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Obsah prednasky

Tri tematické bloky

1. Drahy Skodlivych ucinku
(Adverse outcome pathways)

2. Metody analyzy tkani

3. Transgenni organismy



Hodnoceni toxicity chemickych latek

Tradi¢ni pFI'StU PY - Hodnoceni skodlivého ucinku na Grovni organismu

Skodlivé uciky
Mortalita
Inhibice ristu
Ovlivnéni reprodukce
Malformace
Zmeény chovani

Chemikalie ”:ﬁ' Organismus

« Udaje o toxicité existuji pouze pro nékolik set z desitek tisic latek, které jsou vyrabény/prodavany
e Zasadni nedostatek informaci ohledné potencialnich rizik fady latek
e Rostouci pozadavky regulatornich orgdnid na toxikologickd data pro velky pocet latek — nemozné
ziskat tradicnimi postupy Snaha o efektivnéjsi, rychlejsi a levnéjsi pfistupy k
hodnoceni bezpecnosti/rizika latek

Soucasné hodnoceni nebezpecnosti — ¢asto k dispozici predevsim kratkodobé, akutni testy, nebo jen
zdkladni dlouhodobéjsi (mortalita, rist, reprodukce)

vyuzivany extrapolace — z akutnich na chronické ucinky, mezi druhy

- pouzivany faktory nejistoty — problematické — nemozno predikovat dlouhodobéjsi subletalni ucinky z
akutnich testl, nezname mechanismy



Hodnoceni toxicity chemickych latek

Tradi¢ni pFI'StU PY - Hodnoceni skodlivého ucinku na Grovni organismu

Skodlivé uciky
Mortalita
Inhibice ristu
Ovlivnéni reprodukce
Malformace
Zmeény chovani

L3
\ h Organismus

Nové pristupy - Hodnoceni ucinkd na niZsich urovnich biologické organizace ?
- Ex vivo / in vitro / In chemico / In silico metody
- ovlivnéni gend, proteinti, bunécnych funkci, biomarkert
- Testovani s vysokou propustnosti (HTS — high throughput screening)

Chemicko-biologické interakce
Informace o mechanismech
Interakce s receptory
Ovlivnéni signdlnich drah
Aktivity enzymd
Ovlivnéni bunécénych procesu

1074 Latek HTS
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Existujici znalosti
data ohledneé expozice,

toxicity, SAR, QSAR

In Vitro
charakterizace:
Molekularni interakce,

Bunécné odpovédi

Efektivné cilené
In Vivo Testy

fow
.‘m‘%ﬂ /
Hodnoceni relevantnich acinku

Hodnoceni rizik

Proces
> Prioritizace
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Vyzkum:

Doplneni
iInformaci



Drahy toxicity

Chemicka latka

' Receptory / Enzymy / atd.
Piimé molekularni interakce

‘ Regulace signalnich drah /
/ Transcriptomika, Proteomika

Bunécne procesy

Tkan / Organ / Organismus Tox Endpoint

Biologickeé drahy, jejichz naruseni vede ke Skodlivym ucinkum latek



Novy pristup: Aktivace drah toxicity
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Novy pristup: Aktivace drah toxicity

Exposure

2

, ., Tissue Dose
Molekularni M

iniciacni udalost { Biologic Interaction

(Molecular i | |
Initiating Event) Perturbation

1 Normal

Bllolo?lc [(—=— — — > Biologic
nputs Function
Adaptive Stress Cell Adverse
Responses Injury ) effect

Mortality
Skodlivy tginek

NAS Report: Toxicity Testing in the 215t Century: A Vision and A Strategy



Draha skodlivého ucinku (Adverse Outcome Pathway)
a Chemické Extrapolace

/

Bunécné Bunécné Tkan/ Jedinec
sady latek pro Receptory, Zmeéna 7mé
extrapolace v L Enzymy. struktury Zmena = mina
ramci Che,mlcka lontové kanaly, bunék, struktury tkani Hnxee,

- latka ) : o : Chovani,
databazi (Metabolity) Membranové bunéénych (patologie), Patologické
(QSAR; y proteiny, funkci funkci y .

. _ poskozeni
Kategorizace; atd.
Analogie) —
identifikace \ j
vlastnosti v
latek, které  \ _ , .
jim umozHiujf N Draha toxicity -
naruSovat N

bunécné cile
Draha skodlivého ucinku
Draha skodlivého ucinku (Adverse Outcome Pathway) = sled uddlosti od pocatecniho
(iniciacniho) bodu pres drahu toxicity (Toxicity Pathway) ke skodlivému ucinku

Toxicka draha/draha toxicity (Toxicity Pathway) = drdha bunécné odpovédi, kterd
pokud je dostatecné silné narusena, povede k negativnim zdravotnim ucinkim



Vyvoj a Ramec AOP / MOA

Mezinarodni spoluprace — vyvoj ramcd a model(
OECD — Draha skodlivého ucinku (Adverse Outcome Pathway, AOP)
WHO — Mechanismy ucinku (Mode of action, MOA)

» Koncept rozvijen/podporovan v ramci OECD, USEPA, EC-JRC, USFDA, WHO, US Army

e OECD Guidance document & a template for developing and assessing adverse outcome
pathways (No. 184)

* Pravidla pro vyvoj, hodnoceni a schvalovani AOP

e Formalni proces

* Vyvoj & podpora informacnich nastrojd pro rychlé, Siroce dostupné sdileni jiz vytvorenych
AOP a pro budovani novych AOP

* =>|nspirace socialnimi médii, crowd-sourcing

Gerald T. Ankley et al. (2010) Adverse outcome pathways: A conceptual framework to
support ecotoxicology research and risk assessment. Environmental Toxicology and
Chemistry Volume 29, Issue 3, pages 730-741, March 2010
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/etc.34/pdf



http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/etc.v29:3/issuetoc

Cile a vyuziti AOP konceptu

S

porozumet toxicité latek na molekularni ¢ Sﬁ

urovni &
Pouzivat co nejméné pokusnych zvirat .
(principy 3R) T
Postavit prediktivni modely l

in vitro testing
Skrining a prioritizace m=s

Studovat a hodnotit mnoho latek — uE
zamerit se na chybéjici informace

[

:' - —@) Cancer

l —' ReproTox
4" DevTox

4" NeuroTox

4‘ PulmonaryTox

—@®

ImmunoTox

kombinovat High-throughput screening
s pocitacovymi modely

Zlepsit moznosti vyuziti informaci a dat
o mechanismech ucinku pro hodnoceni

rizik a regulaéni ucely \iformatics/ .




