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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  32P-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-35R) or drugs for the treatment of the hypersexual behaviour in men and 
several other indications (AndrocurR). 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 (PM10) 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 32P-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.  
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SOUHRN 
 

Otázka vhodného modelového systému odrážejícího expozici člověka mutagenům 
a karcinogenům představuje jeden ze základních problémů genetické toxikologie. 
V této disertační práci prokazuji na příkladu několika zcela prioritních 
experimentálních studií, že hepatocyty potkana, jako metabolicky kompetentní 
buňky vybavené mnoha aktivačními a deaktivačními enzymy,  jsou vhodným 
modelem v různých oblastech genetické toxikologie. Inkubace primárních 
hepatocytů in vitro nebo expozice zvířat genotoxickým látkám či jejich směsím in 
vivo může indukovat tvorbu DNA aduktů detekovatelných vysoce citlivou 
metodou 32P-postlabelling.  Tvorba DNA aduktů představuje první krok 
ve vícestupňovém procesu chemické kancerogeneze. Některé DNA adukty se 
mohou fixovat jako mutace detekovatelné, podobně jako DNA adukty, v libovolné 
tkáni transgenních potkanů. 
 
Jako příklad využití hepatocytů potkana při hledání mechanismu genotoxicity byla 
provedena studie se syntetickým gestagenem a antiandrogenem cyproteron 
acetátem (CPA), který je aktivní složkou několika preparátů používaných řadu let 
v humánní terapii zejména jako velmi rozšířené orální kontraceptivum (Diane-35R) 
nebo preparátů pro léčbu hypersexuálního chování u mužů a v dalších indikacích 
AndrocurR). CPA byl původně považován za typický nádorový promotor 
vyvolávající ve vysokých dávkách jaterní nádory u potkana. V základní baterii 
testů genotoxicity CPA nevykazoval žádné mutagenní účinky. Naproti tomu, 
s využitím hepatocytů potkana jsme jasně prokázali, že CPA, jako první syntetický 
steroid indukuje tvorbu vysokých hladin DNA aduktů [Topinka et al., 
Carcinogenesis 14 (1993) 423-427]. Tyto hladiny DNA aduktů byly výrazně vyšší 
než hladiny indukované strukturními analogy CPA [Topinka et al., Carcinogenesis 
16 (1995) 1483-1487]. DNA adukty indukované CPA se akumulovaly a byly 
vysoce persistentní   [Werner, Topinka et al., Carcinogenesis 16 (1995) 2369-
2372]. Dále jsme prokázali, že část molekuly CPA je součástí DNA aduktů 
nalezených v hepatocytech po inkubaci s touto látkou [Topinka et al., 
Carcinogenesis 17 (1996) 167-169] a byl prokázán způsob aktivace CPA na DNA 
reaktivní metabolity působením ketoreduktázy a hydroxysteroid sulfotransferázy 
[[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 játrech fixovány jako bodové mutace [Topinka 
et al., Mutation Res. 550 (2004) 89-99]. V další části studie jsme prokázali, že 
tvorba DNA aduktů není jedinou podmínkou mutagenního působení CPA 
[Topinka et al., Mutation Res. 550 (2004) 101-108]. Námi prokázaná nelinearita 
dávkové závislosti mutagenních účinků CPA v oblasti nízkých dávek v cílové 
tkáni kancerogeneze in vivo  a existence prahové dávky ukázala ve shodě 
s epidemiologickými studiemi, že dávka CPA odpovídající antikoncepční aplikaci 
nepředstavuje významně zvýšené riziko vzniku jaterního nádorového onemocnění. 
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Námi použitý přístup analýzy DNA aduktů a mutací v cílové tkáni kancerogeneze 
byl doporučen mezinárodním panelem expertů (international Commission on 
Harmonisation, ICH) k použití v případech rozporuplných výsledků standardních 
testů genotoxicity. Jde zejména o některé nádorové promotory, které jsou ve 
standardní baterii testů genotoxicity negativní. 
 
Druhým příkladem použití hepatocytů v genetické toxikologii je studie 
genotoxicity komplexních environmentálních směsí ve dvou regionech České 
republiky  s různými hladinami znečištění ovzduší [Topinka et al., Mutation Res. 
469 (2000) 83-93]. Extrahovatelná organická hmota (EOM) z částic v ovzduší  
(PM10) byla frakcionována dle acidity  a polarity. Hrubý extrakt a jeho jednotlivé 
frakce byly inkubovány  s primárními kulturami hepatocytů. DNA adukty 
v hepatocytech byly stanoveny metodou 32P-postlabelling. Polycyklické 
aromatické uhlovodíky (PAU) a jejich nitroderiváty byly identifikovány jako 
hlavní příčina genotoxicity extraktu z obou studovaných oblastí. Bylo ukázáno, že 
analýza DNA aduktů v hepatocytech je vhodnou metodou monitorování 
genotoxicity komplexních směsí látek v životním prostředí. Jedná se o první 
příklad využití hepatocytů potkana k charakterizaci genotoxického potenciálu a 
identifikaci skupin látek s biologickou aktivitou. 
 
