W

A4

PRIRODOV ECKA FAKULTA UNIVERZITY KARLOVY V PRAZE

KATEDRA BUNECNE BIOLOGIE

BAKALA RSKA PRACE

Bunky jako zdroj toxikologické informace

Radan Matura

Skolitel: RNDr. Karel Nesgrak Ph.D.

~



ProhlaSuji, Ze jsem tuto bak&&ou praci vypracoval samostatipouze s pouzitim uvedené

literatury.

V Praze, 19. 8. 2011




Na tomto mist bych se cl omluvit svému Skoliteli, RNDr. Karlu Nesfrakovi Ph.D. za to,

Ze jsem zanedbal konzultace s ninfespp praci odevzdal.



Souhrn

Tato prace se zabyva testovanim genotoxickyohki cigaretoveho kaie metodamin vitro

a zarové priblizuje mutagenni fsobeni polyaromatickych uhlovodik které jsou jeho
vyznamnou sotasti. V praci je uvedeno celkem 6 metod, které meimp vitro testovani
genotoxicity cigaretového koel a jeho slozek, vyuZivaji nejvice. Jedna sehymidin
kindzovy test na mysi baéné linii L5178Y, mikrojadrovy test, test vysmy sesterskych
chromatid, chromozomovy ab€rda test, kometovy test a hypoxantin-guanin

fosforibosyltransferdzovy test.
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Summary

This work is about cigarette smoke genotoxiowitro testing methods and also elucidate
polyaromatic hydrocarbons mutagenic activity foes are cigarette smoke’s heavy players.
There are 6 methods we use to test cigarette sanwdkéts compounds here in this elaborate.
These are Mouse lymphoma assay (or Mouse lymphonyaidine kinase assay),

Micronucleus asssay, Sister chromatide exchangayassommet assay, Chromosome

Aberration Test and Hypoxanthine-guanine phosplsgiltransferase assay.

Key words

Cigarette smokean vitro, polyaromatic hydrocarbons, genotoxicity



Y0 10 o ¢ o U UPRPPPRPPPRPRTPRR 4
SUIMIMIAIY .ttt et e e e eeerem e e et e e e et e e e et e e e et e e e e ta e e et bmenae s e s eeeebaeeeesneeesbneaees 5
(0] 0157 o 1R PP 6
Seznam POUZItYCh ZKIateK..........oooiiiii e e 7
(0 177o o RSOOSR 8
(€T=T 0] (0) (o] - NP PPPPPPPPPPPPR 9
(@40 =T =] | USSR RTPPPPRTPRR 9
Nebezpenost CIgaretOVENO K@EL...............uuuueeiiiieiiee e e e e e e e e e e e e e e eaaeeeeees 9
SloZeni CIgaretOVENO KORI............ccooiiiiiiiiiiiiiiiceicee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aannnns 9
Ziskavani testovateln€ho materialu ... 10
PolyaromatiCké UNIOVOUIKY...........cociueet e e ee sttt ee e e e e e e e e e e e e e enssseseeeeeeeeeeeeaeens 12
Uvod do polyaromatickych uhlovodiks/ cigaretovem Kall..............c..ccvevieeeveeeeinienennane 12
Vznik intermediat a mechanismy navazani Na DNA ... e 13
Teorie oblasti zalivu dihydrodiol epoxidBay region dihydrodiol epoxides pathway)..... 14
Teorie vzniku radikalovym kationem (Radical katfgethway) ............cccoooeeviiiiiiiiiinnnnne. 15
Teorie vzniku pes o-chinon (PAH-o-quinone activation)...........ccccoevvveveviviiiiiciiieeeeenn. 16
Metody testovani genOtOXICITN VITIO .....uuvueeeiieeiiiieeeee e ee e 18
Metabolicka aktivace pomoci frakCe S9 ......coeeeeeriiiiiiiiiiiee e 18
Thymidin kinazovy test na mysi b&imé linii L5178Y (MLA — Mouse Lymphoma Assay
(popr. Mouse Lymphoma Thymidine Kinase ASSAY)) ... e eeerrreeeeerrmminiiiiiiaaaeaeaaaaaees 19
Hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazovy tesygidxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase assay (HGRRAIPRT)) .....ccovvuviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeevvv e 21
Mikrojadrovy test (MicronuCIeUS (MN) @SSSAY) . uwssrrrrrrrrrrmrrererrerreeeeeeeeeeseenmmmnnnnnees 22
Test vyneény sesterskych chromatid (Sister chromatide exah&§8GE) assay)................ 23
Kometovy test (COMMEL @SSAY) ...vvveeeeeiiii ittt et e e e e e e e e e e e e s s s s rnnnnneeeeeaaaeeas 24
Chromozomovy abetai test (Chromosome Aberration Test) .......cccceeeeveevevieeveeiivnnnnnns 25
A - 1Y < PP PPPPRPRP 26
SezZNam POUZILE [IEEIALUIY .......cceiiiiieeeeieeeeeee e e e e e ettt s e e e e e e e e e e eeeaeaeaaeeeeeeeeeesessnnnnns 27
1[0 o = PP PEPUPPPRRR 33



Seznam pouzitych zkratek

BrdU — Bromdeoxyuridin

CSC - Cigarette smoke condensate

CYP — Cytochrom P (superrodina)
DMSO - dimethyl sulfoxid

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

EH — Epoxid hydrolaza

HPV — Human papiloma virus

CHL (V79) — Chinese hamster lung (V79)
CHO — Chinese hamster ovary

IARC — International Agency for Research on Cancer
MLA — Mouse Lymphoma Assay

MMS — Methylmethan sulphonate

MN — Micronucleus

MS — Mainstream smoke

PAH — Polycyclic aromatic hydrocarbon
PAU — Polycyklické aromatické uhlovodiky
SCE - Sister chromatide exchange
SCGE - Single cell gel electrophoresis
SS — Sidestream smoke

TFT — Trifluorthymidin

TK — Thymidin kynaza

TPM — Total particulate matter

WS — Whole smoke



Uvod

Pri spalovani tabaku v cigaretach dochazi k vzniklygyklickych aromatickych
uhlovodiki (PAU) (anglicky: ,Polycyclic aromatic hydrocarbdn®AHS)). Tyto se nasledn
dostavaji do organismu, kde dochazi k jejich mdiatweani pro ely jejich vyloweni. Tim
vSak vznikaji por&rné reaktivni meziprodukty, které interaguji s deokgnukleovou
kyselinou (DNA) a proteiny. Tak navozuji mutace MA® (genotoxicita) a nadorové
zvrhavani buék. Byly vyvinuty laboratorni testovaci postupy nghaleni miry mutagenity a
karcinogenity chemickych individui. Testovani nayeh zviatech s sebou ale nese &ma
moralni, finagni a ¢asové naroky. A proto se v co n8#§ mie vyuziva (tam kde je to
mozné)in vitro toxikologického testovani na tkach.

