Hodnoceni toxicity latek

Experimentalni metody v toxikologii

Klara Hilscherova

Vice info k: Pristupy k charakterizaci a hodnoceni G€inkd, nebezpecnosti a rizik riznych
latek i smési - E1240 Experimentalni a aplikovana toxikologie a ekotoxikologie (podzim)
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Zjist'ovani toxicity latek a materialu

- identifikace a charakterizace nebezpecnosti

Pripadové a epidemiologické studie (retrospektivni i prospektivni)

* pozorovani lidi vystavenych ucinku toxickeé latky

— Vv pracovnim prostredi
— v Zivotnim prostredi Epidemiologickeé studie
— v dusledku havarii apod.

— zameérna kontrolovana . _
expozice dobrovolniki Klinicke studie

Experimentalni metody (prediktivni)

 Experimenty s zivymi organismy —in vivo
 Experimenty s ¢astmi zivych organismui — ex vivo
« Experimenty s in vitro modely

Pocitacové simulace a modelovani — in silico (prediktivni)

« metody predpovedi toxicity
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Epidemiologicke studie

exponovaneé vs. kontrolni populace
zalozené na znamych pripadech z praxe, pripadovych studiich

Dle zplisobu realizace studie

 observacni (pozorovaci) studie (observational study)
— sbér dat bez pfimého vlivu na probihajici déj
— deskriptivni studie - popis rozlozeni negativniho ucinku v populaci
— analytické studie - objasnéni pric¢in vzniku negativniho uc¢inku

* intervencéni (experimentalni) studie (intervention trial)
— kontrolovana a fizena expozice sledované latce
— optimalizované podminky experimentu

Dle ¢asového hlediska

« prospektivni - sledovani zaina s pocatkem expozice (nebo i dfive)
* retrospektivni - sledovani zac¢ina v pribéhu ¢€i po ukonceni expozice
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Epidemiologické studie

Observacni (pozorovaci)

Kauzistiky (case reports)

Série pripadu (case series)

Ekologické studie (ecological studies) > DESKRIPTINI

Surveillance
Prarezové studie (cross-sectional studies)

Studie pripadtl a kontrol (case-control studies)

Kohortové studie (cohort studies)

Intervencni (experimentalni)

Klinicke studie (clinical trial)
Terénni kontrolovaneé studie (field trial)
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Epidemiologicke studie

Kauzistika

» detailni popis prubéhu intoxikace (otravy) jednotlivce
Série pripadu

» detailni popis série pripadu intoxikaci (otrav)
Surveillance

e propojeni rfady sérii pripadl a kauzistik
e sledovani trendt ve vyvoji negativnich Gc¢inkud intoxikaci
« analyza dat, interpretace, vyuziti zavéra pfi preventivnim opatireni

« cilem detekce a popis problému a hlavné formulace hypotéz o pric¢inach
problému a zpusobech reseni (akutni situace — hromadné otravy)

Ekologicka (korela¢ni) studie

« vztah mezi negativnimi u€inky a rizikovym faktorem na urovni populace

» klicova data nejsou na individualni, ale pouze na skupinové urovni
(denni prumérna koncentrace prachovych castic na Ostravsku)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Epidemiologicke studie

Prirezova studie

» retrospektivni studie
nahodny vybér jedinctli ze studované populace

» jednorazovy sbér dat o zdravotnim stavu a
urovni expozice

 okamzita prevalence expozic a okamzita :
prevalence negativnich uéinki - Cas konani

. . Lo ] studie
» rozdéleni vybéru na ¢tyri skupiny —
Exponovani s negativnhimi u€inky; Exponovani
bez m_ega’tlv_n!cil) ucinku; NeexponoYanl s Populace
negativnimi uc€inky a Neexponovani bez
negativnich uc€inku :
* vhodné pro sledovani chronickych ucink v
Nahodny vybér
z populace
“'_“.A--"' ‘_."' ."._‘ “n'"-‘,____“
_ Exponovani Exponovani Neexponovani  INeexponovani
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Epidemiologické studie

Studie pripadu a kontrol

» retrospektivni analyticka studie
« testovani hypotéz o vztahu mezi expozici a negativnimi uc€inky

* nejprve identifikace , pfipadid“ — jedinci se zjiSténymi negativnimi Gu€inky
e dale vybér skupiny , kontrol“ — jedinci bez sledovanych u€inku, ale v

ostatnich parametrech (vék, pohlavi, socialni status, atd.) co nejvice
podobni pripadim

v obou skupinach hodnotime uroven expozice

CAS
—.._.._.._..—.-—..—..—.._.._..—..—..—u_.._..-’.
smer zjistovani

N LI I R T T T

Exponovani = «-----; piipady
e S R (osoby s v..

Neexponovani =<-----+ nemoci) N
Exponovani <---- K kontroly
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Kohortoveé studie

* prospektivni analyticka studie
o testovani hypotéz o vztahu expozice a negativnich ucinkii

» skupiny jedincu (kohorty) slozeny z jedincil nevykazujicich na poc¢atku studie
sledovany zdravotni efekt na zakladé uréitého spoleéného znaku

* Jjednotlivé kohorty se liSi Urovni expozice — napf. exponovana a heexponovana

* kohorty urcity €as (nékolik let) sledovany — v kohortach zaznamenavany
jednotlivé pripady onemocnéni

smer zjiStovani

— e nemoc

/ \ --» Exponovani _
Osoby : --»| bez nemoci

. Populace |---» bez -1

nemoci N _ nemoc
B =% Neexponovanir--=

--» bez nemoci

Epidemiologické studie na RECETOX: ;


https://www.celspac.cz/
https://www.elspac.cz/

Priklady epidemiologickych studii

Hromadné otravy
Hg v rybach - Japonsko, osivu - Irak; PCB v pozivatelném oleji-Japonsko, Taiwan,
melamin v mléce - Cina

Epidemiologické studie
karcinogenni slouc¢eniny; kontaminanty v pitné vodé; naruseni hormonalni regulace
Problematicka prokazatelnost - nizka citlivost, pfitomnost dalSich faktor(

Faktory ohrozujici kvalitu informaci v epidemiologickych studiich

« odlisnost dulezitych faktori osob ve vybéru od charakteristik cilové populace —
vék, zdravotni stav, fyzicka kondice

« dalSivlivy - vedlejsi expozice (koureni, alkohol, vyziva, zivotni styl)

* nepresnosti vzniklé pFi sbéru dat o expozici €i negativnich u€incich

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)




« stanoveni koncentraci skodlivin a jejich metabolitu v biologickém
materialu — jaké materialy vhodné a pro¢?

 mo¢, krev, vydechovany vzduch, vlasy, materské mléko, chirurg.
odebrané tkané

* vyznam zejména pri kratkodobém prekroceni povolenych limitu
« sledovani urovné vyluéovani a kumulace dané latky v organismu
e sledovaniindividualniho zatizeni

Biologicky limit

e uroven expozice, ktera ani pfi
dlouhodobém kazdodennim
opakovani neposSkodi zdravi
exponovanych osob.

urine

LOD - method 2

Doba detekce po expozici

tzv. detek€ni okno zalezi mj. na:
a) koncerltram ve vzorku 10D - method 1
b) metode A T
c) metabolizaci latky
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- zkouma ucCinky latek na experimentalnich modelech

- zjiStuje a hodnoti projevy pusobeni chemikalii, metabolismus apod., s cilem
charakterizovat jejich nebezpecnost a stanovit riziko expozice chemikalii a
dodat podklady pro toxikologické limity

- stanoveni bezpecéné miry (hladiny) expozice, které nezpusobi toxické ucinky

Experimenty s Zzivymi organismy — in Vivo
* nejCasteéji regulatorné pouzivané, vSechny vyvojoveé stupné (bakterie az savci)
 standardizované metody - Organisation for Economic Cooperation and Development
(OECD) a International Organization for Standardization (ISO)

Experimenty s ¢astmi zivych organismu — ex vivo & in vitro
* Izolované organy
» Tkanove kultury
* BunécCné organely a extrakty
 Purifikované biomakromolekuly

Minimalizace poCtu experimentalnich zvifat - metody in silico, stanoveni vypoctem
na zakladé matematickych modelt — prediktivni toxikologie

4 Centrum pro vyzkum
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Toxikologicke studie

Ekotoxikologicke studie
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TOXIKOMETRIE