Hlavni principy AOP
Molekularni iniciacni udalost (Molecular Initiating Event)
interakce latky s biologickym systémem na makromolekuldrni Grovni

Klicové udalosti (key events)
* mezikroky, které jsou toxikologicky relevantni a vedou k Skodlivému ucinku

* jsou zakladem pro formulovani hypotéz a testovani => musi byt experimentalné
kvantifikovatelné

» Molekuldrni iniciacni udalost nebo klicové udélosti (Key Events) — méfitelné in
vitro - lze je zpravidla hodnotit pomoci rychlych skriningovych metod

» Kauzdlni dikazy pro in vivo ucinky
» AOP zahrnuje ucinky na populacni Urovni

Adverse Outcome Pathway

/

Anchor 1

Y
Toxicity Pathway

(initiating event)

(adverse outcome at the
organism-

' N
Macro-Molecular Cellular Organ Organism Population
Toxicant Interactions Responses Responses Responses Responses
Receptor/Ligand Gene Altered Lethalit
In&ractign Activation Physiology ] ¥ Structure
el 5] DNABinding || _Protein || Disrupted | Deve 3{{%%.11 ] Recruitment
Properties b Production Homeostasis | 4
rotein mpaire P
Oxidation Altered Altered Tissue Reprgducticn Extinction
Signaling Development
. or Function Cancer
Protein
Depletion
AN J

Anchor 2

or population-level)

Ankley et al. 2010




Chemical

Draha skodlivého ucinku
Adverse Outcome Pathway

Organism L Population
Response Response

Adverse Outcome

\ J

h! vivo




Draha skodlivého ucinku
Adverse Outcome Pathway

Macro- Organism Population
Chemical > Molecular g N p
. Response Response
Interaction

Adverse Outcome

\ J

/IL vivo



Draha skodlivého ucinku
Adverse Outcome Pathway

IS Cellular Organism Population
Chemical > Molecular > & > P
. Response Response Response
Interaction

/IL vivo



Draha skodlivého ucinku
Adverse Outcome Pathway

Macro- Cellular Organ Organism Population
Chemical |>] Molecular | —| Tissue Effect |> & > 5 - P
Interaction Response Response Response Response

Adverse Outcome

h! vivo



Draha skodlivého ucinku
Adverse Outcome Pathway

Macro- Cellular Organ Organism Population
Chemical > Molecular > —>| Tissue Effect [> g > & > P
. Response Response Response Response
Interaction
Adverse Outcome
. . Lethality
Chemi Receptor/Ligand iR AT Altered Physiology Impaired Altered Sex
emical Interactions Protein . . .
L = . = Disrupted Homeostasis —!  Development [ Ratio
Property DNA Binding Production Altered Devel t / Functi Impaired Extincti
Protein Oxidation Altered Signaling ered Uevelopmen unction . xtnction
Reproduction

\ J \ J
In silico, In chemico,Y

In Vitro, Ex vivo /% vivo

propojeni informaci o interakcich chemikalii s biologickymi systémy (makromolekulami, bufikami,

tkanemi...) s informacemi o relevantnich biologickych odpovédich, které vedou ke Skodlivému
ucinku (in vivo)




Draha skodlivého ucinku (Adverse Outcome Pathway)

A

v

IS Cellular Organ Organism Population
Chemical > Molecular > —1 Tissue Effect [>i g Be 5 Be P
. Response Response Response Response
Interaction
Molecular

Initiating Key Key

> > Adverse Outcome

YIn Vitro, Ex vivo /IL vivo

In silico, In chemico,

vIsv

* série definovanych a kauzalné spojenych udalosti napfic riznymi urovnémi biologické organizace, které vedou k
poskozeni zdravi nebo (eko)toxicité

* VlyuZiti existujicich znalosti a informaci k propojeni dvou ukotvujicich bod(i: Molekularni iniciacni udalost (Molecular
Initiating Event, MIE) a Skodlivy uéinek (Adverse Outcome, AO) pFes sérii mezikrokd, tzv. Kliéové udalosti (Key Events)

* AOPs umoznuje propojit vysledky z in vitro studii a in vitro screeningu se skodlivymi G€inky na trovni organismu
nebo populaci



Draha Skodlivého ucinku (Adverse Outcome Pathway)

A

v

Mechanismus ucinku (Mode of Action)

d
<

Draha Toxicity (Toxicity Pathway)

v

Macro- Cellular Organ Organism Population
Chemical |>] Molecular | —| Tissue Effect |> & > 5 = P
Interaction Response Response Response Response

Molecular Key Key
Initiating > Adverse Outcome
Event Event 1 Event 2

|

In silico, In chemico, In Vitro, Ex vivo /IL vivo

* série definovanych a kauzalné spojenych udalosti napfic riznymi urovnémi biologické organizace, které vedou k
poskozeni zdravi nebo ekotoxicité

