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1. Uvod

Testovani u¢inku xenobiotik na lidsky organismus je vzdy
zaloZeno na nepfimych metoddch. Jedna se bud’ o experimenty
na pokusnych zvifatech nebo o in vitro testy, vyuzivajici
tkanové kultury zivoc€isnych a lidskych bunék. Vyznam in
vitro modell pro toto testovani stle roste s mnozstvim novych
sloucenin a nutnostijejich testovani. Testy toxicity jsou dnes
nedilnou soudésti vyvoje 1€k a ptipravy hygienickych norem
v potravinafstvi a primyslu.

Vyhodou in vitro testl je rychlejsi ziskani vysledki, pod-
statné niz8i cena nez v pripadé testovani pokusnych zvifat
a moznost pouziti lidskych bunék. Dal$im argumentem pro in
vitro testy a omezeni testll na zvifatech je etické hledisko. Na-
opak jejich nevyhodou je omezeny pohled z hlediska toxicity
organové specifickych sloucenin. Proto je pfi testovdni nové
slouc¢eniny nutné vyhodnotit celou fadu cytotoxickych para-
metrd ptipadné spravné vytipovat vhodny organ, jehoz burniky
maji byt pouzity. V fadé ptipadd lze totiz vyuzit tkanovych
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kultur specializovanych bunék jako napf. epidermdlni kerati-
nocyty pro testovani kutanni toxicity nebo hepatocyty jako
model pro vyzkum mechanismu hepatotoxicity.

Toxicitou se mini nepfiznivy u€inek na testovaci systém vy-
volany uc¢inkem dané litky nebo smési latek. Je ovlivnéna fa-
dou faktori jako nap¥. koncentraci dané slou¢eniny, dobou je-
jiho ptisobeni' a faktory ovliviiujicimi fyziologicky stav testo-
vaného organismu jako napf¥. pfisun Zivin, teplota, osvétleni aj.
Doba vystaveni testovanych organismti zkoumané latce se ozna-
Cuje jako expozice. Mnozstvi zkoumané latky, které testovaci
organismus pfijme se nazyva ddvka. Testem toxicity se potom
nazyva soubor experimentl pfi nichzje testovaci organismus
exponovan znamé dévce toxické latky za definovanych podmi-
nek a vyhodnocuji se zmény vyvolané touto expozici v porov-
nanis kontrolnimijedinci. Toto sdéleni si klade za cil poukézat
na rozmanitost metod pro testovani toxicity xenobiotik vyuzi-
vajicich tkdnovych bunék nebo modelovych organismu.

2. Testy toxicity

oo e Podminky a zpisob volby testu
toxicity

Pro volbu testu jsou velmi dulezité fyzikalné-chemické
vlastnosti zkoumané latky. Nejsou-li o latce zndma Zadnd
toxikologick4 data, je tfeba provést zakladni testy toxicity’.
Poté se provadi specializované testy, jejichz volba je podmi-
néna vyskytem a pouzitim sledované latky. Omezujicim kri-
tériem muize byt u pevnych latek jejich rozpustnost, u kapal-
nych pak misitelnost s vodou, protoZe v testech toxicity je
testovany organismus exponovan vétSinou vodnému roztoku
testované latky. Latka by neméla reagovat s vodou, ani s ni
vytvatet pény, gely a emulze. Nespliiuje-li tuto podminku, je
nutno pouzit rozpoustédlo v koncentraci tolerované testova-
nym systémem. Pfi testech na zvifatech lze latku podévat
pfimo napft. pfimichdanim do potravy.

2.2. Rozdéleni testd toxicity

Rozdéleni testdl toxicity (TT) lze provést podle rtiznych
kriterii nap¥. podle druhu testovaciho organismu, doby expo-
zice a koncentrace toxické latky. Vzhledem ke komplexnimu
charakteru zivych systému neni snadné vymezit hranice mezi
skupinami TT. Podle doby expozice se TT rozdé€luji na akutni,
kde se doba expozice pohybuje v rozmezi 4-24 hodin, sub-
chronické TT trvajici nékolik tydni az Ctyfi mésice a chronic-
ké, u kterych je doba expozice testovaciho organismu od piil
roku po nékolik let. Subchronické a chronické TT se z hlediska
doby expozice prolinaji ajejich rozdil spociva hlavné ve volbé
davky toxické latky. V tabulce I jsou uvedeny nejcastéji
pouzivané testovaci organismy.

Pti vyhodnocovani vysledkti v testech je tfeba brat ohled na
specifika testovaciho organismu. Proto se v jednotlivych TT
obycejné voli vice druhti testovacich organismi s ohledem na ko-
necné tvrzeni, které je zavislé na formé a misté vyskytu latky.
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Tabulka I
Testovaci organismy Vv testech toxicity

Prokaryota

Referaty

Pseudomonassp., Phosphobacterphosphoreus; E. coli,

Enterobacter cloacae®, Alcaligenes sp.”

Eukaryota jednobunécna

vicebunécna
rostliny”

kvasinky®, prvoci, sinice

bezobratli - &ervi (zizaly)’

obratlovci - kralici’, my&i', krysy", opice, ryby ‘%, ptaci

Pro toxikologické veli¢iny jiné nez mortalita se pouziva-
ji specialni testy, které se orientuji na jednotlivé charakteris-
tické zmény a reakce testovacich systému a organismi: neu-
rotoxicky test, reprodukéni test, test na teratogenitu, na muta-
genitu”, karcinogenitu", test vlivu latek na imunitni systém,
ktzi, oci, test chovdni organismu, a ostatni testy. Podle zpt-
sobu podavani latky rozliSujeme tri hlavni skupiny TT: ordlni,
inhala€ni, pfimad distribuce do krve. V prvém ptipadé se latka
podéva spolu s potravou a tekutinami, pfi inhala¢nich TT se
studovana latka dostdva do organismu respira¢nim systémem.

