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ANOTACE

Tato bakalafskd prace se zabyva imunotoxicitou. Imunotoxicita je mira vlivu nékterych
chemickych latek nebo fyzikdlnich vlivii na imunitni systém, tyto latky nazyvame
imunotoxikanty. U¢inky imunotoxikanti se projevi napiiklad imunosupresi, ktera muiZe
prispivat k rozvoji rakoviny, nebo imunostimulaci, ktera by mohla vést k rozvoji
autoimunitnich onemocnéni a alergii. V praci je uveden ptehled vybranych imunutoxikant

a mechanismy jejich €inku. V zavéru prace jsou uvedeny moznosti testovani imunotoxicity.
KLICOVA SLOVA

imunotoxikant, imunomodulace, testovani imunotoxicity



TITLE
Immunotoxicity

ANNOTATION

This bachelor thesis is dealing with immunotoxicity. Immunotoxicity is an ability of
certain chemical or physical effects to influence immune system, we call these substances
immunotoxicants. The effects of immunotoxicants are shown in immunosuppression, which
can contribute to development of cancer or immunostimulation which contribute to
development of autoimmune diseases and allergies. This thesis features an overview of the
selected immunotoxicants and their mechanisms of action. In the conclusion of the thesis

there is a list of options which can be used while testing immunotoxicity.

KEYWORDS

immunotoxicant, immunomodulation, immunotoxicity tests
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Uvod
Imunotoxicita oznacuje miru vlivu chemickych latek na imunitni systém. Studiem

imunotoxicity se zabyva imunotoxikologie, ktera je jednim z oborii toxikologie. Jedna

se o pomérné mlady obor, ktery vznikal v 70. a 80. letech 20. stoleti.

Imunotoxikologie se zaméfuje predevSim na reakci xenobiotik s imunitnim systémem
anaslednym ucinkem téchto sloufenin na imunitni systém, jejichz vysledkem mulze byt
imunitni suprese ¢i stimulace.

Imunotoxické latky mohou zévazné ovliviiovat zdravi lidi, a proto je dulezité

imunotoxicitu u jednotlivych latek sledovat.

Tato bakalafska prace je prehledem vybranych chemickych a fyzikalnich
imunotoxikanti. Popisuje zakladni mechanismy, kterymi tyto imunotoxikanty pusobi
na organismus. Dodnes bohuzel nejsou veSkeré mechanismy u€inku jednotlivych
imunotoxikantl zndmé, a proto se v mnohych pifipadech mechanismus U¢inku jen
predpoklada.

V zavéru prace jsou uvedeny jednotlivé metody, kterymi lze imunotoxicitu téchto latek
prokazat. Imunotoxicita je v poslednich letech nejcastéji zkouméana na laboratornich
zvitatech, bohuzel vysledky z téchto pokust nejsou plné prenositelné na ¢lovéka, navic se pii
téchto pokusech zjisti pouze konetné vysledky po expozici imunotoxikantu, bez poznani
jejich  mechanismu plsobeni. Ptfesngjsi vysledky k objasnéni mechanismu uc¢inku
imnunotoxikanti by mohla pfinést novd metoda testovani, a to testovani pomoci

mnohobunécnych kultur.
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1. Imunotoxikologie

Imunotoxikologie je jednou z oblasti toxikologie. Jedna se o mnohostrannou disciplinu,
ktera se zabyva Uc¢inky fyzikalnich a chemickych latek na imunitni systém. Tyto latky a vlivy
jsou oznacovany jako imunotoxikanty a mohou vyvolat histologické zmény lymfatickych

organd, nebo zpusobit kvantitativni ¢i kvalitativni funkéni poruchy imunitniho systému.

Disciplina imunotoxikologie zahrnuje studium detekce, vyskytu, a mechanismu
nepiiznivych G¢inkl indukované imunitni dysfunkce [1, 2].

Predevsim se zamétuje na reakci xenobiotik s imunitnim systémem. Zabyva se pfimym
toxickym uc¢inkem sloucenin na imunitni systém, ktery muize vést k imunitni supresi ¢i
stimulaci. MiZze ale také dojit k imunologicky zprostiedkovanym reakcim s toxickou
slouceninou a v jejim duasledku k rozvoji autoimunitnich onemocnéni. Reakci xenobiotik
s imunitnim systémem dale dochazi k rozvoji alergie, poskozeni tkani a také rakoviny [3].

Zaklady imunotoxikologie Cerpaji ptfedevSim z toxikologie a imunologie, dale také
z dalSich biomedicinskych véd jako je klinickd a interni medicina, alergologie, bunécna
a molekularni biologie. Dulezité je rovnéz posouzeni rizik, které pfispivaji k nasemu lepSimu
pochopeni nezddoucich ucinki imunotoxikanti a vyvoji novych konceptl a technik

pouzitelnych pro predikci a vySetfovani imunotoxickych ucinkl 1€kt a chemikalii [1, 4].
1.1 Historie imunotoxikologie

I dnes v prvnich letech 21. stoleti je imunotoxikologie relativné mladou oblasti
toxikologie. Prvni sympozium vénované imunotoxikologii se konalo v Lyonu (Francie) dne
24. fijna 1974. Toto sympozium bylo zaméfené pouze na imunitné zprostfedkované
nezadouci U¢inky 1ék.

Nicméné, prvni vysvétleni problematiky tykajici se poruch imunitniho systému se konalo
v roce 1979 v USA pod zastitou Akademie Véd v New Yorku. Po této pfednasce néasledovalo
specidlni vydani v Casopise LécCiva a chemicka toxikologie. Toto vydéani bylo specialné
vénované imunotoxikologii a d4 se povazovat za jeden ze zakladnich texti toho oboru. V roce

1983, Davies prohlasil zrozeni imunotoxikologie [1, 5].

Avsak jiz koncem 19. a pocatkem 20. stoleti se zacinaji objevovat ve védecké literatute
informace o mozném imunotoxikologickém ucinku nékterych latek. V roce 1903 byl
naptiklad popsan supresivni G€inek éteru na fagocytozu [6].

Mezi lety 1970 a 1980 dochéazi ke kritickému zlomu ve vyvoji imunotoxikologie
zavedenim zakladnich toxikologickych koncepti, jako je vybér relevantni davky, délky trvani

expozice a zvifeciho druhu do pre-klinickych studii hodnoticich imunotoxicitu. Koncept
14



odstupniovanych protokold, ktery je dnes Siroce pfijimany, v pre-klinickém hodnoceni poruch
imunitniho systému byl v této dobé prfedstaven americkymi autory. Bylo zjisténo
imunotoxické plsobeni u ftady sloucenin napiiklad u cyklofosfamidu, benzidinu,
diethylstilbestrolu, hexachlorbenzenu, vybranych polycyklickych aromatickych uhlovodik,
pesticidi (Chlordan). V této dob¢ se konala také fada vyznamnych sympozii, av§ak navzdory

vyznamnym pokroktim byla imunotoxikologie posuzovana pouze z pohledu imunosuprese.

Na popud evropskych védeti byla koncem let 1980 imunotoxikologie rozsifena o dalsi
poruchy, a to predevSim autoimunity a hypersenzitivni reakce. Velkd pozornost byla
vénovana autoimunitnim reakcim vyvolanych lécivy. Néktera 1éCiva musela byt kvali
zdvaznym autoimunitnim UCinkim stazena z trhu. Jako ptiklad lze uvést beta-blokator

Practolol, ktery vyvolaval okulokutanni syndrom [5].

Hypersenzitivni reakce byli jednou z hlavnich pfi¢in stazeni nékterych 1é¢iv z trhu béhem
80. a 90. let 20. stoleti. Zavazné hypersenzitivni reakce se objevily naptiklad u nesteroidniho
antiflogistika Isoxikamu, o jehoz podéani se objevoval Stevensonlv-Johnsoniv syndrom

nebo toxické epidermélni nekrolyza [5, 7].
1.2 Hlavni funkce imunitniho systému

Imunitni systém je tvofen propojenim bunék a molekul, jejichz tlohou je rozpoznani
,cizich® a ,,vlastnich* Casti a zajiSténi integrity téla. Priméarni funkce imunitniho systému
spo¢ivd v ochrané¢ pfed invazivnimi patogeny, piedevSim bakteriemi, viry, plisnémi,
kvasinkami, a také nadory. Tato role imunitniho systému je zdsadni pro preziti.

Latky, které dokdzi vyvolat imunitni odpovéd’, se nazyvaji antigeny. Neékteré latky
mohou vyvolat imunitni odpovéd az po navazédni na nosi¢ (nckteré léky, napiiklad
peniciliny). Tyto latky jsou oznacovany jako hapteny.

Soucasti imunitniho systému jsou lymfatické organy. Primarnimi lymfatickymi orgény
jsou kostni dient a brzlik. V kostni dfeni dochazi ke vzniku v§ech imunokompetentnich bunék,
v brzliku dozravaji bunky, které nasledné oznacujeme jako T lymfocyty. Mezi sekundarni
lymfatické organy patii slezina, lymfatické uzliny a slizni¢ni lymfaticka tkan (tonzily,
apendix, Peyerovy platy ve stieve).

Dvéma zdkladnimi mechanismy imunitniho systému, které se navzdjem dopliuji, jsou

imunita specificka a imunita nespecificka (Obr. 1) [5].
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Nespecifickd imunita

Zajistuje prvotni obranu pii kontaktu s antigenem. Je aktivovana béhem nékolika minut.
Jeji soucasti jsou fyzikdlni bariérové systémy (k0ze, sliznice dychaci, zazivaciho
a urogenitalniho traktu), nékteré bunky (NK bunky), komplement, interferony, fagocytdza

a zanét. Na rozdil od specifické imunity nemé imunologickou pamét’.

Specifickd imunita

Specificka imunita je cilena pfimo proti danému patogenu, ale jeji aktivace probiha
v fadu dnii. Na rozdil od nespecifické imunity je zde vytvafena imunologicka pamét’.

Zakladnimi slozkami specifické imunity jsou bunéénad a humoralni imunita. Humoralni
imunita je zajisténa predevsim protilatkami, produkovanymi B lymfocyty. Bunéénou imunitu
vykonavaji pomocné a cytotoxické T lymfocyty.

V piipad€ specifické i nespecifické imunity hraji dilezitou roli makrofagy a dendritické
buiiky. Fagocytuji a zabiji mikroby a ptedkladaji antigen pomocnym T lymfocytim, které
aktivuji specifickou ¢ast imunity, coz vede k produkci protilatek B lymfocyty nebo aktivaci

cytotoxickych T lymfocyti [8].

