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251
VYHLASKA

Ministerstva zdravotnictvi
ze dne 16. Fijna 1998,

kterou se stanovi metody pro zjisfovani toxicity chemickych latek a pripravku

Ministerstvo zdravotnictvi stanovi podle § 4
odst. 1 pism. c) zdkona €. 157/1998 Sb., o chemickych
ldtkdch a chemickych pfipraveich a o zméné nékterych
dalsich zdkont:

§1
Tato vyhldska stanovi metody pro zjistovdni ne-
bezpecnych vlastnosti chemickych latek a chemickych
ptipravkd vysoce toxickych, toxickych, zdravi $kodli-
vych, ziravych, driZdivych, senzibilizujicich, karcino-
gennich, mutagennich a toxickych pro reprodukc1 (ddle
jen ,toxicita chemickych ldtek a piipravka®).')

§2

(1) Toxicita chemickych litek a pfipravki se zjis-

tuje zkouskami providénymi metodami uvedenymi
v ptiloze této vyhlasky.

(2) Ke zjistovini toxicity chemickych ldtek a pfi-
pravki lze pouZit i jiné metody, pokud jsou pfinejmen-
$im stejné citlivé, presné a reprodukovatelné jako me-
tody uvedené v odstavci 1, prednostne vSak metody
bez pouziti pokusnych zvitat’) a metody doporugené
Organlzam pro hospodifskou spoluprici a rozvoj

(OECD).?)

§3

Tato vyhldska nabyvd uéinnosti dnem 1. ledna
1999.

Ministr:
MUDrx. David, CSc. v. r.

1y § 2 odst. 8 pism. f) a% n) zdkona & 157/1998 Sb., o chemickych litkdch a chemickych p¥ipravcich a o zméné nékterych

dalsich zikont.

?) Zdkon & 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrini, ve znéni zdkont & 162/1993 Sb.,

a & 30/1998 Sb.

¢. 193/1994 Sb., &. 243/1997 Sb.

%) Smérnice Organizace pro hospoddfskou spoluprici a rozvoj pro zkouseni chemik4lii. Oddil 4 — vliv na zdravi (OECD
Guidelines for Testing of Chemicals. Section 4 — Health Effects).
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.2.1

Pfiloha k vyhlasce ¢. 251/1998 Sb.

Metody pro zjistovani toxicity chemickych latek a pfipravka

B.1. AKUTNI TOXICITA ORALNI (PER OS)
METODA

Princip testovaci metody

Testovand latka se poddvd v odstupniovanych ddvkach nékolika skupindm
pokusnych zvifat ordlné sondou, a to kazdé skupiné jedna uroven ddvky. Zvolené
davky je mozno stanovit podle vysledkil orientacniho testu. Registruji se
pozorované ucinky a uhynuti. Zvitata, kterd uhynou béhem pokusu, i zvitata, kterd

Ve,

hlodavcich.

Zvitata se zdvaZznymi a pretrvdvajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tteba humdnnim
zplsobem utratit. Testované latky se nesméji poddvat v takovych davkach a
takovym zplisobem, o kterych je zndmo, Ze vyvoldvaji znacnou bolest a stres
ndsledkem svych leptavych nebo drézdivych vlastnosti.

Popis metody

Piiprava

Nejméné 5 dni pred testem jsou zvifata chovdna v podminkdch chovu a krment,
v jakych budou béhem experimentu. Pfed testem se zdravd mladd dospéla zvirata
ndhodné pfifadi do jednotlivych experimentdlnich skupin.

Pokud je tfeba, pfipravi se roztok nebo suspenze testované latky ve vhodném
vehikulu. Doporucuje se jako prvni uvézit pouziti vodného roztoku, dalsi volbou je
roztok v rostlinném oleji, teprve potom jako dal§i mozZznost roztok v jinych
vhodnych vehikulich nebo suspenze. U nevodnych vehikuli musi byt zndmy nebo
ureny pfed testem nebo béhem ného jejich relevantni toxikologické vlastnosti.
U hlodavcii by objem nemé&l normdlng ptekrocit 10 mlkg™ t&lesné hmotnosti;
vyjimkou jsou vodné roztoky, jichZ je mozno poddvat az 20 mlkg"'. Variabilita
objemt latky poddvané v testech by se méla minimalizovat takovou upravou
koncentraci, aby se zajistil konstantni objem na vSech hladindch ddvek. Soucasné je
tfeba zvolit vhodnou koncentraci latky ve vehikulu tak, aby bylo minimalizovdno
lokdlni drazdivé plisobeni.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvirata

Dava se prednost potkaniim, pokud nejsou zndmy davody proti tomu. Je tieba
pouzivat mladych zdravych zvitat z bézné uzivanych pokusnych kment. Na zacdtku
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1.2.2.2

1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.3

testu by u obou pohlavi nemélo varia¢ni rozpéti hmotnosti zvitat (pro kazdé pohlavi
zvlast’) prekrocit + 20 % stfedni hodnoty.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou hladinu ddvek pouZit nejméné 5 hlodavct stejného pohlavi. Pouziva-li
se samic, musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud je k dispozici informace, Ze
jedno z obou pohlavi je vyrazné citlivéjsi, je tteba pouZivat zvitata tohoto pohlavi.

Pozndmka: PouZivaji-li se v akutnich testech toxicity zvitata vy$Sich druhd, nez
jsou hlodavci, mélo by se zvazit pouziti menSiho poctu zvitat. Ddvky je tifeba
peclivé zvolit a je tfeba zajistit, aby nebyla pfekrofena uroven stfedné toxické
davky. V takovych testech je tfeba se vyvarovat poddni letdlnich ddvek testované
latky.

Volba ddvek

M4 byt dostatecny pocet hladin ddvek, nejméné tfi, a maji byt vhodné
odstupriovdny tak, aby byl u testovacich skupin viditelny rozsah toxickych tcinki a
mortality. Ziskané udaje musi stacit na zndzornéni vztahu mezi ddvkou a ucinkem, a
pokud je to mozné, musi umoznit stanoveni LDs s pfijatelnou spolehlivosti.

Limitni test

S pouzitim hlodavci Ize provést limitni test jednou davkou nejméné 2000 mg.kg™
télesné hmotnosti na skupindch 5 samct a 5 samic s pouzitim vySe popsanych
postupti. Pokud podand ldtka zptsobi uhynuti, je tfeba uvdzit provedeni uplné
studie.

Doba pozorovdni

Doba pozorovdni by méla Cinit nejméné 14 dni. Nelze ji vSak stanovit rigorézné.
Me¢la by byt ur¢ena podle obrazu otravy, rychlosti vyvoje otravy a trvani fdze
zotaveni. Dobu pozorovani je mozno podle potieby prodlouzit. Dilezitd je doba,
kdy se projevy otravy objevi a vymizi, a doba do uhynuti, zvl4sté tam, kde je patrna
tendence k zpozdéné mortalité.

Popis postupu

Pfed poddnim testované latky maji byt zvifata hladovd. Potkanlim se potrava
odebere vecer pred testem. U zvitat s vyssi rychlosti latkové vymény postaci kratsi
hladovéni; pfistup k pitné vod€ neni omezen. V den pokusu se zvifata zvdzi a
testovand ldtka se podd sondou ordlné v jedné ddvce. Neni-li moZzno podat davku
najednou, Ize podat aplikovanou ddvku po mensSich mnoZstvich béhem nejvyse 24
hodin. Po poddni ddvky je tfeba zamezit pfistup k potravé jesté 3 - 4 hodiny.
Poddva-li se ldtka frakcionované béhem urcitého obdobi, mize byt Zddouci - podle
délky tohoto obdobi - potravu a vodu zvitfatim poskytnout.

Po poddni latky se pozorovani provddéji a zaznamendvaji systematicky, pro kazdé
zvite se vedou samostatné zdznamy. B&€hem prvniho dne je tfeba provadét Castd
pozorovani. Je nezbytné sledovat a zaznamenat mistni tucinek aplikované ldtky a
bezprosttedni reakci zvitat na aplikaci.
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2.
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Nejméné jednou béhem kazdého pracovniho dne je tieba provadét pecliva klinickd
vySetfeni. Jind pozorovdni se provddéji denné s vhodnymi opatfenimi
k minimalizaci ztrdt zvifat pro studii, napt. pitva nebo zmrazeni uhynulych zvitat, a
izolace ¢i usmrceni slabych nebo umirajicich zvitat. Pozorovdni zahrnuje zmény
ktze, srsti, oci, sliznic, dychdni a krevniho ob&hu, zmény funkce autonomni a
centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovdni. ZvlaStni pozornost
je tieba vénovat tremoru, kieCovym jevim, slinéni, prdjmu, letargii, spanku a
komatu. Okamzik uhynuti je tfeba zaznamenat co nejpresnéji.

Ve,

pitvaji. VSechny patologické ndlezy se zaznamenaji. Je-li to indikovdno, odeberou
se tkdné pro histologické vySetieni.

Hodnoceni toxicity u druhého pohlavi

Po dokonceni pokusu na jednom pohlavi, podd se ldtka nejméné jedné skupiné
o péti zvitatech druhého pohlavi s cilem zjistit, zda zvifata druhého pohlavi nejsou
vyrazné citlivéjsi na testovanou latku. V jednotlivych pfipadech muze byt
odivodnéno pouZiti menstho poctu zvifat. Pokud je k dispozici spolehlivd
informace, Ze zvifata testovaného pohlavi jsou vyrazné citlivéjsi, testovdni na
zvitatech druhého pohlavi je moZno vynechat.

UDAJE

Udaje se sestavuji do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentélni skupinu
patrny pocet z
vitat na pocdtku pokusu, doba uhynuti jednotlivych zvifat, pocet
zvifat s jinymi projevy otravy, popis toxickych ucinki a pitevnich ndlezii. Stanoveni
hmotnosti jednotlivych zvitat se provede bezprostiedné pfed poddnim testované
latky, pak v tydennich intervalech a v dob& uhynuti. Zmény hmotnosti je tfeba
stanovit a zaznamenat, pfezivaji-li zvifata déle nez jeden den. Zvitata, kterd byla
humdnnim zptsobem utracena s ohledem na stres a bolest vyvolané podanou latkou,
se zaznamenavaji jako uhynuti vyvolané touto ldtkou. LDs, se vypocte uzndvanou
metodou. Vyhodnoceni udajii by mélo zahrnovat také vztah, pokud existuje, mezi
expozici zvitat testované latce a vyskytem a stupném vSech abnormalit véetné zmén
chovdni, klinickych symptomt, makroskopickych 1€ézi, zmén télesné hmotnosti,
mortality a ostatnich toxickych ucinkda.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprava o pribéhu pokusu
Zprdava o pruabéhu pokusu ma pokud mozno obsahovat tyto informace:
- Zivocisny druh, kmen, ptivod, podminky chovu, potrava atd.,
- experimentdlni podminky,
- urovné ddvek (vcetné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,
- pohlavi zvitat,

- tabeldrné udaje o odpovédich podle pohlavi a podle hladiny ddvek (pocet
uhynulych zvitat, poet zvitat s projevy otravy, pocet exponovanych zvitat),
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- doba uhynuti po poddni testované latky, diivody a kriteria pro huménni utraceni
zvitat - vSechna jind pozorovdni,

- hodnota LDs, pro to pohlavi, u kterého byl proveden uplny pokus, a to pro
14denni pozorovani (s uvedenim metody vypoctu),

- 95 % -ni meze spolehlivosti pro LDs5q, pokud je 1ze vypocitat,

- kfivka zdvislosti mortality na ddvce a jeji smérnice, (pokud je stanoveni danou
metodou mozné),

- pitevni ndlezy,
- v§echny histopatologické nélezy,
vysledky vsech testd na druhém pohlavi,

- rozbor vysledki (zvlastni pozornost je tieba vénovat dcinku, ktery by mohlo mit
humdnni utraceni zvitat béhem testu na vypoctenou hodnotu LDsy),

- interpretace vysledkd.
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.1.1

B.1.bis AKUTNI TOXICITA ORALNI (PER OS) - METODA FIXNI DAVKY

METODA

Princip testovaci metody

Test akutni ordlni toxicity poskytuje informace o nepfiznivych ucincich, které
mohou nésledovat béhem krédtké doby po ordlnim poddni jedné ddvky testované
latky.

Metoda s fixni ddvkou se provadi ve dvou etapdch.

-----

dévek pfti ordlni aplikaci sondou u zvitat téhoz pohlavi, vZdy jedno zvife na davku.
Orientacni studie poskytuje informaci o vztahu ddvky a toxicity, véetné odhadu
minimdlni letdlni ddvky. Normdlné se v této prvni etapé nepouZije vic neZ péti
zvitat.

V hlavni studii se ldtka poddva ordlné sondou skupindm péti samct a péti samic
v jedné z téchto fixnich ddvek: 5, 50, 500 nebo 2000 mg.kg" télesné hmotnosti.
Pouzitd dédvka se odvodi z predb&Zné orientacni studie, a to jako ddvka, kterd
pravdépodobné vyvold “ziejmou toxicitu®“ (viz ¢ast B - VSeobecny tivod bod 1.2),
ale ne uhynuti.

Po podédni se pozoruji ucinky. Jestlize vybrand vychozi uroven dédvky vyvold
ziejmou toxicitu, ale Zddnou mortalitu, neni tieba Zddné dalsi testovdni. KdyZ na
zvolené urovni ddvky neni pozorovdna ziejma toxicita, ldtka se znova otestuje na
nejblizsi vyssi drovni ddvky. Pokud zvifata uhynou nebo kdyZz zdvaznd toxickd
reakce vyZzaduje humdnni utraceni, latka se znova otestuje na nejblizsi niZsi urovni
davky.

Tento postup umoziuje zjistit “diskriminujici ddvku* (viz ¢ast B - VSeobecny tivod
bod 1.2), tj. nejvyssi z predem stanovenych drovni davky, kterou je mozno podat
aniz by doslo k dhynu (v¢etné ptipadii humdnniho utraceni).

Zvitata se zdvaznymi a pretrvdvajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tfeba humdnnim
zpusobem utratit. Testované latky se nesméji poddvat v takovych ddvkach a
takovym zplsobem, o kterych je zndmo, Ze vyvoldvaji zna¢nou bolest a stres
ndsledkem svych leptavych nebo drdzdivych vlastnosti.

Popis metody
Ptiprava

Pokusnd zvirata
Dava se prednost potkanim, pokud nejsou zndmy divody proti tomu.

Je tfeba pouzivat bézné uzivané kmeny pokusnych zvifat. Na zacdtku testu by
u obou pohlavi nemélo variacni rozpéti hmotnosti zvitat (pro kazdé pohlavi zvl4st’)
prekrocit + 20 % stfedni hodnoty.
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1.2.1.2

1.2.2.1

Nejméné 5 dni pred testem jsou zvifata chovdna v podminkdch ustdjeni a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu. Pfed testem se zdravd mlada dospéld zvitata
ndhodné pfifadi do jednotlivych experimentdlnich skupin orientac¢ni studie a hlavni
studie. Bézné staci pro hlavni studii jedna skupina kazdého z obou pohlavi.

Priprava a poddvdni ddvky

Pokud je tfeba, pfipravi se roztok nebo suspenze testované latky ve vhodném
vehikulu. Doporucuje se jako prvni uvdzit pouZiti vodného roztoku, dalsi volbou je
roztok v rostlinném oleji, teprve potom jako dal§i moZnost roztok v jinych
vhodnych vehikulich nebo suspenze. U nevodnych vehikuli musi byt zndmy nebo
urceny pred testem nebo béhem ncho jejich relevantni toxikologické vlastnosti.
U hlodavcti by objem nemél normalné piekrocit 10 mlkg” télesné hmotnosti;
vyjimkou jsou vodné roztoky, jichZ je mozno poddvat az 20 mlkg"'. Variabilita
objemi latky poddvané v testech by se méla minimalizovat takovou upravou
koncentraci, aby se zajistil konstantni objem na vSech hladindch dédvek.

Pfed poddnim testované latky maji byt zvifata hladovd. Potkanim se potrava
odebere vecer pfed testem; piistup k pitné vodé neni omezen. V den pokusu se
zvitata zvaZzi a testovand ldtka se poda sondou ordlné v jediné ddvce. Neni-li mozZno
podat ddavku najednou, Ize podat aplikovanou ddvku po menSich mnoZstvich béhem
nejvyse 24 hodin. Po poddni ddvky je tfeba zamezit pfistup k potravé jesté 3 - 4
hodiny. Podava-li se latka frakcionované béhem urcitého obdobi, miize byt Zadouci
- podle délky tohoto obdobi - potravu a vodu zvitatim poskytnout.

Popis postupu

Ovrientacni studie

Vysettuji se ucinky rtiznych davek na jednotlivd zvitfata. Normdlné€ se pouzivaji
samice, pokud nejsou k dipozici udaje, Ze jsou samci citlivéjSim pohlavim. Davky
se podavaji sekvencné, cekd se alesponi 24 hodin pfed poddnim ddvky dalSimu
zvifeti. VSechna zvitata se peclivé pozoruji s cilem zjistit projevy otravy nejméné po
sedm dnfi; pokud pfetrvdvaji projevy mirné otravy sedmy den, zvife se musi
pozorovat jeSté po dalSich sedm dni. Posuzuji se ndsledujici vychozi hladiny ddvek:
5,50, 500 a 2000 mg.kg™. JestliZe zvolend vychozi ddvka nevyvold téZkou otravu a
pritom nejblizsi vyssi vyvold uhynuti, potom je nutné podat podle potieby jednu
nebo vice vmezeienych drovni ddvek. Tento zpisob by mél poskytnout informace
o urovni(ich) ddvek, kterd(€) vyvoldva(vaji) pfiznaky otravy a o nejmensi ddvce,
kterd vyvolava mortalitu.

Je treba pokusit se vybrat vychozi ddvku podle ddaji o pfibuznych chemickych
latkdch. Pokud nejsou k dispozici, doporu€uje se pouZit jako prvni davky
500 mg.kg . Jeslize se po vychozi ddvce nepozoruji pfiznaky otravy, vysetfuje se
dalif vysii tiroveti ddvky. Jestlize nedojde k uhynuti pii 2000 mg.kg™, je orientaéni
studie skon¢ena a hlavni studii je tfeba provést na této urovni davky. JestliZze jsou
pfi pouziti vychozi davky (napf. 500 mgkg™') zji§tény tézké tcinky, vyzadujici
humadnni utraceni, je poddna dal$imu zviteti nejblizsi niz§i davka (napt. 50 mg.kg -
1). JestliZze toto zvife pfeziva, mohou byt pouzity pro dalsi zvitata vhodné davky
mezi ur¢enymi fixnimi ddvkami. Za normdlnich podminek se neocekdva, Ze je pii
tomto postupu zapotiebi vice nez 5 zvitat.
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1.2.2.2 Hlavni studie

Pro kaZzdou vySetfovanou ddvkovou hladinu by se mélo pouZit nejméné 10 zvitat
(5 samic a 5 samcil). Samice by mély byt nullipary a nemély by byt biezi.

Principem metody fixni davky je pouZiti pouze mirné toxickych ddvek pro hlavni
studii. Je tfeba se vyhnout poddvdni letdlnich ddvek testované latky.

Davka, kterd bude uZita v testu, md byt zvolena z jedné ze 4 fixnich drovni davek,
jmenovité 5, 50, 500 nebo 2000 mg.kg! télesné hmotnosti. Zvolend vychozi droveti
davky by méla byt ta, kterd pravdépodobné vyvold ziejmou toxicitu, av§ak nikoliv
mortalitu (véetné utraceni z humannich divodi); ndhodna uhynuti nejsou zahrnuta,
ale maji byt zaznamendna. JestliZe tato ddvka vyvold zfejmou toxicitu, ale nevyvola
mortalitu, neni zapotiebi dalSiho testovdni.

Kdyz podéni zvolené davky nevyvold ziejmou toxicitu, je nutné latku znovu
testovat na dalsi vySSi drovni ddvek. Zvifata by v§ak méla byt ddle pozorovdna tak,
aby pozorovaci obdobi bylo kompletni. Jestlize t€zka toxickd odpovéd vyzaduje
humadnni utraceni zvifat nebo kdyz se projevi mortalita vlivem ldtky, méla by byt

latka znovu testovdna na dalSi nizsf urovni ddvek. Opét ta zvitata, kterd neni nutné
humadanné utratit, by méla byt pozorovédna po celé pozorovaci obdobi.

Po poddni latky se pozorovani provadéji a zaznamendvaji systematicky. Pro kazdé
zvite se vedou samostatné zdznamy. Je nezbytné sledovat a zaznamenat mistni
ucinek aplikované latky a bezprostiedni reakci zvifat na aplikaci.

Doba pozorovdni by méla byt nejméné 14 dni. Nelze ji vSak stanovit rigorozné.
Meéla by byt uréena podle obrazu otravy, rychlosti vyvoje otravy a trvdni fdze
zotaveni. Dobu pozorovani je moZzno podle potieby prodlouzit. Dilezitd je doba,
kdy se projevy otravy projevi a vymizi a doba do uhynuti, zvldsté tam, kde je patrna
tendence k pozdnimu vzniku toxickych pfiznaku.

Pecliv4 klinickd vySetieni je tfeba provddét nejméné dvakrat prvni den po poddni
latky a nejméné jedenkrat za den dalsi dny. Zvitata vykazujici patrné zndmky bolesti
nebo vyrazné p¥iznaky stresu je tfeba humdnné utratit. Castéjsi pozorovani jsou
provddéna béhem néckolika prvnich dni po poddni ldtky, jestlize zvitata ddle
vykazuji pfiznaky toxicity. Test mliZe byt ukoncen v pfipadé, kdyZ je ziejmé, Ze
byla zvolena piili§ vysokd ddvka.

Pozorovéni se zaméfuje na zmény kiZe, srsti, oci, sliznic, dychdni a krevniho
obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické
aktivity a chovdni. Zvlastni pozornost je tfeba vénovat tremoru, kfecovym jevim,
slinéni, prijmu, letargii, spanku a komatu.

Stanoveni hmotnosti jednotlivych zvifat se provede bezprostfedné pred poddnim
testované latky, denné po dalsi 3 dny a potom jednou tydné. Zvitata, kterd uhynou
béhem testu, i ta, kterd prezivaji do konce testu, se zvdzi a pitvaji. VSechny
makroskopické patologické zmény se zaznamendvaji. Je-li to indikovdno, odeberou
se tkdné pro histopatologické vysetfeni.

V zdvislosti na ucincich pfedchdzejici tirovné ddvky miiZe byt zapotfebi vySetfeni
druhé nebo vyjimecné tieti hladiny ddvky.

V piipadé,ze latka vyvoldvd mortalitu pii ddavce 5 mg.kg™ (nebo jestlize orientaéni
studie naznacuje mortalitu pfi této ddvce), je tfeba ddle vySetfovat akutni toxicitu
testované latky.
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UDAIJE

Udaje z orientaéni i hlavni studie se sestavuji do tabulky jednotlivé pro kazdou
testovanou uroven ddavky. Z ni musi byt patrny pocet zvifat na pocdtku pokusu;
pocet zvifat s pfiznaky toxicity; pocet zvifat uhynulych b&hem testu nebo
utracenych z humdnnich divodi; popis toxickych uc¢inki; pro hlavni studii, zda byl
pozorovan ziejmy toxicky ucinek, ktery lze pfipsat testované ldtce; Casovy pribch
vSech toxickych ucinkd; vysledky pitvy. V ptipadé, Ze zvitata prezZivaji déle nez
den, je tfeba vypocitat a zaznamenat zmény hmotnosti.

Zvitfata, kterd jsou humdnné utracena vzhledem ke stresu nebo bolestem vyvolanym
testovanou latkou, jsou zaznamendna jako uhynuti vyvoland testovanou ldtkou.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdva o prubéhu pokusu

Zprava o pribéhu pokusu md pokud moZno obsahovat tyto informace pro
orientacni i hlavni studii:

- zivo€iSny druh, kmen, pivod, podminky ustdjeni, krmeni, atd.,

- experimentdlni podminky,

- irovné ddvek (véetné vehikula, pokud se pouZije) a koncentrace,

- kompletni vysledky vSech vySetfovanych urovni ddvek,

- ve formé tabulky ddaje o odpovédich podle pohlavi a podle drovni ddvek (pocet
pouzitych zvitat; zmény télesné hmotnosti; pfipadné pocet uhynulych zvitat nebo
zvitat utracenych béhem testu; pocet zvitat s pfiznaky toxicity; povaha, stupen a
trvani ucinkd),

- Casovy prubeéh ndstupu toxickych piiznaki a zda byly reversibilni,

- pokud zvitata uhynula nebo byla utracena, doba dhynu po podani latky, divody a
kriteria pouzitd pro indikaci humdnniho utraceni zvitat,

- pitevni ndlezy,
- v§echny histopatologické nélezy,
- diskuse vysledkd,

- interpretace vysledkd, véetné piiznakid ziejmé toxicity a diskriminujici davkové
hladiny zji§téné v testu.
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3.2 Hodnoceni a interpretace
Davka Vysledky Interpretace
5 mg.kg™! télesné hmotnosti Méné nez 100%  pfeziti | Latky, které jsou velmi

jedovaté

100%  preziti, ale zfejmd | Latky, které jsou jedovaté

toxicita Viz vysledky pti 50 mgkg’

100%  preziti; neni ziejma
toxicita

50 mg.kg"! télesné hmotnosti Méné nez 100%  preziti | Latky, které mohou byt
jedovaté nebo velmi jedovaté.
Viz vysledky pii 5 mg kg
Latky, které jsou zdravi
100%  preziti, ale ziejmd | Skodlivé

toxicita Viz vysledky u 500 mg kg™

100%  preziti, neni =zfejma

toxicita

500 mg.kg™! télesné hmotnosti Méné nez 100%  preziti | Latky, které mohou byt

jedovaté nabo zdravi
Skodlivé. Viz vysledky u 50
mg.kg!

100%  preziti, ale zfejmd | L4tky, které lze povaZovat za

toxicita latky bez vyznamné akutni
toxicity

100%  pieziti, neni zfejmd | Viz vysledky u 2000 mg.kg™

toxicita
2000 mg.kg" t&lesné hmotnosti Méné nez 100% preZiti Viz vysledky u 500 mg.kg™
100% pfeziti s nebo bez ziejmé | Latky, které nemaji

toxicity vyznamnou akutni toxicitu
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1.1

1.2

1.3

B.1 tris AKUTNI TOXICITA (ORALNI) - METODA STANOVENI TRIDY
AKUTNI TOXICITY

METODA
Uvod

Metoda stanoveni tfidy akutni toxicity poskytuje informace jak pro posuzovani
rizika, tak pro ucely klasifikace rizika.

Metoda pouziva tif pevné stanovenych ddvek v pfiméfenych odstupech, tak aby
bylo mozno testovanou latku na zdkladé vysledki zatadit. Kromé toho postup
popsany pro tuto testovaci metodu umoznuje vybér tii doplikovych pevné
stanovenych ddvek, které Ize pouzit bud jako alternativni ddvky pro urcité body
rozhodovaciho procesu, nebo pro dalsi testovdni. Pouziti nékteré z téchto
dopliikovych ddvek je mozno uvdzit, pokud je Zddouci nebo nezbytné dalsi
zpfesnéni.

Metoda pouzivd pevné stanovené pocdtecni ddvky a neni urena pro vypocet
piresné LDsy,. UmoZiiuje stanoveni rozsahu expozic, ve kterém se ocekdva
umrtnost, protoZe smrt Cdsti zvitat je i u této metody hlavnim kritériem dcinku.
Vysledky testu maji umoznit klasifikaci latky. Vzhledem k sekvenénimu postupu
by trvdni testu mohlo byt del§i neZ postup popsany v metodé¢ B.l. Hlavni

vyhodou této metody je menSi spotfeba zvifat nez u metody akutni toxicity
(ordlni) (B. 1) i nez u alternativni metody fixni davky (B. I bis).

Princip testovaci metody

Létka se poddva ordlné skupiné pokusnych zvitat v jedné ze stanovenych ddvek.
Testovdni se provddi postupné, v kazdém kroku se pouZivaji tfi zvitata stejného
pohlavi. Neni nutné provadét predbéznou studii. Pfitomnost nebo nepfitomnost
uhynu zvitat ve vztahu k podédvané ldtce rozhodne o dal§im kroku, t.].

— neni zapotiebi Zddné dalsi testovani;
— dalsi krok bude proveden se stejnou davkou, ale se zvitaty druhého pohlavi;

vy

— dalsi krok bude proveden s vyssi nebo nizsi urovni davky.

Popis metody

1.3.1 Pfiprava

Zdravd mladd dospéld zvitata jsou ndhodné vybrdna, oznacena tak, aby byla
mozna identifikace jednotlivych zvifat, a chovdna ve svych klecich nejméné
5 dnt pfed zahdjenim testu, aby si mohla zvyknout na laboratorni podminky.
Zvitata mohou byt v klecich ve skupindch podle pohlavi a davky, ale pocet zvitat
v jedné kleci musi umoznit jasné pozorovani kazdého zvitete.

Testovand ldtka je aplikovdna zvifatim v jediné ddvce Zalude¢ni sondou nebo
vhodnou kanylou.
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1.3.2

Pokud je to tfeba, testovand ldtka se rozpusti nebo suspenduje ve vhodném
nosi¢i. Doporucuje se nejprve zvdzit pouZiti vodného roztoku/suspenze, pak
pouziti roztoku/emulze v jedlém rostinném oleji (napf. kukuficném) a pak
roztoku v jinych nosi¢ich. Pro nevodnd vehikula musi byt zndma jejich toxicka
charakteristika; pokud neni zndma, musi byt stanovena jesté pred testem.

Zvitata jsou pted aplikovanim latky po urcitou dobu bez potravy (napt. potkani
pres noc a mysi 3 - 4 hodiny); pfistup k vodé se neomezuje.

Experimentdlni podminky

1.3.2.1 Pokusnd zvifFata

Dav4 se pfednost potkanlim, pokud nejsou zndmy davody proti tomu. Samice
musi byt nullipary a nesmi byt biezi.

Na zacdtku studie by nemélo variacni rozpéti hmotnosti zvitat (pro kazdé pohlavi
zvlast’) prekrocit + 20 % stfedni hodnoty.

1.3.22 Pocet a pohlavi

Pro kazdy krok se pouzivaji tii zvifata jednoho pohlavi. V ivodnim kroku muze
byt pouZzito kterékoli pohlavi.

1.32.3 Urovné ddvek

Vychozi ddvkova droven je vybrdna ze tif pevnych drovni, t. zn. 25, 200 a 2000
mg.kg! télesné hmotnosti. Vychozi tiroven diavky by méla byt takovd, aby
s nejveétsi pravdépodobnosti zplisobila uhynuti alesponn nékterych zvitat, jimz
byla ldtka poddna. V zdvislosti na vychozi ddvce se pouzije pfisluSného diagramu
postupu popsaného v Dodatku 1.

Pro vybér pohlavi a vychozi davky je tfeba vyuzit veSkeré dostupné informace,
véetné informaci o vztahu struktury a tcinku. Pokud tyto informace naznacuji, Ze
timrtnost je nepravdépodobnd i pii nejvyssi trovni davky (2000 mg.kg” t&lesné
hmotnosti), pak se provede limitni test. Kde nejsou Zddné informace o testované
latce, doporucuje se - s ohledem na pokusnd zvifata - pouZit vychozi davku

200 mg.kg! télesné hmotnosti.

V nékterych piipadech je tfeba ddle zpfesnit ziskanou informaci, nez jak to
dovoluje test s tfemi pevnymi ddvkovymi udrovnémi ve vysi 25, 200 a 2000

mg.kg” télesné hmotnosti. V téchto piipadech se mize uvaZovat o dal§im
testovani pii doplitkovych pevnych davkach ve vysi 5, 50 nebo 500 mg.kg
télesné hmotnosti.

Nemaji se aplikovat ddvky, o kterych je zndmo, Ze zplsobuji svymi leptavymi
nebo téZce drdzdicimi ucinky znacnou bolest a stres.

Casovy interval mezi aplikaénimi skupinami je z4visly na rychlosti nastupu, na
trvani a zdvaznosti toxickych pfiznakl. Testovani na zvitatech druhého pohlavi
nebo pii dalsi ddvce je tfeba odloZit, dokud neni jisté, Ze zvitata predchozi ddvku
prezila.



Strana 7838

Sbirka zdkont & 251 / 1998 Cistka 88

1.3.2.4

1.3.2.5

1.3.3

1.3.3.1

Limitni test

Limitni{ test s jedinou trovni ddvky ve vysi 2000 mg.kg™ télesné hmotnosti se
provddi na tfech zvifatech kaZzdého pohlavi. Pokud dojde k uhynuti souvisejicim

s podanim l4tky, lze dal3f testovadni provést pfi ddvkach 200 mg.kg™ (nebo 500
mg.kg ") télesné hmotnosti.

Doba pozorovdni

PteZivajici zvitata je tfeba pozorovat obvykle po dobu 14 dni, kromé ptipadda,
kdy musi byt zvifata vyloufena z dalStho pozorovdni a humdnné utracena
z divodl ochrany zvitat. Trvdni pozorovdni by vSak nemélo byt stanoveno
predem pevné; muize byt prodlouZzeno podle toxickych reakci, doby jejich
ndstupu a délky zotavovactho obdobi. Je dilezité zaznamendvat dobu, kdy se
objevi a miz{ pfiznaky toxicity, zvlasté jde-li o zpozdéné toxické pfiznaky.
Veskerd pozorovani jsou systematicky zaznamendvdna: zdznamy jsou vedeny pro
kazdé jednotlivé zvite.

Popis postupu

Po obdobi hladovéni jsou zvitata pfed poddnim zkuSebni latky zvdZena. Po
aplikaci latky jsou zvitata bez potravy po dobu dalSich 3 - 4 hodin. Kde je davka
poddvdna po cCastech béhem urcité doby, mize byt - v zdvislosti na délce této
doby - nezbytné poskytnout zvifatim potravu i vodu.

Maximdlni objem tekutiny, ktery miZe byt poddn najednou, zdvisi na velikosti
zvifete. U hlodavcl by objem nemél normdlné pfesdhnout 1 ml na 100 g télesné
hmotnosti, v pfipadé¢ vodnych roztokl lze podat i 2 ml na 100 g télesné
hmotnosti. Rozdily v poddvaném objemu je tfeba minimalizovat upravenim
koncentrace tak, aby byl poddvén tyZ objem na vSech urovnich davky. Jestlize
neni mozné podat ddvku celou najednou, je mozné ji aplikovat po ¢astech po
dobu neptekracujici 24 hodin.

Podrobnosti postupu testovdni jsou popsdny v Dodatku 1.

VSeobecné pozorovdni

Peclivé klinické pozorovani se provadi dvakrdt za prvni den (den aplikace) nebo
Casté€ji, pokud to vyZaduje reakce zvitat na poddni latky, a ddle nejméné jednou
denné. Zvitata, kterd jsou nalezena v agondlnim stavu, nebo zvitata vykazujici
pfiznaky silné bolesti a pfetrvdvajiciho silného stresu, je tfeba humdnné utratit:
tato zvitata jsou hodnocena stejné jako jako zvitata uhynuld.

At’ uz byla zvitata utracena z humdnnich dtivodii nebo byla nalezena mrtvd, dobu
smrti je tfeba zaznamenat co nejpifesnéji. DalSi pozorovani se provadi, dokud
zvitata vykazuji pfiznaky toxicity. Pozorovdni zahrnuje zmény na kidzi a srsti,
na ocich a sliznicich, a také na dychacim, obéhovém, vegetativnim a centrdlnim
nervovém systému, motorické aktivit€¢ a chovdni. Pozornost je tfeba vénovat
vyskytu tfesu, kfeci, slinéni, prijmu, letargie, spdnku a komatu.

Veskerd pozorovani jsou systematicky zaznamendvdna: zdznamy jsou vedeny pro
kazdé jednotlivé zvite.
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1.3.3.2

1.3.3.3

2.

Télesnd hmotnost

VSechna zvitata jsou zvdZena krdtce pfed poddnim testované latky a pak nejméné
jednou tydné. Pocitaji se a zaznamendvaji zmény hmotnosti. Na konci testu jsou
prezivajici zvitata zvdZena pfed tim, neZ budou huménné utracena.

Pitva

U vSech zvifat pouZitych ve studii, v€etné uhynulych a utracenych béhem testu,
se provede pitva. VSechny makroskopické patologické zmény jsou zaznamendny
pro kazdé zvite zvlast’. Pro ziskdni dalSich uZite¢nych informaci je mozno uvazit
mikroskopické vySetfeni orgdnt vykazujicich zndmky makroskopické patologie
u zvitat pfezivajicich 24 a vice hodin.

SBER A ZAZNAM UDAJU

K dispozici musi byt udaje o kazdém jednotlivém zviteti. Navic jsou vSechny
udaje shrnuty do tabulkové formy, uvadéjici u kazdé testované skupiny pocet
pouzitych zvitat, pocet zvifat vykazujicich ptfiznaky toxicity, pocet zvitat
uhynulych v priibéhu testu nebo utracenych z humdnnich didvodt, dobu dmrti
jednotlivych zvitat, popis, ¢asovy prubéh a vratnost toxickych ucinkd, a pitevni
nélezy.

VSeobecné pouceni o interpretaci vysledkl pro klasifikaci je uvedeno
v Dodatku 2.

ZAVERCNA ZPRAVA

Zprava o pribéhu pokusu

Zprava o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byt ziskdny :

Pokusnd zvitata:

— zivociSny druh/kmen;

— mikrobiologicky stav zvifat, je-li zndm;

— pocet, stafi a pohlavi zvitat;

— zdroj, podminky chovu, potrava atd.;

— hmotnost jednotlivych zvifat na zacdtku testu, ddle v tydennich intervalech a

na konci testu.

Podminky testovdni:

— zdlvodnéni vybéru vehikula, pokud je jiné nez voda;

— podrobné udaje o zplsobu aplikace testované latky vcetné poddvanych
objemil a doby aplikace;

— podrobné ddaje o potravé a kvalité vody (v¢etné druhu a zdroje);

— zdlvodnéni vybéru pocdtecni davky.

Vysledky:

— sestaveni udaji o reakcich kazdého zvifete do tabulek podle pohlavi a
davkové trovné (t. zn. zvifata vykazujici pfiznaky toxicity véetné umrti,
charakter, zdvaznost a trvani ucinki);

— nastup a Casovy prubéh pfiznakl toxicity a jejich reverzibilita u kazdého
zvitete;
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— pitevni ndlezy a histopatologické ndlezy u kazdého zvitete, jsou-li dispozici.
Diskuse vysledkii:
Hodnoceni a interpretace:
4. LITERATURA
Tato metoda je analogickd s metodou OECD TG 423.
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DODATEK 1

POSTUP TESTOVANI

1. Jak bylo uvedeno v bodu 1.4.2.3, vychozi ddvka by méla byt ta ze tif pevné
stanovenych davkovych drovni, kterd pravdépodobné zptisobi uhynuti aspor u
nékterych zvifat. Pro vybér vychozi davky lze pouzit ndsledujici informace:

— udaje o fyzikdlné-chemickych vlastnostech,
— vztah struktury a ucinku,
— vSechny udaje z jinych testi toxicity a
— ptedpoklddané pouziti testované latky.
2. Ptislusné vyvojové diagramy uvedené v tomto dodatku stanovuji postup pro

kazdou vychozi ddvku. V zdvislosti na poctu humdnné utracenych nebo
uhynulych zvifat postupuje testovani tak, jak naznacuji Sipky.

3. Pokud po aplikaci vychozi davky 25 nebo 200 mgkg™' t&lesné hmotnosti
uhyne pouze jedno zvite druhého pohlavi, obvykle se jiz ddle netestuje. Pokud
vSak pfitom nejsou u ostatnich 5 zvitat Zddné toxické ptiznaky, je tieba pitvou
oveéfit moZnost, Ze umrti nesouviselo s poddnou ldtkou. Jestlize se tato
moznost potvrdi, je tfeba pokracovat v testovani na vyssi drovni ddavky.

4. Pokud po ddvce 2000 mg.kg™ télesné hmotnosti uhyne jedno zvife kazdého
pohlavi, d4 se pfedpoklddat, Ze hodnota LDs, ptekroéi ddavku 2000 mg.kg™

télesné hmotnosti. ProtoZe je to vSak jen hrani¢ni vysledek, je tfeba peclivé
posoudit reakce zbyvajicich dvou zvitat kazdého pohlavi: zfetelné, vyrazné
toxické pfiznaky u téchto zvifat mohou byt divodem pro klasifikaci
odpovidajici hodnoté LDs ve vysi 2000 mg.kg™ télesné hnotnosti nebo mensi,

nebo mohou byt podnétem pro dalsi testovdni na stejné urovni davky.
5. Postup umoziiuje testovdni s tfemi dopliikovymi pevné stanovenymi ddvkami
(varianta 2). Této varianty je mozno pouZzit bud k vybéru alternativni davky v

daném bodu rozhodovacim procesu, nebo pro dalsi testovdni po dokonceni
testovani podle varianty 1.

Postup testovani s vychozi dévkou 25 mg.ke™! t&lesné hmotnosti

V rdmeccich je uddna ddvka, pocet zvifat a pohlavi (1 - pohlavi zvolené jako
prvni, 2 - pohlavi zvolené jako druhé).

Pod rdmecky je pocet uhynulych nebo utracenych zvitat (0, 1, 2, 3). Podle poctu
uhynulych zvitat se v testovdni pokracuje ve sméru Sipek az do dosazeni Sedého
ramecku.

Varianta 1 - Ukonceni testu: Klasifikace se provede na zdkladé konecnych
hodnot uvedenych v pfislusSném Sedém rdmecku nebo podle zplisobu
vyhodnoceni uvedeného v Dodatku 2.

Varianta 2 - Pokracovani testu s pfisluSnou dopliikovou ddvkou.
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Ukonceni testu: Klasifikace se provede na zdkladé konecnych hodnot
uvedenych v pfisluSném Sedém ramecku.

Postup testovani s vychozi dévkou 200 me.ke™! télesné hmotnosti

V rdmecdcich je uddna ddvka, pocet zvitat a pohlavi (1 - pohlavi zvolené jako
prvni, 2 - pohlavi zvolené jako druhé).

Pod ramecky je pocet uhynulych nebo utracenych zvitat (0, 1, 2, 3). Podle poctu
uhynulych zvifat se v testovani pokracuje ve sméru Sipek az do dosaZeni Sedého
ramecku.

Varianta 1 - Ukonceni testu: Klasifikace se provede na zdkladé konecnych
hodnot uvedenych v piislusném Sedém rdmecku nebo podle zplsobu
vyhodnoceni uvedeného v Dodatku 2.

Varianta 2 - Pokracovani testu s pfisluSnou doplitkovou ddvkou.
Ukonceni testu: Klasifikace se provede na zdkladé konecnych hodnot
uvedenych v pfislusném Sedém ramecku.

Postup testovdni s vychozi dévkou 2000 mg.kg™ t&lesné hmotnosti

V rdmecdcich je uddna davka, pocet zvitat a pohlavi (1 - pohlavi zvolené jako
prvni, 2 - pohlavi zvolené jako druhé).

Pod rdmecky je pocet uhynulych nebo utracenych zvitat (0, 1, 2, 3). Podle poctu
uhynulych zvitat se v testovdni pokracuje ve sméru Sipek az do dosazeni Sedého
ramecku.

Varianta 1 - Ukonceni testu: Klasifikace se provede na zdkladé konecnych
hodnot uvedenych v pfislusSném Sedém rdmecku nebo podle zplisobu
vyhodnoceni uvedeného v Dodatku 2.

Varianta 2 - Pokracovani testu s pfisluSnou dopliikovou dédvkou.
Ukonceni testu: Klasifikace se provede na zdkladé konecnych hodnot
uvedenych v pfisluSném Sedém ramecku.
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DODATEK 2

Interpretace vysledki zaloZenvych na testovaci varianté 1

V rameccich je uddna ddvka, pocet zvitat a pohlavi (1 - pohlavi zvolené jako
prvni, 2 - pohlavi zvolené jako druhé).

Pod rdmecky je pocet uhynulych nebo utracenych zvitat (0, 1, 2, 3).

Sedé rdmecky pod rameckem “ZADNE DALSI TESTOVANI“ v diagramech
tohoto dodatku obsahuji kone¢né hodnoty pro klasifikaci. Po testovani podle
varianty 1 se pfislu$nd Sipka sleduje dokud se nedosdhne ptisluSného rdmecku.
(Hodnoty v rdmeccich vyznacuji horni hranice pro pfislusny zptsob klasifikace.
LeZatd osmicka znamend, Ze LDsq je vétsi neZ hodnota v nejblizSim rdmecku

vlevo.)
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(a) Testovaci postup s vychozi divkou 25 mg/kg télesné hmotnosti

25 mg/kg
3 zvitata

pohlavi 1

25 mg/kg
3 zvirata

pohlavi 2

2-3

C -

200 mg/kg
3 zvirata

pohlavi 1

200 mg/kg
3 zvirata

pohlavi 2

Hl

\4

2000 mg/kg
3 zvitata
pohlavi 1

2000 mg/kg
3 zvirata

pohlavi 2

W!J_lllllr

|
23
1
,

VARIANTA 1: UKONCENI TESTU !
25 mg/kg | 200 mg/kg | 2000 mg/kg | )
VARIANTA 2: POKRACOVANI TESTU
A4 A4 A4
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvitata 3 zvitfata 3 zvitata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1
2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1
] | ] | |
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvitata 3 zvirata 3 zvitata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1
| | N ,
UKONCENI TESTU
5 mg/kg | 50 mg/kg | 500 mg/kg 00
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(b ) _Testovaci postup s vychozi divkou 200 mg/kg télesné hmotnosti

25 mg/kg 200 mg/kg »(2000 mg/kg
3 zvitata 3 zvitata 3 zvitata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1
| |
2-3 0-1
— |

2000 mg/kg
3 zvirata

200 mg/kg
3 zvirata

pohlavi 2

) )

VARIANTA 1. UKONCENI TESTU

25 mg/kg
3 zvirata

pohlavi 2

ma

pohlavi 2

25 mg/kg | 200 mg/kg | 2000 mg/kg | ©
VARIANTA 2.. POKRACOVANI TESTU
A4 A4 A4

5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg

3 zvitata 3 zvitfata 3 zvitata

pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1

2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1

] | ] | |

5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvitata 3 zvirata 3 zvitata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2

2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1

|
5 mg/kg |

50 mg/kg

I .
UKONCENI TESTU
| 500 mg/kg
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(c¢) Testovaci postup s vychozi davkou 2000 mg/kg télesné hmotnosti

25 mg/kg
3 zvitata

pohlavi 1

25 mg/kg
3 zvirata

pohlavi 2

200 mg/kg
3 zvirata

pohlavi 1

200 mg/kg
3 zvirata

pohlavi 2

2000 mg/kg
3 zvitata
pohlavi 1

2000 mg/kg
3 zvitata
pohlavi 2

! VARIANTA 1.: UKONCENI TESTU !
25 mg/kg | 200 mg/kg | 2000 mg/kg | ©
VARIANTA 2.: POKRACOVANI TESTU
A4 A4 A4
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvitata 3 zvitfata 3 zvitata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1
2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1
] | ] | |
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 zvitata 3 zvirata 3 zvitata
pohlavi 2 pohlavi 2 pohlavi 2
2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1
| | N ,
UKONCENI TESTU
5 mg/kg | 50 mg/kg | 500 mg/kg 00
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Interpretace vysledku zaloZzenych na testovaci varianté 1

a) Vychozi davka 25 mg/kg télesné hmotnosti

25 mg/kg » 200 mg/kg »2000 mg/kg
3 zvitata 3 zvitata B zvitata
pohlavi 1 pohlavi 1 pohlavi 1

25 mg/kg 200 mg/kg
3 zvirata 3 zvirata
pohlavi 2 pohlavi 2
| |
ZADNE DALSI TESTOVANI
— 33— — 3
2 2
v v I v I v VI \ 4 I * I \ 4 I \ 4
LDsg 25 | 50 200 | 500 1000 2000 |
mg/kg hmotnosti | 30 | 300. | | 2500
A 4 A A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
| 2smgkg || oo |
v v v v v v v v v
| 25 mfg || 200 mgfg || 2000 mﬂf | = |
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
| 30mgke || 300 mg/kg I 0 |
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
[ Somgke |[__s00 mg&j | B |
A 4 A 4 A 4 A 4

| 500 mg/kg - Hooo mgl‘l'(g Hsm;rmg/kg ||" % |
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b) Vychozi davka 200 mg/kg télesné hmotnosti

25 mg/kg 3D00 mg/kg
3 zvitata 3|zvitata
pohlavi 1 i pohlavi 1

25 mg/kg
3 zvitata

pohlavi 2

ZADNE DALSI TESTOVANI

3 (p¥i 200 u pohl.l;l «— 3 —l
jiné 2
A4 A4 I I v I A\ 4 I A 4 I A 4 I A 4
LDs, 25 | 50 200 500 1000 2000 |
mg/kg hmotnosti | 30 | 300. | | 2500
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
[ 25mone || o |
A4 A4 A 4 A\ 4 A 4 A 4 A 4 A\ 4
| 25 mT&g || 200 mgfg || 2000 mﬂf e |
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
[ 30mgke || 300 mg/kg | w0 |
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
[ somgke | 500 mg/kg || o |
A 4 A 4 A 4 A 4

| 500 mg/kg - Hooo mgl‘l'(g HSM;'mglkg ||" % |
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¢) Vychozi davka 2000 mg/kg télesné hmotnosti

25 mg/kg 200 mg/kg
3 zvitata 3 zvifata
pohlavi 1 pohlavi 1

25 mg/kg 200 mg/kg
3 zvirata 3 zvitata

pohlavi 2 pohlavi 2

0-1
ZADNE DALSI TESTOVANI
[
3 (p¥i 200 u pohl.1) 3 (Ipi‘i 200 u pohl.ll) ! jiné
! ! I I iiné I l I pri 2*000 ;1 pohlil) I !
LDs, 25 | 50 200 | 500 1000 2000 |
mg/kg hmotnosti | 30 | 300, | | 2500
v v v v v v v v
| 2smeng || w |
l v v A4 A4 v A4 A4
| 25mgkg || 200 mg/kg || 2000 mg/k | = |
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 T A 4 A 4
| 30mgke || 300 me/kg I 0 |
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
| 50 mg/kg | 500 mg/kg | B |
A 4 A 4 A 4 A 4

| 500 mg/kg - HOOO mgl‘lr(g HS()(‘)'mglkg ||" 00 |
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1.1

1.2

1.3

1.3.1

1.3.2

1.3.2.1

1.3.2.2

B.2. AKUTNI TOXICITA (INHALACNI)

METODA

Uvod

s 2

Je uzite¢né pied pokusem ziskat udaje o rozd€leni velikosti ¢éstic, tenzi par, teploté
tani, teploté varu, teploté vzplanuti a vybusSnosti (jsou-li stanovitelné) testované
latky

Princip metody

Nékolik skupin pokusnych zvitat je exponovdno studované latce po uréenou dobu
v odstupniovanych koncentracich, a to jedné koncentraci v kazdé skupiné. Potom se
zvitata pozoruji a zjistuji se ucinky a pfipady uhynuti. Zvifata, kterd béhem pokusu

e s

Zvitata se zdvaznymi a pretrvdvajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tteba humdnnim
zptusobem utratit. Testované ldtky se nemaji poddvat v takovych koncentracich a
takovym zplsobem, o kterych je zndmo, Ze vyvoldvaji zna¢nou bolest a stres
nasledkem svych leptavych nebo drézdivych vlastnosti.

Popis metody

Piiprava

Nejméné 5 dni pted testem jsou zvifata chovdna v podminkdch ustdjeni a krment,
v jakych budou béhem experimentu. Pfed testem se zdravd mladd zvifata ndhodné
prifadi do potfebného poctu experimentdlnich skupin. Pokud to nevyZaduje typ
pouzivaného expozi¢niho zafizeni, neni tieba podrobit zvifata simulované expozici.

Pevné testované ldtky je tfeba rozmélnit na astice piisluSné velikosti. Pokud je
tfeba, pridd se k testované ldtce vhodné vehikulum tak, aby v ovzdusi vznikla
piislusnd koncentrace testované ldtky; v tom piipadé se zatadi také kontrolni
skupina s vehikulem. Pokud se uZije pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo jind
aditiva, musi byt o nich zndmo, Ze nemaji toxicky ucinek. Existuji-li vhodnd
historickd data, je moZno je vyuZit.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zviFata

Da4va se prednost potkaniim, pokud nejsou zndmy divody proti tomu. Pouziva se
bézné uzivanych pokusnych kment. Na zacdtku studie nemd variacni rozpéti
hmotnosti zvitat prekrocit + 20 % stfedni hodnoty (pro kazdé pohlavi zvlast’).

Pocet a pohlavi

Pro kazdou dédvkovou hladinu je tfeba pouZzit nejméné 10 hlodavcid (5 samic a
S samcti). Samice musi byt nullipary a nesmi byt biezi.
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1.3.2.3

1.3.2.4

1.3.2.5

1.3.2.6

1.3.2.7

1

3.

3

Pozndmka: Pouzivaji-li se v akutnich testech toxicity zvifata vysSich druhd, nez
jsou hlodavci, mélo by se zvdzit pouziti menSitho poctu zvitat. Davky je tieba
peclivé volit a je tfeba zarucit, aby nebyly prekroceny mirné toxické ddvky. V téchto
testech je tfeba vyhnout se poddvani letdlnich ddvek testované latky.

Expozicni koncentrace

M4 byt dostatecny pocet udrovni ddvek, nejméné tfi, a maji byt vhodné
odstupriovany tak, aby byl u testovacich skupin viditelny rozsah toxickych ucinki a
mortality. Ziskané udaje musi stacit na znazornéni vztahu mezi davkou a mortalitou
a, pokud je to mozné, musi umozZnit stanoveni LCsq s pfijatelnou spolehlivosti.

Limitni test

Nedojde-li po 4 hodinové expozici 5 samcti a 5 samic plynu v koncentraci 20 mg.1"!
nebo pardm & aerosolu tekuté nebo pevné litky v koncentraci 5 mg.l" (nebo -
v pripadech, kdy tuto koncentraci neni mozné pouzit v disledku fyzikdlnich nebo
chemickych vlastnosti sledované ldtky vcetné rizika vybuchu - pii expozici
maximdlni dosazitelné koncentraci) béhem 14 dnii k zddné mortalité vyvolané
sledovanou latkou, povazuji se dalsi pokusy za zbyte¢né.

Doba expozice

Nejkratsi doba expozice md byt 4 hodiny.

Vybaveni

Pro pokusy se zvitaty je tfeba pouZit inhalacni zatizeni, které umoziuje dynamické
proudéni vzduchu s vyménou vzduchu nejméné 12krdt za hodinu, aby byl zarucen
pfiméieny obsah kysliku a rovnomérné rozdéleni latky v expozicni atmosféie.
Pouzije-li se expozi¢ni box, je tfeba ho konstruovat tak, aby se co nejvice
omezovalo shlukovdni zvifat a aby inhala¢ni expozice testované latce byla
maximdlni. Pro zajiSténi stability atmosféry v inhalacnim boxu by nemél v zdsadé
celkovy objem pokusnych zvitat presdhnout 5 % objemu boxu. Je také mozné
pouZit inhala¢ni expozice ordlné-nasdlni, samotné hlavy nebo individudlni
celotélové expozice; prvni dva zplisoby expozice minimalizuji pifjem ldtky jinymi
cestami.

Doba pozorovdnit

Doba pozorovani by méla trvat nejméné 14 dni. Nelze ji vSak stanovit rigorézné.
Mize zdviset na toxickych reakcich, na rychlosti jejich vzniku a na trvani fdze
zotaveni. Dobu pozorovani je mozno podle potieby prodlouzit. Rozhodujici je doba,
kdy se objevi a opét odezni projevy otravy, stejné jako doba do uhynuti, zvl4sté tam,
kde je patrna tendence ke zpozdéné mortalité.

Popis postupu

Zvitata se bezprostfedné pred expozici zvazi. Exponuji se po dobu 4 hodin od
ustaveni rovnovahy koncentrace studované latky. Nastaveni rovnovdhy by mélo byt
rychlé. Teplota béhem pokusu md byt 22 °C + 3 °C. Relativni vlhkost md byt
idedlné mezi 30 % a 70 %, s vyjimkou pfipadd, kde to neni mozné (napf.
experimenty s aerosoly). UdrZzovani mirné negativniho tlaku uvnitf komory (< 5 mm
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vodniho sloupce) zabrdni unikdni testované latky do okoli. BEéhem expozice se
nepoddva potrava ani voda.

