Frog Embryo
Teratogenesis
Assay




®© FETAX je test embryotoxicity a teratogenity
na Casnych vyvojovych stadiich drapatky
vodni (Xenopus laevis), normovany podle

metodiky ASTM E 1439-98




Fetax medium

® FETAX médium se pripravuje Cerstvé, o pH 7,6-7.,9.
® Slozeni (na litr destilované vody):

© 625 mg NaCl

* 96 mg NaHCO3

- 30 mg KCl

15 mg CaCls

* 60 mg CaSO4+2H20

* 75 mg MgSOs

* Rozpoustédlo v nezbytné nutném mnozstvi (DMSO, aceton, propylen
glykol <1,6% v.v.)




Priprava na test

® Rodicovsky par se hormonalné stimuluje injekci humanniho
choriongonadotropinu do hibetniho lymfatického vaku

(samice 500-1000 IU, samec 250-500 IU).
® Stimulovany par je umistén do nadrze s FETAX médiem.

® Po 9 az 12 hodinach od injekce hormonu dochazi ke kladeni
oplozenych vajicek.

® Ve snliSce by mélo byt vice nez 75% oplozenych vajicek.

® Do testu se vybiraji vajicka, ktera jsou nakladena jednotlivé
a maji dokonale kulaty tvar.




Priprava na test

® Po celou dobu je nutne vodu provzdusnovat a udrzovat teplotu
na 21+2°C.

@ Vytvorii se koncentraCni fada testované latky, pro kazdou
koncentraci ti1 opakovani, kazde na vajicka jin¢ho
rodiCovského paru.

@ P¢t hodin po fertilizaci se vybere 25 oplozenych vajicek na

Petriho misku a piida se 10 ml FETAX média a testovana latka
v pozadovan¢ koncentraci.

@ Jako negativni kontrola slouzi FETAX medium.




Test

® Akutni semistaticky test
® Doba expozice je 96 hodin

® Vymeéna media a odbér uhynulych embryi a larev se provadi
po 24, 48 a 72 hodinach od zaloZeni testu.

® Larvy se béhem testu nekrmi.




Test

® Test se zaklada mezi fazi stfedni blastuly a zaCatkem neurulace
embryi, tzn. piiblizné 5 hodin po fertilizaci

® Teplota v prubéhu testu se udrzuje na 24+£2°C

® Jako negativni kontrola slouzi embrya, ktera se vyvijela pouze
v roztoku FETAX, bez pridani testovane latky, ve Ctyrech
opakovanich.

® Jako pozitivni referencCni latka se pouziva teratogen
6-aminonikotinamid '




Vyhodnoceni

® Po 96 hodinach se test ukonci, embrya se zafixuji v 3%
formaldehydu.

® Vyhodnoti se jejich stav pod mikroskopem, tj. télesna delka a vyskyt
malformaci se porovnava s negativni kontrolou.

® Vysledkem testu jsou hodnoty ziskané po ukonceni 96hodinové
eXpozice:

- LC[10], LC[50], LC[90] - koncentrace zpisobujici 10%, 50%,
90% uhyn embryi, ale vétSinou se stanovuje pouze LC[50]

- EC[10], EC[50], EC[90] - koncentrace zptsobujici malformace u
10%, 50%, 90% embryi

(Vysledky LC a EC se hodnoti pomoci statisticke probit analyzy)




Vyhodnoceni

@ TI - Teratogenni index
« Hodnota podilu 96h LC[50] a EC[50].

« Slouzi k hodnoceni potencidlu testovane latky zpuisobit teratogenni
poskozeni.

 Latka se povazuje za neteratogenni pokud je TI < 1,5 pokud je
teratogenni index vétsi nez 3, povazuje se latka za silny teratogen.

® MCIG - minimélni koncentrace zptisobujici inhibici riistu
« Porovnani velikosti embryi ve srovnani s negativni kontrolou.

(Potencialni teratogenita vzrista s rostoucim TI a klesajici hodnotou MCIG)

@ Hodnoceni vzniklych malformaci

« Atlas abnormalit




Vyuziti FETAXu

® Test FETAX je dobfe standardizovanou metodou, ktera
umoznuje snadno a rychle (screeningové hodnoceni) ziskat
dulezité informace o letalnim a neletalnim plisobeni latek

® Pouziva se pro hodnoceni vyvojové toxicity jak Cistych latek,
tak komplexnich smési, povrchovych a podzemnich vod,
sedimentil, vyluhu a dalSich enviromentalnich vzorki.

® Muze pomoci v hodnoceni ekotoxicity, embryotoxicity a
teratogenity vodnich organismu, 1 obratlovcu vSeobecné (pri
zohlednéni toxikokinetickych specifik)




Vyhody a nevyhody

® Validita

® Rychlost

® Cena

® Dokumentace

® Alternativni druhy

® Exoticky druh




Dekujeme za pozornost!

- fniv

V ptipadé dalSiho zajmu lze originalni verzi normy FETAX z 1.4. 2004 ziskat
napiiklad na http://eshop.normservis.cz za 820.80 K¢ ©.