Fagocytéza mikroba

l

Makrofagy nebo
dendritické bunky
Nespecificka imunita Specificka imunita
Destrukce mikrobt a Prezentace antigen(
vyluéovani cytokinQ pomoci CD4 Th

Obr. 1 Schéma aktivace imunitniho systému [8]

1.3 Vznik bunék imunitniho systému

Kostni dfenl je hlavnim organem imunitniho systému, kde vnikaji veSkeré imunitni
buniky. Kostni dfeii se nachdzi ve stfedu a epifyze kosti. Jednotlivé bunky se diferencuji
z pluripotentni bunky, z niZ myeloidni fadou vznikaji nezralé myeloidni buiiky a makrofagy.
Myeloidni buiiky se dale diferencuji do zralych bunék. Za patologickych podminek (nador)
nedochazi k diferenciaci a nezralé buiiky jsou uvolnény do krve, z téch se stanou odvozené

supresorové buiky, které maji imunosupresivni aktivitu [9].
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Lymfoidni fadou vnikaji z pluripotentni buiikky prekurzory pro T a B lymfocyty.
T prekurzory jsou uvolnény zkostni dien¢ a putuji do thymu, kde dochéazi k jejich
diferenciaci do imunokompetentnich Th (receptor CD4) a Tc (receptor CD8) lymfocyti [8].

B lymfocyty se stdvaji zralymi az po kontaktu s antigenem. Nasledné¢ se méni
v plazmatické bunky a jsou schopny produkovat protilatky proti danym antigentim. Nékteré B
lymfocyty se mohou preménit v pamétové bunky, které urychluji tvorbu protilatek pfi

sekundarni imunitni odpovédi po opétovném setkani s antigenem.
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2. Imunotoxické ucinky xenobiotik na imunitni systém

Imunitni systém chrani t€lo ptfed vnéjsimi vlivy, které by jej mohly poskodit.
Kromé nejcastéjSich vnéjsich vliva jako jsou bakterie a viry, existuje fada toxickych latek,
které ovlivituji funkce imunitniho systému. Imunotoxické latky ovliviiuji imunitni systém
nékolika zptsoby [10].

Prvnim typem je imunosuprese, jejimz pisobenim dochézi ke snizeni funkci imunitniho
systému. Druhym typem pulisobeni toxickych latek na imunitni systém je imunostimulace,
kdy dochazi ke zvysSeni funkci imunitniho systému. Do této skupiny fadime rovnéz reakce

hypersenzitivni a autoimunitni [4].

2.1 Imunosuprese

Imunosuprese je snizeni aktivace nebo ucinnosti imunitniho systému. V duasledku

wewvr

nez u imunokompetentnich jedinci, a také malignich onemocnéni [6].

Ptikladem imunosupresivniho plisobeni xenobiotik u ¢lovéka muize byt tzv. Yusho
otrava, ke které¢ doslo v roce 1968 v zadpadnim Japonsku. Hlavni pfi¢inou byla kontaminace
ryzového oleje 2,3,4,7,8-penta-chlorodibenzofunranem a doslo k hromadné otravé lidi.
Pacienti trpéli riznymi systémovymi symptomy, piedevsim unavou, nevolnosti, bolesti svaly
a klouby, koznimi a ustnimi pigmentacemi a také zvySenym vytokem z oci [7].

Také ncktera 1éCiva vyvolavaji imunosupresivni uinky. Jednim z ptikladu mohou byt
kortikosteroidy, které potlauji funkce T lymfocyth a fagocytd. U pacientdi, 1éCenych
kortikosteroidy se cast&ji vyskytuji infekce vyvolané stafylokoky a gram-negativnimi
bakteriemi, ale také infekce vyvolané intracelularnimi patogeny (napf. mykobakterie)
a nékterymi viry.

Mezi latky, jejichz pisobenim muize dojit ke vzniku malignit, patfi naptiklad benzen,
azbest nebo PAH (polycyklické aromatické uhlovodiky).

Imunosupresivni ptisobeni nékterych latek se vyuziva v Iékatstvi pii transplantaci organt

nebo lécbé nékterych autoimunitnich onemocnéni (napt. cyklosporin, tacrolimus) [5, 6].

2.2 Imunostimulace

Imunostimulace je zvySeni aktivace nebo u€innosti imunitniho systému. Zakladnimi typy

imunostimulace jsou hypersenzitivni reakce a autoimunitni reakce.
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2.2.1 Hypersenzitivni reakce

Hypersenzitivita muaze byt definovana jako reprodukovatelna reakce vyvolavajici
pfiznaky iniciované expozici definovanému stimulu pii davce tolerované béznymi jedinci.
Znamymi mechanismy plsobeni hypersenzitivity xenobiotik jsou IgE protilatkami
zprostiedkované reakce nebo T Ilymfocyty zprosttedkovand kontaktni ptecitlivélost.
Hypersenzitivni reakce jsou jen ziidka zavazné, vyjimecné vSak miize dojit k anafylaktické
reakci, kterd je zivot ohrozujici, agranulocytéze ¢i ,toxicodermii (dermatitis

medicamentosa).
2.2.2 Autoimunitni reakce

Autoimunitni reakce vyvolané imunotoxikanty se vyskytuji pomérné¢ vzacné. Jednim
z prikladi latek vyvolavajicich autoimunitni reakci Ize uvést antihypertenzni 1ék a-metyldopu,

u niz byl prokdzan vznik autoimunitni hemolytické anémie [4, 6].
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3. Imunotoxikanty

Pisobeni imunotoxikantli na imunitni systém je dano jejich imunotoxicitou, kterd miize
mit na imunitni systém fadu nepiiznivych vlivii. Na jedné stran¢ jde o poruseni proti-infek¢ni
a proti-nddorové ochrany a neschopnost reagovat na vakciny, na druhé strané mtize vést
k hypensenzitivit¢ imunitniho systému az k autoimunité. Zde je ptehled latek znamych

jako imunotoxikanty [1].

3.1 Benzen
I
N N
T
H/ c\c/ !!\H
:
Obr. 2 Strukturni vzorec benzenu
Benzen (Obr. 2) je velmi t¢kava, bezbarva a také vysoce hoflava kapalina, kterda ma
charakteristicky zapach. Chemicky je nejmensi a nejvice stabilni aromaticky uhlovodik,
ucastni se substituénich a adi¢nich reakci. Vyrdbi se z ropy a pouziva se jako nepolarni
rozpoustédlo (barvy, cement, lepidla, chlorbenzenové slouceniny) a jako vychozi latka
pro syntézu mnoha chemickych latek (pryskytice, plasty, barviva). Z hlediska toxicity
pro lidsky organismus je zdrojem predevSim jeho pfitomnost v ovzdusi, kam se dostava
vlivem primyslové vyroby pfi zpracovani produktl, které ho obsahuji (vyroba ropnych
produktli, koksovani uhli, vyroba aromatickych uhlovodikll) a uZivani téchto produktt
(benzin) [11, 12].
Toxikinetika

Benzen se do lidského téla dostava predevSim pomoci dychacich cest. Kontaminace
vzduchu tedy hraje vyznamnéjsi roli nez ostatni mozné zdroje (jidlo, voda, kontakt latky
s kizi). To ovSem neplati pro akutni toxické u€inky benzenu, kdy toxikinetika bezprosttedné
souvisi s u€inky (napft. zarudnuti kiize) [10, 13].

Toxicita a imunotoxicita

Benzen byl komeréné vyuzivan po vice nez stoleti, a kolem roku 1900 se objevila prvni
podezieni na jeho toxické ucinky. Ma drazdivé Ucinky na o€i a sliznice. Pfi delsi lokalni
expozici na kiizi muze zplsobit zarudnuti kize, paleni, hromadéni tekutin a puchyie.
Pti vdechnuti toxické davky benzenu vznikaji akutni otravy, které se projevuji srdecni

arytmii, depresi CNS a asfyxii [10].
20



Koncentrace benzenu v ovzdusi se pohybuje od 0,2 pg/m’ (venkovské prostiedi)
do 350 pg/m’ (primyslové oblasti). V extrémnich piipadech (benzinové pumpy) miZe
koncentrace benzenu v ovzdusi dosahovat az 10 mg/m’. Denni expozice se vyrazné lisi pro
kurdky 1800 pg/den a pro nekuiaky 50 pg/den. Akutni toxicita benzenu je nizka, pii
laboratornich pokusech na potkanech, kdy jim byla ordln¢ podavan, byla LD 50 stanovena
v rozmezi 3000 mg/kg—-8100 mg/kg.

Pti perordlnim pouziti je nejmensi letdlni davka 10 ml (8,8 g) s priznaky zahrnujici
vravoravou chlzi, zvraceni, mélky a rychly puls, somnolenci, ztratu védomi. Soucasna
pozornost je vSak zamétfena na dlouhodobé ucinky nizkych koncentraci benzenu v pracovnim
a zivotnim prostfedi. U lidi exponovanych koncentracim od 40 mg/m’ do 3500 mg/m’
po dobu delsi nez 3 mésice se vyskytuji ptiznaky atlumu kostni dfené az aplastické anémie.
Vliv na imunitni systém je vSak jiz pfi nizSich koncentracich, dochazi ke zménam
v humoralni 1 bunééné imunité. Také mize byt sledovana zvySena citlivost k alergiim a bylo
prokazano riziko vzniku leukemie [12, 13].

Prehled koncentraci benzenu vyskytujici se na riznych pracovistich. Vyznacend hranice
je maximalni pfipustna koncentrace na pracovisti, které je zaméstnanec vystaven po dobu

osmi hodinové smény. Tato hranice je stanovena americkou konferenci primyslovych

hygienikl (Obr. 3 ).
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Job categories
Obr. 3 Koncentrace benzenu v ovzdusi pro riznd zaméestnani [14]
Chronické toxické ucinky pfinasi veétsi obavy nez akutni ucinky benzenu. Osoby
dlouhodobéji vystavené ucinkiim benzenu zprvu trpi nespecifickymi pfiznaky jako je tinava,

bolest hlavy a ztrata chuti k jidlu. Dochazi také ke zméné v poc¢tu krevnich kompartmentt.
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Nejcasteji dochazi ke snizeni poctu bilych krvinek. Podrobnéjsi vySetfeni krve mlze ukazat
abnormalné zvyseny pocet lymfocyti v krvi, anémii a pokles poc¢tu krevnich desti¢ek, které
jsou nezbytné pro srazeni krve. PfiCinou téchto zmén je plisobeni benzenu na kostni dien.
Kvuli obavam, ze dlouhodoba expozice benzenu muze zplsobit leukémii nebo nadorové
bujeni, byla zavedena riizné opatfeni. Pfedev§im byly snizeny pfipustné hladiny benzenu na
pracovisti, a pokud je to mozné, tak je benzen nahrazen jinymi latkami, naptiklad xylenem

nebo toluenem [10].