Pouzivaji se vhodné systémy pro vytvofeni a monitorovdni testovaci atmosféry.
Systém musi zarucovat, Ze stabilnich podminek expozice bude dosaZzeno co
nejrychleji. Konstrukce a provoz boxu md zajisfovat homogenni distribuci
testované atmosféry v komofte.

Je tfeba zajistit méfeni nebo monitorovdni podminek expozice:
(a) méfeni prutoku vzduchu (kontinudlng),

(b) skute¢na koncentrace studované latky se méii v dychaci zoné alespon tiikrat
béhem expozice (né€kterd ovzdusi, napf. aerosoly ve vysoké koncentraci, mohou
vyzadovat cCastéj$i monitorovani). Béhem jedné expozice se nemd koncentrace
odchylovat od stfedni hodnoty o vice nez + 15 %. U nékterych aerosolt, kde této
urovné regulace neni mozné dosdhnout, se pfipousti vétsi rozsah kolisani. Po celou
dobu trvdni experimentu maji byt koncentrace tak stabilni, jak je to prakticky
mozné. Pokud se tykd ¢dstic a aerosolt, méii se distribuce velikosti ¢astic tak Casto,
jak to pokus vyzaduje (ale nejméné jednou pro kazdou testovanou skupinu),

c) teplota a vlhkost vzduchu se méfi pokud mozno kontinudlné.

Béhem expozice i po jejim skonceni se pozorovdni provddéji a zaznamendvaji
systematicky. Kazdé zvife md svij individudlni protokol. Béhem pivniho dne je
tfeba provddét pozorovdni Casto. Minimdlné jednou kazdy pracovni den je tieba
provést peclivé klinické vySetfeni. Dalsi kaZzdodenni pozorovani a odpovidajici
opatfeni majif slouZit maximdlnimu sniZeni ztrdt zvitat pro studii, napf. pitvou nebo
zmrazenim uhynulych zvifat nebo izolaci ¢i utracenim slabych nebo umirajicich
zvitat.

Pozorovani zahrnuje zmény kiiZe, srsti, oci, sliznic, dychdni a krevniho obé&hu,
zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické aktivity a
chovdni. Zvlastni pozornost je tfeba vénovat vnéjSimu dychdni, tremoru, kifeCcovym
jevim, slinéni, prijmu, letargii, spanku a komatu. Okamzik uhynuti je tfeba zachytit
co nejpresnéji. Hmotnost jednotlivych zvifat se stanovuje po expozici tydné a
v okamziku uhynuti.

Ard

se zvlaStnim zifetelem ke vSem zméndm horni i dolni ¢dsti dychaciho traktu.
VSechny makroskopické patologické zmény se zaznamendvaji a odeberou se
prislusné tkané pro histopatologické vysetfeni.

UDAJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kaZdou experimentdlni skupinu
patrny pocet zvifat na pocdtku pokusu, doba uhynuti jednotlivych zvitat, pocet
zvitat vykazujicich dalsi pfiznaky toxicity, popis toxickych tcinkl a pitevni nélezy.
jeden den. Zvitfata, kterd jsou humdnné utracena vzhledem ke stresu nebo
k bolestem vyvolanym testovanou ldtkou, jsou zaznamendna jako uhynuti vyvoland
testovanou latkou. LCsy se vypocte uzndvanou metodou. Déle se hodnoti vztah —
pokud existuje — mezi expozici zvifete testované latce a vyskytem a stupném vsech
abnormalit, vcetné¢ zmén chovdni, klinickych symptoml, makroskopickych
poskozeni, zmén té€lesné hmotnosti, mortality a vSech dalSich toxickych dcinkd.
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3. ZAVERECNA ZPRAVA
3.1 Zprava o pribéhu pokusu

Zprava o pribéhu pokusu obsahuje pokud moZno ndsledujici informace:
- Zivoc€isny druh, kmen, ptivod, podminky ustdjeni, krmeni, atd.

- podminky pokusu: popis expozicniho zafizeni véetné konstrukce, typu, rozmérd,
zdroje vzduchu, systému pfipravy aerosold, klimatizaéniho systému a zptsobu
umisténi zvitat v expozicnim boxu, pokud je pouzivdn. Je tfeba popsat pfistroje
pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, koncentrace a distribuce velikosti Castic
aerosolu.

- Udaje o expozici se sestavi do tabulky a uvedou spolu s primérnymi hodnotami a
charakteristikou variability (napf. smérodatnou odchylkou). Maji pokud mozZno
obsahovat tyto udaje:

a) rychlost pritoku vzduchu v inhalaénim zafizent;
b) teplota a vlhkost vzduchu;

¢) nomindlni koncentrace (celkové mnozZstvi testované ldtky privadéné do
inhala¢niho zafizeni, délené objemem vzduchu);

Pozn.: pti expozici aerosoltim latek v roztoku (napf. ve vodé€) je tfeba uvadét
nejen vyslednou koncentraci latky ve vzduchu, nybrz také, pokud je to mozZné,
koncentraci u¢inné latky ve vehikulu.

d) povaha vehikula, pokud bylo uZito;

e) skutecnd koncentrace v dychaci zoné&; f) hmotnostni medidn aerodynamického
pruméru (MMAD) a geometrickd smérodatnd odchylka (GSD);

g) doba do ustaveni rovnovéhy;
h) doba expozice;

- tabulky toxickych reakcich podle pohlavi a irovné expozice (tj. pocet zvitat, kterd
v pokuse uhynula nebo byla humdnné utracena; pocet zvitat s pfiznaky toxicity;
pocet exponovanych zvitat);

- doba uhynuti béhem expozice nebo po jejim skonceni, dlivody a kritéria pro
humanni utraceni zvirat;

- vS§echna pozorovant;

- hodnota LCsy pro kazdé pohlavi stanovend po skonceni doby pozorovdni
(s uvedenim metody vypoctu);

- 95% -ni interval spolehlivosti pro LCs, (pokud je mozno jej stanovit);

- ktivka zavislosti mortality na ddvce (koncentraci) a jeji smérnice (pokud to
dovoluje metoda stanoveni); - pitevni nélezy;

- vSechny histopatologické nélezy;

- diskuse vysledkl (se zvlastnim zietelem k vlivu pfipadného utraceni zvitat z
humdnnich diivodti béhem testu na vypoctenou hodnotu LCsy);

- interpretace vysledkd.



Strana 7854

Sbirka zdkont & 251 / 1998 Cistka 88

1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

B.3. AKUTNI TOXICITA (DERMALNI)

METODA

Princip metody

Testovand ldtka se nandsi na kiZi v odstupfiovanych ddvkdach nékolika skupindm
pokusnych zvitat, a to kazdé skupiné€ jedna droven davky. Pozoruji a zaznamendvaji
se ucinky a ptipady uhynuti. Zvitata, kterd uhynou béhem pokusu, i zvitata, kterd

Ve,

Zvitata se zdvaznymi a pretrvdvajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tfeba humdnnim
zplsobem utratit. Testované latky se nemaji poddvat v takovych ddvkach a takovym
zplsobem, o kterych je zndmo, Ze vyvoldvaji zna¢nou bolest a stres ndsledkem
svych leptavych nebo drdzdivych vlastnosti.

Popis metody

Pfiprava

Nejméné 5 dni pred testem jsou zvifata chovdna v pokusnych klecich
v podminkdch ustdjeni a krmendi, v jakych budou béhem experimentu. Pied testem
se zdravd mlada dospéld zvitfata ndhodné pfifadi do jednotlivych experimentdlnich
skupin. Asi 24 hodin pfed zahdjenim testu se srst zvifat na zddech ostfithd nebo
oholi. Pfi stithdni nebo holeni srsti je tfeba dbat na to, aby se nepoSkodila
(napt.abrazi) kiiZze, coZ by mohlo zménit jeji propustnost. Pro aplikaci testované
latky se pfipravi nejméné 10 % povrchu téla. Pfi pokusech s pevnymi ldtkami,
piipadné pfipravenymi v praskové formé, je tieba ldtku dostate€né navlhcit vodou
nebo vhodnym vehikulem, aby byl dobry kontakt s kdzi. Pfi pouZiti vehikula je
nutné brat v uvahu vliv vehikula na prinik testované latky kizi. Vybér vehikula by
se mél fidit tim, v jaké formé se mlize dand latka ostat do styku s lidskou kazi, a ze
vSech relevantnich zplsobl vybrat ten, ktery nejvice usnadnuje prinik kaZzi.
Testované kapaliny se zpravidla aplikuji nefedéné.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zviFata

Puziva se dospélych potkanti nebo kralikt. Lze pouzit i jiné Zivocisné druhy, pokud
jsou pro to divody. Je tfeba volit zndmé kmeny pokusnych zvifat. Na zacdtku testu
by nemélo variacni rozpéti hmotnosti zvitat (pro kazdé pohlavi zvlast’) prekrocit
+ 20 % stfedni hodnoty.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou droven ddvek pouZzit nejméné 5 zvitat stejného pohlavi. Pouziva-li se
samic, musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud je k dispozici informace, Ze

N 4

jedno z obou pohlavi je vyrazné citlivéjsi, je tieba pouZzivat zvitata tohoto pohlavi.
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1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1

2.

3

Pozndmka: Pouzivaji-li se v akutnich testech toxicity zvifata vysSich druhd, nez
jsou hlodavci, mélo by se zvdzit pouziti menSitho poctu zvitat. Davky je tieba
peclivé zvolit a je tfeba zajistit, aby se nepiekrocily mirné toxické ddvky. V téchto
testech je tfeba vyhnout se poddvani letdlnich ddvek testované latky.

Ddvkovdni

Mad byt dostatecny pocet ddavkovych udrovni, nejméné tfi, a maji byt vhodné
odstuptiovany tak, aby vznikly testovaci skupiny se zfetelnym rozsahem toxickych
ucinkl a mortality. Pfi rozhodovdni o trovnich ddvek je tieba vzit v ivahu drazdivé
nebo leptavé ucinky testované ldtky. Ziskané idaje musi stacit na zndzornéni vztahu
mezi ddvkou a ucinkem, a pokud moZno umoznit stanoveni LDsy s pfijatelnou
spolehlivosti.

Limitni test

Lze provést limitni test jednou ddavkou nejméné 2000 mg.kg™ télesné hmotnosti na
skupindch 5 samcli a 5 samic s pouzitim vySe popsanych postupti. Pokud ldtka
zpusobi uhynuti, je tfeba provést tplnou studii.

Doba pozorovdni

Doba pozorovani md byt nejméné 14 dni. Nelze ji v§ak stanovit rigor6zné. Méla by
byt uréena podle obrazu otravy, rychlosti vyvoje otravy a trvani fadze zotaveni. Dobu
pozorovdni je moZno podle potieby prodlouZzit. Rozhodujici je doba, kdy se pfiznak
otravy projevi a vymizi a doba do uhynuti, zvlasté tam, kde je patrnd tendence
k vyskytu pozdnich uhynuti.

Popis postupu

Zvitata se chovaji jednotlivé v klecich. Testovand latka se nanese rovhomérné na
plochu, kterd ¢inf asi 10 % celkového povrchu téla. Pro vysoce toxické latky muze

byt tato plocha mensi; mélo by se vSak aplikovat stejnomérné na co nejvetsi ¢dst
této plochy.

Testovand latka je po expozi¢ni dobu 24 hodin udrzovédna v kontaktu s kiizi pomoci
porézniho mulového obvazu a nedrdzdivé ndplasti. Testovanou plochu je déle tfeba
vhodnym zptsobem prekryt, aby se mulovy obvaz a testovand latka fixovaly a aby
se zabranilo ordlnimu pfijmu. K zamezeni poZiti latky je moZno pouZit i prostiedkt
pro omezeni volnosti pohybu, Uplnou immobilizaci v§ak nelze doporucit.

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky testované latky, pokud mozno vodou
nebo jinym vhodnym zpisobem se provede ociSténi pokozky.

Pozorovani je tfeba thned systematicky zaznamendvat. Pro kazdé zvite je tieba vést
samostatné zdznamy. Prvni den se zvifata pozoruji ¢asto. Nejméné jednou kazdy
pracovni den je tfeba provést peclivé klinické vySetfeni. Dal§i kaZzdodenni
pozorovdni a odpovidajici opatfeni maji slouzit maximdlnimu sniZeni ztrdt zvitat
pro studii, napf. pitvou nebo zmrazenim uhynulych zvifat nebo izolaci a utracenim
slabych ¢i umirajicich zvitat.

Pozorovani zahrnuje zmény srsti, kiiZe, na kterou byla provedena aplikace, o¢i a
sliznic, a také dychdni a krevniho obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni
nervové soustavy, somatomotorické aktivity a chovdni. Zvlastni pozornost je tfeba
vénovat tremoru, kieCovym jevim, slinéni, prijmu, letargii, spanku a komatu.
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Okamzik uhynuti je tfeba zachytit co nejpfesnéji. Zvitata, kterd béhem pokusu
patologické zmény se zaznamendvaji a posSkozené tkdné se odeberou pro
histopatologické vySetieni.

Hodnoceni toxicity u druhého pohlavi

Po dokonceni studie na jednom pohlavi se podé latka nejméné jedné skupiné o péti
zvitatech druhého pohlavi, aby se zjistilo, zda zvifata druhého pohlavi nejsou
vyrazné citlivéj$i na testovanou latku. V konkrétnich pfipadech muze byt
odivodnéno pouziti mensiho poctu zvitat. Pokud je k dispozici spolehlivd
informace, Ze zvifata testovaného pohlavi jsou vyrazné citlivéjsi, testovdni na
zvitatech druhého pohlavi je mozZno vynechat.

UDAJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kaZdou experimentdlni skupinu
patrny pocet zvifat na pocdtku pokusu, doba uhynuti jednotlivych zvitat, pocet
zvitat s jinymi projevy otravy, popis toxickych uc¢ink a pitevnich nélezli. Stanoven{
hmotnosti jednotlivych zvitfat se provede bezprostiedné pred poddnim testované
latky, pak v tydennich intervalech a pfed utracenim. Zmény hmotnosti je tfeba
stanovit a zaznamenat, pteZiji-li zvifata déle nez jeden den. Zvitata, kterd byla
humannim zptisobem utracena s ohledem na stres a bolesti vyvolané podanou
latkou, se zaznamendvaji jako uhynuti vyvolané touto ldtkou. LDsq se vypocte
uzndvanou metodou. Ddle se hodnoti vztah, pokud existuje, mezi expozici zvitat
testované ldtce a vyskytem a stupném vSech abnormalit véetné zmén chovéni,
klinickych symptomil, makroskopickych 1ézi, zmén télesné hmotnosti, mortality a
vSech ostatnich toxickych dc¢inkt.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o pribéhu pokusu

Zprdva o prub&hu pokusu méd pokud mozno obsahovat tyto informace:
- Zivo€isny druh, kmen, pivod, podminky chovu, krmeni atd.,

- podminky pokusu (véetné zptsobu ocisténi kiize a typu obvazu: okluzivni nebo
neokluzivni),

- trovné ddvek (véetné vehikula, pokud je uZzito) a koncentrace,

- pohlavi pokusnych zvitat,

- tabulky toxickych reakci podle pohlavi a podle ddvek (pocet zvifat uhynulych
nebo humdnné utracenych béhem testu; pocet zvitat s pfiznaky toxicity; pocet

exponovanych zvitat),

- doba uhynuti po podani testované latky, divody a kritéria pro huménni utraceni
zvirat,

- v§echna pozorovani,
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- hodnota LDs, pro to pohlavi, u kterého byl proveden uplny pokus, a to pro
l4tidenni pozorovani (s uvedenim metody vypoctu),

- 95% -ni interval spolehlivosti pro LDs, (pokud jej lze stanovit),

- kfivka zavislosti mortality na ddvce a jeji smérnice (pokud je stanoveni danou
metodou mozné),

- pitevni ndlezy,
- vSechny histopatologické nélezy,
- vysledky vSech testii na druhém pohlavi,

- rozbor vysledkl (zvldstni pozornost vénovat moznému ovlivnéni vypoctené
hodnoty LDs, v souvislosti s utracenim zvifat z humannich diivodd béhem testu),

- interpretace vysledki.
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1.1

1.2

1.2.1

B.4. AKUTNI TOXICITA (KOZNI DRAZDIVOST)

METODA

Princip metody
Vychozi ivahy

Je tfeba peclivé zvazit vSechny dostupné informace o dané ldtce s cilem sniZit na
minimum testovani latky za podminek, které mohou vyvolat vyrazné tézké reakce.
N4sledujici informace mize byt uZitecnd pro posouzeni, zda je vhodny uplny test,
studie na jediném zvifeti nebo zda neni zapotiebi dalsi testovani.

a) Fyzikdlné-chemické vlastnosti a chemickad reaktivita. Siln¢ kyselé nebo zasadité
latky (napf. pH rovné ¢i mensi 2 nebo pH rovné ¢i vétsi 11,5) nenf tfeba testovat na
primdrni koZzni drdzdivost, jestlize mohou byt ocekdvany leptavé ucinky. Je tfeba
vzit v uvahu také alkalickou nebo kyselou rezervu.

b) Jestlize jsou dostupné presvédcivé doklady zavaznych ucinkt latky ze spolehlivé
validizovanych in vitro testd, neni vyZadovan uplny test.

c) Vysledky ze studii akutni toxicity. Jestlize byla ldtka v testu akutni toxicity po
dermdlni aplikaci studovdna pfi limitni trovni davky (2000 mgkg”' télesné
hmotnosti) a nebylo pozorovano podrdazdéni klze, neni tieba ddle testovat kozni
drdzdivost. RovnéZ neni tfeba testovat ldtky vysoce toxické pfi dermdlni cesté
vstupu.

Studovana latka se nanese v jednordzové ddavce na ktzi nékolika pokusnych zvitat,
pricemz kazdé zvite slouzi jako svoje vlastni kontrola. Po stanovené dobé se odecte,
vyhodnoti a ndsledné popiSe stupenl podrdzdéni, aby bylo mozZno provést tplné
posouzeni ucinkli. Doba pozorovdni musi byt dostate¢né dlouhd, aby bylo mozné
plné zhodnotit také reverzibilitu pozorovanych ucinkda.

Zvitata se zdvaznymi a pretrvdvajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tfeba humdnnim
zpusobem utratit.

Popis metody

Ptiprava

Asi 24 hodin pfed zahdjenim testu se srst zvitat na zddech ostithd nebo oholi. Pti
stiihani nebo holeni srsti je tfeba dbdt na to, aby se neposkodila kiiZze (napf. abrazi).
Je moZno pouzit pouze zvifata se zdravou, neporanénou kizi.

Nékteré kmeny krdlika maji ostriivky husté srsti, které jsou vyraznéjsi v nékterych
obdobich roku. Testované ldtky se nesmi nandset na tyto zény riistu husté srsti.

Pti pokusech s pevnymi latkami, pfipadné pfipravenymi v praSkové formé, je tfeba
testovanou latku dostate¢né navlhcit vodou, pfipadné jinym vhodnym vehikulem,
aby byl dobry kontakt s kiizi. Pii pouziti vehikula je nutné brat v dvahu vliv
vehikula na podrdzdéni kiize testovanou latkou. Testované kapaliny se zpravidla
aplikuji nezfedéné.
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1

1.2.2.1

1.2.2.2

1.2.2.3

1.2.2.4

1

2.

2.

3

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvirata

Je mozné pouZzit rizné druhy savci, je vSak tieba dat prednost albinu krélika.

Pocet zvirat

Jestlize je z in vitro screeningovych testli nebo jinych dvah podezieni, Ze ldtka
miZe vyvoldvat nekrézu (napf.je leptavd) je tieba uvdzit provedent testu na jednom
zviteti. Jestlize vysledky tohoto testu nenaznacuji leptavé ucinky, je tfeba doplnit
testovdni na dvou dalSich zvitatech.

Pro tplny test jsou nutnd nejméné tti zdrava dospéld zvitata. Neni tfeba zvldstnich
zvitat pro neoSetfenou kontrolni skupinu, pro vyjasnéni ptipadli nejednoznacnych
reakci mohou byt pouZita dalsi zvitata.

Ddvkovdni

Pokud nejsou zddné zvlastni divody pro jiny postup, nanese se na testovaci misto
kize 0,5 ml kapaliny nebo 0,5 g tuhé nebo polotuhé ldatky. Prilehlé oblasti
neoSetfené klze zvifete slouZi v testu jako vlastni kontrola.

Doba pozorovdni

Dobu pozorovani neni mozno stanovit rigorézné. Musi byt dostate¢né dlouhd, aby
bylo mozno tplné vyhodnotit vratnost nebo nevratnost ti¢inkti. Normdlné€ neni tieba
prekracovat dobu 14 dnt po aplikaci.

Popis postupu

Zvitata se chovaji jednotlivé v klecich. Testovand ldtka se nanese na malou plochu
(asi 6 cm?) ktize a pokryje se platkem mulu pfidrzovanym nedrazdivou néplasti.
U kapalin a nékterych past mize byt vhodné nanést nejprve testovanou latku na
mul, a pak jej pfipevnit na kiZi. Po dobu trvdni expozice je tfeba pfidrzovat platek
volné na ktzi vhodnym okluzivnim nebo ¢dstecné okluzivnim obvazem. Je tfeba
zabrdnit tomu, aby se zvife dostalo k mulu a mohlo pfijmout testovanou latku ordlné
nebo ji vdechnout.

Na konci doby exposice je tieba odstranit zbylou testovanou ldtku vodou, pokud je
to mozné, nebo vhodnym rozpoustédlem, ale tak, aby nebyla ovlivnéna pfipadnd
reakce klize nebo celistvost pokozky.

Doba expozice je obvykle 4 hodiny.

Pokud existuje podezifeni, Ze laitka mize vyvolat nekrézu (napf.tim, Ze pisobi
poleptani, je tfeba zkratit délku expozice (napf. na 1 hodinu nebo 3 minuty). Pfi
takovém testovdni je mozné pouZit nejprve jediné zvife a aplikovat 3 platky mulu
soucasné, pokud to akutni dermdlnf toxicita testované ldtky nevylucuje. Prvni platek
se odstrani po 3 minutdch. Pokud neni pozorovédna zdvazna kozni reakce, odstrani
se druhy pldtek po 1 hodin€. Pokud pozorovdni v této fazi naznacuji, Ze je nezbytnd
4-hodinovd expozice a Ze neodporuje principu humdnniho zachdzeni, odstrani se
tfeti platek po 4 hodindch a klasifikuji se stupné odpovédi kize. V ptipadé, Ze byla
moznd 4 hodinova expozice, je tfeba doplnit test s pouZitim nejméné dvou dalSich
zvitat; pokud to neni kontraindikovdno z humdnnich didvoda (napf. jestlize po
4 hodindch expozice je pozorovana nekréza kize).
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JestliZe je zdvaznd koZni reakce (napf. nekrdza) pozorovana po 3 minutdch nebo po
1 hoding, je test okamzité ukoncen.

Za urcitych podminek je mozZné navrhnout delsi expozice, napiiklad pokud to
odpovidd ocekdvanému zpusobu pouZiti a expozici u ¢lovéka
Pozorovdni a vyhodnoceni

Zvitata je tfeba pozorovat na pfiznaky erytému a koZniho edému a stupen reakce
klize po 60 minutdch a ddle 24, 48 a 72 hodin po odstranéni pldatku s testovanou
latkou. Stupenl podrdzdéni ktze se klasifikuje a zaznamendvd podle systému
uvedeného v tabulce 1. JestliZe nebylo béhem 72 hodin dosaZeno tplného odeznéni
reakce, provadi se pozorovani ddle. Vedle podrdzdéni kiiZe je tfeba podrobné popsat
vSechny zdvazné léze jako poleptdni (nevratnd destrukce kozni tkdané€) a jiné toxické
ucinky. K objasnéni pochybnych reakci nebo odpovédi, maskovanych zabarvenim
klize testovanou latkou, je tieba pouzit technik histopatologického vysetfeni nebo
méfeni tlousStky kozni fasy.

UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdé pokusné zvife patrny stupei
podrdzdéni posouzenim erytému a edému po celou dobu pozorovéni. Je tfeba
rovnéZz uvést vSechny zdvazné léze, popis stupné a povahy podrazdéni kiZze,
reversibilitu nebo poleptani a v§echny dalsi pozorované toxické ucinky.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprédva o prubéhu pokusu

Zprava o prubéhu pokusu obsahuje pokud mozno tyto informace:

- zivoCiSny druh, kmen, pivod, podminky chovu, krmenf atd.,

- experimentdlni podminky (v€etné relevantnich fyzikdlné chemickych vlastnosti
testované latky, technik pfipravy a Ccisténi klZe, typ obvazu: okluzivni,

semiokluzivni,

- ve formé tabulky udaje o koZni reakci pro kazdé jednotlivé zvife pti kazdém
pozorovani (za 1, 24, 48 a 72 hodin atd. po odstranéni mulu),

- popis zjisSténych vaznych poSkozeni véetné poleptdni,

- popis intenzity a povahy zjiSténého podrdzdéni a ptipadné histopatologickych
nalezd,

- popis v8ech dalsich toxickych ucinkl vedle podrdzdéni kize,
- diskuse vysledkd,

- vyhodnoceni vysledkii.
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4.

1

2

DODATEK

Stupnice reakce kuze

Hodnota
1. Hodnoceni erytému a ptiSkvaru
1.1 Zadny erytém 0
1.2 Velmi slaby erytém (stézi viditelny) 1
1.3 Ztetelné viditelny erytém 2
1.4 Mirny aZ vyrazny erytém 3
1.5 Tézky erytém (silné zrudnuti) nebo 4

Y Y

tvorba pfiskvaru (hloubkové poskozeni -
nekroza) znemozinujici  posouzeni
erytému

2. Hodnoceni edému
2.1 Zadny edém 0
2.2 Velmi lehky edém (stézi viditelny) 1

2.3 Lehky edém (okraje jsou zfetelné, 2
plocha je ohrani¢ena  zfetelnym
vyvySenim)

2.4 Mirny edém (okraje vyvySeny asi 3
o 1 mm)

2.5 Vyrazny edém (zdufeni vice nez1 4

mm a otok presahujici hranice
exponované plochy)

Klasifikace podle indexu kozni drdzdivosti (Igyp)

Ik1 se vypocte jako aritmeticky primér ze souctd stupné reakce pro erytém a edém v
jednotlivych intervalech odectu u jednoho jedince a z takto ziskanych hodnot u
vSech exponovanych jedinci se vypocte aritmeticky pramér.

Klasifikace Ik

nedrazdi Ixk1 <05
lehce drazdi 05 < Igg<3
stfedné drazdi 3 < Igr<£5

silné€ drazdi Ix1 > 5
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B.5. AKUTNI TOXICITA (OCNI DRAZDIVOST)
1. METODA
1.1 Princip metody

1.1.1 Vychoz{i dvahy

Je tfeba peclivé zvazit vSechny dostupné informace o dané ldtce s cilem sniZit na
minimum testovani latky za podminek, které mohou vyvolat tézké reakce. K tomu
mohou byt uZite¢né ndsledujici informace.

a) Fyzikdlné-chemické vlastnosti a chemickd reaktivita. Napft. silné kyselé nebo
zasadité latky, které - jak je mozno ocekdvat - vyvolaji v oku pH rovné ¢i mensi 2
nebo pH rovné ¢i vétsi 11,5, neni tfeba testovat, pokud lze ocekdvat zdvaznd
poskozeni. Je tfeba vzit v divahu také alkalickou nebo kyselou rezervu.

b) Vysledky spolehlivé validizovanych alternativnich studif; latky s prokdzanymi
potencidlné leptavymi nebo silné drazdivymi vlastnostmi nemaji byt déle testovany
na drdzdivost pro oko, protoZe lze predpoklddat, ze tyto latky budou mit zdvazné
ucinky na oko pfi testovani touto metodou.

c¢) Vysledky ze studii kozni drazdivosti. Latky, které vykazovaly zfejmé leptavé
nebo vyrazné drazdivé ucinky na kizi ve studii koZni drazdivosti, neni tfeba ddle
testovat na drazdivost pro oko, protoze lze prfedpoklddat Ze budou mit na oci
zdvazné Ucinky.
Testovand ldtka se v jednordzové ddvce aplikuje do jednoho oka nékolika pokusnym
zvifatim, pfitom neexponované oko slouzi jako kontrola. Ve stanovenych
intervalech se odecte a vyhodnoti stupent podrdZzdéni a reakce se ddle popise, aby
bylo mozno provést uplné posouzeni t¢inku. Doba pozorovdni musi byt dostatecné
dlouhd, aby bylo mozZné jednozna¢né zhodnotit také vratnost nebo nevratnost
pozorovanych dc¢inkd.

Zvitata se zdvaznymi a pretrvdvajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tteba humdnnim
zpusobem utratit.

1.2 Popis metody

1.2.1 Ptiprava

24 hodin pfed testem se u kazdého z pfedbéZné vybranych pokusnych zvitat
provede vysetfeni obou o¢i. Zvitata, u kterych se zjisti podrazdéni oci, ocni defekt
nebo poskozeni rohovky se z experimentu vyloudi.

1.2.2 Experimentdlni podminky

1.2.2.1 Pokusnd zvifrata

Ackoliv se pouzivaji rlizné druhy pokusnych zvitat, doporucuje se ddvat prednost
zdravému dospélému albinotickému kraliku.
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1.2.2.2

1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.3

1.2.3.1

Pocet zvitat

JestliZe se ocekdvaji vyrazné ucinky, je tfeba zvolit test na jediném zviteti. Jestlize
vysledky tohoto testu na jednom krdlikovi naznacuji, Ze latka md vyrazné drazdivé
(reversibiln{ ic¢inek) nebo leptavé (irreversibilni i¢inek) U€inky pro oko pfi pouziti
popsaného postupu, neni tieba dalsi testovdni o¢ni drdZzdivosti u dalSich zvitat.
K vysetieni specifickych aspektli mohou byt piipadné testovdna dalsi zvitata.

V ostatnich pfipadech je tieba pouZit nejméné tii zvitat. Vyjasnéni nejednoznaénych
ndlezi miZe vyZadovat pouziti dalSich zvitat.

Urovern ddvek

Vs oz

Pfi testovani kapalin se pouziva ddvka 0,1 ml. U tuhych latek, past a trnitych latek
je tfeba pouzit objem 0,1 ml nebo hmotnost cca 0,1 g (hmotnost je vZdy tieba
uvést). Jednd-li se o tuhou nebo hrubé zrnitou ldtku, je tfeba ji rozemlit na jemny
prasek. Objem homogenni ldtky se stanovi aZz po opatrném zhutnéni, napft.
poklepdvdanim na mérnou nddobku.

U léatek uzavienych ve sprejich s pumpou nebo tlakovych aerosolovych nddobkéach
je tfeba vystiiknout a sebrat 0,1 ml ldtky a instilovat ji do oka podle popisu pro
kapaliny.

Doba pozorovdni

Délku doby pozorovdni neni mozno stanovit rigorézné. Musi byt dostatecné dlouhd,
aby bylo mozno posoudit vratnost nebo nevratnost pozorovanych u¢inkti. Normdlné
vsak staci 21 dnil po aplikaci studované latky.

Popis postupu

Zvitata je tfeba pfechovdvat jednotlivé v klecich. Testovand ldtka se aplikuje
kazdému zviteti do spojivkového vaku jednoho oka tak, Ze se spodni vicko lehce
odchlipne od o¢ni bulvy. Vicka se pak asi na 1 sekundu lehce k sobé pfidrzi, aby se
7adnd latka neztratila. Druhé oko, na které se latka neaplikuje, slouZi jako kontrolni.

Jestlize se predpokladd, Ze ldtka miize vyvolat pfiliSnou bolest, Ize pfed instilaci
testované latky pouZzit lokdlni anestetikum. Aby bylo zajiSt€éno, Ze ndsledkem
anestetika nedojde k vyznamnym zméndm v reakci na testovanou ldtku, je tieba
peclivé zvolit typ, koncentraci a dobu aplikace lokdlniho anestetika. Stejnym
zptusobem se musi anestezovat i kontroln{ oko.

Oci pokusnych zvitat je mozno vymyvat nejdiive 24 hodiny po aplikaci testované
latky. Po 24 hodindch je mozno oc¢i vyplachnout, pokud se to povazuje za vhodné.

U nékterych ldtek, které pii této testovaci metodé vyvolaji podrazdéni, je mozno
provést dalsi zkousky s pouzitim kralikl, kterym se brzy po instilaci latky vymyji
oci. V téchto ptipadech se doporucuje pouzit 3 kréliky. Pl minuty po instilaci se
o¢i vymyvaji rovnéz po pil minuty s pouZitim takového objemu kapaliny a rychlosti
pritoku, aby nedoslo k poskozeni.

Pozorovdni a vyhodnoceni

Oci se vySettuji po 1, 24, 48 a 72 hodinach. Neprojevuji-li se po 72 hodindch Zadné
pfiznaky ocnich 1€zi, je mozZno zkouSku ukoncit. Dobu pozorovdni je tieba
prodlouZit, pokud ptetrvdva postiZzeni rohovky nebo jiné ptiznaky podrdzdéni oka



Strana 7864

Sbirka zdkont & 251 / 1998 Cistka 88

tak, aby bylo moZzno posoudit vyvoj zmén a jejich vratnost ¢i nevratnost. Vedle
pozorovdni na rohovce, duhovce a spojivee je tfeba zaznamenat a uvést ve zprave i
jiné zjiSténé 1éze.

Intenzitu reakce oka je tfeba pfi kazdém vySetfeni stanovit podle stupnice v piiloze
a zaznamenat. (Klasifikace reakci oka pfipousti rizné moznosti interpretace. Jako
pomtucku pro testujici laboratofe a ty, kdo provddéji hodnoceni, je mozno pouZit
ilustrovanou referenéni tabulku podrazdéni oka.)

Vysetifovani reakci je mozno usnadnit pouZitim binokuldrni lupy, ru¢ni stérbinové
lampy, oc¢niho mikroskopu nebo jinych vhodnych zafizeni. Po zaznamendni

pozorovdni po 24 hodindch je mozno oc¢i nékterych nebo vSech zvitat vySetfit
mimoto jesté fluoresceinem.

UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdé pokusné zvife patrny stupeii
podrazdéni v daném intervalu pozorovani. Je tteba uvést popis stupné a charakteru
podrazdéni, pfitomnost zdvaznych 1ézi a vS§echny mimoo¢ni d¢inky.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprdva o prabéhu pokusu

Zprdava o prubéhu pokusu obsahuje ndsledujici informace:

- udaje o zvitatech (druhu, kmen, piivod, podminky chovu, krmenf atd.,

- experimentdlni podminky (véetné relevantnich fyzikdlné-chemickych vlastnosti
testované latky),

- v tabeldrni formé& vycet drdzdivych nebo leptavych ucinki pro jednotlivd zvitata
pii kazdém pozorovani (napf. po 1, 24, 48 a 72 hodinach),

- popis vSech zjiSténych zdvaznych 1€zi,

- podrobny popis intenzity, charakteru a vratnosti zjiSténého podrdazdéni a
poleptdni, véetné postizené oblasti rohovky,

- popis metody hodnoceni pro jednotlivé ¢asové body (1, 24, 48 a 72 hod.), napf.
Stérbinovd lampa, o¢ni mikroskop, fluorescein atd.,

- popis vSech zjisténych mimoo¢nich mistnich ucinkd,
- diskuse vysledkt,

- interpretace vysledkd.



Cistka 88 Sbirka zdkont ¢. 251 / 1998 Strana 7865

4. DODATEK
4.1 Stupnice zmén na oku
Hodnota

A. Spojivka - otok
Edém nenf pfitomen 0
Slaby edém zahrnujici mzurku 1
Vyrazny edém s everzi vicka 2
Edém zptsobujici uzavieni vicek na polovinu 3
Edém zavirajici vicka vice neZ na polovinu nebo zcela 4
B. Spojivka - slzeni
Slzeni neni pfitomno 0
Slabé slzeni (nutno odlisit od béZné sekrece ve vnitinim koutku 1
Slzeni se zvlhéenim vicek a srsti v blizkosti oka 2
Slzeni se zvlhéenim vicek a srsti v Sirokém okoli oka 3
C. Spojivka - enantém
Cévni kresba normdlni 0
Nastiiknuti cév zfetelné vyrazné€jsi oproti normeé 1

Splyvajici cévni kresba, rozliSeni jednotlivych cév nesnadné, 2
difusné&;jsi jasné Cervend barva

Difuzni tmavé Cervend barva 3
D. Duhovka - anomalie
Anomadlie nejsou pfitomny 0

Nepravidelnd struktura duhovky, pfekrveni, otoky, nastiiknuti cév 1

kolem rohovky (jedna nebo vice téchto charakteristik), reakce na
svétlo je zachovand, piipadné opozdénd

Reakce na svétlo neni pfitomnd, rozsdhlé destrukce a hemorhagie v 2
duhovce (jedna nebo vice téchto charakteristik)

E. Rohovka - stupen nepriihlednosti
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Hodnota
Neprahlednost neni pfitomna 0

Neprihlednd oblast je difuzniho diseminovaného charakteru, detaily 1
duhovky zlstdvaji jasné viditelné

Neprahlednd oblast je prasvitnd, snadno se identifikuje, detaily 2
duhovky lehce zastiené

Pfitomnost zony opalescence, detaily duhovky nejsou viibec 3
viditelné; obrys zornice stéz{ viditelny

Upln4 nepriihlednost rohovky, duhovka je zcela neviditelna 4
F. Rohovka - plocha nepriihlednosti

Nepriihlednost je pozorovatelnd, ale jeji plocha je < 1/4 plochy 1

rohovky

1/4 < plocha neprithlednosti < 1/2 plochy rohovky 2

1/2 < plocha neprithlednosti < 3/4 plochy rohovky 3

plocha neprithlednosti > 3/4 plochy rohovky 4
4.2 Vypocet akutniho indexu o¢ni drdzdivosti (Iga)

Individudlni index o¢ni drazdivosti ( I oy ) pro kazdé zvife a kazdy interval
hodnoceni se vypocte podle vztahu

Ior=2.(A+B+C) + 5.D + 5.E.F

Primérny index o¢ni drazdivosti (Iop) pro kazdy interval hodnoceni se vypocte pro
kazdy interval hodnoceni jako primér z Io;.

Akutni index o¢ni drazdivosti Ipa je roven nejvyssimu Iop zjiSténému v pribéhu
testu

4.3 Klasifikace

Klasifikace Ioa
nedrazdi 0-49
mirné drazdi 5-14,9
drazdi 15-29.9
siln¢ drazdi 30-59,9
velmi silné drazdi 60 -79,9

extrémné drazdi 80-110
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1.1.

1.2

B.6. SENZIBILIZACE KUZE

METODA
Uvod

Pozndmky:

Citlivost a detekéni schopnost testi pro zjisfovani latek s potencidlnim
senzibilizacnim ucinkem na lidskou kidZi jsou povazovdny za vyznamné pro
klasifika¢ni systém toxicity v oblasti vefejného zdravotnictvi.

Neexistuje jedind testovaci metoda, kterd by dostatecné spolehlivé identifikovala
vSechny ldtky s potencidlnim senzibilizacnim dcinkem pro lidskou kiizi a ktera by
se hodila pro vSechny lédtky.

P1i volbé testu je tfeba uvazovat faktory jako napft. fyzikdlni charakteristiky ldtky,
véetné schopnosti priniku kizi.

Testy na morcatech lze rozdélit na testy s adjuvans, ve kterych je alergicky stav
potencovdn rozpuSténim nebo suspendovdnim testované latky ve Freundové
kompletnim adjuvans (FCA), a na testy bez adjuvans.

Testy s adjuvans se zdaji byt pfesné&jsi v predikci pravdépodobného senzibilizacniho
ucinku pro lidskou kiiZi neZ metody bez Freundova kompletniho adjuvans, a proto
se jim ddvd prednost.

Maximizacni test na morcatech(Guinea-pig Maximization Test - GPMT) je velmi
rozsifeny test s adjuvans. Ackoliv k odhaleni schopnosti latky vyvolat senzibiliza¢ni
reakci existuje nékolik dalSich metod, je GPMT povazovdn za preferovanou
techniku s adjuvans.

U mnoha skupin chemickych latek jsou testy bez adjuvans (pfednost se dava
Buehlerovu testu) povazovany za méné citlivé.

V urditych ptipadech Ize zdivodnit volbu Buehlerova testu s povrchovou aplikaci
spiSe neZ intradermdlni injekci pouzivanou v maximiza¢nim testu na morcatech.
Pro pouziti Buehlerova testu je tfeba uvést odborné diivody.

V této metodické kapitole jsou popsany maximizacni test na morceti (GPMT) a
Buehlertiv test. Lze pouZit i jinych metod, pokud jsou spolehlivé validizované a
pokud jsou odborné diivody pro jejich pouZiti.

Pokud screeningovy test provedeny uzndvanou metodou dd pozitivni vysledek, je
mozno testovanou latku oznacit jako potencidlni senzibilizdtor bez dal$iho testovdni
na morcatech. Pfi negativnim vysledku je vSak nutné provést test na morceti, tak jak
je popsan v této metodické kapitole.

Definice

Senzibilizace kuiZe: (alergickd kontaktni dermatitida) je imunologicky
zprostftedkovand kozni reakce na ldtku. U c¢lovéka mohou byt reakce
charakterizované svédénim, zarudnutim kize, otokem, pupenci, puchytiky, bulami
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1.3

1.4

1.5

(velkymi puchyii) nebo kombinaci téchto pfiznakd. U jinych Zivocisnych druhd se
mohou reakce lisit a miZe byt zjiSténo pouze zarudnuti nebo otok.

Indukcni expozice: experimentdlni expozice subjektu testované latce se zdmérem
navodit stav precitlivélosti.

Indukcni obdobi: obdobi nejméné jednoho tydne po indukéni expozici, v pribéhu
kterého se mlZe rozvinout stav precitlivélosti.

Provokacni  expozice (challenge): experimentdlni expozice subjektu dfive

vystaveného testované latce po indukénim obdobi pro stanoveni, zda subjekt odpovi
reakcfi precitlivélosti.

Referené¢ni ldtky

Citlivost a spolehlivost pouzité experimentdlni metody by méla byt ovéfovdna
kazdych Sest mésicli s pouzitim latek, o kterych je zndmo, Ze maji mirny az stfedné
silny senzibiliza¢ni U¢inek pro klzi.

U spravné provedeného testu se ofekdvd reakce na mirné/stfedni senzibildtory
nejméné 30 % u metody s adjuvans, a nejméné 15 % u metody bez adjuvans.

Pfednost se ddvd ndsledujicim latkdam:

Cislo CAS Cislo EINECS chemicky ndzev genericky /obchodni
nazev
101-86-0 202-983-3 2-hexyl-3-fenyl-2- alfa-
propenal hexylcinnamaldehyd
149-30-4 205-736-8 2-merkaptobenzothiazol | kaptax
94-07-7 202-303-5 Ethyl ester kyseliny p- | benzokain
aminobenzoové (

Mohou nastat okolnosti, kdy pii dostatecném odborném zdivodnéni mohou byt
pouZity jiné kontrolni latky spliiujici vySe uvedena kritéria.

Princip testovaci metody

Pokusnd zvitata jsou nejprve exponovana testované ldtce intradermdlnimi injekcemi
piipadné epidermdlni aplikaci (indukéni expozice). Po obdobi 10 az 14 dna
(indukéni obdobi), v pribéhu kterého se muiZe rozvinout imunitni reakce, jsou
zvitata exponovdna provokacéni ddvce. Rozsah a stupen koZni reakce na provokacni
expozici u testovanych zvifat je porovndvdn s rozsahem a stupném reakce
u kontrolnich zvitat, kterd podstoupi klamnou expozici v dobé indukce a je jim
aplikovdna provokacni ddvka.

Popis testovacich metod
JestliZze je povaZzovdno za nezbytné odstranit testovanou ldtku, provede se to

s pouZitim vody nebo vhodného rozpoustédla tak, aby nebyla naruSena vznikld
koZni reakce nebo integrita pokozky.
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1.5.1
1.5.1.1

1.5.1.2
1.5.1.2.1.

1.5.1.2.2.

15123

1.5.1.3.
1.5.1.3.1.

Maximizac¢ni test na morcatech (GPMT)
Priprava

Zdravéa mlada dospéld albinotickd morcata se aklimatizuji na laboratorni podminky
po dobu asporni 5 dni pred zahdjenim testu. Pred testem se zvifata ndhodné rozdé€li
do expozic¢nich a kontrolnich skupin. Odstranéni srsti se provede stithdnim,
holenim nebo chemickou depilaci, v zdvislosti na pouZité testovaci metod¢. Je tteba

dbat na to, aby nedoslo k poskozeni kiiZze. Zvitata se zvadZi pied zahdjenim testu a na
konci testu.

Experimentdlni podminky

Pokusnad zvifata

Pouzivaji se béZzné laboratorni kmeny albinotickych morcat.

Pocet a pohlavi

Lze pouzit samce i samice. Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi.
Exponovanou skupinu tvofi nejméné 10 zvifat a nejméné 5 zvifat je tfeba
v kontrolni skupiné. PouZzije-li se mensiho poctu nez 20 testovanych a 10
kontrolnich morcat a neni mozné dojit k zdvéru, Ze testovand latka je senzibilizdtor,
doporucuje se testovdni na dalSich zvitatech, aby se dosdhlo celkového poctu
nejméné 20 testovanych a 10 kontrolnich zvifat.

Davkové drovné

Koncentrace testované latky pouzita pro kazdou indukcni expozici se upravi na
takovou udroven, kterou zvifata celkové dobfe sndSeji a kterd je nejvyssi plisobici
mirné aZz stiedni podrdzdéni kiize. Jako provokac¢ni koncentrace se pouZije
maximdlni koncentrace, kterd u nesenzibilizovanych zvitat nevyvoldva podrdzdéni
kiize. V ptipadé potieby je mozno vhodné koncentrace stanovit v predbéZném
pokusu na dvou nebo tfech zvifatech. Pro tento ucel lze uvdZit pouZiti zvitat,
kterym bylo aplikovdno FCA.

Popis postupu
Indukce
Den 0 - Testovand skupina

Ndsledujici 3 dvojice subkutdnnich injekci, kazdd po 0,1 ml, se podaji do lopatkové
oblasti zbavené srsti symetricky podle stfedni linie:

Injekce 1: Freundovo kompletni adjuvans (FCA) smiSené s vodou nebo
fyziologickym roztokem v objemovém poméru 1:1;

Injekce 2: testovand ldtka ve vhodném vehikulu ve zvolené koncentraci;

Injekce 3: testovand ldtka ve zvolené koncentraci pfipravend ve smési FCA s vodou
nebo fyziologickym roztokem v objemovém poméru 1 : 1.

Pro injekci 3 se latky ve vodé rozpustné rozpusti pfed smisenim s FCA ve vodné
fazi. Latky rozpustné v lipidech nebo ldtky nerozpustné se rozptyli v nezfedéném
FCA. Konecnd koncentrace testované latky pro injekci 3 ma byt stejnd jako pro
injekci 2.

Injekce 1 a 2 se aplikuji blizko sebe a co nejblize hlavé, zatimco injekce 3 smérem

s v 2

ke kauddlni ¢asti testovaci plochy.
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1.5.1.3.2.

1.5.1.3.3.

Den 0 - Kontrolni skupina

Nasledujici 3 dvojice subkutdnnich injekci, kazda po 0,1 ml, se podaji do stejnych
mist jako u testovanych zvitat:

Injekce 1: Freundovo kompletni adjuvans (FCA) smiSené s vodou nebo
fyziologickym roztokem v objemovém poméru 1:1;

Injekce 2: nefedéné vehikulum;

Injekce 3: Smés vehikula (50 %, vdha/objem) se smési FCA/vody nebo
fyziologického roztoku v poméru 1 : 1 (objem / objem).

5.-7.den - Testované a kontrolni skupiny

Pfiblizné dvacet Ctyfi hodin pfed lokdlni indukéni aplikaci, jestlize ldtka neni
drazdiva pro kiZi, se na testovaci plochu po diikladném ostfihdni pfipadné oholeni
natie 0,5 ml 10 % laurylsulfdtu sodného ve vazeling, za ucelem navozeni mistniho
podrdzdéni.

6. - 8. den - Testovand skupina

Testovaci plocha se zbavi srsti. Testovanou ldatkou ve vhodném vehikulu je
napustén filtracni papir (2 x 4 cm), ktery se pak pfilozi na testovaci plochu a fixuje
pomoci okluzivniho obvazu na dobu 48 hodin. Vybér vehikula se fidi odbornymi
diivody; pevné latky jsou jemné rozetfeny a pfevedeny do vhodného vehikula;
kapaliny Ize aplikovat pfimo.

6. - 8. den - Kontrolni skupina

Testovaci plocha se znovu zbavi srsti. Samotné vehikulum se nanese a zafixuje
podobné jako u exponované skupiny na dobu 48 hodin.

Provokace
20. - 22. den - Testované a kontrolni skupiny

Boky exponovanych i kontrolnich zvitat jsou zbaveny srsti. Na jeden bok zvitete je
aplikovdna testovand ldtka v pldtku nebo v komirce a na druhy bok se stejnym
zpusobem aplikuje pouze vehikulum (pokud je to tfeba). Platky se pomoci

o v,

okluzivniho obvazu udrzuji v kontaktu s kiizi po 24 hodiny.

Pozorovani a vvhodnoceni: testované a kontrolni skupiny

— pfiblizné€ 21 hodin po odstranéni ndplasti se provokacni plocha vy¢cisti, diikladné
ostfihd ptipadné oholi a v pfipadé€ potieby depiluje;

— pribliZzné po dalSich tfech hodindch (pfiblizné 48 hodin od zacdtku aplikace
provokaéni davky) se pozoruje koZni reakce a zaznamendva se podle stupnice
uvedené v dodatku;

— pribliZzné€ 24 hodin po tomto pozorovani se provede druhé pozorovdni a zdznam
reakce kiize (72 hodin).

Doporucuje se systém “slepého odectu” u testovanych i kontrolnich zvitat, kdy
pozorujici osoba nevi, které zvite bylo senzibilizovdno a které je kontrolni.
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1.5.2
1.5.2.1

1.5.2.2
1.5.2.2.1.

1.5.2.2.2.

1.5.2.23

1.5.2.3
1.5.2.3.1.

Pokud je k vyjasnéni vysledkli nutnd druhd provokace (tj. opakovand provokace),
provede se pfiblizné o tyden pozdéji, v ptipad€ potfeby znovu s kontrolni skupinou
s vehikulem. Opakovanou provokaci Ize také provést na ptivodni kontrolni skupiné.
VsSechny kozni reakce a neobvyklé ndlezy, véetné celkovych reakci, které jsou
disledkem indukcnich a provokacénich postupli se zaznamendvaji podle stupnice
Magnussona / Kligmana (viz dodatek). K objasnéni spornych nélezi je mozno
pouZzit dalSich technik, jako napt. histopatologického vySetfeni nebo méfeni
tloustky koznich fas.

Buehlertv test

Piiprava

Zdrava mladd dospéld albinotickd morcata se aklimatizuji na laboratorni podminky
po dobu aspon 5 dni pied zahdjenim testu. Pred testem se zvifata ndhodné rozdé€li
do expozi¢nich a kontrolnich skupin. Odstranéni srsti se provede stithdnim,
holenim nebo chemickou depilaci, v zdvislosti na pouZité testovaci metod¢. Je tieba

dbat na to, aby nedoslo k poskozeni klize. Zvitata se zvazi pfed zahdjenim testu a
na konci testu.

Experimentdlni podminky

Pokusna zvitata

Pouzivaji se béZné laboratorni kmeny albinotickych morcat.

Pocet a pohlavi

Lze pouZit samce a/nebo samice. Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi.

PouZije se minimalné 20 zvitat v testované skupiné a nejméné 10 zvitat v kontroln{
skupiné.

Davkové drovné

Koncentrace testované ldtky pouzitd pro kazdou indukéni expozici se upravi na
takovou udroven, kterd je nejvyssi pusobici mirné ale ne velmi silné podrazdéni
ktze. Jako provokaéni koncentrace se pouZije maximdlni koncentrace, kterd
u nesenzibilizovanych zvitat nevyvoldvd podrazdéni kiZe. V piipadé potieby je
mozno vhodné koncentrace stanovit v pfedbéZném pokusu na dvou nebo tifech
zvitatech.

Pro testované latky rozpustné ve vodé je vhodné pouzit vodu nebo ziedény
nedrdzdici roztok detergentu jako vehikula. Pro jiné ldtky je preferovan 80 % roztok
etanol / voda pro indukci a aceton pro provokaci.

Postup
Indukce
Den 0 - Testovana skupina

Jeden bok je zbaven srsti (diikladné ostfthdn). Systém pldtkového testu se dokonale
nasyti testovanou latkou ve vhodném vehikulu (vybér vehikula se fidi odbornymi
dtvody; kapaliny lze pfipadné aplikovat piimo).

Platkovy test je pfiloZen na testovaci plochu a pfidrzovdn v kontaktu s kOzi
prekryvacim platkem nebo komirkou a vhodnym obvazem po dobu 6 hodin.

Systém platkového testu musi byt okluzivni. Vhodny je bavinény polStérek, at” uz
kruhovy nebo &étverhranny, s plochou piiblizné 4 - 6 cm?. Je preferovéano pfidrzeni
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1.5.2.3.2.

1.5.2.3.3.

s pouZitim vhodného pfidrzovace, aby se zajistila okluze. Jestlize je pouZito
obvdzani, mohou byt nutné dalsi expozice.

Den 0 — Kontrolni skupina

Jeden bok je zbaven srsti (diikladné ostithdn). Na testovaci plochu je naneseno
pouze vehikulum, a to podobnym zpisobem jako u testované skupiny. Platkovy test
je pfiloZen na testovaci plochu a pfidrzovan v kontaktu s kiizi prekryvacim platkem
nebo komirkou a vhodnym obvazem po dobu 6 hodin. Pokud je mozno prokézat,
Ze negativni kontrolni skupina neni nutnd, lze pouzit ¢isté kontrolni skupiny bez
aplikace.

6.-8.a13.-15. den -Testovand a kontrolni skupina

Stejnd aplikace jako v den 0 se provede na stejnou testovaci plochu na tomtéz boku
(zbavenou pripadné srsti) 6.-8. den a znovu 13.-15. den.

Provokace

27.-29. den - Testovand a kontrolni skupina

Neosetfeny bok testovanych a kontrolnich zvitat je zbaven srsti (dikladné ostithdn).
Okluzivni platek obsahujici pfisluSné mnozstvi testované latky v maximdlni
nedrdzdivé koncentraci se aplikuje na zadni ¢dst neoSetfeného bok testovanych a
kontrolnich zvifat. Na pfedni ¢ast neoSetfeného boku testovanych a kontrolnich
zvitat se pfipadné muze aplikovat okluzni platek s vehikulem. Pfekryvaci platky
nebo komirky jsou pfidrZovdny v kontaktu s kdzi vhodnym obvazem po dobu
6 hodin.

Pozorovani a hodnoceni

— piiblizné€ 21 hodin po odstranéni pldtku se provokacni plocha zbavi srsti;

— pfiblizné o tfi hodiny pozdéji (priblizné¢ 30 hodin po aplikaci provokaéniho
platku) se pozoruji koZni reakce a zaznamendvaji podle stupnice uvedené
v dodatku;

— priblizné po dalSich 24 hodindch (tj. pfiblizné 54 hodin po aplikaci
provokacniho pldtku) se koZni reakce znovu pozoruji a zaznamenaji.

Doporucuje se systém “slepého odectu® u testovanych i kontrolnich zvitat, kdy
pozorujici osoba nevi, které zvite bylo senzibilizovdno a které je kontrolni.

Pokud je k vyjasnéni vysledkti nutnd druhd provokace (tj. opakovand provokace),
provede se pfiblizné o tyden pozdéji, v piipadé potieby znovu s kontrolni skupinou
s vehikulem. Opakovanou provokaci Ize také provést na ptivodni kontrolni skupiné.
Vsechny kozni reakce a neobvyklé ndlezy, vcetné celkovych reakci, které jsou
dtsledkem indukcnich a provokacénich postupt se zaznamendvaji podle stupnice
Magnussona/Kligmana (viz dodatek). K objasnéni spornych ndlezii je mozno pouzit
dalsich technik, jako napf. histopatologického vySetfeni nebo méfeni tloustky
koZnich fas.

