Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi

©)

Ekotoxikologicke testy s obojzivelniky
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e Jsou vyznamnou soucasti ekosystémi - reprezentuji vétSinou
konzumenty druhého radu (vétsina druhu je insektivornich).

e VétSina zastupcu (zeym. ze skupiny bezocasich, Anura) prodélava
unikatni proces metamorfozy (embryo, larva, dospélec)

 Zivotni strategie reprezentuje radu rozli¢nych expozi¢nich cest
a mist pro pusobeni polutantu

e transdermalni pirenos vody a polutantii: U obojzivelnikt 70-90%
celkové kapacity.

* U jinych obratlovci jSOu procesy vymény
vody, iontd (a také plyni) realizovany
hlavné pies plice/zabra, gastrointestinalni trakt
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Dramaticky ubytek populaci obojzivelnikii
(oznacovany Global Amphibian Decline)

sledovan od 60. let 20. stoleti

vysledky dlouhodobého pozorovani
- z vice nez 20 zemi sveta

- mnozstvi moznych pricin
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Embryotoxicita — vlastnost latek, ktera se projevuje nepfriznivymi ucinky na
zarodek (embryo)
Embryotoxické latky pasobi smrt zarodkl ¢i naruseni vyvoje nebo rustu

Teratogenita — vlastnost latek, ktera zpusobuje trvalé funkéni nebo strukturni
abnormality (malformace) béhem obdobi embryonalniho vyvoje
Teratogeny pusobi neucinnéji ve stadiu organogeneze

Malformace u obojzivelnikt
- celosvétovy problém, souvisi se snizovanim populaci obojzivelniku (Worldwide
Amphibian Decline)
- 44 statu USA, Kanada — malformovani jedinci nalézani pfimo v prostfedi (Rana
pipiens, Rana clamitans, Bufo americanus, ...)
- hlavni priciny — UV-B zareni
- invaze parazity (Trematoda — Ribeiroia ondatrae)

- kontaminanty zivotniho prostredi
pesticidy, herbicidy
tézke kovy
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Mozny duvod: Kontaminanty

“Obojzivelnici jsou zvlasté citlivi vuéi xenobiotikum v
prostiedi diky své fyziologii a chovani” (Bidwell and Gorrie, 1995)

Frog Metamorphosis

Ekotoxikologie obojzivelniku: malo znama oblast, rozvoj v poslednich
letech

O koncentracich a efektech polutanti na obojzivelniky existuje velmi malo
udaji. Nedostupné jsou experimentalni studie urcujici biokoncentraci
(biokoncentracni faktory, BCFs) a/nebo bioakumulaci.
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e sporé informace - omezeneé pouziti
e ochrana obojzivelniku

e limitace na rody Rana (skokan), Bufo (ropucha), Xenopus
(drapatka)

 Udaje o kontaminaci, bioakumulaci apod. mame pouze z
uhynulych jedincu (? stafi..)

 Biochemické ukazatele z krve (planované odbeéry v
prirodnich populacich — vyjimec€ne
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Testy s obojzivelniky

Obojzivelnici nachazeji uplatnéni v testech teratogenity,
genotoxicity a v testech pro odhaleni naruseni
endokrinniho systemu

Typy studii: taxonomicka diverzita, rozmnozovaci aktivita,
embryolarvalni vyvoj, biochemie organu. Eticke prekazky.

e ISO, OECD, ASTM - FETAX (Frog Embryo Teratogenesis
Assay:. Xenopus) Xenopus laevis - testovani chemickych
latek a pripravku, sedimentu apod.

Evropa - skokan
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Modelové druhy
NejCastéji pouzivany modelovy organizmus - drapatka vodni (Xenopus
laevis) (ASTM E1439-98 )

DalsSi pouzivané druhy - skokani Rana pipiens (ASTM E1439-98,
1998) a Rana temporaria

rosniCky Litoria adelaidaensis a Crinia insignifera
drapatka Silurana tropicalis
ropuchy Bufo americanus (ASTM E1439-98, 1998) a Bufo arenarum

ocasati obojzivelnici zebrovnik Pleurodeles waltl (AFNOR T90-325,
1992), axolotl Ambystoma mexicanum (Federal Register, 1998),

colci Notophthalmus viridescens, Triturus vulgaris




Studium vyvojove, bunécné, molekularni biologie,
vyuziti v embryologii, fyziologii, toxikologii