V této praci piblizim proces, ktery vede od cigarety k odhalemiyngenotoxickych
G¢inka cigaretového kae, jehoz vyznamnou sloZzku #oPAU, metodamiin vitro na
sawvich buikach, spolén¢ s podstatou, ktera se za tim skryva.

Prace je strukturovana dé tasti. Prvni se zabyva cigaretami a ziskem chemickeé
informace z nich, kterou Ize vyuZzit pria vitro studium genotoxicity. Druh&ast shrnuje
vyznamnou genotoxickou séést cigaretového kae, polyaromatické uhlovodiky, ve vztahu
k deoxyribonukleové kyselén Tieti ¢ast popisuje samotni vitro testovani genotoxicity
cigaretoveho koie.

V textu se objevuji ne pénzanenitelné vyrazy ,tabakovy kdti a ,cigaretovy kod".
Tyto nejsou zarrné sjednoceny, jelikoz gkteré ¢lanky uvadi prvni vyraz aékteré druhy.

Nicmére v mém textu maji stejnou vypovidaci hodnotu.



Genotoxicita

Genotoxicita je pojem, kterym ozhigeme winek latek, které poskozuji genetickou
informaci uloZzenou v DNA. Genotoxické latky jsou tagenni, karcinogenni¢i oboji.
Mutagenni fisobeni mni primarni strukturu dvousroubovice DNA. Karcinagé pisobeni
umoziuje buikam nekontrolovateth proliferovat. Mutageny a karcinogeny tvodwe

mnoziny latek, které se navzajeiekryvaji, ale nejsou totozné (Williams, 1989).

Cigarety

Nebezpénost cigaretového kate

Epidemiologické studie uvéfd, Zze koueni tabaku (kde zgay podil tvai praw
cigarety) zfisobuje piblizné¢ 30% vSech nadorovych uamrti ve vyggh zemich. Jedna se o
nadory: plic, ledvinové paniky, maiového ngchyke, Ustni dutiny, hrtanu, hltanu, jicnu,
nosni dutiny, vedlejSich dutin nosnich, nosohltataludku, ledvin, jater, &ozniho keku,
pravdpodobré tlustého gteva, prsu, prostaty a endometria (Virgtial., 2004).

V roce 2000 se kdaeni tabaku pipsalo 4,8 milioi mrtvych po celém s¥¢ (domrely
rozsah 3,94 — 5,93 milionu) (Ezzati and Lopez, 2008n WCeské republice v témZe roce
zentelo v disledku kotieni 17 700 lidi (Petet al., 2003).

SlozZeni cigaretového kae

Tabakovy ko obsahuje vice nez 4000 komponent (Hoffmanal.,1997). Pes 60
znich jsou karcinogeny ze skupin polycyklickych ormaatickych uhlovodik,
heterocyklickych slokenin, N-nitrosamifi, aromatickych amiln heterocyklickych
aromatickych amif, aldehyd, kovii a dalSich. Jejich kompletni &t pro rok 2010 obsahuje
ptiloha 1(Office of the Surgeon General, 2010).



Tabakovy kow také obsahuje uhlikové polymery, jez jsou v cigarém kot
piitomny v koncentraci 10 ¢astic/ml. Na tyto polymery adherujikteré komponenty
cigaretoveého kote, jako €Zké kovy, PAU, N-nitrosaminy a dalSi slozky (Hect299).

Ziskavani testovatelného materialu

Prvnim krokem k ueni sloZeni cigaretového ki®uje nakiovani cigaret rutinnim
analytickym nakiovacim pistrojem dle normy ISO 3308:2000. To jest jednoapatiti
z cigarety za 60 sekund, o objemu 35 centiindirychlovych a trvajici 2 sekundy
(ISO 3308, 2000).

Cigaretovy kow pro poteby analyz rozélujeme na ,mainstream smoke“ (MS) a
,sidestream smoke” (SS). MS vystupuje na koncirata ktery se vklada do Ust a pokuge
do plic, kde se zachytava zm& cast latek v am obsazenych. Paradaxrtedy MS
vydechnuty kidkem obsahuje velmi nizké koncentrace latek jirf@loqmnych v cigaretovém
kouri (¢ast také ped plicemi pohlti cigaretovy filtr, pokud jefifpmen). SS se uwvalje
z haiciho konce cigarety, jdefimno do okolniho pro#tdi a obsahuje vySSi koncentrace
toxickych a karcinogennich latek nez MS. (Baddilal., 2007; Valavanidist al., 2009).
Nicmére i MS ktery nebyl ,@isten” v plicich je még toxicky nez SS, jelikoZz vznikaiip
dokonalejSim spalovani a obsahuje tedy #nédravi Skodlivych latek (MS vznikatip
nasavani vzduchu skrz cigaretu, tedy za vysSi kdreee Q, (VétSi hdeni, vysSi teplota) nez
SS). SS ma obeérvyssSi matugenni a karcinogenni potencial nez M8hiisishamipuet al.
1990; Schick and Glantz, 2005)

Cigaretovy ko MS i SS, jakoZto aerosol,ibeme rozdliit na pevnou a plynnou fazi.
Pevna faze se od plynné @étldzachycenim na Cambridzské filtry. Plynn& fazea(c500
sloZzek) obsahuje plyny¢kavé organické latky, volné radikaly a dalSi. Petarse (cca. 3500
slozek), téZz nazyvana ,total particulate matter'PI) ¢i ,cigarette smoke condensate”
(CSC), je znama jako dehet a pod ni spadaji i PXblajanidiset al., 2009). Nazorné
schéma ukazuje obrazek 1
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Obr. 1: Schéma zisku kondenzéatu a plynné fazeareigvého kote. Revzato a upraveno z
http://www.esainc.com/admin/preview/docs/spool/B8& _cigarette_smoke_condensate.pdf,
ke dni 15.8.2011.