SBER A ZAZNAM UDAJU (GPMT A BUEHLERUYV TEST)

Udaje se sestavi do tabulky, ze které musi byt pro kazdé pokusné zvife patrnd
reakce klZe pti kazdém pozorovani.
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3. ZAVERECNA ZPRAVA (GPMP A BUEHLERUV TEST)

Pokud byl proveden pred zahdjenim testu na morcatech test screeningovy, je tieba
uvést popis tohoto testu nebo jeho citaci (napf. LLNA - test regiondlnich
lymfatickych uzlin, MEST - test ztlusténi ucha u mys{) vcéetné¢ vSech podrobnosti
postupu a vysledkt ziskanych pro testované a referencni latky.

3.1. Zpriva o pritbéhu pokusu (GPMT a Buehleriiv test)
Zprava o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byt ziskdny :
Pokusnd zvirata:
— pouzity kmen morcat;
— pocet, stafi a pohlavi zvitat;
— podminky chovu, strava atd.;

— hmotnost jednotlivych zvitat na zac¢atku a konci testu.

Experimentdlni podminky:

— zpusob pfipravy mista pro platkovy test;

— podrobné informace o materidlech a technice platkového testu;

— vysledek pilotni studie se zdvérem o indukénich a provokacnich koncentracich
pro vlastni test;

— podrobné informace o ptiprave, aplikaci a odstranéni testované latky;

— zdlGvodnéni vybéru vehikula;

— koncentrace a celkovd mnozZstvi testované latky a vehikula, pouzitd pro indukci
a provokaci.

Vysledky:

— souhrn vysledkt posledni kontroly citlivosti a spolehlivosti (viz 1.3.) vcetné
pouZité referencni latky, jeji koncentrace a vehikula;

— vSechna pozorovani pro kazdé zvite véetné systému klasifikace;

— slovni popis charakteru a stupné€ pozorovanych tuc¢inka;

— vSechny histopatologické ndlezy.

Diskuse vysledku

Zdvery

4. LITERATURA
Tato metoda je analogickd s metodou OECD TG 406.
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Dodatek
5.1 Stupnice Magnussona/Kligmana pro hodnoceni vyvolanych patologickych reakci
0 = Zadna viditelnd zména;
1 = slabé nebo skvrnité zarudnuti kiize;
2 = stfedn¢ vyrazné a splyvajici zarudnuti kiZe;

3 = intenzivni zarudnuti a zduieni kuze.

5.2 Klasifikace potencidlu senzibilizace

Podle frekvence pozitivity pii provokacni expozici, tj. podle toho kolik zvitat v rdmci
pokusu bylo danou ldtkou senzibilizovdno, se ldtka klasifikuje jako

slaby alergen (I.st.) - 0-8% zvitat

mirny alergen (ILst.) - 9-28% zvitat

sttedné silny alergen (IIL.st.) - 29-64% zvitat
silny alergen (IV.st.) - 65-80% zvitat

extrémni alergen (V.st.) - 81-100% zvitat
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1.2.

1.2.1.

1.2.2.
1.2.2.1.

1.2.2.2.

B.7. SUBAKUTNI TOXICITA ORALNI
(28 DENNI OPAKOVANA APLIKACE)

METODA

Princip testovaci metody

Testovand ldtka se poddva denné po 28 dni v odstupniovanych ddvkdch nékolika
skupindm pokusnych zvifat ordlnég, a to kazdé skupiné jedna uroven davky. Béhem
obdobi poddvdni se zvifata denné peclivé pozoruji, aby se zjistily pfiznaky
toxicity. Pitva se provede u vSech zvitat, kterd uhynou nebo jsou utracena béhem

23l

Popis metody

Priprava

Zdravd mlada zvifata se ndhodné pfifadi do kontrolni skupiny a jednotlivych
experimentdlnich skupin. Klece jsou uspofdddny tak, aby se co nejvice vyloucil
vliv umisténi klece. Kazdé jednotlivé zvife je jednoznacné oznaceno. Nejméné
5 dni pfed zacdtkem studie jsou zvifata chovdna v podminkdch ustdjeni a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu.

Testovanou latku lze poddvat sondou nebo v potravé nebo v pitné vodé, podle
ucelu studie a fyzikdlné-chemickych vlastnosti ldtky.

Pokud je to tfeba, rozpusti nebo suspenduje se testovand latka ve vhodném nosici
(vehikulu). Doporucuje se nejprve zvazit pouziti vodného roztoku / suspenze, pak
pouziti roztoku / emulze v jedlém rostlinném oleji (napf. kukuficném) a pak
roztoku v jinych nosicich. Pro nevodnd vehikula musi byt zndma jejich toxicka
charakteristika; pokud neni zndma, musi byt stanovena jes§té pifed testem. Je
nezbytné ovéfit stabilitu latky v zvoleném vehikulu.

Experimentdlni podminky
Pokusnd zvitata

D4va se prednost potkantim, ale je moZno pouZit i jiného druhu hlodavci. Je tfeba
pouzivat mladych zdravych zvifat z béZné uzivanych pokusnych kment. Samice
musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Poddvdni ldtky by mélo zadit co nejdfive po
odstavu a v kazdém piipadé diive neZ zvitata dosdéhnou véku 9 tydnf.

Na zacdtku studie by nemélo variacni rozpéti hmotnosti zvitat (pro kazdé pohlavi
zvlast’) prekrocit + 20 % stfedni hodnoty.

Pokud ma tato studie slouZit jako pfedbéZny pokus pfed dlouhodobou studii, je
tfeba v obou studiich pouZit zvitata stejného kmene a ze stejného zdroje.

Pocet a pohlavi
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1.2.2.3.

1.2.2.4.

1.2.2.5.

Pro kazdou hladinu dédvek se pouZije nejméné 10 zvitat (5 samic a S samci). Pokud
se zvifata budou zabijet v pribéhu studie, je nutno zvysit celkovy pocet zvitat
o pocet zvitat, kterd budou zabita pfed koncem pokusu.

Mimoto je mozno poddvat dals$i skupiné (satelitni skupin€) 10ti zvitat (5 zvitat
kazdého pohlavi) po dobu 28 dnti nejvyssi ddvku a béhem nésledujicich 14 dnti po
poddvani sledovat vratnost, trvdni nebo zpoZdény vyskyt toxickych ucinkd.
Pouziv4 se také satelitni skupiny 10 kontrolnich zvitat (5 zvitat kazdého pohlavi).

Volba davek

Je tfeba pouzit nejméné ti1 urovné davek a jednu kontrolni skupinu. S vyjimkou
aplikace testované latky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako
s pokusnymi. Pouzivé-li se vehikulum pro usnadnéni aplikace, podavd se kontroln{
skupiné stejnym zpusobem jako pokusnym skupindm, a to ve stejném mnozZstvi,
které obdrzi skupina, které se aplikuje nejvyssi davka.

Pokud se podle dostupnych informaci nedd ocekdvat ucinek pii denni ddvce
1000 mg.kg™! télesné hmotnosti, je moZno provést limitni test. Nejsou-li takova
data k dispozici, lze provést predbéZznou vyhleddvaci studii za ucelem stanoveni
dévek.

P11 vybéru ddvek je tieba vzit v uvahu vSechny existujici udaje z toxikologickych a
toxikokinetickych studif o testované ldtce ptipadné latkdch piibuznych.

z oz

Nejvyssi droven davky md vyvolat toxické ucinky, ale nezpusobit zddné uhynuti
ani velké utrpeni. Ddle se vyberou ddvky v klesajici fadé¢ tak, aby umozZnily
prokdzat zavislost ucinku na dédvce. Nejniz§i urovenn ddvky by neméla vyvolat
zadné priznaky toxicity (NOAEL). Obvykle je vhodny dvoj- az étyfndsobny odstup
mezi sousednimi ddvkami; pokud je potfeba pokryt vétsi rozsah ddvek, je lepsi
pfidat ctvrtou ddvkovou skupinu, nez zvolit piili§ velky odstup mezi ddvkami
(napf. faktor vétsi nez 10).

Pokud se testovand ldtka poddva v potraveé nebo pitné vode, je dalezité zajistit, aby
poddvané mnozstvi latky neovliviiovalo vyZivu a vodni rovnovdhu. Podava-li se
testovand ldtka v potravé, mizZe se pouzit bud’ konstantni koncentrace (v ppm)
nebo konstantni ddvkovdni ve vztahu k télesné hmotnosti zvifete; pouZitou
alternativu je tfeba uvést. Aplikuje-li se latka sondou, mélo by se tak dit kazdy den
ve stejnou dobu, a ddvkovdni pfizplisobovat zméndm télesné hmotnosti zvitete.

Pokud ma tato studie slouZit jako predbéZny pokus pfed dlouhodobou studii, je
tfeba v obou studiich pouZit stejné potravy.

Limitni test

z 2z

NeprokaZze-li test provedeny zde popisovanym zpisobem Zddné toxické ucinky pfti
dévce 1000 mg.kg" télesné hmotnosti za den nebo pii takové koncentraci v potravé
nebo vodé, kterd této ddvce odpovidd, a pokud toxicita testované latky nevyplyvd
z analogie s pfibuznymi latkami, je mozZno od provedeni kompletniho testovani pii
tfech ddvkovych urovnich upustit. Toto pravidlo limitniho testu plati, pokud udaje
o expozici lidi nenaznacuji, Ze je tfeba testovat pti vysSich davkach.

Doba pozorovdni

Doba pozorovani je 28 dni. Zvitata satelitni skupiny jsou pozorovdna nejméné
dalsich 14 dnt bez aplikace s cilem zachytit pfipadné zpozdéné ucinky a pro
posouzeni pfetrvdvani nebo vratnosti ucinku.
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1.2.3.1

Popis postupu

Zvifatim se poddva testovand ldtka 7 dni v tydnu po dobu 28 dnfi, ve
zdivodnénych pifipadech 5 dni v tydnu. Denni ddvka se poddvd jednordzové
zalude¢ni sondou nebo vhodnou intubacni kanylou. Maximdlni objem tekutiny,
ktery miZe byt poddn najednou, zdvisi na velikosti zvifete. Objem by nemél
normdlné presdhnout 1 ml na 100 g télesné hmotnosti, v pfipadé vodnych roztoki
lze podat i 2 ml na 100 g télesné hmotnosti. Rozdily v poddvaném objemu je tfeba
minimalizovat upravenim koncentrace tak, aby byl poddvdn tyZ objem na vSech
urovnich ddvky. Neplati to u latek drdzdivych a leptavych, u kterych je tieba
obvykle pocitat se stupfiovanymi ucinky pfi vyssich koncentracich.

VSeobecné pozorovdni

Vseobecné klinické pozorovdni se provadi nejméné jednou denné, nejlépe v tutéz
denni dobu a s uvdZenim doby ocekdvaného maxima ucinku po aplikaci.
Zaznamendva se zdravotni stav zvitat. Nejméné dvakrat denné se provede zbéZnd
prohlidka vSech zvitat za ucelem zjiSténi morbidity a mortality. Zvifata moribundni{
a zvitata projevujici silnou bolest nebo stres jsou vyfazena, utracena humannim
zpisobem a pitvdna.

Diuikladné klinické vySetieni vSech zvitat se provede ptfed prvni aplikaci (za ucelem
intraindividudlniho porovndni) a ddle nejméné jednou tydné. Toto pozorovani se
déje mimo chovnou klec v standardnim pozorovacim prostoru a nejlépe pokazdé
ve stejnou denni dobu. Vysledky pozorovdni se peclivé zaznamendvaji, nejlépe
s pouZitim skdrovaciho systému, standardizovaného v testujici laboratofi. Je tfeba
zajistit, aby se podminky pozorovdni ménily co nejménég; osoba, provadéjici
pozorovdni by nejlépe neméla znat prisluSnost zvitat do davkovych skupin.

Pozorovani zahrnuje zmény kiiZe, srsti, oci a sliznic, pfitomnost sekretd a exkreta,
zmény dychani a vegetativnich funkci (slzeni, zjeZeni srsti, velikost zornic) a
pripadné dalsi. Zaznamendvaji se zmény chtlize, polohy, dédle reakce na manipulaci,
pritomnost klonickych a tonickych pohybd, stereotypti v chovani (vytrvalé Cistici
pohyby nebo krouZeni) nebo bizarnich vzorci chovani (napf. sebeposkozovani,
pohyb pozadu).

Ve ¢tvrtém tydnu aplikace se otestuji reakce na rizné senzorické podnéty (napf.
sluchové, zrakové, proprioceptivni), zméfi se sila tchopu a celkovd motorickd
aktivita. Dalsi podrobné informace o postupech, které je mozno k testovani pouZit,
jsou uvedeny v literatufe (viz VSeobecny uvod, ¢ast B).

Pozorovani funkénich poruch ve ctvrtém tydnu aplikace lze piipadné vynechat,
pokud 28-denni studie slouzi jako predbéZnd studie pro ndsledujici studii
subchronickou (90-denni); v tom piipadé je pozorovani funkénich poruch
zatfazeno do této dlouhodobé studie. OvSem i v tomto pfipad¢ jsou udaje o
funkénich poruchdch ve ¢tvrtém tydnu 28-denni studie vhodnym vychodiskem pro
vybér ddvek pro subchronickou studii.

Vyjimec¢né lze vynechat pozorovdni funkénich poruch u skupin vykazujicich
takové pfiznaky toxicity, které by pfi posuzovani funkéniho stavu zvifete vadily.

1232 Télesnd hmotnost a pfijem potravy a vody

Zvitata se vazi nejméné jednou tydné. Spotieba potravy a vody se méeii nejméné
jednou tydné&, také v ptipadé aplikace v pitné vodé.
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1.2.3.3

1.2.34

1.2.3.5.

~

Hematologie

Hematologické vySetfeni na konci pokusu zahrnuje stanoveni hematokritu,
koncentrace hemoglobinu, poctu erytrocytd, celkového a diferencidlniho poctu
leukocyttll, poctu trombocytli a zméfeni srazlivosti krve.

Krev se odebere tésné pred nebo v pritbéhu utraceni zvifete, misto odkud se krev
odebrala se zaznamend. Krev se skladuje za vhodnych podminek.

Biochemickd analyza

Biochemickd analyz krve za tdcelem posouzeni zdvaznych toxickych ucinkd na
tkdné, zvlasté na jatra a ledviny, se provede u vSech zvitat tésné pifed nebo
v pribéhu utraceni (kromé zvitat uhynulych nebo utracenych b&éhem pokusu).
Doporuduje se nechat zvifata bez potravy pies noc pied odbérem krve (.
Vysetfeni plazmy a sera zahrnuje stanoveni sodiku, drasliku, glukézy, celkového
cholesterolu, mocoviny, kreatininu, celkovych proteinti, albuminu, aktivity alespon
dvou enzymi indikujicich dcinky na jaterni buiky ( jako alaninaminotransferaza,
aspartdtaminotransferdza, alkalickd fosfatdza, gama glutamyltranspeptiddza,
sorbitoldehydrogendza). Zméfeni dalSich enzymu (jaterniho nebo jiného ptivodu) a
Zlucovych kyselin mtze v nékterych piipadech poskytnout uzitecné informace.

Dalsi moznost je ¢asové definovany sbér a vySetfeni moci béhem posledniho tydne
studie: hodnotit je mozno vzhled, objem, osmolalitu nebo specifickou hmotnost,
pH, bilkoviny, glukézu a krev pfip. krvinky.

Daile je tfeba uvazit stanoveni nespecifickych indikatort poskozeni tkdni v séru.

Dal$i charakteristiky je tfeba stanovit u ldtek zndmych nebo podezrelych
z pusobeni na urcité metabolické funkce: stanoveni vdpniku, fosforu, triglycerid
na lacno, lipidd, specifickych hormonti, methemoglobinu, aktivity cholinesterazy.
Ucelnost t&chto vySetieni se posuzuje podle pfislusnosti do uréitych skupin ldtek
nebo piipad od ptipadu.

Obecné je tfeba postupovat pruzné, brdat v udvahu pouzity ZivociSny druh a
pozorované nebo o¢ekdvané ucinky dané latky.

Pokud nejsou k dispozici udaje o normdlnich hodnotich nékterych
hematologickych nebo biochemickych proménnych, je tieba uvdZzit jejich stanoveni
jesté pred zacdtkem studie.

Pitva

U vsech zvifat pouzitych ve studii se provede pitva, zahrnujici peclivé vySetfeni
vnéjstho povrchu téla, v§ech otvort, dutiny lebni, hrudni a bfi$ni, a jejich obsahu.
Jatra, ledviny, nadledvinky, varlata, nadvarlata, brzlik, slezina, mozek a srdce
vSech zvitat se fadné ocisti od ulpénych tkdni a co nejdiive po sekci se zvdzi ve
vlhkém stavu, aby se pfedeslo vysychdni.

Vysetfeni na la¢no je Zddouci pro fadu méfeni v séru a plazmé, zvldsté pro glukézu. Hlavni ddvod pro
toto doporuéeni je to, Ze u nehladovéjicich zvifat je vy3si variabilita vysledkd, kterd by mohla mas-
kovat jemné zmény a ztiZit interpretaci. Na druhé strané, hladovéni pfes noc by mohlo mit vliv na
celkovy metabolismus a u aplikace v potravé by zasihla do pravidelnosti expozice testované ldtce.
Pokud se odebird krev na lagno, je tfeba biochemické vySetfeni provést aZ po pozorovani funkénich
poruch ve 4. tydnu testu.
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Nasledujici tkdné je tfeba prechovdvat ve vhodném médiu s ohledem na typ tkdné a
pldnovand pozd¢jsi histopatologickd vysetfeni: vSechny tkdné s makroskopickymi
zménami, mozek (reprezentativni oblasti véetné¢ hemisfér, mozecku a mostu),
michu, zZaludek, tenké i tlusté stfevo (vCetné Peyerovych pldtd), jatra, ledviny,
nadledvinky, slezinu, srdce, brzlik, $titnou zZlazu, pridusnici a plice (konzervované
naplnénim fixaénim roztokem a pak ponofenim), gonddy a piidatné pohlavni
organy (napf. délohu, prostatu), mocovy méchyt, lymfatické uzliny (pfednostné
jedna pro oblast aplikace a jedna vzddlend pro pokryti systémovych ucinki),
periferni nerv (n. ischiadicus nebo n. tibialis), nejlépe v blizkosti svalu, fez kostni
dfené (nebo Cerstvy natér z nasdté kostni dfené). Podle klinickych nebo jinych
ndlezli je moZno zvolit i dalsi tkdné. Kazdy orgdn, ktery by mohl byt cilovym
orgdnem pro puisobeni testované ldtky, je tieba uchovat.

1.23.6. Histopatologickd vySetfeni

2.

U vSech zvifat skupiny, které byla poddna nejvyssi ddvka, a u zvifat kontrolni
skupiny je tfeba provést histologické vySetieni uchovanych orgdnt a tkdani. Pokud
se v orgdnech a tkdnich ve skupiné s nejvyssi davkou objevi poskozeni zplisobend
testovanou ldtkou, je nutno provést histologické vySetfeni téchto tkdni i u vSech
skupin s niZ§imi ddvkami.

VSechny makroskopické 1éze je tieba vySetfit.

U zvitat satelitnich skupin, pokud byly do studie zatazeny, je tfeba provést
histologické vysetfeni se zvlastnim ddrazem na orgdny a tkané, ve kterych se
objevily ucinky otravy u ostatnich exponovanych zvitat.

SBER A ZAZNAM UDAJU

K dispozici musi byt tidaje o kazdém jednotlivém zviteti. Navic jsou veSkeré udaje
sumarizovdny do tabulkové formy, uvadéjici u kazdé testované skupiny pocet
pouZzitych zvitfat, pocet =zvitat vykazujicich pfiznaky toxicity, pocet zvitat
uhynulych v pribéhu testu nebo utracenych z humdnnich diivodd, dobu dmrti
jednotlivych zvitat, popis toxickych pfiznakt vcetné doby ndstupu, trvdni a
zavaZznosti kazdého ptiznaku, pocet zvitat vykazujicich 1éze, typ 1ézi a procento
zvitat s jednotlivymi typy 1ézi.

Vysledky v ¢iselné formé je tfeba vyhodnotit vhodnou a uzndvanou statistickou
metodou. Statistickou metodu je tfeba zvolit jiZ pfi planovani studie.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zpriva o pritbéhu pokusu

Zprdava o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byt ziskadny :
Pokusnd zvirata:

— zivociSny druh / kmen;

— pocet, stafi a pohlavi zvitat;

— zdroj, podminky chovu, potrava atd.;

— hmotnost jednotlivych zvifat na zacdtku testu, ddle v tydennich intervalech a na
konci testu.

Podminky testovdni:
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— zdlvodnéni vybéru vehikula, pokud je jiné nez voda;

— zdlvodnéni vybéru ddvek;

— podrobné udaje o tprave testované latky pro aplikaci, piipadné o ptfipravé diety,
o dosaZenych koncentracich, stabilité a homogenité ptipravku;

— podrobné udaje o zpiisobu aplikace testované latky;

— prepocet z koncentrace latky v diet€ nebo vodé€ (ppm) na skute¢nou denni davku
v mg na kg télesné hmotnosti (pokud jde o aplikaci v dieté nebo vodé);

— podrobné ddaje o potravé a kvalité vody (v€etné druhu a zdroje);

Vysledky:

— télesnd hmotnost a jeji zmény;

— spotieba potravy a vody;

— udaje o toxickych reakcich podle pohlavi a ddvkové turovné, vetné popisu
priznakt toxicity;

— povaha, zdvaznost a trvdni klinickych ndlezd, pfip. zda jsou vratné nebo
nevratné;

— posouzeni reaktivity na smyslové podnéty, ichopové sily a motorické aktivity;

— vysledky hematologického vySetfeni s pfisluSnymi normami;

— vysledky biochemického vySetieni s pfisluSnymi normami;

— télesnd hmotnost pfi utraceni a hmotnosti orgdn;

— pitevni ndlezy;

— podrobny popis vSech histopatologickych nélezi;

— udaje o absorpci, pokud byly ziskany;

— statistické zpracovani vysledk.

Diskuse vysledkui:

Zavery:

4. LITERATURA
Tato metoda je analogickd metodé OECD TG 407.
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1.1

1.2

1.3

1.3.1

1.3.2

1.3.2.1

1.3.2.2

B.8. SUBAKUTNI TOXICITA INHALACNI (28 DENNI OPAKOVANA
APLIKACE)

METODA

Uvod

Pfed pokusem je tfeba ziskat udaje o testované ldtce: rozdéleni velikosti ¢dstic, ten-
ze par, bod tdni, bod varu, bod vzplanuti a vybusnost (jsou-li stanovitelné).

Princip metody

Nékolik skupin pokusnych zvifat je exponovdno studované ldatce denné po urcitou
dobu, v odstupiovanych koncentracich, kazdd skupina jedné koncentraci, a to po
28 dni. PouZije-li se pro dosaZeni vhodné koncentrace testované latky v atmosfére
vehikulum, je tfeba pouZit kontrolni skupinu pro vehikulum. Béhem trvdni pokusu
se zvitfata denné pozoruji a zjisfuji se pfiznaky toxickych ucinkd. Zvitata, kterd bé-

e,

Popis metody

Ptiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvifata chovdna v podminkdch ustdjeni a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu. Pfed testem se zdravd mlada zvifata ndhodné
piifadi do jednotlivych experimentdlnich skupin. Pokud je tfeba, pfidd se k testova-
né ldtce vhodné vehikulum tak, aby v ovzdusi vznikla pfisluSnd koncentrace testo-
vané latky. Pokud se uZije pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo jind aditiva, mus{
byt o nich zndmo, Ze nemaji toxicky ucinek. Existuji-li vhodnd historickd data, je
mozno je vyuZit.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvirata

Dava se prednost potkantim, pokud nejsou zndmy divody proti tomu. Pracuje se na
mladych zdravych zvitatech z bézné uzivanych pokusnych kmenti. Na zacdtku stu-
die nemd varia¢ni rozpéti hmotnosti zvitat prekrocit + 20 % stfedni hodnoty (pro
kazdé pohlavi zvlast’).

Pocet a pohlavi

Pro kazdou testovanou skupinu je tfeba pouZzit nejméné 10 zvitat (5 samic a 5 sam-
cli). Samice musi byt nullipary a nesmi byt biezi. Pokud se zvifata budou zabijet
v prubéhu studie, je nutno zvysit celkovy pocet zvitat o pocet zvitat, kterd budou
zabita pfed koncem pokusu. Mimoto je moZzno exponovat vysoké koncentraci sate-
litnf skupinu 10ti zvitat (5 zvitat kazdého pohlavi) po dobu 28 dnti a béhem nasle-
dujicich 14 dna sledovat vratnost, pfetrvavdni nebo zpozdény vyskyt toxickych
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1.3.2.3

1.3.2.4

1.3.2.5

1.3.2.6

1.3.3

ucinkt. Pouzivd se také satelitni skupiny 10 kontrolnich zvitat (5 zvitat kazdého
pohlavi).

Expozicéni koncentrace

Pouziji se nejméné tii skupiny s riznou drovni koncentrace a jedna kontroln{ skupi-
na, piipadné kontrolni skupina s vehikulem - pokud se uZije - v koncentraci stejné
jako u skupiny s nejvyssi koncentraci testované latky. S vyjimkou aplikace testova-
né latky se se zvitaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako s pokusnymi. Nejvyssi
koncentrace md vyvolat toxické ucinky, ale nezptsobit Zddné uhynuti nebo jen
Pokud existuji odhady expozice u ¢lovéka, md nejnizs$i koncentrace tuto hodnotu
prekracovat. Idedlné by stfedni koncentrace méla vyvolat toxicky uc¢inek na hrani-
cich zjistitelnosti. Aplikuji-li se vice nez 3 drovné koncentraci, maji byt voleny tak,
aby vyvolaly odstupiiované toxické tcinky. Ve skupindch s nizkou a stfedni koncen-
traci a v kontrolni skupiné by pocet uhynuti mél byt nizky, jinak je vyhodnocen{
vysledkil obtiZné.

Trvdni expozice

Trvani expozice md byt 6 hodin denné¢; v pfipadé specifickych pozadavki je mozné
pouZit i jinych dob expozice.

Expozicni zarizeni

Pro pokusy se zvitaty se pouzivd dynamické expozi¢ni zafizeni, které zarucuje
proudéni vzduchu s vyménou nejméné 12krat za hodinu, aby byl zarucen pfiméfeny
obsah kysliku a rovnomérné rozdéleni latky v expozi¢ni atmosféfe. PouZije-li se ex-
pozicni box, je tifeba ho konstruovat tak, aby se zamezilo co nejvice shlukovani zvi-
fat a aby inhalacni expozice testované latce byla co nejvyssi. Pro zajisténi stability
atmosféry v inhala¢nim boxu nemél by v zdsad€ celkovy objem pokusnych zvifat
piesdhnout 5% objemu boxu. Je mozné pouzit inhalacni expozice ordlné-nasdlni,
samotné hlavy nebo individudlni celotélové expozice; prvni dva zplsoby expozice
minimalizuji pfijem latky jinymi cestami.

Doba pozorovadni

Pokusnad zvitfata je tfeba denné pozorovat béhem celého obdobi expozice i zotaveni
a zaznamendvat toxické ucinky. Je tieba zaznamenat dobu uhynuti a ¢as, ve kterém
se objevi a opét odezni toxické ucinky.

Popis postupu

Zvitata se exponuji testované latce dennég, 5 - 7 dnd v tydnu, po dobu 28 dnti. Zvita-
ta v satelitnich skupindch, kterd jsou uréena k ndslednému pozorovani, jsou pozoro-
vana dalSich 14 dni bez aplikace, k posouzeni zotaveni z otravy nebo pfetrvavani
toxickych ucinkl. Teplota béhem experimentu ma byt 22 °C + 3 °C. Relativni vlh-
kost md byt mezi 30 % a 70 %, s vyjimkou pfipadd, kde to neni mozné (napf. expe-
rimenty s aerosoly). UdrZovdni mirné negativniho tlaku uvnitf komory (£ 5 mm
vodniho sloupce) zabrdni unikdni testované latky do okoli. Béhem expozice se ne-
poddva potrava ani voda.

PouZzivd se dynamicky inhala¢ni systém s vhodnou analytickou kontrolou koncen-
trace. Doporucuje se provést predbézny pokus pro ziskdni potfebnych koncentraci.
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Rychlost priitoku vzduchu je tieba nastavit tak, aby podminky v celém expozi¢nim
boxu byly stejné. Systém musi zaru€ovat, Ze stabilnich podminek expozice bude do-
sazeno co nejrychle;ji.

Me¢éteni nebo monitorovani podminek expozice:
a) Méfeni pratoku vzduchu (kontinudlné).

b) Skutecnd koncentrace studované latky se méfi v dychaci zoné. Beéhem jedné ex-
pozice se nemd koncentrace odchylovat od stfedni hodnoty o vice nez + 15%..
U nékterych prachii a aerosolii, kde této trovné regulace neni mozné dosdahnout, se
pripousti vétsi rozsah kolisdni. Po celou dobu trvani experimentu maji byt koncen-

trace tak stabilni, jak je to prakticky mozZné. Pokud se tykd ¢dstic a aerosoll, méfi se
distribuce velikosti ¢astic tydné v kazdé testované skupiné.

c) Teplota a vlhkost vzduchu pokud mozno kontinudlné.

Béhem expozice a po jejim skonceni se pozorovani provddéji a zaznamendvaji sy-
stematicky; kazdé zvife md svij individudlni protokol. VSechna zvifata je tfeba
denné pozorovat na ptiznaky toxickych ucinkil a zaznamendvat jejich vyskyt, stupen
a trvdni. Pozorovdni zahrnuje zmény kiZe, srsti, oci, sliznic, dychdni a krevniho
ob¢hu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické
aktivity a chovdni. Hmotnosti zvifat se zaznamendvaji tydné. Doporucuje se zazna-
mendvat tydné i spotiebu potravy. Je tfeba zajistit pravidelné prohliZzeni zvifat, aby
pokud mozno nedochdzelo ke ztratdm zvifat jako napf. v disledku kanibalismu,
autolyzy tkdni nebo chybného zatazeni.

Po skonceni studie se vSechna zvitata, kterd pteZila, s vyjimkou satelitnich skupin,
pitvaji. Umirajici zvifata a zvifata v téZkém stresu ¢i trpici bolesti je tfeba okamZité
vyfadit, humdnné utratit a pitvat.

Na konci pokusu se u vSech zvitat véetné kontrolnich provedou ndsledujici vySe-
tfent:
1.Hematologické vySetfeni mé zahrnovat alesponi stanoveni hematokritu, koncen-

trace hemoglobinu, poctu erytrocytii, celkového a diferencidlniho poctu leukocyti a
srdzlivosti krve.

2.Biochemickd analyza krve: k posouzeni funkce jater a ledvin stanovit alespon je-
den z té€chto parametri: alaninaminotransferasa v séru (dfive zndmad jako glutamat-
pyruvdt-transaminasa), aspartdtaminotransferasa séra (dfive zndmad jako glutamat-
oxalacetdt-transaminasa), dusik mocoviny, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin a
celkové bilkoviny v séru.

Mezi dalsi charakteristiky, které mohou byt potfebné pro tplné toxikologické hod-
noceni, patfi stanoveni: vapniku, fosforu, chloridt, sodiku, drasliku, glukézy na lac-
no, lipidii, hormond, acidobasické rovnovahy, methemoglobinu, aktivity cholineste-
rasy.

Dalsi biochemické analyzy mohou byt v ptipadé potieby pouZity pro studium SirSi-
ho spektra ucinka.

Pitva

U vSech zvifat pouZitych ve studii se provede pitva. Aspon jdtra, ledviny, nadledvi-
ny, plice a varlata se co nejdiive po sekci zvdzi ve vlhkém stavu, aby se ptredeslo
vysychdni. Orgdny a tkdné (dychaci systém, jatra, ledviny, slezina, varlata, nadled-
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1.3.3.2
2.

3.

3.1

viny a srdce, i1 vSechny orgdny s makroskopickymi zménami nebo zménami veli-
kosti) je tfeba pfechovdvat ve vhodném médiu s ohledem na pozdéjsi histopatologi-
ckd vySetfeni. Plice je tfeba vyjmout bez poskozeni, zvdzit a fixovat vhodnym me-
diem, tak aby se zachovala struktura.

Histopatologické vySetreni

U vSech zvitat skupiny, které byla poddna nejvyssi koncentrace, a u zvifat kontrolni
skupiny, je tfeba provést histologické vySetfeni uchovanych orgdni a tkdni. Pokud
se v orgdnech a tkdnich ve skupiné s nejvyssi koncentraci objevi poskozeni zpuso-
bend testovanou ldtkou, je nutno provést histologické vySetfeni téchto tkdni i
u vSech skupin s niz§imi davkami. U zvitat satelitnich skupin je tfeba provést histo-
logické vySetfeni se zvldstnim dlirazem na orgdny a tkdné, ve kterych se objevily
Ucinky otravy u ostatnich exponovanych zvitat.

UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni mus{ byt pro kazdou experimentaln{ skupinu patr-
ny pocet zvitat na poc¢dtku pokusu a pocet zvifat s jednotlivymi formami poskozeni.

VSechny zjisténé vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou statistickou metodou. Je
k tomu mozno pouZit kteroukoliv uzndvanou statistickou metodu.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprdva o prabéhu pokusu
Zprava o priabéhu pokusu ma pokud moZzno obsahovat tyto k informace :
- zivoCiSny druh, kmen, piivod, podminky ustdjeni, krmeni atd.,

- podminky pokusu: popis expozi¢niho zafizeni véetné konstrukce, typu, rozméra,
zdroje vzduchu, systému pfipravy Castic a aerosolli, klimatiza¢niho systému, popis
likvidace odpadniho vzduchu a zpisobu umisténi zvitfat v boxu, pokud je pouZivan.
Popsat pfistroje pro méfeni teploty, vlhkosti vzduchu, poptipadé stability koncen-
traci a distribuce velikosti ¢astic aerosolu,

- Udaje o expozici se sestavi do tabulky a uvedou spolu s primérnymi hodnotami a
charakteristikou variability (napf. smérodatnou odchylkou). Maji pokud mozno ob-
sahovat tyto udaje: a) rychlost pratoku vzduchu inhalaénim zafizenim; b) teplota a
vlhkost vzduchu; ¢) nomindlni koncentrace (celkové mnozstvi testované latky pii-
vadéné do inhala¢niho zafizeni, délené objemem vzduchu); d) povaha vehikula, po-
kud bylo uzito; e) skute¢nd koncentrace v dychaci z6né; f) hmotnostni medidn aero-
dynamického priméru (MMAD) a geometrickd smérodatnd odchylka (GSD),

- udaje o toxickych odpovédich podle pohlavi a podle koncentraci,

- doba uhynuti béhem experimentu, piipadné udaj o pieziti zvitat do konce sledo-
vani,

- popis toxickych nebo jinych ucinkd,

- Uroven bez ucinku,

- doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormdlni pfiznaky, a jejich dalsi vyvoj,

- spotfeba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,
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- hematologickd vySetfeni a jejich vysledky,

- biochemickd vySetteni a jejich vysledky,

- pitevni ndlezy,

- detailni popis vSech histopatologickych ndlezi,

- statistické vyhodnoceni vysledki, kde je to mozné,
- diskuse vysledki,

- interpretace vysledki.
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1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

B.9. SUBAKUTNI TOXICITA - DERMALNI (28 DENNI OPAKOVANA
APLIKACE)

METODA

Princip testovaci metody

Testovand latka se nandsi na kizi denné€ po 28 dni v odstupriovanych davkéch né-
kolika skupindm pokusnych zvitat a to kazdé skupiné€ jedna droven ddvky. Béhem
obdobi poddvani se zvitata denné pozoruji, aby se zjistily pfiznaky toxicity. Zvitata,

e,

Popis metody

Piiprava

Nejméné 5 dni pred testem jsou zvifata chovdna v podminkach ustdjeni a krment,
v jakych budou béhem experimentu. Pied testem se zdravd mladd zvifata ndhodné
ptifadi do jednotlivych experimentdlnich skupin. Krdtce pfed zacatkem pokusu se
ostfihd srst na zddech pokusnych zvitat. Vyholeni srsti je rovnéZ mozné, mélo by se
vSak provést cca 24 hodin pied experimentem. Ostiihdni nebo oholeni je potfeba
opakovat kazdy tyden. Pfi stfihdni nebo holeni srsti je tfeba dbat na to, aby se nepo-
Skodila kiZze (napf. abrazi). Pro nanédseni se pfipravi nejméné 10% povrchu téla. Je
tfeba vzit v ivahu hmotnost zvitat pti rozhodovani o velikosti pfipravované plochy
kiize a o velikosti kryciho obvazu. Pti pokusech s tuhymi ldtkami, které mohou byt
piipadné upraveny do prasSkové formy, je tfeba danou latku dostate¢né navlhcit vo-
dou, ptipadné vhodnym vehikulem, aby byl zaru¢en dobry kontakt s kiizi. Testované

2V s

kapaliny se zpravidla aplikuji nefedéné. Latka se nandsi denné 5 aZ 7 dnd v tydnu.
Experimentdlni podminky

Pokusnd zvifata

Je moZno pouzivat dospélé potkany, kraliky nebo morcata. Je mozno pouZit i jiné
zvifeci druhy, jejich pouziti v§ak musi byt odlivodnéné. Na zacdtku studie by nemé-
lo variacni rozpéti hmotnosti zvitat (pro kazdé pohlavi zvlast’) prekrocit + 20%
stfedni hodnoty.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou hladinu ddvek pouzit nejméné 10 zvitat (5 samic a 5 samci) se zdravou
ktzi. Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud se zvifata budou zabijet
v prubéhu studie, je nutno zvysit celkovy pocet zvitat o pocet zvifat, kterd budou
zabita pfed koncem pokusu. Mimoto je mozno poddvat dalsi skupiné (satelitni sku-
piné) 10ti zvitat (5 zvitat kazdého pohlavi) po dobu 28 dnil nejvyssi davku a béhem
ndsledujicich 14 dnti po ukonceni expozic sledovat vratnost, trvani nebo zpozdény
vyskyt toxickych ucinkl. Pouzivd se také satelitni skupiny 10 kontrolnich zvitat
(5 zvitat kazdého pohlavi).
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1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.3

Davkovdni

Je tfeba pouZzit nejméné tfi irovné ddvek a jednu kontrolni skupinu nebo - pokud se
pouZzilo vehikula - kontrolni skupinu s aplikaci vehikula. Doba expozice md byt
nejméné 6 hodin denné. Nanaseni testované latky by se mélo provddét kazdy den ve
stejnou dobu. V intervalech tydennich nebo ¢trndctidennich je tfeba aplikovanou
davku prizptsobovat tak, aby se udrzovala stdld hladina ddavky ve vztahu k télesné
hmotnosti zvifete. S vyjimkou aplikace testované ldtky se se zvifaty v kontrolni
skupiné zachdzi stejné jako s pokusnymi. PouZivéd-li se vehikulum pro usnadnéni
aplikace, poddv4d se kontrolni skupiné stejnym zplisobem jako pokusnym skupindm,
a to ve stejném mnozZstvi, které se aplikuje skupiné s nejvyssi ddvkou. Nejvyssi
davka m4d vyvolat toxické ucinky, ale nezpilisobit Zddné uhynuti nebo jen v malém
odhady expozice u ¢lovéka, ma nejnizsi ddvka tuto hodnotu prekracovat. Idedlné by
stfedni davka méla vyvolat jen toxicky ucinek na hranicich zjistitelnosti. Aplikuji-li
se vice neZ 3 drovné davek, maji byt vmezetrené davky voleny tak, aby vyvolaly od-
stupfiované toxické ucinky. Ve skupiné s nizkou a stfedni ddvkou a v kontroln{
skupiné by pocet uhynuti mél byt nizky, jinak je vyhodnoceni vysledkl obtizné.

Vede-li aplikace testované latky k t€Zzkému podrazdéni kize, je tfeba snizit koncen-
traci, coZ u vysoké davkové drovné mize vést k omezeni nebo vylouceni ostatnich
toxickych uc€inkd. Doslo-li k téZkému poSkozeni kiiZe, je dokonce za urcitych okol-
nosti nutno pokus ukoncit a provést jej znova s niz§imi koncentracemi.

Limitni test

Nevyvola-li pii predbézné studii aplikace davky 1000 mg.kg™ nebo vyssi ddvky,

kterd odpovidd mozné expozici ¢lovéka, Zadné toxické tucinky, neni dalsi zkouska
nutnd.

Doba pozorovdni

VSechna zvitata je tfeba denné pozorovat na pfiznaky otravy. Je tfeba zaznamenat
dobu uhynuti a dobu, kdy se objevi a pfipadné opét odezni ptiznaky otravy.

Popis postupu

Zvitata se chovaji v klecich po jednom. Exponuji se studované latce nejlépe 7 dni
v tydnu po dobu 28 dni. Zvitata satelitni skupiny, kterd jsou urcena pro ndsledné
pozorovdni, je tfeba chovat po dalSich 14 dnti bez expozice, aby se mohla pozorovat
reparace toxickych ucinkli nebo jejich pfetrvavani. Doba expozice ¢ini nejméné
6 hodin denné.

Testovanou ldtku je tfeba nandSet rovnhomérné na celou plochu, kterd predstavuje
asi 10 % povrchu téla; u vysoce toxickych latek miize byt tato plocha mensi. Latkou
je tieba pokryt co nejvétsi ¢ast pokusné plochy rovnomérné v co nejtenci vrstve.

Testovana ldtka je po expozi¢ni dobu 24 hodin udrzovdna v kontaktu s kiZzi pomoci
porézniho mulového obvazu a nedrdzdivé ndplasti. Testovanou plochu je ddle tfeba
vhodnym zptisobem prekryt, aby se mulovy obvaz a testovand ldtka fixovaly a aby
se zabrdnilo ordlnimu pfijmu. K zamezeni poziti ldtky je mozZno pouZit i prostfedki
pro omezeni volnosti pohybu, tiplnou immobilizaci v§ak nelze doporucit. Jako al-
ternativni metody je mozno pouZit “ ochranného limce*.
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1.2.3.1

1.2.3.2

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky testované latky, pokud mozno vodou
nebo s pouzitim jiného vhodného zpisobu ocisténi pokozky.

VSechna zvifata je tfeba denné pozorovat a zaznamendvat piiznaky otravy véetné
jejich pocdtku, stupné a trvani. Pozorovani zahrnuje zmény srsti, kiiZze, o¢f a sliznic,
a také dychani a krevniho ob&hu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové sou-
stavy, somatomotorické aktivity a chovdni. Hmotnosti zvitat se zaznamendvaji tyd-
né. Doporucuje se zaznamendvat tydné i spotiebu potravy. Je tieba zajistit pravidel-
né prohliZeni zvitat, aby pokud mozno nedochdzelo ke ztrdtdm zvitat jako napft.
v disledku kanibalismu, autolyzy tkani nebo chybného zatazeni. Po skonceni studie
se vSechna zvitata, kterd pfeZzila, s vyjimkou satelitnich skupin, pitvaji. Umirajici
zvitata a zvitata v téZkém stresu ¢i trpici bolesti je tfeba okamzité vytradit, humdnné
utratit a pitvat.

Na konci pokusu se u vSech zvitat v€etné kontrolnich provedou nésledujici vySe-
tfent:
1. Hematologické vySetfeni md zahrnovat alespoti stanoveni hematokritu, koncen-

trace hemoglobinu, poctu erytrocytt, celkového a diferencidlniho poctu leukocytii a
srdzlivosti krve.

2. Biochemicka analyza krve: k posouzeni funkce jater a ledvin stanovit alespoii je-
den z té€chto parametrii: alaninaminotransferasa v séru (dfive zndma jako glutamat-
pyruvat-transaminasa), aspartdtaminotransferasa séra (dfive glutamat-oxalacetat-
transaminasa), dusik mocoviny, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin a celkové bil-
koviny v séru.

Mezi dalsi charakteristiky, které mohou byt potfebné pro uplné toxikologické hod-
noceni patii stanoveni: vapniku, fosforu, chloridd, sodiku, drasliku, gluk6zy na lac-
no, lipidii, hormoni, acidobasické rovnovahy, methemoglobinu, aktivity cholineste-
rasy.

Dalsi biochemické analyzy mohou byt v pfipadé potfeby pouZity pro studium Sirsi-
ho spektra ucinki.

Pitva

U vSech zvifat pouZitych ve studii se provede pitva. Aspoil jatra, ledviny, nadledvi-
ny, plice a varlata se co nejdiive po sekci zvazi ve vlhkém stavu, aby se predeslo
vysychdni. Orgdny a tkdné napf. normadlni a exponovana klze, jatra, ledviny, slezi-
na, varlata, nadledviny, srdce i vSechny orgdny s makroskopickymi lézemi nebo
zménami velikosti) je tieba prechovavat ve vhodném médiu s ohledem na pozd¢&;jsi

histopatologickd vySetieni.

Histopatologické vySetreni

U vsech zvitat skupiny, které byla poddna nejvyssi davka, a u zvitat kontrolni sku-
piny, je tfeba provést histologické vySetfeni uchovanych orgdnii a tkdni. Pokud se
v organech a tkdnich ve skupiné s nejvyssi davkou, objevi poskozeni zplisobend
testovanou ldtkou, je nutno provést histologické vySetfeni téchto tkdni 1 u vSech
skupin s niz§imi ddvkami. U zvifat satelitnich skupin je tfeba provést histologické
vySetieni se zvlaStnim diirazem na orgdny a tkdné, ve kterych se objevily dcinky
otravy u ostatnich exponovanych zvitat.
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UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentdlni skupinu patr-
ny pocet zvitat na pocatku pokusu a pocet zvitat s jednotlivymi formami poskozeni.

Vsechny zjisténé vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou statistickou metodou. Je
k tomu mozno pouZit kteroukoliv uzndvanou statistickou metodu.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprdva o prubéhu pokusu

Zpréva o pribéhu pokusu md pokud mozno obsahovat tyto informace :

- udaje o zvitatech (druh, kmen, ptiivod, podminkéch chovu, krmenf atd.),

- experimentdlni podminky ( véetné druhu obvazu; okluzivni nebo neokluzivni),
- urovné ddvek (véetné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,

- Uroven bez ucinku, pokud ji Ize stanovit,

- udaje o toxickych odpovédich podle pohlavi a davky,

- doba uhynuti béhem experimentu, pifipadné udaj o preZiti zvitat do konce sledo-
vani,

- toxické nebo jiné ucinky,

- doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormdlni pfiznaky a jejich dalsi vyvoj,
- spotfeba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,

- hematologickd vySetfeni a jejich vysledky,

- biochemicka vySetfeni a jejich vysledky,

- pitevni ndlezy,

- detailni popis vSech histopatologickych ndlez,

- statistické vyhodnoceni vysledki, kde je to mozZné,

- diskuse vysledktl,

- interpretace vysledki.
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1.1

1.2.1

1.2.1.1

1.2.1.2

1.2.2

B.10. MUTAGENITA (“IN VITRO“ CYTOGENETICKY TEST
NA SAVCICH BUNKACH)

METODA

Princip metody

Tento cytogeneticky test in vitro je kratkodoby test mutagenity pro detekci
strukturdlnich aberaci chromozomt v kultivovanych savcich bunikdch. Lze pouzit
jak kultur stabilizovanych buné¢nych linif, tak primdrnich kultur. Po expozici
testované latce v pfitomnosti i nepfitomnosti savcitho exogenniho metabolického
aktivacniho systému je do bunééné kultury aplikovdn mitoticky jed (napft. kolchidin)
ke kumulaci délicich se bunék (C metafaze). Buinky jsou ve vhodné dobé
zpracovdny a pak pfipraveny mikroskopické prepardty. Prepardty jsou obarveny a
metafdze jsou analyzovany z hlediska chromozomdlnich abnormalit.

Popis metody
Piiprava

Buriky

Pouzivaji se stabilizované bunécné linie, nebo kultury primdrnich bunék, napft.
buriky ¢inského kiecka nebo lidské lymfocyty. Pfed aplikaci na buriky se testované
chemické ldtky rozpusti v kultivaénim médiu nebo ve vhodném vehikulu.

Metabolicky aktivacni systém

Buniky se exponuji testované ldtce v pfitomnosti i za absence vhodného
metabolického aktivaéniho systému. Nejcastéji je pouzivdna post-mitochondridlni
frakce doplnénd kofaktory, pfipravena z jater hlodavca ovlivnénych enzymatickym
induktorem.

Experimentdlni podminky

Pocet kultur

Pro kazdy experimentdlni bod se pouZzivaji nejméné dvé kultury.

Negativni a positivni kontroly

Rozpoustédlo (jestlize jako rozpoustédlo neni pouzito kultivaéni médium nebo
voda), aktivaéni smés, aktivacni smés a rozpoustédlo, a neovlivnénd kultura jsou
pouzity jako negativni kontroly.

Mimoto zahrnuje kaZdy experiment pozitivni kontrolu. PouZije-li se k aktivaci
testované chemické latky smés pro metabolickou aktivaci, je tfeba jako pozitivni
kontrolu pouZit slouceninu, kterd prokazatelné¢ vyZzaduje metabolickou aktivaci.

Koncentrace
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1.2.3

1.2.3.1

1.2.3.2

Je tfeba pouZzit nejméné tfi koncentrace studované latky. Rozpéti koncentraci by
mélo byt takové, aby se hodnota dekadického logaritmu liSila nejméné o jednu,
pri¢emz nejvyssi koncentrace by méla blokovat mitotickou aktivitu asi 0 50 %, nebo
vykazovat jiné zndmky cytotoxicity. Jestlize neni ldtka toxickd, méla by byt
testovdna azZ na hranici rozpustnosti, nebo do maximdlni koncentrace 5 mg/ml.

Kultivacni podminky

Je tfeba pouzivat vhodnd kultiva¢ni média a dodrzovat kultivaéni podminky (napf.
teplotu, kultiva¢ni nddoby, koncentraci CO, a vlhkost).

Popis postupu

Priprava kultur

Ny

Stabilizované bunécné linie: Bunky se ziskaji ze zasobnich kultur (napf. trypsinaci
nebo setfepanim), vyseji se ve vhodné hustoté do kultivacnich nadob a kultivuji pii

37 °C.

Lidské lymfocyty: ke kultivaénimu médiu se ptida fytohemaglutinin, bovinni sérum,
antibiotika a plnd heparinizovand krev. Kultivace probihd pii 37 °C.

Expozice kultur testované ldtce
(a) Expozice bez smési pro metabolickou aktivaci

Je tfeba, aby vSechny expozice pokryvaly nejméné trvani jednoho celého
bunécéného cyklu. Okamzik fixace je tfeba volit tak, aby byly analyzovdny prvni
vyskytnuvsi se mitdzy po expozici.

Pokud expozice nepokryva celou dobu bunécného cyklu, je tieba volit rtizné doby
fixace, aby se akumulovaly burky, které byly béhem expozice v riznych fdzich
bunééného cyklu (tj. Gy, S a Gy).

Testované chemické latky se pfiddvaji ke kulturam stabilizovanych bunéénych linii
v exponencidlni fdzi rastu. Kultury lidskych lymfocyti se exponuji
v semisynchronni fazi rlstu.

(b) Expozice se smési pro metabolickou aktivaci

Testovand ldtka by méla byt pfitomna spolu s aktivaénim systémem co nejdéle, aniz
by pfitom vyvoldvala toxicky ucinek na buriky. Pokud by tato expozice neméla
z dlivodu toxicity obsdhnout dobu celého bunécného cyklu, je tieba volit rizné doby
fixace, aby se akumulovaly buiiky, které byly béhem expozice v rznych fazich
bunééného cyklu (napt.Gq, S a Gy).

Zpracovdni bunék:

Bunécné kultury jsou ovlivnény inhibitorem délictho vieténka po odpovidajici
dobu pred jejich zpracovdanim. Kazdd kultura je zpracovdvdna pro pfipravu
preparati k analyze chromozémi samostatné.

Je potieba buniky zpracovat nejméné ve dvou ¢asovych bodech. Doporucuje se, aby
jeden casovy bod odpovidal pfiblizné jednomu bunéénému cyklu a druhy byl
pozd¢€ji. Tim se maji pokryt vSechny fdze bunécného cyklu a pocitat s jeho
piipadnym zpozdénim.
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1.2.3.3 Analyza chromozomu - priprava mikroskopickych prepardtiu

Ptiprava zahrnuje vystaveni bunék hypotonizaci, fixaci, naneseni na podloZni
sklicko a obarveni.

Analyza

Nejméné 100 dobfe rozprostfenych metafdzi na kulturu se analyzuje na
chromozomové aberace. Podlozni sklicka se pfred analyzou zakdduji. U lidskych
lymfocyti se analyzuji pouze metafdze se 46 centromerami.

Ve stabilizovanych bunéénych liniich se vyhodnocuji metafdze, jejichZ pocet se od
moddlniho poctu lisf 0 + 2 centromery.

Kromeé toho je tieba pro kazdou ddvkovou troven zhodnotit mitoticky index nebo
jiny ukazatel cytotoxicity.

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky. Aberace chromatidového typu (gapy, zlomy, vymény),
aberace chromozomového typu (gapy, zlomy, minutes, prstence, dicentrické a
polycentrické chromozomy) a pocet aberantnich metafazi (véetné gapi a bez gapii)
se uvedou samostatné pro vSechny exponované kultury a kontrolni kultury.

Udaje se zpracuiji odpovidajicimi statistickymi metodami.
Vysledky se porovnaji s odpovidajicimi negativnimi kontrolami.

Provadéji se nejméné 2 nezdvislé experimenty. Jeden experiment bude postacujici,
je-li to védecky zdlivodnitelné. Neni nezbytné nutné provdadét druhy experiment za
zcela identickych podminek jako prvni experiment. K ziskdni uZite¢nych udajt je
mozné nékteré podminky druhého experimentu pozménit.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zpréava o prib&hu pokusu
Zprdava o pribéhu pokusu ma pokud mozno obsahovat tyto informace :
- pouzité bunky,

- experimentdlni podminky: sloZzeni média, koncentrace CO,, teplota pii kultivaci,
doba kultivace, davkovani, doba expozice, doba plisobeni a koncentrace
mitotického jedu, typ metabolického aktiva¢niho systému, pozitivni a negativni
kontroly,

- pocet bunéénych kultur,
- pocet analyzovanych metafazi (samostatné tdaje pro jednotlivé kultury,
- mitoticky index nebo jiné zndmky cytotoxicity

- typ a pocet aberaci pro exponovanou a kontrolni kulturu, moddlni pocet
chromozomi v pouZitych stabilizovanych bunéénych liniich,

- statistické vyhodnocenti,
- diskuse vysledkt,

- vyhodnocen{ vysledkii.
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

1.2.2.3

B.1l. MUTAGENITA (“IN VIVO“ CYTOGENETICKA ANALYZA
CHROMOSOMU KOSTNI DRENE SAVCU)

METODA

Princip metody

Tento cytogeneticky test in vivo je krdtkodoby test mutagenity pro detekci
strukturdlnich chromozomovych aberaci. VSeobecné se analyzuji chromozomové
aberace v prvnich mitézdch po expozici. U chemickych mutagent je vétSina
indukovanych aberaci chromatidového typu.

P1i této metodé€ se pouZzivaji savci, kterym se vhodnou cestou aplikuji testované
latky a ktefi se v urcitych okamzicich usmrti pro zpracovdni bunék kostni dfené.
Pied usmrcenim zvitat se tato navic exponuji mitotickému jedu, napft. kolchicinu, ke
kumulaci délicich se bunék (C-metafaze). Z bunék se pripravi mikroskopické
prepardty suSené na vzduchu a obarvi se. Metafdze se mikroskopicky vySetiuji
k uré¢eni chromozomovych aberaci.

Popis metody

Piiprava

Testované latky se rozpusti ve fyziologickém roztoku. Pokud jsou v ném
nerozpustné, rozpusti se nebo suspenduji ve vhodném vehikulu.