* VlyuZiti existujicich znalosti a informaci k propojeni dvou ukotvujicich bod(i: Molekularni iniciacni udalost (Molecular
Initiating Event, MIE) a Skodlivy uéinek (Adverse Outcome, AO) pFes sérii mezikrokd, tzv. Kliéové udalosti (Key Events)

* AOPs umoznuje propojit vysledky z in vitro studii a in vitro screeningu se skodlivymi G€inky na trovni organismu
nebo populaci



Vyvoj AOP

* |dentifikace interakce latky s biologickym systémem na makromolekularni drovni — Kotva 1 = MIE
* |dentifikace kone¢ného dlsledku vyvolaného MIE — Kotva 2 = AO
e [dentifikace jednotlivych mezikrok( na zakladé znamych / dostupnych informaci o AO

P

Intermediate events or Adverse outcome
Molecular predictive relationships | et
initiating event spanning levels relevant to
assessment
of biological organisation

Anchor | ‘ J Anchor 2

!

Evidence in the literature?

AN\
Konkrétni AOP: vidy 1 molekularni iniciacni udalost (MIE) => 1 draha skodlivého Gcinku (AOP)
* stejnd MIE mUze vést k jinému AO => vidy nutno definovat jako zvlastni AOP
e dvé rlizné MIE mohou vést ke stejnému AO => vidy nutno definovat jako zvlastni AOP
* pocet definovanych kli¢ovych udalosti (KE) neni omezen
MIE, KE, AO — mohou byt sdileny mezi rliznymi AOPs => syntéza, propojeni informaci do jednoho celku

AOP Hodnoceni

e Completeness (reliability & robustness)

e Qualitative Understanding

* Weight-of-Evidence supporting AOP (Bradford-Hill criteria)
 Quantitative Understanding



Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

ER-zprostredkované naruseni reprodukce
Méreni napri¢ riznymi urovnémi biologické organizace

In vivo

INDIVIDUA

Reproductive

Impairment




Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

ER-zprostredkované naruseni reprodukce
Méreni napri€ riiznymi urovnémi biologické organizace

In vivo

POPULATION

INDIVIDUA

. Sex Skewed
reversal Sex

Ratios
Altered

behavior er Class

{ Reprod.



Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

ER-zprostredkované naruseni reprodukce
Méreni napri€ riiznymi urovnémi biologické organizace

POPULATION

TISSUE/ORGAN INDIVIDU

Ova-testis reversal Sex
Sex- Ratios

reversed Altered

Gonad behavior 1Yr Class
| Fecundity



Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

ER-zprostredkované naruseni reprodukce
Méreni napri€ riiznymi urovnémi biologické organizace

POPULATION

TISSUE/ORGAN INDIVIDU

Liver Sex Skewed
Alteredd reversal Sex
ene proaucts I
g P Ratios

Gonad Altered

Ova-testis behavior er Class
Sex-reversed

lFecundity { Repro.



Adverse Outcome Pathway

ER-mediated Reproductive Impairment
Measurements across levels of biological organization

POPULATION

CELLULAR

TISSUE/ORGAN
Response INDIVIDU

Liver Sex Skewed
Liver Cells Altered reversal: Sex

Altered Protein gene products

Expression
(Enarker) Gonad Altered

Ratios;

(effect) Ova-testis; behavior; LYr Class
: : Sex-reversed;
Tv|tellogen|n l Fecundity lRepro.




Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

ER-zprostredkované naruseni reprodukce
Méreni napri€ riiznymi urovnémi biologické organizace

CELLULAR POPULATION

MOLECULAR Response TISSUE/ORGAN INDIVIDU
Target :
\ Liver

Receptor Liver Cells Altered Sex I Skewed
Binding reversa Sex

: gene products
Altered Protein (timing, am) Ratios

Expression
ER- (marker) Gonad AltEfEd
Chemical (effect) Ova-testis behavior 1Yr Class

Binding T Sex-reversed

\\\\\\\‘T::::\jfienogenin | Fecundity {Reprod.




Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

ER-zprostredkovane naruseni reprodukce

Ny L4

Meéreni nap

CELLULAR
MOLECULAR TISSUE/ORGAN INDIVIDUA

Target Response
. Liver Cells LIbEr =X
Receptor Altered Altered reversal
Binding Protein proteins
Expression Gonad Altered
ER Ova-testis behavior
Binding Sex-
TViteIIogenin reversed

| Fecundity

Chemicals

mi urovnémi biologické organizace

POPULATION

Skewed
Sex
Ratios

er Class

Toxicity Pathway YT

Adverse Outcome Pathway



Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

ER-zprostredkovane naruseni reprodukce
1znymi arovnémi biologické organizace

CELLULAR POPULATION
MOLECULAR TISSUE/ORGAN INDIVIDUA

Response
Targe§ ]
Liver Cells Liver Sex Skewed
Receptor Altered Altered reversal Sex

Binding Protein proteins Ratios
Expression Gonad Altered

ER Ova-testis behavior VYr Class
Binding Sex-
TViteIIogenin reversed

| Fecundity

Chemicals

A
y

Toxicological Understanding < » Risk Assessment Relevance



AOP: Narcosis - Baseline Toxicify
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Ankley et al. 2010



Vyuziti drahy skodliveho ucinku

Zaklad pro:
Extrapolace mezi chemickymi latkami

Extrapolace mezi druhy

Extrapolace mezi urovnémi biologicke organizace

Definovani parametru charakterizace rizika, které potfebujeme zjistit:

- Prioritizace chemickych latek pro dalSi testovani
(vyuziti QSAR modelovani)

- Detailnéjsi hodnoceni rizika (napf. stanoveni referencni
davky, koncentracnich limitu)