Hepatocyty potkana byly též využity ke stanovení genotoxického potenciálu 
komplexních směsí látek v emisích na koksovnách [Topinka et al., Mutation Res. 
419 (1998) 91-105]. Částice zachycené na filtrech odběrového zařízení v horní 
části koksovací baterie byly opět extrahovány, frakcionovány dle acidity a 
polarity, inkubovány s primárními kulturami hepatocytů, v nichž byly stanoveny 
DNA adukty. Byla prokázána dominantní úloha PAU a jejich nitroderivátů 
v celkové genotoxicitě  emisí na koksovně. Prokázali jsme, že hepatocyty potkana 
jsou vzhledem k širokému spektru enzymových aktivit nutných k bioaktivaci 
mnoha xenobiotik  vhodným modelem pro analýzu látek na základě jejich 
biologické aktivity, což z hlediska hodnocení genotoxicity představuje výrazný 
krok vpřed ve srovnání s technicky velmi náročnou chemickou analýzou. V 
kombinaci s vybranými savčími buněčnými liniemi vybavenými užším spektrem 
schopnosti metabolické aktivace je možné hepatocyty použít ke skupinové 
identifikaci komponent s nejvyšším genotoxicikým potenciálem. Ve studii jsme 
prokázali vhodnost použití hepatocytů potkana v oblasti profesionální expozice 
mutagenům a karcinogenům. Prokázali jsme, že hepatocyty potkana jsou vzhledem 
k širokému spektru enzymových aktivit nutných k bioaktivaci mnoha xenobiotik 
vhodným modelem pro analýzu genotoxicity chemických látek a jejich směsí 
za různých expozičních podmínek, včetně studia mechanismu působení těchto 
látek. Prioritní výsledky studií shrnutých v této disertaci ukazují nové možnosti 
využití hepapatocytů potkana v různých oblastech genetické toxikologie.  
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1. OBSAH DISERTACE 
 
Předkládaná doktorská disertační práce představuje ucelený soubor 
publikací, shrnující mnohaleté zkušenosti disertanta s využitím 
hepatocytů potkana v různých oblastech genetické toxikologie. Práce 
je rozdělena do 3 základních částí jejichž společným jmenovatelem 
je vedle využití hepatocytů jako modelového systému, též analýza 
DNA aduktů jako markeru vnitřní expozice genotoxickým látkám: 
 
V první části je na příkladu syntetického steroidu cyproteron acetátu 
(CPA) ukázáno jak lze s použitím primárních kultur hepatocytů in 
vitro a jaterních buněk  potkana in vivo  v kombinaci s využitím 
současných metod genetické toxikologie postupně objasnit 
mechanismus aktivace, genotoxicity, mutageneze a karcinogeneze 
látky, která byla řadu let považována za nádorový promotor působící 
výhradně epigenetickým mechanismem. Cyproteron acetát je 
farmakologicky velmi významná látka používaná v humánní terapii 
zejména jako aktivní složka jednoho z nejrozšířenějších 
antikoncepčních prostředků Diane-35R (Schering AG, Berlin). Ve 
vyšších dávkách se jeho antiandrogenních vlastností používá v léčbě 
hypersexuálního chování u mužů (AndrocurR, Schering AG, Berlin). 
 
Ve druhé části byly primární kultury hepatocytů poprvé využity při 
studiu genotoxických účinků komplexních směsí extrahovatelných 
organických látek vázaných na prachové částice v ovzduší. 
V kombinaci s chemickou analýzou a frakcionací byly 
identifikovány skupiny látek vykazující nejvýraznější genotoxické 
účinky. 
 
Ve třetí části je ukázána možnost jak i bez nutnosti velmi pracné 
chemické analýzy  mohou být s výhodou využity hepatocyty potkana 
pro charakterizaci genotoxického potenciálu emisí na koksovnách, 
tedy při hodnocení profesionální expozice směsím potenciálně 
karcinogenních organických látek jako jsou směsi polycyklických 
aromatických uhlovodíků a jejich derivátů. 
 
Veškeré získané výsledky publikované ve vysoce impaktovaných 
mezinárodních časopisech jsou zcela prioritní a ukazují nové 
možnosti využití hepatocytů potkana v genetické toxikologii. 
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2. ZÁKLADNÍ METODICKÉ PŘÍSTUPY 
 
Detailní postupy všech použitých metodik jsou popsány 
v publikacích, které jsou součástí této disertační práce. Zde jsou 
zmíněny a citovány odkazy pouze na základní metodické postupy 
použité v pracích tvořících podklad disertace. 
 
2.1. Izolace hepatocytů potkana 
 
Hepatocyty byly izolovány perfuzí jater potkana kolagenázou, která 
je detailně popsána Schwarzem et al. (1992). Viabilita buněk byla 
stanovena trypanovou modří a preparace hepatocytů byla použita jen 
tehdy, když životnost buněk byla vyšší než 80 procent. 
 
 
2.2.1. Stanovení DNA aduktů 
 
DNA z primárních kultur hepatocytů nebo z homogenátu jaterní 
tkáně byla izolována fenolovou extrakcí popsanou Guptou (1984). 
DNA adukty, jako kovalentní sloučeniny mezi genotoxickou látkou a 
bází nukleotidu DNA byly analyzovány metodou 32P-postlabelling, 
na jejíž standardisaci a validaci se disertant podílel (Phillips et al., 
1999).  Byla použita modifikace podle Gupta et al. (1985) 
využívající extrakci do butanolu nebo modifikace podle Reddy et al. 
(1986) s použitím nukleázy P1 k obohacení DNA hydrolyzátu adukty 
ke zvýšení citlivosti stanovení. 
 

 
2.3. Stanovení genových mutací in vivo. 
 
Ke stanovení genových mutací in vivo v játrech potkana bylo použito 
transgenních potkanů Big BlueTM  (Stratagene, La Jolla, USA) 
umožňujících analýzu bodových mutací v DNA z libovolné tkáně. 
Metoda je založena na detekci mutací v cílovém transgenu lac I, 
který je v mnoha kopiích zabudován do genomu každé buňky 
potkana. Metoda je detailně popsána v Dycaico et al., 1994. 
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3. NEJVÝZNAMNĚJŠÍ VÝSLEDKY DISERTACE 
 
3.1. Využití hepatocytů potkana při studiu  genotoxicity  

chemických látek. 
Příklad: cyproteron acetát. 

 
Součástí výzkumu možných toxických účinků nově vyvíjených léků 
a dalších látek je testování jejich genotoxicity. Problémem jsou látky, 
které vykazují ve standardní baterii testů genotoxicity negativní nebo 
rozporuplné výsledky a v dlouhodobých testech karcinogenity jsou 
pozitivní. V některých případech může jít o nádorové promotory, 
které neinteragují s DNA, ale v řadě případů se později ukáže, že 
standardní baterií testů nemohla být genotoxicita prokázána. 
Příkladem takové sloučeniny je cyproteron acetát. 
 
