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STRESZCZENIE

Zmiany jakie dokonaly sie w ostatnich latach w Europejskiej legislacji substancji chemicznych wskazujq na pilng potrzebe
wprowadzania nowych, alternatywnych metod badania substancji chemicznych. Mozliwosci takie stwarza toksykogenomika,
dziedzina nauki lgczqca wiedze z zakresu toksykologii, nauki zajmujqcej sie badaniem wlasciwosci czynnikow toksycznych
i negatywnymi skutkami ich oddzialywania na zdrowie i Srodowisko z genomikq, naukq o budowie i funkcjonowaniu geno-
mow. Nowe strategie badawcze w toksykologii (transkryptomika, proteomika, metabolomika) stwarzajg warunki do oceny
zagrozen zwigzanych z oddzialywaniem substancji chemicznych zarowno o uznanym potencjale toksycznym jak rowniez
tych, ktore mogq posiadac taki potencjal.

ABSTRACT

Recent changes in the European legislation of chemicals suggest an urgent need for introduction of novel, alternative
methods for testing chemical substances. Such possibility is offered by toxicogenomics — a scientific discipline combining
knowledge from the field of toxicology, i.e. a science investigating the properties of toxic agents and the negative effects these
agents exert on health and environment, with genomics, i.e. a science investigating the structure and function of genomes.
New research strategies within the field of toxicology (transcriptomics, proteomics, metabolomics) offer conditions to assess

the hazards associated with the effects of chemicals with both established and suspected toxic potentials.

WSTEP

Efektem poznania ludzkiego genomu (Human Ge-
nome Project, 2004) byta nie tylko wiedza o catkowitej
sekwencji informacji genetycznej zawartej w DNA, ale
rowniez rozw6j nowych technologii, w tym narzedzi
badawczych, ktore znalazly zastosowanie w wielu
dyscyplinach naukowych, w tym w toksykologii (tok-
sykogenomika). Technologie te umozliwiajg okreslenie
zmian, wywotywanych czynnikami chemicznymi, na
poziomie genomu komoérkowego, zwigzanych z eks-
presja okreslonych genéw lub catych zespolow gendw.
Informacje te w polaczeniu z referencyjnymi danymi
toksykologicznymi stanowi¢ moga podstawe do zrozu-
mienia mechanizmow toksycznego, w tym rakotworcze-
go dziatania substancji chemicznych. Toksykogenomika

stwarza rowniez mozliwosci szybkiej i wlasciwej klasy-
fikacji zwigzkéw rakotworczych, uwzgledniajacej ich
mechanizmy dziatania (genotoksyczne versus epigene-
tyczne), w poréwnaniu do konwencjonalnych technik.
Dane literaturowe wskazujg rowniez na mozliwos¢ wy-
korzystania analizy zmian profilu ekspresji genéw (na
poziomie m-RNA i bialek) w procedurze oceny ryzyka
poprzez opracowanie nowych modeli predykcyjnych i
zastosowaniu molekularnych biomarkerdw.

W ostatnich latach liczne miedzynarodowe inicjaty-
wy zostaly podjete dla zdefiniowania strategii rozwoju
1 mozliwos$ci zastosowania toksykogenomiki w ocenie
zagrozen substancji chemicznych, tj. szkodliwych
skutkow, swoistych dla danej substancji chemiczne;.
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TOKSYKOGENOMIKA - STRATEGICZNA
DYSCYPLINA NAUKOWA

Natozony przez rozporzadzenie w sprawie REACH"
obowiazek poddania ocenie toksykologicznej ponad
30 tysiecy substancji chemicznych obecnych na rynku
europejskim [36] wiaze si¢ z koniecznos$cig przepro-
wadzenia ogromne;j liczby badan, wykorzystania wielu
milionéw zwierzat laboratoryjnych oraz przeznaczenia
wielomilionowych funduszy. Wedtug danych EC [43],
wprowadzenie alternatywnych badan moze zmniejszy¢
wykorzystanie zwierzat o 1,3-1,9 miliondw i obnizy¢
koszt badan o 800-1130 milionéw euro.

Co wiecej, kazdego roku w Europie, liczba zwierzat
kregowych, wykorzystywanych do badan wynosi ok. 10
miliondéw [12], a koszt badan szacowany jest na 2,5-6,5
miliarda euro. Dlatego coraz wigcej uwagi poswigca sie
propagowaniu metod alternatywnych.

