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ZjisStovani toxicity latek a materialu

Pripadové, terénni a epidemiologické studie (retrospektivni i

prospektivni)
— v pracovnim prostiedi Epidemiologicke studie
— Vv Zivotnim prostredi Terénni studie

v disledkt havarii apod.

zameérna kontrolovana

) Klinické studie
expozice

Rizené polni pokusy

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

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



Experimentalni toxikologie

Biotest = proces, pfi némz je testovaci system (tkané,
organismus, populace apod.) exponovan v presné definovanych
podminkach rdznymi koncentracemi zkoumané chemické latky
nebo smésného Ci pfirodniho vzorku.

Experimenty s zivymi organismy —in vivo
* nejCastéji pouzivane, vSechny vyvojové stupné (bakterie az savci)

» standardizované metody — EU legislativa, Organisation for Economic Cooperation and
Development (OECD) a International Organization for Standardization (ISO)

Experimenty s ¢astmi Zivych organismd — ex vivo & in vitro
* |zolované organy
» Tkanove kultury

* Bunécné organely a extrakty

* Purifikované biomakromolekuly

Minimalizace poCtu experimentalnich zvirat
(metody in silico, stanoveni vypoctem na zakladé
matematickych modell — prediktivni toxikologie)
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Vyuziti tox./ekotox. hodnoceni

PROSPEKTIVNI

PRISTUP biotesty
) - latek ¢i

experimenty vzorkd

mikrokosmy -
mesokosmy -




Vyuziti tox./ekotox. hodnoceni

RETROSPEKTIVNI
PRiSTUP

pozorovani, popis, analyza

testovand kontrolni

kauzalita

Vlastnosti prostredi

biotesty

vzorkU




Typy testl eko-toxicity
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lokality, kal COV, sediment, hndj, kompost, hnojivo, vypalky, hlu

testovany material — komplexni environmentalni smés (pida z kontaminované

testovana latka Ci
smés latek



Biotest vs. realny ekosystem

laboratorni test - modelovy druh, modelova environmentalni matrice, standardni sledované parametry

zvyseni ekologicke relevance testu (tj. pfiblizovani se redlnému ekosystému)
- pouzitim reélné matrice, redlnych druht, redlnych podminek, zapojenim subletalnich parametri,
prolongaci testt apod.

Cim vys3i je tato relevance, tim niz3i je potieba vysledky testu pted pouzitim pro odhady rizika pro
redlné ekosystémy né&jak upravovat, extrapolovat a podobné.

vice druht a interakci >

readlné podminky >

fizeny
polni

subletalni tcinky >
realné druhy >

realneé PUdV> mikrokosmos

pldni
biotest

mesokosmos

testna
filtracnim
papire

relevance
? ekologickarelevance
komplexnost systému




- TOXIKOLOGIE &
EXPERIMENTY NA ZVIRATECH

Eticky diskutabilni - tlak odborné i laické vefejnosti

Smérnice Evropskeého parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochrané zvitat
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 zvitatech a zakaz 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 princip - zasady prace s pokusnymi zviraty
Russel a Burch (1959)

Replacement (nahrazeni in vivo experimentl alternativami)

 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 koncentrace (dermalni testy)



3 R PRINCIP

Ochrana zvirat a etika prace s laboratornimi zviraty

o Zakon ¢. 246/1992 Sb. na ochranu zvirat proti tyrani - novelizovan zakonem
¢. 359/2012

 Vyhlaska ¢. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvirat, ve
znéni pozdé&jSich predpisi

Smeérnice Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochrané zvifat pouzivanych pro
védeckeé ucely

* pouziti minimalniho pocCtu zvifat, pfi némz Ize zajistit spolehlivé vysledky, co nejSetrnéjSi metody

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

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



Ochrana zvirat a etika prace s laboratornimi zviraty

statni organy ochrany zviiat v Ceské republice:
e ministerstvo zemédélstvi (www.eAGRI.cz)

Vybor pro ochranu zvirat pouzivanych pro védecké ucely (VOZPVU)

- poradenstvi, pokud jde o ziskani, chov a umisténi pokusnych zvitat, pé¢i o n€ a pouzivani pokusnych
zvirat k pokustim

Ustiedni komise pro ochranu zviiat (UKOZ) - vybor pro ochranu pokusnych zvitat (VOPZ)

Organy statni veterinarni spravy

e pracovnici provadéjici experimenty na zviratech musi byt drziteli osvéd¢eni odborn¢ zpusobilosti
pro praci s pokusnymi zvitaty podle § 17 zakona 246/1992 Sb.

