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Toxikologie

- véda, ktera se zabyva studiem nepfiznivych ucinkli chemickych,
fyzikalnich a biologickych agens na zivé organismy a ekosystémy vcetné
prevence a lécby téchto nepriznivych ucinku. (Society of Toxicology)

- v uzSim slova smyslu - véda, ktera se zabyva Skodlivymi u€inky chemickych
latek na zivé organismy vCetné jejich bunécnych, biochemickych a molekularnich
mechanismu a odhadem jejich mozného vyskytu.

Hlavnim cilem toxikologie je zjisténi Skodlivych a nezadoucich biologickych vilastnosti
(toxicity) chemickych slouc€enin i jejich smési.

K jejim hlavnim cilim patfi stanovit bezpecné davky a ur€it mechanismy pusobeni
biologickych ucinkt chemickych latek. Hleda preventivni opatfeni na ochranu pfed jejich
Skodlivymi ucinky, a pokud jiz k otravé dojde, pak také uc€inné zpusoby diagnostiky a 1éCby.

Ekotoxikologie

Védni disciplina zabyvajici se studiem toxického pusobeni latek a faktoru
antropogenniho ¢i pfirozeného puvodu na zivé organismy, jejich populace a
spoleCenstva.

Cil: poznat interakce mezi zivymi organismy a chemickymi latkami v prostfedi na
v8ech urovnich a vyuzit téchto znalosti pro ochranu pfirodnich druht a
spolecCenstev (cely ekosystém), predikce ucinku



Toxikologie

Ekologie

Ekotoxikologie
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Cilem toxikologie je vyvijet a pouzivat takové metody,
které umoznruji sledovat nepriznivy vliv latek na ¢lovéka
za standardnich, reprodukovatelnych podminek.

Cilem ekotoxikologie je vyvijet a pouzivat takové
metody, které umoziuji sledovat nepriznivy vliv latek na
zivé organizmy za standardnich, reprodukovatelnych
podminek.

Metody musi umoznit srovnani ucinku ruznych latek ¢iu
raznych organizml mezi sebou a predevsim srovndni
odpovidajicich vysledku z ruznych laboratofi.

- testy toxicity



Koncept eko-toxikologie

Sleduje zmény na ruznych drovnich biologické
organizace:

Molekuly - geny - buriky - orgdn - organismus - populace
- spolecenstvo -ekosystém - biosféra

RUst - rozmnozovadni - interakce - metabolismus
Hlavni cil:

Poznani interakci mezi Zivymi organismy a stresory v
prostredi na vSech Urovnich

VyuZiti téchto poznatkl pro ochranu lidského zdravi
(toxikologie), Zivych organismd, jejich populaci,
spoleenstev a ekosystémdl



Biosféra

Ekosystem

Spolecenstvo

Populace

Jedinec

Soustava organd
Organ
Tkan
Burika
Organela
Biomolekula

NIZKA VYSOKA
Ekologicka
relevance
Trvani odpovédi
Dlouhodobéjsi
nasledky
Flexibilita
Schopnost urcit
pricinu
Specifita
Citlivost
VYSOKA NizKA




Stresory a ekosystém

Stres: stav mobilizace obrannych a ndpravnych procest vici
podnétim presahujici obvykly rozsah homeostdzy a odpovéd na
podnéty, které vytvareji abnormadlni podminky

Stresor: kazdy faktor Ci situace, které vedou k mobilizaci vnitrnich
reserv a vyuzivdani abnormadlni energie pro udrzeni ekosystému

Poplachové stadium - resistence - vyCerpdni

Opakované pusobeni stresu muze vést k adaptaci
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Stres v prostredi

Fyzické zmény prostredi

Upravy vodnich tokd, stavby vodnich dél, Zeleznic, silnic,
primyslovych a obytnych objektl. Zmény uZivdani pudy.
Vhasdeni neptivodnich druhd, novych organismi (6GMO)

Uvolfiovani cizorodych latek a zmény pomért prirodnich latek:
globdlni zmény - ozonova dira, sklenikovy efekt, zmény
hydrologickych pomért. Zmény prirodnich ekosystému, eutrofizace,
toxicita pro zivé organismy.

