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Moderni pristupy studia biochemickych

a bunéénych mechanismu toxicity v
ekotoxikologickych biotestech
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BIOMARKERY

« Casné varovné signaly potencidlniho podkozeni organismu i celé
populace, Casny marker toxicity (i bez morfologickych zmen)

e \/ybrané parametry, jejichz méritelne zmeny jsou prvnimi, Casnymi
odpovédmi na expozici cizorodymi latkami (,early warning of
biological impact"®).

o Cizorodymi latkami zpusobené zmény bunéénych nebo
biochemickych slozek, struktur, nebo funkci, které jsou meritelné v
biologickém vzorku

» Citlive, rychlé odpovedi, mohou ukazovat mechanismus ucinku,
predchazeji viditelnym symptomum toxicity

* Nejlépe prostudovany u vysSich zivocichu (savcu, ryb)

 Mozno sledovat i u druht ze standardnich akvatickych biotestu
(rasy, makrofyta, bezobratli)
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- screeningove metody s vysokou predikcni schopnosti,
alternativa/doplnéni ke stavajicim metodam.

- pouzivany v zakladnim toxikologickém, ekotoxikologickem
a farmakologickém vyzkumu, v medicinske
diagnostice.

- nékteré obecné akceptovany.

- Fada parametru testovana jako potencialni biochemickeé
markery.

- potencial vyuziti jako alternativni metody pro toxikologicke
hodnoceni novych xenobiotik.

Vyhoda biologickych a biochemickych indikatorut
kontaminace: schopnost vypovidat o vlivu znecisténi v celém
jeho komplexu, se vSemi synergistickymi a antagonistickymi
vlivy mezi jednotlivymi znecistujicimi komponenty.
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Biochemické markery

Princip: toxickeé latky v subletalnich koncentracich zpusobuiji
zmény hodnot hematologickych, biochemickych
ukazatelu, nespecifické imunity, vyvolavaji
histopatologické zmény v tkanich.

Po vstupu cizorodych latek do organismu Ci bunky dochazi:

* Kk jejich vazbé na bunécné receptory kontrolujici kliCove
bunécné pochody,

ke vzniku reaktivnich intermediatu,

* kinhibici urcitych enzymovych aktivit a dalSim procesum,
které predchazeji toxickym a dalSim negativnim efektum
na urovni bunfiky, organu, organismu a populaci.

Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi

©)




BTN oio-.c:v2c- BN S

e environmentalni e PHS
polutanty * LPO

* leky » P450
e agrochemikalie

+

Eliminace

- UDPGTs

Detoxifikace

 GSH
 GST

e epoxid hydrolaza

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

TOX
molekuly
= olektrofil e DNA
= volneé radikal - proteiny
¢ e lipidy
kyslikové
:  adukty
* e oxidace
Bunécna
ochrana
Teratogenita
«GSH °*GR J
«GPx * SOD Malformace
« GST <Cat Mortalita
e G6PD




Biochemické markery toxicity
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indikuji mechanismus toxicity, nikoliv urcitou cizorodou
latku.

nékteré biochemickeé parametry specificky odrazeji expozici

nékterou tfidou nebo skupinou kontaminantu.

biologickymi modely jsou nejCasteji jaterni tkan, i dalsi tkane
dle typu biomarkeru a cile studie, primarni hepatocyty nebo

permanentni linie odvozené od hepatocytu, pfipadné
odebrana krev Ci jiné telni tekutiny

Vhodné zvolené biomarkery jsou vyznamnymi indikatory
zdravotniho stavu organismu v monitorovaném ekosystému.

Prednosti je schopnost detekovat toxické ucCinky latek pred
manifestaci jejich ucinku, tzn. pred narusenim fyziologickych
funkci jako napf. rustu, vyvoje, reprodukce.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Biomarkery = biochemicke Ci fyziologické indikatory TOX

expozice nebo vlivu xenobiotik na suborganismalni nebo
organismalni urovni

Vyhoda: odpovidaji na expozici = reaguji pouze na
polutanty dostupné pro organismus.