2.3. Akutni testy toxicity

Tyto testy jsou velmi Casto pouZivanélS‘

164 provadi se jako
prvni. Nejlast&j$i testovaci organismy jsou mysi a krysy",
vzhledem Kk jejich relativné nizké cené a kratké generacni
dobé. Proto je vétSina toxikologickych dat vztazena k témto
testovacim organismtim. Testovaci zvifata musi byt v dobrém
zdravotnim stavu a jejich selekce od ostatnich jedinct se
provadi jeden tyden po narozeni. Podminkou je kontrolni
skupina stejného poétu jedinct téhoz druhu. Casto se pouziva
i druhd kontrolni skupina chovana mimo laboratof. Zdravot-
ni stav jedincti obou kontrolnich skupin se porovnava, a tak
je mozné vyloucit tézko postizitelné vlivy jako napi. infek-
ce, které by mohly zkreslit vysledek. Neni-li zndm koncen-
traéni rozsah ve kterém by se vliv toxické latky mél testovat,
jsou aplikovdny rozdilné davky vice testovacim skupindm.
Aby byly vysledky reprodukovatelné je tteba zachovat stejné
podminky (vyziva, teplota, osvétleni, ...) ve v§ech skupinach.
Po provedeni akutniho TT (obvykle 24 h) jsou data, tj. pato-
logické zmény jedincii, vztaZzena ke kontrolni skupiné a vy-
hodnoti se LDy, (lethal-dose), vétSinou za 24 hodin. Dalsi
veli¢ina je LCTy, (lethal concentration time), pfi niZ jsou
zvifata exponovédna 4 h riiznym davkam toxické latky. LCTs,
uddvé koncentraci latky zptsobujici thyn 50 % jedincti béhem
dvou dnll po expozici. Nezptsobi-li 24 hodinovy akutni TT
pozorovatelné zmény, odstavi se testovand zvifata a pozoruje
se jejich fyziologicky stav. Mezi hlavni znaky které se sledu-
ji patii: lokomoce, zvlastni reakce, hlasové reakce, citlivost
k bolesti, zvuku a doteku, socidlni vztahy mezijedinci, agre-
sivni chovani, tonus svalstva, paralyza, kfece, posturdlni ref-
lexy, poskozeni oka, reflex rohovky, chvéni a fotofobie. Casto
se pro srovndni pouzivajijesté dalsi testovaci organismy (psi,
kocky, krélici).

Velmi populdrni organismy pro testy akutni toxicity jsou
niténky Tubifex tubifex. Slouzi hlavné jako indikétor &istoty
vod. Jejich snadny chov, velmi nizk4 cena a vysoka citlivost
je preduréuje pravé pro tyto testy’’.

2.4. Subchronické a chronické testy
toxicity

Pfi subchronickém testu toxicity18 je podévana zkoumana
latka po dobu tii az péti mésici. Tento test vzdy predchdazi
testim chronickYm]g, které nejsou kratsi nezjeden rok. Jedna
se o latky, kterym je ¢lovék dlouhodobé vystaven jako napfi-
klad potravinovd aditiva®, slozky kosmetickych piipravkd,
polutanty ovzdusi a 1éky. Latka se podava oralné s potravou
nebo tekutinami. Dochdzi-li k interakci mezi slozkami potravy
a testovanou latkou, litka se enkapsuluje, nebo se vpravuje
piimo do Zzaludku pokusného zvifete, aby se zabranilo jeji
ztraté. Pii aplikaci v potravé je konzumované mnozstvi evido-
vano. Mén¢ Casté je intravenosni podavani latky. Experimentu
pfedchézi pfedbézné testy rozsahu jednoho az tfech tydni,
k nimz je pouzito vice skupin, kterym je podavdna rozdilna
dévka testované latky. Poté jsou zvifata usmrcena a histolo-
gicky analyzovdna, coZ umozni zjistit nejpravdépodobnéjsi
poskozeni orgdnid. Pfi vlastnim subchronickém TT lze pak
cilené volit sledované znaky a test ma vyS$i reprodukéni
a vysledkovou hodnotu. Pfi tomto druhu TT se chovaji tri
skupiny testovacich zvifat a jedna skupina kontrolni. Kaz-
d4 skupina ¢itd 10 az 20 samct u krys nebo 3 az 5 u pst
a stejny pocet samic. Kazdd skupina je exponovdna odlis-
né koncentraci latky. Zvifata jsou krmena v periodé 6 az 12
hodin a kazdy den pozorovana a vdzena. U kazdé skupiny se
v jistych periodach (dle druhu testovaciho organismu) odebira
krev a moc pro analyzu (tab. II). Zvitata uhynuld béhem testu

Tabulka I1
Vyhodnocované znaky pti subchronickych a chronickych TT?

Druh vySetieni Sledované znaky

pocet leukocytti, erythrocyti,
hematokrit, hemoglobin

Nat R G ae CO,, , celkovy
protein, alk. fosfatasa, bilirubin,
mocovina, glukosa, elektroforéza
sérovych proteint

pH, celk. protein, glukosa, ketono-
vé latky, sediment, bilirubin
télesna, srdce, jatra, ledviny, Stitna
7laza, slezina

srdce, jatra, ledviny, Stitna zlaza,
slezina, vajeCniky, plice, slinivka

Hematologické vysetfeni

Chemické slozeni krve

Analyza moci
Hmotnost
Histologické vysetfeni
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se zvazi a je provedeno histologické vySetfeni posSkozenych
organt.

Chronické TT jsou kombinovdny s testy specidlnimi’’,
nebot k prokdzani specifickych udinka l4tek je Casto tieba
dostate¢né dlouhd doba (teratogenita, karcinogenita). Pro zvo-
leni postupu pii chronickych TT jsou dulezité vysledky sub-
chronickych TT. Po vyhodnoceni prvniho subchronického
nebo chronického TT lze pouzit k opakovanym testim jiné
biologické druhy, jako tieba kozy, opice, a ko¢ky™.

