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Environmentalni toxikologie —
moderni multidisciplinarni obor

,2Environmentalni toxikologie = studium dopadu ucinku
latek znecistujicich zivotni prostredi (polutantd) na
strukturu a funkci ekologickych systému.” (w.G. Landis a kal.,
2011, Introduction to Environmental Toxicology);

Environmentalni toxikologie vs. ekotoxikologie —
environmentalni toxikologie je nékdy vnimana jako
podobor ekotoxikologie, ktery je specificky
zamereny na dopad znecistéeni zivotniho prostredi na
lidské zdravi;



Environmentalni toxikologie —
moderni multidisciplinarni obor

Analytické chemické metody — stanoveni hladin/
transportu toxickych latek;

Akutni a chronicka toxicita — testy vychazejici z
klasické toxikologie i specifické metody zavedené prave
pro environmentalni toxikologii;

Metodika zamérena na studium populaci — klasicka
ekologie a epidemiologie;

Molekularni toxikologie — zaméreni na studium
molekularnich mechanismu toxicity na urovni bunék,
tkani i organu; uzka provazanost s obory genetiky a
molekularni biologie;

Statistické obory a matematické modelovani; analyza
rizik



Vymezeni oboru — rozsah prednasek
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Definice zakladnich pojmu

« Toxicita = schopnost dané latky (smési) poSkozovat
organismus;

« Toxikant (polutant) = latka (nebo smés) schopna pri
environmentalné relevantnich (realnych) koncentracich
poskozovat organismus;

« Toxin = produkty organismu (bakterie, sinice, houby
rostliny, zivoCichové);



Definice zakladnich pojmu

Expozice = doba po kterou je organismus vystaven
toxikantu (-um);

Akutni expozice = kratkodoba expozice — definice je
dana jejim vztahem k délce zivota organismui;
Subchronicka expozice

Chronicka expozice = dlouhodoba expozice zahrnujici
vyznamnou cast zivota Ci Ci vice fazi zivotniho cyklu
dan€ého organismu);



Definice zakladnich pojmu
Akutni toxické uéinky = projevuji se jiZ v prubéhu
akutni expozice nebo bezprostrednée po jejim ukonceni;

Chronickeé toxické ucinky = pretrvavaji dlouhodobé
nebo se mohou projevit az po delSim casovem obdobi
PO skonceni expozice;

Letalni u€inky = smrt organismui;

Subletalni uc€inky = vyznamné negativni ovlivnéni
zivotnich funkci, v€. chovani:
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Hodgson a kol., 2004, A Textbook of Modern Toxicology, 3. vydani



Definice zakladnich pojmu

Z hlediska cilového organu nebo tkané u obratlovcu pak
rozlisujeme specificke typy toxicity: hepatotoxicita,
nefrotoxicita, hemotoxicita, neurotoxicita, imunotoxicita,
reprodukcni toxicita;

Teratogenita
Endokrinni disrupce
Genotoxicita a karcinogenita



Definice zakladnich pojmu

« Uginky daného toxikantu jsou dany vztahem davka —
odpoveéed’ (dose-response);
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Definice zakladnich pojmu

,No threshold” — neexistuje zadny prah (prahova
davka) — jakkoliv nizka davka toxikantu ma toxicke
ucinky;

,Jhreshold model” (prahovy model) — organismus je

schopen bez nasledku tolerovat urcitou hladinu
toxikantu;

,Hormesis" (hormeze) — nizké davky toxikantu mohou
naopak podporovat prezivani nebo mit kladné ucCinky na
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Definice zakladnich pojmu

no observed effect concentration (NOEC); no observed
effect level (NOEL);

no observed adverse effects level (NOAEL); no
observed adverse effects concentration (NOAEC);

lowest observed effect concentration (LOEC); lowest
observed effect level (LOEL);



Typy znecisteni

* bodovy zdroj (point source) — bodove (lokalni)
znecisténi;

* plosny (difuzni) zdroj (no-point source) — plosnée
(difuzni) znecisténi;

« zakladni tridy toxikantl — anorganické plynné polutanty
(oxidy siry, oxidy dusiku, ozén, oxid uhelnaty); tezké
kovy (Pb, Hg, Cd, As, Cr, Zn, Cu); organické polutanty
(pesticidy; produkty nedokonalého spalovani;
prumyslové chemikalie); anorganické toxikanty (kyanidy
apod.)



Definice zakladnich pojmu

Pri posuzovani toxicity a rizik spojenych s expozici je u
daného typu toxikantu treba zvazovat:

zdroj;
distribuce toxikantu v prostfedi (vzduch-voda-puda-
organismy);

specifické vlastnosti toxikantu — biodostupnost,
transformace a biodegradace;

bioakumulace, biokoncentrace a biomagnifikace
(bioobohacovani);



Faktory ovlivaujici toxicitu latek

* mira poskozeni daného organismu (toxicita) zavisi na
celé radé faktoru a je dana jak vlastnostmi toxikantu,
tak jeno koncentraci v prostredi, biodostupnosti,
vlastnostmi cilového organismu (biodostupnost,
bioakumulace, detoxikace, pfitomnost specifickych
receptory, geneticka variabilita, pohlavi, stafi, vyziva
apod.) i dalsimi faktory prostredi, jako jsou napf.
teplota prostredi, vihkost, svetlo, pH vodneho prostredi,
iInterakce mezi toxikanty apod.



