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SUMMARY

The question of the relevant model system reflecting human exposure to mutagens
and carcinogens represents one of the basic problem in genetic toxicology. I have
demonstrated on several experimental studies that rat hepatocytes, as metabolically
competent cells equipped with many enzymes activating and deactivating
xenobiotics, may be used in various areas of genetic toxicology as an appropriate
model. Incubation of primary hepatocyte cultures in vitro or treatment of rats in
vivo by genotoxic compounds or their mixtures may induce DNA adducts
detectable by ultrasensitive method of *’P-postlabelling. Formation of DNA
adducts is known to be the first step in the multistage process of chemical
carcinogenesis. Some of the DNA adducts could be fixed as mutations detectable,
similar to DNA adducts, in any tissue of transgenic rats.

I have exemplified the mechanistic study in rat hepatocytes on the synthetic
gestagen and antiandrogen cyproterone acetate (CPA), an active component of
several drugs widely used in human therapy for many years as oral contraceptives
(Diane-35%) or drugs for the treatment of the hypersexual behaviour in men and
several other indications (Androcur®). CPA was originally regarded as a typical
tumor promoter causing in high doses liver tumors in rats. In the basic battery of
tests of genotoxicity, CPA exhibited no indication of any mutagenic potential.
However, by using the rat hepatocytes we demonstrated that CPA, as a first
synthetic steroid, induced the formation of high levels of DNA adducts [Topinka et
al., Carcinogenesis 14 (1993) 423-427]. These DNA adduct levels were much
higher than those induced by the structural analogues of CPA [Topinka et al.,
Carcinogenesis 16 (1995) 1483-1487]. The CPA induced DNA adducts were
persistent and accumulating [Werner, Topinka et al., Carcinogenesis 16 (1995)
2369-2372]. We have also shown that CPA is an integral part of DNA adducts
detected in hepatocytes treated with CPA [Topinka et al., Carcinogenesis 17
(1996) 167-169] and the activation pathway of CPA to DNA reactive metabolites
via the action of ketoreductases and hydroxysteroid sulfotransferases has been
demonstrated [Schwarz, Werner, Topinka et al., Biological Reactive Intermediates
V (1996) 243-251; Wolff, Topinka, et al., Biological Reactive Intermediates VI
(2001) 687-696]. Hepatic CPA-DNA adducts are fixed in the liver as point
mutations [Topinka et al., Mutation Res. 550 (2004) 89-99] We have shown that
DNA adduct formation is not the only prerequisite of mutagenic effect of CPA
[Topinka et al., Mutation Res. 550 (2004) 101-108]. Second crucial prerequisite of
the mutagenic effect of CPA is its mitogenic effect induced at higher doses than
DNA adducts and exhibiting the threshold. Non-linearity at low doses of the dose
response curve of the mutagenic effect in vivo in target tissue of carcinogenesis
and the existence of no-effect level of CPA proved in agreement with epidemilogic
studies that contraceptive dose of CPA does not represent any significant risk. The
analysis of DNA adducts and mutations were recommended by the panel of
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experts (International Commission on Harmonisation, ICH) as additional tests in
the case of equivocal results in standard battery of tests. Particularly, some tumor
promoters are good candidates for the re-evaluation of genotoxic effects by our
approach.

Second example of the use of rat hepatocyte cultures in genetic toxicology was the
study on genotoxicity of complex environmental mixtures in two regions of the
Czech Republic with different levels of the air pollution [Topinka et al., Mutation
Res. 469 (2000) 83-93]. Extractable organic matter (EOM) from ambient air
particles (PM;,) was fractionated by acid-base partitioning and silica gel collumn
chromatography. Crude extracts and various fractions were incubated with primary
rat hepatocytes and DNA adducts were analyzed by *’P-postlabelling. We have
proved that polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) and their nitroderivatives are
the main contributors to the genotoxicity of EOM derived from both regions. We
have demonstrated that analysis of DNA adducts in hepatocytes offers a suitable
method for monitoring the genotoxicity of complex mixtures of the environmental
chemicals. To our knowledge, it was the first attempt to use rat hepatocytes in this
context.

Finally, rat hepatocytes were used to assess genotoxic potential of complex
mixtures in coke oven emissions [Topinka et al., Mutation Res. 419 (1998) 91-
105]. We have used again acid-base partitioning and silica gel collumn
chromatography of the extract of particles collected on the top of the coke oven
battery with subsequent DNA adduct analysis in rat hepatocytes treated with the
crude extract and its various fractions. The originality of the approach is based on
the combined use of hepatocytes with other mammalian cell lines exhibiting more
specialised enzymatic activities to bioactivate xenobiotics. By comparison of the
total genotoxic potential of mixtures in hepatocytes with specific genotoxicity in
metabolically specialised cell lines we demonstrated crucial role of PAH and nitro-
PAH for the genotoxicity of the coke oven emissions. We proved that rat
hepatocytes are suitable model for the analysis of mixtures due to the broad
spectrum of xenobiotic metabolizing enzymes. This approach , based on the DNA
reactivity of mixture components represents substantial improvement compared to
the circumstantial chemical analysis of many various components. The usefulness
of rat hepatocytes in the area of the occupational exposures to mutagens and
carcinogens was clearly demonstrated.

We proved that rat hepatocytes exhibiting a wide spectrum of xenobiotic
metabolizing enzymes are appropriate model to study genotoxicity of various
compounds and their mixtures under different types of exposures, including the
possibility to study the mechanisms of the action. Original results summarized in
this disertation indicate new possibilities of use of rat hepatocytes in various areas
of genetic toxicology.



SOUHRN

Otazka vhodného modelového systému odrazejiciho expozici ¢lovéka mutagentim
a karcinogeniim predstavuje jeden ze zakladnich problémi genetické toxikologie.
V této disertaéni praci prokazuji na piikladu nékolika zcela prioritnich
experimentalnich studii, ze hepatocyty potkana, jako metabolicky kompetentni
bunky vybavené mnoha aktivacnimi a deaktivaénimi enzymy, jsou vhodnym
modelem v riznych oblastech genetické toxikologie. Inkubace primarnich
hepatocyti in vitro nebo expozice zvifat genotoxickym latkam ¢i jejich smésim in
vivo muze indukovat tvorbu DNA adukti detekovatelnych vysoce citlivou
metodou *P-postlabelling. ~ Tvorba DNA aduktti predstavuje prvni krok
ve vicestupiiovém procesu chemické kancerogeneze. Nékteré DNA adukty se
mohou fixovat jako mutace detekovatelné, podobné jako DNA adukty, v libovolné
tkani transgennich potkand.