Kvantitativni hodnoceni toxicity a nebezpecnosti potencialné toxickych latek
= Hodnoceni vztahu davka - u€inek
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e NOAEL no-observed-adverse-effect-level
e LOAEL lowest-observed-adverse-effect-level
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INTERPRETACE VYSLEDKU
Z POKUSU NA ZVIRATECH

NOAEL
(davka/kg z. hm.)

mezidruhové rozdily
vrozena citlivost; toxikokinetika

vnitrodruhové rozdily - rizikove
skupiny - individualni citlivost;

ADI = (NOAEL * standardni vaha [
5 jednostranna dieta

Clovéka v kg)/SF

- akceptovatelny denni pfijem sledované biologické parametry

maximalni mnozstvi rezidui, které (imunotoxicita; neurotoxicita)
muZze byt denné pfijimano v potravé
¢lovéka bez zdravotniho rizika. Prevod na Clovéka

SF = bezpecnostni faktory
(UF — faktory nejistoty, MF — modifikacni faktory)

snizuji riziko rezidui pro ¢lovéka pfi extrapolaci
vysledku toxicity ze zvirat na ¢lovéka. SniZuje
hodnotu NOAEL 10 — 1 000x dle téchto kriterii:

« latky s teratogennim dc¢inkem hodnota 1 000,

MLR

- maximalni limity rezidui
(mnozstvi/kg pozivatiny)
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Udaje z chronické toxicity SF = 100
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Testovani toxicity na savcich

Cela fada normovanych testu na laboratornich savcich

Vyuziti: medicina, farmacie, chemicky vyzkum, humanni
toxikologie, veterinarni toxikologie....

* Legislativa - chemicke latky, léCiva, kosmetickée
pripravky, pesticidy

e Legistiva CR (zakony, vyhlasky)
 EC directive

e OECD

e EPA

In vivo, in vitro testy, specifické ucinky — neurotoxicita,
teratogenita, genotoxicita, karcinogenita

Akutni, subakutni, chronicka toxicita
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MyS

Potkan

Morce domaci (Cavia aperea)

Krecek zlaty-syrsky (Mesocricetus auratus)
Kralik domaci (Oryctolagus cuniculus)

Pes domaci (Canis familiaris)

- nejcasteéji plemeno beagle

ko€ka, miniprase, slepice, primati

Nejcastéji pouzivané :

mySi 54%

potkani 39%

morcata 2%

kralici 2%

ostatni (psi, ko€ky, zaby, primati...) 3%
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Russel a Burch (1959)

Replacement (nahrada klasickych testti)

 pokus se provadi na zvireti jen tehdy, nezname-li Zadnou alternativu, jinak dame
prednost alternativé (tkanové kulture atd.)

e vyuziti databazi a pocitacovych programu — QSAR, reSers3e, ........

e testy ,in vitro* - tkanové kultury, bilé krvinky, jaterni bunky, testy na nizsich
organismech (bakterie, fasy, €ervi, houby, kvasinky, hmyz, semena rostlin)

Reduction (snizeni spotreby laboratornich zvirat)

* racionalni a efektivni vyuziti laboratornich zvirat

— screeningové a pilotni studie

— vhodny statisticky design studie

— nahrazeni ,,skupinovych testi“ individualnimi
 zmenseni poctu zvirat, délky pokusu, pokus se nesmi na stejném zvireti opakovat
e alternativy ,klasickych“ testl toxicity, pouziti technik ,,Acute toxic class“ ,,Up and

down procedure® .........

Refinement (zjemnéni)

e provadét testy tak, aby dochazelo k co nejmensimu utrpeni zvirat

« dobra obzZiva, adekvatni zachazeni Skolenymi pracovniky, prostor pro Zivot,
pokusy v anestézii, nepouzivat extrémni koncentace (dermalni testy)

* neni tfreba uhyn, Spatny stav dostateénym projevem toxicity
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Zakon €. 246/1992 Sb. na ochranu zvirat proti tyrani - novelizovan zakonem €. 359/2012
Vyhlaska ¢. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvirat, ve znéni
pozdéjSich predpisu

Smeérnice Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochrané zvirat pouzivanych pro
védecké ucely

* pouziti minimalniho poctu zvifat, pfi némz lIze zajistit spolehlivé vysledky, co nejSetrnéjSi metody

* upravuje odbornou pfipravu k ziskani kvalifikace a odborné zpusobilosti pracovniku provadéjicich
experimenty na zvifatech — musi absolvovat nalezité vzdélani a odbornou pfipravu

Doporuceni Komise tykajici se pokynu pro umisténi zvifat pouzivanych pro pokusné a jiné
védecké ucely a péci o né (2007/526/ES)
- stanovi podminky chovu a ochrany pokusnych zvifat

statni organy ochrany zvirat v Ceské republice:
ministerstvo zemeédélstvi (www.eAGRI.cz)
- Ustiedni komise pro ochranu zvifat (UKOZ)
organy veterinarni spravy

* pracovisté musi splhovat podminky zakona 167/1993 Sb. o Statnim veterinarnim dozoru a byt drzitelem
akreditace uzivatelského zafizeni a osvéd¢€eni pro chovné a dodavatelské zafizeni dle zakona 246/1992
Sb. v platném znéni (udéluje MZe)

« akreditované pracovisté - nezavisla odborna komise dle zakona - posuzuje a schvaluje vSechny projekty
pokust podle predpisu, dohlizi, ovéfuje odbornou zpusobilost

4 Centrum pro vyzkum
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Typy expozice

Oralni - podani usty (oralné, per os, p.o.)
Dermalni - aplikace na kuzi
Inhalacni - podani vdechovanim

InjekCni podani — do svalu (intramuscular i.m.)
- do bfisni dutiny (intraperitonealni i.p.)
- do pohrudnicni dutiny (intrapleuralni i.p.l.).
- nitrozilni aplikace - injekce do zily (intravenozni i.v.)
- podkozni injekce (subkutanni s.c.)

e dle toho se stanovuje oralni, dermalini, inhalacni... toxicita
» u vysledku testl toxicity nutné vzdy uvadét expoziéni cestu

ExpoziCni davka se zpravidla uvadi v prepoCtu na kg hmotnosti organismu,
pripadné na kg potravy

Centrum pro vyzkum
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Zakon o chemickych latkach a chemickych smesich

Zakon ¢.350/2011 Sb.: zakon o chemickych latkach a chemickych smésich a
o zmeéné nékterych zakonu (chemicky zakon)

— Implementace EU legislativy REACH = Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals (Regulation EC N0.1907/2006)

— Systém klasifikace nebezpeclnych vlastnosti

— Zakladni pozadavky na laboratore klasifikujici nebezpecné vlastnosti
(pozadavek SLP)

NARIZENi KOMISE (ES) &. 440/2008

» kterym se stanovi zkuSebni metody podle nafizeni Evropského parlamentu a
Rady (ES) €. 1907/2006 o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani
chemickych latek

« CASTA: METODY PRO STANOVENI FYZIKALNE-CHEMICKYCH
VLASTNOSTI

« CAST B: METODY STANOVENI TOXICITY A JINYCH UCINKU NA ZDRAVI
« CAST C: METODY STANOVENI EKOTOXICITY

8)
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CAST B: METODY STANOVENI TOXICITY A JINYCH UCINKU

NA ZDRAVI

e B.1.a AKUTNi ORALNI TOXICITA — METODA FIXNi DAVKY

e B.1.b AKUTNI ORALNI TOXICITA - METODA STANOVENI TRIDY AKUTNI TOXICITY
e B.2 AKUTNI TOXICITA (INHALACN:I)

« B.3 AKUTNI TOXICITA (DERMALNI)

« B.4 AKUTNI TOXICITA: DRAZDIVE A LEPTAVE UCINKY NA KUZI

« B.5 AKUTNI TOXICITA: DRAZDIVE/LEPTAVE UCINKY NA OCI

e B.6 SENZIBILIZACE KUZE

« B.7 ORALNI TOXICITA (28DENNi OPAKOVANA APLIKACE)

« B.8 INHALACNI TOXICITA (28DENNI OPAKOVANA APLIKACE)