2.5. Test na teratogenitu latek

Mnoho latek zpiisobuje $patny vyvoj a ndsledné poskozeni
[)IOdL123'24. Vyvoj orgdntli a tkani ma specifické faze: vznik (di-
ferenciace v embryondlni fazi) a rast (fize zarodku). Vyvojové
faze plodu urCuje jeho vnimavost k negativnim u¢inktm latek.
Je-li toxickd latka poddvéna bfezi samici v dobé, kdy u plodu
dochdzi k diferenciaci orgdnu, muize dojit k jeho poskozeni.
Je-li latka poddvana ve fazi zdrodku, lze v nékterych pfipadech
pozorovat ristovou retardaci. V téchto testech jsou casto po-
uzivani kralici, krysy a mysi, pro jejich snadné oplodnéni.
V pripadé krys, je ve skupiné okolo 10 samic a pocet mlddat
v jednom vrhu se pohybuje okolo deseti. Test ma tii &asti®:
1) oplodnéni samice specidlni inseminacni technikou, 2) ové-
feni oplodnéni a expozice toxické latce, 3) zjisténi defektl
plodu. Doba bfezostije u mysi 21, krys 22 a kralikt pak 30-35
dni. VSechny testy na teratogenitu zahrnuji dva druhy organis-
mu a v kazdém testu je pfitomna pozitivni kontrolni skupina,
které se podava trypanova modf nebo vysoké davky vitaminu
A, ktery zptsobuje silné poSkozeni plodu a ma velmi podobné
ucinky u vétSiny druhd; proto se mu v dne$ni dobé dava
prednost, Jeho teratogenni ucinky u clovéka se nepodafilo
prokédzat. VSechny testované latky jsou podavany v 7-15 dnu
bfezosti a testovaci zvifata jsou denné vdZzena a pozorovéna,
Den pfed vrhem je plod odebrdn a histologicky vySetfen,
Nejcastéjsi maltransformaci je rozsednuti ustni Stérbiny, po-
$kozeni kloubti a rendlni ageneze. Casto se téZ usmrcuji samice
po odebrdni plodu a podrobuji se identickym vysetfenim,
Pokud doslo k potratu, je pokus opakovan s mens$i davkou
toxické slouceniny. Jako model 1ze pouzit embryondlni buiiky
in vitro”, které jsou velmi citlivé k vliviim toxickych latek.

Jsou provadény i testy na neplacentarnich zivociSich.. Nej-
¢astéjsije pouziti kufeciho embrya”. Tento test je viak kriti-
zovan pro vysoké mnozstvi faleSnych pozitivnich kontrol ve
srovndni s testy se savci v dlisledku vlivi pasobicich pfi vyvoji
jedince (pH, infekce, ...). Proto se kufeci embrya pouzivaji
spiSe pro testy celkové toxicity. 20 oplodnénych vajec se
exponuje riiznym ddvkam, 0,1 ml roztoku studované slouce-
niny se sterilné injikuje do vaji¢ka, které se uchovava 17 dnt
pii 38 °C a potom pii 37 °C. Vylihnutd kufata jsou podrobena
studiim na zménu ristu.

2.6.

Test na zjisSténi vlivu léatek

na reprodukci

U téchto testt se sleduji tri hlavni znakyzgz 1) vliv latek na
plodnost u samct a samic, 2) vyvoj plodu zahrnujici terato-
genni a mutagenni uc¢inky, 3) zplsob prijeti mladéte samici
ajeji schopnost laktace, vyvoj mlddéte ajeho sexudlni zrani.
Tyto testy jsou Casto multigeneracni, tj. sleduje se ucinek
toxické latky ve vice generacich.
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Kazdou skupinu tvofi deset samcii a dvacet samicek. Bé-
hem dvoutydenniho estrogenniho cyklu je kontrolovian sexu-
alni vyvoj a fyziologicky stav samic. Po péti tydnech se samice
pfipusti a chovaji se oddélené. Trinacty den po popusténi je
polovina samic z kontrolni a testovaci skupiny usmrcena
ai s embryem histologicky a biochemicky vysetfena.. U mla-
dat z F|, generace jsou zjisfovany jejich abnormality a u matek
z I generace je sledovénajejich schopnost laktace.. Po tyden-
nim odpocinku Ize matky z F_generace znovu oplodnit a dat
tak vznik F, , u které se sleduji stejné znaky jako v I, generaci.
FF,,generace je ddle exponovéna studovanym latkdm a po péti
tydnech mize dojit k oplodnéni samic z tohoto vrhu a vznikne
tak IF,, generace. Nejcastéjise provadi tfigeneraéni test, umoz-
nujici zjistit kumulaci defektd v po sobé jdoucich generacich,
2%

7.. Test na mutagenitu

a karcinogenitu ldtek

Témito testy se zjistuje moznost poskozeni genetické in-
formace chemickymi latkami. K tomu dochézi zpravidla na-
sledujicimi zptlisoby::7) bodovou mutaci, 2) deleci urcité casti
DNA, 3) translokaci, duplikaci nebo inverzi jejich dseki 4)
chromosomovymi zlomy. Nékteré z téchto poskozeni DNA mo-
hou vést ke vzniku nddorti. Jednim z nejcastéjSich testli muta-
genity je zjisténi dominantni letdlni mutace (DLM) (dominant
lethal assay)” za niZ se povaZzuje poskozeni DNA vedouci ke
smrti heterozygotniho jedince. Jednd se vétSsinou o chromo-
somalni aberace, My$im samctiim se poddva subchronické déavka
(1/5 LDy) testované litky. Nasledné jsou pfipusténi k sami-
cim, které nebyly dané latce exponovany. U samcu se studuje
stav zdrode¢nych bunék v rGznych stadiich spermatogeneze.
Po ¢trndcti dnech jsou samice usmrceny a je zjiStén pocet
Zlutych t&lisek, kterd pIni vyZivovaci tlohu zdrodku. Po uréeni
poctu ranné usmrcenych zdrodki Ize spocitat mutaéni index:

MI = pocet ranné uhynulych zérodki /
celkovy pocet zarodkt x 100

Tento test vSak nepostihuje bodové mutace, jez vSak lze
stanovovat na rostlindch™ a bakteriich.

