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Tradi¢ni pfistu PY - Hodnoceni §kodlivého ucinku na drovni organismu

Skodlivé ugiky
Mortalita
Inhibice rastu
Ovlivnéni reprodukce

” Malformace
| -é: 5;-' Zmény chovani
Chemikalie N\ Organismus
« Udaje o toxicité existuji pouze pro nékolik set z desitek tisic latek, které jsou
vyrabény/prodavany

e Zasadni nedostatek informaci ohledné potencialnich rizik rady latek

» Rostouci pozadavky regulatornich organt na toxikologicka data pro velky pocet latek —
nemozné ziskat tradiCnimi postupy ‘ Snaha o efektivnéjsi, rychlejSi a levnéjsi
pristupy k hodnoceni bezpecnosti/rizika latek

Soucasné hodnoceni nebezpeclnosti — Casto k dispozici pfedevSim kratkodobé, akutni testy,
nebo jen zakladni dlouhodobéjsi (mortalita, rast, reprodukce)

vyuzivany extrapolace — z akutnich na chronické uc€inky, mezi druhy

- pouzivany faktory nejistoty — problematické — nemozno predikovat dlouhodobégjsi subletalni
ucinky z akutnich testd, nezname mechanismy
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Tradi¢ni pﬁStU PY - Hodnoceni $kodlivého ucinku na drovni organismu

Skodlivé uéiky
Mortalita
Inhibice rastu
Ovlivnéni reprodukce
Malformace
Zmény chovani

”2" Organismus

Noveé pristupy - Hodnoceni Gginkd na nizsich drovnich biologické organizace )
- Ex vivo / in vitro / In chemico / In silico metody '
- ovlivnéni genu, proteint, bunéénych funkci, biomarkeru
- Testovani s vysokou propustnosti (HTS — high throughput screening)

Chemicko-biologické interakce
Informace o mechanismech
Interakce s receptory
Ovlivnéni signalnich drah
Aktivity enzymu
Ovlivnéni bunécnych procesu

10" Latek HTS

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Existujici znalosti
data ohledné expozice,

toxicity, SAR, QSAR

In Vitro

charakterizace:
- Molekularni interakce,
Bunécné odpoveédi

Hodnoceni relevantnich ucinku

Hodnoceni rizik

Proces
> Prioritizace

Vyzkum:

Doplneni
Informaci



Drahy toxicity

Chemicka latka

Receptory / Enzymy / atd.
Piimé molekularni interakce

‘ Regulace signalnich drah /
Transkriptomika, Proteomika

Bunécne procesy

Tkan / Organ / Organismus Tox Endpoint

Biologické drahy, jejichz naruseni vede ke Skodlivym ucinkum latek
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Novy pristup: Aktivace drah toxicity
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Novy pristup: Aktivace drah toxicity

Molekularni

iniciaCni udalost
(Molecular
Initiating Event)

Biologic |
Inputs
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Skodlivy tginek

NAS Report: Toxicity Testing in the 215t Century: A
Vision and A Strategy
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Draha skodlivého ucinku (Adverse Outcome Pathway)
a Chemické Extrapolace

“ Bunécné Bunécné Tkan/ Jedinec
sady latek pro Receptory, Zmeéna P
extrapolace v " Enzymy struktury Zmena = mina
rAmci Ch|e'rt]|1<ICka lontové kanaly, bunék, struktury tkani Cﬁgvgr?i’
databazi < (Methjllit ) Membranové bunécnych (patologie), Patologicléé
(QSAR; y proteiny, funkci funkci y )

: : poskozeni

Kategorizace; atd.
Analogie) —
identifikace \ /
vlastnosti Y
latek, které  \_ 2 e
jim umoziuji \_ Draha toxicity -/
naruSovat N

buneene cile Draha &kodlivého G&inku
Draha skodlivého ucinku (Adverse Outcome Pathway) = sled udalosti od
pocatecniho (iniciacniho) bodu pres drahu toxicity (Toxicity Pathway) ke skodlivému
ucinku
Toxicka draha/draha toxicity (Toxicity Pathway) = draha bunécné odpovédi, ktera
pokud je dostatecné silné narusena, povede k negativnim zdravotnim ucinkum
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Mezinarodni spoluprace — vyvoj ramcu a modelu
OECD - Draha skodlivého uc€inku (Adverse Outcome Pathway, AOP)
WHO — Mechanismy uc€inku (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 nastroju pro rychle, Siroce dostupné sdileni jiz
vytvorenych AOP a pro budovani novych AOP

e => |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 pages 730-741, March 2010.
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/etc.34/pdf
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http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/etc.v29:3/issuetoc

Cile a vyuziti AOP konceptu

porozumet toxicité latek na
molekularni drovni

Pouzivat co nejméné pokusnych
zvirat (principy 3R)

Postavit prediktivni modely
Skrining a prioritizace

Studovat a hodnotit mnoho latek —
zamérit se na chybégjici informace

kombinovat High-throughput
screening s pocitaCovymi modely

ZlepSit moznosti vyuziti informaci a
dat o mechanismech ucCinku pro

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Hlavni principy AOP
Molekularni iniciaéni udalost (Molecular Initiating Event)
interakce latky s biologickym systemem na makromolekularni urovni

Klicové udalosti (key events)

e mezikroky, které jsou toxikologicky relevantni a vedou k skodlivemu ucinku

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

» Molekularni iniciani udalost nebo klicové udalosti (Key Events) — méritelné in

vitro - Ize je zpravidla hodnotit pomoci rychlych skriningovych metod
» Kauzalni dukazy pro in vivo u€inky

» AOP zahrnuje ucCinky na populacni urovni

Adverse Outcome Pathway

/

Anchor 1
(initiating event)

Y

Toxicity Pathway

' Y
Macro-Molecular Cellular Organ Organism Population
Toxicant Interactions Responses Responses Responses Responses
Receptor/Ligand Gene Altered Lethality
Interaction Activation Physiology | od Structure
Chemical - . i mpaire
DNA Bindin Protein Disrupted Development i
Properties ™ 5 9 P Production [* Homeog:asis I P ) | Recruitment
tei i L
Oin-ga%gn Altered Altered Tissue ReS:gg:rgtion Extinction
Signaling Development
or Function Cancer
Protein
Depletion
A\ S