« B.9 DERMALNI TOXICITA (28DENNi OPAKOVANA APLIKACE)

e« B.10 MUTAGENITA — ZKOUSKA NA CHROMOZOMOVE ABERACE U SAVCU IN
VITRO

e B.11 MUTAGENITA — ZKOUSKA NA CHROMOZOMOVE ABERACE V BUNKACH
KOSTNIi DRENE SAVCU IN VIVO

e B.12 MUTAGENITA — TEST SAVCICH ERYTROCYTARNICH MIKROJADER IN VIVO
e B.13/14 MUTAGENITA — ZKOUSKA NA REVERZNI MUTACE S BAKTERIEMI

e B.15 ZKOUSENI MUTAGENITY A SCREENING KARCINOGENITY — ZKOUSKA NA
GENOVE MUTACE U SACCHAROMYCES CEREVISIAE

©)
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GAST B: METODY STANOVENI TOXICITY..... (pokracovani)

e B.16 ZKOUSKA NA MITOTICKOU REKOMBINACI U SACCHAROMYCES CEREVISIAE
e B.17 MUTAGENITA — ZKOUSKA NA GENOVE MUTACE V BUNKACH SAVCU IN VITRO

 B.18 ZKOUSKA NA POSKOZENI A REPARACI DNA — NEPLANOVANOU SYNTEZU DNA —
V SAVCICH BUNKACH IN VITRO

« B.19 ZKOUSKA NA VYMENU SESTERSKYCH CHROMATID IN VITRO

e B.20 ZKOUSKA NA RECESIVNI LETALNI MUTACE VAZANE NA POHLAVI U
DROSOPHILA MELANOGASTER

e B.21 ZKOUSKY NA TRANSFORMACE SAVCIiCH BUNEK IN VITRO

e B.22 DOMINANTNI LETALN|{ ZKOUSKA NA HLODAVCICH

e B.23 ZKOUSKA NA CHROMOSOMOVE ABERACE VE SPERMATOGONIICH SAVCU
« B.24 SPOT TEST NA MYSICH

« B.25 ZKOUSKA NA DEDICNOU TRANSLOKACI U MYSI

« B.26 ZKOUSKA SUBCHRONICKE ORALNI TOXICITY NA HLODAVCICH (90DENNI
OPAKOVANA INHALACNi EXPOZICE NA HLODAVCICH)

e B.27 ZKOUSKA SUBCHRONICKE ORALNI TOXICITY STUDIE ORALNI TOXICITY NA
NEHLODAVCICH (90DENN|I OPAKOVANA APLIKACE)

« B.28 STUDIE SUBCHRONICKE DERMALNI TOXICITY (90DENNi OPAKOVANA KOZNI
APLIKACE NA HLODAVCICH)

« B.29 STUDIE SUBCHRONICKE INHALACNI TOXICITY (90DENNI OPAKOVANA
INHALACNI EXPOZICE NA HLODAVCICH)
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GAST B: METODY STANOVENI TOXICITY..... (pokragovani)

e B.30 ZKOUSKA CHRONICKE TOXICITY

e B.31 STUDIE PRENATALNI VYVOJOVE TOXICITY

e B.32 ZKOUSKA KARCINOGENITY

« B.33 KOMBINOVANA ZKOUSKA CHRONICKE TOXICITY A KARCINOGENITY

e B.34 JEDNOGENERACNI| ZKOUSKA TOXICITY PRO REPRODUKCI

« B.35 DVOUGENERACNI STUDIE REPRODUKCNI TOXICITY

e B.36 STUDIE TOXIKOKINETIKY

« B.37 POZDNi NEUROTOXICITA ORG. SLOUCENIN FOSFORU PO AKUTNi EXPOZICI

+ B.38 POZDNi NEUROTOXICITA ORGANICKYCH SLOUCENIN FOSFORU — 28DENNI
OPAKOVANA EXPOZICE

.« B.39 ZKOUSKA NA NEPLANOVANOU SYNTEZU DNA (UDS) V JATERNICH BUNKACH
SAVCU IN VIVO 378

«  B.40 LEPTAVE UCINKY NA KUZI IN VITRO: ZKOUSKA TRANSKUTANNIHO
ELEKTRICKEHO ODPORU (TER)

e B.40.a LEPTAVE UCINKY NA KUZI IN VITRO: NA MODELU LIDSKE KUZE

e B.41 ZKOUSKA FOTOTOXICITY 3T3 NRU IN VITRO

e B.42 SENZIBILIZACE KUZE: S VYSETRENIM LOKALNICH LYMFATICKYCH UZLIN
e B.43 ZKOUSKA NEUROTOXICITY NA HLODAVCICH

« B.44 ABSORPCE KUZi: METODA IN VIVO

« B.45 ABSORPCE KUZi: METODA IN VITRO

©)
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https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4-health-effects.htm

402 Acute Dermal Toxicity 403 Acute Inhalation Toxicity

404 Acute Dermal Irritation/Corrosion

405 Acute Eye Irritation/Corrosion

406 Skin Sensitisation

407 Repeated Dose 28-day Oral Toxicity Study in Rodents

408 Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study in Rodents

409 Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study in Non-Rodents
410 Repeated Dose Dermal Toxicity: 21/28-day Study

411 Subchronic Dermal Toxicity: 90-day Study

412 Repeated Dose Inhalation Toxicity: 28-day or 14-day Study
413 Subchronic Inhalation Toxicity: 90-day Study

414 Prenatal Developmental Toxicity Study

415 One-Generation Reproduction Toxicity Study

416 Two-Generation Reproduction Toxicity Study

417 Toxicokinetics

418 Delayed Neurotoxicity of Organophosphorus Substances
Following Acute Exposure

419 Delayed Neurotoxicity of Organophosphorus Substances: 28-day
Repeated Dose Study

420 Acute Oral Toxicity - Fixed Dose Method

421 Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test

422 Combined Repeated Dose Toxicity Study with the
Reproduction/Developmental Toxicity

423 Acute Oral toxicity - Acute Toxic Class Method

424 Neurotoxicity Study in Rodents

425 Acute Oral Toxicity: Up-and-Down Procedure

426 Developmental Neurotoxicity Study ~

427 Skin Absorption: In Vivo Method

428 Skin Absorption: In Vitro Method

429 Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay

430 In Vitro Skin Corrosion: Transcutaneous Electrical Resistance
Test (TER)

431 In Vitro Skin Corrosion: Human Skin Model Test

432 In Vitro 3T3 NRU Phototoxicity Test

435 In Vitro Membrane Barrier Test Method for Skin Corrosion
439 In Vitro Skin Irritation

440 Uterotrophic Bioassay in Rodents: a short-term screening test
for oestrogenic properties

451 Carcinogenicity Studies (Original Guideline,

452 Chronic Toxicity Studies (Original Guideline,

453 Combined Chronic Toxicity/Carcinogenicity Studies

455 The Stably Transfected Human Estrogen Receptor-alpha
Transcriptional Activation Assay

456 H295R Steroidogenesis Assay

471 Bacterial Reverse Mutation Test

473 In vitro Mammalian Chromosomal Aberration Test

474 Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test

475 Mammalian Bone Marrow Chromosomal Aberration Test
476 In vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test

477 Genetic Toxicology: Sex-Linked Recessive Lethal Test in
Drosophila melanogaster

478 Genetic Toxicology: Rodent Dominant Lethal Test

479 Genetic Toxicology: In vitro Sister Chromatid Exchange Assay
in Mammalian Cells

480 Genetic Toxicology: Saccharomyces cerevisiae, Gene Mutation
Assay

482 Genetic Toxicology: DNA Damage and Repair, Unscheduled
DNA Synthesis in Mammalian Cells in vitro

483 Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration Test
484 Genetic Toxicology: Mouse Spot Test

485 Genetic Toxicology: Mouse Heritable Translocation Assay
486 Unscheduled DNA Synthesis (UDS) Test with Mammalian Liver
Cells in vivo

487 In Vitro Mammalian Cell Micronucleus Test

488 Transgenic Rodent Somatic and Germ Cell Gene Mutation
Assays



Akutni toxicita

- Skodlivy Géinek latky po aplikaci jedné davky, kratkodobé expozici,
nebo po nékolika davkach béhem 24 h

- Vychozi zkouSka pro dalSi toxikologicke studie, stanoveni stupné
toxicity chemické latky

