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Uvod do toxikologie @@

x Zakladni pojmy - abychom si rozuméli

x Historie toxikologie - co bylo a co je

x Metody hodnoceni toxicit — jak poznam, co je toxické ?




Co to je /axikologie?
- nauka o studiu nepfriznivych uc€inku jedt na lidi, zvirata a prostredi @

Co znamena slovo ,, /axicky" ?

- nezadouci, nepfiznivy

Co to je /axicila?
- sekvence udalosti (expozice, distribuce, metabolismus, interakce s
intracellularnimi molekulami)

(ToxikoloQ)
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Jed - kvantitativni pojeti

(napf. vinyl chlorid — hepatotoxikant ->
karcinogen -> bez efektu)

,»» All things are poison and
nothing is without poison, only
the dose permits something not

to be poisonous.” — Paracelsus,
Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus
von Hohenheim — 1493-1541)

Klinicky uzivana léc€iva: Prospésnost vs. Toxicita
Aspirin — chronické uzivani poskozuje zaludecni sliznici,

letalni pfi 0.2-0.5 g/kg

Kovy, vitaminy: - Cu — soucasti enzymd, inhibitor ve vysoké koncentraci
- vitamin A — vidéni, zvraceni, bolesti hlavy etc.

Jed — kvalitativni aspekt

(mezidruhova toxicita) cl

- CCl, — netoxické pro dribez, I

vétSinou hepatotoxikant CI/C\""'CI
Cl

- Atropa belladona (Rulik zlomocny) —
netoxicka pro urcité druhy kralikd, cca
10 bobuli pro dospélého Clovéka —



http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Paracelsus.jpg

Toxicita - akutni @

- chronicka

- organoveé specificka

- zavisla na pohlavi, véku, slozeni stravy, genetické variabilité
(LDg, — zavisla na rozsahu s jakou je vySe uvedené kontrolovano; - vyrazna mezilaboratorni variabilita)
odlisnost dle cesty vstupu - peroralni (PO)

intravenosni (IV) intraperitonealni (1P)
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Cesty ucinku skodliviny / jedu / noxy/ xenobiotika

Xenobiotikum

v

Absorpce
Plicemi Kuazi GIT

I

Absorbce do krve a Distribuce do tkani a organt

v !

TOXICITA Skladovani | =——» = Exkrece/

\ Vvyloue&eni
Metabolismus




Specifické oblasti
,,Mechanlsmus“ uéinku : toxikologie

Biochemicka a molekularni toxikologie (enzymy, ROS, interakce s makromolekulami),
- Behavioralni toxikologie (vliv na chovani)
- Nutri¢ni toxikologie (vliv stravy)
- Organova toxikologie

Karcinogenese, Teratogenese, Mutagenese

Merenl toxicit :

- Analyticka toxikologie (identifikace Skodlivin) / Testovani toxicit (pouziti Zivych systému)
- Biomatematika a statistika (analyza dat a odhad rizika) / Epidemiologie (vztah mezi expozici a nemoci v aktualni populaci)

Aplikovana toxikologie :
- Kilinicka toxikologie (Ié&ba otrav) / Veterinarni toxikologie (Ié€ba otrav zvifectva, mozny pfenos na lidi)
- Forenzni toxikologie (Iékafsko-pravni aspekty otrav) / Environmentalni toxikologie (pohyb Skodlivin v prostfedi a v potravnim fetézci)

Tridy chemikalii :
- Potravni aditiva / Pramyslové chemikalie / Produkty spalovani / Navykové latky

Regulacéni toxikologie : Legaini aspekty (FDA, EPA) / Odhad rizika




Historie toxikoloqie

Egyptsky papyrus Hippokrates Dioscorides (40-90) - Galen (130 - 200),
Ebers, 1500 BC (460-370 pf.n.l), klasifikace jedu dle Paracelsus (1493 -
Aristoteles — toxickych a Iééebnych 1541) - ,,Otec

zminky o jedech uc€inkd, navrh pouziti toxikologie“, rozpoznal
emetik zavislost davka-ucinek
(dose-response)
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http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ebers7766.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Dioscorides01.jpg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Paracelsus.jpg