Aktualnie dostgpne i zwalidowane alternatywne
metody moga by¢ stosowane w badaniach ostrej i krot-
koterminowej toksycznosci. Przyklad stanowia testy in
vitro dla badania dzialania zracego na skore, tj. test prze-
zskornej opornosci elektrycznej (TER) z uzyciem skory
szczura (OECD TG 430) oraz test wykorzystujacy mo-
del ludzkiej skory (OECD TG 431). Innym przyktadem
testu alternatywnego zaakceptowanego przez ECVAM
(European Centre for Validation of Alternative Methods)
i znajdujacym si¢ w ustawodawstwie Unii Europejskiej,
jest test przesiewowy do oceny dziatania uczulajacego
na myszach (OECD TG 429). Jednak badania prze-
wlektej toksycznosci, wlaczajac rakotworczosc¢, nie sa
aktualnie mozliwe przy wykorzystaniu strategii alter-
natywnych metod. Szczegdlnym problemem w ocenie
zagrozen, jakie stwarzajg substancje rakotworcze jest
brak aktualnie szybkich metod skriningowych (przesie-
wowych) dla potencjalnych substancji rakotworczych,
ktore dziataja poprzez mechanizmy epigenetyczne, a
ktore to mechanizmy, zgodnie z aktualng wiedzg na
temat rozwoju procesu nowotworowego odgrywaja
W nim istotna role [4, 15, 18]. Potencjalne mozliwo$ci
W rozwigzaniu tych probleméw stwarza relatywnie
nowa dyscyplina naukowa, jaka jest toksykogenomi-
ka, ktora umozliwia poznanie oddzialywan substancji
toksycznych na poziomie molekularnym z wykorzy-
staniem najnowszych osiagnie¢ biologii molekularne;j,
klasycznej toksykologii oraz bioinformatyki.

Toksykogenomika definiowana jest, jako nauka,
ktoéra bada odpowiedz genomu na dziatanie toksycznych
substancji, przy wykorzystaniu technologii okreslanych

*  Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady WE
Nr 1907/2006 dotyczace bezpiecznego stosowania
substancji chemicznych poprzez ich rejestracje, oceng,
udzielanie zezwolen i stosowanych ograniczen.

terminem ,,omika”, transkryptomiki, proteomiki i me-
tabolomiki [29, 33].
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Ryc. 1. Toksykogenomika jako zintegrowana nauka ba-
dajaca odpowiedz genomu na dziatanie substancji
chemicznych

Toxicogenomics as a science integrated investiga-

ting of the response of a genome to chemicals

Transkryptomika, to globalna analiza, w danej
tkance ekspresji genow na poziomie mRNA, pozwala-
jaca na identyfikacje genow w okreslonym czasie, tych
aktywnych i/lub wyciszonych przy zastosowaniu mikro-
macierzy: cDNA (komplementarnego DNA) lub oligo-
nukleotydowych [44]. Systemowa analizg jakosciow3q i
iloSciowg biatek, produktow ekspresji gendw umozliwia
proteomika, dysponujaca wieloma technikami [28, 44],
ktore wynikaja z modyfikacji i unowocze$nien technik
podstawowych takich jak: dwukierunkowa elektrofore-
za w zelu poliakryloamidowym (2DE) i spektrometria
mas (MS). Natomiast metabolomika pozwala na identy-
fikacje jakosciowa i ilosciowa wszystkich metabolitow,
jako wtornych i koncowych produktow ekspresji genow
jednego lub wielu szlakow metabolicznych, definiujace
fenotyp biochemiczny komorki, tkanki i organizmu [ 14,
37]. Jej podstawowymi narzedziami jest chromatogra-
fia gazowa w polaczeniu ze spektrometrig mas (GC/
MS), magnetyczny rezonans jadrowy (NMR) czy tez
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC). Dla
wlasciwej interpretacji uzyskanych informacji przy wy-
korzystaniu technologii ,,omika” niezbgdna jest jeszcze
dziedzina wiedzy, jaka jest bioinformatyka, ktora nie
tylko analizuje uzyskane informacje biologiczne, ale
rowniez je wizualizuje w formie umozliwiajacej ich
interpretacj¢. Tak wigc, badania z zakresu transkrypto-
miki, proteomiki i metabolomiki w potaczeniu z kla-
syczng toksykologig i bioinformatyka, stanowi¢ moga
zintegrowang forme interdyscyplinarnej ,,systeomiki”,
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umozliwiajacej zard6wno poznanie jak i zrozumienie
efektow biologicznych na poziomie molekularnym.

Zastosowanie technologii ,,omika” w toksykologii
sprowadza si¢ do zalozenia, ze wszystkie istotne toksy-
kologiczne efekty sg zwigzane ze zmianami w profilu
ekspresji gendw [28]. Oznacza to, ze toksyczno$¢ moze
by¢ charakteryzowana poprzez zmiany transkrypcyjne
i translacyjne w polaczeniu ze zmianami metabolizmu,
a specyficzny profil zmian ekspresji (,.fingerprint’-
,»odcisk palca”) indukowany czynnikami toksycznymi
bedzie analogiczny dla zwigzkoéw charakteryzujacych
si¢ podobnym mechanizmem dziatania (MOA, mode
of action).

Postuluje si¢ [9, 22], ze nieprawidtowo$ci na pozio-
mie ekspresji genéw, odzwierciedlajace nieprawidtowo-
$ci fenotypowe na poziomie komorki lub tkanki, moga
umozliwi¢ identyfikacje prognostycznych biomarke-
row, ktére bedzie mozna wykorzystac przy szacowaniu
ryzyka zdrowotnego dla ludzi i sSrodowiska.