Chemicky stres

Toxikanty: chemické Iatky uvolfiované do prostredi, které mohou
pusobit toxicky v relativné nizkych koncentracich a poskozovat
ekosystém.

Antropogenni puvod: primyslové produkty, odpady, pesticidy a
dalsi latky v zemédélstvi, farmaceutika, domaci chemie, ropné
produkty atd.

Prirozeny plivod: toxiny sinic - eutrofizace



ZDROJE EXPOZICE

EXxpozice chemickym latkdm muize pochazet z
mnoha zdroju:
— Environmentalni

— Pracovni

— Terapeuticka

— Dietarni

— Nahodna, nehody

— Zamérna, umyslna




Vnaseni latek do prostredi

Zemeédélska ¢innost: pesticidy, hnojiva

Priimyslova Cinnost: vyrobky, vedlejsi produkty
vyroby, odpady

Komundlni ¢innost: odpady, spalovani domdcich
odpadd

Produkty spalovani
Doprava: emise, otéry, (Uniky, havarie

Humadnni a veterindrni |I€¢iva, domdci chemie



Faktory ovliviiujici osud, distribuci a toxicitu latek

Chemicko - fyzikalni faktory
Koncentrace

Rozpustnost ve vodé a v tucich
Struktura latky

Perzistence

Faktory prostredi - teplota, vlhkost, intenzita svétla,
kontaminace prostredi

Vlastnosti ekotoxikanti
Fyzikalné-chemické: rozpustnost, odparovani, transformace

Biochemické: bioakumulace, biotransformace, potenciace (inhibice
detoxikace, zvyseni metabolické aktivace)

(Pato)fyziologické: letalita, subletdlni G¢inky, poruchy reprodukce
atd.

Ekologické: zdsah do klicovych procest v ekosystémech -
fotosyntéza apod.



Osud latky v prostredi

Distribuce - transformace:
Kompartmenty:
Akvaticka: biota/voda, sediment/voda

Terestrickd: atmosféra/biota, atmosféra/puda,
biota/potrava. Biomagnifikace

Atmosféricka: dalkovy transport, fotochemické reakce
Transformace: biodegradace - dosazeni rovnovahy

Zména struktury, degradace na mensi molekuly (az CO, a
H20)

VVVVV



Oblasti (eko)toxikologie:

Popisna — zabyva se testovanim a hodnocenim toxicity latek, jejich
nebezpecnosti. Je zaméfena bud’ jen na Clovéka (toxikologie - ucinky
polutantd, 1éki, drog, aditiv) nebo na jiné organismy (ekotoxikologie —
ucinky polutantt - ryby, ptaci, rostliny).

Mechanisticka — studuje mechanismy toxickych tcinka latek, prevadi
laboratorné stanovene¢ vlastnosti (na zviratech) na mozn¢ u€inky na
clovEka €i jiné cilové organismy. Uplatiiuje se pii vyhleddvani
alternativnich latek a pfi terapii otrav,
predikci Gc€inkl netestovanych latek,
spoluptisobeni latek ve smésich.

Mechanistic Toxicology

Regulac¢ni — stanovuje praktickou
pouzitelnost daneé latky tak, aby
nepuisobila toxicky. _Risk e

F1 2 TR Regulatory WW:RRIZN /772788 Descriptive
Pomaha stanovit limitni hodnoty Tostlony Toxicology
pro ruzna média a prostiedi.

Figure 2-1. Graphical representation of the interconnections between
different areas of toxicology.



Prospektivni a retrospektivni (eko)toxikologie

Prospektivni - prevence zne&idténi prostredi,
testovani novych chemickych latek
pred jejich pouzitim
- zhodnoceni miry humadnniho &i ekologického rizika
pri pouziti novych latek a pro vyuzivani a
recyklace odpadu

Retrospektivni - hodnoceni jiz pouzivanych chemickych
latek
- hodnoceni starych zatézi
- sledovdni varovnych priznakil nezddoucich
acinkd (ndhlé dhyny, zmény biodiverzity apod.)