18.st. — Bernardino Percival Pott (1714- Orfila (1787-1853) - ,,Otec

Ramazzini (1633- 1788) - Korelace mezi mOd?mi toxikologie®, 1815 -
1714) - Nemoci povolanim kominika a prvni publikace vénovana
pracujicich (Diseases of rakovinou Sourku — exklusivné toxikologii

workers) — ,,Otec nemoci 1775 :
z povolani“

Claude Bernard
(1813-1878) - i E
mechanismus pusober | IRET
kurare

PERCIVAL POTT

1962 — The Silent Spring —

Rachel Carson (1907-1964) - SIIi)ENT s . P
iniciace éry environmentalni SPRING ..-az doposud - vyvoj z de,5k,"ptlvm
toxikologie, katalyzator ke vzniku  JrGISIlE! formy na formu s rozpoznanim
US EPA Carson A mechanismu ucéinku



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Percivall-pott.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Mathieu_Joseph_Bonaventure_Orfila.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Claude_Bernard_2.jpg

Historicky zndmé otravy

Kral Mithridates Eupator (1.st. pi.n.l)

- Imunita viéi jeddm = mithridatismus.

Sokrates

- Donucen k sebevrazdé
- Princip navyku: zvyseni obrany pfri resorpci,
zvyseni kapacity detoxifikaénich mechanisma,
zabudovani jedu do biochemickych procesii

Bolehlav plamaty
(Conium maculatum) =»
obrna svalstva a smrt
zadusSenim

Stredoveék - travici

- Katefina Medicejska (manzelka francouzského
krale Jindficha ll.) a Lukrezia Borgia (dcera
papeze Alexandra VI.)

- Italie, Giulia Tofana, kosmetika s obsahem
arsenu ("Aqua Tofana")



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Mithridates_VI_Louvre.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Socrates_Louvre.jpg

SMELLS |
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Historicky zndmé otravy

Prvni svétova valka — pouziti bojovych plynu (chlor, fosgen)

OR GREEN CORN~ LUNG IRRITANT- CAUSES

Druha svétova valka - nacististi dustojnici — kyanid

Minamata Disease (Japonsko, 1950 — 1960) — otrava methylrtuti

ltai-Itai Disease (ouch-ouch disease)
—50. léta 20. stoleti — otrava kadmiem

Teroristické utoky (Japonsko, Sarin - 1994)
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http://en.wikipedia.org/wiki/File:Soman-2D-skeletal.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Sarin-skeletal.png

Vztah davka — OdeVéd’ (dose-response

relationship) existuje, pokud zmény v davce produkuji Mo Effect
konsistentni nendhodné zmény v u€inku

100%
Effect
Region

=»prahova davka (NOEL, NOAEL -no

observed (adverse) efect level) - pod ni neni
pozorovatelny Guc¢inek = pro Ucely bezpecnosti
potravnich additiv, pesticidd, apod.

¥
Threshheld = NOEL / NOAEL

. ] Bezpeéna oblast (DNEL)
! Neplati pro karcinogeny !!!

%



Zakiadni pojmy v toxikologii:
Variace mezi jedinci jednoho druhu = Gausovské rozdéleni -
cetnost odpovédi organismu na velikosti odpovédi pro konkrétni davku
100 percent ,;’{-i 100 percent

' Bl «~—— Mean /%
| N\, +1a (67 percent) » response ' 2 &
I / ‘
L h + 20 (95 percent) | E
E /

Low Mean High

Response

Percent animals
responding to a
given dose

Response
Response

1

response response response Specific I :
dose Dose Logarithm
of the dose
o Do Castgji se pouziva kumulativni
sl o miend sy onee dose-response vztah — zjemneéni
1 pomoci logaritmu davky

\/ U-tvar typicky pro vitaminy,

esencialni prvky.

