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VYHLAÂ SÏ KA

Ministerstva zdravotnictvõÂ

ze dne 16. rÏõÂjna 1998,

kterou se stanovõÂ metody pro zjisÏt'ovaÂnõÂ toxicity chemickyÂch laÂtek a prÏõÂpravkuÊ

Ministerstvo zdravotnictvõÂ stanovõÂ podle § 4
odst. 1 põÂsm. c) zaÂkona cÏ. 157/1998 Sb., o chemickyÂch
laÂtkaÂch a chemickyÂch prÏõÂpravcõÂch a o zmeÏneÏ neÏkteryÂch
dalsÏõÂch zaÂkonuÊ :

§ 1

Tato vyhlaÂsÏka stanovõÂ metody pro zjisÏt'ovaÂnõÂ ne-
bezpecÏnyÂch vlastnostõÂ chemickyÂch laÂtek a chemickyÂch
prÏõÂpravkuÊ vysoce toxickyÂch, toxickyÂch, zdravõÂ sÏkodli-
vyÂch, zÏ õÂravyÂch, draÂzÏdivyÂch, senzibilizujõÂcõÂch, karcino-
gennõÂch, mutagennõÂch a toxickyÂch pro reprodukci (daÂle
jen ¹toxicita chemickyÂch laÂtek a prÏõÂpravkuÊ ª).1)

§ 2

(1) Toxicita chemickyÂch laÂtek a prÏõÂpravkuÊ se zjisÏ-

t'uje zkousÏkami provaÂdeÏnyÂmi metodami uvedenyÂmi
v prÏõÂloze teÂto vyhlaÂsÏky.

(2) Ke zjisÏt'ovaÂnõÂ toxicity chemickyÂch laÂtek a prÏõÂ-
pravkuÊ lze pouzÏõÂt i jineÂ metody, pokud jsou prÏinejmen-
sÏõÂm stejneÏ citliveÂ, prÏesneÂ a reprodukovatelneÂ jako me-
tody uvedeneÂ v odstavci 1, prÏednostneÏ vsÏak metody
bez pouzÏitõÂ pokusnyÂch zvõÂrÏat2) a metody doporucÏeneÂ
OrganizacõÂ pro hospodaÂrÏskou spolupraÂci a rozvoj
(OECD).3)

§ 3

Tato vyhlaÂsÏka nabyÂvaÂ uÂcÏinnosti dnem 1. ledna
1999.

Ministr:

MUDr. David, CSc. v. r.
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1) § 2 odst. 8 põÂsm. f) azÏ n) zaÂkona cÏ. 157/1998 Sb., o chemickyÂch laÂtkaÂch a chemickyÂch prÏõÂpravcõÂch a o zmeÏneÏ neÏkteryÂch
dalsÏõÂch zaÂkonuÊ .

2) ZaÂkon cÏ. 246/1992 Sb., na ochranu zvõÂrÏat proti tyÂraÂnõÂ, ve zneÏnõÂ zaÂkonuÊ cÏ. 162/1993 Sb., cÏ. 193/1994 Sb., cÏ. 243/1997 Sb.
a cÏ. 30/1998 Sb.

3) SmeÏrnice Organizace pro hospodaÂrÏskou spolupraÂci a rozvoj pro zkousÏenõÂ chemikaÂliõÂ. OddõÂl 4 ± vliv na zdravõÂ (OECD
Guidelines for Testing of Chemicals. Section 4 ± Health Effects).
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Metody pro zjisÏt'ovaÂnõÂ toxicity chemickyÂch laÂtek a prÏõÂpravkuÊ

B.1. AKUTNIÂ TOXICITA ORAÂ LNIÂ (PER OS)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ v odstupnÏ ovanyÂch daÂvkaÂch neÏkolika skupinaÂm
pokusnyÂch zvõÂrÏat oraÂlneÏ sondou, a to kazÏdeÂ skupineÏ jedna uÂrovenÏ daÂvky. ZvoleneÂ
daÂvky je mozÏno stanovit podle vyÂsledkuÊ orientacÏnõÂho testu. RegistrujõÂ se
pozorovaneÂ uÂcÏinky a uhynutõÂ. ZvõÂrÏata, kteraÂ uhynou beÏhem pokusu, i zvõÂrÏata, kteraÂ
prÏezÏijõÂ konec pokusu, se pitvajõÂ. Tato metoda se pouzÏõÂvaÂ prÏedevsÏõÂm prÏi pokusech na
hlodavcõÂch.

ZvõÂrÏata se zaÂvazÏnyÂmi a prÏetrvaÂvajõÂcõÂmi prÏõÂznaky stresu a bolesti je trÏeba humaÂnnõÂm
zpuÊ sobem utratit. TestovaneÂ laÂtky se nesmeÏ jõÂ podaÂvat v takovyÂch daÂvkaÂch a
takovyÂm zpuÊ sobem, o kteryÂch je znaÂmo, zÏe vyvolaÂvajõÂ znacÏnou bolest a stres
naÂsledkem svyÂch leptavyÂch nebo draÂzÏdivyÂch vlastnostõÂ.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 . 2 . 1 P rÏ õÂ p r a v a

NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch chovu a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu. PrÏed testem se zdravaÂ mladaÂ dospeÏ laÂ zvõÂrÏata
naÂhodneÏ prÏirÏadõÂ do jednotlivyÂch experimentaÂlnõÂch skupin.

Pokud je trÏeba, prÏipravõÂ se roztok nebo suspenze testovaneÂ laÂtky ve vhodneÂm
vehikulu. DoporucÏuje se jako prvnõÂ uvaÂzÏit pouzÏitõÂ vodneÂho roztoku, dalsÏõÂ volbou je
roztok v rostlinneÂm oleji, teprve potom jako dalsÏõÂ mozÏnost roztok v jinyÂch
vhodnyÂch vehikulõÂch nebo suspenze. U nevodnyÂch vehikulõÂ musõÂ byÂt znaÂmy nebo
urcÏeny prÏed testem nebo beÏ hem neÏho jejich relevantnõÂ toxikologickeÂ vlastnosti.
U hlodavcuÊ by objem nemeÏ l normaÂlneÏ prÏekrocÏit 10 ml.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti;
vyÂjimkou jsou vodneÂ roztoky, jichzÏ je mozÏno podaÂvat azÏ 20 ml.kg-1. Variabilita
objemuÊ laÂtky podaÂvaneÂ v testech by se meÏ la minimalizovat takovou uÂpravou
koncentracõÂ, aby se zajistil konstantnõÂ objem na vsÏech hladinaÂch daÂvek. SoucÏasneÏ je
trÏeba zvolit vhodnou koncentraci laÂtky ve vehikulu tak, aby bylo minimalizovaÂno
lokaÂlnõÂ draÂzÏdiveÂ puÊ sobenõÂ.

1 . 2 . 2 E x p e r i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂ n k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m, pokud nejsou znaÂmy duÊ vody proti tomu. Je trÏeba
pouzÏõÂvat mladyÂch zdravyÂch zvõÂrÏat z beÏ zÏneÏ uzÏõÂvanyÂch pokusnyÂch kmenuÊ . Na zacÏaÂtku
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testu by u obou pohlavõÂ nemeÏ lo variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ hmotnosti zvõÂrÏat (pro kazÏdeÂ pohlavõÂ
zvlaÂsÏt') prÏekrocÏit + 20 % strÏednõÂ hodnoty.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro kazÏdou hladinu daÂvek pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 5 hlodavcuÊ stejneÂho pohlavõÂ. PouzÏõÂvaÂ-li
se samic, musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ. Pokud je k dispozici informace, zÏe
jedno z obou pohlavõÂ je vyÂrazneÏ citliveÏ jsÏõÂ, je trÏeba pouzÏõÂvat zvõÂrÏata tohoto pohlavõÂ.

PoznaÂmka: PouzÏõÂvajõÂ-li se v akutnõÂch testech toxicity zvõÂrÏata vysÏsÏõÂch druhuÊ , nezÏ
jsou hlodavci, meÏ lo by se zvaÂzÏit pouzÏitõÂ mensÏõÂho pocÏtu zvõÂrÏat. DaÂvky je trÏeba
pecÏliveÏ zvolit a je trÏeba zajistit, aby nebyla prÏekrocÏena uÂrovenÏ strÏedneÏ toxickeÂ
daÂvky. V takovyÂch testech je trÏeba se vyvarovat podaÂnõÂ letaÂ lnõÂch daÂvek testovaneÂ
laÂtky.

1 .2 .2 .3 Volba daÂ vek

MaÂ byÂt dostatecÏnyÂ pocÏet hladin daÂvek, nejmeÂneÏ trÏi, a majõÂ byÂt vhodneÏ
odstupnÏ ovaÂny tak, aby byl u testovacõÂch skupin viditelnyÂ rozsah toxickyÂch uÂcÏinkuÊ a
mortality. ZõÂskaneÂ uÂdaje musõÂ stacÏit na znaÂzorneÏnõÂ vztahu mezi daÂvkou a uÂcÏinkem, a
pokud je to mozÏneÂ, musõÂ umozÏnit stanovenõÂ LD50 s prÏijatelnou spolehlivostõÂ.

1 .2 .2 .4 Limi tn õÂ t e s t

S pouzÏitõÂm hlodavcuÊ lze proveÂst limitnõÂ test jednou daÂvkou nejmeÂneÏ 2000 mg.kg-1

teÏ lesneÂ hmotnosti na skupinaÂch 5 samcuÊ a 5 samic s pouzÏitõÂm vyÂsÏe popsanyÂch
postupuÊ . Pokud podanaÂ laÂtka zpuÊ sobõÂ uhynutõÂ, je trÏeba uvaÂzÏit provedenõÂ uÂplneÂ
studie.

1 .2 .2 .5 Doba pozorovaÂ n õÂ

Doba pozorovaÂnõÂ by meÏ la cÏinit nejmeÂneÏ 14 dnõÂ. Nelze ji vsÏak stanovit rigoroÂzneÏ .
MeÏ la by byÂt urcÏena podle obrazu otravy, rychlosti vyÂvoje otravy a trvaÂnõÂ faÂze
zotavenõÂ. Dobu pozorovaÂnõÂ je mozÏno podle potrÏeby prodlouzÏit. DuÊ lezÏitaÂ je doba,
kdy se projevy otravy objevõÂ a vymizõÂ, a doba do uhynutõÂ, zvlaÂsÏteÏ tam, kde je patrnaÂ
tendence k zpozÏdeÏ neÂ mortaliteÏ .

1 .2 .3 Popi s pos tupu

PrÏed podaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky majõÂ byÂt zvõÂrÏata hladovaÂ. PotkanuÊ m se potrava
odebere vecÏer prÏed testem. U zvõÂrÏat s vysÏsÏõÂ rychlostõÂ laÂtkoveÂ vyÂmeÏny postacÏõÂ kratsÏõÂ
hladoveÏ nõÂ; prÏõÂstup k pitneÂ vodeÏ nenõÂ omezen. V den pokusu se zvõÂrÏata zvaÂzÏõÂ a
testovanaÂ laÂtka se podaÂ sondou oraÂlneÏ v jedneÂ daÂvce. NenõÂ-li mozÏno podat daÂvku
najednou, lze podat aplikovanou daÂvku po mensÏõÂch mnozÏstvõÂch beÏhem nejvyÂsÏe 24
hodin. Po podaÂnõÂ daÂvky je trÏeba zamezit prÏõÂstup k potraveÏ jesÏteÏ 3 - 4 hodiny.
PodaÂvaÂ-li se laÂtka frakcionovaneÏ beÏ hem urcÏiteÂho obdobõÂ, muÊ zÏe byÂt zÏaÂdoucõÂ - podle
deÂlky tohoto obdobõÂ - potravu a vodu zvõÂrÏatuÊ m poskytnout.

Po podaÂnõÂ laÂtky se pozorovaÂnõÂ provaÂdeÏ jõÂ a zaznamenaÂvajõÂ systematicky, pro kazÏdeÂ
zvõÂrÏe se vedou samostatneÂ zaÂznamy. BeÏhem prvnõÂho dne je trÏeba provaÂdeÏ t cÏastaÂ
pozorovaÂnõÂ. Je nezbytneÂ sledovat a zaznamenat mõÂstnõÂ uÂcÏinek aplikovaneÂ laÂtky a
bezprostrÏednõÂ reakci zvõÂrÏat na aplikaci.
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NejmeÂneÏ jednou beÏ hem kazÏdeÂho pracovnõÂho dne je trÏeba provaÂdeÏ t pecÏlivaÂ klinickaÂ
vysÏetrÏenõÂ. JinaÂ pozorovaÂnõÂ se provaÂdeÏ jõÂ denneÏ s vhodnyÂmi opatrÏenõÂmi
k minimalizaci ztraÂt zvõÂrÏat pro studii, naprÏ. pitva nebo zmrazenõÂ uhynulyÂch zvõÂrÏat, a
izolace cÏi usmrcenõÂ slabyÂch nebo umõÂrajõÂcõÂch zvõÂrÏat. PozorovaÂnõÂ zahrnuje zmeÏny
kuÊ zÏe, srsti, ocÏõÂ, sliznic, dyÂchaÂnõÂ a krevnõÂho obeÏhu, zmeÏny funkce autonomnõÂ a
centraÂ lnõÂ nervoveÂ soustavy, somatomotorickeÂ aktivity a chovaÂnõÂ. ZvlaÂsÏtnõÂ pozornost
je trÏeba veÏ novat tremoru, krÏecÏovyÂm jevuÊ m, slineÏnõÂ, pruÊ jmu, letargii, spaÂnku a
komatu. OkamzÏik uhynutõÂ je trÏeba zaznamenat co nejprÏesneÏ ji.

ZvõÂrÏata, kteraÂ beÏ hem pokusu uhynou, i ta, kteraÂ prÏezÏijõÂ azÏ do konce pokusu, se
pitvajõÂ. VsÏechny patologickeÂ naÂlezy se zaznamenajõÂ. Je-li to indikovaÂno, odeberou
se tkaÂneÏ pro histologickeÂ vysÏetrÏenõÂ.

1 . 2 . 4 H o d n o c e n õÂ t o x i c i t y u d r u h eÂ h o p o h l a v õÂ

Po dokoncÏenõÂ pokusu na jednom pohlavõÂ, podaÂ se laÂtka nejmeÂneÏ jedneÂ skupineÏ
o peÏ ti zvõÂrÏatech druheÂho pohlavõÂ s cõÂlem zjistit, zda zvõÂrÏata druheÂho pohlavõÂ nejsou
vyÂrazneÏ citliveÏ jsÏõÂ na testovanou laÂtku. V jednotlivyÂch prÏõÂpadech muÊ zÏe byÂt
oduÊ vodneÏ no pouzÏitõÂ mensÏõÂho pocÏtu zvõÂrÏat. Pokud je k dispozici spolehlivaÂ
informace, zÏe zvõÂrÏata testovaneÂho pohlavõÂ jsou vyÂrazneÏ citliveÏ jsÏõÂ, testovaÂnõÂ na
zvõÂrÏatech druheÂho pohlavõÂ je mozÏno vynechat.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavujõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu
patrnyÂ pocÏet z
võÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu, doba uhynutõÂ jednotlivyÂch zvõÂrÏat, pocÏet
zvõÂrÏat s jinyÂmi projevy otravy, popis toxickyÂch uÂcÏinkuÊ a pitevnõÂch naÂlezuÊ . StanovenõÂ
hmotnosti jednotlivyÂch zvõÂrÏat se provede bezprostrÏedneÏ prÏed podaÂnõÂm testovaneÂ
laÂtky, pak v tyÂdennõÂch intervalech a v dobeÏ uhynutõÂ. ZmeÏny hmotnosti je trÏeba
stanovit a zaznamenat, prÏezÏõÂvajõÂ-li zvõÂrÏata deÂle nezÏ jeden den. ZvõÂrÏata, kteraÂ byla
humaÂnnõÂm zpuÊ sobem utracena s ohledem na stres a bolest vyvolaneÂ podanou laÂtkou,
se zaznamenaÂvajõÂ jako uhynutõÂ vyvolaneÂ touto laÂtkou. LD50 se vypocÏte uznaÂvanou
metodou. VyhodnocenõÂ uÂdajuÊ by meÏ lo zahrnovat takeÂ vztah, pokud existuje, mezi
expozicõÂ zvõÂrÏat testovaneÂ laÂtce a vyÂskytem a stupneÏm vsÏech abnormalit vcÏetneÏ zmeÏn
chovaÂnõÂ, klinickyÂch symptomuÊ , makroskopickyÂch leÂzõÂ, zmeÏn teÏ lesneÂ hmotnosti,
mortality a ostatnõÂch toxickyÂch uÂcÏinkuÊ .

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace:

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnky chovu, potrava atd.,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky,

- uÂ rovneÏ daÂvek (vcÏetneÏ vehikula, pokud se pouzÏije) a koncentrace,

- pohlavõÂ zvõÂrÏat,

- tabelaÂrneÏ uÂdaje o odpoveÏ dõÂch podle pohlavõÂ a podle hladiny daÂvek (pocÏet
uhynulyÂch zvõÂrÏat, pocÏet zvõÂrÏat s projevy otravy, pocÏet exponovanyÂch zvõÂrÏat),
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- doba uhynutõÂ po podaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky, duÊ vody a kriteria pro humaÂnnõÂ utracenõÂ
zvõÂrÏat - vsÏechna jinaÂ pozorovaÂnõÂ,

- hodnota LD50 pro to pohlavõÂ, u ktereÂho byl proveden uÂplnyÂ pokus, a to pro
14dennõÂ pozorovaÂnõÂ (s uvedenõÂm metody vyÂpocÏtu),

- 95 %-nõÂ meze spolehlivosti pro LD50, pokud je lze vypocÏõÂtat,

- krÏivka zaÂvislosti mortality na daÂvce a jejõÂ smeÏ rnice, (pokud je stanovenõÂ danou
metodou mozÏneÂ),

- pitevnõÂ naÂlezy,

- vsÏechny histopatologickeÂ naÂlezy,

vyÂsledky vsÏech testuÊ na druheÂm pohlavõÂ,

- rozbor vyÂsledkuÊ (zvlaÂsÏtnõÂ pozornost je trÏeba veÏnovat uÂcÏinku, kteryÂ by mohlo mõÂt
humaÂnnõÂ utracenõÂ zvõÂrÏat beÏ hem testu na vypocÏtenou hodnotu LD50),

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.1.bis AKUTNIÂ TOXICITA ORAÂ LNIÂ (PER OS) - METODA FIXNIÂ DAÂ VKY

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

Test akutnõÂ oraÂ lnõÂ toxicity poskytuje informace o neprÏõÂznivyÂch uÂcÏincõÂch, ktereÂ
mohou naÂsledovat beÏ hem kraÂtkeÂ doby po oraÂlnõÂm podaÂnõÂ jedneÂ daÂvky testovaneÂ
laÂtky.

Metoda s fixnõÂ daÂvkou se provaÂdõÂ ve dvou etapaÂch.

V prÏedbeÏ zÏneÂ orientacÏnõÂ studii se sekvencÏnõÂm zpuÊ sobem sledujõÂ uÂcÏinky neÏkolika
daÂvek prÏi oraÂ lnõÂ aplikaci sondou u zvõÂrÏat teÂhozÏ pohlavõÂ, vzÏdy jedno zvõÂrÏe na daÂvku.
OrientacÏnõÂ studie poskytuje informaci o vztahu daÂvky a toxicity, vcÏetneÏ odhadu
minimaÂlnõÂ letaÂ lnõÂ daÂvky. NormaÂlneÏ se v teÂto prvnõÂ etapeÏ nepouzÏije võÂc nezÏ peÏ ti
zvõÂrÏat.

V hlavnõÂ studii se laÂtka podaÂvaÂ oraÂlneÏ sondou skupinaÂm peÏ ti samcuÊ a peÏ ti samic
v jedneÂ z teÏ chto fixnõÂch daÂvek: 5, 50, 500 nebo 2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti.
PouzÏitaÂ daÂvka se odvodõÂ z prÏedbeÏ zÏneÂ orientacÏnõÂ studie, a to jako daÂvka, kteraÂ
pravdeÏpodobneÏ vyvolaÂ ªzrÏejmou toxicituª (viz cÏaÂst B - VsÏeobecnyÂ uÂvod bod 1.2),
ale ne uhynutõÂ.

Po podaÂnõÂ se pozorujõÂ uÂcÏinky. JestlizÏe vybranaÂ vyÂchozõÂ uÂ rovenÏ daÂvky vyvolaÂ
zrÏejmou toxicitu, ale zÏaÂdnou mortalitu, nenõÂ trÏeba zÏaÂdneÂ dalsÏõÂ testovaÂnõÂ. KdyzÏ na
zvoleneÂ uÂ rovni daÂvky nenõÂ pozorovaÂna zrÏejmaÂ toxicita, laÂtka se znova otestuje na
nejblizÏsÏõÂ vysÏsÏõÂ uÂ rovni daÂvky. Pokud zvõÂrÏata uhynou nebo kdyzÏ zaÂvazÏnaÂ toxickaÂ
reakce vyzÏaduje humaÂnnõÂ utracenõÂ, laÂtka se znova otestuje na nejblizÏsÏõÂ nizÏsÏõÂ uÂ rovni
daÂvky.

Tento postup umozÏnÏ uje zjistit ªdiskriminujõÂcõÂ daÂvkuª (viz cÏaÂst B - VsÏeobecnyÂ uÂvod
bod 1.2), tj. nejvysÏsÏõÂ z prÏedem stanovenyÂch uÂrovnõÂ daÂvky, kterou je mozÏno podat
anizÏ by dosÏlo k uÂhynu (vcÏetneÏ prÏõÂpaduÊ humaÂnnõÂho utracenõÂ).

ZvõÂrÏata se zaÂvazÏnyÂmi a prÏetrvaÂvajõÂcõÂmi prÏõÂznaky stresu a bolesti je trÏeba humaÂnnõÂm
zpuÊ sobem utratit. TestovaneÂ laÂtky se nesmeÏ jõÂ podaÂvat v takovyÂch daÂvkach a
takovyÂm zpuÊ sobem, o kteryÂch je znaÂmo, zÏe vyvolaÂvajõÂ znacÏnou bolest a stres
naÂsledkem svyÂch leptavyÂch nebo draÂzÏdivyÂch vlastnostõÂ.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 . 2 . 1 PrÏ õÂp r a va

1 .2 .1 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m, pokud nejsou znaÂmy duÊ vody proti tomu.

Je trÏeba pouzÏõÂvat beÏ zÏneÏ uzÏõÂvaneÂ kmeny pokusnyÂch zvõÂrÏat. Na zacÏaÂtku testu by
u obou pohlavõÂ nemeÏ lo variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ hmotnosti zvõÂrÏat (pro kazÏdeÂ pohlavõÂ zvlaÂsÏt')
prÏekrocÏit + 20 % strÏednõÂ hodnoty.
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NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu. PrÏed testem se zdravaÂ mladaÂ dospeÏ laÂ zvõÂrÏata
naÂhodneÏ prÏirÏadõÂ do jednotlivyÂch experimentaÂlnõÂch skupin orientacÏnõÂ studie a hlavnõÂ
studie. BeÏ zÏneÏ stacÏõÂ pro hlavnõÂ studii jedna skupina kazÏdeÂho z obou pohlavõÂ.

1 .2 .1 .2 PrÏ õÂprava a podaÂ vaÂ n õÂ daÂ vky

Pokud je trÏeba, prÏipravõÂ se roztok nebo suspenze testovaneÂ laÂtky ve vhodneÂm
vehikulu. DoporucÏuje se jako prvnõÂ uvaÂzÏit pouzÏitõÂ vodneÂho roztoku, dalsÏõÂ volbou je
roztok v rostlinneÂm oleji, teprve potom jako dalsÏõÂ mozÏnost roztok v jinyÂch
vhodnyÂch vehikulõÂch nebo suspenze. U nevodnyÂch vehikulõÂ musõÂ byÂt znaÂmy nebo
urcÏeny prÏed testem nebo beÏ hem neÏho jejich relevantnõÂ toxikologickeÂ vlastnosti.
U hlodavcuÊ by objem nemeÏ l normaÂlneÏ prÏekrocÏit 10 ml.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti;
vyÂjimkou jsou vodneÂ roztoky, jichzÏ je mozÏno podaÂvat azÏ 20 ml.kg-1. Variabilita
objemuÊ laÂtky podaÂvaneÂ v testech by se meÏ la minimalizovat takovou uÂpravou
koncentracõÂ, aby se zajistil konstantnõÂ objem na vsÏech hladinaÂch daÂvek.

PrÏed podaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky majõÂ byÂt zvõÂrÏata hladovaÂ. PotkanuÊ m se potrava
odebere vecÏer prÏed testem; prÏõÂstup k pitneÂ vodeÏ nenõÂ omezen. V den pokusu se
zvõÂrÏata zvaÂzÏõÂ a testovanaÂ laÂtka se podaÂ sondou oraÂlneÏ v jedineÂ daÂvce. NenõÂ-li mozÏno
podat daÂvku najednou, lze podat aplikovanou daÂvku po mensÏõÂch mnozÏstvõÂch beÏhem
nejvyÂsÏe 24 hodin. Po podaÂnõÂ daÂvky je trÏeba zamezit prÏõÂstup k potraveÏ jesÏteÏ 3 - 4
hodiny. PodaÂvaÂ-li se laÂtka frakcionovaneÏ beÏhem urcÏiteÂho obdobõÂ, muÊ zÏe byÂt zÏaÂdoucõÂ
- podle deÂlky tohoto obdobõÂ - potravu a vodu zvõÂrÏatuÊ m poskytnout.

1 . 2 . 2 P o p i s p o s t u p u

1 .2 .2 .1 Or ien t acÏ n õÂ s tud i e

VysÏetrÏujõÂ se uÂcÏinky ruÊ znyÂch daÂvek na jednotlivaÂ zvõÂrÏata. NormaÂlneÏ se pouzÏõÂvajõÂ
samice, pokud nejsou k dipozici uÂdaje, zÏe jsou samci citliveÏ jsÏõÂm pohlavõÂm. DaÂvky
se podaÂvajõÂ sekvencÏneÏ , cÏekaÂ se alesponÏ 24 hodin prÏed podaÂnõÂm daÂvky dalsÏõÂmu
zvõÂrÏeti. VsÏechna zvõÂrÏata se pecÏliveÏ pozorujõÂ s cõÂlem zjistit projevy otravy nejmeÂneÏ po
sedm dnõÂ; pokud prÏetrvaÂvajõÂ projevy mõÂrneÂ otravy sedmyÂ den, zvõÂrÏe se musõÂ
pozorovat jesÏteÏ po dalsÏõÂch sedm dnõÂ. PosuzujõÂ se naÂsledujõÂcõÂ vyÂchozõÂ hladiny daÂvek:
5, 50, 500 a 2000 mg.kg-1. JestlizÏe zvolenaÂ vyÂchozõÂ daÂvka nevyvolaÂ teÏ zÏkou otravu a
prÏitom nejblizÏsÏõÂ vysÏsÏõÂ vyvolaÂ uhynutõÂ, potom je nutneÂ podat podle potrÏeby jednu
nebo võÂce vmezerÏenyÂch uÂrovnõÂ daÂvek. Tento zpuÊ sob by meÏ l poskytnout informace
o uÂrovni(õÂch) daÂvek, kteraÂ(eÂ) vyvolaÂvaÂ(vajõÂ) prÏõÂznaky otravy a o nejmensÏõÂ daÂvce,
kteraÂ vyvolaÂvaÂ mortalitu.

Je trÏeba pokusit se vybrat vyÂchozõÂ daÂvku podle uÂdajuÊ o prÏõÂbuznyÂch chemickyÂch
laÂtkaÂch. Pokud nejsou k dispozici, doporucÏuje se pouzÏõÂt jako prvnõÂ daÂvky
500 mg.kg-1. JeslizÏe se po vyÂchozõÂ daÂvce nepozorujõÂ prÏõÂznaky otravy, vysÏetrÏuje se
dalsÏõÂ vysÏsÏõÂ uÂ rovenÏ daÂvky. JestlizÏe nedojde k uhynutõÂ prÏi 2000 mg.kg-1, je orientacÏnõÂ
studie skoncÏena a hlavnõÂ studii je trÏeba proveÂst na teÂto uÂrovni daÂvky. JestlizÏe jsou
prÏi pouzÏitõÂ vyÂchozõÂ daÂvky (naprÏ. 500 mg.kg-1) zjisÏteÏny teÏ zÏkeÂ uÂcÏinky, vyzÏadujõÂcõÂ
humaÂnnõÂ utracenõÂ, je podaÂna dalsÏõÂmu zvõÂrÏeti nejblizÏsÏõÂ nizÏsÏõÂ daÂvka (naprÏ. 50 mg.kg -
1). JestlizÏe toto zvõÂrÏe prÏezÏõÂvaÂ , mohou byÂt pouzÏity pro dalsÏõÂ zvõÂrÏata vhodneÂ daÂvky
mezi urcÏenyÂmi fixnõÂmi daÂvkami. Za normaÂlnõÂch podmõÂnek se neocÏekaÂvaÂ , zÏe je prÏi
tomto postupu zapotrÏebõÂ võÂce nezÏ 5 zvõÂrÏat.
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1 .2 .2 .2 Hlavn õÂ s t ud ie

Pro kazÏdou vysÏetrÏovanou daÂvkovou hladinu by se meÏ lo pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 10 zvõÂrÏat
(5 samic a 5 samcuÊ ). Samice by meÏ ly byÂt nullipary a nemeÏ ly by byÂt brÏezõÂ.

Principem metody fixnõÂ daÂvky je pouzÏitõÂ pouze mõÂrneÏ toxickyÂch daÂvek pro hlavnõÂ
studii. Je trÏeba se vyhnout podaÂvaÂnõÂ letaÂ lnõÂch daÂvek testovaneÂ laÂtky.

DaÂvka, kteraÂ bude uzÏita v testu, maÂ byÂt zvolena z jedneÂ ze 4 fixnõÂch uÂrovnõÂ daÂvek,
jmenoviteÏ 5, 50, 500 nebo 2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti. ZvolenaÂ vyÂchozõÂ uÂ rovenÏ
daÂvky by meÏ la byÂt ta, kteraÂ pravdeÏpodobneÏ vyvolaÂ zrÏejmou toxicitu, avsÏak nikoliv
mortalitu (vcÏetneÏ utracenõÂ z humaÂnnõÂch duÊ voduÊ ); naÂhodnaÂ uhynutõÂ nejsou zahrnuta,
ale majõÂ byÂt zaznamenaÂna. JestlizÏe tato daÂvka vyvolaÂ zrÏejmou toxicitu, ale nevyvolaÂ
mortalitu, nenõÂ zapotrÏebõÂ dalsÏõÂho testovaÂnõÂ.

KdyzÏ podaÂnõÂ zvoleneÂ daÂvky nevyvolaÂ zrÏejmou toxicitu, je nutneÂ laÂtku znovu
testovat na dalsÏõÂ vysÏsÏõÂ uÂ rovni daÂvek. ZvõÂrÏata by vsÏak meÏ la byÂt daÂle pozorovaÂna tak,
aby pozorovacõÂ obdobõÂ bylo kompletnõÂ. JestlizÏe teÏ zÏkaÂ toxickaÂ odpoveÏd' vyzÏaduje
humaÂnnõÂ utracenõÂ zvõÂrÏat nebo kdyzÏ se projevõÂ mortalita vlivem laÂtky, meÏ la by byÂt
laÂtka znovu testovaÂna na dalsÏõÂ nizÏsÏõÂ uÂ rovni daÂvek. OpeÏ t ta zvõÂrÏata, kteraÂ nenõÂ nutneÂ
humaÂnneÏ utratit, by meÏ la byÂt pozorovaÂna po celeÂ pozorovacõÂ obdobõÂ.

Po podaÂnõÂ laÂtky se pozorovaÂnõÂ provaÂdeÏ jõÂ a zaznamenaÂvajõÂ systematicky. Pro kazÏdeÂ
zvõÂrÏe se vedou samostatneÂ zaÂznamy. Je nezbytneÂ sledovat a zaznamenat mõÂstnõÂ
uÂcÏinek aplikovaneÂ laÂtky a bezprostrÏednõÂ reakci zvõÂrÏat na aplikaci.

Doba pozorovaÂnõÂ by meÏ la byÂt nejmeÂneÏ 14 dnõÂ. Nelze ji vsÏak stanovit rigorozneÏ .
MeÏ la by byÂt urcÏena podle obrazu otravy, rychlosti vyÂvoje otravy a trvaÂnõÂ faÂze
zotavenõÂ. Dobu pozorovaÂnõÂ je mozÏno podle potrÏeby prodlouzÏit. DuÊ lezÏitaÂ je doba,
kdy se projevy otravy projevõÂ a vymizõÂ a doba do uhynutõÂ, zvlaÂsÏteÏ tam, kde je patrnaÂ
tendence k pozdnõÂmu vzniku toxickyÂch prÏõÂznakuÊ .

PecÏlivaÂ klinickaÂ vysÏetrÏenõÂ je trÏeba provaÂdeÏ t nejmeÂneÏ dvakraÂt prvnõÂ den po podaÂnõÂ
laÂtky a nejmeÂneÏ jedenkraÂt za den dalsÏõÂ dny. ZvõÂrÏata vykazujõÂcõÂ patrneÂ znaÂmky bolesti
nebo vyÂrazneÂ prÏõÂznaky stresu je trÏeba humaÂnneÏ utratit. CÏ asteÏ jsÏõÂ pozorovaÂnõÂ jsou
provaÂdeÏ na beÏ hem neÏ kolika prvnõÂch dnõÂ po podaÂnõÂ laÂtky, jestlizÏe zvõÂrÏata daÂle
vykazujõÂ prÏõÂznaky toxicity. Test muÊ zÏe byÂt ukoncÏen v prÏõÂpadeÏ , kdyzÏ je zrÏejmeÂ, zÏe
byla zvolena prÏõÂlisÏ vysokaÂ daÂvka.

PozorovaÂnõÂ se zameÏ rÏuje na zmeÏny kuÊ zÏe, srsti, ocÏõÂ, sliznic, dyÂchaÂnõÂ a krevnõÂho
obeÏhu, zmeÏ ny funkce autonomnõÂ a centraÂ lnõÂ nervoveÂ soustavy, somatomotorickeÂ
aktivity a chovaÂnõÂ. ZvlaÂsÏtnõÂ pozornost je trÏeba veÏnovat tremoru, krÏecÏovyÂm jevuÊ m,
slineÏnõÂ, pruÊ jmu, letargii, spaÂnku a komatu.

StanovenõÂ hmotnosti jednotlivyÂch zvõÂrÏat se provede bezprostrÏedneÏ prÏed podaÂnõÂm
testovaneÂ laÂtky, denneÏ po dalsÏõÂ 3 dny a potom jednou tyÂdneÏ . ZvõÂrÏata, kteraÂ uhynou
beÏhem testu, i ta, kteraÂ prÏezÏõÂvajõÂ do konce testu, se zvaÂzÏõÂ a pitvajõÂ. VsÏechny
makroskopickeÂ patologickeÂ zmeÏ ny se zaznamenaÂvajõÂ. Je-li to indikovaÂno, odeberou
se tkaÂneÏ pro histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ.

V zaÂvislosti na uÂcÏincõÂch prÏedchaÂzejõÂcõÂ uÂ rovneÏ daÂvky muÊ zÏe byÂt zapotrÏebõÂ vysÏetrÏenõÂ
druheÂ nebo vyÂjimecÏneÂ trÏetõÂ hladiny daÂvky.

V prÏõÂpadeÏ ,zÏe laÂtka vyvolaÂvaÂ mortalitu prÏi daÂvce 5 mg.kg-1 (nebo jestlizÏe orientacÏnõÂ
studie naznacÏuje mortalitu prÏi teÂto daÂvce), je trÏeba daÂle vysÏetrÏovat akutnõÂ toxicitu
testovaneÂ laÂtky.
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2. UÂ DAJE

UÂ daje z orientacÏnõÂ i hlavnõÂ studie se sestavujõÂ do tabulky jednotliveÏ pro kazÏdou
testovanou uÂrovenÏ daÂvky. Z nõÂ musõÂ byÂt patrnyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu;
pocÏet zvõÂrÏat s prÏõÂznaky toxicity; pocÏet zvõÂrÏat uhynulyÂch beÏhem testu nebo
utracenyÂch z humaÂnnõÂch duÊ voduÊ ; popis toxickyÂch uÂcÏinkuÊ ; pro hlavnõÂ studii, zda byl
pozorovaÂn zrÏejmyÂ toxickyÂ uÂcÏinek, kteryÂ lze prÏipsat testovaneÂ laÂtce; cÏasovyÂ pruÊ beÏh
vsÏech toxickyÂch uÂcÏinkuÊ ; vyÂsledky pitvy. V prÏõÂpadeÏ , zÏe zvõÂrÏata prÏezÏõÂvajõÂ deÂle nezÏ
den, je trÏeba vypocÏõÂtat a zaznamenat zmeÏny hmotnosti.

ZvõÂrÏata, kteraÂ jsou humaÂnneÏ utracena vzhledem ke stresu nebo bolestem vyvolanyÂm
testovanou laÂtkou, jsou zaznamenaÂna jako uhynutõÂ vyvolanaÂ testovanou laÂtkou.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace pro
orientacÏnõÂ i hlavnõÂ studii:

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ, krmenõÂ, atd.,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky,

- uÂ rovneÏ daÂvek (vcÏetneÏ vehikula, pokud se pouzÏije) a koncentrace,

- kompletnõÂ vyÂsledky vsÏech vysÏetrÏovanyÂch uÂrovnõÂ daÂvek,

- ve formeÏ tabulky uÂdaje o odpoveÏdõÂch podle pohlavõÂ a podle uÂrovnõÂ daÂvek (pocÏet
pouzÏityÂch zvõÂrÏat; zmeÏ ny teÏ lesneÂ hmotnosti; prÏõÂpadneÏ pocÏet uhynulyÂch zvõÂrÏat nebo
zvõÂrÏat utracenyÂch beÏ hem testu; pocÏet zvõÂrÏat s prÏõÂznaky toxicity; povaha, stupenÏ a
trvaÂnõÂ uÂcÏinkuÊ ),

- cÏasovyÂ pruÊ beÏ h naÂstupu toxickyÂch prÏõÂznakuÊ a zda byly reversibilnõÂ,

- pokud zvõÂrÏata uhynula nebo byla utracena, doba uÂhynu po podaÂnõÂ laÂtky, duÊ vody a
kriteria pouzÏitaÂ pro indikaci humaÂnnõÂho utracenõÂ zvõÂrÏat,

- pitevnõÂ naÂlezy,

- vsÏechny histopatologickeÂ naÂlezy,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ , vcÏetneÏ prÏõÂznakuÊ zrÏejmeÂ toxicity a diskriminujõÂcõÂ daÂvkoveÂ
hladiny zjisÏteÏ neÂ v testu.
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3 . 2 H o d n o c e n õÂ a i n t e r p r e t a c e

DaÂvka VyÂsledky Interpretace

5 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti MeÂneÏ nezÏ 100% prÏezÏitõÂ

100% prÏezÏitõÂ, ale zrÏejmaÂ

toxicita

100% prÏezÏitõÂ; nenõÂ zrÏejmaÂ

toxicita

LaÂtky, ktereÂ jsou velmi

jedovateÂ

LaÂtky, ktereÂ jsou jedovateÂ

Viz vyÂsledky prÏi 50 mg.kg-1

50 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti MeÂneÏ nezÏ 100% prÏezÏitõÂ

100% prÏezÏitõÂ, ale zrÏejmaÂ

toxicita

100% prÏezÏitõÂ, nenõÂ zrÏejmaÂ

toxicita

LaÂtky, ktereÂ mohou byÂt

jedovateÂ nebo velmi jedovateÂ.

Viz vyÂsledky prÏi 5 mg.kg-1

LaÂtky, ktereÂ jsou zdravõÂ

sÏkodliveÂ

Viz vyÂsledky u 500 mg.kg-1

500 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti MeÂneÏ nezÏ 100% prÏezÏitõÂ

100% prÏezÏitõÂ, ale zrÏejmaÂ

toxicita

100% prÏezÏitõÂ, nenõÂ zrÏejmaÂ

toxicita

LaÂtky, ktereÂ mohou byÂt

jedovateÂ nabo zdravõÂ

sÏkodliveÂ. Viz vyÂsledky u 50

mg.kg-1

LaÂtky, ktereÂ lze povazÏovat za

laÂtky bez vyÂznamneÂ akutnõÂ

toxicity

Viz vyÂsledky u 2000 mg.kg-1

2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti MeÂneÏ nezÏ 100% prÏezÏitõÂ

100% prÏezÏitõÂ s nebo bez zrÏejmeÂ

toxicity

Viz vyÂsledky u 500 mg.kg-1

LaÂtky, ktereÂ nemajõÂ

vyÂznamnou akutnõÂ toxicitu
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B.1 tris AKUTNIÂ TOXICITA (ORAÂ LNIÂ) ± METODA STANOVENIÂ TRÏ IÂDY
AKUTNIÂ TOXICITY

1. METODA

1 . 1 UÂ v o d

Metoda stanovenõÂ trÏõÂdy akutnõÂ toxicity poskytuje informace jak pro posuzovaÂnõÂ
rizika, tak pro uÂcÏely klasifikace rizika.

Metoda pouzÏõÂvaÂ trÏõÂ pevneÏ stanovenyÂch daÂvek v prÏimeÏ rÏenyÂch odstupech, tak aby
bylo mozÏno testovanou laÂtku na zaÂkladeÏ vyÂsledkuÊ zarÏadit. KromeÏ toho postup
popsanyÂ pro tuto testovacõÂ metodu umozÏnÏ uje vyÂbeÏ r trÏõÂ doplnÏ kovyÂch pevneÏ
stanovenyÂch daÂvek, ktereÂ lze pouzÏõÂt bud' jako alternativnõÂ daÂvky pro urcÏiteÂ body
rozhodovacõÂho procesu, nebo pro dalsÏõÂ testovaÂnõÂ. PouzÏitõÂ neÏktereÂ z teÏ chto
doplnÏ kovyÂch daÂvek je mozÏno uvaÂzÏit, pokud je zÏaÂdoucõÂ nebo nezbytneÂ dalsÏõÂ
zprÏesneÏ nõÂ.

Metoda pouzÏõÂvaÂ pevneÏ stanoveneÂ pocÏaÂtecÏnõÂ daÂvky a nenõÂ urcÏena pro vyÂpocÏet
prÏesneÂ LD50. UmozÏnÏ uje stanovenõÂ rozsahu expozic, ve ktereÂm se ocÏekaÂvaÂ

uÂmrtnost, protozÏe smrt cÏaÂsti zvõÂrÏat je i u teÂto metody hlavnõÂm kriteÂriem uÂcÏinku.

VyÂsledky testu majõÂ umozÏnit klasifikaci laÂtky. Vzhledem k sekvencÏnõÂmu postupu
by trvaÂnõÂ testu mohlo byÂt delsÏõÂ nezÏ postup popsanyÂ v metodeÏ B.l. HlavnõÂ
vyÂhodou teÂto metody je mensÏõÂ spotrÏeba zvõÂrÏat nezÏ u metody akutnõÂ toxicity
(oraÂlnõÂ) (B. 1) i nezÏ u alternativnõÂ metody fixnõÂ daÂvky (B. l bis).

1 . 2 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

LaÂtka se podaÂvaÂ oraÂlneÏ skupineÏ pokusnyÂch zvõÂrÏat v jedneÂ ze stanovenyÂch daÂvek.
TestovaÂnõÂ se provaÂdõÂ postupneÏ , v kazÏdeÂm kroku se pouzÏõÂvajõÂ trÏi zvõÂrÏata stejneÂho
pohlavõÂ. NenõÂ nutneÂ provaÂdeÏ t prÏedbeÏ zÏnou studii. PrÏõÂtomnost nebo neprÏõÂtomnost
uÂhynu zvõÂrÏat ve vztahu k podaÂvaneÂ laÂtce rozhodne o dalsÏõÂm kroku, t.j.

Ð nenõÂ zapotrÏebõÂ zÏaÂdneÂ dalsÏõÂ testovaÂnõÂ;

Ð dalsÏõÂ krok bude proveden se stejnou daÂvkou, ale se zvõÂrÏaty druheÂho pohlavõÂ;

Ð dalsÏõÂ krok bude proveden s vysÏsÏõÂ nebo nizÏsÏõÂ uÂ rovnõÂ daÂvky.

1 . 3 P o p i s m e t o d y

1 . 3 . 1 P rÏ õÂ p r a v a

ZdravaÂ mladaÂ dospeÏ laÂ zvõÂrÏata jsou naÂhodneÏ vybraÂna, oznacÏena tak, aby byla
mozÏnaÂ identifikace jednotlivyÂch zvõÂrÏat, a chovaÂna ve svyÂch klecõÂch nejmeÂneÏ
5 dnuÊ prÏed zahaÂjenõÂm testu, aby si mohla zvyknout na laboratornõÂ podmõÂnky.
ZvõÂrÏata mohou byÂt v klecõÂch ve skupinaÂch podle pohlavõÂ a daÂvky, ale pocÏet zvõÂrÏat
v jedneÂ kleci musõÂ umozÏnit jasneÂ pozorovaÂnõÂ kazÏdeÂho zvõÂrÏete.

TestovanaÂ laÂtka je aplikovaÂna zvõÂrÏatuÊ m v jedineÂ daÂvce zÏaludecÏnõÂ sondou nebo
vhodnou kanylou.
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Pokud je to trÏeba, testovanaÂ laÂtka se rozpustõÂ nebo suspenduje ve vhodneÂm
nosicÏi. DoporucÏuje se nejprve zvaÂzÏit pouzÏitõÂ vodneÂho roztoku/suspenze, pak
pouzÏitõÂ roztoku/emulze v jedleÂm rostinneÂm oleji (naprÏ. kukurÏicÏneÂm) a pak
roztoku v jinyÂch nosicÏõÂch. Pro nevodnaÂ vehikula musõÂ byÂt znaÂma jejich toxickaÂ
charakteristika; pokud nenõÂ znaÂma, musõÂ byÂt stanovena jesÏteÏ prÏed testem.

ZvõÂrÏata jsou prÏed aplikovaÂnõÂm laÂtky po urcÏitou dobu bez potravy (naprÏ. potkani
prÏes noc a mysÏi 3 - 4 hodiny); prÏõÂstup k vodeÏ se neomezuje.

1 .3 .2 Exper i mentaÂ l n õÂ podmõÂnky

1.3.2.1 P o k u s n aÂ z v õÂrÏ a t a

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m, pokud nejsou znaÂmy duÊ vody proti tomu. Samice
musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ.

Na zacÏaÂtku studie by nemeÏ lo variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ hmotnosti zvõÂrÏat (pro kazÏdeÂ pohlavõÂ
zvlaÂsÏt') prÏekrocÏit + 20 % strÏednõÂ hodnoty.

1.3.2.2 P o cÏ e t a p o h l a v õÂ

Pro kazÏdyÂ krok se pouzÏõÂvajõÂ trÏi zvõÂrÏata jednoho pohlavõÂ. V uÂvodnõÂm kroku muÊ zÏe
byÂt pouzÏito ktereÂkoli pohlavõÂ.

1.3.2.3 UÂ r o vn eÏ d aÂ v e k

VyÂchozõÂ daÂvkovaÂ uÂ rovenÏ je vybraÂna ze trÏõÂ pevnyÂch uÂrovnõÂ, t. zn. 25, 200 a 2000

mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti. VyÂchozõÂ uÂ rovenÏ daÂvky by meÏ la byÂt takovaÂ, aby

s nejveÏ tsÏõÂ pravdeÏ podobnostõÂ zpuÊ sobila uhynutõÂ alesponÏ neÏkteryÂch zvõÂrÏat, jimzÏ
byla laÂtka podaÂna. V zaÂvislosti na vyÂchozõÂ daÂvce se pouzÏije prÏõÂslusÏneÂho diagramu
postupu popsaneÂho v Dodatku 1.

Pro vyÂbeÏ r pohlavõÂ a vyÂchozõÂ daÂvky je trÏeba vyuzÏõÂt vesÏkereÂ dostupneÂ informace,
vcÏetneÏ informacõÂ o vztahu struktury a uÂcÏinku. Pokud tyto informace naznacÏujõÂ, zÏe

uÂmrtnost je nepravdeÏ podobnaÂ i prÏi nejvysÏsÏõÂ uÂ rovni daÂvky (2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ

hmotnosti), pak se provede limitnõÂ test. Kde nejsou zÏaÂdneÂ informace o testovaneÂ
laÂtce, doporucÏuje se - s ohledem na pokusnaÂ zvõÂrÏata - pouzÏõÂt vyÂchozõÂ daÂvku

200 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti.

V neÏkteryÂch prÏõÂpadech je trÏeba daÂle zprÏesnit zõÂskanou informaci, nezÏ jak to
dovoluje test s trÏemi pevnyÂmi daÂvkovyÂmi uÂrovneÏmi ve vyÂsÏi 25, 200 a 2000

mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti. V teÏ chto prÏõÂpadech se muÊ zÏe uvazÏovat o dalsÏõÂm

testovaÂnõÂ prÏi doplnÏ kovyÂch pevnyÂch daÂvkaÂch ve vyÂsÏi 5, 50 nebo 500 mg.kg-1

teÏ lesneÂ hmotnosti.

NemajõÂ se aplikovat daÂvky, o kteryÂch je znaÂmo, zÏe zpuÊ sobujõÂ svyÂmi leptavyÂmi
nebo teÏ zÏce draÂzÏdõÂcõÂmi uÂcÏinky znacÏnou bolest a stres.

CÏ asovyÂ interval mezi aplikacÏnõÂmi skupinami je zaÂvislyÂ na rychlosti naÂstupu, na
trvaÂnõÂ a zaÂvazÏnosti toxickyÂch prÏõÂznakuÊ . TestovaÂnõÂ na zvõÂrÏatech druheÂho pohlavõÂ
nebo prÏi dalsÏõÂ daÂvce je trÏeba odlozÏit, dokud nenõÂ jisteÂ , zÏe zvõÂrÏata prÏedchozõÂ daÂvku
prÏezÏila.
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1.3.2.4 L im i t n õÂ t e s t

LimitnõÂ test s jedinou uÂrovnõÂ daÂvky ve vyÂsÏi 2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti se
provaÂdõÂ na trÏech zvõÂrÏatech kazÏdeÂho pohlavõÂ. Pokud dojde k uhynutõÂ souvisejõÂcõÂm

s podaÂnõÂm laÂtky, lze dalsÏõÂ testovaÂnõÂ proveÂst prÏi daÂvkaÂch 200 mg.kg-1 (nebo 500

mg.kg-1 ) teÏ lesneÂ hmotnosti.

1.3.2.5 Do b a p o zo r o v aÂ n õÂ

PrÏezÏõÂvajõÂcõÂ zvõÂrÏata je trÏeba pozorovat obvykle po dobu 14 dnuÊ , kromeÏ prÏõÂpaduÊ ,
kdy musõÂ byÂt zvõÂrÏata vyloucÏena z dalsÏõÂho pozorovaÂnõÂ a humaÂnneÏ utracena
z duÊ voduÊ ochrany zvõÂrÏat. TrvaÂnõÂ pozorovaÂnõÂ by vsÏak nemeÏ lo byÂt stanoveno
prÏedem pevneÏ ; muÊ zÏe byÂt prodlouzÏeno podle toxickyÂch reakcõÂ, doby jejich
naÂstupu a deÂlky zotavovacõÂho obdobõÂ. Je duÊ lezÏiteÂ zaznamenaÂvat dobu, kdy se
objevõÂ a mizõÂ prÏõÂznaky toxicity, zvlaÂsÏteÏ jde-li o zpozÏdeÏneÂ toxickeÂ prÏõÂznaky.
VesÏkeraÂ pozorovaÂnõÂ jsou systematicky zaznamenaÂvaÂna: zaÂznamy jsou vedeny pro
kazÏdeÂ jednotliveÂ zvõÂrÏe.

1 .3 .3 Pop i s pos tupu

Po obdobõÂ hladoveÏ nõÂ jsou zvõÂrÏata prÏed podaÂnõÂm zkusÏebnõÂ laÂtky zvaÂzÏena. Po
aplikaci laÂtky jsou zvõÂrÏata bez potravy po dobu dalsÏõÂch 3 - 4 hodin. Kde je daÂvka
podaÂvaÂna po cÏaÂstech beÏ hem urcÏiteÂ doby, muÊ zÏe byÂt - v zaÂvislosti na deÂlce teÂto
doby - nezbytneÂ poskytnout zvõÂrÏatuÊ m potravu i vodu.

MaximaÂlnõÂ objem tekutiny, kteryÂ muÊ zÏe byÂt podaÂn najednou, zaÂvisõÂ na velikosti
zvõÂrÏete. U hlodavcuÊ by objem nemeÏ l normaÂlneÏ prÏesaÂhnout 1 ml na 100 g teÏ lesneÂ
hmotnosti, v prÏõÂpadeÏ vodnyÂch roztokuÊ lze podat i 2 ml na 100 g teÏ lesneÂ
hmotnosti. RozdõÂly v podaÂvaneÂm objemu je trÏeba minimalizovat upravenõÂm
koncentrace tak, aby byl podaÂvaÂn tyÂzÏ objem na vsÏech uÂrovnõÂch daÂvky. JestlizÏe
nenõÂ mozÏneÂ podat daÂvku celou najednou, je mozÏneÂ ji aplikovat po cÏaÂstech po
dobu neprÏekracÏujõÂcõÂ 24 hodin.

Podrobnosti postupu testovaÂnõÂ jsou popsaÂny v Dodatku 1.

1.3.3.1 V sÏ eo b e c n eÂ p o z o r o vaÂ n õÂ

PecÏliveÂ klinickeÂ pozorovaÂnõÂ se provaÂdõÂ dvakraÂt za prvnõÂ den (den aplikace) nebo
cÏasteÏ ji, pokud to vyzÏaduje reakce zvõÂrÏat na podaÂnõÂ laÂtky, a daÂle nejmeÂneÏ jednou
denneÏ . ZvõÂrÏata, kteraÂ jsou nalezena v agonaÂlnõÂm stavu, nebo zvõÂrÏata vykazujõÂcõÂ
prÏõÂznaky silneÂ bolesti a prÏetrvaÂvajõÂcõÂho silneÂho stresu, je trÏeba humaÂnneÏ utratit:
tato zvõÂrÏata jsou hodnocena stejneÏ jako jako zvõÂrÏata uhynulaÂ .

At' uzÏ byla zvõÂrÏata utracena z humaÂnnõÂch duÊ voduÊ nebo byla nalezena mrtvaÂ , dobu
smrti je trÏeba zaznamenat co nejprÏesneÏ ji. DalsÏõÂ pozorovaÂnõÂ se provaÂdõÂ, dokud
zvõÂrÏata vykazujõÂ prÏõÂznaky toxicity. PozorovaÂnõÂ zahrnuje zmeÏ ny na kuÊ zÏi a srsti,
na ocÏõÂch a sliznicõÂch, a takeÂ na dyÂchacõÂm, obeÏhoveÂm, vegetativnõÂm a centraÂ lnõÂm
nervoveÂm systeÂmu, motorickeÂ aktiviteÏ a chovaÂnõÂ. Pozornost je trÏeba veÏnovat
vyÂskytu trÏesu, krÏecÏõÂ, slineÏ nõÂ, pruÊ jmu, letargie, spaÂnku a koÂmatu.

VesÏkeraÂ pozorovaÂnõÂ jsou systematicky zaznamenaÂvaÂna: zaÂznamy jsou vedeny pro
kazÏdeÂ jednotliveÂ zvõÂrÏe.
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1.3.3.2 T eÏ l e s n aÂ h m o t n o s t

VsÏechna zvõÂrÏata jsou zvaÂzÏena kraÂtce prÏed podaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky a pak nejmeÂneÏ
jednou tyÂdneÏ . PocÏõÂtajõÂ se a zaznamenaÂvajõÂ zmeÏny hmotnosti. Na konci testu jsou
prÏezÏõÂvajõÂcõÂ zvõÂrÏata zvaÂzÏena prÏed tõÂm, nezÏ budou humaÂnneÏ utracena.

1.3.3.3 P i t v a

U vsÏech zvõÂrÏat pouzÏityÂch ve studii, vcÏetneÏ uhynulyÂch a utracenyÂch beÏhem testu,
se provede pitva. VsÏechny makroskopickeÂ patologickeÂ zmeÏ ny jsou zaznamenaÂny
pro kazÏdeÂ zvõÂrÏe zvlaÂsÏt'. Pro zõÂskaÂnõÂ dalsÏõÂch uzÏitecÏnyÂch informacõÂ je mozÏno uvaÂzÏit
mikroskopickeÂ vysÏetrÏenõÂ orgaÂnuÊ vykazujõÂcõÂch znaÂmky makroskopickeÂ patologie
u zvõÂrÏat prÏezÏõÂvajõÂcõÂch 24 a võÂce hodin.

2. SBEÏ R A ZAÂ ZNAM UÂ DAJUÊ

K dispozici musõÂ byÂt uÂdaje o kazÏdeÂm jednotliveÂm zvõÂrÏeti. NavõÂc jsou vsÏechny
uÂdaje shrnuty do tabulkoveÂ formy, uvaÂdeÏ jõÂcõÂ u kazÏdeÂ testovaneÂ skupiny pocÏet
pouzÏityÂch zvõÂrÏat, pocÏet zvõÂrÏat vykazujõÂcõÂch prÏõÂznaky toxicity, pocÏet zvõÂrÏat
uhynulyÂch v pruÊ beÏ hu testu nebo utracenyÂch z humaÂnnõÂch duÊ voduÊ , dobu uÂmrtõÂ
jednotlivyÂch zvõÂrÏat, popis, cÏasovyÂ pruÊ beÏh a vratnost toxickyÂch uÂcÏinkuÊ , a pitevnõÂ
naÂlezy.

VsÏeobecneÂ poucÏenõÂ o interpretaci vyÂsledkuÊ pro klasifikaci je uvedeno
v Dodatku 2.

3. ZAÂ VEÏ RCÏ NAÂ ZPRAÂ VA

ZpraÂva o pruÊ beÏhu pokusu
ZpraÂva o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byÂt zõÂskaÂny :

PokusnaÂ zvõÂrÏata:

Ð zÏivocÏisÏnyÂ druh/kmen;

Ð mikrobiologickyÂ stav zvõÂrÏat, je-li znaÂm;

Ð pocÏet, staÂrÏõÂ a pohlavõÂ zvõÂrÏat;

Ð zdroj, podmõÂnky chovu, potrava atd.;

Ð hmotnost jednotlivyÂch zvõÂrÏat na zacÏaÂtku testu, daÂle v tyÂdennõÂch intervalech a

na konci testu.

PodmõÂnky testovaÂnõÂ:

Ð zduÊ vodneÏ nõÂ vyÂbeÏ ru vehikula, pokud je jineÂ nezÏ voda;

Ð podrobneÂ uÂdaje o zpuÊ sobu aplikace testovaneÂ laÂtky vcÏetneÏ podaÂvanyÂch

objemuÊ a doby aplikace;

Ð podrobneÂ uÂdaje o potraveÏ a kvaliteÏ vody (vcÏetneÏ druhu a zdroje);

Ð zduÊ vodneÏ nõÂ vyÂbeÏ ru pocÏaÂtecÏnõÂ daÂvky.