Syntetický analog testosteronu s antiandrogenními a gestagenními 
účinky – cyproteron acetát (CPA; 6-chlor-17α-acetoxy-1,2α-
metylenpregnan-4,6-dien-3,20-dion; Obr. 1) je látkou dlouhodobě 
používanou jako aktivní složka řady léků včetně včetně velmi 
rozšířeného kontraceptiva Diane 35 (Schering AG, Berlin). Látka 
byla vyvinuta již v roce 1961 a od roku 1973 je využívána v humánní 
terapii. 
 
3.1.1. Výchozí stav problematiky 
 
Testování genotoxických a karcinogenních účinků prokázalo, že 
CPA po opakovaném podávání vysokých dávek vyvolává benigní 
nádory v játrech potkana (Schuppler et al., 1979). Tento výsledek byl 
interpretován působením CPA jako nádorového promotoru, neboť 
mutagenní a iniciační potenciál CPA nebyl v předcházejících testech 
genotoxicity potvrzen (Lang et al., 1979; Schuppler et al., 1983). 
Naproti tomu bylo prokázáno, že podobně jako řada dalších 
nádorových promotorů, CPA indukuje jaterní cytochrom P450 
dependentní  aktivity (Schulte-Hermann et al., 1980a; Nims et al., 
1987) a stimuluje DNA syntézu a růst jaterní tkáně (Schulte-
Hermann et al., 1980b). Kromě toho bylo bylo prokázáno, že CPA 
indukuje zvýšenou proliferační aktivitu v preneoplastických γ-
glutamyltranspeptidáza-pozitivních hepatocytech ve srovnání 
s nezměněnou okolní tkání (Schulte-Hermann et al., 1981; Neumann 
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et al., 1992;). Všechny  výsledky potvrzovaly epigenetický 
mechanismus karcinogenních účinků DNA. Prvním náznakem  

 
Obr. 1: Strukturní vzorec syntetického steroidu cyproteronacetátu  
 
 
genotoxicity CPA bylo zjištění, že CPA indukuje DNA reparační 
syntézu v kultuře hepatocytů potkana (Neumann et al., 1992). 
Poznatek, že CPA indukuje reparační syntézu vyvolal otázky, které 
vedly ke studiím jejichž cílem bylo zhodnotit bezpečnost CPA jako 
léku a zejména najít mechanismus případného genotoxického 
působení CPA. Na těchto studiích se disertant rozhodující měrou 
podílel. 
 
3.1.2. Cyproteron acetát indukuje v hepatocytech potkana 

vysoké hladiny DNA  aduktů in vitro i in vivo. 
 
Publikováno 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 první fázi jsme se zaměřili na otázku zda CPA indukuje tvorbu 
DNA aduktů, jako markeru genotoxicity, v cílové tkáni 
kancerogeneze – játrech potkana. Inkubace primárních kultur 
hepatocytů izolovaných z potkanů obou pohlaví s CPA po dobu 6 
hodin indukovaly několik typů DNA aduktů jejichž hladiny byly 
úměrné koncentraci CPA. Hepatocyty izolované ze samic potkana, 
vykazovaly cca 20-krát vyšší hladiny DNA aduktů než hepatocyty 
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izolované ze samců potkana. Podobně, jednorázová dávka CPA 
vyvolávala v játrech samic potkana cca 100x vyšší hladiny DNA 
aduktů než u samců. Adukty nebyly detekovány v extrahepatálních 
tkáních ani při inkubacích nativní DNA s CPA, což ukázalo na 
nutnost metabolické aktivace jaterními enzymy, jejichž aktivita je 
závislá na pohlaví potkana (Kamataki et al., 1983; Waxman et al., 
1985). Tato studie prokázala, že CPA, jako první ze skupiny 
syntetických steroidů, poškozuje DNA v hepatocytech jak in vitro, 
tak in vivo a setkala se s velmi výrazným ohlasem v odborné 
veřejnosti, o čemž svědčí dosavadních 50 citací této studie jinými 
autory. Vzhledem k velmi rozšířenému použití CPA tato studie 
iniciovala další intenzívní výzkum včetně několika 
epidemiologických studií. Výsledky naší studie se ne naší zásluhou 
dostaly prostřednictvím německého denního tisku i na laickou 
veřejnost, což vyvolalo okamžitý pokles ceny akcií firmy Schering 
AG o 7%. Bylo proto třeba co nejrychleji objasnit význam tvorby 
DNA aduktů v procesu hepatocelulární karcinogeneze a zejména 
objasnit, zda antikoncepční dávka CPA představuje zvýšené riziko  
 
3.1.3. Strukturní analogy cyproteronacetátu indukují 

výrazně nižší hladiny hepatálních DNA aduktů. 
 
Publikováno v : Topinka, J, Binková, 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. 
 
