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1. Uvod

V Zivotnim prostiedi je pritomno Siroké spektrum latek, které po interakci s Zivym systémem
vykazuji nejraznéjsi Skodlivé uginky. Tyto G¢inky jsou zavislé na fyzikéalnich a chemickych
vlastnostech téchto latek. Zajem o biologické uc¢inky latek byl stimulovan poznatky
z epidemiologickych studii o vyskytu zvySenych ¢etnosti zmén a poSkozeni zdravotniho stavu
u urcitych skupin lidi (oblast, profese, kouteni, Zivotni styl a dalsi). Vzhledem k tomu, Ze se
tato poSkozeni zacala davat do souvislosti s expozici chemickym latkam, zacal vzrastat zajem
0 poznani pric¢innych souvislosti mezi pasobenim urcitych chemickych latek a zménami na
nejrazngjSich drovnich organizace Zivé hmoty (molekularni, bunécné, organismalni,
popula¢ni). Pro poznavani biologickych u¢inka latek bylo vyvinuto velké mnoZstvi
sofistikovanych detek¢nich systémi, které jsou souhrnné oznacovany jako biotesty. Jedna se o
testovaci systémy, kde na zéklad¢ specifické interakce mezi testovanou latkou ¢i vzorkem a
biologickym systémem Ize prostrednictvim urcitého parametru kvalitativné i kvantitativné
hodnotit biologicky Ucinek testované latky ¢i vzorku. Tyto systémy umoznuji potom vice ¢i
mén¢ standardizovanym zpasobem hodnotit G¢inky sledovanych latek a to i s ohledem na
raznou citlivost Zivych systému k jejich pasobeni. Pozitivni latky v téchto systémech vykazuji
dané G¢inky a mohou predstavovat mozné zdravotni riziko. Hlavnim cilem takového poc¢inani
je vyuZiti ziskanych poznatka zejména v ochrané lidského zdravi a to na zakladé identifikace
rizikovych faktora a omezeni jejich vlivu na populaci.

Vedle rozvoje studia ¢istych latek se pozornost zacala soustiedit i na sledovani vyskytu latek,
Které se vyznacuji ur¢itymi typy biologickych Uc¢inkda a potencialné mohou vstupovat do
organismu (dychani, pozZivani kontaminované potravy a vody), v prostiedi. Tato oblast se
zacala rozvijet v ndvaznosti na skutecnost, Ze byly v minulosti do prostiedi uvoliovany ve
velkém mnozstvi latky, u nichZ byly az nésledné zjiStény velice nebezpecné vlastnosti pro
lidské zdravi. Velice vyznamnou skupinu znecisténi prostiedi v tomto sméru predstavuji i
latky, které nebyly nikdy Gc¢elné vyrabény a do prostiedi vstupovaly a doposud vstupuji jako
vedlejSi produkty ¢i odpad raznych antropogennich cinnosti. Vzhledem Kk jejich castokrat
velice zavaZznym biologickym G¢inkam se stalo neméné duleZité zjistit, zda-li se nachazi ve
sledovaném prostredi a v jakych koncentracich, s cilem zhodnotit mozZnou expozici témto
latkam a identifikovat mozna rizika.

Pro zjistovani takovych latek v prostiedi lze vyuZivat dvou raznych ptistupa. Prvnim z nich je
chemicka analyze s cilem kvalitativné¢ a kvantitativné zhodnotit ptitomnost nebezpeénych
latek. Druhym pristupem je vyuZiti biotesta, Kkteré umoZnuji identifikovat ptitomnost
nebezpec¢nych latek na zakladé hodnoceni jejich biologickych Gcinka. Vzhledem ke
skutecnosti, Ze pfi hodnoceni kontaminace prostiedi se ve vétsing pripada setkavame s velice
slozitou smési latek — environmentlani smeés, neni toto hodnoceni jednoduché. V prevazné
fadé pripada neni z ¢asovych, finan¢nich ani technickych divoda mozné provést kvantitativni
ani kvalitativni analyzu vSech pritomnych latek. Navic pro ptipadné hodnoceni moznych
zdravotnich rizik chybi Gdaje o toxickych G¢incich celé rady pritomnych latek a ani neexistuje
vhodna metoda pro integraci toxicity tak komplexni environmentalni smési, v které jisté hraji
vyznamnou roli faktory interakce v biologickém piisobeni latek, jako je aditivita, potenciace
¢i antagonismus. V tomto sméru je velmi vhodnym piistupem vyuZiti biotestd, které umoznuji
identifikovat a kvantifikovat vybrané toxické parametry takové smeési. Takto ziskané Udaje Ize
nasledné vyuzit pro posouzeni piitomnosti urc¢itych latek (v navaznosti na biologické ucinky)
ve vzorku a tedy i vdané sloZce prostiedi na sledované lokalité¢ a stim spojend rizika.
Kvantitativni vysledky lze vyuZzit pro porovnani raznych vzorka a lokalit a dale propojit tato

vy s

data s vysledky z provedenych chemickych analyz a tak ziskat mnohem ucelenégjsi informaci
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0 situaci (Keddy et al., 1995). Vyhodou takového vyuZiti biotesta je i vybér nejvice
kontaminovanych vzorki, které mohou byt dale podrobné chemicky analyzovany, coz prinasi
i velké finan¢ni a casové Uspory.

Oblasti, kde vyuziti takovych biologickych detekénich systému dosahlo vysokého stupné
rozvoje, je detekce genotoxickych latek a jejich G¢inku. Zajem pravé o tento typ G¢inku
souvisi s nebezpec¢nosti takovych latek a zévaZznosti dusledkt expozice témto latkéam.
V néasledujicim textu je podrobné pojednano o problematice genotoxickych latek a zejména
metodach jejich detekce. V ramci metod je uveden nejen piehled v soucasnosti pouzivanych
metod, ale zejména je shrnuto na zakladé literarni reSerSe jejich vyuZiti pro detekci
genotoxickych latek v matricich, jako jsou zemédélské produkty a potraviny a pak dale
v ovzdusi, pudé¢ a vodé.

2. Genotoxicita a genotoxicke latky

Genotoxicita patti mezi nejsledovangjsi z biologickych G¢inku latek. Jedna se kvalitativni typ
acinku, kdy latka ve své pavodni ¢i pozménéné podobé v buice vstupuje do interakci
s kyselinou deoxyribonukleovou (DNA), poSkozuje ji a iniciuje nejraznéjsi strukturni a
informacni zmény v genetickém materialu bunky, jejichZ dusledkem je letalita, vznik mutace,
karcinogeneze, indukce fagu a dalSi procesy (Quillardet et Hofnung, 1984). Takové
biologické G¢inky jsou oznacovany jako genotoxické (toxické pro genom) a jsou indukovany
tzv. genotoxickymi faktory. Kazdy ztéchto genotoxickych faktori se vyznacuje
genotoxickym potencialem, ktery kvantitativné charakterizuje genotoxicky G¢inek daného
faktoru a to i s ohledem na citlivost biologického sytému, ktery je exponovan (Zimmermann,
1982). S expozici genotoxickym faktoram jsou vZzdy spojovana mozna genotoxicka rizika,
ktera jsou integralnim vyjadienim genotoxického potencialu vSech latek a velikosti expozice
(Brusick, 1994).

Od pocétku 20. stoleti, kdy byly ucinény prvni poznatky o schopnostech nékterych latek
reagovat se strukturami DNA a vyvolavat tak zmény v genetickém materidlu se zavaznymi
dusledky (vznik nédort, sniZeni Zivotaschopnosti jedince, jeho potomku ¢i v nékterych
piipadech i smrti), bylo ziskano velké mnoZstvi poznatki o mechanismu interakce s DNA,
procesu mutageneze, vyvolavanych zménach v DNA a jejich dusledcich. Bylo identifikovano
velké mnoZstvi genotoxickych faktort. Pro tuto identifikaci bylo nutné vyvinout vhodné
detekeéni systémy a jedinou moznosti bylo vyuziti biotestd, které jsou oznacovany jako testy
genotoxicity. Test genotoxicity Ize definovat jako detekéni systém, ktery umoznuje na zakladé
interakce studovaného faktoru a biologického systému provést jednoznacné kvalitativni i
kvantitativni hodnoceni jeho genotoxického potencialu. Tyto systémy se tak zacaly uplatnovat
nejen pti studiu novych latek, ale i pfi identifikaci piitomnosti genotoxickych faktora
v Zivotnim prostiedi.

V prostredi je pritomno velké mnozstvi faktord, které mohou poSkozovat geneticky material
Zivych organismia. Mezi nimi lze nalézt fyzikélni (zé&feni), chemické (chemické latky) i
biologické (viry, mykoplazmata) faktory. NejvétSi pozornost je vSak vénovana chemickym
latkam, které jsou v mnozstvi nékolika miliond tun kazdoro¢né vyuZivany v raznych
oblastech lidskych aktivit. Doposud je registrovano v seznamu ELNECS (European List of
New Chemical Substances) kolem 102 000 latek. AvSak pouze pro 5 000 z nich jsou dostupné
dostatecné (daje o jejich moznych vlivech na lidské zdravi a Zivotni prostiedi. Tato
skute¢nost se dotyka i dostupnosti dat o genotoxickych ugincich latek. Pouze pro nékolik
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stovek latek jsou dostupné informace pro komplexni hodnoceni zdravotnich rizik (Bro-
Rasmussen et al., 1996). Vedle téchto latek je populace exponovana celé radé dalSich latek,
které se do prostiedi dostavaji jako vedlejSi produkty raznych antropogennich ¢innosti (napi.
transformac¢ni a degradac¢ni produkty, o jejichz Skodlivych G¢incich Udaje ¢astokrat uplné
chybi.