Nekteré latky se mohou pfeménit na mutagenni v organis-
mu, vlivem detoxikaénich mechanismt. Uginky t&chto meta-
bolitli lze zjistit na hostitelskych mikroorganismech v téle
testovaciho zvifete (host mediated assay). Jako modelové
mikroorganismy se pouzivaji Salmonella a Neurospora. Zvi-
Fatiim se po expozici toxické latce injikuji bakterie do pobfis-
nice. Zjisténa frekvence mutaci v odebranych bakteriich se
porovnava s vysledky ziskanymi in vitro.

Testy na kalrcinogenitu31 porovnavaji frekvenci vzniku
nadorl u zvifat vystavenych karcinogenni latce vzhledem ke
kontrolni skupiné. Tato kontrolni skupina je velice dtilezit4,
protoze vznik nadordi mohou zpusobovat chemické latky pii-
tomné v prostiedi a virové infekce. Nejcastéji pouzivana zvi-
fata v téchto testech jsou mysi, krysy a psi. U mysi a Krys je
nevyhodou jejich vysoké citlivost k infekcim. Nyni jsou pre-
ferovany dlouhotrvajici testy, odpovidajici sou¢asnému stavu
zivotniho prostiedi. Jejich délka je zdvisld na druhu testovaci-
ho zvitete: dva az tfi roky u krys, u psi asi sedm let. V potravé
se zjisfuje obsah pesticidt a jinych latek, které by mohly pii
testech interferovat. VétSinou se pouziva syntetickd dieta,
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prosta viech potencialné Skodlivychlatek. V experimentu jsou
pritomny tfi testovaci skupiny. Jedné je poddvdna maximalni
dédvka ajedinciim zbylych skupin 1/3 a 19 maximalni davky.
Minimalni délka testu je 90 dndi. Zvitata jsou denné vdzena
a kontroluje se jejich fyzicka kondice. Veskera zvitatajsou po
ukonceni testdl usmrcena a je u nich zjisfovan pocet nddora
a patologické zmény na organech.

Testy in vivo jsou velmi zdlouhavé proto se v nékterych
piipadech dédva prednost testim in vitro. Jednim z nejznamgéj-
Sich je Amestiv test”. Na ztuzené Zivné ptidé obsahujici tes-
tovanou latku se kultivuje auxotrofni kmen Salmonella typhi-
murium vyzadujici pro svij rist histidin. V jednotlivych ko-
loniich se nasledné zji§tuji reverzni mutace, kultivaci na padé
bez histidinu. U latek u nichz je podezieni Ze se transformuji
na aktivni karcinogeny v organismu se pouziva Amestv test
s homogenitem zjater a ledvin. Byly vyvinuty kmeny Sa/mo-
nella typhimurium i pro detekci jinych mutaci nez bodovych.
Na podobném principu funguji testy s pouzitim mutantt kva-
sinek (DEL assay)™. Nékterymi technikami lze urgit vliv latek
na vznik chromosomovych zlomii. Casto se té7 pouziva tech-
nika uréovani mutaci mitochondridlni DNA kvasinek™. Dalsi
metody in vitro jsou zaloZeny na pouziti tkinovych kultur, kde
jsou bunky po expozici Skodlivé latky mikroskopicky pozoro-
vany a biochemicky analyzovany.

2.7.1. Urceni mutagenezein vivo

Elegantnim systémem stanoveni mutaci jsou transgenni
mysi”, vjejichz genomu je inkorporovan bakteriofdg lambda,
nesouci laclgen.. Tento gen je tedy pfitomen ve vSech télnich
bunkach. Po urcité dobé¢ je bakteriofdg uméle aktivovan a kaz-
d4 nové vznikla fagova Cdstice pak nesejeden laclgen. Mutace
lacljsou zjistovany po vneseni faga do Escherichia coli, pro
néz je infekeni a dochézi k lyzi a vzniku plakd. Principem
detekce mutaci je sledovdni aktivity produktu LacljakoZto
represoru beta-galaktosidasy. Tento enzym je schopen §tépit
chromogenni analog laktosy tj. X-gal za vzniku modrého
zbarveni, Mutace /ad tedy rezultuje v konstitutivni syntézu
beta-galaktosidasy a vznikaji modré plaky na rozdil od plak
bezbarvych, v nichz je fcefa-galaktosidasa reprimovéna.

Pro spolehlivost vysledkii bylo uréeno mnozstvi spontan-
nich mutaci v jednotlivych orgdnech. Cetnost téchto mutaci se
na zékladé analyzy 3.10° plakﬁy’
(v kostni dfeni) aZ 33.10° (vjatrech). Frekvence mutaci v srd-
ci, ledvinach a zaludku se pohybuje v tomto rozmezi.

2.8. Testy na pofkozeni oka a kuze

Pokozka vytvafi pfirozenou bariéru v organismu.. Nékteré
chemické latky mohou zptisobovat lokdlni poskozeni o¢i a kii-
ze. Pfredmétem zdjmu jsou interakce slozek kosmetickych,
mycich prostfedkii a detergentti s témito organy. Chemické
slou¢eniny mohou zpusobovat podrazdéni, poleptani, foto-
alergii o¢i a klize, z nichZ néktera jsou nevratna. Druh a inten-
zita poSkozeni zdvisi na genetickych dispozicich jedince, kon-
centraci a vlastnosti chemické latky.

