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ABSTRACT

Halogenated aliphatic hydrocarbons represent important industial chemicals playing a great
role as environmental pollutants. Hazard identification of this compound is fundamental to
human health protection and environment protection.

Two halogenated aliphatic hydrocarbons, 1,2-dichloroethane and 1-iodopropane, were
evaluated for toxic and genotoxic effects using the wing spot test, the variant of somatic
mutation and recombination test (SMART) in Drosophila melanogaster. N-methyl-
N-nitrosourea served as the positive control and distilled water as the negative control.

Tested compounds expressed toxic effect at larval stages of D. melanogaster. Comparing
values LC50 (50% lethal concentrations), 1-iodopropane was more toxic than
1,2-dichloroethane.

For genotoxicity evaluation of tested compounds was used the wing spot test, which allow to
assess induced genetic change via formation of mosaic spots on the wings of trans-hezygote
flies carrying genetic markers mwh and flr3. 1-iodopropane did not show any genotoxicity at
50% lethal concentration and gave positive results only at a higher concentration. 1,2-
dichloroethane was relatively high genotoxic at 50% lethal concentration and induced some
twin spots, which were produced by mitotic recombination exclusively. MNU induced high
number various spots, which documented its strong mutagenic and recombinogenic activity.

Additional, the stability of transgene lacZ in strain P-1152 was analysed after induction
gametic mutations in treatment with 1,2-dichloroethane. It was employed SSCP (Single
Strand Conformatin Polymophism) in assessment of transgen stability in offspring of exposed
individuals at the molecular level. Any mutations weren’t detected in the transgen.
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UvVoD

prumyslovych chemikalii a patii mezi nebezpecné kontaminanty zivotniho prostiedi.
Identifikace rizika téchto latek je dulezitd z hlediska ochrany zdravi clovéka a ochrany
zivotniho prosttedi.

MATERIAL A METODIKA

Testované  chemické  latky:  1,2-dichloroethan, 1-iodopropan, N-methyl-
N-nitrosomocovina (MNU) jako pozitivni kontrola,

Ke sledovani genotoxicity testovanych latek byl pouzit wing spot test, varianta testu
na somatické mutace a rekombinace (SMART) u Drosophila melanogaster. K expozici larev
3. instaru (stafi 72 hodin) dochdzelo potravni (MNU) nebo inhala¢ni cestou (u
halogenovanych alifatickych uhlovodikil), doba expozice byla 48 hodin. Genotoxické ucinky
testovanych latek byly hodnoceny pfi letdlni koncentraci LC50, pii které uhynulo 50%
exponovanych jedinct, a dale 1 pii koncentracich vysSich. Genetické zmény standardnich alel
markerovych genli, kter¢ byly indukované v bunkidch imagindlnich diska larvy
transheterozygotni pro mutace mwh a flr3, se projevily jako skvrny na kiidlech dosp€lce.
Zvyseni Cetnosti skvrn oproti negativni kontrole (destilovana voda) pak odpovidalo
genotoxické aktivité testovanych latek.

U kmene D. melanogaster P-1152 byla na molekularni urovni sledovana stabilita
transgenu lacZ. Gametické mutace byly u larev 2. instaru (stafi 48 hodin) indukovany
1,2-dichloroethanem (koncentrace 6 pl/l, expozice 48 hodin) a detekovany u jedinci
nasledujici generace. Mutace v analyzovanych usecich transgenu byly po amplifikaci PCR
detekovany pomoci konformac¢niho polymorfizmu jednofetézcti (SSCP, Single Strand
Conformational Polymorphism).

VYSLEDKY A DISKUZE

Testované latky vykdzaly toxické G¢inky na larvalni stddium D. melanogaster. Dle
LC50 (koncentrace latky zptsobujici thyn 50% jedincti) byl 1-iodopropan s LC50 = 0,8 [11/1
radove toxictejsi nez 1,2-dichloroethan s LC50 = 6 [11/1. Relativni toxicita téchto sloucenin
odpovidala zédkladnim pravidlim vyvozenym z analyz QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship) halogenovanych alifatickych uhlovodikt, podle kterych lze podle struktury
orienta¢n¢ predikovat toxické ucinky téchto sloucenin.
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Graf 1 Kfivka toxicity 1,2-dichloroethanu
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Graf 2 Krivka toxicity 1-iodopropanu

1-iodopropan nebyl pii koncentraci LCsy genotoxicky, genotoxické ti¢inky vykézal az
pii koncentraci vyssi. 1,2-dichloroethan byl pfi koncentraci LCs relativné vysoce genotoxicky
a indukoval 1 dvojit¢é skvrny vznikajici vyluéné¢ mitotickymi rekombinacemi. MNU
indukovala vysoky pocet skvrn vSech typt, ¢imz prokdzala svoji vysokou mutagenni a
rekombinogenni aktivitu a byla tak potrvzena ucinnost pouzitého testu SMART.



Tab. 1 Genotoxicita testovanych chemickych latek

Negativni . .

kontrola (voda) MNU 1-iodopropan 1,2-dichloroethan
Koncentrace - LCs 0,8 ul/1 1w/l 6 u/l 9 w1
Pocet malych skvrn na 729 022
kidlo (1-2 bufiky) 0,21 ) , 0,39 0,58 0,60
Pocet velkych skvrn na 828 0.11
kifdlo (3 a vice bungk) 0.15 ’ 0.23 1,66 1,69
Pocez‘E dvojitych skvrn 0.00 0.45 0,00 0,00 0,03 0,04
na kiidlo
Celkvc?va éetnost skvrn 0,35 16,02 0,33 0,57 2.6 233
na kiidlo
chet hodnocenych 69 65 54 49 64 52
kridel
Genotoxicita® + - + + +

*Statisticka vyznamnost P < 0,05 hodnocena proti negativni kontrole

Velikost skvrn odrazi pocet bunéénych déleni, které nastaly po indukci genetickych

zmén v bunkach imaginalniho disku ktidla, podle velikosti skvrn (tedy poc¢tu déleni mutantni

buniky) lze odhadnout dobu néstupu genetickych zmén v pribéhu vyvoje kiidla. Nastup

genetickych zmén byl po expozici 1,2-dichloroethanem velmi ¢asny.
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Stabilita transgenu /acZ u kmene P-1152 byla sledovana po indukci gametickych
mutaci 1,2-dichloroethanem, u kterého Ize vzhledem k jeho schopnosti ¢asné¢ indukce
somatickych genetickych zmén ocekavat zisk vysoké proporce mutantnich gamet. Metodou
konformac¢niho polymorfizmu jednoietézcti nebyla u zadného z celkem 207 analyzovanych
fragmentl transgenu detekovana mutace. S ohledem na nizky pocet analyzovanych vzorkl a
vzacnost muta¢nich zmén vSak nelze konstatovat, ze transgen lacZ je u D. melanogaster
kmene P-1152 stabilni.

Obr. 1 Neqgativni vysledek SSCP analyzy

ZAVER

Testované halogenované alifatické uhlovodiky vykazaly u D. melanogaster toxické
ucinky, vyrazné genotoxicky vSak byl pouze 1,2-dichloroethan, zatimco 1-iodopropan
indukoval genetické zmé&ny pouze pii vysokych koncentracich.

U D. melanogaster kmene P-1152 nebyla v transgenu /acZ detekovana Zadna mutace.
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