Vhodné biomarkery by mély splnovat nasleduijici vliastnosti:

() senzitivni ve srovnani s ostatnimi biomarkery;

(il) specificnost ke konkrétnim drunhd chemickych xenobiotik;

(i) permanentni odpoved:;

(iv) jasnost v interpretaci a propojeni na vlivy vyssi urovne;

(v) spolehlivost, reprodukovatelnost;

(vi) preciznost, jednoduchost a nizké naklady;

(vii) aplikovatelnost v terénnich podminkach a validace v teréenu
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BIOMARKERY EXPOZICE

 identifikuji latku v systému a interaktivni produkt mezi
xenobiotikem a endogenni slozkou nebo jiné skutecnosti
v biologickém systému zpusobené expozici.

» charakterizuji mnozstvi toxikantu, které proniklo do organismu

o neposkytuji pfilis informaci o nasledcich expozice, ruzné
specifické

BIOMARKERY UCINKU-VLIVU

* Dbiochemické zmeny, které se projevily jako vysledek
negativni interakce toxikantu a biologickeho systemu a
mohou vyustit az v patologické poskozeni organismu
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Biomarkery expozice

|. Stresové proteiny (proteiny teplotniho Soku)

— nespecifické, indukovatelné u rostlin i Zivo€ichu

Il. Inhibice esterazové aktivity (acetylcholinesterazy)

— enzym nervového systému ZivoCichu, specificka odpoved

- po expozici organofosfatovych pesticidu a karbamatu

- primarni toxicky vliv téchto latek, stupen inhibice enzymu je v tzkém vztahu
k expozici tkani
Acetylcholinesteradza (AchE): zejména v mozku, ¢ervenych krvinkach a plasme
nékterych obratlovcl, zodpovédna za hydrolyzu acetylcholinu, hlavniho

prenasece nervovych vzruchu mezi nervovymi bunkami. Jeji inhibice silné
ovliviuje pfenos nervovych signald.

Ill. Metalothioneiny

- cytoplasmické kovy-vazici proteiny, vyskytuji se u fady eukaryot, indukce po
expozici kovy, biomarkery vlivu toxickych kovu.

- skupina proteinu s nizkou molekulovou hmotnosti, vysokym obsahem
aminokyselin obsahujicich sulfhydrylove skupiny (zejména cystein) a
schopnosti vazat tezke kovy. K jejich zvySené syntéze dochazi pfi zvySene

(6) AT S koncentraci iontl kovU, jak esencialnich, tak toxickych
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BIOMARKERY EXPOZICE

IV. Indukce detoxikaénich enzymu u rostlin i Zivo€ichu

A. Enzymy I|. faze biotransformace — enzymy MFO (monooxygenazy
smisSené funkce) — indukce enzymu cytochromu P450 (EROD,

MROD, PROD)

cytochrom P4501A - biomarker expozice dulezitych skupin organickych
latek

- hladina cytochromu indukovéana 2,3,7,8-tetrachlodibenzo-p-dioxinem a
pribuznymi latkami, PCB, PAH

- cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteiny schopné vazat molekularni
kyslik a vsunovat jeho jeden atom do molekuly substratu, kterym mohou
byt i cizorodé latky, které jsou jednim nebo vice cytochromy premeneny
tak, aby mohly byt z organismu napf. exkretovany.

B. Enzymy Il. faze biotransformace — glutathion transferazy (GST),
uridinedifosfoglukuronosyl transferazy, sulfotransferazy
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Biomarkery ucinku

|. Parametry oxidativniho stresu - produkce kyslikovych radikalu,
aktivita antioxidaCnich enzymu, koncentrace neenzymatickych
antioxidantu, oxidativni poSkozeni makromolekul

Il. Parametry energetické bilance organismu — obsah lipidu,
proteint, uhlovodiku a aktivita elektronovéeho transportu

lll. Indikatory naruSeni metabolismu - metabolicke enzymy
pyruvat kinaza, laktat dehydrogenaza, isocitrat
dehydrogenaza