PouZivaji se Cerstve pfipravené roztoky testované latky. PouZije-li se pro usnadnéni
ddvkovani vehikulum, nesmi ani reagovat s testovanou ldtkou, ani piisobit toxicky.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvifata

Pouzivaji se hlodavci, napf. potkani, mysi nebo ¢insti kiecci. Zdravd dospéld
zvitata v mladém véku se ndhodné rozdéli do exponovanych a kontrolnich skupin.

Pocet a pohlavi

V kazdé experimentdlni i kontrolni skupiné€ se pouzivd nejméné pct samic a pét
samcl. Pokud pldn experimentu pfedpoklddd vice intervalli zpracovani po expozici,
je tfeba pouzit 10 zvitat na kazdy interval zpracovani a skupinu.

Pro skupinu positivni kontroly postacuje jeden ¢asovy interval zpracovani bunék.

Zpiisob aplikace

Obvykle by se mély testované ldtky aplikovat jen jednou. Na zdkladé
toxikologickych informaci jsou mozné opakované aplikace. Jsou vSak na misté jen
tam, kde testovand ldtka nemd Zadné cytotoxické ucinky na bunky kostni dfené.
Obvyklymi zpiisoby aplikace jsou ordlni aplikace nebo intraperitonedlni injekce.
Podle potieby jsou vhodné i jiné€ zpisoby aplikace.
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1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.3

Negativni a positivni kontroly

Pro pozitivni kontrolu se pouzivd ldtka, o které je zndmo, Ze zpusobuje in vivo
chromozomové aberace. Negativni kontrolni skupina (s rozpoustédlem) tvofi rovnéz
soucdst kazdého experimentu.

Volba ddvek

V zdkladnim kroku se pouZivd jedna ddvka testované latky. Jde o maximdlni
tolerovanou davku nebo takovou ddavku, kterd vyvolava urcité ptiznaky cytotoxicity,
napf. ¢aste¢nou inhibici mitdzy.

Maximalni (limitni) ddvka u ,,netoxickych* sloucenin, jejiz efekt po jednordzové
aplikaci musf byt zhodnocen, je 2 000 mg.kg™' télesné hmotnosti.

Jestlize se pouzije opakované ddvkovani, limitni ddvka je 1000 mg.kg™ t&lesné
hmotnosti a den.

Je moZno zvolit dalsi ddvky, je-li pro to védecky podklad.

Pokud test slouZi jako verifikacni metoda, méla by se pouzZit nejméné dvé dalsi
davkovdni.

Popis postupu
Test miZe byt proveden dvémi riiznymi zpusoby:

(a) Zvitatim se jednou aplikuje maximalni tolerovand davka. Buriky jsou odebirany
24 h po aplikaci. Jestlize vysledky jsou v této fdzi jasné positivni, dalsi odbér bunék
neni nutny. Jestlize vSak vysledky jsou negativni, nebo pochybné, zvoli se dva
casové intervaly odbéru bunék v rozmezi 6 - 48 h, aby testovanou ldtkou byl
ovlivnén cely buné¢ny cyklus.

Jestlize jsou pouzity dal§i urovné ddvek, zpracovdni by se mélo provést

N P2

v nejcitlivéj§im ¢asovém intervalu a pokud neni zndm, pak 24 h po aplikaci.

(b) Pokud z informaci o farmakokinetice a metabolismu vyplyvd, Ze jsou vhodné
opakované aplikace, jsou mozné. Zvitata by se pak méla usmrtit 6 a 24 hodin po
posledni aplikaci.

Zpracovdni kostni drené

Pfed usmrcenim zvifat se jim intraperitonedlné vstiikne vhodnd ddvka mitotického
jedu, aby se ziskal dostate¢né velky pocet bunék, které jsou v C-metafdzi. Kostni
dien se ziskd vyplachnutim izotonickym roztokem z obou stehennich kosti zvitat,
ktera byla usmrcena bezprostfedné predtim. Po vhodném hypotonickém zpracovani
se bunky fixuji, nakapou na sklicko a po vysuSeni na vzduchu se obarvi.

Analyza

Podlozni sklicka se pred mikroskopickou analyzou zakdduji. Na jedno zvife se
vySetiuje na strukturdlni chromozémové aberace nejméné 50 dobie rozprostienych
metafdzi s uplnym poctem centromer. Mimoto je moZzno pro kazdé zvite stanovit
mitoticky index.

UDAJE
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Udaje se shrnou do tabulky. Chromatidové a izochromatidové aberace (gapy,
zlomy, vymény), a mitotické indexy, pokud byly zjiStény, se uvedou samostatné pro
vSechna exponovand i kontrolni zvitata. Mimoto je tfeba pro kazdou experimentalni
i kontrolni skupinu uvést primérné hodnoty a smérodatné odchylky. Udaje se
vyhodnoti pomoci vhodnych statistickych metod.

3. ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdava o prubéhu pokusu
Zpréva o pribéhu pokusu md pokud mozZno obsahovat tyto informace :
- druh, kmen a stdf{ pouZitych zvitat,
- pocet zvitat (samcil/samic) v experimentdlnich a kontrolnich skupindch,

- experimentdlni podminky: detailni popis expozice resp. odbér vzorkd, davkovani,
trvani expozice, pouZity mitoticky jed a jeho koncentrace,

- pocet analyzovanych metafdzi na jedno zvite,

- mitoticky index, pokud je zndm,

- druh a pocet aberaci samostatné pro exponovand a kontrolni zvitata,
- statistické vyhodnoceni,

- diskuse vysledkd,

- vyhodnocen{ vysledki.
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1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

1.2.2.3

B.12. MUTAGENITA (MICRONUCLEUS TEST)
METODA

Princip metody

Mikronukleus test je kratkodoby test pro dikaz poSkozeni chromozomi nebo
poskozeni délictho apardtu chemickymi ldtkami in vivo. Zakladem této metody je
zvySeny vyskyt mikrojader v polychromatickych erytrocytech exponovanych zvitat
ve srovnani s kontrolnimi zvitaty.

Mikrojadra se tvofi z fragmentli chromozomi nebo celych chromozému
opozdénych v mitése. Pfi vyvoji erytrocytd z erytroblastii je jadro vytlaceno,
zatimco mikronukleus muze zidstat v cytoplasmé. V tomto testu se proto
vyhodnocuji mladé polychromni erytrocyty z kostni diené laboratornich savci,
kterym byla vhodnou cestou aplikovdna testovand ldatka. Kostni dfeni se vypldchne
ze stehennich kosti zvitat, zhotovi se ndtéry a obarvi se. Mikroskopicky se zjist’uje
pocet mikrojader v polychromnich erytrocytech a mimoto se stanovi pomér
polychromnich erytrocyti k normochromnim.

Popis metody

Piiprava

Testované latky se rozpusti v isotonickém roztoku. Pokud jsou v ném nerozpustné,
rozpusti se nebo se suspenduji ve vhodném vehikulu. PouZije-li se vehikulum,
nesmi ani reagovat s testovanou latkou, ani plsobit toxicky. Obvykle se pouZzivaji
Cerstvé pfipravené roztoky testované latky.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvirata

Doporucuje se pouzivat mysi, je vSak mozZno pouZivat i jiné savce. Zdrava dospéla
zvitata v mladém véku se ndhodné rozdéli do exponovanych a kontrolnich skupin.

Pocet a pohlavi

V kazdé experimentdlni i kontrolni skupin€ se pouzivd nejméné pét samic a pét
samcl. Pokud pldn experimentu pfedpoklddd vice intervalli zpracovani po expozici,
je tfeba pouzit 10 zvifat na kaZdy interval zpracovdni a skupinu. Pro skupinu
positivni kontroly postacuje jeden ¢asovy interval zpracovani bunék.

Zpiisob aplikace

Obvykle by se meély testované ldtky aplikovat jen jednou. Na zdkladé
toxikologickych informaci jsou mozné opakované aplikace. Jsou vSak na misté jen
tam, kde testovand ldtka nemd Zadné cytotoxické ucinky na buiky kostni dfené.
Obvyklymi zpasoby aplikace jsou ordlni aplikace nebo intraperitonedlni injekce.
Podle potieby jsou vhodné i jiné zpisoby aplikace.
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1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.3

Negativni a positivni kontroly

Pfi kazdém experimentu se pouZivaji jak pozitivni, tak negativni (s rozpoustédlem)
kontroly.

Volba ddvek

V zdkladnim kroku se pouZivd jedna ddvka testované latky. Jde o maximdlni
tolerovanou davku nebo takovou ddvku, kterd vyvolava urcité ptiznaky cytotoxicity,
napf. zménu v poméru polychromnich a normochromnich erytrocytt

Maximadlni (limitni) ddvka u ,,netoxickych* sloucenin, jejiz efekt po jednordzové
aplikaci musi byt zhodnocen, je 2 000 mg.kg™" télesné hmotnosti.

Jestlize se pouzije opakované ddvkovani, limitni ddvka je 1000 mg.kg™ t&lesné
hmotnosti a den.

Je moZno zvolit dalsi ddvky, je-li pro to védecky podklad.

Pokud test slouZi jako verifikacni metoda, méla by se pouZit nejméné dvé dalsi
davkovdni.

Popis postupu
Test miZze probihat dvéma riiznymi zpusoby:

(a) Zvitata jsou exponovana testované latce jednou. Zpracovani by se mélo provést
v okamzZiku nejvyssi Cetnosti mikrojader, ktery se vSak miZe liSit u rtiznych latek.
Proto je kostni dfent odebirdna nejméné ve dvou intervalech ne vSak dfive neZ12 h a

ne pozdéji neZ 48 h po aplikaci testované latky.

JestliZe jsou pouzity dalsi urovné ddvek, zpracovdni by se mélo provést
v nejcitlivéjsim okamZiku a pokud neni zndm, pak 24 h po aplikaci.

(b) Pokud z informaci o farmakokinetice a metabolismu vyplyvd, Ze jsou vhodné
opakované aplikace, je mozné je pouZit. Zvitata by se pak méla usmrtit v jednom
intervalu ne dfive, neZ 12 h po posledni aplikaci.

Zpracovdni kostni drené

Kostni dfen se ziskd vyplachnutim bovinnim sérem z obou stehennich kosti zvitat,
kterd byla usmrcena bezprostfedné prfedtim. Sedimentace bunék se provadi
centrifugovanim, supernatant se odstrani. Kapky homogenni bunééné suspenze se
nanesou na podlozni skli¢ko, pfipravi se ndtéry a po vysuSeni na vzduchu se obarvi.

Analyza

Podlozni sklicka se pfed mikroskopickou analyzou zakdduji. Na jedno zvife se pro
stanoveni Cetnosti mikronuklet analyzuje nejméné 1000 polychromnich erytrocytt.

Pomér normochromnich erytrocytt k polychromnim se stanovi pro kazdé€ jednotlivé
zvite z 1000 erytrocyti.

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky. Poéet vyhodnocenych polychromnich erytrocytii, pocet
polychromnich erytrocytii s mikronukley, procento bunék s mikronukley a pomér
normochromnich a polychromnich erytrocytli se uvedou samostatné pro vsechna
exponovand zvifata i1 pro kontrolni zvifata. Mimoto je tieba pro kazdou
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experimentdlni i kontrolni skupinu uvést primérné hodnoty a smérodatné odchylky.
Udaje se vyhodnoti pomoci vhodnych statistickych metod.
3. ZAVERECNA ZPRAVA
Zpréva o pribéhu pokusu
Zprdva o pribéhu pokusu mé pokud mozno obsahovat tyto informace :
- druh, kmen a stafi pouZitych zvitat,
- pocet zvitat (samcii/samic) v experimentdlnich a kontrolnich skupindch,

- experimentdlni podminky: detailni popis expozice a odbéru vzorktl, davkovani,
udaje o toxicité, o negativnich a pozitivnich kontrolach,

- kritéria pro klasifikaci mikronukletl,
- vztah ddvka-ucinek, je-li to mozné

- statistické vyhodnoceni,

- diskuse vysledkt,

- vyhodnoceni vysledk.
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1.2

1.2.1

1.2.1.1

1.2.1.2

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

B.13. MUTAGENITA (ESCHERICHIA COLI - TEST ZPETNE MUTACE)
METODA

Princip metody

Reverzni systém na tryptofanu (#rp) zavislych kment E. coli je mikrobidlni test,
v némz se mé&fi zména trp” — trp” indukovand chemickymi ldtkami, které zpisobuji
zamény bazi v genomu organismu.

Bakterie se vystavi plsobeni testované latky s pfidavkem a bez pfidavku systému
metabolické aktivace. Po pfiméiené inkubacni dobé na minimdlnim médiu se
spocitaji kolonie revertant a porovnaji s poftem spontdnnich revertujicich bun¢k
v neovlivnéné kontrolni kultufe a v kontrolni kultufe s pfidavkem pouze
rozpoustédla.

Popis metody
K provedeni experimentu je moZno pouZzit dvou metod:
(1) metody s predinkubaci
(2) ptimy miskovy test; pii ném se smisi bakterie a testovand latka s vrchnim
agarem a vylije se na povrch Petriho misky se selektivnim médiem.

Ptiprava

Bakterie

Bakterie se kultivuji pfi 37 °C do pozdni exponencidlni, resp. do ¢asné staciondrni
fdze. Hustota bunék md €init asi 10° - 10° na 1 ml.

Metabolickd aktivace

Bakterie maji byt vystaveny pasobeni testované latky jak s pfidavkem, tak i bez
pfidavku vhodného metabolického aktiva¢niho systému. Nejcastéji uzivany systém
je postmitochondridlni frakce pfipravend z jater hlodavci po aplikaci latek
indukujicich enzymy a doplnénd kofaktory.

Experimentdlni podminky

Testovaci kmeny

Pouzivaji se tfi kmeny - WP2, WP2 uvr A a WP2 uvr A pKM 101. Je nezbytné
pouzivat standardizované metody kultivace a uchovavani kultur kmeni. Je tfeba
kontrolovat podminky rdstu a genetické vlastnosti kmend, jejich citlivost vaci
ultrafialovému zafeni a mitomycinu C a rezistenci kmene WP2 uvr A pKM 101
vuci ampicilinu. Pocet spontdnnich revertant md byt pro vSechny kmeny v rozmez{
oc¢ekdvaného rozptylu.

Média
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1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.3

Pro rist a selekci mutantli se pouzivd vhodné selektivni médium spolecné
s vhodnym vrchnim agarem.

Negativni a positivni kontroly

Je nutno soucasné nasadit jak neexponované kultury, tak kultury doplnéné
rozpoustédly. Pozitivni kontroly je nutno provddét pro tyto dva tcely:

a) Potvrzeni citlivosti bakteridlnich kmend. Pro testy bez metabolické aktivace je
mozno jako positivni kontroly pouzZivat metylmetansulfondt, 4-nitrochinolinoxid
nebo etylnitrosomocovinu.

b) Dtikaz aktivity odpovidajictho metabolického aktiva¢niho systému. Jako
pozitivni kontrolni ldtka je pro ovéfeni metabolické aktivity pro vSechny kmeny
vhodny 2-aminoantracen. Pokud je to mozné, méla by se pozitivni kontrola provést
s latkou, kterd patii ke stejné tiidé chemickych latek jako testovand latka.

Koncentrace testované ldtky na jednu misku

Pouzije se nejméné pét riznych koncentraci testované latky, které se od sebe lisi
o semilogaritmické rozdily. Latky se zkouSeji aZ po mez rozpustnosti resp. toxicity.
Toxicita se prokdZe sniZzenim poctu spontdnnich revertant, snizenym rdstem pozad{
nebo na zdkladé prezZivani bakterii v exponovanych kulturdch. Netoxické latky je
tfeba testovat az do koncentrace 5 mg/misku, neZz je moZno je povazovat za
negativni.

Podminky inkubace
Inkubace misek se provddi pii 37 °C 48 az 72 hodin.

Popis postupu

Pfi pfimém miskovém testu bez metabolické aktivace se pfidd testovand latka a
0,1 ml cerstvé bakteridlni kultury k 2,0 ml vrchniho agaru. Pii testech
s metabolickou aktivaci se po priddni testované latky a bakterii k vrchnimu agaru
piida 0,5 ml aktivaéni smési s vhodnym mnoZstvim postmitochondridlni frakce.
Obsah kazdé zkumavky se promisi a vylije na povrch misky se selektivnim médiem.
Po ztuhnuti vrchniho agaru se misky inkubuji pti 37 °C 48 aZ 72 hodin. Po uplynuti
inkubacni doby se spocitaji revertantni kolonie na misku.

Pfi metod€ s predinkubaci se pfipravi smés z testované ldatky, 0,1 ml Cerstvé
bakteridlni kultury a vhodného mnozstvi aktivaéni smési nebo stejného mnozZstvi
tlumivého roztoku a urcitou dobu se inkubuje, nez se pfida 2,0 ml vrchniho agaru.
Dalsi priabéh se nelisi od miskové metody.

U obou metod je nutno pouZzit nejméné tii misek na jednu koncentraci.

UDAJE

Uvedou se pocty revertantnich kolonii na misku jak pro kontrolni série, tak pro
série s testovanou latkou. Je tfeba uvést jednotlivé i primérné hodnoty revertant na
misku a smérodatné odchylky jak pro testovanou latku, tak pro kontrolni stanoveni.

Udaje se vyhodnoti pomoci vhodnych statistickych metod.



Castka 88

Sbirka zdkont ¢. 251 / 1998 Strana 7901

Je tfeba provést nejméné dva nezdvislé pokusy. Neni nutné, aby druhy pokus
probéhl identicky s prvnim experimentem. MiZe byt vyhodné zménit urcité
podminky testu a ziskat tak dalsi dalezité ddaje.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdva o prabéhu pokusu

Zprdva o pribéhu pokusu mé pokud mozno obsahovat tyto informace :

- bakterie a pouzité kmeny;

- experimentdlni podminky: koncentrace, toxicita, sloZzeni médii, metodika
(preinkubace - inkubace), metabolicky aktivaéni systém, referen¢ni ldtky,

negativni kontroly;

- pocet kolonii na misku, primérnd hodnota revertant na misku, smérodatna
odchylka, vztah ddvka-ucinek, pokud je to mozné;

- diskuse vysledkt;

- vyhodnoceni vysledkii.
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B.14. MUTAGENITA (SALMONELLA TYPHIMURIUM - TEST ZPETNE
MUTACE)

METODA

Princip metody

Reverzni systém na histidinu (kis) zdvislych kmenl Salmonelly typhimurium je
mikrobidlni test, ve kterém se méf zména his — his™ indukovand chemickymi
latkami typu zdmény bazi nebo posunovych mutaci v genomu organismu.

Bakterie se vystavi pusobeni testované ldtky s piidavkem a bez ptidavku
metabolického aktiva¢niho systému a nanesou se na minimdlni médium. Po
pfiméfené inkubacni dobé se spocitaji kolonie revertovanych bunék a porovnaji
s poctem spontdnnich revertant v neexponované kontrolni kultufe a v kontrolni
kultufe s pfidavkem pouze rozpoustédla.

Popis metody
Piiprava

Bakterie

Cerstvé pripravené bakteridlni kultury se kultivuji pii 37 °C do pozdni
exponencidlni, resp. do Casné staciondrni fidze rdstu. Hustota bunék mad Cinit asi
10® - 10° bunék na ml.

Metabolickd aktivace

Bakterie maji byt vystaveny pasobeni testované latky jak s pfidavkem, tak i bez
ptfidavku vhodného metabolického aktiva¢niho systému. Nejcastéji uzivany systém
je postmitochondridlni frakce pfipravend z jater hlodavci po aplikaci latek
indukujicich enzymy a doplnénd kofaktory.

Experimentdlni podminky

Testovaci kmeny

Je tfeba pouzit nejméné Ctyfi kmeny - TA 1535, TA 1537 nebo TA 97, TA98aTA
100. Dopliikové je mozno pouzivat dalsi kmeny jako TA 1538 a TA102. Je
nezbytné pouzivat jednotné metody kultivace a uchovavani kultur kment. Mus{ byt
kontrolovdany podminky rdstu a genetické vlastnosti kment, jejich citlivost vaci
ultrafialovému zéafeni a krystalové violeti a jejich rezistenci vic¢i ampicilinu. Pocet
spontdnnich revertant se ma pohybovat pro viechny kmeny v rozmezi o¢ekdvaného
rozptylu.

Média

Je tfeba pouzivat vhodné selektivni médium v kombinaci s vhodnym vrchnim
agarem.
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Negativni a positivni kontroly

Je nutno soucasné nasadit jak neexponované kultury, tak kontrolni kultury
exponované rozpoustédlam.

Pozitivni kontroly je nutno provadét pro tyto dva ucely:

a) Potvrzeni citlivosti bakteridlnich kment. Pro testy bez metabolické aktivace je
mozno pouzivat tyto latky:

Kmen Létka pouZivand pro reverzi
TA 1535, TA 100 azid sodny

TA 1538, TA 98, TA 97 2-nitrofluoren

TA 1537 9-aminoakridin

TA 102 kumenhydroperoxid

b) Ditikaz aktivity vhodného metabolizujictho systému. Jako pozitivni kontroln{
lditka je pro ovéfeni metabolické aktivity pro vSechny kmeny vhodny
2-aminoantracen. Pokud je to mozné, méla by se pozitivni kontrola provést s latkou,
kterd patii ke stejné tfidé chemickych ldtek jako testovana ldtka.

Koncentrace testované ldtky na jednu misku

PouZije se nejméné pét rtiznych koncentraci testované latky, které se od sebe lisi
o semilogaritmické rozdily. Latky se zkouSeji aZ po mez rozpustnosti resp. toxicity.
Toxicita se prokdZe sniZzenim poctu spontdnnich revertant, sniZzenym rastem pozadi
nebo podle ptfezivani bakterii v exponovanych kulturdch. Netoxické latky je tfeba
zkouset aZ do koncentrace 5 mg/misku, nez je mozZno je povaZovat za negativni.

Podminky inkubace
Inkubace misek se provadi pii 37 °C 48 az 72 hodin.

Popis postupu

Pfi pfimém miskovém testu bez metabolické aktivace se pridd testovand ldtka a
0,1 ml Ccerstvé bakteridlni kultury k 2,0 ml vrchniho agaru. Pfi testech
s metabolickou aktivaci se po pfiddni testované latky a bakterii k vrchnimu agaru
pfida 0,5 ml aktivacni smési s vhodnym mnoZstvim postmitochondridlni frakce.
Obsah kazdé zkumavky se promisi a vylije na povrch misky se selektivnim médiem.
Po ztuhnuti vrchniho agaru se misky inkubuji pii 37 °C 48 az 72 hodiny. Po
uplynuti inkubac¢ni doby se spocitaji revertantni kolonie na misku. Pfi metodé
s pfedinkubaci se pfipravi smés sledované latky, 0,1 ml cerstvé bakteridlni kultury,
vhodného mnozZstvi aktivaéni smési nebo stejného mnoZstvi tlumivého roztoku a
predbézné se inkubuje, nacez se ptidd 2,0 ml vrchniho agaru. Dalsi prabéh se nelisi
od miskové metody.

U obou metod je nutno pouZit nejméné ti{ misek na jednu koncentraci.
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UDAIJE

Uvedou se pocty revertantnich kolonii na misku jak pro kontrolni série, tak pro
série s testovanou ldtkou.

Je tieba uvést jednotlivé i primérné hodnoty revertantnich kolonii na misku a
smérodatné odchylky jak pro testovanou ldtku, tak pro kontrolni stanoveni.

Udaje se vyhodnoti pomoci vhodnych statistickych metod.

Je tfeba provést nejméné dva nezdvislé pokusy. Neni nutné, aby druhy pokus
probéhl identicky s prvnim experimentem. Muze byt vyhodné zménit urcité
podminky testu a ziskat tak dalsi dilezité ddaje.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprdva o prubéhu pokusu
Zpréva o pribéhu pokusu obsahuje pokud mozno tyto informace:
- bakterie a pouZity kmen,

- experimentdlni podminky: koncentrace, toxicita, sloZzeni médii, metody
(preinkubace - inkubace), metabolicky aktivaéni systém, referen¢ni ldtky,
negativni kontroly,

- pocet kolonii na misku, primérnd hodnota revertantnich kolonii na misku,
smérodatnd odchylka, vztah ddvka-ucinek, pokud je to mozné,

- diskuse vysledkad,

- vyhodnoceni vysledki.
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B.15 GENOVE MUTACE - SACCHAROMYCES CEREVISIAE

METODA

Princip metody

Rlzné haploidni a diploidni kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae mohou byt
uZity pro urceni produkce genovych mutaci indukovanych chemickymi ldtkami bez
a s metabolickou aktivaci.

Jsou vyuzZivdny forward mutacni systémy u haploidnich kment, jako je
miravznikumutaci z cervenych, adenin vyZadujicich mutant (ade-l, ade-2) na
dvojité, adenin vyzZadujici bilé mutanty a selektivni systémy jako je indukce
resistence ke canavaninu a cykloheximidu.

Nejlépe ovéfeny reversni mutacni systém zahrnuje vyuziti haploidniho kmene XV
185-14C s okrovymi (ochre) nonsense mutacemi ade 2-I, arg 4-17, lys 1-1 a trp
5-48. Mutace jsou vratné plisobenim mutagenil typu zdmény bazi, které indukuji
mutace ve specifickém misté, nebo okrové supresorové mutace. XV 185-14C nese
rovnéz his 1 -7 marker, missense mutaci, revertovanou prevdzné mutacemi v dal$im
misté a marker hom 3-10, ktery je revertovan posunovymi mutageny.

U diploidnich kment S. cerevisiae je jedinym Siroce vyuzivanym kmenem D, ktery
je homozygotni pro ilv 1-92.

Popis metody

Ptiprava

Roztoky testovanych latek a kontrol maji byt pfipraveny tésné pied testovdnim za
pouZiti vhodného vehikula. U organickych latek ve vodé nerozpustnych se nema
uzit roztok vyssi nez 2 objemova % v organickych rozpoustédlech jako je etanol,
aceton nebo dimetylsulfoxid (DMSO). Findlni koncentrace vehikula nemd
vyznamné ovlivnit Zivotnost a charakteristiky ristu.

Metabolickda aktivace

Bunky maji byt exponovdny testovanym ldtkdm jak v prfitomnosti, tak
v nepiitomnosti vhodného metabolického aktiva¢niho systému.

Nejcastéji uzivanym systémem je postmitochondridlni frakce pfipravend z jater
hlodavct po aplikaci ldtek indukujicich enzymy a doplnénd kofaktory. UZit{ jinych
druht, tkdni, postmitochondridlnich frakei ¢i postupli miiZe byt rovnéz vhodné pro
metabolickou aktivaci.

Experimentdlni podminky

Testovaci kmeny

Haploidni kmen XV 185-14C a diploidni kmen D7 jsou nejuZivanéjsi pro studie
genovych mutaci. Jiné kmeny mohou byt rovnéZ vhodné.



Strana 7906

Sbirka zdkont & 251 / 1998 Cistka 88

1.2.2.2

1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.2.6

1.2.2.7

1.2.3

Media

Odpovidajici kultivaéni media jsou uzivdna pro urCeni poctu preZivajicich a
mutovanych bun¢k.

Negativni a positivni kontroly

Positivni, neovlivnhéné a rozpousStédlem ovlivnéné kontroly jsou pouZivany
soucasné. Pro kaZzdou specifickou mutac¢ni zménu maji byt pouZity odpovidajici
positivni kontrolni chemické latky.

Koncentrace

Ma4 byt pouZito nejméné 5 vhodné zvolenych koncentraci. U toxickych latek nema
nejvyssi pouzitd koncentrace redukovat pfeziti pod 5 - 10 %. Ldtky ve vodé
relativné nerozpustné maji byt testovdny az po mez rozpustnosti ldtky za pouziti
vhodnych postuptli. Nejvyssi koncentrace pro latky netoxické, ve vodeé rozpustné, je
urcena piipad od piipadu.

Kultivacni podminky
Misky jsou inkubovédny po sedm dni pii 28 az 30 °C ve tmé.

Frekvence spontdnnich mutaci

Frekvence spontdnnich mutaci u subkultur md byt v rozmezi akceptovanych
normdlnich hodnot.

Pocet replikact

Je nutno pouzit nejméné ti{ misek na jednu koncentraci u testu s prototrofnimi
burikami a u Zivotnosti bunék. U experimentl uZivajicich markery jako hom 3-10
s nizkou mutacni rychlosti musi byt pocet misek zvySen, aby byly ziskdny statisticky
relevantni udaje.

Popis postupu

Ovlivnéni kmentt S. cerevisiae je obvykle provddéno ve zkumavce v tekutém
prostiedi a zahrnuje bud’ staciondrni nebo rostouci buniky. Zdkladni pokusy maji byt
provedeny na rostoucich buiikédch: 1-5 x 10’ bunék/ml je vystaveno testované ldtce
po dobu az 18 h pfi 28 az 30 °C za tfepani. Odpovidajici mnozstvi metabolického
aktivacniho systému je pfiddno v pribéhu ovlivnéni, pokud je to potfebné. Po
skonceni ovlivnéni jsou buiiky centrifugovdny, promyty a vyockovdny na vhodné
kultiva¢ni medium. Po inkubaci jsou pocitdny piezivajici buriky a buriky s indukei
genovych mutaci.

JestliZe je prvni pokus negativni, md byt proveden druhy pokus s bunkami ve
staciondrni fdzi. Jestlize je prvni pokus positivni, je potvrzen dals$im vhodnym
nezdvislym experimentem.

UDAJE

Udaje maji byt presentovany v tabulkové formé a zahrnuji pocet kolonii, podet
mutant, prezZivajicich bunék a frekvenci mutaci. VSechny vysledky maji byt
potvrzeny nezdvislym experimentem. Udaje maji byt vyhodnoceny vhodnymi
statistickymi metodami.
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3. ZAVERECNA ZPRAVA
3.1 Zprdava o prabéhu pokusu
Zprdava o prubéhu pokusu obsahuje informace o:
- pouZitych kmenech,

- podminkdch testu: butiky ve staciondrni fdzi nebo rostouci, sloZzeni medii, teplota
a trvani inkubace, metabolicky aktivacni systém,

- podminkdch vlastniho experimentu: hladina expozice, postup a trvdni ovlivnéni,
teplota pfi ovlivnéni, positivni a negativni kontroly,

- poctu kolonii, po¢tu mutant, prezivajicich bunék a frekvenci mutaci, vztahu davky
a ucinku, pokud je to mozZné,

- diskusi vysledkii,

- vyhodnoceni vysledki.



Strana 7908

Sbirka zdkont & 251 / 1998 Cistka 88

1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

B.16 MITOTICKA REKOMBINACE - SACCHAROMYCES CEREVISIAE
METODA

Princip metody

Mitotickd rekombinace u Saccharomycs cerevisiae miiZze byt detekovdna mezi geny
(obecnéji mezi genem a jeho centromerou) a uvnitf genti. Prvni pfipad je nazyvan
mitotické prekiizeni a vytvafi reciprocni produkty, kdezto druhy pfipad je vétSinou
nereciprocni a je nazyvan genovd konverse. PrekiiZeni je obecné testovdno na
zdkladé tvorby recesivnich homozygotnich kolonii nebo sektorti vzniklych
u heterozygotnich kment, genovd konverse je testovdna na zdkladé tvorby
prototrofnich revertant vzniklych u auxotrofniho heteroalelického kmene, ktery nese
dvé rizné defektni alely téhoz genu. Nejcastéji uzivané kmeny pro detekci mitotické
genové konverse jsou Dy (heteroalelicky v ade 2 a trp 5), D; (heteroalelicky v trp
5), BZs,4 (heteroalelicky v arg 4) a JD1 (heteroalelicky v his 4 a trp 5). Mitotické
prekiiZzeni produkujici cervené a rizové sektory mize byt testovdno u Ds nebo D5
(ktery rovnéz méii mitotickou genovou konversi a reversni mutace v ilv 1-92). Oba
kmeny jsou heteroalelické pro komplementdrni alely ade 2.

Popis metody

Piiprava

Roztoky testovanych ldtek a kontrol maji byt pfipraveny tésné pred testovanim za
pouZiti vhodného vehikula. U organickych ldtek ve vodé nerozpustnych se nema
uzit roztok vyssi nez 2 objemova % v organickych rozpoustédlech jako je etanol,
aceton nebo dimetylsulfoxid (DMSO). Findlni koncentrace vehikula nemd
vyznamné ovlivnit Zivotnost a charakteristiky riistu.

Metabolickd aktivace

Buriky maji byt vystaveny ptisobeni testovanych latek jak v pfitomnosti, tak
v nepfitomnosti vhodného exogennitho metabolického aktivaéniho systému.
Nejcastéji uzivanym systémem je postmitochondridlni frakce pfipravend z jater
hlodavct po aplikaci ldatek indukujicich enzymy a doplnénd kofaktory. UZit{ jinych
druht, tkdni, postmitochondridlnich frakci ¢i postupli miiZze byt rovnéz vhodné pro
metabolickou aktivaci.

Experimentdlni podminky

Testovaci kmeny

NejuZivanéjsi jsou diploidni kmeny Dy, Ds, D7 a JD1. UZiti jinych kmenii miZe byt
rovnéz vhodné.

Media

Odpovidajici kultivaéni media jsou uZivdna pro urceni preZivajicich bunék a
frekvenci mitotické rekombinace
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1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.2.6

1.2.2.7

1.2.2.8

Negativni a positivni kontroly

Positivni, neovlivhéné a rozpoustédlem ovlivnéné kontroly jsou pouZivany
soucasné. Pro kaZzdou specifickou mutac¢ni zménu maji byt pouZity odpovidajici
positivni kontrolni chemické latky.

Koncentrace

Ma4 byt pouZzito nejméné 5 vhodné zvolenych koncentraci. Musi byt brdn ohled na
cytotoxicitu a rozpustnost. Nejnizs$i koncentrace nesmi mit vliv na Zivotnost bunék.
U toxickych latek nemd nejvySSi pouzitd koncentrace redukovat preziti pod
5 - 10 %. Ldatky ve vodé relativné nerozpustné maji byt testovdny az po mez
rozpustnosti ldtky za pouziti vhodnych postupi. Nejvyssi koncentrace pro latky
netoxické, ve vodeé rozpustné, je uréena piipad od pfipadu.

Buriky mohou byt vystaveny plisobeni testované latky bud’ ve staciondrni f4zi nebo
béhem rlstu po dobu az 18 h. Kultury dlouhodobé ovliviiované maji byt
mikroskopicky kontrolovdny pro tvorbu spor, jejichZ pfitomnost test znehodnocuje.

Podminky inkubace

Misky jsou inkubovdny ve tmé po Ctyfi aZz sedm dni pti 28-30 °C. Misky pouZzité pro
prikaz Cervenych a rtzovych sektort tvofenych mitotickym piekiiZenim maji byt
umistény v chladnicce (cca 4 °C) po dalsi 1 - 2 dny pfed pocitdnim, aby se mohly
utvorit odpovidajici pigmentované kolonie.

Spontdnni frekvence mitotické rekombinace

Maji byt uzity subkultury s frekvenci spontdnnich mutaci v rozmezi akceptovanych
normdlnich hodnot.

Pocet replikaci

Je nutno pouZit nejméné tif misek na jednu koncentraci u testu prototrofnich bunék
tvorenych mitotickou genovou konversi a pro uréeni Zivotnosti bunék. V ptipadé
testovdni recesivni homozygosity tvofené mitotickym prekiizenim ma byt pocet
misek zvySen, aby bylo dosaZzeno dostate¢ného poctu kolonii.

Postup

Ovlivnéni S. cerevisiae probihd obvykle jako zkumavkovy test v tekutém prostfedi a
zahrnuje bud’ staciondrni nebo rostouci buiiky. Zdkladni pokusy maji byt provedeny
na rostoucich buiikdch. 1-5 x 107 bun&k/ml je vystaveno testované latce po dobu a7
18 h pii 28 az 30 °C za tfepani. Odpovidajici mnozstvi metabolického aktiva¢niho
systému je priddno v pribéhu ovlivnéni, pokud je to potiebné.

Po skonceni ovlivnéni jsou buiiky centrifugovdny, promyty a vyo¢kovany na vhodné
kultivaéni medium. Po inkubaci jsou pocitdny piezivajici buiiky a buiiky s indukei
mitotické rekombinace.

Jestlize je prvni pokus negativni, ma byt proveden druhy pokus s bunkami ve

staciondrni fézi. Jestlize je prvni pokus positivni, je potvrzen dalSim vhodnym
nezdvislym experimentem.
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UDAIJE

Udaje maji byt presentovany v tabulkové formé a zahrnuji pocet kolonii, pocet
rekombinaci, prezivajicich bunék a frekvenci rekombinaci.

Vysledky maji byt potvrzeny v nezdvislém experimentu.

Udaje maji byt vyhodnoceny vhodnymi statistickymi metodami.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprdva o prabéhu pokusu

Zprava o prubéhu pokusu md, pokud mozno, obsahovat nasledujici informace:
- pouZité kmeny,

- podminky testu: buriky ve staciondrni fazi nebo rostouci, sloZeni medii, teplota a
trvani inkubace, metabolicky aktivaéni systém,

- podminky vlastniho experimentu: hladina expozice, postup a trvani ovlivnéni,
teplota pfi ovlivnéni, positivni a negativni kontroly,

- pocet kolonii, pocet rekombinant, preZivajicich bunék a frekvence rekombinaci,
vztah ddvky a uc¢inku, pokud je to mozZné, statistické hodnoceni dat,

- diskusi vysledkii,

- vyhodnoceni vysledkii.
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1.2

1.3

1.3.1

1.3.1.1

B.17 “IN VITRO“ TEST NA GENOVE MUTACE V SAVCICH BUNKACH

METODA

Princip metody

Bunécné kultury savéich bunék mohou byt pouzity k detekci mutaci indukovanych
chemickymi ldtkami. NejSirSi pouZiti maji bunécéné linie vcéetné mySich
lymfomovych bunék L5178Y, CHO a V-79 linie bunék ¢inského kiecka. V téchto
bunécnych liniich jsou nejcastéji uzZivanymi systémy detekce mutaci v lokusech
thymidin kinasy (TK), hypoxanthin guanin phosphoribosyl transferasy (HPRT),
(diive HGPRT) a Na*/K* ATPasy. Systémy TK a HPRT detekuji mutace parovani
basi; frameshift mutace a malé delece. Systém Na*/K" detekuje pouze mutace

pdrovani basi.

Buriky s deficienci thymidin kinasy (TK), vyvolanou forward mutaci TK" - TK,
jsou resistentni k bromodeoxyuridinu (BrDU), fluorodeoxyuridinu (FdU) nebo
trifluorothymidinu (TFT), protoZe tyto antimetabolity nejsou inkorporovdny do
bunéénych nukleotidli “salvage” enzymatickym systémem thymidin kinasy.
Nukleotidy potiebné pro bunéény metabolismus jsou ziskdvdny vyhradné syntésou
de novo. Jestlize v pfitomnosti thymidin kinasy jsou BrDU, FdU, nebo TFT
inkorporovdny do nukleotiddi, je vysledkem inhibice bunééného metabolismu a
cytotoxicky efekt. Proto jsou mutované buiiky schopné proliferace v pfitomnosti
BrDU, FdU, nebo TFT, zatimco normdlni buiiky obsahujici thymidin kinasu nejsou
proliferace schopny. Podobné bunky s deficienci HPRT jsou selektivné resistentni
k 8-azaguaninu (AG) nebo k 6-thioguaninu (TG). Buriky s alteraci Na*/K" ATPasy
jsou selektivné resistentni k ouabainu.

Cytotoxicita je stanovena méfenim ucinku testovaného materidlu na schopnost
vytvaret kolonie (cloning efficiency) nebo rychlosti ristu kultury. Frekvence mutaci
je urcovana inokulaci zndmého poctu bunék jak do média obsahujiciho selektivni
latky k detekci mutovanych buné€k, tak do média bez selektivnich latek k urceni
poctu pteZzivajicich bunék. Po ukonceni kultivace jsou pocitany kolonie. Frekvence
mutaci je ur¢ovdna z poctu kolonii mutovanych bunék korigovaného poctem
prezivajicich bunégk.

Kriteria kvality
Z4dna.

Popis metody
Ptiprava

Burnky

Pro tento test je dostupnd fada bunécnych linii. Patii mezi né sublinie L5178Y,
bunky c¢inského kiecka CHO, nebo V-79 s vyraznou citlivosti k chemickym
mutagentim, s vysokou schopnosti vytvafet kolonie (cloning efficiency) a s nizkou
frekvenci spontdnnich mutaci. U bun€k musi byt pravidelné kontrolovdna stabilita
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1.3.1.2

1.3.1.3

1.3.1.4

1.3.2

1.3.2.1

1.3.2.2

1.3.3

karyotypu a mély by byt kontrolovdny z hlediska kontaminace Mycoplasmaty.
Ostatni typy bunék mohou byt pouZzity pouze s podminkou, Ze oprdvnénost jejich
pouZiti jako testu pro chemicky indukované genové mutace je plné€ prokdzana.

Médium
Musi byt pouzita vhodnd kultivacni média a dodrzeny vhodné kultivaéni podminky

(teplota, kultivaéni nddoby, koncentrace CO, a vlhkost). Média a séra musi byt
vybrdna s ohledem na selektivni system a typ bunék pouzitych v testu.

Testovand ldtka

Testované latky se rozpusti, nebo suspenduji v kultivaénim médiu nebo ve vhodném
rozpoustédle. Konecnd koncentrace rozpoustédla v kultufe nesmi nepfiznivé
ovliviiovat Zivotnost bunék nebo rychlost rastu.

Metabolicky aktivacni systém

Bunky musi byt exponovény testované ldtce jak v pritomnosti, tak 1 bez pouziti
exogenniho savétho metabolického aktivaéniho systému. Pripousti se pouZiti
bunéénych typd s vnitini (vlastni) metabolickou aktivitou, jestlize udroven a
vlastnosti této aktivity jsou vhodné pro testovanou skupinu chemickych latek.

Experimentdlni podminky

Negativni a positivni kontroly

Do kazdého experimentu musi byt zafazeny positivni kontroly zahrnujici jak pfimo
plsobici ldatky, tak latky vyZadujici metabolickou aktivaci. Zdroven musi byt také
pouzity negativni kontroly (s rozpoustédlem).

Dale jsou uvedeny piiklady latek, které mohou byt pouZity jako positivni kontroly:
- pfimo pusobici latky: etylmetansulfondt, hycanthon,
- nepiimo puisobici latky (vyzadujici metabolickou aktivaci) : 2-acetylaminofluoren,
7,12-dimetylbenzantracen, N-nitrosodimetylamin.

Je-li to potieba, zafazuje se dodateCnd positivni kontrola ze stejné chemické
skupiny, jako je testovand ldtka.

Koncentrace

Musi byt pouzZito nékolik koncentraci testované latky. Tyto koncentrace musi
vyvoldvat toxicky efekt zdvisly na koncentraci, nejvyssi koncentrace indukuje
nizkou uroven piezivajicich bunék a pocet preZivajicich bunék v nejnizsi
koncentraci md byt pfiblizné stejny jako v negativni kontrole.

Létky ve vodé Spatné rozpustné musi byt testovdny v koncentracich aZ na hranici
rozpustnosti za pouziti vhodnych postupt. Pro netoxické ldtky ve vodé dobte

Vv

rozpustné se nejvyssi koncentrace testované latky urcuje pfipad od piipadu.

Vlastni experiment

Pocet bun€k pouZitych pro jednu kulturu musi byt odvozen od spontdnni frekvence
mutaci. Obvykle se pouZzivd pocet Zivych bunék, ktery je 10ti ndsobkem pievracené
hodnoty frekvence spontdnnich mutaci.



Castka 88

Sbirka zdkont ¢. 251 / 1998 Strana 7913

Bunky musi byt exponovany dostatecnou dobu, ve vétSiné piipadl postacuje délka
expozice v délce 2 - 5 hodin. Builkky bez dostatecné vlastni metabolické aktivity
musi byt exponovdny testované ldtce spole¢né¢ jak s vhodnym metabolickym
systémem, tak 1 bez ného. Po ukonceni expozice jsou bunky promyty cistym
médiem bez testované latky a ddle kultivovdny, aby mohla byt zhodnocena jejich
viabilita a projev muta¢niho fenotypu.

Ke konci fdze exprese, kterd by méla byt dostatecné dlouhd k vyvoldni optimalni
fenotypické exprese indukovanych mutaci, jsou buriky kultivovdny v médiu s a bez
selektivnich latek ke zhodnoceni poctu mutaci a Zivotnosti buné€k.

Vsechny vysledky musi byt potvrzeny v nezdvislych experimentech.

UDAJE

Udaje se shrnou do tabulky. Pocet mutaci a piezivani bunék musi byt vyjadieno pro
testovanou latku i pro kontroly a pro kazdou misku samostatné. Déle je tfeba uvést
primérny pocet kolonii na misku a smérodatnou odchylku. Frekvence mutaci mus{
byt vyjddfena jako pocet mutantii na pocet prezivajicich bun¢k. PfeZivani bunék a
schopnost vytvéafet kolonie (cloning efficiency se vyjadfuje jako procento hodnot
kontrolni skupiny.

Udaje musi byt vyhodnoceny pomoci vhodnych statistickych metod.
ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdva o prubéhu pokusu

Zprava o priibéhu pokusu obsahuje, je-li to mozné, informace o:

- pouZzité bunécné linii, poctu kultur v pokusu, metoddch udrZovdni bunécnych
kultur,

- podminkdch experimentu: sloZzeni média, koncentrace CO,, koncentrace testované
latky, pouZité rozpoustédlo, kultivacni teplota, délka kultivace, trvdni fdze exprese
(v€etné poctu inokulovanych bunék a subkultur), trvani expozice, hustota bunék
béhem expozice, druh pouZzitého metabolického aktiva¢niho systému, positivni a
negativni kontroly, pouZité selektivni latky,

- zdivodnéni vybéru koncentraci,

- metodé pouziti k vypoctu Zivych a mutovanych bunék,
- statistickém vyhodnocent,

- diskusi vysledki,

- interpretaci vysledkd.
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B.18 POSKOZENI DNA REPARACE - NEPLANOVANA SYNTEZA DNA -
SAVCI BUNKY IN VITRO

METODA

Princip metody

Test neplanované syntézy DNA (UDS) umoziuje méfit reperacni syntézu DNA po
excizi a odstranéni ¢4sti DNA obsahujici oblast poSkozeni indukovaného
chemickymi, nebo fyzikdlnimi faktory. Test je zaloZen na inkorporaci znaceného
tymidinu (*H-TdR) do DNA sav¢ich bunék, které nejsou v S fazi bunééného cyklu.
Vzestup *H-TdR je stanoven autoradiograficky, nebo kapalnou scintilaéni metodou
(LSC) v exponovanych butikdch. Pouzivaji se primarni bunécné kultury potkanich
hepatocytli, které jsou exponovdny testovanou ldtkou jak v pfitomnosti tak i
v nepfitomnosti exogenniho metabolického aktivaéntho systému. UDS muze byt
také stanovena v systému in vivo.

Popis metody

Ptiprava

Testované ldtky a slouceniny pouZité jako kontrolni, nebo referencni se rozpusti,
nebo suspenduji v kultivaénim médiu, nebo ve vhodném rozpoustédle. Dalsi fedéni
se provadi jenom kultivaénim médiem. Konecnd koncentrace rozpoustédla v kultufe
nesmi nepiiznivé ovlivilovat Zivotnost bunék.

PouZivaji se pouze primokultury potkanich hepatocytt, lidskych lymfocytli, nebo
stabilizovanych bunéénych linif (lidské diploidn{ fibroblasty).

Buriky jsou exponovdny testované latce v pfitomnosti a nepfitomnosti vhodného
metabolického aktivacniho systému.

Experimentdlni podminky

Pocet kultur

Pro kazdy experimentdlni bod je potfeba nejméné dvou bunécnych kultur pro
autoradiografii a Sesti kultur (nebo méng, je-li to védecky zduvodnitelné) pro LSC
UDS.

Negativni a positivni kontroly

V kazdém experimentu musi byt soucasné zatazeny negativni a positivni kontroly
v pfitomnosti i v nepfitomnosti metabolického aktivacniho systému.

Jako positivni kontrolu lze pro potkani hepatocyty pouzit 7,12-dimethylbenz-
anthracen (7,12-DMBA), nebo 2-acetylaminofluoren (2-AAF). Jako positivni
kontrolu pro stabilisované bunécné linie jak pro autoradiografii, tak i pro LSC bez
metabolické aktivace lze pouzit 4-nitroquinolin-N-oxid (4-NQO). Jako positivni
kontrolu pii pouziti metabolického aktiva¢niho systému lze pouzit N-dimethyl-
nitrosamin.
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1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.3

1.2.3.1

1.2.3.2

Koncentrace testované ldatky

v,

Musi byt pouZito nékolik koncentraci testované latky. Nejvyssi koncentrace musi
vyvoldvat toxicky efekt.

Létky ve vodé Spatné rozpustné musi byt testovdany v koncentracich aZ na hranici
rozpustnosti za pouziti vhodnych postupt. Pro netoxické latky ve vode€ dobie
rozpustné se nejvyssi koncentrace testované ldtky urcuje pfipad od ptipadu.

Buriky

Pro udrZovani kultur musi byt pouzito vhodné riistové médium, koncentrace CO, ,
teplota a vlhkost. Stabilizované buné¢né linie musi byt pravidelné kontrolovdny na
ptitomnost Mycoplasmat.

Metabolickd aktivace

Pro primokultury hepatocytii se metabolicky aktivaéni systém nepouZiva.
Stabilizované bunécné linie a lymfocyty jsou exponovdny testované ldtce
v pfitomnosti i nepfitomnosti vhodného metabolického aktiva¢niho systému.

Vlastni experiment

Priprava kultur

Stabilizovand bunécnd linie se pfipravuje ze zdsobni kultury (trypsinaci nebo
setfepanim bunék z povrchu kultivaéni nddoby), inokuluje se do kultivac¢nich ndadob
ve vhodné hustoté a inkubuje pti 37 °C.

Kratkodobé kultury potkannich hepatocytil se pfipravuji tak, Ze se umozni Cerstveé
isolovanym hepatocytim pfichytit se ve vhodném médiu k povrchu kultiva¢ni
nadoby.

Kultury lidskych lymfocyti jsou zaloZzeny pomoci vhodné metody.

Expozice kultur testované ldtce

Primdrni hepatocyty potkana. Cerstvé isolované hepatocyty potkana jsou
exponovany testované ldtce v médiu obsahujicim *H-TdR po vhodnou dobu. Po
ukoncené expozici je médium odstranéno, bunky promyty, fixovdny a suSeny.
Sklicka jsou ponofena do autoradiografické emulse (alternativnhé muize byt pouzit
stripping film), exponovdna, vyvoldna, obarvena a vyhodnocena.

Stabilizované bunécné linie a lymfocyty

Autoradiografické techniky: Bunécné kultury jsou exponovdny testované latce po
vhodnou dobu a pak jsou vystaveny ptisobeni *H-TdR. Doba puisobeni je z4visld na
druhu testované ldtky, aktivité¢ metabolického systému a na typu bunék. K zachyceni
nejvysiiho vrcholu UDS je tieba “H-TdR piidat soucasné s testovanou latkou, nebo
nékolik minut po expozici. Vybér mezi témito postupy je ovlivnén moZnou
interakci mezi testovanou litkou a ‘H-TdR. K odlifeni mezi UDS a
semikonzervativni replikaci DNA se uzivd arginin deficientni médium, nizky obsah
séra, nebo aplikace hydroxyurey do kultivaéniho média coz zptlisobi inhibici
semikonzervativni replikace DNA.

Stanoveni UDS pomoci LSC: Pted expozici testované latce je tfeba blokovat vstup
bunck do S-faze, jak bylo shora uvedeno. Buiiky jsou pak exponovdny testované
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1.2.4

1.2.4.1

1.2.4.2

2.

.1

2

latce jak bylo popsdno pro autoradiografii. Na konci kultivace je DNA extrahovdna
z bunék a stanoven celkovy obsah DNA a uréen rozsah inkorporace “H-TdR.

JestliZe jsou pouzity ve shora uvedenych metoddch lidské Ilymfocyty, je
v nestimulovanych kulturdch suprese semikonzervativni replikace DNA zbytecnd.

Analyza

Vyhodnoceni autoradiografie

Pfi vyhodnocovani UDS v bunééné kultufe se jddra v S-fazi nehodnoti. Hodnoti se
nejméné 50 bunck v kazdém experimentdlnim bodé. Prepardty je tfeba zakddovat
pred vyhodnocovanim. V kazdém prepardtu se hodnoti nékolik ndhodné vybranych
poli. Mnozstvi inkorporovaného *H-TdR v cytoplasmé se uréi v zéné o velikosti ti{
jader v cytoplasmé kazdé hodnocené buriky.

Vyhodnoceni LSC

Pro stanoveni LSC UDS se pouZije pfiméfeny pocet kultur pro kazdou koncentraci
testované ldtky a pro kontroly.

Vysledky musi byt potvrzeny v nezdvislych experimentech.

UDAIJE
Udaje musi byt uvedeny v tabulkéch.

Vyhodnoceni autoradiografie

Rozsah inkorporace *H-TdR do cytoplasmy a pocet zrn nalezenych mimo bunééné
jadro se zaznamendvaji oddélené.

Rozsah inkorporace *H-TdR do cytoplasmy a pocet zrn v jadfe je hodnocen pomoci
priméru, medidnu a modu.
Vyhodnoceni LSC

Inkorporace “H-TdR se zaznamendvad jako dpm/ug DNA. Primérnd hodnota
dpm/ppg DNA spolu se smérodatnou odchylkou se pouzivaji k vyjadieni distribuce
inkorporace.

Udaje se vyhodnocuji vhodnymi statistickymi metodami.
ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdva o prubéhu pokusu

Zpréva o pribéhu pokusu obsahuje, je-li to mozné, informace o:

- pouzitych burikdch, jejich hustoté a Cislu pasdze v dobé ovlivnéni kultury, poctu
bunécénych kultur,

- metoddch pouZitych k udrzovani kultury, médiu, teploté, koncentraci CO, ,

- testované ldtce, rozpoustédle, koncentracich a zdlvodnéni jejich vybéru
v experimentu,
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- metabolickém aktivaénim systému,

- pokusném schématu,

- positivnich a negativnich kontroldch,

- pouzitych autoradiografickych metodach,

- zpusobech blokovani vstupu bunék do S—faze,

- postupech pouzitych k extrakci DNA, a k vyhodnoceni celkového obsahu DNA
pii metodé LSC,

- vztahu ddvka/ucinek, je-li to mozné,
- statistickém vyhodnocent,
- diskusi vysledkd,

- interpretaci vysledk.
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1.2.2
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1.2.2.2

B.19 SCE - VYMENA SESTERSKYCH CHROMATID IN VITRO

METODA

Princip metody

SCE je krdtkodoby test pro detekci recipro¢nich vymén DNA mezi dvéma
sesterskymi chromatidami chromozému. SCE representuji vymény identickych
sekvenci DNA mezi replikacnimi produkty v identickych (homolognich) lokusech.
SCE pravdépodobné vyZaduje zlom a opétovné spojeni, ale je zatim mdlo znalosti
o molekuldrnim zdkladé tohoto procesu. Detekce SCE vyZaduje diferen¢ni znaceni
sesterskych chromatid. Toho se dosahuje inkorporaci bromodeoxyuridinu (BrdU) do
chromozomadlni DNA na dobu dvou bunéénych cykla.

Savéi bunky in vitro jsou exponovdny testované ldtce v pritomnosti i bez
pfitomnosti exogenniho metabolického aktivaéniho systému, je-li to potiebné.
Kultivuji se po dobu dvou replikacnich cyklti v médiu obsahujicim BrdU. Ke konci
kultivace se buiky ovlivni inhibitorem délictho vieténka (napf. kolchicin)
k akumulaci bunék v c-metafdzi mitézy. Po ukonceni kultivace jsou buiiky
zpracovany a pfipraveny prepardty pro analyzu chromozému.

Popis metody

Piiprava

Pouzivaji se primokultury, (lidské lymfocyty) nebo stabilizované bunécné linie

(ovaridlni bunky ¢inského kiecka). Bunééné linie musi byt kontrolovany z hlediska
kontaminace Mycoplasmaty,

Pouzivaji se vhodnd kultivaéni média a kultivacni podminky (teplota, kultivac¢n{
nddoby, koncentrace CO, a vlhkost),

Testovand ldtka se rozpousti, nebo suspenduje v kultivaénim médiu, nebo ve
vhodném rozpoustédle. Vyslednd koncentrace rozpoustédla nesmi vyznamné
ovlivnit Zivotnost bunék, rychlost ristu nebo frekvenci SCE,

Bunky se exponuji testované ldtce v pfitomnosti i bez piitomnosti vhodného
exogenniho savéiho metabolického aktivaéniho systému. Pripousti se pouZiti
bunéénych typd s vnitini (vlastni) metabolickou aktivitou, jestliZe udroven a
vlastnosti této aktivity jsou vhodné pro testovanou skupinu chemickych ldtek.