Typ potfebné informace se liSi i dle akceptovatelné miry nejistoty



Mapovani toxickych drah, které vedou ke
skodlivéemu ucinku

ructure

Chemical olecular Cellular Organ
&b _ *Gene *Gonad :

SULCLE Receptor/Ligand Activation Development Impalred

Interaction *Protein 1P -Altered Hormone [€ Reproduction
Production Levels

Knihovny drah toxicity (Toxicological Pathways)




OECD-sponsorovana AOP znalostni databaze
(AOP Knowledgebase)

Effectopedia (OECD)
AOP Xplorer (US Army Corps of Engineers)
Intermediate Effects DB (JRC)

AOP Wiki
https://aopkb.org/aopwiki/index.php/Main Page
Platforma odvozena od Wiki - pro vyvoj a sdileni AOPs

Spolecny projekt Evropské komise - JRC a U.S. Environmental
Protection Agency (EPA)

Editace mozna pouze ¢leny OECD AOP projektu

_ %:Iverse
© % @) m
sa0p Wikl OECD &=



https://aopkb.org/aopwiki/index.php/Main_Page
http://www.epa.gov/research/chemicalscience/
http://www.epa.gov/research/chemicalscience/

Effecto

The Online Encyclopedia of Adverse Effect Pathways

http://www.effectopedia.org/ -> odkaz na program pro spusténi
Effectopedia

Vizualni znazornéni AOPs v biologickém kontextu:
— Druh organismu, Zivotni stadium, Pohlavi, Trvani expozice, ...

Kvantitativni vztahy

ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion)
Otevrena platforma

Neni nutny formalni souhlas pro prispévatele

Kredit pro autory i recenzenty/editory

Mozno vkladat i fragmenty informaci, nejen celé AOPs

Propojeni s AOP Wiki & jinymi (Export<->Import)


http://www.effectopedia.org/

High-Throughput Screening Assays
batch testing of chemicals for pharmacological/toxicological endpoints using
automated liquid handling, detectors, and data acquisition

LTS MTS

1000s/day

10,000s-
100,000s/day

Human/ecological
Cost/Complexity

Throughput/
Simplicity

34
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Nucleus

Oimerzation

High Throughput Screening

)
0

Chemical Exposure

96-, 384-, 1536 Well Plates

(ell Population

Assay Target Biology (e.g.,
Estrogen Receptor)



ToxCast = Toxicity Forecaster — Predikce toxicity

http://www.epa.gov/ncct/toxcast/

1192 rychlych, automatizovanych screeningovych testu (in vitro)

Vybudovani statistickych pocitacovych modelu k predikci
potencialni toxicity chemickych latek

Faze 1: Screening vice nez 300 dobre charakterizovanych
chemickych latek

Faze 2: dalSich 700 chemickych latek s Sirokym zabérem struktur

Nasleduji dalsi faze - v soucasné dobe udaje pro vice nez 9076
latek

Dlouhodoby, nakladny projekt (multi miliony dolaru)

— dostupnost dat - iCSS Dashboard
http://actor.epa.gov/dashboard/
http://www.epa.gov/ncct/toxcast/data.html



http://www.epa.gov/ncct/toxcast/
http://actor.epa.gov/dashboard/
http://www.epa.gov/ncct/toxcast/data.html

ToxCast™

http://actor.epa.gov/dashboard/

\EMIC
HEECe,

EPA has releasad the first beta varsion (version 0.5) of the Interactive Chemical Safety for Sustainability
provides an interactive tool to explore rapid, automatad (or in vitro high-throughput) chemical screening data
federal Toxicity Testing in the 21st century (Tox21) collaboration.

The iCSS Dashboard contains the results from more than 800 Assay Endpoints (High-Throughput Screening-H
assay sources, The release of the iCSS Dashboard coincides with the release of the ToxCast Phase II data. All o
assay description files, effect and endpoint data files from animal toxicity studies, concentration response data
ToxCast Data Download Page.

Usars of the iCSS Dashboard v0.5 can perform basic data and chemical selection, as well as simple data explor
functionality and improve averall usability and performance. The initial release conveys the conceptual framew

Please watch the video tutorial below that shows how to use the iCSS Dashboard through two examples.




Prioritizace dle
miry rizika

Initial Exposure
Evaluation:
Use Categories

Chemical Universe

:

A

Mixtures <

Chemicals with likely
exposure potential

>100,000

Chemicals w/o HTS
or structural

\ 4

similarity

Structural neighbors

HTS Chemical Structure Similarity
Library Modeling
AOP / MOA Targeted
High-throughput testing

to HTS library

b 4

Active chemicals and
structural neighbors

b |

b 4

Detailed Exposure and
Toxicokinetics Evaluation

Inactive chemicals and
structural neighbors

L 4

priority bins

High, Medium, Low

¥

Very Low
priority bin




Histologie — nauka o tkanich, studium tkani
(z feCtiny: histos = tkan, logos = nauka)

VWuziti:

 zkoumani (patologickych) zmén tkané

e pomoci histochemickych technik lze prokazat pritomnost latek v
bunkach a tkanich

V ekotoxikologii:

 drobngjsi organismy (bezobratli) — Casto fixace a histologie celych
jedincl

e obratlovci, vétsi organismy — odbér a zpracovani vybranych tkani

* odebrané vzorky/tkané z exponovanych organismu vs. kontroly

e organismy ci tkan¢ organismil Z prostiedi S riiznym stupném a typem
zneCiSténi/ stresoru

* histologie celych jedincu ¢i vybér relevantnich organt

(jater, gonad, plic, ustniho uUstroji)



Tkan
* soubor morfologicky podobnych bunék, které plni urcitou funkci

* bunky tvorici tkan mohou byt stejného typu, nebo existuji tkan¢ tvorené

bunikami tvarove i funkéné rozdilnymi epitel

Typy tkani:
« epitelova (kryci)
* pojivova
* vazivo
* kost
* chrupavka
* svalova
* hladka
* pfi¢né pruhovana
* Nervova

