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Obojzivelnici unikatni pro (eko)toxikologické
procesy:

» Jsou vyznamnou soucasti ekosystému - reprezentuji vétSinou
konzumenty druhého Fadu (vétSina druhi je insektivornich).

» VétSina zastupct (zejm. ze skupiny bezocasich, Anura) prodélava
unikatni proces metamorfozy (embryo, larva, dospélec)

+ zivotni strategie reprezentuje Fadu rozli¢nych expozi¢nich cest
a mist pro pusobeni polutanti

+ transdermalni pFenos vody a polutanti: u obojzivelnikii 70-90%
celkové kapacity.

* u jinych obratlovcii jsou procesy vymény
vody, iontu (a také plyni) realizovany
hlavné pres plice/Zabra, gastroinestindlni trakt

Dramaticky ubytek populaci obojzivelnikt
(oznacovany Global Amphibian Decline)

sledovan od 60. let 20. stoleti

vysledky dlouhodobého pozorovani
- z vice nez 20 zemi svéta

- mnozstvi moznych pricin

/potyrasia &
" icronasia

) = Extinct, Missing or Critically Endangered

@ = Additional Threatened (Endangered or Vulnerable)

Source: [UCN 2000, AmphibiaWeb, Hero 1.-M. & L. Shoo, 2003, Chapter 7 in Amphibian Conservation, Smithsonian Press.
Background biodiversity hotspots mp from Myees et al., 2000, Nature 403:853-858 ¢/o Conservation Inlernationsl,
Prepared by 1-M. Hero, April 2002.

Predpokladané pri¢iny poklesu poctu
obojzivelnikd v pfirodé:

< vys§i citlivost k znecisténi prostredi (transdermalni pfenos)

« zmény klimatu a zmény mikroprostredi (reprodukce)

« introdukce predatord

« imise a kyselé srazky

« UV zéreni — vykyvy, klimatické zmény

 infekce, onemocnéni, paraziti

« poskozeni, Ubytek habitattl

« kombinace vlivu novych polutantd a zmén prirozeného prostredi

« pusobeni pesticidi — aplikovany v dobé rozmnoZovani a vyvoje
obojzivelniku

« kombinace vice faktortd — napf. negativni ptsobeni
introdukovanych druht je dale umocriovano plsobenim

cizorodych latek, infekénich onemocnéni nebo zvySenou mirou
UV-B zareni

Mozny duvod: Kontaminanty

“Obojzivelnici jsou zvlaste citlivi vii¢i xenobiotikim v
prostiedi diky své fyziologii a chovani” idwell and Gorrie, 1995)

Frog Metamorphosis




Embryotoxicita x teratogenita

Embryotoxicita — vlastnost latek, ktera se projevuje nepfiznivymi u¢inky na
zarodek (embryo)
Embryotoxické latky pisobi smrt zarodkd
Teratogenita — vlastnost latek, ktera zpisobuije trvalé funkéni nebo strukturni
abnormality (malformace) béhem obdobi embryonalniho vyvoje
Teratogeny pusobi netcinnéji ve stadiu organogeneze

Malformace u obojzivelniki
- celosvétovy problém, souvisi se snizovanim populaci obojzivelniku (Worldwide
Amphibian Decline)
- 44 statt USA, Kanada — malformovani jedinci nalézani pfimo v prostiedi (Rana
Ppipiens, Rana clamitans, Bufo americanus, ...)
- hlavni pfi¢iny — UV-B zéreni
- invaze parazity (Trematoda — Ribeiroia ondatrae)

- kontaminanty Zivotniho prostfedi
pesticidy, herbicidy
tézké kovy

Kontaminace obojZivelniki v
prostiedi: organické latky

* O koncentracich a efektech polutantii na obojZivelniky existuje velmi malo
udaji. Nedostupné jsou experimentélni studie urujici biokoncentraci
(biokoncentraéni faktory, BCFs) a/nebo bioakumulaci.

* PAHs vykazuji fadu subletalnich efektii (napf. endokrinni disrupce a nasledna
feminizace nebo genotoxicita)

« PCDDs - dioxiny: akutné letalni ve velmi nizkych koncentracich (ppb, tj. mg/L)

« Organochlorované pesticidy (OCPs) vice informaci - experimenty s ropuchou
(Bufo bufo) pro p,p’-DDT stanovily 48 hod hodnoty BCF ~ 640

« Toxicita klesala v pofadi toxafen > heptachlor > dieldrin > aldrin > DDT > lindan.

* Organofosfitové a karb
inhibici aktivity cholinesterazy

vé pesticidy - naruseni nervového systému

« Pyrethroidy (insekticidy) opozdény vyvoj a abnormalni chovéani
« Triaziny (herbicidy) endokrinni disrupce - pokles hladiny testosteronu u samci a
naslednou demaskulinizaci a vznik hermafroditti

Kontaminace obojZivelniki v
prostredi: kovy

» Cd se biokoncentruje v jatrech, ale také
ve vajiccich po ovulaci samic.
Imunosuprese.

