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ANOTACE

Tato bakaléiska prace ma za cil seznamit Ctenare s problematikou mutagennich latek a jejich
dopadu na organismus a zivotni prostiedi. Zacatek je zaméfen na pocatky a néasledny vyvoj
vyzkumu t&chto latek. Ustfednim tématem je rozdé&leni a popis 3 zakladnich skupin mutagenti
(fyzikélnich, chemickych a biologickych). V celé praci je také kladen diiraz na jednotlivé
patogenetické u¢inky probiranych mutagennich faktora. Podstatna ¢ast je vénovéna opatienim,
jak se pred témito potencidln€ nebezpecnymi slouceninami chranit. Zavér je vénovan metodam,

kterymi se mutagenni latky detekuji a identifikuji.
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TITLE

Mutagens

ANNOTATION

The aim of this bachelor thesis is to introduce to the reader the issue of mutagenic substances
and their impact on the organism and the environment. The beginning is focused on the origin
and the subsequent development of these substances research. The main topic is the division
and description of 3 basic groups of mutagens (physical, chemical and biological). The whole
thesis emphasises the individual pathogenetic effects of the mentioned mutagenic factors.
A significant part is devoted to protective measures against these potentially dangerous
compounds. The last part is focusing on the methods by which mutagenic substances are

detected and identified.
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UVOD

Pod pojmem mutagen si Ize piedstavit cokoliv, co zpisobuje nevratné a dédi¢né zmény
(mutace) v genetickém materidlu bunky. Tyto zmény mohou byt bud’ ndhodné nebo zpiisobené
vnéjSimi faktory. Mutageny mohou ovlivnit geneticky material bud’ pfimo, tj. interagovat
s DNA, nebo neptimo, napfiklad tim, ze narusi proces replikace DNA nebo opravy chyb
v DNA. Tyto zmény mohou mit rtizné¢ disledky, od neskodnych az po potencidlné Skodlivé,
vcetné vyvoje rakoviny nebo genetickych chorob. [1]

Latky, at’ uz syntetické nebo ptirodni, zplisobujici poSkozeni nasi genetické informace,
jsou vSude kolem nés. At uz se jednd o fyzikalni faktory (naptiklad zateni ze slunce), chemické
latky (naptiklad polycyklické aromatické uhlovodiky), ¢i biologické prvky (naptiklad lidské
papilomaviry). Navic vlivem globalizace a neustalého rozvoje primyslové vyroby se
kontinualné zvySuje procento novych potencidlnich mutagend (pfedevs§im chemickych latek)
v naSem zivotnim prostiedi, coz méa za nasledek zvySeni pravdépodobnosti, ze s témito
nebezpenymi latkami pfijdeme do kontaktu.
zalozeny instituce, které idnes provadi rozsahlé vyzkumy zabyvajici se identifikaci
a rozklicovanim specifickych vlastnosti takovychto latek. Na zakladé téchto vyzkumui se
nasledné tvotily (a dodnes tvoii) pravni ramce, které tyto slouceniny v zivotnim prostiedi
reguluji a omezuji.

I pfes vSechny normy aregulace, které jsou stanovené¢ vladnimi agenturami
a mezinarodnimi organizacemi, je dulezité¢, aby se kazdy jednotlivec aktivné snazil o co
nejmensi vystaveni témto latkam. Z tohoto diivodu je dalezité mit o této problematice aspon
zakladni ptehled, nebot’ neznalost téchto potencialné nebezpecnych latek mize vést, jak jiz bylo
zminéno, k propuknuti riiznych smrtelnych onemocnéni.

Smyslem této prace je shrnuti poznatkd o této problematice, prozkoumani zakladni
klasifikace mutagennich latek, pochopeni mechanismi, kvili kterym jsou tyto latky schopné
meénit nd§ genom a nalezeni moZnosti, jak se pfed témito faktory co nejefektivnéji branit.

Posledni ¢ast této prace bude vénovana metodam, kterymi Ize tyto latky stanovit.
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1 Historie vyzkumu mutagennich latek

1.1 Po&atky

Prvni jasny ditkkaz o mutagenni ucinnosti chemikalii byl ziskan na pocatku 40. let
20. stoleti, ato nezavisle Charlottou Auerbachovou, Friedrichem Oehlkersem a Iosifem
Abramovi¢em Rapoportem. V 60. letech 20. stoleti zacala vzristat obecnd obava o moznych
genetickych rizicich spojenych s expozici mutagennich latek v lidském prostfedi. V dalSich
15letech se tento problém stal nesmirné zdvaznym, ato kvuli zvySujicimu se povédomi
o pritomnosti mutagennich chemikalii ve vod¢, potravinach, vzduchu, 1é¢ivech, kosmetickych
produktech, pesticidech a riznych priimyslovych chemikaliich. Obavy také prohloubil objev
tzv. supermutagentl, coz jsou latky, které vyvolavaji vysokou frekvenci mutaci, avSak bézné
toxikologické screeningové postupy jsou nedostatecné k jejich odhaleni. [2]

Vroce 1969 byla v USA Alexandrem Hollaenderem zalozena Spole¢nost pro
environmentalni mutageny, kterd se snazila upozornit na rizika spojend s expozici mutagenli
v lidském prostfedi a prosazovat adekvatni testovani chemickych produkti pted jejich
uvedenim na trh. Vroce 1971 byla zaloZzena Evropskd spole¢nost pro environmentalni
mutageny, ktera se snazila koordinovat vyzkum v této oblasti v Evropé a podporovat spolupraci
mezi védci z riznych zemi. [3]

Vyvrcholenim tehdejsi prace vSech zucastnénych védcl bylo zalozeni Mezinarodni
komise pro ochranu proti environmentalnim mutagenim a karcinogeniim, a to v roce 1977.
Tato komise hrala klicovou roli v koordinaci mezinarodniho vyzkumu v oblasti
environmentalni mutageneze a poskytovala doporuceni pro ochranu vetejného zdravi. Déle se
pak snazila pfindSet nové poznatky a stanovovat standardy pro testovani a hodnoceni

genotoxickych latek a jejich vlivu na lidské zdravi a Zivotni prostiedi. [4]

1.2 Soucasny vyvoj

V soucasné dob¢ je hlavni organizaci, co se vyzkumu mutagennich latek a jejich vlivu
na zivotni prostiedi ty¢e, Mezinarodni asociace spolecnosti pro environmentalni mutagenezi
a genomiku (IAEMGS), dfive zndma jako Mezindrodni asociace spolecnosti pro
environmentalni mutageny. Tato asociace byla zaloZena v roce 1973 anyni se sklada ze
regionalnich spolec¢nosti, které se zabyvaji vyzkumem enviromentalni mutageneze. Mezi tyto

spoleCnosti patii:

14



e Latinskoamerickd asociace pro environmentalni mutagenezi, karcinogenezi
a teratogenezi

e Brazilské asociace mutageneze a environmentalni genomiky

o Cinska spolegnost pro mutageny v Zivotnim prostiedi

e Evropska spolec¢nost pro environmentalni mutagenezi a genomiku

e Spolecnost pro environmentalni mutagenezi a genomiku

e Indicka spolecnost pro environmentalni mutageny

e franska spole¢nost pro mutageny v Zivotnim prostiedi

e Japonskad spolecnost pro environmentalni mutageny

e Korejska spolecnost pro environmentalni mutageny

e Australskd spolecnost molekularni a experimentalni patologie

e Pan-africka spole¢nost pro environmentalni mutageny a genomiku

e Filipinska spolecnost pro environmentalni mutageny

e Thajska spolecnost pro mutageny v zivotnim prostiedi

Hlavni néplni IAEMGS je poskytnuti prostiedi pro vyménu informaci, spolupraci
a koordinaci vyzkumu védct a odborniki z riznych regionti. Kazdé 4 roky potadd Mezinarodni
konferenci o environmentdlnich mutagenech s cilem vést diskusi o zakladnich a aplikovanych
védach, které se poji se zdravotnimi a enviromentalnimi problémy vzniklymi vystavenim
riznym mutagentim a o tom, jak tyto latky ovliviuji lidstvo jako celek. Dale pak také tato
asociace podporuje uveiejiiovani odbornych publikaci v oblasti mutageneze a genomiky
a rozvoj vzdélavani a vyzkumu v oblasti genetické toxikologie a environmentalni mutageneze.

[5.6]

1.3 Budoucnost

Cela asociace pro vyzkum mutagennich latek stoji v dnesni dobé¢ stale pred mnohymi
vyzvami a tkoly, které by v budoucnu mohly vyrazné zlepsit porozuméni celé problematice.
Jednim z podméta pro budouci vyzkum je piehodnoceni nékterych zakladnich otdzek jako, zda
naptiklad existuji mutageny lidskych zérodecnych buné€k nebo kter¢ kombinace
environmentalné indukovanych genomickych zmén vyvoldvaji a/nebo podporuji rakovinu ¢i
zda vzajemné pusobeni epigenetiky a genetiky moduluje bunécnou diferenciaci, evoluci
a nemoci. [7]

Déle se také otevira prostor pro vytvoreni urc¢ité platformy mezi 1ékafi a genetiky, ktefi

se zabyvaji 1écbou onemocnéni s vyznamnou genetickou slozkou jako je naptiklad prave
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rakovina. S touto problematikou poté ivyvstava otazka vytvoteni urCitého jednoduchého
syst¢tmu sledovani biologickych parametra, ktery by kombinoval fyziologické a genetické
udaje, a to napiiklad z jednoho biologického vzorku jako je krev, moc ¢i sliny. [8]

Nesmirné¢ dilezitym ukolem je také nadale udrzovat transparentnost a nestrannost celé
védecké komunity, kterd by neméla byt ovliviiovana financovanim samotnych vyzkumi. Na
zaver je vhodné se zminit, ze s novymi genetickymi technologiemi bude stale vice vyvstavat
eticka slozka celé problematiky, ato ve smyslu moznosti ovliviiovani evoluce lidstva

a koneckonct celé ptirody. [9]
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2 Klasifikace mutagenii

Mutageny Ize klasifikovat budto podle jejich plvodu anebo podle jejich
patogenetickych uc¢inkl. Podle pivodu se mutageny dé¢li na fyzikalni, chemické a biologické.
Podle patogenetickych ucinki (nasledky piisobeni mutagent na geneticky material bunck) je
lze rozdélit do 4 hlavnich skupin, ato na klastogeny a aneugeny, teratogeny, karcinogeny
a nespecifické mutageny (tyto mutageny zplisobuji mutace v molekule DNA, aniz by cilily na
urCity gen, Ci usek DNA). I pres fakt, Ze velké mnozstvi mutageni ma schopnost vyvoldvat
veskeré typy mutagenniho poskozeni, v nasledujici ¢ésti si popiSeme charakteristické znaky

jednotlivych skupin, zejména pak vlastnosti, kterymi se od sebe odlisuji. [10]
2.1 Rozdéleni mutagenti dle ptivodu