Faktory ovlivnujici toxicitu latek

* hydrofilni latky ucCinkuji velmi rychle (rychla distribuce
uvnitf organismu) a snadno se metabolizuji a vyluCuji;

* hydrofébni (lipofilni) slouCeniny se pomaleji vstrebavaji
| vyluCuji, maji schopnost bioakumulace v tucich — narust
koncentrace v organismu i narust hladin se vzrustajici
hladinou trofického retézce;

« rozpustnost dané latky je definovana jako jeji
rozdelovaci koeficient — pomer rovnovaznych
koncentraci latky rozpustene v oktanu a ve vode;
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Faktory ovlivaujici toxicitu latek

Toxicita dané latky zavisi dale na:

« perzistenci dane sloucCeniny;

« koncentraci dané sloucCeniny;

» struktura — charakter substituentu;
« doba a zpusob expozice;



Faktory ovlivnujici toxicitu latek

Modelovy priklad — polychlorované bifenyly:

Pocet a poloha atomu CI definuje jak biodegradovatelnost
a stabilitu techto latek, tak jejich biologické ucinky.



Faktory ovlivaujici toxicitu latek

Faktory prostredi:

» teplota — vyznamne ovlivnuje kinetiku chemickych
reakci, ale | dalsi vlastnosti prostredi, jako napr. hladinu
Kysliku;

 svétlo - fototoxicita;

* ve vodnem prostredi hraji vyznamnou roli dalsi
parametry kvality vody — pH, obsah soli, vapenatych
iontu, huminovych kyselin, apod.



Faktory ovlivaujici toxicitu latek

Interakce mezi toxikanty — toxicita smesi:
o aditivita;

e synergismus a potenciace;

e antagonismus;



Faktory ovlivaujici toxicitu latek

Biologickeé faktory:

* geneticka variabilita;

* vyvojove stadium,;

e onemocneni;

 vliv pohlavij;

* vyZiva — pfijem proteinu, cukru a zejména tuku; stopové
prvky a vitaminy;



Testy toxicity:

Testujeme hypotézu, ze dana latka Ci vzorek jsou toxicke:

vybér vhodného zastupce cilové skupiny organismu;
« vybér reprezentativnich druht daného ekosystému;
* typ expozice — koncentrace/davka, doba;

« prijem toxikantu — expoziCni scéenar;

« statistické zpracovani a vyuziti vysledku;

 jaka je cilova informace?



Odber a zpracovani vzorku




Odber a zpracovani vzorku

High volume vs. passive air sampler
Slobodian a kol., Environment Canada



Odber a zpracovani vzorku

Zpracovani vzorku je dano:

* typ testu/analyzy;

« archivace vs. vyuziti Cerstvého vzorku;

« v pfipadé analyzy urcité specifické skupiny
toxikantu/polutantu - vysuseni, homogenizace, extrakce
a frakcionace;

e pro posuzeni akutni toxicity v daném prostredi se
vetsinou pouzivaji tzv. kontaktni testy, jen s minimalni
upravou vzorku;



Odber a zpracovani vzorku

« vzorek musi bud co nejlépe reprezentovat danou
lokalitu, nebo je odebiran s ohledem na specifickou
skupinu latek/latku, které chceme studovat/analyzovat;
typ testu/analyzy;

 vlastni uprava vzorku poté zahrnuje procesy smerujici ke
zlepSeni chemicko-fyzikalnich vlastnosti — usnadnéni
vlastniho testu nebo opét s ohledem na specifickou
skupinu latek/latku, ktera bude studovana;



Odber a zpracovani vzorku

« v pfipadé kapalnych vzorku je upraveno pH, teplota,
obsah soli, mnozstvi kysliku; muze byt provedena
extrakce;

« u pevnych vzorku je dulezita predevsim jejich
homogenizace (vysuseni, rozemleti, uprava velikosti
castic) nebo pripadné izolovani predpokladanych
ucinnych latek — muze zahrnovat jak vyluh (destilovana
voda, deionizovana voda se snizenym pH), tak extrakci

pomoci organickych rozpoustédel (methanol, aceton,
dichlormethan, DMSO, apod.);

« extrakty vzorki mohou byt dale frakcionovany —
duvodem je snaha identifikovat ucinné latky — effect-
directed analysis (EDA);



Frakcionace usnadnuje chemickou
identifikaci studovanych latek.