Jako priklad vyuziti hepatocytd potkana pii hledani mechanismu genotoxicity byla
provedena studie se syntetickym gestagenem a antiandrogenem cyproteron
acetatem (CPA), ktery je aktivni slozkou nékolika preparatt pouzivanych fadu let
v humanni terapii zejména jako velmi rozsifené oralni kontraceptivum (Diane-35%)
nebo preparat pro 1é¢bu hypersexualniho chovani u muzi a v dalsich indikacich
Androcur®). CPA byl piivodné povazovan za typicky nadorovy promotor
vyvolavajici ve vysokych davkach jaterni naddory u potkana. V zakladni baterii
test genotoxicity CPA nevykazoval zadné mutagenni UCinky. Naproti tomu,
s vyuzitim hepatocytil potkana jsme jasné prokazali, ze CPA, jako prvni synteticky
steroid indukuje tvorbu vysokych hladin DNA aduktd [Topinka et al.,
Carcinogenesis 14 (1993) 423-427]. Tyto hladiny DNA aduktt byly vyrazné vyssi
nez hladiny indukované strukturnimi analogy CPA [Topinka et al., Carcinogenesis
16 (1995) 1483-1487]. DNA adukty indukované CPA se akumulovaly a byly
vysoce persistentni [Werner, Topinka et al., Carcinogenesis 16 (1995) 2369-
2372]. Dale jsme prokazali, ze ¢ast molekuly CPA je soucasti DNA adukta
nalezenych v hepatocytech po inkubaci stouto latkou [Topinka et al.,
Carcinogenesis 17 (1996) 167-169] a byl prokazan zpisob aktivace CPA na DNA
reaktivni metabolity plisobenim ketoreduktazy a hydroxysteroid sulfotransferazy
[[Schwarz, Werner, Topinka et al., in: Biological Reactive Intermediates V (1996)
243-251; Wolff, Topinka, et al., in: Biological Reactive Intermediates VI (2001)
687-696]. CPA-DNA adukty jsou v jatrech fixovany jako bodové mutace [Topinka
et al., Mutation Res. 550 (2004) 89-99]. V dalsi ¢asti studie jsme prokazali, ze
tvorba DNA adukti neni jedinou podminkou mutagenniho pisobeni CPA
[Topinka et al., Mutation Res. 550 (2004) 101-108]. Nami prokazana nelinearita
davkové zavislosti mutagennich G¢inki CPA v oblasti nizkych davek v cilové
tkani kancerogeneze in vivo a existence prahové davky ukazala ve shodé
s epidemiologickymi studiemi, ze davka CPA odpovidajici antikoncepéni aplikaci
nepiedstavuje vyznamné zvysené riziko vzniku jaterniho nadorového onemocnéni.
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Nami pouzity pfistup analyzy DNA adukti a mutaci v cilové tkani kancerogeneze
byl doporu¢en mezinarodnim panelem expertd (international Commission on
Harmonisation, ICH) k pouziti v pfipadech rozporuplnych vysledkii standardnich
testd genotoxicity. Jde zejména o nékteré nadorové promotory, které jsou ve
standardni baterii testli genotoxicity negativni.

Druhym piikladem pouziti hepatocyti v genetické toxikologii je studie
genotoxicity komplexnich environmentélnich smési ve dvou regionech Ceské
republiky s rdznymi hladinami znecisténi ovzdusi [Topinka et al., Mutation Res.
469 (2000) 83-93]. Extrahovatelna organicka hmota (EOM) z Castic v ovzdusi
(PM,y) byla frakcionovana dle acidity a polarity. Hruby extrakt a jeho jednotlivé
frakce byly inkubovany s primarnimi kulturami hepatocytd. DNA adukty
v hepatocytech  byly stanoveny metodou *’P-postlabelling. Polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU) a jejich nitroderivaty byly identifikovany jako
hlavni pficina genotoxicity extraktu z obou studovanych oblasti. Bylo ukazano, ze
analyza DNA adukti v hepatocytech je vhodnou metodou monitorovani
genotoxicity komplexnich smési latek v zivotnim prostiedi. Jedna se o prvni
ptiklad vyuziti hepatocyti potkana k charakterizaci genotoxického potencialu a
identifikaci skupin latek s biologickou aktivitou.

Hepatocyty potkana byly téz vyuzity ke stanoveni genotoxického potencialu
komplexnich smési latek v emisich na koksovnach [Topinka et al., Mutation Res.
419 (1998) 91-105]. Castice zachycené na filtrech odbérového zafizeni v horni
casti koksovaci baterie byly opét extrahovany, frakcionovany dle acidity a
polarity, inkubovany s primarnimi kulturami hepatocytli, v nichz byly stanoveny
DNA adukty. Byla prokdzdna dominantni uloha PAU a jejich nitroderivati
v celkové genotoxicité emisi na koksovné. Prokazali jsme, ze hepatocyty potkana
jsou vzhledem k Sirokému spektru enzymovych aktivit nutnych k bioaktivaci
mnoha xenobiotik vhodnym modelem pro analyzu latek na zakladé jejich
biologické aktivity, coz z hlediska hodnoceni genotoxicity ptredstavuje vyrazny
krok vpted ve srovnani stechnicky velmi naro¢nou chemickou analyzou. V
kombinaci s vybranymi savéimi bunéénymi liniemi vybavenymi uz$im spektrem
schopnosti metabolické aktivace je mozné hepatocyty pouzit ke skupinové
identifikaci komponent s nejvys$im genotoxicikym potencidlem. Ve studii jsme
prokazali vhodnost pouziti hepatocyti potkana v oblasti profesionalni expozice
mutagentim a karcinogenim. Prokazali jsme, ze hepatocyty potkana jsou vzhledem
k Sirokému spektru enzymovych aktivit nutnych k bioaktivaci mnoha xenobiotik
vhodnym modelem pro analyzu genotoxicity chemickych latek a jejich smési
zariznych expozi¢nich podminek, véetn¢ studia mechanismu ptsobeni téchto
latek. Prioritni vysledky studii shrnutych v této disertaci ukazuji nové moznosti
vyuziti hepapatocytl potkana v riiznych oblastech genetické toxikologie.



1. OBSAH DISERTACE

Predkladana doktorska diserta¢ni prace predstavuje uceleny soubor
publikaci, shrnujici mnohaleté zkuSenosti disertanta s vyuZitim
hepatocytli potkana v riznych oblastech genetické toxikologie. Prace
je rozdelena do 3 zakladnich ¢asti jejichz spoleénym jmenovatelem
je vedle vyuziti hepatocytii jako modelového systému, téz analyza
DNA aduktti jako markeru vnitfni expozice genotoxickym latkam:

V prvni ¢asti je na prikladu syntetického steroidu cyproteron acetatu
(CPA) ukazano jak lze s pouzitim primarnich kultur hepatocytd in
vitro a jaternich bunék potkana in vivo v kombinaci s vyuzitim
souCasnych metod genetické toxikologie postupné objasnit
mechanismus aktivace, genotoxicity, mutageneze a karcinogeneze
latky, ktera byla fadu let povazovana za nadorovy promotor ptisobici
vyhradné epigenetickym mechanismem. Cyproteron acetat je
farmakologicky velmi vyznamna latka pouzivana v humanni terapii
zejména jako aktivni slozka jednoho z nejrozsifenéjSich
antikoncepénich prostiedktt Diane-35" (Schering AG, Berlin). Ve
vyssich davkach se jeho antiandrogennich vlastnosti pouziva v 1&¢bé
hypersexualniho chovani u muzi (Androcur®, Schering AG, Berlin).

Ve druhé casti byly primarni kultury hepatocytd poprvé vyuzity pii
studiu genotoxickych U€inkli komplexnich smési extrahovatelnych
organickych latek vazanych na prachové Ccastice v ovzdusi.
V kombinaci s chemickou analyzou a frakcionaci byly
identifikovany skupiny latek vykazujici nejvyraznéjsi genotoxické
ucinky.