2.1.1 Fyzikalni mutageny

Do této skupiny spadaji mutageny, které meéni geneticky materidl bun€k vlivem zéteni.
Zateni si lze predstavit jako pfenos energie zjednoho mista na druhé. Tento pienos je
zprostiedkovan bud'to pomoci elektromagnetickych vin, kam lze zatadit gama paprsky,
rentgenové paprsky ¢i UV svétlo, anebo prostfednictvim Castic, pfiCemz do této skupiny lze
zatadit rychlé a tepelné neutrony, alfa ¢astice a beta ¢astice. Pti vySSich davkach téchto zareni
na organismus dochazi kionizaci, coz je proces, kdy dochazi k vytrhavéani elektrona
z jadernych orbitalli atoml. Z téchto atomi tak vznikaji ionty ¢i radikaly, které nasledné
ptispivaji k degradaci genetického materidlu. [11]

Hlavnim principem jejich ptisobeni je vytvatreni dvouietézcovych zloml v DNA, jenz
vede k pferuseni nebo poSkozeni obou fetézcl v této molekule. Buniky pak syst¢émem oprav
genetického materidlu mohou celé poni¢ené iseky DNA v chromozomech odstraniovat (delece)
¢i je nahrazovat novymi useky DNA (inzerce). [12]

Charakteristickym znakem téchto mutagenti je kompletni strukturni pfeména celych
chromozom, ¢i navySeni nebo sniZzeni poctu chromozomii v buiice oproti fyziologickému
stavu. Jejich Gcinky tedy v organismech vyvoladvaji rozsédhlé a ¢asto vysoce stabilni mutace.
Takto silné mutagenni ucinky vSak casto ovliviiuji i geneticky material na mistech necilovych
geni, kde nasledné také dochdazi k riizn€ intenzivnim mutacim. [13]

Jednim z nejvice pouzivanych fyzikalnich mutageni je gama zafeni. VyuZiti tohoto
¢inidla saha az do roku 1930, kdy bylo pouzito Hermannem Josephem Mullerem na ovocné

musce Drosophila melanogaster, diky ¢emuz se potvrdilo, Ze toto zafeni je schopné ménit

17



genetickou informaci a tim tedy i vlastnosti potomstva. Pro toto zafeni je charakteristicka
kratka vilnova délka a tim padem vysoké energie. Diky tomu je tak gama zafeni schopné mit
vyraznou kapacitu a penetracni ucinky. [14]

Fyzikalni mutageny se pro svoje charakteristické vlastnosti a cenovou dostupnost
vyuzivaji predevSim v programech na vytvafeni vylepSenych zemédélskych plodin. Jejich
pusobenim lze vytvaiet nové genotypy a fenotypy, které mohou mit na rozdil od svych piedki
vylepsené urcité vlastnosti. Mezi tyto prospésné mutace lze naptiklad zaradit vétsi odolnost

rostlin proti Skiidciim a chorobam, vyssi plodivost ¢i napiiklad sniZzeni vegetacni doby. [15]

2.1.2 Chemické mutageny

Velky rozvoj v oblasti vyzkumu chemickych mutagenti odstartoval v 60. letech
20. stoleti losif Abramovi¢ Rapoport, ktery zkoumal a identifikoval velkou ¢ast téchto latek.
V dne$ni dob¢€ délime chemické mutageny do tii zdkladnich skupin na zdkladé mechanismu
jejich mutageneze. [16]
latky jsou silnymi elektrofily, které reaguji s nukleofilnimi ¢astmi DNA nebo proteiny. Tato
reakce probihd mechanismem elektrofilni substituce, kterd se odehrdva piedev§im na
dusikatych bazich, kde se nachdzi nukleofilni centra. Samotny proces vede k vytvoreni
kovalentni vazby mezi alkyla¢ni slouceninou a samotnou molekulou DNA. [17]

V zévislosti na poctu reaktivnich funk¢nich skupin, které se nachazeji ve sloucening, Ize
alkyla¢ni €inidla rozdélit na monofunkéni, bifunkéni ¢i polyfunkéni. Néasledné pak tyto latky
1ze také rozdélit dle chemického charakteru na sedm zékladnich skupin, a to na dusikaté yperity,
oxazafosforiny, ethyleniminy, nitrosomocoviny, triazeny a hydraziny, alkylalkansulfonaty

a derivaty platiny (viz obrazek 1). [18]

A Dusikaté yperity B Oxazafosforiny C Ethyleniminy
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R—N PR >N—R3
N—CH,CI N\R “R, Ry .
3 OCONH,
H3C
D Nitrosomogoviny OCH4
(o]
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H3C IsI 0 (I_JI R N N
o R

Obrazek 1 — Hlavni skupiny zakladnich alkylacnich cinidel, prevzato a upraveno z [18]
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Hlavnim cytotoxickym u¢inkem chemickych mutagenti je naruSeni zékladnich procest
DNA jako je replikace nebo transkripce. Pokud neni DNA opravena riznymi mechanismy
opravy, mize nasledné dojit k bodovym mutacim, delecim, inzercim ¢i k rozsahlému poSkozeni
chromozomu. Pokud zmény genetického materidlu nevyvolaji selektivné vyhodné mutace,
dochazi k pozastaveni bunécného cyklu a k nasledné bunécné smrti. I pies to, ze jsou alkylace
bazi DNA casto podrobné studovany, je té€zké zhodnotit pfesné zmény, nebot’ Casto dochazi ke
vzniku velké smési aduktt. [19]

Nejcastéji vyuzivanym chemickym mutagenem, ktery patii do skupiny alkylacnich
¢inidel, je ethylmethansulfonat (EMS). Tento mutagen patii mezi silnd mutagenni ¢inidla diky
své schopnosti vyvolavat vysokou frekvenci a Siroké spektrum mutaci. Jeho prfednostmi jsou
hlavné jeho t¢innost a mensi toxicita oproti ostatnim ¢inidlim. Dfive se EMS pouzivalo pro
screening vzniklych mutaci, avSak dnes uz se kviili vysoké naro¢nosti mapovani vyvolanych
zmeén od této latky upousti. Stale 1ze vSak EMS rtadit diky své cen¢, ufinnosti a rozsahu mezi
nejucinngjsi ze vSech screeningovych technologii. [20]

Dalsi vyznamnou skupinou chemickych mutagenli jsou analoga bazi. Pod pojmem
analoga bazi si lze predstavit derivaty normalnich bazi, tedy adeninu, guaninu, cytosinu
a thyminu. Za fyziologickych podminek se baze paruji podle syst¢ému Watson-Cricka, tedy
adenin s thyminem a guanin s cytosinem. Mezi tyto struktury se mohou zamichat jejich
analoga, jako napfiklad 5-bromdeoxyuridin nebo 2-aminopurin, ktery se od zakladniho adeninu
1i$1 pouze v umisténi aminu (systematicky nazev adeninu je 6-aminopurin). Ten se pak vaze
podle pravidel na cytosin a vznika tak mutace, ktera ohrozuje normalni strukturu a funkci genu.
[21]

Do posledni skupiny chemickych mutagenti fadime ostatni slouceniny, které svymi
chemickymi vlastnostmi neodpovidaji ptedeslym skupindm. Lze sem zatfadit naptiklad
akridiny, azidy, antibiotika, kyselinu dusi¢nou €1 hydroxylamin. Za zminku stoji mutagenni
ucinky azidu sodného, ktery je vyuzivan piedevsim diky jeho velmi uzkému a specifickému
spektru bodovych mutaci. Tyto mutace ve skoro naprosté vétSiné predstavuji prechod paru
guanin-cytosin na par adenin-thymin. Proto, aby azid sodny m¢l mutagenni G€inky na DNA,
musi se v organismu pieménit na organicky azidoalanin, ktery je nasledné ménén na dosud
neznamy kone¢ny mutagen, ¢i mutageny. [22]

Stejné jako fyzikalni mutageny, i chemické lze vyuzit pro Slechténi rostlin, avSak
s jedinym rozdilem a to tim, Ze maji vétsi specificnost a mirn€jsi ucinek na geneticky material
kolem cileného genu. Za zminku pak také stoji, Ze alkyla¢ni ¢inidla se vyuzivaji jako jedny

z nejstarsich 1€ki proti rakoving. [16,18]
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2.1.3 Biologické mutageny

Do této skupiny lze zatradit bakterie, viry a paraziti anebo tzv. transpozony, téz znamé
jako skokové geny. [23]

O transpozonech Ize konstatovat, Ze to jsou genetické elementy, které maji schopnost
meénit sVoji pozici v genomu procesem nazvanym transpozice. Tento proces je charakterizovan
vystfihnutim transpozonu z jeho piivodniho mista v genomu a naslednym vloZenim této Casti
na jiné misto. Za fizeni tohoto procesu je zodpovédny enzym, ktery se nazyva transpozasa.
Takto vlozeny usek DNA pak néasledné muze ovliviiovat celou funkci gent. Mezi tyto zmény
patfi naruseni kodujici oblasti genu, ovlivnéni regulace transkripce ¢i vznik zkracenych
transkriptd, coz nasledné vede ke genomové nestabilité ¢i az ke vzniku karcinomu. [24]

Dalsi skupinou spadajici do biologickych mutagenli jsou viry. Tyto nebunécné
mikroorganismy jsou schopné pronikat do hostitele, kde nasledné vyuzivaji jeho
proteosynteticky aparat k replikaci, prekladu a expresi svych virovych proteinti. Forma jejich
mutageneze tedy spoc¢iva ve vlozeni své genetické informace do hostitelského genomu, ktera
nasledn¢ mize naruSovat celou funkci genu. Vznikaji tak bodové mutace, které jsou
charakterizovany zménou potadi nukleotidi v molekule DNA, a to za pomoci deleci, inzerci ¢i
substituci bazi. [25]

Za zminku také stoji tzv. onkogenni viry. Tyto DNA viry mohou indukovat tvorbu
nadort v hostitelskych bunikach naruSenim bunécné replikace ¢i opravnych mechanismi DNA.
DNA reaguje na poskozeni pomoci mechanismu DDR (reakce na poSkozeni DNA), cozZ je
komplexni sit’ signalnich drah, ktera je nezbytna pro udrzeni integrity genomu. DNA viry jsou
schopné tvofit onkoproteiny, které napodobuji nebo inhibuji rizné slozky DDR, ¢imZ podporuji
genomovou nestabilitu a tumorigenezi. Piiklady takovychto viri zahrnuji virus hepatitidy B,
virus hepatitidy C, herpesvirus spojeny s Kaposiho sarkomem, virus Epstein-Barrové, lidsky
papilomavirus atd. [23,26].