MIEDZYNARODOWE INICJATYWY DLA
ROZWOJU TOKSYKOGENOMIKI

Alternatywne metody testowania substancji che-
micznych oznaczaja badania toksykologiczne prowa-
dzone in vitro, w ktorych zwierzeta sg zastapione przez
modele badawcze wykorzystujace kultury komorkowe,
tkankowe, jak rowniez zmodyfikowane badania in vivo,
umozliwiajace redukcje liczby zwierzat wykorzysty-
wanych w badaniach. W ich zatwierdzaniu, wdrazaniu,
walidacji, uznawaniu i propagowaniu na szczeblu mig-
dzynarodowym, kluczowg rolg petni OECD (Organi-
zation for Economic Co-Operation and Development),
IPCS (International Programme on Chemical Safety),
czy tez CAAT (Centre for Alternatives to Animal Te-
sting), ktore jest gtownym osrodkiem rozwoju metod
alternatywnych, dziatajagcym ponad 20 lat w Stanach
Zjednoczonych Ameryki. Unia Europejska odgrywa
réwniez wiodaca role w tych dziataniach. Europejskie
Centrum Walidacji Metod Alternatywnych (ECVAM)
przy Wspolnym Centrum Badawczym Wspolnot Eu-
ropejskich (JRC) prowadzi §cistg wspolprace z OECD,
w zakresie rozwoju i walidacji metod alternatywnych.
W ostatnich latach, podjete zostaty dziatania majace
na celu ustalenie strategii rozwoju toksykogenomiki i
ocen¢ mozliwosci jej zastosowania w badaniach toksy-
kologicznych i ekotoksykologicznych. W latach 2003
i 2004 odbyly si¢ dwa robocze spotkania ekspertow
OECD 1 IPCS w Berlinie i Kyoto, na ktorych omawiane
byly zagadnienia zwigzane z potencjalnym wykorzy-
staniem technologii ,,omika” w ocenie zagrozen zdro-
wia 1 $rodowiska. Jednocze$nie zwrocono uwage na
istniejace aktualnie ograniczenia (natury biologicznej,
technicznej i bioinformatycznej) ich zastosowania dla

podjecia regulacyjnych decyzji, pomimo niezmiernie
intensywnego rozwoju i ciggtego udoskonalania na-
rzedzi badawczych stosowanych w toksykogenomice.

Zdefiniowane na spotkaniach w Berlinie 1 Kyoto
dziatania OECD 1 IPCS [29], zmierzajace do zasto-
sowania toksykogenomiki w ocenie zagrozen, jako
elementu oceny ryzyka dla zdrowia wynikajacego z
oddziatywania substancji chemicznych, obejmuja trzy
gtowne obszary: 1) wykorzystania toksykogenomiki
w molekularnym skriningu, 2) wykorzystania toksy-
kogenomiki do identyfikacji nowych biomarkerow
oraz 3) oceny technologii ,,omika” w kontekscie ich
zastosowania w analizie toksykologiczne;j.

W 2007 roku OECD zainicjowata realizacj¢ projek-
tu ,,Molecular Screening for Characterizing Individual
Chemicals and Chemical Categories” koordynowanego
przez USA oraz nadzorowanego przez Komitet Dorad-
czy OECD/IPCS ds. Toksykogenomiki. W tym samym
roku Agencja Ochrony Srodowiska USA (US EPA)
rozpoczeta program badawczy ,,Developing Predictive
Signatures for Chemical Toxicity”, ktérego podstawo-
wym celem jest rozwoj metod (wykorzystujacych m.in.
profil genomowy i metabolomowy) do testowania i skri-
ningu substancji chemicznych. Rowniez realizowany
przez Wspolne Centrum Badawcze 7 program ramowy
Wspélnoty Europejskiej (2007-2013) w dziedzinie
badan i rozwoju technologicznego, do priorytetowych
zagadnien zalicza opracowywanie metod badawczych
wykorzystujacych toksykogenomike, celem ogranicze-
nia badan na zwierzgtach.

EKSPRESJA GENOW - PREDYKTYWNY
PARAMETR TOKSYCZNOSCI

Aby komorka mogta wykorzysta¢ informacj¢ ge-
netyczng zawarta w DNA, ekspresja genow, z ktorych
kazdy jest nos$nikiem okreslonej informacji, musi

JADRO CYTOPLAZMA

DNA
l Transkrypcja

Pre-mRNA

'

-modyfikacja kofica 5” (capping)

+poliadenylacja konca 3* Stabilizacja Stabilizacja
-metylacja

Dojrzae «redagowanie / /
mRNA Translokacja Dojrzale Translacja
mRNA —= — 2#Bialko

\ \

Degradacja Degradacja

Ryc.2  Schemat przedstawiajacy etapy regulacji ekspresji
genoéw [wg 23].
Scheme introduced of gene expression regulation

[from ref. 23].
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zachodzi¢ w skoordynowany, podlegajacy regulacji
sposob. Dla wigkszo$ci gendw, o ile nie dla wszystkich,
regulacja ekspresji odbywa si¢ na etapie transkrypcji,
modyfikacji pierwotnego transkryptu, translacji i mo-
dyfikacji produktu biatkowego [17].