Předmětem dalšího studia mechanismu genotoxického účinku CPA 
bylo zjistit, která část molekuly CPA je zodpovědná za poškození 
DNA. K identifikaci těchto strukturních elementů CPA byly 
testovány strukturní analogy CPA - chlormadinon acetát (CMA) a 
megestrol acetrát (MGA) (Obr.2), z hlediska jejich schopnosti 
poškození DNA v kulturách hepatocytů in vitro  (DNA adukty, 
reparační syntéza DNA) i v játrech potkana in vivo (DNA adukty). 
Bylo zjištěno, že hladiny DNA aduktů indukované CMA i MGA 
v hepatocytech samic potkana jsou zanedbatelně nízké ve srovnání 
s hladinou aduktů indukovanou CPA. Totéž platí pro srovnání hladin 
DNA aduktů v játrech potkanů in vivo. Dále bylo zjištěno, že na 
rozdíl od CPA, oba jeho analogy neindukují detekovatelnou 
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reparační syntézu DNA v hepatocytech potkana obou pohlaví. Najít 
jednoznačné vysvětlení proč CPA je mnohanásobně genotoxičtější 
než jeho strukturně velmi blízké analogy lišící se pouze přítomností 
1,2α-metylenové skupiny a v případě MGA navíc substitucí chloru 
metylovou skupinou v poloze 6 (Obr. 2) nebylo na základě této 
studie možné, avšak bylo možno s jistotou vyloučit roli substituentu 
v poloze 6. V literatuře nebyla dosud popsána aktivace 1,2α-
metylenové skupiny na DNA reaktivní metabolity a tak interpretace 
získaných dat měla v této fázi charakter možných hypotéz, z nichž ta 
nejpravděpodobnější souvisela s možnou sníženou rychlostí 
detoxifikace CPA a jeho analogů v důsledku přítomnosti 1,2α-
metylenové skupiny, zatímco CMA a MGA jsou účinně 
detoxifikovány (Cooke et al., 1965; Handy et al. 1974). 

 
Obr.2: Porovnání strukturních vzorců cyproteron acetátu (CPA), 
Chlormadinon acetátu (CMA) a megestrol acetátu (MGA) 
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3.1.4. DNA adukty indukované cyproteron acetátem jsou značně 

persistentní a dochází k jejich akumulaci. 
 
Publikováno 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 významu DNA aduktů v procesu chemické karcinogeneze 
hraje významnou úlohu skutečnost, zda jsou indukované DNA 
adukty účinně reparovány nebo jsou naopak dostatečně persistentní a 
dochází k jejich akumulaci. V případě CPA, jako aktivní složky řady 
preparátů, které jsou  podávány  opakovaně v nízkých dávkách hraje 
akumulace a persistence DNA aduktů zvláště významnou roli. Po 
jednorázové aplikaci 10 mg CPA/kg samicím potkana byla zjištěna 
maximální hladina DNA aduktů po 1 týdnu (340 aduktů / 108 
nukleotidů), která ještě po dalších 11 týdnech dosahovala cca 40% 
maximální hladiny. Akumulace DNA aduktů byla studována 
podáváním 50 µg CPA/kg samicím potkana po dobu 42 dní. Byl 
pozorován kontinuální vzestup hladiny DNA aduktů v rozmezí 1-38 
aduktů / 108 nukleotidů. V souladu s předchozími výsledky, hladiny 
aduktů u samců byly řádově nižší. Závěrem této studie bylo, že DNA 
adukty indukované CPA jsou při jednorázovém podání CPA velmi 
persistentní s biologickým poločasem 6-7 týdnů a při dlouhodobém 
opakovaném podání dochází k jejich kontinuální akumulaci. 
 
3.1.5. Cyproteronacetát je integrální součástí hlavních DNA 

aduktů indukovaných tímto steroidem. 
 
Publikováno v : Topinka, J, Binková, 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 další části studie mechanismu genotoxicity CPA jsem se zaměřil 
na otázku, zda DNA adukty indukované touto látkou v hepatocytech 
potkana obsahují molekulu CPA nebo jeho  metabolit a nebo se 
jedná o nespecifickou indukci endogenních DNA aduktů 
detekovaných např. po expozici křečka různými estrogeny (Liehr et 



 14

al., 1986). V této části studie jsem použil zcela originální přístup, při 
kterém vedle klasického provedení postlabellingu pro stanovení 
DNA aduktů, byly hepatocyty potkana inkubovány s CPA značeným 
tritiem (3H-CPA) a vzniklé 3H-CPA-DNA adukty byly fosforylovány 
s použitím neznačeného adenosin-trifosfátu (ATP). Distribuce 3H-
aktivity na chromatogramu a její porovnání s distribucí 32P-aktivity  
prokázala, že indukované DNA adukty obsahují molekulu CPA nebo 
jeho metabolit. Tento přístup byl oceněn jako zvláště originální prof. 
D.H. Phillipsem (Cancer Research Institute, Sutton, UK) v publikaci 
komentující výhradně tuto studii disertanta (Phillps et al., 1996). 
 
3.1.6. Cyproteron acetát je aktivován ketoreduktázami a 

hydroxysteroid sulfotransferázami na DNA-reaktivní 
metabolity. 

 
Publikováno 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. 
 
Důležitou nezodpovězenou otázkou zůstával způsob aktivace a 
struktura metabolitu CPA, který se váže na DNA a je zodpovědný za 
tvorbu DNA aduktů. S použitím hepatocytů potkana jsme testovali 
hypotézu o možné roli sulfokonjugace při aktivaci CPA. S použitím 
buněčného media bez sulfátu došlo k inhibici tvorby DNA aduktů na 
5% původní hodnoty. Zároveň došlo ke kompletní inhibici tvorby 
CPA-DNA aduktů v přítomnosti dehydroepiandrosteronu, 
specifického substrátu hydroxysteroid-sulfotransferáz (HST). Dále 
jsme zjistili, že vedle HST hrají při aktivaci klíčovou roli 
ketoreduktázy. Kompletní bioaktivace CPA (Obr.3) pak probíhá přes 
redukci ketoskupiny v pozici C-3 následované sulfonací 
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hydroxysteroidu. Vzniklý sulfokonjugát je nestabilní a vytváří DNA 
reaktivní karboniový ion. Všechny tyto výsledky objasňují důvody 
proč genotoxicita CPA nemohla být nalezena dříve v klasických 
testech mutagenity: metabolická aktivace probíhá s pomocí 
cytosolických enzymů, které nejsou obsaženy v mikrosomální frakci 
používané pro aktivaci v in vitro testech.  

 
Obr. 3: Kompletní mechanismus aktivace cyproteron acetátu na 
DNA reaktivní produkty  
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3.1.7. Cyproteron acetát indukuje vysoké hladiny DNA aduktů 
v lidských hepatocytech. 

