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Specialni ekotoxikologicke biotesty
— 1N Vitro

e standardni testy (normy 1ISO, CSN, USEPA)
e optimalizace/vyvoj novych testu

e Toxicita

o Specifické mechanismy neletalnich ucinku
» Genotoxicita
» Dioxinova aktivita

» Mechanismy endokrinni disrupce — estrogenita,
androgenita

> Imunotoxicita
> Biochemicka ekotoxicita

Testovani Cistych latek (environmentalni polutanty)

modelovych smesi
() cenmeewiem komplexnich environmentalnich extraktu

v prostredi




In-vitro toxikologie

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

VASINKOVE TESTY

“ J—

BAKTERIALNI TESTY, K

“ Centrum pro vyzkum
a toxickych latek
v prostredi



Testy na bunecnych kulturach

* Primarni bunééné 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 puvodu

* bunécény substrat pro zaloZeni kultury pochazi z modelovych druht 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 bunécnych kultur.
* mozno ziskat stabilni bunééné linie z riznych organu a z riznych druht organismu;
tyto linie se velmi dobfe pfechovavaji v hybernovaném stavu.

*  Kmenové bunky a z nich diferencované burnky — nové vyvijené modely
— Vyvoj 3D kultivaénich technik

» podle predepsanych 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, pripadné antimykotika

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)




Vyuziti tkanovych kultur (TK)

= Alternativni metoda k pokusim na zivych organismech

Rada test(i optimalizovana na provedeni v mikrodestiékach (high
throughput testing)

« stabilizovane linie se dobre peéstuiji, rychle rostou a Ize vytvorit mnoho
vzorkl mensSich kultur, ke kterym se pfidavaji do kultivacniho prostredi
chemické latky a zkouma se charakter toxickych uc€inku

Vyhody TK: vyrazné snizeni mnozstvi zvirat pouzitych v experimentu

o zajisténi vysokého poctu vzorku; puvod kontrolnich i experimentalnich vzorku
ze stejné tkané, coz minimalizuje variabilitu ziskanych vysledku.

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

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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IN VITRO TOXIKOLOGIE &
KMENOVE BUNKY

Priklad: Hepatotoxicita

Gen

Genova exprese

Izol.hepa- HepG2
. tocyty
— Jatra — hlavni detoxikacni organ S 100 05
— Biotransformace / bioaktivace toxickych latek Sl 100 0
CYP3A4 100 0
— Permanentni jaterni linie (napf. HepG2) — nizka UTGIAL 100 5.2
aktivita detoxikaCnich enzymu — mala relevance AldB 100 0
Albumin 100 12.3

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

(Guillouzo 2010, Toxicology 270)
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MECHANISMY

chronické toxicity polutantu

e Princip: ruzné chronické ucinky chemické latky vychazeji
ze spolecného biochemického mechanismu pulisobeni
— Zakladni vysledky z mechanisticky zalozenych in vitro testu

Biochemické In vivo
ucinky ucéinky

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

— vyuziti pro hodnoceni rizik a/nebo monitoring
» UrCeni relativnich potenci ("toxickych ekvivalentu") -> RA
e Biomarkery in vitro — pfima charakterizace komplexnich vzorku

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Receptorove-mediovane
mechanismy toxicity

ESTROGENNI RECEPTOR - ER

DNA-bind domain of the Oestrogen Receptor




Testy receptorove-mediovanych mechanismu

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

 Aryl hydrokarbon receptor (AhR) — umistény 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 .
faze biotransformace a nékterych detoxifikacnich transportéru, které 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
reporteroveé luciferazy, nebo spektrofotometrie — indukce nebo inhibice
reporteroveé B-galaktosidazy

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Studované mechanizmy ucinku

Interakce s jadernymi receptory
— dulezité mechanismy chronické toxicity

Toxicita dioxinového typu Anti/androgenita
« Aryl hydrokarbonovy receptor (AhR) ¢ Androgenni receptor (AR)
« indukce detoxikadnich systémul * vyvoj pohlavi, zejména samdich

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

* naruseni funkce jater, imunity a
reprodukce, endokrinniho a nervoveho
systemu, karcinogenita, embryotoxicita

* ,cross-talk” s jinymi hormonalnimi Glukokortikoidni aktivita
signalnimi drahami « Glukokortikoidni receptor (GR)
| | * ovlivhuje vyvoj, metabolismus,
Anti/estrogenita immunitni odpovéd, reakci na stres

« Estrogenni receptor (ER)