* Pb BCFs ~ 1000 skokanti Rana
clamitans

» Zn biokoncentrace - vajicko < embryo
<larva

» Hg muze se projevovat neurotoxicita

* Chronické efekty v§ak nejsou
dostate¢né prostudovany.

Ekotoxikologie obojzivelniku:

malo znama oblast
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Testy toxicity a vyuZiti v ekotoxikologii

 sporé informace - omezené pouZiti
* ochrana obojZivelnika

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

* udaje o kontaminaci, bioakumulaci apod. mame pouze z
uhynulych jedinci (? stafi..)

« Biochemické ukazatele z krve (planované odbéry v pfirodnich
populacich — vyjimeéné

Testy s obojzivelniky

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

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

+ I1SO, OECD, ASTM - FETAX (Frog Embryo Teratogenesis
Assay: Xenopus) Xenopus laevis - testovani chemickych
latek a pripravku, sedimentd apod.

Evropa - skokan




Modelové druhy

* Nejéastgji pouzivany modelovy organizmus - drapatka vodni (Xenopus
laevis) (ASTM E1439-98 )

« Dal$i 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

r

Vétsina informaci — FETAX- Frog Embryo
Teratogenesis Assay -Xenopus

+ dobfe standardizovana metoda

* reprezentativnost pro dalsi obojZivelniky????

* postup vyuzivajici testovani letalni toxicity a neletalnich
efekti (morfologické malformace) béhem embryolarvalniho
vyvoje

e US-EPA ¢.1001.0 - Fathead minnow, Embryo-larval Survival
and Teratogenicity) lze dobfe modifikovat pro uéely testovani
efektli s obojzivelniky

« skokan hnédy (Rana temporaria).

« ropucha obecna (Bufo bufo)

ekotoxikologické biotesty s obojzivelniky by nemél byt pouze

(ale v 90% je) FETAX

Test FETAX

FETAX = Frog Embryo Terat

g is Assay - Xenop

Hodnoceni embryotoxicity s Zabami - FETAX

— expozice vaji¢ek béhem embryonalniho vyvoje
- ve standardni podobé ukoncen po 96 hod
- varianty — kompletni Zivotni cyklus

Existuje Fada embryolarvilnich testii:

- FETAX - validace: Dawson, Bantle

- standard ASTM (American Society for
Testing and Materials), E 1439-98 (1999)

o e 0 O

Frog Embryo Teratogenesis
Assay: Xenopus (FETAX)

* Puavodné 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, smési, i odpadnich vod

Modelovy organismus - drapatka
vodni (Xenopus laevis)

Studium vyvojové, bunééné, molekularni biologie,
vyuziti v embryologii, fyziologii, toxikologii

» dobra znalost normalniho vyvoje, biologie a
biochemie

» po cely Zivot mozZnost odchovu v laboratofi

» schopné pfijimat usmrcenou potravu

> akvaticky zpusob Zivota larev i dospélct

> dospélci resistentni vi¢i chorobam

» moznost indukovaného ziskani
embryi nezavisle na ro¢nim obdobi

» prahlednost larev - sledovani
malformaci vnitfnich organu
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Princip testu

« 96 hodinovy standardizovany test toxicity pro embrya zab
* of a vajicka jsou vana riznym k acim testované latky
béhem vyvoje embrya (96 hod)

hod it

* po exp dardné
zkoumané latky:
letalita po 96h (LC;,)
% morfologickych zmén - malformaci po 96 hod (EC,;)
inhibice rastu (MCIG) — minimalni koncentrace zpusobujici
inhibici rastu
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* Index teratogenity
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T

Pracovni postup I

s

y
-

vybér vhodného paru Zab

injektovani lidského gonadotropinu
(HCG) do hibetniho lymfatického vaku

.

amplexus -> tvorba vaji¢ek a oplozeni
vybér oplozenych vajicek

Pracovni postup IT

* do Petriho misek po 20 oplozenych vajickach (10 mL)