. . Y/ - .
J' 2 .

kolagenové * neurony
vazivo mékkyse * neuroglie
« tekuta
* krev
* miza

krev



Postup pfi priprave preparatu

e Odbér tkané/ vzorku
e Fixace - fixacni Cinidla
e Zalévani
e Krajeni
- tkané prosycené parafinem

-zmrzlé tkane

e Barveni

 Mikroskopicka analyza



Odbér materidlu/tkané

— Ze zivého organismu (BIOPSIE)
— Z mrtvého organismu (NEKROPSIE)

— Nutnd rychla fixace tkdné, aby nedoslo k autolyze (rozklad vlivem vlastnich enzymu a

plUsobenim bakterii) - uloZeni ve fyziologickém roztoku nebo v lednici autolyze
NEZABRANI

Postup:

— oddéleni vzorku - velikost tkariového blo¢ku max. 1cm3 ( cca do velikosti 1 x 1 x
0,5 cm pro svételnou mikroskopii )

— v pripadé potreby oplach v fyziologickém roztoku
— FIXACE - ihned po odbéru !!!

— peclivé oznaceni vzorku

MOZNOSTI ZPRACOVANI
0 fixace a zaliti tkané do parafinu nebo jiného média

O zpracovani tkané ve zmrzlém stavu: zmrazeni tkané a vakuové vysuseni ve
zmrzlém stavu — pouze drobné kousky tkani



POSTUP PRO
ZALITi DO PARAFINU

fixace tkané

odvodnéni tkané (alkohol)
projasnéni tkané (xylen)
prosyceni tkané parafinem
zaliti do parafinu

krajeni bloku a natazeni na podlozni sklo

. -y rosyceni
fixace | odvodneni prosy
parafinem
zpravidla alkohol ve xylen parafin

formol vzestupne
koncentraci



Fixace

zastavi metabolické déje v bunce jejich zpomalenim nebo denaturaci enzymt

rychla a Setrna - branici autolyze tkani

Fyzikalni metody:
» Teplo (mikrovinna trouba)
» Zmrazeni a vysuseni za nizké teploty (tekuty dusik — 170 °C)
- pfi histologickém pruikazu citlivych latek (napf. enzymy)

Chemické metody:

» Imerzni (ponoreni do fixacni tekutiny)
» Perfuzni (nastrik cév)

Podminky fixace

— rychlost - odbér, dobry prinik fixacnich prostredkl do tkané — do celého vzorku,
velikost vzorku (1cm?, 1mm?)

— co nejlepsi zachovani struktury

— zachovani barvitelnosti tkané



Fixacni Cinidla - Fixacni tekutiny - Chemicka fixace

Formaldehyd 4% = | 40% roztok formaldehydu ve vodé
10% neutralni formol | (nasyceny roztok) = 100% formol

Bouinova tekutina | trinitrofenol, formol, kys.octova

(zluta) - pronika rychle, tkan se po fixaci barvi

Susa chlorid rtutnaty, chlorid sodny,
Kys.octova, kys.trichloroctova,
formol

Zenkerova tekutina | chlorid rtutnaty, dvojchroman

(oranzova) draselny, siran sodny, Kys. octova

Carnoy ethanol, chloroform, kys.octova

Methacarn methanol, chloroform, kys.octova




DALSI ZPRACOVANI TKANI

Podstatnou ¢ast hmotnosti a objemu tkané tvori voda — nemisitelna s parafinem — nutno
tkan odvodnit a prosytit parafinem

1. odvodnéni - alkohol ve vzestupné koncentraci | :
EtOH (60%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%) _ STE

odvodnovaci automat
Alkohol neni rozpoustédlem pro parafin, je tfeba ho z tkané odstranit latkou, ktera
by byla schopna napomoci prosyceni tkané parafinem — xylen. Mezistupen v

podobé odvodnéni alkoholem neni mozné vynechat. Xylen je nemisitelny s vodou
a nemuze tedy slouzit k odvodnéni.

2. projasnéni = prosyceni rozpoustédlem zalévaciho
media (xylen, toluen, aceton)
— zpravidla postupné tfi lazné xylenu

3. prosyceni parafinem - tkan prosytime v rozpusténém
parafinu - teplota do 58°C




Zalévani do meédia
https://www.youtube.com/watch?v=h9cxulUiH2U
https://www.youtube.com/watch?v=FaOWA-y9UKI

e zaliti tkané do zalévacich médii, které ji zpevni a vytvori homogenni blok vhodny ke krajeni -
pro zhotoveni dostatecné tenkych a kvalitnich ezl pro studium

e tkan prosycena parafinem se zaléva do forem rozpusténym parafinem
e zalévani do jinych médii — celoidinu (nitroceluldzy), celoidin — parafinu
e zalévani do médii rozpustnych ve vodé — Zelatiny, celodalu, voskl rozpustnych ve vodé

e v elektronové mikroskopii - zalévani do epoxidovych
nebo polyesterovych pryskyfic

tkan je treba vhodné orientovat, peclivé znaceni vzorku

e zalévaci automaty - parafin udrzovan v tekutém stavu
(ohfivaci box a zalévaci komurky stalé teploty). Soucasti
chladici deska - zajistuje rychlé tuhnuti vzorku.



https://www.youtube.com/watch?v=h9cxu1UiH2U
https://www.youtube.com/watch?v=FaOWA-y9UKI

Krajeni na mikrotomech

Tkan je treba nakrajet na rezy o tloustce
jedné vrstvy bunék, tedy 4—10um
- tkan prahledna a dobre studovatelnd

- e
mikrotom = pfistroj na rezdni jemnych vrstev preparatl pro mikroskop

pro svételné mikroskopické studium byvaji rezy tlusté 4 - 20 um, pro elektronové
mikroskopy zpravidla 100 nm a tenci

tloustka rezu se upravuje podle tkané, ktera se kraji (napr. podle jeji tvrdosti), bézné
se pouziva tloustka okolo 5 um

sankovy, rotacni, diskovy, ultramikrotom, laserovy mikrotom, atd. (posledni dva
vyuziti zejména pro elektronovou mikroskopii), zmrazovaci mikrotomy — lisi se
podle zpUisobu ovlddani — pohyblivosti noze a dalSich parametru

nékteré mikrotomy mohou byt poloautomatické (elektronické fizeni tloustky,
automatické provedeni urcitého poctu rezu ...)