- Stredni smrtelna davka LD50/koncentrace LC50
- Nejvhodnéjsi zvire — potkan

- priznaky toxicity — zmény hmotnosti, vzhledu, ktlize, srsti, oci,
sliznic, dychani a krevniho obéhu, vegetativniho a centralniho
nervového systému, motorické aktivity a chovani, vyskyt tresu, kreci,
slinéni, prujmu, letargii, spanku a kdomatu. Po ukonceni pitva,
histopatologické vysetreni.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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JRok |JTG |) EU |) Nézev | 3R akce
1981 401 (XXX |Acute oral toxicity, LDso 2002: Replaced by TGs 420, 423 and 425, introducing refinement and reduction)
1981 402 (B3 Acute dermal toxicity 1987: Animal test introducing reduction compared to the original TG (lowering of
the dose level)
1981 (403 (B2 Acute inhalation toxicity Animal test introducing potential reduction in animal usage compared to original
403, if one sex is more susceptible. Refinement by applying humane endpoints.
1981 (404 |B4, Acute dermal irritation / corrosion 2002: Animal test with a sequential testing strategy for acute dermal irritation and
B40 corrosion that introduces refinement and reduction, including in vitro screens
1981 405 |B5 Acute eye irritation 2002: Animal test with a sequential testing strategy for acute eye irritation and
corrosion that introduces refinement and reduction, including in vitro screens
1981 (406 |B6 Skin sensitisation 1992: Animal test introducing reduction by 50% compared to original OECD TG
1981 (407 |B7 Repeat dose oral toxicity (28 days), 1995: Animal test introducing refinement compared to original OECD TG (more
rodents information on best dosing practice, more information from the same animal)
1981 408 [B26 |[Repeat dose oral toxicity (90 days), 1998: Animal test (more information from the same animal than in the original test)
rodents
1981 409 ([B27 |[Repeat dose oral toxicity (90 days), 1998: Animal test (more information from the same animal than in the original test)
non-rodents
1981 410 (B8 Repeat dose dermal toxicity (21/28
days), rodents
1981 {411 [B28 |Repeat dose dermal toxicity (90 days),
rodents
1981 (412 |B9 Repeat dose inhalation toxicity (28 Animal test providing more information from the same animal than in the original
days), rodents test method.
1981 |413 [B29 [Repeat dose inhalation toxicity (90 Animal test providing more information from the same animal than in the original
days), rodents test method.
1981 {414 [B31 [Prenatal development toxicity 2001: Animal test (introduces reduction compared to the original OECD TG,
(teratogenicity) requiring 20% fewer animals, more information from the same animals)
1981 @451 |B32 [Carcinogenicity Animal test. A Guidance Document is under development addressing issues on
reduction and refinement.
1981 (452 Chronic toxicity Animal test. A Guidance Document is under development addressing issues on
reduction and refinement.
1981 |453 (B33 |Combined chronic / carcinogenicity Animal test. A Guidance Document is under development addressing issues on

reduction and refinement.




IRok ITG I EU I Nazev I 3R akce
1992 1420 (B1 Acute oral toxicity, fixed dose method [2001: Animal test (reduction and refinement method in comparison with the
conventional TG 401), less suffering, smaller number of animals
1995 |421 Reproduction / developmental toxicity [Animal test (reduction method compared to original TGs), new screening test
screening study provides essential information with a minimum number of animals
1996 |422 Combined repeat dose with Animal test (reduction method compared to the individual TGs), combines the new
reproduction / developmental screening screening test on reproduction toxicity with TG 407, and further reduces the number
of animals to an absolute minimum for these combined endpoints
1996 423 |B1 Acute oral toxicity, toxic class method [2001 Animal test (reduction method compared to the conventional TG 401), much
smaller number of animals (10% of that required for TG 401)
1998 425 Acute oral toxicity, up and down 2001: Animal test (reduction method compared to the conventional TG 401),
method smaller number of animals, provides a closer estimate of the LD50 than TGs 420
and 423
2004 428 Skin absorption: In vitro method In vitro alternative to the in vivo method (TG 427)
2002 [429 Skin Sensitisation: Local Lymph Node |Animal test (reduction and refinement method compared to TG 406), provides
Assay more information and causes less suffering
2004 (430 In Vitro Skin Corrosion: In vitro test method (ex vivo test) for the corrosion part of TG 404
Transcutaneous Electrical Resistance
Test (TER)
2004 (431 In Vitro Skin Corrosion: Human Skin In vitro test method for the corrosion part of TG 404
Model Test
2004 432 In Vitro 3T3 NRU phototoxicity test In vitro test method (no OECD TG existed for an animal test)
2006 (435 In Vitro Skin Corrosivity In vitro test method for the corrosion part of TG 404 (for specific applications, only
applicable to acids and bases)
2009 |436 Acute Inhalation Toxicity: Acute Toxic [Animal test introducing reduction in animal usage compared to TG 403, and
Class (ATC) Method refinement by applying humane endpoints.
2009 |437 Bovine Corneal Opacity and Animal test introducing reduction in animal usage compared to TG 403, and
Permeability (BCOP) refinement by applying humane endpoints.
2009 (438 Isolated Chicken Eye (ICE) Test Method |Anin vitro screening test for identifying potential ocular corrosives and severe
irritants in a tiered-testing strategy, as part of a weight-of-evidence approach.
2009 [455 Stably Transfected Human Estrogen In vitro test (could possibly introduce reduction if used in a testing strategy for

Receptor-a Transcriptional Activation

Assay (STTA)

detection of endocrine disrupting chemicals).




Akutni oralni toxicita , Acute toxic class*

e OECD guideline 423

e 2 -4 kroky, v prvhim kroku je 3 zvifatim stejného pohlavi podana
jedna z davek 25, 200 nebo 2000 mg/kg

 podle reakce na prvni davku experiment pokracuje
— stejna davka zviratiim opacného pohlavi
— vySSi nebo nizsi davka zviratiim stejného pohlavi
— experiment kong¢i

« vysledkem testu neni presné uréeni LD.,, pouze zarazeni latky do tridy
toxicity

e OECD guideline 425

v prvnim kroku je 1 zvireti podana davka odpovidajici kvalifikovanému
odhadu LDg,

 pokud v 1 kroku zvife zemre (vykazuje zretelné projevy akutni
intoxikace) je dalSimu zvireti podana davka nizsi a naopak

* experiment pokracuje do nalezeni hrani€nich davek - z nich je proveden
presnéjsi odhad LD,

(6) Centrum pro vyzkum » vysledkem testu je presny odhad LD,

toxickych latek
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Akutni inhalacni toxicita (OECD 403)

u plynnych latek, par a aerosoll

- stanoveni Skodlivych ucinkl latky v dychaném vzduchu

- stanoveni LC., — polovi€ni letalni koncentrace

uhyn 50% zvirat po 4 hodinové expozici

- odstupniované davky - min. 3 koncentrace

- sledovani a popis uc€inki, pozorovani — 14 dni , makroskopicka pitva

testovani latek, u nichz je predpokladana vyznamna kozni expozice

Akutni dermalni toxicita (OECD 404)

skodlivy u€inek po kratkodobé dermalni aplikaci (mg/kg)
stanoveni LD, sledovani a popis uéinkii

latka se nanasSi na hrbet po depilaci - plocha cca 10% povrchu téla

odstupnované davky (koncentrace)
aplikace - roztok, suspenze, kase
kralik, potkan, mor¢ée

8)
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In-vitro — Modely lidské kuze EpiDerm a Episkin

e trojrozmérny model lidské kuze - rekonstruované epidermis s funkéni stratum
corneum - ucCinek testované latky na zivotnost bunék

» cytotoxicita je vyjadrena jako redukce aktivity mitochondrialni dehydrogenazy

o testovana latka je umisténa na stratum corneum epidermalniho modelu, expozice
ukoncena omytim fosfatovym pufrem. Poté jsou tkané inkubovany s MTT (zluta
tetrazoliova sul). Pokud jsou bunky zivé, MTT je v mitochondriich redukovan
sukcinat dehydrogenazou na modry formazanovy precipitat. Ten je pfes noc

z bunék vyextrahovan okyselenym izopropanolem a kvantifikovan
spektrofotometricky.