IV. Biomarkery zatizeni endokrinniho systému - vitelogenin,
hormony T3 a T4, enzymy metabolizmu steroidnich hormont.

V. Genotoxické biomarkery (naruseni integrity DNA — zlomy v DNA,
mikrojadérka)
VI. Histologicko-patologické zmény nékterych organti

©)
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BIOMARKERY UCINKU

Parametry oxidativniho stresu

» produkce kyslikovych radikalt — superoxid, peroxid vodiku, hydroxylovy
radikal

» aktivita antioxidaCnich enzymd - glutathion peroxidaza, glutathion
reduktaza, superoxidaza, katalaza

» koncentrace neenzymatickych antioxidantu

» oxidativni poskozeni makromolekul — lipidni peroxidace, oxidativni
adukty DNA, produkty oxidace proteinu

Jedna se biomarkery organochlorovych pesticidu, PCB, pesticidu typu
paragquat apod.

Genotoxické biomarkery (naruSeni integrity DNA — zlomy v DNA,
mikrojadérka) - vyuzivany pfi hodnoceni zatizeni ekosystému latkami

s genotoxickym ucinkem, které indukuji vznik chromosomalnich aberaci a
mutaci.

alternativa detekce - metody PCR, RT-PCR a DNA-fingerprintingu, test
mikrojader

Test mikrojader (MNT) - jednoducha orientacni metoda ke stanoveni
genotoxicity. Pozitivni po pusobeni PCB, benzpyrenu, benzidinu, apod.

“ Centrum pro vyzkum
a toxickych latek
v prostredi




Biomarkery ucinku na endokrinni system

Stanoveni produkce vitelogeninu

DalSi parametry: vitelin, cytochromy, hladiny hormonu
Histochemicka charakteristika a lokalizace

©)

Vitelogenin je bilkovina produkovana jaternimi burikami ryb, obojzZivelnikd,
plazu a ptakua.

Produkce je indukovana vazbou estrogenu na jaderné receptory.

U samic je vitelogenin transportovan do vajecniku, kde tvofi soucast
Zloutkovych proteinu.

U samcu je hladina endogennich estrogenu pfirozené velmi nizka, a proto
je 1 produkce vitelogeninu minimalni

Po pusobeni ED’s s xenoestrogennim ucinkem (napf. ethinylestradiol,
chlordan, toxafen, dieldrin, 4-nonylfenol) dochazi u obou pohlavi ke
zvyseni hladin vitelogeninu — vyrazné zejména u samcu

Naopak plusobenim antiestrogennich ED’s (napf. metoxychloru) se
produkce vitelogeninu minimalizuje pod méfitelnou urovern.
Sledovan zejména u ryb a obojzivelniku

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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BIOMARKERY Specifiétajsi Nespecificke
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Metoda Organismus V sou ¢asnos ti Biomarkerlatek Biol ogicky wznam
pouZivan
v monitorovacich
programech
Tvorba DNA adukti Ryby, mlzi Francie, Holandsko, PAU, nitro latky, amino | Parametr
Svédsko, USA triazinové pesticidy genotoxickych vliva,
citlivy indikéator minulé
a soucasné expozice
Inhibice Ryby, korysi, mlzi Francie Organofosfaty a Parametr expozice
acetylcholiesterazy karbaméty nebo podobné

molekuly, mozné fasové
toxiny

Indukce Ryby Monitoring and Indukce Parametr expozice a
metallothioneint Research Programme of | metallothioneinovych disturbance
the Mediterranean proteint vlivem uritych | metabolismumeédi a
Action plan, Holandsko | kovt (Zn, Cu, Cd, Hg) zinku
Indukce Ryby Némecko, Francie, Indukce enzymt Mozny prediktor

ethoxyresorufin-O-
deetylazy (EROD) nebo
cytochromuP450 1A

Holandsko, UK, Belgie,
Monitoring and
Research Progrcamme of
the Mediterranean

Action plan, Norsko

detoxikujicich planarni
organické kontaminaty
(PAU, plandmiPCB,
dioxiny)

patologie vlivem
mechanistickych
propojeni, senzitivni
indikator soucasné
expozice

Inhibice A-amino
levulinové kyselina
(ALA-D), indukce
vitellogeninu

Samci a jwenilni
jedinciryb

Holandsko, UK

Estrogenni latky

Parametr feminizace
samc¢ich ryba
reprodukéni poskozeni




Aplikace biomarkeru v akvatickych testech

> P pfipravé  testu nezbytné pouzivat  dobre
charakterizovany material — homogenni populaci

» faktory ovliviiujici biomarkery - druh organismu, pohlavi,
vék, vyvojové stadium a vyziva, environmentalni faktory
(teplota etc.)

