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Ekotoxikologické testy

Dle trofické urovné testovacich organismu (baterie)

e producenti
e konzumenti
e destruenti

Dle spektra testovacich organismu

« Jednodruhové
* Vicedruhové (laboratorni smési kultur ¢i pfirodni populace)

Dle typu testovaného vzorku (tox i ekotox)

» C(Cisté chemické latky (hydrofilni, hydrofobni, t€ékave)
« smés latek (znamych i neznamych)

» pfirodni vzorky (vétSinou nezname, smésné, s neznamymi
interakcemi) - nejslozitéjSi interpretace



Eko-Toxikologické testy

Dle testované matrice Dle zpusobu pfipravy vzorku
» chemicka latka « definované koncentrace chemickych latek
 voda » testovani vyluhu pfirodnich vzorku
« plda (extrakce org. rozpoustedly, DMSO,
« vzduch vodou, ruzné pH, teplota atd.) €i jejich
. frakci
e sediment L, . : -
dpad e pasivni vzorkovace - semipermeabilni
* odpa membrany

o pFimé testy (Direct Tests, Solid Phase
Tests, Whole Effluent etc.)

Dle stupne komplexnosti
detekCniho systemu

makromolekuly, enzymy, proteiny, DNA Dle testovaciho uspoFadani

bunécneé a tkanove kultury in vitro (akvatické testy)
intaktni zivy organismus . Statické
populace

» Semi-statické
e Pratocéné

micro/mezo kosmos
terénni experimenty



Specialni testy pro hodnoceni rizik
v zivotnim prostredi

trofie

mutagenita/genotoxicita na bakteriich, na rostlinach, volné Zijicich
zviratech a rybach

teratogenita, napfiklad na obojzivelnicich - Xenopus laevis

embryotoxicita a reprodukcni testy na rybach, korysSich,
obojzivelnicich, ptacich, hraboSich apod.

detekce spec. mechanismu (endokrinni disruptory, TCDD apod.)
biokoncentrace/ biokumulace
testy pro hodnoceni biodegradability



Experimentalni design

Zakladni etapy v experimentalni praci

Stanoveni cile (presné definovat otazku)
Vyber vhodné metody (technické reseni)
Vypracovani projektu (kdy, kde, kdo, jak...)
Technicka priprava studie (prostredky, protokoly)
Pilotni studie (proveditelnost, mozna tskali, N)
Modifikace projektu

Vlastni studie (protokoly a pracovni denik)

Vyhodnocovani a interpretace vysledku
(statistika, vedlejsi vysledky)




Experimentalni design

= protokol zahrnujici kompletni plan experimentu i hodnoceni dat

Toxikologické studie - dva zakladni cile:

1. Zjistit, zda studovany faktor (chemicka latka)
zpusobuje néjaky ucinek ve studovaném biologickém systému

2. Zjistit, jak je tento ucCinek velky/ vyznamny
Objekty zkoumani = experimentalni jednotky

- sledovan vliv riznych faktort na experimentalni jednotky

pokusny zasah = kombinace specifické hodnoty vSech
faktorl, které mohou potencialné odpovéd ovlivhovat




Nezavisla proménna

]

Proménnd, ktera je zamérné ménéna experimentatorem
(stimul, podnét)

Zavisla proménna

Proménnd, ktera charakterizuje odpovéd - reakci na podnét

Sleduji vztah mezi testovanymi faktory /nezavislé proménné —
napr.koncentrace/ a proménnymi, které charakterizuji uCinek
[zavislé proménné/ - odpoveéd v zavislosti na pusobeni toho faktoru

Typy sledovanych parametru: spojité
diskrétni /mohou nabyvat jen urcCitych hodnot,
kategorii — napf. pohlavi — zena/muz



Zakladni pozadavky experimentalnino designu
Reprezentativhost (zobecnitelnost vysledku)
Homogenita souboru (zvysSuje silu testu)

Zakladni otazka:
Co jsou cile a hypotézy studie, jaké otazky chceme zodpovedeéet?

Stanoveni cili studie (Objectives, Goals) — zjistit, zda.....

Stanoveni hypotezy

Hypotéza = tvrzeni, domnénka, jejichz pravdivost se ovéruje pomoci
experimentu

Jaké nové otdzky mohou vyplynout z vysledku studie? Mohla by byt ta studie
usporadana tak, aby tyto otazky rovnou zodpovédéla?

Nulova hypotéza

= zadny rozdil mezi kontrolami a pokusnym zasahem

Alternativni /vyzkumna/ hypotéza

= pokusny zasah zpusobuje vyznamny rozdil mezi skupinami

Chyba 1. druhu = testovana nulova hypotéza je chybné zamitnuta (zamitneme

nulovou hypotézu, i kdyz ve skuteCnosti plati). Pravdépodobnost této chyby
volime sami a oznaCujeme ji jako hladinu vyznamnosti (o).