Ve tieti ¢asti je ukdzana moznost jak i bez nutnosti velmi pracné
chemické analyzy mohou byt s vyhodou vyuzity hepatocyty potkana
pro charakterizaci genotoxického potencialu emisi na koksovnach,
tedy pfi hodnoceni profesionalni expozice smésim potencialné
karcinogennich organickych latek jako jsou smési polycyklickych
aromatickych uhlovodiki a jejich derivatt.

Veskeré ziskané vysledky publikované ve vysoce impaktovanych
mezinarodnich Casopisech jsou zcela prioritni a ukazuji nové
moznosti vyuziti hepatocytl potkana v genetické toxikologii.
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2. ZAKLADNi METODICKE PRISTUPY

Detailni postupy vSech pouzitych metodik jsou popsany
v publikacich, které jsou soucasti této disertacni prace. Zde jsou
zminény a citovany odkazy pouze na zakladni metodické postupy
pouzité v pracich tvoricich podklad disertace.

2.1.  Izolace hepatocytii potkana

Hepatocyty byly izolovany perfuzi jater potkana kolagenazou, ktera
je detailn¢ popsana Schwarzem et al. (1992). Viabilita bunék byla
stanovena trypanovou modii a preparace hepatocytti byla pouzita jen
tehdy, kdyz zivotnost bun¢k byla vyssi nez 80 procent.

2.2.1. Stanoveni DNA aduktii

DNA zprimarnich kultur hepatocyti nebo z homogenatu jaterni
tkané byla izolovana fenolovou extrakci popsanou Guptou (1984).
DNA adukty, jako kovalentni slouceniny mezi genotoxickou latkou a
béazi nukleotidu DNA byly analyzovany metodou **P-postlabelling,
na jejiz standardisaci a validaci se disertant podilel (Phillips et al.,
1999). Byla pouzita modifikace podle Gupta et al. (1985)
vyuzivajici extrakci do butanolu nebo modifikace podle Reddy et al.
(1986) s pouzitim nukleazy P1 k obohaceni DNA hydrolyzatu adukty
ke zvyseni citlivosti stanoveni.

2.3. Stanoveni genovych mutaci in vivo.

Ke stanoveni genovych mutaci in vivo v jatrech potkana bylo pouzito
transgennich potkant Big Blue™ (Stratagene, La Jolla, USA)
umoziujicich analyzu bodovych mutaci v DNA z libovolné tkané.
Metoda je zalozena na detekci mutaci v cilovém transgenu lac I,
ktery je v mnoha kopiich zabudovan do genomu kazdé buiky
potkana. Metoda je detailn€ popsana v Dycaico et al., 1994.



3. NEJVYZNAMNEJSI VYSLEDKY DISERTACE

3. 1. VyuZiti hepatocytii potkana pi¥i studiu genotoxicity
chemickych latek.
Priiklad: cyproteron acetdt.

Soucasti vyzkumu moznych toxickych ucink nové vyvijenych 1kt
a dalsich latek je testovani jejich genotoxicity. Problémem jsou latky,
které vykazuji ve standardni baterii testi genotoxicity negativni nebo
rozporuplné vysledky a v dlouhodobych testech karcinogenity jsou
pozitivni. V nekterych piipadech muze jit o nadorové promotory,
které neinteraguji s DNA, ale v tad¢ ptipadii se pozdé&ji ukaze, ze
standardni baterii testi nemohla byt genotoxicita prokazana.
Prikladem takové slouceniny je cyproteron acetat.

Synteticky analog testosteronu s antiandrogennimi a gestagennimi
ucinky — cyproteron acetdit (CPA; 6-chlor-17a-acetoxy-1,20-
metylenpregnan-4,6-dien-3,20-dion; Obr. 1) je latkou dlouhodobé¢
pouzivanou jako aktivni slozka fady 1€kt vcetné vcetné velmi
rozsiteného kontraceptiva Diane 35 (Schering AG, Berlin). Latka
byla vyvinuta jiz v roce 1961 a od roku 1973 je vyuzivana v humanni
terapii.

3.1.1. Vychozi stav problematiky

Testovani genotoxickych a karcinogennich ucinkti prokazalo, Ze
CPA po opakovaném podéavani vysokych davek vyvolava benigni
nadory v jatrech potkana (Schuppler et al., 1979). Tento vysledek byl
interpretovan pusobenim CPA jako nadorového promotoru, nebot
genotoxicity potvrzen (Lang et al., 1979; Schuppler et al., 1983).

Naproti tomu bylo prokdzano, Ze podobné¢ jako fada dalSich
nadorovych promotort, CPA indukuje jaterni cytochrom P450
dependentni aktivity (Schulte-Hermann et al., 1980a; Nims et al.,
1987) a stimuluje DNA syntézu a rist jaterni tkan¢ (Schulte-
Hermann et al., 1980b). Krom¢ toho bylo bylo prokazano, ze CPA
indukuje zvySenou proliferacni aktivitu v preneoplastickych v-
glutamyltranspeptidaza-pozitivnich  hepatocytech ve  srovnani
s nezménénou okolni tkani (Schulte-Hermann et al., 1981; Neumann
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et al., 1992;). VSechny vysledky potvrzovaly epigeneticky
mechanismus karcinogennich u€inkd DNA. Prvnim naznakem

Obr. 1: Strukturni vzorec syntetického steroidu cyproteronacetatu

genotoxicity CPA bylo zjisténi, ze CPA indukuje DNA reparacni
syntézu v kultufe hepatocyti potkana (Neumann et al., 1992).
Poznatek, ze CPA indukuje reparacni syntézu vyvolal otazky, které
vedly ke studiim jejichZ cilem bylo zhodnotit bezpecnost CPA jako
Iéku a zejména najit mechanismus piipadného genotoxického
pusobeni CPA. Na téchto studiich se disertant rozhodujici mérou
podilel.

3.1.2. Cyproteron acetat indukuje v hepatocytech potkana
vysoké hladiny DNA aduktii in vitro i in vivo.

Publikovano v: Topinka, J, Andrae, U, Schwarz, LR, Wolff, T:
Cyproterone acetate generates DNA adducts in rat liver and primary
rat hepatocyte cultures, Carcinogenesis 14 (1993) 423-427.