KRAJENI na mikrotomu

https://www.youtube.com/watch?v=KnMdSgd5mts

s rotacni

laserové



https://www.youtube.com/watch?v=KnMdSgd5mts

NATAHOVANi PREPARATU

preparaty nakrdjené na mikrotomech se umistuji na podlozni skla k dalSimu
zpracovani

nakrajené rezy se davaji do teplé vodni lazné, kde se rez roztahne a nasledné
se zanorenim podlozniho skla a jeho vyzvednutim s preparatem na toto sklo
natahne a prilne

nebo se na podlozni sklo umisténé na specialni zahrivaci plotné kapne voda a
do ni se umisti preparat (z parafinového bloku ukrojena tkan), ktery se
natahne a po odpareni vody prilne na sklo

pouziti specialnich podloznich skel, aby na nich tkané drzely



Zpracovani tkane ve zmrzlém stavu

pouziva se zpravidla u ,Cerstvych” tkani, ale je mozné zpracovavat i tkané
fixované, zalezi na typu tkané

krajeni zmrazenych tkani - zmrazovaci mikrotom, kryostat = specialné
upraveny mikrotom pro praci v hlubokém mrazu pfri teploté okolo
-15 az -22 °C, tloustka rezli obvykle 7 um.

tkan se zmrazi a nasledné se zmrazena kraji

vysetreni zmrazené tkaneé - v pripadé potreby rychlé diagnostiky, nebo kdyz
je treba tkan zpracovat Setrné, aby nedoslo k poruseni jeji struktury
(chemické stavby) pouzitim postupl a chemikalii, které se pouzivaiji pfi zaliti
do parafinu nebo jinych médii

e Prukaz enzymi
e Barveni a studium lipidd
e Imunohistochemie



Barveni

Umoznuje rozliseni jednotlivych soucasti bunék a tkani pro mikroskopickou
analyzu - u neobarveného preparatu nerozezname jednotlivé slozky tkané,
diky malé odlisnosti lomivosti svétla

Vétsina barviv je rozpustna ve vodé, proto je tfeba z rezll odstranit parafin a
znovu je zavodnit, aby bylo mozno tkané barvit.

RGzné druhy barviv pouzivame podle toho, co potfebujeme obaruvit.

Zakladni rozdéleni:
barviva zasadita (barvi jadra)/ kyseld (barvi cytoplazmu)
prirozena (pr. hematoxylin, Safran)/uméla (anilin).

Barvici automaty - sestava lazni pro odparafinovani, barveni, odvodnéni a
projasnovani preparatl. Kose se skly jsou prenaseny z jedné lazné do druhé
podle pfedem nastaveného &¢asu barveni a odkapavani. Cas barveni se
nastavuje do 12 minut a je stejny pro kazdou lazen. Obarveni preparatu zavisi
na typu reagencii a na poctu pouzitych identickych lazni. Vétsina automatu -
nékolik vzorkd najednou podle rtiznych barvicich protokoll (zpracovani az 600
skel za hodinu).



Hematoxylin - eosin

Hematoxylin barvi kyselé soucasti bunky
(bazofilni struktury)

— DNA, RNA, tj. jadro, jadérko, ribozomy
granularni endoplasmatické retikulum

- tmava — modra az ¢cerna barva

Eosin barvi zasadité struktury bunky (acidofilni, eosinofilni)

— hlavné proteiny, tj. cytoplasmu, mitochondrie, hladké endoplasmatické
retikulum a kolagen v mezibunééné hmoté

- rUzova az fialova barva
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Barveni parafinovych rezu

e QOdparafinovani

e Zavodnéni

e Barveni hematoxylinem
e Prani v tekouci vodé

e Barveni eosinem

e Odvodnéni

e Projasnéni

e Montovani

Hematoxylin — eosin

https://www.youtube.com/watch?v=0ZHGq6flt6Y
https://www.youtube.com/watch?v=2D0rj0m6dVs



https://www.youtube.com/watch?v=0ZHGq6flt6Y
https://www.youtube.com/watch?v=2D0rj0m6dVs

Vysledky barvicich metod

Barveni Barvivo Jadro Kolagen | Svaly Poznamka
Hematoxylin-eosin Hematoxylin modré aZ razovy rizové
Eosin cerné
Weigert — van Weigertuv hnédé Cerveny | Zluté misto Saturnové Cerveni se
Gieson hematoxylin pouZziva také kysely
Saturnova Cerven fuchsin, Zluté -vse kromé
Trinitrofenol kolagenu
AZAN Azokarmin Cervené modry oranzoveé Cervené - erytrocyty
Anilinova modf Cervené | modry - mucin
Oranz G
Modry Massontv Hematoxylin modré az modry Cervené Cervené - erytrocyty
trichrom Kysely fuchsin cerné modry - mucin
Anilinova modf
Zluty Massontiv Hematoxylin modré az Zluty gervené gervené — erytrocyty
trichrom Erytrosin Cerné mozno pouzit i kysely fuchsin a
Safran Tuchecht gelb
Zeleny Massontiv Hematoxylin modré az zelena Cervené Cervené - erytrocyty
trichrom Kysely fuchsin cerné
Svétla zelen
Impregnace Ag AgNO, hnédy Sedo-Cerné retikularni vlakna - ¢erna
Heidenhaintv Heidenhaintv hnédé az Sedo-Cerné
Zelezity Zelezity cerné
hematoxylin hematoxylin