 
Publikováno 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 k tomu, že hydroxysteroid sulfotransferázy (HST) 
zodpovědné za aktivaci CPA jsou exprimovány v lidských játrech 
(Hobkirk et al., 1985; Aksoy et al., 1993), položili jsme si otázku zda 
DNA adukty indukované CPA v hepatocytech potkana mohou být 
též indukovány v lidských hepatocytech. V souladu se skutečností, 
že HST jsou exprimovány, na rozdíl od potkana, stejně v játrech 
obou pohlaví (Aksoy et al., 1993) jsme našli v hepatocytech 
izolovaných z jater mužů i žen přibližně stejné hladiny DNA aduktů. 
Zároveň byla ko-chromatografií potvrzena totožnost hlavních DNA 
aduktů u potkana a člověka. 
 
3.1.8. Cyproteronacetát indukuje po jednorázovém podání 

zvýšenou frekvenci bodových mutací v hepatocytech potkana 
závislou na době expozice a dávce. 

 
Publikováno 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 další části studie jsme se zaměřili na otázku zda DNA adukty 
indukované CPA mohou být v játrech samic potkana  fixovány 
jako genové mutace. Pilotní studie provedená Krebsem et al. 
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(1998) ukázala na mutagenní účinky CPA, avšak pouze po 
aplikaci vysokých dávek - 75 mg CPA/kg a více. Nedostatkem 
studie však bylo, že nebrala v úvahu optimální dobu pro 
expresi těchto mutací v jaterní DNA. V naší další studii jsme se 
proto nejprve zaměřili na časovou závislost tvorby genových 
mutací in vivo v játrech samic transgenních potkanů Big 
BlueTM po aplikaci jednorázové dávky 100 mg CPA/kg. Zjistili 
jsme, že nejvyšší úrovně hladiny mutací a tím i nejvyšší 
citlivosti jejich měření  po expozici CPA je dosaženo po 2 
týdnech po podání (Obr.4), kdy CPA indukoval cca 
desetinásobek kontrolní úrovně mutací. Námi pozorovaný 
nelineární průběh časové závislosti mutačních frekvencí se stal 
podkladem obecnějších úvah o několika populacích 
hepatocytů, z nichž každá vykazuje rozdílnou kinetiku 
v procesu mutageneze (Heddle et al., 2003).  S použitím doby 
exprese odpovídající maximální citlivosti detekce mutací jsme 
pak stanovili dávkovou závislost mutagenní aktivity CPA. 
Ukázali jsme, že k signifikatnímu zvýšení mutačních frekvencí 
(MF) dochází již při dávce 10 mg CPA/kg. Tím jsme prakticky 
prokázali obecný poznatek, že otázka doby expozice může být 
z hlediska výsledku testování mutagenity velmi významná a 
testování mutagenní aktivity neznámé látky by měla předcházet 
pilotní studie, která stanoví optimální dobu expozice z hlediska 
exprese mutací. V konkrétním případě CPA je však otázkou, 
zda pro stanovení rizika jsou podstatné tzv. „přechodné“ 
mutace detekované námi již při při nižší dávce CPA, které jsou 
ale eliminovány asi po 4 týdnech po expozici a nebo tzv. 
„permanentní“ mutace detekované Krebsem et al. (1998) a 
persistující po řadu týdnů (Obr.4). V každém případě jsme 
prokázali existenci neúčinné dávky CPA z hlediska mutagenní 
aktivity (5 mg CPA/kg). Zároveň jsme prokázali, že tvorba 
mutací působením CPA je podmíněna nejen DNA adukty, ale i 
indukcí buněčné proliferace, ke které dochází až po dosažení 
určité prahové dávky. 
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3.1.9 Cyproteron acetát indukuje po opakovaném podání zvýšenou 
frekvenci bodových mutací v hepatocytech potkana závislou na 
dávce. 
 
Publikováno 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 dávkového režimu CPA v humánní terapii představuje 
opakované podání nejvhodnější režim z hlediska dlouhodobých 
studií toxicity. Cílem této části studie bylo zjistit, zda i při 
opakovaném podání CPA lze nalézt neúčinnou dávku, která 
neindukuje genové mutace v hepatocytech potkana in vivo. CPA byl  

 
Obr. 4: Časová závislost indukce mutací v játrech potkanů po 
jednorázové aplikaci dávky 100 mg CPA/kg 
 
potkanům podáván denně po dobu 21 dní v dávkách 0,2; 1,0 a 5,0 
mg CPA/kg, abychom se co nejvíce přiblížili k dávkovému režimu 
při použití CPA jako kontraceptiva. Zjistili jsme, že pouze 
opakovaná dávka 5 mg CPA/kg trojnásobně zvyšuje MF, zatímco 
dávky 0,2 a 1,0 jsou z hlediska indukce mutací neúčinné.  
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3.1.10. Hodnocení rizika mutagenních účinků CPA pro lidskou 
populacii 

 
Publikováno 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. 
 
Denní dávka CPA používaná v lidské terapii je 0,033 mg CPA/kg 
pro antikoncepci (Diane-35) a 0,166 mg CPA pro některé další 
indikace jako akné, hirsutismus (Androcur-10), což je 30x respektive 
6x méně než neúčinná dávka z hlediska mutageneze pro samici 
potkana v případě opakovaného podání. Na základě našich výsledků 
a výsledků ostatních autorů, kteří našli 4-10-krát nižší hladiny CPA-
DNA aduktů v lidských hepatocytech odvozených od obou pohlaví ( 
Werner et al., 1996; Baumann et al., 1996) nebo v řezech jaterní 
tkáně,  jsme konstatovali, že koncentrace DNA reaktivního 
metabolitu CPA- 3α-sulfátu (Parzefall et al., 1991) jsou výrazně 
nižší v lidských hepatocytech než v hepatocytech potkana. Dalším 
kritickým parametrem pro mutagenní aktivitu CPA jsou jeho 
mitogenní účinky. CPA nemá mitogenní účinky v lidských 
hepatocytech, ale je výrazně mitogenní v hepatocytech potkana 
(Parzefall et al., 1996). Z těchto výsledků je zřejmé, že riziko vzniku 
mutací v lidských hepatocytech je při použití CPA jako 
kontraceptiva, tj. v nízké dávce 2 mg/denně velmi nízké, což 
potvrzují i závěry rozsáhlé epidemiologické studie (Heinemann et al. 
1997), které neprokázaly zvýšené riziko hepatocelulárního 
karcinomu u žen užívajících orální kontraceptiva. Protože buňky 
nesoucí mutace mohou být prekursory iniciovaných buněk, pak nízké 
riziko vzniku mutací v lidské jaterní tkáni též znamená snížené riziko 
jaterních nádorů. 
 