Proin vitro analyzy se uziva prawehtu uvoldného z Cambridzskych fifirpomoci
rozpoustdel (DMSO, methanol, ethanol), jelikoz se #mlziskava a aplikuje. Nicmén
takovyto material neobsahuje veskeré slozky obsaXemivodnim, tzv.: ,whole smoke”
(WS) cigaretovem kdi (chybi plynna faze). Proto secady pouZivat i sloziSi systémy,
které umo#uji primouin vitro aplikaci WS na bitky (Bombicket al., 1997; Okuweset al.,
2010). Nazorné schéma ukazuje obrazek 2

Duvod, pr@ potrebujeme testovat kompletni cigaretovy ko ten, Ze latky vém
obsaZzené spolu navzajem interaguji a interferugitdPma takto postaveny experiment vyssi
vypovidaci hodnotu, nez kdybychom testovali poezimptlivé slozky (White, 2002).

Fifvad cigaretavéha Odtak média

koure l T

Distribuce
cigaretového B
koufe

" B Bufiky rostouci
\ u na pordzni
Odvod .- '__/ rmembrang
cigaretoveho

j_ \_/ \ 7

Pfitak rmedia —==

Obr. 2: Schéma aplikace ,whole smoke" cigaretovéhgie. Revzato a upraveno z
http://www.bat-
science.com/groupms/sites/bat_7awfh3.nsf/vwPagekiWaDO7AXGRG?opendocument&
SKN=1, ke dni 15.8.2011.

11



Polyaromatické uhlovodiky

Uvod do polyaromatickych uhlovodékv cigaretovém koki

PAU jsou organické slagniny kondenzovanych benzenovych jader. Jejich ytyjek
zpasoben jak lidskoucinnosti (prakticky vesSkera lidskdinnost, @i které dochazi ke
spalovani), tak jsou ffiomny girozerg v prirodk (ve vzduchu, vo# padé...). Jednou
z moznosti, kdy mohou vznikat, je spalovani tabakigaretach.

Jiz zprava International Agency for Research onc€aflARC) z roku 1983 podava
piehled o PAU, které maji prokazanou spojitost seikexn nadorovych onemoéni a
vykazuji mutagenni aktivitu (nicm&nne vSechny z nich se nachazi v cigaretovéniikou
(IARC, 1983).

PAU, vzhledem kjejich planarnimu uspdani a vysoké nrd konjugace
aromatickych jader, samy o sobs DNA neinteraguji. K takovému aktu je fedia
metabolicka aktivace, jiz budenovana dalStast této kapitoly. Nicménpoté se z PAU
stavaji vysoce reaktivni molekuly kovaletitee vazajici na DNA (i proteiny) a igobujici
mutace (Wogan and Gorelick, 1985).

V cigaretovém koti se nachazi deset s DNA interagujicich PAU, vimitka 1(Office
of the Surgeon General, 2010).

Zname dva hlavni Zgoby, kterymi PAU v cigaretach vznikaji. Prviika, Zze se
tabakové komponenty za vysoké energie pyrolytidakiadaji na mensi reaktivni molekuly a
volné radikdly, které spolu nasledontvori PAU. Druhy zfgisob zahrnuje jednomolekularni
zacykleni, dehydrataci, aromatizaci a spojovanizéeavych jader. Nejzasagjgimi zdroji
PAU jsou lipofilni latky (lipidy, steroly) a obeénslozky bugcné sény (McGrathet al.,
2007).
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Tabulka 1: Karcinogenni PAU obsazené v cigaretokéui.

benz(a)anthracen ® dibenz(a,h)anthracen ®
P, ~ e
@ Oé) C v@gj

O
benzo(b)fluoranthen OO@ " dibenzo(a,i)pyren - C%gr)

T U e

QR
benzo(j)fluoranthen ) @ dibenzo(a,e)pyren 5

benzo(k)fluoranthen

. 6\ indeno(1,2,3-cd)pyren O
S
Q0L @%.

benzo(a)pyren 5-methylchrysen O

Vznik intermediasz a mechanismy navazani na DNA

K metabolické aktivaci PAU dochazi, jelikoz se anganus tyto latky lipofilni povahy
snazi vylodit moci, coz by z podstaty jejich struktury nebylo bezmriickych modifikaci
mozné. Proto neftve dochazi k oxidmim a reduknim krokim a nasled# ke konjugaci
s latkami dale zvySujicimi hydrofilitu.

Zname ®kolik aktivacnich drah pro PAU, vtéto praci budou uvedeny t
nejzasadgsSi: Teorie oblasti zalivu dihydrodiol epoxidteorie vzniku radikalovym kationem

a teorie vzniku fes o-chinon.
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Teorie oblasti zalivu dihydrodiol epoxid(Bay region dihydrodiol epoxides
pathway)

Tato draha metabolické aktivace PAU sestav&izenzymatickych krok (znazorgnych
na obrazku B

1. krok — Proteiny ze superrodiny cytochrof450 (CYP) CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1
(Shimadaet al., 1998; Shimada and Fujii-Kuriyama, 2004) oxidujvgjnou vazbu*
(¢i spiSe vyuzZivaji dva z dislokovanyotelektrori) na epoxidy PAU.

2. krok — Enzym epoxid hydrolaza (EH) naslédgto nestabilni molekuly hydrolyzuje
na PAU dihydrodioly (zpravidl&rans stereoizomery).

3. krok — ,Dvojna vazba“ sousedici s hydroxylovymi plaami je oxidovana CYP450 a

vznika PAU dihydrodiol epoxid.

oblast Zalvu 1. krok 2. krok
0y, 2, 2H = H. O
—\"-"!—-——:-—-'i- f’ \N‘ L‘.}-—‘.
CYP1ATICY P EI1‘\ . - I & epoxid hydrolaza
HA "-,‘,I_T:'

(+)benzofajpyran-T,B-epasid

3. krok rristo vazhbye na DA

o, 2e, 2H

CYP1ATICYP1EN \,‘
OH

£ H:d H
OH OH

(-Ibenzo|afpyran-T &ditydrodiol {+ e zo{a)pyren -T 4-dilydmodiol-S, 1 0-epoxid

Obr. 3: Schéma metabolické aktivace PAU dihydrodmixidovou cestou.rBvzato a
upraveno z http://en.wikipedia.org/wiki/File:Benza8a%?29pyrene_metabolism.svg, ke dni
15.8.2011.