Tato situace vSak vytvaii podminky pro ocekdvané zvySeni cetnosti vyskytu geneticky
podminénych patologickych stavii v populaci, jejichz dusledky zahrnuji né&dorova
onemocnéni. Obecné jsou dnes odhadovany hladiny geneticky podminénych postizeni na
arovni asi 0,6 % novorozenct s chromozémovou aberaci, 1 % s vlohou ¢i predispozici pro
dedicné onemocnéni a 3 — 5 % narozenych déti, které maji zavaZznou vyvojovou vadou
(Phillips et Venitt, 1995). Déle je odhadovéano, Zze 80 % lidi béhem Zivota onemocnéni
v dusledku dedicné predispozice k riznym chorobam (Phillips et Venitt, 1995). Do souvislosti
s expozici genotoxickym faktoram jsou dale davany procesy iniciace nddorovych onemocnéni
(Fearon et Vogelstein, 1990; Wirgler, 1992) a dalsi zmény zdravotniho stavu, které jsou
spojovany s piedcasnym starnutim (Kirkwood, 1989; Slagborn, 1990), néachylnosti
k degenerativnim chorobam, jako jsou kardiovaskularni choroby (Mulkvag et al., 1988)
véetné ateroskler6zy (Penn et al., 1986; Bridges et al., 1990), autoimunni choroby (Karsten et
Kryspin-Sorensen, 1988), sniZeni reprodukéni schopnosti a jiné poruchy neumoznujici Zit
plnohodnotny Zivot. Z vySe popsanych skute¢nosti jednoznacné vyplyva vyznam identifikace
a sledovani genotoxickych faktora s cilem prevence vzniku nadorovych onemocnéni a
ochrany genofondu populace (Vargova et Rosival, 1988; Brusick, 1994).

Vedle preventivnich opatieni na zakladé hodnoceni genotoxickych Gcinkia noveé
produkovanych latek (potravinova aditiva, léciva, kosmetické pripravky, pesticidy a dalsi) je
v ramci ochrany populace vénovana pozornost identifikaci a monitorovani genotoxickych
latek v prostiedi, kterym tak miZe byt populace exponovana. Monitorovani prostiedi
umoznuje rychly prikaz pritomnosti genotoxickych faktora (nej¢astéji se zameéienim na
polutanty) v jednotlivych slozkach prostiedi. Obrovsky vyznam v ném hraje pravé vyuZziti
testi genotoxicity, které naSly uplatnéni pfi hodnoceni méstského ovzdusi, pady, vody i
hodnoceni genotoxini v potravindch. Umoznuji tak velmi efektivné identifikovat mozna
genotoxicka rizika.

3. Testy genotoxicity

Na zéklad¢ dosavadnich znalosti genetiky, molekularni biologie a toxikologie bylo za G¢elem
kvalitativniho a kvantitativniho hodnoceni genotoxickych faktor, jejich potenciélu, rizik a
citlivosti Zivych systému, vyvinuto Siroké spektrum testd genotoxicity. Velké mnoZstvi
dostupnych testovacich systému (uvadi se kolem 200 testd) umozZiuje vyzkumnym
pracovnikam vybrat vhodné detekéni systémy pro sestaveni baterie testi, ktera bude splnovat
jejich pozadavky.

V souvislosti s poZzadavky je vhodné mit piehled o vlastnostech detekénich systému, na
zaklad¢ kterych lze nésledné provadét vybér. Mezi diskutovanymi parametry jsou: (i)
doporuceni, (ii) organizacni stupen, (iii) systematické zarazeni, (iv) trofickd droven, (V)
specifita, (vi) ucinek, (vii) citlivost, (viii) uc¢el, (ix) matrice, (X) vzorek, (xi) finan¢ni
naroc¢nost, (xii) casova narocnost, (xiii) design testu, (xiv) pridavek metabolické aktivace, (xv)
odpoved, (xvi) interpretace a (xvii) extrapolace.
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Dle doporuceni lze testovaci systémy rozd¢lit na dveé skupiny. MenSinu tvoii testy a metody,
které jsou doporucovany narodnimi (CSN, DIN, ASTM) a mezinarodnimi normami (1SO,
OECD). Jedna se o testy, které se na zakladé dlouhodobého pouZivani a ziskanych zkuSenosti
staly urc¢itym standardem. Ostatni testy jsou dostupné ve validované podobé ¢i ryze
experimentalni.

Dalsi parametry charakterizuji pouzity biologicky systém (organiza¢ni stupen, systematické
zarazeni, trofickd uroven). Z hlediska organiza¢niho stupné lze testy rozdélit na subbunéené
systémy, buné&tné a organismalni. DalSim kritériem je systematické zarazeni pouZitého
systému ¢i jeho pavodu. ZjednoduSené déleni rozliSuje bakterie (prokaryota) a houby,
rostliny, Zivocichové (eukaryota). Dle trofické Grovné testovaciho organismu mluvime o
arovni producentt, konzumentt a destruenta.

Déleni dle specifity testovaciho systému je zaloZzeno na moznosti sledovat specifickou
interakci testované latky s genetickym materialem ¢i nelze bliZe specifikovat interakci s DNA.
V ptipadé specifickeho U¢inku je mozné dale rozliSovat systémy, které detekuji indukci
bodovych mutaci, chromozémovych mutaci ¢i genomovych mutaci. Dal§im délenim v rdmci
specifity detekéniho systému je rozdéleni na testy pro detekci somatickych a gametickych
mutaci.

Citlivost je problematickym kritériem pro déleni, ale obecné Ize hovotit o testech s citlivosti
k Sirokému spektru genotoxickych faktort a testech s citlivosti k Gzké skupiné genotoxickych
faktord.

Vyznamnym Kritériem pro vybér testu je jeho ucel. V tomto sméru jsou rozliSovany testy pro
screeningové hodnoceni a testy pro detailni studie. Screeningové testy umoznuji rychle a
levné zjistit genotoxické ucinky latky (vzorku) i umoznuji jeho kvantifikaci. Jsou vyuZzivany
pro identifikaci rizik. Detailni testy umoZziuji podrobnou analyzu genotoxickych ucinka
véetn¢ analyzy zavislosti davka-odpoveéd. Ziskané vysledky lze nasledné wvyuZit pro
hodnoceni zdravotnich rizik. V rdmci Gcelu lze rozliSovat dale testy pro prospektivni studie
(testovani cistych latek) a testy pro retrospektivni studie (detekce latek s danymi Ucinky
v prostiedi).

Dle matrice Ize rozdélit testy na systémy, které umoziuji testovani vzduchu, vody, puady,
sedimentd a biologického materidlu. S testovanou matrici souvisi i podoba Uprav vzorka, kdy
rozliSujeme testy, které umoZznuji ptimé testovani dané matrice, testovani vodnych vyluha a
organickych extrakt.

Finanéni naroénost vyznamné rozhoduje o moznostech pouZiti testu. Casto tento aspekt
zahrnuje i technické vybaveni a moznosti pracovisté. Déleni dle ¢asové naro¢nosti provedeni
testu je stejné jako finan¢ni kriterium vyznamné rozhodujici pii volbé testovacich systému.
Testy Ize rozdglit dle trvani na testy kratkodobé (do 1 tydne), stiednédobé (do nékolika tydnii)
a dlouhodobé (v délce az nekolika mésicu).

Design testi predstavuje velmi rozmanitou kategorii. Testy Ize z tohoto hlediska rozd¢lit na
testy in vitro (mikrodestic¢ky, zkumavky, petriho misky) a testy in vivo (v laboratofi, in situ).
Vyznamné postaveni maji testy in situ, které umoznuji piimé sledovani ptitomnosti
genotoxickych latek na lokalité. Detekéni systém je exponovan po delsi dobu komplexni
smesi genotoxickych faktora a jsou v tomto pripadé eliminovany vlivy zpracovani vzorku.



| Dne: 31.1.2004 | VVF: PROJ/2003/6/deklas

DalSim kritériem je skutecnost, Ze v piipadé nékterych testi je nutné pridavat S9 frakci
savcich jater jako exogenni metabolickou aktivaci. Pridavek S9 frakce se tyka zejména testa
na bakteriich a kvasinkach a je jim simulovana metabolickad aktivace xenobiotik v sav¢im
organismu.

V piipad¢ ziskané odpovédi, kterou nam dava detekeni systém, je rozhodujici zda se jedna o
pouze kvalitativni nebo i kvantitativni odpovéd’. Kvantitativni vysledky jsou samoziejmé
vhodngjsi pro pripadna srovnavani a dalSi hodnoceni.

V ptipadé interpretacniho kriteria Ize rozliSovat moznosti pifimé nebo nepiimé interpretace
ziskanych vysledku. Uzce souvisi s podstatou a provedenim testd.

Extrapolace vysledka z jednoho systému na jiny je vZdy problematickd. Testy genotoxicity
Ize z hlediska moznosti extrapolace vysledki rozdélit na testy s moznosti extrapolace na
populaéni Uroven, mezidruhovou extrapolaci a testy s moznosti extrapolace vysledki na
Uroven c¢lovéka. Moznost extrapolace na ¢lovéka se tykad vysledka detailnich testt a hraje
vyznamnou roli pro odvozovani bezpecnych koncentraci a davek, které jsou vyuZzitelné
v procesu hodnoceni zdravotnich rizik.

VySe popsané kategorie vSak neumoZznuji striktni zafazeni vSech testt a naopak nékteré testy
ve vybranych kritériich umoZnuji zafazeni do vice skupin.

Pro pfibliZzeni rozmanitosti dostupnych testi genotoxicity, které umozZniuji hodnotit
genotoxicky potencial, byla zvolena kategorizace testi dle systematického zafazeni vlastniho
biologického systému: (i) bakterie, (ii) kvasinky, (iii) rostliny a (iv) Zivocichové. Popis téchto
skupin testua s jejich vlastnostmi a moznostmi a zminénymi priklady by mélo poslouZit jako
urcity podklad pfi rozhodovani, jaky detekéni systém zvolit pro ziskani poZadovanych
vystupt.

3.1. Testy genotoxicity na bakteriich

Bakterialni testy genotoxicity piedstavuji idealni rychly a levny screeningovy nastroj pro
detekci genotoxického potencialu. Jednd se o skupinu detekénich systéma, které jsou zaloZeny
na indukci specifické odpovédi geneticky upraveného prokaryotického organismu v dusledku
interakce s genotoxickym faktorem. Piedstavuji vhodny alternativni piistup, ktery miaZe ¢asto
uSetfit ndklady, ¢as a pokusna zvirata pii studiu genotoxickych faktora.