Posledni Sirokou skupinou biologickych mutagent jsou bakterie. Pro tyto
mikroorganismy je v lidském téle typicka tvorba zanétd, kvuli kterym je nasledné zvysena
produkce oxidacnich ¢inidel, naptiklad superoxidil ¢1 peroxidi. Tyto latky nésledné poSkozuji
DNA nebo alespon snizuji jeji schopnost opravy. Mezi mutagenni bakterie Ize napiiklad zaradit
Salmonellu typhi, kterd mize byt jednim z faktort rakoviny Zlu¢niku, ¢i Streptococcus bovis,
jenz je rizikovym faktorem pro rozvoj rakoviny tlustého stieva, anebo Chlamydii trachomatis,

o kter¢ je znamo, Ze zptisobuje rakovinu délozniho ¢ipku. [23]
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Bakterie také mohou v organismu vylucovat urcité genotoxické faktory, které mohou
svym pisobenim poskozovat geneticky material bunék. Napiiklad nékteré kmeny bakterie rodu
Escherichia coli produkuji protein nazvany kolibaktin, ktery je schopen indukovat poskozeni

DNA v enterocytech a podporovat tim tak vznik naddoru v tlustém stieve. [27,28]
2.2 Rozdéleni mutagent na zakladé patogenetickych ucinkii

2.2.1 Klastogeny a aneugeny

Patogenetickymi projevy mutagennich latek spadajicich do téchto dvou tfid je
vyvolavani chromozomovych aberaci. Zatimco klastogeny zpiisobuji strukturdlni piestavby
celych chromozomii v disledku vzniku zloml v genetickém materidlu postizenych bunék,
genetického materidlu pfi dé€leni bunék. Mezi klastogeny Ize zaradit mitomycin C,
5-fluorouracil ¢i ethylmethansulfondt. Mezi aneugeny patii napiiklad vinblastinsulfat,
diethylstilbestrol ¢i kolchicin. Tyto latky se i pies svoji silnou genotoxicitu mnohdy vyuZzivaji
jako protinddorové 1€ky, nebot’ jejich terapeuticky piinos prevazuje nad jejich nezadoucimi
ucinky. [29,30]

Pro prokazani pilisobeni téchto mutagennich latek v bunce byl vyvinut in vitro
mikrojaderny test (MNT). Obecné 1ze konstatovat, ze klastogeny a aneugeny jsou schopné
v bunikach tvofit mikrojadra, coz jsou mald mimojaderna chromatinova téliska obklopena
jadernym obalem, ktera nebyla pii d€leni jadra zaclenéna do jadra dcetiné buiky. Navic diky
tomuto testu je mozné zjistit, zda se piimo jedna o klastogeny ¢i o aneugeny. Mikrojadra, ktera
vznikla plsobenim aneugenli obsahuji kinetochory, které lze pomoci protilatek obarvit
a nasledné¢ detekovat. Na druhou stranu mikrojadra, ktera vznikla ptisobenim klastogent,
obsahuji pouze fragmenty chromozomu, atedy zadné kinetochory, které by mohly byt

obarveny. [30] Obecné shrnuti pisobeni klastogent a aneugenil 1ze najit na obrazku 2.
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Klastogen Aneugen

Poikozeni DNA e O Inhibice déliciho vieténka

Chromozom
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Kinetochor

" Chromatida

Mikrojadro bez centromery/kinetochoru Mikrojadro s centromerouw/kinetochorem

Obrazek 2 — Vznik mikrojader klastogenni nebo aneugenni cestou, prevzato a upraveno z [29]
2.2.2 Teratogeny

Teratogeny jsou latky, které svym plsobenim naruSuji fyziologické mechanismy
zakladniho embryonalniho vyvoje. Kvili témto vadam nasledné¢ mtze dochézet k potratiim,
pfedcasnym porodiim ¢i k narozeni mrtvych déti. V mnoha piipadech se jejich Uc¢inky také
manifestuji skrze vznik zavaZnych vrozenych anomalii. Mezi tato poskozeni lze zafadit
rozstépy patra a rtd, kardiovaskularni poruchy ¢i celkové malformace rtiznych casti téla. [31]

Klasifikace teratogenli se nevztahuje pouze na jiZ znamé chemické, fyzikalni
a biologické mutageny, ale navic sem muizeme zatadit ivyzivové a metabolické faktory,
autoimunitni reakce a aspekty souvisejici se zvySenym vékem matky. Typickymi ptiklady
teratogenti mohou byt: alkohol, nikotin (celkove koufeni cigaret), kokain, ketamin, rentgenové
zateni, virus HIV, virus Zika, toxoplazméza ¢i chronické onemocnéni samotné matky, jako
napftiklad diabetes mellitus a mnoho dalsich. [32]

Piisobeni teratogenii na lidsky organismus je Casto extrémné obtizné identifikovat.
Teratogenni Uc¢inky c¢asto vznikaji slozitymi interakcemi mnoha faktort, kde se odrazi jak
samotné prostfedi, tak genetické pozadi matky, aisamotného plodu. Predpokladané
mechanismy U¢inkd teratogennich latek zahrnuji:

a. Blokovani funkci vitaminu B9, ktery je dalezity zejména pro syntézu DNA a tvorbu
novych bun¢k.

b. Poskozeni neuralni liSty, z které se v priitbéhu vyvoje plodu vytvaii mozek a micha.
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c. NaruSeni endokrinniho systému matky, diky ¢emuz nasledné dochédzi k poruchdm
reprodukéniho systému plodu.

d. Zvyseni vzniku volnych radikalt v plodu, kterym se nasledn¢ samotny plod nedokaze
branit.

e. Poskozeni cévniho systému plodu (zejména latkami s vasokonstrikénim u¢inkem).

f. PoSkozeni plodu zprosttedkované specifickymi receptory ¢i enzymy. [33,34]

Testovani teratogenil za ucelem zjisténi jejich mechanismu €asto probihalo a nékde stéle
probiha na zvifatech. Vysledky téchto studii vSak Casto nardzi na problém, zda informace
ziskané ze studie lze prevést na lidskou populaci. Samotné mechanismy se totiz mohou mezi
zvitecimi druhy li$it, a to naptiklad nepfitomnosti urCitych specifickych gent ¢i rozdilnou

afinitou teratogenni latky k samotnému organismu. [34]

2.2.3 Karcinogeny

Pod pojmem karcinogeny si lze predstavit latky, které riznymi mechanismy mohou
vyvolavat ¢i1 podporovat vznik rakovinného onemocnéni. Karcinogeneze je casto velmi sloZity
a dlouhy proces, ktery je tvofeny mnoha faktory. Tento proces muze byt zprostiedkovan jak
mutagenni cestou, kdy samotné karcinogeny méni diky svym vlastnostem geneticky material
bun¢k, ¢i nemutagenni cestou, kterd nevede ke zméné genovych sekvenci DNA. Do
nemutagenni cesty napiiklad spadaji zmény struktury chromatinu, modifikace histon ¢i
nespravné metylace DNA. Obecné tedy plati, Ze ne vSechny karcinogeny se chovaji jako
mutageny. [35,36]

Mezi potvrzené karcinogeny lze napiiklad zafadit cernouhelny dehet, tabakovy kouf,
vyfukové plyny, UV a gama zafeni, azbest, chrom, aromatické aminy, bakterii Helicobacter
pylori i lidské papilomaviry a mnoho dalsich. [37]

Pro urceni, zda ma latka karcinogenni povahu, byl vytvofen seznam deseti kli¢ovych
vlastnosti (viz tabulka 1), které v sobé odrazeji mechanismy karcinogeneze. Pro potvrzeni

karcinogenity by méla latka spliiovat nejméné jednu z téchto charakteristik. [38]
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Tabulka 1 — Klicové viastnosti karcinogenii [39]

Kli¢ova vlastnost karcinogenni latky

U¢inek ptsobeni

l.

10.

Ma elektrofilni charakter, ¢i se po metabolizaci

muze elektrofilem stat
Je genotoxicka

Narusuje genomovou stabilitu ¢i méni opravu

DNA

Vyvolava epigenetické zmény

Zpusobuje oxidacni stres

Podnécuje vznik chronickych zanéth

Je imunosupresivni

Meéni ucinky reakei zprosttedkovanych skrz

receptory

Je schopna vyvolat neomezené déleni bun¢k

Dokaze ovliviiovat bunécnou proliferaci, smrt ¢i

pfivod Zivin

Tvorba DNA a proteinovych
aduktt

Vznik mutaci

Narus$eni funkci DNA polymerazy

Metylace DNA, modifikace histont
atd.

Poskozeni makromolekul
kyslikovymi radikaly

ZvySeni mnozZstvi bilych krvinek,
vykyvy v produkci cytokini
NaruSeni funkci imunitniho
systému

Zastaveni ¢i aktivace receptort

Zastaveni starnuti bunék

Nabourani hlavnich fidicich funkci

bunky
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3 Mechanismy mutageneze

Mutace vzniklé v organismu lze rozd¢lit dle jejich ptivodu na endogenni a exogenni. Pti
endogennich neboli spontannich reakcich dochazi ke vzniku latek (pfevazné reaktivnich forem
kysliku) ¢i jevi uvnitt téla, které narusSuji molekulu DNA. Naproti tomu mutace vzniklé
exogenni neboli enviromentalni cestou jsou zptisobené vnéjSimi faktory a latkami, mezi které
lze zatadit jiz znama alkylac¢ni Cinidla, rizna fyzikalni zafeni ¢i mutagenni bakterie a viry. Text
této kapitoly tedy bude zaméten prevazné na mechanismy mutageneze fyzikalnich, chemickych

a biologickych mutagent. [40,41]
3.1 Mechanismy fyzikalnich mutagenii

3.1.1 lonizujici zareni

Do kategorie mutagenti zptusobujicich poSkozeni DNA skrze ionizacni zafeni lze zatradit
rentgenové a gama paprsky, tepelné neutrony, alfa Céstice a beta castice. Jejich pusobeni
probiha dvéma mechanismy, a to bud'to pfimo ¢i nepiimo. I ptes to, ze poskozeni genetické
informace témito mechanismy probiha odlisné, finalni zmény jsou kvili produkci podobnych
meziproduktl téméf identické. [42]