* expozice riznym koncentracim testovanych latek v
standardnim FETAX médiu

* pozitivni kontrola: 6-aminonicotinamid

all-trans retinova kyselina (ATRA)
* teplota: 24+2 °C, uloZeni do inkubatoru
* vyména expozi¢nich roztoki a uhynulych embryi kazdych
24 hodin
* po 96 hodinich ukonceni - fixace v 3% formaldehydu

 sledovani délky preZivajicich jedincii a vyskyt malformaci

gl péleho paru DESIGN TESTU

L. amplexus —» oplozena vajitka — nasazeni do Petriho misek

A e

h fixace v 3 % formaldehydu— hodnoceni malformaci, méfeni délky embryi

zamrazeni na -80°C —» tkariovy homogenat pulct pouZit pro
biochemicka stanoveni

ASTM Int'l Amphibian Toxicity Test - ASTM
E2591-07 - Guide for Conducting Whole
Sediment Toxicity Tests with Amphibians

hodnoceni sedimenti a podmacenych ptd (moktady) z

potencialné kontaminovanych lokalit, kde jsou obojzivelnici

dilezitymi druhy

méfi ucinky biodostupné frakce

Nasazeni cerstvé nalihnuti pulci skokanti Rana pipiens,

R.sylvatika (stadium 23-25), mozno i drapatka

larvy krmeny

10 d kontaktni test se sedimentem

300 ml kadinky — 100 ml sedimentu, 175 ml vody

Sledované parametry: pfezivani, riist - subletalni parametry
(délka, sitka téla)




AMPHITOX Testy genotoxicity

soubor toxikologickych testi k odhadu rizik letalnich a subletalnich MN — test a Jayletiv test
ucinkt testované ltky pro obojzivelniky (Herkovits et Pérez-Coll, + Metody pro zjistovani genotoxicity xenobiotik pomoci
2003). obojzivelnikd : Xenopus Mikronucleus Assay (MN-test)

a Jayletlv test
(Békaert et al., 1999; Zoll-Moreux et Ferrier, 1999).

« Princip: sledovani zvySeného poctu mikrojader v erytrocytech u

Modelovy organizmus - vyvojova stadia ropuchy Bufo arenarum.

AMPHITOX zahrnuje: larev po expozici latkdm s potencionalnim genotoxickym uéinkem.
akutni test toxicity (AMPHIACU) - Testy se lidi pouzitym druhem modelového organizmu. MN-test
chronicky test toxicity (AMPHICRON) pracuje s larvami drapatky vodni (Xenopus laevis), Jayletav test je

- - P cLon upraven pro pouZiti larev ocasatych obojzivelnik( — Zebrovnika
test na CasnyCh VyVOJOVyCh stadiich (AMPHIEMB) (Pleurodeles waltl) nebo axolotla (Ambystoma mexicanum).

Vysledné hodnoty : LC50, NOEC (nejvyssi koncentrace testované « Jayletv test na ocasatych obojZivelnicich se ve Francii vyuziva

latky, ktera nezpusobila zadné pozorovatelné ucinky) a TI jako standardni metoda pro ur&ovani genotoxicity latek a je

g g zpracovan do podoby metodiky French Standard NF
(Ciatgrerniiics (AFNOR T90-325, 1992).
+  MN-test s drapatkami ma stejnou senzitivitu jako Jaylettv test na

Vyhoda testu AMPHITOX : umoziiuje piesné stanovit obdobi, ve ocasatych obojZivelnicich a tudiz jsou oba testy vhodné pro
kterém vykazuje testovand latka nejsiln€jsi ucinky na modelovy posuzovani genotoxicity.
organizmus.

Testy odhalujici naru$eni endokrinniho Femmua“on Of male fl’ogs n [he W”d
systému obojzivelnika
Water-borne herbicide threatens amphibian populations in parts of the United States
Endokrinni disruptory (ED’s) jsou xenobiotika naruujici endokrinni systém Species: Rana pipiens (mature male)
Zivocichu.
U obojzivelnikt ptsobi ED’s na nékolika trovnich:
« v embryonalnim a larvalnim obdobi,
« pii metamorféze
+ v obdobi diferenciace gonad,
« v obdobi sekundarni pohlavni diferenciace a
+ v dospélosti (narusenim fyziologického chovani)

Nasledkem predéasné metamorfézy vznikaji extrémné mali jedinci, neschopni S v /)
reagovat na zmény prirodnich podminek, s omezenou moznosti Zivit se a
Vétsi potravou a s nizkymi energetickymi rezervami. Nékteré ED’s ovliviiuji 52:5:
regulaéni systém pohlavnich steroidii. Pokud takové ED’s pusobi na —
populaci larev v obdobi vyvoje gonad, dochazi ke zméné poméru pohlavi. NATURE| VOL 41931 OCTOBER 2002

voune 111 [noveerd April 2003 + Environmen:al Health Perspectives

Testy endokrinni disrupce obojZzivelniki Testy endokrinni disrupce obojZivelniki
Testy metamorfézy a vyvoje Testy metamorfézy a vyvoje
Cil: prokazat, zda zkoumana latka ovliviiuje rychlost metamorfozy. Sedmdesatidenni test metamorfozy
Ctrnéctidenni test metamorfézy . }\)/‘J}'gl;?jl:(};,)rodlouiené expozice larev zkoumané latce, lépe simulujici pfirodni
- dle metodiky U. S. EPA Endocrine Disruptor Screening and Testing « embrya nasazena do testu ve stadiu stfedni blastuly az ¢asné gastruly, medium
Committee (EDSTAC) T 1. — Frog metamorphosis assay (Federal Register, FETAX
1998).  embrya nejprve umisténa v objemu 100 ml media, paty den pfemisténa do