Toxicita je zpisobena vznikem jeho toxickych metabolitd v jatrech. Toxicita benzenu
vyvolava aplastickou anémii, a to negativnim ptsobenim nékolika metaboliti na kmenové
buiiky kostni difené. Dale pisobenim metabolitl benzenu na kostni dient dochdzi ke vzniku
nevhodného mikroprostfedi pro rlst a zrani novych bunc¢k dfené. Mechanismus vzniku
leukemie ptsobenim benzenu vSak neni podrobné znam. Benzen a jeho metabolity nejsou
pfimo mutageny, nicméné jsou vysoce klastogenni (maji vliv na pferuseni, odstranéni
a zména uspofaddni chromozomil). Na ziklad¢ pokusi na zvifatech pak byla prokazana

karcinogennost [11].

Biomarkery

Pro benzen byly vyvinuty tfi biomarkery. Nej€astéji pouzivany a velice citlivy je kyselina
mukonova, coZ je jeden z hlavnich metabolitli benzenu vylu¢ovany moci. Testuje se pomoci
chromatografie nebo hmotnostni spektroskopie. DalSim biomarkerem je vyskyt kyseliny
S-phenylcysteinové (SPC) v hemoglobinu podobnou metodou jako v predchozim ptipadé. Pri
laboratornich pokusech se v8ak ukézalo, Ze vysledky ziskané pomoci této metody se vyrazné
1i§i pro potkany, mysi a lidi. Ttetim biomarkerem je vyskyt SPC v albuminu podobné jako
v ptfedchozim ptfipad€. Na zdklad¢ experimentl se vSak ukazala zkouska SPC jako ndro¢na

a nepiesna [15].
3.2 Azbest

Azbest je tvoren skupinou vlaknitych silikatovych minerald. Pro jeho fyzikalné-chemické
vlastnosti jako je pevnost v tahu, izola¢ni schopnosti a snadné zpracovani byl hojné vyuzivan
pro rtizné konstrukce vice nez 100 let. V soucasné dobé¢ je jeho pouzivani na Gstupu, ale je
stale vyuzivan v nékterych zemich, a to navzdory alarmujicim zpravam o jeho toxicité
a moznostech karcinogenity. Mezi nejrozsifenéj$i primyslové pouzivané azbesty patfil
predevsim chrysotil (vzorec ptiblizné¢ 3Mg0O.2S10,.2H,0), amosit (pfiblizn¢ 11Fe0.Mg0O.16
S10,.2H,0) a krocidolit (pfiblizné¢ Na,0O.Fe,03.3Fe0.8S10,.H,0). U nés rozhodla Evropska
komise v roce 1999 o postupném odstranéni veskerého vyuziti azbestu a uplném zakazu vSech

jeho typt. Povolen je pouze chrysotil v membrandch stavajicich chlorovych elektrolyzacnich
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aparatur, chrysotil vyskytujici se pfirozené¢ ve skalach ¢i pudé a chrysotil pro vojenské
vyuziti. VéEtSina soucasné expozice populace je zptisobena zneSkodnénim odpadi obsahujici
azbest, jejichz zpracovanim (brouSenim, fezanim apod.) mohou do ovzdusi unikat vlakna

a prach azbestu [16, 17].

Obr. 4 Formy azbestu, chrysolit (vlevo), amosit (uprostied), krocidolit (vpravo) [18]
Toxikinetika

Azbest se do lidského téla dostava v podobé vlaken, kterd jsou vdechnuta do plic
a kde nésledné uviznou (Obr. 5). Velikost téchto vladken a jejich tvar mé vyznamny vliv
na toxikinetiku azbestu. Vldkna o délce az 200 um mohou uviznout v plicich, pokud maji
priamér jiz do 3 pum, nejriskantnéjsi vladkna jsou pfitom delSi nez 5 pum a uzs$i nez 1,5 um.
Ptitom vldkna chrysolitu, kterd jsou zaktivend, a vytvaii shluky, se v plicich nedostavaji tak
hluboko a v takovém mnozstvi jako vlakna amositu ¢i krocidolitu (ty patii mezi tzv. amfiboly,
které tvofi hladka vldkna se Spicatymi konci). Tim je chrysolit menSim rizikovym faktorem
pro vyvoj mezotheliomu. U plicnich nadori ¢i azbestdézy vSak odliSnosti zjistény nebyly

[16, 19].

Toxicita a imunotoxicita

Inhalace azbestu zpiisobuje poskozeni plic a ma za nasledek charakteristicky typ rakoviny
plic. Toxicita azbestu byla pfedmétem rozsdhlého vyzkumu. Pfesné patogenni mechanismy,
kterymi azbestova vldkna vyvolavaji plicni toxicitu a nadorové transformace vSak nebyly
dosud pln€ pochopeny. Mezi diskutované mechanismy patii generovani volnych radikalt
z kovu, reaktivnich forem dusiku a uvolovani cytokinli. To ma za nasledek indukovanou

genotoxicitu a zménu imunitni odpovédi. Chrysolit je navic velice hemolyticky.

Obr. 5 Vldkna azbestu v plicni tkdni (Chrysolit a Krocidolit)[17]
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Tti hlavni patologické stavy zpisobené inhalaci azbestu jsou azbestdza, rakovina plic
a mezoteliom. Azbestéza je disledek zpusobeni fibrozy a zesileni poplicnice vlivem
pritomnosti vlaken azbestu. Obdobi do vyvoje rakoviny plic je dlouhé, 2040 let, kdy
ve vyrazné¢ vys$im riziku jsou kuiaci (Obr. 6). Zvlastnim piipadem rakoviny je mezoteliom,
coz je nador vystelky plic a hrudniku ¢i bfi$ni dutiny. To je zpisobeno pfitomnosti azbestu
v poplicnici. Vyvoj tohoto smrtelného typu rakoviny trva vice nez 30 az 50 let. Neni vSak

ovlivnén koutenim [10, 17, 19].
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Obr. 6 Pomér pravdépodobnosti vyskytu rakoviny plic (kombinace azbestu a kouteni)[20]

Sledovéani v ovzdusi

Sledovanym ukazatelem je ve smyslu nafizeni vlady ¢. 178/2001 Sb. pocetni koncentrace
vlaken o rozmérech délka vétsi nez 5 pm, primér mensi nez 3 um a pomér délky k priméru
mens$i nez 3:1 v pracovnim ovzdusi. Podstatou metody urceni poctu vldken je prosavani
vzduchu zafizenim s filtrem, na némz se vldkna azbestu zachyti. VSe musi probihat
za podminek danych pravnimi predpisy. Mezni limit pifi standardnich podminkéach
je 1000 vlaken/m’ [16, 21].

Biomarkery

Vzhledem k toxikokinetice azbestu neni pfitomen v lidskych tekutinach, coz znesnadiiuje
odhaleni azbestu jako toxikantu. Prvni moZnosti je sledovani pleurdlnich plakl vizualizované
na rentgenu hrudniku, nebo pomoci pocitacové tomografie. Pleurdlni plaky jsou vymezené
kruhovité¢ oblasti zhuSténi parietdlni nebo brani¢ni pohrudnice sloZenych z kolagenové
pojivové tkan€. Ty jsou nejcastéji diisledkem expozice azbestu, objevuji se vSak az 20-40 let
po prvni expozici. Navic mohou byt vidény po pleurdlni infekci nebo pleurdlnim krvéceni.
Vzhledem k vySe uvedenému je pouZiti pleurdlnich plakll jako biomarkerii azbestu velice

omezené a neni dostateCné konkrétni [22].
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3.3 Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH)

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs, =z anglického Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons, Obr. 7) je tfida organickych latek, kterd vznikd vystavovanim slozitych
organickych latek vysokym teplotdm a tlakim. Vznikaji tedy pfedevsim pii nedokonalém
spalovani jinych uhlovodikl jako termodynamicka reakce smési bohaté na uhlik a chudé na
vodik. Jedna se o pevné latky snizkou tékavosti pii pokojové teploté, relativné vysoké
molekulové hmotnosti, dobrou rozpustnosti v organickych rozpoustédlech, nerozpustnosti
ve vod¢é. Mohou byt degradovany na jednodussi latky. VétSina z nich jsou tvofena tfemi
a vice kondenzovanymi benzenovymi kruhy obsahujici pouze uhlik a vodik. Zdroje PAH jsou
napiiklad spalovaci motory, vyfuky, kamna, kouf z cigaret, pecené jidlo, uhelné dehty, nafta,

asfalt ¢i ropné zbytky [10, 23].

Benzo[a]pyrene Benzo[e]pyrene Chrysene Dibenz[a,h]anthracene
Obr. 7 Strukturni vzorce vybranych polycyklickych aromatickych uhlovodiki
Toxikinetika

Z hlediska zavaznosti se dostdvda PAH do lidského tcla pfedevSim inhalaci koufe,
vyfukovych plynii ¢i cigaretového koute, kdy se zachycuje do plicnich sklipkii. Nejveétsi
mnozstvi PAH se vSak do téla dostane v podobé& potravy — smazené a prazené potraviny. PAH
muze kontaminovat i pidu a vodu a tedy i dal$i zemédélské produkty. Nekteré ptipravky
obsahujici PAH se pouzivaji k l1éCeni koznich onemocnéni, u nékterych pacientli se vSak
objevily neZzadouci ucinky, které vedli az k neoplastické proliferaci. PAH jsou velice lipofilni,
coz jim umoziuje Sirokou distribuci ve tkdnich zvitat i lidi [23].

Toxicita a imunotoxicita

U celé fady PAH byla prokdzana na zdklad¢ pokust na zvitatech jejich karcinogennost na
lidsky organismus. Ukazalo se, ze nadorovym onemocnénim nejsou postizeny oblasti prvniho
kontaktu s PAH (rakovina dutiny tstni), jako spiSe mista dlouhodobého plisobeni. Obecné
plati, Ze PAH jsou lipofilni slou€eniny, které mohou snadno prostoupit bunéénou membranou
pomoci pasivni difize a mohou se metabolizovat ve vSech tkanich. Pomoci metabolickych
enzymu piedev§im CYP 450 (cytochrom P 450) je metabolizovan do toxickych metabolitl,

které mohou reagovat a poskodit DNA, coz vede k mutaci a indikaci nadoru [24].
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Biomarkery

Jako standardni a Siroce akceptované biomarkery se staly metabolity obsazené v moci.
Konkrétné naptiklad 1-hydroxypyren, 1- a 2-hydroxynaftalen, 2- a 3-hydroxyfluoren.
Jednou z metod vySetfeni téchto biomarkertt mize byt pomoci chromatografie v kombinaci

s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) [24].