Anchor 2

(adverse outcome at the

organism-

or population-level)

Ankley et al. 2010



Draha skodliveho ucCinku
Adverse Outcome Pathway

|I1| Vivo
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Draha skodliveho ucinku

Adverse OQutcome Pathwa

ation
Che
onse
nteraction

|I1| Vivo
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Draha skodliveho ucinku

Adverse OQutcome Pathwa

ation
Che
onse
nteraction

|I1| Vivo
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Macro- - . .
, Cellular Tissue Organ Organism Population
Chemical > Molecular >
. Response Effect Response Response Response
Interaction
Adverse Outcome
d Gene Activation Lethality
i : Protein Altered Physiology Impaired Altered Sex
c;hemlcal Ilj?\tliraB?Eg:]Sg Production  [> Disrupted Homeostasis > Development > Ratio
roperty Protein Altered Altered Development / Function Impaired Extinction
Oichai Signaling Reproduction
\ J
|IY] VIivVO
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Draha skodliveho ucinku
Adverse Outcome Pathway

Macro- . . .
chemical B Molecular Cellular Tissue Organ Organism Population
Interaction Response Effect Response Response Response

Adverse Outcome

d Gene Activation Lethality

; : Protein Altered Physiology Impaired Altered Sex

CIIDhemlcaI é’:\ﬁi\r%ﬁggi’% Production | Disrupted Homeostasis > Development > Ratio

roperty Protein Altered Altered Development / Function Impaired Extinction
Oridaii Signaling Reproduction
\ Y \ J
In silico, In chemico, In Vitro, Ex vivo len VIVO

propojeni informaci o interakcich chemikalii s biologickymi systémy (makromolekulami,

burikami, tkariemi...) s informacemi o relevantnich biologickych odpovédich, které vedou
ke Skodlivému u€inku (in vivo)




Draha skodlivého ucinku (Adverse Outcome Pathway)

A

Macro- : ; .
. Cellular Tissue Organ Organism Population
Chemical |>1 Molecular
: Response Effect Response Response Response
Interaction
Molecular
o Key Key
Initiatin
g Event 1 Event 2 Adverse Outcome
Event
d Gene Activation | P I Lethality | .

; . Protein Altered Physiology Impaired Altered Sex
Chemical IIDr,l\ﬁeArgciEgir:]z > Production > Disrupted Homeostasis > Development > Ratio
Property Protein Altered Altered Development / Function Impaired Extinction

Oridai Signaling Reproduction
\ Y J \ J
In silico, In chemico, In Vitro, EX vivo |IY1 VIVO

* série definovanych a kauzalné spojenych udalosti napri¢ riznymi trovnémi biologické organizace,

které vedou k poSkozeni zdravi nebo (eko)toxicité

 Vyuziti existujicich znalosti a informaci k propojeni dvou ukotvujicich bodd: Molekularni iniciaéni 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 a in vitro screeningu se skodlivymi u¢inky na

arovni organismu nebo populaci
4 Centrum pro vyzkum
() toxickych latek
v prostredi

v




Draha Skodlivého ucinku (Adverse Outcome Pathway)

v

Mechanismus ucinku (Mode of Action)

A

Draha Toxicity (Toxicity Pathway)

Macro- . : .
: Cellular Tissue Organ Organism Population
Chemical [>| Molecular > > > 9 > 9 > P
: Response Effect Response Response Response
Interaction
Molecular
o Key Key
Initiatin > >
o g Event 1 Event 2 Adverse Outcome
vent
d Gene Activation : s : Lethality : .

; . Protein Altered Physiology Impaired Altered Sex
Chemical éril\tleArchiggir:]Z > Production > Disrupted Homeostasis > Development > Ratio
Property Protein Altered Altered Development / Function Impaired Extinction

Oxidai Signaling Reproduction
\ Y J \ J
In silico, In chemico, In Vitro, EXx vivo I|Y1 VIiVO

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

 VVyuziti existujicich znalosti a informaci k propojeni dvou ukotvujicich bodld: Molekularni iniciaéni udalost

(Molecular Initiating Event, MIE) a Skodlivy Géinek (Adverse Outcome, AO) pres sérii mezikrokd, tzv. Kliéové
udalosti (Key Events)

* AOPs umoznuje propojit vysledky z in vitro studii a in vitro screeningu se skodlivymi u¢inky na
arovni organismu nebo populaci
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Vyvoj AOP

* Identifikace interakce latky s biol. systtmem na makromolekularni arovni - Kotva 1 = MIE
* Identifikace kone€¢ného dusledku vyvolaného MIE — Kotva 2 = AO
* Identifikace jednotlivych mezikrokd na zakladé znamych / dostupnych informaci o AO

Intermediate events or
d
Molecular predictive relationships A ve:se outcome
initiating event spanning levels relevant t:t
of biological organisation assessme

Anchor | l ’ Anchor 2

!

Evidence in the literature?

A\ s s

* stejna MIE muaze vést k jinému AO => vZdy nutno definovat jako zvlastni AOP

* dvé riizné MIE mohou vést ke stejnému AO => vZdy nutno definovat jako zviastni AOP

* poCet definovanych klicovych udalosti (KE) neni omezen

MIE, KE, AO — mohou byt sdileny mezi riznymi AOPs => syntéza, propojeni informaci do
jednoho celku

AOP Hodnoceni

 Completeness (reliability & robustness)

* Qualitative Understanding

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



Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

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

In vivo

INDIVIDUA

Reproductive
Impairment

DN —

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

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

In vivo

POPULATION
INDIVIDUA

‘ Sex Skewed
reversal Sex

Ratios
Altered

behavior er Class

| Reprod.