Ptimy mechanismus spociva v jednoelektronové oxidaci bazi, ze kterych nasledné
vznikaji radikalové kationty, které poté bud’to podléhaji deprotonizaci ¢i hydrataci. I pfesto, ze
témto reakcim podléhaji vSechny baze DNA (celkovy pocet vzniklych defektnich dusikatych
bazi presahuje az 50), nejvice nachylny na tyto zmény je guanin, ze kterého vznika
8-0x0-7,8-dihydroguanosin. Tyto reakce nasledné podporuji vznik nestabilniho endoperoxidu,
ktery pfi svém rozkladu vytvari v genetickém materidlu nejcastéji dvouietézcové zlomy. Tyto
zlomy jsou nésledné zakladem pro vznik samotnych mutaci. [42-44]

Nepiimy mechanismus spociva v radiolyze vody, pod kterou si lze predstavit degradaci
molekuly vody za vzniku chemicky aktivnich reaktivnich forem kysliku (ROS), pfedevsim pak
vysoce reaktivniho hydroxylového radikalu. Tyto latky nésledné odliSnymi zplsoby také
vytvari defektni dusikaté baze, coz nakonec vede ke tvorbé jiz zminénych dvoufetézcovych

zlomti v DNA. [42-44]

3.1.2 Neionizujici zareni

Do této kategorie 1ze jako typicky ptiklad zatradit zafeni UV. Ultrafialové zareni lze

charakterizovat jako mutagen a karcinogen, s kterym je ve velké mife spojen vznik a rozvoj
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rakoviny ktze. Toto zéafeni lze rozd¢lit dle vlnovych délek na 3 kategorie, a to na UVC
(190-290 nm), UVB (290-320 nm) a UVA (320—400 nm). Obecné¢ lze fict, ze molekula DNA
je schopna nejvice absorbovat UV zafeni pfi vinové délce 260 nm (tedy v kategorii UVC).
Ultrafialové zafeni mize poskozovat DNA dvéma zpisoby. Bud’to molekula DNA toto zafeni
pohlti, coz nésledn¢ vede k vybuzeni elektronti z jeji molekuly, nebo je toto zafeni pohlceno
tzv. fotosenzibilatory. [40,42]

Piisobeni UVC a UVB na geneticky material podnécuje piedevsim tvorbu kovalentnich
vazeb mezi dvéma sousednimi pyrimidiny. Touto interakci nésledné vznikaji dva hlavni
produkty, a to cyklobutanovy pyrimidinovy dimer (obrazek 3) a pyrimidin(6-4)pyrimidinovy
fotoprodukt (obrazek 4). Tyto produkty néasledné porusuji dvouSroubovici DNA, coz ma za
nasledek vyvolani nadbytecné produkce opravnych polymeraz, které nasledn¢ mohou
indukovat tvorbu mutaci. Tyto mutace poté zplsobuji substituce nukleotidi, mezi které
nejcastéji spadaji prechody C — T, ¢i dokonce také zplisobuji tzv. tandemové substituce, které
ovliviiuji sousedici nukleotidy. Do této kategorie 1ze nejcastéji zaradit substituci CC — TT.
[40,45]

Naproti tomu u¢inky UVA na lidsky genom jsou do jist¢é miry nezndmé.
Nejpravdépodobnéji dochéazi k poSkozeni DNA skrze nadbytecny oxidacni stres, ktery vznika
endogenni cestou v organismu z fotosenzibilatorti, Fotosenzibildtory jsou latky, které po

absorpci urcité vinové délky jsou schopné produkovat reaktivni formy kysliku. [45]

0 NH, 0 NH, 0 0
uv Deaminace
N HN ~N
Ty L, ™ T T
0 N N 0 0O N N 0] 0 N N 0]
TC sekvence TC CPD TU CPD

Obrazek 3 — Vznik CPD, prevzato a upraveno z [42]
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Obrazek 4 — Vznik pyrimidin(6-4)pyrimidinového fotoproduktu, prevzato a upraveno z [42]
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3.2 Mechanismy chemickych mutagenu

3.2.1 Alkylace DNA

Jak bylo jiz diive zminéno, alkyla¢ni ¢inidla mohou napadat molekulu DNA skrze
mechanismus nukleofilni substituce, kdy dochazi k nahrad¢ atomu vodiku za alkylovanou
skupinu alkyla¢niho ¢inidla. Pro tuto reakci je charakteristické, ze v zavislosti na pocti krokt
bud’to probih4 jako nukleofilni substituce prvniho fadu ¢i jako nukleofilni substituce druhého
fadu (SN1 nebo SN2). Vysledkem téchto reakei je vznik mnoha typt kovalentnich produkti,
mezi kterymi lze nalézt jak jednoduché zmény ptivodnich nukleotidi, tak i velmi komplexni,
které vedou az naptiklad ke zesitovani fetézcli DNA, neboli ke vzniku kovalentnich vazeb mezi
samotnymi nukleotidy. [18,46,47]

Béhem SNI reakce nejdiive dochazi ke vzniku kladné nabitého karbokationtu
z alkylac¢ni latky, pti¢emz nasledné dochazi ke spojeni této latky s negativné nabitou nukleofilni
casti DNA kovalentni vazbou a odstupu eliminované skupiny. Na rozdil od SN1, reakce SN2
probiha bez vzniku karbokationtu. Pfi této reakci dochdzi k pfimému kovalentnimu spojeni
alkylacni latky s nukleofilnim centrem a k okamzitému odstranéni odstupujici skupiny. [46,47]

Tyto reakce nejcastéji probihaji na vSech purinovych/pyrimidinovych atomech kysliku
a dusiku. Plati, ze alkylace SN1 probihaji na téchto atomech ve stejnych pomérech, av§ak SN2
alkylace vice upfednostiiuji dusikaté atomy. Dulezité je také zminit, Ze zatimco N-alkylace
pfedstavuji pro organismus podstatné nizsi riziko, O-alkylace jsou vysoce mutagenni
a cytotoxické. Jednim z pfikladi je vznik OS-alkylguaninu, ktery se nespravné péruje
s thyminem. Tato vazba nésledné vede k zaméné péaru guanin-cytosin za par adenin-thymin.

[46,47]

3.2.2 Aktivace nemutagennich latek na mutagenni formy

Do této kategorie lze jako typicky priklad zaradit polycyklické aromatické uhlovodiky
(PAU). Tyto slouceniny jsou tvoreny ze dvou a vice benzenovych kruhi, které jsou spojeny
spoleénymi atomy uhliku. Pro mnoho ztéchto latek jsou charakteristick¢ karcinogenni
a cytotoxické vlastnosti, které se projevuji po metabolizaci téchto latek v organismu. Pfirozené
se tyto latky mohou vyskytovat v uhli, raseliné ¢i v biidlicovych olejich. K jejich vysoké
expozici také Casto dochdzi v mnoha primyslovych odvétvich, zabyvajicich se napiiklad

vyrobou Zeleza a oceli, hliniku a mnoho dalSich. Dtlezité je také zminit, ze primarné zvysena
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koncentrace PAU je zptisobena skrze jejich uvoliiovani do ovzdusi ze spalovani fosilnich paliv
v motorovych vozidlech. [48,49]

Mechanismus mutageneze PAU spociva v metabolizaci téchto latek pomoci cytochromt
P450 (ptfedevsim CYP1A1 a CYP1BI1) na diolové epoxidy, coZ jsou velmi reaktivni elektrofily,
které se nasledné mohou prostfednictvim adice kovalentné vazat na exocyklické aminoskupiny
purinti (aminoskupiny, které nejsou soucasti aromatickych jader). Takto vzniklé produkty
nasledné narusuji ptirozeny proces replikace DNA, pfi€emZ toto naruSeni miize v organismu

vést az ke vzniku mutaci. [49]

3.2.3 NaruSeni struktury dvousroubovice DNA

Molekulu DNA mohou narusit svym pusobenim tzv. interkalacni ¢inidla. Tyto latky se
mohou diky svym vlastnostem zakomponovat mezi pary nukleovych bazi ve dvousroubovici
DNA. Toto zaclenéni do genetické informace nasledné vede ke zménam konformace DNA ¢i
k inhibici procesu replikace a transkripce. Mezi hlavni cytotoxické a mutagenni projevy
interkala¢nich latek patii vznik dvoutetézcovych zlomt. Tyto zlomy jsou zptisobeny narusenim
funkci enzymu topoisomeraza II, ktery ma za kol v lidském genomu udrzovat odpovidajici
strukturu DNA. Mezi tyto latky lze zafadit naptiklad akridin, ethidiumbromid ¢i 1,8-naftalimid.
Pro své schopnosti inhibovat déleni bunék se tyto latky ve velké mife vyuZzivaji jako

chemoterapeutické léky, které potlacuji rozvoj rakoviny. [50,51]

3.2.4 Modifikace nukleovych bazi

Modifikované nukleové baze neboli tzv. analoga bazi patii mezi nebezpetné mutageny,
které narusuji jednotnou integritu celého genomu. Tyto latky mohou byt v organismu tvofeny
endogenné oxidacnim stresem, zdnétem ¢i atypickou biosyntézou. Pokud systém oprav DNA
nedokdze vc€as zachytit tyto bdze, dochazi k jejich zaclenéni do genetického materidlu
a nasledné mutagenezi, kterd se naptiklad mize projevit transverznimi mutacemi. Pod timto
pojmem si lze pfedstavit proces zdmény purinovych bazi za pyrimidinové a naopak. Jako
priklad Ize uvést 8-oxoguanin, ktery je schopny se vazat jak s cytosinem, tak s adeninem.
Mutagenni projevy analogii bazi nejsou jednotné, vzdy zavisi na typu modifikované baze
a bunky, ve které se vzniklé 1éze nachazeji. Jako piiklady poskozenych bazi lze uvést
5-formyluracil, 5-hydroxypyrimidiny, 8-hydroxyadenin, 8-hydroxyguanin, hypoxantin
a mnoho dalsich. [52,53]
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3.3 Mechanismy biologickych mutagenii

Biologické mutageny jsou predevsim charakteristické pro své tzv. inzer¢ni mechanismy
mutageneze, za kterymi si lze predstavit integraci exogenni sekvence DNA do genomu
hostitelského organismu. Tyto sekvence nasledné mohou v hostitelskych bunkach vyvolavat
zvysSenou transkripci nebo translaci onkogenti, produkovat hybridni ¢i zkracené transkripty

nebo znemoziovat expresi gend zabranujicich vzniku rakoviny. [54]

3.3.1 Inzerc¢ni mutageneze zprostiedkovana retroviry

Retroviry patii do skupiny RNA obalenych virti, jejichz charakteristickym rysem je
jejich specificky pfenos genetického materidlu do hostitelské buiky. Oproti viem ostatnim
virim dokaZi retroviry pomoci reverzni transkriptdzy svoji genetickou informaci ve formé
jednovldknové RNA prevést na dvouvlaknovou DNA, kterd je nasledné zarazend do genomu
hostitele. [54]

Doposud byly popsany celkem 4 mechanismy, kterymi retrovirovd DNA méni aktivitu
genu hostitelské bunky. Mezi tyto mechanismy patfi:

e zvySeni exprese genu, a tedy zvySeni bunécného d€leni vlozenim tzv. zesilovace,
ktery je zakddovany v retrovirovém vektoru (zesileni transkripce na dalku v obou
smérech transkripéni hostitelské jednotky),

e zvySeni exprese genu vlozenim retrovirového promotoru, ktery obsahuje sekvence
potiebné pro iniciaci transkripce (pifimé zesileni transkripce ve sméru transkripcni
hostitelské jednotky),

e snizeni exprese genu vloZenim retrovirového vektoru, ktery zasahne klasickou
strukturu genu, jehoz vysledkem je snizeni bunécné proliferace,

e zvySeni exprese genu pomoci substituce 3'-konce mRNA retrovirovym vektorem.