VyÂsledky:

Ð sestavenõÂ uÂdajuÊ o reakcõÂch kazÏdeÂho zvõÂrÏete do tabulek podle pohlavõÂ a

daÂvkoveÂ uÂ rovneÏ (t. zn. zvõÂrÏata vykazujõÂcõÂ prÏõÂznaky toxicity vcÏetneÏ uÂmrtõÂ,
charakter, zaÂvazÏnost a trvaÂnõÂ uÂcÏinkuÊ );

Ð naÂstup a cÏasovyÂ pruÊ beÏ h prÏõÂznakuÊ toxicity a jejich reverzibilita u kazÏdeÂho

zvõÂrÏete;
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Ð pitevnõÂ naÂlezy a histopatologickeÂ naÂlezy u kazÏdeÂho zvõÂrÏete, jsou-li dispozici.

Diskuse vyÂsledkuÊ :

HodnocenõÂ a interpretace:

4. LITERATURA

Tato metoda je analogickaÂ s metodou OECD TG 423.
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DODATEK 1

POSTUP TESTOVAÂ NIÂ

1. Jak bylo uvedeno v bodu 1.4.2.3, vyÂchozõÂ daÂvka by meÏ la byÂt ta ze trÏõÂ pevneÏ
stanovenyÂch daÂvkovyÂch uÂrovnõÂ, kteraÂ pravdeÏpodobneÏ zpuÊ sobõÂ uhynutõÂ asponÏ u
neÏkteryÂch zvõÂrÏat. Pro vyÂbeÏ r vyÂchozõÂ daÂvky lze pouzÏõÂt naÂsledujõÂcõÂ informace:

Ð uÂdaje o fyzikaÂlneÏ -chemickyÂch vlastnostech,

Ð vztah struktury a uÂcÏinku,

Ð vsÏechny uÂdaje z jinyÂch testuÊ toxicity a

Ð prÏedpoklaÂdaneÂ pouzÏitõÂ testovaneÂ laÂtky.

2. PrÏõÂslusÏneÂ vyÂvojoveÂ diagramy uvedeneÂ v tomto dodatku stanovujõÂ postup pro
kazÏdou vyÂchozõÂ daÂvku. V zaÂvislosti na pocÏtu humaÂnneÏ utracenyÂch nebo
uhynulyÂch zvõÂrÏat postupuje testovaÂnõÂ tak, jak naznacÏujõÂ sÏipky.

3. Pokud po aplikaci vyÂchozõÂ daÂvky 25 nebo 200 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti
uhyne pouze jedno zvõÂrÏe druheÂho pohlavõÂ, obvykle se jizÏ daÂle netestuje. Pokud
vsÏak prÏitom nejsou u ostatnõÂch 5 zvõÂrÏat zÏaÂdneÂ toxickeÂ prÏõÂznaky, je trÏeba pitvou
oveÏ rÏit mozÏnost, zÏe uÂmrtõÂ nesouviselo s podaÂnou laÂtkou. JestlizÏe se tato
mozÏnost potvrdõÂ, je trÏeba pokracÏovat v testovaÂnõÂ na vysÏsÏõÂ uÂ rovni daÂvky.

4. Pokud po daÂvce 2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti uhyne jedno zvõÂrÏe kazÏdeÂho

pohlavõÂ, daÂ se prÏedpoklaÂdat, zÏe hodnota LD50 prÏekrocÏõÂ daÂvku 2000 mg.kg-1

teÏ lesneÂ hmotnosti. ProtozÏe je to vsÏak jen hranicÏnõÂ vyÂsledek, je trÏeba pecÏliveÏ

posoudit reakce zbyÂvajõÂcõÂch dvou zvõÂrÏat kazÏdeÂho pohlavõÂ: zrÏetelneÂ , vyÂrazneÂ
toxickeÂ prÏõÂznaky u teÏ chto zvõÂrÏat mohou byÂt duÊ vodem pro klasifikaci

odpovõÂdajõÂcõÂ hodnoteÏ LD50 ve vyÂsÏi 2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hnotnosti nebo mensÏõÂ,

nebo mohou byÂt podneÏ tem pro dalsÏõÂ testovaÂnõÂ na stejneÂ uÂ rovni daÂvky.

5. Postup umozÏnÏ uje testovaÂnõÂ s trÏemi doplnÏ kovyÂmi pevneÏ stanovenyÂmi daÂvkami
(varianta 2). TeÂto varianty je mozÏno pouzÏõÂt bud' k vyÂbeÏ ru alternativnõÂ daÂvky v
daneÂm bodu rozhodovacõÂm procesu, nebo pro dalsÏõÂ testovaÂnõÂ po dokoncÏenõÂ
testovaÂnõÂ podle varianty 1.

Postup testovaÂnõÂ s vyÂchozõÂ daÂvkou 25 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti

V raÂmecÏcõÂch je udaÂna daÂvka, pocÏet zvõÂrÏat a pohlavõÂ (1 - pohlavõÂ zvoleneÂ jako
prvnõÂ, 2 - pohlavõÂ zvoleneÂ jako druheÂ).

Pod raÂmecÏky je pocÏet uhynulyÂch nebo utracenyÂch zvõÂrÏat (0, 1, 2, 3). Podle pocÏtu
uhynulyÂch zvõÂrÏat se v testovaÂnõÂ pokracÏuje ve smeÏ ru sÏipek azÏ do dosazÏenõÂ sÏedeÂho
raÂmecÏku.

Varianta 1 - UkoncÏenõÂ testu: Klasifikace se provede na zaÂkladeÏ konecÏnyÂch
hodnot uvedenyÂch v prÏõÂslusÏneÂm sÏedeÂm raÂmecÏku nebo podle zpuÊ sobu
vyhodnocenõÂ uvedeneÂho v Dodatku 2.

Varianta 2 - PokracÏovaÂnõÂ testu s prÏõÂslusÏnou doplnÏ kovou daÂvkou.
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UkoncÏenõÂ testu: Klasifikace se provede na zaÂkladeÏ konecÏnyÂch hodnot
uvedenyÂch v prÏõÂslusÏneÂm sÏedeÂm raÂmecÏku.

Postup testovaÂnõÂ s vyÂchozõÂ daÂvkou 200 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti

V raÂmecÏcõÂch je udaÂna daÂvka, pocÏet zvõÂrÏat a pohlavõÂ (1 - pohlavõÂ zvoleneÂ jako
prvnõÂ, 2 - pohlavõÂ zvoleneÂ jako druheÂ).

Pod raÂmecÏky je pocÏet uhynulyÂch nebo utracenyÂch zvõÂrÏat (0, 1, 2, 3). Podle pocÏtu
uhynulyÂch zvõÂrÏat se v testovaÂnõÂ pokracÏuje ve smeÏ ru sÏipek azÏ do dosazÏenõÂ sÏedeÂho
raÂmecÏku.

Varianta 1 - UkoncÏenõÂ testu: Klasifikace se provede na zaÂkladeÏ konecÏnyÂch
hodnot uvedenyÂch v prÏõÂslusÏneÂm sÏedeÂm raÂmecÏku nebo podle zpuÊ sobu
vyhodnocenõÂ uvedeneÂho v Dodatku 2.

Varianta 2 - PokracÏovaÂnõÂ testu s prÏõÂslusÏnou doplnÏ kovou daÂvkou.
UkoncÏenõÂ testu: Klasifikace se provede na zaÂkladeÏ konecÏnyÂch hodnot
uvedenyÂch v prÏõÂslusÏneÂm sÏedeÂm raÂmecÏku.

Postup testovaÂnõÂ s vyÂchozõÂ daÂvkou 2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti

V raÂmecÏcõÂch je udaÂna daÂvka, pocÏet zvõÂrÏat a pohlavõÂ (1 - pohlavõÂ zvoleneÂ jako
prvnõÂ, 2 - pohlavõÂ zvoleneÂ jako druheÂ).

Pod raÂmecÏky je pocÏet uhynulyÂch nebo utracenyÂch zvõÂrÏat (0, 1, 2, 3). Podle pocÏtu
uhynulyÂch zvõÂrÏat se v testovaÂnõÂ pokracÏuje ve smeÏ ru sÏipek azÏ do dosazÏenõÂ sÏedeÂho
raÂmecÏku.

Varianta 1 - UkoncÏenõÂ testu: Klasifikace se provede na zaÂkladeÏ konecÏnyÂch
hodnot uvedenyÂch v prÏõÂslusÏneÂm sÏedeÂm raÂmecÏku nebo podle zpuÊ sobu
vyhodnocenõÂ uvedeneÂho v Dodatku 2.

Varianta 2 - PokracÏovaÂnõÂ testu s prÏõÂslusÏnou doplnÏ kovou daÂvkou.
UkoncÏenõÂ testu: Klasifikace se provede na zaÂkladeÏ konecÏnyÂch hodnot
uvedenyÂch v prÏõÂslusÏneÂm sÏedeÂm raÂmecÏku.
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DODATEK 2

Interpretace vyÂsledkuÊ zalozÏenyÂch na testovacõÂ varianteÏ 1

V raÂmecÏcõÂch je udaÂna daÂvka, pocÏet zvõÂrÏat a pohlavõÂ (1 - pohlavõÂ zvoleneÂ jako
prvnõÂ, 2 - pohlavõÂ zvoleneÂ jako druheÂ).

Pod raÂmecÏky je pocÏet uhynulyÂch nebo utracenyÂch zvõÂrÏat (0, l, 2, 3).

SÏ edeÂ raÂmecÏky pod raÂmecÏkem ªZÏ AÂ DNEÂ DALSÏ IÂ TESTOVAÂ NIÂª v diagramech
tohoto dodatku obsahujõÂ konecÏneÂ hodnoty pro klasifikaci. Po testovaÂnõÂ podle
varianty 1 se prÏõÂslusÏnaÂ sÏipka sleduje dokud se nedosaÂhne prÏõÂslusÏneÂho raÂmecÏku.
(Hodnoty v raÂmecÏcõÂch vyznacÏujõÂ hornõÂ hranice pro prÏõÂslusÏnyÂ zpuÊ sob klasifikace.
LezÏataÂ osmicÏka znamenaÂ, zÏe LD50 je veÏ tsÏõÂ nezÏ hodnota v nejblizÏsÏõÂm raÂmecÏku

vlevo.)
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Start

25 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

5 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

5 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

50 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

500 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

50 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

500 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

25 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

200 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

200 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

2000 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

2000 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

2-3

2-3
1

0 2-3
1

VARIANTA 1 : UKONCÏ ENIÂ TESTU

VARIANTA 2 : POKRACÏ OVAÂ NIÂ TESTU

25 mg/kg

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

UKONCÏ ENIÂ TESTU

200 mg/kg 2000 mg/kg 8

8

0 2-3 0-1

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

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

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

( a ) TestovacõÂ postup s vyÂchozõÂ daÂvkou 25 mg/kg teÏ lesneÂ hmotnosti
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Start

25 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

5 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

5 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

50 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

500 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

50 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

500 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

25 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

200 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

200 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

2000 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

2000 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

2-3

2-3
0-1

2-3
1

VARIANTA 1.: UKONCÏ ENIÂ TESTU

VARIANTA 2.: POKRACÏ OVAÂ NIÂ TESTU

25 mg/kg

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

UKONCÏ ENIÂ TESTU

200 mg/kg 2000 mg/kg 8

8

0 2-3 0-1

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

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

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

( b ) TestovacõÂ postup s vyÂchozõÂ daÂvkou 200 mg/kg teÏ lesneÂ hmotnosti
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25 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

5 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

5 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

50 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

500 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

50 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

500 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

25 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

200 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

200 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

2000 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

2000 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

2-3

2-3
0-1

2-3
0-1

VARIANTA 1.: UKONCÏ ENIÂ TESTU

VARIANTA 2.: POKRACÏ OVAÂ NIÂ TESTU

25 mg/kg

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

UKONCÏ ENIÂ TESTU

200 mg/kg 2000 mg/kg 8

8

2-3 0-1

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

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

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

Start

( c ) TestovacõÂ postup s vyÂchozõÂ daÂvkou 2000 mg/kg teÏ lesneÂ hmotnosti
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2-3

1
0

0-12-3

2-3

ZÏ AÂ DNEÂ DALSÏ IÂ TESTOVAÂ NIÂ

1

30 300 2500

3

2

LD50

25 mg/kg

25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg

30 mg/kg 300 mg/kg

50 mg/kg 500 mg/kg

500 mg/kg 1000 mg/kg 2500 mg/kg

mg/kg hmotnosti
25 50 200 500 1000 2000

3

2

0

2-3

2-3
1

2-3

2000 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 1

2000 mg/kg
3 zvõÂrÏata
pohlavõÂ 2

0-1

200 mg/kg
3 zvõÂrÏata
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B.2. AKUTNIÂ TOXICITA (INHALACÏ NIÂ)

1. METODA

1 . 1 UÂ v o d

Je uzÏitecÏneÂ prÏed pokusem zõÂskat uÂdaje o rozdeÏ lenõÂ velikostõÂ cÏaÂstic, tenzi par, teploteÏ
taÂnõÂ, teploteÏ varu, teploteÏ vzplanutõÂ a vyÂbusÏnosti (jsou-li stanovitelneÂ) testovaneÂ
laÂtky

1 . 2 P r i n c i p m e t o d y

NeÏkolik skupin pokusnyÂch zvõÂrÏat je exponovaÂno studovaneÂ laÂtce po urcÏenou dobu
v odstupnÏ ovanyÂch koncentracõÂch, a to jedneÂ koncentraci v kazÏdeÂ skupineÏ . Potom se
zvõÂrÏata pozorujõÂ a zjisÏt'ujõÂ se uÂcÏinky a prÏõÂpady uhynutõÂ. ZvõÂrÏata, kteraÂ beÏhem pokusu
uhynou, i ta, kteraÂ prÏezÏijõÂ do konce pokusu, se pitvajõÂ.

ZvõÂrÏata se zaÂvazÏnyÂmi a prÏetrvaÂvajõÂcõÂmi prÏõÂznaky stresu a bolesti je trÏeba humaÂnnõÂm
zpuÊ sobem utratit. TestovaneÂ laÂtky se nemajõÂ podaÂvat v takovyÂch koncentracõÂch a
takovyÂm zpuÊ sobem, o kteryÂch je znaÂmo, zÏe vyvolaÂvajõÂ znacÏnou bolest a stres
naÂsledkem svyÂch leptavyÂch nebo draÂzÏdivyÂch vlastnostõÂ.

1 . 3 P o p i s m e t o d y

1 . 3 . 1 PrÏ õÂp r a va

NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu. PrÏed testem se zdravaÂ mladaÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ
prÏirÏadõÂ do potrÏebneÂho pocÏtu experimentaÂlnõÂch skupin. Pokud to nevyzÏaduje typ
pouzÏõÂvaneÂho expozicÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ, nenõÂ trÏeba podrobit zvõÂrÏata simulovaneÂ expozici.

PevneÂ testovaneÂ laÂtky je trÏeba rozmeÏ lnit na cÏaÂstice prÏõÂslusÏneÂ velikosti. Pokud je
trÏeba, prÏidaÂ se k testovaneÂ laÂtce vhodneÂ vehikulum tak, aby v ovzdusÏõÂ vznikla
prÏõÂslusÏnaÂ koncentrace testovaneÂ laÂtky; v tom prÏõÂpadeÏ se zarÏadõÂ takeÂ kontrolnõÂ
skupina s vehikulem. Pokud se uzÏije pro usnadneÏnõÂ aplikace vehikulum nebo jinaÂ
aditiva, musõÂ byÂt o nich znaÂmo, zÏe nemajõÂ toxickyÂ uÂcÏinek. ExistujõÂ-li vhodnaÂ
historickaÂ data, je mozÏno je vyuzÏõÂt.

1 . 3 . 2 E x p e r i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂ n k y

1 .3 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m, pokud nejsou znaÂmy duÊ vody proti tomu. PouzÏõÂvaÂ se
beÏ zÏneÏ uzÏõÂvanyÂch pokusnyÂch kmenuÊ . Na zacÏaÂtku studie nemaÂ variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ
hmotnosti zvõÂrÏat prÏekrocÏit + 20 % strÏednõÂ hodnoty (pro kazÏdeÂ pohlavõÂ zvlaÂsÏt').

1 .3 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro kazÏdou daÂvkovou hladinu je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 10 hlodavcuÊ (5 samic a
5 samcuÊ ). Samice musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ.
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PoznaÂmka: PouzÏõÂvajõÂ-li se v akutnõÂch testech toxicity zvõÂrÏata vysÏsÏõÂch druhuÊ , nezÏ
jsou hlodavci, meÏ lo by se zvaÂzÏit pouzÏitõÂ mensÏõÂho pocÏtu zvõÂrÏat. DaÂvky je trÏeba
pecÏliveÏ volit a je trÏeba zarucÏit, aby nebyly prÏekrocÏeny mõÂrneÏ toxickeÂ daÂvky. V teÏ chto
testech je trÏeba vyhnout se podaÂvaÂnõÂ letaÂ lnõÂch daÂvek testovaneÂ laÂtky.

1 .3 .2 .3 Expozi cÏ n õÂ konce n t race

MaÂ byÂt dostatecÏnyÂ pocÏet uÂ rovnõÂ daÂvek, nejmeÂneÏ trÏi, a majõÂ byÂt vhodneÏ
odstupnÏ ovaÂny tak, aby byl u testovacõÂch skupin viditelnyÂ rozsah toxickyÂch uÂcÏinkuÊ a
mortality. ZõÂskaneÂ uÂdaje musõÂ stacÏit na znaÂzorneÏ nõÂ vztahu mezi daÂvkou a mortalitou
a, pokud je to mozÏneÂ , musõÂ umozÏnit stanovenõÂ LC50 s prÏijatelnou spolehlivostõÂ.

1 .3 .2 .4 Limi tn õÂ t e s t

Nedojde-li po 4 hodinoveÂ expozici 5 samcuÊ a 5 samic plynu v koncentraci 20 mg.l-1

nebo paraÂm cÏi aerosolu tekuteÂ nebo pevneÂ laÂtky v koncentraci 5 mg.l-1 (nebo -
v prÏõÂpadech, kdy tuto koncentraci nenõÂ mozÏneÂ pouzÏõÂt v duÊ sledku fyzikaÂlnõÂch nebo
chemickyÂch vlastnostõÂ sledovaneÂ laÂtky vcÏetneÏ rizika vyÂbuchu - prÏi expozici
maximaÂlnõÂ dosazÏitelneÂ koncentraci) beÏhem 14 dnuÊ k zÏaÂdneÂ mortaliteÏ vyvolaneÂ
sledovanou laÂtkou, povazÏujõÂ se dalsÏõÂ pokusy za zbytecÏneÂ .

1 .3 .2 .5 Doba expozi ce

NejkratsÏõÂ doba expozice maÂ byÂt 4 hodiny.

1 .3 .2 .6 Vybaven õÂ

Pro pokusy se zvõÂrÏaty je trÏeba pouzÏõÂt inhalacÏnõÂ zarÏõÂzenõÂ, ktereÂ umozÏnÏ uje dynamickeÂ
proudeÏ nõÂ vzduchu s vyÂmeÏ nou vzduchu nejmeÂneÏ l2kraÂt za hodinu, aby byl zarucÏen
prÏimeÏ rÏenyÂ obsah kyslõÂku a rovnomeÏ rneÂ rozdeÏ lenõÂ laÂtky v expozicÏnõÂ atmosfeÂrÏe.
PouzÏije-li se expozicÏnõÂ box, je trÏeba ho konstruovat tak, aby se co nejvõÂce
omezovalo shlukovaÂnõÂ zvõÂrÏat a aby inhalacÏnõÂ expozice testovaneÂ laÂtce byla
maximaÂlnõÂ. Pro zajisÏteÏ nõÂ stability atmosfeÂry v inhalacÏnõÂm boxu by nemeÏ l v zaÂsadeÏ
celkovyÂ objem pokusnyÂch zvõÂrÏat prÏesaÂhnout 5 % objemu boxu. Je takeÂ mozÏneÂ
pouzÏõÂt inhalacÏnõÂ expozice oraÂlneÏ -nasaÂlnõÂ, samotneÂ hlavy nebo individuaÂlnõÂ
celoteÏ loveÂ expozice; prvnõÂ dva zpuÊ soby expozice minimalizujõÂ prÏõÂjem laÂtky jinyÂmi
cestami.

1 .3 .2 .7 Doba pozorovaÂ n õÂ

Doba pozorovaÂnõÂ by meÏ la trvat nejmeÂneÏ 14 dnõÂ. Nelze ji vsÏak stanovit rigoroÂzneÏ .
MuÊ zÏe zaÂviset na toxickyÂch reakcõÂch, na rychlosti jejich vzniku a na trvaÂnõÂ faÂze
zotavenõÂ. Dobu pozorovaÂnõÂ je mozÏno podle potrÏeby prodlouzÏit. RozhodujõÂcõÂ je doba,
kdy se objevõÂ a opeÏ t odeznõÂ projevy otravy, stejneÏ jako doba do uhynutõÂ, zvlaÂsÏteÏ tam,
kde je patrna tendence ke zpozÏdeÏneÂ mortaliteÏ .

1 . 3 . 3 P o p i s p o s t u p u

ZvõÂrÏata se bezprostrÏedneÏ prÏed expozicõÂ zvaÂzÏõÂ. ExponujõÂ se po dobu 4 hodin od
ustavenõÂ rovnovaÂhy koncentrace studovaneÂ laÂtky. NastavenõÂ rovnovaÂhy by meÏ lo byÂt
rychleÂ . Teplota beÏ hem pokusu maÂ byÂt 22 8C + 3 8C. RelativnõÂ vlhkost maÂ byÂt
ideaÂlneÏ mezi 30 % a 70 %, s vyÂjimkou prÏõÂpaduÊ , kde to nenõÂ mozÏneÂ (naprÏ.
experimenty s aerosoly). UdrzÏovaÂnõÂ mõÂrneÏ negativnõÂho tlaku uvnitrÏ komory (£ 5 mm
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vodnõÂho sloupce) zabraÂnõÂ unikaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky do okolõÂ. BeÏhem expozice se
nepodaÂvaÂ potrava ani voda.

PouzÏõÂvajõÂ se vhodneÂ systeÂmy pro vytvorÏenõÂ a monitorovaÂnõÂ testovacõÂ atmosfeÂry.
SysteÂm musõÂ zarucÏovat, zÏe stabilnõÂch podmõÂnek expozice bude dosazÏeno co
nejrychleji. Konstrukce a provoz boxu maÂ zajisÏt'ovat homogennõÂ distribuci
testovaneÂ atmosfeÂry v komorÏe.

Je trÏeba zajistit meÏ rÏenõÂ nebo monitorovaÂnõÂ podmõÂnek expozice:

(a) meÏ rÏenõÂ pruÊ toku vzduchu (kontinuaÂlneÏ ),

(b) skutecÏnaÂ koncentrace studovaneÂ laÂtky se meÏ rÏõÂ v dyÂchacõÂ zoneÏ alesponÏ trÏikraÂt
beÏhem expozice (neÏ kteraÂ ovzdusÏõÂ, naprÏ. aerosoly ve vysokeÂ koncentraci, mohou
vyzÏadovat cÏasteÏ jsÏõÂ monitorovaÂnõÂ). BeÏhem jedneÂ expozice se nemaÂ koncentrace
odchylovat od strÏednõÂ hodnoty o võÂce nezÏ + 15 %. U neÏkteryÂch aerosoluÊ , kde teÂto
uÂrovneÏ regulace nenõÂ mozÏneÂ dosaÂhnout, se prÏipousÏtõÂ veÏ tsÏõÂ rozsah kolõÂsaÂnõÂ. Po celou
dobu trvaÂnõÂ experimentu majõÂ byÂt koncentrace tak stabilnõÂ, jak je to prakticky
mozÏneÂ . Pokud se tyÂkaÂ cÏaÂstic a aerosoluÊ , meÏ rÏõÂ se distribuce velikostõÂ cÏaÂstic tak cÏasto,
jak to pokus vyzÏaduje (ale nejmeÂneÏ jednou pro kazÏdou testovanou skupinu),

c) teplota a vlhkost vzduchu se meÏ rÏõÂ pokud mozÏno kontinuaÂlneÏ .

BeÏhem expozice i po jejõÂm skoncÏenõÂ se pozorovaÂnõÂ provaÂdeÏ jõÂ a zaznamenaÂvajõÂ
systematicky. KazÏdeÂ zvõÂrÏe maÂ svuÊ j individuaÂlnõÂ protokol. BeÏhem pivnõÂho dne je
trÏeba provaÂdeÏ t pozorovaÂnõÂ cÏasto. MinimaÂlneÏ jednou kazÏdyÂ pracovnõÂ den je trÏeba
proveÂst pecÏliveÂ klinickeÂ vysÏetrÏenõÂ. DalsÏõÂ kazÏdodennõÂ pozorovaÂnõÂ a odpovõÂdajõÂcõÂ
opatrÏenõÂ majõÂ slouzÏit maximaÂlnõÂmu snõÂzÏenõÂ ztraÂt zvõÂrÏat pro studii, naprÏ. pitvou nebo
zmrazenõÂm uhynulyÂch zvõÂrÏat nebo izolacõÂ cÏi utracenõÂm slabyÂch nebo umõÂrajõÂcõÂch
zvõÂrÏat.

PozorovaÂnõÂ zahrnuje zmeÏ ny kuÊ zÏe, srsti, ocÏõÂ, sliznic, dyÂchaÂnõÂ a krevnõÂho obeÏ hu,
zmeÏ ny funkce autonomnõÂ a centraÂ lnõÂ nervoveÂ soustavy, somatomotorickeÂ aktivity a
chovaÂnõÂ. ZvlaÂsÏtnõÂ pozornost je trÏeba veÏnovat vneÏ jsÏõÂmu dyÂchaÂnõÂ, tremoru, krÏecÏovyÂm
jevuÊ m, slineÏ nõÂ, pruÊ jmu, letargii, spaÂnku a komatu. OkamzÏik uhynutõÂ je trÏeba zachytit
co nejprÏesneÏ ji. Hmotnost jednotlivyÂch zvõÂrÏat se stanovuje po expozici tyÂdneÏ a
v okamzÏiku uhynutõÂ.

ZvõÂrÏata, kteraÂ beÏ hem pokusu uhynou i ta, kteraÂ prÏezÏijõÂ do konce pokusu, se pitvajõÂ
se zvlaÂsÏtnõÂm zrÏetelem ke vsÏem zmeÏnaÂm hornõÂ i dolnõÂ cÏaÂsti dyÂchacõÂho traktu.
VsÏechny makroskopickeÂ patologickeÂ zmeÏny se zaznamenaÂvajõÂ a odeberou se
prÏõÂslusÏneÂ tkaÂneÏ pro histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu
patrnyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu, doba uhynutõÂ jednotlivyÂch zvõÂrÏat, pocÏet
zvõÂrÏat vykazujõÂcõÂch dalsÏõÂ prÏõÂznaky toxicity, popis toxickyÂch uÂcÏinkuÊ a pitevnõÂ naÂlezy.
ZmeÏny hmotnosti je trÏeba vypocÏõÂtat a zaznamenat pokud zvõÂrÏata prÏezÏijõÂ deÂle nezÏ
jeden den. ZvõÂrÏata, kteraÂ jsou humaÂnneÏ utracena vzhledem ke stresu nebo
k bolestem vyvolanyÂm testovanou laÂtkou, jsou zaznamenaÂna jako uhynutõÂ vyvolanaÂ
testovanou laÂtkou. LC50 se vypocÏte uznaÂvanou metodou. DaÂle se hodnotõÂ vztah ±
pokud existuje ± mezi expozicõÂ zvõÂrÏete testovaneÂ laÂtce a vyÂskytem a stupneÏm vsÏech
abnormalit, vcÏetneÏ zmeÏ n chovaÂnõÂ, klinickyÂch symptomuÊ , makroskopickyÂch
posÏkozenõÂ, zmeÏ n teÏ lesneÂ hmotnosti, mortality a vsÏech dalsÏõÂch toxickyÂch uÂcÏinkuÊ .
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3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje pokud mozÏno naÂsledujõÂcõÂ informace:

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ, krmenõÂ, atd.

- podmõÂnky pokusu: popis expozicÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ vcÏetneÏ konstrukce, typu, rozmeÏ ruÊ ,
zdroje vzduchu, systeÂmu prÏõÂpravy aerosoluÊ , klimatizacÏnõÂho systeÂmu a zpuÊ sobu
umõÂsteÏnõÂ zvõÂrÏat v expozicÏnõÂm boxu, pokud je pouzÏõÂvaÂn. Je trÏeba popsat prÏõÂstroje
pro meÏ rÏenõÂ teploty, vlhkosti vzduchu, koncentrace a distribuce velikosti cÏaÂstic
aerosolu.

- uÂdaje o expozici se sestavõÂ do tabulky a uvedou spolu s pruÊ meÏ rnyÂmi hodnotami a
charakteristikou variability (naprÏ. smeÏ rodatnou odchylkou). MajõÂ pokud mozÏno
obsahovat tyto uÂdaje:

a) rychlost pruÊ toku vzduchu v inhalacÏnõÂm zarÏõÂzenõÂ;

b) teplota a vlhkost vzduchu;

c) nominaÂlnõÂ koncentrace (celkoveÂ mnozÏstvõÂ testovaneÂ laÂtky prÏivaÂdeÏneÂ do
inhalacÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ, deÏ leneÂ objemem vzduchu);

Pozn.: prÏi expozici aerosoluÊ m laÂtek v roztoku (naprÏ. ve vodeÏ ) je trÏeba uvaÂdeÏ t
nejen vyÂslednou koncentraci laÂtky ve vzduchu, nyÂbrzÏ takeÂ , pokud je to mozÏneÂ ,
koncentraci uÂcÏinneÂ laÂtky ve vehikulu.

d) povaha vehikula, pokud bylo uzÏito;

e) skutecÏnaÂ koncentrace v dyÂchacõÂ zoÂneÏ ; f) hmotnostnõÂ mediaÂn aerodynamickeÂho
pruÊ meÏ ru (MMAD) a geometrickaÂ smeÏ rodatnaÂ odchylka (GSD);

g) doba do ustavenõÂ rovnovaÂhy;

h) doba expozice;

- tabulky toxickyÂch reakcõÂch podle pohlavõÂ a uÂ rovneÏ expozice (tj. pocÏet zvõÂrÏat, kteraÂ
v pokuse uhynula nebo byla humaÂnneÏ utracena; pocÏet zvõÂrÏat s prÏõÂznaky toxicity;
pocÏet exponovanyÂch zvõÂrÏat);

- doba uhynutõÂ beÏ hem expozice nebo po jejõÂm skoncÏenõÂ, duÊ vody a kriteÂria pro
humaÂnnõÂ utracenõÂ zvõÂrÏat;

- vsÏechna pozorovaÂnõÂ;

- hodnota LC50 pro kazÏdeÂ pohlavõÂ stanovenaÂ po skoncÏenõÂ doby pozorovaÂnõÂ
(s uvedenõÂm metody vyÂpocÏtu);

- 95%-nõÂ interval spolehlivosti pro LC50 (pokud je mozÏno jej stanovit);

- krÏivka zaÂvislosti mortality na daÂvce (koncentraci) a jejõÂ smeÏ rnice (pokud to
dovoluje metoda stanovenõÂ); - pitevnõÂ naÂlezy;

- vsÏechny histopatologickeÂ naÂlezy;

- diskuse vyÂsledkuÊ (se zvlaÂsÏtnõÂm zrÏetelem k vlivu prÏõÂpadneÂho utracenõÂ zvõÂrÏat z
humaÂnnõÂch duÊ voduÊ beÏ hem testu na vypocÏtenou hodnotu LC50);

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.3. AKUTNIÂ TOXICITA (DERMAÂ LNIÂ)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se nanaÂsÏõÂ na kuÊ zÏi v odstupnÏ ovanyÂch daÂvkaÂch neÏkolika skupinaÂm
pokusnyÂch zvõÂrÏat, a to kazÏdeÂ skupineÏ jedna uÂrovenÏ daÂvky. PozorujõÂ a zaznamenaÂvajõÂ
se uÂcÏinky a prÏõÂpady uhynutõÂ. ZvõÂrÏata, kteraÂ uhynou beÏhem pokusu, i zvõÂrÏata, kteraÂ
prÏezÏijõÂ konec pokusu, se pitvajõÂ.

ZvõÂrÏata se zaÂvazÏnyÂmi a prÏetrvaÂvajõÂcõÂmi prÏõÂznaky stresu a bolesti je trÏeba humaÂnnõÂm
zpuÊ sobem utratit. TestovaneÂ laÂtky se nemajõÂ podaÂvat v takovyÂch daÂvkaÂch a takovyÂm
zpuÊ sobem, o kteryÂch je znaÂmo, zÏe vyvolaÂvajõÂ znacÏnou bolest a stres naÂsledkem
svyÂch leptavyÂch nebo draÂzÏdivyÂch vlastnostõÂ.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 . 2 . 1 P rÏ õÂ p r a v a

NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v pokusnyÂch klecõÂch
v podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ, v jakyÂch budou beÏhem experimentu. PrÏed testem
se zdravaÂ mladaÂ dospeÏ laÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ prÏirÏadõÂ do jednotlivyÂch experimentaÂlnõÂch
skupin. Asi 24 hodin prÏed zahaÂjenõÂm testu se srst zvõÂrÏat na zaÂdech ostrÏõÂhaÂ nebo
oholõÂ. PrÏi strÏõÂhaÂnõÂ nebo holenõÂ srsti je trÏeba dbaÂt na to, aby se neposÏkodila
(naprÏ.abrazõÂ) kuÊ zÏe, cozÏ by mohlo zmeÏnit jejõÂ propustnost. Pro aplikaci testovaneÂ
laÂtky se prÏipravõÂ nejmeÂneÏ 10 % povrchu teÏ la. PrÏi pokusech s pevnyÂmi laÂtkami,
prÏõÂpadneÏ prÏipravenyÂmi v praÂsÏkoveÂ formeÏ , je trÏeba laÂtku dostatecÏneÏ navlhcÏit vodou
nebo vhodnyÂm vehikulem, aby byl dobryÂ kontakt s kuÊ zÏõÂ. PrÏi pouzÏitõÂ vehikula je
nutneÂ braÂt v uÂvahu vliv vehikula na pruÊ nik testovaneÂ laÂtky kuÊ zÏõÂ. VyÂbeÏ r vehikula by
se meÏ l rÏõÂdit tõÂm, v jakeÂ formeÏ se muÊ zÏe danaÂ laÂtka ostat do styku s lidskou kuÊ zÏõÂ, a ze
vsÏech relevantnõÂch zpuÊ sobuÊ vybrat ten, kteryÂ nejvõÂce usnadnÏ uje pruÊ nik kuÊ zÏõÂ.
TestovaneÂ kapaliny se zpravidla aplikujõÂ nerÏedeÏneÂ .

1 . 2 . 2 E x p e r i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂ n k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

PuzÏõÂvaÂ se dospeÏ lyÂch potkanuÊ nebo kraÂlõÂkuÊ . Lze pouzÏõÂt i jineÂ zÏivocÏisÏneÂ druhy, pokud
jsou pro to duÊ vody. Je trÏeba volit znaÂmeÂ kmeny pokusnyÂch zvõÂrÏat. Na zacÏaÂtku testu
by nemeÏ lo variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ hmotnosti zvõÂrÏat (pro kazÏdeÂ pohlavõÂ zvlaÂsÏt') prÏekrocÏit
+ 20 % strÏednõÂ hodnoty.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro kazÏdou uÂrovenÏ daÂvek pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 5 zvõÂrÏat stejneÂho pohlavõÂ. PouzÏõÂvaÂ-li se
samic, musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ. Pokud je k dispozici informace, zÏe
jedno z obou pohlavõÂ je vyÂrazneÏ citliveÏ jsÏõÂ, je trÏeba pouzÏõÂvat zvõÂrÏata tohoto pohlavõÂ.
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PoznaÂmka: PouzÏõÂvajõÂ-li se v akutnõÂch testech toxicity zvõÂrÏata vysÏsÏõÂch druhuÊ , nezÏ
jsou hlodavci, meÏ lo by se zvaÂzÏit pouzÏitõÂ mensÏõÂho pocÏtu zvõÂrÏat. DaÂvky je trÏeba
pecÏliveÏ zvolit a je trÏeba zajistit, aby se neprÏekrocÏily mõÂrneÏ toxickeÂ daÂvky. V teÏ chto
testech je trÏeba vyhnout se podaÂvaÂnõÂ letaÂ lnõÂch daÂvek testovaneÂ laÂtky.

1 .2 .2 .3 DaÂ vkovaÂ n õÂ

MaÂ byÂt dostatecÏnyÂ pocÏet daÂvkovyÂch uÂrovnõÂ, nejmeÂneÏ trÏi, a majõÂ byÂt vhodneÏ
odstupnÏ ovaÂny tak, aby vznikly testovacõÂ skupiny se zrÏetelnyÂm rozsahem toxickyÂch
uÂcÏinkuÊ a mortality. PrÏi rozhodovaÂnõÂ o uÂrovnõÂch daÂvek je trÏeba vzõÂt v uÂvahu draÂzÏdiveÂ
nebo leptaveÂ uÂcÏinky testovaneÂ laÂtky. ZõÂskaneÂ uÂdaje musõÂ stacÏit na znaÂzorneÏnõÂ vztahu
mezi daÂvkou a uÂcÏinkem, a pokud mozÏno umozÏnit stanovenõÂ LD50 s prÏijatelnou
spolehlivostõÂ.

1 .2 .2 .4 Limi tn õÂ t e s t

Lze proveÂst limitnõÂ test jednou daÂvkou nejmeÂneÏ 2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti na
skupinaÂch 5 samcuÊ a 5 samic s pouzÏitõÂm vyÂsÏe popsanyÂch postupuÊ . Pokud laÂtka
zpuÊ sobõÂ uhynutõÂ, je trÏeba proveÂst uÂplnou studii.

1 .2 .2 .5 Doba pozorovaÂ n õÂ

Doba pozorovaÂnõÂ maÂ byÂt nejmeÂneÏ 14 dnõÂ. Nelze ji vsÏak stanovit rigoroÂzneÏ . MeÏ la by
byÂt urcÏena podle obrazu otravy, rychlosti vyÂvoje otravy a trvaÂnõÂ faÂze zotavenõÂ. Dobu
pozorovaÂnõÂ je mozÏno podle potrÏeby prodlouzÏit. RozhodujõÂcõÂ je doba, kdy se prÏõÂznak
otravy projevõÂ a vymizõÂ a doba do uhynutõÂ, zvlaÂsÏteÏ tam, kde je patrnaÂ tendence
k vyÂskytu pozdnõÂch uhynutõÂ.

1 . 2 . 3 P o p i s p o s t u p u

ZvõÂrÏata se chovajõÂ jednotliveÏ v klecõÂch. TestovanaÂ laÂtka se nanese rovnomeÏ rneÏ na
plochu, kteraÂ cÏinõÂ asi 10 % celkoveÂho povrchu teÏ la. Pro vysoce toxickeÂ laÂtky muÊ zÏe
byÂt tato plocha mensÏõÂ; meÏ lo by se vsÏak aplikovat stejnomeÏ rneÏ na co nejveÏ tsÏõÂ cÏaÂst
teÂto plochy.

TestovanaÂ laÂtka je po expozicÏnõÂ dobu 24 hodin udrzÏovaÂna v kontaktu s kuÊ zÏõÂ pomocõÂ
poreÂznõÂho muloveÂho obvazu a nedraÂzÏdiveÂ naÂplasti. Testovanou plochu je daÂle trÏeba
vhodnyÂm zpuÊ sobem prÏekryt, aby se mulovyÂ obvaz a testovanaÂ laÂtka fixovaly a aby
se zabraÂnilo oraÂlnõÂmu prÏõÂjmu. K zamezenõÂ pozÏitõÂ laÂtky je mozÏno pouzÏõÂt i prostrÏedkuÊ
pro omezenõÂ volnosti pohybu, uÂplnou immobilizaci vsÏak nelze doporucÏit.

Po uplynutõÂ doby expozice se odstranõÂ zbytky testovaneÂ laÂtky, pokud mozÏno vodou
nebo jinyÂm vhodnyÂm zpuÊ sobem se provede ocÏisÏteÏnõÂ pokozÏky.

PozorovaÂnõÂ je trÏeba ihned systematicky zaznamenaÂvat. Pro kazÏdeÂ zvõÂrÏe je trÏeba veÂst
samostatneÂ zaÂznamy. PrvnõÂ den se zvõÂrÏata pozorujõÂ cÏasto. NejmeÂneÏ jednou kazÏdyÂ
pracovnõÂ den je trÏeba proveÂst pecÏliveÂ klinickeÂ vysÏetrÏenõÂ. DalsÏõÂ kazÏdodennõÂ
pozorovaÂnõÂ a odpovõÂdajõÂcõÂ opatrÏenõÂ majõÂ slouzÏit maximaÂlnõÂmu snõÂzÏenõÂ ztraÂt zvõÂrÏat
pro studii, naprÏ. pitvou nebo zmrazenõÂm uhynulyÂch zvõÂrÏat nebo izolacõÂ a utracenõÂm
slabyÂch cÏi umõÂrajõÂcõÂch zvõÂrÏat.

PozorovaÂnõÂ zahrnuje zmeÏ ny srsti, kuÊ zÏe, na kterou byla provedena aplikace, ocÏõÂ a
sliznic, a takeÂ dyÂchaÂnõÂ a krevnõÂho obeÏhu, zmeÏny funkce autonomnõÂ a centraÂ lnõÂ
nervoveÂ soustavy, somatomotorickeÂ aktivity a chovaÂnõÂ. ZvlaÂsÏtnõÂ pozornost je trÏeba
veÏnovat tremoru, krÏecÏovyÂm jevuÊ m, slineÏ nõÂ, pruÊ jmu, letargii, spaÂnku a komatu.
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OkamzÏik uhynutõÂ je trÏeba zachytit co nejprÏesneÏ ji. ZvõÂrÏata, kteraÂ beÏhem pokusu
uhynou, i kteraÂ prÏezÏijõÂ azÏ do konce pokusu, se pitvajõÂ. VsÏechny makroskopickeÂ
patologickeÂ zmeÏ ny se zaznamenaÂvajõÂ a posÏkozeneÂ tkaÂneÏ se odeberou pro
histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ.

1 .2 .3 .1 Hodnoc en õÂ t ox i c i ty u druheÂ ho pohlav õÂ

Po dokoncÏenõÂ studie na jednom pohlavõÂ se podaÂ laÂtka nejmeÂneÏ jedneÂ skupineÏ o peÏ ti
zvõÂrÏatech druheÂho pohlavõÂ, aby se zjistilo, zda zvõÂrÏata druheÂho pohlavõÂ nejsou
vyÂrazneÏ citliveÏ jsÏõÂ na testovanou laÂtku. V konkreÂtnõÂch prÏõÂpadech muÊ zÏe byÂt
oduÊ vodneÏ no pouzÏitõÂ mensÏõÂho pocÏtu zvõÂrÏat. Pokud je k dispozici spolehlivaÂ
informace, zÏe zvõÂrÏata testovaneÂho pohlavõÂ jsou vyÂrazneÏ citliveÏ jsÏõÂ, testovaÂnõÂ na
zvõÂrÏatech druheÂho pohlavõÂ je mozÏno vynechat.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu
patrnyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu, doba uhynutõÂ jednotlivyÂch zvõÂrÏat, pocÏet
zvõÂrÏat s jinyÂmi projevy otravy, popis toxickyÂch uÂcÏinkuÊ a pitevnõÂch naÂlezuÊ . StanovenõÂ
hmotnosti jednotlivyÂch zvõÂrÏat se provede bezprostrÏedneÏ prÏed podaÂnõÂm testovaneÂ
laÂtky, pak v tyÂdennõÂch intervalech a prÏed utracenõÂm. ZmeÏny hmotnosti je trÏeba
stanovit a zaznamenat, prÏezÏijõÂ-li zvõÂrÏata deÂle nezÏ jeden den. ZvõÂrÏata, kteraÂ byla
humaÂnnõÂm zpuÊ sobem utracena s ohledem na stres a bolesti vyvolaneÂ podanou
laÂtkou, se zaznamenaÂvajõÂ jako uhynutõÂ vyvolaneÂ touto laÂtkou. LD50 se vypocÏte
uznaÂvanou metodou. DaÂle se hodnotõÂ vztah, pokud existuje, mezi expozicõÂ zvõÂrÏat
testovaneÂ laÂtce a vyÂskytem a stupneÏm vsÏech abnormalit vcÏetneÏ zmeÏn chovaÂnõÂ,
klinickyÂch symptomuÊ , makroskopickyÂch leÂzõÂ, zmeÏn teÏ lesneÂ hmotnosti, mortality a
vsÏech ostatnõÂch toxickyÂch uÂcÏinkuÊ .

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace:

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnky chovu, krmenõÂ atd.,

- podmõÂnky pokusu (vcÏetneÏ zpuÊ sobu ocÏisÏteÏnõÂ kuÊ zÏe a typu obvazu: okluzivnõÂ nebo
neokluzivnõÂ),

- uÂ rovneÏ daÂvek (vcÏetneÏ vehikula, pokud je uzÏito) a koncentrace,

- pohlavõÂ pokusnyÂch zvõÂrÏat,

- tabulky toxickyÂch reakcõÂ podle pohlavõÂ a podle daÂvek (pocÏet zvõÂrÏat uhynulyÂch
nebo humaÂnneÏ utracenyÂch beÏ hem testu; pocÏet zvõÂrÏat s prÏõÂznaky toxicity; pocÏet
exponovanyÂch zvõÂrÏat),

- doba uhynutõÂ po podaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky, duÊ vody a kriteÂria pro humaÂnnõÂ utracenõÂ
zvõÂrÏat,

- vsÏechna pozorovaÂnõÂ,
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- hodnota LD50 pro to pohlavõÂ, u ktereÂho byl proveden uÂplnyÂ pokus, a to pro
l4tidennõÂ pozorovaÂnõÂ (s uvedenõÂm metody vypocÏtu),

- 95%-nõÂ interval spolehlivosti pro LD50 (pokud jej lze stanovit),

- krÏivka zaÂvislosti mortality na daÂvce a jejõÂ smeÏ rnice (pokud je stanovenõÂ danou
metodou mozÏneÂ),

- pitevnõÂ naÂlezy,

- vsÏechny histopatologickeÂ naÂlezy,

- vyÂsledky vsÏech testuÊ na druheÂm pohlavõÂ,

- rozbor vyÂsledkuÊ (zvlaÂsÏtnõÂ pozornost veÏ novat mozÏneÂmu ovlivneÏnõÂ vypocÏteneÂ
hodnoty LD50 v souvislosti s utracenõÂm zvõÂrÏat z humaÂnnõÂch duÊ voduÊ beÏhem testu),

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.4. AKUTNIÂ TOXICITA (KOZÏ NIÂ DRAÂ ZÏ DIVOST)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

VyÂchozõÂ uÂvahy

Je trÏeba pecÏliveÏ zvaÂzÏit vsÏechny dostupneÂ informace o daneÂ laÂtce s cõÂlem snõÂzÏit na
minimum testovaÂnõÂ laÂtky za podmõÂnek, ktereÂ mohou vyvolat vyÂrazneÂ teÏ zÏkeÂ reakce.
NaÂsledujõÂcõÂ informace muÊ zÏe byÂt uzÏitecÏnaÂ pro posouzenõÂ, zda je vhodnyÂ uÂplnyÂ test,
studie na jedineÂm zvõÂrÏeti nebo zda nenõÂ zapotrÏebõÂ dalsÏõÂ testovaÂnõÂ.

a) FyzikaÂlneÏ -chemickeÂ vlastnosti a chemickaÂ reaktivita. SilneÏ kyseleÂ nebo zaÂsaditeÂ
laÂtky (naprÏ. pH rovneÂ cÏi mensÏõÂ 2 nebo pH rovneÂ cÏi veÏ tsÏõÂ 11,5) nenõÂ trÏeba testovat na
primaÂrnõÂ kozÏnõÂ draÂzÏdivost, jestlizÏe mohou byÂt ocÏekaÂvaÂny leptaveÂ uÂcÏinky. Je trÏeba
vzõÂt v uÂvahu takeÂ alkalickou nebo kyselou rezervu.

b) JestlizÏe jsou dostupneÂ prÏesveÏ dcÏiveÂ doklady zaÂvazÏnyÂch uÂcÏinkuÊ laÂtky ze spolehliveÏ
validizovanyÂch in vitro testuÊ , nenõÂ vyzÏadovaÂn uÂplnyÂ test.

c) VyÂsledky ze studiõÂ akutnõÂ toxicity. JestlizÏe byla laÂtka v testu akutnõÂ toxicity po
dermaÂlnõÂ aplikaci studovaÂna prÏi limitnõÂ uÂ rovni daÂvky (2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ
hmotnosti) a nebylo pozorovaÂno podraÂzÏdeÏnõÂ kuÊ zÏe, nenõÂ trÏeba daÂle testovat kozÏnõÂ
draÂzÏdivost. RovneÏ zÏ nenõÂ trÏeba testovat laÂtky vysoce toxickeÂ prÏi dermaÂlnõÂ cesteÏ
vstupu.

StudovanaÂ laÂtka se nanese v jednoraÂzoveÂ daÂvce na kuÊ zÏi neÏkolika pokusnyÂch zvõÂrÏat,
prÏicÏemzÏ kazÏdeÂ zvõÂrÏe slouzÏõÂ jako svoje vlastnõÂ kontrola. Po stanoveneÂ dobeÏ se odecÏte,
vyhodnotõÂ a naÂsledneÏ popõÂsÏe stupenÏ podraÂzÏdeÏnõÂ, aby bylo mozÏno proveÂst uÂplneÂ
posouzenõÂ uÂcÏinkuÊ . Doba pozorovaÂnõÂ musõÂ byÂt dostatecÏneÏ dlouhaÂ, aby bylo mozÏneÂ
plneÏ zhodnotit takeÂ reverzibilitu pozorovanyÂch uÂcÏinkuÊ .

ZvõÂrÏata se zaÂvazÏnyÂmi a prÏetrvaÂvajõÂcõÂmi prÏõÂznaky stresu a bolesti je trÏeba humaÂnnõÂm
zpuÊ sobem utratit.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

Asi 24 hodin prÏed zahaÂjenõÂm testu se srst zvõÂrÏat na zaÂdech ostrÏõÂhaÂ nebo oholõÂ. PrÏi
strÏihaÂnõÂ nebo holenõÂ srsti je trÏeba dbaÂt na to, aby se neposÏkodila kuÊ zÏe (naprÏ. abrazõÂ).
Je mozÏno pouzÏõÂt pouze zvõÂrÏata se zdravou, neporaneÏnou kuÊ zÏõÂ.

NeÏktereÂ kmeny kraÂlõÂka majõÂ ostruÊ vky husteÂ srsti, ktereÂ jsou vyÂrazneÏ jsÏõÂ v neÏkteryÂch
obdobõÂch roku. TestovaneÂ laÂtky se nesmõÂ nanaÂsÏet na tyto zoÂny ruÊ stu husteÂ srsti.

PrÏi pokusech s pevnyÂmi laÂtkami, prÏõÂpadneÏ prÏipravenyÂmi v praÂsÏkoveÂ formeÏ , je trÏeba
testovanou laÂtku dostatecÏneÏ navlhcÏit vodou, prÏõÂpadneÏ jinyÂm vhodnyÂm vehikulem,
aby byl dobryÂ kontakt s kuÊ zÏõÂ. PrÏi pouzÏitõÂ vehikula je nutneÂ braÂt v uÂvahu vliv
vehikula na podraÂzÏdeÏ nõÂ kuÊ zÏe testovanou laÂtkou. TestovaneÂ kapaliny se zpravidla
aplikujõÂ nezrÏedeÏ neÂ .
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1 . 2 . 2 E x p e r i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂ n k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

Je mozÏneÂ pouzÏõÂt ruÊ zneÂ druhy savcuÊ , je vsÏak trÏeba daÂt prÏednost albõÂnu kraÂlõÂka.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t zv õÂrÏ a t

JestlizÏe je z in vitro screeningovyÂch testuÊ nebo jinyÂch uÂvah podezrÏenõÂ, zÏe laÂtka
muÊ zÏe vyvolaÂvat nekroÂzu (naprÏ.je leptavaÂ) je trÏeba uvaÂzÏit provedenõÂ testu na jednom
zvõÂrÏeti. JestlizÏe vyÂsledky tohoto testu nenaznacÏujõÂ leptaveÂ uÂcÏinky, je trÏeba doplnit
testovaÂnõÂ na dvou dalsÏõÂch zvõÂrÏatech.

Pro uÂplnyÂ test jsou nutnaÂ nejmeÂneÏ trÏi zdravaÂ dospeÏ laÂ zvõÂrÏata. NenõÂ trÏeba zvlaÂsÏtnõÂch
zvõÂrÏat pro neosÏetrÏenou kontrolnõÂ skupinu, pro vyjasneÏnõÂ prÏõÂpaduÊ nejednoznacÏnyÂch
reakcõÂ mohou byÂt pouzÏita dalsÏõÂ zvõÂrÏata.

1 .2 .2 .3 DaÂ vkovaÂ n õÂ

Pokud nejsou zÏaÂdneÂ zvlaÂsÏtnõÂ duÊ vody pro jinyÂ postup, nanese se na testovacõÂ mõÂsto
kuÊ zÏe 0,5 ml kapaliny nebo 0,5 g tuheÂ nebo polotuheÂ laÂtky. PrÏilehleÂ oblasti
neosÏetrÏeneÂ kuÊ zÏe zvõÂrÏete slouzÏõÂ v testu jako vlastnõÂ kontrola.

1 .2 .2 .4 Doba pozorovaÂ n õÂ

Dobu pozorovaÂnõÂ nenõÂ mozÏno stanovit rigoroÂzneÏ . MusõÂ byÂt dostatecÏneÏ dlouhaÂ, aby
bylo mozÏno uÂplneÏ vyhodnotit vratnost nebo nevratnost uÂcÏinkuÊ . NormaÂlneÏ nenõÂ trÏeba
prÏekracÏovat dobu 14 dnuÊ po aplikaci.

1 . 2 . 3 P o p i s p o s t u p u

ZvõÂrÏata se chovajõÂ jednotliveÏ v klecõÂch. TestovanaÂ laÂtka se nanese na malou plochu
(asi 6 cm2) kuÊ zÏe a pokryje se plaÂtkem mulu prÏidrzÏovanyÂm nedraÂzÏdivou naÂplastõÂ.
U kapalin a neÏ kteryÂch past muÊ zÏe byÂt vhodneÂ naneÂst nejprve testovanou laÂtku na
mul, a pak jej prÏipevnit na kuÊ zÏi. Po dobu trvaÂnõÂ expozice je trÏeba prÏidrzÏovat plaÂtek
volneÏ na kuÊ zÏi vhodnyÂm okluzivnõÂm nebo cÏaÂstecÏneÏ okluzivnõÂm obvazem. Je trÏeba
zabraÂnit tomu, aby se zvõÂrÏe dostalo k mulu a mohlo prÏijmout testovanou laÂtku oraÂlneÏ
nebo ji vdechnout.

Na konci doby exposice je trÏeba odstranit zbylou testovanou laÂtku vodou, pokud je
to mozÏneÂ , nebo vhodnyÂm rozpousÏteÏdlem, ale tak, aby nebyla ovlivneÏna prÏõÂpadnaÂ
reakce kuÊ zÏe nebo celistvost pokozÏky.

Doba expozice je obvykle 4 hodiny.

Pokud existuje podezrÏenõÂ, zÏe laÂtka muÊ zÏe vyvolat nekroÂzu (naprÏ.tõÂm, zÏe puÊ sobõÂ
poleptaÂnõÂ, je trÏeba zkraÂtit deÂlku expozice (naprÏ. na 1 hodinu nebo 3 minuty). PrÏi
takoveÂm testovaÂnõÂ je mozÏneÂ pouzÏõÂt nejprve jedineÂ zvõÂrÏe a aplikovat 3 plaÂtky mulu
soucÏasneÏ , pokud to akutnõÂ dermaÂlnõÂ toxicita testovaneÂ laÂtky nevylucÏuje. PrvnõÂ plaÂtek
se odstranõÂ po 3 minutaÂch. Pokud nenõÂ pozorovaÂna zaÂvazÏnaÂ kozÏnõÂ reakce, odstranõÂ
se druhyÂ plaÂtek po 1 hodineÏ . Pokud pozorovaÂnõÂ v teÂto faÂzi naznacÏujõÂ, zÏe je nezbytnaÂ
4-hodinovaÂ expozice a zÏe neodporuje principu humaÂnnõÂho zachaÂzenõÂ, odstranõÂ se
trÏetõÂ plaÂtek po 4 hodinaÂch a klasifikujõÂ se stupneÏ odpoveÏdi kuÊ zÏe. V prÏõÂpadeÏ , zÏe byla
mozÏnaÂ 4 hodinovaÂ expozice, je trÏeba doplnit test s pouzÏitõÂm nejmeÂneÏ dvou dalsÏõÂch
zvõÂrÏat; pokud to nenõÂ kontraindikovaÂno z humaÂnnõÂch duÊ voduÊ (naprÏ. jestlizÏe po
4 hodinaÂch expozice je pozorovaÂna nekroÂza kuÊ zÏe).
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JestlizÏe je zaÂvazÏnaÂ kozÏnõÂ reakce (naprÏ. nekroÂza) pozorovaÂna po 3 minutaÂch nebo po
1 hodineÏ , je test okamzÏiteÏ ukoncÏen.

