarity / cell adhesion
il functional de-differentiation
_ . fRTKs ——> cellsurvival
E-kadherin ‘1’ - reprograming of transcription factors
microenvironmental remodeling
N-kadherin 4
Vimentin