V testu na primdrni poskozeni ktize” se jako modelové
organismy pouzivaji kralici (albini) a bilé mysi, kterym se
dermadlné podava testovand latka. Testovaci doba se pohybuje
od 3 dnt do 2 let. Na povrch téla se po odstranéni chlupt
upevni gdza s testovanou ldtkou. Zptisob expozice zvitat toxic-

pohybovalav rozmez{ 14.10°
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ké latce zéavisi na dobé testu a lisi se velikosti testovaciho
povrchu pokozky, periodou vymény latky a poctem zvirat ve
skupinach. DEli se podle ¢asu na akutni (1-10 dni), stfedné
trvajici (1-5 mésicti) a chronické (1-3 roky). Vyhodnocuje se
rozsah a druh poskozeni pokozKy. Mezi hlavni znaky patii
stupeni erythemie a edému. Pfi dlouhodobém podavani latky
muze dochdzet k poSkozeni vnitinich orgdnt. Proto se v pri-
béhu dlouhodobého testu zjisfuje stav krve a orgdnt zvifete.
Pozornost je vénovana karcinogennim uc¢inktim, protoze vét-
§ina latek zpusobujicich nadory se snadno vstiebdva kazi.
Z tohoto diivodu patii k dopliikovym vySetfenim sledovani
indukce tumort.

Pro zjisténi vlivu latek na kozni citlivost se dnes pouziva
metoda podle Landsteinera™. Testovacimu zvifeti, nejéastéji
praseti, je intradermalné injikovana zkoumana latka. Tento
test je velmi rychly, ale nepostihuje nékteré reakce typické pro
¢lovéka. Proto je v soucasnosti tato procedura doplnéna me-
todou podle Roudabushe™. Na povrch praseéi kiize nebo do
uméle vytvorenych poranéni se aplikuje latka rozpusténd ve
smési praseciho tuku, dioxanu a acetonu v poméru 1:2:7. Po
2 dnechje na stejné misto aplikovdna vyssi davka. Sledovany
jsou reakce pokozky na fyzikdlni a chemické vlivy a udaje
vyhodnocované v testech na primarni poskozeni kiiZe.

V testech sledujicich druh a miru poskozeni oka se pouziva
metodika podle Draize*. Oko kralika se po pfimém poddni
latky nevyplachuje a vyhodnocuje se jeho stav 1., 2..a 3. den
po expozici. Potéje oko vyplachnuto fyziologickym roztokem
a je sledovano piipadné hojeni. Exaktnéjsi vysledky poskytuje
zjisténi obsahu vody v rohovce a spojivce, tloustky rohovky,
a permeability krevnich kapildr v oku. Casto se vysledky
téchto testll porovnavaji s vysledky in vitro”. Vysledky jsou
druhové specifické a Spatné se generalizuji, pfesto je tento test
jednou z podminek pro schvaleni nezdvadnosti latky.

2.9.. Testy na vyhodnoceni{ odpovédi
imunitniho systému

Jak hypersenzitivita, tak hyposenziti vita imunitniho systé-
mu vyvolana hapteny, miize byt v nékterych piipadech letdlni.
U testovacich zvifat, kterym se poddvd zkoumana latka, se
zjistuje stav imunitniho systému tj. lymfatického systému,
thymu, sleziny, mandli a periferné spojenych organii. Tyto
testy, kde se nejcastéji pouzivaji mysi a krysy, se vétSinou
provadi jako dopliikové pii chronickych testech.

SmiSend odpovéd lymfocytt (Mixed Lymphocyte Respon-
se Assay)” po poddni latky se vyuziva jako citlivy indikdtor
pro chemicky indukovanou imunosupresi. Ze sleziny se izoluji
T-lymfocyty a zjistuje se jejich proliferativita v systému tkatio-
vych kultur. K tomuto testu se zjifuje aktivita pfirozenych za-
bije¢t (Natural Killer), kterd se provddi stanovenim jejich ly-
tické schopnosti v tkdnovych kulturdch. Toto stanoveni je vy-
znamné, protoze pravé poskozeni téchto bunék, které maji za
tkol odstratiovat poskozené somatické buriky, miize vést k tvor-
bé nddort nebo k t&€zkym komplikacim pii skrytych infekcich.
2.10. Tkdnnové kultury v testech toxicity

V soucasné dobe jsou v testech toxicity stale pouzivanéjsi
tkanové kultury”. Divodem pro jejich popularitu je jednodus-
§i reprodukovatelnost ziskanych vysledkt, protoze systémy
pouzivané in vivo jsou zna¢né heterogenni. Prvnim krokem je
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izolace tkanové kultury z pfislusného orgdnu* ajeji charakte-
rizace. V nékterych pfipadech miize dojit k transformaci che-
mickymi ldtkami, kdy se burnka nekontrolované déli. Morfo-
logické zmény se zjisfuji mikroskopicky.

Pro objasnéni principu karcinogeze, bunéc¢né diferenciace,
apoptozy a regulace bunééného cyklu se pouZzivaji kultury
epidermalnich keratinocyti®. Pro zajiiténi reprodukovatel-
nosti vysledkidl se pouzivaji jak transformované tak i netrans-
formované linie bunék®. Tyto linie lze pouZit jako alternativu
k Draizovu testu’, proti kterému jsou vyhrady ze strany och-
rancl prirody.

Pro cytotoxické studie se Casto pouzivaji tkanové kultury he-
patocyti®. A to zejména pro studie novych markert cytotoxici-
ty, jako je cytochrom P-450 a pii studiu biotransformace 16&iv*.
2.11.Markery toxicity
Biomarkery umoznuji detekci stresové odezvy na polutan-
ty zivotniho prostiedi, teplotni fluktuace a ostatni zmény pro-
stredi”. Mohou slouZit jako prvotni pfiznak zneé&isténi a lze je
délit na biochemické a bunééné. Ptiznaky se projevuji zména-
mi distribuce molekul na povrchu burky, mnoZzstvi intracelu-
larnich enzymi, tvaru, velikosti a mnozstvi organel, velikosti
bunky a jeji morfologie.