Experimentdlni podminky
Pocet kultur
Pro kazdy experimentdlni bod se pouZiji nejméné dvé kultury.

Negativni a pozitivni kontroly

V kazdém experimentu musi byt zafazeny positivni kontroly s ldtkami s pfimym
mutagennim ucinkem a ldtky vyZadujici metabolickou aktivaci. Ddle musi byt
pouZita negativni kontrola s pouZitym rozpoustédlem.
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1.2.3

1.2.3.1

1.2.3.2

1.2.3.3

Jako positivni kontrolu Ize pouZit:
- pfimo pusobici mutageny: etylmetansulfondt
- nepiimo plisobici mutageny: cyklofosfamid

Je-li tfeba, je mozné zatadit dalsi positivni kontrolu ze stejné chemické skupiny jako
je testovanad ldtka.

Koncentrace

Testuji se nejméné tfi davky. Nejvyssi koncentrace testované latky musi mit
signifikantni toxicky ucinek, ale zdroven musi umoznit adekvatni replikaci bunék.
Ve vodé relativné nerozpustné ldtky je tfeba testovat aZz na hranici jejich
rozpustnosti za pouziti vhodnych postupid. Nejvyssi pouzitd koncentrace ve vodé
rozpustné netoxické latky se urcuje individudlné.

Popis postupu

Priprava kultur

Stabilizovand bunécnd linie se pfipravuje se zasobni kultury (trypsinaci, nebo
setifepanim buné€k z povrchu kultiva¢ni nddoby), inokuluje se do kultivacnich nadob
ve vhodné hustoté a inkubuje pii 37 °C. Pro monovrstevné kultury se stanovi takovy
pocet bunék v kultivaéni nddobé, aby na konci kultivace nevytvdfely vice nez
z 50 % konfluentni vrstvu. Lze také pouZit suspensnich kultur. Lidské lymfocytdrni
kultury se pfipravi z heparinizované krve béZnymi postupy a inkubuji pti 37 °C.

Uxpozice kultur

Buiiky jsou exponovdny testované ldtce v exponencidlni fdzi riistu po vhodnou
dobu. Ve vétsiné piipadl staci jedna az dvé hodiny, ale expozice mize byt
prodlouZzena az na dva bunécné cykly, je-li to tfeba. Burky, které nemaji
dostatecnou vlastni metabolickou aktivitu, musi byt exponovany testovanou ldtkou
v pfitomnosti 1 nepfitomnosti vhodného metabolického aktivaéniho systému. Na
konci expozice je testovand ldtka z média odstranéna, bunky vymyty a ddle
kultivovdny v ristovém médiu s BrdU dva replikaéni cykly. Alternativné mohou byt
buriky exponovany soucasné s testovanou ldtkou a BrdU po dobu dvou bunécnych
cyklu.

Lidské lymfocytdrni kultury jsou exponovdny testovanou ldtkou dokud jsou
v semisynchronizovanych podminkdch.

Bunky jsou analyzovany v druhém mitotickém déleni po expozici testované ldtce,
kterd probéhla v nejcitlivéj$im stddiu bunééného cyklu. VSechny kultury s BrdU je
tfeba udrzovat v temnu, nebo ve svétle zastinéné zZarovky, aby se zabranilo fotolyze

DNA ve které je inkorporovany BrdU.

Zpracovdni bunék

Jednu az ¢tyfi hodniny pfed ukoncenim kultivace se do kultur pfidd inhibitor
déliciho vieténka (napf. kolchicin). Kazda kultura se zpracovdvd samostatné.
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1.2.3.4

1.2.3.5

Priprava prepardtit a barvenft

Prepardty se pfipravi standardni cytogenetickou technikou. Barveni preparatt ke
znazornéni SCE miZe byt provedeno nékolika technikami (napf. fluorescenc¢ni plus
Giemsa).

Analyza

Pocet analyzovanych bunék je zdvisly na spontdnni frekvenci SCE v kontrole.
Obvykle se hodnoti nejméné 25 dobfe rozprostienych metafdzi na kazdou kulturu.
Preparaty musi byt zakédovany pfed analyzou. V lidskych lymfocytech se analyzuji
pouze metafdze s 46 centromerami. U stabilizovanych linif pouze metafaze, které se
liSio + 2 centromery od moddlniho poctu centromer. Je tfeba stanovit, zda se budou
analyzovat SCE v oblasti centromery. Vysledky musi byt ovéfeny v nezdvislych
experimentech.

UDAIJE

Udaje se zpracovdvaji tabulkovou formou. Zaznamendvd se pocet SCE v kazdé
metafdzi a poc¢et SCE/chromozém zvladst’ pro kaZzdou metafdzi v exponovanych i
kontrolnich skupindch.

Udaje se hodnoti vhodnymi statistickymi metodami.
ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o pribéhu pokusu

Zprava o prabéhu pokusu obsahuje, je-li to mozné, informace o:

- pouzitych buiikdch, metoddch pouZitych k udrzovdni kultury,

- kultiva¢nich podminkdch: sloZeni média, teploté, koncentraci CO,, koncentraci
testované latky, rozpoustédle, kultivaénich nddobdch, délce exporzice, inhibitoru
mitozy a jeho koncentraci i jeho délce plisobeni, metabolickém aktivaénim systému,
positivnich a negativnich kontrolach,

- poctu kultur pro kazdy experimentdlni bod,

- zpusobu piipravy mikroskopickych prepardtt

- po¢tu analyzovanych metafdzi (oddélené pro kazdou kulturu)

- prumérném poctu SCE/buiiku a SCE/chromozém (oddélené pro kazdou kulturu
- kritériich hodnoceni SCE

- zdivodnéni vybéru koncentraci

- vztahu ddvka/ucinek, je-li to mozZné,

- statistickém vyhodnocent,

- diskusi vysledkii,

- interpretaci vysledka.
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B.20 RECESIVNI LETALNI MUTACE VAZANE NA POHLAVI U
DROSOPHILA MELANOGASTER

METODA

Princip metody

Test na recesivni letdlni mutace vdzané na pohlavi (SLRL) na Drosophila
melanogaster umoziuje detekci mutaci, jak genovych, tak 1 malych deleci,
v zarodec¢nych bunkdch hmyzu. Je to test na forward mutace vhodny pro skrining
mutaci v piiblizné 800 lokusech chromozému X. Tyto representuji asi 80 % vSech
lokustt  X-chromozému. X-chromozém representuje piiblizn€ 1/5 celého
haploidniho genému.

Mutace v X-chromozému se fenotypicky projevi u samcti nesoucich mutovany gen.
Kdyz je mutace letdlni v hemizygotnim stavu lze na jeji pfitomnost usuzovat
z absence jednoho ze dvou typli samcich potomkt, ktefi se normdlné rodi
heterozygotni samici. SRLS test je vyhodny vzhledem k zvldStnimu vzhledu a
uspofadani chromozomd.

Popis metody
Piiprava

Zdroje

Pouzivaji se samci dobfe definované divoké linie a samice linie Muller-5. Mohou
byt pouzity i jiné vhodné dobie popsané linie samic s vicendsobnou inversi
X-chromozému.

Testované ldtky

Testované latky se rozpoustéji ve vodé. Latky ve vodé€ nerozpustné se rozpoustéji,
nebo suspenduji ve vhodném rozpoustédle (napf. smés etanolu a Tweenu-60, nebo
80), pfed aplikaci se ddle fedi vodou, nebo fyziologickym roztokem. Doporucuje se
nepouzivat dimetylsulfoxid (DMSO) jako vehikulum.

Pocet zvirat

Test md pfedem urcenou citlivost. Spontdnni frekvence mutaci v kontrolni skupiné
vyznamné ovliviiuje nutny pocet ovlivnénych chromozémi, které je tfeba
analyzovat.

Zpiisob aplikace

Expozice testované latce se uskutecniuje per os, injekéné€, nebo expozici plynim
nebo pardm. Zkrmovdni testované ldtky se provadi v cukerném roztoku. Je-li to
nutné, testovana ldtka se rozpusti v 0,7 % roztoku NaCl a injikuje se do hrudni nebo
bfiSni dutiny.
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1.2.1.6

1.2.2

Negativni a positivni kontroly

V kazdém pokusu se zatfazuji negativni (s rozpoustédlem) a positivni kontroly.
Jestlize md laboratot k dispozici vhodné historické kontrolni udaje, neni tfeba
zatfazovat do experimentu soubéZné kontroly.

Ddvkovdni

Pouzivaji se tfi ddvky testované latky. Pro pfedbézny orientacni odhad se pouziva
jedna davka rovnajici se maximdlni tolerované koncentraci, nebo vyvoldvajici
zndmky toxicity. Netoxické latky se testuji v nejvyssi dosazitelné ddvce.

Popis postupu

Samci divokého typu (ve stdii 3-5 dni) jsou ovlivnéni testovanou ldtkou a
individudlné kiiZeni s virginnimi samicemi z linie Muller-5 nebo z jiné vhodné
markerové linie (vicendsobnd inverse X-chromozomu). Samice jsou vyménény za
cerstvé virginni samice kazdé dva az tfi dny aby byl pokryt cely bunéény cyklus
zarodeénych bunék. U potomkl téchto samic je sledovdn letdlni efekt
korespondujici s ucinkem testované latky v dobé expozice na zralé spermie, na
spermatidy ve stfednim, nebo pozdnim stddiu, ¢asné spermatidy, spermatocyty a
spermatogonie.

Vv v.rv

Heterozygotni F; samice narozené z tohoto kiizeni jsou ddle kiiZzeny individudlné
(tj. jedna samice/zkumavku) se svymi bratry. V F, generaci je v kazdé kultufe
zaznamendvana absence samct divokého typu. Jestlize v kultufe vznikaji F; samice
nesouci letdlni mutaci v rodicovském X-chromozému ( nejsou nalezeni Zddni samci
s ovlivnénym chromozémem), dcery téchto samic se stejnym genotypem jsou ddle
testovdny aby se zjistilo, zda letalita se opakuje v dalSich generacich.

UDAJE

Ziskané udaje se zpracuji do formy tabulky. Uvddi se pocet hodnocenych
X-chromozémi, pocet afertilnich samct a pocet chromozém s letdlni mutaci pro
kazdou koncentraci, pro kazdé obdobi kiiZzeni a pro kazdého testovaného samce.
Zaznamendva se pocet clusterti riiznych velikosti pro kazdého samce. Vysledky se
maji potvrdit v nezdvislém experimentu.

Udaje se zhodnoti vhodnou statistickou metodou. Nahromadéni recesivnich
letdlnich mutaci vzniklych v jednom samci ma byt vzato v dvahu a zhodnoceno
vhodnym statistickym zptsobem.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprédva o prubéhu pokusu

Zprdava o prubéhu pokusu obsahuje, je-li to mozné, informace o:

- pouzitych liniich, nebo kmenech Drosophily, véku, poctu ovlivnénych samci,
poctu sterilnich samcti, poctu vzniklych F, kultur, poctu F, kultur bez potomk,
poctu chromozdomu nesoucich letdlni mutaci pro kazdé staddium zdrode¢nych bunék,

- kritériich pro velikost ovlivnénych skupin,
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- podminkdch testu: detailni popis ovliviiovdni a schéma odbéru vzorkt, vyse
davek, didaje o toxicité, negativni (s rozpoustédlem) a positivni kontroly,

- kritériich pocitdni letdlnich mutaci,

- vztahu expozice/tcinek, je-li to mozné,
- hodnoceni udajt,

- diskusi vysledkd,

- interpretaci vysledka.
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B.21 TEST TRANSFORMACE SAVCICH BUNEK - IN VITRO
METODA

Princip metody

Sav¢i bunky lze pouzit pro detekci fenotypickych zmén in vitro indukovanych
chemickymi ldtkami spojenych s maligni transformaci in vivo. NejCastéji se
pouzivaji buitkky C3H10T1/2 , 3T3, SHE, Fischerovych potkanii a test se opird
o zmény bunééné morfologie, tvorbu loZisek, nebo zmény v uchyceni
v semisolidnim agaru. Méné se pouzivaji systémy detekujici ostatni fyziologické ¢i
morfologické zmény v buiikdch po expozici karcinogennim latkdm. Zadny vysledek
in vitro testu neni ditkazem karcinogenity. Nékteré systémy jsou schopné detekce
promotortl. Cytotoxicita miiZze byt zjiSténa hodnocenim tucinku testované latky na
schopnost vytvéaret kolonie (cloning efficiency), nebo ovlivnhénim rychlosti ristu
kultury. Pfi hodnoceni cytotoxicity se vychdzi ze skutecnosti, Ze expozice testované
latce byla toxikologicky relevantni, ale pfesto ji nelze pouzit k urceni frekvence
transformace ve vSech experimentech, protoZze u nékterych mohlo dojit
k prodlouZeni inkubace, nebo k replatingu.

Popis metody
Ptiprava

Buriky

Existuje fada bunécnych linii a primokultur pouZitelnych k testu transformace.
Experimentdtor musi zajistit, Ze buniky pouZité v testu transformace vykazuji
piislusné fenotypické zmény po expozici zndmym karcinogenem a Ze test pouzivany
laboratofi je ovéfen a Ze je dokumentovdna jeho oprdvnénost a spolehlivost.

Médium
Pouzitd média a experimentdlni podminky musi byt vhodné pro pouzity test
transformace.

Testované ldtky

Testované latky se rozpoustéji, nebo suspenduji v kultivaénim médiu, nebo ve
vhodném rozpoustédle pred ovlivnénim bunék. Konecnd koncentrace rozpoustédla
v kultufe nesmi ovlivnit Zivotnost bunék, rdstovou rychlost nebo vyskyt
transformace.

Metabolickd aktivace

Buriky jsou exponovany testované ldtce v pfitomnosti a bez pfitomnosti vhodného
metabolického aktivacniho systému. Alternativné mohou byt pouzity burky
s vlastni metabolickou aktivitou, jestliZe jeji vlastnosti jsou vhodné pro testované
latky.
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1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

1.2.3

Experimentdlni podminky

Negativni a positivni kontroly

Do kazdého experimentu musi byt zafazeny positivni kontroly s pouzitim ldtek
piimo pusobicich, i vyZadujicich metabolickou aktivaci. Musi byt zafazeny také
negativni kontroly (s rozpoustédlem).

Ptiklady ldtek pro positivni kontroly:

- piimo pusobici ldtky: etylmetansulfondt, B-propiolakton,

- latky vyZadujici metabolickou aktivaci: 2-acetylaminofluoren, 4-dimetylaminoazo-
benzen, 7,12-dimetylbenzantracen.

Je-li tfeba, je moZné zatadit dalsi positivni kontrolu ze stejné chemické skupiny jako
je testovana ldtka.

Koncentrace

Testuji se nejméné tii davky. Tyto koncentrace musi vyvoldvat toxicky efekt zavisly
na koncentraci, nejvyssi koncentrace zplsobuji nizkou udroven prezivani bunék,
v nejnizsi koncentraci je prezivani bunék pfiblizné stejné jako v negativni kontrole.
Ve vodé relativné nerozpustné ldtky je tfeba testovat aZz na hranici jejich
rozpustnosti za pouziti vhodnych postupd. Nejvyssi pouzitd koncentrace ve vodé
rozpustné netoxické latky se urcuje individudlné.

Popis postupu

Buriky musi byt exponovdny dostate¢nou dobu zdvislou na pouZitém testovacim
systému. Ta muiZe zahrnovat i opakovanou expozici testované ldtce spojenou
s vyménou média (ev. vyménou Cerstvé metabolické aktivaéni smési) jestlize se
jednd o prolongovanou expozici. Buniky bez dostate¢né vlastni metabolické aktivity
musi byt exponovédny testované ldtce v prfitomnosti i nepfitomnosti vhodného
metabolického aktiva¢niho systému. Na konci expozice je z bunék proplachnutim
odstranéna testovand ldtka a kultivace probihd ddle za vhodnych podminek pro
transformaci. Pak je zaznamendvdn vyskyt transformace. VSechny vysledky musi
byt ovéfeny v nezdvislych experimentech.

UDAJE

Udaje musi byt presentovany v tabulkové formé. Je vhodné vyjadiovat piezivani
bunék jako procento kontrolni urovné a frekvenci transformaci jako pocet
transformaci na pocet pfezivajicich bunék. Data je tfeba zpracovat vhodnymi
statistickymi metodami.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdva o prubéhu pokusu
Zprdava o pruabéhu pokusu obsahuje, je-li to mozné, informace o:

- pouzitych bunikdch, metoddch pouZitych k udrzovani kultury, poctu kultur,

- kultivacnich podminkdch: koncentraci testované ldatky, dobé inkubace,
rozpoustédle, kultivacnich nddobach, délce a frekvenci expozice, metabolickém
aktivaénim systému, positivnich a negativnich kontroldch, hustoté¢ bunék b&hem
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expozice, specifikaci sledovaného fenotypu, pouziti selektivniho systému (je-li to
vhodné), zdtivodnéni vybéru koncentraci,

- metoddch vycisleni Zivych a transformovanych bunék,
- statistickém vyhodnocent,
- diskusi vysledkii,

- interpretaci vysledk.
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

1.2.2.3

B.22 DOMINANTNI LETALNI TEST U HLODAVCU
METODA

Princip metody

Dominantni letalita zplisobuje embryondlni, nebo fetdlni smrt. Indukce
dominantnich letdlnich mutaci po expozici chemické latce dokazuje, Ze tato latka
poskozuje zdrodecné tkdné exponovaného zvifectho druhu. Obecné se pfijim4d, ze
dominantni letdlni mutace jsou zptisobeny poskozenim chromozémt (strukturdlni a
numerické abnormality). Smrt embrya exponované samice muzZe byt také vysledkem
toxického ucinku.

Samci jsou exponovdni testované ldtce a pdfeni s neovlivnénymi, intaktnimi
samicemi. Vzestup mrtvych implantaci na samicku v exponované skupiné nad pocet
mrtvych imlantaci v kontrolni skupiné vyjadifuje postimplantaéni ztréty.
Preimplantacni ztrdty se hodnoti na zdkladé poctu Zlutych télisek, nebo porovndnim
vSech implantaci na samici v exponované a kontrolni skupiné. Celkovd dominantni{
letalita je soucet pre- a postimplantacnich ztrat. Vypocet celkové dominantni letality
je zaloZen na srovndni Zivych implantaci na samici v exponované skupiné k Zivym
implantacim na samici v kontrolni skupiné. SniZeni poctu implantaci v nékterém
intervalu mulze byt zplisobeno zanikem bunék (tj. spermatocytd a/nebo
spermatogonif).

Popis metody

Piiprava

Testovanou ldtku rozpustit, nebo suspendovat ve fyziologickém roztoku. Latky
nerozpustné ve vodé se fedi, nebo suspenduji ve vhodném rozpoustédle. Pouzité
rozpoustédlo nesmi reagovat s testovanou ldtkou ani vyvoldvat toxické ucinky. Pfed
aplikaci je tfeba pfipravovat Cerstvé nafedénou testovanou latku.

Experimentdlni podminky

Zpiusob aplikace

Testovand latka se obvykle poddvd pouze jednou. Na zdkladé toxikologickych
informaci je mozné podavat latku opakované. Obvykly zpiisob aplikace je ordlni
sondou nebo intraperitonedlni injekce. Mohou byt vhodné i jiné zpusoby aplikace.
Experimentdlni zvirata

Pro test se doporucuji pouzit potkani, nebo mysi. Zdrava, pohlavné dospéld zvitata
jsou ndhodné rozdélena na exponované a kontrolni skupiny.

Pocet a pohlavi

Je tfeba pouzit dostateény pocet exponovanych samct s ohledem na spontdnni
variabilitu hodnocené biologické charkteristiky. Pocet se fidi pfedem zjiSténou
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1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.2.6

1.2.3

detekeni citlivosti a silou statistického testu. V typickém pfipadé se na piiklad voli
takovy pocet samcii, aby se dosdhlo 30 - 50 bfezich samic na pfipoustéci interval.

Negativni a positivni kontroly

Positivni a negativni (s rozpoustédlem) kontroly musi byt zafazeny do kazdého
experimentu. JestliZe vS§ak ma laboratof k dispozici pfijatelné vysledky positivnich
kontrol z neddvnych experimentli, mohou byt pouZity. Latky pro positivni kontroly
musi byt pouZity ve vhodnych, nizkych ddvkach aby byla prokdzéna citlivost testu
(napf. MMS, intraperitonedlng, 10 mg.kg™).

Ddvkovdni

Nejcastéji se pouzivaji tii ddvkové hladiny. Nejvyssi ddvka md vyvoldvat zndmky
toxicity, nebo sniZzené fertility u exponovanych zvitat. V nékterych ptipadech je
postacujici jedna vysokd ddvka.

Limitni test

Netoxické latky se poddvaji v jedné ddvee 5 g.kg”, nebo v ddvce 1 g.kg™.den™ pii
opakované aplikaci.

Popis postupu

Existuje nékolik postupt. Nejcastéji se pouzivd jednordzovd aplikace. Muze vSak
byt pouZito jiné schéma.

Jeden samec je opakované kiiZen s jednou, nebo dvémi neovlivnénymi, intaktnimi
sami¢kami ve vhodnych intervalech po aplikaci latky. Sami¢ky musi byt u samcti
nejméné po dobu trvdni jednoho cyklu fije, nebo pokud se neprokdzi spermie ve
vaging, €1 vagindlni zédtka.

Pocet péafeni po expozici je ddn schématem expozice a musi zahrnovat vSechna
stddia zdrode¢nych bunék sledovanych po expozici.

Samice jsou utraceny cervikdlni dislokaci ve druhé poloviné bfezosti a obsah délohy
je vySetfen k urceni poctu mrtvych a Zivych implantaci. Vajecniky musi byt
vySetieny k uréeni poctu zlutych télisek.

UDAJE

Udaje o poétu samcii, poétu biezich samic, a poétu nezabfezlych samic jsou
uvddény v tabulkdch. Vysledky kazdého pdreni, véetné identifikace kazdého samce
a samice jsou uvddény samostatné. Kazdad samice musi mit zdznam o tydnu péfent,
o ddvce podané samci, o poctu Zivych a mrtvych implantacich.

Zhodnoceni celkového dominantniho letdlniho efektu je zaloZeno na srovndni poctu
Zivych implantaci na samici v exponované skupiné s poctem Zivych implantaci
v kontrolni skupiné. Pomér mrtvych ku Zivym implantacim v exponované skupiné
ke stejnému poméru v kontrolni skupiné po analyze vypovidd o postimplantacnich
ztrdtach.

V tabulce musi byt jasné odliSeny Casnd a pozdni letalita. Musi byt zaznamendny i
preimplantacéni ztrdty. Ty mohou byt vypocitdny jako rozdil mezi poctem corpora
lutea a poftem implantaci, nebo jako sniZeni primérného poctu implantaci na
dé€lohu ve srovndni s kontrolou.
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Udaje jsou vyhodnoceny vhodnymi statistickymi metodami.
3. ZAVERECNA ZPRAVA
3.1 Zprdva o prubéhu pokusu
Zprdva o prub&hu pokusu obsahuje, je-li to mozZné, informace o:

- druhu, kmeni, véku a vdze zvifat, pocet zvifat od kazdého pohlavi
v exponovanych a kontrolnich skupindach,

- testované latce, rozpoustédlu, ddvkovych hladindch a divodech jejich vybéru,
negativnich a positivnich kontroldch, udajich o toxicité,

- zpisobu poddani a schematu expozice,

- schéma péfeni,

- metoddch k prikazu pédrent,

- doba usmrceni,

- kriteria pro pocitani dominantnich letdlnich efektd,
- vztah ddvka/odpovéd’,

- statistické hodnoceni,

- diskuse vysledkt,

- interpretace vysledkd.



Strana 7930

Sbirka zdkont & 251 / 1998 Cistka 88

1.1

1.2

1.2.1
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1.2.1.2

B.23 CYTOGENETICKA ANALYZA SAVCICH ZARODECNYCH BUNEK
INVIVO

METODA

Princip metody

Tento cytogeneticky test in vivo detekuje strukturdlni chromozémové aberace ve
spermatogoniich. Je zaloZzen na analyze mitéz spermatogonii z hlediska
chromatidovych a chromozémovych typl aberaci.

V metod€ se pouZzivaji prepardty z testes savcd, ktefi byli exponovani testované
latce vhodnym zptisobem a usmrceni v rlznych intervalech. Zvifata jsou pfed
usmrcenim ovlivnéna inhibitorem délictho vfeténka, jako je kolchicin,
k nahromadéni bunék ve stddiu metafdze (C - metafdze). Jsou zhotoveny
mikroskopické prepardty, usuSeny na vzduchu, obarveny a analyzovany
v mikroskopu.

Analyza spermatocytti v diakinézi (metafdze 1) pro hodnoceni mnohodetnych
translokaci po ovlivnéni kmenovych bunék spermatogonii mize poskytnout dalsi
uzitecné informace.

Popis metody

Ptiprava

Testované latky jsou rozpustény v isotonickém fyziologickém roztoku. JestliZze jsou
nerozpustné, jsou rozpuStény, nebo suspendovdny ve vhodném rozpoustédle.
Pouzivaji se cerstvé piipravené roztoky testované ldatky. Jestlize bylo pouZito
rozpoustédlo pro usnadnéni ddvkovani latky, nesmi reagovat s testovanou ldtkou,
nebo vyvoldvat toxické ucinky.

Zpiusob aplikace

Testované ldtky se vétSinou poddvaji pouze jednou. Opakovand aplikace miiZe byt
pouZita na zdkladé toxikologickych informaci. Opakovand aplikace vSak muze byt
pouzita jen v piipadé, Ze testovand ldtka nevyvolavd vétsi cytotoxicky efekt
v diferencujicich se spermatogoniich.

Obvykly zpusob poddni je ordlni aplikace sondou a intraperitonedlni injekce.
Mohou byt vhodné i ostatni zptsoby aplikace.

Experimentdlni zvirata

Nejcastéji se pouzivaji mysi a ¢insky kiecek. Mohou vSak byt pouZity 1 jiné savéi
druhy.

Pohlavné dospéli samci jsou ndhodnym vybérem rozdéleni do exponovanych a
kontrolnich skupin.



Castka 88

Sbirka zdkont ¢. 251 / 1998 Strana 7931

1.2.1.3

1.2.1.4

1.2.1.5

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

Pocet zvitat

Pro exponované i kontroln{ skupiny se pouZije nejméné po péti samcich.

Negativni a positivni kontroly

V kazdém experimentu musi byt pouZity soucasné positivni i negativni
(s rozpoustédlem) kontroly.

Latky pro positivni kontroly musi byt pouzity ve vhodnych nizkych ddvkach (napft.
mitomycin C, intraperitonedlng, 0.3 mg.kg™) k prikazu citlivosti testu.

Ddvkovdni

Pouzivd se jedna ddvka testované latky. Tato ddvka md byt maximdlni tolerovanou
davkou, nebo ddvkou vyvoldvajici zndmky toxicity. Je-li tfeba ucit zdvislost
davka/odpovéd, pak je tfeba pouzit nejméné tii ddvek (napf. k potvrzeni slabé
positivni odpovédi). Netoxické latky se testuji v nejvyssi dosazitelné ddvce jak pro
jednordzovou, tak i pro opakovanou aplikaci.

Popis postupu

Zvitata jsou vétSinou ovlivnéna testovanou ldtkou pouze jednou. Ve skupindch
exponovanych nejvyssi ddvce se po expozici odebiraji vzorky nejméné ve tiech
intervalech. Zdkladni interval je 24 h. JestliZze kinetika buné¢ného cyklu muze byt

vvvvvv

interval stejnomérné rozdélené v rozmezi od 6 do 48 h. Pii pouziti dalSich

davkovych hladin je tfeba vzorky odebrat v nejcitlivéjSim intervalu, pokud neni
zndm, pak 24 h po aplikaci.

Alternativné miiZe byt pouZita opakovand aplikace a zvifata jsou pak usmrcena 24 h
po posledni aplikaci. Mohou byt pouZzity dalsi odbérové casy v rozmezi
od 6 do 24 h.

Priprava prepardtii 7 testes

Pfed analyzou mitéz spermatogonii je zvifatim infikovdn intraperitonedlné ve
vhodné ddvce inhibitor mitdzy, napt. kolchicin. Ve vhodném intervalu jsou potom
zvifata usmrcena. U mysi se tento interval pohybuje mezi tfemi azZ péti hodinami,
u ¢inského kiecka vice nez pét hodin.

Pouzivd se metoda suSenych prepardtl (air-drying). Rizné druhy zvitat vyzaduji
modifikaci standardniho postupu. Ziskand buné¢nd suspenze je hypotonizovdna a
fixovdna. Bunky jsou rozprostfeny na sklicko a obarveny. Prepardty jsou pfed
analyzou zakédovany.

Analyza

Na strukturdlni chromozomové aberace je analyzovdno nejméné 100 dobfie
rozprostfenych metafdzi s plnym poctem centromer. Ke zhodnoceni mozného
cytotoxického efektu se pocitd pomér mitéz spermatogonii k prvnim a druhym
meiotickym metafdzim z celého vzorku 100 délicich se bunék na zvite.
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UDAIJE

Ziskané udaje jsou presentovany tabulkovou formou. Pro kazdé exponované a
kontrolni zvife se vSechny typy aberaci uvadé¢ji samostatné. Uvddi se celkovy pocet
analyzovanych bunék a celkovy pocet aberantnich bunék na kaZdou skupinu. Pro
kazdy parametr se uvadi primér a smérodatnd odchylka. Je-li to stanoveno, uvadi se
v tabulce pro kazdou exponovanou a kontrolni skupinu primér poméru mit6z
spermatogonii k prvnim a druhym meiotickym metafdzim.

Vsechny udaje jsou zhodnoceny vhodnou statistickou metodou.
ZAVERECNA ZPRAVA
Zprava o pribéhu pokusu
Zprdava o prubéhu pokusu obsahuje, je-li to mozné, informace o:
- druhu a kmeni samct, véku a vaze samci,
- poctu zvitat v kazdé exponované a kontrolni skupiné,

- podminkdch experimentu, detailni popis ovliviiovani zvitat, ddvkové hladiny,
rozpoustédla, inhibitor déliciho vieténka,

- poctu analyzovanych bunék pro kazdé zvite v kazdé skupiné,

- typu a poctu aberaci u kazdého exponovaného a kontrolniho zvitete
- statistickém hodnoceni

- diskusi vysledkd,

- interpretaci vysledk.
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1.2.1
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1.2.1.3

B.24 SPOT TEST U MYSI

METODA

Princip metody

Je to in vivo test na mySich, u kterych jsou vyvijejici se embrya exponovdna
chemickym ldtkdm. Cilovymi burikami u embry{ jsou melanoblasty a cilovymi geny
ty, které kontroluji pigmentaci srsti. Embrya jsou heterozygoti pro fadu genil
ovliviiujicich barvu srsti. Mutace, nebo ztrdty dominantnich allel v genech
melanoblasti  jsou vyjddfeny recesivnim fenotypem v dcefinych burkdch
vytvéfejicich skvrny (spots) pozménéné barvy srsti narozenych mysi. Pocet
potomkl s témito skvrnami, mutacemi, je zaznamendn a jejich frekvence je
srovnavana s frekvenci u potomkl z kontrol. Mysi spot test detekuje predevsim
somatické mutace v embryondlnich bunkéch.

Popis metody

Ptiprava

Testované latky jsou rozpustény, nebo suspendovdny v isotonickém fyziologickém
roztoku. Ldtky nerozpustné ve vodé jsou rozpustény, nebo suspendovdny ve
vhodném rozpoustédle. Pouzitd rozpoustédla nesmi reagovat s testovanou latkou,
nebo vyvolavat toxicky efekt. PouZivaji se Cerstvé pfipravené roztoky testované
latky.

Experimentdlni zvirata

Mysi kmene T (nonagouti, a/a; chinchilla, pink eye, ¢ * p/c ° p; brown, b/b; dilute,
shon ear, d se/d se; piebald spotting, s/s) jsou kiizeny bud s kmenem HT (pallid,
nonagouti, brachypody, pa a bp/pa a bp; leaden fuzzy, In fz/ /In fz; pearl pe/pe) nebo

s kmenem C57 BL (nonagouti, a/a).

Mohou byt pouzita i jind kiiZzeni, za pfedpokladu Ze budou vznikat nonagouti
potomci. Napt. kiiZeni mezi kmenem NMRI (nonagouti, a/a; albino, c/c) a DBA
(nonagouti, a/a; brown, b/b; dilute d/d).

Pocet a pohlavi zvitat

Pouzije se dostateény pocet zabfezlych samic, aby byl zajiStén dostateény pocet
Zivych potomkt pro kazdou pouZitou ddvku. Vhodn4d velikost vzorku je zdvisld na
poctu skvrn pozorovanych u ovlivnénych mysi a u kontrolnich mysi. Negativni
vysledky jsou akceptovdny pouze v piipad€, Ze bylo hodnoceno nejméné 300
potomkt samic ovlivnénych nejvyssi ddvkou.

Negativni a positivni kontroly

Musi byt pouzity kontroly ovlivnéné pouze rozpoustédlem (negativni kontroly. Ke
zvySeni citlivosti testu mohou byt pouzity kontrolni hodnoty z téZe laboratofe za
predpokladu, Ze jsou homogenni. Neddvné tudaje z positivnich kontrol ziskané
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1.2.1.4

1.2.1.5

1.2.2

v téZe laboratofi pfi expozici ldtce se zndmym mutagennim ucinkem mohou byt
v tomto testu pouZity, jestliZe u testované latky nebyla mutagenita detekovéna.
Zpiisob aplikace

Obvykle se pouzivd ordlni aplikace sondou nebo intraperitonedlni injekce biezi
mysi. Je-li to vhodné, je mozné pouZit inhala¢ni, nebo jiny zptsob aplikace.
Ddvkovdni

Pouzivaji se nejméné dvé davky z nichz jedna vyvoldvd znamky toxicity nebo
zmenSeni velikosti vrhu.

Popis postupu

Zvitata jsou obycejné ovlivnéna testovanou latkou pouze jednou 8., 9., nebo 10. den
brezosti, pficemz za 1.den bfezosti se povaZzuje den zjiSténi vagindlni zatky. Tyto
dny odpovidaji 7.25, 8.25 a 9.25 dnii po koncepci. Opakované ovlivnéni ldtkou lze
provést béhem téchto dnt.

Analyza

U mldd’at je po€itdn a zaznamendvdn pocet skvrn mezi tfetim a ¢tvrtym tydnem po
porodu. Rozlisuji se tfi tfidy skvrn :

(a) bilé skvrny v rozsahu 5 mm ve stiedni ventrdlni linii o kterych se pfedpoklada,
Ze vznikly zanikem bunék (WMVS);

(b) zluté skvrny typu agouti, se vyskytuji v okoli mléénych 7laz, genitdlii, hrdla,
axil, oblasti slabin a uprostfed cela, a pfedpokldda se, Ze vznikaji v dlisledku chybné
diferenciace (MDS);

(c) zbarvené a bilé skvrny ndhodné rozmisténé v srsti jako vysledek somatickych
mutaci (RS).

VSechny tfi skupiny jsou zaznamendvdny, ale pouze posledni, RS, je geneticky
relevantni. ObtiZze s odliSenim mezi MDS a RS je mozné vyfeSit pozorovanim
chlupti ve fluorescenénim mikroskopu.

Zaznamendvaji se ndpadné, velké morfologické malformace potomka.

UDAIJE
Ziskana data jsou uvadéna jako celkovy pocet sledovanych potomkt a pocet mlad’at
majicich jednu, nebo vice skvrn vyvolanych somatickymi mutacemi. Udaje ziskané
z kontrolnich a exponovanych skupin se porovndvaji vhodnymi metodami. Udaje
jsou také uvddény jako ziskané hodnoty na vrh.
ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdva o prubéhu pokusu
Zpréva o pribéhu pokusu obsahuje, je-li to mozné, informace o:

- kmeni pouzitém pfi kiiZeni,

- poctu zabfezlych samic v experimentdlni a v kontrolni skupiné,
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- primérné velikosti vrhu v experimentdlni a v kontrolni skupiné pii porodu a pii
odstaveni,

- dédvkovych urovnich testované latky,

- pouZzitém rozpoustédle,

- ve kterém dni biezosti byla testovand latka aplikovéna,
- 0 zpusobu podani testované latky,

- celkovém poctu sledovanych potomki, a jejich pocet s WMVS, MDS a RS v
experimentdlni a kontrolni skupiné,

- hrubych morfologickych malformacich,

- vztahu ddvka/odpovéd u RS, je-li to mozné,
- statistickém hodnoceni,

- diskusi vysledki,

- interpretaci vysledka.
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.1.1

1.2.1.2

1.2.1.3

B.25 PRENOSNE TRANSLOKACE U MYSI

METODA

Princip metody

Test na prenosné translokace u mySi detekuje strukturdlni a numerické
chromozémové zmény v savcich zdrodecnych burkdch zachycené v prvni generaci
potomkdu. Indukované zmény jsou reciproké translokace a u samicich potomk jesté
ztraty X-chromozomu. Nositelé translokaci a XO-samice vykazuji sniZzenou fertilitu,
kterd se vyuziva pro vybér F; potomstva pro cytogenetickou analyzu. Upln4 sterilita
je zpisobena nékterymi typy translokaci (X-autosom a c-t typ). Translokace jsou
analyzovdany mikroskopicky v meiotickych buiikkdch samcli ze spermatocytd ve
stadiu diakinézy-metafaze I, nebo F; samci ¢i samcich potomka F; samic. Samice
XO jsou cytogeneticky identifikovdny pfitomnosti pouze 39 chromozémi
v mitézdch z kostn{ dfené.

Popis metody

Piiprava

Testované latky jsou rozpustény v isotonickém fyziologickém roztoku. JestliZe jsou
nerozpustné, jsou rozpuStény, nebo suspendovdny ve vhodném rozpoustédle.
Pouzivaji se cCerstvé pfipravené roztoky testované ldtky. Jestlize bylo pouZito
rozpoustédlo pro usnadnéni ddvkovdni latky, nesmi reagovat s testovanou latkou,
nebo vyvoldvat toxické ucinky.

Zpiisob aplikace

Aplikuje se obvykle ordlné sondou, nebo intraperitonedlni injekci. Mohou byt
pouzity i jiné vhodné zptisoby aplikace.

Experimentdlni zvirata

Pro snadnéjsi kiizeni a cytologickou verifikaci se pokusy provddi na mysich.
Nepozaduje se Zddny specificky kmen. Primérnd velikost vrhu by méla byt vétsi
nez osm a meéla by byt relativné konstantni. PouZivaji se zdravd, pohlavné dospéla
zvitata.

Pocet zvirat

Pocet zvitat nutné zdvisi na frekvenci spontdnnich translokaci a na minimdlnim
poctu indukovanych translokaci vyZadovaném pro positivni kontrolu.

Test se obvykle provadi analyzou samct F; potomkd. Nejméné 500 samci v F;
generaci je testovdno v kazdé exponované skupiné. Jestlize budou analyzovany také
samice F; generace potomkd, pak se vyzaduje 300 samcii a 300 samic.
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1.2.1.4

1.2.1.5

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

Negativni a positivni kontroly

Mohou se pouzit adekvatni vysledky kontrol ziskané z predchozich pokusii. JestliZe
jsou dostupné piijatelné vysledky positivnich kontrol z neddvného pokusu z téze
laboratofe, mohou byt pouZity.

Ddvkovdni

Pouzivad se jedna davka, obycejné nejvyssi ddvka vyvoldvajici minimdlni toxicky
efekt ale bez vlivu na reprodukéni chovdni nebo prezZivdni. Pro stanoveni vztahu
davka/odpovéd’ je tfeba dvou dalsich, nizsich ddavek. U netoxickych ldtek se pouZzije
nejvyssi dosazitelnd davka.

Popis postupu

Expozice a oplodnéni

Pouzivaji se dva zpilisoby expozice. Nejcastéji se pouziva jedna aplikace testované
latky. Také je moZn4 varianta poddvani testované ldtky sedm dni v tydnu po 35 dnd.

Pocet oplodnéni po expozici je fizen schématem experimentu a musi zajistit, Ze
vSechna buné¢na stddia zdrodeénych bunck budou analyzovdna. Na konci obdobi
oplodiiovédni jsou samice samostatné rozdéleny do kleci. Po porodu je tfeba
zaznamenat datum, velikost vrhu a pohlavi mldd’at. Po vrhu jsou samd¢i 1 samici
potomci oddéleni az do doby zatazeni do experimentu.

Zjistovdni translokacnich heterozygoti

PouZivd se jedna ze dvou moznych metod. Test fertility F; potomki a ndslednd
verifikace mozZnych nositeld translokaci cytogenetickou analyzou nebo
cytogenetickd analyza vSech samct F; generace bez predchoziho vybéru pomoci
testu fertility.

(a) Test fertility

Snizend fertilita zvifat v F; generaci se miZe stanovit z velikosti vrhu a/nebo
analyzou obsahu dé€lohy samic. Kritéria ureni normadlni a snizené fertility musi byt
stanovena pro kazdy kmen pouZitych mysi.

Velikost vrhu: F; samci ureni k testovdni jsou oddéleni samostatné do kleci se
samicemi ze stejného experimentu, nebo stejné skupiny. Klece jsou kontrolovdny
denné pocinaje 18.dnem po oplodnéni. Velikost vrhu a pohlavi F, potomki jsou
zaznamendny pii porodu, hned poté jsou oddéleni. Jestlize jsou testovdny F; samice,
F, potomci malych vrhii jsou uchovdvdni pro dalsi testy. Samice-nositelky
translokaci jsou verifikovdny cytogenetickou analyzou translokaci u jakéhokoliv
jejich muzského potomka. X0-samice jsou uréeny zménou sex ratio mezi jejich
potomky z 1:1 na 1:2 samci vs. samice. V ndsledném kroku jsou normdlni F; zvitata
vyfazena z dalSiho testovdni jestlize prvni F, vrh dosahuje, nebo pfevySuje pfedem
ur¢enou normdlni hodnotu, jinak jsou zaznamendny druhé a tifeti vrhy.
F; zvitata kterd nemohou byt klasifikovdna jako normdlni po vyhodnoceni tii F,
vrhd, jsou ddle testovdna bud’ analyzou obsahu délohy, nebo jsou pfimo podrobena
cytogenetické analyze.

Analyzy obsahu délohy: Redukce velikosti vrhu u nosict translokaci je zptsobena
smrti embryi, takZe vysoky pocet mrtvych implantaci indikuje pfitomnost
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translokaci u testovanych zvifat. Testovani F; samci jsou pfipousténi kazdy ke 2 - 3
samicim. Oplodnéni se zjiSt'uje denni ranni kontrolou vagindlni zdtky. Samice jsou
usmrceny 14. -16.den a jsou zaznamendny Zivé a mrtvé zdrodky.

(b) Cytogeneticka analyza

Metodou air-drying jsou pfipraveny prepardty z testes. NosiCi translokaci jsou
urceni na zdkladé pfitomnosti multivalentnich figur ve stddiu diakinézy - matafdze I
v primdrnich spermatocytech. Ndlez nejméné dvou bunék s multivalentnimi
asociacemi spliiuje poZzadovany dikaz, Ze testované zvite je nositelem translokace.
Jestlize byl proveden vybér no breeding, vSichni F; samci jsou vySetieni
cytogeneticky. Na kazdého samce musi byt mikroskopicky vySetieno nejméné 25
bunék v diakinéze - metafdze I. Analyza mitotickych metafdzi ve spermatogoniich
nebo v kostni dieni se vyZaduje u samcl s malymi testes a potla¢enim meiozy pred
diakinézou, nebo u F; samic suspektnich X0. Ptitomnost neobvykle dlouhého
a/nebo kratkého chromozému v kazdé z 10 bunék je dikazem pro ¢aste¢nou sam¢ei
translokacni sterilitu (c-t typ). Nékteré X-autosomalni translokace zpasobujici sam¢i
sterilitu mohou byt identifikovdny pouze pruhovanim mitotickych chromozomd.
Ptitomost 39 chromozomt ve vSech 10 mitézach je dikazem pro X0 samice.

UDAIJE
Ziskané udaje jsou presentovdny tabulkovou formou.

Pro kazdy interval pfipousténi je zaznamendna prumérnd velikost vrthu a pomér
pohlavi (sex ratio).

Pro odhad ferility F; zvifat se uvadi primérnd velikost vrhu kontroly a individudln{
velikosti vrhli F; nosict translokaci. Pro analyzu obsaht délohy se uvadi primérny
pocet Zivych a mrtvych zdrodkd v kontrole a individudlni pocty Zivych a mrtvych
zarodki pro kazdé ptipousténi F; nosici translokaci.

Pfi cytogenetické analyze diakinéze-metafdze I se uvadi pocet typli multivalentnich
figur a celkovy pocet bunék pro kazdého nosice translokaci.

Pro F; steriln{ jedince se zaznamendva pocet a doba pfipusténi. Déle se uvadi vdha
testes a podrobnosti o cytogenetické analyze.

U X0 samic se uvddi primérnd velikost vrhu, sex ratio F, potomkl a vysledky
cytogenetické analyzy.

V pfipadé, Ze pomoci testil fertility byly predbézné vybrdani mozni nositelé F;
translokaci, je tieba v tabulkdch uvést informaci o skute¢ném poctu potvrzenych
translokacnich heterozygotu.

Musi byt uvedeny udaje o negativnich a positivnich kontroldch.
ZAVERECNA ZPRAVA

Zprdva o prubéhu pokusu

Zprdava o pribéhu pokusu obsahuje, je-li to mozné, informace o:

- kmenu mysi, stafi a vdze exponovanych zvitat,

- poctu rodi¢ovskych zvitat pro kazdé pohlavi v exponovanych a kontrolnich
skupindch,
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- experimentdlnich podminkdch, detailni popis ovliviiovdni zvifat, ddvkové
hladiny, rozpoustédla a schéma pfipousténi

- poctu a pohlavi mlddat na samici, pocet a pohlavi potomkd chovanych pro
analyzu translokaci,

- dobé a kritériich analyzy translokaci,

- pocet a detailni popis nosicl translokaci, véetné tidajl o bfezosti a obsahu délohy,
- popis cytogenetické metody a mikroskopické analyzy, pokud moZzno s obrdzky,

- statistické hodnoceni,

- diskuse vysledkd,

- interpretace vysledkd.
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

B.26 SUBCHRONICKA TOXICITA ORALNI

(90denni opakované podavani per os, studie na hlodavcich)

METODA

Princip testovaci metody

Testovand ldtka se poddvd denné ordlné po 90 dni v odstupniovanych davkdch
nékolika skupindm pokusnych zvifat, a to kazdé skupiné jedna uroven ddvky.
Béhem obdobi poddvdni se zvifata denné pozoruji, aby se zjistily pfiznaky toxicity.

v

pitvaji.
Popis metody

Piiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvitata chovdna v podminkdch ustdjeni a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu. Pfed testem se zdravd mladd dospéld zvifata
ndhodné ptiradi do jednotlivych experimentdlnich skupin.

Testovanou ldtku lze poddvat v potravé, sondou, v kapslich nebo v pitné vodé.
Vsem zvitatiim se testovand latka poddvd po celou dobu pokusu stejnou metodou.
Pokud se uZije pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo jind aditiva, musi byt o nich

zndmo, 7Ze nemaji toxicky ucinek. Existuji-li vhodnd diivéjsi data, je mozZno je
vyuZzit.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvifata

Dava se prednost potkaniim, pokud nejsou zndmy davody proti tomu. Je tieba
pouzivat mladych zdravych zvifat z béZné uzivanych pokusnych kmeni. V idedlnim
piipadé by na pocdtku poddvdni latky méli byt potkani mlads$i neZ 6 tydnd,
v zddném piipadée starsi nez 8 tydnd. Na zacdtku studie by nemélo variacni rozpéti
hmotnosti zvifat (pro kazdé pohlavi zvlast’) pfekrocit + 20 % stfedni hodnoty.
Provddi-li se subchronicky ordlni test jako pfedbézny test pfed dlouhodobym
testem, v obou studiich se ma pouZit stejny ZivociSny druh a kmen.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou hladinu ddvek pouzit nejméné 20 zvitat (10 samic a 10 samcil). Samice
musi byt nullipary a nesmi byt biezi. Pokud se zvifata budou zabijet v pritbéhu
studie, je nutno zvysit celkovy pocet zvifat o pocet zvitat, kterd budou zabita pfed
koncem pokusu. Mimoto je mozZzno poddvat dalsi skupiné (satelitni skupiné) 20ti
zvitat (10 zvitfat kazdého pohlavi) po dobu 90dnt nejvyssi davku a béhem
ndsledujicich 28 dnl po podédvani sledovat vratnost, pfetrvdvani nebo zpoZdény
vyskyt toxickych dcinkd.
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1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.3

Ddvkovdni

Je tfeba pouzit nejméné tfi urovné ddvek a jednu kontrolni skupinu. S vyjimkou
aplikace testované latky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako
s pokusnymi. Pouzivé-li se vehikulum pro usnadnéni aplikace, poddvd se kontroln{
skupin€ stejnym zpisobem jako pokusnym skupindm, a to ve stejném mnozstvi,
které obdrzi skupina, které se aplikuje nejvyssi ddvka. Nejvyssi drovenn davky ma

vV

TV s

davka méla vyvolat jen toxicky uc¢inek na hranicich zjistitelnosti. Aplikuji-li se vice
nez 3 urovné ddvek, maji byt voleny tak, aby vyvolaly odstupfiované toxické ucinky.

Ve skupiné s nizkou a stfedni turovni ddvky a v kontrolni skupiné by pocet uhynut{
m¢él byt nizky, jinak je vyhodnoceni vysledkli obtizné.

Podaéva-li se testovand ldtka v potraveé, mize se pouZit bud’ konstantni koncentrace
(v ppm nebo mg.kg! potravy) nebo konstantni ddvkovani ve vztahu k télesné
hmotnosti zvifete; pouZitou alternativu je tfeba uvést. Aplikuje-li se ldtka sondou,
mélo by se tak dit kazdy den ve stejnou dobu, a ddvkovdni v pravidelnych
intervalech (tydennich nebo ¢trndctidennich) pfizptisobovat zméndm télesné
hmotnosti zvitete.

Limitni test

Provede-li se 90-denni test niZe popsanou metodou a nevyvold-li aplikace davky
1000 mg.kg"' télesné hmotnosti za den (nebo davky vyssi - odpovidajici mozné
expozici Clovéka, je-li tato zndma) zadné toxické ucinky, je mozno od dalsiho
testovani upustit. Podava-li se mdlo toxickd ldtka v potravé, je tieba zajistit, aby ani
aplikované mnozstvi ani dalsi vlastnosti testované latky nebrdnily normalni vyzivé
zvitat.

Doba pozorovdni

Vsechna zvitata je tfeba denné pozorovat a zaznamendvat toxické ucinky, jejich
dobu objeveni, stupeii a trvdni. Je tifeba zaznamenat dobu uhynuti a ¢as, ve kterém
se objevi a opét odezni toxické ucinky.

Popis postupu

V idedlnim piipad€ se zvitfatim poddvd testovand ldatka 7 dni v tydnu po dobu
90dnt. Zvitata v satelitnich skupinéch, kterd jsou uréena k ndslednému pozorovani,
jsou pozorovdana dalsich 28 dnt bez aplikace, k posouzeni zotaveni z otravy nebo
pretrvdvani toxickych tcinkf.

Pozorovani v kleci zahrnuje zmény kize, srsti, oci, sliznic, dychdni a krevniho
obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy, somatomotorické
aktivity a chovdni. Pifjem potravy (a pfijem vody pfi poddvdni testované latky
v pitné vod¢€) a hmotnost zvitat se zaznamenavaji tydné.

Je tfeba zajistit pravidelnou kontrolu zvitat, aby pokud mozZno nedochdzelo ke

ztratdm zvitat jako napt. v dasledku kanibalismu, autolyzy tkdni nebo chybného
zatazeni.
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1.2.3.1

Po skonceni studie se vSechna zvitata, kterd pfezila, s vyjimkou satelitnich skupin,
pitvaji. Umirajici zvitata je tfeba okamZzité vyfadit, humdnné utratit a pitvat.

U vSech zvifat véetné kontrolnich se bézné provddéji ndsledujici vySetient:

(a) Oftalmologické vysettfeni oftalmoskopem nebo rovnocennym pfistrojem se ma
provést pred poddvanim testované latky a na konci studie nejlépe u vSech zvitat, ale
alesponl u nejvyssi ddvky a u kontrolnich skupin. Najdou-li se o¢ni zmény, vySetii se
vSechna zvitata.

(b) Na konci pokusu se ma provést hematologické vysetieni, které md zahrnovat
stanoveni hematokritu, koncentrace hemoglobinu, poctu erytrocytii, celkového a
diferencidlniho poctu leukocytl a testy srdZlivosti krve jako napfiklad dobu
srazlivosti, protrombinovy ¢as (Quickiiv), trombinovy ¢as ¢i pocet trombocytd.

(c) Na konci pokusu se ma provést biochemickd analyza krve. Pro vSechny studie je
vhodné stanovit koncentraci elektrolytli, metabolismus glycidd, funkci jater a
ledvin. Vybér specifickych testl je uren pozorovdanim zplsobu ucinku latky.
Doporucuje se stanovovat vapnik, fosfor, chloridy, sodik, draslik, glukézu na la¢no
( trvani doby hladovéni se voli podle zivocisného druhu a kmene),
alaninaminotransferasa (dfive pyruvdt-transaminasa) a aspartataminotransferasa séra
(dfive  glutamdt-oxalacetdt-transaminasa), ornithin = dekarboxyldsa, gama-
glutamyltranspeptiddsa, dusik mocoviny, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin a
celkové bilkoviny v séru. Mezi dalsi charakteristiky, které mohou byt potiebné pro
uplné toxikologické hodnoceni, patfi stanoveni: lipidii, hormont, acidobasické
rovnovahy, methemoglobinu, aktivity cholinesterasy. DalSi biochemické analyzy
mohou byt v pfipadé€ potfeby pouzity pro studium §irStho spektra dcinki.

(d) Anylyza moce se nevyzaduje jako béZny postup, ale jen na podkladé ocekdvané
nebo pozorované toxicity.

Pokud nejsou pfiméfend historickd kontrolni data, md se uvdZit stanoveni
hematologickych a biochemickych parametri jesté pred podavanim.

Pitva

U vSech zvitat pouzitych ve studii se provede pitva zahrnujici zevni prohlidku
povrchu téla, vSech télnich otvortl, lebni, hrudni a bfiSni dutiny vcetné jejich
obsahu. Jatra, ledviny, nadledviny, Stitnd Zlaza (s pfistitnymi télisky) a varlata se co
nejdiive po sekci zvdzi ve vlhkém stavu, aby se predeslo vysychdni.

Ndsledujici orgdny a tkdné je tfeba prechovédvat ve vhodném médiu s ohledem na
moznd pozdé€jsi histopatologickd vySetfeni: vSechny tkdné s makroskopickym
postiZenim, mozek - v fezech medula/pons, kiira mozku a mozecku, podvések
mozkovy, §titnd Zldza/ pfiStitnd téliska, tkdfl na misté brzliku, pridusnice a plice,
srdce, aorta, (slinné Z7lazy), jatra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka bfisni,
varlata a vajecniky, dé€loha, (pfidatné pohlavni organy), (kiZze), jicen, zaludek,
dvandcternik, tenké , tlusté a slepé stfevo, kone¢nik, mocovy méchyft, lymfatické
uzliny, (sami¢i mlécnd Zzlaza), (stehenni sval), periferni nerv, (o€i), hrudni kost
s kostni dfeni, (kost stehenni véetné kloubnich ploch), pdteini micha ve tfech
drovnich - kréni, stfed hrudni a bederni, a (slzné 7Zlazy). Tkdané v zdvorkdch se
posuzuji v pfipadé€, pokud lze na jejich postizeni usuzovat z ptiznakl toxicity nebo
pokud souviseji s cilovym orgdnem.
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1.2.3.2 Histopatologickd vySetreni

(a) Uplné histopatologické vysetieni orgdnti a tkdni je tfeba provést u viech zvitat
skupiny, které byla poddna nejvyssi ddvka, a u zvifat kontrolni skupiny.