DN —

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

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

In vivo

POPULATION

TISSUE/ORGAN INDIVIDU

Ova-testis reversal Sex
Sex- Ratios

reversed Altered

Gonad behavior lYr Class
| Fecundity

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

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

In vivo

POPULATION

TISSUE/ORGAN INDIVIDU

Liver Sex Skewed

Alteredd reversal Sex
ene products pag i
g P Ratios

Gonad Altered

Ova-testis behavior er Class
Sex-reversed

lFecundity | Repro.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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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 pad

Expression
(Enarker) Gonad Altered

Ratios;

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

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

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

In vivo

CELLULAR POPULATION

MOLECULAR Response TISSUE/ORGAN INDIVIDU
Target .
\ Liver

Receptor : Altered I Skewed
Bindin HIErCELE ene products reversal Sex
9 Altered Protein 9 P «r

Expression S Ratios
ER- (marker) Gonad Altered
Chemical (effect) G et behavior lYr Class

Binding T Sex-reversed

eIIogenin | Fecundity {Reprod.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

ER- zprostredkovane naruseni reprodukce
Méreni nap mi urovnemi biologické organizace

In vivo

POPULATION

MOLECULAR CELLULAR TISSUE/ORGAN
Response

Target
\

INDIVIDUA

Liver Cells Liver Sex Skewed
Receptor Altered Altered reversal Sex

Chemicals| 2nding Protein proteins Ratios
Expression Gonad Altered

ER Ova-testis behavior lYr Class

Binding Sex-
TViteIIogenin reversed

| Fecundity

—_
» ~

Toxicity Pathway
Adverse Outcome Pathway

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Draha skodlivého uc€inku
(Adverse Outcome Pathway)

ER zprostredkovane naruseni reprodukce
1znymi urovnémi biologické organizace

In vivo

CELLULAR POPULATION

MOLECULAR TISSUE/ORGAN
Response
Targei

INDIVIDUA

Liver Cells Liver Sex Skewed
Receptor NS Altered reversal Sex
Binding Protein proteins Ratios

1emi i
Chemicals Expression Gonad Altered

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

| Fecundity

3
y

Toxicological Understanding < » Risk Assessment Relevance
() Centrum pro vyzkum

toxickych latek
v prostredi




Draha skodlivého ucinku

v

makro- . ik - < v _

chemicka Lo bunécna tkanovy ucinek odpovéd populacni
3 molekularni > « v . ) : = . v
latka interakece odpovéd ucinek na organ organismu odpoveéd

oiciacni > Micovd klicova skodlivy uéinek
: udalost 1 udalost 2 4
udalost

interakce aktivace genu, letalita R

vlastnosti s receptory, produkce zménéna fyziologie, narugen . oie S

chemické |—>| interakce s DNA, [ proteinu, > narusena homeostaza, Ed | VIVOIE. 1> pohlavi
latky vazba na proteiny, zména narusenf vyvoje / funkcf EYE ] N .
oxidace signalovani reprodukce L

{ J { J

- _ge - .Y - - - - Y -
In SI|ICO, N chemlco, In VItro, ex vivo in Vvivo
SAR N <\
Q In vitro _ _
In vivo
P \ Jatra 5
: i buri zména hladi ” . Zmena
C, interakce éjritée;g Ie?( U?elgé proteint zmeny pohlavi poméru
Chemické = S receptorem =—p o i ) N pohlavi
latky proteind Gonady zmény chovani
Vazba na ER - - tkaiové zme potomstva
t vitelogenin ova-testis v reprodukce v

\\
\\w/ ; plodnost
v

Charakterizace toXicity

() Centrum pro vyzkum

Hodnoceni rizik

v

.

toxickych latek
v prostredi




AQP: Narcosis - Baseline Toxicify

IR N NP N IR NS AN RN RN N A A NN NN NN NN NN N AN NN NEEECENEEEERARREEA

v
Non-polar Cellular Neurons CNS/ Multiple .
Nmﬂﬁcs Mamhranes_ _ {Multiple) Organ types Organism. Population
Changes in - Equilibri
Numerous ok 71 Respirat quilibrium Declint
! —p|  fluidi piration, eclining
Chemicals Itrans;{)rt |E> ¢ E> 1 Metabolic rate > MLorts:I!ity > trajectory
4
b AQP: Photo-Activated Toxicity ~ Systemic Toxicity
g v
i i Multiple .
Photo-Activated : Multiple Csll Muitiple
T Molecular ; Organism Population
Tpxiclty Targets Typas Organ Types
Lipid/protein
Polycyclic pld/pr 1 G |
aromatic oxidation, Cellular ket . Declining
hydrocarhons —P| crossdinking, [P necrosls r+p| tissueand -] Mortality trajectory
7 Oxidative damage or organ damage
UV-A radiation to other cellular apoptosis
components

c
AOP: Aryl Hydrocarbon Receptor (ARR)
:lll..l‘ll..l.-ll.l-l......IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ENANANENNEFRENNRNANREESAN l:illllllllll-llllll:
: | v ¥
T . Multiple Muttiple :
ARR .Agonlst Ah Receptor Cell Types Tissue Types Larval Fish Papulation
Gens Reduced
TCDD, » Yolk sac edema, recruitment,
Planar PCBs P} Agonism =P expression E?> Hemorrhage —p| Mortality Declining
E trajectory
nzyme
induction * % i
KEY Established mechanistic linkage with Predictive model finkages based on

(PN S

quantitative or semi-guantitative data

Plausible linkage with limited data

Empirical linkage based on quantitative
exposure-response data

-es)

exposure-response data

=)
]

Hypothetical linkage

chemical structure/property and quantitative

Potential biomarker associated with
exposurefresponse infermation

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)

- DetailngjSi hodnoceni rizika (napf. stanoveni referencni
davky, koncentraCnich limita)

Typ potfebné informace se liSi i dle akceptovatelné miry nejistoty

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Mapovani-toxickych drah, které vedou ke
skodlivéemu ucinku

ructure .