V prvni fazi jsme se zaméfili na otdzku zda CPA indukuje tvorbu
DNA aduktl, jako markeru genotoxicity, v cilové tkani
kancerogeneze — jatrech potkana. Inkubace primarnich kultur
hepatocytli izolovanych z potkanti obou pohlavi s CPA po dobu 6
hodin indukovaly nékolik typti DNA aduktt jejichz hladiny byly
umeérné koncentraci CPA. Hepatocyty izolované ze samic potkana,
vykazovaly cca 20-krat vyssi hladiny DNA aduktd nez hepatocyty
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izolované ze samcl potkana. Podobné, jednorazova davka CPA
vyvolavala v jatrech samic potkana cca 100x vyssi hladiny DNA
adukti nez u samct. Adukty nebyly detekovany v extrahepatalnich
tkanich ani pfi inkubacich nativni DNA s CPA, coz ukazalo na
nutnost metabolické aktivace jaternimi enzymy, jejichz aktivita je
zéavisla na pohlavi potkana (Kamataki et al., 1983; Waxman et al.,
1985). Tato studie prokazala, ze CPA, jako prvni ze skupiny
syntetickych steroidii, poskozuje DNA v hepatocytech jak in vitro,
tak in vivo a setkala se svelmi vyraznym ohlasem v odborné
vefejnosti, o cemz svéd¢i dosavadnich 50 citaci této studie jinymi
autory. Vzhledem k velmi rozSifenému pouziti CPA tato studie
iniciovala  dalsi  intenzivni = vyzkum = vcetné  nékolika
epidemiologickych studii. Vysledky nasi studie se ne nasi zasluhou
dostaly prostfednictvim némeckého denniho tisku i na laickou
vefejnost, coz vyvolalo okamzity pokles ceny akcii firmy Schering
AG o 7%. Bylo proto tieba co nejrychleji objasnit vyznam tvorby
DNA aduktid v procesu hepatocelularni karcinogeneze a zejména
objasnit, zda antikoncep¢ni davka CPA ptedstavuje zvysené riziko

3.1.3. Strukturni  analogy  cyproteronacetatu  indukuji
vyrazné nizsi hladiny hepatdlnich DNA aduktit.

Publikovano v : Topinka, J, Binkova, B, Zhu, HK, Andrae, U,
Neumann, I, Schwarz, LR, Werner, S, Wolff, T: DNA-damaging
activity of the cyproterone acetate analogs chlormadinone acetate

and megestrol acetate in rat liver, Carcinogenesis 16 (1995) 1483-
1487.

Pfedmétem dalSiho studia mechanismu genotoxického ucinku CPA
bylo zjistit, kterd ¢ast molekuly CPA je zodpovédna za poskozeni
DNA. Kidentifikaci téchto strukturnich elementd CPA byly
testovany strukturni analogy CPA - chlormadinon acetat (CMA) a
megestrol acetrat (MGA) (Obr.2), zhlediska jejich schopnosti
poskozeni DNA v kulturach hepatocytt in vitro (DNA adukty,
reparacni syntéza DNA) i v jatrech potkana in vivo (DNA adukty).
Bylo zjisténo, ze hladiny DNA aduktii indukované CMA i MGA
v hepatocytech samic potkana jsou zanedbatelné nizké ve srovnani
s hladinou aduktd indukovanou CPA. Totéz plati pro srovnani hladin
DNA aduktd v jatrech potkand in vivo. Dale bylo zjiSténo, Ze na
rozdil od CPA, oba jeho analogy neindukuji detekovatelnou
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reparacni syntézu DNA v hepatocytech potkana obou pohlavi. Najit
nez jeho strukturné velmi blizké analogy liSici se pouze pfitomnosti
1,2a-metylenové skupiny a v ptipadé MGA navic substituci chloru
metylovou skupinou v poloze 6 (Obr. 2) nebylo na zékladé této
studie mozné, avSak bylo mozno s jistotou vyloucit roli substituentu
v poloze 6. V literatuie nebyla dosud popsana aktivace 1,20-
metylenové skupiny na DNA reaktivni metabolity a tak interpretace
ziskanych dat méla v této fazi charakter moznych hypotéz, z nichz ta
nejpravdépodobnéjsi  souvisela s moznou snizenou rychlosti
detoxifikace CPA a jeho analogli v dasledku pfitomnosti 1,2a-
metylenové skupiny, zatimco CMA a MGA jsou ucinné
detoxifikovany (Cooke et al., 1965; Handy et al. 1974).

“3“)
HyC C=0

cyproterone acetate
(CPA)

chlormadinone acetate megestrol acetate
(CMA) (MGA)

Obr.2: Porovnani strukturnich vzorci cyproteron acetatu (CPA),
Chlormadinon acetatu (CMA) a megestrol acetatu (MGA)
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3.1.4. DNA adukty indukované cyproteron acetatem jsou znacné
persistentni a dochazi k jejich akumulaci.

Publikovano v : Werner, S., Topinka, J, Wolff, T, Schwarz,LR:
Accumulation and persistence of DNA-adducts of the synthetic
steroid cyproterone acetate in rat liver, Carcinogenesis 16 (1995)
2369-2372.

Z hlediska vyznamu DNA adukti v procesu chemické karcinogeneze
hraje vyznamnou ulohu skutecnost, zda jsou indukované DNA
adukty uinn¢ reparovany nebo jsou naopak dostatecné persistentni a
dochazi k jejich akumulaci. V piipadé CPA, jako aktivni slozky tady
preparati, které jsou podavany opakované v nizkych davkach hraje
akumulace a persistence DNA adukt zvlast¢ vyznamnou roli. Po
jednorazové aplikaci 10 mg CPA/kg samicim potkana byla zjiSténa
maximalni hladina DNA aduktd po 1 tydnu (340 aduktd / 10°
nukleotidtl), ktera jest¢ po dalSich 11 tydnech dosahovala cca 40%
maximalni hladiny. Akumulace DNA adukti byla studovana
podavanim 50 pg CPA/kg samicim potkana po dobu 42 dni. Byl
pozorovan kontinualni vzestup hladiny DNA aduktd v rozmezi 1-38
aduktt / 10° nukleotidii. V souladu s pfedchozimi vysledky, hladiny
aduktd u samct byly fadove nizsi. Zaveérem této studie bylo, ze DNA
adukty indukované CPA jsou pfi jednorazovém podani CPA velmi
persistentni s biologickym polocasem 6-7 tydnt a pti dlouhodobém
opakovaném podani dochazi k jejich kontinualni akumulaci.

3.1.5. Cyproteronacetat je integralni soucdsti hlavnich DNA
aduktit indukovanych timto steroidem.

Publikovano v : Topinka, J, Binkova, B, Schwarz, LR, Wolff, T:
Cyproterone acetate is an integral part of hepatic DNA adducts
induced by this steroidal drug, Carcinogenesis 17 (1996) 167-169.

V dalsi casti studie mechanismu genotoxicity CPA jsem se zaméfil
na otazku, zda DNA adukty indukované touto latkou v hepatocytech
potkana obsahuji molekulu CPA nebo jeho metabolit a nebo se
jedna o nespecifickou indukci endogennich DNA adukti
detekovanych napt. po expozici kecka riznymi estrogeny (Liehr et
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al., 1986). V této Casti studie jsem pouzil zcela originalni pfistup, pfi
kterém vedle klasického provedeni postlabellingu pro stanoveni
DNA aduktt, byly hepatocyty potkana inkubovany s CPA znacenym
tritiem (CH-CPA) a vzniklé *H-CPA-DNA adukty byly fosforylovany
s pouzitim nezna¢eného adenosin-trifosfatu (ATP). Distribuce *H-
aktivity na chromatogramu a jeji porovnani s distribuci **P-aktivity
prokazala, Ze indukované DNA adukty obsahuji molekulu CPA nebo
jeho metabolit. Tento piistup byl ocenén jako zvlasté originalni prof.
D.H. Phillipsem (Cancer Research Institute, Sutton, UK) v publikaci
komentujici vyhradné tuto studii disertanta (Phillps et al., 1996).