Za urcÏityÂch podmõÂnek je mozÏneÂ navrhnout delsÏõÂ expozice, naprÏõÂklad pokud to
odpovõÂdaÂ ocÏekaÂvaneÂmu zpuÊ sobu pouzÏitõÂ a expozici u cÏloveÏka

1 .2 .3 .1 PozorovaÂ n õÂ a vyhodnoc en õÂ

ZvõÂrÏata je trÏeba pozorovat na prÏõÂznaky eryteÂmu a kozÏnõÂho edeÂmu a stupenÏ reakce
kuÊ zÏe po 60 minutaÂch a daÂle 24, 48 a 72 hodin po odstraneÏnõÂ plaÂtku s testovanou
laÂtkou. StupenÏ podraÂzÏdeÏ nõÂ kuÊ zÏe se klasifikuje a zaznamenaÂvaÂ podle systeÂmu
uvedeneÂho v tabulce 1. JestlizÏe nebylo beÏhem 72 hodin dosazÏeno uÂplneÂho odezneÏ nõÂ
reakce, provaÂdõÂ se pozorovaÂnõÂ daÂle. Vedle podraÂzÏdeÏ nõÂ kuÊ zÏe je trÏeba podrobneÏ popsat
vsÏechny zaÂvazÏneÂ leÂze jako poleptaÂnõÂ (nevratnaÂ destrukce kozÏnõÂ tkaÂneÏ ) a jineÂ toxickeÂ
uÂcÏinky. K objasneÏ nõÂ pochybnyÂch reakcõÂ nebo odpoveÏdõÂ, maskovanyÂch zabarvenõÂm
kuÊ zÏe testovanou laÂtkou, je trÏeba pouzÏõÂt technik histopatologickeÂho vysÏetrÏenõÂ nebo
meÏ rÏenõÂ tlousÏtky kozÏnõÂ rÏasy.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdeÂ pokusneÂ zvõÂrÏe patrnyÂ stupenÏ
podraÂzÏdeÏ nõÂ posouzenõÂm eryteÂmu a edeÂmu po celou dobu pozorovaÂnõÂ. Je trÏeba
rovneÏ zÏ uveÂst vsÏechny zaÂvazÏneÂ leÂze, popis stupneÏ a povahy podraÂzÏdeÏnõÂ kuÊ zÏe,
reversibilitu nebo poleptaÂnõÂ a vsÏechny dalsÏõÂ pozorovaneÂ toxickeÂ uÂcÏinky.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje pokud mozÏno tyto informace:

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnky chovu, krmenõÂ atd.,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky (vcÏetneÏ relevantnõÂch fyzikaÂlneÏ chemickyÂch vlastnostõÂ
testovaneÂ laÂtky, technik prÏõÂpravy a cÏisÏteÏnõÂ kuÊ zÏe, typ obvazu: okluzivnõÂ,
semiokluzivnõÂ,

- ve formeÏ tabulky uÂdaje o kozÏnõÂ reakci pro kazÏdeÂ jednotliveÂ zvõÂrÏe prÏi kazÏdeÂm
pozorovaÂnõÂ (za 1, 24, 48 a 72 hodin atd. po odstraneÏnõÂ mulu),

- popis zjisÏteÏ nyÂch vaÂzÏnyÂch posÏkozenõÂ vcÏetneÏ poleptaÂnõÂ,

- popis intenzity a povahy zjisÏteÏneÂho podraÂzÏdeÏnõÂ a prÏõÂpadneÏ histopatologickyÂch
naÂlezuÊ ,

- popis vsÏech dalsÏõÂch toxickyÂch uÂcÏinkuÊ vedle podraÂzÏdeÏnõÂ kuÊ zÏe,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ .
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4. DODATEK

4 . 1 S t u p n i c e r e a k c e k uÊ zÏ e

Hodnota

1. HodnocenõÂ eryteÂmu a prÏõÂsÏkvaru

1.1 ZÏ aÂdnyÂ eryteÂm 0

1.2 Velmi slabyÂ eryteÂm (steÏ zÏõÂ viditelnyÂ) 1

1.3 ZrÏetelneÏ viditelnyÂ eryteÂm 2

1.4 MõÂrnyÂ azÏ vyÂraznyÂ eryteÂm 3

1.5 TeÏ zÏkyÂ eryteÂm (silneÂ zrudnutõÂ) nebo 4
tvorba prÏõÂsÏkvaru (hloubkoveÂ posÏkozenõÂ -
nekroza) znemozÏnÏ ujõÂcõÂ posouzenõÂ
eryteÂmu

2. HodnocenõÂ edeÂmu

2.1 ZÏ aÂdnyÂ edeÂm 0

2.2 Velmi lehkyÂ edeÂm (steÏ zÏõÂ viditelnyÂ) 1

2.3 LehkyÂ edeÂm (okraje jsou zrÏetelneÂ , 2
plocha je ohranicÏena zrÏetelnyÂm
vyvyÂsÏenõÂm)

2.4 MõÂrnyÂ edeÂm (okraje vyvyÂsÏeny asi 3
o 1 mm)

2.5 VyÂraznyÂ edeÂm (zdurÏenõÂ võÂce nezÏ 1 4
mm a otok prÏesahujõÂcõÂ hranice
exponovaneÂ plochy)

4 . 2 K l a s i f i k a c e p o d l e i n d e x u k o zÏ n õÂ d r aÂ zÏ d i v o s t i ( I K I )

IKI se vypocÏte jako aritmetickyÂ pruÊ meÏ r ze soucÏtuÊ stupneÏ reakce pro eryteÂm a edeÂm v
jednotlivyÂch intervalech odecÏtu u jednoho jedince a z takto zõÂskanyÂch hodnot u
vsÏech exponovanyÂch jedincuÊ se vypocÏte aritmetickyÂ pruÊ meÏ r.

Klasifikace IKI

nedraÂzÏdõÂ IKI £ 0,5

lehce draÂzÏdõÂ 0,5 5 IKI £ 3

strÏedneÏ draÂzÏdõÂ 3 5 IKI £ 5

silneÏ draÂzÏdõÂ IKI 4 5
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B.5. AKUTNIÂ TOXICITA (OCÏ NIÂ DRAÂ ZÏ DIVOST)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

1 . 1 . 1 V yÂ c h o z õÂ uÂ v a h y

Je trÏeba pecÏliveÂ zvaÂzÏit vsÏechny dostupneÂ informace o daneÂ laÂtce s cõÂlem snõÂzÏit na
minimum testovaÂnõÂ laÂtky za podmõÂnek, ktereÂ mohou vyvolat teÏ zÏkeÂ reakce. K tomu
mohou byÂt uzÏitecÏneÂ naÂsledujõÂcõÂ informace.

a) FyzikaÂlneÏ -chemickeÂ vlastnosti a chemickaÂ reaktivita. NaprÏ. silneÏ kyseleÂ nebo
zaÂsaditeÂ laÂtky, ktereÂ - jak je mozÏno ocÏekaÂvat - vyvolajõÂ v oku pH rovneÂ cÏi mensÏõÂ 2
nebo pH rovneÂ cÏi veÏ tsÏõÂ 11,5, nenõÂ trÏeba testovat, pokud lze ocÏekaÂvat zaÂvazÏnaÂ
posÏkozenõÂ. Je trÏeba vzõÂt v uÂvahu takeÂ alkalickou nebo kyselou rezervu.

b) VyÂsledky spolehliveÏ validizovanyÂch alternativnõÂch studiõÂ; laÂtky s prokaÂzanyÂmi
potenciaÂ lneÏ leptavyÂmi nebo silneÏ draÂzÏdivyÂmi vlastnostmi nemajõÂ byÂt daÂle testovaÂny
na draÂzÏdivost pro oko, protozÏe lze prÏedpoklaÂdat, zÏe tyto laÂtky budou mõÂt zaÂvazÏneÂ
uÂcÏinky na oko prÏi testovaÂnõÂ touto metodou.

c) VyÂsledky ze studiõÂ kozÏnõÂ draÂzÏdivosti. LaÂtky, ktereÂ vykazovaly zrÏejmeÂ leptaveÂ
nebo vyÂrazneÏ draÂzÏdiveÂ uÂcÏinky na kuÊ zÏi ve studii kozÏnõÂ draÂzÏdivosti, nenõÂ trÏeba daÂle
testovat na draÂzÏdivost pro oko, protozÏe lze prÏedpoklaÂdat zÏe budou mõÂt na ocÏi
zaÂvazÏneÂ uÂcÏinky.

TestovanaÂ laÂtka se v jednoraÂzoveÂ daÂvce aplikuje do jednoho oka neÏkolika pokusnyÂm
zvõÂrÏatuÊ m, prÏitom neexponovaneÂ oko slouzÏõÂ jako kontrola. Ve stanovenyÂch
intervalech se odecÏte a vyhodnotõÂ stupenÏ podraÂzÏdeÏnõÂ a reakce se daÂle popõÂsÏe, aby
bylo mozÏno proveÂst uÂplneÂ posouzenõÂ uÂcÏinku. Doba pozorovaÂnõÂ musõÂ byÂt dostatecÏneÏ
dlouhaÂ, aby bylo mozÏneÂ jednoznacÏneÏ zhodnotit takeÂ vratnost nebo nevratnost
pozorovanyÂch uÂcÏinkuÊ .

ZvõÂrÏata se zaÂvazÏnyÂmi a prÏetrvaÂvajõÂcõÂmi prÏõÂznaky stresu a bolesti je trÏeba humaÂnnõÂm
zpuÊ sobem utratit.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 . 2 . 1 P rÏ õÂ p r a v a

24 hodin prÏed testem se u kazÏdeÂho z prÏedbeÏ zÏneÏ vybranyÂch pokusnyÂch zvõÂrÏat
provede vysÏetrÏenõÂ obou ocÏõÂ. ZvõÂrÏata, u kteryÂch se zjistõÂ podraÂzÏdeÏ nõÂ ocÏõÂ, ocÏnõÂ defekt
nebo posÏkozenõÂ rohovky se z experimentu vyloucÏõÂ.

1 . 2 . 2 E x p e r i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂ n k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

AcÏkoliv se pouzÏõÂvajõÂ ruÊ zneÂ druhy pokusnyÂch zvõÂrÏat, doporucÏuje se daÂvat prÏednost
zdraveÂmu dospeÏ leÂmu albinotickeÂmu kraÂlõÂku.
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1 .2 .2 .2 PocÏ e t zv õÂrÏ a t

JestlizÏe se ocÏekaÂvajõÂ vyÂrazneÂ uÂcÏinky, je trÏeba zvolit test na jedineÂm zvõÂrÏeti. JestlizÏe
vyÂsledky tohoto testu na jednom kraÂlõÂkovi naznacÏujõÂ, zÏe laÂtka maÂ vyÂrazneÏ draÂzÏdiveÂ
(reversibilnõÂ uÂcÏinek) nebo leptaveÂ (irreversibilnõÂ uÂcÏinek) uÂcÏinky pro oko prÏi pouzÏitõÂ
popsaneÂho postupu, nenõÂ trÏeba dalsÏõÂ testovaÂnõÂ ocÏnõÂ draÂzÏdivosti u dalsÏõÂch zvõÂrÏat.
K vysÏetrÏenõÂ specifickyÂch aspektuÊ mohou byÂt prÏõÂpadneÏ testovaÂna dalsÏõÂ zvõÂrÏata.

V ostatnõÂch prÏõÂpadech je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏõÂ zvõÂrÏat. VyjasneÏnõÂ nejednoznacÏnyÂch
naÂlezuÊ muÊ zÏe vyzÏadovat pouzÏitõÂ dalsÏõÂch zvõÂrÏat.

1 .2 .2 .3 UÂ rovenÏ daÂ ve k

PrÏi testovaÂnõÂ kapalin se pouzÏõÂvaÂ daÂvka 0,1 ml. U tuhyÂch laÂtek, past a trnityÂch laÂtek
je trÏeba pouzÏõÂt objem 0,1 ml nebo hmotnost cca 0,1 g (hmotnost je vzÏdy trÏeba
uveÂst). JednaÂ-li se o tuhou nebo hrubeÏ zrnitou laÂtku, je trÏeba ji rozemlõÂt na jemnyÂ
praÂsÏek. Objem homogennõÂ laÂtky se stanovõÂ azÏ po opatrneÂm zhutneÏnõÂ, naprÏ.
poklepaÂvaÂnõÂm na meÏ rnou naÂdobku.

U laÂtek uzavrÏenyÂch ve sprejõÂch s pumpou nebo tlakovyÂch aerosolovyÂch naÂdobkaÂch
je trÏeba vystrÏõÂknout a sebrat 0,1 ml laÂtky a instilovat ji do oka podle popisu pro
kapaliny.

1 .2 .2 .4 Doba pozorovaÂ n õÂ

DeÂlku doby pozorovaÂnõÂ nenõÂ mozÏno stanovit rigoroÂzneÏ . MusõÂ byÂt dostatecÏneÏ dlouhaÂ,
aby bylo mozÏno posoudit vratnost nebo nevratnost pozorovanyÂch uÂcÏinkuÊ . NormaÂlneÏ
vsÏak stacÏõÂ 21 dnuÊ po aplikaci studovaneÂ laÂtky.

1 . 2 . 3 P o p i s p o s t u p u

ZvõÂrÏata je trÏeba prÏechovaÂvat jednotliveÏ v klecõÂch. TestovanaÂ laÂtka se aplikuje
kazÏdeÂmu zvõÂrÏeti do spojivkoveÂho vaku jednoho oka tak, zÏe se spodnõÂ võÂcÏko lehce
odchlõÂpne od ocÏnõÂ bulvy. VõÂcÏka se pak asi na 1 sekundu lehce k sobeÏ prÏidrzÏõÂ, aby se
zÏaÂdnaÂ laÂtka neztratila. DruheÂ oko, na ktereÂ se laÂtka neaplikuje, slouzÏõÂ jako kontrolnõÂ.

JestlizÏe se prÏedpoklaÂdaÂ , zÏe laÂtka muÊ zÏe vyvolat prÏõÂlisÏnou bolest, lze prÏed instilacõÂ
testovaneÂ laÂtky pouzÏõÂt lokaÂlnõÂ anestetikum. Aby bylo zajisÏteÏno, zÏe naÂsledkem
anestetika nedojde k vyÂznamnyÂm zmeÏnaÂm v reakci na testovanou laÂtku, je trÏeba
pecÏliveÏ zvolit typ, koncentraci a dobu aplikace lokaÂlnõÂho anestetika. StejnyÂm
zpuÊ sobem se musõÂ anestezovat i kontrolnõÂ oko.

OcÏi pokusnyÂch zvõÂrÏat je mozÏno vymyÂvat nejdrÏõÂve 24 hodiny po aplikaci testovaneÂ
laÂtky. Po 24 hodinaÂch je mozÏno ocÏi vyplaÂchnout, pokud se to povazÏuje za vhodneÂ.

U neÏkteryÂch laÂtek, ktereÂ prÏi teÂto testovacõÂ metodeÏ vyvolajõÂ podraÂzÏdeÏnõÂ, je mozÏno
proveÂst dalsÏõÂ zkousÏky s pouzÏitõÂm kraÂlõÂkuÊ , kteryÂm se brzy po instilaci laÂtky vymyjõÂ
ocÏi. V teÏ chto prÏõÂpadech se doporucÏuje pouzÏõÂt 3 kraÂlõÂky. PuÊ l minuty po instilaci se
ocÏi vymyÂvajõÂ rovneÏ zÏ po puÊ l minuty s pouzÏitõÂm takoveÂho objemu kapaliny a rychlosti
pruÊ toku, aby nedosÏlo k posÏkozenõÂ.

1 .2 .3 .1 PozorovaÂ n õÂ a vyhodnoc en õÂ

OcÏi se vysÏetrÏujõÂ po l, 24, 48 a 72 hodinaÂch. NeprojevujõÂ±li se po 72 hodinaÂch zÏaÂdneÂ
prÏõÂznaky ocÏnõÂch leÂzõÂ, je mozÏno zkousÏku ukoncÏit. Dobu pozorovaÂnõÂ je trÏeba
prodlouzÏit, pokud prÏetrvaÂvaÂ postizÏenõÂ rohovky nebo jineÂ prÏõÂznaky podraÂzÏdeÏ nõÂ oka
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tak, aby bylo mozÏno posoudit vyÂvoj zmeÏn a jejich vratnost cÏi nevratnost. Vedle
pozorovaÂnõÂ na rohovce, duhovce a spojivce je trÏeba zaznamenat a uveÂst ve zpraÂveÏ i
jineÂ zjisÏteÏ neÂ leÂze.

Intenzitu reakce oka je trÏeba prÏi kazÏdeÂm vysÏetrÏenõÂ stanovit podle stupnice v prÏõÂloze
a zaznamenat. (Klasifikace reakcõÂ oka prÏipousÏtõÂ ruÊ zneÂ mozÏnosti interpretace. Jako
pomuÊ cku pro testujõÂcõÂ laboratorÏe a ty, kdo provaÂdeÏ jõÂ hodnocenõÂ, je mozÏno pouzÏõÂt
ilustrovanou referencÏnõÂ tabulku podraÂzÏdeÏnõÂ oka.)

VysÏetrÏovaÂnõÂ reakcõÂ je mozÏno usnadnit pouzÏitõÂm binokulaÂrnõÂ lupy, rucÏnõÂ sÏteÏ rbinoveÂ
lampy, ocÏnõÂho mikroskopu nebo jinyÂch vhodnyÂch zarÏõÂzenõÂ. Po zaznamenaÂnõÂ
pozorovaÂnõÂ po 24 hodinaÂch je mozÏno ocÏi neÏkteryÂch nebo vsÏech zvõÂrÏat vysÏetrÏit
mimoto jesÏteÏ fluoresceinem.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdeÂ pokusneÂ zvõÂrÏe patrnyÂ stupenÏ
podraÂzÏdeÏ nõÂ v daneÂm intervalu pozorovaÂnõÂ. Je trÏeba uveÂst popis stupneÏ a charakteru
podraÂzÏdeÏ nõÂ, prÏõÂtomnost zaÂvazÏnyÂch leÂzõÂ a vsÏechny mimoocÏnõÂ uÂcÏinky.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje naÂsledujõÂcõÂ informace:

- uÂdaje o zvõÂrÏatech (druhu, kmen, puÊ vod, podmõÂnky chovu, krmenõÂ atd.,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky (vcÏetneÏ relevantnõÂch fyzikaÂlneÏ -chemickyÂch vlastnostõÂ
testovaneÂ laÂtky),

- v tabelaÂrnõÂ formeÏ vyÂcÏet draÂzÏdivyÂch nebo leptavyÂch uÂcÏinkuÊ pro jednotlivaÂ zvõÂrÏata
prÏi kazÏdeÂm pozorovaÂnõÂ (naprÏ. po 1, 24, 48 a 72 hodinaÂch),

- popis vsÏech zjisÏteÏ nyÂch zaÂvazÏnyÂch leÂzõÂ,

- podrobnyÂ popis intenzity, charakteru a vratnosti zjisÏteÏneÂho podraÂzÏdeÏnõÂ a
poleptaÂnõÂ, vcÏetneÏ postizÏeneÂ oblasti rohovky,

- popis metody hodnocenõÂ pro jednotliveÂ cÏasoveÂ body (l, 24, 48 a 72 hod.), naprÏ.
sÏteÏ rbinovaÂ lampa, ocÏnõÂ mikroskop, fluorescein atd.,

- popis vsÏech zjisÏteÏ nyÂch mimoocÏnõÂch mõÂstnõÂch uÂcÏinkuÊ ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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4. DODATEK

4 . 1 S t u p n i c e z m eÏ n n a o k u

Hodnota

A. Spojivka - otok

EdeÂm nenõÂ prÏõÂtomen 0

SlabyÂ edeÂm zahrnujõÂcõÂ mzÏurku 1

VyÂraznyÂ edeÂm s everzõÂ võÂcÏka 2

EdeÂm zpuÊ sobujõÂcõÂ uzavrÏenõÂ võÂcÏek na polovinu 3

EdeÂm zavõÂrajõÂcõÂ võÂcÏka võÂce nezÏ na polovinu nebo zcela 4

B. Spojivka - slzenõÂ

SlzenõÂ nenõÂ prÏõÂtomno 0

SlabeÂ slzenõÂ (nutno odlisÏit od beÏ zÏneÂ sekrece ve vnitrÏnõÂm koutku 1

SlzenõÂ se zvlhcÏenõÂm võÂcÏek a srsti v blõÂzkosti oka 2

SlzenõÂ se zvlhcÏenõÂm võÂcÏek a srsti v sÏirokeÂm okolõÂ oka 3

C. Spojivka - enanteÂm

CeÂvnõÂ kresba normaÂlnõÂ 0

NastrÏõÂknutõÂ ceÂv zrÏetelneÏ vyÂrazneÏ jsÏõÂ oproti normeÏ 1

SplyÂvajõÂcõÂ ceÂvnõÂ kresba, rozlisÏenõÂ jednotlivyÂch ceÂv nesnadneÂ, 2

difusneÏ jsÏõÂ jasneÏ cÏervenaÂ barva

DifuznõÂ tmaveÏ cÏervenaÂ barva 3

D. Duhovka - anomaÂlie

AnomaÂlie nejsou prÏõÂtomny 0

NepravidelnaÂ struktura duhovky, prÏekrvenõÂ, otoky, nastrÏõÂknutõÂ ceÂv 1

kolem rohovky (jedna nebo võÂce teÏ chto charakteristik), reakce na
sveÏ tlo je zachovanaÂ, prÏõÂpadneÏ opozÏdeÏnaÂ

Reakce na sveÏ tlo nenõÂ prÏõÂtomnaÂ, rozsaÂhleÂ destrukce a hemorhagie v 2

duhovce (jedna nebo võÂce teÏ chto charakteristik)

E. Rohovka - stupenÏ nepruÊ hlednosti
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Hodnota

NepruÊ hlednost nenõÂ prÏõÂtomnaÂ 0

NepruÊ hlednaÂ oblast je difuznõÂho diseminovaneÂho charakteru, detaily 1

duhovky zuÊ staÂvajõÂ jasneÏ viditelneÂ

NepruÊ hlednaÂ oblast je pruÊ svitnaÂ , snadno se identifikuje, detaily 2

duhovky lehce zastrÏeneÂ

PrÏõÂtomnost zoÂny opalescence, detaily duhovky nejsou vuÊ bec 3

viditelneÂ ; obrys zornice steÏ zÏõÂ viditelnyÂ

UÂ plnaÂ nepruÊ hlednost rohovky, duhovka je zcela neviditelnaÂ 4

F. Rohovka - plocha nepruÊ hlednosti

NepruÊ hlednost je pozorovatelnaÂ , ale jejõÂ plocha je £ 1/4 plochy 1

rohovky

1/4 5 plocha nepruÊ hlednosti £ 1/2 plochy rohovky 2

1/2 5 plocha nepruÊ hlednosti £ 3/4 plochy rohovky 3

plocha nepruÊ hlednosti 4 3/4 plochy rohovky 4

4 . 2 V yÂ p o cÏ e t a k u t n õÂ h o i n d e x u o cÏ n õÂ d r aÂ zÏ d i v o s t i ( I O A )

IndividuaÂlnõÂ index ocÏnõÂ draÂzÏdivosti ( I OI ) pro kazÏdeÂ zvõÂrÏe a kazÏdyÂ interval
hodnocenõÂ se vypocÏte podle vztahu

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

PruÊ meÏ rnyÂ index ocÏnõÂ draÂzÏdivosti (IOP) pro kazÏdyÂ interval hodnocenõÂ se vypocÏte pro
kazÏdyÂ interval hodnocenõÂ jako pruÊ meÏ r z IOI.

AkutnõÂ index ocÏnõÂ draÂzÏdivosti IOA je roven nejvysÏsÏõÂmu IOP zjisÏteÏneÂmu v pruÊ beÏhu
testu

4 . 3 K l a s i f i k a c e

Klasifikace IOA

nedraÂzÏdõÂ 0 - 4,9

mõÂrneÏ draÂzÏdõÂ 5 - 14,9

draÂzÏdõÂ 15 - 29,9

silneÏ draÂzÏdõÂ 30 - 59,9

velmi silneÏ draÂzÏdõÂ 60 - 79,9

extreÂmneÏ draÂzÏdõÂ 80 - 110
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B.6. SENZIBILIZACE KUÊ ZÏ E

1. METODA

1 . 1 . UÂ v o d

PoznaÂmky:

Citlivost a detekcÏnõÂ schopnost testuÊ pro zjisÏt'ovaÂnõÂ laÂtek s potenciaÂ lnõÂm
senzibilizacÏnõÂm uÂcÏinkem na lidskou kuÊ zÏi jsou povazÏovaÂny za vyÂznamneÂ pro
klasifikacÏnõÂ systeÂm toxicity v oblasti verÏejneÂho zdravotnictvõÂ.

Neexistuje jedinaÂ testovacõÂ metoda, kteraÂ by dostatecÏneÏ spolehliveÏ identifikovala
vsÏechny laÂtky s potenciaÂ lnõÂm senzibilizacÏnõÂm uÂcÏinkem pro lidskou kuÊ zÏi a kteraÂ by
se hodila pro vsÏechny laÂtky.

PrÏi volbeÏ testu je trÏeba uvazÏovat faktory jako naprÏ. fyzikaÂlnõÂ charakteristiky laÂtky,
vcÏetneÏ schopnosti pruÊ niku kuÊ zÏõÂ.

Testy na morcÏatech lze rozdeÏ lit na testy s adjuvans, ve kteryÂch je alergickyÂ stav
potencovaÂn rozpusÏteÏ nõÂm nebo suspendovaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky ve FreundoveÏ
kompletnõÂm adjuvans (FCA), a na testy bez adjuvans.

Testy s adjuvans se zdajõÂ byÂt prÏesneÏ jsÏõÂ v predikci pravdeÏpodobneÂho senzibilizacÏnõÂho
uÂcÏinku pro lidskou kuÊ zÏi nezÏ metody bez Freundova kompletnõÂho adjuvans, a proto
se jim daÂvaÂ prÏednost.

MaximizacÏnõÂ test na morcÏatech(Guinea-pig Maximization Test - GPMT) je velmi
rozsÏõÂrÏenyÂ test s adjuvans. AcÏkoliv k odhalenõÂ schopnosti laÂtky vyvolat senzibilizacÏnõÂ
reakci existuje neÏ kolik dalsÏõÂch metod, je GPMT povazÏovaÂn za preferovanou
techniku s adjuvans.

U mnoha skupin chemickyÂch laÂtek jsou testy bez adjuvans (prÏednost se daÂvaÂ
Buehlerovu testu) povazÏovaÂny za meÂneÏ citliveÂ.

V urcÏityÂch prÏõÂpadech lze zduÊ vodnit volbu Buehlerova testu s povrchovou aplikacõÂ
spõÂsÏe nezÏ intradermaÂlnõÂ injekci pouzÏõÂvanou v maximizacÏnõÂm testu na morcÏatech.
Pro pouzÏitõÂ Buehlerova testu je trÏeba uveÂst odborneÂ duÊ vody.

V teÂto metodickeÂ kapitole jsou popsaÂny maximizacÏnõÂ test na morcÏeti (GPMT) a
BuehleruÊ v test. Lze pouzÏõÂt i jinyÂch metod, pokud jsou spolehliveÏ validizovaneÂ a
pokud jsou odborneÂ duÊ vody pro jejich pouzÏitõÂ.

Pokud screeningovyÂ test provedenyÂ uznaÂvanou metodou daÂ pozitivnõÂ vyÂsledek, je
mozÏno testovanou laÂtku oznacÏit jako potenciaÂ lnõÂ senzibilizaÂtor bez dalsÏõÂho testovaÂnõÂ
na morcÏatech. PrÏi negativnõÂm vyÂsledku je vsÏak nutneÂ proveÂst test na morcÏeti, tak jak
je popsaÂn v teÂto metodickeÂ kapitole.

1 . 2 D e f i n i c e

Senzibilizace kuÊ zÏe: (alergickaÂ kontaktnõÂ dermatitida) je imunologicky
zprostrÏedkovanaÂ kozÏnõÂ reakce na laÂtku. U cÏloveÏka mohou byÂt reakce
charakterizovaneÂ sveÏ deÏ nõÂm, zarudnutõÂm kuÊ zÏe, otokem, pupenci, puchyÂrÏky, bulami
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(velkyÂmi puchyÂrÏi) nebo kombinacõÂ teÏ chto prÏõÂznakuÊ . U jinyÂch zÏivocÏisÏnyÂch druhuÊ se
mohou reakce lisÏit a muÊ zÏe byÂt zjisÏteÏno pouze zarudnutõÂ nebo otok.

IndukcÏnõÂ expozice: experimentaÂlnõÂ expozice subjektu testovaneÂ laÂtce se zaÂmeÏ rem
navodit stav prÏecitliveÏ losti.

IndukcÏnõÂ obdobõÂ: obdobõÂ nejmeÂneÏ jednoho tyÂdne po indukcÏnõÂ expozici, v pruÊ beÏhu
ktereÂho se muÊ zÏe rozvinout stav prÏecitliveÏ losti.

ProvokacÏnõÂ expozice (challenge): experimentaÂlnõÂ expozice subjektu drÏõÂve
vystaveneÂho testovaneÂ laÂtce po indukcÏnõÂm obdobõÂ pro stanovenõÂ, zda subjekt odpovõÂ
reakcõÂ prÏecitliveÏ losti.

1 . 3 R e f e r e n cÏ n õÂ l aÂ t k y

Citlivost a spolehlivost pouzÏiteÂ experimentaÂlnõÂ metody by meÏ la byÂt oveÏ rÏovaÂna
kazÏdyÂch sÏest meÏ sõÂcuÊ s pouzÏitõÂm laÂtek, o kteryÂch je znaÂmo, zÏe majõÂ mõÂrnyÂ azÏ strÏedneÏ
silnyÂ senzibilizacÏnõÂ uÂcÏinek pro kuÊ zÏi.

U spraÂvneÏ provedeneÂho testu se ocÏekaÂvaÂ reakce na mõÂrneÂ/strÏednõÂ senzibilaÂtory
nejmeÂneÏ 30 % u metody s adjuvans, a nejmeÂneÏ 15 % u metody bez adjuvans.

PrÏednost se daÂvaÂ naÂsledujõÂcõÂm laÂtkaÂm:

CÏ õÂslo CAS CÏ õÂslo EINECS chemickyÂ naÂzev generickyÂ /obchodnõÂ

naÂzev

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

aminobenzooveÂ (

Mohou nastat okolnosti, kdy prÏi dostatecÏneÂm odborneÂm zduÊ vodneÏnõÂ mohou byÂt
pouzÏity jineÂ kontrolnõÂ laÂtky splnÏ ujõÂcõÂ vyÂsÏe uvedenaÂ kriteÂria.

1 . 4 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

PokusnaÂ zvõÂrÏata jsou nejprve exponovaÂna testovaneÂ laÂtce intradermaÂlnõÂmi injekcemi
prÏõÂpadneÏ epidermaÂlnõÂ aplikacõÂ (indukcÏnõÂ expozice). Po obdobõÂ 10 azÏ 14 dnuÊ
(indukcÏnõÂ obdobõÂ), v pruÊ beÏ hu ktereÂho se muÊ zÏe rozvinout imunitnõÂ reakce, jsou
zvõÂrÏata exponovaÂna provokacÏnõÂ daÂvce. Rozsah a stupenÏ kozÏnõÂ reakce na provokacÏnõÂ
expozici u testovanyÂch zvõÂrÏat je porovnaÂvaÂn s rozsahem a stupneÏm reakce
u kontrolnõÂch zvõÂrÏat, kteraÂ podstoupõÂ klamnou expozici v dobeÏ indukce a je jim
aplikovaÂna provokacÏnõÂ daÂvka.

1 . 5 P o p i s t e s t o v a c õÂ c h m e t o d

JestlizÏe je povazÏovaÂno za nezbytneÂ odstranit testovanou laÂtku, provede se to
s pouzÏitõÂm vody nebo vhodneÂho rozpousÏteÏdla tak, aby nebyla narusÏena vzniklaÂ
kozÏnõÂ reakce nebo integrita pokozÏky.
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1 . 5 . 1 M a x i m i z a cÏ n õÂ t e s t n a m o r cÏ a t e c h ( G P M T )

1.5.1.1 P rÏ õÂp r a v a

ZdravaÂ mladaÂ dospeÏ laÂ albinotickaÂ morcÏata se aklimatizujõÂ na laboratornõÂ podmõÂnky
po dobu asponÏ 5 dnuÊ prÏed zahaÂjenõÂm testu. PrÏed testem se zvõÂrÏata naÂhodneÏ rozdeÏ lõÂ
do expozicÏnõÂch a kontrolnõÂch skupin. OdstraneÏnõÂ srsti se provede strÏõÂhaÂnõÂm,
holenõÂm nebo chemickou depilacõÂ, v zaÂvislosti na pouzÏiteÂ testovacõÂ metodeÏ . Je trÏeba
dbaÂt na to, aby nedosÏlo k posÏkozenõÂ kuÊ zÏe. ZvõÂrÏata se zvaÂzÏõÂ prÏed zahaÂjenõÂm testu a na
konci testu.

1.5.1.2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1.5.1.2.1. PokusnaÂ zvõÂrÏata

PouzÏõÂvajõÂ se beÏ zÏneÂ laboratornõÂ kmeny albinotickyÂch morcÏat.

1.5.1.2.2. PocÏet a pohlavõÂ

Lze pouzÏõÂt samce i samice. Samice musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ.
Exponovanou skupinu tvorÏõÂ nejmeÂneÏ 10 zvõÂrÏat a nejmeÂneÏ 5 zvõÂrÏat je trÏeba
v kontrolnõÂ skupineÏ . PouzÏije-li se mensÏõÂho pocÏtu nezÏ 20 testovanyÂch a 10
kontrolnõÂch morcÏat a nenõÂ mozÏneÂ dojõÂt k zaÂveÏ ru, zÏe testovanaÂ laÂtka je senzibilizaÂtor,
doporucÏuje se testovaÂnõÂ na dalsÏõÂch zvõÂrÏatech, aby se dosaÂhlo celkoveÂho pocÏtu
nejmeÂneÏ 20 testovanyÂch a 10 kontrolnõÂch zvõÂrÏat.

1.5.1.2.3 DaÂvkoveÂ uÂ rovneÏ

Koncentrace testovaneÂ laÂtky pouzÏitaÂ pro kazÏdou indukcÏnõÂ expozici se upravõÂ na
takovou uÂrovenÏ , kterou zvõÂrÏata celkoveÏ dobrÏe snaÂsÏejõÂ a kteraÂ je nejvysÏsÏõÂ puÊ sobõÂcõÂ
mõÂrneÂ azÏ strÏednõÂ podraÂzÏdeÏ nõÂ kuÊ zÏe. Jako provokacÏnõÂ koncentrace se pouzÏije
maximaÂlnõÂ koncentrace, kteraÂ u nesenzibilizovanyÂch zvõÂrÏat nevyvolaÂvaÂ podraÂzÏdeÏnõÂ
kuÊ zÏe. V prÏõÂpadeÏ potrÏeby je mozÏno vhodneÂ koncentrace stanovit v prÏedbeÏ zÏneÂm
pokusu na dvou nebo trÏech zvõÂrÏatech. Pro tento uÂcÏel lze uvaÂzÏit pouzÏitõÂ zvõÂrÏat,
kteryÂm bylo aplikovaÂno FCA.

1.5.1.3. P o p i s p o s t u p u

1.5.1.3.1. Indukce

Den 0 - TestovanaÂ skupina

NaÂsledujõÂcõÂ 3 dvojice subkutaÂnnõÂch injekcõÂ, kazÏdaÂ po 0,1 ml, se podajõÂ do lopatkoveÂ
oblasti zbaveneÂ srsti symetricky podle strÏednõÂ linie:

Injekce 1: Freundovo kompletnõÂ adjuvans (FCA) smõÂsÏeneÂ s vodou nebo
fyziologickyÂm roztokem v objemoveÂm pomeÏ ru 1:1;

Injekce 2: testovanaÂ laÂtka ve vhodneÂm vehikulu ve zvoleneÂ koncentraci;

Injekce 3: testovanaÂ laÂtka ve zvoleneÂ koncentraci prÏipravenaÂ ve smeÏ si FCA s vodou
nebo fyziologickyÂm roztokem v objemoveÂm pomeÏ ru 1 : 1.

Pro injekci 3 se laÂtky ve vodeÏ rozpustneÂ rozpustõÂ prÏed smõÂsenõÂm s FCA ve vodneÂ
faÂzi. LaÂtky rozpustneÂ v lipidech nebo laÂtky nerozpustneÂ se rozptyÂlõÂ v nezrÏedeÏneÂm
FCA. KonecÏnaÂ koncentrace testovaneÂ laÂtky pro injekci 3 maÂ byÂt stejnaÂ jako pro
injekci 2.

Injekce 1 a 2 se aplikujõÂ blõÂzko sebe a co nejblõÂzÏe hlaveÏ , zatõÂmco injekce 3 smeÏ rem
ke kaudaÂlnõÂ cÏaÂsti testovacõÂ plochy.
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Den 0 - KontrolnõÂ skupina

NaÂsledujõÂcõÂ 3 dvojice subkutaÂnnõÂch injekcõÂ, kazÏdaÂ po 0,1 ml, se podajõÂ do stejnyÂch
mõÂst jako u testovanyÂch zvõÂrÏat:

Injekce 1: Freundovo kompletnõÂ adjuvans (FCA) smõÂsÏeneÂ s vodou nebo
fyziologickyÂm roztokem v objemoveÂm pomeÏ ru 1:1;

Injekce 2: nerÏedeÏ neÂ vehikulum;

Injekce 3: SmeÏ s vehikula (50 %, vaÂha / objem) se smeÏ sõÂ FCA/vody nebo
fyziologickeÂho roztoku v pomeÏ ru 1 : 1 (objem / objem).

5. - 7. den - TestovaneÂ a kontrolnõÂ skupiny

PrÏiblizÏneÏ dvacet cÏtyrÏi hodin prÏed lokaÂlnõÂ indukcÏnõÂ aplikacõÂ, jestlizÏe laÂtka nenõÂ
draÂzÏdivaÂ pro kuÊ zÏi, se na testovacõÂ plochu po duÊ kladneÂm ostrÏõÂhaÂnõÂ prÏõÂpadneÏ oholenõÂ
natrÏe 0,5 ml 10 % laurylsulfaÂtu sodneÂho ve vazelõÂneÏ , za uÂcÏelem navozenõÂ mõÂstnõÂho
podraÂzÏdeÏ nõÂ.

6. - 8. den - TestovanaÂ skupina

TestovacõÂ plocha se zbavõÂ srsti. Testovanou laÂtkou ve vhodneÂm vehikulu je
napusÏteÏ n filtracÏnõÂ papõÂr (2 x 4 cm), kteryÂ se pak prÏilozÏõÂ na testovacõÂ plochu a fixuje
pomocõÂ okluzivnõÂho obvazu na dobu 48 hodin. VyÂbeÏ r vehikula se rÏõÂdõÂ odbornyÂmi
duÊ vody; pevneÂ laÂtky jsou jemneÏ rozetrÏeny a prÏevedeny do vhodneÂho vehikula;
kapaliny lze aplikovat prÏõÂmo.

6. - 8. den - KontrolnõÂ skupina

TestovacõÂ plocha se znovu zbavõÂ srsti. SamotneÂ vehikulum se nanese a zafixuje
podobneÏ jako u exponovaneÂ skupiny na dobu 48 hodin.

1.5.1.3.2. Provokace

20. - 22. den - TestovaneÂ a kontrolnõÂ skupiny

Boky exponovanyÂch i kontrolnõÂch zvõÂrÏat jsou zbaveny srsti. Na jeden bok zvõÂrÏete je
aplikovaÂna testovanaÂ laÂtka v plaÂtku nebo v komuÊ rce a na druhyÂ bok se stejnyÂm
zpuÊ sobem aplikuje pouze vehikulum (pokud je to trÏeba). PlaÂtky se pomocõÂ
okluzivnõÂho obvazu udrzÏujõÂ v kontaktu s kuÊ zÏõÂ po 24 hodiny.

1.5.1.3.3. PozorovaÂnõÂ a vyhodnocenõÂ: testovaneÂ a kontrolnõÂ skupiny

Ð prÏiblizÏneÏ 21 hodin po odstraneÏ nõÂ naÂplasti se provokacÏnõÂ plocha vycÏistõÂ, duÊ kladneÏ

ostrÏõÂhaÂ prÏõÂpadneÏ oholõÂ a v prÏõÂpadeÏ potrÏeby depiluje;

Ð prÏiblizÏneÏ po dalsÏõÂch trÏech hodinaÂch (prÏiblizÏneÏ 48 hodin od zacÏaÂtku aplikace

provokacÏnõÂ daÂvky) se pozoruje kozÏnõÂ reakce a zaznamenaÂvaÂ se podle stupnice
uvedeneÂ v dodatku;

Ð prÏiblizÏneÏ 24 hodin po tomto pozorovaÂnõÂ se provede druheÂ pozorovaÂnõÂ a zaÂznam

reakce kuÊ zÏe (72 hodin).

DoporucÏuje se systeÂm ªslepeÂho odecÏtuª u testovanyÂch i kontrolnõÂch zvõÂrÏat, kdy
pozorujõÂcõÂ osoba nevõÂ, ktereÂ zvõÂrÏe bylo senzibilizovaÂno a ktereÂ je kontrolnõÂ.
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Pokud je k vyjasneÏ nõÂ vyÂsledkuÊ nutnaÂ druhaÂ provokace (tj. opakovanaÂ provokace),
provede se prÏiblizÏneÏ o tyÂden pozdeÏ ji, v prÏõÂpadeÏ potrÏeby znovu s kontrolnõÂ skupinou
s vehikulem. Opakovanou provokaci lze takeÂ proveÂst na puÊ vodnõÂ kontrolnõÂ skupineÏ .
VsÏechny kozÏnõÂ reakce a neobvykleÂ naÂlezy, vcÏetneÏ celkovyÂch reakcõÂ, ktereÂ jsou
duÊ sledkem indukcÏnõÂch a provokacÏnõÂch postupuÊ se zaznamenaÂvajõÂ podle stupnice
Magnussona / Kligmana (viz dodatek). K objasneÏnõÂ spornyÂch naÂlezuÊ je mozÏno
pouzÏõÂt dalsÏõÂch technik, jako naprÏ. histopatologickeÂho vysÏetrÏenõÂ nebo meÏ rÏenõÂ
tlousÏt'ky kozÏnõÂch rÏas.

1.5.2 BuehleruÊ v test

1.5.2.1 P rÏ õÂp r a v a

ZdravaÂ mladaÂ dospeÏ laÂ albinotickaÂ morcÏata se aklimatizujõÂ na laboratornõÂ podmõÂnky
po dobu asponÏ 5 dnuÊ prÏed zahaÂjenõÂm testu. PrÏed testem se zvõÂrÏata naÂhodneÏ rozdeÏ lõÂ
do expozicÏnõÂch a kontrolnõÂch skupin. OdstraneÏnõÂ srsti se provede strÏõÂhaÂnõÂm,
holenõÂm nebo chemickou depilacõÂ, v zaÂvislosti na pouzÏiteÂ testovacõÂ metodeÏ . Je trÏeba
dbaÂt na to, aby nedosÏlo k posÏkozenõÂ kuÊ zÏe. ZvõÂrÏata se zvaÂzÏõÂ prÏed zahaÂjenõÂm testu a
na konci testu.

1.5.2.2 ExperimentaÂlnõÂ podmõÂnky

1.5.2.2.1. PokusnaÂ zvõÂrÏata

PouzÏõÂvajõÂ se beÏ zÏneÂ laboratornõÂ kmeny albinotickyÂch morcÏat.

1.5.2.2.2. PocÏet a pohlavõÂ

Lze pouzÏõÂt samce a/nebo samice. Samice musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ.

PouzÏije se minimaÂlneÏ 20 zvõÂrÏat v testovaneÂ skupineÏ a nejmeÂneÏ 10 zvõÂrÏat v kontrolnõÂ
skupineÏ .

1.5.2.2.3 DaÂvkoveÂ uÂ rovneÏ

Koncentrace testovaneÂ laÂtky pouzÏitaÂ pro kazÏdou indukcÏnõÂ expozici se upravõÂ na
takovou uÂrovenÏ , kteraÂ je nejvysÏsÏõÂ puÊ sobõÂcõÂ mõÂrneÂ ale ne velmi silneÂ podraÂzÏdeÏnõÂ
kuÊ zÏe. Jako provokacÏnõÂ koncentrace se pouzÏije maximaÂlnõÂ koncentrace, kteraÂ
u nesenzibilizovanyÂch zvõÂrÏat nevyvolaÂvaÂ podraÂzÏdeÏnõÂ kuÊ zÏe. V prÏõÂpadeÏ potrÏeby je
mozÏno vhodneÂ koncentrace stanovit v prÏedbeÏ zÏneÂm pokusu na dvou nebo trÏech
zvõÂrÏatech.

Pro testovaneÂ laÂtky rozpustneÂ ve vodeÏ je vhodneÂ pouzÏõÂt vodu nebo zrÏedeÏnyÂ
nedraÂzÏdõÂcõÂ roztok detergentu jako vehikula. Pro jineÂ laÂtky je preferovaÂn 80 % roztok
etanol / voda pro indukci a aceton pro provokaci.

1.5.2.3 P o s tu p

1.5.2.3.1. Indukce

Den 0 - TestovanaÂ skupina

Jeden bok je zbaven srsti (duÊ kladneÏ ostrÏõÂhaÂn). SysteÂm plaÂtkoveÂho testu se dokonale
nasytõÂ testovanou laÂtkou ve vhodneÂm vehikulu (vyÂbeÏ r vehikula se rÏõÂdõÂ odbornyÂmi
duÊ vody; kapaliny lze prÏõÂpadneÏ aplikovat prÏõÂmo).

PlaÂtkovyÂ test je prÏilozÏen na testovacõÂ plochu a prÏidrzÏovaÂn v kontaktu s kuÊ zÏõÂ
prÏekryÂvacõÂm plaÂtkem nebo komuÊ rkou a vhodnyÂm obvazem po dobu 6 hodin.

SysteÂm plaÂtkoveÂho testu musõÂ byÂt okluzivnõÂ. VhodnyÂ je bavlneÏnyÂ polsÏtaÂrÏek, at' uzÏ
kruhovyÂ nebo cÏtverhrannyÂ, s plochou prÏiblizÏneÏ 4 - 6 cm2. Je preferovaÂno prÏidrzÏenõÂ
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s pouzÏitõÂm vhodneÂho prÏidrzÏovacÏe, aby se zajistila okluze. JestlizÏe je pouzÏito
obvaÂzaÂnõÂ, mohou byÂt nutneÂ dalsÏõÂ expozice.

Den 0 ± KontrolnõÂ skupina

Jeden bok je zbaven srsti (duÊ kladneÏ ostrÏõÂhaÂn). Na testovacõÂ plochu je naneseno
pouze vehikulum, a to podobnyÂm zpuÊ sobem jako u testovaneÂ skupiny. PlaÂtkovyÂ test
je prÏilozÏen na testovacõÂ plochu a prÏidrzÏovaÂn v kontaktu s kuÊ zÏõÂ prÏekryÂvacõÂm plaÂtkem
nebo komuÊ rkou a vhodnyÂm obvazem po dobu 6 hodin. Pokud je mozÏno prokaÂzat,
zÏe negativnõÂ kontrolnõÂ skupina nenõÂ nutnaÂ , lze pouzÏõÂt cÏisteÂ kontrolnõÂ skupiny bez
aplikace.

6. - 8. a 13. - 15. den -TestovanaÂ a kontrolnõÂ skupina

StejnaÂ aplikace jako v den 0 se provede na stejnou testovacõÂ plochu na tomteÂzÏ boku
(zbavenou prÏõÂpadneÏ srsti) 6.-8. den a znovu 13.-15. den.

1..5.2.3.2. Provokace

27. - 29. den - TestovanaÂ a kontrolnõÂ skupina

NeosÏetrÏenyÂ bok testovanyÂch a kontrolnõÂch zvõÂrÏat je zbaven srsti (duÊ kladneÏ ostrÏõÂhaÂn).
OkluzivnõÂ plaÂtek obsahujõÂcõÂ prÏõÂslusÏneÂ mnozÏstvõÂ testovaneÂ laÂtky v maximaÂlnõÂ
nedraÂzÏdiveÂ koncentraci se aplikuje na zadnõÂ cÏaÂst neosÏetrÏeneÂho bok testovanyÂch a
kontrolnõÂch zvõÂrÏat. Na prÏednõÂ cÏaÂst neosÏetrÏeneÂho boku testovanyÂch a kontrolnõÂch
zvõÂrÏat se prÏõÂpadneÏ muÊ zÏe aplikovat okluznõÂ plaÂtek s vehikulem. PrÏekryÂvacõÂ plaÂtky
nebo komuÊ rky jsou prÏidrzÏovaÂny v kontaktu s kuÊ zÏõÂ vhodnyÂm obvazem po dobu
6 hodin.

1.5.2.3.3. PozorovaÂnõÂ a hodnocenõÂ

Ð prÏiblizÏneÏ 21 hodin po odstraneÏnõÂ plaÂtku se provokacÏnõÂ plocha zbavõÂ srsti;

Ð prÏiblizÏneÏ o trÏi hodiny pozdeÏ ji (prÏiblizÏneÏ 30 hodin po aplikaci provokacÏnõÂho

plaÂtku) se pozorujõÂ kozÏnõÂ reakce a zaznamenaÂvajõÂ podle stupnice uvedeneÂ
v dodatku;

Ð prÏiblizÏneÏ po dalsÏõÂch 24 hodinaÂch (tj. prÏiblizÏneÏ 54 hodin po aplikaci
provokacÏnõÂho plaÂtku) se kozÏnõÂ reakce znovu pozorujõÂ a zaznamenajõÂ.

DoporucÏuje se systeÂm ªslepeÂho odecÏtuª u testovanyÂch i kontrolnõÂch zvõÂrÏat, kdy
pozorujõÂcõÂ osoba nevõÂ, ktereÂ zvõÂrÏe bylo senzibilizovaÂno a ktereÂ je kontrolnõÂ.

Pokud je k vyjasneÏ nõÂ vyÂsledkuÊ nutnaÂ druhaÂ provokace (tj. opakovanaÂ provokace),
provede se prÏiblizÏneÏ o tyÂden pozdeÏ ji, v prÏõÂpadeÏ potrÏeby znovu s kontrolnõÂ skupinou
s vehikulem. Opakovanou provokaci lze takeÂ proveÂst na puÊ vodnõÂ kontrolnõÂ skupineÏ .

VsÏechny kozÏnõÂ reakce a neobvykleÂ naÂlezy, vcÏetneÏ celkovyÂch reakcõÂ, ktereÂ jsou
duÊ sledkem indukcÏnõÂch a provokacÏnõÂch postupuÊ se zaznamenaÂvajõÂ podle stupnice
Magnussona/Kligmana (viz dodatek). K objasneÏnõÂ spornyÂch naÂlezuÊ je mozÏno pouzÏõÂt
dalsÏõÂch technik, jako naprÏ. histopatologickeÂho vysÏetrÏenõÂ nebo meÏ rÏenõÂ tlousÏt'ky
kozÏnõÂch rÏas.

2. SBEÏ R A ZAÂ ZNAM UÂ DAJUÊ (GPMT A BUEHLERUÊ V TEST)

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky, ze ktereÂ musõÂ byÂt pro kazÏdeÂ pokusneÂ zvõÂrÏe patrnaÂ
reakce kuÊ zÏe prÏi kazÏdeÂm pozorovaÂnõÂ.
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3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA (GPMP A BUEHLERUÊ V TEST)

Pokud byl proveden prÏed zahaÂjenõÂm testu na morcÏatech test screeningovyÂ, je trÏeba
uveÂst popis tohoto testu nebo jeho citaci (naprÏ. LLNA - test regionaÂlnõÂch
lymfatickyÂch uzlin, MEST ± test ztlusÏteÏnõÂ ucha u mysÏõÂ) vcÏetneÏ vsÏech podrobnostõÂ
postupu a vyÂsledkuÊ zõÂskanyÂch pro testovaneÂ a referencÏnõÂ laÂtky.

3.1. ZpraÂva o pruÊ beÏhu pokusu (GPMT a BuehleruÊ v test)
ZpraÂva o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byÂt zõÂskaÂny :

PokusnaÂ zvõÂrÏata:

Ð pouzÏityÂ kmen morcÏat;

Ð pocÏet, staÂrÏõÂ a pohlavõÂ zvõÂrÏat;

Ð podmõÂnky chovu, strava atd.;

Ð hmotnost jednotlivyÂch zvõÂrÏat na zacÏaÂtku a konci testu.

ExperimentaÂlnõÂ podmõÂnky:

Ð zpuÊ sob prÏõÂpravy mõÂsta pro plaÂtkovyÂ test;

Ð podrobneÂ informace o materiaÂlech a technice plaÂtkoveÂho testu;

Ð vyÂsledek pilotnõÂ studie se zaÂveÏ rem o indukcÏnõÂch a provokacÏnõÂch koncentracõÂch

pro vlastnõÂ test;

Ð podrobneÂ informace o prÏõÂpraveÏ , aplikaci a odstraneÏnõÂ testovaneÂ laÂtky;

Ð zduÊ vodneÏ nõÂ vyÂbeÏ ru vehikula;

Ð koncentrace a celkovaÂ mnozÏstvõÂ testovaneÂ laÂtky a vehikula, pouzÏitaÂ pro indukci

a provokaci.

VyÂsledky:

Ð souhrn vyÂsledkuÊ poslednõÂ kontroly citlivosti a spolehlivosti (viz 1.3.) vcÏetneÏ

pouzÏiteÂ referencÏnõÂ laÂtky, jejõÂ koncentrace a vehikula;

Ð vsÏechna pozorovaÂnõÂ pro kazÏdeÂ zvõÂrÏe vcÏetneÏ systeÂmu klasifikace;

Ð slovnõÂ popis charakteru a stupneÏ pozorovanyÂch uÂcÏinkuÊ ;

Ð vsÏechny histopatologickeÂ naÂlezy.

Diskuse vyÂsledku

ZaÂveÏry

4. LITERATURA

Tato metoda je analogickaÂ s metodou OECD TG 406.
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Dodatek

5.1 Stupnice Magnussona/Kligmana pro hodnocenõÂ vyvolanyÂch patologickyÂch reakcõÂ

0 = zÏaÂdnaÂ viditelnaÂ zmeÏ na;

1 = slabeÂ nebo skvrniteÂ zarudnutõÂ kuÊ zÏe;

2 = strÏedneÏ vyÂrazneÂ a splyÂvajõÂcõÂ zarudnutõÂ kuÊ zÏe;

3 = intenzõÂvnõÂ zarudnutõÂ a zdurÏenõÂ kuÊ zÏe.

5.2 Klasifikace potenciaÂlu senzibilizace

Podle frekvence pozitivity prÏi provokacÏnõÂ expozici, tj. podle toho kolik zvõÂrÏat v raÂmci

pokusu bylo danou laÂtkou senzibilizovaÂno, se laÂtka klasifikuje jako

slabyÂ alergen (I.st.) - 0-8% zvõÂrÏat

mõÂrnyÂ alergen (II.st.) - 9-28% zvõÂrÏat

strÏedneÏ silnyÂ alergen (III.st.) - 29-64% zvõÂrÏat

silnyÂ alergen (IV.st.) - 65-80% zvõÂrÏat

extreÂmnõÂ alergen (V.st.) - 81-100% zvõÂrÏat
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B.7. SUBAKUTNIÂ TOXICITA ORAÂ LNIÂ

(28 DENNIÂ OPAKOVANAÂ APLIKACE)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ denneÏ po 28 dnõÂ v odstupnÏ ovanyÂch daÂvkaÂch neÏkolika
skupinaÂm pokusnyÂch zvõÂrÏat oraÂlneÏ , a to kazÏdeÂ skupineÏ jedna uÂrovenÏ daÂvky. BeÏhem
obdobõÂ podaÂvaÂnõÂ se zvõÂrÏata denneÏ pecÏliveÏ pozorujõÂ, aby se zjistily prÏõÂznaky
toxicity. Pitva se provede u vsÏech zvõÂrÏat, kteraÂ uhynou nebo jsou utracena beÏhem
pokusu; takeÂ zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏijõÂ konec pokusu, se utratõÂ a pitvajõÂ.

1 . 2 . P o p i s m e t o d y

1.2.1. PrÏõÂprava

ZdravaÂ mladaÂ zvõÂrÏata se naÂhodneÏ prÏirÏadõÂ do kontrolnõÂ skupiny a jednotlivyÂch
experimentaÂlnõÂch skupin. Klece jsou usporÏaÂdaÂny tak, aby se co nejvõÂce vyloucÏil
vliv umõÂsteÏ nõÂ klece. KazÏdeÂ jednotliveÂ zvõÂrÏe je jednoznacÏneÏ oznacÏeno. NejmeÂneÏ
5 dnõÂ prÏed zacÏaÂtkem studie jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu.

Testovanou laÂtku lze podaÂvat sondou nebo v potraveÏ nebo v pitneÂ vodeÏ , podle
uÂcÏelu studie a fyzikaÂlneÏ -chemickyÂch vlastnostõÂ laÂtky.

Pokud je to trÏeba, rozpustõÂ nebo suspenduje se testovanaÂ laÂtka ve vhodneÂm nosicÏi
(vehikulu). DoporucÏuje se nejprve zvaÂzÏit pouzÏitõÂ vodneÂho roztoku / suspenze, pak
pouzÏitõÂ roztoku / emulze v jedleÂm rostlinneÂm oleji (naprÏ. kukurÏicÏneÂm) a pak
roztoku v jinyÂch nosicÏõÂch. Pro nevodnaÂ vehikula musõÂ byÂt znaÂma jejich toxickaÂ
charakteristika; pokud nenõÂ znaÂma, musõÂ byÂt stanovena jesÏteÏ prÏed testem. Je
nezbytneÂ oveÏ rÏit stabilitu laÂtky v zvoleneÂm vehikulu.

1.2.2. ExperimentaÂlnõÂ podmõÂnky

1.2.2.1. Po k u s n aÂ z v õÂ rÏ a ta

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m, ale je mozÏno pouzÏõÂt i jineÂho druhu hlodavcuÊ . Je trÏeba
pouzÏõÂvat mladyÂch zdravyÂch zvõÂrÏat z beÏ zÏneÏ uzÏõÂvanyÂch pokusnyÂch kmenuÊ . Samice
musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ. PodaÂvaÂnõÂ laÂtky by meÏ lo zacÏõÂt co nejdrÏõÂve po
odstavu a v kazÏdeÂm prÏõÂpadeÏ drÏõÂve nezÏ zvõÂrÏata dosaÂhnou veÏku 9 tyÂdnuÊ .

Na zacÏaÂtku studie by nemeÏ lo variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ hmotnosti zvõÂrÏat (pro kazÏdeÂ pohlavõÂ
zvlaÂsÏt') prÏekrocÏit + 20 % strÏednõÂ hodnoty.

Pokud maÂ tato studie slouzÏit jako prÏedbeÏ zÏnyÂ pokus prÏed dlouhodobou studiõÂ, je
trÏeba v obou studiõÂch pouzÏõÂt zvõÂrÏata stejneÂho kmene a ze stejneÂho zdroje.

1.2.2.2. P o cÏ e t a p o h l a v õÂ
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Pro kazÏdou hladinu daÂvek se pouzÏije nejmeÂneÏ 10 zvõÂrÏat (5 samic a 5 samcuÊ ). Pokud
se zvõÂrÏata budou zabõÂjet v pruÊ beÏhu studie, je nutno zvyÂsÏit celkovyÂ pocÏet zvõÂrÏat
o pocÏet zvõÂrÏat, kteraÂ budou zabita prÏed koncem pokusu.

Mimoto je mozÏno podaÂvat dalsÏõÂ skupineÏ (satelitnõÂ skupineÏ ) 10ti zvõÂrÏat (5 zvõÂrÏat
kazÏdeÂho pohlavõÂ) po dobu 28 dnuÊ nejvysÏsÏõÂ daÂvku a beÏhem naÂsledujõÂcõÂch 14 dnuÊ po
podaÂvaÂnõÂ sledovat vratnost, trvaÂnõÂ nebo zpozÏdeÏnyÂ vyÂskyt toxickyÂch uÂcÏinkuÊ .
PouzÏõÂvaÂ se takeÂ satelitnõÂ skupiny 10 kontrolnõÂch zvõÂrÏat (5 zvõÂrÏat kazÏdeÂho pohlavõÂ).