Zmény v syntéze enzymd a jinych proteint se zjistuji
metabolickym znacenim, imunochemicky nebo ¢cDNA son-
dou™, kdy se zjisfuje mnozstvi ptislusné mRNA. Pro detekci
enzymové aktivity se pouzivd velkd $kdla chromogennich
substratii. Nejsledovanéjsi skupinou enzymu je cytochrom
P-450, ktery se podili na detoxikaci Skodlivych litek. Typ
indukovaného cytochromu P-450 vypovidé o potenciondlnim
nebezpedi latky.

Stresové proteiny jsou skupinou latek, jejichz indukce
v burice je zptisobena tézkymi kovy, xenobiotiky, oxidativnim
stresem, anoxii, zvySenou koncentraci soli, teratogeny a hepa-
tokarcinogeny. Tyto latky reguluji pfepis genetické informace
nadrovni transkripce a translace a maji zdsadni tilohu v ochra-
né burniky. Pfikladem je protein p53 (cit.”'), pfitomny v buitice
i za fyziologickych podminek, ktery se pii stresu syntetizuje
ve zvySené mife, a pravdépodobné se ticastni opravy DNA.
Stresové proteiny vykazuji vysokou homologii u velmi rozdil-
nych organismii, coz poukazuje na jejich dilezitou ulohu. Sta-
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(logaritmickd stupnice)

Obr. 1. Vztah mezi LD, a ED_. (vysvétleno v textu)
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novuji se imunochemicky a pomoci cDNA znac¢enych sond.
Dalsimi stresovymi proteiny je skupina tzv. heat shock protei-
nt (Hsp) (cit.”®). Dnes je zndmo pét typti: Hsp90, Hsp70,
Hsp60, Hsp20-30 a ubiquitin. Avsak pouze’ Hsp70, Hsp60
a ubiquitin se pouzivaji pro tento ucel. Hsp70 stabilizuje ci-
lové proteiny pomdhd transportu nové vzniklych proteind.
Hsp60 usnadtiuje translokaci a sklddani oligomernich proteintl
v mitochondriich. Nejlep$im indikdtorem bunééného posko-
zeni z této skupiny proteinil je ubiquitin, protoze urychluje
degradaci poskozenych proteind v bunce.

Tézkymi kovy jsou indukovdny metallothionein® a hemo-
xygenasa™, kterd katalyzuje pfeménu hernu na biliverdin,
ktery je nasledné transformovan na bilirubin. Ten hraje vy-
zna¢nou ochrannou roli pfi oxidativnim poskozeni a zvySené
tvorbé radikdld v burice. Metallothionein vyvazuje tézké kovy,
a tim sniZuje jejich volnou koncentraci v krvi. Oxyradikdly je
indukovdna tvorba nékterych antioxidacich enzymd, jako na-
ptiklad superoxid dismutasy, katalasy, peroxidasy a glutathion
reduktasy.

Velmi zajimavym se jevi zjisfovani obsahu polyaminti
v zivoci$nych bunikdch, které mohou do budoucna slouzit jako
marker karcinogeneze™.

201 25 Powzit T
pro

vysledkia TT
sestaveni hygienickych norem

Toxikologické tdaje zahrnuji uvedeni druhu testovaciho
organismu, doby expozice, zptsobu podani latky ajeji davku
(ve formé&: x Cas / kg Zivé hmotnosti s pfifazenim druhu
zjisténého efektu napft. imrti, poskozeni organt...). Vysledky
z akutnich a subchronickych testli o procentualnim mnozstvi
uhynulych zvitat (dolni index u LD) - LDy, LDy, LDy umoz-
nuji stanovit toxikologické udaje uvedené v tabulce III.

Z udaju které jsou uvedeny v tabulce III je mozné sestavit
orientaéni hygienickd kritéria pro expozici ¢lovéka skodlivym
latkdm uvedena v tabulce IV.

Tabulka III
Rozdéleni ddvek vzhledem k mortalité testovacich zvifat

Toxikologicky udaj Efekt na testovacich zvitatech

Absolutni smrtelnd davka zahynou vSechna zvifata

ve skupiné

zahyne jedno nebo vice
testovacich zvitat

nejvyssi davka pfi niz v§echna
zvirata prezivaji

Minimélni smrtelna dédvka

Maximadlné snesitelnd dédvka

Tabulka IV
Typy koncentraci vzhledem k dobé expozice

Koncentrace Definice

Nejvyssi piipustna  dlouhodobd expozice nepiedstavuje
poskozeni lidského zdravi
maximalni povolena expozice je 30 min

koncentrace nesmi byt piekro¢ena

Narazova
Spic¢kova
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Tabulka V

Rozdé&leni karcinogenti podle struktur kde piisob

Klasifikace
I. Genotoxické
1. Primérni karcinogeny
2. Sekundérni karcinogeny
3. Anorganické karcinogeny
1I. Epigenetické

4. Cytotoxiny

/56-58
1

Zpusob ucinku

piimé interakce s DNA

poskozeni chromosomii, mutace DNA, pfima
reakce s DNA, bez metabolické aktivace
metabolickd pfeména na aktivni karcinogen
vV organismu

interference pfi replikaci DNA

latky které neinteraguji s DNA

cytoletdlni, indukce regenerativni bunéé¢né
proliferace, sekunddrné mohou vznikat mutace
stimulace mitogeneze, sek. mutace,

Referaty

Priklad sloucenin

bischloromethylether, y-propiolakton,
ethylenamin

nitrosaminy, ethylendibromid,
vinylchlorid

Ni, Cd

nitrilotrioctovd kys., chloroform

fenobarbital, o-hexachlorcyklohexan

5. Mitogeny preneoplasticky riist

tvorba peroxidovych radikalt, aktivace

6. Peroxisomové proliferdtory ristovych genti

snizeni aktivity imun. sys.