> otestovat a nakalibrovat potfebné mnozstvi vzorku podle
mnozstvi sledovanych parametru, jejich limitu detekce a
spotreby biologického materialu pro jednotlive metodiky - u
malych druht smésné vzorky z vice jedincu

a toxickych latek
v prostredi
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Biomarkery - zavery

e Biomarkery = citlivé indikatory zatiZzeni organismu
environmentalnimi stresory a subletalnich uc€inku

 Umoziuji nahled do subletalnich fyziologickych procesu —
charakterizuji mechanismus ucinku

o Specifické markery — informuji o pfitomnosti specifického
stresoru

« Pouzitelnost urcCitého biomarkeru pro kazdy novy druh musi

byt validovana a optimalizovana, musi byt posouzena jeho
relevance a mira odpovedi pro novy druh

 Nezbytny multiparametricky pristup

o Studium spojeni Casnych subletalnich biochemickych a
buneécnych zmeén s dlouhodobgjsimi negativnimi ucCinky na
urovni populace a spoleCenstva
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Specialni ekotoxikologicke biotesty
—In Vitro

e standardni testy (normy ISO, CSN, USEPA)
o optimalizace/vyvoj novych testu

 Toxicita

» Specifické mechanismy neletalnich u€inku
» Genotoxicita
» Dioxinova aktivita

» Mechanismy endokrinni disrupce — estrogenita,
androgenita

> Imunotoxicita
> Biochemicka ekotoxicita

Testovani Cistych latek (environmentalni polutanty)

modelovych smesi
() cemumprowizom Komplexnich environmentalnich extraktu

v prostredi




In-vitro toxikologie

Testy na puvodnich Ci geneticky modifikovanych prokaryotickych Ci
eukaryotickych burikach
- vyuzivany zejmeéna pro teoretické objasneni ucinku toxického agens
- v posledni dobé i pro rutinni provadéni testu toxicity

BAKTERIALNI TESTY, KVASINKOVE TESTY

“ g

“ Centrum pro vyzkum
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Testy na bunecnych kulturach

e provadény za vyuziti primarnich bunécnych kultur a stabilnich bunécnych kultur.
Primarni bunécéné kultury — z tkani organismu, jsou nestandardni, coz muze
vyznamnou mérou ovlivnit vysledek testu toxicity (= nizka reprodukovatelnost).

« Permanentni linie - napfiklad stabilizované linie koznich bunék, nervovych bunék,
bunék srdeCniho svalu, bunék odvozenych od tkani ledvin a pod., vétSinou
nadorového pluvodu

» bunécny substrat pro zalozeni kultury pochazi z modelovych druhu nebo se kdysi
ziskal od lidského darce (jako vedlejsi material napf. pfi operaci), pak byl stabilizovan
a uzpusoben k neomezenému déleni a nasledné kultivaci.

* dnes se kupuje v bunécné bance, respektive Sbirce bunéénych kultur.

* mozno ziskat stabilni bunécné linie z rtGznych organd a z riznych druht organismu;
tyto linie se velmi dobfe prfechovavaji v hybernovaném stavu.

» podle pfedepsanych podminek (vyziva, teplota, vihkost apod.) Ize danou bunécnou
kulturu rozpéstovat a pouzit v toxikologickém testu.