Co wigcej, poszczegbdlne etapy tej regulacji od-
bywajg si¢ w roznych przedziatach komorkowych, tj.
w jadrze komorkowym i cytoplazmie, co rowniez daje
dodatkowe mozliwos$ci regulacyjne, np. warunkiem
transportu mRNA z jadra do cytoplazmy jest prawi-
dtowe uformowanie konca 3’ pierwotnego transkryp-
tu [23]. Kazdy z etapéw regulacji ekspresji gendow
zdeterminowany jest znaczng ilo$cig powigzanych ze
sobg uktadéw kontrolujacych, a sygnaty niezbedne dla
tych procesd6w powstawaé mogg wewnatrz komorki
jak réwniez moga dociera¢ ze srodowiska zewnetrz-
nego, oddziatujac na DNA, RNA i biatka. Zaburzenie
prawidlowego funkcjonowania genéw pod wptywem
zaré6wno endo- jak i egzogennych czynnikéw, stano-
wigce wykladnie zmian w ich ekspresji determinuja

Substancja chemiczna

e N\

Receptor Skladnik blony
blonowy
Receptor Biatko
cytoplazmatyczny cytoplazmatyczne

Indukcja / Represja
% transkrypcji genow ¢

" Wazrost / Obnizenie )
produktéw genu

. (bialka regulatorowe, ;
enzymy, receptory)

#" FENOTYPOWA ™,
. ODPOWIEDZ
ADAPTACYJNA TOKSYCZNA
Ryc.3  Komoérkowa odpowiedZ na substancje chemiczne

i aktywnos¢ transkrypcyjna genow  stanowigca
element tej odpowiedzi [wg 24]

The cellular response to chemicals and gene trans-
criptional activity being just one component part

[from ref. 24]

patologie komorki i w konsekwencji umozliwi¢ moga
zdefiniowanie potencjalnych toksycznych nastepstw
tych zmian. Oddziatywanie egzogennych czynnikéw
(ksenobiotykéw; w tym §rodowiskowych czynnikow
chemicznych) na aktywnos$¢ transkrypcyjng genow
nalezy rozwazaé, jako proces dynamiczny obejmujacy
biochemiczne/molekularne zdarzenia [24].
Uogolniajac zagadnienie, droga zmiany ekspresji
gendow pod wplywem substancji chemicznej moze zo-
sta¢ zainicjowana zwigzaniem si¢ substancji chemicznej
z odpowiednim receptorem btony komoérkowej, co
uruchamia kaskade przekazywania sygnatu do jadra ko-
morkowego 1 aktywacje czynnikow transkrypcyjnych.
Egzogenne substancje chemiczne moga wywolywaé
zmiany aktywnosci genow réwniez na drodze akty-
wacji wewnatrzkomérkowych biatek receptorowych,
takich jak konstytutywny receptor androstanu, CAR
(constitutive androstane receptor) czy tez receptory
PPARSs (peroxisome proliferator-activated receptors).
Na przyktad fenobarbital (PB), niegenotoksyczny
zwigzek o udowodnionym dziataniu rakotwoérczym
dla gryzoni, ulatwia translokacje CAR z cytoplazmy
do jadra komoérkowego, gdzie w formie heterodimeru
z receptorem retinoidu X (CAR/RXR) rozpoznaje
odpowiednig sekwencj¢ odpowiedzi w DNA (PBRE,
phenobarbital-responsive element), co prowadzi do
wzmozonej transkrypcji CYPs [32]. Z kolei zwigzki
z grupy tzw. proliferatorow peroksysomow (PPs) po-
przez interakcje z receptorem PPARa (jedna z form
molekularnych PPAR) wplywaja na zmiang transkryp-
¢cji licznych genow zwigzanych z metabolizmem oraz
z proliferacjg komorek i apoptozg [35]. Transkrypcyjna
odpowiedz moze rowniez uwzglednia¢ interakcje sub-
stancji chemicznych z niereceptorowymi komponen-
tami komdrkowymi (blonowymi i/lub wewnatrzko-
moérkowymi); w tym przypadku w wyniku sprzezenia
zwrotnego oddziatujg na jadro komoérkowe indukujac
lub hamujac transkrypcje okreslonych genéw. Zmiany
aktywnosci transkrypcyjnej genow przektadajg si¢ na
modulowanie ich produktow biatkowych, a efektem
koncowym jest fenotypowa odpowiedz, ktéra moze
mie¢ charakter adaptacyjny lub toksyczny [24]. Dlate-
g0, pomimo istniejgcego pogladu [27, 32], ze zmiany
w ekspresji gendéw odzwierciedlaja kazdy toksyczny
efekt, ten postawiony znak réwnos$ci nie wydaje si¢
by¢ tak jednoznaczny i bezwzgledny. Zdefiniowanie,
ktore zmiany ekspresji gendw (okreslone w funkcji
dawki i czasu) odzwierciedlajg efekt toksyczny, a ktore
adaptacyjny/kompensacyjny efekt, ma fundamentalne
znaczenie. To rozrdznienie nie jest proste, jezeli wezmie
si¢ pod uwage, ze adaptacyjny charakter zmian ekspres;ji
gendw wykrywany w badaniach krétkoterminowych
1 rozwazany jako nietozsamy z toksyczno$cia, w ba-
daniach przewlektych moze okaza¢ si¢ determinanta
efektu szkodliwego, przydatna w identyfikacji zagro-
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zen. Przyktad stanowi¢ moze indukcja ekspresji gendw
cytochromu P450 (CYP).