EPISKIN FROM SCRATCH p

Adult skin cells are cultured and added to 3 The sample is completely immersed | Ho s, witochondriale :"H days the top of the skin Intense UV light can The skin is then ready -
dish containing a layer of collagen gel. Skin medium containing water, sugar ant — ssed to the air for 10 days, be applied to "age” for the testing of _ &y
cells taken from donars of different races will acids for 3 days. The cells begin to gr g o N Resdukdasen =N ngitto dry and creating a the skin, if needed "

produce ethnically diverse Episkin samples ) T ' >=N layer similar ta real skin




stanoveni drazdivych a leptavych ucinku na o€i po jednorazové aplikaci
testovane latky do oka

1. In silico
2. In vitro — modely EpiOcular

3. Ex vivo — metoda BCOP — test na hovézi rohovce - pouziti tkani z
porazeného dobytka

4. In vivo — pokusné zvire - albinoticky kralik

In-vitro — Modely lidské klize EpiOcular

trojrozmérny model umélé tkané EpiOcularTM z lidskych keratinocytt kultivovanych
do podoby vrstevnatého dlazdicovitého epitelu podobneho lidské rohovce

zjistuje se ucinek latky na zivotnost bunék, cytotoxicita je vyjadfena jako redukce
aktivity mitochondrialni dehydrogenazy

testovana latka je umisténa na povrch modelu ve 3 expozi¢nich Casech

inkubace v intervalech — 3 min, 30 min, a 60 min
() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
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Testy subakutni toxicity

» obvykle 28 dni
e expozice 1x denné po celou délku testu - oralni, dermalni, nebo inhalaéni
« davky latky odvozeny od 1/10 LD,, koncentrace 1/10 LC.,z akutniho testu

Parametry sledované v prlibéhu pokusu.

 hmotnost, pfirustek, umrtnost, spotreba potravy a vody, chovani zvirete,
metabolismus, mechanismus a rychlost vylu€ovani, fyziologicka vySetreni,
biochemicka Setreni, reprodukcni schopnosti

Po ukonCeni pokusu se pokusna a kontrolni skupina utrati a provede se pitva a
cela rada vysetreni

 Podklady pro NOEL, NOAEL, LOAEL a jine, statistické vyhodnoceni

Subakutni inhalacni toxicita

» testované zvife v atmosféfe zkoumané latky 14 nebo 28 dnu
e narocné technicke zabezpeceni, plynuly denni tok zkoumane latky

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Testy na subchronickou toxicitu

90 denni test, expozice oralni, dermalni ¢i inhalacni

» opakované podavani testované slouceniny

» expozice 1x denné po celou délku testu, moznost kumulace

« v CR — spolu s akutni toxicitou — poZzadovany pro vétsinu novych chemickych
latek

 velka vypovidaci schopnost, poznani cilovych organu, povahy tkariového nebo

organového poskozeni

 urCeni hladiny ,nulového ucinku®

« 3 hladiny davek, odvozeny od 1/10 LD, nebo LC,

» zejména hlodavci (mys, potkan); test na 2 zivocCiS. druzich: 1 hlodavec a 1

zvire, které nepatfi do Fadu hlodavcu

V pribéhu pokusu se sleduje cela fada parametru — pfirastky hmotnosti,
spotfeba vody, zmény chovani, hematologie, klinicka chemie krve, moci

Na konci pokusu se zvirata utrati a provede se pitva a cela rada vySetreni;
dukladné histopatologické vySetieni, tkanove léze, vahy organu
Podklady pro NOEL, NOAEL, LOAEL a jiné

©)
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Testy chronické toxicity

e pro zjisténi kumulacnich, mutagennich, karcinogennich a teratogennich
vlastnosti latek

e expozice probiha po vétsinu doby zivota laboratorniho zvirete,
experimentalné narocné, dlouhodobée testy, cca 2 roky
o expozice oralni, dermalni i inhalacni
» aplikovana latka — dobre prostudovana, v dostateCném mnozstvi na celou dobu
testu (stejna Sarze, stejna kvalita)
« dukladna péce o laboratorni zvifata (sterilizace podestylky, konstantni klima,
pravidelné stfidani period den-noc, kvalitni (analyzované) krmivo)
e min. 2 druhy zvifat, 504 + 509 + kontrolni skupina 50 zvifat (253+ 25%)
e 3 hladiny davek
- nizka, na prahu ,nulového ucinku®
- stredni
- vysoka, na hranici intoxikace
» modelovani pracovniho prostfedi — 5x v tydnu + (,,volny vikend*)
e doba testu - potkani 24 mésict, mysi, kfe€ci 18 mésicu, kralici
e pozorovani, patobiochemické vysSetreni

©)
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Testy reprodukcni toxicity

e vicegeneracni studie

« cilem zjistit vliv latky nebo jejich metabolitt na reprodukci savcu (vlivy na nasledujici
generace)

» zkouSena latka je podavana samcum a samicim ve vhodné dobé pred kopulaci — aplikace
muze pokracovat aZz do dalSich generaci
» sleduje se toxicita pro rodice, vliv na fertilitu samcu i samic, zabfeznuti, uhnizdéni, doba

gravidity, porod, laktace, velikost vrhi, vaha a vitalita mladat, rust a vyvoj potomstva od
pocCeti do porodu pfes dospélost az k reprodukéni funkci potomku

o testy reprodukéni toxicity nejsou uréeny k detekci malformaci (zniCeni malformovanych
potomkl matkou = vyvojova toxicita)

Testy vyvojove toxicity - teratogenity

« vliv na prenatéalni vyvoj, na pregnantni samice, vyvoj embrya a plodu, alterace embryonalniho
a fetalniho rustu, strukturalni zmény (embryoletalita, fetotoxicita).

» teratogenita = vznik malformaci, které mohou nebo nemohou byt slucitelné se zivotem

» aplikace zkoumané latky v odstuprfiovanych davkach po urcitou dobu - ¢ast gravidity
pokusnych zvirat (organogeneze)

* potkan, mys, kralik

* sleduje se toxicita pro matku, embryotoxicita — preimplantaéni ztraty + resorbce embrya,
pocet zivych plodu, vaha plodu, malformace pevnych a mékkych tkani, trvalé zmény
(strukturalni, funkéni) na embryu v obdobi vyvoje

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




e Studie poskytuji informace o moznych genotoxickych vlastnostech latek tj. o
schopnosti zplsobovat zmény genetického materialu

« Zhodnoceni potencialu latek plsobit na geneticky material bunék (DNA)

« Standardni série testl (s/bez metabolickou aktivaci)
— Test na genovou mutaci u bakterii (Ames(v test)

— In vitro test na chromosomalni poskozeni savcCich bunék

— In vivo test na chromosomalni poskozeni haematopoetickych bunéek
hlodavcl

« micronucleus test na savcich erytrocytech

« chromosomalni aberace bunék savci kostni drené
 Genové mutace - Saccharomyces cerevisiae
« Mitotické rekombinace Saccharomyces cerevisiae
« Poskozeni DNA reparace - neplanovana syntéza DNA - savCi bunky in vitro
« SCE - vymeéna sesterskych chromatid in vitro
* Recesivni letalni mutace vazané na pohlavi u Drosophilla melanogaster
« Test transformace savcich bunék in vitro
« Dominantni letalni test u hlodavcli

8)
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Testy karcinogenity

Expozice v nizkych koncentracich, ale po dlouhou dobu (Casto po cely Zivot)
Testy karcinogenity by mely byt zvazovany:

« v pripadé pozitivnich vysledkd testl genotoxicity v /i vitro a in vivo testech
e u latek strukturalné pribuznych se znamymi karcinogeny

- v pripadé, Ze vysledky dlouhodobé toxicity ukazuji na moznou karcinogenitu
expozice po prakticky celou délku zivota (mysS a potkan > 1-2 roky)

test zahrnuje dvourocCni studii u krys a 18-ti mésicni studii u mysi, nebo pouze
u krys, a v pripadé pozitivity i dalsi druh

minimalné 3 rizné davky - nejvyssi = vyrazna toxicita

v v s

Parametry: zmény chovani; vahy organu; patologie, histopatologie (klinicka
chemie)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Imunotoxicita

« V pripadé, Ze studie chronické toxicity prokazi plsobeni zmén ve velikosti ¢i hmotnosti
lymfoidnich organt nebo histologické zmény v lymfoidnich tkanich, kostni dreni nebo
perifernich lymfocytech

Neurotoxicita

testy neurotoxicity jestlize :
« substance nélezi do trid latek zndmych UcCinky neurotoxicity:
— organofosfaty — acetylcholinesteraza,
— pyrethroidy — zmény chovani, funkéni zmeény,
— karbamaty,
 indikace neurotoxicity Ci zmén chovani v jinych testech

« prokazuji se v toxikologickych studiich histologické, biofyz. nebo biochem. zmény na
nervovem systemu.