P mensSinez 0,05 (o = 0,05)
= pravdéepodobnost pravdivosti nulové hypotézy je mensi nez 5% -
zamitame nulovou hypotézu, plati alternativni hypotéza



Zakladni principy experimentalnino designu

1.

Kontrola u€inku vnéjsich /nestudovanych/ faktoru —
kontrolni skupina

. Nahodnost alokace organismu do pokusnych a

kontrolnich skupin

. Opakovani a opakovatelnost

Pokud chci studovat vliv jednoho faktoru /jako koncentrace, doby
expozice/ = nutno kontrolovat vSechny dalSi proménné, které by
mohly odpoved ovlivnit

jeden faktor jedna uroven = vliv jedné koncentrace po urcitém Case
vétSinou testovano nekolik urovni sledovaného faktoru

Casto stanovujeme vliv vice faktort soudasné = vicerozmé&rny
design = vliv koncentrace na rust fas proméfovany v Case, dalSi
parametry = intenzita zareni, teplota



Pokusné a kontrolni skupiny

porovnani exponované a kontrolni skupiny ze stejné vychozi populace = stejné
organismy /bunky/ za stejnych podminek, liSi se jen expozici

vzdy je nutno do pokusu zahrnout vSechny adekvatni kontroly

negativni a pozitivni kontroly

Negativni kontroly

= blanky bez jakéhokoli zasahu

= kontroly se slepym pokusnym zasahem

= vSechny rozpoustediové kontroly

= pokud kombinace rozpoustédel - vSechny kombinace

Kdyz opakované experimenty prokazi, ze pouzivaneé rozpoustedlo nema v
pouzivané koncentraci zadny vliv na sledované parametry, je mozno nadale
pouzivat pouze rozpoustedlovou kontrolu.

Pozitivni kontroly, Standardy
Pokusné zasahy

= rlzné urovné pokusného zasahu, riznych testovanych faktoru
= pfipadné sparovani kontrol a pfripadu /paroveé testy jsou silnéjsi/



Nahodna alokace organismu z populace do kontrolnich a pokusnych
skupin — pred zasahem vsechny skupiny stejné = abychom se
vyhnuli zkresleni vysledkud kvuli rozdilnosti pokusnych skupin.

Opakovani experimentu na vétSim poctu objektl ke snizeni
nahodného rozptylu vysledku

« experimentalni jednotky = jednotliva opakovani experimentu — napf.
ryby v sinicové expozici

e opakovani pokusného zasahu

» pokud trikrat opakuji mereni mikrocystinu nebo biomarkeru
v hepatopankreatu ryby — je to pouze opakovani stanoveni
(technické opakovani) pro lepsi pfesnost a pro stanoveni
opakovatelnosti méreni (nejsou nezavislé hodnoty), ale neni to
opakovani pokusneho zasahu



Opakovani pokusného zasahu na dostateéném poctu experimentalnich
jednotek, ktery umozni odhaleni systematickeho ucinku

pocet opakovani — pokud mozno stejny ve vSech skupinach - stejny pocet
pozorovani pro kazdou uroven znaku

Pro maximalizaci sily testu je tfeba maximalizovat poCet nezavislych
opakovani — Power analysis (analyza sily studie)

Dostatecna velikost pokusného souboru
zavisi na:

variabilité sledovane veliCiny

poctu sledovanych nezavislych faktoru

technickych moznostech

poZzadované mife jistoty »
velikosti oCekavaného efektu

Pozor na prilis velké soubory!



Analyza sily studie
(power analysis)

o

o Jak velky rozdil chceme
detekovat?

o Jak velky rozptyl sledovaného
parametru je v populaci?
* UrcCeni vhodné velikosti vzorku

* Interpretace negativniho
vysledku studie
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velikost souboru

Umoznuje predem zvolit nebo zpétné kvantifikovat pravdépodobnost chyby
[I. druhu.

chyba Il. druhu = testovana nulova hypotéza je chybné nezamitnuta — ve
,SkuteCnosti“ hypotéza neplati, ale test ji nezamitne
- jeji pravdepodobnost se oznacCuje 3.

Sila testu (S): S =1 - B, tj. pravdépodobnost, Ze test spravné zamitne hypotézu,
ktera ve skuteCnosti neplati, tj. pravdépodobnost, ze k chybé 2. druhu
nedojde

Obvykle se povazuje za rozumnou hodnota 80%.



Soucasti experimentalniho designu 1.