(b) Je tfeba vysetfit vSechna makroskopickd postiZeni.
(c) Je tfeba vySetfit cilové orgdny v jinych davkovych skupindch.

(d) Plice zvitat ve skupindch s nizkou a stfedni davkou se maji histopatologicky
vysettovat k zjiSténi pfiznaki infekce, protoZe to poskytuje obraz zdravotniho stavu
zvitat. Je tfeba také uvazit histopatologické vySetfent jater a ledvin u téchto skupin.
Dalsi histopatologickd vySetfeni se u zvifat t€chto skupin nemusi provadét rutinné,
musi se vSak provést vZdy na orgdnech, na kterych bylo zji§t€no postizeni ve
skupiné s vysokou dévkou.

vz

(e) Pouziva-li se satelitni skupiny, musi se provést histopatologické vysetfeni na
tkdnich a orgdnech, u kterych byly zjiStény ucinky u ostatnich exponovanych
skupin.

UDAJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentdlni skupinu
patrny pocet zvitat na pocatku pokusu a pocet zvitat s poSkozenim a procentuelné
pocet zvitat s jednotlivymi typy poSkozeni. Vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou
statistickou metodou. Je k tomu mozZno pouZit kteroukoliv uzndvanou statistickou
metodu.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o pribéhu pokusu
Zprava o priabéhu pokusu méd pokud mozno obsahovat tyto informace :

- zivo€iSny druh, kmen, ptivod, podminky ustdjeni, potrava,

- experimentdlni podminky, - irovné ddvek (vCetné vehikula, pokud se pouZzije) a
koncentrace,

- Uidaje o toxickych odpovédich podle pohlavi a podle ddvek,

- Uroven bez uc¢inku, pokud ji Ize stanovit,

- doba uhynuti béhem experimentu, piipadné udaj o pfeZiti zvitat do konce
sledovani,

- popis toxickych nebo jinych ucinkda,

- doba, kdy byly pozorovdny jednotlivé abnormdlni ptiznaky a jejich dalsi vyvoj,

- spotfeba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,

- hematologickd vySetieni a jejich vysledky,

- biochemickd vysetieni a jejich vysledky ( véetné vysledkil pfipadnych analyz
modi),

- pitevni ndlezy,

- detailni popis vSech histopatologickych ndlezi,

- statistické vyhodnoceni vysledk, kde je to mozné,

- diskuse vysledki,

- interpretace vysledkd.
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B.27 SUBCHRONICKA TOXICITA ORALNI
(90denni opakované podavani per os, studie na nehlodavcich)

METODA

Princip testovaci metody

Testovand ldtka se poddva denné ordlné po 90 dni v odstupniovanych davkdch
nékolika skupindm pokusnych zvitat (nehlodavctim), a to kazdé skupiné jedna
uroven ddavky. Béhem obdobi poddvdni se zvitata denné pozoruji, aby se zjistily

e,

konce pokusu, se pitvaji.
Popis metody

Piiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvifata chovdna v podminkdch ustdjeni a krment,
v jakych budou béhem experimentu. Pfed testem se zdravd mladd dospéld zvitata
ndhodné pfifadi do jednotlivych experimentdlnich skupin. Testovanou ldtku lze
podavat v potravé nebo mize byt vhodnéjsi poddvani v kapslich. Mohou byt pouZity
také jiné zpusoby ordlni aplikace. VSem zvifatim se testovand ldtka poddva po
celou dobu pokusu stejnou metodou. Pokud se uZije pro usnadnéni aplikace
vehikulum nebo jind aditiva, musi byt o nich zndmo, Ze nemaji toxicky ucinek.
Existuji-li vhodna historickd data, je moZno je vyuZit.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvifata

Obvykle se jako ZivociSny druh - nehlodavec pouZivd pes: ddvd se prednost
definovanému plemeni. Je moZno pouZivat i jinych druhti nehlodavci. Je tfeba
pracovat na mladych zdravych zvitatech; v piipadé€ psti se md s poddvanim zacit ve
véku od 3 do 6 mésicli a ne star§im nez 9 mésicti. Provadi-li se subchronicky ordln{
test jako pfedbézny test pred dlouhodobym testem, v obou studiich se ma pouZit
stejny ZivociSny druh a plemeno.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou droven ddvek pouZit nejméné 8 zvitat (4 samice a 4 samci). Pocet zvitat
na konci pokusu musi byt takovy, aby umoznil vyhodnoceni toxickych dc¢ink.

Ddvkovdni

Je tfeba pouZit nejméné tfi trovné ddvek a jednu kontrolni skupinu. S vyjimkou
aplikace testované latky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako
s pokusnymi. Nejvyssi drovenn ddvky md vyvolat toxické ucinky, ale nezptlisobit
7zadné uhynuti. Nejniz8i uroven davky by neméla vyvolat Zddné piiznaky toxicity.
Pokud existuji odhady expozice u c¢lovéka, md nejniz§i ddvka tuto hodnotu

A

prekracovat. Idedlné by stfedni uroven ddvky méla vyvolat jen toxicky ucinek na
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hranicich zjistitelnosti. Aplikuji-li se vice nez 3 drovné davek, maji byt voleny tak,
aby vyvolaly odstupfiované toxické ucinky.

Ve skupiné€ s nizkou a stfedni urovni ddvky a v kontrolni skupiné by k uhynuti
rovnéZ nemélo dochdzet.

Podéva-li se mdlo toxickd ldtka v potravé, je tfeba zajistit, aby ani aplikované
mnoZstvi ani dalsi vlastnosti testované latky nebranily normalni vyZivé zvitat.

Podava-li se testovand ldtka v potraveé, mize se pouzit bud’ konstantni koncentrace
(v ppm nebo mgkg” potravy) nebo konstantni ddvkovani ve vztahu k télesné
hmotnosti zvifete; pouZitou alternativu je tieba uvést. Poddva-li se latka pfimo,
napiiklad v kapslich, mélo by se tak dit kazdy den ve stejnou dobu, a ddvkovani
v tydennich intervalech ptizpisobovat zméndm télesné hmotnosti zvitete.

Provddi-li se subchronicky ordlni test jako predbézny test pfed dlouhodobym
testem, v obou studiich se ma pouzit stejnd dieta.

Limitni test

Provede-li se 90denni test niZze popsanou metodou a nevyvold-li aplikace divky
1000 mg.kg™" télesné hmotnosti za den (nebo divky vys$si - odpovidajici mozné
expozici Clovéka, je-li tato zndma) Zddné toxické udéinky, je moZno od dalsiho
testovani upustit. Poddva-li se mdlo toxickd litka v potravé, je tfeba zajistit, aby ani
aplikované mnoZstvi ani dalsi vlastnosti testované litky nebrdnily normdlni vyzivé
zvirat.

Doba pozorovdni

z s\t

VSechna zvitata je tfeba denné pozorovat a zaznamendvat toxické ucinky, jejich
dobu objeveni, stupeni a trvani. Je tfeba zaznamenat dobu uhynuti a ¢as, ve kterém
se objevi a opét odezni toxické ucinky.

Popis postupu

V idedlnim piipad€ se zvifatim poddva testovand ldtka 7 dni v tydnu po dobu
90dni. Podéva-li se ldtka jinym zptsobem neZ v potravé, povaZuje se za piijatelné
podavat ldtku 5 dni v tydnu.

Pozorovani zahrnuje (ale neni na né¢ omezeno) zmény kiZe, srsti, oci, sliznic,
dychéni a krevniho obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy,
somatomotorické aktivity a chovdni.

Pfijem potravy (a pfijem vody pii poddvani testované latky v pitné vodé€) a hmotnost
zvitat se zaznamendvaji tydné.

Nejméné jednou denné je tieba provadét peclivd klinickd vySetfeni s vhodnymi
opatfenimi k minimalizaci ztrdt zvifat pro studii. Po skonceni studie se pitvaji
vSechna zvitata, kterd prezila. Umirajici zvifata je tfeba okamzité vyfadit, humanné
utratit a pitvat.

U vSech zvifat véetné kontrolnich se obvykle provedou ndsledujici vySetfent:

(a) Oftalmologické vysetfeni oftalmoskopem nebo rovnocennym pfistrojem se ma
provést pred poddvdnim testované latky a na konci studie nejlépe u vSech zvitat, ale
alespon u nejvyssi ddvky a u kontrolnich skupin. Najdou-li se o¢ni zmény, vySetii se
vSechna zvitata.
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(b) Na zacdtku testu, a potom bud’ v mési¢nich intervalech nebo uprostied a ddle na
konci pokusu se md provést hematologické vySetieni, které md zahrnovat stanoveni
hematokritu, koncentrace hemoglobinu, poctu erytrocytdi, celkového a
diferencidlniho poctu leukocytli a testy srdzlivosti krve jako naptiklad dobu
srazlivosti, protrombinovy ¢as (Quickiiv), trombinovy ¢as ¢i pocet trombocyta.

(c) Na zacdatku testu, a potom bud’ v mésicnich intervalech nebo uprostied a ddle na
konci pokusu se md provést biochemickd analyza krve. Pro vSechny studie je
vhodné stanovit koncentraci elektrolytli, metabolismus glycidt, funkci jater a
ledvin. Vybér specifickych testli je uren pozorovdnim zplsobu ucinku latky.
Doporucuje se stanovovat vapnik, fosfor, chloridy, sodik, draslik, gluk6zu na la¢no
(pficemz trvdni doby hladovéni se voli podle Zivocisného druhu a kmene),
alaninamino transferasa (dfive pyruvdt transaminasa séra) a aspartdtamino
transferasa séra (dfive glutamdt-oxalacetdt transaminasa), ornithin dekarboxyldsa,
gama-glutamyl transpeptiddsa, dusik mocoviny, albumin, kreatinin, celkovy
bilirubin a celkové bilkoviny v séru. Mezi dalsi charakteristiky, které mohou byt
potiebné pro udplné toxikologické hodnoceni, patii stanoveni: lipiddi, hormoni,
acidobasick€é rovnovdhy, methemoglobinu, aktivity cholinesterasy. Dals{
biochemické analyzy mohou byt v pfipadé potieby pouZity pro studium Sir§iho
spektra tcinkt. Pfed odbérem vzorkt krve by nehlodavci méli hladovét (ne vice nez
24 hodin).

(d) Anylyza moce se nevyzaduje jako bézny postup, ale jen na podkladé ocekavané
nebo pozorované toxicity.

Pitva

U vSech zvitat pouzitych ve studii se provede pitva zahrnujici zevni prohlidku
povrchu téla, vSech télnich otvort, lebni, hrudni a bfiSni dutiny vcetné jejich
obsahu. Jdtra, ledviny, nadledviny, $titnd Zlaza (s pfiStitnymi télisky) a varlata se co
nejdiive po sekci zvdzi ve vlhkém stavu, aby se predeslo vysychdni.

Ndsledujici orgdny a tkdné je tieba pfechovdvat ve vhodném médiu s ohledem na
moznd pozdé€jsi histopatologickd vySetfeni: vSechny tkdn€ s makroskopickym
postiZenim, mozek - v fezech medula/pons, kiira mozku a mozecku, podvések
mozkovy, $titnd Zldza, priStitnd téliska, tkan na misté brzliku, (pridusnice), plice,
srdce, aorta, slinné Zldzy, jdtra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka bfi$ni, varlata
a vajecniky, déloha, (pfidatné pohlavni orgédny), (kuze), Zlu¢nik, jicen, Zaludek,
dvandcternik, tenké , tlusté a slepé stfevo, konecnik, mocovy méchyft,
representativni lymfatické uzliny, (sami¢i mlécnd zlaza), (stehenni sval), periferni
nerv, (o¢i), hrudni kost s kostni dieni, (kost stehenni véetné kloubnich ploch), a
(patefni micha ve tfech drovnich - kréni, stfed hrudni a bederni). Tkané v zavorkach
se posuzuji pokud je to indikovdno podle ptiznaki toxicity nebo pokud souviseji
s cilovym orgdnem.

Histopatologickd vySetreni

Uplné histopatologické vySetfeni orgdnti a v tkdni je tieba provést u vsech zvitat
skupiny, které byla poddna nejvy$Si ddvka, a u zvifat kontrolni skupiny.
Histopatologické vySetfeni zvitfat z dalSich ddvkovych skupin se provede na
orgdanech, u kterych byla nalezena poskozeni u skupiny s nejvyssi davkou, nebo
kdyz je to indikovdno na zdkladé klinickych pozorovani.
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UDAIJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentdlni skupinu
patrny pocet zvifat na poc¢datku pokusu a pocet zvitat s poskozenim, typy poskozeni a
procentudlné pocet zvifat s jednotlivymi typy poSkozeni. Vysledky je tfeba
vyhodnotit vhodnou statistickou metodou. Je k tomu moZno pouzit kteroukoliv
uzndvanou statistickou metodu.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdva o pribéhu pokusu
Zprdva o prubéhu pokusu méd pokud mozno obsahovat tyto informace :
- Zivocis$ny druh, plemeno nebo kmen, ptivod, podminky ustdjeni, potrava,
- experimentdlni podminky,
- troven ddvek (véetné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,
- udaje o toxickych odpovédich podle pohlavi a podle ddvek,
- Uroven bez uc¢inku, pokud ji Ize stanovit,

- doba uhynuti béhem experimentu, pfipadné udaj, o pieZiti zvitat do konce
sledovani,

- popis toxickych nebo jinych ucinkd, ( zejména klinické nélezy),

- doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormdlni ptiznaky a jejich dalsi vyvoj,
- spotieba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,

- oftalmologické nélezy,

- hematologickd vySetfeni a jejich vysledky,

- biochemicka vySetfeni a jejich vysledky ( vetné vysledkl pifipadnych analyz
modi),

- pitevni ndlezy,

- detailni popis vSech histopatologickych nalezi,

- statistické vyhodnoceni vysledk, kde je to mozZné,
- diskuse vysledkt,

- interpretace vysledkd.
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B.28 SUBCHRONICKA TOXICITA DERMALNI
(90denni opakovana aplikace, studie na hlodavcich)

METODA

Princip testovaci metody

Testovand latka se aplikuje denné na ktzi po 90 dni v odstupiiovanych ddvkdch
nékolika skupindm pokusnych zvitat, a to kazdé skupiné jedna udroven ddvky.
Béhem obdobi poddvani se zvitata denné€ pozoruji, aby se zjistily pfiznaky toxicity.

Ve,

pitvaji.
Popis metody

Piiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvifata chovdna v podminkdch ustdjeni a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu. Pfed testem se zdravd mladd zvifata ndhodné
piifadi do jednotlivych experimentdlnich skupin.

Krétce pfed zacdtkem pokusu se ostiihd srst na zadech pokusnych zvitat. Vyholeni
srsti je rovnéZ mozné, mélo by se vSak provést cca 24 hodin pred experimentem.
Ostithdni nebo oholeni je potfeba opakovat kazdy tyden. Pii stfihdni nebo holeni
srsti je tieba dbdt na to, aby se neposkodila kiize (napf. abrazi). Pro nandSen{ se
pfipravi nejméné 10 % povrchu téla. Je tfeba vzit v tvahu hmotnost zvifat pii
rozhodovdni o velikosti pfipravované plochy kiiZe a o velikosti kryciho obvazu.

P1i pokusech s tuhymi ldtkami, které mohou byt pfipadn€ upraveny do praskové
formy, je tfeba zkouSenou ldtku dostatecné navlhcit vodou, piipadné vhodnym
vehikulem, aby byl zarucen dobry kontakt s kizi. Testované kapaliny se zpravidla
aplikuji nefedéné. Ldtka se nandsi denné 5 a7z 7 dnt v tydnu.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvifata

Je mozno pouzit dospélé potkany, krdliky nebo morcata, pfipadné i jiné zviteci
druhy, jejich pouziti v§ak musi byt odlvodnéné. Na zacdtku studie by nemélo
variaéni rozpéti hmotnosti zvitfat (pro kazdé pohlavi zvlast’) prekrocit + 20%
stfedni hodnoty. Provadi-li se subchronicky dermdlni test jako pfedbéZny test pred
dlouhodobym testem, v obou studiich se ma pouZit stejny Zivoc¢iSny druh a kmen.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou uroveni ddvek pouZit nejméné 20 zvitat (10 samic a 10 samci) se

o v,

zdravou kiZi. Samice musi byt nullipary a nesmi byt biezi. Pokud se zvifata budou
zabijet v pribéhu studie, je nutno zvysit celkovy pocet zvifat o pocet zvitat, kterd
budou zabita pfed koncem pokusu. Mimoto je moZzno poddvat dalsi skupiné

vl

(satelitni skupin¢) 20ti zvitat (10 zvitat kazdého pohlavi) po dobu 90dnt nejvyssi
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davku a béhem ndsledujicich 28 dnt po podavani sledovat vratnost, pretrvavani
nebo zpozdény vyskyt toxickych tcinki.

Ddvkovdni

Je tfeba pouzit nejméné tii hladiny ddvek a jednu kontrolni skupinu nebo - pokud se
pouZilo vehikula - kontrolni skupinu s aplikaci vehikula. Doba expozice ma byt
nejméné 6 hodin denné. Nanaseni testované latky by se mélo provadét kazdy den ve
stejnou dobu. V intervalech tydennich nebo ¢trnéctidennich je tieba aplikovanou
davku prizpisobovat tak, aby se udrZovala stdld hladina ddvky ve vztahu k télesné
hmotnosti zvifete. S vyjimkou aplikace testované ldtky se se zvifaty v kontroln{
skupiné zachdzi stejné jako s pokusnymi. Pouzivé-li se vehikulum pro usnadnéni
aplikace, poddva se kontrolni skupiné stejnym zptsobem jako pokusnym skupindm,
a to ve stejném mnoZstvi, které obdrzi skupina, které se aplikuje nejvyssi ddvka.

Nejvyssi hladina davky mad vyvolat toxické ucinky, ale nezpilisobit Zddné uhynuti
nebo jen v malém poctu. Nejnizsi hladina davky by neméla vyvolat zddné priznaky
prekracovat. Idedlné by stfedni hladina davky méla vyvolat jen toxicky ucinek na
hranicich zjistitelnosti. Aplikuji-li se vice nez 3 hladiny ddvek, maji byt vmezefené
davky voleny tak, aby vyvolaly odstupniované toxické ucinky. Ve skupiné s nizkou a
stfedni hladinou ddvky a v kontrolni skupiné by pocet uhynuti mél byt nizky, jinak
je vyhodnoceni vysledkt obtizné.

Vede-li aplikace testované latky k tézkému podrdzdéni klze, je tieba sniZit
koncentraci, cozZ u vysoké davkové hladiny mize vést k omezeni nebo vylouceni
ostatnich toxickych ucinkd. Doslo-li k téZkému posSkozeni kiZe, je dokonce za
urcitych okolnosti nutno pokus ukoncit a provést jej znova s nizZ§imi koncentracemi.

Limitni test

Nevyvold-li pfi pfedbézné studii aplikace ddvky 1000 mg.kg' nebo vyssi davky,
kterd odpovidd mozné expozici ¢lovéka, Zadné toxické ucinky, neni dalsi zkouska
nutnd.

Doba pozorovdni

Vsechna zvifata je tfeba denné pozorovat a zaznamendvat toxické ucinky. Je tfeba
zaznamenat dobu uhynuti a Cas, ve kterém se objevi a opét odezni toxické ucinky.

Popis postupu

Zvitata se chovaji v klecich po jednom. Exponuji se studované latce nejlépe 7 dnil
v tydnu po dobu 90 dni. Zvitata satelitni skupiny, kterd jsou uréena pro nasledné
pozorovani, je tieba chovat po dalSich 28 dnil bez expozice, aby se mohla pozorovat
reparace toxickych uc¢inkli nebo jejich pretrvavani. Doba expozice ¢ini nejméné
6 hodin denné.

Testovanou ldtku je tfeba nandSet rovnomérné na celou plochu, kterd pfedstavuje asi
10 % povrchu téla, u vysoce toxickych latek miZe byt tato plocha mensi. Latkou je
tfeba pokryt co nejvetsi ¢ast pokusné plochy rovnomérné v co nejtenci vrstve.

Testovand ldtka je po expozicni dobu udrZovdna v kontaktu s kUZi pomoci
porézniho mulového obvazu a nedrdzdivé ndplasti. Testovaci plochu je ddle tfeba
vhodnym zptisobem prekryt, aby se mulovy obvaz a testovand ldtka fixovaly a aby
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se zabranilo ordlnimu pfijmu. K zamezenf{ poziti latky je mozno pouZit i prostiedkl
pro omezeni volnosti pohybu, uplnou imobilizaci vSak nelze doporucit.

Po uplynuti doby expozice se odstrani zbytky testované latky, pokud mozno vodou
nebo jinym zpisobem vhodnym k ocisténi pokozky.

VSechna zvitata je tfeba denné pozorovat a zaznamendvat pfiznaky otravy véetné
jejich pocatku, stupné a trvdni.

Pozorovéni v kleci zahrnuje zmény srsti, kiize, o¢i a sliznic, a také dychdni a
krevniho obéhu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy,
somatomotorické aktivity a chovdni. Hmotnosti zvifat se zaznamendvaji tydné.
Doporucuje se zaznamendvat tydné i spotfebu potravy. Je tfeba zajistit pravidelnou
kontrolu zvitfat, aby pokud moZno nedochdzelo ke ztratdm zvitfat jako napf.
v disledku kanibalismu, autolyzy tkdni nebo chybného zatazeni. Po skoncenf studie
se vSechna zvitata, kterd prezila, s vyjimkou satelitnich skupin, pitvaji. Umirajici
zvitata a zvitata v téZkém stresu €i trpici bolesti je tfeba okamZité vytfadit, humanné
utratit a pitvat.

U vSech zvitat v€etné kontrolnich se béZné provadéji nasledujici vySetfent:

(a) Oftalmologické vysettfeni oftalmoskopem nebo rovnocennym piistrojem se ma
provést pred poddvanim testované ldtky a na konci studie nejlépe u vSech zvitat, ale
alespon u nejvyssi ddvky a u kontrolnich skupin. Najdou-li se o¢ni zmény, vySetfi se
vSechna zvifata.

(b) Na konci pokusu se ma provést hematologické vysSetieni, které md zahrnovat
stanoveni hematokritu, koncentrace hemoglobinu, poctu erytrocytd, celkového a
diferencidlniho poctu leukocyti a testy srdZlivosti krve jako napfiiklad dobu
srazlivosti, protrombinovy ¢as (Quicktv), trombinovy ¢as ¢i pocet trombocyti.

(c) Na konci pokusu se md provést biochemickd analyza krve. Pro v§echny studie je
vhodné stanovit koncentraci elektrolytli, metabolismus glycidli, funkci jater a
ledvin. Vybér specifickych testii je uren pozorovdnim zplsobu ucinku ldtky.
Doporucuje se stanovovat vapnik, fosfor, chloridy, sodik, draslik, glukézu na la¢no
(pficemz trvdni doby hladovéni se voli podle Zivocisného druhu), alaninamino
transferasa (dfive glutamadt- pyruvat transaminasa) a aspartdtamino transferasa séra
(dfive glutamat-oxalacetdt transaminasa), ornithin dekarboxyldsa, gama-glutamyl
transpeptiddsa, dusik mocoviny, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin a celkové
bilkoviny v séru. Mezi dalsi charakteristiky, které mohou byt potfebné pro tplné
toxikologické hodnocenti, patfi stanoveni: lipid{i, hormonti, acidobasické rovnovahy,
methemoglobinu, aktivity cholinesterasy. Dalsi biochemické analyzy mohou byt
v ptipad¢ potieby pouZzity pro studium SirSiho spektra tcinkda.

(d) Anylyza moce se nevyzaduje jako bézny postup, ale jen na podkladé ocekavané
nebo pozorované toxicity.

Pokud nejsou pfiméfend historickd kontrolni data, md se uvdzit stanoveni
hematologickych a biochemickych parametri jesté pred zacdtkem aplikace.

Pitva

U vsech zvitat pouzitych ve studii se provede pitva zahrnujici zevni prohlidku
povrchu téla, vSech télnich otvortl, lebni, hrudni a bfiSni dutiny vcetné jejich
obsahu. Jétra, ledviny, nadledviny, $titnd Zldza (s pfiStitnymi télisky) a varlata se co
nejdiive po sekci zvdzi ve vlhkém stavu, aby se predeslo vysychdni.
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1.2.3.2

Nadsledujici orgdny a tkdné je tfeba pfechovdvat ve vhodném médiu s ohledem na
moznd pozdéjsi histopatologickd vySetfeni: vSechny tkdné s makroskopickym
postizenim, mozek - v fezech medula/pons, kira mozku a mozecku, podvések
mozkovy, $titnd zldza, priStitnd téliska, tkan na misté brzliku, (pridusnice), plice,
srdce, aorta, (slinné Z7lazy), jatra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka bfisni,
varlata a vaje¢niky, déloha, pfidatné pohlavni orgdny, Zlu¢nik (je-li pfitomen), jicen,
zaludek, dvandcternik, tenké, tlusté a slepé stievo, konecnik, mocovy méchyft,
representativni lymfatické uzliny, (sami¢i mlééna zlaza), (stehenni sval), periferni
nerv, (o¢i), (hrudni kost s kostni dfeni), (kost stehenni véetné kloubnich ploch),
(patefni micha ve tfech urovnich - kréni, stfed hrudni a bederni), a (slzné Zlazy).
Tkaéné v zavorkach se posuzuji pokud je to indikovano podle piiznaki toxicity nebo
pokud souviseji s cilovym orgdnem.

Histopatologickd vysetieni

(a) Uplné histopatologické vySetieni normdlni a exponované kiize, organti a tkdni je
tfeba provést u vSech zvitat skupiny, které byla poddna nejvyssi ddvka, a u zvifat
kontrolni skupiny.

(b) Je tfeba vysetfit vSechna makroskopicka postiZeni.
(c) Je tfeba vysetfit cilové orgdny v ostatnich ddvkovych skupindch.

(d) Pouziva-li se potkant, plice zvitat ve skupinach s nizkou a stfedni davkou se
maji histopatologicky vySetiovat k zjisténi pfiznakl infekce, protoZe to poskytuje
obraz zdravotniho stavu zvitat. Dalsi histopatologickd vySetfeni se u zvitat téchto
skupin nemusi provadét rutinné€, musi se vSak provést vZdy na orgdnech, na kterych
bylo zjisténo postiZzeni ve skupiné s vysokou davkou.

(e) Pouziva-li se satelitni skupiny, musi se provést histopatologické vysSetfeni na
tkdnich a orgdnech, u kterych byly zjiStény tucinky u ostatnich exponovanych
skupin.

UDAJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentdlni skupinu
patrny pocet zvitat na pocdtku pokusu a pocet zvitat s Iézemi a procentudlné pocet
zvitat

s jednotlivymi typy lézi. Vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou statistickou
metodou. Je k tomu moZno pouZit kteroukoliv uzndvanou statistickou metodu.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o pribéhu pokusu

Zpréva o pribéhu pokusu md pokud moZno obsahovat tyto informace :
- Zivoci$ny druh, kmen, piivod, podminky ustdjeni, krmeni,
- podminky pokusu,
- urovné ddvek (vCetné vehikula, pokud se pouzije) a koncentrace,

- udaje o toxickych odpovédich podle pohlavi a podle ddvek,
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- hladina bez ucinku, pokud ji Ize stanovit,

- doba uhynuti béhem experimentu, piipadné udaj, o preZiti zvifat do konce
sledovani,

- popis toxickych nebo jinych ucinkd,

- doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormdlni pfiznaky a jejich dalsi vyvoj,
- spotfeba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,

- oftalmologické nélezy,

- hematologicka vySetfeni a jejich vysledky

- biochemickd vySetfeni a jejich vysledky ( véetné vysledkt piipadnych analyz
moci),

- pitevni ndlezy,

- detailn{ popis vSech histopatologickych ndlezi,

- statistické vyhodnoceni vysledk, kde je to mozné,
- diskuse vysledk,

- interpretace vysledki.
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.2.1

1.2.2.2

1.2.2.3

B.29 SUBCHRONICKA TOXICITA - INHALACNI
(90denni opakovana inhalaéni expozice, studie na hlodavcich)

METODA

Princip testovaci metody

Nékolik skupin pokusnych zvifat je exponovano studované latce denné po urcitou
dobu, v odstuprniovanych koncentracich, kazda skupina jedné koncentraci, a to po 90
dnd. PouZije-li se pro dosaZeni potfebné koncentrace testované latky v atmosféte
vehikulum, je tfeba pouZit kontrolni skupinu pro vehikulum. Béhem trvani pokusu
se zvifata denné pozoruji a zjistuji se pfiznaky toxickych ucinkd. Zvitata, kterd

v,

Popis metody

Piiprava

Nejméné 5 dni pfed testem jsou zvitata chovdna v podminkdch chovu a krmeni,
v jakych budou béhem experimentu. Pied testem se zdravd mladd zvitata ndhodné
piifadi do jednotlivych experimentdlnich skupin. Pokud je tfeba, pfidd se
k testované ldtce vhodné vehikulum tak, aby v ovzduSi vznikla piisluSnd
koncentrace testované ldtky. Pokud se uZzije pro usnadnéni aplikace vehikulum nebo
jind aditiva, musi byt o nich zndmo, Ze nemaji toxicky ucinek. Existuji-li vhodnd
historickd data, je mozZno je vyuZit.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvirata

Dava se prednost potkantim, pokud nejsou zndmy divody proti tomu. Pracuje se na
mladych zdravych zvitfatech z béZné uzivanych pokusnych kment. Na zacdtku
studie nemd variacni rozpéti hmotnosti zvitat pfekrocCit + 20 % stfedni hodnoty.
Provadi-li se subchronicky inhala¢ni test jako predbézny test pied dlouhodobym
testem, v obou studiich se md pouzit stejny druh a kmen.

Pocet a pohlavi

Pro kaZzdou tdroven koncentrace je tfeba pouzit nejméné 20 zvitat (10 samic a
10 samctl). Samice musi byt nullipary a nesmi byt bfezi. Pokud se zvifata budou
zabijet v pribéhu studie, je nutno zvysit celkovy pocet zvitfat o pocet zvitat, kterd
budou zabita pfed koncem pokusu. Mimoto je moZno exponovat dalsi skupinu
(satelitni skupinu) 20ti zvitat (10 zvitat kazdého pohlavi) po dobu 90dni nejvyssi
koncentraci a béhem nésledujicich 28 dnt po ukonceni expozic sledovat vratnost,
trvani nebo zpozdény vyskyt toxickych ucinkda.

Expozi¢ni koncentrace

Pouziji se nejméné tfi skupiny s rGznou urovni koncentrace a jedna kontroln{
skupina (pfipadné kontroln{ skupina s vehikulem - pokud se pouZzije - v koncentraci
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1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.2.6

1.2.3

stejné jako u skupiny s nejvyssi koncentraci testované ldatky). S vyjimkou aplikace
testované ldtky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné€ jako s pokusnymi.
Nejvyssi koncentrace md vyvolat toxické tcinky, ale nezpiisobit Zddné uhynuti nebo
jen

tuto hodnotu pfekracovat. Idedlné by stiedni koncentrace méla vyvolat toxicky
ucinek na hranicich zjistitelnosti. Aplikuji-li se vice neZ 3 drovné koncentraci, maji
byt voleny tak, aby vyvolaly odstupfiované toxické ucinky. Ve skupiné s nizkou a
stfedni koncentraci a v kontrolni skupin€ by pocet uhynuti mél byt nizky, jinak je
vyhodnoceni vysledkl obtiZné.

Trvdni expozice

Zvitata se exponuji po dobu 6 hodin od ustaveni rovnovdhy koncentrace studované
latky. V pfipadé specifickych pozadavkil je mozné pouZit i jinych dob expozice.

Expoziéni zavizeni

Pro expozici zvifat se pouZivd dynamické inhalacni zafizeni, které zarucuje
proudéni vzduchu s vyménou nejméné 12krat za hodinu, aby byl zarucen pfiméfeny
obsah kysliku a rovnomérné rozdéleni ldtky v expozi¢ni atmosféie. PouZije-li se
expozicni box, je tfeba ho konstruovat tak, aby co nejvice brdnil shlukovdni zvifat a
aby inhala¢ni expozice testované ldtce byla co nejvyssi. Pro zajisténi stability
atmosféry

v inhala¢nim boxu nemél by v zdsadé celkovy objem pokusnych zvitat presahnout
5 % objemu boxu. Je moZzné pouZit inhalacni expozice ordlné-nasdlni, samotné
hlavy nebo individudlni celotélové expozice; prvni dva zplisoby expozice
minimalizujf pfijem latky jinymi cestami.

Doba pozorovdnit

Pokusna zvitata je tfeba denné pozorovat béhem celého obdobi expozic i zotaveni a
zaznamenavat toxické ucinky. Je tfeba zaznamenat dobu uhynuti a ¢as, ve kterém se
objevi a opét odezni toxické ucinky.

Popis postupu

Zvitata se exponuji testované latce denné, 5 - 7 dnidl v tydnu, po dobu 90 dnd.
Zvitata v satelitnich skupindch, kterd jsou uréena k ndslednému pozorovdni, jsou
pozorovdna dalSich 28 dnd bez aplikace, k posouzeni zotaveni z otravy nebo
pretrvavani toxickych ucinkd. Teplota béhem experimentu ma byt 22 °C + 3 °C.
Relativni vlhkost ma byt mezi 30 % a 70 %, s vyjimkou ptipadd, kde to neni mozné
(napf. experimenty s aerosoly). BEéhem expozice se nepoddva potrava ani voda.

Pouzivda se dynamicky inhala¢ni systém s vhodnou analytickou kontrolou
koncentrace. Doporucuje se provést predbézny pokus pro ziskdni potifebnych
koncentraci. Rychlost pritoku vzduchu je tfeba nastavit tak, aby podminky v celém
expozinim boxu byly stejné. Systém musi zarucovat, Ze stabilnich podminek
expozice bude dosazeno co nejrychleji.

Méfteni nebo monitorovdni podminek expozice:

a) Méfeni pritoku vzduchu (kontinudlng).
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b) Skutec¢nd koncentrace studované latky se méfi v dychaci zoné. Béhem jedné
expozice se nemd koncentrace odchylovat od stfedni hodnoty o vice nez + 15%.
U nékterych prachi a aerosolil, kde této trovné regulace neni mozné dosdahnout, se
pripousti vétsi rozsah kolisdni. Po celou dobu trvdni experimentu maji byt
koncentrace tak stabilni, jak je to prakticky mozZné. Pti vyvoji generdtoru aerosolu je
tfeba analysovat velikosti ¢dstic tak, aby byla ziskdna pfedstava o stabilit¢. Behem
expozic se méfi tak Casto, jak je to potfeba pro posouzeni stdlosti distribuce

velikosti ¢astic.
c) Teplota a vlhkost vzduchu

d) Béhem expozice a po ni se zvifata systematicky pozoruji a zjisténi se
zaznamenavaji; kazdé zvife md sviij individudlni protokol. VSechna zvifata je tieba
denné pozorovat na piiznaky toxickych ucinkil a zaznamendvat jejich vyskyt, stupen
a trvdni. Pozorovdni v kleci zahrnuje zmény kuze, srsti, oci, sliznic, dychdni a
krevniho ob&hu, zmény funkce autonomni a centrdlni nervové soustavy,
somatomotorické aktivity a chovdni. Hmotnosti zvifat i spotieba potravy se
zaznamenavaji tydné. Je tfeba zajistit pravidelnou kontrolu zvitat, aby pokud mozno
nedochdzelo ke ztrdtdm zvifat jako napf. v disledku kanibalismu, autolyzy tkdni
nebo chybného zatazeni. Po skonceni studie se vSechna zvitata, kterd prezila,
pitvaji. Umirajici zvitata je tfeba vyfadit a pitvat.

U vSech zvitat v€etné kontrolnich se béZné provadéji ndsledujici vySetfent:

(a) Oftalmologické vysetfeni oftalmoskopem nebo rovnocennym piistrojem se ma
provést pred poddvanim testované latky a na konci studie nejlépe u vSech zvitat, ale
pfinejmensSim u nejvysSi davky a u kontrolnich skupin. Najdou-li se o¢ni zmény,
vySetii se vSechna zvitata.

(b) Na konci pokusu se md provést hematologické vysetieni, které ma zahrnovat
stanoveni hematokritu, koncentrace hemoglobinu, poc¢tu erytrocyti, celkového a
diferencidlniho poctu leukocyti a testy srdzlivosti krve jako napiiklad dobu
srazlivosti, protrombinovy ¢as (Quickiiv), trombinovy ¢as ¢i pocet trombocyta.

(c) Na konci pokusu se ma provést biochemicka analyza krve. Pro vSechny studie je
vhodné stanovit koncentraci elektrolytli, metabolismus glycidli, funkci jater a
ledvin. Vybér specifickych testi je uréen pozorovdanim zplsobu ucinku latky.
Doporucuje se stanovovat vapnik, fosfor, chloridy, sodik, draslik, glukézu na la¢no
(trvani doby hladovéni se voli podle Zivocisného druhu a kmene), alaninamino
transferasa (dfive glutamadt- pyruvat transaminasa) a aspartdtamino transferasa séra
(difve glutamat-oxalacetdt transaminasa), ornithin dekarboxyldsa, gama-glutamyl
transpeptiddsa, dusik mocoviny, albumin, kreatinin, celkovy bilirubin a celkové
bilkoviny v séru. Mezi dal$i charakteristiky, které mohou byt potfebné pro uplné
toxikologické hodnocenti, patfi stanovent: lipidli, hormon, acidobasické rovnovahy,
methemoglobinu, aktivity cholinesterasy. Dalsi biochemické analyzy mohou byt
v pripadé€ potieby pouzity pro rozsifeni spektra pozorovanych ucinkt.

(d) Anylyza moce se nevyzaduje jako bézny postup, ale jen na podkladé ocekavané
nebo pozorované toxicity.

Pokud nejsou piiméfend diiveéjsi kontrolni data, md se uvdzit stanoveni
hematologickych a biochemickych parametri jesté pred zacdtkem expozic.
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1.2.3.1

1.2.3.2

Pitva

U vSech zvifat pouZitych ve studii se provede pitva zahrnujici zevni prohlidku
povrchu téla, vSech télnich otvori, lebni, hrudni a bfi$ni dutiny a jejich obsahu.
Jatra, ledviny, nadledviny, $titnd Zldza (s priStitnymi télisky) a varlata se co nejdiive
po sekci zvazi ve vlhkém stavu, aby se pfedeslo vysychani.

Nadsledujici orgdny a tkdné je tfeba pfechovdvat ve vhodném médiu s ohledem na
moznd pozdéjsi histopatologickd vySetfeni: vSechny tkdn€ s makroskopickym
postiZzenim, plice ( maji se vyjmout neporuseny, zvazit a fixovat vhodnym médiem,
tak aby se zachovala struktura plic - perfusni fixace se povaZuje za vhodnou), tkan
nasofaryngu, mozek - v fezech medula/pons, kiira mozku a mozec¢ku, hypofyza,
Stitnd zlaza/prisStitnd téliska, tkan na misté brzliku, pridusnice, srdce, aorta, slinné
7lazy, jétra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka bfi$ni, varlata a vaje¢niky, déloha,
(pridatné pohlavni orgédny), (kGze), zlu¢nik (je-li pfitomen), jicen, Zaludek,
dvandcternik, tenké , tlusté a slepé stfevo, konecnik, mocovy méchyft,
reprezentativni lymfatické uzliny, (sami¢i mléénd zlaza), (stehenni sval), periferni
nerv, (o¢i), hrudni kost s kostni dfeni, (kost stehenni v¢etné kloubnich ploch),
(pdteini micha ve tfech drovnich - kréni, stfed hrudni a bederni). Tkané v zdvorkach
se posuzuji pokud je to indikovdno podle priznaki toxicity nebo pokud souviseji
s cilovym orgdnem.

Histopatologickd vySetreni

(a) Uplné histopatologické vysetieni respiraéniho systému a ostatnich orgdnti a
tkdni je tfeba provést u vSech zvitat skupiny, kterd byla exponovdna nejvyssi
koncentraci, a u zvifat kontrolni skupiny.

(b) Je tfeba vysetfit vS§echny makroskopické 1éze.
(c) Je tieba vysetfit cilové orgdny v ostatnich davkovych skupinéch.

(d) Plice zvitat ve skupindch s nizkou a stfedni koncentraci se maji
histopatologicky vySetfovat, protoZe to poskytuje obraz zdravotniho stavu zvitat.
Dalsi histopatologickd vySetfeni se u zvifat t€chto skupin nemusi provadét rutinné,
musi se vSak provést vZdy na orgdnech, na kterych bylo zji§téno postiZeni ve
skupiné
s vysokou koncentraci.

(e) Pouziva-li se satelitni skupiny, provede se histopatologické vySetfeni na tkanich
a orgdnech, u kterych byly zjiStény ucinky u ostatnich exponovanych skupin.
UDAJE

Udaje se sestavi do tabulky. Z ni musi byt pro kazdou experimentdlni skupinu
patrny pocet zvifat na pocdtku pokusu a pocet zvifat s lezemi, typ leze a
procentudlné pocet zvitat s jednotlivymi typy 1ézi. Vysledky je tfeba vyhodnotit
vhodnou statistickou metodou. Je k tomu moZno pouZit kteroukoliv uzndvanou
statistickou metodu.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdva o prubéhu pokusu

Zpréva o pribéhu pokusu md pokud moZno obsahovat tyto informace:
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- Zivoci$ny druh, kmen, piivod, podminky ustdjeni, krment,

- podminky pokusu: Popis expozi¢niho zafizeni véetné konstrukce, typu, rozméra,
zdroje vzduchu, systému piipravy Castic a aerosold, klimatiza¢niho systému, popis
likvidace odpadniho vzduchu a zptsobu umisténi zvifat v experimentdlnim boxu,
pokud je pouZivan. Popsat pfistroje pro méteni teploty, vlhkosti vzduchu, poptipadé
stability koncentraci a distribuce velikosti ¢dstic aerosolu.

- Udaje o expozici se sestavi do tabulky a uvedou spolu s primérnymi hodnotami a
charakteristikou variability (napf. smérodatnou odchylkou). Maji obsahovat tyto
udaje:

a) rychlost pratoku vzduchu inhalaénim zafizenim,

b) teplota a vlhkost vzduchu,

¢) nomindlni koncentrace (celkové mnozZstvi testované latky pfivadéné do
inhala¢niho zatizeni, délené objemem vzduchu),

d) povaha vehikula, pokud bylo uzito,

e) skutecné koncentrace v dychaci zon¢,

f) medidn velikosti ¢dstic (u aerosolu),

- udaje o toxickych odpovédich podle pohlavi a podle koncentraci,

- uroveni bez ucinku, pokud je mozné ji stanovit,

- doba uhynuti béhem experimentu, piipadné udaj o preziti zvifat do konce
sledovani,

- popis toxickych nebo jinych dcinki,

- doba, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormadlni ptiznaky a jejich dalsi vyvoj,
- spotfeba potravy a vyvoj télesné hmotnosti,

- oftalmologické nélezy,

- hematologickd vySetfeni a jejich vysledky,

- biochemicka vySetfeni a jejich vysledky,

- pitevni ndlezy,

- detailni popis vSech histopatologickych nélezi,

- statistické vyhodnoceni vysledkt, kde je to mozné,

- diskuse vysledkd,

- interpretace vysledki.
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1.2.2.2

1.2.2.3

B.30 TESTOVANI CHRONICKE TOXICITY

METODIKA

Princip testovaci metody

Testovand ldtka je poddvdna normélné sedm dni v tydnu, vhodnou cestou, nékolika
skupindm pokusnych zvitat, jedna ddvka na skupinu, po vétsi ¢dst Zivota zvitat.
Béhem a po exposici testované latce jsou zvifata denné pozorovdna za ucelem

sledovani projevil toxicity.
Popis testovaci metody

Piiprava

Zvitata jsou chovdna pfi standardnich podminkdch asponi 5 dni pfed zapocetim
testu. Pfed testem jsou zdravd, mladd zvifata ndhodné rozdélena do exponovanych a
kontrolnich skupin.

Testovaci podminky

Experimentdlni zvitata

Preferovanym druhem je potkan. Na zdkladé predchozich studif je mozno pouZit i
dalsi druhy (hlodavce nebo jiné). Je tfeba pouzit zdravé a mladé jedince bézné
chovanych kment laboratornich zvitat. Exposice by méla byt zapocata co nejdiive
po odstaveni mlddat. Na zacdatku studie by nemél rozdil ve vdze zvitat Cinit vice nez
+ 20% od praméru. V piipadég, Ze vlastni studii pfedchézi test subchronické ordlni
toxicity, je tfeba pouZit stejny druh a kmen v obou studiich.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou uroven déavky je tieba pouZzit nejméné 40 zvitat (20 samic a 20 samci),
stejné i pro kontrolni skupinu. Samice by mély byt nullipary a nemély by byt brezi.
Pokud je zdmérem utratit né¢kterd zvifata pfed dokoncenim testu, je tfeba pouZit

4

pfimétfené vyssi pocet zvitat.

V piipadé jinych druht zvitat (nehlodavci) je mozné pouZit mensi pocet zvitat, ale
ne méné neZ 4 od kazdého pohlavi ve skupiné.

Ddvky a frekvence exposic

Je tfeba pouZit aspon tfi ddvky a jednu kontrolni skupinu. Nejvyssi davka by méla
vyvolat jasné projevy toxicity bez nadmérné umrtnosti. Nejniz$i ddvka by neméla
vyvolat prokazatelné projevy toxicity. Sttedni davky by mély byt voleny ve stifednim
pdsmu mezi vysokymi a nizkymi ddvkami. Vybér ddvek by mél vzit v dvahu
vysledky pfedchozich studii.

Obvykle jsou zvitata exponovdna denné. V ptipadé, Ze testovand ldtka je poddvdna
v pitné vode¢ nebo v potravé, je tfeba zajistit, aby k ni méla zvitata staly ptistup.
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Kontroly

SoubéZnd kontrolni skupina je identickd v kazdém ohledu k exponované skupiné,
vyjma exposice testované ldtce.

Ve zvlastnich pfipadech, jako jsou inhala¢ni studie s aerosoly nebo pouZije-li se pro
ordlni aplikaci emulgdtoru, jehoz biologickd aktivita neni charakterizovdna, zafadi
se dalSi negativni kontrolni skupina, kterd nenif exponovana ani vehikulu.

Zpiisob aplikace

Dva hlavni zpiisoby aplikace jsou ordlni a inhala¢ni. Volba zptsobu poddni zdvisi
na fyzikdlnich a chemickych charakteristikdch testované latky a pravdépodobném
zplsobu exposice cloveéka.

Pouziti dermdlni aplikace vyvoldvd znacné technické problémy. Chronickd
systémovd toxicita v disledku koZniho vstfebdni mize byt normdlné odvozena
z vysledku ordlntho testu a znalosti rozsahu koZniho vstfebavdni, odvozené
z predchozich testl kozZn{ toxicity.

Ordlni studie

Tam, kde se testovand ldtka vstfebavd z gastrointestindlniho traktu a je-li poziti
jedna z cest, jimiZ mlZze byt exponovan clovék, ddvd se prednost ordlni aplikaci,
pokud nejsou proti tomu néjaké divody. Zvitata mohou dostat testovanou latku
v potravé, rozpusténu v pitné vodé nebo podanou v tobolce.

Idedlné by se méla ldtka poddvat sedm dni v tydnu, protoze ddvkovani pét dnli
v tydnu mize vést k vymizeni toxicity nebo naopak vyvolat “abstinen¢ni pfiznaky
v obdobi bez aplikace, a tudiz ovlivnit vysledky a ndsledné hodnoceni. Nicmén¢,
predevsim s ohledem na praktické aspekty, ddvkovani pétkrat tydné je povaZovdno

za prijatelné.
Inhalacni studie

ProtozZe inhalac¢ni studie jsou technicky komplikovanéjsi nez jiné zpisoby aplikace,
jsou zde uvedeny podrobnéji informace o této cesté podani. Intratrachedlni instilace
muZe byt platnou alternativou v specifickych situacich.

Dlouhodobé expozice obvykle napodobuji pfedpoklddané lidské expozice, takZze
zvife je obvykle exponovdno po ustdleni koncentrace Sest hodin denné po pét dnil
v tydnu (pferusovana exposice), nebo v ndvaznosti na moznou exposici v prostiedi,
22-24 hodin denné po sedm dni v tydnu (kontinudlni expozice), s pfiblizné jednou
hodinou pro krmeni zvifat denné ve stejnou dobu dne, pouzitou 1 pro ciSténi
expozi¢niho boxu. V obou pfipadech jsou zvifata obvykle exponovdna fixnim
koncentracim testované latky. Hlavni rozdil mezi pferusovanou a stdlou expozici je
v tom, Ze v prvni md zvife 17-18 hodin na dstup ucinkli denni expozice s jesté
del$sim obdobim béhem vikendu.

Volba pferusované nebo kontinudlni exposice zdvisi na cilech studia a na lidské
exposici, kterd ma byt simulovdna. Nicméné, je tfeba vzit v ivahu urcité technické
obtize. Na ptiklad, vyhody kontinudlni exposice pro simulaci podminek zevniho
prostfedi mohou byt naruSeny nutnosti piti a krmeni béhem exposice a potiebou
komplikovanéjsi (a spolehlivé) generace aerosolu nebo urcité koncentrace par a
technik monitorovéni.
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Exposicni komory

Zvitata se exponuji v inhala¢nich komordch jejichz konstrukce zarucuje dynamicky
proud pro nejméné 12 vymén vzduchu za hodinu, aby byl zajiStén dostatecny pfisun
kysliku a rovnomérnd distribuce expoziéni atmosféry. Kontrolni a expozi¢ni
komory by mély mit identickou konstrukci, tak aby byly expoziéni podminky
srovnatelné ve vSech aspektech vyjma exposice testované ldtce. Uvnitf komory se
obvykle udrZzuje mirny podtlak a tim se brdni dniku testované latky do okolniho
prostiedi. Komory by mély minimalizovat shlukovani testovanych zvitat. Obecné by
v zdjmu udrZeni stabilni atmosféry v komote objem zvitfat nemél pfesdhnou 5 %
objemu komory.

M¢éfeni nebo monitorovdni zahrnuje:

(a) prutok vzduchu: rychlost pritoku vzduchu komorou by méla byt nejlépe
kontrolovdna kontinudlné;

(b) koncentrace: béhem denni exposice by koncentrace testované latky neméla
kolisat vice neZ +15% stfedni hodnoty;

(c) teplota a vlhkost: pro hlodavce, teplota by méla byt udrZovdna v rozmezi
22 + 2 °C a vlhkost v komordch 30 - 70 % vyjma piipadi, kdy je voda pouzZivdna
k rozptyleni testované latky v atmosféfe komory. Oba parametry by mély byt
kontrolovany prabézné;

(d) méfeni velikosti Cdstic: méla by byt stanovena distribuce velikosti ¢astic
v atmosféfe komor u tekutych nebo pevnych aerosolld. Aerosolové Castice by mély
byt v respirabilni velikosti pro pouZité testovaci zvite. Vzorky atmosféry komor se
odebiraji z dychaci zény zvifat. Vzorek vzduchu by mél byt representativni pro
distribuci ¢dstic, kterym je zvife exponovdno, a mél by gravimetricky odpovidat
celému suspendovanému aerosolu, i kdyZ zna¢nd ¢dast aerosolu neni respirabilni.
Analyza velikosti ¢dstic by méla byt provddéna cCasto béhem vyvoje generujiciho
systému, aby zajistila stabilitu aerosolu, a poté béhem exposic tak casto, aby bylo
mozno posoudit stabilitu distribuce ¢éstic, kterym jsou zvifata exponovana.

Trvdni studie

Expozice ldtce by méla trvat nejméné 12 mésicti.
Popis postupu

Pozorovdni

Peclivé klinické sledovdni by mélo byt provddéno nejméné jednou denné.
Dodate¢na pozorovdani by méla byt provddéna denné s odpovidajicimi zdkroky
k minimalizaci ztraty zvitat ze studie, napt. pitva nebo uloZeni do lednice u zvitat,
kterd jsou nalezena mrtvd a isolace nebo utraceni zvifat, kterd jsou slaba nebo
moribundni. Zvitata je tfeba peclivé sledovat, aby se spolehlivé zachytil zacdtek a
progrese vSech toxickych ucinkd, a také za ticelem minimalizace ztrat v disledku
nemoci, autolyzy nebo kanibalismu.

Registruji se klinické pfiznaky véetné neurologickych a o¢nich zmén u vSech zvitat,
a ddle ptipady uhynuti. Zaznamendva se doba objeveni a postup toxickych piiznak
véetné€ podezieni na tumor.
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Hmotnost se zaznamendva individudlné u vSech zvitat jednou tydné béhem prvnich
13 tydna obdobi testu a aspon jednou za ctyfi tydny po tomto obdobi. Je tfeba
provadét méreni spotieby potravy (a vody tam, kde je testovand latka poddvana
v pitné vod€) tydné béhem prvnich 13 tydnd a pak pfiblizné ve tfimési¢nich
intervalech, ledaZe by zdravotni stav nebo zmény télesné vahy ukdzaly nutnost jiné
frekvence sledovdni.

Hematologickd vySetreni

Hematologickd vySetfeni (napf. obsah hemoglobinu, hematokrit, celkovy pocet
erythrocytll, celkovy pocet bilych krvinek, krevnich desticek, nebo jiné ukazatele
srdZlivosti) by méla byt provddéna za tfi mésice, Sest mésicli a poté v priblizné
Sestimésicnich intervalech, a na konci na vzorcich krve shromdZzdénych od vSech
nehlodavct resp. od 10 potkanti na pohlavi z kazdé skupiny. Tam kde je to mozné,
vzorky ve vSech intervalech by mély byt od stejnych potkand. Navic by mél byt

odebran vzorek pied testem od nehlodavcu.

Pokud klinické vySetfeni zvifat naznaci zhorSeny zdravotni stav zvifat béhem
studie, mél by byt stanoven diferencidlni obraz bilych krvinek.

Diferencidlni obraz bilych krvinek se vySetii ve vzorcich od zvifat ve skupiné
s nejvyssi davkou a u kontrol. Pokud tato data, nebo udaje z vySetfeni patologickych
zmén naznaci nutnost, vySetii se i u skupiny s ddvkou nejblize nizsi.

Analyza moci

Vzorky moci 10 potkant kazdého pohlavi se sbiraji pro analyzu pokud mozno od
stejnych zvitat a ve stejnych intervalech jako hematologické zkousky. Nasledujici
stanoveni jsou provedena bud’ na vzorcich jednotlivych zvifat nebo na smésném
vzorku pro skupiny podle ddvek a pohlavi:

- vzhled moci, objem a hustota u jednotlivych zvitat,
- proteiny, glukosa, ketoldtky, okultni krvaceni (semi-kvantitativng),
- mikroskopické vysetfeni sedimentu (semi-kvantitativné).

Biochemické vySetreni

V pfiblizné Sestimésicnich intervalech a na zdvér jsou odebrdny krevni vzorky pro
biochemickd métfeni od vSech nehlodavcli a 10 potkant obojtho pohlavi v kazdé
skupin€, pokud mozZno pro tytéZ potkany ve vSech intervalech. Od nehlodavct se
vedle toho odeberou vzorky pred testem. Z téchto vzorki je pfipravena plasma a
jsou provedeny ndsledujici zkousky :

- celkova koncentrace proteintl,
- koncentrace albuminu,

- testy na funkci jater (napf. aktivita bazické fosfatdazy, aktivita glutamat pyruvat
transaminasy', glutamat acetdt transaminasy’), gamma glutamyl transpeptidasy,
ornithin dekarboxylasy,

- metabolismus glycidi, napt. krevni glukosa na lacno,

! nyni zndm4 jako sérovd alanin aminotransferasa

% nynf zndm4 jako sérovd aspartat aminotransferasa
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-testy na funkci ledvin, napt. dusik mocoviny v krvi.