Typy empirickych studii v eko-toxikologii

e pozorovaci studie - pozorovani objektli a méfeni proménnych,
bez pokusného zasahu

o experimentalni studie (intervenéni studie) — studium ucinku
specifickych pokusnych zasahu, které nas zajimaji. Muzeme
kontrolovat prostiedi pokusné¢ho zasahu, a drzet na konstantni
urovni faktory, jejichz vliv nas momentalné nezajima, ale které

by mohly ovlivnit vysledky

Vysoké naklady (na ¢as, material, praci, etické aspekty) — kazdy
experiment by mél ziskat co mozna nejvice informaci
K zodpovézeni studované otazky



ZjisStovani toxicity latek a materialu

Pripadové a epidemiologické studie (retrospektivni i
prospektivni)

— Vv pracovnim prostredi
— v Zivotnim prostiedi Epidemiologicke studie
— v dusledkd havarii apod.

— zameérna kontrolovana o _
expozice dobrovolniku Klinicke studie

Experimentalni metody (prediktivni)
 Experimenty s zivymi organismy —in vivo
 Experimenty s ¢astmi zivych organismu — ex vivo
« Experimenty s in vitro modely

Pocitacové simulace a modelovani — in silico (prediktivni)
« metody predpoveédi toxicity



Experimentalni toxikologie

Experimenty s zivymi organismy —in vivo

* nejCastéji pouzivane, vSechny vyvojove stupnée (bakterie az savci)

 standardizované metody - Organisation for Economic Cooperation
and Development (OECD) a International Organization for
Standardization (ISO)

Experimenty s ¢astmi Zivych organismd — ex vivo & in vitro
* Izolované organy

e Tkanove kultury

* BunécCné organely a extrakty

 Purifikovane biomakromolekuly S\%m
Minimalizace poc¢tu experimentalnich zvirat 1 o%?;;;b;f%b?‘

(metody in silico, stanoveni vypocCtem na zakladé
matematickych modell — prediktivni toxikologie)

Iog LDS0




Biotest = proces, pfi némz je testovaci systéem (tkane,
- organismus, populace apod.) exponovan v presné
definovanych podminkach raznymi koncentracemi
zkoumané chemickeé latky nebo smésneho Ci pfirodniho
vzorku.

TOXIKOLOGIE &
EXPERIMENTY NA ZVIRATECH

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

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

,Cosmetic Directive* 76/768/EEC

plati zakaz testovani kosmetickych produktl a ptisad na zvifatech a zdkaz marketingu
takovych produkti v EU

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

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



3R - zasady prace s pokusnymi zviraty
Russel a Burch (1959)

Replacement (nahrada klasickych testii)

 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 ,invitro* - tkanové kultury, bilé krvinky, jaterni bunky, testy na nizsich
organismech (bakterie, rasy, €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 test(“ individualnimi

 zmenseni poctu zvirat, délky pokusu, pokus se nesmi na stejném zvireti
znovu opakovat

e alternativy ,klasickych“ testl toxicity, pouziti technik ,,Acute toxic class“ ,,Up
and down procedure” .........

Refinement (zjemnéni)

« provadeét testy tak, aby dochazelo k co nejmensimu utrpeni zvirat
« dobra obziva, adekvatni zachazeni Skolenymi pracovniky, prostor pro Zivot,
pokusy v anestézii, nepouzivat extrémni koncentace (dermalni testy)



Ekotoxikologické testy se pouzivaji

Pro stanoveni toxicity riznych druht vod

Pro posouzeni rizikovosti primyslovych odpadt a kald
Pro zdkladni informace pri ekologickych havdriich
Pro istirny odpadnich vod

Pro testovani vyrobki prichdzejicich do styku s pitnou
vodou

Pro posuzovani kontaminace pudy, vlivu sklddek na
okolni pudu a vodu

Pro kontrolu efektivity dekontaminaénich procest



Interakce stresoru a Zivého systému

Organismy a prostredi jsou v neustalé interakci
In vitro studie - pozndni mechanismi G¢inku
Testy toxicity s jednotlivymi organismy:

Akutni expozice - akutni toxicita - letalita

Chronicka expozice - chronickad toxicita (karcinogenita,
reprodukéni poruchy, imunotoxicita atd.)