Laboratorni zvirata: potkani

Toxikokinetické studie

cilem ukazat dosazené zatizeni organizmu (koncentraci v télnich tekutinach a tkanich)
ve vztahu k davce a k ¢asovému priibéhu studie

srovnat dosazenou expozici (hladiny v téle) s toxikologickymi nalezy v rliznych organech

©)
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Endokrinni disrupce L

| Testdrug(s) or Vehicle(s) |

NaruSeni funkci endokrinniho systému, hormonalni regulace I l I
Koncepcéni ramec OECD pro testovani a hodnoceni endokrinnich Do D1 D2 D3
disruptord - OECD Conceptual Framework for Testing and Assessment _ |
of Endocrine Disrupters I
(https://www.oecd.org/env/ehs/testing/oecdworkrelatedtoendocrinedisrupters.htm)
Uterus collection
for weight measurement
Uterotroficky screeningovy test
e pouZiti pro testovani estrogenity latek (xenoestrogenu) - méné casto Destradioland Tamoxifen boastuterotrophic effect
pI'O testovénl' antiestrogenity whereas Fulvestrant exhibits anti-uterotrophic activity
*  Princip: aplikace testované latky pohlavné nedospélym nebo -
kastrovanym samicim — statisticky signifikantni zvy$eni hmotnosti 1251
délohy zavislé na davce ve srovnani s kontrolni skupinou = dukaz 2 100
estrogenniho agonismu % -
«  rust délozni tkané je pod vlivem estrogend H o
3 1
E
Hershberger screeningovy test S 259
e pouZiti pro testovani androgenity (xenoandrogenu) ¢i antiandrogenity 0-
*  Princip: aplikace testované latky kastrovanym samcum — statisticky BE Vehicle 1 (sc)
signifikantni zvySeni hmotnosti pfidatnych pohlavnich organu zavislé : EL::::Z?:I‘{E:;
s s ’ . o ’ I ..
na davce ve srovnani s kontrolni skupinou = dukaz androgenniho 3 Vehicle 2 (p.o)
agonismu (napr.: prostata, semenné vacky) BB Tamoxifen (p.o)

» rust nékterych tkani u samcut pod vlivem androgenu

©)
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—

Cil: zhodnotit mozné Skodlivé UCinky pro organismy v Zivotnim prostredi
— Ucinek na ptdni nebo vodni organismy
— Ucinek na dal$i necilové organismy
— vSechny vyvojové stupné (bakterie aZz savci)
— metody - Organisation for Economic Cooperation and Development
(OECD) a International Organization for Standardization (1SO).

Hodnoceni ekotoxicity
Organismy pouzivané pro ekotoxikologicke biotesty

Modely na vsech urovnich potravniho retézce
— producenti - fotoautotrofni organismy,
rasy, sinice, vysSi rostliny
— konzumenti — bezobratli, obojzivelnici, ryby, ptaci, savci
— destruenti — bakterie, kvasinky

> Baterie testu, mikrokosmy, mesokosmy

» Testy na biocendzach jsou nejrelevantnéjsi, zahrnuji vliv latky na
organismy i na cela spoleCenstvi zivodichu, rostlin a dané Zivotni
prostfedi x Casova a finan¢ni naro¢nost.

©)
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Chemické latky a chemickeé pripravky — hodnoceni vlastnosti

nebezpecnych pro zivotni prostredi

Zak. €. 350/2011 Sb. O chemickych latkach a chemickych pripravcich

NARIZEN|I KOMISE (ES) ¢. 440/2008, CAST C: METODY STANOVENI
EKOTOXICITY

- akutni toxicita pro ryby, akutni toxicita pro dafnie, toxicita pro reprodukci u dafnie
- inhibice rustu Fas, toxicita pro zizaly

- bioakumulace — prutokova zkouska na rybach

- test rustu na nedospélych rybach

- toxicity na rybich embryich a potéru — kratkodoba zkouska

- akutni oralni a kontaktni toxicita pro v€elu medonosnou

Vyhlaska 376/2001 Sb. + 502/2004 Sb. o hodnoceni

nebezpecnych vlastnosti odpadu

Pfiloha €. 3: Metody hodnoceni nebezpeénych vlastnosti odpadu
Pro hodnoceni vlastnosti H14 ekotoxicita se pouziji metody:

CSN EN ISO 6341 Jakost vod - Zkou$ka inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus
CSN EN 28692 Jakost vod - Zkouska inhibice riistu sladkovodnich fas

CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod - Stanoveni akutni letalni toxicity pro sladkovodni ryby
Test inhibice ristu kofene hoicice bilé (Sinapsis alba). Metodicky pokyn MZP ke stanoveni

(6) Centrum pro vyzkum ekotoxicity odpadu.
toxickych latek
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https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section-2-effects-biotic-systems.htm

Test No. 201: Freshwater Alga and Cyanobacteria, Growth
Inhibition Test

Test No. 234: Fish Sexual Development Test

Test No. 235: Chironomus sp., Acute Immobilisation Test
Test No. 209: Activated Sludge, Respiration Inhibition Test
(Carbon and Ammonium Oxidation)

Test No. 223: Avian Acute Oral Toxicity Test

Test No. 233: Sediment-Water Chironomid Life-Cycle
Toxicity Test Using Spiked Water or Spiked Sediment

Test No. 229: Fish Short Term Reproduction Assay

Test No. 230: 21-day Fish Assay

Test No. 231: Amphibian Metamorphosis Assay

Test No. 232: Collembolan Reproduction Test in Soil

Test No. 226: Predatory mite (Hypoaspis (Geolaelaps)
aculeifer) reproduction test in soil

Test No. 228: Determination of Developmental Toxicity of
a Test Chemical to Dipteran Dung Flies(Scathophaga
stercoraria L. (Scathophagidae), Musca autumnalis De Geer
(Muscidae))

Test No. 211: Daphnia magna Reproduction Test

Test No. 225: Sediment-Water Lumbriculus Toxicity Test
Using Spiked Sediment

Test No. 224: Determination of the Inhibition of the
Activity of Anaerobic Bacteria

Test No. 227: Terrestrial Plant Test: Vegetative Vigour Test

() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi

Test No. 208: Terrestrial Plant Test: Seedling Emergence and
Seedling Growth Test

Test No. 221: Lemna sp. Growth Inhabition Test

Test No. 202: Daphnia sp. Acute Immobilisation Test

Test No. 218: Sediment-Water Chironomid Toxicity Using
Spiked Sediment

Test No. 219: Sediment-Water Chironomid Toxicity Using
Spiked Water

Test No. 220: Enchytraeid Reproduction Test

Test No. 222: Earthworm Reproduction Test (Eisenia
fetida/Eisenia andrei)

Test No. 215: Fish, Juvenile Growth Test

Test No. 216: Soil Microorganisms: Nitrogen Transformation
Test

Test No. 217: Soil Microorganisms: Carbon Transformation
Test

Test No. 212: Fish, Short-term Toxicity Test on Embryo and
Sac-Fry Stages

Test No. 213: Honeybees, Acute Oral Toxicity Test

Test No. 214: Honeybees, Acute Contact Toxicity Test

Test No. 203: Fish, Acute Toxicity Test

Test No. 210: Fish, Early-Life Stage Toxicity Test

Test No. 204: Fish, Prolonged Toxicity Test: 14-Day Study
Test No. 205: Avian Dietary Toxicity Test

Test No. 206: Avian Reproduction Test

Test No. 207: Earthworm, Acute Toxicity Tests
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= TOXIKOLOGIE &
EXPERIMENTY NA ZVIRATECH

<
« regulatorni toxikologie — od 20. stoleti zaloZzena primarné na é.;:%
in vivo metodach }}jg?;{rﬁgﬁgm
. . Health Effects
e OECD Test Guidelines
e fada metod vyvinuta pfed 30 - 60 léty @)

OECD TG / Description

/
411 Repeat dose dermal toxicity (90 days), rodents
-2 Repeat dose inhalation toxicity (28 days),
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« Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of
Chemicals (Regulation EC No. 1907/2006) — REACH

©)

chemikalie s produkci vice nez 1t/ rok -> hodnoceni toxicity

odhadem cca 30000 chemickych latek behem 15ti let (Liebsch
2011, Arch Toxicol 85)

s pouzitim sou€asnych metod odhadovano 9 — 54 mil. pokusnych
zvirat (Rovida 2009, Altex 26)

nejen eticky, ale i ekonomicky a ¢asovy aspekt
Annex Xl. pravidla pro standardni testovani zahrnuji moznost
interpretace vysledku z in vitro testu:

» Validovane testy

* ,Vhodné“ (suitable) testy — dostateCné vyvinuté z hlediska mezinarodné
uznavanych kritérii pro zahajeni pre-validacniho procesu (ECHA)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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__ o . EXPERIMENTY NA ZVIRATECH