Pitva

Kompletni pitva se provede u vSech zvifat, véetné téch, kterd zemiela béhem
pokusu nebo byla utracena v moribundnim stavu. Pfed utracenim se odeberou
vzorky krve vSech zvitat pro diferencidlni obraz bilych krvinek. VSechny viditelné
tumory nebo 1éze, nebo 1éze, které by mohly byt tumory, je tteba uchovat. Mélo by
byt provedeno porovndni anatomicko-patologickych zmén s mikroskopickymi
nélezy.

Vsechny orgdny a tkdn€ by mély byt uchovany pro histopatologické vysetieni. To se
obvykle tykd nasledujicich organti a tkdni: mozku® (prodlouzené michy/mostu,
mozeCkové kory, kory mozkové), podvésku mozkového, stitné zlazy a pfistitnych
télisek, thymu, trachey a plic, srdce, aorty, slinnych Zlaz, jater3, sleziny, ledvin®,
nadledvinek® , jicnu, Zaludku, dvandcterniku, jejuna, ilea, slepého stfeva, tracniku,
koneéniku, mo¢ového méchyie, lymfatickych uzlin, slinivky, gondd’, akcesornich
pohlavnich orgdnt, samic¢i mlécné Zlazy, kiize, svaloviny, periferntho nervu, michy
(kréni, hrudni a bederni), sterna s kostni dfeni a stehenni kosti véetné kloubtl, a o¢i.
Naplnéni plic a mocového méchyfe fixativem je optimdlni cestou ke konzervaci
téchto tkdni; naplnéni plic v inhala¢nich studiich, je zdsadni pro odpovidajici
histopatologické zkoumadni. Ve specidlnich studiich jako jsou inhala¢ni studie, ma
byt studovan cely respiracni trakt véetné nosu, hltanu a hrtanu.

Byla-li provedena jind klinickd vySetfeni, informace ziskané z téchto procedur by
meély byt k disposici pfed mikroskopickym vySetfenim, protoZze mohou dat
patologovi vyznamné voditko.

Histopatologie

VSechny viditelné zmény, zvlasté¢ tumory a jiné léze vyskytujici se v kterémkoli
orgdnu, maji byt zkoumdny mikroskopicky. Navic jsou doporuceny ndsledujici
postupy:

(a) mikroskopické vysetfeni vSech uchovanych organd a tkani s kompletnim
popisem vSech 1ézi nalezenych:

1. u vSech zvitat, kterd uhynula nebo byla utracena béhem studie,
2. u vSech zvitat ze skupiny s vysokou davkou a kontroln{ skupiny

(b) organy ¢i tkané ukazujici abnormity zptisobené nebo pravdépodobné zptisobené
testovanou latkou jsou zkoumdny také ve skupindch s niz§imi davkami,

(c) tam, kde vysledky svédci pro vyznamné zkraceni normdlni délky Zivota zvitat

nebo vyvoldni d¢inki, které by mohly ovlivnit toxickou odpovéd’, skupina s nejblize
niz$i ddvkou se vySetfi popsanym zplisobem,

(d) informace o incidenci 1€zi, které se normdlné¢ vyskytuji v pouzitém kmeni
zvitat, ve stejnych laboratornich podminkdch, t.j. historické kontrolni udaje, jsou
nezbytné pro sprdvné posouzeni vyznamnosti zmén pozorovanych u zvifat s
aplikovanou latkou.

3 tyto orgdny z 10 zvifat na pohlavi a na skupinu u hlodavcti a ze viech nehlodavcii, a déle §titna
7laza (s pristitnymi télisky) ze vSech nehlodavci, maji byt zvaZeny
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UDAIJE

Udaje by mély byt sumarizovdny ve formé tabulek, ukazujicich pro kazdou
testovanou skupinu pocet zvitat na zacatku testu, pocet zvitat vykazujich 1éze a
procento zvifat vykazujicich jednotlivé typy 1ézi. Vysledky by mély byt
vyhodnoceny odpovidajici statistickou metodou. Mohou byt pouZity jakékoliv
uzndvané statistické metody.

ZPRAVA

Zpradva o testu

Zprava o testu bude, pokud mozno, obsahovat ndsledujici informace:

- Zivocisny druh, kmen, zdroj, podminky ustdjeni, dieta,

- podminky testu: popis exposi¢niho zafizeni véetné¢ konstrukce, typu, rozmér,
zdroje vzduchu, systému pro vytvdfeni Cdstic a aerosolli, metody klimatizace,
zneSkodnovdni vzduchu vychdzejictho z aparatury a zplisobu umisténi zvifat v
expozi¢nim boxu, pokud se pouzivd. Ddle je tfeba popsat zafizeni pro méfeni
teploty, vlhkosti, a tam, kde je to Zddouci, stability koncentrace nebo velikosti ¢dstic
aerosolu.Udaje o exposici: ve formé tabulky véetn& priimérnych hodnot a variability
(napft. standardni odchylka) a mély by zahrnovat:

(a) rychlost pritoku vzduchu inhala¢nim zafizenim
(b) teplotu a vlhkost vzduchu

(c) nomindlni koncentrace (celkové mnozstvi testované latky vstupujici do inhala¢ni
aparatury déleno objemem vzduchu)

(d) povahu vehikula, je-li pouZito

(e) skutecné koncentrace v dychaci zéné

(f) mediany velikosti ¢astic (je-li to relevantni)

- davkové urovné (véetné vehikula, je-li uzito) a koncentrace

- udaje o toxické odpovédi podle pohlavi a ddvky

- neucinnd (davkova) droven

- doba umrti béhem studie nebo zda zvitata prezila az do konce

- popis toxickych a jinych ucinkt

- doba, kdy byl pozorovdn kazdy abnormadlni pfiznak a jeho dalsi vyvoj
- data o spotiebé potravy a télesné hmotnosti

- oftalmologické nélezy

- pouZité hematologické testy a vysledky

- testy klinické biochemie a vSechny vysledky (véetné vysledkt analyzy moci)
- pitevni ndlezy

- detailni popis vSech histopatologickych nélezii

- statistické zpracovani vysledkl s popisem pouZitych metod

- diskuse vysledki

- interpretace vysledki.
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B.31 STUDIE TERATOGENITY - HLODAVCI A NEHLODAVCI

METODIKA

Princip testovaci metody

Testovand latka se poddvd v odstupfiovanych ddvkach nebo koncentracich nékolika
skupindm biezich pokusnych zvifat, jedna ddvka na kazdou skupinu, alesponl v tom
obdobi biezosti, ve kterém dochdzi k organogenezi. Krétce pfed ofekdvanym datem
porodu jsou bfezi samice utraceny a jejich déloha i s obsahem je pouzita k dalSimu
studiu. Tato testovaci metoda zahrnuje studium embryo- a fetotoxicity.

Popis testovaci metody

Piiprava

Mladé, dospélé samice, které nikdy nebyly bfezi, stejného véku a velikosti jsou
aklimatizovdny pfi laboratornich podminkach asponl 5 dni pfed zapocetim testu.
Potom jsou pfipusténi samci s ovéfenou plodnosti. Oplozené samice jsou ndhodné
rozdé€leny do experimentdlnich skupin.

Oplodnéni miZe byt zajiSténo pfirozenou cestou nebo umélou inseminaci.
Testovand ldtka je poddvdna samicim denné. Aplikace zaciné ¢asné€ po implantaci a
pokracuje béhem obdobi organogeneze. Den pfed terminem jsou plody vyjmuty
hysterektomii a podrobeny sledovdni abnormalit skeletu a vnitfnich orgdnt véetné

sledovani moznosti zpomaleného ristu, opozdéné osifikace a krvaceni do stieva.
Testovaci podminky

Experimentdlni zvirata

BéZné pouzivanymi druhy jsou potkan, mys, kiecek a krdlik. Preferovanymi druhy
jsou potkan a kralik. Je tfeba pouZivat vS§eobecné zavedené kmeny. PouZivany kmen
by nemél mit nizkou plodnost a mély by byt u néj zndmy reakce na teratogeny.
Zvitata jsou chovdna jednotlive.

Pocet a pohlavi

Pro kazdou davku je tfeba pouzit aspon 20 bfezich potkand, mysi nebo kieckli nebo
12 brezich kralikd. Ke sledovani teratogenniho potencidlu studované ldtky je tieba
zajistit dostatecny pocet vrhi a mldd’at.

Ddvky

Je tfeba pouZit asponi tfi davky a jednu kontrolni skupinu. V piipadé, Ze je testovand
latka poddna ve vehikulu, je tfeba zahrnout do studie i skupinu, které bylo poddano
samotné vehikulum. Je tieba také znat toxikologické vlastnosti vehikula: nesmi byt
teratogenni ani mit vliv na reprodukéni schopnosti. Se zvitaty v kontrolni(ch)
skupiné(ach) se zachdzi stejnym zplsobem jako se zvitaty v testovaci skupiné
s vyjimkou aplikace testované latky. Pokud to fyzikdlné¢ chemické nebo biologické
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1.2.2.4

1.2.2.5

1.2.2.6

1.2.3

1.2.3.1

vlastnosti dovoluji, pak nejvyssi ddvka testované latky by v idedlnim pfipadé méla
u matek vyvolat takové projevy toxicity, jako je mirné sniZzeni véhy, ale uz ne vice
jak 10 % umrti. Nizkd uroven ddvek by neméla vyvolat viditelné ucinky. Stfedni
déavky by mély byt voleny tak, aby byly geometricky rozloZeny mezi nizkou a
vysokou davku.

Limitni test

V piipadé, Ze litka s nizkou toxicitou p¥i ddvce nejméné 1000 mg.kg™' prokazatelng
nevyvold projevy embryotoxicity ani teratogenicity, neni tfeba testovat na jinych
urovnich ddvek.

Doba exposice

Nultym dnem testu je den, kdy je pozorovdna vagindlni zdtka a/nebo spermie
(pokud mozno). Doba aplikace by méla zahrnovat obdobi hlavni organogeneze. Za
toto obdobi je moZzno povaZovat 6. az 15. den u potkana a mysi, 6. aZ 14. den
u kfecka a 6. az 18. den u krdlika. V pfipadé, Ze je za nulty den povaZovan den, kdy
bylo pozorovédno pafeni nebo byla provedena uméla inseminace, je tfeba pfipocitat
k predchozim tddajim jeden den. Podle jiné alternativy konci aplikace jeden den
pred oekdvanym porodem.

Obdobi pozorovdni

Kazdy den je tfeba provést peclivé klinické vySetfeni. Dalsi sledovdni a opatfeni
jsou provadéna za tcelem minimalizace ztrat béhem studie.

Popis postupu
Testovand ldtka je aplikovdna ordlné sondou, denné ve stejnou dobu.

Testovanym samicim se testovand ldtka poddvd denné béhem pfiislusného obdobi
testu. Ddvka mulzZe byt vztaZzena na vdhu samic na pocatku poddvdni latky nebo,
vzhledem k rychlému ndrGstu hmotnosti béhem bfezosti, zvifata mohou byt
periodicky vdZena a ddvka upravovdna podle posledniho vdzeni. VSechny znamky
toxicity je tfeba thned zaznamenat véetné doby ndstupu, stupné a trvdni. Samice
vykazujici zndmky potratu nebo ptfedcasného porodu je tieba utratit a fddné
makroskopicky vysetfit. V pozorovdni je tfeba pokracovat i po ukonceni poddvani
latky az do doby piiblizné jeden den pfed porodem. Hlavnim ucelem je postihnout
vétsinu obdobi brezosti, ale vyhnout se komplikacim pfi interpretaci vysledkd po
prirozeném porodu. Pozorovani zvitat v kleci by mélo zahrnovat pfinejmensim
zmény klze a srsti, o¢i a sliznic, ddle dychaciho, obéhového, autonomniho a
centrdlniho nervového systému, somatomotorické aktivity a chovéni. Kazdy tyden je
tfeba méfit spotfebu potravy a vazit zvitata.

Pitva

Pokud dojde k uhynuti béhem nebo na konci studie je tfeba u samic makroskopicky
vySetfit na morfologické abnormity nebo patologické zmény, které mohly mit vliv
na pribéh biezosti. Thned po smrti je tfeba odstranit délohu a jeji obsah vySetfit
s ohledem na umrti embryi a zdrodka a zjistit pocet Zivych zdrodka. Obvykle je
mozné urcit dobu umrti zdrodki v déloze. U potkant a krdlikl je mozZné stanovit
pocet zlutych télisek. Je tfeba urcit pohlavi zarodka a zaznamenat vahu jednotlivych
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zarodkl a vypocitat primér. Po vyjmuti je tieba jednotlivé zevné vysetfit kazdy
zdrodek. U potkand, mysi a kfeckl je tfeba vySetfit kosterni abnormity u zhruba
jedné tfetiny az poloviny vrhu a u zbytku vhodnymi metodami vySetfit abnormity
meékkych tkani. U krélikt je tfeba kazdy zdrodek dikladné vySetfit pitvou z hlediska
abnormit vnitfnosti a skeletu.

UDAJE

Udaje je tfeba shrnout ve formé tabulky, udévajici pro kazdou testovanou skupinu
pocet zvitat na zacdtku testu, pocet zvitat, kterd zabfezla, pocet a procento Zivych
zarodkl a zdrodkd s abnormalitami skeletu nebo mékkych tkdni a vztah vyskytu
abnormit k pfisluSnosti k ur¢itym vrhiim. Vysledky se hodnoti vhodnou statistickou
metodou. Je mozno pouZit jakékoliv uzndvané statistické metody.

ZPRAVA

Zprdva o testu.
Zprava o testu by méla pokud mozZno obsahovat ndsledujici informace:
- druh, kmen, zdroj, podminky ustdjeni, potrava,
- podminky testu,
- ddvky (vcetné vehikula pokud bylo pouzito) a koncentrace,
- projevy toxicity pro kazdou déavku,
- dévka bez ucinku (pokud ji bylo mozno stanovit),
- dobu umrti béhem studie nebo zda zvitata preZila do konce testu,

- udaje o télesné hmotnosti a spotiebé potravy,

délka brezosti a idaje o vrhu (v€etné historickych ddaji),

udaje o zdrodcich (zivé/mrtvé, pohlavi, defekty skeletu a mékkych tkéni),

- Udaje o jednotlivych vrzich (Zivé/mrtvé plody, pohlavi, defekty skeletu a mekkych
tkdni),

- statistické vyhodnoceni vysledkt,
- diskuse vysledk,

- interpretace vysledk.
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.3

1.2.4

B.32 TEST KARCINOGENITY

METODA

Princip metody

Testovand latka je poddvdna obvykle sedm dni v tydnu, vhodnou cestou, né¢kolika
skupindm pokusnych zvitat, jedna ddvka na skupinu, po vétsi ¢dst Zivota zvitat.
Béhem a po exposici testované latce jsou zvifata denné pozorovdna za ucelem

sledovani projevil toxicity, zvlasté vyvinu tumorda.

Popis metody

Zvitata se chovaji v pokusnych podminkdach ustdjeni a krmeni nejméné pét dni pred
zapoCetim testu. Pfed testem se mladd zdravd zvifata ndhodné rozdéli do
kontrolnich a exponovanych skupin.

Experimentdlni zvitfata

Preferovanym druhem je potkan. Na zdkladé predchozich studif je mozno pouZit i
dalsi druhy (hlodavce i nehlodavce). PouZivaji se zdravd mladd zvitata z bézné
chovanych kmeni laboratornich zvitat. Exposice by méla byt zapocata co nejdiive
po odstaveni mldd’at. Na zacdtku studie by nemél rozdil ve vdze zvitat Cinit vice nez
+ 20% od praméru. V piipadé, Ze vlastni studii pfedchdz{ test subchronické ordlni
toxicity, je tfeba pouZit stejny druh a kmen v obou studiich.

Pocet a pohlavi

Pro hlodavce se uzije nejméné 100 zvitat (50 samic a 50 samct) pro kazdou droven
davky a soubéZna kontrolni skupina. Samice by mély byt nullipary a negravidni. Je-
li pldnovdno pribézné utrdceni zvifat, poCty je tieba zvysit o pocet zvitat, kterd
budou takto utracena pfed koncem studie.

Dédvkové urovné a frekvence exposic.

Zvoli se pfi nejmensSim tfi ddvkové urovné kromé soubézné kontrolni skupiny.
Nejvyssi ddvkovd uroven by méla vyvolat pfiznaky minimdlni toxicity, jako je
mirny pokles vdhovych piirGstki (méné nez 10%), bez podstatnéjsich zmén
normdlni doby doziti danych jinymi u¢inky neZ tumory.

Nejniz$i davkovd droven by neméla interferovat s normdlnim rlistem, vyvojem a
délkou Zivota zvifete nebo vyvolat jakékoli znamky toxicity. Obecné by neméla byt
niz8i nez 10% vysoké ddavky. Stfedni ddvku/ddvky je tieba stanovit ve stfednim
pasmu mezi vysokou a nizkou ddvkou.

Volba ddvkovych drovni by méla vzit v ivahu pfedchozi testy a studie toxicity.
Exposice se provadi obvykle denné. Je-li ldtka poddvdna v pitné vodé nebo

pfimiSena do potravy, méla by byt stdle k disposici.

Kontroly
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1.2.5

1.2.5.1

1.2.5.2

1.2.5.3

Soubéznd kontrolni skupina je identickd v kazdém ohledu ks exponovanou
skupinou, vyjma exposice testované latce.

Ve zvlastnich piipadech, jako jsou inhala¢ni studie s aerosoly nebo pouzije-li se pro
ordlni aplikaci emulgatoru, jehoz biologickd aktivita neni charakterizovdna, zaradi
se dalsi negativni kontrolni skupina, ktera neni exponovdna ani vehikulu.

Zpisob aplikace

Tti hlavni cesty aplikace jsou ordlni, dermdlni a inhala¢ni. Volba zpasobu podani
zavisi na fyzikdlnich a chemickych charakteristikdch testované ldtky a
pravdépodobném zplisobu exposice u cloveka.

Ordlni studie

Tam, kde se testovand latka vstfebdva z gastrointestindlniho traktu a je-li poziti
jedna z cest, jimiZ mliZze byt exponovan cloveék, davd se prednost ordlni aplikaci,
pokud nejsou proti tomu néjaké divody. Zvifata mohou dostat testovanou latku v
potrave, rozpusténu v pitné vodé nebo podanou v tobolce.

Idedln¢ by se méla ldtka poddvat sedm dni v tydnu, protoZe ddvkovdni pét dnli
v tydnu muiZe vést k vymizeni toxicity nebo naopak vyvolat “abstinencni* pfiznaky
v obdobi bez aplikace, a tudiZ ovlivnit vysledky a ndsledné hodnoceni. Nicméné,
predevsim s ohledem na praktické aspekty, ddvkovdni pétkrdt tydné je povaZzovano

za pfijatelné.

Dermdlni studie

Aplikace pfimo na kiZi mlZe byt zvolena jako simulace hlavni cesty vstupu
u ¢lovéka a jako modelovy zptisob vyvoldni kozniho poskozeni.

Inhalac¢ni studie

N 2

ProtoZe inhalac¢ni studie jsou technicky komplikovanéjsi nez jiné zpisoby aplikace,
jsou zde uvedeny podrobnéji informace o této cesté poddni. Intratrachedlni instilace
miZe byt platnou alternativou v specifickych situacich.

Dlouhodobé expozice obvykle napodobuji pfedpoklddané lidské expozice, takze
zvife je obvykle exponovdno po ustdleni koncentrace Sest hodin denné po pét dntli
v tydnu (pferusovand exposice), nebo v ndvaznosti na moznou exposici v prostiedi,
22-24 hodin denné po sedm dni v tydnu (kontinudlni expozice), s pfiblizné jednou
hodinou pro krmeni zvifat denné ve stejnou dobu dne, pouZitou i pro ciSténi
expozi¢niho boxu. V obou pfipadech jsou zvifata obvykle exponovdna fixnim
koncentracim testované latky. Hlavni rozdil mezi pferusovanou a stdlou expozici je
v tom, Ze v prvni md zvife 17-18 hodin na udstup ucinkii denni expozice s jesté
del$sim obdobim béhem vikendu.

Volba prerusované nebo kontinudlni exposice zdvisi na cilech studia a na lidské
exposici, kterd ma byt simulovdna. Nicméné, je tfeba vzit v ivahu urcité technické
obtiZe. Na ptiklad, vyhody kontinudlni exposice pro simulaci podminek zevniho
prostfedi mohou byt naruSeny nutnosti piti a krmeni béhem exposice a potiebou
komplikovanéjsi (a spolehlivé) generace aerosolu nebo urcité koncentrace par a
technik monitorovani.

Exposi¢ni komory
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1.2.6

Zvitata se exponuji v inhalac¢nich komordch, jejichZ konstrukce zarucuje dynamicky
proud pro nejméné 12 vymén vzduchu za hodinu, aby byl zajiStén dostatecny pfisun
kysliku a rovnomérnd distribuce expozicni atmosféry. Kontrolni a expozi¢ni
komory by mély mit identickou konstrukci, tak aby byly expozi¢ni podminky
srovnatelné ve vSech aspektech vyjma exposice testované latce. Uvnitf komory se
obvykle udrzuje mirny podtlak a tim se brdni uniku testované ldtky do okolniho
prostfedi. Komory by mély minimalizovat shlukovdni testovanych zvitat. Obecné by
v z4jmu udrZeni stabilni atmosféry v komofe objem zvifat nemél pfesdhnout 5%
objemu komory.

M¢éfeni nebo monitorovdni zahrnuje:

(a) Pratok vzduchu: rychlost pritoku vzduchu komorou by méla byt nejlépe
kontrolovdna kontinudlné;

(b) Koncentrace: béhem denni exposice by koncentrace testované latky neméla
kolisat vice nez +15% stifedni hodnoty.

(c) Teplota a vlhkost: pro hlodavce, teplota by méla byt udrZovdna v rozmezi
22 + 2 °C a vlhkost v komorach 30 - 70 % vyjma ptipadi, kdy je voda pouzivdana
k rozptyleni testované ldtky v atmosféfe komory. Oba parametry by mély byt
kontrolovany prabézné.

(d) Méfeni velikosti ¢astic: méla by byt stanovena distribuce velikosti cdstic
v atmosféfe komor u tekutych nebo pevnych aerosold. Aerosolové Castice by mély
byt v respirabilni velikosti pro pouZité testovaci zvite. Vzorky atmosféry komor se
odebiraji z dychaci zény zvifat. Vzorek vzduchu by mél byt representativni pro
distribuci ¢dstic, kterym je zvife exponovdno, a mél by gravimetricky odpovidat
celému suspendovanému aerosolu, i kdyZ zna¢nd ¢dst aerosolu neni respirabilni.
Analyza velikosti ¢dstic by méla byt provddéna Casto béhem vyvoje generujiciho
systému, aby zajistila stabilitu aerosolu, a poté béhem exposic tak casto, aby bylo
mozno posoudit stabilitu distribuce ¢éstic, kterym jsou zvifata exponovana.

Trvani studie

Trvdni testu karcinogenity zahrnuje vétsi ¢4st normdlni doby Zivota zvifate
pouZitého pro test. Test by mél byt ukoncen v 18 mésicich u mysi a kieckl a 24
meésicich u potkant. Nicméné, pro nékteré kmeny zvitat s delsi dobou Zivota resp.
s nizkym spontdnnim vyskytem tumort, doba ukonceni by méla byt 24 mésict pro
mysi a kfecky a 30 mésict pro potkany. Alternativné, ukonceni takové prodlouZené
studie je pfijatelné, kdyZ pocet piezivajicich u nejniz$i ddvky nebo v kontrolni
skupiné klesne na 25 %. Pfi ukonceni testu, ve kterém je zfetelny sexudlni rozdil
odpovédi, kazdé pohlavi se posuzuje zvlast’. Tam, kde uhyne pfedcasné jen skupina
s vysokou davkou ze zjevnych toxickych pficin, nemusi to nutné vést k ukonceni
celého testu, pokud ostatni skupiny nevykazuji toxické projevy, které by Cinily
problémy. Aby bylo moZno uznat negativni vysledek testu, nesmi byt ztraty
pouzitelnych tddaji (autolyzou, kanibalismem nebo v disledku chyb obsluhy)
v Zddné skupiné vétsi nez 10% a preZiti ve vSech skupindch nesmi byt niZ8i nez
50% v 18 mésicich u mysi a kieckli a v 24 mésicich u potkanti.
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1.3

1.3.1

1.3.2

1.3.2.1

1.3.2.2

Popis postupu

Pozorovani

Denni pozorovani zvitat v klecich zahrnuje zmény kize a srsti, o¢i a sliznic, jakoZ i
dychaciho, obéhového, autonomniho a centrdlntho nervového systému,
somatomotorické aktivity a chovdni.

Pravidelnd kontrola zvifat je nutnd, aby se zabrdnilo ztrdtdm zvitat ze studie
v disledku kanibalismu, autolyzy tkdni nebo chyb v obsluze. Moribundni zvitata
jsou utracena a pitvdna.

Klinické pfiznaky a mortalita by mély byt zaznamendny u vSech zvitat. Zvl4Stni
pozornost je tfeba vénovat vyvoji tumord: doba objeveni, lokalizace, rozméry,
vzhled a progrese kazdého viditelného ¢i hmatného tumoru se zaznamendva.

Je tfeba provadét méfeni spotfeby potravy (a vody tam, kde je testovand ldtka
poddvdna v pitné vod¢€) tydné béhem prvnich 13 tydnt a pak pfiblizné ve
tfimésicnich intervalech, ledaZe by zdravotni stav nebo zmény télesné vahy ukdzaly
nutnost jiné frekvence sledovani.

Télesné hmotnosti se zaznamendvaji individudlné u vSech zvifat jednou tydné
béhem prvnich 13 tydnt obdobi testu a aspon jednou za Ctyfi tydny po tomto
obdobi.

Klinickd vySetfeni

Hematologie

Pokud pozorovani zvitat v klecich svéd¢i o zhorSeném zdravotnim stavu zvitat
béhem studia, je tfeba vySetfit diferencidlni obraz bilych krvinek.

Za 12 mésicl, za 18 mésich a pred utracenim zvitat se provede krevni ndtér ze
vSech zvitat. Diferencidl bilych krvinek se provede ve vzorcich ze zvitat ve skupiné
s nejvysSi ddvkou a u kontrol. Pokud tato data, zvl4dSté¢ udaje ziskané pied
utracenim, nebo udaje z vySetfeni patologickych zmén naznaci nutnost, diferencidl
se vySetii i u skupiny s ddvkou nejbliZe nizsi, nezZ je vysokd davka.

Pitva

Kompletni pitva by méla byt provedena u vSech zvifat, véetné téch, kterd zemftela
béhem pokusu nebo byla utracena, protoZe byla nemocnd. VSechny viditelné tumory
nebo 1€ze, nebo 1éze které by mohly byt tumory, je tfeba uchovat.

Ndsledujici orgdny a tkdné by mély byt uchovany ve vhodnych médiich pro mozné
budouci histopatologické vysSetfeni: mozek (véetné fezli prodlouzené michy/mostu,
mozeckové kory, kory mozkové), podvések mozkovy, $titnd Zldza a pfistitna téliska,
tkdn thymu, trachea a plice, srdce, aorta, slinné 7ldzy, jdtra, slezina, ledviny,
nadledviny, pankreas, gonddy, déloha, akcesorni pohlavni orgdny, kiZe, jicen,
zaludek, dvandcternik, jejunum, ileum, slepé stfevo, tracnik, koneénik, mocovy
meéchyft, representativni lymfatickd uzlina, sami¢i mlécnd Zldza, svalovina stehna,
periferni nerv, sternum s kostni dfeni, stehenni kost véetné kloubu, micha na tiech
drovnich (kréni, stfedni hrudni a bedernf) a oci.

Naplnéni plic a mocového méchyte fixativem je optimdlni zpsob uchovdni téchto
tkdni. Naplnéni plic v inhalac¢nich studiich je zdsadni pro odpovidajici
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histopatologické vySetfeni. V inhalac¢nich studiich by mél byt uchovan cely
respiracni trakt véetné nosni dutiny, hltanu a hrtanu.

Histopatologické vysetieni

(a) Upln4 histopatologie se provede v orgdnech a tkdnich viech zvitat, kterd uhynula
nebo byla utracena béhem testu a u vSech zvifat skupiny kontrolni a s nejvyssi
davkou..

(b) Vsechny tumory viditelné okem a léze, které jsou podezielé jako tumory, se
vysetfi mikroskopicky u vSech skupin.

(c) Je-li vyznamny rozdil v incidenci neoplastickych 1€zi mezi skupinou s vysokou
davkou a kontrolni skupinou, histopatologické vysetfeni se provede v daném orgdanu
¢i tkdni i v dalSich skupindch.

(d) Je-li preziti ve skupiné s vysokou ddvkou podstatné nizs$i neZ u kontrol, méla by
byt kompletné zkoumadna i skupina s nejblizsi niz$i davkou.

(e) Je-li ve skupiné s vysokou ddvkou doklad o vyvoldni toxickych nebo jinych
ucinkd, které by mohly ovlivnit neoplastickou odpovéd’, je tfeba kompletné vysetfit
nejblize nizs§i ddvkovou droven.

UDAJE

Udaje se sumarizuji ve formé tabulek, ukazujicich pro kazdou testovanou skupinu
pocet zvitat na zacdtku testu, pocet zvitat vykazujich tumory zjisténé béhem testu,
doba jejich stanoveni a pocet zvitat s tumory pfi utraceni. Vysledky se hodnoti
odpovidajici statistickou metodou. Mohou byt pouzity jakékoliv uzndvané
statistické metody.

ZPRAVA

Zprédva o testu

Zprava o testu bude, pokud mozno, obsahovat ndsledujici informace:
- Zivo€iSny druh, kmen, zdroj, podminky ustdjeni, dieta,
- podminky testu:

Popis exposi¢niho zafizeni: véetné konstrukce, typu, rozmérl, zdroje vzduchu,
systému pro vytvdfeni Castic a aerosolii, metody klimatizace, zneSkodnovani
vzduchu vychdzejictho z aparatury a zpisobu umisténi zvitat v expozi¢nim boxu,
pokud se pouziva. Dadle je tfeba popsat zatfizeni pro méfeni teploty, vlhkosti, a tam,
kde je to zadouci, stability koncentrace nebo velikosti &astic aerosolu. Udaje
o exposici: ve formé tabulky véetné primérnych hodnot a variability (napf.
smérodatnd odchylka) a mély by zahrnovat:

(a) rychlost pritoku vzduchu v inhalaénim zafizent,
(b) teplotu a vlhkost vzduchu,

(c) nomindlni koncentraci (celkové mnozstvi testované latky vstupujici do inhala¢ni
aparatury déleno objemem vzduchu),

(d) povahu vehikula, je-li pouZito,
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(e) skute¢né koncentrace v dychaci zoné,

(f) medidn velikosti ¢dstic (tam kde je relevantni),

- davkové drovné (véetné vehikula, je-li uzito) a koncentrace,

- incidence tumori podle pohlavi, davky a typu tumoru,

- doba umrti béhem studie nebo zda zvitata prezila az do konce,
- vyskyt toxickych ucinkl podle pohlavi a ddvky,

- popis toxickych a jinych ucink,

- doba, kdy byl pozorovan jakykoliv abnormaélni pfiznak a jeho dalsi vyvoj,
- data o spotiebé potravy a télesné hmotnosti,

- pouzité hematologické testy a vysledky,

- nalezy patologicko-anatomické,

- detailni popis vSech histopatologickych nélezi,

- statistické zpracovani vysledkl s popisem pouZitych metod,

- diskuse vysledkd,

- interpretace vysledkd.
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

B.33 KOMBINOVANY TEST CHRONICKE TOXICITY/
/KARCINOGENITY

METODA

Princip testu

Cilem kombinovaného testu chronické toxicity/karcinogenity je urcit chronické a
karcinogenni u¢inky latky u nékterého druhu savci po dlouhodobé exposici.

Pro tento tcel je test karcinogenity doplnén alespon jednou exponovanou satelitni
skupinou a kontrolni satelitni skupinou. Ddvka pouZitd pro tuto satelitni skupinu
muzZe byt vyssi neZ nejvyssi ddvka pouZitd pii testu karcinogenity. Zvifata v testu
karcinogenity jsou zkoumdna jak na obecnou toxicitu, tak na karcinogenni odpovéd’.
Zvitata v exponované satelitni skupiné€ jsou testovdna na obecnou toxicitu.

Testovand latka se poddva obvykle sedm dni v tydnu, vhodnou cestou, nékolika
skupindm pokusnych zvitat, jedna davka na skupinu, po vetsi ¢dst Zivota zvitat.
Béhem a po exposici testované latce jsou zvifata denné pozorovdna za ucelem
sledovdni projevi toxicity a vyvoje tumord.

Popis metody

Zvitata se chovaji v pokusnych podminkdch ustdjeni a krmeni nejméné pét dni pred
zapoCetim testu. Pfed testem se mladd zdravd zvifata ndhodné rozdéli do
kontrolnich a exponovanych skupin.

Experimentdlni zvitata

Preferovanym druhem je potkan. Na zdkladé predchozich studif je mozno pouZit i
dal$i druhy (hlodavce i nehlodavce). Pouzivaji se zdrava mladd zvitata z bézné
chovanych kmeni laboratornich zvitat. Exposice by méla byt zapocata co nejdiive
po odstaveni mldd’at. Na zac¢dtku studie by nemél rozdil ve vdze zvitat Cinit vice nez
+ 20% od priméru. V ptipadé, Ze vlastni studii pfedchdzi test subchronické ordlni
toxicity, je tteba pouzit stejny druh a kmen v obou studiich.

Pocet a pohlavi

Pro hlodavce se pouzije nejméné 100 zvifat (50 samic a 50 samci) na kazdou
uroven ddvky a soubéZnd kontrolni skupina. Samice by mély byt nullipary a
negravidni. Je-li pldnovdno pribézné utrdceni zvitat, pocCty se zvysi o pocet zvitat,
kterd budou takto utracena pfed koncem studie.

Exponovand satelitni skupina (skupiny) pro hodnoceni patologie jiné nezZ jsou

tumory by kazdd méla obsahovat 20 zvitat pro kazdé pohlavi, zatimco satelitni
skupina kontrol by méla obsahovat 10 zvitat kazdého pohlavi.
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1.2.3

1.2.4

1.2.5

1.2.5.1

1.2.5.2

Dédvkové urovné a frekvence exposic.

Pro test karcinogenity se zvoli pfinejmensim tfi davkové trovné kromé soubézné
kontrolni skupiny. Nejvyssi ddvkova droven by méla vyvolat pfiznaky minimaln{
toxicity, jako je mirny pokles vdhovych pfirtstki (méné nez 10%), bez
podstatnéjSich zmén normdlni doby dozZiti danych jinymi uU¢inky neZ tumory.
Nejnizs§i davkova uroven by neméla interferovat s normdlnim ristem, vyvojem a
délkou Zivota zvitete nebo vyvolat jakékoli znamky toxicity. Obecné by neméla byt
nizsi nez 10% vysoké ddavky. Stiedni davku/ddavky je tieba stanovit ve stiednim
pdasmu mezi vysokou a nizkou ddvkou.

Pfi volbé ddvkovych urovni by se mély vzit v dvahu pfedchozi testy a studie
toxicity.

Pro tcely testovani chronické toxicity jsou v testu zahrnuty satelitni exponované
skupiny a soubéZnd kontrolni satelitni skupina. Vysokd ddvka pro exponovand
satelitni zvifata by méla vyvolat zietelné pfiznaky toxicity.

Exposice se provddi obvykle denné. Je-li ldtka poddvdna v pitné vodé nebo
pfimiSena do potravy, méla by byt stdle k disposici.

Kontroly

SoubéZnd kontrolni skupina je identickd v kazdém ohledu s exponovanou skupinou,
vyjma exposice testované ldtce.

Ve zvlastnich pfipadech, jako jsou inhala¢ni studie s aerosoly nebo pouZzije-li se pro
oralni aplikaci emulgdtoru, jehoz biologickd aktivita neni charakterizovdna, zafadi
se dalsi negativni kontrolni skupina, kterd neni exponovdna ani vehikulu.

Zpusob aplikace

Tti hlavni cesty aplikace jsou ordlni, dermdlni a inhala¢ni. Volba zpiisobu podani{
zavisi na fyzikdlnich a chemickych charakteristikdch testované latky a
pravdépodobnému zptsobu exposice u ¢lovéka.

Ordlni studie

Tam, kde se testovand ldtka vstfebavd z gastrointestindlniho traktu a je-li poZiti
jedna z cest, jimiZ mlZe byt exponovan c¢loveék, ddva se prednost ordlni aplikaci,
pokud nejsou proti tomu néjaké divody. Zvitata mohou dostat testovanou latku
v potravé, rozpusténu v pitné vodé nebo podanou v tobolce.

Idedlné by se méla ldtka poddvat sedm dni v tydnu, protoZze ddvkovani pét dni
v tydnu mize vést k vymizeni toxicity nebo naopak vyvolat “abstinen¢ni pfiznaky
v obdobi bez aplikace, a tudiz ovlivnit vysledky a ndsledné hodnoceni. Nicmén¢,
predevsim s ohledem na praktické aspekty, ddvkovani pétkrat tydné je povaZovdno
za prijatelné.

Dermdlni studie

Aplikace pfimo na k0Zi mulZe byt zvolena jako simulace hlavni cesty vstupu
u ¢lovéka a jako modelovy zptlisob vyvolani koZniho poskozeni.
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1.2.5.3 Inhalac¢ni studie

ProtoZe inhalac¢ni studie jsou technicky komplikovanéj$i nez jiné zpiisoby aplikace,
jsou zde uvedeny podrobnéji informace o této cesté podani. Intratrachedlni insfilace
muZe byt platnou alternativou v specifickych situacich.

Dlouhodobé expozice obvykle napodobuji pfedpoklddané lidské expozice, takze
zvite je obvykle exponovdno po ustdleni koncentrace Sest hodin denné po pét dni
v tydnu (pferusovand exposice), nebo v ndvaznosti na moznou exposici v prostiedi,
22-24 hodin denné po sedm dni v tydnu (kontinudlni expozice), s pfiblizné jednou
hodinou pro krmeni zvifat denné ve stejnou dobu dne, pouzitou i pro ciSténi
expozi¢niho boxu. V obou piipadech jsou zvifata obvykle exponovdna fixnim
koncentracim testované latky. Hlavni rozdil mezi pferuSovanou a stdlou expozici je
v tom, Ze v prvni md zvite 17-18 hodin na dstup ucinki denni expozice s jesté
delSim obdobim béhem vikendu.

Volba prerusované nebo kontinudlni exposice zavisi na cilech studie a na lidské
exposici, kterd md byt simulovdna. Nicméné, je tfeba vzit v tvahu urcité technické
obtize. Na ptiklad, vyhody kontinudlni exposice pro simulaci podminek zevniho
prostiedi mohou byt naruseny nutnosti piti a krmeni béhem exposice a potiebou
komplikovanéjsi (a spolehlivé) generace aerosolu nebo urcité koncentrace par a
technik monitorovani.

Exposi¢ni komory

Zvitata se exponuji v inhala¢nich komorach, jejichz konstrukce zarucuje dynamicky
proud pro nejméné 12 vymén vzduchu za hodinu, aby byl zajiStén dostatecny
piisunu kysliku a rovhomérnd distribuce expozi¢ni atmosféry. Kontrolni a expozi¢ni
komory by mély mit identickou konstrukci, tak aby byly expozi¢ni podminky
srovnatelné ve vSech aspektech vyjma exposice testované ldtce. Uvnitf komory se
obvykle udrZzuje mirny podtlak a tim se brdni dniku testované latky do okolniho
prostiedi. Komory by mély minimalizovat shlukovani testovanych zvitat. Obecné by
v z4jmu udrZeni stabilni atmosféry v komote objem zvitfat nemél presdhnou 5 %
objemu komory.

M¢éfeni nebo monitorovdni zahrnuje:

(a) prutok vzduchu: rychlost pritoku vzduchu komorou by méla byt nejlépe
kontrolovdna kontinudlné,

(b) koncentrace: béhem denni exposice by koncentrace testované latky neméla
kolisat vice neZ +15% stfedni hodnoty,

(c) teplota a vlhkost: pro hlodavce, teplota by méla byt udrZovana v rozmezi
22 + 2 °C a vlhkost v komorach 30 - 70 % vyjma ptipadi, kdy je voda pouZivdna
k rozptyleni testované latky v atmosféfe komory. Oba parametry by mély byt
kontrolovany pritbézné,

(d) méfeni velikosti Cdstic: méla by byt stanovena distribuce velikosti Castic
v atmosféfe komor u tekutych nebo pevnych aerosold. Aerosolové Castice by mély
byt v respirabilni velikosti pro pouZité testovaci zvife. Vzorky atmosféry komor se
odebiraji z dychaci zény zvitat. Vzorek vzduchu by mél byt representativni pro
distribuci ¢dstic, kterym je zvife exponovdno, a mél by gravimetricky odpovidat
celému suspendovanému aerosolu, i kdyZ zna¢nd ¢dst aerosolu neni respirabilni.
Analyza velikosti ¢dstic by méla byt provddéna Casto béhem vyvoje generujiciho
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1.2.6

1.3

1.3.1

systému, aby zajistila stabilitu aerosolu, a poté béhem exposic tak ¢asto, aby bylo
mozno posoudit stabilitu distribuce ¢astic, kterym jsou zvifata exponovdna.

Trvdni studie

Trvani testu karcinogenity zahrnuje vétSi Cast normdlni doby Zivota zvifete
pouZitého pro test. Test by mél byt ukoncen v 18 mésicich u mysi a kieckd a 24
mésicich u potkand. Nicméné, pro nékteré kmeny zvifat s del$i dobou Zivota resp.
s nizkym spontdnnim vyskytem tumort, doba ukonceni by méla byt 24 mésict pro
mysi a kfecky a 30 mésict pro potkany. Alternativné, ukonceni takové prodlouzené
studie je pfijatelné, kdyZ pocet piezivajicich u nejniz§i ddvky nebo v kontroln{
skupiné klesne na 25 %. Pfi ukonceni testu, ve kterém je zfetelny sexudlni rozdil
odpovédi, kazdé pohlavi se posuzuje zvlast’. Tam, kde uhyne pfedcasné jen skupina
s vysokou ddvkou ze zjevnych toxickych pficin, nemusi to nutné vést k ukonceni
celého testu, pokud ostatni skupiny nevykazuji toxické projevy, které by cCinily
problémy. Aby bylo moZno uznat negativni vysledek testu, nesmi byt ztraty
pouzitelnych tddaji (autolyzou, kanibalismem nebo v diasledku chyb obsluhy)
v Zddné skupiné vétsi nez 10% a preZiti ve vSech skupindch nesmi byt nizsi nez
50% v 18 mésicich u mysi a kfeckl a v 24 mésicich u potkand.

Satelitni skupiny 20 ddvkovanych zvifat pro kazdé pohlavi a 10 pfipojenych
kontrolnich zvitat kazdého pohlavi pouZitych pro testovani chronické toxicity by
mély byt v pokusu aspon 12 mésicii. U téchto zvitat by mélo byt planovano utraceni
tak, aby umoZnilo odliSeni patologie, kterd md vztah k testované ldtce, od
komplikujicich projevi starnuti.

Popis postupu

Pozorovani

Dennf{ pozorovani zvitat v klecich zahrnuje zmény kliZe a srsti, o¢f a sliznic, jakoZz i
dychaciho, obéhového, autonomniho a centrdlntho nervového systému,
somatomotorické aktivity a chovani.

U zvifat exponované satelitni skupiny (skupin) se provdadi v pfiméfenych
intervalech klinické vySetfendi.

Pravidelnd kontrola zvifat je nutnd, aby se zabranilo ztrdtdm zvitat ze studie napft.
v diisledku kanibalismu, autolyzy tkdni nebo chyb v obsluze. Moribundni zvitata by
méla byt utracena a pitvana.

Klinické ptiznaky vcetné neurologickych a ocnich ndlezi a mortalita se
zaznamenavaji u vSech zvitat. Zvlastni pozornost je tfeba vénovat vyvoji tumort:
doba objeveni, lokalizace, rozméry, vzhled a progrese kazdého viditelného ¢i
hmatného tumoru se zaznamenava.

Je tfeba provadét méfeni spotieby potravy (a vody tam, kde je testovand ldatka
poddvdna v pitné vodé€) tydné béhem prvnich 13 tydnG a pak pfiblizné ve
tfimésicnich intervalech, ledaze by zdravotni stav nebo zmény télesné vahy ukdzaly
nutnost jiné frekvence sledovani.

Télesné hmotnosti se zaznamendvaji individudlné u vSech zvitat jednou tydné
béhem prvnich 13 tydnd obdobi testu a aspon jednou za Ctyfi tydny po tomto
obdobi.
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1.3.2

1.3.2.1

1.3.2.2

1.3.2.3

Klinickd vySetfeni

Hematologie

Hematologickd vySetfeni (napf.obsah hemoglobinu, hematokrit, celkovy pocet
erythrocytil, celkovy pocet bilych krvinek, krevnich desticek, nebo dalsi méfeni
srazlivosti) by méla byt provdadéna za tii mésice, Sest mésicti a poté v pfiblizné
Sestimésicnich intervalech, a na konci na vzorcich krve od 10 potkand na pohlavi
z kazdé skupiny. Tam kde je to mozné, vzorky ve vSech intervalech by mély byt od
tychZ potkand.

Pokud pozorovdni zvitat v klecich svéd¢i o zhorSeném zdravotnim stavu zvitat
béhem studia, je tfeba vySetfit diferencidlni obraz bilych krvinek.

Diferencidlni obraz bilych krvinek se provede ve vzorcich ze zvifat ve skupiné

s nejvyssi ddvkou a u kontrol. Pokud tato data, nebo udaje z vySetieni patologickych
zmén naznaci nutnost, diferencidl se vySetii i u skupiny s ddvkou nejbliZe nizsi, nez
je vysoka ddvka.
Analyza moci

Vzorky moci od 10 potkant od kazdého pohlavi se sbiraji pro analyzu pokud mozZno
od stejnych zvifat a ve stejnych intervalech jako hematologické zkousky.
Nadsledujici stanoveni jsou provedena bud’ na vzorcich jednotlivych zvifat nebo na
smésném vzorku pro skupiny podle ddvek a pohlavi:

- vzhled moci, objem a hustota u jednotlivych zvitat,
- proteiny, glukosa, ketolatky, okultni krvaceni (semi-kvantitativné),

- mikroskopické vysetfeni sedimentu (semi-kvantitativng).

Biochemické vySetreni

V pfiblizné Sestimésicnich intervalech a na zavér jsou odebrdny krevni vzorky pro
biochemickd méfeni od vSech ne-hlodavcti a 10 potkant obojiho pohlavi, pokud
moZzno pro tytéZ potkany ve vSech intervalech. Od nehlodavcl se vedle toho
odeberou vzorky pfed testem. Z téchto vzorkd je pfipravena plasma a jsou
provedeny ndsledujici zkousky :

-celkova koncentrace proteind,
-koncentrace albuminu,

-testy na funkci jater (napf. aktivita bazické fosfatdazy, aktivita glutamdt pyruvat
transaminasy’, glutamdt acetit transaminasy”), gamma glutamyl transpeptidasy,
ornithin dekarboxylasy,

-metabolismus cukri, napf. krevni glukosa na la¢no,

-test na funkci ledvin, napt. dusik mocoviny v krvi.

nyni zndma jako sérova alanin aminotransferasa

nyni zndma4 jako sérova aspartdt aminotransferasa



Strana 7978

Sbirka zdkont & 251 / 1998 Cistka 88

1.3.2.4 Makroskopické patologické vysSetieni

1.3.2.5

Kompletni pitva se provede u vSech zvifat, véetné téch, kterd zemiela béhem
pokusu nebo byla utracena v moribundnim stavu. Pfed utracenim se odeberou
vzorky krve vSech zvitat pro diferencidlni obraz bilych krvinek. VSechny viditelné
1€ze, tumory nebo léze, nebo 1éze které by mohly byt tumory, je tfeba uchovat. Mélo
by byt provedeno porovndni anatomicko-patologickych zmén s mikroskopickymi
nalezy.

Vsechny orgdny a tkdn¢é by mély byt uchovdny pro histopatologické vysetfeni. To se
obvykle tykd nasledujicich organt a tkani: mozku® (prodlouzené michy/mostu,
mozecCkové kory, kory mozkové), podvésku mozkového, $titné zldzy a pfistitnych
télisek, thymu, trachey a plic, srdce, aorty, slinnych Zlaz, jater3 , sleziny, ledvin®,
nadledvinek? , jicnu, zZaludku, dvandcterniku, jejuna, ilea, slepého stfeva, tracniku,
koneéniku, mocového méchyie, lymfatickych uzlin, slinivky, gonad® , akcesornich
pohlavnich orgdni, samic¢i mlécné Zlazy, klize, svaloviny, periferniho nervu, michy
(kréni, hrudni a bederni), sterna s kostni dieni a stehenni{ kosti véetné kloubd, a o¢i.
Naplnéni plic a mocového méchyte fixativem je optimdlni cestou ke konzervaci
téchto tkdni; naplnéni plic v inhalacnich studiich je zdsadni pro odpovidajici
histopatologické zkoumdni. Ve specidlnich studiich, jako jsou inhalaéni studie, ma
byt studovan cely respiracni trakt véetné nosu, hltanu a hrtanu.

Byla-li provedena jind klinickd vySetfeni, informace ziskané z téchto procedur by
mély byt k disposici pfed mikroskopickym vySetfenim, protoZze mohou ddt
patologovi vyznamné voditko.

Histopatologie
Pro testovdni chronické toxicity:

Podrobné vySetieni se provede ve vSech uchovanych orgdnech vSech zvitat satelitn{
skupiny s vysokou ddvkou a satelitni kontrolni skupiny. Pokud se v satelitni skupiné
exponované nejvyssi ddvce najdou patologické zmény zplisobené latkou, vySetii se
histologicky cilové orgdny vSech ostatnich zvifat z ostatnich exponovanych
satelitnich skupin i ze vSech exponovanych skupin cdsti studie vénované
karcinogenité pfi jejim ukonceni.

Pro testovdni karcinogenity:

(a) dpln4 histopatologie se provede v organech a tkdnich vSech zvitat, kterd uhynula
nebo byla utracena béhem testu a u vSech zvitat skupiny kontrolni a s nejvyssi
davkou;

(b) vSechny tumory viditelné okem a léze, které jsou podezielé jako tumory, se
vySetfi mikroskopicky u vSech skupin;

(c) je-li vyznamny rozdil v incidenci neoplastickych 1ézi mezi skupinou s vysokou
davkou a kontrolni skupinou, histopatologické vySetieni se provede v daném orgdnu
¢i tkdni 1 v dalSich skupindch;

(d) je-li preziti ve skupiné s vysokou ddvkou podstatné nizsi nez u kontrol, méla by

Vv vV

byt kompletné zkoumdna i skupina s nejbliz$i nizs$i davkou;

3 Tyto orgdny z 10 zvifat na pohlavi a na skupinu hlodavcti maji byt zvazeny.
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(e) je-li ve skupiné s vysokou davkou doklad o vyvolani toxickych nebo jinych
ucink1, které by mohly ovlivnit neoplastickou odpovéd’, je tfeba kompletné vysetfit
nejbliZe nizs§i ddvkovou uroven.

UDAIJE

Udaje se sumarizuji ve formé tabulek, ukazujicich pro kazdou testovanou skupinu
pocet zvifat na zacdtku testu, pocet zvifat ukazujich tumory zjisténé béhem testu,
dobu jejich stanoveni a pocet zvifat s tumory pii utraceni. Vysledky se hodnot{
odpovidajici statistickou metodou. Mohou byt pouzity jakékoliv uzndvané
statistické metody.

ZPRAVA

Zprdva o testu
Zprava o testu bude, pokud moZno, obsahovat ndsledujici informace:
- Zivo€iSny druh, kmen, zdroj, podminky ustdjeni, dieta,

- podminky testu: popis exposi¢niho zafizeni: véetné konstrukce, typu, rozmérd,
zdroje vzduchu, systému pro vytvdieni Cdstic a aerosolli, metody klimatizace,
zneSkodnovdani vzduchu vychdzejictho z aparatury a zpusobu umisténi zvitat
v expoziénim boxu pokud se pouZzivd. Ddle je tfeba popsat zafizeni pro méfeni
teploty, vlhkosti, a tam, kde je to Zddouci, stability koncentrace nebo velikosti ¢dstic
aerosolu. Udaje o exposici: ve formé tabulky véetné préimérnych hodnot a
variability (napf. smérodatnd odchylka) by mély zahrnovat:

(a) rychlost proudu vzduchu v inhala¢nim zafizen,
(b) teplotu a vlhkost vzduchu,

(c) nomindlni koncentraci (celkové mnozstvi testované latky vstupujici do inhala¢ni
aparatury déleno objemem vzduchu),

(d) povahu vehikula, je-li pouZito,

(e) skute¢né koncentrace v dychaci zoné¢,

(f) medidn velikosti ¢dstic (tam kde relevantni),

- davkové drovné (véetné vehikula, je-li uzito) a koncentrace,
- data incidence tumorl podle pohlavi, ddvky a typu tumoru,

- doba umrti béhem studie nebo zda zvifata pteZila az do konce, v€etné satelitnich
skupin,

- vyskyt toxickych ucinkl podle pohlavi a ddvky - popis toxickych a jinych tcinkd,
- doba, kdy byl pozorovan jakykoliv abnormaélni pfiznak a jeho dalsi vyvoj,

- data o spotfebé potravy a télesné hmotnosti,

- oftalmologické nélezy,

- pouzité hematologické testy a vysledky,

- testy klinické biochemie a v§echny vysledky (véetné vysledkl analyzy moci),

- ndlezy patologicko-anatomické,
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- detailni popis vSech histopatologickych ndlez,
- statistické zpracovani vysledki s popisem pouZitych metod,
- diskuse vysledkt,

- interpretace vysledki.
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B.34 REPRODUKCNI TOXICITA - JEDNOGENERACNI TEST

METODA

Princip testovaci metody

Testovand latka se poddvad nékolika skupindm samic a samct v odstupniovanych
ddvkdch.

Samci dostdvaji testovanou ldtku v dobé riistu a alespon v priibéhu jednoho tplného
spermatogenniho cyklu (pfiblizné 56 dn u mysi a 70 dnt u potkanil), aby byl
zachycen jakykoliv nepfiznivy ucinek testované ldtky na spermatogenezu.

Samice rodicovské generace (P) dostdvaji latku po dobu alespon dvou estralnich
cyklt, aby byl zachycen jakykoliv nepiiznivy ucinek testované latky na estrus.
Zvitata jsou poté pripusténa. V dobé pfipousténi se testovand latka poddva zvitatim
obou pohlavi, v dobé gravidity a kojeni pouze samicim.

Pro inhala¢ni aplikaci je tfeba metodu modifikovat.
Popis testovaci metody.

Ptiprava

Pfed zahajenim testu se zdravd mladd dospéld zvifata ndhodné rozdéli do dvou
skupin - kontrolni a exponované skupiny. Zvitata jsou chovdna nejméné 5 dni pred
zahdjenim pokusu v téch podminkdch ustdjeni a krmeni, v jakych budou béhem
experimentu.

Doporucuje se testovanou ldtku poddvat v potraveé nebo v pitné vodé€. Jiné zplisoby
podani jsou také pfijateln€. VSechna zvifata ldtku dostdvaji stejnym zptisobem
v pritbéhu celého testu. Pokud se pouzivd k usnadnéni aplikace vehikulum nebo jiné
aditivum, musi byt o nich zndmo, Ze nemaji toxické ucinky. Létka se aplikuje 7 dni
v tydnu.

Pokusna zvirata

Vybér druhu

Dava se pfednost potkantim nebo mySim. PouZivaji se zdrava zvitata, do té doby
nepouzitd pro jiné experimenty. NepouZivd se kment s nizkou plodnosti. Musi byt
plné charakterizovdna co do druhu, kmene, pohlavi a vdhy a/nebo véku. Plodnost
musi byt ovéfena vhodnym zpiisobem u obou pohlavi. Zvitata v obou skupindch,
exponované a kontrolni, musi byt odstavena pfed zahdjenim aplikace.

Pocet a pohlavi

Kazda exponovand i kontrolni skupina musi mit dostatecny pocet zvitat, aby bylo
zaruceno cca 20 bfezich samic s pfiblizné stejnym terminem porodu. Cilem je ziskat
dostatecny pocet téhotenstvi a potomstva, a tim zajistit spolehlivé hodnoceni vlivu
latky na plodnost, prabéh gravidity a matefské chovani v P generaci, kojeni, rist a
vyvoj potomstva generace F; od poceti do odstavu.
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Podminky testu

Vodu a potravu dostdvaji zvitata ad libitum. Pied porodem se téhotné samice
pfemisti do zvlastnich porodnich nebo matefskych kleci a je jim poskytnut materidl
pro vytvofeni hnizda.