3.4 Polychlorované bifenyly (PCBs)

Polychlorované bifenyly (Obr. 8) se skladdaji ze dvou spojenych benzenovych kruht,
ve kterém jeden nebo vice atoma vodiku byly nahrazeny atomy chloru. Jedna se o lipofilni
latky s vyraznou chronickou toxicitou. Diky jedineénym chemickym vlastnostem (tepelna
stabilita, odolnost vii¢i kyselinam a zdsadam, nizkéd rozpustnost ve vod¢) byly PCB masové
vyrabény v 30. az 70. letech minulého stoleti. Vyuziti nasly pfedevs§im jako chladici kapaliny,
maziva v transformatorech, zafivky a jako soucast barev, tmeld, t&snéni apod. Siroka $kéla
aplikaci méla za nasledek uvolnéni do Zivotniho prostfedi a jeho vlastnosti potom zamezuji
jakymkoliv degradacim latky. I dnes PCB nelmyslné¢ vznikaji jako vedlej$i produkt
pii vyrobé barev a barviv [25, 26].

(cn, (an,
Obr. 8 Strukturni vzorec polychlorovanych bifenylti (PCBs)

Toxikinetika

Nejvice PCB je do lidského téla pfijimano v podobé potravin, tyto PCB maji tendenci byt
velice chlorované, a proto maji mensi sklony k tvorbé metabolitli. Oproti tomu méstsky
vzduch a ovzdus$i v budovach, které byly postaveny za pouziti PCB, obsahuje PCB s méné
atomy chléru a jsou casto oznaCovany jako nestalé ¢i prechodné. K expozici také dochazi
pii kontaktu s ktizi [25].

Toxicita a imunotoxicita

Akutni toxicita PCB je nizkd, spociva predev§im v podrazdéni o¢i, potize s dychanim.
Pfi kontaktu s kiizi mutze zplsobit popaleniny. VSeobecné pak prispivd k piiznakim
dlouhodobé¢ toxicity. Od roku 2013 je PCB povazovan jako lidsky karcinogen a je cCasto
spojovan s rakovinou tlustého stfeva. Pfi dlouhodobé expozici PCB dochazi k vyvoji
neurotoxicity, poruchy imunitniho systému a zménam hladiny hormonl §titné Zlazy.
Z imunotoxického hlediska byla zjiSténa zvySend nachylnost k infekcim a sniZena
protilatkova odpovéd’ na o¢kovani.
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Metabolity PCB vznikaji pfedevsim v jatrech, nékteré¢ z nich maji dokonce detoxikacni
ucinky. Vhledem k tomu, ze PCB je velice lipofilni latka odolnd proti biotransformacim,
ma tendenci vnikat do tukovych tkéni nebo plazmy. Nékteré PCB a jejich metabolity jsou
piimo dioxiny (toxicka latka popsana nize). Podrobny metabolismus PCB vSak neni dosud

detailné znam [25, 26].
3.5 Dioxiny

Dioxiny (Obr. 9) tvoii skupiny polyhalogenovanych aromatickych uhlovodiki, které jsou
vyznamné kontaminanty zivotniho prostiedi a znec€istujici latky. Tato strukturadlné rGznoroda
skupina obsahuje polychlorované dibenzodioxiny (PCDD), polychlorované dibenzofurany
(PCDF) a nékteré polychlorované bifenyly (PCB). Dioxiny jsou seskupeny ptedevsim kvili
jejich podobnym fyzikalnim a chemickym vlastnostem a jejich schopnosti vyvolat srovnatelné
toxikologické reakce, vétSina dioxinll je tvofena dvéma benzenovymi jadry spojené dvéma
atomy kysliku.

Za nejvice toxicky a prostudovany je povazovan 2,3,7,8 -tetrachlordibenzo-p-dioxin
(TCDD), ktery vznika spalovanim odpadii (pfedev$im chlorovanych plast), uhli, ropy
adieva, je obsazen ve vyfukovych plynech a také jako kontaminant v chlorovanych
pesticidech. Obdobn¢ jako PCB jsou nerozpustné ve vod¢, vyborné rozpustné

v rozpousteédlech (benzin, toluen, tuky) a je velice odolny proti degradaci [27].

(o) ° cl 0 cl
dibenzodioxin dibenzofuran TCDD
Obr. 9 Strukturni vzorce vybranych dioxinl

Toxikinetika
Dioxiny se ptfi svém vzniku dostavaji do ovzdu$i a pudy, poté do zeméd¢€lskych
a primyslovych produkti. Vice nez 90 % expozice dioxind je z potravin, zbytek
z vdechovéni, kontaktu s kizi a vodnich zdroji. Vzhledem k tomu Ze jsou dioxiny dobie
rozpustné v tucich, jsou zvlasté postizeny zivocisné produkty jako maso, mléko, vejce, ryby

atd. [26].
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Toxicita a imunotoxicita

Disledkem akutni expozice TCDD jsou letargie, zvySeni triglyceridi, chlorakné, bolest
hlavy, neuropatie, respiracni obtize, hyperplazie a kachexie. Z hlediska toxicity se fadi mezi
kategorie karcinogentl, in vitro mutagent, in vivo mutagenii a teratogenii. Chronické ptiznaky
jsou letargie, ztrata chuti, hubnuti, 1éze ledvin, 1éze jater, malignity stieva a zvySeni rizik pro
vznik sarcomu (zhoubny nador pojivové tkan¢), Castéjsi vyskyt myelomu, non-Hodgkinsnova
lymfomu, leukemie a dal$ich typt rakoviny. Pfitom akutni toxicita TCDD je vysoka (u krys je
LD 50 pouze 20 pg/kg). V minulosti doslo k né€kolika havariim, kdy doslo k zamoteni ovzdusi
dioxiny a otravé¢ lidi, ktefi si odnesli dozivotni zdravotni nasledky. Podle n¢kterych zdroji je
TCDD nejsiln€js§i zndmy karcinogen. Vice zdrojii uvadi, Ze toxicita latky spociva

ve slouceniné samotné, nikoli v metabolitech [27, 28].

3.6 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou toxické metabolity hub a plisni, kter¢ maji Sirokou Skalu struktur
atoxickych u¢inkii na lidi a zvifata. Toxikogenni houby a plisné¢ mohou za vhodnych
podminek rast na pozivatelnych potravinach a tim dochézi k jejich kontaminaci. Pfitom vznik
mykotoxini neni dosud objasnén, nejvice diskutovana je teorie jako soucast ptirozené obrany
rostlin proti cizorodym latkdm — tim Ze zméni jejich strukturu. Z hlediska imunotoxicity jsou
snadno odhalitelné pomoci analyz zaloZzenych na plynové chromatografii (HPLC)

[10, 29, 30].
3.6.1 Aflatoxiny

Nejcastéjsim zdrojem aflatoxinu jsou plesnivé potraviny, piedev§im ofechy, obilniny
a olejniny. Nejzndm¢éjsi a nejvice genotoxicky a karcinogenni je aflatoxin B1 (Obr. 10), ktery
je generovan jako sekundarni metabolit pfedev§im na houbich Aspergillus parasiticus
a Aspergillus flavus. Toxikant napada pfedevsim jatra, kde je metabolizovan na epoxidy, které
maji silnou tendenci se vdzat na DNA a RNA. Nemoc zplsobend zamofenim organismu
aflatoxinem se nazyva ,,aflatoxicosis* a zplisobuje hepatoxicitu az rakovinu jater s piiznaky

podobné anorexii, malatnosti a horecky [10, 29, 31].

CH,
o

Obr. 10 Strukturalni vzorec aflatoxinu B1
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3.6.2 Ochratoxiny

Ochratoxiny se vyskytuji v potravinovych komoditdch jako jsou fazole, kukufice,
obiloviny, vino, zelend kavova zrna. Jedna se o sekundarni metabolity hub Aspergillus
Tento mykotoxin je karcinogenni a nefrotoxicky. Pfitomnost OTA v organismu vyvolava
vznik DNA adukti achromozomadlnich aberaci a muze zplsobit nadory ledvin. OTA

ve vyssich davkach mlize mit embryotoxické, teratogenni a imunotoxické ucinky [32].
3.6.3 Patulin

Patulin (Obr. 11) je sekundarnim metabolitem ptedevsSim Penicillium expansum, ktery je
zodpovédny za rozklad jadrového ovoce (jablka, hrusky). Jedné se o regulovany mykotoxin
v potravinach vyrabénych z ovoce, jako jsou S§tavy, napoje, potraviny pro kojence apod.
Ackoli jeho karcinogenita nebyla prokazana, ukdzalo se, Ze ma silné¢ U¢inky na imunitni
systém. Ty zahrnuji potlaceni funkci makrofagi, zvySeny pocet slezinnych T-lymfocytl

a neurofila [30].