. . I, Anti/retinoidni aktivita
 VyVvOj pohlavi, rizeni reprodukce,

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

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

homeostazu a diferenciaci, ovliviiuje nervovy a
Centrum pro vyzkum imunitni system, videni a
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In vitro stanoveni dioxinoveé toxicity

- Stanoveni na bunéecne linii krysiho hepatomu
H4IIE.luc

- Pod kontrolu AhR-  _ f @ N

responsivniho aktivni latky \
¥ H
elementu viozen mEm E
gen pro luciferazu \ e
N synteza /
luminometr < ~uc |1‘(? Ei/zy
\
ATP + lucigenin

Inovace tohoto pfedmétu je spolufinancovana Evropskym socialnim fondem a statnim rozpo&tem Ceské republiky



In vitro stanoveni estrogenni
aktivity

Estrogen
or xenoestrogen
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In vitro biotesty k detekci dioxinové a estrogenni aktivity
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Po 24 hodinach vyménéno medium, davkovan

Expoziéni doba : 3-72 hod
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Po expozici odstranéno medium, bunky vymyty pufrem a pridan Luclite reagent.
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Po 20 minutach mérena aktivita luciferazy v destickovém luminometru.

Centrum pro vyzkum
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In vitro testy na bunécnych liniich

LiJE‘:.'djf

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

- reportéroveé bunécnée linie transfekované genem luciferazy, ktery je

iIndukovan 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 spocCitanymi z vysledku chemickych analyz
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Srovnani rtiznych latek -> Pouziti v hodnoceni rizik

« Kvantifikace ucinku (EC.,) - relativni potence
e Srovnani s ucCinkem referencniho toxikantu (2,3,7,8-TCDD)
* \lyjadreni jako relativni potence/ Ekvivalencni Faktor (~ REP/TEF)

120 ~—+-TCDD
. TCDD:  ECeyremp

80 | Relativni potence

REP = ECsp rcop / ECso pan

60 -

40 - Kolikrat je ta latka slabsi ligand
nez TCDD ?

207

AhR-mediated activity (%TCDD-max)

ooV

1.E-07 1.E-04 1.E-01 1.E+02

concentration gM)



Toxické 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

Centrum pro vyzkum
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Testovani komplexnich vzorku ze
zivotniho prostredi

* vzorky vzduchu, sedimentd, pud

* rychly screening znecisteni

* hodnocena toxicita, genotoxicita,
dioxinova a estrogenni aktivita

o vybér vzorku pro podrobné&jsi

studium/analyzu
e spojeni s analytickou chemii,
frakcionace

Problem reprezentativniho vzorkovani,

uchovavani vzorku

,pseudopersistentni latky*

— kontinualni expozice nizkym davkam

Mobilni
¢ast

(IR T=1=411%T) ]

I Flexcdorssuiperi s ]

rirahovatelna ¢ast Suma kontaminace)

Toxicita vodného Toxicita erganického

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

¢ast kontaminace ¢ast) kontaminace




Vyhody toxikologickych in vitro testl

» rychlost, citlivost, reprodukovatelnost, snadnost provedeni, mensi naklady

o ukazuji celkovou biologickou aktivitu latek, které pusobi specifickym
mechanismem

* moznost proveést screening velkého mnozstvi vzorku

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

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

Nevyhody toxikologickych in vitro testu

e nezohlednuji biotransformaci latek v organismu

* nemohou plné nahradit enzymaticko-imunitni reakci ziveho
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 bunéénych kulturach jsou vhodny
screening pred provedenim baterie testli na zivych organismech.

©)
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Toxikogenomika -— objasnriuje, jak je cely genom zapojen v biologickych odpovédich organismud na
stresory

- studuje odpovédi/reakce genomu na stresory a toxické latky (Waters et al. 2003)
Proteomika - komplexni analyza proteinu organely, buriky, tkané Ci extracelularnich tekutin

Metabolomika - kompletni identifikace a kvantifikace vSech metaboliti v daném organismu nebo v
burice.

- kombinace genomiky - transkriptomiky, proteomiky, metabolomiky a bioinformatiky s klasickou
toxikologii

 identifikace, kvantifikace potencialnich
genetickych rizik

 identifikace konkrétnich gent, jejich
produktil a procest, kterymi bunky reaguji
na environmentalni toxikanty a stresory

» sledovat vedlejSi u€inky chemickych
latek na biologické systémy

e vytvareni  databazi toxikologickych,
genetickych a genomickych informaci

©)
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