Davkovani

Pouziji se alespon tii exponované skupiny a jedna kontrolni. Pokud se pouzivd pro
aplikaci testované ldtky vehikulum, pak zvifata kontrolni skupiny dostdvaji
vehikulum v nejvyS$Sim pouZitém objemu. Pokud testovand ldtka sniZuje pfijem a
vyuZiti potravy, je tfeba uvazit pouZiti dalsi kontrolni skupiny, sparované co do
VYZivy.

Testovand ldtka v nejvys$si koncentraci md v idedlnim ptipadé - pokud to neni
omezeno jejimi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi nebo povahou biologického
ucinku - vyvoldvat toxicitu, ale zddnd uhynuti v rodiCovské populaci. Stredni
ddvka(y) by méla(y) vyvolat minimdlni toxické ucinky, které by se daly pfipsat

testované latce, a nejniz§i ddvka by neméla vyvoldvat zddné pozorovatelné
nepiiznivé ucinky, ani u rodi¢ii ani u potomstva.

Pfi poddni sondou nebo v tobolkdch se ddvka stanovi individudlné na zdkladé
hmotnosti zvifete a pfizpisobuje se kazdy tyden podle zmény vahy. V piipadé
téhotnych samic ddavky mohou byt pfipadné urceny na zdkladé télesné hmotnosti
v 0. nebo 6.dni od zacdtku t€hotenstvi.

Limitni test

V piipadé litek s nizkou toxicitou, pokud se ani ddvka 1000 mgkg™ neprojevuje
Zadnym toxickym ucinkem na reprodukci, nemusi se provadét studie na jinych
davkovych drovnich. Pokud predbéznd studie ukdze, Ze vysokd ddvka, vyvoladvajici
u matek jasné piiznaky toxicity, nemd nepfiznivé ucinky na plodnost, neni nutné
provadeét studie na jinych ddvkovych drovnich.

Popis postupu

Pldn pokusu

Denni aplikace samciim rodiovské generace (P) zacne ve véku péti az deviti tydni,
po nejméné pétidenni aklimatizaci po odstaveni. U potkant aplikace pokracuje
deset tydnti pfed obdobim piipousténi (8 tydnid pro mysi). Samci se bud’ utrati a
vySetii na konci obdobi pfipousténi, nebo se pokracuje v aplikaci a mohou byt
pouziti pro produkci dal$ich vrhii a jsou pak utraceni a vySetieni nékdy pred koncem
pokusu.

Dennf aplikace samicim rodicovské generace (P) zacne po pétidenni aklimatizaci a
pokracuje asponi dva tydny pfed obdobim pfipousténi. Denni aplikace pokracuje pak
po celé tii tydny obdobi pfipousténi, v dobé gravidity az do odstaveni F; generace.
Je ptipustnd zména ddavkovaciho pldnu podle znalosti o vlastnostech studované
latky, napt. o indukci metabolismu a/nebo bioakumulaci.

Postup pfi pfipousténi

Je mozno pouzit parovani 1:1 (jedna samice a jeden samec) anebo 1:2 (jeden samec
ke dvéma samicim).
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1.3.5.1

1.3.5.2

V pfipadé 1:1 pdrovani, samice se ponechd s tymZ samcem ve spolec¢né kleci do
ot¢hotnéni anebo po dobu 3 tydni. Kazdé rdno jsou samice vySetfeny na pfitomnost
spermatu nebo vagindlni zdtky. Den 0O téhotenstvi je definovdn jako den ndlezu
vagindlni zatky nebo spermatu.

Dvojice, u kterych nedojde k oplodnéni, je tfeba vySetfit s cilem zjistit divod
neplodnosti paru. To je mozné bud’ poskytnutim dalsi pfilezitosti k oplodnéni
s osvédéenymi jedinci obou pohlavi nebo mikroskopickym vySetienim
reprodukénich organii nebo vysetfenim estrdlniho cyklu a spermatogenezy.

Velikost vrhu

Zvitatiim pouZitym pro vySetieni plodnosti je ponechdna moZnost porodit normdlné
a pecovat o své potomstvo do okamZiku odstaveni bez standardizace velikosti vrhi.
Pokud se velikost vrhil standardizuje, je tfeba dodrzet nasledujici postup: mezi 1. a
4. dnem po porodu se velikost v§ech vrhli upravi vyfazenim nadbyte¢nych jedincti
tak, aby se dosdhlo poctu 4 samcti a 4 samic na vrh; pokud to neni proveditelné, je
mozno standardizovat na jiné pocty, napt. 5 samct a 3 samice. Vrhy mensi nez 8
nelze standardizovat.

Pozorovani

Kazdé zvife md byt pozorovano alespon jednou za den. Vyznamné zmény chovdni,
priznaky ztiZeného nebo prodlouzeného porodu, a v§echny pfiznaky toxicity, véetné
mortality, se zaznamendvaji. Pii{jem potravy se méii denné jak pfed tak béhem doby
piipousténi. Béhem gravidity je vhodné kontrolovat pfijem potravy denné. Po
porodu a v pribéhu laktace se méfi piijem potravy (a vody, pokud se latka podava
v pitné vod¢) ve stejny den, kdy je potomstvo vazeno. Rodi¢ovskd P zvitata se vazi
prvni den aplikace a pak tydné. VSechna pozorovani se zaznamendvaji individudlné

pro kazdé dospélé zvite.

Doba gestace se pocitd od dne 0 téhotenstvi. Kazdy vrh se co nejdiive po porodu
vySetii a stanovi se pocty a pohlavi mldd’at, pocet mrtvych a Zivych poroda a
pfitomnost hrubych anomalii.

Mrtva mldd’ata a mldd’ata utracend ve Ctvrtém dnu se uchovaji pro vySetfeni na
mozné defekty. Zivd mlad’ata se spocitaji a celé vrhy se zvazi rdno po porodu, ve 4.
a 7.dnu a potom kazdy tyden do ukonceni studie, kdy jsou zvifata zvdZena
individudlné. Pozoruji se a zaznamendvaji vSechny abnormality v chovdni a
fyzickém stavu matek a potomstva.

Patologie.

Pitva

Po utraceni nebo umrti se vSechna zvitata generace P makroskopicky vySetii na
strukturni abnormality anebo patologické zmény, se zvlastni pozornosti k orgdniim
reprodukéniho systému. Mladata zemfeld nebo umirajici se vySetii na defekty.

Histopatologickd vySetreni

Vajecniky, d€loha, délozni hrdlo, vagina, varlata, epididymis, semenné vacky,
koagulacni 7ldza, prostata, hypofysa a cilové orgdny vSech zvitat generace P se
uchovaji pro mikroskopické vySetieni. V ptipadé, Ze tyto organy nebyly doposud
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vySetfeny v jinych mnohaddvkovych studiich, provede se mikroskopické vySetieni
u vSech zvifat kontrolni skupiny a skupiny dostdvajici nejvyssi ddvku a déle u
zvitat, kterd zemftela v priibéhu pokusu.

Orgdny, které jevily abnormality u téchto skupin zvitat, se vySetfi i u P zvifat
ostatnich ddvkovych skupin. V téchto ptipadech se mikroskopicky vySetiuji vSechny
tkdn€ makroskopicy postizené. Jak jiz bylo uvedeno, reprodukéni orgdny zvifat
podezfelych z neplodnosti se maji téZ podrobit mikroskopické analyze.

UDAIJE

Data se sumarizuji v tabulkdch, kde je uveden pro kazdou ddvkovou skupinu pocet
zvitat na zacdatku pokusu, pocet plodnych samcti, pocet t€¢hotnyvh samic, typ zmén a
procento zvitat nesoucich tyto zmény.

Numerické vysledky maji byt statisticky zpracovdny pftislusSnou statistickou
metodou. MiiZe se pouZit kterdkoliv obecné pfijimand statistickd metoda.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdva o experimentu
Zprava o experimentu by méla pokud mozno obsahovat ndsledujici tdaje:

- druh /kmen pouzitych zvitat,

- Udaje o toxické odezvé v zdvislosti na ddvce a pohlavi, v€etné¢ ukazatela
plodnosti, gestace a Zivotaschopnosti,

- dobu uhynuti v priitbéhu studie nebo zda zvitata ptezila do ukonceni pokusu,

- tabulka uvadéjici hmotnost kazdého vrhu, primérnou hmotnost jednotlivych
mldd’at a kone¢nou individudlni hmotnost potomka,

- toxické a dalsi ucinky na reprodukci, potomstvo a postnatdlni rist,

- den, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormdlni pfiznaky a jejich dalsi vyvoj,
- télesnd hmotnost zvitat P generace,

- pitevni ndlezy,

- detailni popis vSech mikroskopickych ndlez,

- statistické zpracovani vSech udajii, pokud je mozné,

- diskuse vysledkt

- interpretace vysledkd.
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B.35 REPRODUKCNI TOXICITA - DVOUGENERACNI TEST

METODA

Princip testovaci metody.

Testovand latka se poddvad nékolika skupindm samic a samct v odstupniovanych
ddvkdch.

Samci rodi¢ovské (P) generace dostdvaji testovanou latku v dobé rlstu a alespori
v pribéhu jednoho spermatogenniho cyklu (pfiblizné 56 dnd u mysi a 70 dnt
u potkantl), aby byl zachycen jakykoliv nepfiznivy ucinek testované latky na
spermatogenezu.

Samice rodicovské generace (P) dostdvaji latku po dobu alespor dvou estrdlnich
cykld, aby byl zachycen jakykoliv nepfiznivy dcinek testované ldtky na estrus.

Zvitata jsou poté pripusSténa. V dobé pfipousténi se testovand latka poddva zvitatim
obou pohlavi a potom, v dobé gravidity a kojeni, pouze samicim. Po odstaveni je
latka poddvana zvitatlim filidlni generace F; v priibéhu rlistu do dospélosti, v dobé
pdfeni a aZz do doby odstaveni F, generace.

Pro inhalac¢ni aplikaci je tfteba metodu modifikovat.
Popis testovaci metody.

Ptiprava

Pfed zahdjenim testu jsou zdravd zvifata ndhodné rozdélena do dvou skupin -
kontrolni a exponované skupiny. Rodicovskd zvitata (P) jsou chovdna nejméné
5 dnti pred zahdjenim pokusu v téch podminkach ustdjeni a krmenti, v jakych budou
béhem experimentu. Doporucuje se testovanou latku podavat v potravé nebo v pitné
vodé. Jiné zpusoby podani jsou také mozné. VSechna zvitata latku dostdvaji stejnym
zpisobem v pribéhu celého testu. Pokud se pouZivd k usnadnéni aplikace
vehikulum nebo jiné aditivum, musi byt o nich zndmo, Ze nemaji toxické ucinky.
Létka se aplikuje 7 dni v tydnu.

Pokusnd zvirata

Dava se prednost potkanim nebo mysim. PouZivaji se zdravd P zvitata, do té doby
nepouzitd pro jiné experimenty. NepouZzivd se kment s nizkou plodnosti. Musi byt
plné charakterizovdna co do druhu, kmene, pohlavi a vdhy nebo véku. Plodnost
musi byt ovéfena u obou pohlavi. Zvifata v obou skupindch, exponované a
kontrolni, musi byt odstavena ptfed zahajenim aplikace.

Pocet a pohlavi

Kazda exponovand i kontrolni skupina musi mit dostate¢ny pocet zvitat, aby bylo
zaruceno cca 20 brezich samic s pfibliZzné stejnym terminem porodu. Cilem je ziskat
dostate¢ny pocet téhotenstvi a potomstva, a tim zajistit spolehlivé hodnoceni vlivu
latky na plodnost, pribéh gravidity a matefsk€é chovdni, kojeni, rist a vyvoj
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1.2.5

1.2.6

1.3

1.3.1

potomstva generace F; od poceti do dospélosti, a vyvoj jejich potomstva generace
F, az do odstaveni.

Podminky testu

Vodu a potravu dostdvaji zvitata ad libitum. Pfed porodem se t€hotné samice
premisti do zvlaStnich porodnich nebo matefskych kleci a je jim poskytnut materidl
pro vytvofeni hnizda.

Davkovani

Pouziji se alespon tii exponované skupiny a jedna kontrolni. Pokud se pouzivd pro
aplikaci testované ldtky vehikulum, pak zvifata kontrolni skupiny dostdvaji
vehikulum v nejvétSim pouZitém objemu. Pokud testovand ldtka sniZuje piijem a
utilizaci potravy, je tieba uvazit pouziti dalsi kontrolni skupiny, spdrované co do
VYZivy.

Testovand ldtka v nejvyssi koncentraci ma v idedlnim piipadé€, pokud to dovoli
fyzikdlné-chemické vlastnosti ldtky a jeji biologické ucinky, vyvoldvat toxicitu a
nikoli mortalitu v rodi¢ovské populaci. Stiedni ddvka(y) by méla(y) vyvolat
minimdln{ toxické ucinky, které by se daly pfipsat testované ldtce, a nejnizsi ddvka
by neméla vyvoldvat Zddné pozorovatelné nepfiznivé ucinky ani u rodi¢d ani
u potomstva.

Pfi poddni sondou nebo v tobolkdch se ddvka stanovi na zdkladé individudlni
hmotnosti zvifete a pfizpisobuje se kazdy tyden podle zmény hmotnosti. V piipadé
téhotnych samic, ddvky mohou byt pfipadné uréeny na zdklad¢ télesné hmotnosti
v 0. nebo 6.dni od zacdtku t€hotenstvi.

Limitni test

V piipadé ldtek s nizkou toxicitou, pokud se ani ddvka 1000 mg.kg" neprojevuje
Zddnym toxickym ucinkem na reprodukci, nemusi se provadét studie na jinych
davkovych drovnich. Pokud predbéznd studie ukdze, Ze vysokd davka, vyvoladvajici
jasnou matefskou toxicitu, nemd nepftiznivé ucinky na plodnost, neni nutné provadet
studie na jinych ddvkovych drovnich.

Popis postupu

Pldn pokusu

Denni aplikace samctim rodicovské generace P zacne ve véku péti az deviti tydni,
aspon po pétidenni aklimatizaci po odstaveni. U potkant aplikace pokracuje deset
tydnii pfed obdobim pfipousténi (8 tydnt pro mysi). Samci se bud’ utrati a vySetii na
konci obdobi ptipousténi nebo se pokracuje v aplikaci a jsou pouZiti pro piipadnou
produkci dalS$ich vrhli a jsou utraceni a vySetfeni nékdy pfed koncem pokusu.

Denni aplikace samicim rodiCovské generace P zacne po pétidenni aklimatizaci a
pokracuje aspon dva tydny pfed obdobim pfipousténi. Denni aplikace pokracuje pak
po celé tii tydny obdobi pfipousténi, v dobé gravidity az do odstaveni F; potomstva.
Je prfipustnd zména davkovaciho pldnu podle znalosti o vlastnostech studované
latky, napf. o indukci metabolismu resp.o bioakumulaci.

Aplikace zvifatim generace F; za¢ind po odstavu a kon¢f jejich utracenim.
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Postup ptfi pripousténi

Je moZno pouzit parovani 1:1 (jedna samice a jeden samec) anebo 1:2 (jeden samec
ke dvéma samicim).

V ptipadé 1:1 pdrovani, samice se ponechd s tymZ samcem ve spole¢né kleci do
otéhotnéni anebo po dobu 3 tydnt. Kazdé rdno jsou samice vySetieny na pritomnost
spermatu nebo vagindlni zdtky. Den O téhotenstvi je definovdn jako den ndlezu
vagindlni zdtky nebo spermatu.

Vzhledem k vyvoji spermiogenese, zvifata generace F; se nepouZzivaji pro
pfipousténi do véku 11 tydnd u mysi a 13 tydni u potkant. Pro pfipousténi zvitat
generace F; se ndhodné vyberou pdry z raznych vrhi téZze davkové skupiny. Zvitata
nepouzitd se utrati po odstavu.

Dvojice, u kterych nedojde k oplodnéni, je tieba vySetfit s cilem zjistit divod
neplodnosti pdru. To je moZzné bud’ poskytnutim dalsi pfileZitosti k oplodnéni
s osvédCenymi jedinci obou pohlavi nebo mikroskopickym vySetfenim
reprodukénich organtd nebo vySetfenim estrdlniho cyklu a spermatogenezy.

Velikost vrhu

Zvifatm pouZitym pro vySetfeni plodnosti je ponechdna mozZnost porodit normdlné
a pecovat o své potomstvo do okamziku odstaveni bez standardizace velikosti vrhi.
Pokud se velikost vrhil standardizuje, je tfeba dodrzet ndsledujici postup: mezi 1. a
4. dnem po porodu se velikost v§ech vrhl upravi vyfazenim nadbytecnych jedinci
tak, aby se dosdhlo poctu 4 samct a 4 samic na vrh; pokud to neni proveditelné, je
mozno standardizovat na jiné pocty, napf. 5 samcl a 3 samice. Vrhy mensi nez 8
nelze standardizovat. Standardizace vrhil generace F, se provede obdobné.

Pozorovani

Kazdé zvite md byt pozorovano alespon jednou za den. Vyznamné zmény chovani,
ptiznaky ztiZeného nebo prodlouzeného porodu a vSechny pfiznaky toxicity, véetné
mortality, se zaznamendvaji. Pf{jem potravy se méii tydné jak pted, tak béhem doby
piipousténi. Béhem gravidity je vhodné kontrolovat pfijem potravy denné. Po
porodu a v pritbéhu laktace se méfi pifjem potravy ve stejny den, kdy je potomstvo
vazeno. Rodicovskd P a F, zvitata se vdzi prvni den aplikace a pak tydné. VSechna
pozorovdni se zaznamendvaji individudlné pro kazdé dospélé zvite.

Doba gestace se pocitd od dne 0 t€hotenstvi. Kazdy vrh se co nejdiive po porodu
vySetii a stanovi se pocty a pohlavi mldd’at, pocet mrtvych a Zivych porodl a
pfitomnost hrubych anomalii.

Mrtvd mldd’ata a mldd’ata utracend ve ¢tvrtém dnu se uchovaji pro vySetfeni na
mozné defekty. Zivda mlad’ata se spoéitaji a celé vrhy se zvaZi rdno po porodu, ve 4.a
7.dnu a potom kazdy tyden do ukonceni studie, kdy jsou zvifata zvdZena
individudlné. Pozoruji se a zaznamendvaji vSechny abnormality v chovdni a
fyzickém stavu matek a potomstva.

Patologie

1.3.5.1 Pitva
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VSechna dospéld zvitata generaci P a F; se utrdceji, jakmile neni nutné je déle
uchovavat pro posouzeni tc¢inki ladtky na reprodukci. Zvitata generace F; nevybrand
pro pfipousténi a vSechna zvifata generace F, se utrati po odstaveni.

Po utraceni nebo umrti se v§echna rodi¢ovskd zvitata P a F; makroskopicky vySeti{
na strukturni abnormality anebo patologické zmény, se zvlastni pozornosti
k orgdntim reprodukéniho systému. Mladata uhynuld nebo moribundni se vySetii na
defekty.

Histopatologické vySetieni

Vajecniky, déloha, d€lozni hrdlo, vagina, varlata, epididymis, semenné kandlky,
koagulacni zldzka, prostata, hypofysa a dalsi cilové orgdny vSech zvitat generaci P a
F; se uchovaji pro mikroskopické vysSetfeni. V piipadé, Ze tyto orgdny nebyly
doposud vysetfeny v jinych mnohadavkovych studiich, provede se mikroskopické
vySetfeni u vSech P a F; zvifat kontrolni skupiny a skupiny dostdvajici nejvyssi
ddvku, kterd byla vybrdna pro pfipousténi, a ddle u zvitfat, kterd zemfiela v pribéhu
pokusu. Orgdny, které jevily abnormality u téchto skupin zvitat, se vySetii i u zvitat
ostatnich ddvkovych skupin. V téchto piipadech se mikroskopicky vySettuji vSechny
tkdné makroskopicky postizené. Jak jiz bylo uvedeno, reprodukéni orgdny zvifat
podezielych z neplodnosti se maji téZ podrobit mikroskopické analyze.

UDAIJE

Udaje se sumarizuji v tabulkdch, kde je uveden pro kazdou davkovou skupinu pocet
zvitat na zacdtku pokusu, pocet te€hotnych samic, typ zmén a procento zvitat
nesoucich tyto zmény.

Numerické vysledky maji byt zpracovany piisluSnou statistickou metodou. Muze se
pouZit kterdkoliv obecné pfijimand statistickd metoda.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprava o experimentu
Zprdva o experimentu by méla pokud moZno obsahovat ndsledujici udaje:

- druh /kmen pouZitych zvitat,

- idaje o toxické odezvé v zdvislosti na ddvce a pohlavi, véetné ukazateli
plodnosti, gestace a Zivotashopnosti,

- dobu uhynuti v pribéhu studie nebo zda zvitata ptezila do ukonceni pokusu,

- tabulka uvddéjici hmotnost u kazdého vrhu, primérnou hmotnost jednotlivych
mldd’at a individudlni hmotnost potomk pfed utracenim,

- toxické a dalsf uc¢inky na reprodukci, potomstvo a postnatalni rist,

- den, kdy byly pozorovany jednotlivé abnormdlni pfiznaky a jejich dalsi vyvoj,

- télesnd hmotnost zvitat P a F; generace, vybranych pro pfipousténi,

- pitevni ndlezy,

- detailni popis vSech mikroskopickych ndlez, - statistické zpracovani vSech udajd,
pokud je mozné,

- diskuse vysledkd,

- interpretace vysledki.
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B.36 TOXIKOKINETIKA

METODIKA

Princip testovaci metody

Testovand ldtka se poddva vhodnou cestou. V zdvislosti na zaméfeni studie ldtka
muZe byt poddvdna jednordzové nebo opakované v priabéhu stanovené doby, jedné
nebo nékolika skupindm experimentdlnich zvitat. Latka resp. jeji metabolity jsou
pak podle tcelu studie stanovovany v télnich tekutindch, tkdnich anebo v exkretech.

13-+ 13

Studie mohou byt provddény s “neznacenou” ¢i “znacenou” formou testované latky.
JestliZe je pouZito znaceni, umisti se tak, aby poskytlo co nejvice informaci o osudu
slouceniny v organismu.

Popis testovaci metody

Piipravy

Zdrava mladd zvitata jsou aklimatizovdna na laboratorni podminky nejméné po
dobu péti dnil pred testovanim. Pied zahdjenim testovani jsou zvifata ndhodné
rozdélena do skupin. Pro feSenfi specielnich otdzek se miiZze pouZzit velmi mladych,
pregnantnich ¢i premedikovanych zvitat.

Experimentdlni podminky

Pokusnd zvirata

Toxikokinetické studie se provddé€ji na jednom ¢i vice vhodnych Zivocisnych
druzich. M¢ly by se provddét na druzich uzivanych nebo uvazZovanych pro uZiti
v jinych toxikologickych studiich zabyvajicich se testovanou ldtkou. JestliZe jsou
pro testovani pouZzivani hlodavci, neméla by byt variabilita hmotnosti vyS$si nez
+ 20 % primérné hodnoty.

Pocet a pohlavi

Pro studium absorpce a vylu¢ovdni se uZije nejprve 4 zvitat pro kazdou jednotlivou
davku. Pro testovdni neni ddvdna pfednost urcitému pohlavi, ale za urcitych
podminek muzZe vzniknout potfeba provadét studie na obou pohlavich. Jestlize jsou
nalezeny rozdilné odpovédi u riznych pohlavi, potom je tfeba testovat 4 zvitata
kazdého pohlavi. V pifipadé ostatnich druht zvitat (jinych nez hlodavcl) je mozné
pouZzit mensSi pocet zvitat.

Je-li studovdna tkdnové distribuce, pak pfi uréeni pocatecni velikosti skupiny zvitat
je tfeba brdt v dvahu jak pocet zvitat, kterd budou utracena v kazdém casovém
bodu, tak pocet ¢asovych bodi v nichZ bude testovdni provddéno.

Je-li studovdn metabolismus, pak velikost skupiny zvifat je Uumérnd potiebam
studie.

Zahrnuje-li studie vétsi pocet ddvek a sledovanych casovych intervalti, pak velikost
skupiny zvifat by méla pocitat s po¢tem casovych intervali a planovanym utrdcenim
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1.2.2.3

1.2.2.4

1.2.2.5

1.3

1.3.1

zvitat, ale ve skupin€ nesmi byt méné nez 2 zvitata. Velikost skupiny zvifat by méla
byt dostate€nd na to, aby pro latku resp. jeji metabolity poskytla prijatelné
charakteristiky ve fdzi retence, rovnovdzného stavu a deplece.

Dadvky

V pfipadé¢ jednordzového podani by mély byt pouZity nejméné 2 rtzné davky
testované latky. Méla by to byt nizkd ddvka latky, po které nebyly pozorovdny Zddné
toxické ucinky a vysokd ddvka, po které mohou byt nalezeny zmény
v toxikokinetickych parametrech nebo kterd vyvoldvd toxické ucinky.

V piipadé¢ opakovaného poddvani je vétSinou dostatecné podani nizkych ddvek
latky. Za urcitych podminek miZe byt nezbytné i poddvdni vysoké davky.

Zpiisob aplikace

Toxikokinetické studie by mély byt provddény stejnym zpisobem aplikace a je-li to
vhodné i se stejnym vehikulem tak, jak jsou pouZivdny v ostatnich toxikologickych
studiich. Testovand latka je obvykle poddvdna ordlné¢ sondou nebo v potrave,
aplikovdna na ka7, nebo poddvdna inhala¢né po urcenou dobu skupiné
experimentdlnich zvitat. Intravenosni poddni testované ldtky mize byt uzitecné pro
stanoveni relativniho vstfebdvani pfi jinych zptsobech aplikace. Navic, krdtce po
intravenosni aplikaci ldtky mohou byt ziskdny diilezité informace o distribuci latky
Vv organismu.

Nemélo by se zapominat na moZnou interferenci vehikula s testovanou ldtkou.
Pozornost by méla byt rovnéZ vénovdna rozdilim ve vstiebdvdni v piipadé, je-li
testovand latka poddna sondou nebo v potravé, a potfebé pfesného stanoveni davky,
zvlasté je-li testovand latka poddvédna v potrave.

Doba sledovdni

VSechna zvifata by méla byt sledovdna denné a pfiznaky toxicity 1 dalsi relevantn{
klinické udaje zaznamendvany spolu s tdaji o jejich po¢édtku, velikosti a trvéni.

Popis postupu

Po zvdZeni pokusnych zvitfat je testovand ldtka poddna zplisobem piiméfenym
ucelu. Ve zdiivodnénych piipadech je moZno nechat zvifata pred poddnim testované
latky vyhladovét.

Absorpce
Ke sledovdni rychlosti a rozsahu absorpce poddvané ldtky mohou byt pouZity rizné
metody s nebo bez referenéni skupiny', a to napf.:

- stanoveni mnoZstvi testované latky a ev. jejich metaboliti v exkretech napf.
v modi, Zludi, stolici, vydechovaném vzduchu a také jejich zbytkl v karkasu,

- porovnani biologické odpovédi ( napf. studie akutni toxicity) mezi testovanou a
kontrolni a pfipadné referencni skupinou,

1V této metodé se referenéni skupinou rozumi ta, ve které je testovand litka poddvana takovym
zpusobem, ktery zajistuje dplnou biologickou dostupnost davky
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1.3.4

- porovndani mnozstvi latky resp. jejich metaboliti vylucovanych ledvinami mezi
testovanou a kontrolni a ptipadné referencni skupinou,

- stanoveni plochy pod kfivkou zdvislosti koncentraci testované latky a ev. jejich
metabolitl v plazmé na Case a porovndni s daty ziskanymi v referen¢ni skupiné.

Distribuce

V soucasné dobé jsou dostupné 2 pristupy, z nichZ pro analyzu distribu¢niho
schematu mohou byt pouZity jeden ¢i oba:

- pfi pouZiti celotélové autoradiografie lze ziskat uzite¢né kvalitativni informace;

- kvantitativni informace poskytuje stanoveni koncentraci a mnozZstvi testované
latky a ev. jejich metabolitid v tkdnich a orgdnech ziskanych ze zvitat v rGznych
casovych intervalech po zahdjeni expozice.

Vylucovdni

Pfi studiu vylucovani se sbird moc, stolice, vydechovany vzduch, v urcitych
pripadech Zlu¢. Mnozstvi testované latky a ev. jejich metaboliti se v téchto
exkretech stanovuje nékolikrdt po podani ldtky, a to bud’ do vylouceni 95 %
z podaného mnozstvi nebo nejvyse 7 dni od pocatku vylu¢ovani.

Ve specielnich pfipadech muize byt potiebné sledovat také vyluovani testované
latky v mléce v dobé laktace testovanych zvitat.

Metabolismus

K urceni rozsahu a schematu metabolismu latky se biologické vzorky analyzuji
vhodnymi technikami. Méla by byt objasn€na struktura metaboliti a navrzeno
odpovidajici metabolické schema tam, kde je tieba odpovédét na otdzky
z predchdzejicich toxikologickych studii. Pro ziskdni informaci o metabolismu
muzZe byt prospésné provedeni in vitro studii.

Dalsi informace o vztahu mezi metabolismem a toxicitou ldtky lze ziskat
z biochemickych studii napt. studiem ucinkil latky na enzymy metabolického
systému, sledovdnim poklesu endogennich neproteinovych slouc¢enin obsahujicich -
SH skupiny a nebo vazby ldtky na makromolekuly.

UDAJE

Ziskané udaje se podle typu provddéné studie sumarizuji v tabulkdch, pokud mozno
doplnénych grafickym zndzornénim.

Pro kazdou testovanou skupinu se uvedou priméry a charakteristiky variability ve
vztahu k Casu, ddvce, tkdni a orgdniim (pokud je to relevantni). Stupen vstiebdni a
mnozstvi a rychlost vylucovdni se stanovi vhodnymi metodami. V piipadé
metabolickych studii by méla byt identifikovdna struktura metabolitli a navrzeny
metabolické cesty studované latky.

ZAVERECNA ZPRAVA
Zprdva o prubéhu pokusu

Podle typu provddéné studie by zprdva o testu méla obsahovat pokud mozno
nasledujici udaje:
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- ZivociSny druh, kmen, zdroj, Zivotni podminky, vyZiva,

charakteristika znaceného materidlu, jestlize byl pouZit,

velikost ddvky a intervaly podani,

zpusob(y) poddni a v§echna pouzitd vehikula,

toxické a i ostatni pozorované ucinky,

- metody stanoveni testované latky a ev. jejich metabolitii v biologickém materidlu
véetné vydechovaného vzduchu,

- tabulky vysledk rozdélené podle pohlavi, ddvky, rezZimu, ¢asu, tkdni a orgdnd,

uvedeni rozsahu vstfebdvani a vylu¢ovdani v zdvislosti na case,

metody uZité pro charakterizaci a identifikaci metabolitil v biologickém materidlu,

metody uzité pro biochemickd stanoveni tykajici se metabolismu,

navrhované schema pro metabolismus,

diskusi vysledkd,

interpretaci vysledki.
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B.37 POZDNI NEUROTOXITA ORGANICKYCH SLOUCENIN FOSFORU
- AKUTNI EXPOZICE

METODA

Uvod

Pfi stanoveni a vyhodnoceni toxickych ucinkid latek je dilezité vzit v tvahu
schopnost urcité skupiny ldtek vyvolat specificky typ neurotoxicity, ktery nemuze
byt zjiStén v jinych studiich toxicity. U urcitych organickych sloucenin fosforu byly
pozorovany zpozdéné projevy neurotoxicity a maji byt testovany touto metodou.

VySetfovaci testy in vitro mohou byt pouZity pro vyhleddvani latek, které mohou
vyvolat pozdni polyneuropatii. Negativni ndlez z in vitro studii vS§ak neni mozZno
povazovat za dlikaz, Ze latka neni neurotoxicka.

Definice

Do skupiny ldtek oznacCenych v ndzvu této metody jako “organické slouceniny
fosforu® patii elektricky neutrdlni organické estery, thioestery nebo anhydridy
kyseliny fosforecné, fosfonové nebo amidofosforeéné nebo pftislusnych kyselin
thiofosfore¢nych, thiofosfonovych nebo amidothiofosfore¢nych, nebo jiné latky,
které mohou zpilisobit pozdni neurotoxicitu, pozorovanou u nékterych latek této
skupiny.

Pozdni neurotoxicita je syndrom projevujici se ataxif, distdlni axonopatii, zménami
v miSe a perifernim nervu s pozdnim pocatkem téchto ptiznakt, a déle inhibici a
starnutim specifické esterdzy - NTE (neuropathy target esterase) v nervové tkani.

Referenc¢ni latky

Referenc¢ni latka mlZe byt testovdna na pozitivni kontrolni skupiné k priikazu, zZe
v laboratornich podminkdch se reakce testovanych druhti podstatné nezménila.

Piikladem Siroce pouzZivané ldtky s pozdnim neurotoxickym ucinkem je
tri-o-tolylfosfat (CAS  78-30-8, EINECS 201-103-5, chemicky nazev:
tris(2-metylfenyl)ester kyseliny fosforecné, syn: tri-o-kresylfosfat (TOCP).

Princip testovaci metody

Testovand ldtka se poddvd ordlné v jediné ddvce slepicim, chrdanénym pied
moznymi akutnimi cholinergnimi udc¢inky. Zvifata se po dobu 21 dnii pozoruji,
zaznamendvd se abnormadlni chovdni, ataxie a paréza. Biochemické vySetfent,
zvlasté inhibice NTE, se provddi u slepic ndhodné vybranych z kazdé skupiny,
obvykle 24 a 48 hodin po poddni latky. 21 dnli po poddni latky jsou zbyvajici
slepice utraceny a je provedeno histopatologické vySetieni vybranych nervovych
tkdni.

Popis metody testovdni

Piiprava
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Mladé zdravé dospé€lé slepice bez interferujicich virovych onemocnéni a
farmakologické 1écby a s normdlni chiizi se ndhodné pfifadi do experimentdlni a
kontrolni skupiny. Nejméné 5 dni pfed zahdjenim studie jsou zvifata chovdna
v podminkdch chovu a krment, v jakych budou béhem experimentu.

PouZzivaji se dostatecné velké klece nebo ohrady umoziiujici volny pohyb slepic a
snadné pozorovani chiize.

Testovand ldtka se poddvd ordlné¢ sondou, Zelatinovymi tobolkami nebo jinou
srovnatelnou metodou. Tekutiny se poddvaji nefedéné nebo rozpusténé v vhodném
vehikulu jako je napt. kukufi¢ny olej, pevné se doporucuje rozpustit, nebot’ velké
davky pevnych latek v Zelatinovych tobolkdch by se nemusely dostatec¢né vstiebat.
U nevodnych nosi¢li musi byt zndmy nebo urceny pfed testem jejich toxikologické
vlastnosti.

Experimentdlni podminky
Pokusnd zviFata

Doporucuje se mladd nosnice kura domdciho (Gallus gallus domesticus) ve véku
8 az 12 mésich. Pouzivaji se plemena o standardni velikosti a chovaji se za
podminek, které dovoluji volny pohyb.

Pocetapohlavi

Kromé testovaci skupiny se pouzije jak kontrolni skupina s vehikulem, tak pozitivni
kontrolni skupina. S vyjimkou aplikace testované latky se se zvifaty v kontrolni
skupiné zachdzi stejné€ jako s pokusnymi.

V kazdé skupiné md byt dostatecny pocet slepic, aby aspon Sest z nich mohlo byt
utraceno pro biochemické vysetieni (po tfech prvy a druhy den po podéni) a Sest
prezilo 21 denni pozorovani.

Pozitivni kontrolni skupina se muZe testovat soubéZné nebo se milZe pouZit
kontrolni skupina z neddvné historie. Md mit aspon Sest slepic, kterym se podava
latka vyvoldvajici pozdni neurotoxicitu, tfi slepice jsou uréeny pro biochemii a tfi
slepice pro histologii. Doporucuje se periodicky dopliiovat historické udaje, kdyZ se
v provadgéjici laboratofi zméni néktery ze zdkladnich prvka testu (napf. plemeno,
potrava, podminky chovu).

Volba ddvek

Ma4 byt provedena predbéznd studie s vyuZitim ptisluSného poctu slepic a skupin
v rliznych drovnich ddvek, aby se dala stanovit uroven, kterd bude pouZita v hlavni
studii. Urcitd umrtnost je v této predbézné studii nezbytnd pro stanoveni pfimérené
davky v hlavni studii. Aby se zabrdnilo umrti pro akutni cholinergni ucinky,
pouzZivd se atropin nebo jiny ochranny pfipravek, o kterém je zndmo, Ze
neinterferuje s pozdnimi neurotoxickymi ucinky. K odhadu maximdlni neletdln{
davky testovanych latek mutze byt pouzito riiznych typu testovacich metod (viz
metoda B.l bis). Historické tdaje pro slepice nebo jiné toxikologické informace
mohou byt také ndpomocné pii vybéru ddvky.
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Urovei ddvky testované latky v hlavni studii by méla byt co nejvyssi s pfihlédnutim
k vysledktim pfedbézné studie vybéru davky a hornimu limitu ddvky 2000 mg.kg™
télesné hmotnosti. Piipadné dhyny by nemély ovlivnit pfeZiti dostatecného poctu
zvitat pro biochemii (Sest) a po 21 dnech pro histologii (Sest). Atropin nebo jiny
ochranny pfipravek, o kterém je zndmo, Ze neinterferuje s pozdnimi neurotoxickymi
ucinky, se md pouzit jako ochrana pied akutnimi cholinergnimi uc¢inky.

Limitnitest

Jestlize test s ddvkou nejméné 2000 mg.kg™" t&lesné hmotnosti, za pouZiti postupi
popsanych pro tuto studii, nevyvold Zddné pozorované toxické ucinky a jestlize
podle ddajt u latek s piibuznou strukturou neni diivod toxicitu ocekavat, pak neni
tfeba uvazovat o studii s poddnim vyssi ddvky. Limitni test se neprovddi, pokud
expozice vyskytujici se u lidi naznacuje potfebu pouziti jesté vysSsi urovné davky.

Dobapozorovdni
Doba pozorovani je 21 dnfl.
Popis postupu

Po aplikaci prostfedku, ochranujictho pfed umrtim na ndsledky akutniho
cholinergniho ucinku, je testovand ldtka poddna v jediné ddvce.

VSeobecné pozorovdni

Pozorovani md zacit okamzité po poddni latky. VSechny slepice se peclivé pozoruji
nékolikrat v pribéhu prvnich dvou dnti a pak aspon jednou denné po dobu 21 dni
nebo dokud nebudou utraceny podle pldnu. Veskeré pfiznaky toxicity se
zaznamenavaji, véetné ndstupu, typu, stupné a trvani abnormdlniho chovdni. Ataxie
se hodnoti podle nejméné Ctyistupniové poradové stupnice a zaznamendva se paréza.
Nejméné dvakrdt tydné se slepice vykazujici patologické zmény vyjmou z kleci a
vystavi nucené motorické aktivité jako napf. vystupoviani po Zebfiku, aby se
usnadnilo posouzeni minimdlnich toxickych ucinkii. Umirajici zvifata a zvifata se
zdvaznymi a pretrvdvajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tfeba vyfadit, humdnnim
zpusobem utratit a pitvat.

Télesndh motnost

VSechny slepice se zvazi tésné pired poddnim testované ldtky a pak aspon jednou
tydné.

Biochemie

Sest slepic ndhodné vybranych z kazdé testované a kontrolni skupiny s vehikulem a
tii slepice z pozitivni kontrolni skupiny (je-li skupina pouzita) se usmrti v prvnich
dnech po aplikaci ldtky. Pro analyzu inhibice NTE se vyjmou mozek a lumbalni
micha. Je vhodné vypreparovat také n. ischiadicus a analyzovat jeho tkdn na inhibici
NTE. BéZné se usmrcuji tfi slepice z kontrolni a kazdé testované skupiny po
24 hodindch a dalsi tfi po 48 hodindch, tfi slepice z pozitivni kontrolni skupiny se
usmrcuji pouze po 24 hodindch. Jestlize pozorovani klinickych pfiznakl naznacuje,
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1.6.2.4

1.6.2.5

Ze toxickd ldtka se v organismu pohybuje velmi pomalu (hodnoti se ndstup
cholinergnich pfiznakil), pak je vyhodnéjsi odebrat vzorky tkdné dvakrét ze tif
zvitat, a to mezi 24 a7 72 hodinami po poddni latky.

U téchto vzorkl tkdné se pfipadné provede také analyza acetylcholinesterdzy
(AChE). In vivo muze vSak nastat spontanni reaktivace AChE, coZ muze vést
k podcenéni ldtky jako inhibitoru AChE.

Pitva

Pitva vSech zvitat (pldnované usmrcenych i utracenych pro $patny celkovy stav)
zahrnuje makroskopické posouzeni stavu mozku a michy.

Histopatologické vySetrent

Nervovd tkdan z prezivSich zvitat (nepouzitych pro biochemické studie) se
histologicky vySetfi. Tkdné se fixuji in situ za pouZiti perfuznich technik. Odebird
se: mozeCek (stiedni podélny fez), prodlouZend micha, micha - fezy michy se
provadéji v horni kréni ¢4sti, sttedni hrudni a lumbosakrdlni, z perifernich nervi se

odebira distdlni Cast z n. tibialis (a jeho vétve k m.gastrocnemius) a z n. ischiadicus.
Rezy se barvi specifickymi barvivy na myelin a axony.

SBER A ZAZNAM UDAJU

Negativni vysledky o ucincich sledovanych touto metodou (biochemie,
histopatologie a zmény chovdni) bézné¢ nevyzaduji dal$i testovani na pozdni
neurotoxicitu. Neprikazné nebo neurcité vysledky mohou vyZadovat dalsi
sledovani.

Uvadgji se tidaje pro jednotlivd zvifata. Udaje se ddle sestavi do tabulky. Z ni musi
byt pro kazdou experimentdlni skupinu patrny pocet zvitfat na pocatku pokusu a
pocet zvitat jevicich poskozeni, zmény chovdni nebo biochemické ucinky, typy a
stupen téchto poskozeni nebo ucinkl a procento zvitat vykazujicich kazdy typ a
stupen poskozeni nebo ucinku.

Vysledky studie se vyhodnoti z hlediska vyskytu, zdvaZnosti a korelace mezi
zménami chovdni, biochemickymi a histopatologickymi ndlezy a dalSimi
pozorovanymi jevy u testovanych a kontrolnich skupin.

Ciselné vysledky je tieba vyhodnotit vhodnou a obecné uznavanou statistickou
metodou. Statistické metody se zvoli jiz v dobé pldnovani studie.

3. ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o prubéhu pokusu

Zprdava o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byt ziskdny :

Testovand zvirata:

- pouZzité plemeno;

- pocet a stari zvirat;

- zdroj, podminky ustdjeni atd.;
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- hmotnosti jednotlivych zvitat na zacdtku studie.

Podminky testovdni:

- podrobné udaje o pfipravé, stabilité a homogenité testované latky;

- zdGivodnéni vybéru vehikula;

- podrobné udaje o zptsobu aplikace testované latky;

- podrobné udaje o potravé a kvalité vody;

- zdivodnéni vybrané drovné davek;

- specifikace poddvanych ddvek, véetné podrobnych udaji o vehikulu, objemu a
fyzikdlni formé aplikované latky;

- podrobné udaje o poddni ochranného piipravku.

Vysledky:

- udaje o télesné hmotnosti;

- udaje o toxickych odpovédich podle ddvkovych skupin, véetné imrtnosti;

- charakter, stupen a trvani klinickych pfiznak (at’ vratnych nebo nevratnych);
- podrobny popis biochemickych vySetfeni a jejich vysledky;

- pitevni ndlezy;

- podrobny popis vSech histopatologickych ndlez;

- statistické vyhodnoceni vysledki, u kterych je to mozné.

Diskuse vysledkii

Hodnoceni a Interpretace.

4. LITERATURA
Tato metoda je analogickd s metodou OECD TG 418.
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B.38 POZDNI NEUROTOXITA ORGANICKYCH SLOUCENIN FOSFORU
28DENNI OPAKOVANA EXPOZICE

1. METODA
1.1 Uvod

Pfi stanoveni a vyhodnoceni toxickych ucinkid latek je dulezité vzit v dvahu
schopnost urcité skupiny latek vyvolat specificky typ neurotoxicity, ktery nemize
byt zjiStén v jinych studiich toxicity. U urcitych organickych sloucenin fosforu
byly pozorovdny zpoZdéné projevy neurotoxicity a maji byt testovdny touto
metodou.

Vysetiovaci testy in vitro mohou byt pouZity pro vyhledavani latek, které mohou
vyvolat pozdni polyneuropatii. Negativni ndlez z in vitro studii v§ak neni mozZno
povazovat za dlikaz, Ze latka neni neurotoxicka.

Tento 28denni test pozdni neurotoxicity poskytuje informace o moZném
zdravotnim riziku vznikajicim z expozic opakovanych béhem urcitého kratkého
casového obdobi. Poskytne informace o zdvislosti odpovédi na ddvce a muze
poskytnout odhad rozpéti ddvkovych urovni, ve kterém nejsou pozorovdny Zadné
nepiiznivé uc€inky. Tato uroven se pouZzivd pro stanoveni kritérii bezpecné
expozice.

1.2 Definice

Do skupiny latek oznacenych v ndzvu této metody jako “organické slouceniny
fosforu“ patii elektricky neutrdlni organické estery, thioestery nebo anhydridy
kyseliny fosfore¢né, fosfonové nebo amidofosforecné nebo pfisluSnych kyselin
thiofosfore¢nych, thiofosfonovych nebo amidothiofosfore¢nych, nebo jiné ldtky,
které mohou zplsobit pozdni neurotoxicitu, pozorovanou u nékterych ldtek této
skupiny.

Pozdni neurotoxicita je syndrom projevujici se ataxii, distdlni axonopatii, zménami
v miSe a perifernim nervu s pozdnim pocdtkem téchto pifiznakt, a ddle inhibici a
starnutim specifické esterdzy — NTE (neuropathy target esterase) v nervové tkani.

1.3 Princip testovaci metody

Testovand latka se poddva denné ordlné slepicim po dobu 28 dnii. Zvitata jsou
sledovdna nejméné jednou denné, zaznamendvd se abnormdlni chovani, ataxie a
paréza jeSté 14 dni po posledni ddvce. Biochemické vySetfeni, zvlasté inhibice
NTE, se provddi u slepic ndhodné vybranych z kazdé skupiny 24 a 48 hodin po
poslednim poddni latky. Dva tydny po posledni ddvce jsou zbyvajici slepice
utraceny a je provedeno histopatologické vySetfeni vybranych nervovych tkani.

1.4 Popis testovaci metody

1.4.1 Piiprava
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1.4.2

Mladé zdravé dospélé slepice bez interferujicich virovych onemocnéni a
farmakologické 1é¢by a s normdlni chiizi se ndhodné pfifadi do experimentdlni a
kontrolni skupiny. Nejméné 5 dni pfed zahdjenim studie jsou zvifata chovdna
v podminkdch chovu a krment, v jakych budou béhem experimentu.

Pouzivaji se dostatecné velké klece nebo ohrady umoziujici volny pohyb slepic a
snadné pozorovani chiize.

Testovand ldtka se poddva ordlné€, denné 7 dni v tydnu, bud’ sondou, Zelatinovymi
tobolkami nebo jinou srovnatelnou metodou. Tekutiny se poddvaji nefedéné nebo
rozpuSténé ve vhodném vehikulu jako je napt. kukufi¢ny olej. Pevné se
doporucuje rozpustit, nebot’ velké davky pevnych ldtek v Zelatinovych tobolkdch
by se nemusely dostatecné vstiebat. U nevodnych nosic¢ii musi byt zndmy nebo
urceny pred testem jejich toxikologické vlastnosti.

Experimentdlni podminky

[.4.2.1 Pokusnd zvifata

Doporucuje se mladéd nosnice kura domdciho (Gallus gallus domesticus) ve véku
8 aZz 12 mésich. PouZivaji se plemena o standardni velikosti a chovaji se za
podminek, které dovoluji volny pohyb.

1.4.2.2 Pocet a pohlavi

Je tfeba pouZit nejméné tfi urovné davek a jednu kontrolni skupinu s vehikulem.
S vyjimkou aplikace testované ldtky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi
stejné jako s pokusnymi.

V kazdé skupiné ma byt dostateny pocet slepic, aby aspon Sest z nich mohlo byt
utraceno pro biochemické vysetieni (po tfech v kazdém ze dvou ¢asovych bodi) a
Sest prezilo ¢trndctidenni pozorovdni po ukonceni expozice.

1.4.2.3 Volba ddvek

Davkové trovné se zvoli s pfihlédnutim ke tfem vysledkiim z akutniho testu na
pozdni neurotoxicitu a k dal§im ddajim o toxicité nebo kinetice testované latky.
Nejvyssi drovenn ddvky md vyvolat toxické ucinky, nejlépe pfiznaky pozdni
neurotoxicity, nezplsobit Zddné uhynuti ani zfejmé utrpeni. Ddle se zvoli fada
klesajicich ddvek zplisobem, ktery umozni sledovat zdvislost ic¢inku na davce.
Nejnizs$i ddvka by neméla vyvolat Zadné ptiznaky toxicity.

[.4.2.4 Limitni test

Jestlize test s ddvkou nejméné 1000 mg.kg™ télesné hmotnosti a den, za pouZiti
postupli popsanych pro tuto studii, nevyvold Zadné pozorované toxické ucinky a
jestlize podle udaji u latek s piibuznou strukturou neni diivod toxicitu ocekdvat,
pak neni tieba uvazovat o studii s poddnim vyssi davky. Limitni test se neprovadi,
pokud expozice vyskytujici se u lidi naznacuje potiebu pouziti jesté vyssi urovné
davky.
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1.4.2.5

1.4.3

1.4.3.1

1.4.3.2

[.4.3.3

1.4.3.4

1.4.3.5

Doba pozorovdni

Vsechna zvifata se pozoruji nejméné jednou denné po dobu expozice a 14 dnil po
ni, nebo do utraceni a do pitvy podle planu.

Popis postupu
Testovand ldtka se poddvd sedm dni v tydnu po 28 dnd.
VSeobecné pozorovdni

Pozorovani ma zacit okamzité po zacatku poddni latky. VSechny slepice se pecliveé
pozoruji nejméné jednou denné po 28 dnti a dalSich 14 dnl po ukonceni aplikace,
do utraceni podle pldnu. VeSkeré pfiznaky toxicity se zaznamendvaji, véetné
ndstupu, typu, stupné a trvani. Pozorovdni md zahrnovat abnormality chovani, ale
nemd se na né¢ omezovat. Ataxie se hodnoti podle nejméné Ctytstupniové poradové
stupnice, zaznamendvd se paréza. Nejméné dvakriat tydné se slepice vyjmou
z kleci a vystavi nucené motorické aktivité, jako napt. vystupovdni po Zebiiku, aby
se usnadnilo posouzeni minimdlnich toxickych ucinkidl. Umirajici zvifata se
zdvaznymi a pretrvdvajicimi pfiznaky stresu a bolesti je tfeba vyloucit, humdnnim
zpusobem utratit a pitvat.

Télesnd hmotnost

Vsechny slepice se zvaZzi tésné pred prvnim poddnim testované ldtky a pak alespon
jednou tydné.

Biochemie

Sest slepic ndhodné vybranych z kazdé testované a kontrolni skupiny s vehikulem
se usmrti v prvnich dnech po aplikaci posledni ddvky. Pro analyzu inhibice NTE
se vyjmou mozek a lumbdlni micha. Je vhodné vypreparovat také n.ischiadicus a
analyzovat jeho tkdn na inhibici NTE. Obvykle se usmrcuji tfi slepice z kontrolni
a kazdé testované skupiny po 24 hodinéch a dalsi tfi po 48 hodinédch po poslednim
poddni davky. Jestlize udaje z akutni studie nebo jinych studii (napf.
toxikokinetickych) naznacuji, Ze je vyhodnéjsi jind doba usmrceni po posledni
aplikaci, pak se doporucuje pouZit tuto dobu a zdiivodnéni uvést v dokumentaci.

U téchto vzorkl tkdné se piipadné provede také analyza acetylcholinesterdzy
(AChE). In vivo mizZe vsak nastat spontdnni reaktivace AChE, coz miiZe vést
k podcenéni ldtky jako inhibitoru AChE.

Pitva

Pitva vSech zvifat (pldnované usmrcenych i utracenych pro $patny celkova stav)
zahrnuje makroskopické posouzeni stavu mozku a michy.

Histopatologické vySetieni
Nervova tkan z prezivSich zvifat (nepouzitych pro biochemické studie) se

histologicky vySetti. Tkdné& se fixuji in situ za pouziti perfuznich technik. Odebira
se: mozecek (stfedni podélny fez), prodlouZend micha, micha (fezy michy se
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provadi v horni krén{ ¢asti, stfedni hrudni a lumbosakralni), z perifernich nervi se
odebira distdlni ¢ast z n. tibialis (a jeho vétve k m.gastrocnemius) a
z n. ischiadicus. Rezy se barvi specifickymi barvivy na myelin a axony.

Nejprve se vySetii fixované tkané vSech zvifat kontrolni skupiny a skupiny
s nejvyssi davkou. Pokud se najdou u zvifat skupiny s nejvyss$i ddvkou zndmky
ucinku, provede se histologické vySetieni i na slepicich ze skupin, které dostaly
davku stfedni a nizkou.

SBER A ZAZNAM UDAJU

Pokud jsou vysledky ziskané touto metodou (biochemie, histopatologie a zmény
chovani) negativni, béZné se neprovadi dalsi testovani na pozdni neurotoxicitu.
Nepriikazné nebo neurcité vysledky mohou vyZadovat dalsi sledovdni.

Uvadgji se tidaje pro jednotlivd zvifata. Udaje se ddle sestavi do tabulky. Z ni
musi byt pro kazdou experimentdlni skupinu patrny pocet zvifat na pocdtku
pokusu a pocet zvifat jevicich poskozeni, zmény chovani nebo biochemické
ucinky, typy a stupen téchto poskozeni nebo ucinkd a procento zvitat vykazujicich
kazdy typ a stupen poskozeni nebo ucinku.

Vysledky studie se vyhodnoti z hlediska vyskytu, zdvaZnosti a korelaci mezi
zménami chovdni, biochemickymi a histopatologickymi ndlezy a dalSimi

pozorovanymi jevy u testovanych a kontrolnich skupin.

Ciselné vysledky je tfeba vyhodnotit vhodnou a obecné uzndvanou statistickou
metodou. Statistické metody se zvoli jiZ v dobé pldnovani studie.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zprava o prubéhu pokusu

Zprava o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byt ziskdny :

Testovand zvirata:

- pouZité plemeno,

- pocet a stafi zvitat,

- zdroj, podminky ustdjeni atd.,

- hmotnosti jednotlivych zvitat na zacatku studie.

Podminky testovdni:

- podrobné udaje o pfipravé, stabilité a homogenité testované ldtky,

- zdivodnéni vybéru vehikula,

- podrobné idaje o zpusobu aplikace testované latky,

- podrobné udaje o potravé a kvalité vody,

- zdiivodnéni vybrané urovné ddvek,

- specifikace poddvanych ddvek, v€etné podrobnych udaji o vehikulu, objemu a
fyzikdlni formé aplikované latky,

- zdivodnéni doby pro odbér na biochemické vysetfeni, je-li jind nez 24 a 48
hodin.
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4.

Vysledky:

- udaje o télesné hmotnosti,

- udaje o toxickych odpovédich podle davkovych skupin, véetné imrtnosti,

- uroven bez ucinku (NOAEL),

- charakter, stupen a trvani klinickych pfiznaki (at’ vratnych nebo nevratnych),
- podrobny popis biochemickych vySetfeni a jejich vysledky,

- pitevni ndlezy,

- podrobny popis vSech histopatologickych ndlez1,

- statistické vyhodnoceni vysledk, u kterych je to mozné.

Diskuse vysledkii

Hodnocenti a Interpretace

LITERATURA
Tato metoda je analogickd s metodou OECD TG 419.
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