P, -
Deficiency Toxicity



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCJ3j99qY38YCFUi4FAodEFwLhg&url=http://www.vitamindwiki.com/Hormesis:%2Bresponse%2Bto%2Bdose%2Bmay%2Bnot%2Bbe%2Blinear&ei=8mWnVZ2iOMjwUpC4rbAI&bvm=bv.97949915,d.d24&psig=AFQjCNFOxuXm9JcXgYIJpxVJrAPwwq2Zqg&ust=1437120329239219

Smrtelné / letalni davky - LD, méfenou veliginou je umrtnost

ding to this dose

Toxické davky - TD, vazny nezadouci Gginek jiny nez smrt

Priznakové (sentinel) davky - sD, zadny ¢ minimalni nepfiznivy
ucinek (bolesti hlavy, rozespalost) slouzi jako varovani

Srovnani toxického potencialu latek:

- Mezi sebou (Neznama latka vykazuje
podobnost s alespon jednou ze studovanych=>»
relativni riziko)

Therapeutic Index / Margin of safety
= TD50/SD50 (¢im vétsi, tim bezpeéngjsi)

- Mezi druhy (Predpoklad, Ze lidé jsou tak
citlivi jako testovany druh)

Unacceptable Toxicity

Lethality {percent)

Time after taking Drug



Toxicant A Toxicant B

H H . . ve 100 -
Limitace - zjedné hodnoty nelze uréit tvar (A vs. B); A _
horsi kvuli strméjsi zavislosti, B nizsi prahovou hodnotu
&
L s e .. ) T Y S
- akutni toxicita casto nemusi presné odrazet chronickou 8 /)
(Benzen vs. Toluen — Gtlum CNS vs. karcinogenita) o
b3
g o
Wp————————— ] |
Pl
TDig  TOion TOson TDgse ]
Logarithm of the dose
Species LDsp (mgfkg/day)
Rabbit (Dutch Belted) 100°
L . Mouse (CD-1) 250
Ktera zvireci data nejlépe Human 602
h o s s Rat (Sprague-Dawley) 908
Vyhovuji pro srovnani s Mouse (Swiss) 1100
¢lovékem ? Mouse (ICR-Swiss) 140"
Rat (Wistar) 2180

Oral LD=g Data for Chloroform




zaklauni nnimv v tnﬂkﬂlngii: Chloroform Toxicity: Inhalation Studies

Species Toxicity of Interest

Duration of Exposure

Exposure/Dose
(ppm)

Bez znalosti toxickych acinki=»chybny Mouse  Noeffect—iver

Mouse Mild liver damage

zaver pro posouzeni vlivu u jinéhO Mouse  Severe liver damage

d h . . ., .. Mouse No effect—kidneys
ruhu (napr. 100 ppm poskozuje jatra mysi, ale Mouse  Mild kidney injury
Mouse No effect—respiratory
Rat No effect—respiratory
Rat Nasal injury
Rat No effect—kidneys
Rat Mild kidney injury
Rat No effect—liver
Rat Mild liver damage

6 hiday for 7 days
6 hiday for 7 days
6 hiday for 7 days
& hiday for 7 days
6 h/day for 7 days
6 h/day for 7 days
6 hiday for 7 days
6 hiday for 7 days
6 hiday for 7 days
6 hiday for 7 days
6 hiday for 7 days
6 hiday for 7 days

10
100
100
300
300

]
10
30
100
300

= dose-response je zavisla na podminkach testu

druhu testovanych ve studii

=>» nejistota tkvici v jakékoliv extrapolaci dat ze zvirat pro Gcely bezpeénych
limita pro lidi je zavisla na siri provadénych toxickych studii a poctu rozdilnych

%



Faktory ovliviiujici zavislost davka-odpoveéd:

Cesta vstupu =rychlost a rozsah absorpce, rozpustnost ve vodé, tucich; mize zménit organovou
toxicitu dle podani - Intravenosné vs. Peroralné (first-pass effect)

- Pohlavi - vice tuku u zen nez u muzd, vyssi metabolicka kapacita samcid potkanu nez samic (strychnin
je méné toxicky pro samce, PerOs)

- Vek - starsi lidé maji rozdily v obsahu svalstva a metabolické kapacité oproti détem

- Ucinek chemické interakce - smés mize ménit odpovéd' (synergismus, potenciace,

antagonismus)
Effect Relative Toxicity (hypothetical ) Example
Additive 2+3=3 Organophosphate pesticides
Synergistic 2+3=10 Cigarette smoking + asbestos
@ Potentiation 2+0=10 Aleohol + carbon tetrachlonde
74 Antagonism E+6=8or Toluene + benzene or
S5+i-5)=00r caffeine + aleohol or

+0=2 BAL + mercury




Obtizna klasifikace z dGvoda struktury ¢i mechanisma Gcinku

Nékteré jsou prirodni latky, jiné syntetické slouceniny, vedlejsi produkty
pramyslu