HZH




AZAN

e Azokarmin barvijadra Cervené
e Anilinova modr barvi kolagenni vlakna modre
e Oranz G barvi cytoplasmu bunék a svaly oranzove

e Erytrocyty jsou Cervené




Weigert — van Gieson

e Weigertliv hematoxylin barvi jddra Sedé

e Saturnova cerven (nebo kysely fuchsin) barvi kolagenni vlakna
cervene

e Kyselina pikrova barvi cytoplasmu bunék a svalovinu zluté




Histochemie

- pomoci chemické reakce prokazuje ve vzorku pritomnost latek (napt.
enzymaticka aktivita) — selektivni barveni

- popisuje morfologii bunék, chemické latky v bunkach
prokazuje pritomnost napft. polysacharidd, lipidd, enzymu

Imunohistochemie - aplikace imunologickych metod pfi studiu tkani nebo bunék

technika barveni histologickych preparatd, kterd umozniuje znazornit pritomnost
konkrétni latky pomoci specifickych protilatek.

Imunochemické barveni:
1) navazani protilatek proti konkrétnim strukturam

2) pouziti protilatky se znackou (napf. s enzymem peroxidazou), které se vazi na
protilatky z prvniho kroku

3) inkubace se substratem, ktery enzym premeénuje na nerozpustny barevny produkt
pozorovatelny pod mikroskopem — detekce cilové struktury i

e Imunohistochemické barveni — napr. detekce estrogenovych a
progesteronovych receptort




molekularni metody...ISH

ISH = in situ hybridizace

e pouziti znacenych sond, které se navazi (hybridizuji) na
odpovidajici (komplementarni) useky nukleovych kyselin

e sondy znacené barvivem (CISH) Ci fluorescencnim
barvivem (FISH)




Trvaly preparat

e Po obarveni se z tkané znovu odstrani voda

e Trvaly preparat se pripravi prilepenim kryciho skla pomoci
montovaciho media — napf. kanadského balzamu (ma stejny lom
svétla jako sklo) nebo umélych pryskyfric

Po zaschnuti vznikne TRVALY PREPARAT

K nékterym barvicim pristrojum jsou pripojeny rovnou i montovaci
automaty, kdy jsou pomoci robotického systému prikladany kryci
sklicka na obarvené preparaty.

Montovaci médium = latka dokonale pruhledna s vysokym indexem lomu:

Nemisitelné s vodou - rozpoustéji se v xylenu (pf. kanadsky balzam,
cedrovy olej nebo syntetické pryskyrice) a je nutné preparaty
odvodnit a prosytit.

Misitelné s vodou - pr. glycerin, glycerinova zelatina, sirup z arabské
gumy



Postup

Parafinové rezy

Kryostatové rezy

Fixace

Zmrazeni pi1— 170 °C

Vypirani

Odvodnéni radou alkoholu

Prosyceni rozpoustédlem

Zaliti do parafinu

Krajeni

Krajeni v kryostatu

Nalepeni fezli na podloZni sklo

Nalepeni fezli na podloZni sklo

Odparafinovani a zavodnéni

N¢ékdy kratka fixace

Prevedeni do vody

Barveni, histochemicka reakce

Zejména histochemicke reakce

Odvodnéni a projasnéni

Nékdy odvodnéni a projasnéni

Montovaci medium zpravidla
bezvode

Bezvodée medium nebo glycerin -
Zelatina




Ryby h|stolog|e gonad
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Svételna mikroskopie
e  Objektiv — hlavni, tvofi obraz predmétu - skutecCny zvétSeny a prevraceny

e Okular — zvétsuje obraz 5-25x, koriguje optické vady ¢ocek objektivu
predmét umistujeme pred predmétové ohnisko - paprsky (svétla/elektron()
vystupuji od predmétu do cocky, lamou se a vytvareji zvétSeny obraz.

* RozliSovaci schopnost - nejmensi vzdalenost mezi dvéma body, pfi které
je jesté dovedeme rozlisit jako dva samostatné objekty

e RozliSovaci schopnost oka (0,2 mm)
e Svételnd mikroskopie (0,2 um) - zvétsSeni = objektiv x okular (max. 1500-2000x)
Fluorescencni (luminiscenéni) — latky po absorpci UV-zareni vydavaji barevné viditelné zareni, prirodni

nebo po navazani fluorochromi MikrOSkOpie

Elektronova mikroskopie (1-0,2 nm)

VInova délka pfrislusejici urychlenému elektronu je

Prakticky 350 000 — 500 000 x vic nez oko
Spickové pristroje az 800 000 — 1 000 000 x

vvvvvv

Obraz bud pozorovan prfimo nebo projektovan na:

uuuuu

e fluorescencni stinitko

[
kondenzory <[

drzak filtru
a todka

e fotografickou desku

e prostrednictvi kamery na monitor

BUODO/Q

tlacitka k zasouvani filtrd




Elektronovy mikroskop

*  misto svétla (fotonl) tok elektrontd ve vakuu, misto optickych ¢oéek elektromagnetické

e vinové délky urychlenych elektroni o mnoho rddd mensi nez foton( viditelného svétla -> mnohem vyssi
rozliSovaci schopnost - mnohem vyssi zvétSeni