V dnesni dobé se retrovirovych vektora casto vyuziva v lidské genové terapii, kdy jsou
vektory zbaveny retrovirovych geni a ndsledné¢ nahrazeny pozadovanymi sekvencemi. Takto
vzniklé vektory jsou nasledné vpraveny do bunck pacienta, kde za ptiznivych podminek maji

1écebny efekt. [55]

3.3.2 Inzer¢ni mutageneze zprostiedkovana transpozony

Jelikoz byl mechanismus mutageneze zprostfedkovany transpozony jiz obecné

vysvétlen v kapitole biologické mutageny, zamefim se v této ¢asti textu na popis jednoho
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z uméle vytvofenych transpozonil nazvaného Sipkovd Riizenka (SB). Tento transpozonovy
systtm ma obrovské vyuziti jako nastroj pro genetick¢ modifikace u mnoha typt bunék
a zaroven patii mezi prvni systémy, u kterych byl dokdzan prenos genii mezi obratlovci, véetné
cloveka. Jednou z vyhod transpozonu SB je, Ze umoznuje vysoce U€inny prenos gend, aniz by
dochézelo k aktivaci wvnitinich kopii transpozonii, které jsou jiz pfitomné v genomu
hostitelskych organismii. Velmi uziteCny se také stal pro experimentalni vyvolavani nadora
s cilem odhalit geneticky zaklad riiznych druhi rakoviny. [56]

Piivod transpozonu Sipkovd Riizenka vychézi z nadrodiny jednoho z nejvice rozsifenych
ptirodnich transpozont Tc1 /mariner tvofeného z transpozicné neaktivnich sekvenci, které byly
izolovany z rybich genomu. Tento systém se sklad4 ze dvou prvki: vlastniho mobilniho prvku
sekvence DNA, ktery je ohrani¢en vazebnymi misty neboli tzv. invertovanymi repeticemi,
a enzymu transpozasa, ktery se do téchto mist navazuje. Specificky nazev tohoto systému byl
zvolen jako metafora na piibéh pohadky bratii Grimi, kde dojde k probuzeni inaktivniho
genetického materialu a jeho oziveni v podob¢ syntetického transpozonu. [54,56,57]

Stejné€ jako i u ostatnich transpozonil je mechanismus transpozice SB tvotfeny nékolika
kroky, mezi které patfi:

e navazani enzymu transpozasa na mista se specifickymi sekvencemi nukleotidii na

koncich transpozond,

e nasledny pohyb transpozasy k opacnému konci transpozonu, jehoZz néasledkem je

spojeni obou konct, tedy vytvoreni synaptického komplexu,

e stabilizace tohoto komplexu a nasledné vyjmuti z piivodniho mista,

e presun a vloZeni tohoto transpozonu do cilového mista v genomu. [57]
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4 Prevence proti u¢inkiim enviromentalnich mutagenii

I ptesto, Ze mutace mohou byt z pohledu evoluce pro lidstvo prosp€sné, z mnoha studii
vyplyva, ze vétSina mutaci odehravajicich se v lidském genomu pftispiva ke vzniku geneticky
podminénych chorob, pfedev§im pak rakoviny. Zatimco mutace vzniklé v zarode¢nych
bunkach, které mohou byt predany dal§im generacim, v sobé mohou nést urcity evolu¢ni posun,
somatické mutace podminuji pfedevSim vznik raznych patologickych stavi. Kvtli témto
rizikiim se lidstvo snazi kontaktu s mutagennimi latkami co nejvice branit. Text této kapitoly
tedy bude zaméfen piedevs§im na piiklady prevence a ochrany ptfed expozici enviromentalnich

mutagent. [58—61]

4.1 Ochrana genomu zprostiedkovana antimutageny

Pod pojmem antimutagen si lze predstavit pfirodni nebo syntetické slouceniny, které
maji schopnost branit vzniku jak exogennich, tak endogennich mutaci. Obecné lze
antimutageny rozd¢lit do dvou kategorii, a to na desmutageny a bioantimutageny. Zatimco
mechanismus antimutagenity desmutagenti spo¢iva v zneskodnéni mutagenni latky jesté pred
poskozenim DNA, bioantimutageny potlacuji jiz vzniklé mutace skrze fizeni opravy a replikace
genetické informace. Jako zajimavost lze uvést, ze existuji slouceniny znamé jako ,,Janus
mutagens®, které jsou vyznacné pro své dvoji ucinky, kdy se chovaji jak mutagennég, tak
antimutagenng. Jejich nazev byl zvolen jako metafora podle fimského boha, jehoZ specifickym
znakem byla hlava se dvéma tvaremi, které hledi v opacnych smérech. Typickym ptikladem
takovéto slouceniny je B-karoten, ktery ma schopnost, jak vychytavat, tak produkovat volné

radikaly. [61]

4.1.1 Antimutageny s antioxida¢nimi acinky

Jak jiz bylo zminéno v kapitole mechanismy mutageneze, mnoho mutaci v lidském
organismu vznikd na zéklad¢ tvorby a plisobeni volnych reaktivnich forem kysliku (ROS).
Vyznamnou ochranu pfed témito radikdly tvofi antioxidacni latky, které jsou schopné
vychytavat ROS jesté diive, nez dojde k jejich interakci s DNA. Vyznamnymi zastupci fadicimi
se do této skupiny antimutagent jsou slouceniny, které se nazyvaji flavonoidy. [61,62]

Flavonoidy jsou tvofeny rozmanitou Skalou latek, které lze zafadit mezi rostlinné
sekundarni metabolity vyznacujici se polyfenolickou strukturou (viz obrdzek 5). Tyto

sloueniny maji pro télo mnoho pozitivnich vlastnosti, mezi které patii antioxidacni,

rrrrr
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ziskava z potravin a napoji rostlinného piivodu. Jako konkrétni ptiklady lze uvést citrusové
plody, hefmanek, ¢ervenou papriku, matu, petrzel, kakao, vino a mnoho dalSich. Vhodné je
zminit, Ze mezi nejucinnéjsi antioxidanty patfici do skupiny flavonoidii patii podskupiny

flavony a flavanoly (téZ znamé jako katechiny). [62]
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Obrazek 5 — Zakladni struktura flavonoidu a jejich trid, prevzato a upraveno z [62]
4.1.2 DalSi moZzné mechanismy antimutagennich latek

Kromé¢ jiz zminéného mechanismu antimutageneze existuji i jiné procesy, kterymi lze
zabranit poskozeni genetického materidlu mutageny. Mezi tyto moZnosti napfiiklad patii
vychytdvani mutagennich latek skrze vazby antimutagen-mutagen, kdy samotnd struktura
mutagenil neni nijak narusSena, avSak jejich schopnost interakce s DNA je touto vazbou
potlacena. Dalsi moznosti je zablokovani procesu aktivace nemutagennich latek na mutagenni
skrze inhibici enzym, které tuto transformaci zprostfedkovavaji. Jako posledni mechanismus
1ze uvést navazani se antimutagenni latky na molekulu DNA, ¢imz dojde k zamezeni obsazeni

tohoto mista mutagenni latkou. [63]
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4.2 Prevence proti mutageniim v primyslové zpracovanych potravinach

Predpoklada se, Zze 30-35 % ptipadl vzniku rakovinového onemocnéni je zpiisobeno
pfijmem nevhodné potravy, kterd obsahuje télu nebezpecné latky. Cytotoxické latky se
v prumyslové zpracovanych potravindch mohou vyskytovat bud’'to jako soucast ochucovadel
a konzervacnich latek nebo mohou vzniknout v disledku nasledného zpracovani potravinovych
produktt, skrze vysokou teplotu ¢i del§i dobu vateni. Zjisténi, Ze naSe kazdodenni potraviny
obsahuji mutagenni a karcinogenni U¢inky v mnohych vyvolava znaéné znepokojeni, jehoz
dasledkem byl rozvoj vyzkumu téchto latek se snahou objevit zplsoby, jak témto skodlivindm
zamezit. [64,65] V nasledujicich pododstavcich uvedu nékolik ptikladii spojenych s témito

mutageny a prevenci pied nimi.

4.2.1 Dusitany/N-Nitroso derivaty

Potravinatsky primysl ¢asto vyuziva pro své specifické vlastnosti, jako je zvyraznéni
chuti, zlepSeni viing, fixaci zbarveni nebo zvySeni doby spotieby, dusitanové ionty NOy". Jejich
Clostridium botulinum, kterd ma Casto v balenych potravinach vhodné podminky pro svoji
reprodukei. I pfes to, ze dusitany samy o sob¢€ nejsou v organismu nebezpecné, jejich interakce
se sekundidrnimi aminy vytvaii v téle nitrosoaminy, které vykazuji silné genotoxické
a karcinogenni cCinky zpusobujici rakovinu zaludku, plic, tlustého stfeva a konecniku.
S ohledem na rizika, kterd jsou spjata s vyuzivanim téchto latek, se v dneSni dobé neustale
pracuje na novych technologiich zpracovani potravin, které se snazi omezovat, ¢i alespoil
sniZovat jejich koncentraci. Zaroven se také hledaji riizné nahrady, které by v organismu nemély
rakovinotvorny potencial, avSak zatim nebyla nalezena Zadnd nova sloucenina, ktera by
obsahovala vSechny specifické vlastnosti dusitanii. Vhodné je také zminit, Ze pfevazna vétSina
dusitantl pfijatych potravou je obsazena v ovoci a zelening, a ze ne vzdy maji pro organismus
negativni dopad. Napiiklad oxid dusnaty, ktery vznika z dusitanovych iontl v organismu
pozitivné ovliviluje pratok krve, snizuje vyskyt kardiovaskuldrnich onemocnéni a ma

protizanétlivé funkce. [66]