TOKSYKOGENOMIKA A CHEMICZNA
KANCEROGENEZA

W procesie chemicznej kancerogenezy zaréwno
zmiany genetyczne jak i epigenetyczne odgrywaja
istotng role [18, 45]. Czynniki wykazujace potencjat
kancerogenny indukowa¢ moga obydwa typy zmian;
ich mechanizmy nie wykluczaja si¢ wzajemnie, ale
wspolnie wpltywaja na rozwoj procesu nowotworowego.

zane z bezposrednimi uszkodzeniami DNA [10, 34].
Na przyktad w badaniach znanych genotoksycznych
hepatokancerogenow, N-nitrozodietyloaminy (NDEA)
i1, 2 - dimetylohydrazyny (SDHM) wykazano, ze
zwigzki te oprocz genotoksycznych efektow wywotuja
zmiany w metylacji DNA [30, 34]. Niegenotoksyczne
kancerogeny (NGCs) dziataja poprzez mechanizmy,
wykluczajace mutacyjne uszkodzenia DNA komorek
(mechanizmy epigenetyczne). W docelowych komor-
kach wywotuja efekty biologiczne, ktore posrednio
prowadzi¢ mogg do transformacji nowotworowej albo
stymulujg rozwdj nowotworu juz z zainicjowanych
komorek [11, 45]. Zrdéznicowane mechanizmy dziatania

Proces
nowotworowy

Uszkodzenia
DNA

>

Mutacje punktowe

Aberracje chromosomowe

[/ —
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Chemiczna kancerogeneza — wieloetapowy proces uwzgledniajacy zarowno genotoksyczne i niegenotoksyczne

Chemical carcinogenesis — a multi-step process regarding both genotoxic and non-genotoxic events. Modified

from ref.[ 9].

Inicjacje procesu chemicznej kancerogenezy roz-
patrywac nalezy na poziomie pojedynczej komorki,
w ktorej nastgpita kumulacja btedow genetycznych.
Zmieniona genetycznie komorka (komorka zaini-
cjowana) przejawia potencjalng zdolnos¢ do trwalej
ekspresji fenotypu nowotworowego pod warunkiem
utrwalenia tych zmian, co wymaga jednej lub wiecej
rund cyklu komérkowego. Zaréwno zwigkszona proli-
feracja komorkowa jak i supresja apoptozy prowadzié
moga do klonalnej ekspansji zainicjowanych komorek
[38]. W tym kontekScie chemiczne kancerogeny sa
klasyfikowane, jako: genotoksyczne i niegenotoksyczne
[11]. Jednak ten prosty system klasyfikacji zwigzkoéw
rakotworczych jest aktualnie kwestionowany, zwlaszcza
w aspekcie oceny ryzyka [2]. Genotoksyczne zwigzki
rakotworcze (GCs) wykazujace zdolnos¢ kowalencyjne-
go wigzania si¢ do miejsc nukleofilowych obecnych w
zasadach purynowych i pirymidynowych DNA, tworzac
addukty z DNA powoduja uszkodzenia materialu gene-
tycznego komorek ujawniane, jako mutacje genowe i
chromosomowe. Nalezy jednak podkresli¢, ze zwigzki
te moga rowniez dziata¢ poprzez mechanizmy niezwig-

NGCs obejmujg migdzy innymi, tworzenie reaktywnych
form tlenu (ROS) uszkadzajacych DNA, lipidy i biatka
[2, 11]. Bezposrednie albo w wyniku oddziatywania
produktow peroksydaciji lipidow, tlenowe uszkodzenia
DNA moga uczestniczy¢ w inicjacji kancerogenezy.
Z kolei, tlenowe uszkodzenia biatek mogg zmieniac
sciezki sygnatowe, np. regulacji czynnikdéw transkryp-
cyjnych i kaskady kinaz, co w konsekwencji prowadzi¢
moze do zaburzenia ekspresji genéw 1 wzrostu proli-
feracji komorkowej oraz zahamowania apoptozy. Brak
rownowagi pomiedzy replikacja i $miercig komorek
determinuje zaburzenie homeostazy komorkowej [15,
38], ktorej konsekwencja moze by¢ transformacja no-
wotworowa.