1.2.2.3. V o l b a d aÂ v e k

Je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏi uÂ rovneÏ daÂvek a jednu kontrolnõÂ skupinu. S vyÂjimkou
aplikace testovaneÂ laÂtky se se zvõÂrÏaty v kontrolnõÂ skupineÏ zachaÂzõÂ stejneÏ jako
s pokusnyÂmi. PouzÏõÂvaÂ-li se vehikulum pro usnadneÏnõÂ aplikace, podaÂvaÂ se kontrolnõÂ
skupineÏ stejnyÂm zpuÊ sobem jako pokusnyÂm skupinaÂm, a to ve stejneÂm mnozÏstvõÂ,
ktereÂ obdrzÏõÂ skupina, ktereÂ se aplikuje nejvysÏsÏõÂ daÂvka.

Pokud se podle dostupnyÂch informacõÂ nedaÂ ocÏekaÂvat uÂcÏinek prÏi dennõÂ daÂvce
1000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti, je mozÏno proveÂst limitnõÂ test. Nejsou-li takovaÂ
data k dispozici, lze proveÂst prÏedbeÏ zÏnou vyhledaÂvacõÂ studii za uÂcÏelem stanovenõÂ
daÂvek.

PrÏi vyÂbeÏ ru daÂvek je trÏeba vzõÂt v uÂvahu vsÏechny existujõÂcõÂ uÂdaje z toxikologickyÂch a
toxikokinetickyÂch studiõÂ o testovaneÂ laÂtce prÏõÂpadneÏ laÂtkaÂch prÏõÂbuznyÂch.

NejvysÏsÏõÂ uÂ rovenÏ daÂvky maÂ vyvolat toxickeÂ uÂcÏinky, ale nezpuÊ sobit zÏaÂdneÂ uhynutõÂ
ani velkeÂ utrpenõÂ. DaÂle se vyberou daÂvky v klesajõÂcõÂ rÏadeÏ tak, aby umozÏnily
prokaÂzat zaÂvislost uÂcÏinku na daÂvce. NejnizÏsÏõÂ uÂ rovenÏ daÂvky by nemeÏ la vyvolat
zÏaÂdneÂ prÏõÂznaky toxicity (NOAEL). Obvykle je vhodnyÂ dvoj- azÏ cÏtyrÏnaÂsobnyÂ odstup
mezi sousednõÂmi daÂvkami; pokud je potrÏeba pokryÂt veÏ tsÏõÂ rozsah daÂvek, je lepsÏõÂ
prÏidat cÏtvrtou daÂvkovou skupinu, nezÏ zvolit prÏõÂlisÏ velkyÂ odstup mezi daÂvkami
(naprÏ. faktor veÏ tsÏõÂ nezÏ 10).

Pokud se testovanaÂ laÂtka podaÂvaÂ v potraveÏ nebo pitneÂ vodeÏ , je duÊ lezÏiteÂ zajistit, aby
podaÂvaneÂ mnozÏstvõÂ laÂtky neovlivnÏ ovalo vyÂzÏivu a vodnõÂ rovnovaÂhu. PodaÂvaÂ-li se
testovanaÂ laÂtka v potraveÏ , muÊ zÏe se pouzÏõÂt bud' konstantnõÂ koncentrace (v ppm)
nebo konstantnõÂ daÂvkovaÂnõÂ ve vztahu k teÏ lesneÂ hmotnosti zvõÂrÏete; pouzÏitou
alternativu je trÏeba uveÂst. Aplikuje-li se laÂtka sondou, meÏ lo by se tak dõÂt kazÏdyÂ den
ve stejnou dobu, a daÂvkovaÂnõÂ prÏizpuÊ sobovat zmeÏnaÂm teÏ lesneÂ hmotnosti zvõÂrÏete.

Pokud maÂ tato studie slouzÏit jako prÏedbeÏ zÏnyÂ pokus prÏed dlouhodobou studiõÂ, je
trÏeba v obou studiõÂch pouzÏõÂt stejneÂ potravy.

1.2.2.4. L i m i t n õÂ t e s t

NeprokaÂzÏe-li test provedenyÂ zde popisovanyÂm zpuÊ sobem zÏaÂdneÂ toxickeÂ uÂcÏinky prÏi
daÂvce 1000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti za den nebo prÏi takoveÂ koncentraci v potraveÏ
nebo vodeÏ , kteraÂ teÂto daÂvce odpovõÂdaÂ , a pokud toxicita testovaneÂ laÂtky nevyplyÂvaÂ
z analogie s prÏõÂbuznyÂmi laÂtkami, je mozÏno od provedenõÂ kompletnõÂho testovaÂnõÂ prÏi
trÏech daÂvkovyÂch uÂrovnõÂch upustit. Toto pravidlo limitnõÂho testu platõÂ, pokud uÂdaje
o expozici lidõÂ nenaznacÏujõÂ, zÏe je trÏeba testovat prÏi vysÏsÏõÂch daÂvkaÂch.

1.2.2.5. D o b a p o z o r o v aÂ n õÂ

Doba pozorovaÂnõÂ je 28 dnõÂ. ZvõÂrÏata satelitnõÂ skupiny jsou pozorovaÂna nejmeÂneÏ
dalsÏõÂch 14 dnuÊ bez aplikace s cõÂlem zachytit prÏõÂpadneÂ zpozÏdeÏneÂ uÂcÏinky a pro
posouzenõÂ prÏetrvaÂvaÂnõÂ nebo vratnosti uÂcÏinku.
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1.2.3. Popis postupu

ZvõÂrÏatuÊ m se podaÂvaÂ testovanaÂ laÂtka 7 dnõÂ v tyÂdnu po dobu 28 dnuÊ , ve
zduÊ vodneÏ nyÂch prÏõÂpadech 5 dnõÂ v tyÂdnu. DennõÂ daÂvka se podaÂvaÂ jednoraÂzoveÏ
zÏaludecÏnõÂ sondou nebo vhodnou intubacÏnõÂ kanylou. MaximaÂlnõÂ objem tekutiny,
kteryÂ muÊ zÏe byÂt podaÂn najednou, zaÂvisõÂ na velikosti zvõÂrÏete. Objem by nemeÏ l
normaÂlneÏ prÏesaÂhnout 1 ml na 100 g teÏ lesneÂ hmotnosti, v prÏõÂpadeÏ vodnyÂch roztokuÊ
lze podat i 2 ml na 100 g teÏ lesneÂ hmotnosti. RozdõÂly v podaÂvaneÂm objemu je trÏeba
minimalizovat upravenõÂm koncentrace tak, aby byl podaÂvaÂn tyÂzÏ objem na vsÏech
uÂrovnõÂch daÂvky. NeplatõÂ to u laÂtek draÂzÏdivyÂch a leptavyÂch, u kteryÂch je trÏeba
obvykle pocÏõÂtat se stupnÏ ovanyÂmi uÂcÏinky prÏi vysÏsÏõÂch koncentracõÂch.

1.2.3.1 V sÏ e o b e c n eÂ p o z o r o v aÂ n õÂ

VsÏeobecneÂ klinickeÂ pozorovaÂnõÂ se provaÂdõÂ nejmeÂneÏ jednou denneÏ , nejleÂpe v tuteÂzÏ
dennõÂ dobu a s uvaÂzÏenõÂm doby ocÏekaÂvaneÂho maxima uÂcÏinku po aplikaci.
ZaznamenaÂvaÂ se zdravotnõÂ stav zvõÂrÏat. NejmeÂneÏ dvakraÂt denneÏ se provede zbeÏ zÏnaÂ
prohlõÂdka vsÏech zvõÂrÏat za uÂcÏelem zjisÏteÏnõÂ morbidity a mortality. ZvõÂrÏata moribundnõÂ
a zvõÂrÏata projevujõÂcõÂ silnou bolest nebo stres jsou vyrÏazena, utracena humaÂnnõÂm
zpuÊ sobem a pitvaÂna.

DuÊ kladneÂ klinickeÂ vysÏetrÏenõÂ vsÏech zvõÂrÏat se provede prÏed prvnõÂ aplikacõÂ (za uÂcÏelem
intraindividuaÂlnõÂho porovnaÂnõÂ) a daÂle nejmeÂneÏ jednou tyÂdneÏ . Toto pozorovaÂnõÂ se
deÏ je mimo chovnou klec v standardnõÂm pozorovacõÂm prostoru a nejleÂpe pokazÏdeÂ
ve stejnou dennõÂ dobu. VyÂsledky pozorovaÂnõÂ se pecÏliveÏ zaznamenaÂvajõÂ, nejleÂpe
s pouzÏitõÂm skoÂrovacõÂho systeÂmu, standardizovaneÂho v testujõÂcõÂ laboratorÏi. Je trÏeba
zajistit, aby se podmõÂnky pozorovaÂnõÂ meÏnily co nejmeÂneÏ ; osoba, provaÂdeÏ jõÂcõÂ
pozorovaÂnõÂ by nejleÂpe nemeÏ la znaÂt prÏõÂslusÏnost zvõÂrÏat do daÂvkovyÂch skupin.

PozorovaÂnõÂ zahrnuje zmeÏ ny kuÊ zÏe, srsti, ocÏõÂ a sliznic, prÏõÂtomnost sekretuÊ a exkretuÊ ,
zmeÏ ny dyÂchaÂnõÂ a vegetativnõÂch funkcõÂ (slzenõÂ, zjezÏenõÂ srsti, velikost zornic) a
prÏõÂpadneÏ dalsÏõÂ. ZaznamenaÂvajõÂ se zmeÏny chuÊ ze, polohy, daÂle reakce na manipulaci,
prÏõÂtomnost klonickyÂch a tonickyÂch pohybuÊ , stereotypuÊ v chovaÂnõÂ (vytrvaleÂ cÏisticõÂ
pohyby nebo krouzÏenõÂ) nebo bizarnõÂch vzorcuÊ chovaÂnõÂ (naprÏ. sebeposÏkozovaÂnõÂ,
pohyb pozadu).

Ve cÏtvrteÂm tyÂdnu aplikace se otestujõÂ reakce na ruÊ zneÂ senzorickeÂ podneÏ ty (naprÏ.
sluchoveÂ, zrakoveÂ, proprioceptivnõÂ), zmeÏ rÏõÂ se sõÂla uÂchopu a celkovaÂ motorickaÂ
aktivita. DalsÏõÂ podrobneÂ informace o postupech, ktereÂ je mozÏno k testovaÂnõÂ pouzÏõÂt,
jsou uvedeny v literaturÏe (viz VsÏeobecnyÂ uÂvod, cÏaÂst B).

PozorovaÂnõÂ funkcÏnõÂch poruch ve cÏtvrteÂm tyÂdnu aplikace lze prÏõÂpadneÏ vynechat,
pokud 28-dennõÂ studie slouzÏõÂ jako prÏedbeÏ zÏnaÂ studie pro naÂsledujõÂcõÂ studii
subchronickou (90-dennõÂ); v tom prÏõÂpadeÏ je pozorovaÂnõÂ funkcÏnõÂch poruch
zarÏazeno do teÂto dlouhodobeÂ studie. OvsÏem i v tomto prÏõÂpadeÏ jsou uÂdaje o
funkcÏnõÂch poruchaÂch ve cÏtvrteÂm tyÂdnu 28-dennõÂ studie vhodnyÂm vyÂchodiskem pro
vyÂbeÏ r daÂvek pro subchronickou studii.

VyÂjimecÏneÏ lze vynechat pozorovaÂnõÂ funkcÏnõÂch poruch u skupin vykazujõÂcõÂch
takoveÂ prÏõÂznaky toxicity, ktereÂ by prÏi posuzovaÂnõÂ funkcÏnõÂho stavu zvõÂrÏete vadily.

1.2.3.2 T eÏ l e s n aÂ h m o t n o s t a p rÏ õÂ j e m p o t r a v y a v o d y

ZvõÂrÏata se vaÂzÏõÂ nejmeÂneÏ jednou tyÂdneÏ . SpotrÏeba potravy a vody se meÏ rÏõÂ nejmeÂneÏ
jednou tyÂdneÏ , takeÂ v prÏõÂpadeÏ aplikace v pitneÂ vodeÏ .
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1.2.3.3 H e m a t o l o g i e

HematologickeÂ vysÏetrÏenõÂ na konci pokusu zahrnuje stanovenõÂ hematokritu,
koncentrace hemoglobinu, pocÏtu erytrocytuÊ , celkoveÂho a diferenciaÂ lnõÂho pocÏtu
leukocytuÊ , pocÏtu trombocytuÊ a zmeÏ rÏenõÂ sraÂzÏlivosti krve.

Krev se odebere teÏ sneÏ prÏed nebo v pruÊ beÏhu utracenõÂ zvõÂrÏete, mõÂsto odkud se krev
odebrala se zaznamenaÂ. Krev se skladuje za vhodnyÂch podmõÂnek.

1.2.3.4 B i o c h e m i c k aÂ a n a l yÂ z a

BiochemickaÂ analyÂz krve za uÂcÏelem posouzenõÂ zaÂvazÏnyÂch toxickyÂch uÂcÏinkuÊ na
tkaÂneÏ , zvlaÂsÏteÏ na jaÂtra a ledviny, se provede u vsÏech zvõÂrÏat teÏ sneÏ prÏed nebo
v pruÊ beÏ hu utracenõÂ (kromeÏ zvõÂrÏat uhynulyÂch nebo utracenyÂch beÏhem pokusu).
DoporucÏuje se nechat zvõÂrÏata bez potravy prÏes noc prÏed odbeÏ rem krve (11).
VysÏetrÏenõÂ plazmy a sera zahrnuje stanovenõÂ sodõÂku, draslõÂku, glukoÂzy, celkoveÂho
cholesterolu, mocÏoviny, kreatininu, celkovyÂch proteinuÊ , albuminu, aktivity alesponÏ
dvou enzymuÊ indikujõÂcõÂch uÂcÏinky na jaternõÂ bunÏ ky ( jako alaninaminotransferaÂza,
aspartaÂtaminotransferaÂza, alkalickaÂ fosfataÂza, gama glutamyltranspeptidaÂza,
sorbitoldehydrogenaÂza). ZmeÏ rÏenõÂ dalsÏõÂch enzymuÊ (jaternõÂho nebo jineÂho puÊ vodu) a
zÏlucÏovyÂch kyselin muÊ zÏe v neÏ kteryÂch prÏõÂpadech poskytnout uzÏitecÏneÂ informace.

DalsÏõÂ mozÏnost je cÏasoveÏ definovanyÂ sbeÏ r a vysÏetrÏenõÂ mocÏi beÏhem poslednõÂho tyÂdne
studie: hodnotit je mozÏno vzhled, objem, osmolalitu nebo specifickou hmotnost,
pH, bõÂlkoviny, glukoÂzu a krev prÏõÂp. krvinky.

DaÂle je trÏeba uvaÂzÏit stanovenõÂ nespecifickyÂch indikaÂtoruÊ posÏkozenõÂ tkaÂnõÂ v seÂru.

DalsÏõÂ charakteristiky je trÏeba stanovit u laÂtek znaÂmyÂch nebo podezrÏelyÂch
z puÊ sobenõÂ na urcÏiteÂ metabolickeÂ funkce: stanovenõÂ vaÂpnõÂku, fosforu, triglyceriduÊ
na lacÏno, lipiduÊ , specifickyÂch hormonuÊ , methemoglobinu, aktivity cholinesteraÂzy.
UÂ cÏelnost teÏ chto vysÏetrÏenõÂ se posuzuje podle prÏõÂslusÏnosti do urcÏityÂch skupin laÂtek
nebo prÏõÂpad od prÏõÂpadu.

ObecneÏ je trÏeba postupovat pruzÏneÏ , braÂt v uÂvahu pouzÏityÂ zÏivocÏisÏnyÂ druh a
pozorovaneÂ nebo ocÏekaÂvaneÂ uÂcÏinky daneÂ laÂtky.

Pokud nejsou k dispozici uÂdaje o normaÂlnõÂch hodnotaÂch neÏkteryÂch
hematologickyÂch nebo biochemickyÂch promeÏ nnyÂch, je trÏeba uvaÂzÏit jejich stanovenõÂ
jesÏteÏ prÏed zacÏaÂtkem studie.

1.2.3.5. P i t v a

U vsÏech zvõÂrÏat pouzÏityÂch ve studii se provede pitva, zahrnujõÂcõÂ pecÏliveÂ vysÏetrÏenõÂ
vneÏ jsÏõÂho povrchu teÏ la, vsÏech otvoruÊ , dutiny lebnõÂ, hrudnõÂ a brÏisÏnõÂ, a jejich obsahu.
JaÂtra, ledviny, nadledvinky, varlata, nadvarlata, brzlõÂk, slezina, mozek a srdce
vsÏech zvõÂrÏat se rÏaÂdneÏ ocÏistõÂ od ulpeÏnyÂch tkaÂnõÂ a co nejdrÏõÂve po sekci se zvaÂzÏõÂ ve
vlhkeÂm stavu, aby se prÏedesÏlo vysychaÂnõÂ.

1) VysÏetrÏenõÂ na lacÏno je zÏaÂdoucõÂ pro rÏadu meÏrÏenõÂ v seÂru a plazmeÏ, zvlaÂsÏteÏ pro glukoÂzu. HlavnõÂ duÊ vod pro
toto doporucÏenõÂ je to, zÏe u nehladoveÏjõÂcõÂch zvõÂrÏat je vysÏsÏõÂ variabilita vyÂsledkuÊ , kteraÂ by mohla mas-
kovat jemneÂ zmeÏny a ztõÂzÏit interpretaci. Na druheÂ straneÏ, hladoveÏnõÂ prÏes noc by mohlo mõÂt vliv na
celkovyÂ metabolismus a u aplikace v potraveÏ by zasaÂhla do pravidelnosti expozice testovaneÂ laÂtce.
Pokud se odebõÂraÂ krev na lacÏno, je trÏeba biochemickeÂ vysÏetrÏenõÂ proveÂst azÏ po pozorovaÂnõÂ funkcÏnõÂch
poruch ve 4. tyÂdnu testu.
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NaÂsledujõÂcõÂ tkaÂneÏ je trÏeba prÏechovaÂvat ve vhodneÂm meÂdiu s ohledem na typ tkaÂneÏ a
plaÂnovanaÂ pozdeÏ jsÏõÂ histopatologickaÂ vysÏetrÏenõÂ: vsÏechny tkaÂneÏ s makroskopickyÂmi
zmeÏ nami, mozek (reprezentativnõÂ oblasti vcÏetneÏ hemisfeÂr, mozecÏku a mostu),
mõÂchu, zÏaludek, tenkeÂ i tlusteÂ strÏevo (vcÏetneÏ PeyerovyÂch plaÂtuÊ ), jaÂtra, ledviny,
nadledvinky, slezinu, srdce, brzlõÂk, sÏtõÂtnou zÏlaÂzu, pruÊ dusÏnici a plõÂce (konzervovaneÂ
naplneÏnõÂm fixacÏnõÂm roztokem a pak ponorÏenõÂm), gonaÂdy a prÏõÂdatneÂ pohlavnõÂ
orgaÂny (naprÏ. deÏ lohu, prostatu), mocÏovyÂ meÏchyÂrÏ, lymfatickeÂ uzliny (prÏednostneÏ
jedna pro oblast aplikace a jedna vzdaÂlenaÂ pro pokrytõÂ systeÂmovyÂch uÂcÏinkuÊ ),
perifernõÂ nerv (n. ischiadicus nebo n. tibialis), nejleÂpe v blõÂzkosti svalu, rÏez kostnõÂ
drÏeneÏ (nebo cÏerstvyÂ naÂteÏ r z nasaÂteÂ kostnõÂ drÏeneÏ ). Podle klinickyÂch nebo jinyÂch
naÂlezuÊ je mozÏno zvolit i dalsÏõÂ tkaÂneÏ . KazÏdyÂ orgaÂn, kteryÂ by mohl byÂt cõÂlovyÂm
orgaÂnem pro puÊ sobenõÂ testovaneÂ laÂtky, je trÏeba uchovat.

1.2.3.6. H i s t o p a t o l o g i c k aÂ v y sÏ e t rÏ e n õÂ

U vsÏech zvõÂrÏat skupiny, ktereÂ byla podaÂna nejvysÏsÏõÂ daÂvka, a u zvõÂrÏat kontrolnõÂ
skupiny je trÏeba proveÂst histologickeÂ vysÏetrÏenõÂ uchovanyÂch orgaÂnuÊ a tkaÂnõÂ. Pokud
se v orgaÂnech a tkaÂnõÂch ve skupineÏ s nejvysÏsÏõÂ daÂvkou objevõÂ posÏkozenõÂ zpuÊ sobenaÂ
testovanou laÂtkou, je nutno proveÂst histologickeÂ vysÏetrÏenõÂ teÏ chto tkaÂnõÂ i u vsÏech
skupin s nizÏsÏõÂmi daÂvkami.

VsÏechny makroskopickeÂ leÂze je trÏeba vysÏetrÏit.

U zvõÂrÏat satelitnõÂch skupin, pokud byly do studie zarÏazeny, je trÏeba proveÂst
histologickeÂ vysÏetrÏenõÂ se zvlaÂsÏtnõÂm duÊ razem na orgaÂny a tkaÂneÏ , ve kteryÂch se
objevily uÂcÏinky otravy u ostatnõÂch exponovanyÂch zvõÂrÏat.

2. SBEÏ R A ZAÂ ZNAM UÂ DAJUÊ

K dispozici musõÂ byÂt uÂdaje o kazÏdeÂm jednotliveÂm zvõÂrÏeti. NavõÂc jsou vesÏkereÂ uÂdaje
sumarizovaÂny do tabulkoveÂ formy, uvaÂdeÏ jõÂcõÂ u kazÏdeÂ testovaneÂ skupiny pocÏet
pouzÏityÂch zvõÂrÏat, pocÏet zvõÂrÏat vykazujõÂcõÂch prÏõÂznaky toxicity, pocÏet zvõÂrÏat
uhynulyÂch v pruÊ beÏ hu testu nebo utracenyÂch z humaÂnnõÂch duÊ voduÊ , dobu uÂmrtõÂ
jednotlivyÂch zvõÂrÏat, popis toxickyÂch prÏõÂznakuÊ vcÏetneÏ doby naÂstupu, trvaÂnõÂ a
zaÂvazÏnosti kazÏdeÂho prÏõÂznaku, pocÏet zvõÂrÏat vykazujõÂcõÂch leÂze, typ leÂzõÂ a procento
zvõÂrÏat s jednotlivyÂmi typy leÂzõÂ.

VyÂsledky v cÏõÂselneÂ formeÏ je trÏeba vyhodnotit vhodnou a uznaÂvanou statistickou
metodou. Statistickou metodu je trÏeba zvolit jizÏ prÏi plaÂnovaÂnõÂ studie.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

ZpraÂva o pruÊ beÏhu pokusu
ZpraÂva o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byÂt zõÂskaÂny :

PokusnaÂ zvõÂrÏata:

Ð zÏivocÏisÏnyÂ druh / kmen;

Ð pocÏet, staÂrÏõÂ a pohlavõÂ zvõÂrÏat;

Ð zdroj, podmõÂnky chovu, potrava atd.;

Ð hmotnost jednotlivyÂch zvõÂrÏat na zacÏaÂtku testu, daÂle v tyÂdennõÂch intervalech a na

konci testu.

PodmõÂnky testovaÂnõÂ:
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Ð zduÊ vodneÏ nõÂ vyÂbeÏ ru vehikula, pokud je jineÂ nezÏ voda;

Ð zduÊ vodneÏ nõÂ vyÂbeÏ ru daÂvek;

Ð podrobneÂ uÂdaje o uÂpraveÏ testovaneÂ laÂtky pro aplikaci, prÏõÂpadneÏ o prÏõÂpraveÏ diety,

o dosazÏenyÂch koncentracõÂch, stabiliteÏ a homogeniteÏ prÏõÂpravku;

Ð podrobneÂ uÂdaje o zpuÊ sobu aplikace testovaneÂ laÂtky;

Ð prÏepocÏet z koncentrace laÂtky v dieteÏ nebo vodeÏ (ppm) na skutecÏnou dennõÂ daÂvku

v mg na kg teÏ lesneÂ hmotnosti (pokud jde o aplikaci v dieteÏ nebo vodeÏ );

Ð podrobneÂ uÂdaje o potraveÏ a kvaliteÏ vody (vcÏetneÏ druhu a zdroje);

VyÂsledky:

Ð teÏ lesnaÂ hmotnost a jejõÂ zmeÏ ny;

Ð spotrÏeba potravy a vody;

Ð uÂdaje o toxickyÂch reakcõÂch podle pohlavõÂ a daÂvkoveÂ uÂ rovneÏ , vcÏetneÏ popisu

prÏõÂznakuÊ toxicity;

Ð povaha, zaÂvazÏnost a trvaÂnõÂ klinickyÂch naÂlezuÊ , prÏõÂp. zda jsou vratneÂ nebo

nevratneÂ ;

Ð posouzenõÂ reaktivity na smysloveÂ podneÏ ty, uÂchopoveÂ sõÂly a motorickeÂ aktivity;

Ð vyÂsledky hematologickeÂho vysÏetrÏenõÂ s prÏõÂslusÏnyÂmi normami;

Ð vyÂsledky biochemickeÂho vysÏetrÏenõÂ s prÏõÂslusÏnyÂmi normami;

Ð teÏ lesnaÂ hmotnost prÏi utracenõÂ a hmotnosti orgaÂnuÊ ;

Ð pitevnõÂ naÂlezy;

Ð podrobnyÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ;

Ð uÂdaje o absorpci, pokud byly zõÂskaÂny;

Ð statistickeÂ zpracovaÂnõÂ vyÂsledkuÊ .

Diskuse vyÂsledkuÊ :

ZaÂveÏry:

4. LITERATURA

Tato metoda je analogickaÂ metodeÏ OECD TG 407.
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B.8. SUBAKUTNIÂ TOXICITA INHALACÏ NIÂ (28 DENNIÂ OPAKOVANAÂ

APLIKACE)

1. METODA

1 . 1 UÂ v o d

PrÏed pokusem je trÏeba zõÂskat uÂdaje o testovaneÂ laÂtce: rozdeÏ lenõÂ velikosti cÏaÂstic, ten-
ze par, bod taÂnõÂ, bod varu, bod vzplanutõÂ a vyÂbusÏnost (jsou-li stanovitelneÂ).

1 . 2 P r i n c i p m e t o d y

NeÏkolik skupin pokusnyÂch zvõÂrÏat je exponovaÂno studovaneÂ laÂtce denneÏ po urcÏitou
dobu, v odstupnÏ ovanyÂch koncentracõÂch, kazÏdaÂ skupina jedneÂ koncentraci, a to po
28 dnõÂ. PouzÏije-li se pro dosazÏenõÂ vhodneÂ koncentrace testovaneÂ laÂtky v atmosfeÂrÏe
vehikulum, je trÏeba pouzÏõÂt kontrolnõÂ skupinu pro vehikulum. BeÏhem trvaÂnõÂ pokusu
se zvõÂrÏata denneÏ pozorujõÂ a zjisÏt'ujõÂ se prÏõÂznaky toxickyÂch uÂcÏinkuÊ . ZvõÂrÏata, kteraÂ beÏ -
hem pokusu uhynou, i ta, kteraÂ prÏezÏijõÂ do konce pokusu, se pitvajõÂ.

1 . 3 P o p i s m e t o d y

1 .3 .1 PrÏ õÂp r a va

NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu. PrÏed testem se zdravaÂ mladaÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ
prÏirÏadõÂ do jednotlivyÂch experimentaÂlnõÂch skupin. Pokud je trÏeba, prÏidaÂ se k testova-
neÂ laÂtce vhodneÂ vehikulum tak, aby v ovzdusÏõÂ vznikla prÏõÂslusÏnaÂ koncentrace testo-
vaneÂ laÂtky. Pokud se uzÏije pro usnadneÏnõÂ aplikace vehikulum nebo jinaÂ aditiva, musõÂ
byÂt o nich znaÂmo, zÏe nemajõÂ toxickyÂ uÂcÏinek. ExistujõÂ-li vhodnaÂ historickaÂ data, je
mozÏno je vyuzÏõÂt.

1 . 3 . 2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1.3.2.1 PokusnaÂ zvõÂrÏata

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m, pokud nejsou znaÂmy duÊ vody proti tomu. Pracuje se na
mladyÂch zdravyÂch zvõÂrÏatech z beÏ zÏneÏ uzÏõÂvanyÂch pokusnyÂch kmenuÊ . Na zacÏaÂtku stu-
die nemaÂ variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ hmotnosti zvõÂrÏat prÏekrocÏit + 20 % strÏednõÂ hodnoty (pro
kazÏdeÂ pohlavõÂ zvlaÂsÏt').

1.3.2.2 PocÏet a pohlavõÂ

Pro kazÏdou testovanou skupinu je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 10 zvõÂrÏat (5 samic a 5 sam-
cuÊ ). Samice musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ. Pokud se zvõÂrÏata budou zabõÂjet
v pruÊ beÏ hu studie, je nutno zvyÂsÏit celkovyÂ pocÏet zvõÂrÏat o pocÏet zvõÂrÏat, kteraÂ budou
zabita prÏed koncem pokusu. Mimoto je mozÏno exponovat vysokeÂ koncentraci sate-
litnõÂ skupinu 10ti zvõÂrÏat (5 zvõÂrÏat kazÏdeÂho pohlavõÂ) po dobu 28 dnuÊ a beÏhem naÂsle-
dujõÂcõÂch 14 dnuÊ sledovat vratnost, prÏetrvaÂvaÂnõÂ nebo zpozÏdeÏnyÂ vyÂskyt toxickyÂch



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 251 / 1998Strana 7882 CÏ aÂstka 88

uÂcÏinkuÊ . PouzÏõÂvaÂ se takeÂ satelitnõÂ skupiny 10 kontrolnõÂch zvõÂrÏat (5 zvõÂrÏat kazÏdeÂho
pohlavõÂ).

1 .3 .2 .3 Expozi cÏ n õÂ konce n t race

PouzÏijõÂ se nejmeÂneÏ trÏi skupiny s ruÊ znou uÂrovnõÂ koncentrace a jedna kontrolnõÂ skupi-
na, prÏõÂpadneÏ kontrolnõÂ skupina s vehikulem - pokud se uzÏije - v koncentraci stejneÂ
jako u skupiny s nejvysÏsÏõÂ koncentracõÂ testovaneÂ laÂtky. S vyÂjimkou aplikace testova-
neÂ laÂtky se se zvõÂrÏaty v kontrolnõÂ skupineÏ zachaÂzõÂ stejneÏ jako s pokusnyÂmi. NejvysÏsÏõÂ
koncentrace maÂ vyvolat toxickeÂ uÂcÏinky, ale nezpuÊ sobit zÏaÂdneÂ uhynutõÂ nebo jen
v maleÂm pocÏtu. NejnizÏsÏõÂ koncentrace by nemeÏ la vyvolat zÏaÂdneÂ prÏõÂznaky toxicity.
Pokud existujõÂ odhady expozice u cÏloveÏ ka, maÂ nejnizÏsÏõÂ koncentrace tuto hodnotu
prÏekracÏovat. IdeaÂlneÏ by strÏednõÂ koncentrace meÏ la vyvolat toxickyÂ uÂcÏinek na hrani-
cõÂch zjistitelnosti. AplikujõÂ-li se võÂce nezÏ 3 uÂ rovneÏ koncentracõÂ, majõÂ byÂt voleny tak,
aby vyvolaly odstupnÏ ovaneÂ toxickeÂ uÂcÏinky. Ve skupinaÂch s nõÂzkou a strÏednõÂ koncen-
tracõÂ a v kontrolnõÂ skupineÏ by pocÏet uhynutõÂ meÏ l byÂt nõÂzkyÂ, jinak je vyhodnocenõÂ
vyÂsledkuÊ obtõÂzÏneÂ .

1.3.2.4 TrvaÂnõÂ expozice

TrvaÂnõÂ expozice maÂ byÂt 6 hodin denneÏ ; v prÏõÂpadeÏ specifickyÂch pozÏadavkuÊ je mozÏneÂ
pouzÏit i jinyÂch dob expozice.

1.3.2.5 ExpozicÏnõÂ zarÏõÂzenõÂ

Pro pokusy se zvõÂrÏaty se pouzÏõÂvaÂ dynamickeÂ expozicÏnõÂ zarÏõÂzenõÂ, ktereÂ zarucÏuje
proudeÏ nõÂ vzduchu s vyÂmeÏ nou nejmeÂneÏ 12kraÂt za hodinu, aby byl zarucÏen prÏimeÏ rÏenyÂ
obsah kyslõÂku a rovnomeÏ rneÂ rozdeÏ lenõÂ laÂtky v expozicÏnõÂ atmosfeÂrÏe. PouzÏije-li se ex-
pozicÏnõÂ box, je trÏeba ho konstruovat tak, aby se zamezilo co nejvõÂce shlukovaÂnõÂ zvõÂ-
rÏat a aby inhalacÏnõÂ expozice testovaneÂ laÂtce byla co nejvysÏsÏõÂ. Pro zajisÏteÏnõÂ stability
atmosfeÂry v inhalacÏnõÂm boxu nemeÏ l by v zaÂsadeÏ celkovyÂ objem pokusnyÂch zvõÂrÏat
prÏesaÂhnout 5% objemu boxu. Je mozÏneÂ pouzÏõÂt inhalacÏnõÂ expozice oraÂlneÏ -nasaÂlnõÂ,
samotneÂ hlavy nebo individuaÂlnõÂ celoteÏ loveÂ expozice; prvnõÂ dva zpuÊ soby expozice
minimalizujõÂ prÏõÂjem laÂtky jinyÂmi cestami.

1.3.2.6 Doba pozorovaÂnõÂ

PokusnaÂ zvõÂrÏata je trÏeba denneÏ pozorovat beÏhem celeÂho obdobõÂ expozice i zotavenõÂ
a zaznamenaÂvat toxickeÂ uÂcÏinky. Je trÏeba zaznamenat dobu uhynutõÂ a cÏas, ve ktereÂm
se objevõÂ a opeÏ t odeznõÂ toxickeÂ uÂcÏinky.

1 .3 .3 Po p i s p o s t u p u

ZvõÂrÏata se exponujõÂ testovaneÂ laÂtce denneÏ , 5 - 7 dnuÊ v tyÂdnu, po dobu 28 dnuÊ . ZvõÂrÏa-
ta v satelitnõÂch skupinaÂch, kteraÂ jsou urcÏena k naÂsledneÂmu pozorovaÂnõÂ, jsou pozoro-
vaÂna dalsÏõÂch 14 dnuÊ bez aplikace, k posouzenõÂ zotavenõÂ z otravy nebo prÏetrvaÂvaÂnõÂ
toxickyÂch uÂcÏinkuÊ . Teplota beÏ hem experimentu maÂ byÂt 22 8C + 3 8C. RelativnõÂ vlh-
kost maÂ byÂt mezi 30 % a 70 %, s vyÂjimkou prÏõÂpaduÊ , kde to nenõÂ mozÏneÂ (naprÏ. expe-
rimenty s aerosoly). UdrzÏovaÂnõÂ mõÂrneÏ negativnõÂho tlaku uvnitrÏ komory (£ 5 mm
vodnõÂho sloupce) zabraÂnõÂ unikaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky do okolõÂ. BeÏhem expozice se ne-
podaÂvaÂ potrava ani voda.

PouzÏõÂvaÂ se dynamickyÂ inhalacÏnõÂ systeÂm s vhodnou analytickou kontrolou koncen-
trace. DoporucÏuje se proveÂst prÏedbeÏ zÏnyÂ pokus pro zõÂskaÂnõÂ potrÏebnyÂch koncentracõÂ.
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Rychlost pruÊ toku vzduchu je trÏeba nastavit tak, aby podmõÂnky v celeÂm expozicÏnõÂm
boxu byly stejneÂ . SysteÂm musõÂ zarucÏovat, zÏe stabilnõÂch podmõÂnek expozice bude do-
sazÏeno co nejrychleji.

MeÏ rÏenõÂ nebo monitorovaÂnõÂ podmõÂnek expozice:

a) MeÏ rÏenõÂ pruÊ toku vzduchu (kontinuaÂlneÏ ).

b) SkutecÏnaÂ koncentrace studovaneÂ laÂtky se meÏ rÏõÂ v dyÂchacõÂ zoneÏ . BeÏhem jedneÂ ex-
pozice se nemaÂ koncentrace odchylovat od strÏednõÂ hodnoty o võÂce nezÏ + 15%..
U neÏkteryÂch prachuÊ a aerosoluÊ , kde teÂto uÂrovneÏ regulace nenõÂ mozÏneÂ dosaÂhnout, se
prÏipousÏtõÂ veÏ tsÏõÂ rozsah kolõÂsaÂnõÂ. Po celou dobu trvaÂnõÂ experimentu majõÂ byÂt koncen-
trace tak stabilnõÂ, jak je to prakticky mozÏneÂ . Pokud se tyÂkaÂ cÏaÂstic a aerosoluÊ , meÏ rÏõÂ se
distribuce velikosti cÏaÂstic tyÂdneÏ v kazÏdeÂ testovaneÂ skupineÏ .

c) Teplota a vlhkost vzduchu pokud mozÏno kontinuaÂlneÏ .

BeÏhem expozice a po jejõÂm skoncÏenõÂ se pozorovaÂnõÂ provaÂdeÏ jõÂ a zaznamenaÂvajõÂ sy-
stematicky; kazÏdeÂ zvõÂrÏe maÂ svuÊ j individuaÂlnõÂ protokol. VsÏechna zvõÂrÏata je trÏeba
denneÏ pozorovat na prÏõÂznaky toxickyÂch uÂcÏinkuÊ a zaznamenaÂvat jejich vyÂskyt, stupenÏ
a trvaÂnõÂ. PozorovaÂnõÂ zahrnuje zmeÏny kuÊ zÏe, srsti, ocÏõÂ, sliznic, dyÂchaÂnõÂ a krevnõÂho
obeÏhu, zmeÏ ny funkce autonomnõÂ a centraÂ lnõÂ nervoveÂ soustavy, somatomotorickeÂ
aktivity a chovaÂnõÂ. Hmotnosti zvõÂrÏat se zaznamenaÂvajõÂ tyÂdneÏ . DoporucÏuje se zazna-
menaÂvat tyÂdneÏ i spotrÏebu potravy. Je trÏeba zajistit pravidelneÂ prohlõÂzÏenõÂ zvõÂrÏat, aby
pokud mozÏno nedochaÂzelo ke ztraÂtaÂm zvõÂrÏat jako naprÏ. v duÊ sledku kanibalismu,
autolyÂzy tkaÂnõÂ nebo chybneÂho zarÏazenõÂ.

Po skoncÏenõÂ studie se vsÏechna zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏila, s vyÂjimkou satelitnõÂch skupin,
pitvajõÂ. UmõÂrajõÂcõÂ zvõÂrÏata a zvõÂrÏata v teÏ zÏkeÂm stresu cÏi trpõÂcõÂ bolestõÂ je trÏeba okamzÏiteÏ
vyrÏadit, humaÂnneÏ utratit a pitvat.

Na konci pokusu se u vsÏech zvõÂrÏat vcÏetneÏ kontrolnõÂch provedou naÂsledujõÂcõÂ vysÏe-
trÏenõÂ:

1.HematologickeÂ vysÏetrÏenõÂ maÂ zahrnovat alesponÏ stanovenõÂ hematokritu, koncen-
trace hemoglobinu, pocÏtu erytrocytuÊ , celkoveÂho a diferenciaÂ lnõÂho pocÏtu leukocytuÊ a
sraÂzÏlivosti krve.

2.BiochemickaÂ analyÂza krve: k posouzenõÂ funkce jater a ledvin stanovit alesponÏ je-
den z teÏ chto parametruÊ : alaninaminotransferasa v seÂru (drÏõÂve znaÂmaÂ jako glutamaÂt-
pyruvaÂt-transaminasa), aspartaÂtaminotransferasa seÂra (drÏõÂve znaÂmaÂ jako glutamaÂt-
oxalacetaÂt-transaminasa), dusõÂk mocÏoviny, albumin, kreatinin, celkovyÂ bilirubin a
celkoveÂ bõÂlkoviny v seÂru.

Mezi dalsÏõÂ charakteristiky, ktereÂ mohou byÂt potrÏebneÂ pro uÂplneÂ toxikologickeÂ hod-
nocenõÂ, patrÏõÂ stanovenõÂ: vaÂpnõÂku, fosforu, chloriduÊ , sodõÂku, draslõÂku, glukoÂzy na lacÏ-
no, lipiduÊ , hormonuÊ , acidobasickeÂ rovnovaÂhy, methemoglobinu, aktivity cholineste-
rasy.

DalsÏõÂ biochemickeÂ analyÂzy mohou byÂt v prÏõÂpadeÏ potrÏeby pouzÏity pro studium sÏirsÏõÂ-
ho spektra uÂcÏinkuÊ .

1.3.3.1 Pitva

U vsÏech zvõÂrÏat pouzÏityÂch ve studii se provede pitva. AsponÏ jaÂtra, ledviny, nadledvi-
ny, plõÂce a varlata se co nejdrÏõÂve po sekci zvaÂzÏõÂ ve vlhkeÂm stavu, aby se prÏedesÏlo
vysychaÂnõÂ. OrgaÂny a tkaÂneÏ (dyÂchacõÂ systeÂm, jaÂtra, ledviny, slezina, varlata, nadled-
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viny a srdce, i vsÏechny orgaÂny s makroskopickyÂmi zmeÏnami nebo zmeÏnami veli-
kosti) je trÏeba prÏechovaÂvat ve vhodneÂm meÂdiu s ohledem na pozdeÏ jsÏõÂ histopatologi-
ckaÂ vysÏetrÏenõÂ. PlõÂce je trÏeba vyjmout bez posÏkozenõÂ, zvaÂzÏit a fixovat vhodnyÂm me-
diem, tak aby se zachovala struktura.

1.3.3.2 HistopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ

U vsÏech zvõÂrÏat skupiny, ktereÂ byla podaÂna nejvysÏsÏõÂ koncentrace, a u zvõÂrÏat kontrolnõÂ
skupiny, je trÏeba proveÂst histologickeÂ vysÏetrÏenõÂ uchovanyÂch orgaÂnuÊ a tkaÂnõÂ. Pokud
se v orgaÂnech a tkaÂnõÂch ve skupineÏ s nejvysÏsÏõÂ koncentracõÂ objevõÂ posÏkozenõÂ zpuÊ so-
benaÂ testovanou laÂtkou, je nutno proveÂst histologickeÂ vysÏetrÏenõÂ teÏ chto tkaÂnõÂ i
u vsÏech skupin s nizÏsÏõÂmi daÂvkami. U zvõÂrÏat satelitnõÂch skupin je trÏeba proveÂst histo-
logickeÂ vysÏetrÏenõÂ se zvlaÂsÏtnõÂm duÊ razem na orgaÂny a tkaÂneÏ , ve kteryÂch se objevily
uÂcÏinky otravy u ostatnõÂch exponovanyÂch zvõÂrÏat.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu patr-
nyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu a pocÏet zvõÂrÏat s jednotlivyÂmi formami posÏkozenõÂ.

VsÏechny zjisÏteÏ neÂ vyÂsledky je trÏeba vyhodnotit vhodnou statistickou metodou. Je
k tomu mozÏno pouzÏõÂt kteroukoliv uznaÂvanou statistickou metodu.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto k informace :

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnky uÂstaÂ jenõÂ, krmenõÂ atd.,

- podmõÂnky pokusu: popis expozicÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ vcÏetneÏ konstrukce, typu, rozmeÏ ruÊ ,
zdroje vzduchu, systeÂmu prÏõÂpravy cÏaÂstic a aerosoluÊ , klimatizacÏnõÂho systeÂmu, popis
likvidace odpadnõÂho vzduchu a zpuÊ sobu umõÂsteÏnõÂ zvõÂrÏat v boxu, pokud je pouzÏõÂvaÂn.
Popsat prÏõÂstroje pro meÏ rÏenõÂ teploty, vlhkosti vzduchu, poprÏõÂpadeÏ stability koncen-
tracõÂ a distribuce velikosti cÏaÂstic aerosolu,

- uÂdaje o expozici se sestavõÂ do tabulky a uvedou spolu s pruÊ meÏ rnyÂmi hodnotami a
charakteristikou variability (naprÏ. smeÏ rodatnou odchylkou). MajõÂ pokud mozÏno ob-
sahovat tyto uÂdaje: a) rychlost pruÊ toku vzduchu inhalacÏnõÂm zarÏõÂzenõÂm; b) teplota a
vlhkost vzduchu; c) nominaÂlnõÂ koncentrace (celkoveÂ mnozÏstvõÂ testovaneÂ laÂtky prÏi-
vaÂdeÏneÂ do inhalacÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ, deÏ leneÂ objemem vzduchu); d) povaha vehikula, po-
kud bylo uzÏito; e) skutecÏnaÂ koncentrace v dyÂchacõÂ zoÂneÏ ; f) hmotnostnõÂ mediaÂn aero-
dynamickeÂho pruÊ meÏ ru (MMAD) a geometrickaÂ smeÏ rodatnaÂ odchylka (GSD),

- uÂdaje o toxickyÂch odpoveÏ dõÂch podle pohlavõÂ a podle koncentracõÂ,

- doba uhynutõÂ beÏ hem experimentu, prÏõÂpadneÏ uÂdaj o prÏezÏitõÂ zvõÂrÏat do konce sledo-
vaÂnõÂ,

- popis toxickyÂch nebo jinyÂch uÂcÏinkuÊ ,

- uÂ rovenÏ bez uÂcÏinku,

- doba, kdy byly pozorovaÂny jednotliveÂ abnormaÂlnõÂ prÏõÂznaky, a jejich dalsÏõÂ vyÂvoj,

- spotrÏeba potravy a vyÂvoj teÏ lesneÂ hmotnosti,
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- hematologickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky,

- biochemickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky,

- pitevnõÂ naÂlezy,

- detailnõÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ,

- statistickeÂ vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ , kde je to mozÏneÂ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.9. SUBAKUTNIÂ TOXICITA - DERMAÂ LNIÂ (28 DENNIÂ OPAKOVANAÂ

APLIKACE)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se nanaÂsÏõÂ na kuÊ zÏi denneÏ po 28 dnõÂ v odstupnÏ ovanyÂch daÂvkaÂch neÏ -
kolika skupinaÂm pokusnyÂch zvõÂrÏat a to kazÏdeÂ skupineÏ jedna uÂrovenÏ daÂvky. BeÏ hem
obdobõÂ podaÂvaÂnõÂ se zvõÂrÏata denneÏ pozorujõÂ, aby se zjistily prÏõÂznaky toxicity. ZvõÂrÏata,
kteraÂ uhynou beÏ hem pokusu, i zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏijõÂ konec pokusu, se pitvajõÂ.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu. PrÏed testem se zdravaÂ mladaÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ
prÏirÏadõÂ do jednotlivyÂch experimentaÂlnõÂch skupin. KraÂtce prÏed zacÏaÂtkem pokusu se
ostrÏõÂhaÂ srst na zaÂdech pokusnyÂch zvõÂrÏat. VyholenõÂ srsti je rovneÏ zÏ mozÏneÂ , meÏ lo by se
vsÏak proveÂst cca 24 hodin prÏed experimentem. OstrÏõÂhaÂnõÂ nebo oholenõÂ je potrÏeba
opakovat kazÏdyÂ tyÂden. PrÏi strÏihaÂnõÂ nebo holenõÂ srsti je trÏeba dbaÂt na to, aby se nepo-
sÏkodila kuÊ zÏe (naprÏ. abrazõÂ). Pro nanaÂsÏenõÂ se prÏipravõÂ nejmeÂneÏ 10% povrchu teÏ la. Je
trÏeba vzõÂt v uÂvahu hmotnost zvõÂrÏat prÏi rozhodovaÂnõÂ o velikosti prÏipravovaneÂ plochy
kuÊ zÏe a o velikosti krycõÂho obvazu. PrÏi pokusech s tuhyÂmi laÂtkami, ktereÂ mohou byÂt
prÏõÂpadneÏ upraveny do praÂsÏkoveÂ formy, je trÏeba danou laÂtku dostatecÏneÏ navlhcÏit vo-
dou, prÏõÂpadneÏ vhodnyÂm vehikulem, aby byl zarucÏen dobryÂ kontakt s kuÊ zÏõÂ. TestovaneÂ
kapaliny se zpravidla aplikujõÂ nerÏedeÏ neÂ . LaÂtka se nanaÂsÏõÂ denneÏ 5 azÏ 7 dnuÊ v tyÂdnu.

1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1.2.2.1 PokusnaÂ zvõÂrÏata

Je mozÏno pouzÏõÂvat dospeÏ leÂ potkany, kraÂlõÂky nebo morcÏata. Je mozÏno pouzÏõÂt i jineÂ
zvõÂrÏecõÂ druhy, jejich pouzÏitõÂ vsÏak musõÂ byÂt oduÊ vodneÏneÂ. Na zacÏaÂtku studie by nemeÏ -
lo variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ hmotnosti zvõÂrÏat (pro kazÏdeÂ pohlavõÂ zvlaÂsÏt') prÏekrocÏit + 20%
strÏednõÂ hodnoty.

1.2.2.2 PocÏet a pohlavõÂ

Pro kazÏdou hladinu daÂvek pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 10 zvõÂrÏat (5 samic a 5 samcuÊ ) se zdravou
kuÊ zÏõÂ. Samice musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ. Pokud se zvõÂrÏata budou zabõÂjet
v pruÊ beÏ hu studie, je nutno zvyÂsÏit celkovyÂ pocÏet zvõÂrÏat o pocÏet zvõÂrÏat, kteraÂ budou
zabita prÏed koncem pokusu. Mimoto je mozÏno podaÂvat dalsÏõÂ skupineÏ (satelitnõÂ sku-
pineÏ ) 10ti zvõÂrÏat (5 zvõÂrÏat kazÏdeÂho pohlavõÂ) po dobu 28 dnuÊ nejvysÏsÏõÂ daÂvku a beÏhem
naÂsledujõÂcõÂch 14 dnuÊ po ukoncÏenõÂ expozic sledovat vratnost, trvaÂnõÂ nebo zpozÏdeÏnyÂ
vyÂskyt toxickyÂch uÂcÏinkuÊ . PouzÏõÂvaÂ se takeÂ satelitnõÂ skupiny 10 kontrolnõÂch zvõÂrÏat
(5 zvõÂrÏat kazÏdeÂho pohlavõÂ).
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1.2.2.3 DaÂvkovaÂnõÂ

Je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏi uÂ rovneÏ daÂvek a jednu kontrolnõÂ skupinu nebo - pokud se
pouzÏilo vehikula - kontrolnõÂ skupinu s aplikacõÂ vehikula. Doba expozice maÂ byÂt
nejmeÂneÏ 6 hodin denneÏ . NanaÂsÏenõÂ testovaneÂ laÂtky by se meÏ lo provaÂdeÏ t kazÏdyÂ den ve
stejnou dobu. V intervalech tyÂdennõÂch nebo cÏtrnaÂctidennõÂch je trÏeba aplikovanou
daÂvku prÏizpuÊ sobovat tak, aby se udrzÏovala staÂlaÂ hladina daÂvky ve vztahu k teÏ lesneÂ
hmotnosti zvõÂrÏete. S vyÂjimkou aplikace testovaneÂ laÂtky se se zvõÂrÏaty v kontrolnõÂ
skupineÏ zachaÂzõÂ stejneÏ jako s pokusnyÂmi. PouzÏõÂvaÂ-li se vehikulum pro usnadneÏnõÂ
aplikace, podaÂvaÂ se kontrolnõÂ skupineÏ stejnyÂm zpuÊ sobem jako pokusnyÂm skupinaÂm,
a to ve stejneÂm mnozÏstvõÂ, ktereÂ se aplikuje skupineÏ s nejvysÏsÏõÂ daÂvkou. NejvysÏsÏõÂ
daÂvka maÂ vyvolat toxickeÂ uÂcÏinky, ale nezpuÊ sobit zÏaÂdneÂ uhynutõÂ nebo jen v maleÂm
pocÏtu. NejnizÏsÏõÂ daÂvka by nemeÏ la vyvolat zÏaÂdneÂ prÏõÂznaky toxicity. Pokud existujõÂ
odhady expozice u cÏloveÏ ka, maÂ nejnizÏsÏõÂ daÂvka tuto hodnotu prÏekracÏovat. IdeaÂlneÏ by
strÏednõÂ daÂvka meÏ la vyvolat jen toxickyÂ uÂcÏinek na hranicõÂch zjistitelnosti. AplikujõÂ-li
se võÂce nezÏ 3 uÂ rovneÏ daÂvek, majõÂ byÂt vmezerÏeneÂ daÂvky voleny tak, aby vyvolaly od-
stupnÏ ovaneÂ toxickeÂ uÂcÏinky. Ve skupineÏ s nõÂzkou a strÏednõÂ daÂvkou a v kontrolnõÂ
skupineÏ by pocÏet uhynutõÂ meÏ l byÂt nõÂzkyÂ, jinak je vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ obtõÂzÏneÂ .

Vede-li aplikace testovaneÂ laÂtky k teÏ zÏkeÂmu podraÂzÏdeÏnõÂ kuÊ zÏe, je trÏeba snõÂzÏit koncen-
traci, cozÏ u vysokeÂ daÂvkoveÂ uÂ rovneÏ muÊ zÏe veÂst k omezenõÂ nebo vyloucÏenõÂ ostatnõÂch
toxickyÂch uÂcÏinkuÊ . DosÏlo-li k teÏ zÏkeÂmu posÏkozenõÂ kuÊ zÏe, je dokonce za urcÏityÂch okol-
nostõÂ nutno pokus ukoncÏit a proveÂst jej znova s nizÏsÏõÂmi koncentracemi.

1.2.2.4 LimitnõÂ test

NevyvolaÂ-li prÏi prÏedbeÏ zÏneÂ studii aplikace daÂvky 1000 mg.kg-1 nebo vysÏsÏõÂ daÂvky,
kteraÂ odpovõÂdaÂ mozÏneÂ expozici cÏloveÏka, zÏaÂdneÂ toxickeÂ uÂcÏinky, nenõÂ dalsÏõÂ zkousÏka
nutnaÂ.

1.2.2.5 Doba pozorovaÂnõÂ

VsÏechna zvõÂrÏata je trÏeba denneÏ pozorovat na prÏõÂznaky otravy. Je trÏeba zaznamenat
dobu uhynutõÂ a dobu, kdy se objevõÂ a prÏõÂpadneÏ opeÏ t odeznõÂ prÏõÂznaky otravy.

1 .2 .3 Po p i s p o s t u p u

ZvõÂrÏata se chovajõÂ v klecõÂch po jednom. ExponujõÂ se studovaneÂ laÂtce nejleÂpe 7 dnuÊ
v tyÂdnu po dobu 28 dnuÊ . ZvõÂrÏata satelitnõÂ skupiny, kteraÂ jsou urcÏena pro naÂsledneÂ
pozorovaÂnõÂ, je trÏeba chovat po dalsÏõÂch 14 dnuÊ bez expozice, aby se mohla pozorovat
reparace toxickyÂch uÂcÏinkuÊ nebo jejich prÏetrvaÂvaÂnõÂ. Doba expozice cÏinõÂ nejmeÂneÏ
6 hodin denneÏ .

Testovanou laÂtku je trÏeba nanaÂsÏet rovnomeÏ rneÏ na celou plochu, kteraÂ prÏedstavuje
asi 10 % povrchu teÏ la; u vysoce toxickyÂch laÂtek muÊ zÏe byÂt tato plocha mensÏõÂ. LaÂtkou
je trÏeba pokryÂt co nejveÏ tsÏõÂ cÏaÂst pokusneÂ plochy rovnomeÏ rneÏ v co nejtencÏõÂ vrstveÏ .

TestovanaÂ laÂtka je po expozicÏnõÂ dobu 24 hodin udrzÏovaÂna v kontaktu s kuÊ zÏõÂ pomocõÂ
poreÂznõÂho muloveÂho obvazu a nedraÂzÏdiveÂ naÂplasti. Testovanou plochu je daÂle trÏeba
vhodnyÂm zpuÊ sobem prÏekryÂt, aby se mulovyÂ obvaz a testovanaÂ laÂtka fixovaly a aby
se zabraÂnilo oraÂlnõÂmu prÏõÂjmu. K zamezenõÂ pozÏitõÂ laÂtky je mozÏno pouzÏõÂt i prostrÏedkuÊ
pro omezenõÂ volnosti pohybu, uÂplnou immobilizaci vsÏak nelze doporucÏit. Jako al-
ternativnõÂ metody je mozÏno pouzÏõÂt ª ochranneÂho lõÂmceª.
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Po uplynutõÂ doby expozice se odstranõÂ zbytky testovaneÂ laÂtky, pokud mozÏno vodou
nebo s pouzÏitõÂm jineÂho vhodneÂho zpuÊ sobu ocÏisÏteÏnõÂ pokozÏky.

VsÏechna zvõÂrÏata je trÏeba denneÏ pozorovat a zaznamenaÂvat prÏõÂznaky otravy vcÏetneÏ
jejich pocÏaÂtku, stupneÏ a trvaÂnõÂ. PozorovaÂnõÂ zahrnuje zmeÏny srsti, kuÊ zÏe, ocÏõÂ a sliznic,
a takeÂ dyÂchaÂnõÂ a krevnõÂho obeÏ hu, zmeÏny funkce autonomnõÂ a centraÂ lnõÂ nervoveÂ sou-
stavy, somatomotorickeÂ aktivity a chovaÂnõÂ. Hmotnosti zvõÂrÏat se zaznamenaÂvajõÂ tyÂd-
neÏ . DoporucÏuje se zaznamenaÂvat tyÂdneÏ i spotrÏebu potravy. Je trÏeba zajistit pravidel-
neÂ prohlõÂzÏenõÂ zvõÂrÏat, aby pokud mozÏno nedochaÂzelo ke ztraÂtaÂm zvõÂrÏat jako naprÏ.
v duÊ sledku kanibalismu, autolyÂzy tkaÂnõÂ nebo chybneÂho zarÏazenõÂ. Po skoncÏenõÂ studie
se vsÏechna zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏila, s vyÂjimkou satelitnõÂch skupin, pitvajõÂ. UmõÂrajõÂcõÂ
zvõÂrÏata a zvõÂrÏata v teÏ zÏkeÂm stresu cÏi trpõÂcõÂ bolestõÂ je trÏeba okamzÏiteÏ vyrÏadit, humaÂnneÏ
utratit a pitvat.

Na konci pokusu se u vsÏech zvõÂrÏat vcÏetneÏ kontrolnõÂch provedou naÂsledujõÂcõÂ vysÏe-
trÏenõÂ:

1. HematologickeÂ vysÏetrÏenõÂ maÂ zahrnovat alesponÏ stanovenõÂ hematokritu, koncen-
trace hemoglobinu, pocÏtu erytrocytuÊ , celkoveÂho a diferenciaÂ lnõÂho pocÏtu leukocytuÊ a
sraÂzÏlivosti krve.