Cile studie — co chci zjistit a jak to chci zjistit

Stanoveni nulové hypotézy a alternativni /vyzkumné/
hypotézy

Jaky pokusny zasah, jaké faktory / /,
jejichz ucinky na experimentalni jednotky budou
sledovany

Jake sledované parametry / /, jejichz

odpovéd na ruznou uroven testovanych faktoru budeme
sledovat v jakych Casech

Presné podminky expozice

Naplanovani poctu opakovani a jejich usporadani v
experimentu



Soucasti experimentalniho designu lI.

KONTROLY - zarazeni vSech nezbytnych kontrol /pre-
test/

Uroven studovaného pokusného zasahu — vSech faktord

Expozice Cistou chemickou latkou : koncentrace v
zasobnich roztocich a pak finalni koncentrace v expozici
/molarni konc./

nutno znat rozpustnost ve vode, nesmi byt v testu
prekrocena

Standard /pozitivni kontrola/ - zahrnuti vhodnych hodnot
standardu

Casovy design experimentu — na vice &asovych
intervalech v zavislosti na charakteru odpovedi, pripadné
optimalizovat dobu expozice



Soucasti experimentalniho designu lll.

Pokud neni hodnoceni provedeno pfimo po ukonceni expozice, urcit
jak pfipravit a uchovavat vzorky pred analyzou, jak jsou
vzorky/standardy/reagenty pfi daném uchovavani stabilni

Optimalizovana metodika méreni sledovanych parametr v odpovédi
na expozici /optimalizace predem/

»koncentraci reagentu
»mnozstvi vzorku

»doby a teploty inkubace
»podminek mereni apod.

Vicefaktorove usporadani: vliv koncentrace za ruznych svételnych i
tepelnych podminek pfi riznych dobach expozice 3

Jak budou ziskané data hodnocena




Nezbytnost a vyhody experimentalniho designu

» dukladné promysleni a naplanovani experimentu

e snadna navaznost dalSich experimentl — presné popsany
vSechny podminky — pro navazujici experimenty netreba
prepisovat, jen prekopirovat, doplnit a zvyraznit zmeny

» prehlednost, snadné dohledani dulezitych informaci

e vyborne vyuzitelné i po delsi dobe pro psani publikaci a
pod.

* snadné doplnovani, zapisovani zmén — k designu je nutné
doplnit kratky report o prubéhu experimentu, pokud néco

vyznamného oproti designu — napr. velka zména pH nebo
teploty apod.

« odkazem mozno propojit design na soubor s vysledky



Hodnoceni toxickych
vlastnosti:
Usporadani a
vyhodnoceni eko-
toxikologickych testu



Dulezité otazky pfi kazdém hodnoceni dat:

« Jak dobre je studie provedena?
« Jsou aplikovany a dodrzeny standardni metodiky?
« Je pouzity test vhodny?

» Jsou vysledné parametry stanoveny za
relevantnich podminek?

 Je interpretace dat spravna?



VZTAH DAVKA-ODPOVED
Krivka davka — odpoved:

zakladni nastroj pro hodnoceni toxickych vlastnosti
latek
Graf ukazuijici biologickou odpovéd, napf. enzymu, proteinu, ¢i organismu na

rozmezi davek (koncentraci) toxicke latky
Napf.: Kfivka mortality - zavislost kumulativni mortality na vzrastajici koncentraci




VZTAH DAVKA - ODPOVED

,vsechny latky jsou jedy, zalezi pouze na davce. Spravna davka
odliSuje jed od lé¢iva.”

Paracelsus

Toxicita latky nezavisi pouze na toxickych vlastnostech latky, ale hlavné na
jeji koncentraci/davce.

Odpoveéed na stres

Prahova — Zadna biologicka odpovéd pfi
n|zI°<e d_e}vg:e,’ pak se odpoved projevi se No-Threshold
vzrastajici davkou T Toxicant

Threshold
Toxicant
Essential

Bezprahova — bez biologické odpovédi  mcrcasing
pouze na nulové koncentraci adverse effect

Hormeze — pocatecni biologicka
odpovéd na toxikant je pozitivni, pfi
vzristu koncentrace se stava negativni,

NOAEL

nebo naopak 0 —

Increasing Dose Threshold



Krivka davka — odpoved pro
latky s prahovym ucCinkem

Dose-Response Curve

asing Effect ——p
=2 O

Increasing DoSe =)



Odpoveéed na stres

prahova

Prahova davka

Increasing Effect =——p

Dose-Response Curve

Mo-effect Range of

range increasing
effect with
increasing
dose

Maximum
effect range

Threshold

Increasing DosSe s

~ davka, pod niz neni mozné v exponované populaci detekovat Skodlivy u€inek

toxické latky

(tato davka plati pro vSechny jedince v dané populaci)

~ tzn. davka pod kterou nedojde k zadnému umrti zvirete, k zadnym
patologickym zménam, k zadnym biochemickym zmeénam ...