Kategorizace dle:
- expozice (exposure classes) - skodllvmyv potrave vode pude vzduchu




N Metody hodnoceni toxicit

Bunécné kultury - zivy systém pro sledovani toxicity
- zjednoduseny oproti celému organismu @
- nahrada za testovani na zviratech ,§<
nevyhody - ne vsechny bunky téla ,in vitro“
- ztrata diferenciace
- problematicka extrapolace na zvirata
- pouziti nedefinovanych medii (sérum)

Adherentni (?) 3D

Suspenzni

,“’




Co je potieba k hodnoceni toxicit ?

Inkubator na CO, + Flowbox

Komercni Zivna média + suplementy

O

Analytické nastroje

_ 1

_— -
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Co musi test toxicity spliliovat ?

1) vybér testovaného organismu (bunécné kultury - zvirata / rostliny) presvédéivé i pies kratkou

2) vybér odpovédi, ktera se bude mérit (zmény ve Fyziologii — smrt) " v gt . gs 0
3) dobu expozice (hodiny - roky) dobu, a pro predpoved' vlivu

4) dobu trvani (pozorovaci periodu) na lidsky organismus musi mit

5) koncentrace které se budou testovat vybrany organismus podobnou
odpovéd jako clovék

DYE INFLUX MEMBRANE LEAKAGE ° e o
gl 7. Cyoplasmic LDIL G- Jak hodnotit toxicitu ?
I'(‘p] um lodide B y 'Y .
. }j (__}iasm:s Membrane . - Mlkros koplcky
s T\ - Stanoveni koncovych , bodi" indikujicich Géinky na bunééné organel
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wm ) 2) Inkorporace barviv (trypanova modf, neutralni ¢erven)
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* Sontesis e { 4) Syntéza klicovych slozek (mRNA, protein)
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- polymorfismu XMEs

Klonovani

- transgennich zvirat (knockout)

The PCR Process

L

1.Qriginal DNA
T

2, primers

3.Taq
@ rolymerase 6 Anneal
primers
4.Nucleotides \
| & o e v
B ReaT e s

8. Heat
denature

3

.,ﬁ.x- Lidias

5.Heat

denature
TR YT

= Primer
extension

e~ Fvvirie

ol ] ] -_ .
n e ml ec nl s “ Ia nXIcI 1. Electrophoresis 2. Transfer

Sledovani: - genové exprese — mikroarray, PCR, western blotting, ELISA
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Protilatky — mono- a polyklonalni -
produkty jednoho / vice klond B-lymFocytu
- detekce proteint ale i haptenu




Take home message 1

- Toxicita sloucenin zavisi na davce =2 Toxicky Gc¢inek nabyva na intenzité s
rostouci davkou (dose-response)

Non-toxic or “;‘ﬁnk
~ 100 beneficial dose dose
a LOAEL - 0.65 g 9.75 g 349
‘ g %0 Aspiin e (2 tablets) (30 tablets) (105 tablets)

5 (Acute Oral%tgse)
o - S
LD50

/ [uproten i 400 mg 1,400 mg 12,000 mg
0

o (2 tablets) (7 tablets) (60 tablets)
F5 10 15 20 25 30 35 Actie Ol Dl —
DNEL e (i
- Existuji vyrazné mezidruhové ‘ - Toxicita slouéeniny je
rOZdily V tOXiCité Mouse vs Man ZéViSIé na CeSté VStUpU

-

) 0 = 2L

49 *9

[ )
M & W




Take home message 2
Toxické latky jsou vsudypritomné “THE DOSE MAKES THE POISON"

APPLE SEEDS PEARS POTATOES COURGETTES

o
L-rhamnosa

v

solatriosa




Take home message 4

Sledovani toxicit na molekularni Grovni vyZzaduje zjednodusené bunécné modely !

‘ Tumor sample | | Cell line
/,"‘ P i - =

- Spheroid

‘ Organoid

Organ-on-a-chip




One man’s meal is another man’s poison.




THANKS!

Do you have any questions?
youremail@freepik.com
+34 654 321432
yourwebsite.com

CREDITS: This presentation template was created by Slidesgo, and includes icons
by Flaticon, and infographics & images by Freepik

Please keep this slide for attribution
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