2. BiochemickaÂ analyÂza krve: k posouzenõÂ funkce jater a ledvin stanovit alesponÏ je-
den z teÏ chto parametruÊ : alaninaminotransferasa v seÂru (drÏõÂve znaÂmaÂ jako glutamaÂt-
pyruvaÂt-transaminasa), aspartaÂtaminotransferasa seÂra (drÏõÂve glutamaÂt-oxalacetaÂt-
transaminasa), dusõÂk mocÏoviny, albumin, kreatinin, celkovyÂ bilirubin a celkoveÂ bõÂl-
koviny v seÂru.

Mezi dalsÏõÂ charakteristiky, ktereÂ mohou byÂt potrÏebneÂ pro uÂplneÂ toxikologickeÂ hod-
nocenõÂ patrÏõÂ stanovenõÂ: vaÂpnõÂku, fosforu, chloriduÊ , sodõÂku, draslõÂku, glukoÂzy na lacÏ-
no, lipiduÊ , hormonuÊ , acidobasickeÂ rovnovaÂhy, methemoglobinu, aktivity cholineste-
rasy.

DalsÏõÂ biochemickeÂ analyÂzy mohou byÂt v prÏõÂpadeÏ potrÏeby pouzÏity pro studium sÏirsÏõÂ-
ho spektra uÂcÏinkuÊ .

1.2.3.1 Pitva

U vsÏech zvõÂrÏat pouzÏityÂch ve studii se provede pitva. AsponÏ jaÂtra, ledviny, nadledvi-
ny, plõÂce a varlata se co nejdrÏõÂve po sekci zvaÂzÏõÂ ve vlhkeÂm stavu, aby se prÏedesÏlo
vysychaÂnõÂ. OrgaÂny a tkaÂneÏ naprÏ. normaÂlnõÂ a exponovanaÂ kuÊ zÏe, jaÂtra, ledviny, slezi-
na, varlata, nadledviny, srdce i vsÏechny orgaÂny s makroskopickyÂmi leÂzemi nebo
zmeÏ nami velikosti) je trÏeba prÏechovaÂvat ve vhodneÂm meÂdiu s ohledem na pozdeÏ jsÏõÂ
histopatologickaÂ vysÏetrÏenõÂ.

1.2.3.2 HistopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ

U vsÏech zvõÂrÏat skupiny, ktereÂ byla podaÂna nejvysÏsÏõÂ daÂvka, a u zvõÂrÏat kontrolnõÂ sku-
piny, je trÏeba proveÂst histologickeÂ vysÏetrÏenõÂ uchovanyÂch orgaÂnuÊ a tkaÂnõÂ. Pokud se
v orgaÂnech a tkaÂnõÂch ve skupineÏ s nejvysÏsÏõÂ daÂvkou, objevõÂ posÏkozenõÂ zpuÊ sobenaÂ
testovanou laÂtkou, je nutno proveÂst histologickeÂ vysÏetrÏenõÂ teÏ chto tkaÂnõÂ i u vsÏech
skupin s nizÏsÏõÂmi daÂvkami. U zvõÂrÏat satelitnõÂch skupin je trÏeba proveÂst histologickeÂ
vysÏetrÏenõÂ se zvlaÂsÏtnõÂm duÊ razem na orgaÂny a tkaÂneÏ , ve kteryÂch se objevily uÂcÏinky
otravy u ostatnõÂch exponovanyÂch zvõÂrÏat.
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2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu patr-
nyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu a pocÏet zvõÂrÏat s jednotlivyÂmi formami posÏkozenõÂ.

VsÏechny zjisÏteÏ neÂ vyÂsledky je trÏeba vyhodnotit vhodnou statistickou metodou. Je
k tomu mozÏno pouzÏõÂt kteroukoliv uznaÂvanou statistickou metodu.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace :

- uÂdaje o zvõÂrÏatech (druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnkaÂch chovu, krmenõÂ atd.),

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky ( vcÏetneÏ druhu obvazu; okluzivnõÂ nebo neokluzivnõÂ),

- uÂ rovneÏ daÂvek (vcÏetneÏ vehikula, pokud se pouzÏije) a koncentrace,

- uÂ rovenÏ bez uÂcÏinku, pokud ji lze stanovit,

- uÂdaje o toxickyÂch odpoveÏ dõÂch podle pohlavõÂ a daÂvky,

- doba uhynutõÂ beÏ hem experimentu, prÏõÂpadneÏ uÂdaj o prÏezÏitõÂ zvõÂrÏat do konce sledo-
vaÂnõÂ,

- toxickeÂ nebo jineÂ uÂcÏinky,

- doba, kdy byly pozorovaÂny jednotliveÂ abnormaÂlnõÂ prÏõÂznaky a jejich dalsÏõÂ vyÂvoj,

- spotrÏeba potravy a vyÂvoj teÏ lesneÂ hmotnosti,

- hematologickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky,

- biochemickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky,

- pitevnõÂ naÂlezy,

- detailnõÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ,

- statistickeÂ vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ , kde je to mozÏneÂ ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 251 / 1998Strana 7890 CÏ aÂstka 88

B.10. MUTAGENITA (ªIN VITROª CYTOGENETICKYÂ TEST
NA SAVCÏ IÂCH BUNÏ KAÂ CH)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

Tento cytogenetickyÂ test in vitro je kraÂtkodobyÂ test mutagenity pro detekci
strukturaÂlnõÂch aberacõÂ chromozomuÊ v kultivovanyÂch savcÏõÂch bunÏ kaÂch. Lze pouzÏõÂt
jak kultur stabilizovanyÂch buneÏ cÏnyÂch liniõÂ, tak primaÂrnõÂch kultur. Po expozici
testovaneÂ laÂtce v prÏõÂtomnosti i neprÏõÂtomnosti savcÏõÂho exogennõÂho metabolickeÂho
aktivacÏnõÂho systeÂmu je do buneÏ cÏneÂ kultury aplikovaÂn mitotickyÂ jed (naprÏ. kolchidin)
ke kumulaci deÏ lõÂcõÂch se buneÏ k (C metafaÂze). BunÏ ky jsou ve vhodneÂ dobeÏ
zpracovaÂny a pak prÏipraveny mikroskopickeÂ preparaÂty. PreparaÂty jsou obarveny a
metafaÂze jsou analyzovaÂny z hlediska chromozomaÂlnõÂch abnormalit.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

1 .2 .1 .1 BunÏ ky

PouzÏõÂvajõÂ se stabilizovaneÂ buneÏ cÏneÂ linie, nebo kultury primaÂrnõÂch buneÏk, naprÏ.
bunÏ ky cÏõÂnskeÂho krÏecÏka nebo lidskeÂ lymfocyty. PrÏed aplikacõÂ na bunÏ ky se testovaneÂ
chemickeÂ laÂtky rozpustõÂ v kultivacÏnõÂm meÂdiu nebo ve vhodneÂm vehikulu.

1 .2 .1 .2 Metabo l i ckyÂ ak t i vacÏ n õÂ s ys t eÂ m

BunÏ ky se exponujõÂ testovaneÂ laÂtce v prÏõÂtomnosti i za absence vhodneÂho
metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu. NejcÏasteÏ ji je pouzÏõÂvaÂna post-mitochondriaÂ lnõÂ
frakce doplneÏ naÂ kofaktory, prÏipravenaÂ z jater hlodavcuÊ ovlivneÏnyÂch enzymatickyÂm
induktorem.

1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

PocÏet kultur

Pro kazÏdyÂ experimentaÂlnõÂ bod se pouzÏõÂvajõÂ nejmeÂneÏ dveÏ kultury.

NegativnõÂ a positivnõÂ kontroly

RozpousÏteÏ dlo (jestlizÏe jako rozpousÏteÏdlo nenõÂ pouzÏito kultivacÏnõÂ meÂdium nebo
voda), aktivacÏnõÂ smeÏ s, aktivacÏnõÂ smeÏ s a rozpousÏteÏdlo, a neovlivneÏnaÂ kultura jsou
pouzÏity jako negativnõÂ kontroly.

Mimoto zahrnuje kazÏdyÂ experiment pozitivnõÂ kontrolu. PouzÏije-li se k aktivaci
testovaneÂ chemickeÂ laÂtky smeÏ s pro metabolickou aktivaci, je trÏeba jako pozitivnõÂ
kontrolu pouzÏõÂt sloucÏeninu, kteraÂ prokazatelneÏ vyzÏaduje metabolickou aktivaci.

Koncentrace
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Je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏi koncentrace studovaneÂ laÂtky. RozpeÏ tõÂ koncentracõÂ by
meÏ lo byÂt takoveÂ, aby se hodnota dekadickeÂho logaritmu lisÏila nejmeÂneÏ o jednu,
prÏicÏemzÏ nejvysÏsÏõÂ koncentrace by meÏ la blokovat mitotickou aktivitu asi o 50 %, nebo
vykazovat jineÂ znaÂmky cytotoxicity. JestlizÏe nenõÂ laÂtka toxickaÂ , meÏ la by byÂt
testovaÂna azÏ na hranici rozpustnosti, nebo do maximaÂlnõÂ koncentrace 5 mg/ml.

KultivacÏnõÂ podmõÂnky

Je trÏeba pouzÏõÂvat vhodnaÂ kultivacÏnõÂ meÂdia a dodrzÏovat kultivacÏnõÂ podmõÂnky (naprÏ.
teplotu, kultivacÏnõÂ naÂdoby, koncentraci CO2 a vlhkost).

1 . 2 . 3 Po p i s p o s t u p u

1 .2 .3 .1 PrÏ õÂprava ku l t ur

StabilizovaneÂ buneÏcÏneÂ linie: BunÏ ky se zõÂskajõÂ ze zaÂsobnõÂch kultur (naprÏ. trypsinacõÂ

nebo setrÏepaÂnõÂm), vysejõÂ se ve vhodneÂ hustoteÏ do kultivacÏnõÂch naÂdob a kultivujõÂ prÏi

37 8C.

LidskeÂ lymfocyty: ke kultivacÏnõÂmu meÂdiu se prÏidaÂ fytohemaglutinin, bovinnõÂ seÂrum,

antibiotika a plnaÂ heparinizovanaÂ krev. Kultivace probõÂhaÂ prÏi 37 oC.

1 .2 .3 .2 Expozi ce ku l t ur t e s t ovaneÂ laÂ t ce

(a) Expozice bez smeÏ si pro metabolickou aktivaci

Je trÏeba, aby vsÏechny expozice pokryÂvaly nejmeÂneÏ trvaÂnõÂ jednoho celeÂho
buneÏcÏneÂho cyklu. OkamzÏik fixace je trÏeba volit tak, aby byly analyzovaÂny prvnõÂ
vyskytnuvsÏõÂ se mitoÂzy po expozici.

Pokud expozice nepokryÂvaÂ celou dobu buneÏcÏneÂho cyklu, je trÏeba volit ruÊ zneÂ doby
fixace, aby se akumulovaly bunÏ ky, ktereÂ byly beÏhem expozice v ruÊ znyÂch faÂzõÂch
buneÏ cÏneÂho cyklu (tj. G1, S a G2).

TestovaneÂ chemickeÂ laÂtky se prÏidaÂvajõÂ ke kulturaÂm stabilizovanyÂch buneÏ cÏnyÂch liniõÂ
v exponenciaÂ lnõÂ faÂzi ruÊ stu. Kultury lidskyÂch lymfocytuÊ se exponujõÂ
v semisynchronnõÂ faÂzi ruÊ stu.

(b) Expozice se smeÏ sõÂ pro metabolickou aktivaci

TestovanaÂ laÂtka by meÏ la byÂt prÏõÂtomna spolu s aktivacÏnõÂm systeÂmem co nejdeÂle, anizÏ
by prÏitom vyvolaÂvala toxickyÂ uÂcÏinek na bunÏ ky. Pokud by tato expozice nemeÏ la
z duÊ vodu toxicity obsaÂhnout dobu celeÂho buneÏ cÏneÂho cyklu, je trÏeba volit ruÊ zneÂ doby
fixace, aby se akumulovaly bunÏ ky, ktereÂ byly beÏhem expozice v ruÊ znyÂch faÂzõÂch
buneÏ cÏneÂho cyklu (naprÏ.G1, S a G2).

ZpracovaÂnõÂ buneÏk:

BuneÏ cÏneÂ kultury jsou ovlivneÏ ny inhibitorem deÏ lõÂcõÂho vrÏeteÂnka po odpovõÂdajõÂcõÂ
dobu prÏed jejich zpracovaÂnõÂm. KazÏdaÂ kultura je zpracovaÂvaÂna pro prÏõÂpravu
preparaÂtuÊ k analyÂze chromozoÂmuÊ samostatneÏ .

Je potrÏeba bunÏ ky zpracovat nejmeÂneÏ ve dvou cÏasovyÂch bodech. DoporucÏuje se, aby
jeden cÏasovyÂ bod odpovõÂdal prÏiblizÏneÏ jednomu buneÏcÏneÂmu cyklu a druhyÂ byl
pozdeÏ ji. TõÂm se majõÂ pokryÂt vsÏechny faÂze buneÏ cÏneÂho cyklu a pocÏõÂtat s jeho
prÏõÂpadnyÂm zpozÏdeÏ nõÂm.
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1 .2 .3 .3 Ana lyÂ za chrom ozoÂ muÊ - prÏ õÂprava mikroskop ickyÂ ch preparaÂ tuÊ

PrÏõÂprava zahrnuje vystavenõÂ buneÏk hypotonizaci, fixaci, nanesenõÂ na podlozÏnõÂ
sklõÂcÏko a obarvenõÂ.

AnalyÂza

NejmeÂneÏ 100 dobrÏe rozprostrÏenyÂch metafaÂzõÂ na kulturu se analyzuje na
chromozomoveÂ aberace. PodlozÏnõÂ sklõÂcÏka se prÏed analyÂzou zakoÂdujõÂ. U lidskyÂch
lymfocytuÊ se analyzujõÂ pouze metafaÂze se 46 centromerami.

Ve stabilizovanyÂch buneÏ cÏnyÂch liniõÂch se vyhodnocujõÂ metafaÂze, jejichzÏ pocÏet se od
modaÂlnõÂho pocÏtu lisÏõÂ o + 2 centromery.

KromeÏ toho je trÏeba pro kazÏdou daÂvkovou uÂrovenÏ zhodnotit mitotickyÂ index nebo
jinyÂ ukazatel cytotoxicity.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se shrnou do tabulky. Aberace chromatidoveÂho typu (gapy, zlomy, vyÂmeÏny),
aberace chromozomoveÂho typu (gapy, zlomy, minutes, prstence, dicentrickeÂ a
polycentrickeÂ chromozomy) a pocÏet aberantnõÂch metafaÂzõÂ (vcÏetneÏ gapuÊ a bez gapuÊ )
se uvedou samostatneÏ pro vsÏechny exponovaneÂ kultury a kontrolnõÂ kultury.

UÂ daje se zpracujõÂ odpovõÂdajõÂcõÂmi statistickyÂmi metodami.

VyÂsledky se porovnajõÂ s odpovõÂdajõÂcõÂmi negativnõÂmi kontrolami.

ProvaÂdeÏ jõÂ se nejmeÂneÏ 2 nezaÂvisleÂ experimenty. Jeden experiment bude postacÏujõÂcõÂ,
je-li to veÏ decky zduÊ vodnitelneÂ . NenõÂ nezbytneÏ nutneÂ provaÂdeÏ t druhyÂ experiment za
zcela identickyÂch podmõÂnek jako prvnõÂ experiment. K zõÂskaÂnõÂ uzÏitecÏnyÂch uÂdajuÊ je
mozÏneÂ neÏ ktereÂ podmõÂnky druheÂho experimentu pozmeÏnit.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace :

- pouzÏiteÂ bunÏ ky,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky: slozÏenõÂ meÂdia, koncentrace CO2, teplota prÏi kultivaci,
doba kultivace, daÂvkovaÂnõÂ, doba expozice, doba puÊ sobenõÂ a koncentrace
mitotickeÂho jedu, typ metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu, pozitivnõÂ a negativnõÂ
kontroly,

- pocÏet buneÏ cÏnyÂch kultur,

- pocÏet analyzovanyÂch metafaÂzõÂ (samostatneÂ uÂdaje pro jednotliveÂ kultury,

- mitotickyÂ index nebo jineÂ znaÂmky cytotoxicity

- typ a pocÏet aberacõÂ pro exponovanou a kontrolnõÂ kulturu, modaÂlnõÂ pocÏet
chromozomuÊ v pouzÏityÂch stabilizovanyÂch buneÏ cÏnyÂch liniõÂch,

- statistickeÂ vyhodnocenõÂ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ .
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B.11. MUTAGENITA (ªIN VIVOª CYTOGENETICKAÂ ANALYÂ ZA
CHROMOSOMUÊ KOSTNIÂ DRÏ ENEÏ SAVCUÊ )

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

Tento cytogenetickyÂ test in vivo je kraÂtkodobyÂ test mutagenity pro detekci
strukturaÂlnõÂch chromozomovyÂch aberacõÂ. VsÏeobecneÏ se analyzujõÂ chromozomoveÂ
aberace v prvnõÂch mitoÂzaÂch po expozici. U chemickyÂch mutagenuÊ je veÏ tsÏina
indukovanyÂch aberacõÂ chromatidoveÂho typu.

PrÏi teÂto metodeÏ se pouzÏõÂvajõÂ savci, kteryÂm se vhodnou cestou aplikujõÂ testovaneÂ
laÂtky a kterÏõÂ se v urcÏityÂch okamzÏicõÂch usmrtõÂ pro zpracovaÂnõÂ buneÏk kostnõÂ drÏeneÏ .
PrÏed usmrcenõÂm zvõÂrÏat se tato navõÂc exponujõÂ mitotickeÂmu jedu, naprÏ. kolchicinu, ke
kumulaci deÏ lõÂcõÂch se buneÏ k (C-metafaÂze). Z buneÏ k se prÏipravõÂ mikroskopickeÂ
preparaÂty susÏeneÂ na vzduchu a obarvõÂ se. MetafaÂze se mikroskopicky vysÏetrÏujõÂ
k urcÏenõÂ chromozomovyÂch aberacõÂ.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

TestovaneÂ laÂtky se rozpustõÂ ve fyziologickeÂm roztoku. Pokud jsou v neÏm
nerozpustneÂ , rozpustõÂ se nebo suspendujõÂ ve vhodneÂm vehikulu.

PouzÏõÂvajõÂ se cÏerstveÏ prÏipraveneÂ roztoky testovaneÂ laÂtky. PouzÏije-li se pro usnadneÏ nõÂ
daÂvkovaÂnõÂ vehikulum, nesmõÂ ani reagovat s testovanou laÂtkou, ani puÊ sobit toxicky.

1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

PouzÏõÂvajõÂ se hlodavci, naprÏ. potkani, mysÏi nebo cÏõÂnsÏtõÂ krÏecÏci. ZdravaÂ dospeÏ laÂ
zvõÂrÏata v mladeÂm veÏ ku se naÂhodneÏ rozdeÏ lõÂ do exponovanyÂch a kontrolnõÂch skupin.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

V kazÏdeÂ experimentaÂlnõÂ i kontrolnõÂ skupineÏ se pouzÏõÂvaÂ nejmeÂneÏ peÏ t samic a peÏ t
samcuÊ . Pokud plaÂn experimentu prÏedpoklaÂdaÂ võÂce intervaluÊ zpracovaÂnõÂ po expozici,
je trÏeba pouzÏõÂt 10 zvõÂrÏat na kazÏdyÂ interval zpracovaÂnõÂ a skupinu.

Pro skupinu positivnõÂ kontroly postacÏuje jeden cÏasovyÂ interval zpracovaÂnõÂ buneÏk.

1 .2 .2 .3 ZpuÊ sob ap l ikace

Obvykle by se meÏ ly testovaneÂ laÂtky aplikovat jen jednou. Na zaÂkladeÏ
toxikologickyÂch informacõÂ jsou mozÏneÂ opakovaneÂ aplikace. Jsou vsÏak na mõÂsteÏ jen
tam, kde testovanaÂ laÂtka nemaÂ zÏaÂdneÂ cytotoxickeÂ uÂcÏinky na bunÏ ky kostnõÂ drÏeneÏ .
ObvyklyÂmi zpuÊ soby aplikace jsou oraÂlnõÂ aplikace nebo intraperitoneaÂlnõÂ injekce.
Podle potrÏeby jsou vhodneÂ i jineÂ zpuÊ soby aplikace.



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 251 / 1998Strana 7894 CÏ aÂstka 88

1 .2 .2 .4 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

Pro pozitivnõÂ kontrolu se pouzÏõÂvaÂ laÂtka, o ktereÂ je znaÂmo, zÏe zpuÊ sobuje in vivo
chromozomoveÂ aberace. NegativnõÂ kontrolnõÂ skupina (s rozpousÏteÏdlem) tvorÏõÂ rovneÏ zÏ
soucÏaÂst kazÏdeÂho experimentu.

1 .2 .2 .5 Volba daÂ vek

V zaÂkladnõÂm kroku se pouzÏõÂvaÂ jedna daÂvka testovaneÂ laÂtky. Jde o maximaÂlnõÂ
tolerovanou daÂvku nebo takovou daÂvku, kteraÂ vyvolaÂvaÂ urcÏiteÂ prÏõÂznaky cytotoxicity,
naprÏ. cÏaÂstecÏnou inhibici mitoÂzy.

MaximaÂlnõÂ (limitnõÂ) daÂvka u ¹netoxickyÂchª sloucÏenin, jejõÂzÏ efekt po jednoraÂzoveÂ
aplikaci musõÂ byÂt zhodnocen, je 2 000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti.

JestlizÏe se pouzÏije opakovaneÂ daÂvkovaÂnõÂ, limitnõÂ daÂvka je 1000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ
hmotnosti a den.

Je mozÏno zvolit dalsÏõÂ daÂvky, je-li pro to veÏdeckyÂ podklad.

Pokud test slouzÏõÂ jako verifikacÏnõÂ metoda, meÏ la by se pouzÏõÂt nejmeÂneÏ dveÏ dalsÏõÂ
daÂvkovaÂnõÂ.

1 . 2 . 3 Po p i s p o s t u p u

Test muÊ zÏe byÂt proveden dveÏ mi ruÊ znyÂmi zpuÊ soby:

(a) ZvõÂrÏatuÊ m se jednou aplikuje maximaÂlnõÂ tolerovanaÂ daÂvka. BunÏ ky jsou odebõÂraÂny
24 h po aplikaci. JestlizÏe vyÂsledky jsou v teÂto faÂzi jasneÏ positivnõÂ, dalsÏõÂ odbeÏ r buneÏ k
nenõÂ nutnyÂ. JestlizÏe vsÏak vyÂsledky jsou negativnõÂ, nebo pochybneÂ, zvolõÂ se dva
cÏasoveÂ intervaly odbeÏ ru buneÏ k v rozmezõÂ 6 - 48 h, aby testovanou laÂtkou byl
ovlivneÏn celyÂ buneÏ cÏnyÂ cyklus.

JestlizÏe jsou pouzÏity dalsÏõÂ uÂ rovneÏ daÂvek, zpracovaÂnõÂ by se meÏ lo proveÂst
v nejcitliveÏ jsÏõÂm cÏasoveÂm intervalu a pokud nenõÂ znaÂm, pak 24 h po aplikaci.

(b) Pokud z informacõÂ o farmakokinetice a metabolismu vyplyÂvaÂ , zÏe jsou vhodneÂ
opakovaneÂ aplikace, jsou mozÏneÂ . ZvõÂrÏata by se pak meÏ la usmrtit 6 a 24 hodin po
poslednõÂ aplikaci.

ZpracovaÂnõÂ kostnõÂ drÏeneÏ

PrÏed usmrcenõÂm zvõÂrÏat se jim intraperitoneaÂlneÏ vstrÏõÂkne vhodnaÂ daÂvka mitotickeÂho
jedu, aby se zõÂskal dostatecÏneÏ velkyÂ pocÏet buneÏk, ktereÂ jsou v C-metafaÂzi. KostnõÂ
drÏenÏ se zõÂskaÂ vyplaÂchnutõÂm izotonickyÂm roztokem z obou stehennõÂch kostõÂ zvõÂrÏat,
kteraÂ byla usmrcena bezprostrÏedneÏ prÏedtõÂm. Po vhodneÂm hypotonickeÂm zpracovaÂnõÂ
se bunÏ ky fixujõÂ, nakapou na sklõÂcÏko a po vysusÏenõÂ na vzduchu se obarvõÂ.

AnalyÂza

PodlozÏnõÂ sklõÂcÏka se prÏed mikroskopickou analyÂzou zakoÂdujõÂ. Na jedno zvõÂrÏe se
vysÏetrÏuje na strukturaÂlnõÂ chromozoÂmoveÂ aberace nejmeÂneÏ 50 dobrÏe rozprostrÏenyÂch
metafaÂzõÂ s uÂplnyÂm pocÏtem centromer. Mimoto je mozÏno pro kazÏdeÂ zvõÂrÏe stanovit
mitotickyÂ index.

2. UÂ DAJE
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UÂ daje se shrnou do tabulky. ChromatidoveÂ a izochromatidoveÂ aberace (gapy,
zlomy, vyÂmeÏ ny), a mitotickeÂ indexy, pokud byly zjisÏteÏny, se uvedou samostatneÏ pro
vsÏechna exponovanaÂ i kontrolnõÂ zvõÂrÏata. Mimoto je trÏeba pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ
i kontrolnõÂ skupinu uveÂst pruÊ meÏ rneÂ hodnoty a smeÏ rodatneÂ odchylky. UÂ daje se
vyhodnotõÂ pomocõÂ vhodnyÂch statistickyÂch metod.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace :

- druh, kmen a staÂrÏõÂ pouzÏityÂch zvõÂrÏat,

- pocÏet zvõÂrÏat (samcuÊ /samic) v experimentaÂlnõÂch a kontrolnõÂch skupinaÂch,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky: detailnõÂ popis expozice resp. odbeÏ r vzorkuÊ , daÂvkovaÂnõÂ,
trvaÂnõÂ expozice, pouzÏityÂ mitotickyÂ jed a jeho koncentrace,

- pocÏet analyzovanyÂch metafaÂzõÂ na jedno zvõÂrÏe,

- mitotickyÂ index, pokud je znaÂm,

- druh a pocÏet aberacõÂ samostatneÏ pro exponovanaÂ a kontrolnõÂ zvõÂrÏata,

- statistickeÂ vyhodnocenõÂ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ .
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B.12. MUTAGENITA (MICRONUCLEUS TEST)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

Mikronukleus test je kraÂtkodobyÂ test pro duÊ kaz posÏkozenõÂ chromozomuÊ nebo
posÏkozenõÂ deÏ licõÂho aparaÂtu chemickyÂmi laÂtkami in vivo. ZaÂkladem teÂto metody je
zvyÂsÏenyÂ vyÂskyt mikrojader v polychromatickyÂch erytrocytech exponovanyÂch zvõÂrÏat
ve srovnaÂnõÂ s kontrolnõÂmi zvõÂrÏaty.

MikrojaÂdra se tvorÏõÂ z fragmentuÊ chromozomuÊ nebo celyÂch chromozoÂmuÊ
opozÏdeÏ nyÂch v mitoÂ se. PrÏi vyÂvoji erytrocytuÊ z erytroblastuÊ je jaÂdro vytlacÏeno,
zatõÂmco mikronukleus muÊ zÏe zuÊ stat v cytoplasmeÏ . V tomto testu se proto
vyhodnocujõÂ mladeÂ polychromnõÂ erytrocyty z kostnõÂ drÏeneÏ laboratornõÂch savcuÊ ,
kteryÂm byla vhodnou cestou aplikovaÂna testovanaÂ laÂtka. KostnõÂ drÏenÏ se vyplaÂchne
ze stehennõÂch kostõÂ zvõÂrÏat, zhotovõÂ se naÂteÏ ry a obarvõÂ se. Mikroskopicky se zjisÏt'uje
pocÏet mikrojader v polychromnõÂch erytrocytech a mimoto se stanovõÂ pomeÏ r
polychromnõÂch erytrocytuÊ k normochromnõÂm.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

TestovaneÂ laÂtky se rozpustõÂ v isotonickeÂm roztoku. Pokud jsou v neÏm nerozpustneÂ ,
rozpustõÂ se nebo se suspendujõÂ ve vhodneÂm vehikulu. PouzÏije±li se vehikulum,
nesmõÂ ani reagovat s testovanou laÂtkou, ani puÊ sobit toxicky. Obvykle se pouzÏõÂvajõÂ
cÏerstveÏ prÏipraveneÂ roztoky testovaneÂ laÂtky.

1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

DoporucÏuje se pouzÏõÂvat mysÏi, je vsÏak mozÏno pouzÏõÂvat i jineÂ savce. ZdravaÂ dospeÏ laÂ
zvõÂrÏata v mladeÂm veÏ ku se naÂhodneÏ rozdeÏ lõÂ do exponovanyÂch a kontrolnõÂch skupin.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

V kazÏdeÂ experimentaÂlnõÂ i kontrolnõÂ skupineÏ se pouzÏõÂvaÂ nejmeÂneÏ peÏ t samic a peÏ t
samcuÊ . Pokud plaÂn experimentu prÏedpoklaÂdaÂ võÂce intervaluÊ zpracovaÂnõÂ po expozici,
je trÏeba pouzÏõÂt 10 zvõÂrÏat na kazÏdyÂ interval zpracovaÂnõÂ a skupinu. Pro skupinu
positivnõÂ kontroly postacÏuje jeden cÏasovyÂ interval zpracovaÂnõÂ buneÏk.

1 .2 .2 .3 ZpuÊ sob ap l ikace

Obvykle by se meÏ ly testovaneÂ laÂtky aplikovat jen jednou. Na zaÂkladeÏ
toxikologickyÂch informacõÂ jsou mozÏneÂ opakovaneÂ aplikace. Jsou vsÏak na mõÂsteÏ jen
tam, kde testovanaÂ laÂtka nemaÂ zÏaÂdneÂ cytotoxickeÂ uÂcÏinky na bunÏ ky kostnõÂ drÏeneÏ .
ObvyklyÂmi zpuÊ soby aplikace jsou oraÂlnõÂ aplikace nebo intraperitoneaÂlnõÂ injekce.
Podle potrÏeby jsou vhodneÂ i jineÂ zpuÊ soby aplikace.
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1 .2 .2 .4 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

PrÏi kazÏdeÂm experimentu se pouzÏõÂvajõÂ jak pozitivnõÂ, tak negativnõÂ (s rozpousÏteÏdlem)
kontroly.

1 .2 .2 .5 Volba daÂ vek

V zaÂkladnõÂm kroku se pouzÏõÂvaÂ jedna daÂvka testovaneÂ laÂtky. Jde o maximaÂlnõÂ
tolerovanou daÂvku nebo takovou daÂvku, kteraÂ vyvolaÂvaÂ urcÏiteÂ prÏõÂznaky cytotoxicity,
naprÏ. zmeÏ nu v pomeÏ ru polychromnõÂch a normochromnõÂch erytrocytuÊ

MaximaÂlnõÂ (limitnõÂ) daÂvka u ¹netoxickyÂchª sloucÏenin, jejõÂzÏ efekt po jednoraÂzoveÂ
aplikaci musõÂ byÂt zhodnocen, je 2 000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti.

JestlizÏe se pouzÏije opakovaneÂ daÂvkovaÂnõÂ, limitnõÂ daÂvka je 1000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ
hmotnosti a den.

Je mozÏno zvolit dalsÏõÂ daÂvky, je-li pro to veÏdeckyÂ podklad.

Pokud test slouzÏõÂ jako verifikacÏnõÂ metoda, meÏ la by se pouzÏõÂt nejmeÂneÏ dveÏ dalsÏõÂ
daÂvkovaÂnõÂ.

1 . 2 . 3 Po p i s p o s t u p u

Test muÊ zÏe probõÂhat dveÏ ma ruÊ znyÂmi zpuÊ soby:

(a) ZvõÂrÏata jsou exponovaÂna testovaneÂ laÂtce jednou. ZpracovaÂnõÂ by se meÏ lo proveÂst
v okamzÏiku nejvysÏsÏõÂ cÏetnosti mikrojader, kteryÂ se vsÏak muÊ zÏe lisÏit u ruÊ znyÂch laÂtek.
Proto je kostnõÂ drÏenÏ odebõÂraÂna nejmeÂneÏ ve dvou intervalech ne vsÏak drÏõÂve nezÏ 12 h a
ne pozdeÏ ji nezÏ 48 h po aplikaci testovaneÂ laÂtky.

JestlizÏe jsou pouzÏity dalsÏõÂ uÂ rovneÏ daÂvek, zpracovaÂnõÂ by se meÏ lo proveÂst
v nejcitliveÏ jsÏõÂm okamzÏiku a pokud nenõÂ znaÂm, pak 24 h po aplikaci.

(b) Pokud z informacõÂ o farmakokinetice a metabolismu vyplyÂvaÂ , zÏe jsou vhodneÂ
opakovaneÂ aplikace, je mozÏneÂ je pouzÏõÂt. ZvõÂrÏata by se pak meÏ la usmrtit v jednom
intervalu ne drÏõÂve, nezÏ 12 h po poslednõÂ aplikaci.

ZpracovaÂnõÂ kostnõÂ drÏeneÏ

KostnõÂ drÏenÏ se zõÂskaÂ vyplaÂchnutõÂm bovinnõÂm seÂrem z obou stehennõÂch kostõÂ zvõÂrÏat,
kteraÂ byla usmrcena bezprostrÏedneÏ prÏedtõÂm. Sedimentace buneÏk se provaÂdõÂ
centrifugovaÂnõÂm, supernatant se odstranõÂ. Kapky homogennõÂ buneÏ cÏneÂ suspenze se
nanesou na podlozÏnõÂ sklõÂcÏko, prÏipravõÂ se naÂteÏ ry a po vysusÏenõÂ na vzduchu se obarvõÂ.

AnalyÂza

PodlozÏnõÂ sklõÂcÏka se prÏed mikroskopickou analyÂzou zakoÂdujõÂ. Na jedno zvõÂrÏe se pro
stanovenõÂ cÏetnosti mikronukleuÊ analyzuje nejmeÂneÏ 1000 polychromnõÂch erytrocytuÊ .

PomeÏ r normochromnõÂch erytrocytuÊ k polychromnõÂm se stanovõÂ pro kazÏdeÂ jednotliveÂ
zvõÂrÏe z 1000 erytrocytuÊ .

2. UÂ DAJE

UÂ daje se shrnou do tabulky. PocÏet vyhodnocenyÂch polychromnõÂch erytrocytuÊ , pocÏet
polychromnõÂch erytrocytuÊ s mikronukley, procento buneÏk s mikronukley a pomeÏ r
normochromnõÂch a polychromnõÂch erytrocytuÊ se uvedou samostatneÏ pro vsÏechna
exponovanaÂ zvõÂrÏata i pro kontrolnõÂ zvõÂrÏata. Mimoto je trÏeba pro kazÏdou
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experimentaÂlnõÂ i kontrolnõÂ skupinu uveÂst pruÊ meÏ rneÂ hodnoty a smeÏ rodatneÂ odchylky.
UÂ daje se vyhodnotõÂ pomocõÂ vhodnyÂch statistickyÂch metod.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace :

- druh, kmen a staÂrÏõÂ pouzÏityÂch zvõÂrÏat,

- pocÏet zvõÂrÏat (samcuÊ /samic) v experimentaÂlnõÂch a kontrolnõÂch skupinaÂch,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky: detailnõÂ popis expozice a odbeÏ ru vzorkuÊ , daÂvkovaÂnõÂ,
uÂdaje o toxiciteÏ , o negativnõÂch a pozitivnõÂch kontrolaÂch,

- kriteÂria pro klasifikaci mikronukleuÊ ,

- vztah daÂvka-uÂcÏinek, je-li to mozÏneÂ

- statistickeÂ vyhodnocenõÂ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ .
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B.13. MUTAGENITA (ESCHERICHIA COLI - TEST ZPEÏ TNEÂ MUTACE)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

ReverznõÂ systeÂm na tryptofanu (trp) zaÂvislyÂch kmenuÊ E. coli je mikrobiaÂ lnõÂ test,
v neÏ mzÏ se meÏ rÏõÂ zmeÏ na trp- Õ trp+ indukovanaÂ chemickyÂmi laÂtkami, ktereÂ zpuÊ sobujõÂ
zaÂmeÏny bazõÂ v genomu organismu.

Bakterie se vystavõÂ puÊ sobenõÂ testovaneÂ laÂtky s prÏõÂdavkem a bez prÏõÂdavku systeÂmu
metabolickeÂ aktivace. Po prÏimeÏ rÏeneÂ inkubacÏnõÂ dobeÏ na minimaÂlnõÂm meÂdiu se
spocÏõÂtajõÂ kolonie revertant a porovnajõÂ s pocÏtem spontaÂnnõÂch revertujõÂcõÂch buneÏk
v neovlivneÏ neÂ kontrolnõÂ kulturÏe a v kontrolnõÂ kulturÏe s prÏõÂdavkem pouze
rozpousÏteÏ dla.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

K provedenõÂ experimentu je mozÏno pouzÏõÂt dvou metod:

(1) metody s prÏedinkubacõÂ

(2) prÏõÂmyÂ miskovyÂ test; prÏi neÏ m se smõÂsõÂ bakterie a testovanaÂ laÂtka s vrchnõÂm
agarem a vylije se na povrch Petriho misky se selektivnõÂm meÂdiem.

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

1 .2 .1 .1 Bak ter i e

Bakterie se kultivujõÂ prÏi 37 8C do pozdnõÂ exponenciaÂ lnõÂ, resp. do cÏasneÂ stacionaÂrnõÂ
faÂze. Hustota buneÏ k maÂ cÏinit asi 108 - 109 na 1 ml.

1 .2 .1 .2 Metabo l i ckaÂ ak t i vac e

Bakterie majõÂ byÂt vystaveny puÊ sobenõÂ testovaneÂ laÂtky jak s prÏõÂdavkem, tak i bez
prÏõÂdavku vhodneÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu. NejcÏasteÏ ji uzÏõÂvanyÂ systeÂm
je postmitochondriaÂ lnõÂ frakce prÏipravenaÂ z jater hlodavcuÊ po aplikaci laÂtek
indukujõÂcõÂch enzymy a doplneÏ naÂ kofaktory.

1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 Tes tovac õÂ km eny

PouzÏõÂvajõÂ se trÏi kmeny - WP2, WP2 uvr A a WP2 uvr A pKM 101. Je nezbytneÂ
pouzÏõÂvat standardizovaneÂ metody kultivace a uchovaÂvaÂnõÂ kultur kmenuÊ . Je trÏeba
kontrolovat podmõÂnky ruÊ stu a genetickeÂ vlastnosti kmenuÊ , jejich citlivost vuÊ cÏi
ultrafialoveÂmu zaÂrÏenõÂ a mitomycinu C a rezistenci kmene WP2 uvr A pKM 101
vuÊ cÏi ampicilinu. PocÏet spontaÂnnõÂch revertant maÂ byÂt pro vsÏechny kmeny v rozmezõÂ
ocÏekaÂvaneÂho rozptylu.

1 .2 .2 .2 MeÂ d ia
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Pro ruÊ st a selekci mutantuÊ se pouzÏõÂvaÂ vhodneÂ selektivnõÂ meÂdium spolecÏneÏ
s vhodnyÂm vrchnõÂm agarem.

1 .2 .2 .3 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

Je nutno soucÏasneÏ nasadit jak neexponovaneÂ kultury, tak kultury doplneÏneÂ
rozpousÏteÏ dly. PozitivnõÂ kontroly je nutno provaÂdeÏ t pro tyto dva uÂcÏely:

a) PotvrzenõÂ citlivosti bakteriaÂ lnõÂch kmenuÊ . Pro testy bez metabolickeÂ aktivace je
mozÏno jako positivnõÂ kontroly pouzÏõÂvat metylmetansulfonaÂt, 4-nitrochinolinoxid
nebo etylnitrosomocÏovinu.

b) DuÊ kaz aktivity odpovõÂdajõÂcõÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu. Jako
pozitivnõÂ kontrolnõÂ laÂtka je pro oveÏ rÏenõÂ metabolickeÂ aktivity pro vsÏechny kmeny
vhodnyÂ 2-aminoantracen. Pokud je to mozÏneÂ , meÏ la by se pozitivnõÂ kontrola proveÂst
s laÂtkou, kteraÂ patrÏõÂ ke stejneÂ trÏõÂdeÏ chemickyÂch laÂtek jako testovanaÂ laÂtka.

1 .2 .2 .4 Koncen t rac e t e s t ovaneÂ l aÂ t ky na j ednu misku

PouzÏije se nejmeÂneÏ peÏ t ruÊ znyÂch koncentracõÂ testovaneÂ laÂtky, ktereÂ se od sebe lisÏõÂ
o semilogaritmickeÂ rozdõÂly. LaÂtky se zkousÏejõÂ azÏ po mez rozpustnosti resp. toxicity.
Toxicita se prokaÂzÏe snõÂzÏenõÂm pocÏtu spontaÂnnõÂch revertant, snõÂzÏenyÂm ruÊ stem pozadõÂ
nebo na zaÂkladeÏ prÏezÏõÂvaÂnõÂ bakteriõÂ v exponovanyÂch kulturaÂch. NetoxickeÂ laÂtky je
trÏeba testovat azÏ do koncentrace 5 mg/misku, nezÏ je mozÏno je povazÏovat za
negativnõÂ.

1 .2 .2 .5 PodmõÂnky inkubace

Inkubace misek se provaÂdõÂ prÏi 37 8C 48 azÏ 72 hodin.

1 .2 .3 Po p i s p o s t u p u

PrÏi prÏõÂmeÂm miskoveÂm testu bez metabolickeÂ aktivace se prÏidaÂ testovanaÂ laÂtka a
0,1 ml cÏerstveÂ bakteriaÂ lnõÂ kultury k 2,0 ml vrchnõÂho agaru. PrÏi testech
s metabolickou aktivacõÂ se po prÏidaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky a bakteriõÂ k vrchnõÂmu agaru
prÏidaÂ 0,5 ml aktivacÏnõÂ smeÏ si s vhodnyÂm mnozÏstvõÂm postmitochondriaÂ lnõÂ frakce.
Obsah kazÏdeÂ zkumavky se promõÂsõÂ a vylije na povrch misky se selektivnõÂm meÂdiem.
Po ztuhnutõÂ vrchnõÂho agaru se misky inkubujõÂ prÏi 37 8C 48 azÏ 72 hodin. Po uplynutõÂ
inkubacÏnõÂ doby se spocÏõÂtajõÂ revertantnõÂ kolonie na misku.

PrÏi metodeÏ s prÏedinkubacõÂ se prÏipravõÂ smeÏ s z testovaneÂ laÂtky, 0,1 ml cÏerstveÂ
bakteriaÂ lnõÂ kultury a vhodneÂho mnozÏstvõÂ aktivacÏnõÂ smeÏ si nebo stejneÂho mnozÏstvõÂ
tlumiveÂho roztoku a urcÏitou dobu se inkubuje, nezÏ se prÏidaÂ 2,0 ml vrchnõÂho agaru.
DalsÏõÂ pruÊ beÏ h se nelisÏõÂ od miskoveÂ metody.

U obou metod je nutno pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏõÂ misek na jednu koncentraci.

2. UÂ DAJE

Uvedou se pocÏty revertantnõÂch koloniõÂ na misku jak pro kontrolnõÂ seÂrie, tak pro
seÂrie s testovanou laÂtkou. Je trÏeba uveÂst jednotliveÂ i pruÊ meÏ rneÂ hodnoty revertant na
misku a smeÏ rodatneÂ odchylky jak pro testovanou laÂtku, tak pro kontrolnõÂ stanovenõÂ.

UÂ daje se vyhodnotõÂ pomocõÂ vhodnyÂch statistickyÂch metod.
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Je trÏeba proveÂst nejmeÂneÏ dva nezaÂvisleÂ pokusy. NenõÂ nutneÂ , aby druhyÂ pokus
probeÏhl identicky s prvnõÂm experimentem. MuÊ zÏe byÂt vyÂhodneÂ zmeÏnit urcÏiteÂ
podmõÂnky testu a zõÂskat tak dalsÏõÂ duÊ lezÏiteÂ uÂdaje.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace :

- bakterie a pouzÏiteÂ kmeny;

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky: koncentrace, toxicita, slozÏenõÂ meÂdiõÂ, metodika
(preinkubace - inkubace), metabolickyÂ aktivacÏnõÂ systeÂm, referencÏnõÂ laÂtky,
negativnõÂ kontroly;

- pocÏet koloniõÂ na misku, pruÊ meÏ rnaÂ hodnota revertant na misku, smeÏ rodatnaÂ
odchylka, vztah daÂvka-uÂcÏinek, pokud je to mozÏneÂ ;

- diskuse vyÂsledkuÊ ;

- vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ .
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B.14. MUTAGENITA (SALMONELLA TYPHIMURIUM - TEST ZPEÏ TNEÂ

MUTACE)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

ReverznõÂ systeÂm na histidinu (his) zaÂvislyÂch kmenuÊ Salmonelly typhimurium je
mikrobiaÂ lnõÂ test, ve ktereÂm se meÏ rÏõÂ zmeÏna his- Õ his+ indukovanaÂ chemickyÂmi
laÂtkami typu zaÂmeÏ ny bazõÂ nebo posunovyÂch mutacõÂ v genomu organismu.

Bakterie se vystavõÂ puÊ sobenõÂ testovaneÂ laÂtky s prÏõÂdavkem a bez prÏõÂdavku
metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu a nanesou se na minimaÂlnõÂ meÂdium. Po
prÏimeÏ rÏeneÂ inkubacÏnõÂ dobeÏ se spocÏõÂtajõÂ kolonie revertovanyÂch buneÏk a porovnajõÂ
s pocÏtem spontaÂnnõÂch revertant v neexponovaneÂ kontrolnõÂ kulturÏe a v kontrolnõÂ
kulturÏe s prÏõÂdavkem pouze rozpousÏteÏdla.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

1 .2 .1 .1 Bak ter i e

CÏ erstveÏ prÏipraveneÂ bakteriaÂ lnõÂ kultury se kultivujõÂ prÏi 37 8C do pozdnõÂ
exponenciaÂ lnõÂ, resp. do cÏasneÂ stacionaÂrnõÂ faÂze ruÊ stu. Hustota buneÏ k maÂ cÏinit asi
108 - 109 buneÏ k na ml.

1 .2 .1 .2 Metabo l i ckaÂ ak t i vac e

Bakterie majõÂ byÂt vystaveny puÊ sobenõÂ testovaneÂ laÂtky jak s prÏõÂdavkem, tak i bez
prÏõÂdavku vhodneÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu. NejcÏasteÏ ji uzÏõÂvanyÂ systeÂm
je postmitochondriaÂ lnõÂ frakce prÏipravenaÂ z jater hlodavcuÊ po aplikaci laÂtek
indukujõÂcõÂch enzymy a doplneÏ naÂ kofaktory.

1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 Tes tovac õÂ km eny

Je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ cÏtyrÏi kmeny - TA 1535, TA 1537 nebo TA 97, TA 98 a TA
100. DoplnÏ koveÏ je mozÏno pouzÏõÂvat dalsÏõÂ kmeny jako TA 1538 a TA102. Je
nezbytneÂ pouzÏõÂvat jednotneÂ metody kultivace a uchovaÂvaÂnõÂ kultur kmenuÊ . MusõÂ byÂt
kontrolovaÂny podmõÂnky ruÊ stu a genetickeÂ vlastnosti kmenuÊ , jejich citlivost vuÊ cÏi
ultrafialoveÂmu zaÂrÏenõÂ a krystaloveÂ violeti a jejich rezistenci vuÊ cÏi ampicilinu. PocÏet
spontaÂnnõÂch revertant se maÂ pohybovat pro vsÏechny kmeny v rozmezõÂ ocÏekaÂvaneÂho
rozptylu.

1 .2 .2 .2 MeÂ d ia

Je trÏeba pouzÏõÂvat vhodneÂ selektivnõÂ meÂdium v kombinaci s vhodnyÂm vrchnõÂm
agarem.
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1 .2 .2 .3 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

Je nutno soucÏasneÏ nasadit jak neexponovaneÂ kultury, tak kontrolnõÂ kultury
exponovaneÂ rozpousÏteÏ dluÊ m.

PozitivnõÂ kontroly je nutno provaÂdeÏ t pro tyto dva uÂcÏely:

a) PotvrzenõÂ citlivosti bakteriaÂ lnõÂch kmenuÊ . Pro testy bez metabolickeÂ aktivace je
mozÏno pouzÏõÂvat tyto laÂtky:

Kmen LaÂtka pouzÏõÂvanaÂ pro reverzi

TA 1535, TA 100 azid sodnyÂ

TA 1538, TA 98, TA 97 2-nitrofluoren

TA 1537 9-aminoakridin

TA 102 kumenhydroperoxid

b) DuÊ kaz aktivity vhodneÂho metabolizujõÂcõÂho systeÂmu. Jako pozitivnõÂ kontrolnõÂ
laÂtka je pro oveÏ rÏenõÂ metabolickeÂ aktivity pro vsÏechny kmeny vhodnyÂ
2-aminoantracen. Pokud je to mozÏneÂ , meÏ la by se pozitivnõÂ kontrola proveÂst s laÂtkou,
kteraÂ patrÏõÂ ke stejneÂ trÏõÂdeÏ chemickyÂch laÂtek jako testovanaÂ laÂtka.

1 .2 .2 .4 Koncen t rac e t e s t ovaneÂ l aÂ t ky na j ednu misku

PouzÏije se nejmeÂneÏ peÏ t ruÊ znyÂch koncentracõÂ testovaneÂ laÂtky, ktereÂ se od sebe lisÏõÂ
o semilogaritmickeÂ rozdõÂly. LaÂtky se zkousÏejõÂ azÏ po mez rozpustnosti resp. toxicity.
Toxicita se prokaÂzÏe snõÂzÏenõÂm pocÏtu spontaÂnnõÂch revertant, snõÂzÏenyÂm ruÊ stem pozadõÂ
nebo podle prÏezÏõÂvaÂnõÂ bakteriõÂ v exponovanyÂch kulturaÂch. NetoxickeÂ laÂtky je trÏeba
zkousÏet azÏ do koncentrace 5 mg/misku, nezÏ je mozÏno je povazÏovat za negativnõÂ.

1 .2 .2 .5 PodmõÂnky inkubace

Inkubace misek se provaÂdõÂ prÏi 37 8C 48 azÏ 72 hodin.

1 .2 .3 Po p i s p o s t u p u

PrÏi prÏõÂmeÂm miskoveÂm testu bez metabolickeÂ aktivace se prÏidaÂ testovanaÂ laÂtka a
0,1 ml cÏerstveÂ bakteriaÂ lnõÂ kultury k 2,0 ml vrchnõÂho agaru. PrÏi testech
s metabolickou aktivacõÂ se po prÏidaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky a bakteriõÂ k vrchnõÂmu agaru
prÏidaÂ 0,5 ml aktivacÏnõÂ smeÏ si s vhodnyÂm mnozÏstvõÂm postmitochondriaÂ lnõÂ frakce.
Obsah kazÏdeÂ zkumavky se promõÂsõÂ a vylije na povrch misky se selektivnõÂm meÂdiem.
Po ztuhnutõÂ vrchnõÂho agaru se misky inkubujõÂ prÏi 37 8C 48 azÏ 72 hodiny. Po
uplynutõÂ inkubacÏnõÂ doby se spocÏõÂtajõÂ revertantnõÂ kolonie na misku. PrÏi metodeÏ
s prÏedinkubacõÂ se prÏipravõÂ smeÏ s sledovaneÂ laÂtky, 0,1 ml cÏerstveÂ bakteriaÂ lnõÂ kultury,
vhodneÂho mnozÏstvõÂ aktivacÏnõÂ smeÏ si nebo stejneÂho mnozÏstvõÂ tlumiveÂho roztoku a
prÏedbeÏ zÏneÏ se inkubuje, nacÏezÏ se prÏidaÂ 2,0 ml vrchnõÂho agaru. DalsÏõÂ pruÊ beÏh se nelisÏõÂ
od miskoveÂ metody.

U obou metod je nutno pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏõÂ misek na jednu koncentraci.
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2. UÂ DAJE

Uvedou se pocÏty revertantnõÂch koloniõÂ na misku jak pro kontrolnõÂ seÂrie, tak pro
seÂrie s testovanou laÂtkou.

Je trÏeba uveÂst jednotliveÂ i pruÊ meÏ rneÂ hodnoty revertantnõÂch koloniõÂ na misku a
smeÏ rodatneÂ odchylky jak pro testovanou laÂtku, tak pro kontrolnõÂ stanovenõÂ.

UÂ daje se vyhodnotõÂ pomocõÂ vhodnyÂch statistickyÂch metod.

Je trÏeba proveÂst nejmeÂneÏ dva nezaÂvisleÂ pokusy. NenõÂ nutneÂ, aby druhyÂ pokus
probeÏhl identicky s prvnõÂm experimentem. MuÊ zÏe byÂt vyÂhodneÂ zmeÏnit urcÏiteÂ
podmõÂnky testu a zõÂskat tak dalsÏõÂ duÊ lezÏiteÂ uÂdaje.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje pokud mozÏno tyto informace:

- bakterie a pouzÏityÂ kmen,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky: koncentrace, toxicita, slozÏenõÂ meÂdiõÂ, metody
(preinkubace - inkubace), metabolickyÂ aktivacÏnõÂ systeÂm, referencÏnõÂ laÂtky,
negativnõÂ kontroly,

- pocÏet koloniõÂ na misku, pruÊ meÏ rnaÂ hodnota revertantnõÂch koloniõÂ na misku,
smeÏ rodatnaÂ odchylka, vztah daÂvka-uÂcÏinek, pokud je to mozÏneÂ ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ .
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B.15 GENOVEÂ MUTACE - SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

RuÊ zneÂ haploidnõÂ a diploidnõÂ kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae mohou byÂt
uzÏity pro urcÏenõÂ produkce genovyÂch mutacõÂ indukovanyÂch chemickyÂmi laÂtkami bez
a s metabolickou aktivacõÂ.

Jsou vyuzÏõÂvaÂny forward mutacÏnõÂ systeÂmy u haploidnõÂch kmenuÊ , jako je
mõÂravznikumutacõÂ z cÏervenyÂch, adenin vyzÏadujõÂcõÂch mutant (ade-l, ade-2) na
dvojiteÂ , adenin vyzÏadujõÂcõÂ bõÂleÂ mutanty a selektivnõÂ systeÂmy jako je indukce
resistence ke canavaninu a cykloheximidu.

NejleÂpe oveÏ rÏenyÂ reversnõÂ mutacÏnõÂ systeÂm zahrnuje vyuzÏitõÂ haploidnõÂho kmene XV
185-14C s okrovyÂmi (ochre) nonsense mutacemi ade 2-l, arg 4-17, lys 1-1 a trp
5-48. Mutace jsou vratneÂ puÊ sobenõÂm mutagenuÊ typu zaÂmeÏny bazõÂ, ktereÂ indukujõÂ
mutace ve specifickeÂm mõÂsteÏ , nebo okroveÂ supresoroveÂ mutace. XV 185-14C nese
rovneÏ zÏ his 1 -7 marker, missense mutaci, revertovanou prÏevaÂzÏneÏ mutacemi v dalsÏõÂm
mõÂsteÏ a marker hom 3-10, kteryÂ je revertovaÂn posunovyÂmi mutageny.

U diploidnõÂch kmenuÊ S. cerevisiae je jedinyÂm sÏiroce vyuzÏõÂvanyÂm kmenem D7, kteryÂ
je homozygotnõÂ pro ilv 1-92.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

Roztoky testovanyÂch laÂtek a kontrol majõÂ byÂt prÏipraveny teÏ sneÏ prÏed testovaÂnõÂm za
pouzÏitõÂ vhodneÂho vehikula. U organickyÂch laÂtek ve vodeÏ nerozpustnyÂch se nemaÂ
uzÏõÂt roztok vysÏsÏõÂ nezÏ 2 objemovaÂ % v organickyÂch rozpousÏteÏdlech jako je etanol,
aceton nebo dimetylsulfoxid (DMSO). FinaÂlnõÂ koncentrace vehikula nemaÂ
vyÂznamneÏ ovlivnit zÏivotnost a charakteristiky ruÊ stu.

M e t a b o l i c k aÂ a k t i v a c e

BunÏ ky majõÂ byÂt exponovaÂny testovanyÂm laÂtkaÂm jak v prÏõÂtomnosti, tak
v neprÏõÂtomnosti vhodneÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu.

NejcÏasteÏ ji uzÏõÂvanyÂm systeÂmem je postmitochondriaÂ lnõÂ frakce prÏipravenaÂ z jater
hlodavcuÊ po aplikaci laÂtek indukujõÂcõÂch enzymy a doplneÏnaÂ kofaktory. UzÏitõÂ jinyÂch
druhuÊ , tkaÂnõÂ, postmitochondriaÂ lnõÂch frakcõÂ cÏi postupuÊ muÊ zÏe byÂt rovneÏ zÏ vhodneÂ pro
metabolickou aktivaci.

1 . 2 . 2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 Tes tovac õÂ km eny

HaploidnõÂ kmen XV 185-14C a diploidnõÂ kmen D7 jsou nejuzÏõÂvaneÏ jsÏõÂ pro studie
genovyÂch mutacõÂ. JineÂ kmeny mohou byÂt rovneÏ zÏ vhodneÂ.
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1 .2 .2 .2 Media

OdpovõÂdajõÂcõÂ kultivacÏnõÂ media jsou uzÏõÂvaÂna pro urcÏenõÂ pocÏtu prÏezÏõÂvajõÂcõÂch a
mutovanyÂch buneÏ k.

1 .2 .2 .3 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

PositivnõÂ, neovlivneÏ neÂ a rozpousÏteÏdlem ovlivneÏneÂ kontroly jsou pouzÏõÂvaÂny
soucÏasneÏ . Pro kazÏdou specifickou mutacÏnõÂ zmeÏnu majõÂ byÂt pouzÏity odpovõÂdajõÂcõÂ
positivnõÂ kontrolnõÂ chemickeÂ laÂtky.

1 .2 .2 .4 Koncen t rac e

MaÂ byÂt pouzÏito nejmeÂneÏ 5 vhodneÏ zvolenyÂch koncentracõÂ. U toxickyÂch laÂtek nemaÂ
nejvysÏsÏõÂ pouzÏitaÂ koncentrace redukovat prÏezÏitõÂ pod 5 - 10 %. LaÂtky ve vodeÏ
relativneÏ nerozpustneÂ majõÂ byÂt testovaÂny azÏ po mez rozpustnosti laÂtky za pouzÏitõÂ
vhodnyÂch postupuÊ . NejvysÏsÏõÂ koncentrace pro laÂtky netoxickeÂ , ve vodeÏ rozpustneÂ , je
urcÏena prÏõÂpad od prÏõÂpadu.

1 .2 .2 .5 Kul t i vacÏ n õÂ podm õÂnky

Misky jsou inkubovaÂny po sedm dnõÂ prÏi 28 azÏ 30 8C ve tmeÏ .

1 .2 .2 .6 Frekve nce spon t aÂ nn õÂch mutac õÂ

Frekvence spontaÂnnõÂch mutacõÂ u subkultur maÂ byÂt v rozmezõÂ akceptovanyÂch
normaÂlnõÂch hodnot.