Jednéd se o skupinu testa genotoxicity, ktera zaziva obrovsky rozvoj od 70. let, kdy byl
publikovan prvni bakterialni test genotoxicity zaloZzeny na indukci reverznich mutaci v kmeni
Salmonella typhimurium (Ames et al., 1973). Dnes lze nalézt v literatuie odkazy na vice nez
20 testd genotoxicity na bakteriich. S vyjimkou testu na reverzni mutace na Salmonella
typhimurium (OECD 471) (ISO, 1992), testu na reverzni mutace na Escherichia coli (OECD
472) (1SO, 1992) a umuC testu (ISO 13829) (I1SO, 1997), vSak nejsou tyto testy dostupné
v podobé norem.

Z hlediska principu lze testy rozd¢lit do ti skupin: (i) testy zaloZené na indukci reverznich
mutaci v lokuse urcitého genu, ktery vede k obnové specifické vlastnosti a ta umozZnuje
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kvantifikaci odpovédi detekéniho systému (model 1), (ii) testy zaloZzené na indukci SOS
reparacniho systému, ktera je kvantifikovana prostiednictvim specifického reportérového
genu (model 2) a (iii) testy zalozené na indukci zvySené mortality bunék s nefunkénimi
reparacnimi systémy v dusledku poskozeni genetického materidlu bunék (model 3).
Z principu detekce vyplyvd moZnost detekce specifickych bodovych mutaci (zaménové
mutace, posunové mutace, mikrodelece) u testi zaloZenych na indukci reverznich mutaci
nebo detekce nespecifického genotoxického Gc¢inku u bakterialnich testi odvozenych od
modelu 2 a 3. Pokud pripustime, Ze latky s klastogennimi ucinky (vyvolavaji chromozémové
mutace) jsou schopné vyvolavat i bodové mutace, 1ze ocekévat citlivost bakterilnich testa
k velmi Sirokému spektru genotoxickych faktort.

Tabulka 1: Piehled testi genotoxicity na bakteriich (vybér)

Test Princip Design Délka testu**  Méreni odpovédi  Citace
t?/f)\r/]?rrﬁl?iiznnﬂiace nas. Model 1 Agarové plotny  Krétkodoby Pocet kolonii (CFU) ~ Ames et al. (1973)
?;\ilfrzm mutace na E. Model 1  Agarové plotny  Kréatkodoby Pocet kolonii (CFU) Bridges (1972)
Mutatox Model 1 Zkumavky Kratkodoby Luminiscence (Lllgtszg)r etal.

GFP test Model 1 Agarové plotny  Kratkodoby Fluorescence aagsig)lo etal.

SOS chromotest Model 2 Zkumavky Kréatkodoby Absorbance 8‘32'2&;(1& etal.
UmucC test Model 2 Zkumavky Kratkodoby Absorbance Oda et al. (1985)
SUIA test Model 2 Mikrodesticky  Kratkodoby Absorbance (Ellg'\é'g)ibri etal.
RecA test Model 2 Mikrodesticky Kratkodoby Luminiscence Belkin et al. (1997)
Vitotox Model 2 Mikrodesticky ~ Krétkodoby Luminiscence Eg;%er Lelie et al.
Reparacni test Model 3  Agarové plotny  Kratkodoby Pocet kolonii (CFU) Green (1977)

*Test v podobé normy OECD; **kratkodobé — do 1 tydne, sttednédobé — nékolik tydnt, dlouhodobé — nékolik
mésic.

Shodnost v kvalité odpovedi s testy genotoxicity na savcich je v piipadé Amesova testu az 90
% a navic byla prokazana vysoka citlivost ke zndmym genotoxickym karcinogenim
(Purchase, 1982). Testy jsou doporuc¢ovany pro screeningové hodnoceni cistych latek i
environmentalnich vzorka (vzduchu, pudy, sedimentu, vody i biologického materialu) in
vitro. Vzorky lze testovat v podob¢ vodnych i organickych extrakti. Testy, jako je Mutatox a
SOS chromotest, umoznuji piime testovani pevnych matric bez extrakce (Johnson et Long,
1998; Kwan et Dutka, 1992). Provedeni testi je rozlicné, ale obecné je kladen daraz na
miniaturizaci (Skarek, 2002). Délka expozice se pohybuje v rozmezi nékolika hodin aZ
nékolika dnt. Pfi vyhodnocovani modernich bakteridlnich testd jsou vyuZivany citlivé
instrumentalni analytické metody, které umoznuji u¢innou kvantifikaci odpovédi. Nevyhodou
testi je nutnost pridavat exogenni metabolickou aktivaci, kterd vSak alespon ¢astec¢né
umoziuje simulovat metabolickou transformaci (aktivaci) testovanych latek v savéim
organismu. V nékterych testech neni p#imo kontrolovana toxicita testovanych latek, ktera
muZe vést k faleSn¢ negativni odpovedi (Gatehouse et al., 1994). Porovnani vybranych
charakteristik (princip, design, délka testu, méteni odpovédi) nejzndméjSich bakterialnich
testti genotoxicity jsou uvedeny v tabulce 1. Vysledky testd umoZnuji piimou interpretaci
pozorovanych biologickych acinka na prokaryotickem organismu. Zjisténé vysledky lze
velmi omezen¢ extrapolovat na vy3S8i organismy. Pric¢inou je skute¢nost, Ze jsou vyuZivany
prokaryotické jednobunécné organismy s odliSnymi metabolickymi drahami od vySsSich
organismi. Pozorované U¢inky jsou spojeny pouze s indukci bodovych mutaci.
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Jejich vyznam spociva zejména v rychlé a levné analyze velkého pocétu vzorka. Vzorky
s pozitivnimi vysledky signalizuji moZné nebezpeci pro vy3si organismy a lze je potom dale
detailné studovat svyuZitim dokonalejSich testovacich systéma, které umoznuji lepsi
extrapolace vysledki. Bakteridlni testy piedstavuji nedilnou soucéast doporu¢ovanych baterii
testi genotoxicity (Maller et al., 1999).

3.2. Testy genotoxicity na kvasinkach

Dalsi skupinu velmi jednoduchych screeningovych testi genotoxicity piedstavuji testy na
kvasinkach. Stejn¢ jako bakterialni testy predstavuji alternativni testovaci systémy, z nichz
nékteré maji podobu normy (OECD 480, OECD 481) (ISO, 1992). Jedné se nevelkou skupinu
testti, které vyuZivaji geneticky modifikovanych kmena kvasinek, které jsou nejcastéji
odvozeny od Saccharomyces cerevisiae. Kvasinky jsou fazeny mezi jednobunécné
eukaryoticke organismy z tiSe hub. Stejné jako u bakterii je 1ze snadno dlouhodob¢ uchovévat
a pro ucely testovani Ize velmi rychle ziskat dostatecné mnozstvi organismi. Ve srovnani
s bakterialnimi testy umoznuji specifickou detekci bodovych mutaci i mutace chromozomové.

Tato moznost vyplyva z principu fungovani jednotlivych testa na kvasinkach. Detekce
genovych mutaci je obdobné jako v reverznich testech na Salmonella typhimurium (Ames et
al., 1973) ¢i Escherichia coli (Green, 1977) zaloZena na indukci reverznich mutaci v lokusech
gena, které obnovuji specifické vlastnosti bunék (obnova syntézy specifické aminokyseliny a
rast bunék) (Zimmermann, 1975; Zimmermann et al., 1984). V ptipadé chromozomovych
mutaci rozliSujeme test na indukci mitotického crossing-overu a test na indukci genovych
konverzi, spojenych s translokaci specifickych Gsekt chromozoma (Zimmermann, 1975;
Zimmermann et al., 1984). V obou piipadech je indukce téchto chromozomovych mutaci
detekovéna na zéklad¢ specifickych vlastnosti mutovanych bunék (zména barvy kolonii,
obnova syntézy specifické aminokyseliny a rast bun¢k) (Zimmermann, 1975; Zimmermann et
al., 1984). Vedle téchto znamych testa byl v posledni dobé uverejnén i test na kvasinkach,
ktery je zaloZen na detekci indukce SOS repara¢niho systému v dasledku poSkozeni DNA.
Jako reportérovy gen je vyuZivan gen pro zeleny fluorescenéni protein (GFP) (Walmsley et
al., 1997). Jedna se o stejny princip jako v piipadé bakteridlnich testa zaloZenych na indukci
SOS repara¢niho systemu (viz kapitola 3.1.).

Jednd se o testy, které naSly uplatnéni pii screeningovych analyzich in vitro cistych
chemickych latek i nejraznéjSich environmentalnich vzorkd. Environmentélni vzorky
(vzduch, voda, puda, sediment) jsou testovany v podobé vodnych ¢i organickych vyluht.
Malé finan¢ni naroky na provedeni souvisi s miniaturizovanym provedenim testu na
agarovych plotnach. Vzhledem k pomalému rastu kvasinek je délka expozice v rozmezi 6 —
10 dnt pii 28 °C, po kterych je test vyhodnocovan ru¢né &i s vyuzitim ctecky kolonii.
Paraleln¢ je tieba provést méteni toxicity testovanych vzorka pro sniZeni rizika faleSné
negativni odpovédi (Zimmermann, 1975; Zimmermann et al., 1984). OdliSné provedeni méa
test zaloZzeny na indukci SOS odpovédi, kdy test probiha ve zkumavkéch a po 4 hodinach
inkubace pti 28 °C, je odpoveéd detekeniho systému kvantifikovana pomoci fluorimetru
(Walmsley et al., 1997). | kdyZ se jedna o eukaryoticky organismus, pro zlepSeni vypovidaci
hodnoty testu je mozné pridavat do reakéniho systemu exogenni metabolickou aktivaci
v podob¢ savéi S9 frakce (Zimmermann, 1975; Zimmermann et al., 1984). Zjisténé
kvantitativni vysledky Ize ptimo interpretovat s ohledem na studované efekty na kvasinkach. |
kdyZ se stéle jednd o jednobunécné organismy, ve srovnani s bakteridlnimi testy je tieba
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zminit, Ze se jedna testy, kde jsou vyuZivany eukaryotické burniky, coZ nepatrné zvysuje
moznosti extrapolace pozorovanych U¢inka na vySSi organismy. Omezeni extrapolace
vysledka dale predstavuje men3i rozmanitost metabolickych drah a odli$na stavba bunécné
stény.