4.2.2 Heterocyklické aromatické aminy a polycyklické aromatické uhlovodiky

Vznik obou téchto skupin chemickych latek je spojovan se zpracovanim masa za
vysokych teplot. Principem jejich vzniku je fragmentace zejména proteinovych produkti na

jednotlivé komponenty skrze vysoké teploty pii vafeni, peceni, smazeni, duseni ¢i grilovani
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a jejich nasledného sestaveni. Kli¢ovymi slozkami pro vznik jak polycyklickych aromatickych
uhlovodiki, tak heterocyklickych aromatickych aminii (HAA) jsou alifatické a-aminokyseliny
a redukujici cukry (glukéza, fruktéza ariboza). Pro HAA je také klicovy kreatin, z kterého
vznika kreatinin. PAU mohou také vznikat z mastnych kyselin a tukl a pyrolyzou cholesterolu
a rostlinnych steroltl. Spolecna je i jejich forma aktivace z nemutagennich latek na mutagenni,
a to za pomoci cytochromii P450, které se prevazné vyskytuji v jatrech. [65,67]

Polycyklické aromatické uhlovodiky se mohou v potravinach objevit nejen pfi
zpracovani masa, ale iskrze adsorpci téchto latek ze znecCisténého prostfedi a z atmosféry.
Napriklad zvysend koncentrace PAU byla nalezena na polich se zemédélskymi produkty
v oblastech umisténych v blizkosti rusnych silnic. Koncentrace PAU v potravinich jsou
v Evropskych zemich jiz mnoho let regulovany, pfi¢emz stale dochazi k aktualizaci téchto
ptredpisti diky novym studiim, zabyvajicich se touto problematikou. Heterocyklické aromatické
aminy se skladaji ze dvou nebo tii kondenzovanych kruhti, z nichz je jeden aromaticky a zbylé
jsou heterocyklické, dale pak obsahuji exocyklickou aminovou skupinu NH,. Obecné 1ze HAA
rozdélit do dvou skupin podle teplot, pii kterych vznikaji, a to na polarni (rozmezi od 100 °C
do 250 °C) a nepolarni (vznikaji pii vysSich teplotach). Na rozdil od PAU se u HAA doposud
nezavedly Zadné ptedpisy tykajici se jejich ptipustného obsahu v potravinach, ptficemz jejich

vyskyt se pohybuje v rozmezi od 0 do n€kolika desitek ng v 1 g vyrobku. [65]

4.2.3 Rizikové potravinarské prisady

Sladidla, zvyrazitovace chut€ a konzervaéni latky jsou pro své atraktivni vlastnosti, jako
je zlepSeni viing, chuté, konzistence, vzhledu ¢i del§i trvanlivosti, Casto pfidavany do
technologicky upravovanych potravin. [pfes to, Ze tyto latky v nizkych koncentracich
nevyvolavaji Skodlivé ucinky, jejich nadmérnad spotieba a tim padem zvySend koncentrace
v téle vede k potencialnim cytotoxickym a karcinogennim G¢inktim. Mezi tyto rizikové ptisady
lze naptiklad zaradit glutamat draselny, glutamat sodny, benzoat draselny, benzoat sodny,

xylitol, acesulfam draselny a dalsi. [68,69]

4.2.4 Mozna ochrana pred témito mutageny

Jedna zmoznych potvrzenych strategii snizovani obsahu PAU v mase je jeho
marinovani. U marinovanych mas, kde v marinddach byla obsaZena citronova §t'ava a vitaminy
E a C, bylo prokazano snizeni hladiny této latky az o 70 %. U¢innym nastrojem ke snizovani

koncentraci PAU a HAA v tepelné zpracovaném mase, se také ukazalo pouzivani kofeni bohaté
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na antioxidanty, jako je ¢esnek, cibule ¢i pept. Nejucinngj$im zptisobem, jak své télo ochranit
pfed mutageny v potravé, je pfijimat vyvazenou stranu, kterd v idealnim ptipad€ obsahuje velké
mnozstvi antioxidantl. Ur€ité neni spravnym postojem né&jaky typ potraviny Uplné zavrhnout,
nebot’ 1 pfes to, Ze miiZze v urcitych situacich pisobit skodlive, jeji dalsi vlastnosti mohou byt
télu prospesné. Naptiklad ze ¢lanku [70], ktery se zabyval priizkumem vztahu mezi konzumaci
masa a psychickym zdravim vyplyva, Ze lidé, kteti uplné prestali konzumovat maso, po urcité
dobé zacali vykazovat znamky uzkosti, deprese a sebeposkozujiciho chovani. MozZnou cestou
ochrany organismu pifed potravinovymi mutagennimi latkami, ktera zatim nebyla plné
probadana, se ukazala schopnost mikroorganismu biotransformovat silné mutagenni latky (jako
jsou PAU ¢i 2-methyl-1,4-dinitropyrol) na neSkodné slouceniny. Jako priklad lze uvést

Lactobacillus bulgaricus, u kterého byla tato dovednost potvrzena. [64—66,70].

4.3 Ochrana proti ultrafialovému zareni

Existuje mnoho nemoci, které vznikaji pfi expozici UV zafeni ze slunce. Mezi tato
onemocnéni lze zafadit hyperpigmentaci, edémy, erytémy, imunosuprese, fotostarnuti
a zejména poté rakovinu kaze, ktera piedstavuje jeden z nejbéznéjsich typt vyskytu rakoviny
(naptiklad v USA tento typ predstavuje 40-50 % ze vSech rakovinovych onemocnéni). I ptes
to, ze naSe t¢lo méa vyvinuty zptisob obrany proti UV, skrze produkci melaninu v pokozce
pohlcujici toto zafeni, ani tento systém nedokaze upln¢ zabranit negativnim dopadim
UV zéfeni na organismus. [71,72]

Primérni ochranou pfed slune¢nim zafenim jsou tzv. fyzické bariery, pod kterymi si lze
predstavit vhodné obleceni, klobouk ¢i slune¢ni bryle. Vyznamnym faktorem ochrany je také
piijem sekundarnich metabolitd s antioxida¢nimi Uc€inky, které byly zminény jiz v kapitole
zabyvajici se antimutageny. Za nejbéznéjsi syntetickou ochranu pred UV pak lze oznacit
opalovaci krémy. Ty se na zéklad¢ svého chemického slozeni a nésledné i tedy mechanismu
ochrany déli na anorganické a organické. Anorganické krémy jsou charakteristické pro svoji
schopnost odrazet Ci rozptylovat dopadajici zafeni na pokozku skrze své inertni molekuly, jako
jsou naptiklad oxid zinecnaty aoxid titani¢ity. Organické krémy, které jsou tvofené
aromatickymi sloueninami konjugovanymi s karbonylovou skupinou, UV zafeni pohlcuji,
pricemz nasledné tuto energii opét uvolnuji ve formé tepla ¢i svétla. Mezi typické slozky téchto
krémi 1ze zatadit: oxybenzon, sulisobenzon a oktylmethoxycinnamat. [72,73]

Zatimco anorganické opalovaci krémy jsou €asto na pokozce viditelné, organické krémy

jsou specifické pro svoji neviditelnost, ¢imz jsou lakavéjsi pro spotiebitele. Nevyhodu
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organickych krémt mize byt moznost aktivace jejich u¢innych molekul prave skrze UV zéieni,
coz nasledné vede k endogenni produkci nebezpenych ROS. Proto musi byt tyto krémy
vyrabény pod pfisnymi kontrolami koncentraci i€¢innych latek. Navic organické krémy mohou
zpiisobovat kozni alergie, pficemz u anorganickych krémi je tento nechtény ucinek viceméné

nulovy diky jejich inertnim chemickym vlastnostem. [73]

4.4 Ochrana proti ionizujicimu zareni

Nas organismus se muze potencialné dostat do styku s ionizujicim zafenim naptiklad
z kosmu, skrze radioizotopy v zemské kife, ¢i skrze vybuch atomové bomby nebo atomové
elektrarny. Nejpravdépodobnéji se vSak s timto zafenim setkd kazdy znéas usvého lékare
(naptiklad u zubafte pfi tvorbé zubnich rentgenogramil). [74]

Ionizujici zéafeni, predevsim poté zaieni rentgenove neboli X, se ve velké mife vyuziva
pro diagnostiku a cilenou terapii u riznych onemocnéni. Ackoliv je prace s timto zafenim
vskutku uzite¢nd, nesmi se zapomenout, Ze se jednd o velmi nebezpecny faktor, ktery ndm mutize
pii jeho vysS§i expozici ublizit. Z tohoto divodu musely byt vynalezeny prosttedky, které
pruniku toho zareni do t¢la zamezuji. Mezi typické ochranné pomtcky pro l1ékarské pracovniky
1 pacienty patii ochranné rukavice a §tity nebo zastéry, které jsou nejcastéji vyrabéné z olova.
Olovo se predevsim vyuzivd pro své specifické vlastnosti jako je vysoké atomové (Cislo,
stabilita, vysoky stupen flexibility ¢i pro svoji dobrou dostupnost. Mezi dalsi typické kovy,
které se na ochranu vyuzivaji, patfi bismut, wolfram nebo zelezo. I pies to, ze je u téchto
materidli potvrzena jejich efektivnost, nalézdme unich inegativni vlastnosti, jako je
sekundarni toxicita ¢i vysokd hmotnost. Z téchto diivodl se stale pracuje na tvorbé novych
materiald, které by tyto mohly nahradit. Mezi slibné zastupce patii napiiklad polymerni
kompozity, které jsou tvofeny polymerni matrici a kovem jako plnidlem. Jako piiklady

polymernich matric 1ze zminit polyuretany, epoxidové pryskyftice ¢i polyethyleny. [75-77]

4.5 Ochrana proti rakovinotvornym virim

Mrw e

virti na organismus. Ackoliv se vyskytuji piipady, kdy se takto indukované rakoviny rychle
projevi navenek, spousta téchto procest v téle trva dlouhé roky bez povSimnuti hostitele.
Dilezité tedy je se pred plisobenim virii co nejvice chranit. Mezi primérni prevenci pred t€mito
infek¢énimi ¢asticemi lze zatadit zdkladni hygienické navyky, jako je pravidelné myti rukou ¢i

udrzovani sebe a své domdacnosti v Cistote, dale je pak podstatné pii Castém stfidani sexualnich
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partnerd vyuzivat ochranny pomticek (typicky kondoml), nebot’ spousta téchto virti je prevazné
prenasena pohlavnim stykem. Uginnou formou prevence je také prosté vyhybani se potencialnd
rizikovych oblastem, kde se ve velké mife virové infekce vyskytuji. [78—80]