HO 0
(1T ;
P
H
0] OH

Obr. 11 Strukturni vzorec Ochratoxinu A (vlevo) a Patulinu (vpravo)

3.6.4 Trichoteceny

24

a nejvice studované T-2 toxin a deoxynivaleon (DON, Obr. 12 vpravo). Tyto mykotoxiny jsou
produkovany piedevSim rostlinnym patogenem Fusarium graminearum, které zplsobuji
strupovitost obilovin a v minulosti mély na svédomi téZké hospodarské ztraty. Na organismus
pusobi jako inhibitory translace, které se zamé&tuji na peptidyl-transferdazy a zptisobuji inhibici
DNA, RNA syntézy, déleni bunck, membranové struktury, mitochondridlni funkce
a zpusobuji pokles T — lymfocytl. Aktivita trichothecent zvySuje hladiny oxidativniho stresu,
na bunénou imunitu. Mezi pfiznaky patii imunologické problémy, zvraceni, dermatitida

a hemoragické 1éze [33, 34].
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Obr. 12 Strukturalni vzorec T-2 toxinu (vlevo) a DON (vpravo)

3.7 Té&iké kovy

Tézké kovy jsou skupinou prvkl definované jako stopové chemické prvky urcitych
vlastnosti, které jsou ve vyssich koncentracich toxické (n€které jsou jedovaté jiz pii nizkych
koncentracich, naptiklad olovo a rtut). Anorganické formy vétSiny kovii maji tendenci
se siln¢ vazat k proteiniim a dal$im biologickym tkanim v zavislosti na struktufe a aktualni
formé kovu. Napiiklad olovo se akumuluje v kostnich tkanich, kadmium a rtut’ se hromadi
v ledvinach. Kostni dfeii a ledviny jsou pak nejvice postizeny pii vysokych koncentracich
kovu. Nejvice kovil se do lidského organismu dostavé inhalaci (zavisi na formé a vlastnostech
kovu). Dale absorpce s potravou, kde je kov ovlivnén hodnotou pH, rychlosti pohybu traktem
a pritomnosti jinych latek. Existuje celd tada toxickych tézkych kovl, z hlediska

imunotoxicity jsou to potom detailnéji popsané nize [10].
3.7.1 Olovo

Olovo je tézky toxicky kov stidle pouzivany pro svoji kujnost a tavnost (pajeni),
dale potom pro svoje vyuziti v 1€kafstvi jako pohlcovace rentgenového zateni. Diive se hojné
pouzival pro vyrobu vodovodnich potrubi nebo olovnatého benzinu, pro svoje toxické Gcinky
se vSak prestal v téchto smérech pouzivat. Olovo mé tendenci se rychle dostat do kostnich
tkani, kde se shromazd’uje. Dale se shromazd'uje v niz§im mnozstvi v ledvindch a jatrech.
NejdilezitéjSim biochemickym efektem olova je inhibice syntézy hemoglobinu. Projevy
otravy olovem se vyznacuji snizenim Zzivotnosti erytrocyti vedouci k anémii. PoSkozeni
centrdlniho nervového systému se projevuje podrazdénosti, unavou az ztradtou paméti,
dale ataxii, bolesti hlavy a tfesem svalll. V extrémnich ptipadech mize vyvolat konvulze
vedouci ke komatu a naslednému umrti. Z imunotoxického hlediska snizuje celkové hladiny
imunoglobulinti a aktivitu komplementu. Z hlediska karcinogenity je klasifikovan
jako potencialni karcinogen pro ¢loveka [10, 35].

3.7.2 Arzen

Je toxicky polokovovy prvek, nejcastéji vyskytujici se ve slouCeninach jako As;O;

(arsenik), AsHj(arsenovodik), AsCl; apod. Jeho vyuziti v dneSni dobé je piredevSim

v metalurgickém a polovodiCovém primyslu. Je pfirozenou soucdsti pidy a mlzeme
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ho nalézt v potravinach, predev§im v moiskych rybach. Arzen se do lidského organismu
dostava predevsim v podobé kontaminované pitné vody, déale inhalaci a pfijmem potravy.
Arzen je znamy karcinogen spojovany s rakovinou kiize, plic, mocového meéchyie, ledvin
a jater. Dale ma prokazatelné i¢inky na imunitni systém, kardiovaskularni systém, endokrinni
arespiracni systém. ZvySuje zavaznost infekci a incidenci nadorti, zptisobuje inhibici NK
bun¢k a Tc-lymfocyti [10, 36]
3.7.3 Rtut

Rtut’ je tézky toxicky kov, ¢asto se vyskytujici v riznych forméch v ptirod¢. Lidé jsou
chronicky exponovani pfedevsim konzumaci ryb nebo ze zubniho amalgdmu. Toxicita je ddna
predevsim formou rtuti. Zatimco inhalovand rtut se hromadi piedevSim v mozku,
kde poskozuje centralni nervovy systém, ¢imz zpusobuji tfes, emociondlni nestabilita,
podeziravost, nespavost, deprese a podrazdénost. Rtutnaté soli maji tendenci poskozovat
sttevni sliznice a ledviny, kde zplsobuji renalni tabularni nekréozu a autoimunni
glomerulonefritidy. Imunitni dysfunkce zplisobena rtuti se pak projevuje jako hypersensitivni
reakce na vystaveni ucinkim rtuti (astma, dermatitida). SniZuje mnozstvi NK bunck
a lymfocytt [10, 36].
3.7.4 Beryllium

Jedna se o kov se Sirokym primyslovym vyuZitim. V ptirod€ je pfitomen v horninach,
uhli, ropé a pude. Beryllium se téZzi ve formé rudy — berylu. Primarn€ se do lidského téla
dostava inhalaci do plic cigaretovym koufem a plyny ve kterych je beryllium vazano. Vaze se
predev§im na dlouhou dobu v jatrech, sleziné a kostech. Akutni expozice beryllia
je spojovana s vyssi mirou rakoviny plic nez u chronické beryliézy — onemocnéni plic vlivem
inhalace beryllia. Z imunitniho hlediska beryllium zptsobuje hypersensitivitu vyvolavajici

hromadéni leukocytd kolem lozisek beryllia a vzniku granulomt [37].

3.8 Xenoestrogeny

Estrogeny jsou obecné chépany jako skupina steroidnich hormoni podilejicich se na
vyvoji sekundarnich pohlavnich znakt, pfedev§im u zen. Nefyziologické estrogeny, kam patii
fytoestrogeny, mykoestrogeny (produkty rostlin a plisni, viz. Mykotoxiny) a ptedevsim
xenoestrogeny (synteticky ptivod aktivitami ¢lovéka), mohou obdobné¢ hormonalné ovlivnit

vyvoj ¢loveéka [38, 39].
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Toxikinetika

Spektrum expozice xenoestrogeny je Siroké. Xenoestrogeny jsou dnes soucasti bézného
jidla a piti, které jsou baleny v plastovych nadobach vyrobenych z xenoestrogenti (naptiklad
bisfenol A). Pitnd voda, kterd vznikd v Cistickdch odpadnich vod, je také hojnd na
xenoestrogeny. Dal$Sim zdrojem xenoestrogent, jako je nonylfenol, jsou organické vedlejsi
produkty chemického pramyslu, které jsou schopné dlouho zlstat v zivotnim prostredi
a ohrozit tak expozici i volné zijici zvifata. V neposledni fadé se toto xenobiotikum vyuziva
v fad¢ 1éCiv, predev§im v antikoncepci, vyrobé pesticidl (zejména jiz dnes zakdzany DDT),
herbicidi, fungicidi apod. Xenoestrogeny i pies svoji rozmanitost (Obr. 13) maji spolecné to,
ze jsou lipofilni a dobfe pronikaji bunéénymi strukturami, coz jim umoziluje Sirokou

distribuci v tkanich [39, 40].
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DDE nonylphenol endosulfan dieldrin

Obr. 13 Strukturni vzorce vybranych rliznorodych xenoestrogent

Toxicita a imunotoxicita

Toxické ucinky xenoestrogenti jsou predevsim spojovany biologickymi reakcemi, které
méni muzZskou a Zenskou fyziologii. Jsou cCasto spojovany s obezitou, neplodnosti, ale
1 riznymi naddorovymi onemocnénimi, predev§im hormonalné vyvijenych organti (rakovina
prsou, vaje¢nikil, prostaty apod.). Z imunotoxického hlediska maji estrogeny obecné zasadni
vliv na funkci imunitniho systému, a to pfedevs$im jejich vlivem na imunitni receptor. Maji
vyrazny vliv na vznik alergii (pfedevSim astmatu), maji schopnost vlivem aktivaci
estrogennich receptorli zasahovat do prezentace antigenli, do polarizace Th lymfocytd,
do tvorby IgE a do degranulace zirnych bunck. Pfedevsim pak ovliviiovani T lymfocyti mtze
dojit k rozvoji autoimunity. S ohledem na astma je dale podezieni vlivu xenobiotik na zmeny
tykajicich se zmén mechaniky plic, coz by zhor$ilo 1 pribéh alergickych reakci, tyto G€inky

xenoestrogentl v§ak nejsou doposud zcela objasnény [40, 41].
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3.9 UV-B zafeni

Jedna se o druh ultrafialového zéfeni se smiSenymi ucinky na lidsky organismus, které
vytvaii slunce. VétSina je pohlcena ozénové vrstvé. Jedna se o ,,Uplny karcinogen®, tedy
0 mutagen, karcinogen a spousté¢ nadoru. UV-B zafeni vSak lidskému organismu prospiva
piirozenou distribuci vitamintit D a endorfina v kiizi. Nadmémé vystaveni UV-B zéfeni vSak
zpuisobuje atrofii, pigmentové zmény a zhoubné bujeni. Epidemiologicky je UV-B zéfeni
spojovano s tfemi nejCastéjSimi typy rakoviny klze. Imunologicky UV-B vyvolava tadu

imunitnich poruch jako lokalni a systémovou imunosupresi a kontaktni fotoalergii [42].

33



4. Mechanismy ucinkii jednotlivych imunotoxikantii

4.1 Benzen

Utinky benzenu na lidsky organismus se projevuji vznikem akutnichi chronickych
onemocnéni, které postihuji i nékolik lidskych tkani a organt. Akutni a chronické expozice
benzenu maji za nasledek poskozeni centralniho nervového systému, reprodukéniho
a vyvojového systému, imunitniho a respira¢niho systému. Déle je dokéazéno, Ze benzen
muze vyvolat hematologické onemocnéni jako je akutni myeloidni leukémie, akutni

chronicka lymfaticka leukémie a aplasticka anémie.

Po vdechnuti se benzen z plic vstiebava do krve a nasledné je metabolizovan v jatrech
nafadu fenold a jejich konjugati. Spojenim néckolika vzajemné shodnych metabolith
anaslednou aktivaci pomoci peroxiddzy vznikaji reaktivni produkty, jako je naptiklad

hydrochinon a benzochinon.

Hydrochinon a benzochinon inhibuji uvoliiovani medidtorti, syntézu leukotriend
a produkci cytokinli v lidskych bazofilech stimulovanych IgE a non-IgE. Hydrochinon
a benzochinon déle inhibuje degranulaci zirnych bunék zprosttedkované IgE. Tyto inhibi¢ni

ucinky jsou primarné zprostfedkované interferenci s kindzami.

Reaktivni produkty benzenu mohou vést 1 ke vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS),
které nasledné poskozuji strukturu DNA (Sté€peni kruhu deoxyribozy, modifikace a poSkozeni
bazi, zlomy fetézce), lipidii a proteini. ROS mohou také ovlivnit kinazy, signalni drahy
a nuklearni faktory, které jsou zapojeny do regulace bunécné proliferace a apoptozy.

V mnohych studiich bylo potvrzeno, Ze nadmérny vznik ROS nebo zanétlivych cytokini
muze vyvolat chromozomalni aberace a karcinogenezi. ROS dale podporuje tvorbu DNA

zlomt a vyménu sesterskych chromatid [11, 43].