» dobra znalost normalniho vyvoje, biologie a
biochemie

po cely zivot moznost odchovu v laboratori
schopné prijimat usmrcenou potravu
akvaticky zpusob Zivota larev i dospélcu
dospélci resistentni vici chorobam
moznost indukovaného ziskani
embryi nezavisle na rocnim obdobi

pruhlednost larev - sledovani
malformaci vnitfnich organu
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* dobre standardizovana metoda
* reprezentativnost pro dalSi obojzivelniky????

e postup vyuzivajici testovani letalni toxicity a neletalnich efektu
(morfologické malformace) béhem embryolarvalniho vyvoje

 US-EPAC. 1001.0 - Fathead minnow, Embryo-larval Survival and
Teratogenicity) 1ze dobfe modifikovat pro ucely testovani efekti s
obojzivelniky

« skokan hnédy (Rana temporaria).

e ropucha obecna (Bufo bufo)

* ckotoxikologické biotesty s obojzivelniky by nemél byt pouze (ale v
90% je) FETAX
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Frog Embryo Teratogenesis
Assay:. Xenopus (FETAX)

 Puvodné designovan pro
testovani teratogenity
chemickych latek (farmak) na
drapatce jako modelu pro
obratlovce (pro lidi)

* Dobra korelace mezi znamymi
lidskymi teratogeny a vysledky z
FETAXu

* Pouzivan pro testy jednotlivych
latek, smesi, | odpadnich vod
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FETAX = Frog Embryo Teratogenesis Assay - Xenopus

- podle metodiky standard ASTM (American Society for
Testing and Materials) E 1439-98 (1999). Standard Guide for
Conducting the Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus
(FETAX).

A e B uw-ﬂ?du*~v~
Laboratorni test pro odhad rizika embryotoxicity a | ft 1 t..':ﬁ
teratogenity chemickych latek a enviromentalnich smési | : B | |
V roztoku g T
Akutni, semistaticky test L | L 41;.,1_,,1 :

Hodnoceni embryotoxicity s zabami - FETAX

— expozice vajicek béhem embryonalniho vyvoje
- ve standardni podobé ukonéen po 96 hod

- varianty — kompletni zivotni cyklus
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Pracovni postup |

* Pred zalozenim testu
- vybér vhodného paru zab
- stimulace rodicovského paru hormonem
choriogonadotropinem ( HCG, den pfed snuskou)
injekéné do hrbetniho lymfatického vaku
samice 500-1000 U, samec 250-500 IU
nasledna stimulace stejného jedince nejdrive po 90 dnech
- par do samostatné nadrze — provzdusnéni, teplota vody 21+2°C
amplexus po 2-6h -> tvorba vajiCek a oplozeni
kladeni vajicek po 9-12h od injekce

- vybér oplozenych vajiCek - do testu vybirame vajiCka
kulatého tvaru, nakladena jednotlive

— €O nejkvalitnéjsi, oplozena
- dobra snuska: = 75% oplozenych vajicek
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Zalozeni testu
* 5 h po fertilizaci, nutné prfed zapocCetim
neurulace
e do Petriho misek po 20-25 oplozenych vajiCkach
+ 10ml FETAX média + testovana latka
e expozice ruznym koncentracim testovanych latek
v standardnim FETAX mediu: koncentracni rada,
kazda koncentrace = 2misky
negativni kontrola = 4 misky

pozitivni kontrola: 6-aminonicotinamid
all-trans retinova kyselina (ATRA)




Hormonalni stimulace dospelého paru DESIGN TESTU

L. amplexus —— oplozena vajika — nasazeni do Petriho misek

fixace v 3 % formaldehydu — hodnoceni malformaci, méreni délky embryi

zamrazeni na -80°C — tkanovy homogenat pulct pouZzit pro
entrum pro vyzkum

toxickych latek biochemicka stanoveni

v prostredi
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Pracovni postup |11

 Prubéh testu
- teplota 24+2°C (nizSi zpomali vyvoj, vySSi znasobi vyskyt
malformaci), ulozeni do inkubatoru
-pH 7,7 (realné mezi pH 6,5 a pH 9,0)
- nahodné usporadani misek v prostoru
- vyména expoziénich roztoku/média a odbér uhynulych embryi po
24, 48, 72 hodinach