Wprowadzenie krotkoterminowych testow in vitro
i in vivo do wykrywania uszkodzen genetycznych,
rozwigzalo czgSciowo problem wstepnej 1 szybkiej
oceny potencjatu rakotworczego substancji chemicz-
nych. Jednak zadna z obecnych znanych metod oceny
genotoksyczno$ci substancji chemicznych (in vitro oraz
in vivo), nie spetnia warunkow idealnego systemu ba-
dawczego i nie moze zastapi¢ dtugookresowych badan
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rakotworczos$ci z zastosowaniem modeli zwierzegcych.
Podkresla si¢ [42] trudnos$ci i ograniczenia przy ekstra-
polacji pozytywnych wynikoéw testow genotoksycznych
na ryzyko nowotworowe poniewaz zastosowane w nich
modele do§wiadczalne jak i warunki badania sg zbyt
wyspecjalizowane pod katem czutos$ci, szczeg6lnie
dotyczy to testow in vitro, docelowe geny/chromosomy
w nich badane nie odpowiadaja docelowym genom/
chromosomom bioracym udziat w procesie kancero-
genezy. Ponadto, wykrywane w testach uszkodzenia
DNA, w warunkach fizjologicznych moga by¢ napra-
wiane, a komorki z uszkodzeniami DNA usuwane na
drodze martwicy i/lub apoptozy. I aczkolwiek zwigzek
przyczynowo-skutkowy pomigdzy uszkodzeniem DNA
1 rozwojem nowotworu jest dobrze udokumentowany,
to jednak zastosowana w badaniach [19] bateria trzech
testow in vitro (test Amesa, mikrojagdrowy oraz test na
aberracje chromosomowe), jako rdéznicujacy wskaznik
dla zwiazkow rakotworczych v. nierakotworczych, nie
spetnita oczekiwan. Wykazane liczne falszywie pozy-
tywne wyniki wskazuja na niska specyficznos¢ zasto-
sowanych testow w tym zakresie. Do chwili obecne;,
mimo licznych préb [1, 32], wytypowanie wczesnych
wskaznikoéw stuzacych, jako testy do identyfikacji i oce-
ny oddziatywania NGCs, pozostaje nadal problemem
otwartym. Dlatego, jak dotad standardem z wyboru do
identyfikacji zwigzkow rakotworczych sa 2.letnie ba-
dania przeprowadzane na zwierzetach laboratoryjnych.

Zastosowanie toksykogenomiki w badaniach
zwigzkow rakotwdrezych, nie tylko stwarza mozliwosci
doglebnego poznania mechanizmow ich dzialania, ale
rowniez stanowi¢ moze podstawe dla wezesnej oceny
potencjatu kancerogennego czynnikéw chemicznych
o epigenetycznych mechanizmach dziatania [3, 5, 33].
Wyniki badan z tego zakresu wskazuja na realno$¢
tych zatozen.

Nie 1 wsp. [25] stosujac technike mikromacierzy
cDNA, wyselekcjonowali geny, ktorych profil ekspresji
ulegatl zmianie w watrobie szczurow, narazonych na
pojedynczg dawke 24 NGCs w porownaniu do 28 niera-
kotworczych zwigzkéw (NCs). Sposrod aktywowanych
genow w wyniku oddziatywania NGCs, 50% zwigzana
byla z protoonkogenem c-myc, ktorego aktywacja w wy-
niku mutacji lub nadekspresja prowadza do dysregulacji
cyklu komdrkowego [9]. Biatko myc jest mitogennym
czynnikiem transkrypcyjnym aktywujacym geny cy-
klin i kinaz cyklino-zaleznych (CDKs), ktore inicjuja
1 uczestnicza w progresji cyklu komérkowego [20].
Stwierdzono blisko 90% doktadno$¢ analizy profilu
ekspresji gendéw z klasyfikacja przebadanych zwiazkow.
Thomas et al. [41] porownali profil ekspresji genow
komorek ptuc myszy B6C3F1, ktorym podawano dro-
ga pokarmowa albo w diecie przez okres 13 tygodni
rakotworcze zwiazki (rézniace si¢ struktura chemicz-
ng, potencjatem genotoksycznym oraz mechanizmem