Naproti tomu riziko vyplývající z genotoxického působení vysokých 
dávek CPA potvrdila jiná epidemiologická studie (Watanabe et al., 
1997) provedená v Japonsku na chlapcích s diagnózou předčasné 
puberty, která prokázala 5 případů hepatocelulárního karcinomu 
v souboru 1552 chlapců, kteří byli léčeni denní dávkou mezi 50 až 
200 mg CPA po dobu cca 2,5 roku. Výsledky našich studií ve 
spojení s japonskou epidemiologickou studií byly podkladem 
k omezení využití CPA v indikaci předčasné puberty a v současné 
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době je vysokých dávek CPA (Androcur 100R) používáno výhradně 
v indikaci neoperabilních nádorů prostaty, popřípadě sexuálních 
deviací u mužů (Androcur 50R). 
 
3.2. Hepatocyty jako metabolicky relevantní model v genetické 

toxikologii komplexních environmentálních směsí 
 
Druhá část disertace demonstruje využití primárních kultur 
hepatocytů potkana při hodnocení genotoxického potenciálu 
komplexních směsí látek při environmentálních expozicích. Čerstvě 
izolované hepatocyty jsou vybaveny řadou enzymů pro 
metabolismus xenobiotik, včetně polycyklických aromatických 
uhlovodíků (Moldeus et al., 1983), které tvoří významnou část 
organických polutantů adsorbovaných na respirabilní částice v 
ovzduší.  
 
 
3.2.1. Výchozí stav problematiky 
 
Ve vnějším ovzduší bylo identifikováno několik tisíc chemických 
látek (Lewtas, 1990a). Už z tohoto faktu je zřejmé, že hodnocení 
genotoxicity ovzduší na základě chemické analýzy těchto látek a 
testování jejich případné individuální genotoxicity je nereálné, 
nehledě k tomu, že takový „chemicko-analytický“ přístup (Williams 
et al., 1986) nevystihuje možné interakce jednotlivých složek. 
V rámci rozsáhlého výzkumného programu zabývajícího se 
zdravotními důsledky znečistěného životního prostředí v Severních 
Čechách nazvaného Program Teplice (Šrám, 2001),  bylo provedeno 
též hodnocení genotoxicity ovzduší ve dvou tehdejších okresech 
s různou úrovní znečištění ovzduší – Teplice jako průmyslová oblast 
s povrchovými uhelnými doly a tepelnými elektrárnami a Prachatice 
jako převážně zemědělská oblast bez těžkého průmyslu. Při 
hodnocení genotoxicity ovzduší bylo uplatněno několik metodických 
přístupů jako hodnocení personálního monitoringu ovzduší ve vztahu 
k indukci DNA aduktů v lymfocytech in vivo (Binková et al., 1995). 
Kromě toho byla provedena frakcionace extraktu z respirabilních 
prachových částic z ovzduší podle acidity a polarity (Lewtas, 1990b). 
Celkový extrakt a jeho frakce pak byly dále analyzovány v různých 
modelových systémech: byla provedena analýza DNA aduktů 
jednotlivých frakcí extraktu z obou studovaných lokalit s využitím 
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acelulárního systému in vitro pro studium DNA aduktů (Binková et 
al., 1996 a 1999) nebo kombinací metody 32P-postlabelling a HPLC 
analýzy DNA aduktů (Binková et al., 1998). Bylo provedeno 
hodnocení mutagenity ovzduší bakteriálními testy (Černá et al., 
2000). Námi získané výsledky potvrdily hypotézu, že hlavní 
genotoxickou složkou extraktu jsou polycyklické aromatické 
uhlovodíky (PAU), práce Černé et al. (2000) navíc poukázala na 
významný příspěvek nitroderivátů PAU.    
 
3.2.2. Identifikace hlavních skupin genotoxických látek v extraktu 

respirabilních částic z ovzduší s využitím primárních kultur 
hepatocytů potkana 

 
Publikováno v : Topinka, J, Schwarz, LR, Wiebel, FJ, Černá, 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. 
 