Tabulka 2: Piehled testa genotoxicity na kvasinkach.

_— L . Délka Méreni :
T ¢inek Princi Design . 1 i
est Ucine cip esig testu** odpovédi Citace
Reverzni F“.“tafﬁe Genové mutace  Reverzni mutace Agarove Krétkodoby Pocet kolonii Zimmermann
naS. cervisiae plotny (1975)
Mitoticky c.o. Chromozomové  Mitoticky Agarové . . Pocetabarva  Zimmermann
. . Kratkodoby py
na S. cerevisiae*  mutace crossing-over plotny kolonii (1975)
Genove Chromozomové  Translokace Agarové . . .. Zimmermann
konverze na S. e Kratkodoby Pocet kolonii
cerevisiae™ mutace spec. ¢asti genu  plotny (1975)
RAD54-GEP Nespeufl(_:ka Indukcve SO§ Zkumav Krétkodoby ~ Fluorescence Walmsley et al.
genotoxicita reparac. systtmu  ky (1997)

*Test v podobé& normy OECD; **kratkodoby — do 1 tydne, sttednédoby — nékolik tydni, dlouhodoby — neékolik
mésic.

Pro Gcely screeningového Setieni poskytuji velmi vyznamny nastroj, jehoZ vystupy je tieba
v zavislosti na poZadavcich dale studovat s vyuZitim testi na vysSich organismech. Tabulka 2
shrnuje dostupné testy genotoxicity na kvasinkach véetné vybranych charakteristik (G¢inek,
princip, design testu, délka testu, metoda méreni odpovédi). Velky piinos je spatiovan ve

vyuziti testa zaloZzenych na indukci SOS odpoveédi (Walmsley et al., 1997).

3.3. Testy genotoxicity na rostlinach

Testy na rostlindch piedstavuji dalSi moZnou alternativu k testaim na savcich. Tato skupina
testi nesmi byt opomijena, i kdyZ neexistuji Zadna doporuceni narodnimi ani mezinarodnimi
normami a tyto testy jsou chapany spiSe jako vhodna experimentalni moznost pro detekci
genotoxickeho potencialu. AvSak nékteré z téchto testd byly validovany v radmci aktivit
agentury International Programme on Chemical Safety (IPCS) a ji podporované skupiny
International Programme on Plant Bioassays (IPBP) (Gopalan, 1999). Rostliny piedstavuji
v prostiedi nedilnou sloZku spolec¢enstev raznych ekosystémi. Jsou produkéni komponentou v
trofickych fetézcich. S vyjimkou testu genotoxicity na fase Chlamydomonas reinhardtii
(Podstavkova et al., 1992) se jedna o mnohobunécné organismy, které umoznuji studium
genovych mutaci, chromozémovych mutaci i genomovych mutaci. Vedle odliSnych typa
mutaci umoZznuje tato skupina provadét hodnoceni genotoxickych G¢inka na somatickych i
gametickych bunkéach.

Z hlediska principu lze rozliSovat testy zaloZené na indukci nespecifickych letalnich mutaci
(Podstavkova et al., 1992), testy zaloZzené na indukci recesivnich mutaci v somatickych
bunkach ¢i zarode¢nych bunkach, kdy je sledovan projev mutantniho fenotypu (Muller, 1965;
Sparrow et Schairer, 1971), a testy zaloZzené na indukci chromozdémovych a genomovych
mutaci, které jsou studovany na zakladé cetnosti vyskytu mikrojader ¢i primo
chromozdmovych aberaci po obarveni (Ma, 1979; Degrassi et Rizzoni, 1982; Kihlman, 1975).

Detekované Gcinky, které jsou shodneé s cilem pouzivani Zivog¢isnych systému, v podminkéach
mnohobunééného eukaryotického organismu, umoZnuji provadét efektivni screeningové
studie s ¢istymi latkami, jejich smésmi i sloZitymi environmentalnimi vzorky, které zahrnuji
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zejména vzduch, padu i vodu. Princip a provedeni testa umoznuji testovani v podobé extrakti
ale i primo odebranych vzorku (puda, voda). Velmi vyznamnym piinosem testa na rostlinach
je i moznost provadéni hodnoceni genotoxického potencialu pud a zejména vzduchu piimo in
situ. | kdyZ je finan¢ni naroc¢nost téchto testd nizka, od jejich pouZivani casto odrazuje
vyrazna pracnost vyhodnocovani, které je spojeno s mikroskopovanim vybranych ¢asti
rostlin, které dosud nelze pIn¢ automatizovat. Ve srovnani s testy na bakteriich a kvasinkach
prodluZuje test i piiprava dostatecného mnoZstvi testovacich organismt a postexpoziéni
kultivace. Designy testd genotoxicity na rostlinach se podtizuji principu detekce uUcinki
genotoxickych faktord. V pripadé testu na Chlamydomonas reinhardtii (Podstavkova et al.,
1992) je design obdobny jako v reparac¢nich testech na Salmonella typhimurium a Escherichia
coli (Ames et al., 1973; Green et Muriel, 1977), které jsou zaloZeny na indukci zvySené
letality v dusledku poSkozeni genomu bunék s nefunkénimi repara¢nimi systémy. Test se
provadi na agarove plotné (Podstavkova et al., 1992). V dalSich testech jsou sledované ¢asti
exponovanych rostlin (kvét, korenova Spicka) piimo nebo po predpasobeni, fixaci a obarveni
mikroskopovany s cilem kvantitativnino posouzeni genotoxického potencidlu studovanych
faktora, kterym byly exponovany (Sparrow et Schairer, 1971; Mauller, 1963; Ma, 1979;
Degrassi et Rizzoni, 1982; Kihlman, 1975). Podstata provedeni testt, které jsou zejmeéna
zaloZeny na detekci mikrojader ¢i chromozémovych aberaci v dasledku chromozémovych a
genomovych mutaci, umoZnuje alternaci nékolika druhu rostlin (Tradescantia sp., Vicia faba,
Zea mays, Allium cepa, Hordeum vulgare a dal$i). Rostlinné bunky nabizi Siroké spektrum
metabolickych drah a tak exogenni metabolicka aktivace neni v rostlinnych testech
genotoxicity vyuzivana. Ziskané vysledky z testa jsou dobie interpretovatelné s ohledem na
pozorované genotoxicke U¢inky. Extrapolace vysledku testd na rostlindch Ize dobie provadeét
na piirodni populace rostlin, ale lze i s jistymi omezenimi diskutovat o0 moznych U¢incich na
¢loveka a dalsi Zivocichy. Nevyhodu pii extrapolacich piedstavuje mnohem niZsi aktivita
vybranych metabolickych enzymu a transformacnich déja v rostlinnych bunkach a odlisSna
stavba rostlinné buriky, kterd ma na svem povrchu bunécnou sténu.

Tabulka 3: Piehled testi genotoxicity na rostlinach

- _— . Délka Méteni .
Test Ucinek Princi Design 1 Citace
P 9 testu** odpovédi
Reparacni test na Nespecificka PosSkozeni DNA Agarové e Pocet kolonii Pgdstavko
] - S P . Strednédoby vaetal.
C. reinhartii genotoxicita bréani rastu bunek plotny (CFU) (1992)
Test na tvéinkach Indukce barevné Kultivagni Pocet mutantnich Sparrow
Tradescgntia Genové mutace  zmeny bunek nadob Stredn&doby bunek v etal.
trichomu y trichomech (1971)
Letalni Indukce recesivné
embryonalni letalnich a S . . ;
mutace na Genové mutace  chlorofylovych K’ultlvacm Strednédoby Pocet defektnich Muller
. . . . nadoby semen (1963)
Arabidopsis mutaci v nezralych
thaliana bunikach
Chromozémove Indukce zmén Pocet pylovych
Mikrojaderny test . v tetrddovém Kultivagni e bunek
h a genomové . ) Strednédoby . Ma (1979)
na Tradescantia charakteru pylovych nadoby s redukovanym
mutace N <
bunék poétem gamet
Mikrojadérkovy Chromozomove VZ’]'k mlkrOJqder . Kultivaéni e Pocet bungk Degrassi
L a genomové v dtsledku poskozeni . Strednédoby RO etal.
test na Vicia faba nadoby s mikrojadry
mutace genomu (1982)
Cytogeneticka
Chromozomalni Chromozémové  analyza S . . .
aberace na Vicia a genomové indukovanych K,ultlvacm Strednédoby Pocet bunel_< Kihlman
7, nadoby s aberacemi (1975)
faba mutace chromozévych
aberaci

* Test v podobé normy OECD; **Kratkodoby — do 1 tydne, sttednédoby — nékolik tydnt, dlouhodoby — nékolik

mésicu.
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Vedle testovani cistych latek ma velky vyznam vyuZiti rostlin p#i monitoringu in situ.
Vyhodou testt na rostlinach je ptime testovani vzorku bez extrakce a zakoncentrovani a déle
mozZnost provadét studie a ziskavat poznatky ze studii piimo v zajmovém prostiedi in situ na
modelovych organismech ¢i domorodych ( Micieta et Murin, 1996, 1997). Tabulka 3 ptinasi
piehled nejvyznamnéjSich testt genotoxicity na rostlindch véetné vybranych parametra, které
je charakterizuji (G¢inek, princip, design testu, délka testu, metoda méieni odpoveédi).

3.4. Testy na ZivociSich

Posledni skupinu piedstavuji testy, které jsou zaloZeny na vyuziti Zivoc¢isnych systému. Jedna
se 0 velmi rozmanitou skupinu testt, kterd zahrnuje velké mnozZstvi testd, z nichZz nékolik
patii mezi testy doporuc¢ované normami (1SO, 1992). Z hlediska stupné organizace umoZznuji
sledovani genotoxickych uc¢inka na Grovni subbunécné (test afinity k DNA (Adams et al.,
1996)), bunécéné in vitro testy a organismalni. Jedna se o trofickou Uroven konzumenta a
z hlediska taxonomického zarazeni jsou vyuZzivany v testech biologické systémy ¢&i jejich
casti, které puavodem zahrnuji organismy z kmenu hlisti (had’atka), ¢lenovci (hmyz) a
strunatci (savce).