e pracovisté¢ musi spliiovat podminky zdkona 167/1993 Sb. o Statnim veterinarnim dozoru a byt
drzitelem akreditace uzivatelského zatizeni a osvédceni pro chovné a dodavatelské zatizeni dle
zakona 246/1992 Sb. v platném znéni (udéluje MZe)

o akreditované pracovisté - nezavisla odborna komise dle zakona - posuzuje a schvaluje
vsechny projekty pokusti podle piedpisti, dohlizi, ovétuje
odbornou zptisobilost


http://eagri.cz/public/web/mze/ochrana-zvirat/kontakty/vybor-pro-ochranu-zvirat-pouzivanych-pro/
http://eagri.cz/public/web/mze/ochrana-zvirat/kontakty/ustredni-komise-pro-ochranu-zvirat/
https://www.svscr.cz/zdravi-zvirat/ustredni-komise-pro-ochranu-zvirat/
https://www.svscr.cz/zdravi-zvirat/

DOBA EXPOZICE

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

» EXPOZICE AKUTNI - do organizmu vniklo najednou nebo v kratké dobé
vetsi mnozstvi latky. Trva kratkou dobu ve srovnani s dobou Zivota
organismu vystaveného expozici. Uginek se projevi okamzZité nebo ve velmi
kratkém Case. MlZe mit vazné nasledky az smrt, ale mize byt i1 vratny.

» EXPOZICE CHRONICKA - dlouhodobé a opakované piisobeni niz§ich
davek nebezpecnych chemickych latek. Opakovana expozice po dobu delsi
nez piiblizné 10% Zivota. Uginky 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



Typy expozice (trvani) - zale#i na studovaném

druhu a dobé jeho zivota

Akutni <24 h 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 intervalll (delky piisobeni chemickeé latky a délky
prestavek).

ovlivityje toxicitu latky v zavislosti na jejim osudu v organismu:

- pii dostate¢né dlouhych intervalech mize diky metabolizaci latky na netoxické produkty nebo diky
vylucovani latky dojit k tomu, Ze kazda dalsi expozice probiha jako akutni jednorazova expozice.
Podobné v ptipadech, kdy dochazi k obnoveni (reparaci) narusenych biochemickych pochodu,
biologickych struktur a tkani.

- pti kratkych intervalech mtze absorbce latky byt vyssi nez rychlost jeji biotransformace a exkrece a
dochazet tak k hromadéni latky v organismu. V €ase se miize akumulovat a redistribuovat mnoZzstvi
latky v téle, miize dojit k ptekonani obrannych a odstraiiovacich mechanismi. Kumulace vede k
postupnému zvySovani koncentrace chemické latky v nékterych organech, coz miize vést k jejich
nevratnému (ireversibilnimu) poskozeni.



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



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 proteind, mitochondridlni jedy, inhibice enzymi, interakce
s receptory (nhapr. 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)



Ekotoxikologické testy se pouzivaji

Pro stanoveni ekotoxicity riznych ldtek a jejich smési
na druhy na ridznych Urovnich potravniho retézce

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 skldadek na
okolni pldu a vodu

Pro kontrolu efektivity dekontaminaénich procest



Ekotoxikologické testy

Dle trofické trovné testovacich organismu (baterie)

e producenti
e konzumenti
e destruenti

Dle spektra testovacich organismi
 Jednodruhove
* Vicedruhove (laboratorni smési kultur ¢i pfirodni populace)

Dle typu testovaného vzorku (tox i ekotox)

e (isté chemicke latky (hydrofilni, hydrofobni, tékave)
e smg¢s latek (znamych 1 neznamych)

o vzorky z prostiedi (vétSinou neznamé, smésné, s Nneznamymi
interakcemi) - nejslozitéjsi interpretace



Eko-Toxikologické testy

Dle testované matrice Dle zpusobu ptipravy vzorku
« chemicka latka » definovane koncentrace chemickych latek
e voda e testovani vyluhtii pfirodnich vzorki (extrakce
e puda org. rozpoustédly, DMSO, vodou, rizné pH,
e vzduch teplota atd.) ¢i1 jejich frakci
« sediment * pasivni vzorkovace - semipermeabilni

membrany

e odpad

Dle stupn¢ komplexnosti
detekéniho systému

makromolekuly, enzymy, proteiny, DNA
bunééné a tkanové kultury in vitro
intaktni zivy organismus

populace

micro/mezo kosmos

terénni experimenty

piimé testy (Direct Tests, Solid Phase Tests,
Whole Effluent etc.)