- obdobny test Metamorphosis Climax Assay (OECD 46, 2004). sklenénych akvarii do objemu 8 litrd testované latky
5 p 3 q * kazdych 72 hodin vyména 50% expozi¢niho média
Do testu jsou nasazeny larvy drapatky vodni (Xenopus laevis) ve

PR g e - . + od patého dne larvy denné krmeny
vyvojovém stadiu 60, tzn. t€sné pied dosaZzenim metamorfozy. «  121i hodinova fotoperioda a teplota vody 24=2°C.

Larvy jsou po celou dobu testu (14 dnit) vystaveny expozici zkoumané + Sledoviny teplota, kyslik a pH, mnoZstvi amoniaku.

latky. « Po 70ti dnech ukonceni - stanoveno vyvojoveé stadium

Sledované parametry: stadium vyvoje a pribéh metamorfozy. * Sledované parametry: stadium vyvoje a pribéh metamorfozy.
Dopliikové uidaje: vyska ocasniho lemu, délka océsku, téla a panevnich « Dopliikové wdaje: vyska ocasniho lemu, délka ocasku, téla a panevnich
kondetin. koncetin.

* Vysledek testu: 5 d LC50, 70 d LC50, IC50 (koncentrace testované latky,

Vysledek testu: hodnota ICy, coZ je koncentrace testované latky, ktera et mOETo S0 7 s, el e o),

zplsobi u 50 % larev inhibici metamorf6zy.




Testy endokrinni disrupce obojZivelniku

Xenopus metamorphosis Assay (XEMA)

« noveé navrhovan OECD pro testovani endokrinni disrupce

* do testu se nasazuji pulci drapatek ve vyvojovém stadiu 48-50.

* Pozitivni kontrola hormon tyroxin (T4).

» Po 28 dnech vyhodnocena celkova télesna délka larev, délka ocasku a
dosazena vyvojova stadia.

Xenopus Limb Bud Assay (OECD 46, 2004)

+ screeningovy test pro latky, které mohou vyvolat abnormalni vyvoj
koncetin zkoumané latce jsou vystavena embrya drapatky od stadia
blastuly.

« délka testu se Fidi rychlosti vyvoje panevnich koncetin (v rozmezi 45
az 60 dni).

« Posuzuje se vyskyt malformaci panevnich koncetin a preziti larev.

« Dopliujicim vySetfenim muze byt jeste histologické vysetfeni Stitné
zlazy

Kontaminovana Referenéni

lokalita Lokalita
Zadni koncetina
] Zadni k.
£
Rana catesbeiana, American bullfrog
Photo courtesy of Dr. James Carr
16)

Testy endokrinni disrupce obojZivelniku

Sledovani sexualniho vyvoje

« Vlivem ED’s dochézi k poruchdm vyvoje gonad — méni se pomér poctu
samcll a samic a také se objevuje intersex — tzn. sou¢asna pfitomnost
ovarii i testes u jednoho jedince

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

« Pozitivni kontrola 17f-estradiol a dihydrotestosteron.

* Po ukonceni metamorfozy (po 78 dnech) se u kazdého jedince provadi
histologické vySetieni gonad a svalu m. dilatator laryngis - jeho velikost
patii mezi druhotné pohlavni znaky u drapatky vodni. U samcii je tento
sval vyvinut mohutngji. P¥i ptisobeni xenobiotik s androgennimi u¢inky se
m. dilatator laryngis zvétsuje.

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

Kromé skokana hnédého viichni obojzivelnici Zijici v Ceské
republice chranéni zakonem ¢. 114/1992 Sb. o ochrané pfirody a
krajiny a zafazeni na seznam Kriticky ohrozenych, silné ohrozenych
nebo ohrozenych druhii v pfiloze III. vyhlasky Ministerstva

zivotniho prostiedi ¢. 395/1992 Sb.

Budouci sméfovani?

* hledani novych modeli nezavislych na piirodé

* zpisob piijmu a osud toxikanti: - mista degradace, mista
kumulace

* studium subletalnich efekti: endokrinni disrupce,
malformace, imunosuprese

+ jaké jsou dusledky (a interpretace) rozdilnosti indukce CYPs
u obojzivelniki a save???

* je nizsi indukce obecna, nebo selektivni pro urcité
latky???

* je to obecny princip vyssi citlivosti na znec¢isténi???
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