3.1.6. Cyproteron acetat je aktivovin ketoreduktazami a
hydroxysteroid  sulfotransferazami na  DNA-reaktivni
metabolity.

Publikovano v : Schwarz, LR, Werner, S, Topinka, J, Andrae, U,
Wolff, T: The liver as origin and target of reactive intermediates
exemplified by the progesterone derivative, cyproterone acetate, in
Biological Reactive intermediates V: Basic mechanistic research in
Toxicology and Human Risk Assessment, Snyder R, et al., eds,
Plenum Press, 1996, p. 243-251.

Wolff, T, Topinka, J, Deml, E, Oesterle, D, Schwarz, LR: Dose
dependent induction of DNA adducts, gene mutations, and cell
proliferation by the antiandrogenic drug cyproterone acetate in rat
liver, , in Biological Reactive intermediates VI: Chemical and
Biological Mechanisms in Susceptibility and Prevention of
Environmental diseases, Dansette et al, eds., Kluwer
Academic/Plenum Publishers, New York, 2001, p.687-696.

Dtlezitou nezodpovézenou otazkou zistaval zplisob aktivace a
struktura metabolitu CPA, ktery se vaze na DNA a je zodpovédny za
tvorbu DNA aduktd. S pouzitim hepatocyti potkana jsme testovali
hypotézu o mozné roli sulfokonjugace pfi aktivaci CPA. S pouzitim
bunécného media bez sulfatu doslo k inhibici tvorby DNA aduktl na
5% ptvodni hodnoty. Zaroven doslo ke kompletni inhibici tvorby
CPA-DNA aduktt v pritomnosti dehydroepiandrosteronu,
specifického substratu hydroxysteroid-sulfotransferaz (HST). Dale
jsme zjistili, Ze vedle HST hraji pti aktivaci klicovou roli
ketoreduktazy. Kompletni bioaktivace CPA (Obr.3) pak probiha pies
redukci ketoskupiny v pozici C-3 nasledované sulfonaci
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hydroxysteroidu. Vznikly sulfokonjugat je nestabilni a vytvaii DNA
reaktivni karboniovy ion. VSechny tyto vysledky objasiiuji divody
pro¢ genotoxicita CPA nemohla byt nalezena diive v klasickych
testech mutagenity: metabolicka aktivace probiha s pomoci
cytosolickych enzym, které nejsou obsazeny v mikrosomalni frakci
pouzivané pro aktivaci v in vitro testech.

hydroxysteroid-

. oxidoreductase
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NADPH

sulfotransferase

PAPS

Ct
hydroxysteroid-
Sulfation

HG, MG H

T s
H

+ -
" 0,50"
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Cl
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Obr. 3: Kompletni mechanismus aktivace cyproteron acetitu na
DNA reaktivni produkty
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3.1.7. Cyproteron acetat indukuje vysoké hladiny DNA aduktii
v lidskych hepatocytech.

Publikovano v : Schwarz, LR, Werner, S, Topinka, J, Andrae, U,
Wolff, T: The liver as origin and target of reactive intermediates
exemplified by the progesterone derivative, cyproterone acetate, in
Biological Reactive intermediates V: Basic mechanistic research in
Toxicology and Human Risk Assessment, Snyder R, et al., eds,
Plenum Press, 1996, p. 243-251.

Werner, S, Topinka, J, Kunz, S, Beckurts, T, Heidecke, CD,
Schwarz, LR, Wolff, T: Studies on the formation of hepatic DNA
adducts by the antiandrogenic drug, cyproterone acetate, in
Biological Reactive intermediates V: Basic mechanistic research in
Toxicology and Human Risk Assessment, Snyder R, et al., eds,
Plenum Press, 1996, p. 253-257.

Vzhledem ktomu, Ze hydroxysteroid sulfotransferazy (HST)
zodpoveédné za aktivaci CPA jsou exprimovany v lidskych jatrech
(Hobkirk et al., 1985; Aksoy et al., 1993), polozili jsme si otazku zda
DNA adukty indukované CPA v hepatocytech potkana mohou byt
téz indukovany v lidskych hepatocytech. V souladu se skutecnosti,
ze HST jsou exprimovany, na rozdil od potkana, stejn¢ v jatrech
obou pohlavi (Aksoy et al., 1993) jsme nasli v hepatocytech
izolovanych z jater muzl i Zen pfiblizné¢ stejné hladiny DNA aduktd.
Zaroven byla ko-chromatografii potvrzena totoznost hlavnich DNA
adukt u potkana a ¢lovéka.

3.1.8. Cyproteronacetat indukuje po jednordzovém podaini
zvySenou frekvenci bodovych mutaci v hepatocytech potkana
zavislou na dobé expozice a davce.

Publikovano v : Topinka, J, Reimann, R, Oesterle, D, Wolff, T: No-
effect level in the mutagenic activity of the drug cyproterone acetate
in rat liver: Part 1. single dose treatment, Mutation Res. 550 (2004)
89-99.

V dalsi ¢asti studie jsme se zaméfili na otdzku zda DNA adukty
indukované CPA mohou byt v jatrech samic potkana fixovany
jako genové mutace. Pilotni studie provedena Krebsem et al.
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(1998) ukédzala na mutagenni uc¢inky CPA, avSak pouze po
aplikaci vysokych davek - 75 mg CPA/kg a vice. Nedostatkem
studie vSak bylo, Ze nebrala v uvahu optimalni dobu pro
expresi téchto mutaci v jaterni DNA. V nasi dalsi studii jsme se
proto nejprve zamétili na ¢asovou zavislost tvorby genovych
mutaci in vivo vjatrech samic transgennich potkand Big
Blue™ po aplikaci jednorazové davky 100 mg CPA/kg. Zjistili
jsme, ze nejvyss$i urovné hladiny mutaci a tim i nejvyssi
citlivosti jejich méfeni po expozici CPA je dosaZeno po 2
tydnech po podani (Obr.4), kdy CPA indukoval cca
desetinasobek kontrolni uUrovné mutaci. Nami pozorovany
nelinearni prubeh ¢asové zavislosti mutacnich frekvenci se stal
podkladem obecnéjSich 1Uvah o nékolika populacich
hepatocyt, znichz kazdd vykazuje rozdilnou kinetiku
v procesu mutageneze (Heddle et al., 2003). S pouzitim doby
exprese odpovidajici maximalni citlivosti detekce mutaci jsme
pak stanovili davkovou zavislost mutagenni aktivity CPA.
Ukazali jsme, ze k signifikatnimu zvySeni mutaénich frekvenci
(MF) dochazi jiz pti davee 10 mg CPA/kg. Tim jsme prakticky
prokézali obecny poznatek, ze otazka doby expozice mize byt
z hlediska vysledku testovani mutagenity velmi vyznamna a
testovani mutagenni aktivity neznamé latky by méla ptedchazet
pilotni studie, kterd stanovi optimalni dobu expozice z hlediska
exprese mutaci. V konkrétnim piipadé CPA je vSak otdzkou,
zda pro stanoveni rizika jsou podstatné tzv. ,,pfechodné*
mutace detekované nami jiz pii pii nizsi davee CPA, které jsou
ale eliminovdny asi po 4 tydnech po expozici a nebo tzv.
,permanentni mutace detekované Krebsem et al. (1998) a
persistujici po fadu tydnt (Obr.4). V kazdém ptipad¢ jsme
prokézali existenci neuc¢inné davky CPA z hlediska mutagenni
aktivity (5 mg CPA/kg). Zaroven jsme prokazali, ze tvorba
mutaci ptisobenim CPA je podminéna nejen DNA adukty, ale i
indukci bunééné proliferace, ke které dochdzi az po dosazeni
urcité prahové davky.
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3.1.9 Cyproteron acetat indukuje po opakovaném podani zvySenou
frekvenci bodovych mutaci v hepatocytech potkana zavislou na
davce.

