Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

IN — VItro IN — sllico

0000000000
0000000060
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000

e
£l
p Wr 3 ; § in‘—;]
evropsky * i L A %5
N

socialni - MINISTERSTVO SKOLSTVI OP Vzd&lavani 4 o
v fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost ZANA®

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

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



Specialni ekotoxikologické biotesty
— 1N ViItro

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

e Toxicita

* Vyzkum mechanismu pusobeni latek

o Specifické mechanismy neletalnich ucinku
» Genotoxicita
» Dioxinova aktivita

» Mechanismy endokrinni disrupce — estrogenita,
androgenita

> Imunotoxicita
> Biochemicka ekotoxicita

Testovani Cistych latek (environmentalni polutanty)

modelovych smesi
() C”"’”‘ komplexnich environmentalnich extraktu

stredi




In-vitro toxikologie

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

BAKTERIALNI TESTY, KVASINKOVE TESTY
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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 péstuji, rychle rostou a Ize vytvorit mnoho
vzorkl mensich kultur, ke kterym se pridavaji do kultivaéniho 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 ucinky testované latky pouze na
konkrétnim druhu tkané, ze kterého byla TK pripravena, tedy chybegjici
moznost posouzeni zdravotniho stavu a chovani celého zivocicha.
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Testy na bunecnych kulturach

* ruzné typy bunécénych kultur — nékteré dostupné v bunécné bance, respektive Sbirce
bunécénych kultur.

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

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

* Primarni bunécéné kultury — buriky pfimo ziskané z organismu/ od darce

* omezena dostupnost - z tkani organismu, jsou nestandardni, variabilita a rozdily
mezi jedinci, coZz muze vyznamnou mérou ovlivnit vysledek testu toxicity (= nizka
reprodukovatelnost)

« omezena doba Zivota v kulture (Hayflickav limit) — i pfes optimalni kultivaéni
podminky vétSina typd normalnich (nenadorovych) bunék prodéla pouze omezeny,
pfedem dany pocet bunécnych déleni

* nutna podrobna charakterizace zdrojove tkané a postupu izolace (typ tkané, vék a
pohlavi darce, zpUsob ziskani, pocet pasazi od jejiho stanoveni, charakterizace
fenotypu i genotypu atd.)
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Permanentni linie - (kontinualni) = nadorové nebo imortalizované

- napfiklad stabilizované linie koznich bunék, nervovych bunék, bunék srde¢niho
svalu, bunék odvozenych od tkani ledvin a pod.,

- Casto nadorového puvodu — geneticky nebo epigeneticky abnormalni

- bunécény substrat pro zaloZeni kultury pochazi z modelovych druhl nebo se kdysi
ziskal od lidského darce (jako vedlejSi material napr. pfi operaci), pak byl
stabilizovan a uzpusoben k neomezenému déleni a nasledné kultivaci.

Imortalizace:

 Spontanné (pomalé a malo ucinné, nekdy zamerna indukce mutageneze)

 Cilené - transdukce virem —HPV, SV-40, mutageny, umela exprese Ci inhibice
klicovych molekul-napf. telomerazy (hTERT), onkogeny

* mozno ziskat stabilni bunééné linie z riGznych organu a z rdznych druhu organismd;
tyto linie se velmi dobfe pfechovavaji v hybernovanem stavu.

* v soucCasné dobé dostupné stovky permanentnich linii
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Primarni kultury Permanentni linie

Heterogenni Homogenni - klonalni
Omezena zivotnost Nesmrtelné
Narocnéjsi na kultivaci Snadno kultivované

Variabilita mezi izolacemi Geneticka nestabilita

Onco, Viral-
Primary Cells hTERT-Immortaized nee Iﬁ,l Continuous
Immortalized
Mimic in vivo Tissue
+4++ +4+ ++ +
Phenotype
: - N Diploid/ Pseudodiploid/ .
Karyotypic Stability Diploid Pseudodiploid e Aneuploid
Proliferative Capacity | + +4++ +++ +++
Supply + +++ +++ +++
Inter-Experimental Low Good Good Good
Reproducibility
Cost High Medium Low Low

Ease of Use + ++ ++ SRS



KMENOVE BUNKY A Z NICH DIFERENCOVANE

BUNKY
— NOVE VYVIJENE MODELY

— Normalni nenadorové bunky organismu

T —  Symetrické (self-renewal) a asymetricke
déleni (diferenciace)
fertilised eqg
— Proliferacni potencial a potence

92U310d

|erouajod 1uQela)ijoid

— Vyvoj protokolu pro jejich in vitro
diferenciaci do pozadovanych typu bunék
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IN VITRO TOXIKOLOGIE &
KMENOVE BUNKY

Gen Genova exprese

Priklad: Hepatotoxicita

Izol.hepa- HepG2
. tocyty
— Jatra — hlavni detoxikacCni organ S 100 05
— Biotransformace / bioaktivace toxickych latek Saess 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

(Guillouzo 2010, Toxicology 270)
In vitro diferenciace hESC do , hepatocyte-like cells*
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(Greenhough 2010, Toxicology 278)
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% Vyvoj novych modell

3D modely

b cellular spheroids i A o o
| Q0e Srey Kokultivace vice typu bunek:
&' o _, §E¥sesy . R
:;.. SR « Studium parakrinnich ucinku
oo
Apoptosis/ancikis

o Strukturni a funkcni bunky
e Oddelene membranami

Feeder-layer
e Mysi fibroblasty
 Podklad pro rust jinych b.

d Artificial skin € Microcarrier culture

Bioreaktory, mikrofluidni
systémy

Fbremesh | ©  oPumm | Fibroblasts



MECHANISMY

chronické toxicity polutantu

e Princip: ruzné chronické ucinky chemické latky vychazeji
ze spolecného biochemického mechanismu pusobeni
— 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 ekvivalentd") -> RA
« Biomarkery in vitro — pfima charakterizace komplexnich vzorku
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Receptorove-mediovane
mechanismy toxicity

ESTROGENNI RECEPTOR - ER

DNA-bind domain of the Oestrogen Receptor
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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 predstaviteli 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
primo podileji na biotransformaci nebo exkreci xenobiotik.