Oblast zalivu je nyni vysoce elektrofilni a budehaog tvorit kovalentni vazby
s DNA (Harvey, 1991; Xue and Warshawsky, 2005).tdgroces je velice stereochemicky
obsahly a je podrokji rozpracovan v Yang, 1988; Xue and Warshawsky)52(Bhimada,
2006.
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Samotné vazb dihydrodiol epoxidu PAU na DNA jeStpredchazi nekovalentni
interkalace (Geacintov, 1986). Naslédwochazi ke kovalentni vagzbmezi uhlikem
dihydrodiol epoxidu PAU, ktery spolut¥iofunkéni epoxy skupinu (konkrété tim, co je dale
od hydroxylovych skupin — je znazémv obrazku Ba nukleotidovou aminoskupinou mimo
cyklus nukleotidu. Aminoskupina disponuje volnymeldtonovym parem a je tedy
nukleofilni, oproti uhliku oblasti zalivu, ktery gektrofilni (vazba znazo&éna na obrazku 4
obrazku 3. Dihydrodiol epoxidu PAU slouzi jako vazebni pet predevSim
deoxyguanosinmonofosfat a deoxyadenosinmonofoBi@iple, 1994). Existuji ale zaznamy
0 aduktech, které vyuzivaji i dalSi atomy dusikitiopnné v nukleotidech (Wolfet al., 2004).

Z PAU, které se nachazeji v cigaretovém ikojako karcinogeny, jsou takto
metabolicky aktivovany benzo[a]pyren (Gelbainal., 1980); 5-metylchrysen (Heckt al.,
1986); benz[a]antracen (Levebal., 1978).

dNu dNu L ToNH
s, HO, £ '
( C 7 HO NS N AN
N —.. o C Al ( HOY, L 5 j -
= DNA HO' HO ) [ T 5
OH OH OH ”‘_f."" "“‘».,]_/' P “‘\35?"
diol epoxid DNA diol epoxid o

Obr. 4 vlevo: Adukce diol epoxidu PAU na DNA (dstereovarianty). i@vzato a upraveno
z Xue and Warshawsky, Toxicko Appl Pharmacol, 2005.

Obr. 5 vpravo: Vazba PAU na DNAgs exocyklickou aminoskupinurd¥zato a upraveno
z Hang, J Nucleic Acids, 2010.

Teorie vzniku radikalovym kationem (Radical katigrathway)

Radikalovy kation PAU vznik& odstramm jednoho dislokovaného elektromu To
ma na swdomi enzym cytochrom P450 peroxidaza (proces zné&zona _obrazku 6
(Cavalieri and Rogan, 1985). Aby mohlo k tomutoitige nutné, aby & PAU relativre
nizky ioniz&ni potencial (tj. energii pggbnou k odtrzeni elektronu) cca 7,35 eV a &én
Naboj také musi byt vhodrokalizovan a stérickyijstupny. (Cavalieri and Rogan, 1992).

Bylo objeveno, Ze DNA adukty PAU vzniklé cestouikatbveho kationu jsou ziaé

nestabilni a dochazi k samovolnému &péhi purinovych bazi od cukergésti nukleotidu
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(tzv. depurinace). Hlavnimi vazebnymi partnery kadionové radikaly jsou dusik v pozici 7
(N7) na deoxyguanosinmonofosfatu a  deoxyadenosiofosfatu. V gipac
deoxyadenosinmonofosfatu jes$tusik v pozici 3 (N3) (Cavallieri and Rogan, 1995)

“ Cytochrom P430
OGG Peroxidaza

Radikalovy kation

Obr. 6: Ustaveni kationového radikalu PAWe¥zato a upraveno z Xue and Warshawsky,
Toxicko Appl Pharmacol, 2005.

Teorie vzniku es o-chinon (PAH-o-quinone activation)

Pro vzniko-chinonu PAU je nejprve nutny vznik dihydrodiolugjpou cestou jako
v pripact vzniku dihydrodiol epoxid PAU. Nasledd enzym dihydrodiol dehydrogenaza
takovou molekulu oxiduje a vznikd ketol. Ten tauesinuje na katechol, ktery nasledn
spontans oxiduje az na PAUWb-chinon. Dva kyslikyo-chinon PAU vyrazé odcerpavaji
elektrony, a tintini protilehly uhlik dostatné elektrofilni pro vazbu s DNA (Pennireg al.,
1999). Tento mechanismus je zanesen na obrazku 7

o-chinon PAU tveéi adukty pednostd s deoxyguanosinmonofosfatem a
deoxyadenosinmonofosfatem, stabilni i nestabilrép(in&ni) (Xue and Warshawsky,
2005).
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7 ] 5
Katechol
CYP1A1Epoxid hydrolaza ‘O
Dihydr odiol Oe
dehydrogenaza ( HO
—_— & _ .
R . HO - HO 0; Oxidatimi
HO H Tautomerizace le 1,0, poskozeni
DNA
OH Ketol
NAD(P) "0
o
o-Semichinonowvy anionowy radikal
NAD{F)H
Q- e
C = Oxidathi
. 05 ——3 poskozeni
. le DNA
Misto vazby
na DNA

iog o-Chinon

o

DA adukt

O

Obr. 7: Mechanismus vznikatchinonu PAU s vyznigenym mistem adukce na DNA.

Prevzato a upraveno z Xue and Warshawsky, Toxickd Rparmacol, 2005.
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Metody testovani genotoxicityin vitro

Zmeny genetické informace, jako jsou genové mutacembzomalni pestavby nebo
chromozomalni dalece nebo celogenomové&mgmijsou spojeny s né&nivymi €inky na
viabilitu organismu. Pro odhaleni latek s genotkyioi (¢inky bylo vyvinuto vice nez 100
raznych tym testi akutni genotoxicity (zaroweexistuji dalSi testy chronické toxicity). Ne
vSechny z nich jsou ale dle mezinarodnich staridandiZzitelné, dostat®é¢ spolehlivé a
citlivé pro pouziti v genotoxickych testech latekigaretového kaie (Andreoliet al., 2003).