Publikovano v : Topinka, J, Reimann, R, Oesterle, D, Wolff, T: No-
effect level in the mutagenic activity of the drug cyproterone acetate
in rat liver: Part 2. multiple dose treatment, Mutation Res. 550
(2004) 101-108.

Z hlediska davkového rezimu CPA v humanni terapii predstavuje
opakované¢ podani nejvhodnéjsi rezim z hlediska dlouhodobych
studii toxicity. Cilem této casti studie bylo zjistit, zda i pfi
opakovaném podani CPA lze nalézt neuCinnou davku, ktera
neindukuje genové mutace v hepatocytech potkana in vivo. CPA byl
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Obr. 4: Casova zavislost indukce mutaci v jatrech potkanti po
jednorazové aplikaci davky 100 mg CPA/kg

potkaniim podavan denné po dobu 21 dni v davkach 0,2; 1,0 a 5,0
mg CPA/kg, abychom se co nejvice priblizili k davkovému rezimu
pii pouziti CPA jako kontraceptiva. Zjistili jsme, Ze pouze
opakovana davka 5 mg CPA/kg trojnasobné zvysuje MF, zatimco
davky 0,2 a 1,0 jsou z hlediska indukce mutaci neucinné.
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3.1.10. Hodnoceni rizika mutagennich ucinkii CPA pro lidskou
populacii

Publikovano v : Topinka, J, Reimann, R, Oesterle, D, Wolff, T: No-
effect level in the mutagenic activity of the drug cyproterone
acetatein rat liver: Part 2. multiple dose treatment, Mutation Res.
550 (2004) 101-108.

Denni davka CPA pouzivana v lidské terapii je 0,033 mg CPA/kg
pro antikoncepci (Diane-35) a 0,166 mg CPA pro nckteré dalsi
indikace jako akné, hirsutismus (Androcur-10), coz je 30x respektive
6x méné¢ nez neucinna davka zhlediska mutageneze pro samici
potkana v ptipad¢ opakovaného podani. Na zéklad¢ naSich vysledkt
a vysledki ostatnich autord, ktefi nasli 4-10-krat nizs$i hladiny CPA-
DNA aduktd v lidskych hepatocytech odvozenych od obou pohlavi (
Werner et al., 1996; Baumann et al., 1996) nebo v fezech jaterni
tkan¢,  jsme konstatovali, ze koncentrace DNA reaktivniho
metabolitu CPA- 3a-sulfatu (Parzefall et al., 1991) jsou vyrazné
niz§i v lidskych hepatocytech nez v hepatocytech potkana. Dal§im
kritickym parametrem pro mutagenni aktivitu CPA jsou jeho
mitogenni ucinky. CPA nema mitogenni ucinky v lidskych
hepatocytech, ale je vyrazné mitogenni v hepatocytech potkana
(Parzefall et al., 1996). Z téchto vysledk je ziejmé, ze riziko vzniku
mutaci v lidskych hepatocytech je pfi pouziti CPA jako
kontraceptiva, tj. vnizké davce 2 mg/denné¢ velmi nizké, coz
potvrzuji i zaveéry rozsahlé epidemiologické studie (Heinemann et al.
1997), které neprokazaly zvySené¢ riziko hepatocelularniho
karcinomu u Zen uzivajicich oralni kontraceptiva. ProtoZe buiky
nesouci mutace mohou byt prekursory iniciovanych bunék, pak nizké
riziko vzniku mutaci v lidské jaterni tkani téZ znamena snizené riziko
jaternich nadort.

Naproti tomu riziko vyplyvajici z genotoxického ptisobeni vysokych
davek CPA potvrdila jina epidemiologickd studie (Watanabe et al.,
1997) provedend v Japonsku na chlapcich s diagnézou predcasné
puberty, ktera prokazala 5 pfipadG hepatocelularniho karcinomu
v souboru 1552 chlapcti, kteri byli 1éceni denni davkou mezi 50 az
200 mg CPA po dobu cca 2,5 roku. Vysledky naSich studii ve
spojeni s japonskou epidemiologickou studii byly podkladem
k omezeni vyuziti CPA v indikaci pfedCasné puberty a v soucasné
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dobé je vysokych davek CPA (Androcur 100%) pouZivano vyhradné
v indikaci neoperabilnich nadord prostaty, popfipadé sexualnich
deviaci u muz (Androcur 50%).

3.2. Hepatocyty jako metabolicky relevantni model v genetické
toxikologii komplexnich environmentdlnich smési

Druha cast disertace demonstruje vyuziti primarnich kultur
hepatocytii potkana pii hodnoceni genotoxického potencialu
komplexnich smési latek pii environmentalnich expozicich. Cerstvé
izolované hepatocyty jsou vybaveny fadou enzyml pro
metabolismus xenobiotik, vcetné polycyklickych aromatickych
uhlovodiki (Moldeus et al., 1983), které tvofi vyznamnou Cast
organickych polutanti adsorbovanych na respirabilni castice v
ovzdusi.

3.2.1. Vychozi stav problematiky

Ve vnéj$im ovzdus$i bylo identifikovano nékolik tisic chemickych
latek (Lewtas, 1990a). Uz z tohoto faktu je ziejmé, Ze hodnoceni
genotoxicity ovzdusi na zakladé chemické analyzy téchto latek a
testovani jejich pfipadné individualni genotoxicity je nerealné,
nehledé k tomu, ze takovy ,,chemicko-analyticky* ptistup (Williams
et al., 1986) nevystihuje mozné interakce jednotlivych slozek.
Vramci rozsahlého vyzkumného programu zabyvajiciho se
zdravotnimi dusledky znecisténého zivotniho prostfedi v Severnich
Cechéach nazvaného Program Teplice (Sram, 2001), bylo provedeno
téZ hodnoceni genotoxicity ovzdusi ve dvou tehdejSich okresech
s riznou urovni znecisténi ovzdusi — Teplice jako priimyslova oblast
s povrchovymi uhelnymi doly a tepelnymi elektrarnami a Prachatice
jako prevazné zeméde€lska oblast bez t€zkého prumyslu. Pri
hodnoceni genotoxicity ovzdusi bylo uplatnéno né¢kolik metodickych
pristupti jako hodnoceni personalniho monitoringu ovzdusi ve vztahu
k indukci DNA aduktt v lymfocytech in vivo (Binkova et al., 1995).
Kromé toho byla provedena frakcionace extraktu z respirabilnich
prachovych c¢astic z ovzdusi podle acidity a polarity (Lewtas, 1990b).
Celkovy extrakt a jeho frakce pak byly déale analyzovany v rGznych
modelovych systémech: byla provedena analyza DNA aduktt
jednotlivych frakei extraktu z obou studovanych lokalit s vyuzitim

20



acelularniho systému in vitro pro studium DNA adukti (Binkova et
al., 1996 a 1999) nebo kombinaci metody **P-postlabelling a HPLC
analyzy DNA adukti (Binkova et al., 1998). Bylo provedeno
hodnoceni mutagenity ovzdusi bakterialnimi testy (Cernd et al.,
2000). Nami ziskané vysledky potvrdily hypotézu, ze hlavni
genotoxickou slozkou extraktu jsou polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU), prace Cerné et al. (2000) navic poukézala na
vyznamny piispévek nitroderivati PAU.

