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e Akutni semistaticky test
embryotoxicity a teratogenity

* Vyuziti embryi drapatky vodni
(Xenopus Laevis)

» Test standardizovany ASTM (American
Society for Testing and Materials) - norma
ASTM E 1439-98

» Standard Guide for Conducting the Frog
Embryo Teratogenesis Assay — Xenopus



Xenopus laevis

e Tradicni modelovy organismus
— znama ontogeneze

* Vyhradné akvaticky druh

e Moznost
indukovat rozmnozovani

* Nenarocny laboratorni chov

e Prirozeny vyskyt v Africe,
karnivorni predatori (hmyz, korysi, ryby)



Sexuadlni dimorfismus u Xenopus laevis



Priprava na test

» Vybér vhodného paru (dospéli, min. 3 mésice bez
pareni)

 Stimulace choriogonadotropinem do hrbetniho
lymfatického vaku (Pregnyl 5000)

e Umisteni do parici kadeé — FETAX médium, mrizka,
termostat na 21-23 stupri(i)

* Po 12 hodinach dochazi ke kladeni 500 — 2000
vajicek
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Amplexus

Snuska vajicek




Priprava na test |l

 Vybrat kvalitni, oplodnéna vajicka (kulaty tvar, Cerny a
bily pdl)

* Pripravit koncentracni fadu testovaneé latky, pro
kazdou koncentraci 3 opakovani — kazdé opakovani s
vajicky od jiného paru

» 5 hodin po oplodnéni (do ukonceni stadia gastruly)
preneést 25 vajicek na Petriho misku spolu s 10 ml FETAX
média (pH 7 - 7,6) a testovanou latkou

* Negativni kontrola = FETAX médium, pozitivni kontrola
teratogen 6 - aminonikotinamid
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Expozice

* 96 hodin — do 46. vyvojového stadia
embryi

» Teplota 21 stupnid, denni svétlo, pH
expozicniho roztoku 6,5 - 9

» Semistaticky test - kazdych 24 hodin
vymena media a odstraneni uhynulych
embryi

e Larvy se nekrmi

» Ukonceni testu — fixace 3% roztokem
formaldehydu
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Vyhodnoceni

e Pomoci binokularu a mikroskopu se analyzuje délka
tél larev a vyskyt malformaci (podle Atlas of
Abnormalities — A Guide for the Performance of FETAX,
Bantle et al. 1996)




Vyhodnoceni li

Standardni vystup dat:

e LC,,-koncentrace zpUsobujici 50% thyn embryi (pripadné
LCm,ILiC90 a jiné)

» EC,, - koncentrace zpusobujici malformace u 50% embryi
(pfipadne EC,, EC,, ajiné)

e teratogenniindex Tl - hodnota podilu 96h LC., a 96h EC,,

e MCIG - minimalni koncentrace zpUsobujici inhibici rlstu
(porovnani délky embrya (hlava-ocas) oproti kontrole)

» hodnoceni vzniklych malformaci (malformace vnitinich
organu, oci, mozku; vyskyt edému; abnormalni zakfiveni
patere)



Teratogenni index

BRIISEC, JEC.,

e hodnoceni potencialu latky
zpusobit teratogenni poskozeni

e Tl < 1,5 = neteratogenni latka

e 3 < Tl =silne teratogenni latka

o Cim vys$si Tl a nizsi MCIG, tim
silngjsi teratogen



Hodnoceni dat

 stanoveni Ucinkd expozice testovanych vzorku na
inhibici rdstu ve srovnani s negativni kontrolou =
analyza rozptylu (ANOVA), Dunnet's test
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FETAX - shrnuti

* Akutni, semistaticky
° Ekotox1c1ta embryotoxicita, teratogenita
o Cisté latky, smési, vody, vyluhy, sedimenty

+ Rychly

+ Dobre standardizovany
+ Snadny chov
testovaciho organismu

+ Levny

- Pro nase prostredi

malo relevantni druh
(alternativné

Rana pipiens, Bufo Americanus)

Natalie Dee.com
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