Genotoxické ucinky raznych faktori lze studovat jako nespecifické G¢inky na DNA
(Samoiloff et al., 1980; Williams, 1978), ale i jako specifické zasahy, které zahrnuji detekci
genovych mutaci (Mollet et Wirgler, 1974; Wargler et al., 1977; Thacker, 1985; Sasaki et al.,
1986), chromozoémovych mutaci (Schmid, 1975; Komarek, 1989; Galloway et al., 1994,
Klingerman et al., 1994; Piperakis et al., 1999) i genomovych mutaci (Szabad, 1986;
Dellarco, 1988). Hranice mezi skupinami testi nejsou ostré a v nékterych piipadech se
z hlediska detekovanych typa mutaci piekryvaji. Né&kolik testd umozZiuje studium
indukovanych genetickych zmén v gametickych bunkach (Wurgler et al., 1977; Szabad, 1986;
Dellarco, 1988; Klingerman et al., 1994; Dearfield et al., 1995). | kdyZ se jedna o velmi
rozmanitou skupinu, lze v téchto testech rozpoznat nékolik odliSnych principi detekce
genotoxickych uginka. Testy na ZivociSich zahrnuji tedy testovaci systémy, které piimo
umoznuji studium interakce testované latky s vyextrahovanou DNA, testy na specialnich
bunécnych liniich ¢i organismech, které umoZiuji studium specifickych genovych a
chromozomovych mutaci a jejich fenotypového projevu, a déle testy, které jsou zaloZeny na
cytogenetickém studiu chromozémovych a genomovych mutaci ve vybranych bunkéch (T-
lymfocyty, erytrocyty, bunky kostni dien¢, hepatocyty, gamety) exponovanych organismda.
V piipadé¢ mikrojadernych testd ¢i comet testu jsou detekovany nespecifické klastogenni
acinky. Navic testy na mikrojadra umoznuji detekovat i G¢inky latek na mitoticky aparéat
(Schmid, 1975). | kdyZz se jednd o Zivocisné systémy lze ocekavat rozdily v citlivosti
k jednotlivym genotoxickym faktoram, kde vyznamny vliv ma enzymatickd vybava pro
metabolické transformace xenobiotik. Skupina zahrnuje testy vhodné pro screeningové studie
i testy pro detailni studium genotoxickych ucinkd. Jsou vhodné pro testovani cistych latek i
jejich smési, kdy normované testy jsou ¢asto legislativné vyZadovany.
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Tabulka 4: Piehled testa genotoxicity na Zivogisich

_— L . Délka Méfeni .
Test U¢inek Princip Design testu** odpovdi Citace
Testna P. Nespecificka Indukce malformaci - . . . Rozsah Samailoff et al.
redivivus genotoxicita téla Petriho misky Kratkodoby malformaci (1980)
Test na 3
neplanovanou Nespecificka Inkor'pqrace .H' . . Pocet pozitivnich -
. . L thymidinu pti reparaci ~ Zkumavky Kratkodoby N Williams (1978)
syntézu DNA in  genotoxicita bunek
A DNA
vitro
Genové a Indukee somatickyeh r?]ﬁttzl:lir? ilé:]otr)]ﬂnék
SMART na D. . . mutaci a rekombinaci  Erlenmayerova . . . Mollet et al.
chromozémové s N Kratkodoby v organech
melanogaster v butikach banka AR (1974)
mutace imaginalnich diskii z imaginalnich
9 diskir (oko, kifdla
Letalni genova mutace
v chromozému X Pocet samecka
SLRL na D. Genové mutace v pohlavnich butikdch ~ Erlenmayerova Stiednédoby v F, generaci Wirgler et al.
melanogaster vede k absenci banka Y s normalnim (1977)
normalnich sameckt genotypem
v F, generaci
Genové mutace Mutace v genu HPRT
v sav¢ich Genova mutace & TK vede k rezistenci  Mikrodesticky Kratkodoby Spektrofotometrie  Thacker (1985)
butikach in vitro* vici selekenimu tlaku
Somatické mutace
Spqt_ test na Genové mutace \Y r‘pelan(_)?lastechl Chov zviiat Dlouhodoby Vyskyt a pocet Sasaki et al.
mysi* zpuasobuji barevné skvrn (1986)
skvrny na srsti
CA v lidskych Chromozémove a Cytogeneticka analyza
periférnich SNOMOVE indukovanych Zkumavk Kratkodoby Pocet bungk Galloway et al.
lymfocytech in 9 chromozémovych Y Y s aberacemi (1994)
. mutace PIRa
vitro aberaci in vitro
Comet test na SCGE umoziiujici Rozsah migrace
el . . hodnotit semi- o : ;
periférnich Chromozémové Lo . . fragmentt Piperakie et al.,
. kvantitativné rozsah Zkumavky Kratkodoby P
lymfocytech in mutace - L chromozému (1999)
vitro CA v jednotlivych (vznik komet)
bunkach
CA v buiikach . . . Cytogeneticka analyza
P Chromozomovéa . . N N
kostni dené enomové indukovanych Chov zvitat Kratkodoby Pocet bunck Komérek (1989)
hlodavci in 9 chromozémovych Y s aberacemi
. mutace PIRG
vivo aberaci in vivo
Mikrojaderny Chromozémové a  Vznik mikrojader Pocet bunk
test na savcich*  9enomove v polychromatickych Chov zvitat Kratkodoby s mikrojadry Schmid (1975)
mutace erytrocytech
Dominantni Chromozémové a Indukované mutace Pocet Zlutych Klingerman et
letalni test na genomoveé v gametach snizuji Chov zvitat Dlouhodoby télisek, zivych a al (1999 2)
hlodavcich* mutace reprodukci mrtvych plodi '
T . . In vivo detekce Cytogeneticka .
Test na dédicné ~ Chromozémové PR . - . b Dearfield et al.
translokace™ mutace dedlcnygh translokaci ~ Chov zvitat Dlouhodoby analyza_v Fi (1995)
v gametéach generaci
Test na Ztréta pohlavniho Zastoupeni
chromoz_o_ve Genomové chvro,mozomu X’nebo Y Er[enmayerova Strednedoby Jednotll\olych Szabad (1986) [
aneuploidie na D. mutace meéni zastoupeni banka fenotypta v F;
melanogaster jednotlivych fenotypt generaci
Testna Genomové :rr:gralf:??/genomovy(:h Cytogeneticka
aneuploidie s Chov zvitat Kratkodoby analyza Dellarco (1988)
. mutace spermatogonidlnich o
v gametéch spermatocyti

buikach

* Test v podobé OECD normy;
meésici; SCGE — jednobunécna gelova elektorforéza.

**kratkodoby — do 1 tydne, stiednédoby — nékolik tydnii, dlouhodoby — nékolik

Vedle testovani cistych latek naSly nékteré ztéchto testd uplatnéni i pti analyzach
environmentalnich vzorka, které zahrnuji testovani vzduchu, vody, puady, sediment.
Nejcastéji je vyuZivan postup testovani v podobé vodnych a organickych extrakti. Velmi
vyznamnym kritériem je finanéni a ¢asova naroc¢nost, ktera je v této skupiné testi velmi
rozdilna. Testy na ZivociSnych systémech nabizi moznost testovani pomoci kratkodobych a
levnych in vitro testa s vyextrahovanou DNA (Adams et al., 1996), na bunécnych liniich
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(Williams, 1978; Thacker, 1985; Galloway et al., 1994; Piperakis et al., 1999), had’atkach
(Samoiloff et al., 1980) a drozofilach (Mollet et al., 1974; Wirgler et al., 1977; Szabad, 1986)
a na druhé stran¢ jsou zde testy, které probihaji in vivo na potkanech, kie¢cich a mysich. Tyto
testy vyZaduji chov pokusnych zvifat, dlouhou dobu expozice a pracné vyhodnocovani
indukovanych dcinkt (Komarek, 1989; Schmid, 1975; Klingerman et al., 1994; Dearfield et
al., 1995; Dellarco, 1988). V piipadé Comet testu bylo rozvinuto jeho pouzivani vedle in vitro
provedeni i v podob¢ in vivo testu, které je vyuzivan pro identifikaci genotoxickych faktora
v prostiedi analyzou bunék exponovanych organismi (Mitchelmore et Chipman, 1998;
Wilson et al., 1998). V ptipadé jednoduchych in vitro testa lze ziskat vysledky do nekolika
dnu aZ tydna, testy in vivo se vyznacuji délkou provedeni v rozsahu nékolika tydna az mésicu.
P¥i vyhodnocovani téchto testi jsou vyuZivany nejriaznéjSi metody zahrnujici visualni
hodnoceni, cytogenetické metody i instrumentalni analytické metody (spektrofotometrie,
elektroforéza, chromatografie). Stejné jako u jinych skupin testt genotoxicity i zde existuje
snaha 0 moZnou miniaturizaci provedeni testa, kterd se odrazi vrozvoji in vitro metod.
Exogenni metabolické aktivace neni do reakéniho systému pridavana s vyjimkou testd, kdy
jsou pouzivany jiné nez sav¢i bunky (Williams, 1978; Samoiloff et al., 1980; Mollet et al.,
1974; Wirgler et al., 1977; Szabad, 1986) ¢i vyextrahovand DNA (Adams et al., 1996).
Interpreta¢ni potencidl vysledkt téchto testd je velmi vysoky vzhledem k podstaté
studovanych G¢inku. Vysledky jsou velmi dobie extrapolovatelné na Zivocichy veetné ¢lovéka
ve srovnani s testy na bakteriich, kvasinkach a rostlindch. Tato skutecnost plati zejmena u
detailnich testa na savcich. V piipadé bunéénych linii a dalSich screeningovych testa je treba
zohlednit mnohobunéény charakter organismu, na ktery jsou vysledky extrapolovany.
Vysledky testa na jinych ZivociSich, nez jsou savci, nezohlediuji metabolické drahy v savéim
organismu a tim vytvati prostor pro rozdily v mozné aktivaci promutagennich latek.