- ukoncCeni testu po 96h, 90% embryi by mélo dosahnout 46. stadia
vyvoje

- vyhodnoceni pod mikroskopem
- sledovani pocCtu a delky
prezivajicich jedincu a vyskyt
malformaci

Centrum pro vyzkum 465téd|um
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po expozici standardne hodnoceni embryotoxicity a

teratogenity zkoumane latky:
letalita po 96h (LC, - koncentrace zpusobujici 50% uhyn
embryi)
% morfologickych zmén - malformaci po 96 hod (EC -
koncentrace zpusobujici malformace u 50% embryi)
inhibice rustu (MCIG) — minimalni koncentrace zpusobuijici
inhibici rustu

* Index teratogenity = hodnota podilu 96h LC., a 96h EC
TI=LCg, / ECq
« TI>1,5 indikace teratogenniho
potencialu

DalSi parametry: oﬁ\,\x - < - Malformace
- zpomaleni vyvoje . —e— L etalita
- inhibice rustu o
- malformace organt \
- biochemické markery O

- zmény chovani s
y © 03\3
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ASTM Int'l Amphibian Toxicity Test - ASTM E2591-07

- Guide for Conducting Whole Sediment Toxicity
Tests with Amphibians

* hodnoceni sedimentl a podmacenych pud (mokfady) z
potencialné kontaminovanych lokalit, kde jsou obojzivelnici
dulezitymi druhy

* mefi ucinky biodostupné frakce

* Nasazeni Cerstvé nalihnuti pulci skokanu Rana pipiens,
R.sylvatika (stadium 23-25), mozno i drapatka

o larvy krmeny

e 10 d kontaktni test se sedimentem

e 300 ml kadinky — 100 ml sedimentu, 175 ml vody

» Sledované parametry: pfezivani, rust - subletalni parametry
(délka, Sifka téla)
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MN — test a Jayletuliv test

* Metody pro zjisStovani genotoxicity xenobiotik pomoci
obojzivelnikd : Xenopus Mikronucleus Assay (MN-test)
a Jayletlv test
(Békaert et al., 1999; Zoll-Moreux et Ferrier, 1999).

e Princip: sledovani zvySeného poCtu mikrojader v erytrocytech u larev po
expozici latkdm s potencionalnim genotoxickym uc€inkem.

* Testy se liSi pouzitym druhem modelového organizmu. MN—test pracuje
s larvami drapatky vodni (Xenopus laevis), Jayletav test je upraven pro
pouziti larev ocasatych obojzivelniki — zebrovnika (Pleurodeles waltl)
nebo axolotla (Ambystoma mexicanum).

« Jayletuv test na ocasatych obojzivelnicich se ve Francii vyuziva jako
standardni metoda pro urCovani genotoxicity latek a je zpracovan do
podoby metodiky French Standard NF
(AFNOR T90-325, 1992).

 MN-test s drapatkami ma stejnou senzitivitu jako Jayletuv test na
ocasatych obojzivelnicich a tudiz jsou oba testy vhodné pro posuzovani
genotoxicity.
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Testy odhalujici naruseni endokrinniho
systému obojzivelniku

Endokrinni disruptory (ED’s) jsou xenobiotika narusujici endokrinni system
zivocichda.

U obojzivelnikl plsobi ED"s na nékolika urovnich:

e v embryonalnim a larvalnim obdobi

e pfi metamorféze

« v obdobi diferenciace gonad

* v obdobi sekundarni pohlavni diferenciace a

« v dospélosti (narusenim fyziologického chovani)

Nasledkem predCasné metamorfézy vznikaji extrémné mali jedinci, neschopni
reagovat na zmény prirodnich podminek, s omezenou moznosti zivit se
veétSi potravou a s nizkymi energetickymi rezervami. Nékteré ED’s ovlivnuji
regulacni systém pohlavnich steroidld. Pokud takové ED’s pUsobi na
populaci larev v obdobi vyvoje gonad, dochazi ke zméné poméru pohlavi.

Centrum pro vyzkum
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Cil: prokazat, zda zkoumana latka ovliviiuje rychlost metamorfézy.

Ctrnactidenni test metamorfozy - dle metodiky U. S. EPA Endocrine Disruptor
Screening and Testing Committee (EDSTAC) T I. — Frog metamorphosis assay
(Federal Register, 1998).