dziatania), z ekspresja gendéw myszy narazonych na
NCs. Zidentyfikowano 6 genow (kodujace enzymy
biorgce udziat w endogennym, jak i ksenobiotykéw
metabolizmie oraz 1 gen receptora czynnika wzrostu),
ktorych ekspresja wykazywata dodatnia, predyktywna
korelacje (93,9% doktadno$¢, 95,2% czutos¢ 1 91,8%
specyficznos¢) z potencjatem rakotworczym badanych
zwigzkow. W innej pracy [26], przeprowadzono porow-
nawczg analizg ekspresji gendéw (technika ilosciowego
PCR; qPCR), zwigzanych z proliferacja komorkowa
(myc, cdc2 i mem6) w watrobie szczuréw po krotko-
terminowym narazeniu drogg pokarmowa (do 5 dni)
na NGCs (fenobarbital, acetaminofen i metapirylen) i
NCs (fluoksetyna i ranitydyna). Wykazano brak zmian
w ekspresji badanych genéw pod wptywem NCs. Me-
tapirylen i acetaminofen juz po jednorazowej dawce
wywotywaty odpowiednio 3 i ponad 5-krotny wzrost
ekspresji genu myc oraz 2 i ponad 4-krotny cdc2. Kon-
tynuowanie narazenia zwierzat (5 dawek) wzmagalo
przedstawiony powyzej efekt. Fenobarbital stymulowat
tylko nadekspresje genu cdc2 (4-krotny wzrost eks-
presji). Nalezy jednak podkresli¢, ze w mechanizmach
rakotworczego dzialania metapirylenu i acetaminofenu
uwzgledniana jest hiperplazja regeneracyjna, podczas
gdy w przypadku fenobarbitalu, aktywacja jadrowego
receptora CAR [32]. Z badan przeprowadzonych przez
Fieldena 1 wsp. [13] wynika, ze na podstawie profilu
ekspresji okreslonego zestawu genow mozliwa jest nie
tylko predyktywna ocena potencjatu kancerogennego
danego zwiazku, ale réwniez mozliwe jest wskazanie
jego potencjalnego mechanizmu dziatania, poprzez
porownanie jego profilu ekspresji gendw z profilem
zwigzkow o znanym MOA. Ponadto autorzy pracy
wykazali, ze wzorzec ekspresji genow moze by¢
bardziej czutym, swoistym i doktadniejszym biomar-
kerem hepatokancerogenezy indukowanej NGCs, niz
tradycyjne wskazniki biologiczne (hipertrofia, wzrost
masy watroby, martwica hepatocytow, aktywnos¢ ALT
w surowicy, indukcja mRNA P450 i represja mRNA
alfa-2-makroglobuliny).

Wyniki powyzszych badafh sugeruja, ze zmiany
w aktywno$ci transkrypcyjnej genow moga by¢ roz-
wazane, jako prognostyczne biomarkery transformacji
nowotworowej indukowanej NGCs. Jednoczesnie
wskazujg na mozliwo$¢ oceny potencjatu rakotwor-
czego zwigzkow na podstawie profilu ekspresji genow
w badaniach krotkoterminowych.

Podjete zostaly rowniez proby wykorzystania toksy-
kogenomiki w badaniach mechanizmoéw rakotworczego
dziatania substancji chemicznych, reprezentujacych
kancerogeny genotoksyczne (GCs) i niegenotoksyczne
(NGCs). Ellinger-Ziegelbauer et al. [ 11] przeprowadzili
analize profilu ekspresji genéow (na mikromacierzy
Affymetrix RGU 34A) w komodrkach watrobowych
szczurdw, poddanych dziataniu GCs (2-nitrofluore-
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nu, dimetylonitrozoaminy, aflatoksyny B1 i NNK")
oraz NGCs (dietylostilbestrolu, Wy-14,643, tlenku
piperonylobutylu i metapirylenu) przez okres 14 dni.
Badane zwiazki stymulowaly nadekspresje charakte-
rystycznych, odpowiadajacych ich MOAs grup genow,
uczestniczacych w komorkowej odpowiedzi. Przyktad
stanowi¢ moze wykazana po narazeniu zwierzat na
GCs, silna nadekspresja genu MGMT, ktory koduje
biatko naprawcze DNA, usuwajace grupy alkilowe z
pozycji O guaniny, miejsca alkilacji DNA [31]. Poten-
cjat GCs do bezposredniego indukowania uszkodzen
DNA mozna réwniez taczy¢ z wykazanym wzrostem
ekspresji p53-zaleznego genu p21 (Waf1/Cipl). Biatko
p21 zaangazowane jest w regulacj¢ naprawy DNA. Jego
aktywacja po uszkodzeniu DNA powoduje zahamowa-
nie wejscia komorki w faze S cyklu komorkowego [8],
co wydluza tym samym czas na reperacje uszkodzen.
Wykazany nieznaczny wzrost ekspresji genu p2/ pod
wpltywem NGCs, autorzy tlumacza indukcja przez
te zwigzki stresu oksydacyjnego, co wydaje si¢ by¢
prawdopodobne w $wietle stwierdzonej jednoczes$nie
aktywacji przez NGCs, innych genow uczestniczacych
w odpowiedzi na reaktywne formy tlenu (ROS), tj. genu
Apexl czy tez gendw kodujacych biatka szoku ciepl-
nego (HSPs). Zgodnie z oczekiwaniami, NGCs silnie
aktywowaty rowniez geny, kodujace biatka zwigzane
z replikacja DNA (MCM6, PCNA, TOP2A) i progresja
cyklu komdérkowego (Cdc2, cyklina B1). Kontynuowa-
ne przez ten zespot [10] badania zmian profilu ekspre-
sji genow w watrobie szczuréw pod wpltywem GCs i
NGCs, rozszerzone o nowe zwiazki i uwzgledniajace
ponadto zwiazki nierakotworcze (NCs), dla ktorych
profil ekspresji genow stanowit kontrolg, umozliwity
zdefiniowanie grup genow (biomarkeréw), ktére moga
odgrywac¢ role we wezesnych efektach biologicznych
zwiazanych z rozwojem chemicznej kancerogenezy.
Biomarkery te umozliwity identyfikacj¢ GCs i NGCs
z doktadnoscig do 88%.