* bunky se nasazuji do specialnich nadob pro péstovani bunécnych kultur, pridava se
zivné medium obohacené o antibiotika, pfipadné antimykotika

» stabilizované linie se dobre péstuji, rychle rostou a Ize vytvorit mnoho vzorkd mensich
kultur, ke kterym se pfidavaji do kultivacniho prostfedi chemicke latky a zkouma se
charakter toxickych ucinku

(@) tonickyen Vyvoj 3D kultivaénich technik

toxickych latek
v prostredi




Vyuziti tkanovych kultur (TK)

= Alternativni metoda k pokusum na zivych organismech

Rada testt optimalizovana na provedeni v mikrodestickach (high
throughput testing)

Vyhody TK: vyrazné snizeni mnozstvi zvirat pouzitych v experimentu

e zajisténi vysokého poctu vzorkl; plvod kontrolnich i experimentalnich vzorku
z tkané jednoho zvifete, coZz minimalizuje variabilitu ziskanych vysledku.

Nevyhoda TK: moznost sledovat ucCinky testované latky pouze na
konkrétnim druhu tkane, ze kterého byla TK pripravena, tedy chybejici
moznost posouzeni zdravotniho stavu a chovani celého zivoCicha.

Napf. k testovani ucinkt ED’s se vyuzivaji TK z jater drapatky vodni. Za 6 az 8
dnu po expozici xenoestrogennim latkam zacne TK produkovat vitelogenin.
Bylo prokazano, ze hladiny vitelogeninu vyprodukovaného TK a jatry zive
drapatky se statisticky vyznamneé nelisi

Nejznamejsi stabilni rybi bunécné linie vyuzivané v testech toxicity jsou: RTG-2
(fibroblasty gonad pstruha duhového), EPC (epithelioma papillosum cyprini),
R-1 (fibroblastickeé buriky jater pstruha duhového)...

©)
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IN VITRO TOXIKOLOGIE &
KMENOVE BUNKY

Priklad: Hepatotoxicita

— Jatra — hlavni detoxikaCni organ

— Biotransformace / bioaktivace toxickych latek

— Permanentni jaterni linie (napf. HepG2) — nizka
aktivita detoxikacnich enzymu — mala relevance

In vitro diferenciace hESC do , hepatocyte-like cells*

hESC Culture
MTeSR + Matrigel

Endoderm
Differentiation
RPMI-B2T +
AA+Wnt3a
(3 Days)

Hepatic
Specification
" sr-DMSsO
(5 Days)

Hepatic
Maturation
L-15+05M

+HGF
(9 Days)

HLC
Characterisation

Day 0

Day 3

Day 6

(Greenhough 2010, Toxicology 278)

Day 11

Day 17

RLU I mg protein / ml/ 5 hours

Gen

CYP2B6

CNP2CY
CYP3A4
UTG1Al
AldB

Albumin

Genovaexprese

Izol.hepa-
tocyty
100
100
100
100
100
100

HepG2

0.5
0
0

5.2
0

12.3

(Guillouzo 2010, Toxicology 270)
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MECHANISMY

chronické toxicity polutantu

e Princip: ruzné chronické uc€inky chemické latky vychazeji
ze spole¢ného biochemického mechanismu pusobeni
— Zakladni vysledky z mechanisticky zalozenych in vitro testu

Biochemické In vivo
ucinky ucinky

— zhodnoceni in vitro u€inku jednotlivych latek
* Poznani zasadniho mechanismu, predikce rizika

— vyuziti pro hodnoceni rizik a/nebo monitoring
» UrCeni relativnich potenci ("toxickych ekvivalentd") -> RA
« Biomarkery in vitro — pfima charakterizace komplexnich vzork
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Receptorove-mediované
mechanismy toxicity

ESTROGENNI RECEPTOR - ER

DNA-bind domain of the Oestrogen Receptor




Testy receptorove-mediovanych mechanismu

e Jaderné receptory zahrnuji nékolik rodin receptoru: Androgenni receptor
(AR), estrogenni receptor (ER), progesteronovy receptor (PR),
glukokortikoidni receptor (GR) a mineralokortikoidni receptor (MR) jsou
hlavnimi predstaviteli rodiny steroidnich receptoru

 Aryl hydrokarbon receptor (AhR) — umisteny v cytosolu

* Receptory slouzi jako poslové mezi genomem a extracelularnimi signaly, na
které musi bunka reagovat, aby prezila.