60.0 62,5 65,0 Mmin 67.5 70,0 72.5

Skoczynska a kol., Anal. Methods, 2013
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Postupna frakcionace umoznuje
vytipovat uc€inné toxické skupiny
sloucenin.
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Figure 4. Estrogen receptor-mediated activity obtained for fractions
1—18 of the Prelou¢ (shaded), Most (white), and Bitterfeld (black)
sediment extracts expressed as 17/3-estradiol equivalents (EEQ) per g
SEQ-1. 159 x 86 mm (600 x 600 dpi).
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Odber a zpracovani vzorku

je treba si uvedomit, ze vyber testu, zpracovani vzorku a
expozicni scenar predstavuji vzdy kompromis;

upravy vzorku vyznamné meéni jeho chemicko-
fyzikalni vlastnosti — nemusi nutné odpovidat
podminkam realné expozice;

priklad: studium toxickych ucinkl prachovych ¢astic



Classification of particulate matter (PM) and sources of particles.
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Faktory ovlivnujici testy toxicity

« vzorkovani (sampling) — je nutné ziskat reprezentativni
vzorek pro danou lokalitu nebo pro dany material;

« skladovani a uprava vzorku — pro klasické biotesty se
vetsinou pouzivaji vzorky Cerstvé, nebo jen kratkodobe
skladované pri +4°C; pro sofistikovanéjsi analyzy se
vzorky dale zpracovavaji okamzité (homogenizace a
extrakce) nebo se uchovavaji hluboko zmrazené az do
jejich pripravy;



Faktory ovlivnujici testy toxicity

« pfi upravach vzorku ¢asto ménime teplotu — to muze
ovlivnit napr. mikrobialni aktivitu ve vzorku, mobilizaci Ci
degradaci toxikantu, nebo odparovani latek s nizkym
bodem varu;

* U nékterych testu se provadéji upravy osmotického
tlaku (napr. testovani na morskych nebo slanomilnych
organismech);

« optimalizace pH, zvyseni hladiny kysliku;

« homogenizace vzorku — mleti, drceni Ci michani —
pozor na zmeny teploty;



Faktory ovlivnujici testy toxicity

Standardizace:
« doba expozice;
« optimalizace teploty pro dany modelovy organismus;

« dodrzovat svetelny rezim — jak intenzitu osvétleni, tak
fotoperiodu;

« optimalni vihkost;
« dostateCny objem;
« standardni kondice a stafi testovacich organismu;

* vhodna volba koncentracniho rozmezi a dostatecny
pocCet testovanych koncentraci — nezbytné pro spravnou
statistickou a matematickou analyzu;



Zakladni baterie testu toxicity

testy mutagenity/genotoxicity;

testy teratogenity;

rasove testy;

testy fytotoxicity na vyssich rostlinach;
testy na prvocich;

testy na rybach a korysich;

(W4

kontaktni testy — organismy zijici v sedimentech;

(V4

testy s organismy zijicimi v pudé; terestrické testy;
testy toxicity s terestrickymi obratlovci;
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RozSirena baterie testu toxicity

testy zahrnujici ruzné trofické urovné v ekosystému —
producenty, konzumenty a destruenty;

laboratorni testy vs. testy in situ;

terenni studie;

epidemiologicke studie;

vicedruhove testy toxicity — mikrokosmy a mesokosmy;



Standardizovane vs. specifické testy zamereneé
na mechanismy, konkrétni druhy organismu
apod.

« stand. testy definovaneé legislativou, a narodnimi nebo
mezinarodnimi regulacnimi organy: ASTM (American
Society for Testing and Materials), US EPA
(Environmental Protection Agency), OECD (OECD
Gidelines for the Testing of Chemicals), EN, CSN;

» specificke testy toxicity vyvijené a pouzivané ind. v
laboratofich zamérenych napr. na studium principu
toxicity na bunécné a molekularni urovni — aktivace
obrannych mechanismu bunék;



Analyza dopadu toxikantu na lidské zdravi jako
napln environmentalni toxikologie - vyzva

nemuzeme testovat toxicitu na lidech — vyuziti modelovych
organismu — obtiZzna extrapolace dat; <

limitované epidemiologicke udaje, predevsim o expozici;

studium mechanismu toxicity individualnich toxikantu a jejich
smesi na bunecné urovni vs. dlouhodobé testy na
experimentalnich zviratech — etickeé otazky — 3Rs;



Analyza dopadu toxikantu na lidské zdravi jako
napln environmentalni toxikologie - vyzva

Reduce, Refine, Replace

,Every effort should be made to Replace them with non-sentient alternatives,
to Reduce to a minimum the number of animals used, and to Refine

experiments which used animals so that they caused the minimum pain and
distress”

William Russell, Rex Burch "The Principles of Humane Experimental Technique,, 1959.

VyVOj in vitro testu detekujicich mechanismy toxického
pusobeni environmentalnich toxikantu;

* interpretace a extrapolace techto dat;



Analyza dopadu toxikantu na lidské zdravi jako
napln environmentalni toxikologie - vyzva

« prehled zakladnich skupin environmentalnich toxikantu
(polutantl) z pohledu mechanismu jejich toxického
pusobeni na bunécné a molekularni urovni vs. jejich
mozny dopad na lidsky organismus;