Benzen plsobi také piimo v plicich, do kterych se primarné dostava po vdechnuti.
Benzen a jeho metabolity ovlivituji imunitni odpovédi zirnych bun€k a bazofild, a to bud’
pfimo, a nebo tak, Ze se navdZou na jiné buiiky, jako jsou naptiklad T- lymfocyty, makrofagy
a monocyty. Studie in vitro a in vivo potvrzuji, Ze metabolity benzenu jsou schopny ménit
biochemické a funk¢ni schopnosti imunokompetentnich bun¢k a tim negativné ovliviiuji
imunitni odpoveéd’ v plicich. Podle poslednich studii je dokdzdno, ze metabolity benzenu jsou
schopny riznymi mechanismy zasahovat do funkci bazofilii a zirnych bunék a ovliviiovat tak

pfirozenou imunitu pfi chronickych zanétech v plicich [44].
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4.2 Azbest

Azbest zvySuje riziko vzniku celé fady plicnich onemocnéni napiiklad rakoviny plic.
Nejcastéjsim plicnim onemocnénim vyvolanym plisobenim azbestu je azbestoza.
Azbest ovliviiuje nespecifickou 1 specifickou imunitu.

Nespecifickéd imunita

Po odebrani periferni krve u osob vystavenych expozici azbestu, bylo zjisténo, Ze azbest
vyznamné snizuje schopnost NK (natural killers)bun¢k nicit rakovinotvorné burky.
NK bunky, patiici do nespecifické imunity jsou schopny rychle lyzovat nadorové bunky
ajsou povazovany za bunky patiici do prvni obranné linie proti rakovinotvornym
buitkdm. Jejich pokles zpisobeny ucinky azbestu mize vést ke vzniku rakoviny plic [45].

Hlavni roli v azbestem vyvolanych chronickych zénétech a plicnich fibrézach hraji
alveolarni makrofagy (AM). AM tvoii prvni obrannou linii v alveolarni ¢asti plic, ktera
zahrnuje fagocytdzu, odstranéni vdechnutych vlaken a spousténi mistnich imunologickych
procesti. Aktivace AM je typickd po expozici azbestu. Aktivované AM produkuji
prozéanétlivé medidtory a rustové faktory, které vedou k tvorbé zanétlivych a fibrotickych
procest v plicich. Mnoho pokust dokazuje, ze aktivované AM vylucuji zanétlivé cytokiny,
chemokiny a rustové faktory, které se UcCastni autokrinni a parakrinni stimulace plicnich
a krevnich bun¢k.  Bylo prok4zéano, Ze plicni makrofagy jsou zapojeny do ptestavby tkani
v plicich. Uginkem AM je uvoliiovano velké mnozstvi fibronektinu, ktery je silng

chemotakticky pro plicni fibroblasty.

Jednim z medidtorti, vylu¢ovanych AM, je TNF-a, ktery hraje vyznamnou roli pfi vzniku
fibrozy plic. TNF-a vyvolavatadu reakci spojenych s azbestézou, vcetné proliferace
fibroblastt, stimulace extraceluldrnich matricovych proteinii a produkci chemokind.

Pisobenim cytokind, produkovanych AM dochdzi k nahromadéni neutrofili v plicich.
ZvySené mnozstvi neutrofilll v plicich je Castym nalezem u osob vystavenych ucinkim
azbestu. Neutrofily produkuji reaktivni formy kysliku a proteolytické enzymy, které poSkozuji
plicni tkan [45, 46]

Specifickd imunita

U osob vystavenych U¢inkiim azbestu dochazi ke zvySené produkci imunoglobulini
(IgA,IgG, IgM, IgE) a protilatek v séru (antinuklearni protilatky, revmatoidni faktor). V fadé
pokusii byla zjiSténa zvySena hladina B- lymfocytt [45].
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4.3 Té&iké kovy
4.3.1 Olovo

Mechanismy odpovédné za imunotoxicitu nebyly doposud plné objasnény. Je vsSak
dokazano, ze olovo vyvolava destrukci bunééné membrany lidskych lymfocytli a monocytl
[47].

Olovo inhibuje produkci oxidu dusnatého, coz vede ke zvySeni sekrece TNF-a. Olovo
dale aktivuje T-1 lymfocyty coz vyvolava nerovnovahu mezi pomocnymi Th 1 lymfocyty
a pomocnymi Th 2 lymfocyty. Tato nerovnovaha zptisobuje zménu v imunitnich odpovédich,

coz nasledné zapfticinuje zvySenou nachylnost jedince k riznym chorobam [48§].
4.3.2 Arzen

V zivotnim prostiedi se vyskytuje arzen ve form¢ arzenitanu nebo arzeni¢nanu.
Arsenicnan je v lidském téle metabolizovan z arzeni¢nanu na arzenitan a nasledné podléha
methylaci. Methylaci arzenitanu vznikd mono- a di-methylovany arzenitan. Mono-
methylovany arzenitan je nejjedovatéjsi forma arzenitanu a po poziti arzenu, je tato forma
vyluovdna moc¢i. Vylu¢ovani mono-methylovaného arzenitanu moci zvySuje riziko vzniku
nadori ve vyluCovacim ustroji.

Mechanismy vzniku nadorti zahrnuji oxidativni stres, inhibici oprav DNA,
chromozomalni aberace, tvorbu mikrojader, indukci apoptdzy, epigenetické modifikace
vedouci k aberantni expresi gend a schopnost zménit fenotyp populaci kmenovych bunék

[49].
43.3 Rtut

Rtut’ je vyznamny imunotoxikant. U rtuti byl zejména prokazédn vliv na vznik
autoimunitniho onemocnéni, znamého jako lupus erythematodes. Pravdépodobnost vzniku
autoimunitniho onemocnéni vyvolaného plsobenim rtuti zvySuje genetickd predispozice,
infekce nebo zvySena zaté€z antigeny [50].

Pisobenim rtuti v organismu dochazi k hyperimunoglobulinémii a produkci
autoprotilatek. Diky tomu nasledné¢ dochdzi ke vzniku imunokomplexl, coz mlZe vést

ke vzniku glomerulonefritidy [51].
4.3.4 Beryllium

Dlouhodobgjsi pisobeni berrylia na lidsky organismus mlZze vést ke vzniku zanétu plic.
Pokud je vystavovani se uUCinkim beryllia dlouhodobéjsi, dochdzi k uvolnéni beryllium

specifickych ~ CD4+ T-lymfocyti do  periferni  krve. Tyto CD4+ T-lymfocyty
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se nasledné¢ hromadi v plicich a vznikaji zde granulomy (zanétlivé shluky). V. granulomech
je navazano beryllium a to je nasledné endocytovano makrofagy. Na makrofagy ptisobi ROS
(reaktivni forma kysliku) a ty posléze podléhaji apoptdze. Apoptdézované makrofagy jsou
endocytovany dal§imi makrofagy. Apoptéozované zbytky makrofagh obsahujici beryllium
podporuji aktivaci dalsich specifickych CD4 + T-lymfocyti. Tyto aktivované T-lymfocyty
proliferuji a uvolnuji prozanétlivé cytokiny. Po uvolnéni prozanétlivych cytokini dochazi
k uvolnéni beryllium-specifickych pamétovych bunék CD4 + T bun¢k z krve do granulomu.

Tento d¢j se neustale opakuje a timto je zapiic¢inén vznik chronického zanétu [52].

4.4 Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH)

Znecisténi ovzdusi, véetné znecisténi polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH),
muze prispivat ke zvySenému vyskytu astmatu. PAH jsou schopny navézat se na aryl
uhlovodikového receptoru (AhR). Navazani polycyklického aromatického uhlovodiku na
AhR vede ke vzniku IL-17 a IL-22, které umoziuji neutrofiliim proniknout do dychacich cest
a proliferovat do bun€k hladkého svalstva a nasledné¢ remodelovat tkan. Zvysena produkce

IL-17 a IL-22 jsou spojeny se vznikem astmatu.

4.5 Polychlorované bifenyly (PCB)

Imunotoxicita  polychlorovanych  bifenyld je zprostfedkovana aktivaci aryl
uhlovodikového receptoru (AhR), na ktery se PCB vazi. Aroclor 1254, jedna znejvice
pouzivanych smési PCB, zvySuje fragmentaci DNA ve slezinnych butikach, coz naznacuje,
Ze apoptoza je v korelaci s poruchou imunitniho systému. Aroclor 1254 indukuje fragmentaci
DNA bez aktivace AhR a apoptodza je ovlivnéna alfa-naphtoflavonem, zndmym antagonistou

AhR [53].

4.6 Dioxiny

U TCDD byly studovany jeho proménlivé ucinky, které maji estrogenni
a antagonistickou aktivitu. Je rovnéz prokazano, Ze dioxiny jsou schopny modulace proteina
bunééného cyklu, indukci involuce brzliku a modulovat expresi cytokint.

Dioxiny maji imunosupresivni U¢inky. Po vystaveni u¢inklim dioxinli dochézi ke sniZeni
poctu T-lymfocyti a cytokind, véetné IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5 a IL-10. Krom¢ toho klesa
1 hladina protilatek IgG a IgM [54, 55].
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4.7 Mykotoxiny

AFBI (aflatoxin B1) je metabolizovan hlavné v jatrech pomoci CYP 450. Metabolizaci
AFBI1 vznika epoxid, ktery je schopen se vazat na DNA za vzniku 8,9-dihydro-8-(N7-
guanyl)-9-hydroxy AFB1 (AFBI1-N7-Gua) aduktu. Pisobenim AFBI-N7-Gua dochazi

k transverzi G(guaninu) na T(thymin) coz vede k mutacim a karcinogenezi [56].

Mechanismus uc¢inku ochratoxinu (OTA) je slozity a doposud neni zcela objasnén.
Piisobenim ochratoxinu dochézi k inhibici syntézy proteini, indukci oxida¢niho stresu, tvorb¢

aduktu DNA, apoptoze ¢i nekroze a zastaveni bunééného cyklu [57].

Oxidaéni stres a apoptéza podporované pisobenim ochratoxinu A zplsobuji rendlni

toxicitu [58].
4.8 Xenoestrogeny

Xenoestrogeny, zejména ethinylestradiol, mohou pfispét k sexudlni dichotomii
imunitnich reakci a k rozvoji autoimunitnich onemocnéni, a to zejména u Zen. Ptikladem
autoimunitnich onemocnéni u Zen je naptiklad systémovy lupus erythematodes (SLE) nebo

revmatoidni artritida [59].