* Napf. AhR reguluji na zakladé interakce s xenobiotiky expresi enzymu |. a Il.
faze biotransformace a nékterych detoxifikacnich transportéru, ktere se
pfimo podileji na biotransformaci nebo exkreci xenobiotik.

Princip testu: sledovana aktivita reportérového enzymu odpovida potenci
latky €i smési pro interakci s receptorem

aktivita reporterového genu, napf. luminometrie - indukce nebo inhibice
reporterové luciferazy, nebo spektrofotometrie — indukce nebo inhibice
reporterové p-galaktosidazy
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Studované mechanizmy uc€inku

Interakce s jadernymi receptory
— dulezité mechanismy chronické toxicity

Toxicita dioxinového typu Anti/androgenita
« Aryl hydrokarbonovy receptor (AhR) « Androgenni receptor (AR)
« indukce detoxikaénich systémd * vyvoj pohlavi, zejména samcich

pohlavnich charakteristik, Fizeni
reprodukce, karcinogeneze,
ovliviuje rust, spermatogenezi

* naruseni funkce jater, imunity a
reprodukce, endokrinniho a nervového
systému, karcinogenita, embryotoxicita

* ,cross-talk® s jinymi hormonalnimi Glukokortikoidni aktivita
signalnimi drahami e Glukokortikoidni receptor (GR)
_ _ * ovliviiuje vyvoj, metabolismus,
Anti/estrogenita immunitni odpovéd, reakci na stres

» Estrogenni receptor (ER)

. . . . Anti/retinoidni aktivita
 vyvoj pohlavi, rizeni reprodukce,

karcinogeneze, ovliviiuje buné&énou * Receptor kyseliny retinove (RAR)

proliferaci a diferenciaci, vyvoj a  reguluje rust, morfogenezi, apoptozu

homeostazu a diferenciaci, ovlivhuje nervovy a
Centrum pro vyzkum imunitni systém, vidéni a
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In vitro stanoveni dioxinoveé toxicity

- Stanoveni na bunéecne linii krysiho hepatomu
HA4IIE.luc

- Pod kontrolu AhR- f @ N
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Inovace tohoto pfedmétu je spolufinancovana Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky



In vitro stanoveni estrogenni

Estrogen
or xenoestrogen

aktivity
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In vitro biotesty k detekci dioxinové a estrogenni aktivity
= — ~ e —
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Po 24 hodinach vyménéeno medium, davkovany testovane latky

Expoziéni doba : 3-72 hod
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Po expozici odstranéno medium, bunky vymyty pufrem a pfidan Luclite reagent.
Po 20 minutach méfena aktivita luciferazy v destiCkovém luminometru.
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In vitro testy na bunécnych liniich

LiJE‘:.'djf

- hodnoceni expozice latkami se specifickym mechanismem ucinku (latky s
dioxinovou, estrogenni aktivitou)

- reportérove bunecne linie transfekované genem luciferazy, ktery je

Indukovan po navazani ligandu na receptor

- kalibrace odpovédi standardnim ligandem (2,3,7,8-TCDD pro dioxinovou

aktivitu, 17p-estradiol pro estrogenni aktivitu)

Vztah mezi dioxinovymi toxickymi ekvivalenty stanovenymi v biotestu
na bunécné linii (TCDD-EQ) a spocitanymi z vysledku chemickych analyz
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Srovnani ruznych latek -> Pouziti v hodnoceni rizik

« Kvantifikace ucinku (EC.,) - relativni potence
e Srovnani s ucinkem referencniho toxikantu (2,3,7,8-TCDD)
* \lyjadreni jako relativni potence/ Ekvivalencni Faktor (~ REP/TEF)
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Toxickeé equivalencni faktory pro
PCDDs, PCDFs a PCBs:

Table 4. Toxic Equivalent Factors established by the WHO (WHO-TEFs) for dioxins and dioxin-like PCBs [4]
PCDD Congener WHO-TEF PCDF Congener WHO-TEF PCB Congener WHO-TEF
2,37.8-TCDD 1 2,378-TCOF 0.1 MNon-artho
12,37 ,8-PeCDD 1 12,3,7,6-Pe COF 0.05 PCB#81 0.0005
12347 8-HxCDD 0.1 23478-Pe CDF 0.5 PCBHYY 0.0005
12367 8-HxCDD 0.1 123478-HxCDF 0. PCB#126 0.1
12,3,7.89-HxCDD 0.1 123678-Hx CDF 0.1 PCB#169 0.01
1234678-HpCDD 0.0 234678-HxCDF 0.1 Mona-artho
QCDD 0.0001 12,3,7,89-Hx CDF 0.1 PCB#105 0.0001
123467 8-HpCDF 0.01 PCB#114 0.0005
1234789-HpCDF 0.01 PCB#118 0.0001
OCDF 0.0001 PCB#123 0.0001
PCB#156 0.0005
PCB#157 0.0005
PCB#167 0.00001
PCB#189 0.0001

Eljarrat & Barceld, Trends Anal. Chem.22: 655
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Testovani komplexnich vzorku ze
zivotniho prostredi

e vzorky vzduchu, sedimentu, pud

e rychly screening znecisténi

 hodnocena toxicita, genotoxicita,
dioxinova a estrogenni aktivita

o vybér vzorku pro podrobnégjsi

studium/analyzu
* spojeni s analytickou chemii,
frakcionace

Problém reprezentativniho vzorkovani,

uchovavani vzorku

.pseudopersistentni latky*

— kontinualni expozice nizkym davkam

Mobilni
¢ast

(IR T=1=411%T) ]

I Flexcderssuiperi s ]

rirahovatelna ¢ast Suma kontaminace)

Toxicita vodného Toxicita erganického

vyluhu - ve vodé extraktu - celkova
rozpustna {maobilni) (extrahovatelna

¢ast kontaminace ¢ast) kontaminace




Hodnoceni pritomnosti latek se specifickym mechanismem toxicity
v komplexnich vzorcich. Priklad: AhR-aktivita

1) Srovnani toxicity riznych vzorku, identifikace problematickych
2) ldentifikace nejdulezitéjSich toxickych latek ve sledované oblasti: PAHs
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Sample AhR-activity (TEQ/g sed.) [ER-activity (EEQ/g sed.) Chemical analysis

No. | Leocalty 24h 72h H"’ST;;?M 24h 72h  |TEQ(PAH)| = PAH* |xPCB*
1 Litvinov 5363 2939 1419 4347 8650 280 3081 133,5

2 Litvinov 551439  |120743 4220 69873 15255 5005 65346 | 45,6
3 Litvinov 1761 W.i. W.i. Wi W, 169 1941 13,1
4 Zubii 22725 996 W.i. WL W, 641 4207 32,1

5 Chropyné 7426 W.i. W.i. Wi W, 586 3458 9,7

6 Chropyné 7281 1162 W.i. Wi W, 1763 10278 | 37,0
7 Kroméiz 6179 74 W.i. Wi W, 911 5263 13,6

8 | otrokovice 19282 1162 10 Wi Wi 1198 9428 14,8




Vyhody toxikologickych in vitro testt
* rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, snadnost provedeni, mensi naklady

e ukazuji celkovou biologickou aktivitu latek, které pusobi specifickym
mechanismem

* moznost provest screening velkého mnozstvi vzorku

 mohou poukazat na pritomnost toxikologicky vyznamnych latek, které nejsou
bézné analyticky stanovovany

» sleduji i mozné interakce (jako synergismus €i antagonismus) pusobeni latek
v komplexnich smésich

Nevyhody toxikologickych in vitro testu

» nezohlednuji biotransformaci latek v organismu

* nemohou plné nahradit enzymaticko-imunitni reakci zivého
organizmu

* neposkytuji informaci o tom, které jednotlivé latky ze smési
vyvolaly odpoved

» poskytuji informaci jen o celkové aktivité latek pusobicich
urCitym specifickym mechanismem

Zaver: Testy toxicity na bunecnych kulturach jsou vhodny
screening pred provedenim baterie testil na zivych organismech.
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