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Původní schéma testování toxicity

Expozice

Zrození AOP konceptu a odpovídající metodologie

Krewski, 2010
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Testování toxicity ve 21. století

Zrození AOP konceptu a odpovídající metodologie

Krewski, 2010
Charakterizace látky

Testování toxicity

Mechanismy Cílené testy

Dávková závislost a modelování 

extrapolace

- cílem je přejít z testování terminální patologie ve zvířatech ke stanovení 

deregulace buněčných procesů v lidských modelech



• AOP koncept

• bio/monitoring

• prevence

Toxicita látek a stanovení 

mechanismu účinku vč. rizik

In silico

In vitro

Aspekty toxikologie pokryté Tox21 strategií

In vivo

Occupational

environmentální 

polutanty
léčiva

aditiva

pesticidykontaminanty

potravin

průmyslové 

chemikálie



In silico toxikologie / machine learning

Raies, 2016

- predikce a modelování na základě struktury látky

- srovnávání s databázemi látek, kde je znám vztah struktura-toxicita



Komputační toxikologie – modelování drah

Law, 2023

- modelování signálních složek

- kombinace ToxCast a CTD (databáze interakcí „látka-gen“) dat 

s databází lidského interaktomu
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In vivo vs.                In vitro

• komplexní tkáňové 

prostředí organismu

• úroveň metabolismu  

odpovídá reálné situaci

• efektivní určení poměru 

dávka vs. efekt

• testování směsí na 

orgánové a organizmální

úrovni

• speciální požadavky a 

zázemí pro chov

• dedikovaný personál

• časová a finanční 

náročnost

• otázka etiky

• možnosti qHTS

provedení

• odhalení nových látek

• snaha nahradit in vivo

testy in vitro testováním

• snazší reproducibilita

• cena

• přístrojové zázemí

• chybí orgánový a 

komplexní kontext



In vivo toxikologie

Cassar, 2020

př. zebrafish

výhody Zebrafish modelu

- monitoring přítomnosti 

toxických látek

- odhalení mechanismu účinku

- testování vlivu urč. genu či 

signální dráhy na toxicitu 

vyvolanou testovanou látkou

- tkáňové prostředí

- …

Dai, 2013



In vivo toxikologie

Bambino, 2017

př. zebrafish



In vivo toxikologie

Test No. 236 - OECD

př. zebrafish

př. testovaných parametrů

- FET - fish embryo acute toxicity test 1.

1.

2.

2.

4.

4.

3.

3.



In vivo toxikologie

Zhang, 2023

př. zebrafish

př. testovaných parametrů

- hepatotoxicita acenaftenu

aktivita jaterních enzymů

morfologie jater



In vivo toxikologie

Caro, 2019

př. zebrafish +                 myš

př. kombinace propojení in vivo modelů v testování toxicity částic 

kovu



In vivo toxikologie – příklad postupu

Magnetic Nanoheterostructures, 2020

př. hlodavec



In vivo toxikologie – ex vivo modely

Wilson, 2015

př. kuře, králík, prasečí či hovězí rohovky



In vivo toxikologie – In ovo model

Wilson, 2015př. kuřecí vejce

CAM  - Chorioallantoic Membrane

Li, 2015



In vivo toxikologie – In ovo model

Wilson, 2015př. kuřecí vejce

CAM  - Chorioallantoic Membrane (to 3:58 min)

Li, 2015



In ovo model v nanotoxikologii

Buhr, 2020



In vivo toxikologie



In silico

In vitro

Osnova

Ex/In vivo

Occupational

Moderní metody v toxikologii

3R

Replacement

Reduction

Refinement



Osnova

Madeira, 2021

Moderní in vitro metody v toxikologii



Osnova

1. Genomika

2. Transkriptomika př. RNAseq, GROseq, ATACseq

3. Proteomika př. Hmotnostní spektrometrie (MS)

4. Metabolomika př. HPLC-MS/MS

5. Kvantitativní vysokokapacitní analýzy qHTS assays

Moderní in vitro metody v toxikologii
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Transkriptomika

RNAseq

- globální analýza 

transktriptomu



Transkriptomika

GRO-seq

- globální analýza aktivní transkripce



Transkriptomika

ATAC-seq

- globální analýza přístupnosti chromatinu



Transkriptomika

• kombinací těchto metod lze získat informaci o změně profilu 

genové transkripce indukované testovanou látkou

• následné analýzy pomocí „free“ či placených nástrojů mohou 

naznačit biologický proces, dráhu či signalizační spouštěč (př. 