Mechanismus ucinkli xenoestrogend spoc¢iva v tom, ze xenoestrogeny jsou schopny se
navazat na estrogenové receptory (ER), a tento receptor aktivuji nebo blokuji. K dneSnimu
dni byly nalezeny dva estrogenové receptory ERo a ERB. Oba tyto receptory patii mezi

steroidni receptory a jsou schopny regulovat genovou expresi [60].

Po navazani xenoestrogenu na ER v jadfe buniky, dochdzi k aktivaci ER a zméné¢ exprese
genu. Po aktivaci ER se za¢nou uvoliovat kindzy a fosfatdzy, které jsou schopny zpusobit

modifikace raznych proteint.

Na ER se nevadZou jen xenoestrogeny, ale i fytoestrogeny (napiiklad kumestrol).
Fytoestrogeny maji dokonce 100-1000x vys$i afinitu k ER nez 17-B-estradiol. Vazby

Mrwe

brzliku [61, 62].
4.9 UV-B zifeni

U UV-B zafeni byla prokazana imunosupresivni aktivita. UV-B zéafeni primarné piisobi
na brzlik, kde negativné plisobi na T- lymfocyty, které v brzliku dozravaji a diferencuji se
zde. UV-B zafeni je tedy schopné ménit T- bunécné imunitni reakce prostfednictvim riznych

cest, napiiklad pomoci cytokinil (napiiklad TNF-a) a rozpustnych mediatort.
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UV-B zéfeni negativné plisobi i na Epidermdlni Langerhansovy ostrivky. Pisobenim
UV-B zareni na Langerhansovy ostrivky dochazi ke snizeni aktivity prezentujiciho antigenu
a jeho schopnosti stimulovat T1 typ imunity.

Utinkim UV-B zafeni podléhaji i keratinocyty umisténé v kiizi. Pii ptisobenim UV-B
zafeni na keratinocyty, zacnou keratinocyty produkovat a uvoliiovat cetné rozpustné
a imunosupresivni medidtory. Diky témto u¢inkim UV-B zatfeni dochéazi ke snizeni lokalni
imunity proti nadortim, potlaceni imunitniho systému a predCasnému starnuti pokozky

[63, 64].
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5. Stanoveni imunotoxicity

Imunotoxikologie vychazi z platnosti Bertrandova zakona, ktery definuje u ,,toxickych*
latek jejich negativni efekt na organismus v jiz nizkych koncentracich, zatimco ,,netoxické*
latky mohou mit Skodlivy vliv pouze ve vysokych koncentracich. Tyto postuldty jsou
zalozeny na experimentalnich pracich, které byly provadény na zvitatech. Pii sledovani osob,
které¢ byly vystaveny pusobeni xenobiotik, vSak bylo zjisténo, Ze neni mozné zavéry
imunotoxikologickych studii prevadet na ¢loveka v celém rozsahu ziskanych reakei [65].

Jednou z moznosti stanoveni imunotoxicity latek jsou epidemiologické studie. Jejich
vyhodou je vysoka informacni hodnota, avsak jsou velmi nékladné a jejich nevyhoda spociva
ve velké pfirozené variabilité. Imunotoxicita byla epidemiologicky stanovena pouze pro

nékolik malo latek napt. dioxiny a polychlorované bifenyly, azbest, olovo a nékteré pesticidy.

Castéji se imunotoxicita stanovuje pomoci laboratornich studii. Jejich vyhodou je nizka

variabilita experimentt, studie v§ak mohou probihat pouze na laboratornich zvitatech [66].

Neexistuje jednozna¢né a komplexni nadnarodni doporuc¢eni nebo standart pro hodnoceni
imunitoxicity. Obvykle jsou vyuzivany doporu¢eni od nadndrodnich organizaci
jako je European Medicines Agency (EMA), Food and Drug administration (FDA), National
Institute for public Health and the Environment (RIVM).

Nejprve se stanovuje obecna toxicita, a to nejdiive akutni toxicita, pfi niZ se zjiStuje
stanoveni stfedni smrtelné davky LD 50. Poté nasleduje urceni chronické toxicity, pfi niz se
sleduje bézné toxikologické parametry a dale parametry, které by indikovali

imunotoxikologické plisobeni.

Pokud standartizované testy indukuji imunotoxicitu, provadi se specifické testovani

imunotoxicity. Testovani imunotoxicity ma dva stupné.
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5.1 Stupeii 1

Po aplikaci xenobiotika nejprve hodnoti jeho vliv na obecné a zakladni vlastnosti

imunitniho systému.
5.1.1 Imunopatologie

Kompletni krevni obraz a diferencialni pocet bilych krvinek

Predevsim se zjistuje diferencialni rozpocet leukocytti a lymfocytlh a pomér jednotlivych
fad. Mohu byt stanoveny na zadklad¢ mikroskopie (pocitaci komurka) nebo jednoduchymi

pocitaci tzv. cell counter.

Hmotnosti lymfoidnich orgéant, télesna hmotnost a teplota

Histopatologie, hrubé a mikroskopické vysetieni sleziny, brzliku, lymfatickych uzlin,

Peyerovych platt a kostni dfené [67].
5.1.2 Humoralni imunita

Celkové bilkoviny v séru, albuminy, globuliny

Produkce protilatek 1M, IeG, IgA a IgE

Je hodnoceno mnozstvi a tfidy protilatek pomoci metody ELISA (enzyme linked
immunosorbent asay, Obr. 14). Stanoveni pomoci metody ELISA miize byt v kompetitivnim
nebo nekompetitivnim uspiadani, podle toho zda reakce antigenu s protilatkou probiha
soucasné za pritomnosti indikatoru nebo je indikator pfidan az po prob&hnuti reakce antigenu
s protilatkou.

Principem ELISY je obecné to, Ze protilatka, pfipadné antigen je navazén na stény
mikrotitracni desticky a desticka je poté inkubovana. Po inkubaci musi byt vymyty
nenavazané protilatky (pfipadné antigeny) pomoci promyvaciho roztoku, a neobsazend mista
se zblokuji pomoci blokovaciho roztoku. Poté je do jamek mikrotitracni desticky ptidan
vySetiovany vzorek. Dojde k reakci mezi antigenem a protilatkou za tvorby imunokomplexu.
Poté se desticka opét promyje a pfidd se konjugat obsahujici enzym, ktery se navaze na
imunokomplexy. Nenavazany konjugat je opct promyt a do destiCky je piidan substrat
obsahujici chromogen. Poté dojde k reakci mezi enzymem, substraitem a chromogenem, pfi
niz je nejcastéji uvolnénym kyslikem oxidovan chromogen za vniku barevné zmény.

Intenzité této barevné zmény je pfimo Umérné mnozstvi specifickych protilatek (nebo

antigenu). Intenzitu zbarveni zmétime pomoci spektrofotometru [68, 69].
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Celkova hemolytické aktivita komplementu

Tato metoda je velmi jednoduchd. Principem je reakce senzibilizovanych erytrocytl
s nafedénym sérem. ZjiStuje se schopnost komplementu lyzovat erytrocyty. Aktivité

komplementu odpovida fedéni séra, pti némz doslo k 50% hemolyze.

Screening sérovych auto-protilatek.

Mezi screeningové metody pro vySetfeni sérovych autoprotilatek patii napiiklad
mikroskopické vysetfeni nepfimou imunofluorescenci. Tato technologie byla pouZzivana
vubec jako prvni metoda pro odhaleni protilatek, dalezitych pro diagnostiku autoimunitnich
onemocnéni. VySetieni se provadi z lidské tkané (jater, ledvin, zaludku, mocového méchyie,
slinivky bti8ni, atd.) a z izolované buiiky (karcinomu laryngu, stfevnich bunck)

Metoda nepiimé imunofluorescence umoziuje detekci Sirokého spektra protilatek
namifenych proti bunéénym antigentim [70].

Screeningové metody jsou obecné snadné a rychlé na provedeni, nejsou finanéné narocné
a nejsou ani naroéné na vybaveni laboratofe. Ugelem téchto je metod je piedevsim uréit to,
zda je vzorek pozitivni ¢i nikoliv. Tyto metod jsou dostatecné citlivé, avSak nejsou prili§

specifické.

Obr. 14 Princip metody ELISA [71]

5.1.3 Buné¢na imunita

Jednotlivé typy buné€k (B lymfocyty a CD4 +/ CD8 + T lymfocyty)

Ke stanoveni se pouziva prutokova cytometrie (Obr. 15). Tato metoda slouzi k analyze
bunék v suspenzi ziskanych z miznich uzlin, kostni dfené nebo sleziny. Bunécna suspenze se
pfed vloZenim do cytometru ozna¢i pomoci monoklonélnich protilatek (mAb), na kterych je
navazdna fluorescenéni molekula. Tyto monoklonalni protilatky se specificky vdzou na

povrch nebo uvnitt vySetfovanych bunék. Takto pfipraveny vzorek se vlozi do cytometru.
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Popisky obrazku:

- polovedi¢ovy laser (A = 633 nm)
- dichroické zrcadlo

- lavinova fotodioda (fluorescenéni
svétlo)

- pritokova komora

- fotedieda (pestranni rezptylené svétle)
- fotedioda (pfedni rozptylené svétlo)

Obr. 15 Princip prutokové cytometrie [72]
Ptfi stanoveni v prutokovém cytometru musi byt proud castic presné umistén
v analyzatoru. To zajistuje plast’ tvofeny tekutinou, ktery vzorek umisti za pomoci ¢erpadel
nebo tlaku v néddrzi plasté do pratokové komory. Pomoci diferenciacnich tlakidl je proud
vzorku vytvarovan do kuzele. Samotna analyza je zaloZena na fluorescenci, pomoci niz se
presné stanovi bunééné subpopulace [73].

Kvantifikace rezidentnich peritonealnich bunék a fagocytarni schopnosti

Fagocytarni schopnosti vySetifujeme pomoci testu ingesce a testu oxida¢niho vzplanuti.
Test ingesce je zaloZen na zjistovani, zda je fagocyt schopen pohltit cizorody predmét. Jako
substraty pro tento test se pouzivaji hlavné bakterie nebo kvasinky. Z bakterii nebo kvasinek
se vytvoii suspenze, kterd se poté inkubuje s krvi pacienta. Po inkubaci se zhotovi natér na
sklicko a pod mikroskopem pozorujeme celkem 100 neutrofilii a zaroveinn se pocita kolik
neutrofilii bylo schopno pohltit Castice.