3.2.2.  Identifikace hlavnich skupin genotoxickych latek v extraktu
respirabilnich castic z ovzdusi s vyuzitim primdrnich kultur
hepatocytii potkana

Publikovano v : Topinka, J, Schwarz, LR, Wiebel, FJ, Cerna, M,
Wolff, T: Genotoxicity of urban air pollution in the Czech Republic
Part II: DNA adduct formation in mammalian cells by extractable
organic matter, Mutation Res. 469 (2000) 83-93.

Nase studie provedena na hepatocytech potkana se zaméfila na
identifikaci skupin latek zodpovédnych za genotoxicitu extraktu
z ovzdusi z obou lokalit (Teplice a Prachatice) v pribéhu letniho a
zimniho obdobi. Vedle hepatocytii potkana, které svou schopnosti
metabolizovat fadu xenobiotik pfedstavuji jakousi integralni
charakteristiku genotoxického potencialu dané komplexni smési
latek, jsme vyuzili geneticky modifikované linie plicnich bunck
¢inského kiecka V79NH, které chybi enzymy skupiny cytochromu
P450, ale je schopna specifické aktivace nitrovanych PAU
nitroreduktdazami N-acetyltransferazami (Kiefer et al.,, 1989;
Perchermeier et al., 1994). Kombinované pouziti hepatocytl a bun¢k
V79NH v nasi studii tedy piredstavuje vhodny zplsob jak odlisit
prispévek PAU a nitro-PAU k celkové genotoxicite komplexni
smesi. Oba typy bunék byly inkubovany s celkovymi extrakty
z obou studovanych lokalit i jejich jednotlivymi frakcemi a ve vSech
téchto vzorcich byly stanoveny hladiny DNA aduktd metodou **P-
postlabelling. S pouzitim hepatocytid jsme prokazali, Ze nejvyssi
genotoxickou aktivitu vykazuji latky obsazené v aromatické a slabé
polarni frakci, které obsahuji zejména PAU a nitro-PAU. Tyto 2
frakce predstavovaly 75-90% celkové detekovanych DNA adukti ve
vSech frakcich. Distribuce aduktii v jednotlivych frakcich nebyla
zavislda na lokalit¢ ani obdobi sbéru vzorklh ovzdusi.
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Z kvantitativniho hlediska vSak bylo mnozstvi DNA aduktl
detekovanych v zimnim obdobi 3-4 vyssi. Jestlize se vSak vzala
vavahu koncentrace extrahovatelné organické hmoty na m’
(EOM/m’) pak byl tento rozdil mezi zimnim a letnim obdobim az
10-ti nasobny, pficemz v primyslové oblasti Teplicka byly hladiny
DNA aduktd cca 2x vyS$i neZz na Prachaticku. Na rozdil od
hepatocytli bylo v buikdch V79NH nalezeno az 80% DNA adukti
ve slab¢€ polarni frakci obsahujici nitro-PAU a sezénni variabilita zde
byla podobné jako u hepatocytl vyssi nez variabilita mezi obéma
studovanymi lokalitami. Tyto vysledky prokazuji, Ze jak PAU tak
nitro-PAU jsou hlavnimi zdroji genotoxicity ovzdusi na Teplicku i
Prachaticku. Zaroven bylo prokazano, Ze analyza DNA aduktd
v savCich bunécnych kulturach jako jsou primarni hepatocyty
potkana pfi soucasném pouziti bunék s uzsim spektrem schopnosti
metabolické aktivace xenobiotik pfedstavuje vhodny pfistup pfi
hodnoceni genotoxického potencidlu komplexnich smési. Na rozdil
od vyse zminéného ,,chemicko-analytického® pfistupu, predstavuje
nas ,.biologicky* pfistup znacny krok vpied, nebot’ se soustiedi na
podstatné mensi skupiny latek interagujicich s DNA a identifikuji
skupiny latek zodpovédnych za biologickou aktivitu.

3.3. Hepatocyty jako model p¥i profesiondlni expozici mutageniim
a karcinogeniim

3.3.1.  Vychozi stav problematiky

V tadé prikladt profesionalnich expozic jsou pracovnici exponovani
komplexnim smésim chemickych latek jejichz mutagenni ¢i
karcinogenni potencial je nutno hodnotit komplexné, tedy i
z hlediska moznych interakci latek ve smési. Pfikladem takové
expozice jsou emise na koksarenskych bateriich spojené zejména
s expozici PAU, znichz nékteré jsou fazeny mezi karcinogeny
(IARC, 1984). Pomémn¢ malo je znamo o piispévku k celkové
genotoxicité extraktu dal§ich pravdépodobnych komponent téchto
emisi — nitro-PAU. Tyto latky se vyskytuji ve vyfukovych plynech
naftovych motorti a v fad¢ emisi spojenych s neuplnym spalovanim
(Savela et al., 1995). Mohou byt tézZ vytvareny v atmosfére reakci
oxidi dusiku s PAU (Imaida et al.,, 1991). Nékteré znich jsou
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nitro-PAU v ovzdusi ve srovnani s PAU, mize byt ptispévek nitro-
PAU pro posouzeni genotoxicity nckterych komplexnich smési
vyznamny. Ke studiu poskozeni DNA, mutaci a chromosomovych
aberaci puisobenim PAU a nitro-PAU nebo komplexnich smési byly
pouzity rizné savci bunééné linie (Hasegava et al., 1988).

3.3.2.  Analyza genotoxicity kosdrenskych emisi s uzitim hepatocyti
potkana a dalsich bunécnych kultur

Publikovano v : Topinka, J, Schwarz, LR, Kiefer, F, Wiebel, FJ,
Gajdo$, O, Vidova, P, Dobias, L, Fried, M, Sram, RJ, Wolff, T:
DNA adduct formation in mammalian cell cultures by polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAH) and nitro-PAH in coke oven emission
extract, Mutation Res. 419 (1998) 91-105.

Podobny piistup jako v ptipadé studia genotoxicity komplexnich
smési extraktl z bézného ovzdusi jsme pouzili pro analyzu smési
latek obsazenych v koksarenskych emisich. Hruby extrakt
organickych latek extrahovanych z Castic zachycenych na filtrech
pomoci velkoobjemovych cCerpadel umisténych na  koksarenské
baterii byl frakcionovan dle acidity a polarity. Tento extrakt a jeho
jednotlivé frakce byly inkubovany s kulturami hepatocyt potkana,
bunkami V79NH (specifickd detekce DNA aduktd indukovanych
nitro-PAU) a lidskou plicni nadorovou linii NCI-H322 odvozenou
od Clara bun¢k. Vsechny 3 typy bunck byly nejprve testovany
z hlediska citlivosti indukovat DNA adukty po inkubaci s vybranymi
PAU a nitro-PAU. Zaroven jsme na hepatocytech testovali syntetické
smési tii az osmi PAU a nitro-PAU pro posouzeni vzajemné
interakce téchto latek pfi indukci DNA adukti. Na rozdil od
neékterych jinych studii, kde byl pozorovan vzajemny inhibicni
(Nesnow et al., 1998; Binkova et al., 2004) nebo naopak synergicky
efekt (Lau a Baird, 1992) jednotlivych slozek na tvorbu DNA adukti
byl nami prokazan spiSe aditivni ucinek jednotlivych komponent.