» Eticky diskutabilni - tlak odborné i laické verejnosti
o 1959: Russel & Burch: “3Rs principle”

« Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochrané
zvirat pouzivanych pro védecké ucely
aktivni podpora vyvoje, validace a zavadéni metod v souladu s 3R principem

« ECVAM JRC European Centre for Validation of Alternative Methods,
Joint research Centre, EU, Ispra, Italie

e USA - zakony na statni Grovni (California, New Jersey, New York)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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- TOXIKOLOGIE &
EXPERIMENTY NA ZVIRATECH

—

o 2007: Toxicity Testing in the 21st Century: A Vision and a Strategy
(US National Research Council/NAS)

— Mezidruhové rozdily

— Vysoké davky, kratké doby expozice

— Hodnocené parametry (smrt, nador) = et
— Predpoklady a extrapolace, faktory nejistoty

— Nespolehlivost a nerelevantnost tradicnich in vivo metod

A WISH0M AND A STRATEGY

Farmakologie a farmaceuticka toxikologie:

* Pouze 43% shoda vysledku z testt na hlodavcich s vysledky
klinickych studii (ECVAM)

* V klinické fazi testovani selhava az 92% potencialnich lé€iv
(Pampaloni 2009, Rec Patents on Biotech 3)

— Ekonomicka a €éasova naroc¢nost, zastaralost, etické problémy

Souhrn dokumentu Toxicity Testing in the 21st Century (anglicky):

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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https://www.nap.edu/read/11970/chapter/2

TOXICITY TESTING IN THE
21ST CENTURY:
A VISION AND A STRATEGY

nové pfipravena strategie vychazejici z
aktualnich poznatkul a
nejmodernéjSich technologii s cilem:

Toxicity Pathways |

Targeted Testing
1) Zvysit pocCet testovanych latek
2) Snizit naklady

3) Zlepsit vypovédni hodnotu vysledku
vzhledem k predikci zdravotnich rizik
a environmentalnim koncentracim

Primarné lidské buriky a tkanové kultury in vitro

Vlivy na biologické procesy (toxicity pathways) — mechanismy bunécné odpovedi,
jejichz naruseni v organismu vede ke Skodlivym ucinkiim

Cilené testovani (Targeted testing) x Testy na celych organismech (Whole-animal
testing)

PocitaCové modelovani zavislosti davka-odpovéd’ pro narusovani toxickych drah,
modelovani pro ucely extrapolaci — interpretace informaci z bunéénych systému
smérem Kk in vivo toxicité

Informace o expozici - biomonitoring — hladiny chemickych latek v krvi, vlasech Ci
dalSich tkanich

Hodnoceni rizik - minimalizace narusovani toxickych drah v exponované populaci



Systémova biologie — vyuziva vypoctové modely a laboratorni g“
data k porozumeéni biologickému systému a jeho fungovani jako celku

Biomarkery indikujici naruseni kritickych toxickych drah a procesu

Automatizované a robotizované systemy hodnoceni (high throughput
screening, HTS)

Bioinformatika — interpretace komplexnich mnohorozmeérnych dat z
genomickych studii a HTS

Toxikogenomika

Modelovani zavislosti davka-odpoveéd' pro narusSovani toxickych drah pomoci
pocitaové systémové biologie a modell

Modelovani vztahu struktura-aktivita pro predikci uc€inkt a chovani latek

Extrapolace in vitro -> in vivo - farmakokinetické modely (PBPK) pro
predikci koncentraci latek v krvi a tkanich za specifickych expozicnich
podminek

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Draha skodlivého uc€inku (AOP = Adverse outcome pathway)

d
<

Mechanismus uc€inku (Mode of Action)

P
<

hemick makro- bun&&na tkéfovy Gginek odpovéd popula&ni
ChEmisss molekularni > S — e > N ) —> s .
latka interakee odpoved ucinek na organ organismu odpoved
Miciacni > Micov klicova skodlivy Géinek
; udéalost 1 udéalost 2 y
udélost
interakce aktivace genu, letalita T
vlastnosti s receptory, produkce zménéna fyziologie, narugeni . oie poméru
chemické |>| interakce s DNA, [ proteinu, > narusena homeostaza, > | VIVOIE. LS pohlavi
latky vazba na proteiny, zména naruseni vyvoje / funkci et . .
oxidace signalovani reprodukce AU
{ J { J
- g - .Y - - - - Y -
in silico, in chemico, in vitro, ex vivo INn VIVO

* série definovanych a kauzalné spojenych udalosti napri¢ riznymi trovnémi biologické organizace,
které vedou k poskozeni zdravi nebo ekotoxicité

» Vyuziti existujicich znalosti a informaci k propojeni dvou ukotvujicich bodi: Molekularni iniciacni udalost
(Molecular Initiating Event, MIE) a Skodlivy u€inek (Adverse Outcome, AO) pfes sérii mezikroku, tzv. Kli€ové
udalosti (Key Events)

* AOPs umoznuje propojit vysledky z in vitro studii ain vitro screeningu se Skodlivymi G€inky na
arovni organismu nebo populaci

©)
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Alternativni testy

e Musi projit valida€nim Fizenim

 Dle ECVAM (the European Centre for the Validation of Alternative Methods)
v souCasnosti uznavana sada védecky ovérenych alternativhich metod
(zejména testovani fototoxicity, kozni drazdivosti, embryotoxicity).

« ECVAM - soucasti JRC (Joint Research Centre EU)

« EURL-ECVAM = European Union Reference Laboratory for alternatives to
animal testing (since 2011)

 https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/

e Podporuje vyvoj a uplatiovani alternativnich metod a pfistupu, aplikace v
prumyslu a akceptaci regulaénimi organy

e Vyzkumné organizace mohou zaslat alternativni metody, které vyvinuly, na
odbornou validaci do EURL ECVAM

« EURL-NETVAL = European Union Network of Laboratories for the Validation of
Alternative Methods — sit’ validaCnich laboratofi ve Clenskych statech

| https://ec.europa.eu/jrc/en/eurl/ecvam/alternative-
N methods-toxicity-testing/eu-netval

v prostredi
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https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/
https://ec.europa.eu/jrc/en/eurl/ecvam/alternative-methods-toxicity-testing/eu-netval

Nahrady klasickych testu

- testy in vitro: tkannové explantaty, bilé krvinky, jaterni buriky, tkanové kultury
- testy na nizSich organizmech: bakterie, prvoci, €ervi, hmyz, rasy, houby,
kvasinky, semena rostlin

IN VITRO TOXIKOLOGIE

In vitro metody - budouci pilif toxikologie

Testy na puvodnich i geneticky modifikovanych prokaryotickych ¢i eukaryotickych burkach

BAKTERIALNI TESTY, KVASINKOVE TESTY x TESTY NA TKANOVYCH KULTURACH z
vyS$Sich organismu

Primarni linie
- zvifeci: mezidruhova variabilita, etické problémy

- lidské: limitovana dostupnost, heterogenita / nizka reprodukovatelnost

Permanentni linie
- lidské: 1951 — HelLa (cervikalni karcinom)
- dnes dostupné desitky linii z rGznych organu

- vétSinou nadorového plvodu — genetické a epigenetické zmény, abnormalni genotyp a
fenotyp — abnormalni odezva? Relevance?

