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(54) ' " Zptsob stanoveni biclogické tolerance a

toxicity ldtek popiipadd jejich emdsel

Zptisob stanoveni biologické tolerene
ce a toxioity ldtek, pop¥ipadd Jejich smé-
ef, spodivd v tom, Ze se zkoudend 1ldtky
fixuji na nosid, se ktergm se uvede do
kontektu & Zivymi Zivodisnymi bunkami v
kultivednim médiu, biologické odezvae Zivo~
g4%nfech bunék ne zkouSend 1étkz £ixované
ne nopid se sleduje mikroskopicky, popii~
padd mikrofotograficky nebo mikrokinema=
tografick¥. Zpisob stanoveni lze vyuzit
ve. zdravotnictvi a v potraviné¥atvi.
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Vynélez se tyké zphsobu stanoveni Inologlcké tolerance 8
tox1clty 1étek nebo JeJlCh em&si.

V souZasné dobd Je biologické tolerance a toxicita létek
nebo Jechh smés{ zjis¥ovéna celou tadou blologlckych zkoudek.
ﬁeskoslovensky lékopis pPedpisuje nésledugici biologické zkous-
ky. Zkoudku akutnif toxicity, jejiZ podstatou je vstfikovéni roz-
tokld do #{ly laboratornfch my3f, zkou¥ku na krys{m srdci in si-
tu, zkoudku pre¥fvéni krysfch spermif, zkoulku na hemolyticky
Udinek, zkousku na pyrogennf létky, zkousku na koZni draidivost,
zkoudku na odnf dré¥divost a zkou¥ku na lokdélni reakci. Obdob-
né tomu je i u 1ékopisﬁijinych stétd. PouZivané biologické
zkoudky majf Zetné pfednosti, ale i nékteré nevyhody. Nejvéts{
potiZe byvajl u létek ve vod® mélo rozpustnych nebo nerozpust-
nych, déle u ne¥istot provézejicich 1létky ve stopovych mnoZstvich,
Rovn&% vysledky byvajf Casto ovlivnény individuelnim stavem la-
boratornich zvi¥at ﬂzpﬁsobem aplikace létek. Ve v&t¥in& p¥ipadd
zkouska neumo¥nuje préaci ve v&t3{ sérii, archivaci materidlu
i dokument301 pro reprodukce a vzéaemné srovnéni nebo probihé
v Eivém makroorganlsmu. '

Vyée uvedené nedostatky jsou &dstelnd odstranény zptisobem
gtanovent biologické tolerance a toxicity létek podle vynélezu,
Jjeho¥ podstata spodivé v tom, Ze se zkouSené l4tky fixuji na
nosi%, s nim# se uvedou do kontaktu s ¥ivymi ¥ivodisnymi bufika-
mi v kultive¥nim médiu, biologické odezva ivodiZnych bundk na
zkouSend Natky fixované na nosiéi se sleduje mikroskopicky,
pfipadné-mikrofotograficky nebo mikrokinematograficky. Jako no-
sice je vhodné pou¥itf filtradnich membrén. Nosi¥ mi¥e byt ta—
ké ¥ivo&isného pivodu na bazi kolagenu a elastinu, pripraveny

‘ napfiklad z prfrodni blanité vrstvy serosy, submukosy nebo fasc;e.
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Pfednostmi zpisobu stanoveni biologické tolerance a toxi-
city 14tek nebo jejich sm&s{ podle vynélezu jsou moZnosti sle-
. dovat iétky plynné, kapainé v suspenzich, rozpustnych ve vodé
nebo rozpouitédlech nebo i vibec nerozpustnych. Dals{ pirednosti
Je schopnost velmi citlivé detekce primési a nedistot, provéze-
Jicfch biologicky zcela nezévadné létky,a to i v jinak obtiZn&
stanovitelnych mno¥stvich. Pou¥it{m nosid® k vézéni létek a -
Jejich smésf umo¥nuje se protrahované, Sasové sledovatelﬁé,
postupné uvolhovént jejich sloZek vyvolévajicich reakci Zivo~
¢isnych bundk p¥stovanych in vitro. Podle této reakce je moZno
zjistit dynamiku plsobeni urdité 1l&tky nebo i ur&ité koncentra-
ce 14tky. Rovnd¥ je mo¥né, za pouZiti &dsti téhoZ noside s 14t~
kou vyzkou3et reakci kultivovanych bunsk rdznych druhd Zivodi-
chd nebo jejich ridznych tkéni. Sledovén{ biologické odezvy %i-
vodisnych bun&k na zkouSenou létku podle vynéiezu umo¥nuje vzé=
Jemné porovnéni pﬁsobeni 1étek v Casovém sledu, ale i statistic-
ké vyhodnoceni, ‘ ‘ '