Jako nejucinngjsi zplsob prevence proti rakoving€ vyvolané onkogennimi viry se vSak
zdé byt oc¢kovani. Piikladem muze byt vakcinace proti lidskym papilomaviram (HPV), které
pievazné zptisobuji u Zen rakovinu delozniho ¢ipku. Bylo jasné prokazano, ze tato vakcina
poskytuje silnou ochranu proti potencidlnimu onemocnéni, ma trvalou t¢innost, a navic snizuje

vznik HPV-souvisejicich onemocnéni u jiz infikovanych jedinct. [81]
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5 Metody stanoveni mutagent

Detekce a identifikace mutagennich latek se v sou¢asném svéte, kdy se neustale vyvijeji
nov¢ potencialné rizikové slouceniny, stala nezbytnym krokem pro zajisténi vetejného zdravi.
Klicovym faktorem pro rozvoj této oblasti také bylo zji$téni, ze mutageny se kromé& poSkozeni
genetické informace rovnéz podileji na rozvoji rakovinovych onemocnéni. Prikaz mutagenity
se Casto stanovuje u noveé vyvinutych 1€¢iv, primyslovych chemikalii, pesticidii, kosmetickych
produkti, potravinarskych ptisad ¢i veterinarnich vyrobka. [82,83]

V soucasné dob¢é neexistuje obecny test mutagenity, ktery by byl vhodny na detekci
vSech cytotoxickych projevii mutagennich latek, mezi které patii bodové mutace (naptiklad
delece nebo inzerce), klastogenita a aneuploidie. Vybér vhodného testu potvrzujici ¢i
vyvracejici mutagenitu stanovované latky tedy zavisi na predeslych vyzkumech a poté také na
cytotoxickém projevu, ktery je predmétem daného vyzkumu. Pokud se o stanovované latce nic
nevi, vyuzivaji se k pfedbéznému uréeni mutagenniho potencidlu biologické testy, které jsou
sice malo specifické, avSak dovedou prozradit v dostate¢né mife mutagenni/nemutagenni
potencial dané slou€eniny. Pii prokazani pozitivity se nasledné provede podrobna chemicka
analyza, ktera presné specifikuje konkrétni typ mutagenu. [82—85] V nasledujici kapitole si tedy

predstavime nekteré zavedené metody, které se stanovenim mutagenti zabyvaji.

5.1 Invitro testy

Existuje cela fada zavedenych in vitro testi mutagenity, jejichZ podstatou je sledovani
mutagenni aktivity testovanych latek v laboratornim prostiedi, mimo téla Zivych organisma.
Obecné jsou dostupné 2 varianty téchto testl, které se 1iSi zejména v nosi¢i, na kterém je
testovani provadéno. Prvni variantou jsou testy vyuzivajici eukaryotické bunky, mezi které I1ze
zaradit né¢které savéi bunécné linie ¢i lidské priméarni bunécné kultury (naptiklad lymfocyty ¢i
fibroblasty). U druhé varianty probihd testovani na prokaryotickych buikéach (typicky
bakteriich), pfiCemz se vychazi z ptedpokladu, ze latky zptisobujici mutace prokaryotickym
buiikdm jsou schopné mit mutagenni u€inky i na eukaryotické buniky. Z praktického hlediska
je poté kultivace a manipulace s bakteriemi jednodussi, levnéjsi a rychlejsi. [82,83]

I pfes to, Ze jsou in vitro testy mutagenity Siroce vyuzivany, nedaji se povazovat za
plnohodnotnou ndhradu testli na zvitatech (in vivo). Bez ohledu na to, Ze tyto testy maji vysokou
citlivost, a tedy nizké mnozstvi faleSné€ negativnich vysledki, jejich velkou nevyhodou je jejich
relativn€ nizka specifita, ktera vede k poskytovani falesné pozitivnich vysledka, kvili kterym

se nasledn¢ pro potvrzeni mutagenity musi zbyte¢né& provadét testy in vivo. [86]
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5.1.1 Amesuyv test

Amesuv test, téz zndmy jako bakterialni test reverzni mutace, byl vyvinut v 70. letech
20. stoleti doktorem Brucem Nathanem Amesem a jeho kolegy v laboratofich Kalifornské
Univerzity v Berkley. Jiz od svého vynalezeni se tento test stal nepostradatelnou soucasti
testovani mutagenity po celém svété, a to predevsim diky svym specifickym vlastnostem, mezi
které 1ze zaradit jednoduchost celého testu, kratkou dobu testovani (pouhé dva dny), relativni
cenovou dostupnost, snadnou pienosnost, apoté hlavé moznost tento test provadeét
v laboratofich s miniméalnim zazemim. I ptes to, ze metodika tohoto testu je jiz na svété skoro
50 let (v pribéhu Casu s obCasnymi modifikacemi a vylepSenimi), nezda se, ze by se nasla
k tomuto testu alternativa, ktera by ho ve vSech jeho kladech piekonala. Neznamena to vsak, ze
by Amesuyv test byl jedinym, ktery vyuZziva k posouzeni mutagenity latek prokaryotické burky.
Mezi dalsi takovéto testy naptiklad patii Mutatox, Vitotox ¢i Test Vibrio Harveyi, pfi¢emz
kazdy z téchto testl ma své pozitiva a negativa. [82,87]

Zakladem Amesova testu je detekce posuni ¢i zmén Cteciho ramce bakteridlniho
genomu. Cely test je provadén na Petriho miskach se specidlné vytvorenymi kmeny Salmonelly
typhimurium, které obsahuji mutaci v genech odpovédnych za syntézu histidinu (aminokyseliny
potiebné pro jejich rust). Kvuli této mutaci si bakterie nemohou syntetizovat histidin samy
a jsou tak zavislé na piijmu této aminokyseliny ze svého okoli. Principem tohoto testu je, Ze se
na agarovou plotnu sjiz zminénymi bakteriemi aplikuje testovand latka v riznych
koncentracich a takto se necha inkubovat 48 hodin. Pokud je latka mutagenni, mtze dojit ke
zpétné mutaci v histidinovych genech Salmonelly typhimurium, coz nasledné vede k obnove
schopnosti téchto bakterii si vyrabét histidin. Tato znovunavracena schopnost se poté projevuje
zvySenym rustem téchto mikrobil na zivném médiu. Po inkubaci se hodnoti pocet narostlych
kolonii, pfi¢emz pokud toto mnozstvi piekracuje kontrolni skupiny, je Amestv test pozitivni,

a latka tak vykazuje mutagenni vlastnosti. [88]

5.1.2 Test chromozomalni aberace savcu

Test chromozomalni aberace (CA) se vyuziva k identifikaci potencidlnich mutagenii
a karcinogentl prostifednictvim kultivovanych savéich bunék (naptiklad bunck vajecnikl
¢inského kiecka €1 lymfocyti lidské periferni krve), u kterych se stanovuje mira poskozeni
jejich genetického materialu vyvolana ptisobenim stanovovanych latek. Podle miry ucinku
mutagenni latky délime vzniklé aberace na chromatidové (jsou ptevazujici) a chromozomové,

navic se mohou uc¢inky mutagenti projevit i numerickymi zménami chromozomii. Obecné plati,

39



ze tyto defekty genetického materialu vedou v organismu ke vzniku zévaznych genetickych
onemocnéni, pfiCemz existuje i nazor, ktery spojuje tyto anomalie se vznikem rakovinového
bujeni v téle. [89]

Test CA tedy spocivd ve vystaveni urcitého typu savCich bunék testované latce
v riznych koncentracich. Po inkubaci, kterd trva obvykle 48—72 hodin nasleduje detekce
vzniklych poskozeni. Plati, ze odecet vzniklych aberaci by se u pouzitych bunék mél pro
nejlepsi vysledek hodnotit v prvni metafazi. Nejenze jsou v této fazi chromozomy nejlépe
rozestoupené a tim padem velmi dobfe viditelné, ale zejména vzniklé defekty jsou pro dcetiné
bunky smrtelné, coz by nakonec pii dalSich reprodukénich cyklech vedlo ke ztraté téchto bunék.
Vizualizace genetického materidlu se obvykle provadi cytodiagnostickymi technikami jako je
barveni (naptiklad dle Giemsy) a ndslednym pozorovanim pod mikroskopem. Mezi modernéjsi
metody poté patii naptiklad fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Tato metoda spociva
v hybridizaci neboli navézani fluorescencné znacenych sond (kratkych tisekli DNA nebo RNA)
s cilovou DNA sekvenci. Takto vznikly komplex ma nasledné schopnost vyzarovat svétlo, které
je detekovatelné ve fluorescencénim mikroskopu. Vyhodnoceni potencialni mutagenity latek se

nasledn¢ odviji od poc¢tu vzniklych aberaci. [89,90]

5.2 In vivo testy

Testy mutagenity in vivo jsou na rozdil od testl in vitro provadény na zivych
organismech, pficemz tento fakt sebou do jisté miry piinasi kontroverzi ohledné¢ zivotnich
podminek testovanych zvifat. BohuZzel z ¢isté¢ védeckého hlediska maji vysledky testl in vivo
mnohem vétsi prikaznost nez vysledky testli in vitro, ato predevSim diky kopirovani
pfirozenych podminek expozice a néasledného metabolismu stanovovanych latek v Zivém
organismu. | proto, jak jiz bylo zmin€no, jsou in vivo testy pouzivany jako sekundarni potvrzeni
pozitivnich vysledki mutagenity stanovenych in vitro testy. S ohledem na tuto problematiku je
stale vice avice vynaklddané usili o realizaci konceptu ,tfi R, ktery zahrnuje snizeni
(reduction), zjemnéni (refinement) a nahrazeni (replacement) téchto metodik v procesu

testovani cytotoxicity latek. [88,91,92]

5.2.1 Kometovy test

Kometovy test, t¢Z znadmy jako test jednobunécné gelové elektroforézy byl vynalezen
v 80. letech 20. stoleti dvéma $védskymi védci, Olem Ostlingem a jeho kolegou Kerimem

Alaninem. Zakladem tohoto testu je hodnoceni vzniklych zlomt DNA v jednotlivych
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izolovanych bunkach (pfedev§sim pak jejich jadrech) ze tkéni zvifat, kterd byla vystavena
pusobeni chemickych ¢i fyzikalnich mutagent. Tento test je zaloZen na principu elektroforézy
uvolnéné DNA z bunky, piicemz pokud je DNA fragmentovana (tedy byla vystavena
mutagennimu plsobeni), migruje pii tomto procesu pies agarovou matrici rychleji, nez DNA
celistva (bez zasahu mutagenni latky). Oblibenost tohoto testu predev§im spociva v jeho
vSestranném vyuziti, které Ize promitnout do testovani a hodnoceni vSech druhii bunék riznych
nadorovych cilii a organti. Naproti tomu jednou z velkych nevyhod této metody je nejednotnost
pracovnich postupli napfi¢ laboratofemi, kterd v nékterych ptipadech vedla k nesrovnalostem
ohledné ziskanych vysledku u stejnych latek. [93-95]