Ekotoxikologie populaéni, spoleenstev a ekosystému:

Polni studie: populaéni zmény, zmény spolecenstev a
ekosystému



Biologické systémy

Toxikokinetika:

prijem - tfransport - distribuce - metabolismus - eliminace
Toxikodynamika:

Biochemické interakce s receptorovymi misty
Toxikologické projevy na drovni:

Molekuldrni - bunécné - orgdnové - organismalni
Ekotoxikologie:

Efekty na drovni populace a spolecenstev



DOBA EXPOZICE

e doba, po kterou je organismus vystaven u¢inku $kodlivych latek. Skodlivy
ucinek se muze objevit bezprostiedné, nebo az po delSim ¢asovém obdobi.

» EXPOZICE AKUTNI - do organizmu vniklo najednou nebo v
kratké dobé& vEétsi mnozstvi latky. Trva kratkou dobu ve srovnani s
dobou Zivota organismu vystaveného expozici. U¢inek se projevi
okamzité nebo ve velmi kratkém Case. MliZe mit vazné nasledky az
smrt, ale miize byt 1 vratny.

» EXPOZICE CHRONICKA - dlouhodobé a opakované pisobeni
nizsich davek nebezpecnych chemickych latek. Opakovana expozice
po dobu deldi nez ptiblizné 10% Zivota. U¢inky mohou byt patrné aZ
za delsi dobu (opozdéna odpovéd’) a Casto jsou nevratné.

» DLOUHODOBA EXPOZICE NIZKYM HLADINAM -
dlouhodobé vystaveni organismu malym koncentracim chemickych
latek.

» SUBAKUTNI, SUBCHRONICKA



SMOKING

Typy expozice (trvani) —u saveu a lidi G2

Akutni <24h Casto jednorazova expozice
Subakutni <1 mésic opakované davky
Subchronicka  1-3 mésice (<10% zivota) opakované davky
Chronicka > 3 mésice (>10% zivota) opakované davky

Frekvence expozice (jednorazova/opakovana) = v jakych ¢asovych intervalech expozice probiha
a jaka je délka jednotlivych intervall (delky piisobeni chemicke latky a délky prestavek).
ovlivityje toxicitu latky v zavislosti na jejim osudu v organismu:

- pii dostatecné dlouhych intervalech mize diky metabolizaci latky na netoxické produkty nebo diky
vylucCovani latky dojit k tomu, Ze kazda dalsi expozice probihd jako akutni jednorazova expozice.
Podobné v piipadech, kdy dochazi k obnoveni (reparaci) naruSenych biochemickych pochodi,
biologickych struktur a tkani.

- pii kratkych intervalech mlize absorbce latky byt vyssi nez rychlost jeji biotransformace a exkrece a
dochézet tak k hromadéni latky v organismu. V Case se mize akumulovat a redistribuovat mnozstvi
latky v téle, miZe dojit k ptekonani obrannych a odstraiiovacich mechanismi. Kumulace vede k
postupnému zvySovani koncentrace chemické latky v nékterych organech, coz miize veést k jejich
nevratnému (ireversibilnimu) poskozeni.



Davka - mnozstvi latky piijaté sledovanym biologickym objektem. Zavisf na:

Expozi¢ni koncentraci
Vlastnostech latky
Frekvenci expozice
Dob¢ trvani expozice

Expozi¢ni cesté/ zplisobu expozice

TOXICKY UCINEK
biologicka odpovéd’ na neptizniveé plisobeni chemickych latek na Zivy organismus
— muze byt na molekularni, bunééné, organoveé nebo organismalni trovni

= odpovida mnozstvi chemické latky, které pronikne do organismu.