In vitro genotoxické testy mohou byt zaloZeny na baki@iGhl i savich buikach.
NejznangjSim genotoxickym testem prov&d/m na bakteriich je Amés test (Ameset al.,
1975). Tato prace se vSak dale bude podiolmEnovat pouze tes8in vyuZivajicich sasi
buiiky. Sest hlavnich jsou tyto:

1) Thymidin kindzovy test na mysi b&tné linii L5178Y

2) Hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazovy test

3) Mikrojadrovy test

4) Test vynény sesterskych chromatid

5) Kometovy test

6) Chromozomovy abetai test

VSechny tyto testy maji spdley problém, Ze pozitivni vysledky mohou byt dosazen
latkami, které nejsou genotoxické ale pouze cytot@x Zarové vysoka koncentrace
genotoxické latky rize mit cytotoxické &inky, coz také dava faleSrpozitivni vysledky
(Schramkeet al., 2003; Johnsost al., 2009).

Metabolicka aktivace pomoci frakce S9

Aby bylo docileno co nejrn¢jSi simulacein vivo podminek, uzivame w vitro
uspdadani tzv. frakce S9.&&Kina linii totiz za svojin vitro existenci dediferenciuje do té
miry, Ze ztrati schopnost sama metabolizovat §ktdiny latek. To vSak neodrazi skirest,
Ze v Zivém organismu prochazi cizorodé latky ddilcednimi procesy, kterédkdy toxicitu
snizuji a rkkdy naopak stoji na jejim &atku (jako v pipact PAU). Proto k biikam

piidavame frakci S9¢ast supernatantu z jaterniho homogenatu (dligepypti z jinych tkani)
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z potkana (dle pétby z jiného zvkete) fedem oSéeného chemikaliemi. S9 frakce obsahuje
cytosol (bug¢nou $avu) a mikrozomy (Duffust al., 2007).

Frakce S9 rize latky jak detoxifikovat (viz_ obrdzek 8Schramkeet al., 2006), tak
toxicky potencovat (Devanesahal., 1992).
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Obr. 8: Riklad detoxifik&niho pisobeni frakce S9 (TPM = SCS). (a) TPM bez S9. YT
s S9. Pevzato a upraveno z Schran#eal., Toxikology, 2006.

Thymidin kindzovy test na mysi béené linii L5178Y (MLA — Mouse
Lymphoma Assay (pdgp Mouse Lymphoma Thymidine Kinase Assay))

V testu MLA se vyuziva mySi bédné linie L5178Y, ktera je metodami molekularni
genetiky upravena tak, Ze obsahuje pouze jednuwhirdopii genu pro thymidin kinazu (TK)
(buiiky jsou tedy TK/TK"). Tento gen je nachylny k mutacimispbenym mutageny. Pokud
v ném dojde k mutaci, kterd vgdi enzymovou aktivitu TK, nic se nestane, jelikdg neni
pro buiku esencidlni. OvSem pokud se kikédm pida specificky substrat TK ,n&p
trifluorthymidin (TFT) (toxicky analog thymidinu)a gen TK je stéle furdai (tj. nedoslo
k mutaci, zjisobené testovanou latkou, ktera byadila enzymovou aktivitu TK), dochazi
k interferencim v metabolismu DNA, které jsou praiku smrtici. Pokudipdame TFT a gen

TK je nefunkni (tj. doslo k mutaci, zjsobené testovanou latkou, kter&adgila enzymovou
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aktivitu TK), nedochazi k interferencim v metaboilis DNA (nic se nestane) aitka preziva
(Clive and Spector, 1975; Cliwa al., 1987). Toto uspgadani je shrnuto na obrazku 9

Tento test je pokladan za nejcitlj§i test mutagenicity latek provéy na sawvich
buiikachin vitro. Casto je také vyuzivan k&eni karcinogennichdinka latek, ale protoze ne
vSechny karcinogeny dgobi zaroveé genotoxicky, neni vypovidaci hodnota vzdy uUplna
(Kirkland et al., 2005).

Funkéni TK Funk&ni TK

lﬂ— Genotoxicka latka l + Placebo

NEFunkcmTK (Zmutnuana} Funkéni TK

l + Triffuortfymidin + Triffuorthymidin
Zivé buiiky
Twofid kolonie

Obr. 9: Schéma uspidani Thymidin kindzového testu na mysi &me linii L5178Y.

Vlastni tvorba.

V piipact cigaretového kaie se tento test pouzivd pro ohodnoceni mutagennich
ucinka CSC (popipact WS). CSC se vymyje z filtru a vdmé koncentraci sefida do média,
ve kterém se hiky kultivuji. V rdmci testovani je také nutna valok testovaciho systému,
pii které se otestuje mutagenni odpdvburgk na negativni (napg DMSO) a pozitivni
kontrolu (nap.: methylmethan sulphonate (MMS) a benzo[a]pyrenC3C z referetni
cigarety. Po inkubaci s kontrolami i testovanokdat se biiky selektuji pouzitim nap TFT
a buiky, které geziji se spoitaji. Pozitivni vysledky byly ziskany u vzarlCSC, které byly i
nebyly metabolicky aktivované. U metabolicky aktraoych vzork byla ukazana nizsi
mutagenni aktivita testovanych latek. Moznym kanim je detoxifikace jednotlivych

sloZzek a jejich nespecifické vyvazani (Schranekel., 2006). Toto vysitleni je caste&né
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paradoxni, jelikoz &které latky obsazené v cigaretovém #pnagiklad vySe popsané PAU,
pro svoji mutagenni aktivitu naopak metabolickotiwadci vyZaduji.

Vroce 1997 bylo pomoci tohoto testu stanoveno &@kl (z 106 testovanych)
nachazejicich se v cigaretovém kojako predpokladané nebo potvrzené mutagenni latky.
Mezi nimi byly takto identifikovany i PAU (Mitchedt al., 1997).

Hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazovy test {idoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase assay (HGPRITHPRT))

HPRT je testovacim usp@danim v zasadshodny s MLA. HPRT je enzym, schopny
do DNA metabolismu vpravit toxicky analog guanindh@éguanin. Tento hiku nasleda
zahubi. Tedy bitka, jejiz HPRT je diky mutacim na drovni DNA nefdnk prezije a
nasledd utvai spcaitatelné kolonie. HPRT testovani probiha nékach ovériic¢inského
kiecka (Chinese hamster ovary (CHO) cells) a v plicrdchkdch V79 z¢inského kecka
(chinese hamster lung (CHL) cells) (AssaySheetsHPRT1).