Alternativy? Kmenové bunky, pluripotentni buriky, 3D systémy
() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi
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vyuzivany zejména pro objasnéni uc€inku toxického agens

v posledni dobé i pro rutinni provadéni testu toxicity

primarni bunécéné kultury x stabilni bunééné kultury x kmenové bunky

primarni bunééné kultury se ziskavaji z jednotlivych tkani organismdu, jsou
nestandardni, coz muze ovlivnit vysledek testu toxicity (= nizka reprodukovatelnost).

bunécny substrat pro zalozeni stabilni kultury se kdysi ziskal vétSinou od lidskeho
darce (jako vedlejSi material napf. pfi operaci), byl stabilizovan a uzptsoben k
neomezeneému déleni a nasledné kultivaci — napr. stabilizované linie koznich bunék,
nervovych bunék, bunék srdecniho svalu, bunék odvozenych od tkani ledvin a pod.

mozno ziskat stabilni bunééné linie z rznych organu a z riznych druht organism

stabilizované linie se dobfe péstuji, rychle rostou a Ize vytvofit mnoho vzorkd mensich
kultur x Casto nadorovy charakter

Kmenové buiky - normalni nenadoroveé bunky organismu - proliferacni potencial a
potence

Ruzné modely dostupné v bunéénych bankach, respektive Sbirkach bunéénych kultur.

tocigena Vyvoj 3D kultivacnich technik

v prostredi




IN VITRO TOXIKOLOGIE &
KMENOVE BUNKY

MoZnost studia T

fertilised eqg

viivu latek na:

) self-renewal

tnhpment stem cells

e Lidské kmenoveé T
self-renewal c c
buriky @7 e Diferenciace
-~ lidskych
Btoot conaining . b
. . , P menovyc
o Lidské diferencované / l N\ efrenews S o
. i bunék (napt.
bunky odvozene z - /[ embryotoxicitaa
kmenovych (hepatotoxicitammeeiiEsa sy, | messchyo S v;?vqjové toxicita,
kardiotoxicita, nefrotoxicita, | karcinogeneze)
neurotoxicita etc.) l 1 l
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In Vitro testy

* Invitro testy typicky slouzi k zjiSt'ovani jiného typu dat nez In vivo
— studium interakce toxicka latka — receptor
— mechanisticka toxikologie — studium biochemickych mechanismu u€inku
— studium genotoxicity na bunééné urovni

e Invitro Ize téz pouzit jako nahradu testu In vivo
— nutny proces validace — ovéreni shody vysledkii obou metod
— Predikce z in vitro nain vivo situaci

Pomoci testl In vitro Ize nahradit nasledujici In vivo testy

o test akutniho podrazdéni oka (bunééna kultura z oka kurete €i kralika)
o test akutniho podrazdéni kize (lidska kozni bunééna kultura)

» test neurotoxicity organofosfatil na kureti

 imunologické testy

Pomoci testl In vitro nelze ziskat nasledujici informace

 toxikokinetika
 systémové ucinky
e organova toxicita

©)
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automatizované systemy
LTS MTS

1000s/den

. 10,000s-
10s-100s/den 100,000s/den

Relevance pro lidi/
Naklady/Komplexn

Mnozstvi testu/
Jednoduchost

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Nova védecka disciplina — objasnuje, jak je cely genom zapojen v biologickych
odpovédich organismu na stresory

- studuje odpovédi/reakce genomu na stresory a toxické latky (Waters et al. 2003)

- kombinuje genomiku — transkriptomiku (exprese genu), proteomiku, metabolomiku a
bioinformatiku s klasickou toxikologii

* identifikace, kvantifikace potencialnich
genetickych rizik

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

» sledovani vedlejsich Uc¢inkli chemickych latek
na biologické systémy

» vytvareni databazi toxikologickych, genetickych
a genomickych informaci

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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Predikéni toxikologie

odhad G¢inku pomoci alternativnich metod
(QSAR, in silico)

» metody stanoveni toxicity a toxickych indexd chemickych latek, které dosud
nebyly testovany experimentalné — k urCeni toxickych vlastnosti latek bez pouziti
pokusnych zvirat

* vyuziva shromazdeneé pokusné udaje, ale téz chemické struktury

* na jejich zakladé a zobecnovanim poznatku vytvari expertni pocitacové modely,
pomoci nichz odhaduje toxicitu novych, dosud netestovanych latek.

* vyuziva znalosti chemie, fyziky, biologie, matematiky, kybernetiky a molekulové
grafiky

« expertni programy pro odhad toxického ucinku vypoctem = soubory pravidel,
znalosti, udaju o toxickych indexech, statistického hodnoceni, vypocetnich
programu molekulovych deskriptorl a metod matematické statistiky

©)
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— porozumet souvislostem mezi environmentalnim stresem a
nachylnosti k projevim Skodlivych uc€inkl, k onemocnéni

— identifikovat uziteCné biomarkery onemocnéni a expozice
toxickym latkdm

— objasnit molekularni mechanismus toxicity

ose O Genstic
Mode(s) of action sLaceptibility
i Disease aetiology i
o | |
N i 5] Y i m
N B
g g I & & !
3 9 & 5 L
§ g g & 8
g = i @ 4
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| function |

C— e Biologically Based Dose-Response Models




TOP MAP bject A in the k-th cell

Input warishles
x

metody in silico, stanoveni vypoctem

Expertni systemy

DEREK — genotoxicita, karcinogenita,
podrazdéni kuze, ...

METAPC — metabolismus a biodegradace

METEOR - predikce metabolickych
transformaci

OncolLogic — predikce karcinogenity

Physiologically based pharmacokinetic (PBPK) models

= Modely ADME - simuluji kinetiku procesu v organismu, které zodpovidaji za
koncentraci u€inné latky na miste ucinku, tedy absorpci (A), distribuci (D),
metabolismus (M) a exkreci (E). Modely pro rizné organismy a ruzné zpusoby
expozice jsou rozliSeny fyziologickymi parametry organismu.

Centrum pro vyzkum http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2005 10 675-681.pdf

toxickych latek
v prostredi
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Structure Activity Relationships (SARS)

vztah mezi chemickou strukturou a biologickym efektem chemickych latek -
slouzi k zakladni orientaci v toxikologickém nebo farmakologickém
mapovani ucCinku latek — snizuje se pocet pouzitych pokusnych zvirat.

Predikovana data
— cilem SAR je predikovat aktivitu/toxicitu latky — vysledky ovéfitelné provedenim
experimentalnich studii

» P¥. toxicita obecné roste se vzrustem K, (rozdélovaci koeficient oktanol-voda,
ktery indikuje rozpustnost v tucich), pokud neni pfili§ nizka rozpustnost

— pouziti SAR je umoznéno kompletaci a revizi dat
— narkoticka uc€innost latek koreluje s jejich rozdélovacim koeficientem mezi olej a vodu

TOXICITA

Centrum pro vyzkum —

toxickych latek

v prostredi ROStOUCi KOW
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QSAR - kvantitativni vztahy mezi chemickou strukturou a biologickou ucinnosti (z angl.
Quantitative Structure — Activity Relationships) chemickych latek

« umoznuje predpovidat biologickou aktivitu i u téch latek, které dosud nebyly syntetizovany

 analyza souboru experimentalnich udaju o velikosti biologickych a fyzikalné chemickych
vlastnosti chemickych latek metodami matematické statistiky.

» soubor udaji se mize tykat série latek strukturné podobnych — homologicka série, nebo
strukturné riznorodych — heterogenni série. Cim vétsi série, tim vyhodnéjsi pro odvozeni

QSAR modelu/rovnice.

Electronic
_ Databases _

A,
RN

La_l.'s collections

1

; —
R L w
22 e CESCSIBE aECE \""""-D—a-:"'"'
thesee > L Data Collection, Repository
A i 1 Curation &
ptoe = \;Lt Integration

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Molekulové deskriptory
popisuji strukturu molekuly latky Ci jeji vlastnosti
* teoretické vs. experimentalni

 velikost molekuly, molekulova hmotnost, poCet a typ funkCnich skupin, naboj molekuly,
3D struktura atd.

« fyzikalné-chemické vlastnosti: lipofilita, polarizovatelnost, bod varu, log P,

« existuje nékolik tisic deskriptoru

Biologicka u€innost

Velikost (kvantita) biologického ucinku - parametry toxicity z testu IC50, EC50
Postup

e struktura namodelovana v softwaru, ziskany deskriptory molekuly

« statistickymi metodami hledany vztahy a nalezen nejlepSi model

* mozna predikce toxicity (vlastnosti) pro netestované latky podobné struktury

» statistické testy vyznamnosti modelu
 nutna validace modelu

modely QSAR jsou matematické rovnice, kde leva strana je obsazena velikosti biologické
vlastnosti (odpovédi) v log tvaru, napf. log LD, prava strana velikosti vlastnosti fyzikalné
chemickych, topologickych nebo kvantové chemickych indexu (= molekulové deskriptory).

BA, = (X))

BA je biologicky ucinek a X vlastnost chemické latky.



REACH: QSAR modely
jsou pfimo jmenovany
mezi metodami pro

hodnoceni chemickych

QSAR - quantitative structure-activity relationships latek

QSTR - quantitative structure-toxicity relationships
o Statistické hodnoceni vlastnosti latek v chemickych radach

« Umoznuji rychly odhad toxicity (a dalSich vlastnosti) latek na zakladé struktury a
znalosti fyzikalnich a chemickych vlastnosti latky ze struktury vyplyvajicich.
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Dekuji za pozornost

Vice k modernim metodam a pristupum v toxikologii a ekotoxikologii -
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