Dle testovaciho usporadani

(akvaticke testy)
» Staticke

e Semi-statické
e Pratoc¢né



Specialni testy pro hodnoceni rizik
V zivotnim prostredi

trofie

mutagenita/genotoxicita na bakteriich, na rostlinach, volné zijicich
zvitratech a rybach

teratogenita, naptiklad na obojzivelnicich - Xenopus laevis

embryotoxicita a reproduk¢ni testy na rybach, korysich,
obojzivelnicich, ptacich, hraboSich apod.

detekce spec. mechanismu (endokrinni disruptory, TCDD apod.)
biokoncentrace/ biokumulace
testy pro hodnoceni biodegradability



Experimentalni design

Zakladni etapy v experimentalni praci

Stanoveni cile (pfesné definovat otazku)

Vybér vhodné metody (technické teseni)
Vypracovani projektu (kdy, kde, kdo, jak...)
Technicka ptiprava studie (prostiedky, protokoly)
Pilotni studie (proveditelnost, mozna tskalf, N)
Modifikace projektu

Vlastni studie (protokoly a pracovni denik)

Vyhodnocovani a interpretace vysledku (statistika,
vedlejSi vysledky)




Experimentalni design

= protokol zahrnujici kompletni plan experimentu i hodnoceni dat

Toxikologické studie - dva zakladni cile:

1. Zjistit, zda studovany faktor (chemicka latka) zpusobuje
n¢jaky ucinek ve studovaném biologickém systému

2. Zjistit, jak je tento uCinek velky/ vyznamny
Objekty zkoumani = experimentalni jednotky

- sledovan vliv riiznych faktorii na experimentalni jednotky

pokusny zasah = kombinace specifické hodnoty vSech faktor,
které mohou potencialné odpovéd’ ovliviiovat




Nezavisla proménna

]

Proménnd, ktera je zamérné ménéna experimentatorem
(stimul, podnét)

Zavisla proménna

Proménnd, ktera charakterizuje odpovéd - reakci na podnét

Sleduji vztah mezi testovanymi faktory /nezavislé proménné —
napft.koncentrace/ a proménnymi, které charakterizuji uc¢inek /zavislé
proménné/ - odpoveéd’ v zavislosti na pisobeni toho faktoru

Typy sledovanych parametrii: spojite
diskrétni /mohou nabyvat jen urcitych hodnot,
kategorii — napt. pohlavi — Zena/muz



Zakladni pozadavky experimentalniho designu
Reprezentativnost (zobecnitelnost vysledk)
Homogenita souboru (zvysuje silu testu)

Zakladni otazka:
Co jsou cile a hypotézy studie, jaké otazky chceme zodpovédét?

Stanoveni cili studie (Objectives, Goals) — zjistit, zda.....

Stanoveni hypotézy

Hypotéza = tvrzeni, domnénka, jejichZ pravdivost se ovéfuje pomoci experimentu

Jaké nove otazky mohou vyplynout z vysledki studie? Mohla by byt ta studie
usporadana tak, aby tyto otdzky rovnou zodpovédéla?

Nulova hypotéza

= zadny rozdil mezi kontrolami a pokusnym zasahem

Alternativni /vyzkumna/ hypotéza

= pokusny zasah zplisobuje vyznamny rozdil mezi skupinami

Chyba 1. druhu = testovana nulova hypotéza je chybné zamitnuta (zamitneme nulovou

hypotézu, 1 kdyZ ve skuteCnosti plati). Pravdépodobnost této chyby volime sami a
oznacujeme ji jako hladinu vyznamnosti (o).

P mensi nez 0,05 (o = 0,05)
= pravdépodobnost pravdivosti nulové hypotézy je mensi nez 5% - zamitame
nulovou hypotézu, plati alternativni hypotéza



Zakladni principy experimentalniho designu

1. Kontrola u¢inkt vnéjsich /nestudovanych/ faktora — kontrolni
skupina

2. Nahodnost alokace organismui do pokusnych a kontrolnich
skupin

3. Opakovani a opakovatelnost

» Pokud chci studovat vliv jednoho faktoru /jako koncentrace, doby
expozice/ = nutno kontrolovat vSechny dalSi proménné, kter¢ by mohly
odpovéd’ ovlivnit

e jeden faktor jedna uroven = vliv jedné koncentrace po urCitém Case

e vétSinou testovano n€kolik urovni sledovaného faktoru

o Casto stanovujeme vliv vice faktorti souasné = vicerozmérny design = vliv

koncentrace na rust fas proméfovany v Case, dalSi parametry = intenzita
zareni, teplota
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