Rozdil ovSem je, Ze laley uzivané pro MLA je heterozygotni piic a buiky uzivané
pro HPRT jsou pradprt hemizigotni, a MLA je (tudiz) vice senzitivni (Moet al., 1989).
Muj osobni nazor je takovy, Ze hemizigotni gent bgesencidlni, si naie dovolit tak
vysokou néachylnost k mutacim, na rozdil od genu voudlokusech, kde je ifpadna
nefunkinost genu kompenzovéana druhou alelou.

Velice zajimavy pokus byl proveden v roce 1944&mdcku, kdy se srovnavaly &év
podlinie CHL V79. Experimentatdbm vyslo, Ze nachylnosHprt lokusi (obou linii)

k mutacim se od sebe vyznainodliSuje. Toto ukazuje, Zefippraci s liniemi by se #o
postupovat velice obéztne pii provadini genotoxickych vyhodnocenich (Spetitl., 1994).

Velice zajimavé je srovnani téstienotoxicity MLA a HPRT u cigaretového keu
Zatimco u MLA v gripads testovani CSC vyslo, Zgipnetabolické aktivaci S9 se mutagenita
snizuje, pro HPRT byl vysledek oppgy. CHL V79 neoséené S9 nevykazovaly prakticky
Zadnou mutagenni aktivitu, zatimco CHL V79 oSeé S9 zaznamenaly zvySenou
genotoxicitu (Jongeet al., 1984; Schramkest al., 2006). To vSak neznamena, Ze jiné
vysledky vznikly nut& diky rozdiiim uzitych bugk. Rozdil mohl byt v médiu, S9 aktivaci,
kvalit¢ burgk a dalSim.
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Mikrojadrovy test (Micronucleus (MN) asssay)

Mikrojadrovy test byl vyvinut v letech 1973-1975Wd v anafazi jadernéhaleni
dojde k poskozeni chromozdmakovym zmisobem, Ze vznikaji chromozomalni fragmenty
nebo celé chromozomy bez centromery, nemohou kygvéto chromozomy zachyceny
délicim vieténkem a zdenény do no¥ vznikajiciho dc&iného jadra. Po telofazi zZdhto
chromozond a jejich fragmerni vznika jedno nebo vice sekundarnich jader, kigva mensi
nez dcéna jadra, a tudiz se nazyvaji mikrojadra. Tedyiipauk, Ze testovana latka ma
genotoxické @inky poSkozujici chromozomy, pozorujeme vznik mjkder (jak je
znazorgno na_obrazku 10 Pokud testovana latka neméa genotoxickinky poskozujici
chromozomy, mikrojadra nevznikaji. Tento test jezm@provadt takeé in vivo (Heddle 1973,
Schmid 1975).

mikrojadro

Obr. 10: Vizualizace mikrojadrar@szato a upraveno z

http://www.crios.be/genotoxicitytests/micronucletest.htm, ke dni 15.8.2011.

V souwlasné dob je uspdadani testu dopémo o pouziti cytochalasinu B, ktery ik
zastavuje po jadernémeéldni, jeS¢ neZz podstoupi butiné dcleni. Mikrojadrovy test s
blokovanim cytokineze imasi gesrgjSi vysledky, protoZze nezahrnuje toxick&inky
sledované latky na pbéh buré¢ného dleni ale jen jadernéhcasléni. RFednostmi tohoto testu
jsou spolehlivost, jednoduchost, nizké nakladychlgst provedeni. (Fenech, 2000).

U testovani tinka cigaretového kaie byly pouzivany nasledujici btimé typy:
burg¢na linie BALB/c-3T3, CHL V79, CHO, hiky Hepalclc7, TAOc1BP(r)cl, mysi
lymfoidni linie L5178Y/Tk+/- (Johnsost al., 2009). K buitkam se nejprveiflava CSC
vymyty z filtru, ten se nasledrodstrani a bitky se nechaji zotavit. Biky pii tom mohou a
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nemuseji byt metabolicky aktivované. Tvorba mikdgase detekuje na optickém (Ellard and
Parry, 1993) nebo fluoresaerim mikroskopu (Channarayapgtaal ., 1992)¢i pratokovém
analyzatoru (Avlasevickt al., 2006). Diky tomuto testu bylo zj&to, Ze latky z cigaretového
koure zpisobuji chromozomalni zlomy, a tim vznik fragmehéz centromery a zarave
zpasobuji také nespravné rozngisit chromozom (Channarayappet al., 1992). Navic se

tento test da vyuzit i pro kvalitativni a kvantivati analyzu dinkut latek gimo z WS (Okuwa

et al., 2010).

Test vyngny sesterskych chromatid (Sister chromatide excharf§CE) assay)

Vymeéna sesterskych chromatid j&j,dkdy dojde k vzajemné vyémé ¢asti DNA mezi
sesterskymi chromatidami duplikujiciho se chromoaomrotoze bylo zjigho, Ze fisobeni
genotoxickych latek na hky zvySuje frekvenci SCE, Ize tento proces poudibjmetodu
testovani toxicity latek (Tucker, 1993). Aby bylooimé SCE v htce vyzualizovat, je
potreba sesterské chromatidy rozdilmbarvit. Toho se dosahne tak, Ze sgkipunechaji po
dobu dvou bu&nych cykh v ptitomnost bromdeoxyuridinu (BrdU) namisto thymidinu.
Takto gipravené biiky se nasledhzastavi v metafazi bétného cyklu nap: kolcemidem,
zafixuji a barvi GiemsouwCéasti DNA chromatid, které obsahujici BrdU se batatsji, a tak
Ize detekovat pget SCE (Perry and Wolff, 1974). DalSi moznosti gtetice fluorescemim
mikroskopem (Latt, 1974). Toto us@alani je znazotmo na _obrazku .7Vysledek na
obrazku 11

1. bunéény cyklus vizualizace mikroskopem —
ar s _ -
; N

vyména sesterskych ( /
chromatid
J -
b / ‘

b -

L)

|

Obr. 11 vlevo: Schéma z&eni BrdU. Revzato a upraveno z German and Alhadeff, Curr
Protoc Hum Genet, 2001. Obr. 8 vpravo: Vizualiz8GE. RPevzato a upraveno z

http://chromosometesting.com/html/samples3.htmthkiel5.8.2011.
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Tento test podolinjako MLA vykazuje vysokou citlivost (Zeiger & al., 1990), ale v
piipact testovani cigaretového kiu se nepouziva pro srovnavaci studie vlivu jeho
jednotlivych slozek .