Tento test se pfili§ nevyuziva, nema totiz témet zddnou vypoveédni hodnotu. K vyraznému
poklesu fagocytdzy dochézi jen velmi ziidka a to jen u opravdu vaznych stavii pacienta [74].
Test oxida¢niho vzplanuti se hodnoti pomoci chemiluminiscence. Aby byl fagocyt schopen
oxida¢niho vzplanuti, musi byt schopny cizi buiiku rozpoznat, navazat a pohltit. Membrana
fagolysosomi obsahuje NADPH oxidasu, kterd katalyzuje kyslik na vysoce toxické latky,
jako jsou napiiklad superoxid (O%), chlornan (HOCI), hydroxylové radikély a peroxid vodiku
(H203). Tyto latky se poté podileji a oxidaénim vzplanuti.

Tato metoda vyuziva toho, ze vSechny uvedené latky pusobi jako oxidanty, pfi reakci
s luminoforem tedy dojde kjeho oxidaci za vzniku zafeni, které detekujeme pomoci

luminometru. Mnozstvi vyzareného svétla je pfimo umérné fagocytéze [75].
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5.2 Stupeii 2 — komplexni testovani

Provadi se, pokud testy z 1. stupné ukazuji na moznou imunotoxicitu latky, nebo kdyz je

sloucenina ur¢ena pro imunologickou aplikaci
5.2.1 Humoralni odpovéd’

Kinetické vyhodnoceni humoralni odpovédi na antigeny, které jsou na T-lymfocytech zavislé

(k testovani se vyuzivaji napiiklad ov¢i ¢ervené krvinky)

Kinetické vyvhodnoceni primarni humoralni odpovédi na antigeny, které jsou na T-nezavislé

(k testovani se vyuzivaji napiiklad bakterialni polysacharidy)
5.2.2 Buné¢na imunita

Hypersenzitivita pozdniho typu testovana na ov¢ich ¢ervenych krvinkach

Hypersenzitivita pozdniho typu je oznaCovana jako IV. typ pfecitlivélosti. Obecné jsou
tyto reakce zprosttedkované T lymfocyty a nejcastéji se projevuji jako mirné kozni reakce, ale
mohou zpisobit az multisystémové reakce. Reakce se mohou projevit kdykoliv, 1-2. den
od kontaktu s alergenem, ale k reakci mize dojit mnohdy i 8 tydnii po kontaktu s alergenem
[76].

SmiSena lymfocytova reakce (MLR) [67]

Jedna se o test, ktery porovnava dvé populace alogennich lymfocytd (od stejného druhu,
ale geneticky odlisné. Nejprve se ptipravi MLC (mixed-lymphocyte cultur) smichénin
lymfocytl izolovanych od dvou rlOznych jedinch. Jelikoz dva jedinci (s vyjimkou
jednovaje¢nych dvojcat) nejsou geneticky identicti, rozdilné histokompatibilni antigeny na
povrchu darce budou aktivovat lymfocyty piijemce a naopak. Vysledkem je aktivace syntézy
DNA (méfi se na zaklad¢ inkorporace thymidinu oznaceného tritiem) a proliferace lymfocyti
[66].

Cytotoxicita CTL (cytotoxickych T lymfocyti) proti nadorovym alogennim bunkam

Touto metodou vySetiuje schopnost Tc lymfocytii ni¢it nddorové buiiky. Tato metoda je
zalozena na uvolnéni radioaktivniho chromu ( °'Cr) z nadorovych bunék. K tomuto uvoln&ni
dojde pouze tehdy, jsou-li cytotoxické T lymfocyty schopné znicit nadorové buiiky obsahujici
radioaktivni Cr. Uvolnéni raioaktivniho Cr se detekuje pomoci jeho produkce y-zateni.

Ackoliv je tento test snadno reprodukovatelny a lze relativné snadno provadét, ma
i nékolik nevyhod. Ma pomérn¢é nizkou hladinu citlivosti, a proto je zapotiebi n¢kdy test
provadét opakovang, dale neposkytuje informace o chovani jednotlivych buné¢k, Casto také

dochazi k spontdnnimu uvolnéni radioaktivniho chromu z cilovych bunék. [77].
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6. Diskuze

Imunotoxikologie je pomérné nova védni disciplina, ktera vsSak pfinesla mnoho
dalezitych poznatkli o plsobeni xenobitik na imunitni systém. Byly objasnény zékladni
mechanismy U¢inkd xenobiotik na imunitni systém. U fady imunotoxikantli bylo prokézano,
ze mohou zévazné poskodit lidské zdravi. Imunotoxicita nékterych latek byla objevena,
az fadu let od zacatku jejich pouzivani. Proto je velmi dualezité sledovani imunotoxického
ucinku latek, aby se pfedchazelo negativnimu dopadu plisobeni téchto latek na imunitni
systém.

Jednou z moznosti sledovani pusobeni xenobiotik na lidsky imunitni systém jsou
epidemiologické studie. Sleduji lidské jedince v jejich pfirozeném prostredi, kde jsou
vystaveni pusobeni vnéjsich vlivi (strava, fyzikalni, chemicti a biologicti Cinitelé) [78].

Epidemiologické studie jsou vhodné pro urcovani akutni i chronické imunotoxicity.
Jejich nevyhoda vSak spociva v obtizné prikaznosti kauzality a nemoznosti vylouceni dalSich
faktori, které mohou zkreslovat vysledek, a také jejich vysoka finan¢ni a ¢asova néarocnost.
Proto byla prokdzdna imunotoxicita pomoci epidemiologickych studii jen u nékolika malo

latek (azbest, olovo, dioxiny) [79].

Imunotoxicita je po fadu let testovana pfedevSim na zvifatech. Tyto in vivo metody
se staly hlavnim zdrojem imunotoxikologickych dat. Testovani na zvifatech ma vSak fadu
nevyhod. Pfi laboratornich pokusech jsou homogenni skupiny zvifat obvykle vystaveny
vysokym davkam testované latky za ucelem sledovani jejich nepfiznivych vlivl
na biologickou odpovéd’. Na rozdil od heterogenni lidské populace, kterd je dlouhodobé

vystavena nizkym davkam polutantt [80].

Pravé mezidruhova variabilita a odliSné fyziologické a biochemické procesy zvitat a lidi
komplikuji extrapolaci vysledkil ziskanych testovanim na zvifatech na ¢lovéka. Nevyhodou
in vivo studii je rovnéz moznost hodnoceni pouze kone¢ny vysledkli expozice xenobiotiklim,
bez poznani mechanismu piisobeni. Studie provadéné na zvifatech jsou pomérné finanéné
1 Casove [81].

S objevenim in vitro metod byly rozSifeny moznosti testovani v toxikologii. Tyto testy
jsou provadény na mnohobunécnych kulturdch a umoziuji studovat zakladni procesy, které
fidi odpovéd’ buiiky na toxikant. Pouziti téchto metod pifi zjiStovani imunotoxicity
by pomohlo objasnit mechanismy imutoxickych ucinkd xenobiotik a umoZnilo snizit

mnozstvi testll provadénych na zvitatech.
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Nyni se nejvice vyuzivaji modely in vitro. Vyhodou téchto testl z etického hlediska je,
Ze nejsou provadény na zvitatech a také nedochazi ke komplikacim pfi extrapolaci vysledki

pozorovanych na zvifeti na clovéka.

Modely in vitro jsou tvoteny lidskymi nebo zvifecimi primarnimi buikami a permanentni
bunécnou linii, pficemz primarni builky maji nékolik nevyhod a to pfedevSim omezenou
délku zivota, dale také dochazi ke vzniku heterogennich populaci, jejich diferenciace

a dusledkem toho je ztrata fenotypu.

Nevyhodou téchto testl je predevsim to, ze testy nemusi byt vzdy relevantni, predev§im
kvili tomu, ze bunééné linie maji vysokou variabilitu ristu, dale maji také abnormalni
genotyp a fenotyp, coz mize zapficinit odlisné fyziologické reakce.

Testy provadéné na bunéénych liniich jsou v soucasnosti narocné na provedeni, avSak
pokrok v oblasti biologie kmenovych bunék v poslednich letech naznacuje, ze lidské
kmenové buiiky (embryonalni, dospé€lé i indukované pluripotentni) by mohly najit uplatnéni

pfi testovani imunotoxicity [81].
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7. Z.avér

Predlozend bakalaiska prace, se zabyva toxickym piisobenim latek na imunitni systém,
jednotlivymi metodami, jimiz lze imunotoxicitu stanovit, a predklad4 prehled nejznaméjSich
chemickych a fyzikalnich imunotoxikanta.

Ptestoze je imunotoxikologie pomérné nova védni disciplina, jeji vyznam je nesporny.
V tad¢ studii byl prokazan zavazny negativni u¢inek rtiznych xenobiotik na imunitni systém.
Imunotoxicita byla u nékterych latek objevena az po dlouhé dob¢ od zacatku jejich pouzivani,
a mezitim posSkodily zdravi mmnozstvi lidi. Proto je dilezit¢é unové zavadénych latek

imunotoxicitu sledovat, aby se pfedeslo negativnim dopadiim na lidské zdravi.

Jednou z moZnosti ur€ovani imunotoxicity jsou epidemiologické studie, které jsou vSak
malo vyuzivany, kviili jejich ekonomické a ¢asové narocnosti. V soucasnosti se imunotoxicita
stanovuje predevsim pomoci testd na zvifatech. Tyto metody vSak maji také fadu nevyhod,
napiiklad obtiznou extrapolaci ziskanych dat na ¢lovéka, financni naro¢nost a v neposledni
fad¢ také etickou stranku. V dnesni dob¢ se ptfiklanime spise k testim in vitro. Testy in vitro
jsou provadény na mnohobunéénych kulturach a umoziluji sledovat a objasnit mechanismy
imunotoxickych u¢inka xenobiotik. Dal§im pozitivem testd in vitro je to, ze jejich vysledky
jsou bez problému pievoditelné na ¢lovéka. Diky této nové metode doslo také ke snizeni testil
provadénych na laboratornich zvitetech. Nevyhodou tohoto testovani je, Ze bunky, které tvori
modely in vitro, maji omezenou délku Zivota, také mohou vznikat heterogennich populaci.
Nasledkem toho dochazi k vysoké varibialité ristu, ke vzniku abnormalniho genotypu
a fenotypu, coz zapfiCini odliSn¢ fyziologické rekce. Lepsi metodou pfi zjiStovani

imunotoxicity by mohlo byt vyuziti priméarnich zdrode¢nych a nadorovych bunéénych linii.
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