Do testu jsou nasazeny larvy drapatky vodni (Xenopus laevis) ve vyvojovém stadiu 60, tzn.
tésn¢ pied dosazenim metamorfozy.

Larvy jsou po celou dobu testu (14 dnt) vystaveny expozici zkoumané latky.

- obdobny test OECD Test No. 231: Amphibian Metamorphosis Assay — 21 dni
Do testu jsou nasazeny larvy drapatky vodni (Xenopus laevis) ve vyvojovém stadiu 51, tzn.
pied dosazenim metamorfozy.

Larvy jsou po celou dobu testu (21 dnl) vystaveny expozici zkoumané latky.

Sledované parametry: stadium vyvoje a pribéh metamorfozy.

Doplnkové udaje: vyska ocasniho lemu, délka ocasku, téla a panevnich koncetin.
Vysledek testu: hodnota 1C.,, coz je koncentrace testované latky, ktera zptsobi u 50 %
larev inhibici metamorfozy.

©)

OECD 231 - pro testovani endokrinni disrupce
Centrum pro vyzkum nejméné 3 koncentrace, 4 opakovani: 20 pulci/koncentraci
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Sedmdesatidenni test metamorfozy

* Vyhoda: prodlouzena expozice larev zkoumané latce, Iépe simuluje prirodni podminky
* embrya nasazena do testu ve stadiu stfedni blastuly az Casné gastruly

 embrya nejprve umisténa v objemu 100 ml media, paty den pfemisténa do sklenénych
akvarii do objemu 8 litrtl testované latky

» kazdych 72 hodin vymeéna 50% expozi¢niho media

e od patého dne larvy denné krmeny

« 12ti hodinova fotoperioda a teplota vody 24+2°C.

* Sledovany teplota, kyslik a pH, mnozstvi amoniaku.

* Po 70ti dnech ukonceni - stanoveno vyvojove stadium

e Sledované parametry: stadium vyvoje a prubéh metamorfozy.

* Posuzuje se vyskyt malformaci panevnich koncetin a preziti larev.

* Doplnujicim vySetfenim muize byt jesté histologické vySetfeni §titné zlazy

 Doplnkové udaje: vysSka ocasniho lemu, délka ocasku, téla a panevnich koncetin.

 Vysledek testu: 5d LC50, 70 d LC50, IC50 (koncentrace testované latky, ktera
zpusobi u 50 % larev inhibici metamorfozy).
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Rana catesbeiana, American bullfrog

Photo courtesy of Dr. James Carr
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Předvádějící
Poznámky prezentace
Bullfrog tadpoles from AP-exposed site had 
shorter hindlimbs
a shorter hindlimb/snout-vent length ratio
and had not yet progressed to late prometamorphosis/metamorphic climax
Smaller thyroid gland, probably related to developmental stage, as the thyroid increases in size during late prometamorphosis and metamorphic climax in some species.
These tadpoles over-winter, and exposure history throughout entire larval period is unknown.



Sledovani sexualniho vyvoje
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Vlivem ED’s dochazi k porucham vyvoje gonad — méni se pomér
poCtu samcu a samic a také se objevuje intersex — tzn. soucasna
pritomnost ovarii i testes u jednoho jedince

Larvy drapatky Xenopus laevis jsou od stafi péti dnu vystaveny
pusobeni testované latce.

Pozitivni kontrola 17p-estradiol a dihydrotestosteron.

Po ukonCeni metamorfozy (po 78 dnech) se u kazdého jedince
provadi histologické vySetfeni gonad a svalu m. dilatator laryngis -
jeho velikost patri mezi druhotné pohlavni znaky u drapatky vodni.
U samcu je tento sval vyvinut mohutnéji. Pfi pusobeni xenobiotik
s androgennimi ucCinky se m. dilatator laryngis zvetsuje.

toxickych latek
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VétSina obojzZivelnikl je chranéna = omezené vyuziti pro
vyzkum a EB... registrace novych latek.. FETAX, QSAR

Kromé& skokana hnédého vsichni obojzivelnici Zijici v Ceské
republice chraneni zakonem cC. 114/1992 Sb. o ochrane
prirody a krajiny a zarazeni na seznam Kkriticky ohrozenych,
silné ohrozenych nebo ohrozenych druhu v priloze llI.
vyhlasky Ministerstva zivotniho prostredi €. 395/1992 Sb.

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
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