Chemical olecular Cellular Organ Individual
D : “Gene Gonad _

SULCILS Receptor/Ligand Activation Development Impalred

Interaction ‘ *Protein : +Altered Hormone < Reproduction
Production Levels

toxickych latek
v prostredi

() cenumprowzem  KNTHOVNY drah toxicity (Toxicological Pathways)



AOP = Mezinarodni strategie podporovana OECD, EU, USEPA

OECD.org Data Publications More sites v News Job vacancies

) OECD a

BETTER POLICIES FOR BETTER LIVES
OECD Home About Countries Topics Francais

OECD Home - Chemical safety and biosafety - Testing of chemicals - Adverse Outcome Pathways, Molecular Screening and Toxicogenomics

Adverse Outcome Pathways, Molecular Screening and

- L3
» Assessment of chemicals TOchogeno 1CS
» Risk management of chemicals
» Chemical accident prevention, WHAT'S NEW

preparedness and response

3 Pollutant release and transfer SURVEY ON ADVERSE QUTCOME PATHWAYS (AOPS) TO IDENTIFY DEVELOPMENT PRIORITIES

register

= The OECD has launched a survey to explore the utility of AOPs for regulatory assessment of chemicals and to identify development prionities. The objective is to collect
feedback on how the AOP concept and/or existing AOPs are already being used for regulatory purposes, to understand where they fall short regarding their utility, and

> Safet); Df_ nl‘lanufactured to identify what directions and priorities future AOP development work should embrace to increase their impact on regulatory toxicology and chemical risk assessment.

nanomaterials

The survey is mainly for chemical safety regulators who are experiencing a transition in their work towards an increased use of ‘altemative’ methods and AOPs.

. However, stakeholders that come from the regulated community and environmental NGOs are also welcome to participate
> Agricultural pesticides and

biocides » The survey is now closed. Thank you for your submissions.

» Biosafety - BioTrack

http://lwww.oecd.org/chemicalsafety/testing/projects-adverse-outcome-pathways.htm M U N I | R E c E T 0 X



OECD=sponsorovana AOP znalostni databaze
(AOP Knowledgebase)

Effectopedia (OECD)

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

AOP Wiki

Platforma odvozena od Wiki - pro vyvoj a sdileni AOPs
Spolecny projekt Evropské komise - JRC a

Editace mozna pouze Cleny OECD AOP projektu

Adverse
Dutcnma
athway -

WIKI OECD =



https://aopwiki.org/aops
http://www.epa.gov/research/chemicalscience/

Adverse Outcome Pathway Knowledge Base (AOP-KB)

|| AOPKB || Background | How to contribute ||

AOP Wiki

Collaborative
development of AOP
descriptions and evidence

Effectopedia
AOP Xplorer

Development of
gquantitative AOPsin a

graphical environment

Visualizes attribute
networks to discover &
explore AQPs
in a broader
context

Intermediate
Effects DB

Third party

Put chemical-related
AQP components ina
regulatory context

Applications,
plugins

Shared chemical, biological and
toxicological ontologies

Please click on any of the AOP-KB elements you want to use.
Please note that the AOP-KB is work in progress and more elements will become available over time.

@) OECD

BETTER POLICIES FOR BETTER LIVES

http://aopkb.org/

Hlavni dokumenty

OECD Guidance
document and a
template for developing
and assessing adverse
outcome pathways
(Series No. 184, Series
on Testing and
Assessment)

Handbook for AOP
developers
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The Onlme Encyclopedia of Adverse Effect Pathways

o -> odkaz na program pro spusteni
Effectopedia

e Vizualni znazornéni AOPs v biologickém kontextu:

— Druh organismu, Zivotni stadium, Pohlavi, Trvani expozice, ...

o Kvantitativni vztahy

« ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion)
» Oteviena platforma

* Neni nutny formalni souhlas pro pfispévatele

e Kredit pro autory | recenzenty/editory

 Mozno vkladat i fragmenty informaci, nejen cele AOPs
* Propojeni s AOP Wiki & jinymi (Export<->Import)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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http://www.effectopedia.org/

Endokrinni disrupce (ED)

naruseni hormonalni rovnovahy organismu —
negativni nasledky pro celkovou homeostazu,
reprodukcni, vyvojové a behavioralni funkce

Ry
Ya" 4’ t.‘i!

World Health UN
Organization

,)'uJJ
2012

Endokrinni disruptory (EDCs)

latky nebo smesi, ktere maji
schopnost zpusobit endokrinni
disrupci u zasazeného organismu,
Jjeho potomkt nebo (sub)populaci

primo nebo neprimo ovlivnuji
hormonalni systém

subject is so important and its story so powerful that it
ves to be read by the widest possible audience.”
—New York Times Book Review

REWORD BY VICE PRESIDENT AL GORE

ARE WE THREATENING OUR FERTILITY
INTELLIGENCE, AND SURVIVAL?

A SCIENTIFIC DETECTIVE STORY




Endokrinni disruptory

©)

exogenni latky nebo smeési latek, které mohou narusSovat funkci endokrinniho
systému a nasledné poskozovat zdravi jedince, jeho potomstva ¢i dalSich generaci
nepfiznivé ovlivhuji zdravi lidi a zvirat

mohou byt syntetického nebo pfirodniho plvodu

Obavy z pusobeni endokrinnich disruptori rostou od devadesatych let minulého
stoleti

Evropsky parlament prijal v roce 1998 usneseni o endokrinnich disruptorech,

Evropska komise v prosinci 1999 prijala strategii Spolecenstvi v oblasti
endokrinnich disruptort

expozice ¢lovéka a celého zivotniho prostredi témto latkam vysoka
pokles poctu spermii, narast rakoviny mlééné zlazy a pochvy u ¢lovéka

Priklady

ftalaty (zmékéovadla v PVC)

endosulfan (insekticid)

bisphenol A (fungicid, plastové obaly potravin, détské umélohmotné lahve)
atrazin (Siroce pouzivany herbicid v zemédélstvi)

dioxiny (vznik pfi spalovani odpadu s chlérem)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




VEDECKE POZNATKY O ENDOKRINNICH

DISRUPTORECH

Od prijeti strategie SpoleCenstvi v roce 1999 bylo zverejnéno nékolik tisic
recenzovanych védeckych publikaci o povaze naruSovani Cinnosti endokrinniho

vIrwvas

Od roku 1999 se zvySila prukaznost védeckych poznatkl o vazbé mezi
expozici endokrinnim disruptordm a lidskymi onemocnénimi nebo dopadem
na volné zijici zivoCichy.