7. Immunosupresory

chronicka stimulace bunééného riistu, vznik

8. Analoga hormoni reaktivnich radikald

pouze mezenchidlni butiky, fyzikdlni piisobeni,

9. Pevné karcinogeny mechanismus nezndmy

) viz text
10. Kokarcinogeny
11. Promotory

12. Progresory ristové rychlosti bunék

U vsSech 1éCiv je sledovana terapeuticky efektivni davka
(EDgy-efective dose) versus LDy, jejich vztah je na obr. 1.
EDs, je mnoZstvi latky nutné k vylééeni nebo odstranéni
priznakd (A) padesati procent jedinct z uré¢itého onemocnéni.
Kiivka B popisuje zavislost LDy na koncentraci latky. Vztah
mezi témito veli¢inami komplikuje akumulace efektt 1é&iva
v Casovych intervalech poddvané latky. Rozpéti bezpecnych
koncentraci podavaného 1éciva se ur¢i z poméru (terapeuticky
index) LD4/ED)a maximdlni bezpe¢nou davku 1é¢iva mtize-
me uréit z poméru LD,/LD,,.

3. Toxicky efekt xenobiotik na lidsky organismus

Utinek xenobiotika je Casto ovlivnén slozitymi vztahy
mezi jednotlivymi orgdny organismu. Hlavni faktory, urCujici
vysledny efekt, jsou ddvka a doba expozice. Dtlezity je i zi-
votni styl jedince a jeho genetické dispozice. Xenobiotika
muzeme rozdé€lit na latky se specifickym a nespecifickym
ucinkem, coz ma vyznam pii vyvoji 1éki, kde je snaha o syn-
tézu latek se specifickym ui¢inkem. Ve skute¢nosti v§ak mezi
témito skupinami neni ostra hranice.

3. l:pe Kazcin ogennd, muitage nasl
a teratogenni ldtky

Spole¢nym znakem téchto latek je poskozeni genetické
informace, které miiZe vést k neotransformaci (tab. V). Mohou

klondlni expanze preneoplastickych bunék
pfima nebo nepfimd zména karyotypu, zvétSeni
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fenolfibrat, diethylhexylftalat, clofibrat

azathioprin, cyklosporin A, 6-merka-
ptopurin

estrogeny, diethylstilbestrol, syntetické
androgeny”

polymery, kovovy prach (zlato), azbest

sacharin, krotonovy olej
estery forbolu, sacharin, krotonovy olej
arzenité soli, benzen, hydroxymocovina

byt postizeny mezenchymové buriky (sarkomy), krevni buiiky
(leukémie) a epitely (karcinomy). U clovéka se nejcastéji
vyskytuji karcinomy, protoze pravé epitelidini buriky jsou
vystaveny pfimym ucinkiim toxickych latek (zaludek, plice,
kiize). Zdravy organismus nadorové bunky likviduje ¢innosti
pfirozenych zabijecli (natural killer cell), ale pfi oslabeni
vlivem toxickych latek nemiize onkogenezi Celit. Proto nékte-
ré latky zpusobuji vznik nddort i sekundarné - posSkozenim
slozek imunitniho systému.

Prokazatelné karcinogenni ucinky maji polyaromatické
uhlovodiky (3,4-benzpyren, 1,2-benzathracen a jejich derivaty
obsazené v dehtu a vyfukovych plynech), které maji pfimy
vztah ke vzniku priiduskového karcinomu. Tyto slouceniny
jsou prokarcinogeny, v organismu z nich vznikaji epoxidy,
které jsou odpovédné za karcinogenni ti¢inek.

Neékteré latky jako alkyla¢ni Cinidla, aromatické aminy
(B-naftylamin), azoslou€eniny (barviva), nitroslou¢eniny (ure-
tan, dimethylnitrosamin) chemicky modifikuji baze v DNA
ajsou tak schopné zptisobit vznik mutaci, které mohou vést ke
vzniku nddort. Mdlo probddany je onkogenni vliv smési latek.
Neékteré latky, které nejsou karcinogenni, zvySuji nebezpec-
nost tvorby nddort pii podavani karcinogentl. Takové latky se
nazyvaji kokarcinogeny a byly objeveny napf. v krotonovém
oleji. Jednd se o rtizné estery forbolu (terpen). Obecné se ma
za to, ze kokarcinogeny umoznuji lepsi vstup karcinogennt do
bunék nebo tvoii nebezpeéné adukty za pomoci enzymového
aparadtu organismu.

Nejvice postizenym orgdnem jsou jatra a to pro jejich



Chem. Listy 93, 607-615 (1999)

vysadni postaveni v metabolismu xenobiotik, déle jsou to plice
a ledviny®. V daisledku exponencialniho rozsifeni nové syn-
tetizovanych latek, se v poslednich desetiletich stale objevuji
nové formy nadorového bujeni a zvySuje se frekvence jejich
vyskytu (srdce, mozek, nové typy leukémie). Udaje o karci-
nogennich efektech latek se vétSinou zjisti z experimentii na
pokusnych zvifatech a ze zdravotniho stavu populace, kterd
byla vystavena dlouhodobym vlivim xenobiotik "\ Jests vétsi
skupinu tvoif latky podezielé z karcinogenecity®, jejichz G&i-
nek na tvorbu nadort nebyl pfimo prokazan, ale jejich chemic-
ké vlastnosti a podobnost k pozitivné plisobicim latkdim na-
znaduje, Ze by neotransformaci mohly zplsobovat.

Neékteré karcinogeny jsou zéroven i silnymi teratogeny.
Poskozeni vyvoje plodu nemusi v§ak probihat na irovni DNA,
ale mohou inhibovat mitosu a tim diferenciaci bunék. Zptisob
a vliv plsobeni ldtek je znacné zdavisly na stadiu vyvoje
lidského zarodku. Pro nékteré latky je charakteristicky toxicky
efekt na embryo pouze v uzkém Easovém rozmezi, kdy posko-
zuji pouze budouci orgdn, ktery je pravé ve vyvoji' % Vysledky
z pokusli na zvitatech nemusi byt vzdy platné pro ¢lovéka.
U nékterych latek byly zjistény silné maltransformaéni G¢inky
pro krysy (kys. acetylsalycilovd), nikoli vSak pro Clovéka.
Proto nejspolehlivéjsi tdaje o teratogennim ucinku latek na
lidské zarodky pochazeji z klinickych analyz (tab. VI).

