Hodnoceni toxicity in vitro
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Informace o dusSevnim vlastnictvi:
e Tento material je autorskym dilem vytvorenym zameéstnanci Masarykovy univerzity.
e Studenti kurzu/predmétu maji pravo poridit si kopii materialu pro potreby vlastniho studia.

1 e Jakékoliv dalSi Siteni prezentace nebo jeji asti bez svoleni Masarykovy univerzity je v rozporu se zakonem.
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in silico In vitro In vVivo
Vyber latky — Prvotni stanoveni efektu Efekt na organismus
pfedpoklad efektu Vybér davky

Alternativa k in vivo

Priklad strategie testovani — testy kozni drazdivosti a

leptavosti

a. insilico + pH

b. in vitro — modely lidské kuze

C. invivo — pokusné zvife (albinoticky kralik)

Pozn. ne vSechny in vivo metody maiji alternativu nebo predhtdce v in vitro

+ ex vivo modely
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In VIVO X

In vitro modely

++

In vitro

Nizsi naklady

Testovani vétsiho poctu latek v
kratkém casovém useku

Dostatek biologického materialu
Reprodukovatelnost

Pouziti lidskych bunécnych kultur

MoZnost hodnoceni organové
specifické toxicity (pf. hepatotoxicita,
nefrotoxicita etc.)

Ziskana data nevypovidaji o
systémové regulaci

Pro nahradu in vivo modelu nutna
validace metod

Problém extrapolace dat

Nelze vSechny bunécéné typy
kultivovat in vitro

Kultivace za nefyziologickych
podminek (kultivaéni média, u
bunécénych linii absence tkanového
kontextu)

In Vivo

Testovani systémové regulace
Toxikokinetika
>

In vivo modely nelze eliminovat !!

Financni, casova naroc¢nost
Etické hledisko
Interindividualni rozdily
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In vitro modely

= zivy system zjednoduseny ve srovnani s in vivo modelem
* modely na subcelularni urovni
* bunécné kultury

 tkanove kultury

« tkanove rezy

* izolovane organy

« 2D vs. 3D modely

o Stem cells

» Bakterie, kvasinky, explantatove kultury etc.



Bunecneé linie

= permanentni bunéc¢né linie (imortalizované)

PIné adaptovany na podminky in vitro, neomezené
se deli

Ziskavaji se z nadorovych bunek anebo selekci z
primarnich kultur pomoci fyzikalnich €i chemickych
mutagenu

Zdroje bunécnych linii:
— ATCC (American Tissue and Cultures
Collection)

— ECACC (European Collection of Cell Cultures)

Typ zdroj Tkan/bunky
HelLa Clovék délozni hrdlo
CaCO-2 Clovék tlusté stfevo
THP-1 Clovék leukocyty
MCF-7 Clovék prsni tkan
HEK293 Clovék lediny
NIH-3T3 mys fibroblasty
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Kultivacni podminky

Il sterilni podminky !! riziko kontaminace

* Nakladné vybaveni laboratore
— inkubator, flowbox etc.
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Hodnoceni toxicity s vyuzitim bunécnych linii

— Jediny bunécény typ
— Presné definované homogenni viastnosti za

dodrzeni kultivaCnich podminek

— Moznost sledovat vliv toxikantu pfimo na cilovou

strukturu — mechanisticka toxikologie
— Vysledky odpovidaji vlivu latky na samotné
bunky bez interakce s jinymi organy nebo

bunécnymi typy !!
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Pusobeni toxikantu na bunku

= Cytotoxicita

« Odpovéd buriky na pusobeni
toxicke latky

« Cytotoxicky x Cytostaticky efekt

— Zména morfologie (velké
bunky, mnohojaderné,
granulace povrchu etc.)

— Metabolické zmény

— Utlum proliferace (zmény v
prubéhu bunécného cyklu etc.)

— Bunééna smrt (apoptdza,
autofagie, nekroza etc.)

Enzymatic

stion
and leakage

of cellular
contents

.

NECROSIS
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— Hemocytometr (pf. Burkerova komurka) + mikroskop

Bunécna viabilita Dye-exclusion test ‘éi

— Stanoveni bunecné viability pomoci barveni bunek vitalnimi

barvivy

— Erythrosin B, tryptanova modr
— Ziveé neobarvene x mrtve obarvene

— prunik barviva pres poskozenou membranu




Bunecna viabilita

Dalsi metody:
LDH analyza
— Porucha integrity membrany — uvolnéni LDH — stanoveni koncentrace LDH extracelularne

v mediu

— Vyuziti tetrazoliovych soli a jejich enzymaticke redukce — stanoveni zmeény zbarveni
spektrofotometricky

Colarimetric
reading at 492 nm
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Bunécna viabilita a proliferace

— Tetrazoliové soli

— enzymaticka redukce TS (zména barvy)
— intenzita zmeny zbarveni vzorku odpovida mire jeho metabolické aktivity

NO

— MTT; XTT; WST-1 @\ Q Q Q
dehydrogenaza
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Vysledneé parametry

Inhibi¢ni Letalni Efektivni Toxicka
koncentrace koncentrace | koncentrace | koncentrace
IC10 LC10 TC10

EC

[E)JOSpOUiy;Ce ICSO LCSO EC5O TCSO

10

U 10 %
populace

[l:)JngOU?/E?ICe I(:90 I‘(:90 ECQO TC90

« Umoznuji vzajemné srovnani efektu testovanych latek
« Il doba expozice, model etc.