Vysoka vypovidaci hodnota vysledka na savcich vzhledem k moznych biologickym ucinkam
a rizikam studovanych faktora piedurcuje jejich nezbytné zarazeni do baterii testd
genotoxicity. V tabulce 4 je uveden piehled vybranych testd genotoxicity a jejich
charakteristik (Ucinek, princip, design délka, testu a metreni odpovedi).

3.5. Doplnék

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze nebyl doposud vyvinut Zadny univerzalni test, je tieba zvolit
¢asto kombinaci nékolika testt pro ziskani komplexnich udaju o piitomnosti genotoxickych
latek ve vzorkd. Pro tento Gcel jsou sestavovany baterie testd. | kdyZ existuje fada doporuceni
(Mdller et al., 1999; MacGregor et al.,, 2000), vhodnou baterii testi genotoxicity tvori
nejcastéji test na genove mutace na Salmonella typhimurium, test na genové mutace na
savéich bunkach in vitro a test na chromozomové aberace v bunkach kostni diené na
hlodavcich in vivo. DalSi testy genotoxicity in vivo (viz tabulka 4) jsou pouZzivany jako
doplnkové. Vysledkem takového testovani je jednoznacny zaveér o biologickych Gg¢incich dané
latky, ktery lze extrapolovat na ¢lovéka (Brusick, 1994).VySe pouZivané baterie jsou viak
vyuzivany prevazné pii studiu cistych latek.

Pti identifikaci genotoxickych latek a jejich rizik v prostiedi je davana prednost zejména
rychlym, jednoduchym, levnym avsak citlivym testam, které umoziuji ziskat poZzadovanou
informaci. Pti sestavovani baterie je vyuzivana kombinace nékterého z bakteridlnich testd,
nejcastéji Amesuv test, a testu, ktery umoZiuje detekovat klastogenni ucinky (in vitro
chomozomé aberace v periférnich lymfocytech, comet test). Vysledky z téchto testa nelze
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piimo extrapolovat na ¢lovéka, ale Ize je vyuZit v rdmci hodnoceni znegisténi prostiedi a
identifikace genotoxickych rizik..

4. Genotoxicke latky v prostiedi a jejich detekce

Mezi genotoxickymi latkami v prostiedi se nachazi jak latky ptirodniho pavodu tak i latky,
které vstupuji do prostiedi v souvislosti santropogennimi ¢innostmi. | kdyZ nesmime
opomijet vyznam piirodnich toxickych latek, nejvétsi pozornost je vénovana antropogennim
polutantam. Mezi nimi hraji vyznamnou roli na jedné strané v minulosti cilené Siroce
pouzivané latky, jejichz Skodlivym G¢inkam nebyla vénovana pozornost ¢i nebyly
z nejraznéjSich davoda zjistovany, a na druhé stran¢ latky, které vstoupily do prostiedi v
dusledku havarii a zejména uvolnovanim plynnych, kapalnych a pevnych odpadt raznych
vyrob a ¢innosti. V zavislosti na sloZce prostedi, do které jsou uvoliovany, a fyzikalnich a
chemickych vlastnostech takové latky mohou byt v dané sloZce rychle degradovany nebo v ni
setrvavat ¢i dale mohou piechéazet do jinych slozek. Latky se v prostiedi mohou nachazet
v pavodni podobé ¢i jako produkt premény pavodnich latek. Z abiotickych sloZzek prostredi
mohou tyto latky piechazet do Zivych organismt a potravnich fetézca, kde se mohou projevit
jejich Skodlivé Gginky. V disledku kontaktu populace stémito sloZzkami prostiedi muze
dochézet k expozici t¢émto latkdam a vzniku moznych genotoxickych rizik.

V tomto sméru je kladen velky duraz na detekci genotoxickych latek v téchto jednotlivych
slozkach prostiedi a identifikaci moZnych rizik. V nasledujicim textu jsou stru¢né
charakterizovany genotoxické latky, které mohou byt piitomny ve vybranych slozkéch
prostredi (zeméd¢lské produkty a potraviny, vzduch, pada a voda) a metody, které jsou
vyuZzivany pro jejich detekci. Vedle pouzitych metod detekce je stru¢né popsana i piiprava
vzorku pro takovou analyzu.

4.1. Zémédélské produkty a potraviny

Potraviny jsou predevSim sledovany z hlediska mozné kontaminace vychozich surovin
genotoxickymi latkami ptirodniho i antropogenniho pavodu. Pavod genotoxickych latek
v potravinach je spojovan i s procesy pii pripravé pokrmu a pii jejich Gprave pro skladovani
(Ohnishi et al. 2001). Z moznych skupin latek je tedy uvaZzovano zejména o meziproduktech
zpracovani (PAHSs, pyrolyzaty aminokyselin), mykotoxinech, rostlinnych mutagenech a
latkach, které se vyskytuji jako kontaminanty v prostiedi.

Mezi genotoxickymi latkami, které vznikaji pti tepelné ptipravé pokrma, hraji vedle PAHs
(vznik pii vysoké teploté) nejvyznamngjsi roli aminoimidazochinolin a jeho methylderivaty.
Pro detekci téchto latek byl UspéSné pouzit Amesiv test (de Vet et al., 1981; Weisburger et
al., 1986). Genotoxické ucinky organického extraktu ztepelné upraveného masa byly
hodnoceny i s vyuZitim umuC testu (Whong et al., 1986).

Mezi dalsi sledované genotoxiny patii chemické latky, které byly izolovany z extrakta rostlin
a mohou byt obsazeny v prirodnich lécivech (Kevekordes et al. 1999). SOS-chromotest a série
testt na kulturach Salmonella typhimurium TA, 97, 98, 100, 1535, 1536, 1537 a 1538
v provedeni klasického Amesova testu byla aplikovana na sadu celkem dvaceti ptirodnich
latek, izolovanych predevsim z potravin, extrakty z bylin, pfirodni farmaka... (arecolin, beta-
asaron, psoralen, kumarin, safrol,..). U vice jak poloviny téchto latek byly potvrzeny
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genotoxické G¢inky. SOS chromotest byl pouzit i pro hodnoceni genotoxickych G¢inka
flavonoida v potravinach (Rueff et al., 1986). Pritomnost genotoxickych latek v ptirodnich
IéCivech byla zjistovana i s vyuzitim umuC testu (Alpertunga et al., 1997).

Verschaeve et al. (2004) provedli podrobnou studii genotoxickych G¢inku ptirodnich vytazka
rostlin, které jsou bézné vyuzivany v Jizni Africe mistnim obyvatelstvem a to Amesovym
testem a mikrojadernym testem na periférnich lymfocytech.

Genotoxické ucinky mykotoxinu byly opét detekovany UspéSné Amesovym testem (Sorensen
et al., 1984). Pro zjiStovani genotoxickych ucinkia mykotoxint v potravinach byl pouzit i SOS
chromotest (Reisenfeld et al., 1985; Frémy et Quillardet, 1985).

Pii oSetreni potravin ionizujicim zarenim muZe vznikat celd fada chemickych latek, jejichZ
biologické potencialni G¢inky nejsou dostatecné prozkoumany. Jednou z takovych latek je 2-
alkylcyklobutanon. Podminkou jejich vzniku je pfitomnost tukt a kyseliny palmitové, ¢i
kyseliny stearové v potravinach. Comet test na specifickych bunkach in vitro (HT29 a
HT29/19a). Testy vSak nepotvrdily vyznamnou pravdépodobnost genotoxickych ucinka
v rdmci pouZzitého detekéniho systému (Delincée et al. 2002).

DalSim sledovanym faktorem, ktery mutize potencialné ovlivnit genotoxicky potencial potravin
je kvalita obalového materialu, se kterym jsou v ptimém kontaktu. Studie Leguy et al. (1997)
polyethylen tereftaldt. Za detekéni systém genotoxicity migrujicich latek z obalovych
materiala do potravin byl zvolen a v zavéru i doporuc¢en Amesav test s TA98 a TA100 (Leguy
et al. 1997).

4.2.\Vzduch

Znecisténi ovzdusi je tvoreno velmi sloZitou smési nekolika set latek, které do ovzdusi
vstupuji z nejraznéjSich zdroja, vyskytuji se ve velmi nizkych koncentracich ve formé plynu
¢i vazané na suspendované castice a vedle vychozich latek jsou vtéto smési piitomny
produkty jejich transformacnich reakci a degradace. Diky vlastnostem této slozky prostiedi
mohou byt tyto zneciSt'ujici latky transportovany na velké vzdalenosti a ovliviiovat tak zdravi
populace i na vzdalenych mistech od zdroje (Hamers et al., 2000). Hlavnimi zdroji znegisténi
ovzdusi genotoxickymi latkami jsou doprava, lokalni topenisté a dalSi procesy spojené se
spalovanim fosilnich paliv, spalovny a chemicka vyroba. Genotoxické ucinky jsou pricitany
zejména organickym polutantaim a to vybranym latkdm ze skupin volatilnich organickych
latek (VOCs) a zejména semivolatilnich organickych latek (SVOCs). AZ 90 % genotoxickych
acinkda ovzdusi je pricitano PAHs a jejich nitro-, oxy-, halogen-derivatim (Hutzinger et
Reichel, 1990). Z VOCs je pozornost vénovana zejmeéna formaldehydu, tetrachloretylenu,
vinylchloridu, styrenu a benzenu. Na genotoxickém potencialu ovzdusi se mohou v3ak podilet
i kovy (As, Cr, Cd, Ni, Be). V ptipad¢ kontaminace pracovniho ovzdusi je jeji sloZeni zavislé
na pramyslové vyrob¢é. Do organismu vstupuji prevazné respiraénim traktem. Ptitomnost
latek s genotoxickymi ucinky v ovzdusi byla doloZena jak vysledky z epidemiologickych
studii tak i analyz s vyuZitim biotesti. Vyrazné vysSich hodnot genotoxického potenciélu bylo
dosazeno pii studiu ovzduSi ve meéstech. Vedle hodnoceni volného ovzdusi je pozornost
vénovana i piitomnosti genotoxickych latek v pracovnim prostiedi.
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Vedle in situ studii jsou pro G¢ely hodnoceni vyskytu genotoxickych latek v ovzdusi
s vyuZzitim biotestt obvykle piitomné polutanty vzorkovany s vyuZitim aktivnich odbérovych
zatizeni (PS-1, HiVol PM10, VAPS a dalsi) tak, Ze se zachycuji na vhodny filtr, kterym
prochazi kontrolovany objem vzduchu. Frakce polutantt vazana na suspendované ¢astice se
zachycuje na kiemenny filtr. Polutanty v plynna fazi jsou zachycovany na polyuretanovy filtr
rozpoustédly a extrakt testovan s vyuZitim vhodnych biotestt. Piipraveny extrakt maze byt
dale frakcionovan, napiiklad na zakladé polarity latek v extraktu, s cilem identifikace skupiny
latek, kterd je odpoveédna za sledovany biologicky ucinek (Pysalo et al., 1987; De Marini et
al., 1994; Cerna et al., 1999; De Martinis et al., 1999) Toto usporadani je vhodné pro
vzorkovani SVOCs. Pro odbér a hodnoceni znecisténi touto skupinou latek lze vyuZzit i
pasivni vzorkovaci zatizeni, jako je SPMD (Hutckins et al., 1990). Vysledkem odbéru a
zpracovani vzorku je obvykle malé mnoZstvi vzorku, coz vyznamné ovliviiuje vybér
vhodnych biotestu.