Power cable
e fezy krdjené na ultramikrotomu _
Filament
e studium cytologickych detailC ¥
Electro
Transmisni elektronovy mikroskop (TEM) m Magneic lens
L, , . o Electron f”--&- _—_—‘::;%/ -

— nepohyblivy elektronovy svazek, detekce elektronu proslych ~ beam “%,::; =

vzorkem (TE) na fluorescencnim stinitku nebo detektorem %’ “% ) Vacuumpige | Electromagn

— elektrony pfimo prostupuji tenkym fezem (nm) a jsou %F‘: 5‘%

detekovany (vnitfni struktury, atomy) =3 e

e  Zpracovani tkané
— Odbér (velikost vzorku max 1mm?2) Airlock
—  Fixace dvoustupnova
— Odvodnéni (aceton)
— Prosyceni (smés epox. pryskyfice s tuzidlem) ™~ $pecimen
— Vytvrzeni a zaliti (epoxidové pryskyrice, metakrylaty) ' ‘E.g:_n__:J— Projection lens
— Krdjeni (ultramikrotomy — 30 — 60nm) '
— Preneseni na nosné terciky
— Kontrastovani (uranyl acetat)

Adr

/
&
/e

Imaging plate Imaging

Rastrovaci/scanovaci elektronovy mikroskop (SEM)

— povrch vzorku rastrovan pohyblivym svazkem elektron(, zobrazeni povrchu vzorku pomoci
sekundarnich elektron( (SE), odrazenych elektronl (BE), pripadné signalu z jinych detektor(
— Uzky svazek elektron( projizdi preparat, odrazené elektrony na stinitku ddvaji plasticky obraz



Puceni kvasinek
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Svételny mikroskop TEM SEM
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SEM — krevni bunky oko Drosophily SEM — pylova zrna



https://wikispaces.psu.edu/download/attachments/46924773/Figure6.jpg
https://wikispaces.psu.edu/download/attachments/46924773/Figure6.jpg

Transgenni organismy

* Transgenni modely jsou vyvinuty vlozenim jednotlivych nebo
vice genu z jednoho druhu do DNA jiného druhu

e QOrganismy s novym genem v genomu (transgen)

e ve svém genomu obsahuji nové geny, nebo geny pozménéné
metodami rekombinantni DNA

 Geneticky modifikované

Vektory

 molekuly DNA, které zajisti vstup prislusného genu do bunky
* Plazmidy

 Bakteriofagy



Transgenni organismy v ekotoxikologii

zejména ryby a obojzivelnici — jejich embrya

geny jsou vpraveny do oplodnénych vajicek pomoci
mikroinjekce DNA nebo elektroporace

neni potreba implantovat embrya — vnéjsi vyvoj

geneticky modifikované - biosensory znecisténi prostredi —
fluorescence v reakci na urcity typ znecisténi

vyzkum mechanismu pusobeni polutantt




Transgenni organismus ma zamerneé introdukovany gen
jiného druhu — vlozen v procesu transgeneze

e Krok 1 — konstrukce transgenu

— 3 ¢asti:
* Promotor
* Gen, ktery ma byt exprimovan
e Termindlni sekvence

Fromoter poly A

EequUencs SequUance

* Krok 2 — Vneseni ciziho genu do organismu

— do oplodnénych vajicek
— mikroinjekce DNA
— elektroporace



Vyvoj transgennich organismu

Ryby/obojzivelnici maji velka a pruhledna vajicka,
ktera umoznuji relativneé snadny prenos genu.

Vétsina rybich vajicek injektovana do hodiny po oplodnéni, protoze
jsou vypusténa ze samic (externi vyvoj) a prvni deleni probiha hodinu
po oplodnéni

ObtiZzneé injekce do vajicek nékterych druhti (napt. lososovitych ryb) —
maji tvrdy vnéjsi obal (chorion)

Externi vyvoj — v akvariich s regulovanou teplotou

Mira preziti (survival rates) rybich embryi po mikroinjekci (35%—-80%)
je mnohem vyssi nez u savcy, s tim ze 10%—70% ryb je transgennich

Transgenni jedinci dale chovani — dalsi generace, pripadne kiizeni s
netransfekovanymi — vytvoreni stabilnich transgennich linii



Transgenni ryby

Hodné vyuzivané druhy:
medaka japonska (Oryzias latipes), danio pruhované (Danio rerio)
geneticky modifikovany pro vyuzZiti jako biosenzory environmentalnich polutant(

(napf. estrogen(l) s pouZzitim promotoru indukovatelného estrogeny (promotor
vitellogeninu), ktery reguluje expresi genu GFP (zeleny fluorescenéni protein)

Estrogenic compounds




GFP Transgenni Medaka (Oryzias

latipes)

- s promotorem indukovatelnym
cypla induktory

- citlivy sensor a biologicky
indikator pritomnosti TCDD a

dalSich persistentnich organickych

|atek

TCDD nM

9%oof larvae showing GFP exp

~ mLiver
- ®Kidney
- =Gut

~ mOlfactory

and tail

- mGills

Tail Fin

Mast cells



Transgenni bakterie/kvasinky bézné pouzivany jako detektory
znecisténi zivotniho prostredi a toxického potencialu

— reporterové geny pod kontrolou promotord,
které reaguji na pritomnost urcitého typu latek

Mutagen monitor

Detekce: ' srﬂertgf.;‘::;
v v V4 o - ‘} CBF:gisl;bmns
e T&%kych kov( ' /

Alkylfenol(, bisfenolu A ) // ////

Latek s aktivitou
dioxinoveho typu | reps e o B e

Genotoxickych latek : |

Endokrinnich disruptort

DNA Repair Fluorescent
DNA Da mage Gene Promoter Protein Gene

\ /

Genetic Modification

"< GENOTOXIC
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