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BIOMARKERY

 Casné varovné signaly potencialniho poskozeni organismu i celé
populace, Casny marker toxicity (i bez morfologickych zmen)

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

o Cizorodymi latkami zplusobené zmény bunécnych nebo
biochemickych slozek, struktur, nebo funkci, které jsou méfitelné v
biologickém vzorku

o Citlivé, rychlé odpovédi, mohou ukazovat mechanismus ucinku,
predchazeji viditelnym symptomum toxicity

* Nejlépe prostudovany u vySSich zivocichu (savcu, ryb)

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

- pouzivany v zakladnim toxikologickém, ekotoxikologickém
a farmakologickém vyzkumu, v medicinské
diagnostice.

- nektere obecné akceptovany.

- fada parametru testovana jako potencialni biochemické
markery.

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

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

Princip: toxicke latky v subletalnich koncentracich zpusobuiji
zmeny 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,

* ki inhibici urcitych enzymovych aktivit a dalSim procesum,
které pfedchazeji toxickym a dalSim negativnim efektum
na urovni buiky, organu, organismu a populaci.
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Biochemické markery toxicity

- indikuji mechanismus toxicity, nikoliv urcCitou cizorodou
latku.

- nekteré biochemické parametry specificky odrazeji expozici
nékterou tfidou nebo skupinou kontaminantu.

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

permanentni linie odvozené od hepatocytu, pripadné
odebrana krev Ci jine telni tekutiny

 Vhodneé zvolené biomarkery jsou vyznamnymi indikatory
zdravotniho stavu organismu v monitorovanem ekosystému.

* Prednosti je schopnost detekovat toxickeé ucCinky latek pred
manifestaci jejich ucinku, tzn. pred narusenim fyziologickych
funkci jako napf. rustu, vyvoje, reprodukce.
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Biomarkery = biochemicke Ci fyziologicke indikatory TOX

expozice nebo vlivu xenobiotik na suborganismalni nebo
organismailni urovni

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

Vhodné biomarkery by mely splnovat nasledujici vlastnosti:

(i) senzitivni ve srovnani s ostatnimi biomarkery;

(ii) specificnost ke konkrétnim druhu chemickych xenobiotik;
(iii) permanentni odpoved;

(Iv) jasnost v interpretaci a propojeni na vlivy vyssi urovné;

(v) spolehlivost, reprodukovatelnost;

(vi) preciznost, jednoduchost a nizké naklady;

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

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

« charakterizuji mnozstvi toxikantu, které proniklo do organismu

* neposkytuji pfili§ informaci o nasledcich expozice, ruzné
specificke

BIOMARKERY UCINKU-VLIVU

e Dbiochemicke zmeny, které se projevily jako vysledek
negativni interakce toxikantu a biologického 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 zivocichu

Il. Inhibice esterazove aktivity (acetylcholinesterazy)

— enzym nervového systému zivoCichu, specificka odpovéd

- po expozici organofosfatovych pesticidu a karbamatu

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

pfenasecCe nervovych vzruchd mezi nervovymi burikami. Jeji inhibice silné
ovliviiuje pfenos nervovych signalu.

lll. 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 sulfhydrylové skupiny (zejména cystein) a
schopnosti vazat tézké kovy. K jejich zvySené syntéze dochazi pfi zvysene

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

IV. Indukce detoxikacénich enzymu u rostlin i ZivoCichu

A. Enzymy |. faze biotransformace — enzymy MFO (monooxygenazy
smiSeneé funkce) — indukce enzymu cytochromu P450 (EROD,
MROD, PROD)

cytochrom P4501A - biomarker expozice dulezitych skupin organickych
latek

- hladina cytochromu indukovana 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 preméneny
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
antioxidantud, oxidativni poskozeni makromolekul

Il. Parametry energetické bilance organismu — obsah lipidd,
proteinu, uhlovodikt a aktivita elektronového transportu

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

V. Biomarkery zatizeni endokrinniho systému - vitelogenin,
hormony T3 a T4, enzymy metabolizmu steroidnich hormonti.

V. Genotoxické biomarkery (naruseni integrity DNA — zlomy v DNA,
mikrojaderka)
VI. Histologicko-patologické zmény nékterych organu
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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
paraquat apod.

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

s genotoxickym ucinkem, ktere 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 plusobeni PCB, benzpyrenu, benzidinu, apod.
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Biomarkery ucinku na endokrinni system

Stanoveni produkce vitelogeninu

» Vitelogenin je bilkovina produkovana jaternimi bunkami ryb, obojzivelnikd,
plazu a ptaka.

* Produkce je indukovana vazbou estrogenu na jaderné receptory.

« U samic je vitelogenin transportovan do vajec¢niku, kde tvofi soucast
Zloutkovych proteina.

U samcu je hladina endogennich estrogenu prirozené velmi nizka, a proto
je i 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 pusobenim antiestrogennich ED’s (napf. metoxychloru) se
produkce vitelogeninu minimalizuje pod méritelnou uroven.

» Sledovan zejména u ryb a obojzivelniku

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

> Pri pripravé testu nezbytné pouzivat  dobre
charakterizovany material — homogenni populaci

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

> otestovat a nakalibrovat potfebné mnozstvi vzorku podle
mnozstvi sledovanych parametrl, jejich limitu detekce a
spotieby biologického materialu pro jednotlivé metodiky - u
malych druhu smésné vzorky z vice jedincu
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Biomarkery - zavéry

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

e Umoznuji nahled do subletalnich fyziologickych procesu —
charakterizuji mechanismus ucinku

o Specifické markery — informuji o pritomnosti specifickeho
stresoru

e Pouzitelnost urcitého biomarkeru pro kazdy novy druh musi

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

* Nezbytny multiparametricky pristup

o Studium spojeni Casnych subletalnich biochemickych a
bunécnych zmen s dlouhodobéjsimi negativnimi ucCinky na
urovni populace a spolecenstva
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