Obecna metodika tohoto testu spoc¢iva v nékolika na sebe navazujicich krocich, pficemz
prvnim je ziskani cilovych bunék a jejich nasledného smichani s agarovym gelem. Dale je tato
suspenze aplikovana na mikroskopické sklicko s lyzujicim roztokem, ktery ma za kol rozrusit
bunécnou membranu pouzitych bunék, a tim padem uvolnit jejich geneticky material. Nasledné
je tato suspenze podrobena elektroforéze. Béhem tohoto procesu jsou fragmenty DNA
pfitahovany k anodé, pficemz tento d¢j vytvaii obraz pfipominajici ohon komety. Po
elektroforéze je tento obraz obarven a ndsledné detekovan pod mikroskopem. Hodnoceni
potencialni mutagenity testované latky je poté urCovano podle délky a intenzity vzniklého
kometového ocasu. Vhodné je zminit, ze pro pokryti vétSiho spektra defektti molekuly DNA
byly vynalezeny rizné modifikace tohoto testu. Mezi klasické modifikace patii pribeh celého
postupu za neutralnich nebo za alkalickych podminek. Diive byl zastdvan nézor, zZe
elektroforéza provadéna za neutralnich podminek odhalovala dvoutetézcové zlomy, zatimco za
alkalickych podminek byly detekovany zlomy jednofetézcové a apurinova nebo apyrimidinova
mista. Z novéjsich studii vSak vyplyva, Ze tato spektra poSkozeni se v obou prostiedich do jisté

miry ptekryvaji. [93-95]

5.2.2 Mikronukleovy test

In vivo mikronukleovy test (pfedev§im pouzivany na hlodavcich) patii mezi
nejspolehlivéjsi a nejcastéji vyuzivanou metodu pro detekci vzniklych chromozomaélnich
aberaci vlivem plsobeni mutagennich latek. Podstatou tohoto testu je priikaz malych jadérek
okolo hlavniho jadra, ktera byla v pribéhu bunééného déleni chybné vytvotrena. Podle typu
genetického materidlu, ktery se v téchto tzv. mikrojadrech nachézi, 1ze nésledné identifikovat

typ poskozeni, které mutagen svoji expozici na organismus zpusobuje. Jak jiz bylo zminéno

v kapitole klastogeny a aneugeny, s timto testem lze pracovat i v podminkéch in vitro. [96-98]
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Pro analyzu frekvence vyskytu mikrojader existuje vice moznych metodik, které se lisi
zejména v pracovnich protokolech atypu vyuzivanych bunék. Jako piiklad takovéto
pouzival k identifikaci mikrojader prostfednictvim erytrocytli odebranych z kostni dfené¢ mysi
nebo potkanti, pfi¢emz takovyto odbér nakonec vzdy vedl k usmrceni testovaného zivocicha.
Z tohoto dlivodu se pfeslo na alternativni cestu tohoto testu, pii které se pro hodnoceni
mikrojader vyuziva nezralych erytrocytl (retikulocytlt) v periferni krvi. I ptes to, Ze se Cervené
krvinky béhem svého vyvoje svych jader zbavuji, svd mikrojadra vznikla béhem jednotlivych
stadii si ponechavaji. Hodnoceni takovychto bunék se poté provadi automaticky na pritokovém

cytometru, ktery dokaze spolehlivé analyzovat tisice bun¢k v kratkém casovém intervalu. [96-98]

5.2.3 Testy na transgennich hlodavcich

Transgenni testy na hlodavcich byly vynalezeny k hodnoceni genovych mutaci
vzniklych plisobenim mutagennich latek, pfi¢emz zékladem téchto testi je prace s mySmi, které
maji pro tento test specificky upraveny genom. Obecny postup testovani spoc¢iva v aplikaci
testované latky na jiz ,,predpiipravené mysi obsahujici plazmidové ¢i fagové kyvadlové
vektory, coz jsou useky DNA umoZiujici pfenos poZadovanych nukleotidovych sekvenci
v ruznych typech bunck. V téchto tsecich jsou zahrnuty tzv. reportérové geny, které byly
vyjmuty z bakteridlniho genomu a zajiSt'uji zprosttedkovani odpovédi, zda je testovana latka
potencialné mutagenni ¢i nemutagenni. Po ukonceni expozice testované latky se z pokusné
myS$i tento vektor odebere, pienese se opét do bakteridlniho hostitele a vyhodnoti (to ¢asto
probihd podobné, jako tomu je u Amesova testu). Tyto testovaci modely poskytuji rychle,
a predevsim statisticky spolehlivé vysledky mutagenity, navic je lze vyuzivat na jakykoliv typ
tkdné ¢i organu. Jako priklady téchto modell Ize uvést Muta Mouse, Big Blue Mouse nebo gpt

delta mouse, které se 1i$i pfedevsim v typu pouzitého vektoru na hlodavcich. [99-101]
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ZAVER

Ptiblizné pied 80 lety byly provedeny prvni vyzkumy zaméfené na mutagenni u¢inky
latek, které vedly k objeveni rizik spojenych s expozici mutagenti v Zivotnim prostiedi. Od této
doby prosel vyzkum mutagennich latek obrovskym vyvojem, jehoZ vrcholem byl vznik
mezinarodnich instituci, které dohlizeji na studium a regulaci téchto latek. DneSnim tstfednim
institutem pro vyzkum mutagenity je Mezinarodni asociace spole¢nosti pro environmentalni
mutagenezi a genomiku, kterd je tvofena regionalnimi spolecnostmi z rtiznych zemi svéta.
Ackoliv vyzkum v oblasti mutagennich latek dosédhl vyznamného pokroku, budoucnost je stale
spjata s mnoha vyzvami a otazkami, kter¢ je pro zlepSeni této problematiky potieba prozkoumat
a vyresit.

Mutagenni latky se dle piivodu déli na fyzikalni, chemické a biologické, pticemz kazda
z téchto skupin vykazuje své specifické charakteristické znaky. Naptiklad fyzikalni mutageny
ve vétsSin€ pripadd indukuji rozsahlé poskozeni genetického materidlu (pfedevsim vznikem
dvoufetézcovych zlomit DNA), coz vede k tvorbé rozsahlych a ¢asto velmi stabilnich mutaci.
Chemické mutageny jsou pfiznaéné Sirokym spektrem latek, z nichZz pfevazna vétSina patii do
skupiny alkyla¢nich Cinidel, kterd jsou schopna vytvoftit vazbu s nukleovymi centry molekuly
DNA. Vysledkem téchto reakci je vznik riznych kovalentné spojenych produkti DNA, ktera
nadale nemuze plnit své zékladni funkce v procesu replikace a proteosyntézy. Pro biologické
mutageny (predevS§im viry a transpozony) je typickd schopnost vmezeteni své genetické
informace do genomu hostitele, nacez tento proces vede k naruseni celého hostitelského genu.
Pro bakterie je poté specificka produkce latek, podporujicich v téle vznik zanétu, ktery nasledné
indukuje zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku. Velké mnozstvi téchto volnych radikalt
v organismu nakonec vede k poskozeni struktury molekuly DNA.

Na zéklad¢ patogenetickych uc¢inki rozdélujeme mutagenni latky na 3 hlavni skupiny,
ato na klastogeny a aneugeny, teratogeny a karcinogeny. Obecnym mutagennim projevem
klastogenii a aneugenii je vznik chromozomalnich aberaci, pod ¢imz si mizeme piedstavit
strukturalni ¢i numerické zmény chromozomi v genetickém materialu postizenych bunck. Jako
teratogeny jsou pro zménu oznacovany latky, které jsou schopné vyvolavat vrozené vady
u plodi béhem tehotenstvi. Pod pojmem karcinogeny si mizeme piedstavit latky, které jsou
svymi vlastnostmi schopné indukovat vznik rakovinového onemocnéni v téle.

V souvislosti s ochranou proti mutagennim latkdm lze konstatovat, Ze primarni obranu
predstavuji tzv. antimutageny. Tyto slouceniny, pfevazné¢ s antioxida¢nimi ucinky, se ziskavaji

zejména z rostlinnych produkti, které obsahuji latky s polyfenolickou strukturou. Pokud bych
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se mél zaméfit na prevenci proti mutagentim z potravy, jako asi nejucinnéjsi nastroj bych zminil
pfijem pestré domaci stravy s velkym podilem antioxidantti. U masnych vyrobkl bych
doporucil jako G€innou obranu proti mutagennim latkam proces marinovani a vyuzivani koteni
bohatého na antioxidanty. Déle bych se zminil o UV zafeni, které se podili ve velké mife na
vzniku rakoviny kiize. Nejbéznéjsi ochranou pted timto faktorem jsou fyzické bariéry, jako je
vhodné obleceni a slunecni bryle, mezi nejCastéji pouzivanou syntetickou ochranu patii
opalovaci krémy. Rovnéz bych rad zminil ochranu proti rakovinotvornym virim, ktera
pfedevsim spociva v dodrzovani zdkladnich hygienicky navyka jako je pravidelné myti rukou
a udrzovani sebe a své domacnosti v Cistoté, dale je dilezité vyuzivani ochrannych pomiicek
pii Castém stiidani sexualnich partnerd. U&innym zplsobem prevence pred témito viry
(naptiklad ptfed HPV) je také ockovanti, které poskytuje silnou a trvalou ochranu.

Pro zjiSténi, zda ma ¢i nema latka mutagenni potencial se vyuzivaji zavedené in vitro
nebo in vivo testy. Bohuzel v dne$ni dob¢ zatim neexistuje Zadny obecny test mutagenity, ktery
by byl schopny vyhodnotit vSechny mozné mutagenni projevy testovanych latek. Pro potvrzeni
mutagenity se tedy musi provadét podrobnd chemicka analyza, kterd vyuziva vétsi mnozstvi
zavedenych metod testovani. Jak in vitro, tak in vivo testy mutagenity maji své vyhody
a nevyhody. Jedna z nejvétsich vyhod in vitro testl spociva v jejich neinvazivnim provedeni,
avSak vysledky téchto metod se musi Casto potvrzovat testy in vivo, nebot’ maji relativné nizkou
specifitu, kterd vede k poskytovani faleSné¢ pozitivnich vysledkl. K priikazu potencialni
mutagenity latek je jednou z nejpouzivanéjSich in vitro metod Amesuv test. Na rozdil od toho
testy in vivo sice poskytuji ptesné vysledky, avSak jejich provedeni na zivych organismech ¢asto
vede k usmrceni ¢i ¢astecnému poskozeni testovanych zivocichii. Nejspolehlivéjsi a nejCasteji

vyuzivanou in vivo metodou je mikronukleovy test.
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