Projevy a mira toxick€ho u¢inku zavisi na :

1.

ok~

vlastnostech toxickeé latky

charakteristikach biologického systému

parametrech expozice

na zpusobu kontaktu chemicke latky s organismem, brané vstupu

dalSich vlivech — vné&jsi podminky, fyzikalni faktory, infekce, dalsi stresory



Toxikokinetika - Vstup ldtek do organismu

(inhalace, ingesce, télnim povrchem) - distribuce k
jednotlivym orgdnim - interakce s cilovym orgdnem

Jednobunécné organismy:

Pasivni difuse pres membranu, selektivni vstup pres
transportni systémy

Vicebunééné organismy/rasy:

Difuse pres membrdnu a mezi burikami
Terestrické rostliny:

Rozpusténé ve vodé/pudé: vstup koreny, listy
Plynné latky: vstup listy

Lipofilni latky: voskovou kutikulou



Toxikokinetika - Privod latek do organismu:

ZivocCichove:

Potrava, voda (biotransformace, mikroflora)
Respirace:

Trachea u hmyzu, zdbry, plice

Povrch téla (vétsi vyznam u vodnich organismu)



Toxikokinetika - transformace

Detoxikace, indukce biotransformaénich systému (u
Zivo&ichu i rostlin)

Biotransformacni schopnosti mikroflory

UloZeni xenobiotik v inertnich tkanich:
Zivo&ichové: tuk, zuby, vlasy, rohy

Rostliny: vakuoly, kira, listy (opaddnt)

Exkrece:
Moci, zluci, strevem, dychacimi cestami

Vodni zivocCisi: zdbry, zlué
Rostliny: ukladani ve vakuolach, vylu¢ovani plynnych latek



Hodnoceni efektu v eko-toxikologii

Ekotoxikologie

Toxikologie

Uroven molekularnt,
bunécna

Laborator

Jednotlivé organismy

Laborator, epidemiologie

Populacni efekty

Laborator, kontrolované
pokusy, epidemiologie

Spolecenstva

Polni studie, terénni
pozorovani

Ekosystémy

Terénni pozorovani




OEinky stresoru (toxikantu)

Na molekularni a biochemické urovni:

interakce s DNA, zmény enzymovych aktivit, zdsahy do regulaénich
drah, naruseni prichodnosti membrdny, gradientl na membrdndch,
poruseni redox potencidlu, kompetice se substraty, indukce
stresovych proteinl, mitochondridlni jedy, inhibice enzymd,
estrogenni a androgenni Ucinek

Na drovni organismu:

Respirace a fotosyntéza, prijem potravy, rist, reprodukce (pdrent,
hnizdéni), endokrinni zmény, neurotoxicita, behaviordini zmény
(schopnost lovit, Unik pred predatory, reprodukéni ritudly),
imunotoxicita, rozvrdceni homeostdzy, smrt

Neurofyziologické - porucha komunikace mezi receptory (insekticidy)
Behaviordlni - zmény chovani, pohybu, lovu apod.,
Reprodukcni - endokrinni moduldtory (disruptory)



Uginky stresord

Na drovni populaci a spolecenstev:

Zmeny poctu, zmény demografie (vék, pohlavi apod.),
zmény zastoupeni druh

Na drovni ekosystému:

Zmény toku ldatek, energii a informaci, naruseni
stability, katastrofy

Vztah mezi preddtorem a koristi, hostitelem a
parazitem



Eko-toxikologické testy

Laboratorni: studium mechanismt G¢inku, biomarkery

Porovnani citlivosti rtiznych druhi (indikatorové
organismy)

Polni rizené studie s jednotlivymi druhy (vodni,
terestrické), intervencni epidemiologické studie

In situ hodnoceni efekti (terénni pozorovani,
epidemiologické studie)
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