1 .2 .2 .7 PocÏ e t r e p l i kac õÂ

Je nutno pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏõÂ misek na jednu koncentraci u testu s prototrofnõÂmi
bunÏ kami a u zÏivotnosti buneÏ k. U experimentuÊ uzÏõÂvajõÂcõÂch markery jako hom 3-10
s nõÂzkou mutacÏnõÂ rychlostõÂ musõÂ byÂt pocÏet misek zvyÂsÏen, aby byly zõÂskaÂny statisticky
relevantnõÂ uÂdaje.

1 .2 .3 Po p i s p o s t u p u

OvlivneÏ nõÂ kmenuÊ S. cerevisiae je obvykle provaÂdeÏno ve zkumavce v tekuteÂm
prostrÏedõÂ a zahrnuje bud' stacionaÂrnõÂ nebo rostoucõÂ bunÏ ky. ZaÂkladnõÂ pokusy majõÂ byÂt
provedeny na rostoucõÂch bunÏ kaÂch: 1-5 x 107 buneÏk/ml je vystaveno testovaneÂ laÂtce
po dobu azÏ 18 h prÏi 28 azÏ 30 8C za trÏepaÂnõÂ. OdpovõÂdajõÂcõÂ mnozÏstvõÂ metabolickeÂho
aktivacÏnõÂho systeÂmu je prÏidaÂno v pruÊ beÏhu ovlivneÏnõÂ, pokud je to potrÏebneÂ. Po
skoncÏenõÂ ovlivneÏ nõÂ jsou bunÏ ky centrifugovaÂny, promyty a vyocÏkovaÂny na vhodneÂ
kultivacÏnõÂ medium. Po inkubaci jsou pocÏõÂtaÂny prÏezÏõÂvajõÂcõÂ bunÏ ky a bunÏ ky s indukcõÂ
genovyÂch mutacõÂ.

JestlizÏe je prvnõÂ pokus negativnõÂ, maÂ byÂt proveden druhyÂ pokus s bunÏ kami ve
stacionaÂrnõÂ faÂzi. JestlizÏe je prvnõÂ pokus positivnõÂ, je potvrzen dalsÏõÂm vhodnyÂm
nezaÂvislyÂm experimentem.

2. UÂ DAJE

UÂ daje majõÂ byÂt presentovaÂny v tabulkoveÂ formeÏ a zahrnujõÂ pocÏet koloniõÂ, pocÏet
mutant, prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏ k a frekvenci mutacõÂ. VsÏechny vyÂsledky majõÂ byÂt
potvrzeny nezaÂvislyÂm experimentem. UÂ daje majõÂ byÂt vyhodnoceny vhodnyÂmi
statistickyÂmi metodami.
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3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje informace o:

- pouzÏityÂch kmenech,

- podmõÂnkaÂch testu: bunÏ ky ve stacionaÂrnõÂ faÂzi nebo rostoucõÂ, slozÏenõÂ mediõÂ, teplota
a trvaÂnõÂ inkubace, metabolickyÂ aktivacÏnõÂ systeÂm,

- podmõÂnkaÂch vlastnõÂho experimentu: hladina expozice, postup a trvaÂnõÂ ovlivneÏnõÂ,
teplota prÏi ovlivneÏ nõÂ, positivnõÂ a negativnõÂ kontroly,

- pocÏtu koloniõÂ, pocÏtu mutant, prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏ k a frekvenci mutacõÂ, vztahu daÂvky
a uÂcÏinku, pokud je to mozÏneÂ ,

- diskusi vyÂsledkuÊ ,

- vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ .
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B.16 MITOTICKAÂ REKOMBINACE - SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

MitotickaÂ rekombinace u Saccharomycs cerevisiae muÊ zÏe byÂt detekovaÂna mezi geny
(obecneÏ ji mezi genem a jeho centromerou) a uvnitrÏ genuÊ . PrvnõÂ prÏõÂpad je nazyÂvaÂn
mitotickeÂ prÏekrÏõÂzÏenõÂ a vytvaÂrÏõÂ reciprocÏnõÂ produkty, kdezÏto druhyÂ prÏõÂpad je veÏ tsÏinou
nereciprocÏnõÂ a je nazyÂvaÂn genovaÂ konverse. PrÏekrÏõÂzÏenõÂ je obecneÏ testovaÂno na
zaÂkladeÏ tvorby recesivnõÂch homozygotnõÂch koloniõÂ nebo sektoruÊ vzniklyÂch
u heterozygotnõÂch kmenuÊ , genovaÂ konverse je testovaÂna na zaÂkladeÏ tvorby
prototrofnõÂch revertant vzniklyÂch u auxotrofnõÂho heteroalelickeÂho kmene, kteryÂ nese
dveÏ ruÊ zneÂ defektnõÂ alely teÂhozÏ genu. NejcÏasteÏ ji uzÏõÂvaneÂ kmeny pro detekci mitotickeÂ
genoveÂ konverse jsou D4 (heteroalelickyÂ v ade 2 a trp 5), D7 (heteroalelickyÂ v trp
5), BZ34 (heteroalelickyÂ v arg 4) a JD1 (heteroalelickyÂ v his 4 a trp 5). MitotickeÂ
prÏekrÏõÂzÏenõÂ produkujõÂcõÂ cÏerveneÂ a ruÊ zÏoveÂ sektory muÊ zÏe byÂt testovaÂno u D5 nebo D7

(kteryÂ rovneÏ zÏ meÏ rÏõÂ mitotickou genovou konversi a reversnõÂ mutace v ilv 1-92). Oba
kmeny jsou heteroalelickeÂ pro komplementaÂrnõÂ alely ade 2.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

Roztoky testovanyÂch laÂtek a kontrol majõÂ byÂt prÏipraveny teÏ sneÏ prÏed testovaÂnõÂm za
pouzÏitõÂ vhodneÂho vehikula. U organickyÂch laÂtek ve vodeÏ nerozpustnyÂch se nemaÂ
uzÏõÂt roztok vysÏsÏõÂ nezÏ 2 objemovaÂ % v organickyÂch rozpousÏteÏdlech jako je etanol,
aceton nebo dimetylsulfoxid (DMSO). FinaÂlnõÂ koncentrace vehikula nemaÂ
vyÂznamneÏ ovlivnit zÏivotnost a charakteristiky ruÊ stu.

MetabolickaÂ aktivace

BunÏ ky majõÂ byÂt vystaveny puÊ sobenõÂ testovanyÂch laÂtek jak v prÏõÂtomnosti, tak
v neprÏõÂtomnosti vhodneÂho exogennõÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu.
NejcÏasteÏ ji uzÏõÂvanyÂm systeÂmem je postmitochondriaÂ lnõÂ frakce prÏipravenaÂ z jater
hlodavcuÊ po aplikaci laÂtek indukujõÂcõÂch enzymy a doplneÏnaÂ kofaktory. UzÏitõÂ jinyÂch
druhuÊ , tkaÂnõÂ, postmitochondriaÂ lnõÂch frakcõÂ cÏi postupuÊ muÊ zÏe byÂt rovneÏ zÏ vhodneÂ pro
metabolickou aktivaci.

1 . 2 . 2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 Tes tovac õÂ km eny

NejuzÏõÂvaneÏ jsÏõÂ jsou diploidnõÂ kmeny D4, D5, D7 a JD1. UzÏitõÂ jinyÂch kmenuÊ muÊ zÏe byÂt
rovneÏ zÏ vhodneÂ.

1 .2 .2 .2 Media

OdpovõÂdajõÂcõÂ kultivacÏnõÂ media jsou uzÏõÂvaÂna pro urcÏenõÂ prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏk a
frekvenci mitotickeÂ rekombinace
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1 .2 .2 .3 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

PositivnõÂ, neovlivneÏ neÂ a rozpousÏteÏdlem ovlivneÏneÂ kontroly jsou pouzÏõÂvaÂny
soucÏasneÏ . Pro kazÏdou specifickou mutacÏnõÂ zmeÏnu majõÂ byÂt pouzÏity odpovõÂdajõÂcõÂ
positivnõÂ kontrolnõÂ chemickeÂ laÂtky.

1 .2 .2 .4 Koncen t rac e

MaÂ byÂt pouzÏito nejmeÂneÏ 5 vhodneÏ zvolenyÂch koncentracõÂ. MusõÂ byÂt braÂn ohled na
cytotoxicitu a rozpustnost. NejnizÏsÏõÂ koncentrace nesmõÂ mõÂt vliv na zÏivotnost buneÏk.
U toxickyÂch laÂtek nemaÂ nejvysÏsÏõÂ pouzÏitaÂ koncentrace redukovat prÏezÏitõÂ pod
5 - 10 %. LaÂtky ve vodeÏ relativneÏ nerozpustneÂ majõÂ byÂt testovaÂny azÏ po mez
rozpustnosti laÂtky za pouzÏitõÂ vhodnyÂch postupuÊ . NejvysÏsÏõÂ koncentrace pro laÂtky
netoxickeÂ , ve vodeÏ rozpustneÂ , je urcÏena prÏõÂpad od prÏõÂpadu.

BunÏ ky mohou byÂt vystaveny puÊ sobenõÂ testovaneÂ laÂtky bud' ve stacionaÂrnõÂ faÂzi nebo
beÏhem ruÊ stu po dobu azÏ 18 h. Kultury dlouhodobeÏ ovlivnÏ ovaneÂ majõÂ byÂt
mikroskopicky kontrolovaÂny pro tvorbu spor, jejichzÏ prÏõÂtomnost test znehodnocuje.

1 .2 .2 .5 PodmõÂnky inkubace

Misky jsou inkubovaÂny ve tmeÏ po cÏtyrÏi azÏ sedm dnõÂ prÏi 28-30 8C. Misky pouzÏiteÂ pro
pruÊ kaz cÏervenyÂch a ruÊ zÏovyÂch sektoruÊ tvorÏenyÂch mitotickyÂm prÏekrÏõÂzÏenõÂm majõÂ byÂt
umõÂsteÏny v chladnicÏce (cca 4 8C) po dalsÏõÂ 1 - 2 dny prÏed pocÏõÂtaÂnõÂm, aby se mohly
utvorÏit odpovõÂdajõÂcõÂ pigmentovaneÂ kolonie.

1 .2 .2 .6 SpontaÂ nn õÂ f r ekvenc e mi to t i ckeÂ rekombinace

MajõÂ byÂt uzÏity subkultury s frekvencõÂ spontaÂnnõÂch mutacõÂ v rozmezõÂ akceptovanyÂch
normaÂlnõÂch hodnot.

1 .2 .2 .7 PocÏ e t r e p l i kac õÂ

Je nutno pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏõÂ misek na jednu koncentraci u testu prototrofnõÂch buneÏk
tvorÏenyÂch mitotickou genovou konversõÂ a pro urcÏenõÂ zÏivotnosti buneÏk. V prÏõÂpadeÏ
testovaÂnõÂ recesivnõÂ homozygosity tvorÏeneÂ mitotickyÂm prÏekrÏõÂzÏenõÂm maÂ byÂt pocÏet
misek zvyÂsÏen, aby bylo dosazÏeno dostatecÏneÂho pocÏtu koloniõÂ.

1 .2 .2 .8 Pos tup

OvlivneÏ nõÂ S. cerevisiae probõÂhaÂ obvykle jako zkumavkovyÂ test v tekuteÂm prostrÏedõÂ a
zahrnuje bud' stacionaÂrnõÂ nebo rostoucõÂ bunÏ ky. ZaÂkladnõÂ pokusy majõÂ byÂt provedeny
na rostoucõÂch bunÏ kaÂch. 1-5 x 107 buneÏk/ml je vystaveno testovaneÂ laÂtce po dobu azÏ
18 h prÏi 28 azÏ 30 8C za trÏepaÂnõÂ. OdpovõÂdajõÂcõÂ mnozÏstvõÂ metabolickeÂho aktivacÏnõÂho
systeÂmu je prÏidaÂno v pruÊ beÏ hu ovlivneÏnõÂ, pokud je to potrÏebneÂ.

Po skoncÏenõÂ ovlivneÏ nõÂ jsou bunÏ ky centrifugovaÂny, promyty a vyocÏkovaÂny na vhodneÂ
kultivacÏnõÂ medium. Po inkubaci jsou pocÏõÂtaÂny prÏezÏõÂvajõÂcõÂ bunÏ ky a bunÏ ky s indukcõÂ
mitotickeÂ rekombinace.

JestlizÏe je prvnõÂ pokus negativnõÂ, maÂ byÂt proveden druhyÂ pokus s bunÏ kami ve
stacionaÂrnõÂ faÂzi. JestlizÏe je prvnõÂ pokus positivnõÂ, je potvrzen dalsÏõÂm vhodnyÂm
nezaÂvislyÂm experimentem.
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2. UÂ DAJE

UÂ daje majõÂ byÂt presentovaÂny v tabulkoveÂ formeÏ a zahrnujõÂ pocÏet koloniõÂ, pocÏet
rekombinacõÂ, prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏ k a frekvenci rekombinacõÂ.

VyÂsledky majõÂ byÂt potvrzeny v nezaÂvisleÂm experimentu.

UÂ daje majõÂ byÂt vyhodnoceny vhodnyÂmi statistickyÂmi metodami.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ, pokud mozÏno, obsahovat naÂsledujõÂcõÂ informace:

- pouzÏiteÂ kmeny,

- podmõÂnky testu: bunÏ ky ve stacionaÂrnõÂ faÂzi nebo rostoucõÂ, slozÏenõÂ mediõÂ, teplota a
trvaÂnõÂ inkubace, metabolickyÂ aktivacÏnõÂ systeÂm,

- podmõÂnky vlastnõÂho experimentu: hladina expozice, postup a trvaÂnõÂ ovlivneÏnõÂ,
teplota prÏi ovlivneÏ nõÂ, positivnõÂ a negativnõÂ kontroly,

- pocÏet koloniõÂ, pocÏet rekombinant, prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏk a frekvence rekombinacõÂ,
vztah daÂvky a uÂcÏinku, pokud je to mozÏneÂ, statistickeÂ hodnocenõÂ dat,

- diskusi vyÂsledkuÊ ,

- vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ .
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B.17 ªIN VITROª TEST NA GENOVEÂ MUTACE V SAVCÏ IÂCH BUNÏ KAÂ CH

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

BuneÏ cÏneÂ kultury savcÏõÂch buneÏ k mohou byÂt pouzÏity k detekci mutacõÂ indukovanyÂch
chemickyÂmi laÂtkami. NejsÏirsÏõÂ pouzÏitõÂ majõÂ buneÏ cÏneÂ linie vcÏetneÏ mysÏõÂch
lymfomovyÂch buneÏ k L5178Y, CHO a V-79 linie buneÏk cÏõÂnskeÂho krÏecÏka. V teÏ chto
buneÏ cÏnyÂch liniõÂch jsou nejcÏasteÏ ji uzÏõÂvanyÂmi systeÂmy detekce mutacõÂ v lokusech
thymidin kinasy (TK), hypoxanthin guanin phosphoribosyl transferasy (HPRT),
(drÏõÂve HGPRT) a Na+/K+ ATPasy. SysteÂmy TK a HPRT detekujõÂ mutace paÂrovaÂnõÂ
basõÂ; frameshift mutace a maleÂ delece. SysteÂm Na+/K+ detekuje pouze mutace
paÂrovaÂnõÂ basõÂ.

BunÏ ky s deficiencõÂ thymidin kinasy (TK), vyvolanou forward mutacõÂ TK+ - TK-,
jsou resistentnõÂ k bromodeoxyuridinu (BrDU), fluorodeoxyuridinu (FdU) nebo
trifluorothymidinu (TFT), protozÏe tyto antimetabolity nejsou inkorporovaÂny do
buneÏcÏnyÂch nukleotiduÊ ªsalvageª enzymatickyÂm systeÂmem thymidin kinasy.
Nukleotidy potrÏebneÂ pro buneÏ cÏnyÂ metabolismus jsou zõÂskaÂvaÂny vyÂhradneÏ synteÂsou
de novo. JestlizÏe v prÏõÂtomnosti thymidin kinasy jsou BrDU, FdU, nebo TFT
inkorporovaÂny do nukleotiduÊ , je vyÂsledkem inhibice buneÏ cÏneÂho metabolismu a
cytotoxickyÂ efekt. Proto jsou mutovaneÂ bunÏ ky schopneÂ proliferace v prÏõÂtomnosti
BrDU, FdU, nebo TFT, zatõÂmco normaÂlnõÂ bunÏ ky obsahujõÂcõÂ thymidin kinasu nejsou
proliferace schopny. PodobneÏ bunÏ ky s deficiencõÂ HPRT jsou selektivneÏ resistentnõÂ
k 8-azaguaninu (AG) nebo k 6-thioguaninu (TG). BunÏ ky s alteracõÂ Na+/K+ ATPasy
jsou selektivneÏ resistentnõÂ k ouabainu.

Cytotoxicita je stanovena meÏ rÏenõÂm uÂcÏinku testovaneÂho materiaÂ lu na schopnost
vytvaÂrÏet kolonie (cloning efficiency) nebo rychlostõÂ ruÊ stu kultury. Frekvence mutacõÂ
je urcÏovaÂna inokulacõÂ znaÂmeÂho pocÏtu buneÏk jak do meÂdia obsahujõÂcõÂho selektivnõÂ
laÂtky k detekci mutovanyÂch buneÏk, tak do meÂdia bez selektivnõÂch laÂtek k urcÏenõÂ
pocÏtu prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏ k. Po ukoncÏenõÂ kultivace jsou pocÏõÂtaÂny kolonie. Frekvence
mutacõÂ je urcÏovaÂna z pocÏtu koloniõÂ mutovanyÂch buneÏk korigovaneÂho pocÏtem
prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏ k.

1 . 2 K r i t e r i a k v a l i t y

ZÏ aÂdnaÂ.

1 . 3 P o p i s m e t o d y

1 .3 .1 PrÏ õÂp r a va

1 .3 .1 .1 BunÏ ky

Pro tento test je dostupnaÂ rÏada buneÏ cÏnyÂch liniõÂ. PatrÏõÂ mezi neÏ sublinie L5178Y,
bunÏ ky cÏõÂnskeÂho krÏecÏka CHO, nebo V-79 s vyÂraznou citlivostõÂ k chemickyÂm
mutagenuÊ m, s vysokou schopnostõÂ vytvaÂrÏet kolonie (cloning efficiency) a s nõÂzkou
frekvencõÂ spontaÂnnõÂch mutacõÂ. U buneÏk musõÂ byÂt pravidelneÏ kontrolovaÂna stabilita
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karyotypu a meÏ ly by byÂt kontrolovaÂny z hlediska kontaminace Mycoplasmaty.
OstatnõÂ typy buneÏ k mohou byÂt pouzÏity pouze s podmõÂnkou, zÏe opraÂvneÏnost jejich
pouzÏitõÂ jako testu pro chemicky indukovaneÂ genoveÂ mutace je plneÏ prokaÂzaÂna.

1 .3 .1 .2 MeÂ d ium

MusõÂ byÂt pouzÏita vhodnaÂ kultivacÏnõÂ meÂdia a dodrzÏeny vhodneÂ kultivacÏnõÂ podmõÂnky
(teplota, kultivacÏnõÂ naÂdoby, koncentrace CO2 a vlhkost). MeÂdia a seÂra musõÂ byÂt
vybraÂna s ohledem na selektivnõÂ system a typ buneÏk pouzÏityÂch v testu.

1 .3 .1 .3 Tes tovanaÂ l aÂ t ka

TestovaneÂ laÂtky se rozpustõÂ, nebo suspendujõÂ v kultivacÏnõÂm meÂdiu nebo ve vhodneÂm
rozpousÏteÏ dle. KonecÏnaÂ koncentrace rozpousÏteÏdla v kulturÏe nesmõÂ neprÏõÂzniveÏ
ovlivnÏ ovat zÏivotnost buneÏ k nebo rychlost ruÊ stu.

1 .3 .1 .4 Metabo l i ckyÂ ak t i vacÏ n õÂ s ys t eÂ m

BunÏ ky musõÂ byÂt exponovaÂny testovaneÂ laÂtce jak v prÏõÂtomnosti, tak i bez pouzÏitõÂ
exogennõÂho savcÏõÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu. PrÏipousÏtõÂ se pouzÏitõÂ
buneÏ cÏnyÂch typuÊ s vnitrÏnõÂ (vlastnõÂ) metabolickou aktivitou, jestlizÏe uÂ rovenÏ a
vlastnosti teÂto aktivity jsou vhodneÂ pro testovanou skupinu chemickyÂch laÂtek.

1 .3 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .3 .2 .1 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

Do kazÏdeÂho experimentu musõÂ byÂt zarÏazeny positivnõÂ kontroly zahrnujõÂcõÂ jak prÏõÂmo
puÊ sobõÂcõÂ laÂtky, tak laÂtky vyzÏadujõÂcõÂ metabolickou aktivaci. ZaÂrovenÏ musõÂ byÂt takeÂ
pouzÏity negativnõÂ kontroly (s rozpousÏteÏdlem).

DaÂle jsou uvedeny prÏõÂklady laÂtek, ktereÂ mohou byÂt pouzÏity jako positivnõÂ kontroly:

- prÏõÂmo puÊ sobõÂcõÂ laÂtky: etylmetansulfonaÂt, hycanthon,

- neprÏõÂmo puÊ sobõÂcõÂ laÂtky (vyzÏadujõÂcõÂ metabolickou aktivaci) : 2-acetylaminofluoren,
7,12-dimetylbenzantracen, N-nitrosodimetylamin.

Je-li to potrÏeba, zarÏazuje se dodatecÏnaÂ positivnõÂ kontrola ze stejneÂ chemickeÂ
skupiny, jako je testovanaÂ laÂtka.

1 .3 .2 .2 Koncen t rac e

MusõÂ byÂt pouzÏito neÏ kolik koncentracõÂ testovaneÂ laÂtky. Tyto koncentrace musõÂ
vyvolaÂvat toxickyÂ efekt zaÂvislyÂ na koncentraci, nejvysÏsÏõÂ koncentrace indukuje
nõÂzkou uÂrovenÏ prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏk a pocÏet prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏk v nejnizÏsÏõÂ
koncentraci maÂ byÂt prÏiblizÏneÏ stejnyÂ jako v negativnõÂ kontrole.

LaÂtky ve vodeÏ sÏpatneÏ rozpustneÂ musõÂ byÂt testovaÂny v koncentracõÂch azÏ na hranici
rozpustnosti za pouzÏitõÂ vhodnyÂch postupuÊ . Pro netoxickeÂ laÂtky ve vodeÏ dobrÏe
rozpustneÂ se nejvysÏsÏõÂ koncentrace testovaneÂ laÂtky urcÏuje prÏõÂpad od prÏõÂpadu.

1 .3 .3 V l as t n õÂ ex p e r i m en t

PocÏet buneÏ k pouzÏityÂch pro jednu kulturu musõÂ byÂt odvozen od spontaÂnnõÂ frekvence
mutacõÂ. Obvykle se pouzÏõÂvaÂ pocÏet zÏivyÂch buneÏk, kteryÂ je 10ti naÂsobkem prÏevraÂceneÂ
hodnoty frekvence spontaÂnnõÂch mutacõÂ.
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BunÏ ky musõÂ byÂt exponovaÂny dostatecÏnou dobu, ve veÏ tsÏineÏ prÏõÂpaduÊ postacÏuje deÂlka
expozice v deÂlce 2 - 5 hodin. BunÏ ky bez dostatecÏneÂ vlastnõÂ metabolickeÂ aktivity
musõÂ byÂt exponovaÂny testovaneÂ laÂtce spolecÏneÏ jak s vhodnyÂm metabolickyÂm
systeÂmem, tak i bez neÏ ho. Po ukoncÏenõÂ expozice jsou bunÏ ky promyty cÏistyÂm
meÂdiem bez testovaneÂ laÂtky a daÂle kultivovaÂny, aby mohla byÂt zhodnocena jejich
viabilita a projev mutacÏnõÂho fenotypu.

Ke konci faÂze exprese, kteraÂ by meÏ la byÂt dostatecÏneÏ dlouhaÂ k vyvolaÂnõÂ optimaÂlnõÂ
fenotypickeÂ exprese indukovanyÂch mutacõÂ, jsou bunÏ ky kultivovaÂny v meÂdiu s a bez
selektivnõÂch laÂtek ke zhodnocenõÂ pocÏtu mutacõÂ a zÏivotnosti buneÏ k.

VsÏechny vyÂsledky musõÂ byÂt potvrzeny v nezaÂvislyÂch experimentech.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se shrnou do tabulky. PocÏet mutacõÂ a prÏezÏõÂvaÂnõÂ buneÏk musõÂ byÂt vyjaÂdrÏeno pro
testovanou laÂtku i pro kontroly a pro kazÏdou misku samostatneÏ . DaÂle je trÏeba uveÂst
pruÊ meÏ rnyÂ pocÏet koloniõÂ na misku a smeÏ rodatnou odchylku. Frekvence mutacõÂ musõÂ
byÂt vyjaÂdrÏena jako pocÏet mutantuÊ na pocÏet prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏk. PrÏezÏõÂvaÂnõÂ buneÏk a
schopnost vytvaÂrÏet kolonie (cloning efficiency se vyjadrÏuje jako procento hodnot
kontrolnõÂ skupiny.

UÂ daje musõÂ byÂt vyhodnoceny pomocõÂ vhodnyÂch statistickyÂch metod.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje, je-li to mozÏneÂ , informace o:

- pouzÏiteÂ buneÏ cÏneÂ linii, pocÏtu kultur v pokusu, metodaÂch udrzÏovaÂnõÂ buneÏ cÏnyÂch
kultur,

- podmõÂnkaÂch experimentu: slozÏenõÂ meÂdia, koncentrace CO2, koncentrace testovaneÂ
laÂtky, pouzÏiteÂ rozpousÏteÏ dlo, kultivacÏnõÂ teplota, deÂlka kultivace, trvaÂnõÂ faÂze exprese
(vcÏetneÏ pocÏtu inokulovanyÂch buneÏk a subkultur), trvaÂnõÂ expozice, hustota buneÏk
beÏhem expozice, druh pouzÏiteÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu, positivnõÂ a
negativnõÂ kontroly, pouzÏiteÂ selektivnõÂ laÂtky,

- zduÊ vodneÏ nõÂ vyÂbeÏ ru koncentracõÂ,

- metodeÏ pouzÏitõÂ k vyÂpocÏtu zÏivyÂch a mutovanyÂch buneÏk,

- statistickeÂm vyhodnocenõÂ,

- diskusi vyÂsledkuÊ ,

- interpretaci vyÂsledkuÊ .
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B.18 POSÏ KOZENIÂ DNA REPARACE - NEPLAÂ NOVANAÂ SYNTEÂ ZA DNA -
SAVCÏ IÂ BUNÏ KY IN VITRO

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

Test neplaÂnovaneÂ synteÂzy DNA (UDS) umozÏnÏ uje meÏ rÏit reperacÏnõÂ synteÂzu DNA po
excizi a odstraneÏ nõÂ cÏaÂsti DNA obsahujõÂcõÂ oblast posÏkozenõÂ indukovaneÂho
chemickyÂmi, nebo fyzikaÂlnõÂmi faktory. Test je zalozÏen na inkorporaci znacÏeneÂho
tymidõÂnu (3H-TdR) do DNA savcÏõÂch buneÏk, ktereÂ nejsou v S faÂzi buneÏ cÏneÂho cyklu.
Vzestup 3H-TdR je stanoven autoradiograficky, nebo kapalnou scintilacÏnõÂ metodou
(LSC) v exponovanyÂch bunÏ kaÂch. PouzÏõÂvajõÂ se primaÂrnõÂ buneÏ cÏneÂ kultury potkanõÂch
hepatocytuÊ , ktereÂ jsou exponovaÂny testovanou laÂtkou jak v prÏõÂtomnosti tak i
v neprÏõÂtomnosti exogennõÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu. UDS muÊ zÏe byÂt
takeÂ stanovena v systeÂmu in vivo.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

TestovaneÂ laÂtky a sloucÏeniny pouzÏiteÂ jako kontrolnõÂ, nebo referencÏnõÂ se rozpustõÂ,
nebo suspendujõÂ v kultivacÏnõÂm meÂdiu, nebo ve vhodneÂm rozpousÏteÏ dle. DalsÏõÂ rÏedeÏnõÂ
se provaÂdõÂ jenom kultivacÏnõÂm meÂdiem. KonecÏnaÂ koncentrace rozpousÏteÏdla v kulturÏe
nesmõÂ neprÏõÂzniveÏ ovlivnÏ ovat zÏivotnost buneÏk.

PouzÏõÂvajõÂ se pouze primokultury potkanõÂch hepatocytuÊ , lidskyÂch lymfocytuÊ , nebo
stabilizovanyÂch buneÏ cÏnyÂch liniõÂ (lidskeÂ diploidnõÂ fibroblasty).

BunÏ ky jsou exponovaÂny testovaneÂ laÂtce v prÏõÂtomnosti a neprÏõÂtomnosti vhodneÂho
metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu.

1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 PocÏ e t ku l tur

Pro kazÏdyÂ experimentaÂlnõÂ bod je potrÏeba nejmeÂneÏ dvou buneÏ cÏnyÂch kultur pro
autoradiografii a sÏesti kultur (nebo meÂneÏ , je-li to veÏdecky zduÊ vodnitelneÂ) pro LSC
UDS.

1 .2 .2 .2 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

V kazÏdeÂm experimentu musõÂ byÂt soucÏasneÏ zarÏazeny negativnõÂ a positivnõÂ kontroly
v prÏõÂtomnosti i v neprÏõÂtomnosti metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu.

Jako positivnõÂ kontrolu lze pro potkanõÂ hepatocyty pouzÏõÂt 7,12-dimethylbenz-
anthracen (7,12-DMBA), nebo 2-acetylaminofluoren (2-AAF). Jako positivnõÂ
kontrolu pro stabilisovaneÂ buneÏ cÏneÂ linie jak pro autoradiografii, tak i pro LSC bez
metabolickeÂ aktivace lze pouzÏõÂt 4-nitroquinolin-N-oxid (4-NQO). Jako positivnõÂ
kontrolu prÏi pouzÏitõÂ metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu lze pouzÏõÂt N-dimethyl-
nitrosamin.
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1 .2 .2 .3 Koncen t rac e t e s t ovaneÂ l aÂ t ky

MusõÂ byÂt pouzÏito neÏ kolik koncentracõÂ testovaneÂ laÂtky. NejvysÏsÏõÂ koncentrace musõÂ
vyvolaÂvat toxickyÂ efekt.

LaÂtky ve vodeÏ sÏpatneÏ rozpustneÂ musõÂ byÂt testovaÂny v koncentracõÂch azÏ na hranici
rozpustnosti za pouzÏitõÂ vhodnyÂch postupuÊ . Pro netoxickeÂ laÂtky ve vodeÏ dobrÏe
rozpustneÂ se nejvysÏsÏõÂ koncentrace testovaneÂ laÂtky urcÏuje prÏõÂpad od prÏõÂpadu.

1 .2 .2 .4 BunÏ ky

Pro udrzÏovaÂnõÂ kultur musõÂ byÂt pouzÏito vhodneÂ ruÊ stoveÂ meÂdium, koncentrace CO2 ,
teplota a vlhkost. StabilizovaneÂ buneÏ cÏneÂ linie musõÂ byÂt pravidelneÏ kontrolovaÂny na
prÏõÂtomnost Mycoplasmat.

1 .2 .2 .5 Metabo l i ckaÂ ak t i vac e

Pro primokultury hepatocytuÊ se metabolickyÂ aktivacÏnõÂ systeÂm nepouzÏõÂvaÂ.
StabilizovaneÂ buneÏ cÏneÂ linie a lymfocyty jsou exponovaÂny testovaneÂ laÂtce
v prÏõÂtomnosti i neprÏõÂtomnosti vhodneÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu.

1 .2 .3 V l as t n õÂ ex p e r i m en t

1 .2 .3 .1 PrÏ õÂprava ku l t ur

StabilizovanaÂ buneÏ cÏnaÂ linie se prÏipravuje ze zaÂsobnõÂ kultury (trypsinacõÂ nebo
setrÏepaÂnõÂm buneÏ k z povrchu kultivacÏnõÂ naÂdoby), inokuluje se do kultivacÏnõÂch naÂdob
ve vhodneÂ hustoteÏ a inkubuje prÏi 37 8C.

KraÂtkodobeÂ kultury potkannõÂch hepatocytuÊ se prÏipravujõÂ tak, zÏe se umozÏnõÂ cÏerstveÏ
isolovanyÂm hepatocytuÊ m prÏichytit se ve vhodneÂm meÂdiu k povrchu kultivacÏnõÂ
naÂdoby.

Kultury lidskyÂch lymfocytuÊ jsou zalozÏeny pomocõÂ vhodneÂ metody.

1 .2 .3 .2 Expozi ce ku l t ur t e s t ovaneÂ laÂ t ce

PrimaÂrnõÂ hepatocyty potkana. CÏ erstveÏ isolovaneÂ hepatocyty potkana jsou
exponovaÂny testovaneÂ laÂtce v meÂdiu obsahujõÂcõÂm 3H-TdR po vhodnou dobu. Po
ukoncÏeneÂ expozici je meÂdium odstraneÏno, bunÏ ky promyty, fixovaÂny a susÏeny.
SklõÂcÏka jsou ponorÏena do autoradiografickeÂ emulse (alternativneÏ muÊ zÏe byÂt pouzÏit
stripping film), exponovaÂna, vyvolaÂna, obarvena a vyhodnocena.

StabilizovaneÂ buneÏ cÏneÂ linie a lymfocyty

AutoradiografickeÂ techniky: BuneÏ cÏneÂ kultury jsou exponovaÂny testovaneÂ laÂtce po
vhodnou dobu a pak jsou vystaveny puÊ sobenõÂ 3H-TdR. Doba puÊ sobenõÂ je zaÂvislaÂ na
druhu testovaneÂ laÂtky, aktiviteÏ metabolickeÂho systeÂmu a na typu buneÏk. K zachycenõÂ
nejvysÏsÏõÂho vrcholu UDS je trÏeba 3H-TdR prÏidat soucÏasneÏ s testovanou laÂtkou, nebo
neÏkolik minut po expozici. VyÂbeÏ r mezi teÏmito postupy je ovlivneÏn mozÏnou
interakcõÂ mezi testovanou laÂtkou a 3H-TdR. K odlisÏenõÂ mezi UDS a
semikonzervativnõÂ replikacõÂ DNA se uzÏõÂvaÂ arginin deficientnõÂ meÂdium, nõÂzkyÂ obsah
seÂra, nebo aplikace hydroxyurey do kultivacÏnõÂho meÂdia cozÏ zpuÊ sobõÂ inhibici
semikonzervativnõÂ replikace DNA.

StanovenõÂ UDS pomocõÂ LSC: PrÏed expozicõÂ testovaneÂ laÂtce je trÏeba blokovat vstup
buneÏk do S-faÂze, jak bylo shora uvedeno. BunÏ ky jsou pak exponovaÂny testovaneÂ
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laÂtce jak bylo popsaÂno pro autoradiografii. Na konci kultivace je DNA extrahovaÂna
z buneÏk a stanoven celkovyÂ obsah DNA a urcÏen rozsah inkorporace 3H-TdR.

JestlizÏe jsou pouzÏity ve shora uvedenyÂch metodaÂch lidskeÂ lymfocyty, je
v nestimulovanyÂch kulturaÂch suprese semikonzervativnõÂ replikace DNA zbytecÏnaÂ .

1 . 2 . 4 A n a l yÂ z a

1 .2 .4 .1 Vyhodnocen õÂ au torad i ogra f i e

PrÏi vyhodnocovaÂnõÂ UDS v buneÏ cÏneÂ kulturÏe se jaÂdra v S-faÂzi nehodnotõÂ. HodnotõÂ se
nejmeÂneÏ 50 buneÏ k v kazÏdeÂm experimentaÂlnõÂm bodeÏ . PreparaÂty je trÏeba zakoÂdovat
prÏed vyhodnocovaÂnõÂm. V kazÏdeÂm preparaÂtu se hodnotõÂ neÏkolik naÂhodneÏ vybranyÂch
polõÂ. MnozÏstvõÂ inkorporovaneÂho 3H-TdR v cytoplasmeÏ se urcÏõÂ v zoÂneÏ o velikostõÂ trÏõÂ
jader v cytoplasmeÏ kazÏdeÂ hodnoceneÂ bunÏ ky.

1 .2 .4 .2 Vyhodnocen õÂ LSC

Pro stanovenõÂ LSC UDS se pouzÏije prÏimeÏ rÏenyÂ pocÏet kultur pro kazÏdou koncentraci
testovaneÂ laÂtky a pro kontroly.

VyÂsledky musõÂ byÂt potvrzeny v nezaÂvislyÂch experimentech.

2. UÂ DAJE

UÂ daje musõÂ byÂt uvedeny v tabulkaÂch.

2 . 1 V y h o d n o c e n õÂ a u t o r a d i o g r a f i e

Rozsah inkorporace 3H-TdR do cytoplasmy a pocÏet zrn nalezenyÂch mimo buneÏ cÏneÂ
jaÂdro se zaznamenaÂvajõÂ oddeÏ leneÏ .

Rozsah inkorporace 3H-TdR do cytoplasmy a pocÏet zrn v jaÂdrÏe je hodnocen pomocõÂ
pruÊ meÏ ru, mediaÂnu a modu.

2 . 2 V y h o d n o c e n õÂ L S C

Inkorporace 3H-TdR se zaznamenaÂvaÂ jako dpm/mg DNA. PruÊ meÏ rnaÂ hodnota
dpm/mpg DNA spolu se smeÏ rodatnou odchylkou se pouzÏõÂvajõÂ k vyjaÂdrÏenõÂ distribuce
inkorporace.

UÂ daje se vyhodnocujõÂ vhodnyÂmi statistickyÂmi metodami.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje, je-li to mozÏneÂ , informace o:

- pouzÏityÂch bunÏ kaÂch, jejich hustoteÏ a cÏõÂslu pasaÂzÏe v dobeÏ ovlivneÏnõÂ kultury, pocÏtu
buneÏ cÏnyÂch kultur,

- metodaÂch pouzÏityÂch k udrzÏovaÂnõÂ kultury, meÂdiu, teploteÏ , koncentraci CO2 ,

- testovaneÂ laÂtce, rozpousÏteÏ dle, koncentracõÂch a zduÊ vodneÏnõÂ jejich vyÂbeÏ ru
v experimentu,
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- metabolickeÂm aktivacÏnõÂm systeÂmu,

- pokusneÂm scheÂmatu,

- positivnõÂch a negativnõÂch kontrolaÂch,

- pouzÏityÂch autoradiografickyÂch metodaÂch,

- zpuÊ sobech blokovaÂnõÂ vstupu buneÏk do S±faÂze,

- postupech pouzÏityÂch k extrakci DNA, a k vyhodnocenõÂ celkoveÂho obsahu DNA
prÏi metodeÏ LSC,

- vztahu daÂvka/uÂcÏinek, je-li to mozÏneÂ ,

- statistickeÂm vyhodnocenõÂ,

- diskusi vyÂsledkuÊ ,

- interpretaci vyÂsledkuÊ .
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B.19 SCE - VYÂ MEÏ NA SESTERSKYÂ CH CHROMATID IN VITRO

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

SCE je kraÂtkodobyÂ test pro detekci reciprocÏnõÂch vyÂmeÏn DNA mezi dveÏma
sesterskyÂmi chromatidami chromozoÂmu. SCE representujõÂ vyÂmeÏny identickyÂch
sekvencõÂ DNA mezi replikacÏnõÂmi produkty v identickyÂch (homolognõÂch) lokusech.
SCE pravdeÏ podobneÏ vyzÏaduje zlom a opeÏ tovneÂ spojenõÂ, ale je zatõÂm maÂlo znalostõÂ
o molekulaÂrnõÂm zaÂkladeÏ tohoto procesu. Detekce SCE vyzÏaduje diferencÏnõÂ znacÏenõÂ
sesterskyÂch chromatid. Toho se dosahuje inkorporacõÂ bromodeoxyuridinu (BrdU) do
chromozomaÂlnõÂ DNA na dobu dvou buneÏcÏnyÂch cykluÊ .

SavcÏõÂ bunÏ ky in vitro jsou exponovaÂny testovaneÂ laÂtce v prÏõÂtomnosti i bez
prÏõÂtomnosti exogennõÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu, je-li to potrÏebneÂ.
KultivujõÂ se po dobu dvou replikacÏnõÂch cykluÊ v meÂdiu obsahujõÂcõÂm BrdU. Ke konci
kultivace se bunÏ ky ovlivnõÂ inhibitorem deÏ lõÂcõÂho vrÏeteÂnka (naprÏ. kolchicõÂn)
k akumulaci buneÏ k v c-metafaÂzi mitoÂzy. Po ukoncÏenõÂ kultivace jsou bunÏ ky
zpracovaÂny a prÏipraveny preparaÂty pro analyÂzu chromozoÂmuÊ .

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

PouzÏõÂvajõÂ se primokultury, (lidskeÂ lymfocyty) nebo stabilizovaneÂ buneÏ cÏneÂ linie
(ovariaÂ lnõÂ bunÏ ky cÏõÂnskeÂho krÏecÏka). BuneÏcÏneÂ linie musõÂ byÂt kontrolovaÂny z hlediska
kontaminace Mycoplasmaty,

PouzÏõÂvajõÂ se vhodnaÂ kultivacÏnõÂ meÂdia a kultivacÏnõÂ podmõÂnky (teplota, kultivacÏnõÂ
naÂdoby, koncentrace CO2 a vlhkost),

TestovanaÂ laÂtka se rozpousÏtõÂ, nebo suspenduje v kultivacÏnõÂm meÂdiu, nebo ve
vhodneÂm rozpousÏteÏ dle. VyÂslednaÂ koncentrace rozpousÏteÏdla nesmõÂ vyÂznamneÏ
ovlivnit zÏivotnost buneÏ k, rychlost ruÊ stu nebo frekvenci SCE,

BunÏ ky se exponujõÂ testovaneÂ laÂtce v prÏõÂtomnosti i bez prÏõÂtomnosti vhodneÂho
exogennõÂho savcÏõÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu. PrÏipousÏtõÂ se pouzÏitõÂ
buneÏ cÏnyÂch typuÊ s vnitrÏnõÂ (vlastnõÂ) metabolickou aktivitou, jestlizÏe uÂ rovenÏ a
vlastnosti teÂto aktivity jsou vhodneÂ pro testovanou skupinu chemickyÂch laÂtek.

1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 PocÏ e t ku l tur

Pro kazÏdyÂ experimentaÂlnõÂ bod se pouzÏijõÂ nejmeÂneÏ dveÏ kultury.

1 .2 .2 .2 Nega t i vn õÂ a poz i t i vn õÂ kon t ro ly

V kazÏdeÂm experimentu musõÂ byÂt zarÏazeny positivnõÂ kontroly s laÂtkami s prÏõÂmyÂm
mutagennõÂm uÂcÏinkem a laÂtky vyzÏadujõÂcõÂ metabolickou aktivaci. DaÂle musõÂ byÂt
pouzÏita negativnõÂ kontrola s pouzÏityÂm rozpousÏteÏdlem.
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Jako positivnõÂ kontrolu lze pouzÏõÂt:

- prÏõÂmo puÊ sobõÂcõÂ mutageny: etylmetansulfonaÂt

- neprÏõÂmo puÊ sobõÂcõÂ mutageny: cyklofosfamid

Je-li trÏeba, je mozÏneÂ zarÏadit dalsÏõÂ positivnõÂ kontrolu ze stejneÂ chemickeÂ skupiny jako
je testovanaÂ laÂtka.

1 .2 .2 .3 Koncen t rac e

TestujõÂ se nejmeÂneÏ trÏi daÂvky. NejvysÏsÏõÂ koncentrace testovaneÂ laÂtky musõÂ mõÂt
signifikantnõÂ toxickyÂ uÂcÏinek, ale zaÂrovenÏ musõÂ umozÏnit adekvaÂtnõÂ replikaci buneÏk.
Ve vodeÏ relativneÏ nerozpustneÂ laÂtky je trÏeba testovat azÏ na hranici jejich
rozpustnosti za pouzÏitõÂ vhodnyÂch postupuÊ . NejvysÏsÏõÂ pouzÏitaÂ koncentrace ve vodeÏ
rozpustneÂ netoxickeÂ laÂtky se urcÏuje individuaÂlneÏ .

1 . 2 . 3 Po p i s p o s t u p u

1 .2 .3 .1 PrÏ õÂprava ku l t ur

StabilizovanaÂ buneÏ cÏnaÂ linie se prÏipravuje se zaÂsobnõÂ kultury (trypsinacõÂ, nebo
setrÏepaÂnõÂm buneÏ k z povrchu kultivacÏnõÂ naÂdoby), inokuluje se do kultivacÏnõÂch naÂdob
ve vhodneÂ hustoteÏ a inkubuje prÏi 37 8C. Pro monovrstevneÂ kultury se stanovõÂ takovyÂ
pocÏet buneÏ k v kultivacÏnõÂ naÂdobeÏ , aby na konci kultivace nevytvaÂrÏely võÂce nezÏ
z 50 % konfluentnõÂ vrstvu. Lze takeÂ pouzÏõÂt suspensnõÂch kultur. LidskeÂ lymfocytaÂrnõÂ
kultury se prÏipravõÂ z heparinizovaneÂ krve beÏ zÏnyÂmi postupy a inkubujõÂ prÏi 37 8C.

1 .2 .3 .2 Uxpoz ice ku l tur

BunÏ ky jsou exponovaÂny testovaneÂ laÂtce v exponenciaÂ lnõÂ faÂzi ruÊ stu po vhodnou
dobu. Ve veÏ tsÏineÏ prÏõÂpaduÊ stacÏõÂ jedna azÏ dveÏ hodiny, ale expozice muÊ zÏe byÂt
prodlouzÏena azÏ na dva buneÏ cÏneÂ cykly, je-li to trÏeba. BunÏ ky, ktereÂ nemajõÂ
dostatecÏnou vlastnõÂ metabolickou aktivitu, musõÂ byÂt exponovaÂny testovanou laÂtkou
v prÏõÂtomnosti i neprÏõÂtomnosti vhodneÂho metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu. Na
konci expozice je testovanaÂ laÂtka z meÂdia odstraneÏna, bunÏ ky vymyty a daÂle
kultivovaÂny v ruÊ stoveÂm meÂdiu s BrdU dva replikacÏnõÂ cykly. AlternativneÏ mohou byÂt
bunÏ ky exponovaÂny soucÏasneÏ s testovanou laÂtkou a BrdU po dobu dvou buneÏcÏnyÂch
cykluÊ .

LidskeÂ lymfocytaÂrnõÂ kultury jsou exponovaÂny testovanou laÂtkou dokud jsou
v semisynchronizovanyÂch podmõÂnkaÂch.

BunÏ ky jsou analyzovaÂny v druheÂm mitotickeÂm deÏ lenõÂ po expozici testovaneÂ laÂtce,
kteraÂ probeÏ hla v nejcitliveÏ jsÏõÂm staÂdiu buneÏ cÏneÂho cyklu. VsÏechny kultury s BrdU je
trÏeba udrzÏovat v temnu, nebo ve sveÏ tle zastõÂneÏneÂ zÏaÂrovky, aby se zabraÂnilo fotolyÂze
DNA ve ktereÂ je inkorporovanyÂ BrdU.

1 .2 .3 .3 ZpracovaÂ n õÂ buneÏ k

Jednu azÏ cÏtyrÏi hodniny prÏed ukoncÏenõÂm kultivace se do kultur prÏidaÂ inhibitor
deÏ lõÂcõÂho vrÏeteÂnka (naprÏ. kolchicõÂn). KazÏdaÂ kultura se zpracovaÂvaÂ samostatneÏ .
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1 .2 .3 .4 PrÏ õÂprava preparaÂ tuÊ a barven õÂ

PreparaÂty se prÏipravõÂ standardnõÂ cytogenetickou technikou. BarvenõÂ preparaÂtuÊ ke
znaÂzorneÏ nõÂ SCE muÊ zÏe byÂt provedeno neÏkolika technikami (naprÏ. fluorescencÏnõÂ plus
Giemsa).

1 .2 .3 .5 Ana lyÂ za

PocÏet analyzovanyÂch buneÏ k je zaÂvislyÂ na spontaÂnnõÂ frekvenci SCE v kontrole.
Obvykle se hodnotõÂ nejmeÂneÏ 25 dobrÏe rozprostrÏenyÂch metafaÂzõÂ na kazÏdou kulturu.
PreparaÂty musõÂ byÂt zakoÂdovaÂny prÏed analyÂzou. V lidskyÂch lymfocytech se analyzujõÂ
pouze metafaÂze s 46 centromerami. U stabilizovanyÂch liniõÂ pouze metafaÂze, ktereÂ se
lisÏõÂ o + 2 centromery od modaÂlnõÂho pocÏtu centromer. Je trÏeba stanovit, zda se budou
analyzovat SCE v oblasti centromery. VyÂsledky musõÂ byÂt oveÏ rÏeny v nezaÂvislyÂch
experimentech.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se zpracovaÂvajõÂ tabulkovou formou. ZaznamenaÂvaÂ se pocÏet SCE v kazÏdeÂ
metafaÂzi a pocÏet SCE/chromozoÂm zvlaÂsÏt' pro kazÏdou metafaÂzi v exponovanyÂch i
kontrolnõÂch skupinaÂch.

UÂ daje se hodnotõÂ vhodnyÂmi statistickyÂmi metodami.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje, je-li to mozÏneÂ , informace o:

- pouzÏityÂch bunÏ kaÂch, metodaÂch pouzÏityÂch k udrzÏovaÂnõÂ kultury,

- kultivacÏnõÂch podmõÂnkaÂch: slozÏenõÂ meÂdia, teploteÏ , koncentraci CO2, koncentraci
testovaneÂ laÂtky, rozpousÏteÏ dle, kultivacÏnõÂch naÂdobaÂch, deÂlce expozice, inhibitoru
mitozy a jeho koncentraci i jeho deÂlce puÊ sobenõÂ, metabolickeÂm aktivacÏnõÂm systeÂmu,
positivnõÂch a negativnõÂch kontrolaÂch,

- pocÏtu kultur pro kazÏdyÂ experimentaÂlnõÂ bod,

- zpuÊ sobu prÏõÂpravy mikroskopickyÂch preparaÂtuÊ

- pocÏtu analyzovanyÂch metafaÂzõÂ (oddeÏ leneÏ pro kazÏdou kulturu)

- pruÊ meÏ rneÂm pocÏtu SCE/bunÏ ku a SCE/chromozoÂm (oddeÏ leneÏ pro kazÏdou kulturu

- kriteÂriõÂch hodnocenõÂ SCE

- zduÊ vodneÏ nõÂ vyÂbeÏ ru koncentracõÂ

- vztahu daÂvka/uÂcÏinek, je-li to mozÏneÂ ,

- statistickeÂm vyhodnocenõÂ,

- diskusi vyÂsledkuÊ ,

- interpretaci vyÂsledkuÊ .
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B.20 RECESIVNIÂ LETAÂ LNIÂ MUTACE VAÂ ZANEÂ NA POHLAVIÂ U
DROSOPHILA MELANOGASTER

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

Test na recesivnõÂ letaÂ lnõÂ mutace vaÂzaneÂ na pohlavõÂ (SLRL) na Drosophila
melanogaster umozÏnÏ uje detekci mutacõÂ, jak genovyÂch, tak i malyÂch delecõÂ,
v zaÂrodecÏnyÂch bunÏ kaÂch hmyzu. Je to test na forward mutace vhodnyÂ pro skrõÂning
mutacõÂ v prÏiblizÏneÏ 800 lokusech chromozoÂmu X. Tyto representujõÂ asi 80 % vsÏech
lokusuÊ X-chromozoÂmu. X-chromozoÂm representuje prÏiblizÏneÏ 1/5 celeÂho
haploidnõÂho genoÂmu.

Mutace v X-chromozoÂmu se fenotypicky projevõÂ u samcuÊ nesoucõÂch mutovanyÂ gen.
KdyzÏ je mutace letaÂ lnõÂ v hemizygotnõÂm stavu lze na jejõÂ prÏõÂtomnost usuzovat
z absence jednoho ze dvou typuÊ samcÏõÂch potomkuÊ , kterÏõÂ se normaÂlneÏ rodõÂ
heterozygotnõÂ samici. SRLS test je vyÂhodnyÂ vzhledem k zvlaÂsÏtnõÂmu vzhledu a
usporÏaÂdaÂnõÂ chromozoÂmuÊ .

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

1 .2 .1 .1 Zdro je

PouzÏõÂvajõÂ se samci dobrÏe definovaneÂ divokeÂ linie a samice linie Muller-5. Mohou
byÂt pouzÏity i jineÂ vhodneÂ dobrÏe popsaneÂ linie samic s võÂcenaÂsobnou inversõÂ
X-chromozoÂmu.

1 .2 .1 .2 Tes tovaneÂ laÂ tky

TestovaneÂ laÂtky se rozpousÏteÏ jõÂ ve vodeÏ . LaÂtky ve vodeÏ nerozpustneÂ se rozpousÏteÏ jõÂ,
nebo suspendujõÂ ve vhodneÂm rozpousÏteÏdle (naprÏ. smeÏ s etanolu a Tweenu-60, nebo
80), prÏed aplikacõÂ se daÂle rÏedõÂ vodou, nebo fyziologickyÂm roztokem. DoporucÏuje se
nepouzÏõÂvat dimetylsulfoxid (DMSO) jako vehikulum.

1 .2 .1 .3 PocÏ e t zv õÂrÏ a t

Test maÂ prÏedem urcÏenou citlivost. SpontaÂnnõÂ frekvence mutacõÂ v kontrolnõÂ skupineÏ
vyÂznamneÏ ovlivnÏ uje nutnyÂ pocÏet ovlivneÏnyÂch chromozoÂmuÊ , ktereÂ je trÏeba
analyzovat.

1 .2 .1 .4 ZpuÊ sob ap l ikace

Expozice testovaneÂ laÂtce se uskutecÏnÏ uje per os, injekcÏneÏ , nebo expozicõÂ plynuÊ m
nebo paraÂm. ZkrmovaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky se provaÂdõÂ v cukerneÂm roztoku. Je-li to
nutneÂ, testovanaÂ laÂtka se rozpustõÂ v 0,7 % roztoku NaCl a injikuje se do hrudnõÂ nebo
brÏisÏnõÂ dutiny.
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1 .2 .1 .5 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

V kazÏdeÂm pokusu se zarÏazujõÂ negativnõÂ (s rozpousÏteÏdlem) a positivnõÂ kontroly.
JestlizÏe maÂ laboratorÏ k dispozici vhodneÂ historickeÂ kontrolnõÂ uÂdaje, nenõÂ trÏeba
zarÏazovat do experimentu soubeÏ zÏneÂ kontroly.

1 .2 .1 .6 DaÂ vkovaÂ n õÂ

PouzÏõÂvajõÂ se trÏi daÂvky testovaneÂ laÂtky. Pro prÏedbeÏ zÏnyÂ orientacÏnõÂ odhad se pouzÏõÂvaÂ
jedna daÂvka rovnajõÂcõÂ se maximaÂlnõÂ tolerovaneÂ koncentraci, nebo vyvolaÂvajõÂcõÂ
znaÂmky toxicity. NetoxickeÂ laÂtky se testujõÂ v nejvysÏsÏõÂ dosazÏitelneÂ daÂvce.

1 .2 .2 Po p i s p o s t u p u

Samci divokeÂho typu (ve staÂrÏõÂ 3-5 dnuÊ ) jsou ovlivneÏni testovanou laÂtkou a
individuaÂlneÏ krÏõÂzÏeni s virginnõÂmi samicemi z linie Muller-5 nebo z jineÂ vhodneÂ
markeroveÂ linie (võÂcenaÂsobnaÂ inverse X-chromozoÂmu). Samice jsou vymeÏneÏny za
cÏerstveÂ virginnõÂ samice kazÏdeÂ dva azÏ trÏi dny aby byl pokryt celyÂ buneÏ cÏnyÂ cyklus
zaÂrodecÏnyÂch buneÏ k. U potomkuÊ teÏ chto samic je sledovaÂn letaÂ lnõÂ efekt
korespondujõÂcõÂ s uÂcÏinkem testovaneÂ laÂtky v dobeÏ expozice na zraleÂ spermie, na
spermatidy ve strÏednõÂm, nebo pozdnõÂm staÂdiu, cÏasneÂ spermatidy, spermatocyty a
spermatogonie.

HeterozygotnõÂ F1 samice narozeneÂ z tohoto krÏõÂzÏenõÂ jsou daÂle krÏõÂzÏeny individuaÂlneÏ
(t.j. jedna samice/zkumavku) se svyÂmi bratry. V F2 generaci je v kazÏdeÂ kulturÏe
zaznamenaÂvaÂna absence samcuÊ divokeÂho typu. JestlizÏe v kulturÏe vznikajõÂ F1 samice
nesoucõÂ letaÂ lnõÂ mutaci v rodicÏovskeÂm X-chromozoÂmu ( nejsou nalezeni zÏaÂdnõÂ samci
s ovlivneÏ nyÂm chromozoÂmem), dcery teÏ chto samic se stejnyÂm genotypem jsou daÂle
testovaÂny aby se zjistilo, zda letalita se opakuje v dalsÏõÂch generacõÂch.

2. UÂ DAJE

ZõÂskaneÂ uÂdaje se zpracujõÂ do formy tabulky. UvaÂdõÂ se pocÏet hodnocenyÂch
X-chromozoÂmuÊ , pocÏet afertilnõÂch samcuÊ a pocÏet chromozoÂmuÊ s letaÂ lnõÂ mutacõÂ pro
kazÏdou koncentraci, pro kazÏdeÂ obdobõÂ krÏõÂzÏenõÂ a pro kazÏdeÂho testovaneÂho samce.
ZaznamenaÂvaÂ se pocÏet clusteruÊ ruÊ znyÂch velikostõÂ pro kazÏdeÂho samce. VyÂsledky se
majõÂ potvrdit v nezaÂvisleÂm experimentu.