GSEA, IPA)

• identifikace genových podpisů spec. pro urč. skupinu látek

• nominace cílových genů pro vytvoření reportérového systému 

• výhody – globální měřítko, rychlá a relativně nenáročná 

příprava vzorku

• nevýhody – cena, nutnost bioinformatického zázemí pro 

následné zpracování dat a s tím se pojící nutnost výpočetní 

kapacity

• nutnost verifikace dat dalšími metodami – RT-qPCR, WB atp.
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Proteomika

„Top-Down“ proteomika

– analýza intaktních proteinů

- identifikace proteinových izoforem

- mapování proteinových modifikací

“Bottom-Up” proteomika

- štěpení proteinů na peptidy, separace

- nejčastěji používaný přístup

cílová analýza – ESI/LC-MS/MS



Proteomika



Osnova

1. Genomika

2. Transkriptomika

3. Proteomika

4. Metabolomika př. HPLC-MS/MS

5. Kvantitativní vysokokapacitní analýzy

Moderní in vitro metody v toxikologii



Metabolomika

• informuje o vlivu expozice na 

biochemické úrovni a poskytuje 

biomarkery spojené s aktuálním 

stavem expozice jedince, jeho 

zdravotním stavem atp.

• buněčné a tkáňové zdroje –

moč, sliny, sérum…

• koncept „exposome“ =

„kumulativní analýza 

environmentálních vlivů, stravy, 

chování atp. na biologické procesy 

v průběhu života jedince“

Molecular and Biochemical

Toxicology, 5th edition



Ukázka propojení „omic“ metod 

Lee, 2021

• PFOS - transkriptom, proteom, metabolom

- indukce vývojové neurotoxicity

- deregulace oxidativního stresu a energetického metabolismu

- indukce zánětu, deregulace Ca2+ signalizace, deformace       

axonů



Ukázka propojení „omic“ metod 

• kombinací metod lze získat informaci o změně profilu genové 

transkripce indukované testovanou látkou a zároveň 

identifikovat biomarkery expozice v příslušné tkáni



Ukázka propojení „omic“ metod 

Shen, 2022



Osnova

1. Genomika

2. Transkriptomika

3. Proteomika

4. Metabolomika

5. Kvantitativní vysokokapacitní analýzy qHTS assays

- standartní testy cytotoxicity a proliferace

- aktivita NADPH oxidáz (př. MTT test)

– spotřeba ATP (př. Cell TiterGlo)

- poškození membrány (př. LDH assay)

- produkce aminů (př. Live/Dead fixable dead cell stain)

- množství DNA (př. CyQuant)

Moderní in vitro metody v toxikologii



Osnova

1. Genomika

2. Transkriptomika

3. Proteomika

4. Metabolomika

5. Kvantitativní vysokokapacitní analýzy qHTS assays

- specifické testy

- kvantitativní monitoring buněčné morfologie pomocí impedance

- reportéry enzymatické aktivity

- reportéry transkripční aktivity (př. Attagene Transfactorial, CALUX)

- disrupce mezibuněčné komunikace (př. GJIC, TEER)

- detekce disrupce syntézy a metabolismu hormonů

- ….

Moderní in vitro metody v toxikologii



Monitorování buněčné impedance

stanovení vlivu testované látky na základní buněčné

parametry vč. cytotoxicity

Analýza růstu, proliferace, adheze
Solly, 2004



Monitorování buněčné impedance

Koual, 2021

příklad in vitro vs. in vivo přínosu



Monitorování buněčné impedance

Koual, 2021

- žádný efekt dioxinu

na buněčnou impedanci



Monitorování buněčné impedance

vs. in vivo test šíření metastáz

Koual, 2021- efekt dioxinu na formaci metastáz



Mikroelektrodové arrays

síť elektrod monitorující elektrický odpor vytvářený  

buňkami

měří elektrickou aktivitu buněk

Axion Biosystems



Příklad testování neurotoxicity

Axion Biosystems



TEER analýza

Srinivasan, 2015

„Transepithelial electrical resistance“

měření permeability buněčných membrán skrze měření 

elektrického odporu

test disrupce mezibuněčných spojení

monitoring permeability buněčných bariér

informace o kompaktnosti buněčné vrstvy a 

mezibuněčných těsných spojů

př. tkáňová toxicita – GI, plíce, BBB …



TEER assay - příklad Shaughnessey, 2022

nefrotoxicita cisplatiny – 96-well formát

- 2 formáty mikrofluidity

ledvinové 

proximální 

epiteliální 

buňky

primární 

vaskulární

endotelie

Kvantifikace obrazové informace TJs



TEER assay - příklad Shaughnessey, 2022

nefrotoxicita cisplatiny – 96-well formát

- 2 formáty mikrofluidity

TEER - Kvantifikace prostupnosti bariéry epitel-endotel

csPt



Stanovení transkripční aktivity jaderných 

receptorů (NR)