Na testovani cigaretového Keuse poZzivaji lidské lymfocyty nebo itky ovarii
¢inského kecka (CHO) (Johnsonet al., 2009). SCE prokazala pozitivni genotoxickéniay
cigaretového kate u metabolicky aktivovanych i neaktivovanych vZoeje vyuzitelna pro
stanoveni genotoxickychtiinka jak CSC, tak plynné faze cigaretového ie(Curvallet al.,
1985; Bombicket al., 1997).

Kometovy test (Commet assay)

Kometovy test (pop single cell gel electrophoresis (SCGE)) slouZiekekci jedno-
nebo dvobetzcovych zlond, které v buiice vznikaji vlivem genotoxickych latek. Bky
opasobené genotoxickou latkou siepesou na agarézovy gel, kde se nasletirzuji a zbavi
proteini (difuzi), aby v gelu @stala pouze DNA. Zlomy na DNA za konkrétnich podekin
umozni jeji relaxaci a uvodni jednotlivych fragmerit které v nasledné elektroforéze davaiji
vzniknout komet, kde jeji ,hlavu“ tvdi fixovand DNA (takova, kterd neibe efektivi
putovat gelem) a ,ocas” jednotlivé fragmenty putugelem. K detekci se pouziva ethidium
bromid nebo fluoresceni latky s afinitou k DNA (Ostling and Johanson84%

Tato metoda je rychl4, nenakladng, senzitivni aodgn je, Ze k jejimu provedeni
stati malé mnozstvi buik, které navic nemusi proliferovat. | kdyZkkeré prace pomoci
kometoveho testu na lidskych lymfoblastoidnichitiniprokazaly genotoxickésiinky CSC z
cigaretové kote (Wolzet al., 2002), jiné prace naopak uwfid Ze kometovy test ma jista
omezeni ve schopnosti detekovat poSkozeni DN#sapend CSC (Spedt al., 2003). Tato
metoda také odhalila, Ze CSC v &omosti s virem HPV (Human papillomavirus) vyvolava
dlouhodols pretrvavajici zlomy, coz vede k Gvaze, Ze pro lidkai@né HPV fedstavuje

cigaretovy ko vétsSi riziko nadorového onemaogm (Moktaret al., 2009).
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Chromozomovy abeimi test (Chromosome Aberration Test)

Genotoxické latky vyvolavaji zlomy DNA, které moheast az k chromozomalnim
aberacim, tedy ztr&t zdvojeni nebo iestavid urtitého chromozomalniho segmentu. Tyto
aberace Ize u obarvenych metafaznich¢kuryzualizovat mikroskopem. Barveniiide byt
provedeno Giemsou (Evans and and O'Riordan, 1%8)také fluoresce&nimi barvami
metodoun situ hybridizace (FISH) (Nishioket al., 1981).

V ramci metody chromozomalnich aberaci se pouzbtagcéné linie CHO, CHL V79
nebo lidské linie. Nevyhodou v tomtdipact je skut€nost, Ze biiky linii maji tendenci
podléhat chromozomalnim aberacim bésgbeni genotoxickych latek. Je tedy vyhgén
pouzivat i lidské lymfocyty, které jsou stalijgi (Johnsoret al., 2009).

Bunky kuraki vykazuji vysSSi mnozstvi chromozomalnichregtaveb. Testem
chromozomalnich aberaci bylo prokdzano, #éinou je pra¢ CSC z cigaretového kel
(Sierra-Torrest al., 2004; Luoet al., 2004.). Konkrétni vysitleni negativniho vlivu CSC na

chromozomalni stabilitu je vSak staleegmitem vyzkumu (Hayst al., 2008)
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Zaveér

In vivo experimenim se je&t néjakou dobu nevyhnemén vitro metody mohou slouzit jako
doplikoveé testy, ale chybi jim komplexita Zivych gati | presto je uzivanin vitro metod pro
studium genotoxicity cigaretového keuzn&né vyuzivanym prosedkem jelikoz Seét
penize, zv@ata i¢as. Mame uspgadani sledujici genové mutace (thymidin kindzowsj tea
mysSi buréné linii L5178Y a hypoxantin-guanin fosforibosylisferazovy test) a usfamani
sledujici chromozomalni integritu, p@dpad integritu dvojvlakna DNA (mikrojadrovy test,
test vynény sesterskych chromatid, chromozomovy atr@rdéest a kometovy test). titym
trendem je testovat cigaretovy Koyako co nejkomplex#)Si substanci, jelikoz jeho
jednotliviny se neStaji, ale nefedvidateld ovliviiuji. Nicmérg in vitro metod se uziva i k
testovani jeho jednotlivych slozek,tbga &ely jinymi, nez je pimo studium genotoxicity (v

textu neprobirano).
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Priloha

Priloha 1: Karcinogeny obsazené v cigaretoventik@lle The International Agency for
Research on Cancer (IARC), 2010)

TARC evaluations of evidence of
carcinogenicity in humans

Quantity TARC Monograph®
Carcinogen® (per cigarette)  Inanimals In humans  TARC group®  (volume, vear)
Polyeyelic aromatic hydrocarbons
Benz[alanthracene 20-70 ng Sufficient 24 32, 1983; 57, 1987
Benzolb|fluoranthene 4-22 ng Sufficient 2B 32, 1983; 57, 1987
Benzo[f]fluoranthene 21 ng Sufficient 2B 32 1983; 57, 1987
Benzolk|fluoranthene f-12 ng Sufficient 2B 32, 1983; 57, 1987
Benzola|pyrene 8.5-17.6 ng Sufficient Limited 1 32, 1983; S7, 1987;