Pro hodnoceni genotoxického potencialu ovzdusi jsou vyuzivany screeningové biotesty na
bakteriich i eukaryotickych burikach.

Obecné nejpouzivanéjSim testem je Ames test s vyuZzitim kmeni TA 98 a TA 100. Je
vyuzivan pro rychlé hodnoceni zejména méstského ovzdusi vzhledem k jeho citlivosti
k PAHSs a jejich derivatam (nitro-PAHs) (Rosenkranz et Mermelstein, 1983; Kier et al., 1986;
Tokiwa et al., 1987; Ashby et Tennant, 1988; Claxton et al., 1991a; Claxton et al., 1991b).
Zatimco PAHs vyZaduji metabolickou aktivaci, jejich derivaty patii mezi silné piimé
genotoxiny. Mezi piiklady takovych studii Ize zminit prace Sorensen et al. (1982), Kado et al.
(1986), Garner et al. (1986), Bell et Kamens. (1990), Nardini et Clonfero (1992) Pagano et al.
(1996), Delgado-Rodriguéz et al. (1998), Wasserkort et al. (1998), De Martinis et al. (1999),
Cerna et al. (1999), Adonis et Gil (2000), Buschini et al. (2001), Claxton et al. (2001), Zhao
et al. (2002), Binkova et al. (2003) a dalSi. Test byl vyuZzit i pro analyzu genotoxického
potencialu emisi z ur¢itych zdroju jako je napiiklad doprava (Crebelli et al., 1991; Houk et al.,
1991; Hannigan et al., 1994; Hughes et al., 1997; Lapin et al., 2002). Vedle hodnoceni
celkového genotoxického potencidlu ovzduSi byl i tento test pouZit pti hodnoceni
genotoxickych latek v raznych frakcich suspendovanych c¢astic (Pagano et al., 1996; Monarca
et al., 1997; Buschini et al., 2001). Vysokou citlivost k nitro-PAHs v ovzdusi vykazuji kmeny
Salmonella typhimurium YG1041 a YG1042 (Kado et al., 1986; Cerna et al., 1999; Binkova
et al., 2003). V menSim poctu studii byly vyuzity testy zaloZzené na indukci SOS odpoveédi
jako je umuC test (Whong et al., 1986; Wasserkort et al., 1998; Hamers et al., 2000) a SOS
chromotest (Courtois et al., 1988; Schelibinger et al., 1989; Malachova, 1998). Jejich
omezené pouZzivani souvisi pravdépodobné s jejich absenci v podobé normy. V ptipadé umuC
testu chybi doporuceni pro testovani vzduchu. Oba tyto testy jsou velmi citlivé k ptimym
genotoxinam v ovzdu$i (Mersch-Sundermann et al., 1993; Quillardet et Hofnung, 1993;
Reifferscheid et al., 1996). Zajimavé je pouziti Mutatoxu v kombinaci s SPMD odbéry
(Isidori et al., 2003). Pouziti dalSich testi na bakteriich je velmi omezené. Bakterialni testy
nasly uplatnéni i pii hodnoceni pracovniho ovzdusi, jak doklada pouZiti Amesova testu
(Fracasso et al., 1999; Dobiés et al., 1999; Monarca et al., 2001).

Pouziti testu genotoxicity na kvasinkach pii sledovani znecisténi ovzdusi neni v soucasné
dob¢ piili§ casté. Test na genové reverze a konverze na Saccharomyces cerevisiae D7 byl
pouZit pfi hodnoceni organickych latek vazanych na raznych frakcich suspendovanych ¢astic
ve volném ovzdusi (Buschini et al., 2001).

A7-
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Z testd na molekularni drovni byl pouZivan test na purifikované DNA pro hodnoceni
meéstského ovzdusi (Binkova et al., 1999, 2003) V préci Binkova et al. (1998) je popsano
pouZiti tohoto testu pti sledovani genotoxicity ovzdusi v koksovnach.

DalSim z pouzivanych testa pro detekci genotoxickych G¢inka ovzdusi je comet test, ktery
umoznuje detekovat klastogenni G¢inky organickych polutantd. V literature jsou dostupné
Udaje o jeho pouZiti ve varianté in vitro i in vivo. Jeho pouZiti ptfi hodnoceni znecisténi
meéstského ovzdusi bylo publikovano v pracich (Petrovska et al., 1999; Buschini et al., 2001).
Tento test byl pouZzit i pti hodnoceni pracovniho prostiedi s vysokym obsahem VOCs (1,3-
butadien, acetonitril, styren, vinylchlorid, etylenoxid, nitrosaminy) i SVOCs (PAHS)
(Monarca et al., 2001).

K dalSim in vitro testam, které byly pouZity pro hodnoceni emisi z dopravy je test na sesterské
chromatidové vymeény (SCE) v bunkach perifernich lymfocyta (Lockard et al., 1981; Krishna
et al., 1984), bunkach ¢inského kiecka V79 (Alink et al., 1983) a bronchialnich epitelidlnich
bunkach (Hornberg et al., 1998). V literatuie lze najit i pouZiti testd genotoxicity, jako je test
na neplanovanou syntézu DNA a mikrojaderny test na mysi (Zhao et al., 2002).

Z in vivo testd, ktery byl pouzit pro detekci genotoxinu v ovzdusi, by mél byt zminén SMART
na Drosophila melanogaster. V praci Delgado-Rodriguéz et al. (1998) je popsano pouZiti
SMART pro hodnoceni genotoxického potencialu organického extraktu suspendovanych
castic z volného ovzdusi. SMART test poskytnul srovnatelné vysledky jako Amesuv test
(Delgado-Rodriguéz et al., 1998). Test byl také pouzit i pfi hodnoceni vnitiniho ovzdusi
budov (Graf et Singer, 1989).

Pfi in situ hodnoceni je vyuZivano zejména testti genotoxicity na rostlinach, které mohou byt
po delSi dobu vystaveny ovzdusi na sledované lokalité. Vedle genotoxickych G¢inkti SVOCs
umoznuji detekovat ucinky i VOCs a dalSich latek, které nejsou analyzovany ve formé
organického extraktu. Navic jsou tyto detekeni systémy vystaveny celé smési latek a v
redlnych koncentracich. NejpouzivanéjSim je mikrojaderny test na Tradescantia, ktery
piedstavuje velmi citlivy systém pro dlouhodoby monitoring volného i pracovniho ovzdusi
(Ma, 1994). Pro sledovani volného ovzdusSi ve méstech je Uspé&Sné pouziti tohoto testu
publikovano v praci Batalha et al. (1999), Monarca et al. (1999), Guimaraes et al. (2000),
Isisdori et al. (2003). DalSim ptikladem je monitorovani pracovniho ovzdusi s vysokym
obsahem latek, jako je 1,3-butadien, acetonitril, styren, vinylchlorid, etylenoxid, nitrosaminy a
PAHs (Monarca et al., 1998; Monarca et al., 2001). V testech, kde byly paralelné pouzity i
dalSi testy (nejcastéji bakterialni) byla zjiSténa shoda mezi pouzitymi detekénimi systémy
(Monarca et al., 1998, 1999). Vedle vySe zmin¢ného testu bylo publikovano vyuZiti testu na
trichomech tyc¢inek Tradescantia. Schairer et al. (1978) pouZili tento test pro sledovani
volneho ovzdusi. Arutyunyan et al. (1999) pouZili tento test pro sledovani genotoxickych
latek v okoli tovarny na vyrobu plastu.

4.3. Pida

Pada patii k vyznamnym zasobnim rezervoaram, kde maze byt deponovano po dlouhou dobu
velké mnozstvi znecistujicich latek veetné latek s genotoxickymi U¢inky. Genotoxické latky
v padé mohou puasobit na lidské zdravi, piicemZ expozice nastavad nékolika cestami jako
inhalaci prachu, pozitim rostlin, které ptijimaji chemické latky z pady, nebo poZzitim pitné
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vody (kontaminované podzemni ¢i povrchové vody). Vyskyt genotoxickych latek v padach je
davano do souvislosti zejména s pramyslovou ¢innosti, zeméd¢lstvim a dopravou.

Vysledky testovani genotoxicity pudy je vyrazné ovlivnéno metodou piipravy vzorku a
extrakce, protoZze chemické a fyzikélni vlastnosti chemickych latek v celé sledované smési
jsou velmi rozmanité. Hodnoceni genotoxickych uc¢inki se provadi nej¢astéji na vodném nebo
organickém extraktu vzorku pudy. AvSak nejvice relevantnim pfistupem by mélo byt
testovani v pevné fazi. Pro tento piistup je mozné vyuziti testi, které byly vyvinuty pro ptime
testovani sedimentut, bakterialni testy SPT Mutatox (Johnson et Long, 1998), SOS Chromotest
(Kwan et Dutka, 1992). Piimé testovani této pevné matrice je vyuZivano i v testech na
krouzkovcich a rostlinach.