Hladiny DNA aduktd byly detekovany s uZitim metody **P-
postlabelling. DNA adukty byly po inkubaci s hrubym
(nefrakcionovanym) extraktem detekovany ve vSech tiech typech
pouzitych bunécnych kultur, pfiCemz vyrazné nejvyssi mmnoZzstvi
aduktd bylo detekovano v hepatocytech, jak odpovida jejich
metabolickému potencialu. 80% z celkové detekovaného mnozstvi
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DNA adukti v hepatocytech ptfipadlo na neutralni frakci obsahujici
PAU a jejich nitroderivaty. Dalsi frakcionace neutralni frakce podle
polarity a testovani genotoxicity téchto frakci ukazalo, ze nejvyssi
hladiny DNA aduktii indukuje aromaticka frakce obsahujici PAU.
Analyza DNA adukti suzitim bunécné linie V79NH prokazala
pritomnost genotoxickych nitro-PAU. Jejich pfispévek k celkové
genotoxicité byl vSak vyrazné niz$i nez v piipadé PAU.

4. ZAVER

Vysledky shrnuté v disertaci prokazuji zcela nové moznosti vyuziti
hepatocyt potkana ve tfech =zakladnich oblastech genetické
toxikologie:

1. Studium mechanismu genotoxicity individualnich chemickych
latek: Vysledky studii, na kterych se disertant rozhodujici mérou
podilel, pfedstavuji kompletni mechanistickou studii, kterd ftesi
vSechny zakladni otazky spojené s aktivaci CPA na DNA reaktivni
metabolity, analyzu tvorby DNA adukt, jejich charakterizaci,
persistenci a akumulaci a predevsim fixaci indukovanych CPA-DNA
aduktti ve form¢ mutaci v cilové tkani kancerogeneze. Nase vysledky
vyznamnou mérou prispély k piehodnoceni pfedstav o plsobeni
CPA jako nadorového promotoru a urychlily vyvoj nového
syntetického steroidu, ktery bude mit podobné spektrum
farmakologickych vlastnosti jako CPA, ale nebude vykazovat
genotoxické ucinky.

2. Studium genotoxicity komplexnich environmentalnich smési:
Vzhledem k expresi Sirokého spektra enzyml zodpovédnych za
metabolismus xenobiotik predstavuji hepatocyty potkana vhodny
model zejména pro studium genotoxickych ucinkt latek vyzadujicich
bioaktivaci. Takto ziskané vysledky jsou nejen méné pracné nez
velmi komplikovand chemicka analyza, ale zhlediska genetické
toxikologie maji vyssi vypovédni hodnotu, nebot méfi piimou
interakci potencialné genotoxickych latek v bunééném systému
s relevantni metabolickou kapacitou.
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3. Studium genotoxicity komplexnich smési pri profesionalni
expozici: Na prikladu koksarenskych emisi jsme prokazali, ze pfi
kombinovaném vyuziti hepatocyti potkana, jako bunck se Sirokym
spektrem enzymu pro metabolickou aktivaci xenobiotik, a nékterych
specialnich bunécnych linii specializovanych na bioaktivaci
podstatn¢ uzsiho spektra latek l1ze provést identifikaci skupin latek
s rozhodujicim podilem na genotoxicité komplexni smési.

Veskeré vysledky vysSe uvedenych studii byly publikovany
v renomovanych zahrani¢nich casopisech. Tyto publikace jsou
podkladem piedlozené disertacni prace.

5. VYUZITi VYSLEDKU DISERTACE
V DALSIM VYZKUMU A PRAXI

Disertace pfinesla nové poznatky s vyuzitim v nasledujicich
oblastech:

1. Promotor nebo iniciator? Prehodnoceni genotoxického ptisobeni
nékterych latek, které ve standardni baterii testl genotoxicity
vykazuji, podobné jako CPA, negativni nebo kontraverzni vysledky
a zaroven jsou pozitivni v dlouhodobych testech karcinogenity na
savcich. Jde zejména o latky, které jsou dosud povaZovany za
nadorové promotory a jsou velmi vyznamné z hlediska rozsahu
mozné expozice v lidské populaci. U téchto latek mulze pouziti
hepatocytl in vitro i in vivo v kombinaci s vysoce citlivou analyzou
DNA aduktti metodou **P-postlabelling a mutaci dat na rozdil od
standardnich testl mutagenity definitivni odpovéd na otdzku zda
dana latka ptisobi jako nadorovy promotor Ci iniciator, poptipad¢ se
jedna o kompletni karcinogen majici oboji u¢inky. Takovy pfistup,
tj.pouziti analyzy DNA adukti a mutaci v tkanich transgennich
zvitat, byl doporucen panelem expertd (International Commission on
Harmonisation, ICH) a pfi spornych vysledcich standardnich testi je
i uplatnovan v praxi pfislusnymi institucemi zodpovédnymi za
uvadéni novych 1ékti na trh. NaSe vysledky s CPA k takovému
pristupu vyrazn¢ prispély.

2. Identifikace molekuly vazané na DNA. V ramci naSich studii
jsme zcela origindlnim zptsobem s pouzitim CPA znaceného tritiem
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identifikovali, Zze adukty indukované CPA obsahuji tuto molekulu
nebo jeji ¢ast a nejde tedy o indukci tzv. endogennich aduktl. Tento
pristup byl ocenén jako zvlasté origindlni prof. D.H. Phillipsem
(Cancer Research Institute, Sutton, UK) v publikaci komentujici
vyhradné tuto studii disertanta (Phillps et al., 1996). Nas pfistup je
mozno pouzit zejména tam, kde hladiny DNA adukti jsou
dostate¢né vysoké.

3. Experimentalni plan studii mutagenity na transgennich
zviratech. Prokazali jsme, Ze pfi planovani validnich studii
mutagenity in vivo na transgennich zvitatech je tfeba nejprve provést
analyzu mutacnich frekvenci v zavislosti na dobé expozice nebo-li
exprese a poté stanovit davkovou =zavislost pro dobu exprese
odpovidajici maximalni citlivosti.

4. Analyza genotoxického potencidlu smési chemickych latek.
Prokazali jsme, Ze hepatocyty potkana jsou vzhledem k Sirokému
spektru enzymovych aktivit nutnych k bioaktivaci mnoha xenobiotik
vhodnym integralnim modelem pro analyzu latek na zéklad¢ jejich
biologické aktivity, coz zhlediska hodnoceni genotoxicity
predstavuje vyrazny krok vpied ve srovnani s technicky velmi
naro¢nou chemickou analyzou.

Prioritni vysledky studii shrnutych v této disertaci ukazuji nové
moznosti vyuziti hepapatocyti potkana v rdznych oblastech
genetické toxikologie.
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