Tabulka VI
Prokdzand teratogenita latek epidemiologickou evidenci

Slouéenina Efekt

Ethylen oxid kongenitdlni maltransformace,

zakrnéni zdrodku®

zakrnéni zdrodku®'*

zakrnéni zarodku, toxemie, kongenitalni
maltransformace, nizka hmotnost plodu®'*
potrat, degenerace zarodku®

ptedéasny porod”
vagindlni nadory (Zeny),
urologické anomalie (muzi)
prenatalni mortalita®

Styren
PCB

Slouceniny olova
DDT
DES

71072

Slouceniny rtuti

3.2. Liatky poSkozujici funkci

nékterych vnitfnich orgdni

Poskozeni jakéhokoli orgdnu xenobiotiky je zdvislé na
jeho bunééné struktuie a funkci. Pro teoretické tivahy je tfeba
vzit v potaz obsah lipidil a typy receptort v buiikdch, prokrveni
organu ajeho detoxika¢ni schopnosti. Obsah tuki v orgdnech
a tkanich (jatra, CNS, tukova tkan) muize vést k akumulaci
hydrofobnich liatek (PCB, aromatické uhlovodiky), a koncen-
trace toxické latky v bunkiach muize dosahovat letdlnich hod-
not. Typy receptorl organu a obsah lipidii v membrané urcuji,
jaké latky se dostanou do bunék. Néktera xenobiotika soutézi
s endogennimi latkami (psychofarmaka, analoga) o receptory.
Nejvétsi toleranci k propustnosti laitek ma srdce, coZ je pfici-
nou toho, Ze velmi mnoho xenobiotik zplsobuje jeho posko-
zeni, jako jsou arytmie, nedostate¢nost a zmény krevniho
tlaku’?. Zasadni postaveni v metabolismu xenobiotik zaujima-
ji jatra, disponujici velkym mnozstvim detoxikaénich enzymu.
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Létky, pfijaté do portdlniho ob&hu zazivacim ustrojim jsou
v jatrech ucinné zachycovany. Proto jsou jatra pfi akutnich
i chronickych otraviach Casto postizena defekty funkce a ve
vaznéjsich ptipadech vyvojem karcinomu, cirhosou, zménou
hepatocyti nebo nekrosou.

Ledviny jsou jednim z nejprokrvengjSich orgdnii a hraji
zdsadni tlohu v metabolismu xenobiotik. Rada latek zpiisobu-
je specifické &i nespecifické poskozeni ledvin. Castd je jejich
dysfunkce v tubuldmni filtraci mogi. Césti nefronu jsou rtizn&
citlivé ke xenobiotikiim™, a to se projevuje rtiznou &etnost
onemocnéni ledvin”’%, Rozsitend je proteinuremie, vysoky
obsah proteinti v mo¢i, zpiisobeny poskozenim bazdlni mem-
brany ''. Patologické zmény ve filtraci nékterych latek (gluko-
sa, ionty) tubularnimi kandly jsou zapti¢inény nefrotoxiny
napf. slou¢eninami rtuti a ladtkami inhibujicimi oxidativni
fosforylaci, které v n€kterych ptipadech ni¢i specifické ptena-
Sede pro tyto latky”. Nefrotoxické jsou i dalsi latky negativ-
nim zptisobem ovliviiujici energeticky metabolismus”, ktery
je podstatny pro zachovéni ledvinnych funkci, protoze vétsina
d&ji probihajicich v ledvinach je metabolicky velmi naro¢na.
Slouceniny, jako napftiklad N—hgydroxyparacetamol mohou za-
pticinit tplnou nekrosu ledvin®.

Stéle tiZivéjsije problém nezddouciho vlivu latek na imu-
nitni systém. Nejrozsifenéjsim defektem imunitniho systému
je hypersenzitivita (alergie), ¢asto zapfiCinéna xenobiotiky-
-hapteny. Podminkou vyvoldni imunitni reakce je navazani
latky na krevni proteiny, nebo jiné makromolekuldrni deter-
minanty. Tuto schopnost maji piedevs§im xenobiotika s reak-
tivnimi skupinami v molekule, které vytvari kovalentni vazby
s aminokyselinovymi zbytky v proteinech (tab. VII)

Tabulka VII
Reaktivni skupiny haptenti modifikujici aminokyseliny v pro-
teinech®'

Skupina Modifikovand aminokyselina
Diazoniova -N*=N  Ser-OH

Thiolova -SH Lys -NH,

Sulfonova -SO,H Arg -NHCNH-NH,

Aktivni halogeny Cys —-S-S—

Aldehydova -CHO

Tyr

Jiné skupiny ldtek mohou vyvolat u bunék syntetizujicich
imunitni medidtory, napf. histamin, heparin, prostaglandiny,
leukotrieny, jejich vy$8i aktivitu a tim vyvolat nezddouci
sekundarni reakci imunitnfho systému®*. Né&kterd antibiotika
naopak vyvoldvaji imunosupresi.

Létky negativné pasobici na nervovy systém, neurotoxiny,
mohou zptisobovat deprese®™'®, hypertermii®’, sniZeni télesné
hmotnosti, srde¢ni arytmii, zmény rychlosti dychani, posko-
zenou motoriku a tfes, ztratu pamséti a dal$i syndromy ™" Roz-
manitost projevii poskozeni nervového systému souvisi s jeho
propojenim se vSemi organy téla. K poskozeni nervového
systému dochazi na riiznych urovnich. Nejéastéjsi je poskoze-
ni iontovych kandld na povrchu cytoplazmatické membrany
nervovych bunék, jenz vede k poruse pienosu nervového
signdlu neurotramsmitery8 . Nervové buiiky jsou citlivé k in-
hibitoriim energetického metabolismu®*.
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The need for testing of new pharmaceuticals and other
newly developed compounds is connected with their potential
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