V nésledujici casti jsou uvedeny piiklady pouziti testd pro detekci genotoxickych latek
v padach kontaminovanych z pramyslovych zdroja, zemédélskou ¢innosti a dopravou.

Znacna cast znecisténi pochazi z industrialnich procesu. Mezi nejdaleZitejSi sledované latky
patii PCBs, PAHs, téZzké kovy, rozpoustédla nebo odpadni produkty mnoha procesu
(likvidace munice, impregnace dieva,...). Za zakladni screeningovy test byva povaZovan
Amesuv test, ktery je vyuZivan ktestovani pud, které jsou kontaminovany polyaromaty,
téZkymi kovy, nitroaromatickymi latkami, atd. (Ehrlichmann et al., 2000; Monarca et al.,
2002; Bekaert et al., 1999). Mezi dalSi vyuZivané bakteridlni testy se radi umuC test, SOS
Chromotest (Ehrlichmann et al., 2000) nebo Mutatox (Johnson et Long, 1998).

Pro tato hodnoceni jsou vyuzZivany i in situ testy na rostlindch. Mezi nejpouZzivangjsi patii
zejména mikrojaderny test Tradescantia (Monarca et al., 2002). Tento test je navic velmi
vhodny pro testovani pud kontaminovanych téZzkymi kovy, protoZze vysledky velmi dobie
koreluji s jejich obsahem v padé (Majer et al., 2002). DalSim citlivym testem pro testovani
anorganickych latek, zejmeéna pak tézkych kovu, je test s Arabidopsis thaliana (Kovalchuk et
al., 2001). Cotelle et al. (1999) testovali genotoxicitu puadnich vzorkt spomoci 3 testd
vyuzivajicich sledovani indukce tvorby mikrojader u rostlin (Allium cepa, Vicia faba a
Tradescantia). Ze zastupct vysSich organismi se dale vyuziva mikrojaderny test s Xenopus
laevis (Bekaert et al., 1999, 2002)

Zemedelské pudy jsou pievazné kontaminovany pesticidnimi prostiedky. Pro testovani pud
jsou vedle Amesova testu (Edenharder et al., 2000) vyuzivany testy na rostlinach. Mezi nimi
hraji dualezitou roli zejména mikrojaderny test na Tradescantia, test na tycinkach
Tradescantia, mikrojaderny test na Vicia faba a dale anafazovy test aberaci s Allium cepa.
Byly vyuZity k testovani obdélavanych ploch, na kterych byly pouzivany takové prostiedky
jako Metolachlor, Atrazine, Extrazine nebo 2,4-D (Kong a Ma, 1999). Mikrojaderny test na
Vicia faba byl pouzit pro hodnoceni pud kontaminovanych alachlorem (De Marco et al.,
1990).

Velmi dobrym zéstupcem eukaryotickych testa pro testovani pesticidy kontaminovanych pid
muze byt test s krouzkovci. Genotoxické ucinky jsou detekovany s vyuZitim in vivo verze
Comet testu na coelomocytech ZiZal (Zang et al., 2000).

V blizkosti silnic je oc¢ekavana kontaminace PAHs a téZkymi kovy. Obdobné jako u
piedchozich typa pad jsou vyuZzivany bakterialni testy jako Ames test nebo Mutatox (Bispo et
al., 1999; Bekaert et al., 1999). VyuZivany jsou i testy in situ a to opét na rostlinach. Vysoka
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citlivost byla prok&zana zejména v ptipadé¢ mikrojaderného testu na Tradescantia. Test na
trichomech ty¢inek Tradescantia byl mnohem méné citlivy (Gichner a Veleminsky, 1999).

Bakterialni testy genotoxicity jsou vyuZzivany i pti sledovani genotoxickych efekti
chemickych latek a jejich degrada¢nich produktt a rezidui v pudé. PouZity byly testy jako
Ames test (Donnelly et al., 1995; Hughes et al., 1998) nebo Mutatox (Belkin et al., 1994).

In vitro metody pouZivané pro puady jsou obvykle vyuZivany i pro sedimenty.

4.4. \Voda

Genotoxickeé U¢inky vzorkia vody jsou zejména s dusledky kontaminace produkty ze
zemedelské vyroby (pesticidy), kontaminaci odpady z pramyslové vyroby (rezidua, tézké
kovy) a produkty dezinfekce pitné vody chlorovanim (chloroform, tetrachloretylén,
chlorbenzen a dalsi).

Vzorky vody jsou testovany ptimo bez zakoncentrovani nebo v podobé zakoncentravného
organického extraktu (vytiepani do organického rozpoustédla, SPE kolonky) (Park et al.
2000). Piimé testovani vodnych vzorka omezuje zakal vzorki a dale mikrobidlni
kontaminace, kterou vSak lze odstranit filtraci (0,2 — 0,45 um).

| v pfipadé vzorka vod jsou vyuzZivany piedevsim klasické testy genotoxicity — nejcastéji
Amesuv test. Intenzivné jsou studovany genotoxické ucinky chemickych latek, které se
vyskytuji po oSetreni pitné vody formou chlorovani, piipadné ozonozaci (Giller et al. 1997).
Mezi tyto studované skupiny chemickych latek patii piedevSim halogenované organické
slouc¢eniny, monochloro-, di- ¢i trichloroctové kyseliny piipadné monobromo-, di- ¢i
tribromooctové kyseliny. Pro detekci genotoxickych acinka byl pouzit Amesuv fluktuaéni
test, SOS-chromotest a test na mikrojadrech. Na téchto systémech in vitro byl pozorovan efekt
sniZovani genotoxicity se zvysujicim se poc¢tem substituenta sledované skupiny chemickych
latek (Gillera et al. 1997).

Haider et al. (2002) hodnotil genotoxické ucinky produkta UV-dezinfekce vody (vinova délka
254 nm). Aplikovanymi metodami byla série testd na TA 98, TA 100 a TA 102 v Amesove
testu s a bez metabolické aktivace a dva testy na mikrojadrech a to s rostlinami Tradescantia a
s primarnimi hepatocyty krys. Vysledky nepotvrdily vyznamné genotoxické riziko ani
v jednom z testovanych vzorku. Vyjimkou byl pouze jeden vzorek a to se zachytem pouze
v ptipadé Amesova testu s S9 aktivaci na TA 98.

V praci Hurrington at al. (1983) byla pouZita fluktuacni verze Amesova testu na
nezakoncentrované vzorky pitné vody. V tomto také spociva vyhoda testu — nejen z hlediska
postupu, ktery toto davkovani s minimalnim naiedéni vzorku umoziuje, ale také z hlediska
dostatecné citlivosti.

Ve studiich Park et al. (2000) a Shen et al. (2003) jsou popsany vyuZziti Amesova testu
(kmeny TA 98, 100) pro testovani zakoncentrovanych vzorka pitné vody. Pti porovnani
vysledku testd s pripadem identickych vzorki bez chlorace bylo konstatovano, Ze vyznamnost
genotoxického Ucinku vzrasta u vzorki oSetrenych chloraci.
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Miru znecisténi akvatického prostiedi kumulativnim zptasobem také identifikuje stav
sedimenti a pripadné stav suspendovanych ¢astic. Hodnoceni genotoxicity téchto
suspendovanych ¢astic bylo provedeno ve studii Vahl et al. (1997). Pro detekci byly pouZzity
testy — Ames test a umuC test. Aplikovan s dobrym vysledkem byl zejména Ames test. UmuC
test vykézal mensi citlivost ve srovnani s ostatnimi testy.

Pro detekci genotoxicity povrchovych vod, ¢ vytoka z COV do povrchovych vod jsou
nejcastéji pouzivany alternativni screeningové testy, jako je umuC test (Dizer et al. 2002).
Citlivost zachytu vyznamného genotoxického G¢inku nebyla umuC testem ve studii, ale
vysledky velmi Gzce korelovaly s mirou zbytkové kontaminace.

Pro biomonitoring vodného prostiedi je vhodné wvyuZziti in vivo verze comet testu
(Mitchelmore et Chipman, 1998; Wilson et al., 1998).

5. Zavér

Z velkého mnoZstvi testd, které umoZnuji detekovat genotoxické acinky latek, je pfi
monitoringu raznych sloZek prostiedi vyuZivano omezené mnoZstvi. Z vySe zminénych
piikladt pouZitych testa pro zjiSténi pFitomnosti latek s genotoxickymi  UCinky
v zemédelskych produktech a potravinach, vzduchu, pad¢é a vode lze ucinit jednoznac¢né
zavery.

Prednost se dava jednoznacéné rychlym a jednoduchym screeningovym testam.
NejpouzivanéjSim z testi je Amesav test s testovacimi kmeny Salmonella typhimurium TA 98
a TA 100. Vedle tohoto testu jsou z bakterialnich testa pouzivany SOS chromotest a umuC
test. Tyto testy jsou vyuzivany zejména v piipadé malého mnozstvi vzorka. VSechny testy
jsou provadeny bez i s metabolickou aktivaci.

Z testt na eukaryotickych systémech je vyuZivan comet test a to jak v in vitro tak i v in vivo
provedeni. In vitro test je vhodny pro testovani odebranych vzorka. In vivo test je pouzivan
pro monitoring sledovaného prostiedi.

Pro sledovani genotoxickych latek ve vzduchu a padé jsou velmi vhodné testy na rostlinach,
které umoZznuji provadét in situ studie. Mezi doporucovanymi jsou mikrojaderny test na
Tradescantia a dale mikrojaderny test na Vicia faba, ktery je vhodny zejména pro sledovani
pud. Pro sledovani ovzdusi je jeSté pouzivan test tycinkach Tradescantia.

Dalsi zminované testy jsou pouzivany pro detekci genotoxickych latek v prostiedi
vV omezeném mnoZstvi pripada. Jsou pouzivany jen vyjimecné a piedstavuji dalsi moznosti.
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