Definice platna od roku 2002 vymezuje endokrinni disruptor jako ,exogenni latku

nebo smés latek, ktera vede ke zmené funkce/funkci endokrinniho systému, a ma
tak nepfiznivy ucinek na zdravi intaktniho organismu, jeho potomkt nebo

(sub)populaci”

WUNT|RECETOX



Dulezitym faktorem pro expozici endokrinnim disruptorim jsou rizna obdobi
vyvoje (vyvoj plodu a puberta -nejcitlivéjsi)

ZvySuje se také pocet dilkazl o tom, Ze ENDOCRINE
endokrinni disruptory mohou spole¢né vytvaret ks

dodatecné ucinky (,uCinek smési latek” nebo
.koktejlovy efekt”), takze expozice kombinaci
endokrinnich disruptorm muze mit nepfiznivé
ucinky pri koncentracich, pri nichz individualné
nebyl zjistén zadny ucCinek



Pocatky reseni problematiky endokrinnich disruptoru (ED

na regulatorni urovni spadaji do zavéru minulého stoleti

1996 zalozena poradni komise pro skrinink a testovani endokrinnich disruptort
v USA (EDSTAC,; Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory
Comittee)

byla zahajena specialni aktivita OECD zamérena na testovani a hodnoceni
endokrinnich disruptort (EDTA; Endocrine Disruptors Testing and Assessment).

OECD v roce 2002 navrhlo koncepcni ramec pro EDTA, ktery byl revidovan v
roce 2012

V ramci OECD byla od roku 2002 validovana fada in vitro i in vivo testu pro
detekci a charakterizaci endokrinné aktivnich latek

Na zakladé doporuceni EDSTAC pfipravila americka Agentura na ochranu
zivotniho prostredi (US EPA) dvoustupnovy program na skrinink endokrinnich
disruptort (EDSP; Endocrine Disruptor Screening Program).

2009 byl ve Spojenych statech vyhlasen prvni seznam vybranych prioritnich
latek k hodnoceni na konkrétni sadé testu

1999 uverejnila Evropska komise (EK) Strategii Spole€enstvi pro endokrinni
disruptory (COM(1999)706), vyty€en ramec a stanoveny kratkodobé,
stfednédobé a dlouhodobé aktivity s cilem feSeni problematiky endokrinnich

disruptoru v Evropé.
MUNI|RECETOX



Endokrinni disrupce (ED)

Projevy u bezobratlych:

NarusSeni reprodukce, rodivosti (fekundita)
Poruchy ristu, sexualniho dozravani (maturace)
Naruseni sexualniho dimorfismu, Intersex, Imposex
dalSi procesy rizené hormony: pigmentace,
regenerace koncetin, diapauza

Sagi et al. (2003) — Cherax quadricarinatus

Rudolphi (1999) - Samastacus spiniformis

5 \{ G Suzuki (1999)
— Armadillidium vulgare

Jungmann et al. (2004)
- Gammarus fossarum

B2




SUBLETALNI TOXICITA

UNODNICHIMEKKYSY

- vodni mekkysi vyuzivani jako testovaci organismy pro
vyhodnoceni u€inku endokrinnich disruptoru ve vodnim
prostredi

Test sedimentu s piseénikem novozélandskym
Potamopyrgus antipodarum

- vhodny a efektivni nastroj pro testovani prirodnich
sedimentu a Cistych latek

- financné atraktivni varianta oproti
chemickym analyzam sedimentu

©)=
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Parametry
. Potamopyrgus sediment testu”

trvani 4 tydny (popf. 8 tydnu)

nadoba objem 11

medium 800 ml vody

expozice staticka, 50 g sedimentu

odbéry 20 jedincu po 4 (8) tydnech

parametry mortalita; zmény v morfologii pohl. organu;

pocet embryi, pomer embryi bez ulity a s ulitou

+ nizké naroky na kultivace

- nedostatecna velikost pro biochemické
analyzy



Priprava

Typy sedimentu

prirodni _
artificialni Medium
listova hrabanka + kremity pisek - voda s pridavkem
spajkovany artificialni sediment NaHCO,, CaCO,
vyhodnoceni efektl distych latek - 16°C,
(1) spajkovani artificiainiho sedimentu. 700£100pS/cm
(2) po odpareni solventu je pfidano medium L:D 16:8
(3) ustaveni rovnovahy mezi sedimentem a Komercni rasove
vodou, po 4 dnech pridani Sneci . pelety

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Expozice, vyhodnoceni

Parametry: mortalita a poCet plné vyvinutych a nezralych

embryi
&

-~
=

llll@

(Xeno)estrogenni ucinek

ethinylestradiol, bisfenol A, octylfenol, nonylfenol
Xenoandrogenni ucinek

tributylcin, trifenylcin
Biomonitoring dnovych sedimentu (Nisa, Odra)

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Testy endokrinni disrupce na rybach

OECD No. 230: 21-day Fish Assay (21denni rybi test)

e A Short-Term Screening for Oestrogenic and Androgenic Activity,
and Aromatase Inhibition

o dospélci (samci i samice) exponovani 21 dni
 danio, medaka, strevle

* na konci hodnoceny biomarkery - vitelogenin a sekundarni pohlavni
znaky

OECD No. 229: Fish Short Term Reproduction Assay (Kratkodoby
test reprodukce ryb)

o dospélci (samci i samice) stfevle exponovani 21 dni
e sledovana produkce vajicek

* na konci hodnoceny biomarkery - vitelogenin a sekundarni pohlavni
znaky

» histopathologické hodnoceni gonad samcu i samic

8)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Testy endokrinni disrupce na rybach

OECD No. 234: Fish Sexual Development Test

(Test pohlavniho vyvoje ryb)

Ryby exponovany od stadia oplozenych vajicek az do ukonceni
pohlavniho vyvoje cca 60 dni po vykuleni

na konci hodnoceno:

©)

biomarker - vitelogenin

pomér pohlavi — proporce samcu, samic, intersexu a ryb s
nediferencovanym pohlavim

také prostfednictvim histologie gonad

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Testy odhalujici naruseni endokrinniho
systému obojzivelniku

Endokrinni disruptory (ED’s) jsou xenobiotika narusujici endokrinni system
zivocichda.