Naše studie provedená na hepatocytech potkana se zaměřila na 
identifikaci skupin látek zodpovědných za genotoxicitu extraktu 
z ovzduší z obou lokalit (Teplice a Prachatice) v průběhu letního a 
zimního období. Vedle hepatocytů potkana, které svou schopností 
metabolizovat řadu xenobiotik představují jakousi integrální 
charakteristiku genotoxického potenciálu dané komplexní směsi 
látek, jsme využili geneticky modifikované linie plicních buněk 
čínského křečka V79NH, které chybí enzymy skupiny cytochromu 
P450, ale je schopna specifické aktivace nitrovaných PAU 
nitroreduktázami N-acetyltransferázami (Kiefer et al., 1989; 
Perchermeier et al., 1994). Kombinované použití hepatocytů a buněk 
V79NH v naší studii tedy představuje vhodný způsob jak odlišit 
příspěvek PAU a nitro-PAU k celkové genotoxicitě komplexní 
směsi.  Oba typy buněk byly inkubovány s celkovými extrakty 
z obou studovaných lokalit i jejich jednotlivými frakcemi a ve všech 
těchto vzorcích byly stanoveny hladiny DNA aduktů metodou 32P-
postlabelling.  S použitím hepatocytů jsme prokázali, že nejvyšší 
genotoxickou aktivitu vykazují látky obsažené v aromatické a slabě 
polární frakci, které obsahují zejména PAU a nitro-PAU. Tyto 2 
frakce představovaly 75-90% celkově detekovaných DNA aduktů ve 
všech frakcích. Distribuce aduktů v jednotlivých frakcích nebyla 
závislá na lokalitě ani období sběru vzorků ovzduší. 
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Z kvantitativního hlediska však bylo množství DNA aduktů 
detekovaných v zimním období 3-4 vyšší. Jestliže se však vzala 
v úvahu koncentrace extrahovatelné organické hmoty na m3 
(EOM/m3) pak byl tento rozdíl mezi zimním a letním obdobím až 
10-ti násobný, přičemž v průmyslové oblasti Teplicka byly hladiny 
DNA aduktů cca 2x vyšší než na Prachaticku. Na rozdíl od 
hepatocytů bylo v buňkách V79NH nalezeno až 80% DNA aduktů 
ve slabě polární frakci obsahující nitro-PAU a sezónní variabilita zde 
byla podobně jako u hepatocytů vyšší než variabilita mezi oběma 
studovanými lokalitami. Tyto výsledky prokazují, že jak PAU tak 
nitro-PAU jsou hlavními zdroji genotoxicity ovzduší na Teplicku i 
Prachaticku. Zároveň bylo prokázáno, že analýza DNA aduktů 
v savčích buněčných kulturách jako jsou primární hepatocyty 
potkana při současném použití buněk s užším spektrem schopnosti 
metabolické aktivace xenobiotik představuje vhodný přístup při 
hodnocení genotoxického potenciálu komplexních směsí. Na rozdíl 
od výše zmíněného „chemicko-analytického“ přístupu, představuje 
náš „biologický“ přístup značný krok vpřed, neboť se soustředí na 
podstatně menší skupiny látek interagujících s DNA a identifikují 
skupiny látek zodpovědných za biologickou aktivitu. 
 
 
3.3. Hepatocyty jako model při profesionální expozici mutagenům 

a karcinogenům 
 
3.3.1. Výchozí stav problematiky 
 
V řadě příkladů profesionálních expozic jsou pracovníci exponování 
komplexním směsím chemických látek jejichž mutagenní či 
karcinogenní potenciál je nutno hodnotit komplexně, tedy i 
z hlediska možných interakcí látek ve směsi.  Příkladem takové 
expozice jsou emise na koksárenských bateriích spojené zejména 
s expozicí PAU, z nichž některé jsou řazeny mezi karcinogeny 
(IARC, 1984). Poměrně málo je známo o příspěvku k celkové 
genotoxicitě extraktu  dalších pravděpodobných komponent těchto 
emisí – nitro-PAU. Tyto látky se vyskytují ve výfukových plynech 
naftových motorů a v řadě emisí spojených s neúplným spalováním 
(Savela et al., 1995). Mohou být též vytvářeny v atmosféře reakcí 
oxidů dusíku s PAU (Imaida et al., 1991). Některé z nich  jsou 
genotoxičtější než PAU a tak nehledě na řádově nižší koncentrace 
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nitro-PAU v ovzduší ve srovnání s PAU, může být příspěvek nitro-
PAU pro posouzení genotoxicity některých komplexních směsí 
významný. Ke studiu poškození DNA, mutací a chromosomových 
aberací působením PAU a nitro-PAU nebo komplexních směsí byly 
použity různé savčí buněčné linie (Hasegava et al., 1988). 
 
3.3.2. Analýza genotoxicity kosárenských emisí s užitím hepatocytů 

potkana a dalších buněčných kultur 
 

Publikováno v : Topinka, J,  Schwarz, LR, Kiefer, F, Wiebel, FJ,  
Gajdoš, O,  Vidová, P, Dobiáš, L, Fried, M, Šrám, 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. 

 
Podobný přístup jako v případě studia genotoxicity komplexních 
směsí extraktů z běžného ovzduší jsme použili pro analýzu směsi 
látek obsažených v koksárenských emisích. Hrubý extrakt 
organických látek extrahovaných z částic zachycených na filtrech 
pomocí velkoobjemových čerpadel umístěných na  koksárenské 
baterii byl frakcionován dle acidity a polarity. Tento extrakt a jeho 
jednotlivé frakce byly inkubovány s kulturami hepatocytů potkana, 
buňkami V79NH (specifická detekce DNA aduktů indukovaných 
nitro-PAU)  a lidskou plicní nádorovou linií NCI-H322 odvozenou 
od Clara buněk. Všechny 3 typy buněk byly nejprve testovány 
z hlediska citlivosti indukovat DNA adukty po inkubaci s vybranými 
PAU a nitro-PAU. Zároveň jsme na hepatocytech testovali syntetické 
směsi tří až osmi PAU a nitro-PAU pro posouzení vzájemné 
interakce těchto látek při indukci DNA aduktů. Na rozdíl od 
některých jiných studií, kde byl pozorován vzájemný inhibiční 
(Nesnow et al., 1998; Binková et al., 2004)  nebo naopak synergický 
efekt (Lau a Baird, 1992) jednotlivých složek na tvorbu DNA aduktů 
byl námi prokázán spíše aditivní účinek jednotlivých komponent. 
 
Hladiny DNA aduktů byly detekovány s užitím metody 32P-
postlabelling. DNA adukty byly po inkubaci s hrubým 
(nefrakcionovaným) extraktem detekovány ve všech třech typech 
použitých buněčných kultur, přičemž výrazně nejvyšší množství 
aduktů bylo detekováno v hepatocytech, jak odpovídá jejich 
metabolickému potenciálu. 80% z celkově detekovaného množství 
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DNA aduktů v hepatocytech připadlo na neutrální frakci obsahující 
PAU a jejich nitroderiváty. Další frakcionace neutrální frakce podle 
polarity a testování genotoxicity těchto frakcí ukázalo, že nejvyšší 
hladiny DNA aduktů indukuje aromatická frakce obsahující PAU. 
Analýza DNA aduktů s užitím buněčné linie V79NH prokázala 
přítomnost genotoxických nitro-PAU. Jejich příspěvek k celkové 
genotoxicitě byl však výrazně nižší než v případě PAU. 
 