Krivka davka-odpoveéd

- Cim vySSi davka, tim vysSi toxicky efekt

- davka urcuje biologickou odpoved

- vztah mezi davkou a ucinkem je logaritmicky
- po zlogaritmovani - grafickym

vyjadienim tohoto vztahu je

obecné kfivka ve tvaru sigmoidy

-z ni je mozno odvodit dulezité Diagram of Dose Response Relationship

parametry toxicity 1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

Percent Individuals Responding ———jm-

Increasing Dose (mg/kg) —@=

http://www.toxicology.cz/modules.php?name=News&file=article&sid=10



Krivky davka-odpoved jsou zalozeny na normalnim
(Gaussove) rozlozeni hodnot

Normal distribution

mean
A
Average response
0 y 71 . Piiklad — rozloZeni inteligence ve
] -l5 +1 s . .
y (:0_16)72 (=0.84) spolecnosti
>~
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: ! !
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Normal distribution

mean

>

l Average response
M q, N
"; § -1 sd 7[ +1 sd
o = (=0.16) (=0.84)
(0] @)
1 |
dose Log(dose)

I Populacni odpovéd na toxické latky je
zpravidla sklonéna nalevo !
- Normalnimu rozlozeni se pfiblizime
logaritmickou transformaci davky toxikantu

tolerance

Mumber Cying

zalozeno na konceptu individualni tolerance

~ individualni ucinna davka (IED) —
minimalni davka vedouci ke smrti
jedince

~ geneticky urCena pro kazdeého jedince

Number Dying of 10

Concentration



Krivky davka-odpovéd jsou zalozeny na
normalnim (Gaussoveé) rozlozeni hodnot

Zisk typicke krivky davka — odpoved pro prahovy ucinek:

Kumulativni
kiivka

—

Mortalita (%)

Frekvence odpovédi (napi.smrt)

Log [X] Log [X]



Hodnoceni ekotoxikologickych
ucinku
(latky s prahovym ucCinkem)




Uginek (%)

|dealni krivka davka — odpoved

100 1 - 7(?0— Letalni ucinky
] -~ LOEC i

NOEC — - LC

ea [

50 Java

40 /‘

30 -

20 ; i Odhad

- ‘/ B ~ EC50

Ne toxické —¢—-¢= I I I |

U, L 1 10 100 1000 10000

logaritmus koncentrace
Logaritmické méritko
Kiivka — sigmoidni tvar



Sledované parametry testu toxicity

kratkodobé studie:

o LC50/LD50 (letalni koncentrace/davka pro 50% testovanych
organismu)

« EC50/ED50 (ucinna koncentrace/davka pro 50%
testovanych organismu)

dlouhodobé studie :

NOEC, NOEL (no observed effect concentration/dose)
LOEC, LOEL (lowest observed effect concentration/dose)
MATC (maximal acceptable toxicant concentration)

dalSi mozné :
EC10 (10 % effects concentration)
ECXx ( X % effects concentration)




a) Parametry které mohou byt
vypocitany z krivky davka-odpoved

LD, — u€inna davka, ktera zpusobi 50% mortalitu testovacich organismu

LCy, — 50% letalni koncentrace - ucinna koncentrace, ktera zpusobi 50%

mortalitu testovacich organismu

EC.,, ED, - u€inna koncentrace/davka, ktera zpusobi ucinek (snizena
reprodukce, rust atd.) u 50% testovacich organismu, Ci ktera zpusobi 50 %
maximalniho ucCinku, 50% odpovéd v testovaci populaci (mg/L, mi/L...)

|C5, — inhibiCni koncentrace,
ktera snizi normalni odpoved o 50%

DalSi zahrnujici jinou percentualni
zménu (10%, 20%, atd.)

ECO05, EC20, EC90, ...

Rozmezi EC20 — EC80
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b) Parametry které se neodvozuji z

krivky davka-odpoved

NOEC - No Observed Effect Concentration. NejvysSi testovana koncentrace
latky, ktera nezpusobila statisticky vyznamny ucinek v porovnani s kontrolou.

"N/

koncentrace latky, ktera zpUsobila statisticky vyznamny ucéinek v porovnani s
kontrolou. NejblizSi vySSi koncentrace nez NOEC.

NOEL - No Observed Effect
Level. NejvysSsi testovana davka
latky, ktera nezpusobila statisticky
vyznamny ucinek v porovnani s
kontrolou.

LOEL

NOAEL - No Observed Adverse
Effect Level.

LOAEL — Lowest Observed
Adverse Effect Level
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