 Hodnoceni na zaklade tzv. dose-response curve
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Dose-response curve

Cells only -

— ISRIaSPOonse

Absabance

Medium only

Concentrabon (gL)
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Validovane in vitro testy toxicity

Validované - normované eKardiotoxicita

metody OECD (organisation for

Economic Co-operation and
Development)

eNefrotoxicita

eHepatotoxicita

» Cytotoxicita eEndokrinni toxicita

« (Genotoxicita eRespiracni toxicita

e OCni drazdivost

. eReprodukcni toxicita
e Fototoxicita

eEkotoxicita
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Cytotoxicita

« In Vitro Oral Acute Toxicity Test (OECD 129)

Neutral Red Uptake (NRU) test with human/rodent cells (NHK/3T3 NRU assay)
- vysledna data predikuji davku pro testy systémoveé toxicity in vivo

» Biologické hodnoceni zdravotnickych prostfedku

."JI a; b“\r»‘ ,A" n"’) g'-'“-‘:
1, iﬂfcﬂ% u KERL § o

Dle evropské normy: Zkousky na cytotoxicitu in vitro (CSN EN ISO 10993-5, CSN  [iZ#5
EN ISO 10993-12) ""@g o

Bunécéna linie mysSich fibroblastl 3T3/ lidskych epidermalnich keratinocytd NHK

Inkorporace NR do lysozomu Zivych bunék — stanoveni miry zbarvené ! G f\‘a
g - v t\ .

spektrofotometricky
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Genotoxicita

Princip: zjiStovani mutace — poskozeni DNA (zména genetického materialu)

OECD TG. 471 Mutagenita - test reverznich mutaci u baktérii = Amesuv test

OECD TG. 473 Mutagenita - test chromozomovych aberaci u savCich bunék in vitro

OECD TG. 487 Mutagenita - in vitro mikronukleus test v savcCich bunkach

OECD TG. 476 Mutagenita - test genovych mutaci v savcCich bunkach in vitro

OECD TG. 482 Poskozeni DNA reparace - neplanovana syntéza DNA - savCi buriky in vitro
OECD TG. 479 SCE - vyména sesterskych chromatid in vitro
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Amesuyv test

— Slouzi ke stanoveni mutagenniho a karcinogenniho potencialu chemickych sloucenin

— Neékolik kmenu bakterie Salmonella — mutace v genech ucastnicich se syntézy

aminokyseliny histidinu — vyzaduji tedy externi zdroj histidinu

— Sleduje se schopnost testované latky zpUsobit reverzni mutaci a obnovit rist bakterie v

mediu bez pridavku histidinu
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——— Ames Test

The Salmonella is added Many colonies produced
to test plate with medium by salmonella that has
containing a small amount mutated to restore
Possible of histidine along with the histidine gene.
mutagen

mutagen to be tested.

12 hour
incubation
Specific strain of salmonella
that can't produce histidine. 12 hour
incubation
The Salmonella is added to control A few colonies result

plate with medium containing a
small amount of histidine.

21 L

from natural back-mutation.
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Mutagenita
In vitro mikronukleus test v savcich bunkach

— Test validovan ECVAM (2006) jako alternativa k MNT testu in vivo

— Princip testu:
— expozice kultury savcich lymfocytu periferni krve testované latce » detekce mikrojader po
barveni pod mikroskopem

— Mikrojadro (micronucleus): fragment chromozému (oddéleny od jadra) v cytoplasme
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Oc¢ni drazdivost/leptavost

Testovaci metody pro identifikaci latek leptavych a silné drazdivych pro oko — ex vivo
BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permeability)
OECD TG. 437 Opacita a permeabilita hovezi rohovky

ICE (isolated chicken eye) test
OECD TG. 438 Izolované kureci oko

L

HET-CAM (Hen's Egg Test - Chorioallantoic Membrane)

Fertilizovana vejce - aplikace latek na membranu - sledovani zmén: hemoragie,

lyza, koagulace, ...




In vitro
Test kozni leptavosti: model lidské kuze

Validovany kozni model:
—  Episkin, Epiderm, SkinEthic....
—  (rekonstruovana epidermis - lidské keratinocyty - s funk€ni stratum corneum)

Princip:
— naneseni testované latky na povrch trojrozmérného modelu lidské kuze - MTT analyza—

detekce vlivu latky na bunécnou viabilitu
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Testy fototoxicity
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Zkouska fototoxicity 3T3 NRU in vitro
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Fotoaktivni latka + svétlo = toxicita
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3T3 bunécna linie — mySi embryonalni fibroblasty

Cytotoxicky efekt latky hodnocen v pfitomnosti a o

900006
900006

bez vystaveni netoxické davce UVA svétla
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Reprodukcni toxicita

Embryonic Stem Cell test (EST test)

= hodnoceni embryotoxického potencialu testovanych latek

Prukaz se provadi stanovenim inhibice
diferenciace embryonalnich kmenovych bunek
(ESC) a inhibice rustu ESC a 3T3 bunék
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Dekuji za pozornost
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