U obojzivelnikl plsobi ED"s na nékolika urovnich:

e v embryonalnim a larvalnim obdobi

e pfi metamorféze

« v obdobi diferenciace gonad

* v obdobi sekundarni pohlavni diferenciace a

« v dospélosti (narusenim fyziologického chovani)

Nasledkem predCasné metamorfézy vznikaji extrémné mali jedinci, neschopni
reagovat na zmény prirodnich podminek, s omezenou moznosti zivit se
veétSi potravou a s nizkymi energetickymi rezervami. Nékteré ED’s ovlivnuji
regulacni systém pohlavnich steroidld. Pokud takové ED’s pUsobi na
populaci larev v obdobi vyvoje gonad, dochazi ke zméné poméru pohlavi.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Cil: prokazat, zda zkoumana latka ovliviiuje rychlost metamorfézy.

Ctrnactidenni test metamorfozy - dle metodiky U. S. EPA Endocrine Disruptor
Screening and Testing Committee (EDSTAC) T I. — Frog metamorphosis assay
(Federal Register, 1998).

Do testu jsou nasazeny larvy drapatky vodni (Xenopus laevis) ve vyvojovém stadiu 60, tzn.
tésn¢ pied dosazenim metamorfozy.

Larvy jsou po celou dobu testu (14 dnt) vystaveny expozici zkoumané latky.

- obdobny test OECD Test No. 231: Amphibian Metamorphosis Assay — 21 dni
Do testu jsou nasazeny larvy drapatky vodni (Xenopus laevis) ve vyvojovém stadiu 51, tzn.
pied dosazenim metamorfozy.

Larvy jsou po celou dobu testu (21 dnl) vystaveny expozici zkoumané latky.

Sledované parametry: stadium vyvoje a pribéh metamorfozy.

Doplnkové udaje: vyska ocasniho lemu, délka ocasku, téla a panevnich koncetin.
Vysledek testu: hodnota 1C.,, coz je koncentrace testované latky, ktera zptsobi u 50 %
larev inhibici metamorfozy.

©)

OECD 231 - pro testovani endokrinni disrupce
Centrum pro vyzkum nejméné 3 koncentrace, 4 opakovani: 20 pulci/koncentraci

toxickych latek

v prostred histologie Stitné zlazy.




Sedmdesatidenni test metamorfozy

* Vyhoda: prodlouzena expozice larev zkoumané latce, Iépe simuluje prirodni podminky
* embrya nasazena do testu ve stadiu stfedni blastuly az Casné gastruly

 embrya nejprve umisténa v objemu 100 ml media, paty den pfemisténa do sklenénych
akvarii do objemu 8 litrtl testované latky

» kazdych 72 hodin vymeéna 50% expozi¢niho media

e od patého dne larvy denné krmeny

« 12ti hodinova fotoperioda a teplota vody 24+2°C.

* Sledovany teplota, kyslik a pH, mnozstvi amoniaku.

* Po 70ti dnech ukonceni - stanoveno vyvojove stadium

e Sledované parametry: stadium vyvoje a prubéh metamorfozy.

* Posuzuje se vyskyt malformaci panevnich koncetin a preziti larev.

* Doplnujicim vySetfenim muize byt jesté histologické vySetfeni §titné zlazy

 Doplnkové udaje: vysSka ocasniho lemu, délka ocasku, téla a panevnich koncetin.

 Vysledek testu: 5d LC50, 70 d LC50, IC50 (koncentrace testované latky, ktera
zpusobi u 50 % larev inhibici metamorfozy).

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Rana catesbeiana, American bullfrog

Photo courtesy of Dr. James Carr

Centrum pro vyzkum
toxickych latek

v prostredi 16
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Sledovani sexualniho vyvoje

©)

Vlivem ED’s dochazi k porucham vyvoje gonad — méni se pomér
poCtu samcu a samic a také se objevuje intersex — tzn. soucasna
pritomnost ovarii i testes u jednoho jedince

Larvy drapatky Xenopus laevis jsou od stafi péti dnu vystaveny
pusobeni testované latce.

Pozitivni kontrola 17p-estradiol a dihydrotestosteron.

Po ukonCeni metamorfozy (po 78 dnech) se u kazdého jedince
provadi histologické vySetfeni gonad a svalu m. dilatator laryngis -
jeho velikost patri mezi druhotné pohlavni znaky u drapatky vodni.
U samcu je tento sval vyvinut mohutnéji. Pfi pusobeni xenobiotik
s androgennimi ucCinky se m. dilatator laryngis zvetsuje.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




Endokrinni disrupce - savci

NaruSeni funkci endokrinniho systému, hormonalni regulace

Uterotroficky screeningovy test

e pouziti pro testovani estrogenity latek (xenoestrogenu) - méné ¢asto pro
pro testovani antiestrogenity

» Princip: aplikace testované latky pohlavné nedospéelym nebo kastrovanym
samicim — statisticky signifikantni zvySeni hmotnosti délohy zavislé na
davce ve srovnani s kontrolni skupinou = dukaz estrogenniho agonismu

* rust délozni tkané je pod vlivem estrogenu

Hershberger screeningovy test
e pouziti pro testovani androgenity (xenoandrogenu) ¢i antiandrogenity

* Princip: aplikace testované latky kastrovanym samcum — statisticky
signifikantni zvySeni hmotnosti pfidatnych pohlavnich organu zavislé na
davce ve srovnani s kontrolni skupinou = dukaz androgenniho agonismu
(napf.: prostata, semenné vacky)