Uvedenou metodikou lze sledovat chovéni ridznych Zivol&is-
nych bundk vigi zkouéenému materlélu, z &eho% lze usuzovat i
na biologickou odezvu Jednotllvych tastt tként organismi vidéi
zkouSenému materidlu. U latek nepodléhagicich pii skladovéni
zméném, lze uchovévat Edsti nosidd s nanesenymi létkami pro
pozd&js1 srovnéni nebo reprodukCi; Mikrofotografické nebo mik-
rokinematografické z&b&ry reakce bun&k na zkousené létky nane-
sené na qosiéich'slouziljako trvaly doklad.

Pro prfpravu nosild z %ivo&isného pojiva jsou vhodné pii-
rodn{ blanité vrstvy serosy, submukosy nebo fascie, zbavené ne-
kolagennich a neelastinovych pffm&si. Déle kolagenni membraény
p¥ipravené nejlépe z rekonstituovaného kolagenu. NanédSeni plyn-
nych 14tek se provédf zavdSenim nosi¥d v prostiedf plynt nebo -
jejich filtrac{ pfes n031ée. Kapaliny se nand3{ méfenim, natfi-
" rénim nebo filtracf. Suspense se nanééi obdobné jako kapaliny. .
L4tky rozpustné se nangééi jako kapaliny a voda nebo rozpous- '
t3dlo se vysusi. Nerozpustné 1étky jemné struktury se za sucka
vifraj{ do nosidd a neulpslé se s povrchu oprési. Nerozpustné
14tky hrub3f{ struktury se nanesou na vodou zvlhéeny povrch,

258053




-3 -

pripadn® 1 jejich filtrac{ pies nosié a po oschnutf se opra3{
tdatelky, ktaré‘se neprilepily. Nékteré ldtky se na nosil za-~
chyti pti dialyse. Membrénové filtry piipravené z umdlych hmot,
Jako¥to noside nejsou tak universélni jako noside z %Zivo&i3ného

o pojiva. Nosife se zkouSenymi létkami se nast¥fhajf na prouZky

2 a%Z 8 mm ¥iroké, délky asi 10 cm. Tahem-za volné koncé se pri-
-tisknou na mikroskopické sklf{lka s homogennimi narostlymi bun-
kami. Trvalé pritisknutf prouZkd noside k bunkém se. zajist{ po~-
moci t&sné&ni ze silikonové pryZe, dosedlého na prouzek mimo
skli¥ko. Po pripudténi kultlvaéniho roztoku gse kultivuje pri
'8télé teplotd, vhodné pro pouité bufiky. Mikrofotografické ne-
bo mikrokinematografické snimkovani se provédil v &asovych in-
tervalech od zahéjenifkultivacé. Sougasn¥ se provad{ kontrolni
snimky buné®né kultury s nosidem bez'ikouéenych.létek. Kone&né
hodnocenf se provede srovnénim animkd v3ech dasovych dsekd i
pdvodni bun&&né kultury.

Mimo zji¥tovént biologické tolerance a toxicity létek po-
uZfvanych ve zdravotnictvi lze zpisob dle vynélezu vyuifit i
k-ovéfqvéni zdravotni nezévadnosti létek v potravindtstvi, tex-
tilnfm i kosmetickém primyslu.

Vyndlez je bliZe osvétlen ﬂésledujicimi piiklady .