82, in press
Dibenz|a,hlanthracene 4ng Sufficient 2A 32, 1983; 57, 1987
Dibenzola,{]pyrene 1.7-3.2ng Sufficient 2B 32 1983; 57, 1987
Dibenzola,e]pyrene Present Sufficient 2B 32 1983; 57, 1987
Indeno|l,2,3-cd]pyrene 420 ng Sufficient 2B 32, 1983; 87, 1987
S-methylchrysene ND-0.6 ng Sufficient 2B 32, 1983; 87, 1987
Heterocyelic compounds
Furan 2040 pg Sufficient 2B £3, 1995a
Dibenz(a,flacridine ND-0.1 ng Sufficient 2B 32, 1983; 57, 1987
Dibenz|a,jlacridine ND-10 ng Sufficient 2B 32, 1983; 57, 1987
Dibenzolc,glcarbazole ND-0.7 ng Sufficient 2B 32, 1983; 87, 1987
Benzolb]furan Present Sufficient 2B 63, 1995a
N-nitrosamines
N-nitrosodimethylamine 0.1-180 ng Sufficient 24 17, 1978; 57, 1987
N-nitrosoethylmethylamine ND-13 ng Sufficient B 17, 1978; S7, 1987
N-nitrosodiethylamine ND-25 ng Sufficient 24 17, 1978; 87, 1987
N-nitrosopyrrolidine 1.5-110 ng Sufficient 2B 17, 1978; 87, 1987
N-npitrosopiperidine ND-9 ng Sufficient 2B 17, 1978; 57, 1987
N-nitrosodiethanolamine ND-36 ng Sufficient 2B 17, 1978: 77, 2000
N-nitrosonornicotine 154-196 ng Sufficient Limited 1 37, 1985; 57, 1987,
89, in press

4-{methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl) 110-133 ng Sufficient Limited 1 37, 1985; 57,
1-butanone 1987; 89, in press
Aromatic amines
2-toluidine 30-200 ng Sufficient Limited 2A S7, 1987; 77, 2000
2 6-dimethylaniline 4-50 ng Sufficient 2B 57, 19493
2-naphthylamine 1-22 ng Sufficient Sufficient 1 4, 1974; S7, 1987
4-aminobiphenyl 2-5ng Sufficient Sufficient 1 1, 1972; 57, 1987
Heterocyclic aromatic amines
2-amino-9-pyrido[2,3-blindole 25-260 ng Sufficient 2B 40, 1986; 57, 1987
2-amino-3-methyl-94-pyride|2,3-blindole  2-37 ng Sufficient 2B 40, 1986; S7, 1987
2-amino-3-methylimidazo[4,5-flquinoline 0.3 ng Sufficient 24 57, 1987; 56, 1993
3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido 0.3-0.5 ng Sufficient 2B 31, 1983; S7, 1087
[4,3-b)indole
3-amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-b]indole  0.8-1.1ng Sufficient 2B 31, 1983; 57, 1087
2-amino-6-methylpyrido[1,2-a:3", 0.37-0.89 ng Sufficient 2B 40, 1986; 57, 1987
2 dlimidazole
2-aminodipyrido[1,2-a:3",2'-dlimidazole 0.25-0.88 ng Sufficient 2B 40, 1986; 57, 1987
2-amino-1-methyl-6-phenvlimidazo 11-23 ng Sufficient 2B 56,1993

[4.5-b]pvridine
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IARC evaluations of evidence of
carcinogenicity in humans

Quantity TARC Monograph®
Carcinogen® {per cigarette) In animals In humans IARC group?  (volume, year)
Aldehydes
Formaldehvde 10.3-25 pg Sufficient Sufficient 1 57, 1987; 62, 1995b
Acetaldehvde 770864 pg Sufficient 2B 57, 1987; 71, 1999
Phenolic compounds
Catechol 59-81 pg Sufficient 2B S§7, 1987; 71, 1999
Caffeic acid <3 pg Sufficient 2B 56,1993
Volatile hydrocarbons
1.3-butadiene 20-40 ps Sufficient Limited 24 57, 1987; 71, 1999
Isoprene 450-1,000 pg Sufficient 2B 60, 1904; 71, 1999
Benzene 12-50 pg Sufficient Sufficient 1 29, 1982; 57, 1987
Nitrohydrocarbons
Nitromethane 0.5-0.6 pg Sufficient 2B 77, 2000
2-nitropropane 0.7-1.2 ng Sufficient 2B S§7, 1987; 71, 1999
Nitrobenzene 25 ng Sufficient 2B £5, 1996
Miscellaneous organic compounds
Acetamide 38-56 ng Sufficient 2B 57, 1987; 71, 1999
Acrylamide Present Sufficient 24 57, 1987; 60, 1994
Acrylonitrile 3-15pug Sufficient 2B 87, 1987; 71, 1999
Vinyl chloride 11-15 ng Sufficient Sufficient 1 19,1979; 57, 1987
1,1-dimethylhydrazine Present Sufficient 2B 4,1974; 71, 1999
Ethylene oxide 7 ng Sufficient Limited 1 1), 1994; §7, 1987
Propylene oxide 0100 ng Sufficient 2B 60, 1994; 57, 1987
Urethane 20-38 ng Sufficient 2B 7, 1974; 87, 1987
Metals and inorganic compounds
Arsenic 40-120 ng Sufficient Sufficient 1 84, 2004
Bervllium 0.5 ng Sufficient Sufficient 1 S§7, 1987; 58, 1993
Nickel ND-600 ng Sufficient Sufficient 1 S7, 1987; 49, 1990
Chromium (hexavalent) 4-Th ng Sufficient Sufficient 1 57, 1987; 49, 1990
Cadmium 41-62 ng Sufficient Sufficient 1 57, 1987; 58, 1993
Cobalt 0.13-0.20 ng Sufficient 2B 52,1991
Lead (inorganic) 34-85ng Sufficient Limited 2A 23, 198(); S7, 198T;

A&7, in press

Hydrazine 2443 ng Sufficient 2B S§7, 1987; 71, 1999
Radicisotope polonium-210 0.03-1.0 Sufficient 1 78,2001

picocurie

Source: Adapted from Hoffmann et al. 2001 and International Agency for Research on Cancer 2004 with permission from American
Chemical Society, © 2001 and International Agency for Research on Cancer, © 2004.
Note: 1ARC = International Agency for Research on Cancer; ND = not detected; ng = nanograms; ST = Supplement 7;

pg = micrograms.

Nirtually all these compounds are known carcinogens in experimental animals, and [ARC found sufficient evidence for
carcinogenicity in animals for all the compounds.
bising data on cancer in humans and, in some cases, other data, IARC established classifications for compounds as group 1
{carcinogenic to humans), group 2A (probably carcinogenic to humans), and group 2B (possibly carcinogenic to humans).

¢If more than two IARC evaluations were performed, only the bwo most recent monographs are listed.
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