* rust nékterych tkani u samcu pod vlivem androgend

©

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi




ED v Evrope

Evropska unie vydala Ctyfi hlavni legislativni nafizeni, které pfimo obsahuji pozadavky ohledné
hodnoceni potencialu latek ¢i jejich smési pusobit endokrinni disrupci:

* Nafizeni Evropského parlamentu a Rady ¢.1907/2006 o registraci, hodnoceni, povolovani a
omezovani chemickych latek (REACH)

e &.1107/2009 o uvadéni pfipravkl na ochranu rostlin na trh (Plant Protection Product Regulation)

o (.528/2012 o dodavani biocidnich pfipravkl na trh a jejich pouzivani (Biocidal Product
Regulation)

o (£.1223/2009 o kosmetickych pfipravcich (Cosmetics Products Regulation)

v ramci téchto legislativ stale neexistuje jednotny pfistup k tomu, jak identifikovat a hodnotit

potencial latek a smési zplsobovat endokrinni disrupci

Kritéria pro pesticidy a biocidy:

» Védecka kritéria, ktera 2016 Evropska Komise schvalila, vychazeji z definice endokrinnich
disruptord vypracované Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO): ,exogenni latka ¢i

smés, ktera méni funkci (funkce) endokrinniho systému, a ma tak nepfiznivy ucinek na
zdravi intaktniho organismu, jeho potomku nebo (sub)populaci*

e ?7co0 jsou negativni u€inky zplsobené primarné mechanismy endokrinni disrupce

» (eko)toxikologickeé testy, které by je zhodnotily, stale ve vyvoji a predmétem intenzivni

diskuse MUNT|RECETOX



Pokyny ke zkouSeni endokrinnich disruptoru jsou uvedeny v
koncepcnim ramci OECD pro testovani a hodnoceni endokrinnich

disruptoru

Koncepcéni ramec OECD pro testovani a hodnoceni endokrinnich disruptort (ve znéni
revize z roku 2012) uvadi seznam Pokynu pro testovani OECD a standardizovanych
testovacich metod, které jsou vyvijeny nebo navrhovany a které Ize pouzit k hodnoceni
chemickych latek pro endokrinni disrupci. Uselem koncepéniho ramce je poskytnout navod
k dostupnym testum, které mohou poskytnout informace pro posouzeni endokrinnich
disruptort, ale nejsou zamysleny jako strategie testovani.

«  Uroven 1 - Existujici Gdaje a dostupné informace

« Uroven 2 - Testy in vitro poskytujici Gdaje o vybranych endokrinnich mechanismech / drahach

« Uroven 3 - Zkousky in vivo poskytujici data o vybranych endokrinnich mechanismech / drahach

« Uroven 4 - Testy in vivo poskytujici tdaje o nepfiznivych Ggincich na relevantni endokrinni cilové
parametry

« Uroven 5 - Testy in vivo poskytujici komplexné&ji udaje o nepfiznivych uéincich na relevantni
endokrinni cile v rozsahlejSich Castech zivotniho cyklu organismu

MUNT |RECETOX
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| Udaje a dostupné informace

Uroven 1 - Existujic

 Fyzikalné - chemické vlastnosti (molekulova hmotnost, rozpustnost, reaktivita,
biologick& odbouratelnost...)

e VSechny dostupné (eko)toxikologické informace ze standardizovanych i
nestandardizovanych test(

 Propojovani informaci, kategorizace, pomoci modelu predikce u€inku (model
ADME ,absorpce, distribuce, metabolismus a vylu¢ovani“ a popis osudu latky v
organismu), modelovani kvantitativnich vztaht mezi strukturou a aktivitou
(Quantitative Structure-Activity Relationship, QSAR)

Uroven 2 - Testy in vitro poskytujici Gdaje o vybranych endokrinnich

mechanismech / drahach

» Vazebna afinita k estrogenovému nebo androgenovému receptoru (OECD TG 493)

» Aktivace estrogenniho receptoru (OECD TG 455 a TG 457)

» Test na aktivaci androgenniho rec. (OECD TG 458)

» Steroidogeneze in vitro (OECD TG 456)

o Testy proliferace bunék MCF-7 (ER ant / agonista)

e Thyroid disruption assays (e.g. thyroperoxidase
inhibition, transthyretin binding)

« Jiné testy podle potreby




Savci

Uterotropni test na hlodavcich (OECD TG
440)

Hershbergeruv test (OECD TG 441) je
zalozen na zménach hmotnosti péti tkani
zavislych na androgenech u krysich
peripubertalnich samcu

Ostatni organismy

Thyroidni signalovani v embryich zaby rodu
Xenopus
Test metamorfézy obojzivelniki (OECD TG 231)

Reprodukéni screeningovy test ryb (OECD TG
229)

21 denni rybi test (OECD TG 230), sledovani
estrogenni a androgenni aktivity, inhibice
aromatazy

Mé&feni antiandrogenity maskulinizované samice
koljusky

Xenopus embryonic thyroid signalling assay
(XETA)

WUNI|RECETOX




Uroveni 4 - Testy in vivo poskytujici tdaje o nepfiznivych ugincich
na relevantni endokrinni cilové parametry

Savci

28 denni studie oralni toxicity s opakovanou
davkou na hlodavcich (OECD TG 407).

90 denni studie oralni toxicity s opakovanou
davkou na hlodavcich (OECD TG 408).

Studie reprodukéni toxicity 1 generace —krysa,
potkan, mys (OECD TG 415).

Samci pubertalni test-vyvoj a thyroidni funkce (GD
150, kapitola C4.3) - Male PP Assay

Samici pubertalni test -vyvoj a thyroidni funkce
(GD 150, kapitola C4.4) - Female PP Assay

Test na dospélych samcich (GD 150, kapitola
priloha 2.5).

Screening prenatalni vyvojové toxicity (OECD TG
414).

Screening chronické toxicity a karcinogenity
(OECD TG 451-3).

Reprodukéni screeningovy test (OECD TG 421).
Kombinovany 28denni / reprodukcni screeningovy

test (OECD TG 422).
Vyvojova neurotoxicita (OECD TG 426).

<

Test pohlavniho vyvoje ryb (OECD TG 234).