Attagene FACTORIALTM assay

odhalení módu agonista, antagonista

cis- a trans- mód

Multiple repoter transcription unit (MRTU) + chimeric 

Gal4-NR protein

až 48 typů lidských jaderných receptorů



Testování transaktivace NRs – CALUX

DR, AR, PR

detekce reportéru tj. aktivita luciferázy

př. DR-CALUX

Sakthivel, 2016



Testování transaktivace – DR CALUX®

př. skríning PCBs a dioxinových látek v rybách

může DR CALUX „nahradit“ standartní GC/MS?

stabilní linie – H4IIE, HepG2

GC/MS- limitace- malé množství vstupního vzorku, cena, 

náročnost analýzy

Hoogenboom, 2006

TEQs- toxic equivalence

- concentration + TEFs

- TEFs – toxicity equivalency factors



Testování znečištění ovzduší

Zhang, 2018



Testování znečištění ovzduší Zhang, 2018

sensitivní metoda pro detekci 

aktivace AhR a stanovení rizik 

pro látky vyskytující se v ovzduší 
(Polycyklické aromatické uhlovodíky -

PAHs)



Analýza vazby ligand-receptor

NovaScreen NR HTS Ligand-Binding Assay

cell-free formát

kompetitivní assay – př. radioaktivní estradiol vs. 

testovaná látka, vazba na ERalpha

AR, ER, PXR, FXR, PPARa, PPARg, TRa



Testování enzymatické aktivity – DIO1

Inhibice aktivity 

chemickými látkami –

cell-free assay

Inkubace enzymu s 

testovanými látkami 3h

Pokud dochází k inhibici 

aktivity klesá nárůst 

volného jódu, který se 

následně stanovuje

96-well format, HEK293 

DIO1-OE

4 atomy I ve struktuře

3 atomy I ve 

struktuře

+ volný atom I

Köhrle, 2022



Analýza disrupce syntézy steroidních hormonů

CeeTox H295R steroidogenesis assays

stanovení vlivu testované látky na syntézu steroidních 

hormonů 

odhalení endokrinních disruptorů

96-well format

Detekce 13 steroidních hormonů pomocí LC-MS/MS



CeeTox H295R steroidogenesis assays



Konzorcia, databáze, projekty

Osnova

1. ToxCast

2. Tox21

3. CTD – Comparative Toxicogenomics Database

4. ExpoCast – modely predikující expozici

5. Human Toxome project – „multiomic“ nástroje

6. ToxRefDB

7. ToxBank

8. TOXRIC

9. ToxNET

10. … Zajímavý literární zdroj



ToxCast

Toxicity Forecaster

In vitro qHTS výstupy (“high-throughput screening”)

předpovídající toxicitu testovaných látek

EPA - ~700 HTS, 300 signálních drah

využívá vysokokapacitní metody  a výpočetní 

počítačové modely pro vytvoření předpovědi toxické 

aktivity určité látky a stanovení rizika

>2000 chemických sloučenin – různé zdroje 

farmaceutický, chemický, kosmetický průmysl, 

environmentální zdroje, bezpečnost potravin



R. Judson, EPA, 2012



Tox21

In vitro toxikologie 21. století (est. 2008)

robotizace, 1536-well format

~80 assays

Attene-Ramos, 2013

Cíle:

1. identifikovat mechanismus 

biologické aktivity 

testovaných látek

2. určit látky pro další 

extenzivní testování

3. vývoj modelů pro predikci in 

vivo odpovědi

4. vývoj strategických a 

operačních plánů

Thomas, 2018



Tox21

zakladatelské organizace:

Environmental Protection Agency (EPA), National Toxicology Program (NTP), National

Institute of Environmental Health Sciences, 

National Center for Advancing Translational Sciences (NCATS) and Food and Drug 

Administration (FDA)



Tox21

Robot B-Roll (7:40-9:10)

https://www.youtube.com/watch?v=CjQTVfXQ8N4&t=383s



Děkuji za pozornost 

Toxikologie 21. století