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

aktivita reporterového genu, napf. luminometrie - indukce nebo inhibice
reporterove luciferazy, nebo spektrofotometrie — indukce nebo inhibice
reporteroveé B-galaktosidazy

©)
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Studované mechanizmy ucinku

Interakce s jadernymi receptory
— dulezité mechanismy chronické toxicity

Toxicita dioxinového typu Anti/androgenita
« Aryl hydrokarbonovy receptor (AhR) ¢ Androgenni receptor (AR)
« indukce detoxikaénich 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)

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

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

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

homeostazu a diferenciaci, ovliviuje nervovy a
Centrum pro vyzkum imunitni system, videni a
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In vitro stanoveni dioxinove toxicity

- Stanoveni na bunéecne linii krysiho hepatomu
H4IIE.luc

- Pod kontrolu AhR-  _ f @ N

Viall aktivni latky
respon5|vn|h9 i
elementu viozen Em E
gen pro luciferazu =~ * \ e
N synteza /
luminometr < — luml‘(irizy
\
ATP + lucigenin
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In vitro stanoveni estrogenni
aktivity

Estrogen
or xenoestrogen

Vv

/

vVv?¥
\A

Ligand-Independent Activation

®) :
]

Protein Phosphorylation of ER: ™, DNA Binding —_— d

4
. mRNA ¢
Cd

N
~ Pid
\~ Cd
- i
§~ "
““““
--------
-------------

|

el

toxickych latek
v prostredi

©)

Centrum pro vyzkum

/ L“ciferase

&‘Estrogenic Effects”

<+——— ER-Responsive Genes j




In vitro biotesty k detekci dioxinové a estrogenni aktivity

x Bunky trypsinovany a davkovany x
Bunky H4IlIE-Luc Bunky MVLN
y | 15,000 bunék/jamku | y

s vcvcoeoovcecovc e & v s vcovceoeoovevcovoeooc @ v
s vcvcoeoovcecovc o & v svcovcoeooveecvrvoeyr @ v
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Po 24 hodinach vyménéno medium, davkovan

Expoziéni doba : 3-72 hod

testovane latky
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Po expozici odstranéno medium, bunky vymyty pufrem a pridan Luclite reagent.
Po 20 minutach mérena aktivita luciferazy v destickovem luminometru.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)




[image: image1.png]






In vitro testy na bunécnych liniich

Li.lﬁ: '\“132

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

- reportéroveé bunécne 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 (ECg) - relativni potence
e Srovnani s ucCinkem referencniho toxikantu (2,3,7,8-TCDD)
* \lyjadreni jako relativni potence/ Ekvivalen¢ni Faktor (~ REP/TEF)

120 —+—TCDD

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)
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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
2,3.7.8TCDD 1 2,3.7.8-TCDF 0.1 Mon-ortho
12,37 8-PeCDD 1 12,3,7,8-PeCDF 0.05 PCB#81 0.0005
12347 8-HxCDD 0.1 23478-PeCDF 05 PCB#77 0.0005
12367 8-HxCDD 0.1 123478-HxCDF 0.1 PCB#126 0.1
12,3,7,89-HxCDD 0.7 123678-HxCDF 0.7 PCB#169 0.0
1234678-HpCDD 0.01 234678-HxCDF 0.1 Mona-ortho
QCDD 0.0001 12,3,7,89-Hx CDF 0.1 PCB#105 0.0001
123467 8-HpCDF 0.0 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 & Barcel0, Trends Anal. Chem.22: 655

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)




[image: image1.png]






Testovani komplexnich vzorku ze
zivotniho prostredi

* vzorky vzduchu, sedimentd, pud

e rychly screening znecisteni

* hodnocena toxicita, genotoxicita,
dioxinova a estrogenni aktivita

o vybér vzorku pro podrobngjsi

studium/analyzu
* spojeni s analytickou chemii,
frakcionace

Problem reprezentativnino vzorkovani,

uchovavani vzorku

,pseudopersistentni latky*

— kontinualni expozice nizkym davkam

Mohilni
¢ast

[ [IRT=1=11151} ]

Toxicita vodného Toxicita organického

vyluhu - ve vodé extraktu - celkova
rozpustna (mohilni) (extrahovatelna

c¢ast kontaminace c¢ast) kontaminace




Vyhody toxikologickych in vitro testl

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

e 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

» nezohlednuji biotransformaci latek v organismu

e 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 -— objasriuje, jak je cely genom zapojen v biologickych odpovédich organismu na
stresory

- studuje odpovédi/reakce genomu na stresory a toxickeé latky (Waters et al. 2003)
Transkriptomika — sledovani exprese populaci gent - hledani rozdili v genové expresi

(za rdznych podminek, v riznych stadiich vyvoje, v riznych organech, ...)

Proteomika - komplexni analyza proteint organely, buriky, tkané &i extracelularnich tekutin

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

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

* identifikace, kvantifikace potencialnich genetickych
rizik

* identifikace konkrétnich genu, jejich produkti a
procest, kterymi bunky reaguji na environmentalni
toxikanty a stresory

* sledovat vedlejsi Ucinky chemickych latek na
biologické systémy

e vytvareni databazi toxikologickych, genetickych
a genomickych informaci

©)
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