 
4. ZÁVĚR 
 
Výsledky shrnuté v disertaci prokazují zcela nové možnosti využití 
hepatocytů potkana ve třech základních oblastech genetické 
toxikologie: 
 
 
1. Studium mechanismu genotoxicity individuálních chemických 
látek: Výsledky studií, na kterých se disertant rozhodující měrou 
podílel, představují kompletní mechanistickou studii, která řeší 
všechny základní otázky spojené s aktivací CPA na DNA reaktivní 
metabolity, analýzu tvorby DNA aduktů, jejich charakterizaci, 
persistenci a akumulaci a především fixaci indukovaných CPA-DNA 
aduktů ve formě mutací v cílové tkáni kancerogeneze. Naše výsledky 
významnou měrou přispěly k přehodnocení představ o působení 
CPA jako nádorového promotoru a urychlily vývoj nového 
syntetického steroidu, který bude mít podobné spektrum 
farmakologických vlastností jako CPA, ale nebude vykazovat 
genotoxické účinky. 
  
2. Studium genotoxicity komplexních environmentálních směsí: 
Vzhledem k expresi širokého spektra enzymů zodpovědných za 
metabolismus xenobiotik představují hepatocyty potkana vhodný 
model zejména pro studium genotoxických účinků látek vyžadujících 
bioaktivaci. Takto získané výsledky jsou nejen méně pracné než 
velmi komplikovaná chemická analýza, ale z hlediska genetické 
toxikologie mají vyšší výpovědní hodnotu, neboť měří přímou 
interakci potenciálně genotoxických látek v buněčném systému 
s relevantní metabolickou kapacitou. 
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3. Studium genotoxicity komplexních směsí při profesionální 
expozici: Na příkladu koksárenských emisí jsme prokázali, že při 
kombinovaném využití hepatocytů potkana, jako buněk se širokým 
spektrem enzymů pro metabolickou aktivaci xenobiotik, a některých 
speciálních buněčných linií specializovaných na bioaktivaci 
podstatně užšího spektra látek lze provést identifikaci skupin látek 
s rozhodujícím podílem na genotoxicitě komplexní směsi. 
 
Veškeré výsledky výše uvedených studií byly publikovány 
v renomovaných zahraničních časopisech. Tyto publikace jsou 
podkladem předložené disertační práce.  
 
 
5.  VYUŽITÍ VÝSLEDKŮ DISERTACE 

V DALŠÍM VÝZKUMU A PRAXI 
 
Disertace přinesla nové poznatky s využitím v následujících 
oblastech: 
 
1. Promotor nebo iniciátor? Přehodnocení genotoxického působení 
některých látek, které ve standardní baterii testů genotoxicity 
vykazují, podobně jako CPA,  negativní nebo kontraverzní výsledky 
a zároveň jsou pozitivní v dlouhodobých testech karcinogenity na 
savcích. Jde zejména o látky, které jsou dosud považovány za 
nádorové promotory a jsou velmi významné z hlediska rozsahu 
možné expozice v lidské populaci.  U těchto látek může použití 
hepatocytů in vitro i in vivo v kombinaci s vysoce citlivou analýzou 
DNA aduktů metodou 32P-postlabelling a mutací dát na rozdíl od 
standardních testů mutagenity definitivní odpověď na otázku zda 
daná látka působí jako nádorový promotor či iniciátor, popřípadě se 
jedná o kompletní karcinogen mající obojí účinky. Takový přístup, 
tj.použití analýzy DNA aduktů a mutací v tkáních transgenních 
zvířat, byl doporučen panelem expertů (International Commission on 
Harmonisation, ICH) a při sporných výsledcích standardních testů je 
i uplatňován v praxi  příslušnými institucemi zodpovědnými za 
uvádění nových léků na trh. Naše výsledky s CPA k takovému 
přístupu výrazně přispěly. 

 
2. Identifikace molekuly vázané na DNA. V rámci našich studií 
jsme zcela originálním způsobem s použitím CPA značeného tritiem  
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identifikovali, že adukty indukované CPA obsahují tuto molekulu 
nebo její část a nejde tedy o indukci tzv. endogenních aduktů. Tento 
přístup byl oceněn jako zvláště originální prof. D.H. Phillipsem 
(Cancer Research Institute, Sutton, UK) v publikaci komentující 
výhradně tuto studii disertanta (Phillps et al., 1996). Náš přístup je 
možno použít    zejména tam, kde hladiny DNA aduktů jsou 
dostatečně vysoké. 

 
3. Experimentální plán studií mutagenity na transgenních 
zvířatech. Prokázali jsme, že při plánování validních studií 
mutagenity in vivo na transgenních zvířatech je třeba nejprve provést 
analýzu mutačních frekvencí v závislosti na době expozice nebo-li 
exprese a poté stanovit dávkovou závislost pro dobu exprese 
odpovídající maximální citlivosti. 
 
4. Analýza genotoxického potenciálu směsí chemických látek. 
Prokázali jsme, že hepatocyty potkana jsou vzhledem k širokému 
spektru enzymových aktivit nutných k bioaktivaci mnoha xenobiotik  
vhodným integrálním modelem pro analýzu látek na základě jejich 
biologické aktivity, což z hlediska hodnocení genotoxicity 
představuje výrazný krok vpřed ve srovnání s technicky velmi 
náročnou chemickou analýzou.  

  
Prioritní výsledky studií shrnutých v této disertaci ukazují nové 
možnosti využití hepapatocytů potkana v různých oblastech 
genetické toxikologie. 
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