Test rastu a vyvoje obojzivelnikd — 16 tydnu
(OECD TG 241).

Test reprodukce ptakt (OECD TG 206).

Testy na mékkysich- ¢ast zivotniho cyklu (OECD
TG 242 a TG 243).

Test toxicity na pakoméarech (TG 218 a TG 219).
Reprodukéni test Dafnia magna (OECD TG 211).
Test reprodukce zizal (OECD TG 222).

Test reprodukce roupic (OECD TG 220).
Zkouska toxicity sedimentl na krouzkovcich
pomoci spikovaného sedimentu (OECD TG 225).
Reprodukéni pudni test dravych roztoc€u
(Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer) (OECD TG
226).

Reprodukéni test v pudé - chvostoskoci (OECD
TG 232).

Ostatni organismy

WUNI|RECETOX



nepriznivych ucincich na relevantni endokrinni cile v rozsahlejsich
castech zivotniho cyklu organismu

Savci Ostatni organismy

RozS$ifena jednogeneracni studie * FLCTT (Fish LifeCycle Toxicity Test) toxicita pro
reprodukéni toxicity (OECD TG 443) kompletni zivotni cyklus ryb (pf. vajicko-vaji¢ko)
Studie reprodukéni toxicity druhé generace » RozS§ifeny jedno-generacni reprodukéni test s
(OECD TG 416) Medakou (OECD TG 240).

» Dvougeneraéni test reprodukéni toxicity u ptakua

» Test toxicity - zivotni cyklus korySua

* Reprodukcni a vyvojovy test s korysi

» Test toxicity sedimentu - Zivotni cyklus pakomaru

(OECD TG 233)
» Testy zivotniho cyklu mékkysu
» Multigeneracni test s Daphnia magna
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Guidance for the identification of endocrine disruptors in
the context of Regulations (EU) No 528/2012 and (EC) No

1107/2009

European Chemical Agency (ECHA) and European Food Safety Authority (EFSA)
with the technical support of the Joint Research Centre (JRC)

e doi: 10.2903/].efsa.2018.5311

e https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.2903/j.efsa.2018.5311

» describes how to perform hazard identification for endocrine-disrupting
properties by following the scientific criteria which are outlined in
Commission Delegated Regulation (EU) 2017/2100 and Commission

Regulation (EU) 2018/605 for biocidal products and plant protection
products

OECD GD 150 Guidance document on standardised test guidelines for
evaluating chemicals for endocrine disruption

http://www.oecd.org/publications/guidance-document-on-standardised-test-guidelines-
for-evaluating-chemicals-for-endocrine-disruption-2nd-edition-9789264304741-en.htm
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Screeningovy program endokrinnich disruptoru (EDSP) —

US EPA

» Dvoustupnovy pfistup pro screening chemickych latek.

uroven 1 - identifikace latek, které maji potencial interagovat s endokrinnim systémem

 kombinace in vitro a in vivo testl zaméfenych na estrogenni, androgenni a thyroidni drahy
a steroidogenezi

 Chemikalie, u kterych se zjisti, Ze vykazuji potencial interakce s estrogenovymi,
androgennimi nebo tyroidnimi hormonalnimi systémy, budou testovany na Urovni 2.

uroven 2 - identifikace nepriznivych Gc€inkd na endokrinni systém, stanoveni
kvantitativniho vztahu mezi davkou a timto nepfiznivym uéinkem - dlouhodobégjsi a
vicegeneracni studie

» Vysledky zkouSek urovné 2 budou kombinovany s dalSimi informacemi o nebezpec€nosti a
posouzeni expozice dané chemické latky, coz povede k posouzeni rizik, informovani o
opatfenich ke zmirnéni rizika a regulacni rozhodnuti tykajicich se chemickych latek.
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uroven 1 - identifikace latek, které maji potencial interagovat s

endokrinnim systémem

 EPAVfijnu 2009 zvefejnila baterii jedenacti in vitro testd a kratkodobych testl in vivo,
hodnoticich Sirokou Skalu koncovych bodl (vazba na receptor, steroidogeneze, metamorféza
obojzivelniku, reprodukce ryb, thyroidni funkce, vliv na vyvoj...) v€etné metodiky testld a
presného postupu

» Baterie byla navrzena tak, aby fungovala jako celek, zahrnuje dva hlavni aspekty:

Schopnost testu detekovat ucinky zprostfedkované estrogeny a androgeny riznymi zpUsoby
pusobeni, zejména vazby na receptor (agonista a antagonista), transkripéni aktivace,
steroidogeneze a zahrnuje vzajemné doplnovani in vitro a in vivo testa

Testy na hlodavcich a obojzivelnicich in vivo byly navrzeny na zakladé jejich schopnosti
detekovat pfimé a nepfimé ucinky na thyroidni funkce

e 2009-2010 bylo 67 chemickych latek testovano baterii 11 testu
o 2010 dalsi seznam 137 chemickych latek

MUNT |RECETOX
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uroven 1 - identifikace latek, které maji potencial interagovat s

endokrinnim systémem

In vitro i vive

* Estrogenni receptor (ER) - vazba « Uterotropni test na hlodavcich

» Estrogenni receptor (hERa) transkripCni . Herst\pergerﬁy tgst o o
aktivace — lidska bunécna linie (HeLa-9903) « Samci pubertalni test-vyvoj a thyroidni

» Androgenni receptor (AR) - vazba funkce

» Samici pubertalni test-vyvoj a thyroidni
. Steroidogeneze — lidska bunééna linie (H295R) o v P wvoraty

* Aromataza — lidské rekombinantni mikrozomy « Test metamorfozy obojzivelnik(
» ReprodukEni screeningovy test ryb

uroven 2 - identifikace nepfiznivych ucinkd na endokrinni systém,

stanoveni kvantitativniho vztahu mezi davkou a timto nepriznivym
ucinkem

Dvougeneracéni test reprodukéni toxicity u ptaku - Japanese Quail
RozSifeny jedno-generacni reprodukcni test s Medakou
Test rUstu a vyvoje obojzivelnikd (LAGDA)
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