UÂ daje se zhodnotõÂ vhodnou statistickou metodou. NahromadeÏnõÂ recesivnõÂch
letaÂ lnõÂch mutacõÂ vzniklyÂch v jednom samci maÂ byÂt vzato v uÂvahu a zhodnoceno
vhodnyÂm statistickyÂm zpuÊ sobem.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje, je-li to mozÏneÂ , informace o:

- pouzÏityÂch liniõÂch, nebo kmenech Drosophily, veÏku, pocÏtu ovlivneÏnyÂch samcuÊ ,
pocÏtu sterilnõÂch samcuÊ , pocÏtu vzniklyÂch F2 kultur, pocÏtu F2 kultur bez potomkuÊ ,
pocÏtu chromozoÂmuÊ nesoucõÂch letaÂ lnõÂ mutaci pro kazÏdeÂ staÂdium zaÂrodecÏnyÂch buneÏk,

- kriteÂriõÂch pro velikost ovlivneÏ nyÂch skupin,
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- podmõÂnkaÂch testu: detailnõÂ popis ovlivnÏ ovaÂnõÂ a scheÂma odbeÏ ru vzorkuÊ , vyÂsÏe
daÂvek, uÂdaje o toxiciteÏ , negativnõÂ (s rozpousÏteÏdlem) a positivnõÂ kontroly,

- kriteÂriõÂch pocÏõÂtaÂnõÂ letaÂ lnõÂch mutacõÂ,

- vztahu expozice/uÂcÏinek, je±li to mozÏneÂ ,

- hodnocenõÂ uÂdajuÊ ,

- diskusi vyÂsledkuÊ ,

- interpretaci vyÂsledkuÊ .
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B.21 TEST TRANSFORMACE SAVCÏ IÂCH BUNEÏ K - IN VITRO

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

SavcÏõÂ bunÏ ky lze pouzÏõÂt pro detekci fenotypickyÂch zmeÏn in vitro indukovanyÂch
chemickyÂmi laÂtkami spojenyÂch s malignõÂ transformacõÂ in vivo. NejcÏasteÏ ji se
pouzÏõÂvajõÂ bunÏ ky C3H10T1/2 , 3T3, SHE, FischerovyÂch potkanuÊ a test se opõÂraÂ
o zmeÏ ny buneÏ cÏneÂ morfologie, tvorbu lozÏisek, nebo zmeÏny v uchycenõÂ
v semisolidnõÂm agaru. MeÂneÏ se pouzÏõÂvajõÂ systeÂmy detekujõÂcõÂ ostatnõÂ fyziologickeÂ cÏi
morfologickeÂ zmeÏ ny v bunÏ kaÂch po expozici karcinogennõÂm laÂtkaÂm. ZÏ aÂdnyÂ vyÂsledek
in vitro testu nenõÂ duÊ kazem karcinogenity. NeÏktereÂ systeÂmy jsou schopneÂ detekce
promotoruÊ . Cytotoxicita muÊ zÏe byÂt zjisÏteÏna hodnocenõÂm uÂcÏinku testovaneÂ laÂtky na
schopnost vytvaÂrÏet kolonie (cloning efficiency), nebo ovlivneÏnõÂm rychlosti ruÊ stu
kultury. PrÏi hodnocenõÂ cytotoxicity se vychaÂzõÂ ze skutecÏnosti, zÏe expozice testovaneÂ
laÂtce byla toxikologicky relevantnõÂ, ale prÏesto ji nelze pouzÏõÂt k urcÏenõÂ frekvence
transformace ve vsÏech experimentech, protozÏe u neÏkteryÂch mohlo dojõÂt
k prodlouzÏenõÂ inkubace, nebo k replatingu.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

1 .2 .1 .1 BunÏ ky

Existuje rÏada buneÏ cÏnyÂch liniõÂ a primokultur pouzÏitelnyÂch k testu transformace.
ExperimentaÂtor musõÂ zajistit, zÏe bunÏ ky pouzÏiteÂ v testu transformace vykazujõÂ
prÏõÂslusÏneÂ fenotypickeÂ zmeÏ ny po expozici znaÂmyÂm karcinogenem a zÏe test pouzÏõÂvanyÂ
laboratorÏõÂ je oveÏ rÏen a zÏe je dokumentovaÂna jeho opraÂvneÏnost a spolehlivost.

1 .2 .1 .2 MeÂ d ium

PouzÏitaÂ meÂdia a experimentaÂlnõÂ podmõÂnky musõÂ byÂt vhodneÂ pro pouzÏityÂ test
transformace.

1 .2 .1 .3 Tes tovaneÂ laÂ tky

TestovaneÂ laÂtky se rozpousÏteÏ jõÂ, nebo suspendujõÂ v kultivacÏnõÂm meÂdiu, nebo ve
vhodneÂm rozpousÏteÏ dle prÏed ovlivneÏ nõÂm buneÏk. KonecÏnaÂ koncentrace rozpousÏteÏdla
v kulturÏe nesmõÂ ovlivnit zÏivotnost buneÏk, ruÊ stovou rychlost nebo vyÂskyt
transformace.

1 .2 .1 .4 Metabo l i ckaÂ ak t i vac e

BunÏ ky jsou exponovaÂny testovaneÂ laÂtce v prÏõÂtomnosti a bez prÏõÂtomnosti vhodneÂho
metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu. AlternativneÏ mohou byÂt pouzÏity bunÏ ky
s vlastnõÂ metabolickou aktivitou, jestlizÏe jejõÂ vlastnosti jsou vhodneÂ pro testovaneÂ
laÂtky.
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1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

Do kazÏdeÂho experimentu musõÂ byÂt zarÏazeny positivnõÂ kontroly s pouzÏitõÂm laÂtek
prÏõÂmo puÊ sobõÂcõÂch, i vyzÏadujõÂcõÂch metabolickou aktivaci. MusõÂ byÂt zarÏazeny takeÂ
negativnõÂ kontroly (s rozpousÏteÏ dlem).

PrÏõÂklady laÂtek pro positivnõÂ kontroly:

- prÏõÂmo puÊ sobõÂcõÂ laÂtky: etylmetansulfonaÂt, b-propiolakton,

- laÂtky vyzÏadujõÂcõÂ metabolickou aktivaci: 2-acetylaminofluoren, 4-dimetylaminoazo-

benzen, 7,12-dimetylbenzantracen.

Je-li trÏeba, je mozÏneÂ zarÏadit dalsÏõÂ positivnõÂ kontrolu ze stejneÂ chemickeÂ skupiny jako
je testovanaÂ laÂtka.

1 .2 .2 .2 Koncen t rac e

TestujõÂ se nejmeÂneÏ trÏi daÂvky. Tyto koncentrace musõÂ vyvolaÂvat toxickyÂ efekt zaÂvislyÂ
na koncentraci, nejvysÏsÏõÂ koncentrace zpuÊ sobujõÂ nõÂzkou uÂrovenÏ prÏezÏõÂvaÂnõÂ buneÏ k,
v nejnizÏsÏõÂ koncentraci je prÏezÏõÂvaÂnõÂ buneÏk prÏiblizÏneÏ stejneÂ jako v negativnõÂ kontrole.
Ve vodeÏ relativneÏ nerozpustneÂ laÂtky je trÏeba testovat azÏ na hranici jejich
rozpustnosti za pouzÏitõÂ vhodnyÂch postupuÊ . NejvysÏsÏõÂ pouzÏitaÂ koncentrace ve vodeÏ
rozpustneÂ netoxickeÂ laÂtky se urcÏuje individuaÂlneÏ .

1 . 2 . 3 Po p i s p o s t u p u

BunÏ ky musõÂ byÂt exponovaÂny dostatecÏnou dobu zaÂvislou na pouzÏiteÂm testovacõÂm
systeÂmu. Ta muÊ zÏe zahrnovat i opakovanou expozici testovaneÂ laÂtce spojenou
s vyÂmeÏ nou meÂdia (ev. vyÂmeÏ nou cÏerstveÂ metabolickeÂ aktivacÏnõÂ smeÏ si) jestlizÏe se
jednaÂ o prolongovanou expozici. BunÏ ky bez dostatecÏneÂ vlastnõÂ metabolickeÂ aktivity
musõÂ byÂt exponovaÂny testovaneÂ laÂtce v prÏõÂtomnosti i neprÏõÂtomnosti vhodneÂho
metabolickeÂho aktivacÏnõÂho systeÂmu. Na konci expozice je z buneÏk proplaÂchnutõÂm
odstraneÏ na testovanaÂ laÂtka a kultivace probõÂhaÂ daÂle za vhodnyÂch podmõÂnek pro
transformaci. Pak je zaznamenaÂvaÂn vyÂskyt transformace. VsÏechny vyÂsledky musõÂ
byÂt oveÏ rÏeny v nezaÂvislyÂch experimentech.

2. UÂ DAJE

UÂ daje musõÂ byÂt presentovaÂny v tabulkoveÂ formeÏ . Je vhodneÂ vyjadrÏovat prÏezÏõÂvaÂnõÂ
buneÏk jako procento kontrolnõÂ uÂ rovneÏ a frekvenci transformacõÂ jako pocÏet
transformacõÂ na pocÏet prÏezÏõÂvajõÂcõÂch buneÏk. Data je trÏeba zpracovat vhodnyÂmi
statistickyÂmi metodami.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje, je-li to mozÏneÂ , informace o:

- pouzÏityÂch bunÏ kaÂch, metodaÂch pouzÏityÂch k udrzÏovaÂnõÂ kultury, pocÏtu kultur,

- kultivacÏnõÂch podmõÂnkaÂch: koncentraci testovaneÂ laÂtky, dobeÏ inkubace,
rozpousÏteÏ dle, kultivacÏnõÂch naÂdobaÂch, deÂlce a frekvenci expozice, metabolickeÂm
aktivacÏnõÂm systeÂmu, positivnõÂch a negativnõÂch kontrolaÂch, hustoteÏ buneÏk beÏhem
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expozice, specifikaci sledovaneÂho fenotypu, pouzÏitõÂ selektivnõÂho systeÂmu (je-li to
vhodneÂ), zduÊ vodneÏ nõÂ vyÂbeÏ ru koncentracõÂ,

- metodaÂch vycÏõÂslenõÂ zÏivyÂch a transformovanyÂch buneÏk,

- statistickeÂm vyhodnocenõÂ,

- diskusi vyÂsledkuÊ ,

- interpretaci vyÂsledkuÊ .
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B.22 DOMINANTNIÂ LETAÂ LNIÂ TEST U HLODAVCUÊ

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

DominantnõÂ letalita zpuÊ sobuje embryonaÂlnõÂ, nebo fetaÂ lnõÂ smrt. Indukce
dominantnõÂch letaÂ lnõÂch mutacõÂ po expozici chemickeÂ laÂtce dokazuje, zÏe tato laÂtka
posÏkozuje zaÂrodecÏneÂ tkaÂneÏ exponovaneÂho zvõÂrÏecõÂho druhu. ObecneÏ se prÏijõÂmaÂ, zÏe
dominantnõÂ letaÂlnõÂ mutace jsou zpuÊ sobeny posÏkozenõÂm chromozoÂmuÊ (strukturaÂlnõÂ a
numerickeÂ abnormality). Smrt embrya exponovaneÂ samice muÊ zÏe byÂt takeÂ vyÂsledkem
toxickeÂho uÂcÏinku.

Samci jsou exponovaÂni testovaneÂ laÂtce a paÂrÏeni s neovlivneÏnyÂmi, intaktnõÂmi
samicemi. Vzestup mrtvyÂch implantacõÂ na samicÏku v exponovaneÂ skupineÏ nad pocÏet
mrtvyÂch imlantacõÂ v kontrolnõÂ skupineÏ vyjadrÏuje postimplantacÏnõÂ ztraÂty.
PreimplantacÏnõÂ ztraÂty se hodnotõÂ na zaÂkladeÏ pocÏtu zÏlutyÂch teÏ lõÂsek, nebo porovnaÂnõÂm
vsÏech implantacõÂ na samici v exponovaneÂ a kontrolnõÂ skupineÏ . CelkovaÂ dominantnõÂ
letalita je soucÏet pre- a postimplantacÏnõÂch ztraÂt. VyÂpocÏet celkoveÂ dominantnõÂ letality
je zalozÏen na srovnaÂnõÂ zÏivyÂch implantacõÂ na samici v exponovaneÂ skupineÏ k zÏivyÂm
implantacõÂm na samici v kontrolnõÂ skupineÏ . SnõÂzÏenõÂ pocÏtu implantacõÂ v neÏktereÂm
intervalu muÊ zÏe byÂt zpuÊ sobeno zaÂnikem buneÏk (t.j. spermatocytuÊ a/nebo
spermatogoniõÂ).

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

Testovanou laÂtku rozpustit, nebo suspendovat ve fyziologickeÂm roztoku. LaÂtky
nerozpustneÂ ve vodeÏ se rÏedõÂ, nebo suspendujõÂ ve vhodneÂm rozpousÏteÏdle. PouzÏiteÂ
rozpousÏteÏ dlo nesmõÂ reagovat s testovanou laÂtkou ani vyvolaÂvat toxickeÂ uÂcÏinky. PrÏed
aplikacõÂ je trÏeba prÏipravovat cÏerstveÏ narÏedeÏnou testovanou laÂtku.

1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 ZpuÊ sob ap l ikace

TestovanaÂ laÂtka se obvykle podaÂvaÂ pouze jednou. Na zaÂkladeÏ toxikologickyÂch
informacõÂ je mozÏneÂ podaÂvat laÂtku opakovaneÏ . ObvyklyÂ zpuÊ sob aplikace je oraÂlnõÂ
sondou nebo intraperitoneaÂlnõÂ injekce. Mohou byÂt vhodneÂ i jineÂ zpuÊ soby aplikace.

1 .2 .2 .2 Exper i men t aÂ l n õÂ zv õÂrÏ a ta

Pro test se doporucÏujõÂ pouzÏõÂt potkani, nebo mysÏi. ZdravaÂ , pohlavneÏ dospeÏ laÂ zvõÂrÏata
jsou naÂhodneÏ rozdeÏ lena na exponovaneÂ a kontrolnõÂ skupiny.

1 .2 .2 .3 PocÏ e t a poh l av õÂ

Je trÏeba pouzÏõÂt dostatecÏnyÂ pocÏet exponovanyÂch samcuÊ s ohledem na spontaÂnnõÂ
variabilitu hodnoceneÂ biologickeÂ charkteristiky. PocÏet se rÏõÂdõÂ prÏedem zjisÏteÏnou
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detekcÏnõÂ citlivostõÂ a silou statistickeÂho testu. V typickeÂm prÏõÂpadeÏ se na prÏõÂklad volõÂ
takovyÂ pocÏet samcuÊ , aby se dosaÂhlo 30 - 50 brÏezõÂch samic na prÏipousÏteÏ cõÂ interval.

1 .2 .2 .4 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

PositivnõÂ a negativnõÂ (s rozpousÏteÏdlem) kontroly musõÂ byÂt zarÏazeny do kazÏdeÂho
experimentu. JestlizÏe vsÏak maÂ laboratorÏ k dispozici prÏijatelneÂ vyÂsledky positivnõÂch
kontrol z nedaÂvnyÂch experimentuÊ , mohou byÂt pouzÏity. LaÂtky pro positivnõÂ kontroly
musõÂ byÂt pouzÏity ve vhodnyÂch, nõÂzkyÂch daÂvkaÂch aby byla prokaÂzaÂna citlivost testu
(naprÏ. MMS, intraperitoneaÂlneÏ , 10 mg.kg-1).

1 .2 .2 .5 DaÂ vkovaÂ n õÂ

NejcÏasteÏ ji se pouzÏõÂvajõÂ trÏi daÂvkoveÂ hladiny. NejvysÏsÏõÂ daÂvka maÂ vyvolaÂvat znaÂmky
toxicity, nebo snõÂzÏeneÂ fertility u exponovanyÂch zvõÂrÏat. V neÏkteryÂch prÏõÂpadech je
postacÏujõÂcõÂ jedna vysokaÂ daÂvka.

1 .2 .2 .6 Limi tn õÂ t e s t

NetoxickeÂ laÂtky se podaÂvajõÂ v jedneÂ daÂvce 5 g.kg-1, nebo v daÂvce 1 g.kg-1.den-1 prÏi
opakovaneÂ aplikaci.

1 . 2 . 3 Po p i s p o s t u p u

Existuje neÏ kolik postupuÊ . NejcÏasteÏ ji se pouzÏõÂvaÂ jednoraÂzovaÂ aplikace. MuÊ zÏe vsÏak
byÂt pouzÏito jineÂ scheÂma.

Jeden samec je opakovaneÏ krÏõÂzÏen s jednou, nebo dveÏmi neovlivneÏnyÂmi, intaktnõÂmi
samicÏkami ve vhodnyÂch intervalech po aplikaci laÂtky. SamicÏky musõÂ byÂt u samcuÊ
nejmeÂneÏ po dobu trvaÂnõÂ jednoho cyklu rÏõÂje, nebo pokud se neprokaÂzÏõÂ spermie ve
vagineÏ , cÏi vaginaÂlnõÂ zaÂtka.

PocÏet paÂrÏenõÂ po expozici je daÂn scheÂmatem expozice a musõÂ zahrnovat vsÏechna
staÂdia zaÂrodecÏnyÂch buneÏ k sledovanyÂch po expozici.

Samice jsou utraceny cervikaÂlnõÂ dislokacõÂ ve druheÂ polovineÏ brÏezosti a obsah deÏ lohy
je vysÏetrÏen k urcÏenõÂ pocÏtu mrtvyÂch a zÏivyÂch implantacõÂ. VajecÏnõÂky musõÂ byÂt
vysÏetrÏeny k urcÏenõÂ pocÏtu zÏlutyÂch teÏ lõÂsek.

2. UÂ DAJE

UÂ daje o pocÏtu samcuÊ , pocÏtu brÏezõÂch samic, a pocÏtu nezabrÏezlyÂch samic jsou
uvaÂdeÏny v tabulkaÂch. VyÂsledky kazÏdeÂho paÂrÏenõÂ, vcÏetneÏ identifikace kazÏdeÂho samce
a samice jsou uvaÂdeÏ ny samostatneÏ . KazÏdaÂ samice musõÂ mõÂt zaÂznam o tyÂdnu paÂrÏenõÂ,
o daÂvce podaneÂ samci, o pocÏtu zÏivyÂch a mrtvyÂch implantacõÂch.

ZhodnocenõÂ celkoveÂho dominantnõÂho letaÂ lnõÂho efektu je zalozÏeno na srovnaÂnõÂ pocÏtu
zÏivyÂch implantacõÂ na samici v exponovaneÂ skupineÏ s pocÏtem zÏivyÂch implantacõÂ
v kontrolnõÂ skupineÏ . PomeÏ r mrtvyÂch ku zÏivyÂm implantacõÂm v exponovaneÂ skupineÏ
ke stejneÂmu pomeÏ ru v kontrolnõÂ skupineÏ po analyÂze vypovõÂdaÂ o postimplantacÏnõÂch
ztraÂtaÂch.

V tabulce musõÂ byÂt jasneÏ odlisÏeny cÏasnaÂ a pozdnõÂ letalita. MusõÂ byÂt zaznamenaÂny i
preimplantacÏnõÂ ztraÂty. Ty mohou byÂt vypocÏõÂtaÂny jako rozdõÂl mezi pocÏtem corpora
lutea a pocÏtem implantacõÂ, nebo jako snõÂzÏenõÂ pruÊ meÏ rneÂho pocÏtu implantacõÂ na
deÏ lohu ve srovnaÂnõÂ s kontrolou.
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UÂ daje jsou vyhodnoceny vhodnyÂmi statistickyÂmi metodami.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje, je-li to mozÏneÂ , informace o:

- druhu, kmeni, veÏ ku a vaÂze zvõÂrÏat, pocÏet zvõÂrÏat od kazÏdeÂho pohlavõÂ
v exponovanyÂch a kontrolnõÂch skupinaÂch,

- testovaneÂ laÂtce, rozpousÏteÏ dlu, daÂvkovyÂch hladinaÂch a duÊ vodech jejich vyÂbeÏ ru,
negativnõÂch a positivnõÂch kontrolaÂch, uÂdajõÂch o toxiciteÏ ,

- zpuÊ sobu podaÂnõÂ a schematu expozice,

- scheÂma paÂrÏenõÂ,

- metodaÂch k pruÊ kazu paÂrÏenõÂ,

- doba usmrcenõÂ,

- kriteria pro pocÏõÂtaÂnõÂ dominantnõÂch letaÂ lnõÂch efektuÊ ,

- vztah daÂvka/odpoveÏ d',

- statistickeÂ hodnocenõÂ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.23 CYTOGENETICKAÂ ANALYÂ ZA SAVCÏ IÂCH ZAÂ RODECÏ NYÂ CH BUNEÏ K
IN VIVO

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

Tento cytogenetickyÂ test in vivo detekuje strukturaÂlnõÂ chromozoÂmoveÂ aberace ve
spermatogoniõÂch. Je zalozÏen na analyÂze mitoÂz spermatogoniõÂ z hlediska
chromatidovyÂch a chromozoÂmovyÂch typuÊ aberacõÂ.

V metodeÏ se pouzÏõÂvajõÂ preparaÂty z testes savcuÊ , kterÏõÂ byli exponovaÂnõÂ testovaneÂ
laÂtce vhodnyÂm zpuÊ sobem a usmrceni v ruÊ znyÂch intervalech. ZvõÂrÏata jsou prÏed
usmrcenõÂm ovlivneÏ na inhibitorem deÏ lõÂcõÂho vrÏeteÂnka, jako je kolchicõÂn,
k nahromadeÏ nõÂ buneÏ k ve staÂdiu metafaÂze (C - metafaÂze). Jsou zhotoveny
mikroskopickeÂ preparaÂty, ususÏeny na vzduchu, obarveny a analyzovaÂny
v mikroskopu.

AnalyÂza spermatocytuÊ v diakineÂzi (metafaÂze I) pro hodnocenõÂ mnohocÏetnyÂch
translokacõÂ po ovlivneÏ nõÂ kmenovyÂch buneÏk spermatogoniõÂ muÊ zÏe poskytnout dalsÏõÂ
uzÏitecÏneÂ informace.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

TestovaneÂ laÂtky jsou rozpusÏteÏ ny v isotonickeÂm fyziologickeÂm roztoku. JestlizÏe jsou
nerozpustneÂ , jsou rozpusÏteÏ ny, nebo suspendovaÂny ve vhodneÂm rozpousÏteÏdle.
PouzÏõÂvajõÂ se cÏerstveÏ prÏipraveneÂ roztoky testovaneÂ laÂtky. JestlizÏe bylo pouzÏito
rozpousÏteÏ dlo pro usnadneÏ nõÂ daÂvkovaÂnõÂ laÂtky, nesmõÂ reagovat s testovanou laÂtkou,
nebo vyvolaÂvat toxickeÂ uÂcÏinky.

1 .2 .1 .1 ZpuÊ sob ap l ikace

TestovaneÂ laÂtky se veÏ tsÏinou podaÂvajõÂ pouze jednou. OpakovanaÂ aplikace muÊ zÏe byÂt
pouzÏita na zaÂkladeÏ toxikologickyÂch informacõÂ. OpakovanaÂ aplikace vsÏak muÊ zÏe byÂt
pouzÏita jen v prÏõÂpadeÏ , zÏe testovanaÂ laÂtka nevyvolaÂvaÂ veÏ tsÏõÂ cytotoxickyÂ efekt
v diferencujõÂcõÂch se spermatogoniõÂch.

ObvyklyÂ zpuÊ sob podaÂnõÂ je oraÂlnõÂ aplikace sondou a intraperitoneaÂlnõÂ injekce.
Mohou byÂt vhodneÂ i ostatnõÂ zpuÊ soby aplikace.

1 .2 .1 .2 Exper i men t aÂ l n õÂ zv õÂrÏ a ta

NejcÏasteÏ ji se pouzÏõÂvajõÂ mysÏi a cÏõÂnskyÂ krÏecÏek. Mohou vsÏak byÂt pouzÏity i jineÂ savcÏõÂ
druhy.

PohlavneÏ dospeÏ lõÂ samci jsou naÂhodnyÂm vyÂbeÏ rem rozdeÏ leni do exponovanyÂch a
kontrolnõÂch skupin.
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1 .2 .1 .3 PocÏ e t zv õÂrÏ a t

Pro exponovaneÂ i kontrolnõÂ skupiny se pouzÏije nejmeÂneÏ po peÏ ti samcõÂch.

1 .2 .1 .4 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

V kazÏdeÂm experimentu musõÂ byÂt pouzÏity soucÏasneÏ positivnõÂ i negativnõÂ
(s rozpousÏteÏ dlem) kontroly.

LaÂtky pro positivnõÂ kontroly musõÂ byÂt pouzÏity ve vhodnyÂch nõÂzkyÂch daÂvkaÂch (naprÏ.
mitomycin C, intraperitoneaÂlneÏ , 0.3 mg.kg-1) k pruÊ kazu citlivosti testu.

1 .2 .1 .5 DaÂ vkovaÂ n õÂ

PouzÏõÂvaÂ se jedna daÂvka testovaneÂ laÂtky. Tato daÂvka maÂ byÂt maximaÂlnõÂ tolerovanou
daÂvkou, nebo daÂvkou vyvolaÂvajõÂcõÂ znaÂmky toxicity. Je-li trÏeba ucÏit zaÂvislost
daÂvka/odpoveÏ d', pak je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏõÂ daÂvek (naprÏ. k potvrzenõÂ slabeÏ
positivnõÂ odpoveÏ di). NetoxickeÂ laÂtky se testujõÂ v nejvysÏsÏõÂ dosazÏitelneÂ daÂvce jak pro
jednoraÂzovou, tak i pro opakovanou aplikaci.

1 . 2 . 2 Po p i s p o s t u p u

ZvõÂrÏata jsou veÏ tsÏinou ovlivneÏ na testovanou laÂtkou pouze jednou. Ve skupinaÂch
exponovanyÂch nejvysÏsÏõÂ daÂvce se po expozici odebõÂrajõÂ vzorky nejmeÂneÏ ve trÏech
intervalech. ZaÂkladnõÂ interval je 24 h. JestlizÏe kinetika buneÏ cÏneÂho cyklu muÊ zÏe byÂt
ovlivneÏna testovanou laÂtkou, pouzÏõÂvajõÂ se jeden drÏõÂveÏ jsÏõÂ a jeden pozdeÏ jsÏõÂ odbeÏ rovyÂ
interval stejnomeÏ rneÏ rozdeÏ leneÂ v rozmezõÂ od 6 do 48 h. PrÏi pouzÏitõÂ dalsÏõÂch
daÂvkovyÂch hladin je trÏeba vzorky odebrat v nejcitliveÏ jsÏõÂm intervalu, pokud nenõÂ
znaÂm, pak 24 h po aplikaci.

AlternativneÏ muÊ zÏe byÂt pouzÏita opakovanaÂ aplikace a zvõÂrÏata jsou pak usmrcena 24 h
po poslednõÂ aplikaci. Mohou byÂt pouzÏity dalsÏõÂ odbeÏ roveÂ cÏasy v rozmezõÂ
od 6 do 24 h.

1 .2 .2 .1 PrÏ õÂprava preparaÂ tuÊ z t e s t e s

PrÏed analyÂzou mitoÂz spermatogoniõÂ je zvõÂrÏatuÊ m infikovaÂn intraperitoneaÂlneÏ ve
vhodneÂ daÂvce inhibitor mitoÂzy, naprÏ. kolchicõÂn. Ve vhodneÂm intervalu jsou potom
zvõÂrÏata usmrcena. U mysÏõÂ se tento interval pohybuje mezi trÏemi azÏ peÏ ti hodinami,
u cÏõÂnskeÂho krÏecÏka võÂce nezÏ peÏ t hodin.

PouzÏõÂvaÂ se metoda susÏenyÂch preparaÂtuÊ (air-drying). RuÊ zneÂ druhy zvõÂrÏat vyzÏadujõÂ
modifikaci standardnõÂho postupu. ZõÂskanaÂ buneÏ cÏnaÂ suspenze je hypotonizovaÂna a
fixovaÂna. BunÏ ky jsou rozprostrÏeny na sklõÂcÏko a obarveny. PreparaÂty jsou prÏed
analyÂzou zakoÂdovaÂny.

1 .2 .2 .2 Ana lyÂ za

Na strukturaÂlnõÂ chromozoÂmoveÂ aberace je analyzovaÂno nejmeÂneÏ 100 dobrÏe
rozprostrÏenyÂch metafaÂzõÂ s plnyÂm pocÏtem centromer. Ke zhodnocenõÂ mozÏneÂho
cytotoxickeÂho efektu se pocÏõÂtaÂ pomeÏ r mitoÂz spermatogoniõÂ k prvnõÂm a druhyÂm
meiotickyÂm metafaÂzõÂm z celeÂho vzorku 100 deÏ lõÂcõÂch se buneÏk na zvõÂrÏe.
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2. UÂ DAJE

ZõÂskaneÂ uÂdaje jsou presentovaÂny tabulkovou formou. Pro kazÏdeÂ exponovaneÂ a
kontrolnõÂ zvõÂrÏe se vsÏechny typy aberacõÂ uvaÂdeÏ jõÂ samostatneÏ . UvaÂdõÂ se celkovyÂ pocÏet
analyzovanyÂch buneÏ k a celkovyÂ pocÏet aberantnõÂch buneÏk na kazÏdou skupinu. Pro
kazÏdyÂ parametr se uvaÂdõÂ pruÊ meÏ r a smeÏ rodatnaÂ odchylka. Je-li to stanoveno, uvaÂdõÂ se
v tabulce pro kazÏdou exponovanou a kontrolnõÂ skupinu pruÊ meÏ r pomeÏ ru mitoÂz
spermatogoniõÂ k prvnõÂm a druhyÂm meiotickyÂm metafaÂzõÂm.

VsÏechny uÂdaje jsou zhodnoceny vhodnou statistickou metodou.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje, je-li to mozÏneÂ , informace o:

- druhu a kmeni samcuÊ , veÏ ku a vaÂze samcuÊ ,

- pocÏtu zvõÂrÏat v kazÏdeÂ exponovaneÂ a kontrolnõÂ skupineÏ ,

- podmõÂnkaÂch experimentu, detailnõÂ popis ovlivnÏ ovaÂnõÂ zvõÂrÏat, daÂvkoveÂ hladiny,
rozpousÏteÏ dla, inhibitor deÏ lõÂcõÂho vrÏeteÂnka,

- pocÏtu analyzovanyÂch buneÏ k pro kazÏdeÂ zvõÂrÏe v kazÏdeÂ skupineÏ ,

- typu a pocÏtu aberacõÂ u kazÏdeÂho exponovaneÂho a kontrolnõÂho zvõÂrÏete

- statistickeÂm hodnocenõÂ

- diskusi vyÂsledkuÊ ,

- interpretaci vyÂsledkuÊ .
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B.24 SPOT TEST U MYSÏ IÂ

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

Je to in vivo test na mysÏõÂch, u kteryÂch jsou vyvõÂjejõÂcõÂ se embrya exponovaÂna
chemickyÂm laÂtkaÂm. CõÂlovyÂmi bunÏ kami u embryõÂ jsou melanoblasty a cõÂlovyÂmi geny
ty, ktereÂ kontrolujõÂ pigmentaci srsti. Embrya jsou heterozygoti pro rÏadu genuÊ
ovlivnÏ ujõÂcõÂch barvu srsti. Mutace, nebo ztraÂty dominantnõÂch allel v genech
melanoblastuÊ jsou vyjaÂdrÏeny recesivnõÂm fenotypem v dcerÏinyÂch bunÏ kaÂch
vytvaÂrÏejõÂcõÂch skvrny (spots) pozmeÏ neÏneÂ barvy srsti narozenyÂch mysÏõÂ. PocÏet
potomkuÊ s teÏ mito skvrnami, mutacemi, je zaznamenaÂn a jejich frekvence je
srovnaÂvaÂna s frekvencõÂ u potomkuÊ z kontrol. MysÏõÂ spot test detekuje prÏedevsÏõÂm
somatickeÂ mutace v embryonaÂlnõÂch bunÏ kaÂch.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

TestovaneÂ laÂtky jsou rozpusÏteÏ ny, nebo suspendovaÂny v isotonickeÂm fyziologickeÂm
roztoku. LaÂtky nerozpustneÂ ve vodeÏ jsou rozpusÏteÏny, nebo suspendovaÂny ve
vhodneÂm rozpousÏteÏ dle. PouzÏitaÂ rozpousÏteÏdla nesmõÂ reagovat s testovanou laÂtkou,
nebo vyvolaÂvat toxickyÂ efekt. PouzÏõÂvajõÂ se cÏerstveÏ prÏipraveneÂ roztoky testovaneÂ
laÂtky.

1 .2 .1 .1 Exper i men t aÂ l n õÂ zv õÂrÏ a ta

MysÏi kmene T (nonagouti, a/a; chinchilla, pink eye, c ch p/c ch p; brown, b/b; dilute,
shon ear, d se/d se; piebald spotting, s/s) jsou krÏõÂzÏeny bud' s kmenem HT (pallid,
nonagouti, brachypody, pa a bp/pa a bp; leaden fuzzy, ln fz/ /ln fz; pearl pe/pe) nebo
s kmenem C57 BL (nonagouti, a/a).

Mohou byÂt pouzÏita i jinaÂ krÏõÂzÏenõÂ, za prÏedpokladu zÏe budou vznikat nonagouti
potomci. NaprÏ. krÏõÂzÏenõÂ mezi kmenem NMRI (nonagouti, a/a; albino, c/c) a DBA
(nonagouti, a/a; brown, b/b; dilute d/d).

1 .2 .1 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ zv õÂrÏ a t

PouzÏije se dostatecÏnyÂ pocÏet zabrÏezlyÂch samic, aby byl zajisÏteÏn dostatecÏnyÂ pocÏet
zÏivyÂch potomkuÊ pro kazÏdou pouzÏitou daÂvku. VhodnaÂ velikost vzorku je zaÂvislaÂ na
pocÏtu skvrn pozorovanyÂch u ovlivneÏnyÂch mysÏõÂ a u kontrolnõÂch mysÏõÂ. NegativnõÂ
vyÂsledky jsou akceptovaÂny pouze v prÏõÂpadeÏ , zÏe bylo hodnoceno nejmeÂneÏ 300
potomkuÊ samic ovlivneÏ nyÂch nejvysÏsÏõÂ daÂvkou.

1 .2 .1 .3 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

MusõÂ byÂt pouzÏity kontroly ovlivneÏneÂ pouze rozpousÏteÏdlem (negativnõÂ kontroly. Ke
zvyÂsÏenõÂ citlivosti testu mohou byÂt pouzÏity kontrolnõÂ hodnoty z teÂzÏe laboratorÏe za
prÏedpokladu, zÏe jsou homogennõÂ. NedaÂvneÂ uÂdaje z positivnõÂch kontrol zõÂskaneÂ
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v teÂzÏe laboratorÏi prÏi expozici laÂtce se znaÂmyÂm mutagennõÂm uÂcÏinkem mohou byÂt
v tomto testu pouzÏity, jestlizÏe u testovaneÂ laÂtky nebyla mutagenita detekovaÂna.

1 .2 .1 .4 ZpuÊ sob ap l ikace

Obvykle se pouzÏõÂvaÂ oraÂlnõÂ aplikace sondou nebo intraperitoneaÂlnõÂ injekce brÏezõÂ
mysÏi. Je-li to vhodneÂ, je mozÏneÂ pouzÏõÂt inhalacÏnõÂ, nebo jinyÂ zpuÊ sob aplikace.

1 .2 .1 .5 DaÂ vkovaÂ n õÂ

PouzÏõÂvajõÂ se nejmeÂneÏ dveÏ daÂvky z nichzÏ jedna vyvolaÂvaÂ znaÂmky toxicity nebo
zmensÏenõÂ velikosti vrhu.

1 .2 .2 Po p i s p o s t u p u

ZvõÂrÏata jsou obycÏejneÏ ovlivneÏ na testovanou laÂtkou pouze jednou 8., 9., nebo 10. den
brÏezosti, prÏicÏemzÏ za 1.den brÏezosti se povazÏuje den zjisÏteÏnõÂ vaginaÂlnõÂ zaÂtky. Tyto
dny odpovõÂdajõÂ 7.25, 8.25 a 9.25 dnuÊ po koncepci. OpakovaneÂ ovlivneÏnõÂ laÂtkou lze
proveÂst beÏ hem teÏ chto dnuÊ .

AnalyÂza

U mlaÂd'at je pocÏõÂtaÂn a zaznamenaÂvaÂn pocÏet skvrn mezi trÏetõÂm a cÏtvrtyÂm tyÂdnem po
porodu. RozlisÏujõÂ se trÏi trÏõÂdy skvrn :

(a) bõÂleÂ skvrny v rozsahu 5 mm ve strÏednõÂ ventraÂ lnõÂ linii o kteryÂch se prÏedpoklaÂdaÂ ,
zÏe vznikly zaÂnikem buneÏ k (WMVS);

(b) zÏluteÂ skvrny typu agouti, se vyskytujõÂ v okolõÂ mleÂcÏnyÂch zÏlaÂz, genitaÂ liõÂ, hrdla,
axil, oblasti slabin a uprostrÏed cÏela, a prÏedpoklaÂdaÂ se, zÏe vznikajõÂ v duÊ sledku chybneÂ
diferenciace (MDS);

(c) zbarveneÂ a bõÂleÂ skvrny naÂhodneÏ rozmõÂsteÏneÂ v srsti jako vyÂsledek somatickyÂch
mutacõÂ (RS).

VsÏechny trÏi skupiny jsou zaznamenaÂvaÂny, ale pouze poslednõÂ, RS, je geneticky
relevantnõÂ. ObtõÂzÏe s odlisÏenõÂm mezi MDS a RS je mozÏneÂ vyrÏesÏit pozorovaÂnõÂm
chlupuÊ ve fluorescencÏnõÂm mikroskopu.

ZaznamenaÂvajõÂ se naÂpadneÂ, velkeÂ morfologickeÂ malformace potomkuÊ .

2. UÂ DAJE

ZõÂskanaÂ data jsou uvaÂdeÏ na jako celkovyÂ pocÏet sledovanyÂch potomkuÊ a pocÏet mlaÂd'at
majõÂcõÂch jednu, nebo võÂce skvrn vyvolanyÂch somatickyÂmi mutacemi. UÂ daje zõÂskaneÂ
z kontrolnõÂch a exponovanyÂch skupin se porovnaÂvajõÂ vhodnyÂmi metodami. UÂ daje
jsou takeÂ uvaÂdeÏ ny jako zõÂskaneÂ hodnoty na vrh.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje, je-li to mozÏneÂ , informace o:

- kmeni pouzÏiteÂm prÏi krÏõÂzÏenõÂ,

- pocÏtu zabrÏezlyÂch samic v experimentaÂlnõÂ a v kontrolnõÂ skupineÏ ,
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- pruÊ meÏ rneÂ velikosti vrhu v experimentaÂlnõÂ a v kontrolnõÂ skupineÏ prÏi porodu a prÏi
odstavenõÂ,

- daÂvkovyÂch uÂrovnõÂch testovaneÂ laÂtky,

- pouzÏiteÂm rozpousÏteÏ dle,

- ve ktereÂm dni brÏezosti byla testovanaÂ laÂtka aplikovaÂna,

- o zpuÊ sobu podaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky,

- celkoveÂm pocÏtu sledovanyÂch potomkuÊ , a jejich pocÏet s WMVS, MDS a RS v
experimentaÂlnõÂ a kontrolnõÂ skupineÏ ,

- hrubyÂch morfologickyÂch malformacõÂch,

- vztahu daÂvka/odpoveÏ d' u RS, je-li to mozÏneÂ ,

- statistickeÂm hodnocenõÂ,

- diskusi vyÂsledkuÊ ,

- interpretaci vyÂsledkuÊ .
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B.25 PRÏ ENOSNEÂ TRANSLOKACE U MYSÏ IÂ

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

Test na prÏenosneÂ translokace u mysÏõÂ detekuje strukturaÂlnõÂ a numerickeÂ
chromozoÂmoveÂ zmeÏ ny v savcÏõÂch zaÂrodecÏnyÂch bunÏ kaÂch zachyceneÂ v prvnõÂ generaci
potomkuÊ . IndukovaneÂ zmeÏ ny jsou reciprokeÂ translokace a u samicÏõÂch potomkuÊ jesÏteÏ
ztraÂty X-chromozoÂmu. NositeleÂ translokacõÂ a XO-samice vykazujõÂ snõÂzÏenou fertilitu,
kteraÂ se vyuzÏõÂvaÂ pro vyÂbeÏ r F1 potomstva pro cytogenetickou analyÂzu. UÂ plnaÂ sterilita
je zpuÊ sobena neÏ kteryÂmi typy translokacõÂ (X-autosom a c-t typ). Translokace jsou
analyzovaÂny mikroskopicky v meiotickyÂch bunÏ kaÂch samcuÊ ze spermatocytuÊ ve
stadiu diakineÂzy-metafaÂze I, nebo F1 samcuÊ cÏi samcÏõÂch potomkuÊ F1 samic. Samice
XO jsou cytogeneticky identifikovaÂny prÏõÂtomnostõÂ pouze 39 chromozoÂmuÊ
v mitoÂzaÂch z kostnõÂ drÏeneÏ .

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

TestovaneÂ laÂtky jsou rozpusÏteÏ ny v isotonickeÂm fyziologickeÂm roztoku. JestlizÏe jsou
nerozpustneÂ , jsou rozpusÏteÏ ny, nebo suspendovaÂny ve vhodneÂm rozpousÏteÏdle.
PouzÏõÂvajõÂ se cÏerstveÏ prÏipraveneÂ roztoky testovaneÂ laÂtky. JestlizÏe bylo pouzÏito
rozpousÏteÏ dlo pro usnadneÏ nõÂ daÂvkovaÂnõÂ laÂtky, nesmõÂ reagovat s testovanou laÂtkou,
nebo vyvolaÂvat toxickeÂ uÂcÏinky.

1 .2 .1 .1 ZpuÊ sob ap l ikace

Aplikuje se obvykle oraÂlneÏ sondou, nebo intraperitoneaÂlnõÂ injekcõÂ. Mohou byÂt
pouzÏity i jineÂ vhodneÂ zpuÊ soby aplikace.

1 .2 .1 .2 Exper i men t aÂ l n õÂ zv õÂrÏ a ta

Pro snadneÏ jsÏõÂ krÏõÂzÏenõÂ a cytologickou verifikaci se pokusy provaÂdõÂ na mysÏõÂch.
NepozÏaduje se zÏaÂdnyÂ specifickyÂ kmen. PruÊ meÏ rnaÂ velikost vrhu by meÏ la byÂt veÏ tsÏõÂ
nezÏ osm a meÏ la by byÂt relativneÏ konstantnõÂ. PouzÏõÂvajõÂ se zdravaÂ , pohlavneÏ dospeÏ laÂ
zvõÂrÏata.

1 .2 .1 .3 PocÏ e t zv õÂrÏ a t

PocÏet zvõÂrÏat nutneÏ zaÂvisõÂ na frekvenci spontaÂnnõÂch translokacõÂ a na minimaÂlnõÂm
pocÏtu indukovanyÂch translokacõÂ vyzÏadovaneÂm pro positivnõÂ kontrolu.

Test se obvykle provaÂdõÂ analyÂzou samcuÊ F1 potomkuÊ . NejmeÂneÏ 500 samcuÊ v F1

generaci je testovaÂno v kazÏdeÂ exponovaneÂ skupineÏ . JestlizÏe budou analyzovaÂny takeÂ
samice F1 generace potomkuÊ , pak se vyzÏaduje 300 samcuÊ a 300 samic.
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1 .2 .1 .4 Nega t i vn õÂ a pos i t i vn õÂ kon t ro ly

Mohou se pouzÏõÂt adekvaÂtnõÂ vyÂsledky kontrol zõÂskaneÂ z prÏedchozõÂch pokusuÊ . JestlizÏe
jsou dostupneÂ prÏijatelneÂ vyÂsledky positivnõÂch kontrol z nedaÂvneÂho pokusu z teÂzÏe
laboratorÏe, mohou byÂt pouzÏity.

1 .2 .1 .5 DaÂ vkovaÂ n õÂ

PouzÏõÂvaÂ se jedna daÂvka, obycÏejneÏ nejvysÏsÏõÂ daÂvka vyvolaÂvajõÂcõÂ minimaÂlnõÂ toxickyÂ
efekt ale bez vlivu na reprodukcÏnõÂ chovaÂnõÂ nebo prÏezÏõÂvaÂnõÂ. Pro stanovenõÂ vztahu
daÂvka/odpoveÏ d' je trÏeba dvou dalsÏõÂch, nizÏsÏõÂch daÂvek. U netoxickyÂch laÂtek se pouzÏije
nejvysÏsÏõÂ dosazÏitelnaÂ daÂvka.

1 .2 .2 Po p i s p o s t u p u

1 .2 .2 .1 Expozi ce a op l odneÏ n õÂ

PouzÏõÂvajõÂ se dva zpuÊ soby expozice. NejcÏasteÏ ji se pouzÏõÂvaÂ jedna aplikace testovaneÂ
laÂtky. TakeÂ je mozÏnaÂ varianta podaÂvaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky sedm dnõÂ v tyÂdnu po 35 dnuÊ .

PocÏet oplodneÏ nõÂ po expozici je rÏõÂzen scheÂmatem experimentu a musõÂ zajistit, zÏe
vsÏechna buneÏ cÏnaÂ staÂdia zaÂrodecÏnyÂch buneÏk budou analyzovaÂna. Na konci obdobõÂ
oplodnÏ ovaÂnõÂ jsou samice samostatneÏ rozdeÏ leny do klecõÂ. Po porodu je trÏeba
zaznamenat datum, velikost vrhu a pohlavõÂ mlaÂd'at. Po vrhu jsou samcÏõÂ i samicÏõÂ
potomci oddeÏ leni azÏ do doby zarÏazenõÂ do experimentu.

1 .2 .2 .2 Zj i sÏ t'ovaÂ n õÂ t rans l okacÏ n õÂc h he t e rozygo tuÊ

PouzÏõÂvaÂ se jedna ze dvou mozÏnyÂch metod. Test fertility F1 potomkuÊ a naÂslednaÂ
verifikace mozÏnyÂch nositeluÊ translokacõÂ cytogenetickou analyÂzou nebo
cytogenetickaÂ analyÂza vsÏech samcuÊ F1 generace bez prÏedchozõÂho vyÂbeÏ ru pomocõÂ
testu fertility.

(a) Test fertility

SnõÂzÏenaÂ fertilita zvõÂrÏat v F1 generaci se muÊ zÏe stanovit z velikosti vrhu a/nebo
analyÂzou obsahu deÏ lohy samic. KriteÂria urcÏenõÂ normaÂlnõÂ a snõÂzÏeneÂ fertility musõÂ byÂt
stanovena pro kazÏdyÂ kmen pouzÏityÂch mysÏõÂ.

Velikost vrhu: F1 samci urcÏenõÂ k testovaÂnõÂ jsou oddeÏ leni samostatneÏ do klecõÂ se
samicemi ze stejneÂho experimentu, nebo stejneÂ skupiny. Klece jsou kontrolovaÂny
denneÏ pocÏõÂnaje l8.dnem po oplodneÏnõÂ. Velikost vrhu a pohlavõÂ F2 potomkuÊ jsou
zaznamenaÂny prÏi porodu, hned poteÂ jsou oddeÏ leni. JestlizÏe jsou testovaÂny F1 samice,
F2 potomci malyÂch vrhuÊ jsou uchovaÂvaÂni pro dalsÏõÂ testy. Samice-nositelky
translokacõÂ jsou verifikovaÂny cytogenetickou analyÂzou translokacõÂ u jakeÂhokoliv
jejich muzÏskeÂho potomka. X0-samice jsou urcÏeny zmeÏnou sex ratio mezi jejich
potomky z 1:1 na 1:2 samci vs. samice. V naÂsledneÂm kroku jsou normaÂlnõÂ F1 zvõÂrÏata
vyrÏazena z dalsÏõÂho testovaÂnõÂ jestlizÏe prvnõÂ F2 vrh dosahuje, nebo prÏevysÏuje prÏedem
urcÏenou normaÂlnõÂ hodnotu, jinak jsou zaznamenaÂny druheÂ a trÏetõÂ vrhy.
F1 zvõÂrÏata kteraÂ nemohou byÂt klasifikovaÂna jako normaÂlnõÂ po vyhodnocenõÂ trÏõÂ F2

vrhuÊ , jsou daÂle testovaÂna bud' analyÂzou obsahu deÏ lohy, nebo jsou prÏõÂmo podrobena
cytogenetickeÂ analyÂze.

AnalyÂzy obsahu deÏlohy: Redukce velikostõÂ vrhu u nosicÏuÊ translokacõÂ je zpuÊ sobena
smrtõÂ embryõÂ, takzÏe vysokyÂ pocÏet mrtvyÂch implantacõÂ indikuje prÏõÂtomnost
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translokacõÂ u testovanyÂch zvõÂrÏat. TestovanõÂ F1 samci jsou prÏipousÏteÏni kazÏdyÂ ke 2 - 3
samicõÂm. OplodneÏ nõÂ se zjisÏt'uje dennõÂ rannõÂ kontrolou vaginaÂlnõÂ zaÂtky. Samice jsou
usmrceny 14. -l6.den a jsou zaznamenaÂny zÏiveÂ a mrtveÂ zaÂrodky.

(b) CytogenetickaÂ analyÂza

Metodou air-drying jsou prÏipraveny preparaÂty z testes. NosicÏi translokacõÂ jsou
urcÏeni na zaÂkladeÏ prÏõÂtomnosti multivalentnõÂch figur ve staÂdiu diakineÂzy - matafaÂze I
v primaÂrnõÂch spermatocytech. NaÂlez nejmeÂneÏ dvou buneÏk s multivalentnõÂmi
asociacemi splnÏ uje pozÏadovanyÂ duÊ kaz, zÏe testovaneÂ zvõÂrÏe je nositelem translokace.
JestlizÏe byl proveden vyÂbeÏ r no breeding, vsÏichni F1 samci jsou vysÏetrÏeni
cytogeneticky. Na kazÏdeÂho samce musõÂ byÂt mikroskopicky vysÏetrÏeno nejmeÂneÏ 25
buneÏk v diakineÂze - metafaÂze I. AnalyÂza mitotickyÂch metafaÂzõÂ ve spermatogoniõÂch
nebo v kostnõÂ drÏeni se vyzÏaduje u samcuÊ s malyÂmi testes a potlacÏenõÂm meiozy prÏed
diakineÂzou, nebo u F1 samic suspektnõÂch X0. PrÏõÂtomnost neobvykle dlouheÂho
a/nebo kraÂtkeÂho chromozoÂmu v kazÏdeÂ z 10 buneÏk je duÊ kazem pro cÏaÂstecÏnou samcÏõÂ
translokacÏnõÂ sterilitu (c-t typ). NeÏ ktereÂ X-autosomaÂlnõÂ translokace zpuÊ sobujõÂcõÂ samcÏõÂ
sterilitu mohou byÂt identifikovaÂny pouze pruhovaÂnõÂm mitotickyÂch chromozoÂmuÊ .
PrÏõÂtomost 39 chromozoÂmuÊ ve vsÏech 10 mitoÂzaÂch je duÊ kazem pro X0 samice.

2. UÂ DAJE

ZõÂskaneÂ uÂdaje jsou presentovaÂny tabulkovou formou.

Pro kazÏdyÂ interval prÏipousÏteÏ nõÂ je zaznamenaÂna pruÊ meÏ rnaÂ velikost vrhu a pomeÏ r
pohlavõÂ (sex ratio).

Pro odhad ferility F1 zvõÂrÏat se uvaÂdõÂ pruÊ meÏ rnaÂ velikost vrhu kontroly a individuaÂlnõÂ
velikosti vrhuÊ F1 nosicÏuÊ translokacõÂ. Pro analyÂzu obsahuÊ deÏ lohy se uvaÂdõÂ pruÊ meÏ rnyÂ
pocÏet zÏivyÂch a mrtvyÂch zaÂrodkuÊ v kontrole a individuaÂlnõÂ pocÏty zÏivyÂch a mrtvyÂch
zaÂrodkuÊ pro kazÏdeÂ prÏipousÏteÏ nõÂ F1 nosicÏuÊ translokacõÂ.

PrÏi cytogenetickeÂ analyÂze diakineÂze-metafaÂze I se uvaÂdõÂ pocÏet typuÊ multivalentnõÂch
figur a celkovyÂ pocÏet buneÏ k pro kazÏdeÂho nosicÏe translokacõÂ.

Pro F1 sterilnõÂ jedince se zaznamenaÂvaÂ pocÏet a doba prÏipusÏteÏnõÂ. DaÂle se uvaÂdõÂ vaÂha
testes a podrobnosti o cytogenetickeÂ analyÂze.

U X0 samic se uvaÂdõÂ pruÊ meÏ rnaÂ velikost vrhu, sex ratio F2 potomkuÊ a vyÂsledky
cytogenetickeÂ analyÂzy.

V prÏõÂpadeÏ , zÏe pomocõÂ testuÊ fertility byly prÏedbeÏ zÏneÏ vybraÂni mozÏnõÂ nositeleÂ F1

translokacõÂ, je trÏeba v tabulkaÂch uveÂst informaci o skutecÏneÂm pocÏtu potvrzenyÂch
translokacÏnõÂch heterozygotuÊ .

MusõÂ byÂt uvedeny uÂdaje o negativnõÂch a positivnõÂch kontrolaÂch.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu obsahuje, je-li to mozÏneÂ , informace o:

- kmenu mysÏõÂ, staÂrÏõÂ a vaÂze exponovanyÂch zvõÂrÏat,

- pocÏtu rodicÏovskyÂch zvõÂrÏat pro kazÏdeÂ pohlavõÂ v exponovanyÂch a kontrolnõÂch
skupinaÂch,
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- experimentaÂlnõÂch podmõÂnkaÂch, detailnõÂ popis ovlivnÏ ovaÂnõÂ zvõÂrÏat, daÂvkoveÂ
hladiny, rozpousÏteÏ dla a scheÂma prÏipousÏteÏnõÂ

- pocÏtu a pohlavõÂ mlaÂd'at na samici, pocÏet a pohlavõÂ potomkuÊ chovanyÂch pro
analyÂzu translokacõÂ,

- dobeÏ a kriteÂriõÂch analyÂzy translokacõÂ,

- pocÏet a detailnõÂ popis nosicÏuÊ translokacõÂ, vcÏetneÏ uÂdajuÊ o brÏezosti a obsahu deÏ lohy,

- popis cytogenetickeÂ metody a mikroskopickeÂ analyÂzy, pokud mozÏno s obraÂzky,

- statistickeÂ hodnocenõÂ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.26 SUBCHRONICKAÂ TOXICITA ORAÂ LNIÂ

(90dennõÂ opakovaneÂ podaÂvaÂnõÂ per os, studie na hlodavcõÂch)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ denneÏ oraÂlneÏ po 90 dnõÂ v odstupnÏ ovanyÂch daÂvkaÂch
neÏkolika skupinaÂm pokusnyÂch zvõÂrÏat, a to kazÏdeÂ skupineÏ jedna uÂrovenÏ daÂvky.
BeÏhem obdobõÂ podaÂvaÂnõÂ se zvõÂrÏata denneÏ pozorujõÂ, aby se zjistily prÏõÂznaky toxicity.
ZvõÂrÏata, kteraÂ uhynou beÏ hem pokusu, i zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏijõÂ do konce pokusu, se
pitvajõÂ.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu. PrÏed testem se zdravaÂ mladaÂ dospeÏ laÂ zvõÂrÏata
naÂhodneÏ prÏirÏadõÂ do jednotlivyÂch experimentaÂlnõÂch skupin.

Testovanou laÂtku lze podaÂvat v potraveÏ , sondou, v kapslõÂch nebo v pitneÂ vodeÏ .
VsÏem zvõÂrÏatuÊ m se testovanaÂ laÂtka podaÂvaÂ po celou dobu pokusu stejnou metodou.
Pokud se uzÏije pro usnadneÏ nõÂ aplikace vehikulum nebo jinaÂ aditiva, musõÂ byÂt o nich
znaÂmo, zÏe nemajõÂ toxickyÂ uÂcÏinek. ExistujõÂ-li vhodnaÂ drÏõÂveÏ jsÏõÂ data, je mozÏno je
vyuzÏõÂt.

1 . 2 . 2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m, pokud nejsou znaÂmy duÊ vody proti tomu. Je trÏeba
pouzÏõÂvat mladyÂch zdravyÂch zvõÂrÏat z beÏ zÏneÏ uzÏõÂvanyÂch pokusnyÂch kmenuÊ . V ideaÂlnõÂm
prÏõÂpadeÏ by na pocÏaÂtku podaÂvaÂnõÂ laÂtky meÏ li byÂt potkani mladsÏõÂ nezÏ 6 tyÂdnuÊ ,
v zÏaÂdneÂm prÏõÂpadeÏ starsÏõÂ nezÏ 8 tyÂdnuÊ . Na zacÏaÂtku studie by nemeÏ lo variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ
hmotnosti zvõÂrÏat (pro kazÏdeÂ pohlavõÂ zvlaÂsÏt') prÏekrocÏit + 20 % strÏednõÂ hodnoty.
ProvaÂdõÂ-li se subchronickyÂ oraÂlnõÂ test jako prÏedbeÏ zÏnyÂ test prÏed dlouhodobyÂm
testem, v obou studiõÂch se maÂ pouzÏõÂt stejnyÂ zÏivocÏisÏnyÂ druh a kmen.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro kazÏdou hladinu daÂvek pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 20 zvõÂrÏat (10 samic a 10 samcuÊ ). Samice
musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ. Pokud se zvõÂrÏata budou zabõÂjet v pruÊ beÏhu
studie, je nutno zvyÂsÏit celkovyÂ pocÏet zvõÂrÏat o pocÏet zvõÂrÏat, kteraÂ budou zabita prÏed
koncem pokusu. Mimoto je mozÏno podaÂvat dalsÏõÂ skupineÏ (satelitnõÂ skupineÏ ) 20ti
zvõÂrÏat (10 zvõÂrÏat kazÏdeÂho pohlavõÂ) po dobu 90dnuÊ nejvysÏsÏõÂ daÂvku a beÏhem
naÂsledujõÂcõÂch 28 dnuÊ po podaÂvaÂnõÂ sledovat vratnost, prÏetrvaÂvaÂnõÂ nebo zpozÏdeÏnyÂ
vyÂskyt toxickyÂch uÂcÏinkuÊ .
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1 .2 .2 .3 DaÂ vkovaÂ n õÂ

Je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏi uÂ rovneÏ daÂvek a jednu kontrolnõÂ skupinu. S vyÂjimkou
aplikace testovaneÂ laÂtky se se zvõÂrÏaty v kontrolnõÂ skupineÏ zachaÂzõÂ stejneÏ jako
s pokusnyÂmi. PouzÏõÂvaÂ-li se vehikulum pro usnadneÏnõÂ aplikace, podaÂvaÂ se kontrolnõÂ
skupineÏ stejnyÂm zpuÊ sobem jako pokusnyÂm skupinaÂm, a to ve stejneÂm mnozÏstvõÂ,
ktereÂ obdrzÏõÂ skupina, ktereÂ se aplikuje nejvysÏsÏõÂ daÂvka. NejvysÏsÏõÂ uÂ rovenÏ daÂvky maÂ
vyvolat toxickeÂ uÂcÏinky, ale nezpuÊ sobit zÏaÂdneÂ uhynutõÂ nebo jen malyÂ pocÏet. NejnizÏsÏõÂ
uÂ rovenÏ daÂvky by nemeÏ la vyvolat zÏaÂdneÂ prÏõÂznaky toxicity. Pokud existujõÂ odhady
expozice u cÏloveÏ ka, maÂ nejnizÏsÏõÂ daÂvka tuto hodnotu prÏekracÏovat. IdeaÂlneÏ by strÏednõÂ
daÂvka meÏ la vyvolat jen toxickyÂ uÂcÏinek na hranicõÂch zjistitelnosti. AplikujõÂ-li se võÂce
nezÏ 3 uÂ rovneÏ daÂvek, majõÂ byÂt voleny tak, aby vyvolaly odstupnÏ ovaneÂ toxickeÂ uÂcÏinky.