Interesujace wydaja si¢ wyniki Hestera i wsp. [16],
ktorzy na podstawie oceny ekspresji genow indukowa-
nych glutaraldehydem i formaldehydem sugeruja, ze
brak dziatania rakotworczego glutaraldehydu wynika
z jego wickszej toksycznosci. Autorzy [16] wykazali,
ze zwigzki te indukowaty odmienny szlak apoptotycz-
ny. Stymulacja apoptozy przez formaldehyd zwigzana
byta z indukcja receptora TNF i FAS, z dalsza indukcja
kaspaz. Natomiast glutaraldehyd stymulowat ekspresje
genoéw zwigzanych z mitochondrialng rodzing genéw
Bcl-2, tj. BAD i BAX oraz genu OCTN2, kodujacego
bialtko, transportera karnityny bioracej udziat w oksy-
dacji kwasow ttuszczowych [40]. Badane aldehydy
wykazywaly rowniez odmienny profil ekspresji gendw
naprawy DNA.

' 4-(metylonitrozoamino)-1-(3-pirydylo)-1-butanon

Pomimo pewnych ograniczen (uwzglednianie gtéw-
nie watroby, jako docelowego narzadu, zazwyczaj jeden
poziom dawkowania) oraz niekompletno$ci danych (np.
brak wyznaczonej zaleznosci dawka-odpowiedz), wy-
niki dotychczas przeprowadzonych badan wskazujg na
potencjalne, praktyczne mozliwosci zastosowania trans-
kryptomiki w klasyfikacji zwigzkdéw rakotworczych,
w badaniach ich mechanizméw jak rowniez w iden-
tyfikacji NGCs. Rozszerzenie badan rakotworczych
zwigzkow o analize proteomiczng i metabolomiczng
moze wnies¢ wiele nowych, istotnych informacji do
ich MOAs. Nieliczne dotychczas przeprowadzone
badania z zakresu proteomiki, ktérych przyktadem
jest praca Dail a i wsp. [6], potwierdzajg przydatnosé
analizy proteomicznej jako metodologii, ktora moze
znalez¢ zastosowanie w badaniach toksykologicznych.
Wynikiem analizy przez autoréw [6] proteomu watroby
szczuroéw, bylo utworzenie listy biatek, ktorych ekspre-
sja ulegata zmianie w wyniku dziatania fenobarbitalu
(PB). Sposrod zidentyfikowanych 3342 bialek, 121
biatek ulegato silnej nadekspresji a 127 charakteryzo-
walo si¢ ekspresjg obnizong w poréwnaniu do grupy
kontrolnej szczuréw. Efekt dzialania PB dotyczyt 3
podstawowych grup biatek, obejmujacych te zwigzane
zregulacja cyklu komorkowego, biatka CYP i apoptozy.
Wryniki te dobrze korespondowaly (z wyjatkiem biatek
zaangazowanych w apoptoze) z dwiema hipotezami
dotyczacymi rakotwoérczego dziatania PB. Jedna z tych
hipotez zaktada [21, 39] obnizenie pod wplywem PB
apoptozy 1 miedzykomoérkowej komunikacji oraz in-
dukcje proliferacji komoérkowej, jako efektu zaburzenia
funkcji gené6w supresorowych i w konsekwencji ogra-
niczenie czasu na procesy naprawcze DNA. Konkuren-
cyjna hipoteza [7] gtéwnie uwzglednia indukowany PB
wzrost metabolizmu, szczegodlnie indukcje CYP2B, co
skutkuje tworzeniem reaktywnych form tlenu (ROS) i
uszkodzeniem DNA.

PODSUMOWANIE

Potrzeba dysponowania nowymi testami zarowno
do wykrywania GCs jak i NGCs zwiazkoéw nie ulega
watpliwosci wobec szybko wzrastajacej liczby substan-
cji chemicznych, z ktorymi wigze si¢ wzrost ryzyka
wystapienia choroby nowotworowej oraz kosztami i
czasem trwania klasycznych metod badan ich dziatania.
Aczkolwiek proces rozwoju testow toksykogenomicz-
nych, ich walidacja i implementacja do ustawodawstwa
moze by¢ dtugi, ich zastosowanie w przewlektych ba-
daniach substancji chemicznych wydaje si¢ by¢ bardzo
realne. Przemawia za tym wzrastajaca lawinowo, w
ostatnich latach ilo$¢ badan z tego zakresu. Juz dzisiaj,
na podstawie dotychczasowych wynikoéw badan mozna
stwierdzi¢, ze technologie ,,omika” stanowig obiecujace
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narzedzie badawcze dla skriningu potencjalnych rako-
tworczych substancji chemicznych poprzez:

10.

11.

12.

skrocenie czasu testowania,

obnizenie kosztow testowania,

znaczng redukcje¢ zwierzat doswiadczalnych,
mozliwo$¢ doglebnego wyjasniania mechanizméw
dziatania,

mozliwos$¢ klasyfikacji zwigzkow rakotwoérczych
na podstawie profilu ekspresji genow.
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