Piiklad 1
- NosiZ Zivoéiéného pﬁvodu ze submukosy tenkého stieva ovce
byl vystaven udinku sméai 80 % kysliéniku uhlléitého a2 %
ethylenoxidu po dobu 12 hod. Po odséni smési a provzdudndni po
dobu 6 hod. byl odstfi¥ek pritladen k bunkém fibroblastni a
epitheloidnt 1inie;.narostlym na mikroskopickém krycim skli&ku,
po pFipudtén{ osmoticky vyvé¥endho a obohaceného fyziologické-
ho roztoku byla provedena kultivace za st&lé teploty 37 °C.
Thned byl zhotoven mlkrofotograflcky zéb&r nosite a jeho okolf,
ktery byl opakovén ka¥dou hodlnu po dobu 12 hodin.

Priklad 2 . ; ' ‘
Ustrizek téhoZ nosife, exponovaného W¥inku smési 80 % kys-
1li¥niku uhliZitého a 20 % ethylenoxidu po dobu 12 hod. byl pro-
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vzdusnén po dobu 12 hod. Déle bylo postupovéno pfesné jak uve-~
deno v pfikladé 1.

V pr{ped® prfkladu 1 nosi& s létkou vyvolal nefédouci

reakei bun¥k s byl oznaden jako toxicky. V pripadé p¥ikladu 2
nosi¥ nevyvolal #4dnou reakci bundk, co% prokézalovnepfitom-
nost toxické 1 étky. '

Priklad 3

Nosgid& #ivodisného pﬁvodu ze serozni vrstvy tenkého hové-
"zfho st¥eva byl 24 hodin méden v 0,5 % roztoku methylenové mod-
Fi v 96 % ethanolu denaturoveném 1 % benzinu. Po vyjmuti z roz-
toku byl po dobu 1 hodiny dvakrat vyluhovén 96 % ethanolem de-
naturovanym 1 % benzinu za teploty 20 ©C a po okapéni sulen -
24 hodin p¥i téZe teploté. V dalsim bylo postupovéno pfesné
jak uvedeno v prfklads 1. :

U prikladu 3 nedo¥lo k reakci bundk, létka byla oznalena
jako netoxické. Tyté% noside plipravené podle}pfikladu 1, 2,
3 byly zkou¥eny in vivo a hodnoceny bez av1dentni tkénové
‘reskce. Z uvedenéno plyne, %e metoda in vitro je c1t11végéi
ne¥ in vivo. Nosile vloZené do sterilizétord plynem mohou tu-.
ary bjt pou¥ity jakoZto indikétory residua plynu.

Pfiklad 4 : » )
- Ustiizek mﬁmbrénového filtru tuzemaké vyroby Sympor, pfes
 ktery byla filtrovéna suspenze vlolek vypadlych po ochlazen{ '
destilované vody prochézejict hadici z nizkotlakého polyetyle- ,
na, byl po odsétf a ugudeni pritladen Jakoﬁto nosid k bunkém
diploidni linie lidskych bungk narostlych na mlkroskoplckém
krycim sklf&ku a po napudténi kultivadntho média kultivovén

za teploty 37 °C. Beszprost¥edn¥ po napuéténi kultlvaéniho mé-
dia byl zhotoven prvy fotograflcky nébsr, daldf za 30 min, za

'1 hod, 3, 6 a 8 hodin, Vyhodnoceni vzorku jakoZto netolerant-.
ntho odpovidalo zkouSenim hadice pfedepsanym pro polymery po-

- uzfvané ve zdravotnictvi, '
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"PREDMBET VYNLALEZU

1. Zpisob stanovent bxologzcké tolerance a toxz.clty latek pri-
padng jejich smésf, vyznadujici. se tim, %¢ se zkouéené lat-
. ky fixujf na nosil, s nim¥ se uvedou do kontaktu s ¥ivymi
2ivoZi3nymi bunkemi v kultivaénim mediu, biologické odezva
ﬁvoéianych bun&k na zkoudené létky fixované na nosid 8e
sleduje mikroskopicky, pi‘:(padné milmofotograﬁcky nebo mik-
rokinematograficky. : '

2. Zplsob podle bodu 1,VVyzr'}1'a<‘.ujici se tim, %e nosi& je %ivodis-
 ného piivodu na bezi kolagenu a elastinu, pFipraveny napifklad
2z ptirodnt blanité vrst_vy ,serosy, _submukosy neho fascie.

3. Zplsob podle bodu 1 Vyznaéu.)ici ge t:tm, -0 nosig Je filtrad~
n{ membréna.,
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