Ve skupineÏ s nõÂzkou a strÏednõÂ uÂ rovnõÂ daÂvky a v kontrolnõÂ skupineÏ by pocÏet uhynutõÂ
meÏ l byÂt nõÂzkyÂ, jinak je vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ obtõÂzÏneÂ .

PodaÂvaÂ-li se testovanaÂ laÂtka v potraveÏ , muÊ zÏe se pouzÏõÂt bud' konstantnõÂ koncentrace
(v ppm nebo mg.kg-1 potravy) nebo konstantnõÂ daÂvkovaÂnõÂ ve vztahu k teÏ lesneÂ
hmotnosti zvõÂrÏete; pouzÏitou alternativu je trÏeba uveÂst. Aplikuje-li se laÂtka sondou,
meÏ lo by se tak dõÂt kazÏdyÂ den ve stejnou dobu, a daÂvkovaÂnõÂ v pravidelnyÂch
intervalech (tyÂdennõÂch nebo cÏtrnaÂctidennõÂch) prÏizpuÊ sobovat zmeÏnaÂm teÏ lesneÂ
hmotnosti zvõÂrÏete.

1 .2 .2 .4 Limi t n õÂ t e s t

Provede-li se 90-dennõÂ test nõÂzÏe popsanou metodou a nevyvolaÂ-li aplikace daÂvky
1000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti za den (nebo daÂvky vysÏsÏõÂ - odpovõÂdajõÂcõÂ mozÏneÂ
expozici cÏloveÏ ka, je-li tato znaÂma) zÏaÂdneÂ toxickeÂ uÂcÏinky, je mozÏno od dalsÏõÂho
testovaÂnõÂ upustit. PodaÂvaÂ-li se maÂlo toxickaÂ laÂtka v potraveÏ , je trÏeba zajistit, aby ani
aplikovaneÂ mnozÏstvõÂ ani dalsÏõÂ vlastnosti testovaneÂ laÂtky nebraÂnily normaÂlnõÂ vyÂzÏiveÏ
zvõÂrÏat.

1 .2 .2 .5 Doba pozorovaÂ n õÂ

VsÏechna zvõÂrÏata je trÏeba denneÏ pozorovat a zaznamenaÂvat toxickeÂ uÂcÏinky, jejich
dobu objevenõÂ, stupenÏ a trvaÂnõÂ. Je trÏeba zaznamenat dobu uhynutõÂ a cÏas, ve ktereÂm
se objevõÂ a opeÏ t odeznõÂ toxickeÂ uÂcÏinky.

1 .2 .3 Po p i s p o s t u p u

V ideaÂlnõÂm prÏõÂpadeÏ se zvõÂrÏatuÊ m podaÂvaÂ testovanaÂ laÂtka 7 dnõÂ v tyÂdnu po dobu
90dnuÊ . ZvõÂrÏata v satelitnõÂch skupinaÂch, kteraÂ jsou urcÏena k naÂsledneÂmu pozorovaÂnõÂ,
jsou pozorovaÂna dalsÏõÂch 28 dnuÊ bez aplikace, k posouzenõÂ zotavenõÂ z otravy nebo
prÏetrvaÂvaÂnõÂ toxickyÂch uÂcÏinkuÊ .

PozorovaÂnõÂ v kleci zahrnuje zmeÏny kuÊ zÏe, srsti, ocÏõÂ, sliznic, dyÂchaÂnõÂ a krevnõÂho
obeÏhu, zmeÏ ny funkce autonomnõÂ a centraÂ lnõÂ nervoveÂ soustavy, somatomotorickeÂ
aktivity a chovaÂnõÂ. PrÏõÂjem potravy (a prÏõÂjem vody prÏi podaÂvaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky
v pitneÂ vodeÏ ) a hmotnost zvõÂrÏat se zaznamenaÂvajõÂ tyÂdneÏ .

Je trÏeba zajistit pravidelnou kontrolu zvõÂrÏat, aby pokud mozÏno nedochaÂzelo ke
ztraÂtaÂm zvõÂrÏat jako naprÏ. v duÊ sledku kanibalismu, autolyÂzy tkaÂnõÂ nebo chybneÂho
zarÏazenõÂ.
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Po skoncÏenõÂ studie se vsÏechna zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏila, s vyÂjimkou satelitnõÂch skupin,
pitvajõÂ. UmõÂrajõÂcõÂ zvõÂrÏata je trÏeba okamzÏiteÏ vyrÏadit, humaÂnneÏ utratit a pitvat.

U vsÏech zvõÂrÏat vcÏetneÏ kontrolnõÂch se beÏ zÏneÏ provaÂdeÏ jõÂ naÂsledujõÂcõÂ vysÏetrÏenõÂ:

(a) OftalmologickeÂ vysÏetrÏenõÂ oftalmoskopem nebo rovnocennyÂm prÏõÂstrojem se maÂ
proveÂst prÏed podaÂvaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky a na konci studie nejleÂpe u vsÏech zvõÂrÏat, ale
alesponÏ u nejvysÏsÏõÂ daÂvky a u kontrolnõÂch skupin. Najdou-li se ocÏnõÂ zmeÏ ny, vysÏetrÏõÂ se
vsÏechna zvõÂrÏata.

(b) Na konci pokusu se maÂ proveÂst hematologickeÂ vysÏetrÏenõÂ, ktereÂ maÂ zahrnovat
stanovenõÂ hematokritu, koncentrace hemoglobinu, pocÏtu erytrocytuÊ , celkoveÂho a
diferenciaÂ lnõÂho pocÏtu leukocytuÊ a testy sraÂzÏlivosti krve jako naprÏõÂklad dobu
sraÂzÏlivosti, protrombinovyÂ cÏas (QuickuÊ v), trombinovyÂ cÏas cÏi pocÏet trombocytuÊ .

(c) Na konci pokusu se maÂ proveÂst biochemickaÂ analyÂza krve. Pro vsÏechny studie je
vhodneÂ stanovit koncentraci elektrolytuÊ , metabolismus glyciduÊ , funkci jater a
ledvin. VyÂbeÏ r specifickyÂch testuÊ je urcÏen pozorovaÂnõÂm zpuÊ sobu uÂcÏinku laÂtky.
DoporucÏuje se stanovovat vaÂpnõÂk, fosfor, chloridy, sodõÂk, draslõÂk, glukoÂzu na lacÏno
( trvaÂnõÂ doby hladoveÏ nõÂ se volõÂ podle zÏivocÏisÏneÂho druhu a kmene),
alaninaminotransferasa (drÏõÂve pyruvaÂt-transaminasa) a aspartaÂtaminotransferasa seÂra
(drÏõÂve glutamaÂt-oxalacetaÂt-transaminasa), ornithin dekarboxylaÂsa, gama-
glutamyltranspeptidaÂsa, dusõÂk mocÏoviny, albumin, kreatinin, celkovyÂ bilirubin a
celkoveÂ bõÂlkoviny v seÂru. Mezi dalsÏõÂ charakteristiky, ktereÂ mohou byÂt potrÏebneÂ pro
uÂplneÂ toxikologickeÂ hodnocenõÂ, patrÏõÂ stanovenõÂ: lipiduÊ , hormonuÊ , acidobasickeÂ
rovnovaÂhy, methemoglobinu, aktivity cholinesterasy. DalsÏõÂ biochemickeÂ analyÂzy
mohou byÂt v prÏõÂpadeÏ potrÏeby pouzÏity pro studium sÏirsÏõÂho spektra uÂcÏinkuÊ .

(d) AnylyÂza mocÏe se nevyzÏaduje jako beÏ zÏnyÂ postup, ale jen na podkladeÏ ocÏekaÂvaneÂ
nebo pozorovaneÂ toxicity.

Pokud nejsou prÏimeÏ rÏenaÂ historickaÂ kontrolnõÂ data, maÂ se uvaÂzÏit stanovenõÂ
hematologickyÂch a biochemickyÂch parametruÊ jesÏteÏ prÏed podaÂvaÂnõÂm.

1 .2 .3 .1 P i tva

U vsÏech zvõÂrÏat pouzÏityÂch ve studii se provede pitva zahrnujõÂcõÂ zevnõÂ prohlõÂdku
povrchu teÏ la, vsÏech teÏ lnõÂch otvoruÊ , lebnõÂ, hrudnõÂ a brÏisÏnõÂ dutiny vcÏetneÏ jejich
obsahu. JaÂtra, ledviny, nadledviny, sÏtõÂtnaÂ zÏlaÂza (s prÏõÂsÏtõÂtnyÂmi teÏ lõÂsky) a varlata se co
nejdrÏõÂve po sekci zvaÂzÏõÂ ve vlhkeÂm stavu, aby se prÏedesÏlo vysychaÂnõÂ.

NaÂsledujõÂcõÂ orgaÂny a tkaÂneÏ je trÏeba prÏechovaÂvat ve vhodneÂm meÂdiu s ohledem na
mozÏnaÂ pozdeÏ jsÏõÂ histopatologickaÂ vysÏetrÏenõÂ: vsÏechny tkaÂneÏ s makroskopickyÂm
postizÏenõÂm, mozek - v rÏezech medula/pons, kuÊ ra mozku a mozecÏku, podveÏ sek
mozkovyÂ, sÏtõÂtnaÂ zÏlaÂza/ prÏõÂsÏtõÂtnaÂ teÏ lõÂska, tkaÂnÏ na mõÂsteÏ brzlõÂku, pruÊ dusÏnice a plõÂce,
srdce, aorta, (slinneÂ zÏlaÂzy), jaÂtra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka brÏisÏnõÂ,
varlata a vajecÏnõÂky, deÏ loha, (prÏõÂdatneÂ pohlavnõÂ orgaÂny), (kuÊ zÏe), jõÂcen, zÏaludek,
dvanaÂcternõÂk, tenkeÂ , tlusteÂ a slepeÂ strÏevo, konecÏnõÂk, mocÏovyÂ meÏchyÂrÏ, lymfatickeÂ
uzliny, (samicÏõÂ mleÂcÏnaÂ zÏlaÂza), (stehennõÂ sval), perifernõÂ nerv, (ocÏi), hrudnõÂ kost
s kostnõÂ drÏenõÂ, (kost stehennõÂ vcÏetneÏ kloubnõÂch ploch), paÂterÏnõÂ mõÂcha ve trÏech
uÂrovnõÂch - krcÏnõÂ, strÏed hrudnõÂ a bedernõÂ, a (slzneÂ zÏlaÂzy). TkaÂneÏ v zaÂvorkaÂch se
posuzujõÂ v prÏõÂpadeÏ , pokud lze na jejich postizÏenõÂ usuzovat z prÏõÂznakuÊ toxicity nebo
pokud souvisejõÂ s cõÂlovyÂm orgaÂnem.
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1 .2 .3 .2 Hi s topa t o log ic kaÂ vysÏ e t rÏ e n õÂ

(a) UÂ plneÂ histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ orgaÂnuÊ a tkaÂnõÂ je trÏeba proveÂst u vsÏech zvõÂrÏat
skupiny, ktereÂ byla podaÂna nejvysÏsÏõÂ daÂvka, a u zvõÂrÏat kontrolnõÂ skupiny.

(b) Je trÏeba vysÏetrÏit vsÏechna makroskopickaÂ postizÏenõÂ.

(c) Je trÏeba vysÏetrÏit cõÂloveÂ orgaÂny v jinyÂch daÂvkovyÂch skupinaÂch.

(d) PlõÂce zvõÂrÏat ve skupinaÂch s nõÂzkou a strÏednõÂ daÂvkou se majõÂ histopatologicky
vysÏetrÏovat k zjisÏteÏ nõÂ prÏõÂznakuÊ infekce, protozÏe to poskytuje obraz zdravotnõÂho stavu
zvõÂrÏat. Je trÏeba takeÂ uvaÂzÏit histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ jater a ledvin u teÏ chto skupin.
DalsÏõÂ histopatologickaÂ vysÏetrÏenõÂ se u zvõÂrÏat teÏ chto skupin nemusõÂ provaÂdeÏ t rutinneÏ ,
musõÂ se vsÏak proveÂst vzÏdy na orgaÂnech, na kteryÂch bylo zjisÏteÏno postizÏenõÂ ve
skupineÏ s vysokou daÂvkou.

(e) PouzÏõÂvaÂ-li se satelitnõÂ skupiny, musõÂ se proveÂst histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ na
tkaÂnõÂch a orgaÂnech, u kteryÂch byly zjisÏteÏny uÂcÏinky u ostatnõÂch exponovanyÂch
skupin.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu
patrnyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu a pocÏet zvõÂrÏat s posÏkozenõÂm a procentuelneÏ
pocÏet zvõÂrÏat s jednotlivyÂmi typy posÏkozenõÂ. VyÂsledky je trÏeba vyhodnotit vhodnou
statistickou metodou. Je k tomu mozÏno pouzÏõÂt kteroukoliv uznaÂvanou statistickou
metodu.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace :

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ, potrava,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky, - uÂ rovneÏ daÂvek (vcÏetneÏ vehikula, pokud se pouzÏije) a

koncentrace,

- uÂdaje o toxickyÂch odpoveÏ dõÂch podle pohlavõÂ a podle daÂvek,

- uÂ rovenÏ bez uÂcÏinku, pokud ji lze stanovit,

- doba uhynutõÂ beÏ hem experimentu, prÏõÂpadneÏ uÂdaj o prÏezÏitõÂ zvõÂrÏat do konce

sledovaÂnõÂ,

- popis toxickyÂch nebo jinyÂch uÂcÏinkuÊ ,

- doba, kdy byly pozorovaÂny jednotliveÂ abnormaÂlnõÂ prÏõÂznaky a jejich dalsÏõÂ vyÂvoj,

- spotrÏeba potravy a vyÂvoj teÏ lesneÂ hmotnosti,

- hematologickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky,

- biochemickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky ( vcÏetneÏ vyÂsledkuÊ prÏõÂpadnyÂch analyÂz

mocÏi),

- pitevnõÂ naÂlezy,

- detailnõÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ,

- statistickeÂ vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ , kde je to mozÏneÂ ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.27 SUBCHRONICKAÂ TOXICITA ORAÂ LNIÂ

(90dennõÂ opakovaneÂ podaÂvaÂnõÂ per os, studie na nehlodavcõÂch)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ denneÏ oraÂlneÏ po 90 dnõÂ v odstupnÏ ovanyÂch daÂvkaÂch
neÏkolika skupinaÂm pokusnyÂch zvõÂrÏat (nehlodavcuÊ m), a to kazÏdeÂ skupineÏ jedna
uÂrovenÏ daÂvky. BeÏ hem obdobõÂ podaÂvaÂnõÂ se zvõÂrÏata denneÏ pozorujõÂ, aby se zjistily
prÏõÂznaky toxicity. ZvõÂrÏata, kteraÂ uhynou beÏhem pokusu, i zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏijõÂ do
konce pokusu, se pitvajõÂ.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu. PrÏed testem se zdravaÂ mladaÂ dospeÏ laÂ zvõÂrÏata
naÂhodneÏ prÏirÏadõÂ do jednotlivyÂch experimentaÂlnõÂch skupin. Testovanou laÂtku lze
podaÂvat v potraveÏ nebo muÊ zÏe byÂt vhodneÏ jsÏõÂ podaÂvaÂnõÂ v kapslõÂch. Mohou byÂt pouzÏity
takeÂ jineÂ zpuÊ soby oraÂlnõÂ aplikace. VsÏem zvõÂrÏatuÊ m se testovanaÂ laÂtka podaÂvaÂ po
celou dobu pokusu stejnou metodou. Pokud se uzÏije pro usnadneÏ nõÂ aplikace
vehikulum nebo jinaÂ aditiva, musõÂ byÂt o nich znaÂmo, zÏe nemajõÂ toxickyÂ uÂcÏinek.
ExistujõÂ-li vhodnaÂ historickaÂ data, je mozÏno je vyuzÏõÂt.

1 . 2 . 2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

Obvykle se jako zÏivocÏisÏnyÂ druh - nehlodavec pouzÏõÂvaÂ pes: daÂvaÂ se prÏednost
definovaneÂmu plemeni. Je mozÏno pouzÏõÂvat i jinyÂch druhuÊ nehlodavcuÊ . Je trÏeba
pracovat na mladyÂch zdravyÂch zvõÂrÏatech; v prÏõÂpadeÏ psuÊ se maÂ s podaÂvaÂnõÂm zacÏõÂt ve
veÏku od 3 do 6 meÏ sõÂcuÊ a ne starsÏõÂm nezÏ 9 meÏ sõÂcuÊ . ProvaÂdõÂ-li se subchronickyÂ oraÂlnõÂ
test jako prÏedbeÏ zÏnyÂ test prÏed dlouhodobyÂm testem, v obou studiõÂch se maÂ pouzÏõÂt
stejnyÂ zÏivocÏisÏnyÂ druh a plemeno.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro kazÏdou uÂrovenÏ daÂvek pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 8 zvõÂrÏat (4 samice a 4 samci). PocÏet zvõÂrÏat
na konci pokusu musõÂ byÂt takovyÂ, aby umozÏnil vyhodnocenõÂ toxickyÂch uÂcÏinkuÊ .

1 .2 .2 .3 DaÂ vkovaÂ n õÂ

Je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏi uÂ rovneÏ daÂvek a jednu kontrolnõÂ skupinu. S vyÂjimkou
aplikace testovaneÂ laÂtky se se zvõÂrÏaty v kontrolnõÂ skupineÏ zachaÂzõÂ stejneÏ jako
s pokusnyÂmi. NejvysÏsÏõÂ uÂ rovenÏ daÂvky maÂ vyvolat toxickeÂ uÂcÏinky, ale nezpuÊ sobit
zÏaÂdneÂ uhynutõÂ. NejnizÏsÏõÂ uÂ rovenÏ daÂvky by nemeÏ la vyvolat zÏaÂdneÂ prÏõÂznaky toxicity.
Pokud existujõÂ odhady expozice u cÏloveÏka, maÂ nejnizÏsÏõÂ daÂvka tuto hodnotu
prÏekracÏovat. IdeaÂlneÏ by strÏednõÂ uÂ rovenÏ daÂvky meÏ la vyvolat jen toxickyÂ uÂcÏinek na
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hranicõÂch zjistitelnosti. AplikujõÂ-li se võÂce nezÏ 3 uÂ rovneÏ daÂvek, majõÂ byÂt voleny tak,
aby vyvolaly odstupnÏ ovaneÂ toxickeÂ uÂcÏinky.

Ve skupineÏ s nõÂzkou a strÏednõÂ uÂ rovnõÂ daÂvky a v kontrolnõÂ skupineÏ by k uhynutõÂ
rovneÏ zÏ nemeÏ lo dochaÂzet.

PodaÂvaÂ-li se maÂlo toxickaÂ laÂtka v potraveÏ , je trÏeba zajistit, aby ani aplikovaneÂ
mnozÏstvõÂ ani dalsÏõÂ vlastnosti testovaneÂ laÂtky nebraÂnily normaÂlnõÂ vyÂzÏiveÏ zvõÂrÏat.

PodaÂvaÂ-li se testovanaÂ laÂtka v potraveÏ , muÊ zÏe se pouzÏõÂt bud' konstantnõÂ koncentrace
(v ppm nebo mg.kg-1 potravy) nebo konstantnõÂ daÂvkovaÂnõÂ ve vztahu k teÏ lesneÂ
hmotnosti zvõÂrÏete; pouzÏitou alternativu je trÏeba uveÂst. PodaÂvaÂ-li se laÂtka prÏõÂmo,
naprÏõÂklad v kapslõÂch, meÏ lo by se tak dõÂt kazÏdyÂ den ve stejnou dobu, a daÂvkovaÂnõÂ
v tyÂdennõÂch intervalech prÏizpuÊ sobovat zmeÏnaÂm teÏ lesneÂ hmotnosti zvõÂrÏete.

ProvaÂdõÂ-li se subchronickyÂ oraÂlnõÂ test jako prÏedbeÏ zÏnyÂ test prÏed dlouhodobyÂm
testem, v obou studiõÂch se maÂ pouzÏõÂt stejnaÂ dieta.

1 .2 .2 .4 Limi tn õÂ t e s t

Provede-li se 90dennõÂ test nõÂzÏe popsanou metodou a nevyvolaÂ-li aplikace daÂvky
1000 mg.kg-1 teÏlesneÂ hmotnosti za den (nebo daÂvky vysÏsÏõÂ - odpovõÂdajõÂcõÂ mozÏneÂ
expozici cÏloveÏka, je-li tato znaÂma) zÏaÂdneÂ toxickeÂ uÂcÏinky, je mozÏno od dalsÏõÂho
testovaÂnõÂ upustit. PodaÂvaÂ-li se maÂlo toxickaÂ laÂtka v potraveÏ, je trÏeba zajistit, aby ani
aplikovaneÂ mnozÏstvõÂ ani dalsÏõÂ vlastnosti testovaneÂ laÂtky nebraÂnily normaÂlnõÂ vyÂzÏiveÏ
zvõÂrÏat.

1 .2 .2 .5 Doba pozorovaÂ n õÂ

VsÏechna zvõÂrÏata je trÏeba denneÏ pozorovat a zaznamenaÂvat toxickeÂ uÂcÏinky, jejich
dobu objevenõÂ, stupenÏ a trvaÂnõÂ. Je trÏeba zaznamenat dobu uhynutõÂ a cÏas, ve ktereÂm
se objevõÂ a opeÏ t odeznõÂ toxickeÂ uÂcÏinky.

1 .2 .3 Po p i s p o s t u p u

V ideaÂlnõÂm prÏõÂpadeÏ se zvõÂrÏatuÊ m podaÂvaÂ testovanaÂ laÂtka 7 dnõÂ v tyÂdnu po dobu
90dnuÊ . PodaÂvaÂ-li se laÂtka jinyÂm zpuÊ sobem nezÏ v potraveÏ , povazÏuje se za prÏijatelneÂ
podaÂvat laÂtku 5 dnõÂ v tyÂdnu.

PozorovaÂnõÂ zahrnuje (ale nenõÂ na neÏ omezeno) zmeÏny kuÊ zÏe, srsti, ocÏõÂ, sliznic,
dyÂchaÂnõÂ a krevnõÂho obeÏ hu, zmeÏ ny funkce autonomnõÂ a centraÂlnõÂ nervoveÂ soustavy,
somatomotorickeÂ aktivity a chovaÂnõÂ.

PrÏõÂjem potravy (a prÏõÂjem vody prÏi podaÂvaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky v pitneÂ vodeÏ ) a hmotnost
zvõÂrÏat se zaznamenaÂvajõÂ tyÂdneÏ .

NejmeÂneÏ jednou denneÏ je trÏeba provaÂdeÏ t pecÏlivaÂ klinickaÂ vysÏetrÏenõÂ s vhodnyÂmi
opatrÏenõÂmi k minimalizaci ztraÂt zvõÂrÏat pro studii. Po skoncÏenõÂ studie se pitvajõÂ
vsÏechna zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏila. UmõÂrajõÂcõÂ zvõÂrÏata je trÏeba okamzÏiteÏ vyrÏadit, humaÂnneÏ
utratit a pitvat.

U vsÏech zvõÂrÏat vcÏetneÏ kontrolnõÂch se obvykle provedou naÂsledujõÂcõÂ vysÏetrÏenõÂ:

(a) OftalmologickeÂ vysÏetrÏenõÂ oftalmoskopem nebo rovnocennyÂm prÏõÂstrojem se maÂ
proveÂst prÏed podaÂvaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky a na konci studie nejleÂpe u vsÏech zvõÂrÏat, ale
alesponÏ u nejvysÏsÏõÂ daÂvky a u kontrolnõÂch skupin. Najdou-li se ocÏnõÂ zmeÏ ny, vysÏetrÏõÂ se
vsÏechna zvõÂrÏata.
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(b) Na zacÏaÂtku testu, a potom bud'v meÏ sõÂcÏnõÂch intervalech nebo uprostrÏed a daÂle na
konci pokusu se maÂ proveÂst hematologickeÂ vysÏetrÏenõÂ, ktereÂ maÂ zahrnovat stanovenõÂ
hematokritu, koncentrace hemoglobinu, pocÏtu erytrocytuÊ , celkoveÂho a
diferenciaÂ lnõÂho pocÏtu leukocytuÊ a testy sraÂzÏlivosti krve jako naprÏõÂklad dobu
sraÂzÏlivosti, protrombinovyÂ cÏas (QuickuÊ v), trombinovyÂ cÏas cÏi pocÏet trombocytuÊ .

(c) Na zacÏaÂtku testu, a potom bud' v meÏ sõÂcÏnõÂch intervalech nebo uprostrÏed a daÂle na
konci pokusu se maÂ proveÂst biochemickaÂ analyÂza krve. Pro vsÏechny studie je
vhodneÂ stanovit koncentraci elektrolytuÊ , metabolismus glyciduÊ , funkci jater a
ledvin. VyÂbeÏ r specifickyÂch testuÊ je urcÏen pozorovaÂnõÂm zpuÊ sobu uÂcÏinku laÂtky.
DoporucÏuje se stanovovat vaÂpnõÂk, fosfor, chloridy, sodõÂk, draslõÂk, glukoÂzu na lacÏno
(prÏicÏemzÏ trvaÂnõÂ doby hladoveÏ nõÂ se volõÂ podle zÏivocÏisÏneÂho druhu a kmene),
alaninamino transferasa (drÏõÂve pyruvaÂt transaminasa seÂra) a aspartaÂtamino
transferasa seÂra (drÏõÂve glutamaÂt-oxalacetaÂt transaminasa), ornithin dekarboxylaÂsa,
gama-glutamyl transpeptidaÂsa, dusõÂk mocÏoviny, albumin, kreatinin, celkovyÂ
bilirubin a celkoveÂ bõÂlkoviny v seÂru. Mezi dalsÏõÂ charakteristiky, ktereÂ mohou byÂt
potrÏebneÂ pro uÂplneÂ toxikologickeÂ hodnocenõÂ, patrÏõÂ stanovenõÂ: lipiduÊ , hormonuÊ ,
acidobasickeÂ rovnovaÂhy, methemoglobinu, aktivity cholinesterasy. DalsÏõÂ
biochemickeÂ analyÂzy mohou byÂt v prÏõÂpadeÏ potrÏeby pouzÏity pro studium sÏirsÏõÂho
spektra uÂcÏinkuÊ . PrÏed odbeÏ rem vzorkuÊ krve by nehlodavci meÏ li hladoveÏ t (ne võÂce nezÏ
24 hodin).

(d) AnylyÂza mocÏe se nevyzÏaduje jako beÏ zÏnyÂ postup, ale jen na podkladeÏ ocÏekaÂvaneÂ
nebo pozorovaneÂ toxicity.

1 .2 .3 .1 P i tva

U vsÏech zvõÂrÏat pouzÏityÂch ve studii se provede pitva zahrnujõÂcõÂ zevnõÂ prohlõÂdku
povrchu teÏ la, vsÏech teÏ lnõÂch otvoruÊ , lebnõÂ, hrudnõÂ a brÏisÏnõÂ dutiny vcÏetneÏ jejich
obsahu. JaÂtra, ledviny, nadledviny, sÏtõÂtnaÂ zÏlaÂza (s prÏõÂsÏtõÂtnyÂmi teÏ lõÂsky) a varlata se co
nejdrÏõÂve po sekci zvaÂzÏõÂ ve vlhkeÂm stavu, aby se prÏedesÏlo vysychaÂnõÂ.

NaÂsledujõÂcõÂ orgaÂny a tkaÂneÏ je trÏeba prÏechovaÂvat ve vhodneÂm meÂdiu s ohledem na
mozÏnaÂ pozdeÏ jsÏõÂ histopatologickaÂ vysÏetrÏenõÂ: vsÏechny tkaÂneÏ s makroskopickyÂm
postizÏenõÂm, mozek - v rÏezech medula/pons, kuÊ ra mozku a mozecÏku, podveÏ sek
mozkovyÂ, sÏtõÂtnaÂ zÏlaÂza, prÏõÂsÏtõÂtnaÂ teÏ lõÂska, tkaÂnÏ na mõÂsteÏ brzlõÂku, (pruÊ dusÏnice), plõÂce,
srdce, aorta, slinneÂ zÏlaÂzy, jaÂtra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka brÏisÏnõÂ, varlata
a vajecÏnõÂky, deÏ loha, (prÏõÂdatneÂ pohlavnõÂ orgaÂny), (kuÊ zÏe), zÏlucÏnõÂk, jõÂcen, zÏaludek,
dvanaÂcternõÂk, tenkeÂ , tlusteÂ a slepeÂ strÏevo, konecÏnõÂk, mocÏovyÂ meÏchyÂrÏ,
representativnõÂ lymfatickeÂ uzliny, (samicÏõÂ mleÂcÏnaÂ zÏlaÂza), (stehennõÂ sval), perifernõÂ
nerv, (ocÏi), hrudnõÂ kost s kostnõÂ drÏenõÂ, (kost stehennõÂ vcÏetneÏ kloubnõÂch ploch), a
(paÂterÏnõÂ mõÂcha ve trÏech uÂrovnõÂch - krcÏnõÂ, strÏed hrudnõÂ a bedernõÂ). TkaÂneÏ v zaÂvorkaÂch
se posuzujõÂ pokud je to indikovaÂno podle prÏõÂznakuÊ toxicity nebo pokud souvisejõÂ
s cõÂlovyÂm orgaÂnem.

1 .2 .3 .2 Hi s topa t o log ic kaÂ vysÏ e t rÏ e n õÂ

UÂ plneÂ histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ orgaÂnuÊ a v tkaÂnõÂ je trÏeba proveÂst u vsÏech zvõÂrÏat
skupiny, ktereÂ byla podaÂna nejvysÏsÏõÂ daÂvka, a u zvõÂrÏat kontrolnõÂ skupiny.
HistopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ zvõÂrÏat z dalsÏõÂch daÂvkovyÂch skupin se provede na
orgaÂnech, u kteryÂch byla nalezena posÏkozenõÂ u skupiny s nejvysÏsÏõÂ daÂvkou, nebo
kdyzÏ je to indikovaÂno na zaÂkladeÏ klinickyÂch pozorovaÂni.
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2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu
patrnyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu a pocÏet zvõÂrÏat s posÏkozenõÂm, typy posÏkozenõÂ a
procentuaÂlneÏ pocÏet zvõÂrÏat s jednotlivyÂmi typy posÏkozenõÂ. VyÂsledky je trÏeba
vyhodnotit vhodnou statistickou metodou. Je k tomu mozÏno pouzÏõÂt kteroukoliv
uznaÂvanou statistickou metodu.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace :

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, plemeno nebo kmen, puÊ vod, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ, potrava,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky,

- uÂ rovenÏ daÂvek (vcÏetneÏ vehikula, pokud se pouzÏije) a koncentrace,

- uÂdaje o toxickyÂch odpoveÏ dõÂch podle pohlavõÂ a podle daÂvek,

- uÂ rovenÏ bez uÂcÏinku, pokud ji lze stanovit,

- doba uhynutõÂ beÏ hem experimentu, prÏõÂpadneÏ uÂdaj, o prÏezÏitõÂ zvõÂrÏat do konce
sledovaÂnõÂ,

- popis toxickyÂch nebo jinyÂch uÂcÏinkuÊ , ( zejmeÂna klinickeÂ naÂlezy),

- doba, kdy byly pozorovaÂny jednotliveÂ abnormaÂlnõÂ prÏõÂznaky a jejich dalsÏõÂ vyÂvoj,

- spotrÏeba potravy a vyÂvoj teÏ lesneÂ hmotnosti,

- oftalmologickeÂ naÂlezy,

- hematologickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky,

- biochemickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky ( vcÏetneÏ vyÂsledkuÊ prÏõÂpadnyÂch analyÂz
mocÏi),

- pitevnõÂ naÂlezy,

- detailnõÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ,

- statistickeÂ vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ , kde je to mozÏneÂ ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.28 SUBCHRONICKAÂ TOXICITA DERMAÂ LNIÂ

(90dennõÂ opakovanaÂ aplikace, studie na hlodavcõÂch)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se aplikuje denneÏ na kuÊ zÏi po 90 dnõÂ v odstupnÏ ovanyÂch daÂvkaÂch
neÏkolika skupinaÂm pokusnyÂch zvõÂrÏat, a to kazÏdeÂ skupineÏ jedna uÂrovenÏ daÂvky.
BeÏhem obdobõÂ podaÂvaÂnõÂ se zvõÂrÏata denneÏ pozorujõÂ, aby se zjistily prÏõÂznaky toxicity.
ZvõÂrÏata, kteraÂ uhynou beÏ hem pokusu, i zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏijõÂ do konce pokusu, se
pitvajõÂ.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu. PrÏed testem se zdravaÂ mladaÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ
prÏirÏadõÂ do jednotlivyÂch experimentaÂlnõÂch skupin.

KraÂtce prÏed zacÏaÂtkem pokusu se ostrÏõÂhaÂ srst na zaÂdech pokusnyÂch zvõÂrÏat. VyholenõÂ
srsti je rovneÏ zÏ mozÏneÂ , meÏ lo by se vsÏak proveÂst cca 24 hodin prÏed experimentem.
OstrÏõÂhaÂnõÂ nebo oholenõÂ je potrÏeba opakovat kazÏdyÂ tyÂden. PrÏi strÏihaÂnõÂ nebo holenõÂ
srsti je trÏeba dbaÂt na to, aby se neposÏkodila kuÊ zÏe (naprÏ. abrazõÂ). Pro nanaÂsÏenõÂ se
prÏipravõÂ nejmeÂneÏ 10 % povrchu teÏ la. Je trÏeba vzõÂt v uÂvahu hmotnost zvõÂrÏat prÏi
rozhodovaÂnõÂ o velikosti prÏipravovaneÂ plochy kuÊ zÏe a o velikosti krycõÂho obvazu.

PrÏi pokusech s tuhyÂmi laÂtkami, ktereÂ mohou byÂt prÏõÂpadneÏ upraveny do praÂsÏkoveÂ
formy, je trÏeba zkousÏenou laÂtku dostatecÏneÏ navlhcÏit vodou, prÏõÂpadneÏ vhodnyÂm
vehikulem, aby byl zarucÏen dobryÂ kontakt s kuÊ zÏõÂ. TestovaneÂ kapaliny se zpravidla
aplikujõÂ nerÏedeÏ neÂ . LaÂtka se nanaÂsÏõÂ denneÏ 5 azÏ 7 dnuÊ v tyÂdnu.

1 .2 .2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

Je mozÏno pouzÏõÂt dospeÏ leÂ potkany, kraÂlõÂky nebo morcÏata, prÏõÂpadneÏ i jineÂ zvõÂrÏecõÂ
druhy, jejich pouzÏitõÂ vsÏak musõÂ byÂt oduÊ vodneÏneÂ . Na zacÏaÂtku studie by nemeÏ lo
variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ hmotnosti zvõÂrÏat (pro kazÏdeÂ pohlavõÂ zvlaÂsÏt') prÏekrocÏit + 20%
strÏednõÂ hodnoty. ProvaÂdõÂ-li se subchronickyÂ dermaÂlnõÂ test jako prÏedbeÏ zÏnyÂ test prÏed
dlouhodobyÂm testem, v obou studiõÂch se maÂ pouzÏõÂt stejnyÂ zÏivocÏisÏnyÂ druh a kmen.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro kazÏdou uÂ rovenÏ daÂvek pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 20 zvõÂrÏat (10 samic a 10 samcuÊ ) se
zdravou kuÊ zÏõÂ. Samice musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ. Pokud se zvõÂrÏata budou
zabõÂjet v pruÊ beÏ hu studie, je nutno zvyÂsÏit celkovyÂ pocÏet zvõÂrÏat o pocÏet zvõÂrÏat, kteraÂ
budou zabita prÏed koncem pokusu. Mimoto je mozÏno podaÂvat dalsÏõÂ skupineÏ
(satelitnõÂ skupineÏ ) 20ti zvõÂrÏat (10 zvõÂrÏat kazÏdeÂho pohlavõÂ) po dobu 90dnuÊ nejvysÏsÏõÂ
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daÂvku a beÏ hem naÂsledujõÂcõÂch 28 dnuÊ po podaÂvaÂnõÂ sledovat vratnost, prÏetrvaÂvaÂnõÂ
nebo zpozÏdeÏ nyÂ vyÂskyt toxickyÂch uÂcÏinkuÊ .

1 .2 .2 .3 DaÂ vkovaÂ n õÂ

Je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏi hladiny daÂvek a jednu kontrolnõÂ skupinu nebo - pokud se
pouzÏilo vehikula - kontrolnõÂ skupinu s aplikacõÂ vehikula. Doba expozice maÂ byÂt
nejmeÂneÏ 6 hodin denneÏ . NanaÂsÏenõÂ testovaneÂ laÂtky by se meÏ lo provaÂdeÏ t kazÏdyÂ den ve
stejnou dobu. V intervalech tyÂdennõÂch nebo cÏtrnaÂctidennõÂch je trÏeba aplikovanou
daÂvku prÏizpuÊ sobovat tak, aby se udrzÏovala staÂlaÂ hladina daÂvky ve vztahu k teÏ lesneÂ
hmotnosti zvõÂrÏete. S vyÂjimkou aplikace testovaneÂ laÂtky se se zvõÂrÏaty v kontrolnõÂ
skupineÏ zachaÂzõÂ stejneÏ jako s pokusnyÂmi. PouzÏõÂvaÂ-li se vehikulum pro usnadneÏnõÂ
aplikace, podaÂvaÂ se kontrolnõÂ skupineÏ stejnyÂm zpuÊ sobem jako pokusnyÂm skupinaÂm,
a to ve stejneÂm mnozÏstvõÂ, ktereÂ obdrzÏõÂ skupina, ktereÂ se aplikuje nejvysÏsÏõÂ daÂvka.

NejvysÏsÏõÂ hladina daÂvky maÂ vyvolat toxickeÂ uÂcÏinky, ale nezpuÊ sobit zÏaÂdneÂ uhynutõÂ
nebo jen v maleÂm pocÏtu. NejnizÏsÏõÂ hladina daÂvky by nemeÏ la vyvolat zÏaÂdneÂ prÏõÂznaky
toxicity. Pokud existujõÂ odhady expozice u cÏloveÏka, maÂ nejnizÏsÏõÂ daÂvka tuto hodnotu
prÏekracÏovat. IdeaÂlneÏ by strÏednõÂ hladina daÂvky meÏ la vyvolat jen toxickyÂ uÂcÏinek na
hranicõÂch zjistitelnosti. AplikujõÂ-li se võÂce nezÏ 3 hladiny daÂvek, majõÂ byÂt vmezerÏeneÂ
daÂvky voleny tak, aby vyvolaly odstupnÏ ovaneÂ toxickeÂ uÂcÏinky. Ve skupineÏ s nõÂzkou a
strÏednõÂ hladinou daÂvky a v kontrolnõÂ skupineÏ by pocÏet uhynutõÂ meÏ l byÂt nõÂzkyÂ, jinak
je vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ obtõÂzÏneÂ .

Vede-li aplikace testovaneÂ laÂtky k teÏ zÏkeÂmu podraÂzÏdeÏnõÂ kuÊ zÏe, je trÏeba snõÂzÏit
koncentraci, cozÏ u vysokeÂ daÂvkoveÂ hladiny muÊ zÏe veÂst k omezenõÂ nebo vyloucÏenõÂ
ostatnõÂch toxickyÂch uÂcÏinkuÊ . DosÏlo-li k teÏ zÏkeÂmu posÏkozenõÂ kuÊ zÏe, je dokonce za
urcÏityÂch okolnostõÂ nutno pokus ukoncÏit a proveÂst jej znova s nizÏsÏõÂmi koncentracemi.

1 .2 .2 .4 Limi tn õÂ t e s t

NevyvolaÂ-li prÏi prÏedbeÏ zÏneÂ studii aplikace daÂvky 1000 mg.kg-1 nebo vysÏsÏõÂ daÂvky,
kteraÂ odpovõÂdaÂ mozÏneÂ expozici cÏloveÏka, zÏaÂdneÂ toxickeÂ uÂcÏinky, nenõÂ dalsÏõÂ zkousÏka
nutnaÂ.

1 .2 .2 .5 Doba pozorovaÂ n õÂ

VsÏechna zvõÂrÏata je trÏeba denneÏ pozorovat a zaznamenaÂvat toxickeÂ uÂcÏinky. Je trÏeba
zaznamenat dobu uhynutõÂ a cÏas, ve ktereÂm se objevõÂ a opeÏ t odeznõÂ toxickeÂ uÂcÏinky.

1 .2 .3 Po p i s p o s t u p u

ZvõÂrÏata se chovajõÂ v klecõÂch po jednom. ExponujõÂ se studovaneÂ laÂtce nejleÂpe 7 dnuÊ
v tyÂdnu po dobu 90 dnuÊ . ZvõÂrÏata satelitnõÂ skupiny, kteraÂ jsou urcÏena pro naÂsledneÂ
pozorovaÂnõÂ, je trÏeba chovat po dalsÏõÂch 28 dnuÊ bez expozice, aby se mohla pozorovat
reparace toxickyÂch uÂcÏinkuÊ nebo jejich prÏetrvaÂvaÂnõÂ. Doba expozice cÏinõÂ nejmeÂneÏ
6 hodin denneÏ .

Testovanou laÂtku je trÏeba nanaÂsÏet rovnomeÏ rneÏ na celou plochu, kteraÂ prÏedstavuje asi
10 % povrchu teÏ la, u vysoce toxickyÂch laÂtek muÊ zÏe byÂt tato plocha mensÏõÂ. LaÂtkou je
trÏeba pokryÂt co nejveÏ tsÏõÂ cÏaÂst pokusneÂ plochy rovnomeÏ rneÏ v co nejtencÏõÂ vrstveÏ .

TestovanaÂ laÂtka je po expozicÏnõÂ dobu udrzÏovaÂna v kontaktu s kuÊ zÏõÂ pomocõÂ
poreÂznõÂho muloveÂho obvazu a nedraÂzÏdiveÂ naÂplasti. TestovacõÂ plochu je daÂle trÏeba
vhodnyÂm zpuÊ sobem prÏekryÂt, aby se mulovyÂ obvaz a testovanaÂ laÂtka fixovaly a aby
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se zabraÂnilo oraÂlnõÂmu prÏõÂjmu. K zamezenõÂ pozÏitõÂ laÂtky je mozÏno pouzÏõÂt i prostrÏedkuÊ
pro omezenõÂ volnosti pohybu, uÂplnou imobilizaci vsÏak nelze doporucÏit.

Po uplynutõÂ doby expozice se odstranõÂ zbytky testovaneÂ laÂtky, pokud mozÏno vodou
nebo jinyÂm zpuÊ sobem vhodnyÂm k ocÏisÏteÏnõÂ pokozÏky.

VsÏechna zvõÂrÏata je trÏeba denneÏ pozorovat a zaznamenaÂvat prÏõÂznaky otravy vcÏetneÏ
jejich pocÏaÂtku, stupneÏ a trvaÂnõÂ.

PozorovaÂnõÂ v kleci zahrnuje zmeÏny srsti, kuÊ zÏe, ocÏõÂ a sliznic, a takeÂ dyÂchaÂnõÂ a
krevnõÂho obeÏ hu, zmeÏ ny funkce autonomnõÂ a centraÂ lnõÂ nervoveÂ soustavy,
somatomotorickeÂ aktivity a chovaÂnõÂ. Hmotnosti zvõÂrÏat se zaznamenaÂvajõÂ tyÂdneÏ .
DoporucÏuje se zaznamenaÂvat tyÂdneÏ i spotrÏebu potravy. Je trÏeba zajistit pravidelnou
kontrolu zvõÂrÏat, aby pokud mozÏno nedochaÂzelo ke ztraÂtaÂm zvõÂrÏat jako naprÏ.
v duÊ sledku kanibalismu, autolyÂzy tkaÂnõÂ nebo chybneÂho zarÏazenõÂ. Po skoncÏenõÂ studie
se vsÏechna zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏila, s vyÂjimkou satelitnõÂch skupin, pitvajõÂ. UmõÂrajõÂcõÂ
zvõÂrÏata a zvõÂrÏata v teÏ zÏkeÂm stresu cÏi trpõÂcõÂ bolestõÂ je trÏeba okamzÏiteÏ vyrÏadit, humaÂnneÏ
utratit a pitvat.

U vsÏech zvõÂrÏat vcÏetneÏ kontrolnõÂch se beÏ zÏneÏ provaÂdeÏ jõÂ naÂsledujõÂcõÂ vysÏetrÏenõÂ:

(a) OftalmologickeÂ vysÏetrÏenõÂ oftalmoskopem nebo rovnocennyÂm prÏõÂstrojem se maÂ
proveÂst prÏed podaÂvaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky a na konci studie nejleÂpe u vsÏech zvõÂrÏat, ale
alesponÏ u nejvysÏsÏõÂ daÂvky a u kontrolnõÂch skupin. Najdou-li se ocÏnõÂ zmeÏ ny, vysÏetrÏõÂ se
vsÏechna zvõÂrÏata.

(b) Na konci pokusu se maÂ proveÂst hematologickeÂ vysÏetrÏenõÂ, ktereÂ maÂ zahrnovat
stanovenõÂ hematokritu, koncentrace hemoglobinu, pocÏtu erytrocytuÊ , celkoveÂho a
diferenciaÂ lnõÂho pocÏtu leukocytuÊ a testy sraÂzÏlivosti krve jako naprÏõÂklad dobu
sraÂzÏlivosti, protrombinovyÂ cÏas (QuickuÊ v), trombinovyÂ cÏas cÏi pocÏet trombocytuÊ .

(c) Na konci pokusu se maÂ proveÂst biochemickaÂ analyÂza krve. Pro vsÏechny studie je
vhodneÂ stanovit koncentraci elektrolytuÊ , metabolismus glyciduÊ , funkci jater a
ledvin. VyÂbeÏ r specifickyÂch testuÊ je urcÏen pozorovaÂnõÂm zpuÊ sobu uÂcÏinku laÂtky.
DoporucÏuje se stanovovat vaÂpnõÂk, fosfor, chloridy, sodõÂk, draslõÂk, glukoÂzu na lacÏno
(prÏicÏemzÏ trvaÂnõÂ doby hladoveÏ nõÂ se volõÂ podle zÏivocÏisÏneÂho druhu), alaninamino
transferasa (drÏõÂve glutamaÂt- pyruvaÂt transaminasa) a aspartaÂtamino transferasa seÂra
(drÏõÂve glutamaÂt-oxalacetaÂt transaminasa), ornithin dekarboxylaÂsa, gama-glutamyl
transpeptidaÂsa, dusõÂk mocÏoviny, albumin, kreatinin, celkovyÂ bilirubin a celkoveÂ
bõÂlkoviny v seÂru. Mezi dalsÏõÂ charakteristiky, ktereÂ mohou byÂt potrÏebneÂ pro uÂplneÂ
toxikologickeÂ hodnocenõÂ, patrÏõÂ stanovenõÂ: lipiduÊ , hormonuÊ , acidobasickeÂ rovnovaÂhy,
methemoglobinu, aktivity cholinesterasy. DalsÏõÂ biochemickeÂ analyÂzy mohou byÂt
v prÏõÂpadeÏ potrÏeby pouzÏity pro studium sÏirsÏõÂho spektra uÂcÏinkuÊ .

(d) AnylyÂza mocÏe se nevyzÏaduje jako beÏ zÏnyÂ postup, ale jen na podkladeÏ ocÏekaÂvaneÂ
nebo pozorovaneÂ toxicity.

Pokud nejsou prÏimeÏ rÏenaÂ historickaÂ kontrolnõÂ data, maÂ se uvaÂzÏit stanovenõÂ
hematologickyÂch a biochemickyÂch parametruÊ jesÏteÏ prÏed zacÏaÂtkem aplikace.

1 .2 .3 .1 P i tva

U vsÏech zvõÂrÏat pouzÏityÂch ve studii se provede pitva zahrnujõÂcõÂ zevnõÂ prohlõÂdku
povrchu teÏ la, vsÏech teÏ lnõÂch otvoruÊ , lebnõÂ, hrudnõÂ a brÏisÏnõÂ dutiny vcÏetneÏ jejich
obsahu. JaÂtra, ledviny, nadledviny, sÏtõÂtnaÂ zÏlaÂza (s prÏõÂsÏtõÂtnyÂmi teÏ lõÂsky) a varlata se co
nejdrÏõÂve po sekci zvaÂzÏõÂ ve vlhkeÂm stavu, aby se prÏedesÏlo vysychaÂnõÂ.
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NaÂsledujõÂcõÂ orgaÂny a tkaÂneÏ je trÏeba prÏechovaÂvat ve vhodneÂm meÂdiu s ohledem na
mozÏnaÂ pozdeÏ jsÏõÂ histopatologickaÂ vysÏetrÏenõÂ: vsÏechny tkaÂneÏ s makroskopickyÂm
postizÏenõÂm, mozek - v rÏezech medula/pons, kuÊ ra mozku a mozecÏku, podveÏ sek
mozkovyÂ, sÏtõÂtnaÂ zÏlaÂza, prÏõÂsÏtõÂtnaÂ teÏ lõÂska, tkaÂnÏ na mõÂsteÏ brzlõÂku, (pruÊ dusÏnice), plõÂce,
srdce, aorta, (slinneÂ zÏlaÂzy), jaÂtra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka brÏisÏnõÂ,
varlata a vajecÏnõÂky, deÏ loha, prÏõÂdatneÂ pohlavnõÂ orgaÂny, zÏlucÏnõÂk (je-li prÏõÂtomen), jõÂcen,
zÏaludek, dvanaÂcternõÂk, tenkeÂ, tlusteÂ a slepeÂ strÏevo, konecÏnõÂk, mocÏovyÂ meÏchyÂrÏ,
representativnõÂ lymfatickeÂ uzliny, (samicÏõÂ mleÂcÏnaÂ zÏlaÂza), (stehennõÂ sval), perifernõÂ
nerv, (ocÏi), (hrudnõÂ kost s kostnõÂ drÏenõÂ), (kost stehennõÂ vcÏetneÏ kloubnõÂch ploch),
(paÂterÏnõÂ mõÂcha ve trÏech uÂrovnõÂch - krcÏnõÂ, strÏed hrudnõÂ a bedernõÂ), a (slzneÂ zÏlaÂzy).
TkaÂneÏ v zaÂvorkaÂch se posuzujõÂ pokud je to indikovaÂno podle prÏõÂznakuÊ toxicity nebo
pokud souvisejõÂ s cõÂlovyÂm orgaÂnem.

1 .2 .3 .2 Hi s topa t o log ic kaÂ vysÏ e t rÏ e n õÂ

(a) UÂ plneÂ histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ normaÂlnõÂ a exponovaneÂ kuÊ zÏe, orgaÂnuÊ a tkaÂnõÂ je
trÏeba proveÂst u vsÏech zvõÂrÏat skupiny, ktereÂ byla podaÂna nejvysÏsÏõÂ daÂvka, a u zvõÂrÏat
kontrolnõÂ skupiny.

(b) Je trÏeba vysÏetrÏit vsÏechna makroskopickaÂ postizÏenõÂ.

(c) Je trÏeba vysÏetrÏit cõÂloveÂ orgaÂny v ostatnõÂch daÂvkovyÂch skupinaÂch.

(d) PouzÏõÂvaÂ-li se potkanuÊ , plõÂce zvõÂrÏat ve skupinaÂch s nõÂzkou a strÏednõÂ daÂvkou se
majõÂ histopatologicky vysÏetrÏovat k zjisÏteÏnõÂ prÏõÂznakuÊ infekce, protozÏe to poskytuje
obraz zdravotnõÂho stavu zvõÂrÏat. DalsÏõÂ histopatologickaÂ vysÏetrÏenõÂ se u zvõÂrÏat teÏ chto
skupin nemusõÂ provaÂdeÏ t rutinneÏ , musõÂ se vsÏak proveÂst vzÏdy na orgaÂnech, na kteryÂch
bylo zjisÏteÏ no postizÏenõÂ ve skupineÏ s vysokou daÂvkou.

(e) PouzÏõÂvaÂ-li se satelitnõÂ skupiny, musõÂ se proveÂst histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ na
tkaÂnõÂch a orgaÂnech, u kteryÂch byly zjisÏteÏny uÂcÏinky u ostatnõÂch exponovanyÂch
skupin.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu
patrnyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu a pocÏet zvõÂrÏat s leÂzemi a procentuaÂlneÏ pocÏet
zvõÂrÏat
s jednotlivyÂmi typy leÂzõÂ. VyÂsledky je trÏeba vyhodnotit vhodnou statistickou
metodou. Je k tomu mozÏno pouzÏõÂt kteroukoliv uznaÂvanou statistickou metodu.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace :

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ, krmenõÂ,

- podmõÂnky pokusu,

- uÂ rovneÏ daÂvek (vcÏetneÏ vehikula, pokud se pouzÏije) a koncentrace,

- uÂdaje o toxickyÂch odpoveÏ dõÂch podle pohlavõÂ a podle daÂvek,
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- hladina bez uÂcÏinku, pokud ji lze stanovit,

- doba uhynutõÂ beÏ hem experimentu, prÏõÂpadneÏ uÂdaj, o prÏezÏitõÂ zvõÂrÏat do konce
sledovaÂnõÂ,

- popis toxickyÂch nebo jinyÂch uÂcÏinkuÊ ,

- doba, kdy byly pozorovaÂny jednotliveÂ abnormaÂlnõÂ prÏõÂznaky a jejich dalsÏõÂ vyÂvoj,

- spotrÏeba potravy a vyÂvoj teÏ lesneÂ hmotnosti,

- oftalmologickeÂ naÂlezy,

- hematologickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky

- biochemickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky ( vcÏetneÏ vyÂsledkuÊ prÏõÂpadnyÂch analyÂz
mocÏi),

- pitevnõÂ naÂlezy,

- detailnõÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ,

- statistickeÂ vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ , kde je to mozÏneÂ ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.29 SUBCHRONICKAÂ TOXICITA - INHALACÏ NIÂ

(90dennõÂ opakovanaÂ inhalacÏnõÂ expozice, studie na hlodavcõÂch)

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

NeÏkolik skupin pokusnyÂch zvõÂrÏat je exponovaÂno studovaneÂ laÂtce denneÏ po urcÏitou
dobu, v odstupnÏ ovanyÂch koncentracõÂch, kazÏdaÂ skupina jedneÂ koncentraci, a to po 90
dnuÊ . PouzÏije-li se pro dosazÏenõÂ potrÏebneÂ koncentrace testovaneÂ laÂtky v atmosfeÂrÏe
vehikulum, je trÏeba pouzÏõÂt kontrolnõÂ skupinu pro vehikulum. BeÏhem trvaÂnõÂ pokusu
se zvõÂrÏata denneÏ pozorujõÂ a zjisÏt'ujõÂ se prÏõÂznaky toxickyÂch uÂcÏinkuÊ . ZvõÂrÏata, kteraÂ
beÏhem pokusu uhynou, i ta, kteraÂ prÏezÏijõÂ do konce pokusu, se pitvajõÂ.

1 . 2 P o p i s m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed testem jsou zvõÂrÏata chovaÂna v podmõÂnkaÂch chovu a krmenõÂ,
v jakyÂch budou beÏ hem experimentu. PrÏed testem se zdravaÂ mladaÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ
prÏirÏadõÂ do jednotlivyÂch experimentaÂlnõÂch skupin. Pokud je trÏeba, prÏidaÂ se
k testovaneÂ laÂtce vhodneÂ vehikulum tak, aby v ovzdusÏõÂ vznikla prÏõÂslusÏnaÂ
koncentrace testovaneÂ laÂtky. Pokud se uzÏije pro usnadneÏnõÂ aplikace vehikulum nebo
jinaÂ aditiva, musõÂ byÂt o nich znaÂmo, zÏe nemajõÂ toxickyÂ uÂcÏinek. ExistujõÂ-li vhodnaÂ
historickaÂ data, je mozÏno je vyuzÏõÂt.

1 . 2 . 2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m, pokud nejsou znaÂmy duÊ vody proti tomu. Pracuje se na
mladyÂch zdravyÂch zvõÂrÏatech z beÏ zÏneÏ uzÏõÂvanyÂch pokusnyÂch kmenuÊ . Na zacÏaÂtku
studie nemaÂ variacÏnõÂ rozpeÏ tõÂ hmotnosti zvõÂrÏat prÏekrocÏit + 20 % strÏednõÂ hodnoty.
ProvaÂdõÂ-li se subchronickyÂ inhalacÏnõÂ test jako prÏedbeÏ zÏnyÂ test prÏed dlouhodobyÂm
testem, v obou studiõÂch se maÂ pouzÏõÂt stejnyÂ druh a kmen.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro kazÏdou uÂrovenÏ koncentrace je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 20 zvõÂrÏat (10 samic a
10 samcuÊ ). Samice musõÂ byÂt nullipary a nesmõÂ byÂt brÏezõÂ. Pokud se zvõÂrÏata budou
zabõÂjet v pruÊ beÏ hu studie, je nutno zvyÂsÏit celkovyÂ pocÏet zvõÂrÏat o pocÏet zvõÂrÏat, kteraÂ
budou zabita prÏed koncem pokusu. Mimoto je mozÏno exponovat dalsÏõÂ skupinu
(satelitnõÂ skupinu) 20ti zvõÂrÏat (10 zvõÂrÏat kazÏdeÂho pohlavõÂ) po dobu 90dnuÊ nejvysÏsÏõÂ
koncentraci a beÏ hem naÂsledujõÂcõÂch 28 dnuÊ po ukoncÏenõÂ expozic sledovat vratnost,
trvaÂnõÂ nebo zpozÏdeÏ nyÂ vyÂskyt toxickyÂch uÂcÏinkuÊ .

1 .2 .2 .3 Expozi cÏ n õÂ konce n t race

PouzÏijõÂ se nejmeÂneÏ trÏi skupiny s ruÊ znou uÂrovnõÂ koncentrace a jedna kontrolnõÂ
skupina (prÏõÂpadneÏ kontrolnõÂ skupina s vehikulem - pokud se pouzÏije - v koncentraci
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stejneÂ jako u skupiny s nejvysÏsÏõÂ koncentracõÂ testovaneÂ laÂtky). S vyÂjimkou aplikace
testovaneÂ laÂtky se se zvõÂrÏaty v kontrolnõÂ skupineÏ zachaÂzõÂ stejneÏ jako s pokusnyÂmi.
NejvysÏsÏõÂ koncentrace maÂ vyvolat toxickeÂ uÂcÏinky, ale nezpuÊ sobit zÏaÂdneÂ uhynutõÂ nebo
jen
v maleÂm pocÏtu. Pokud existujõÂ odhady expozice u cÏloveÏka, maÂ nejnizÏsÏõÂ koncentrace
tuto hodnotu prÏekracÏovat. IdeaÂlneÏ by strÏednõÂ koncentrace meÏ la vyvolat toxickyÂ
uÂcÏinek na hranicõÂch zjistitelnosti. AplikujõÂ-li se võÂce nezÏ 3 uÂ rovneÏ koncentracõÂ, majõÂ
byÂt voleny tak, aby vyvolaly odstupnÏ ovaneÂ toxickeÂ uÂcÏinky. Ve skupineÏ s nõÂzkou a
strÏednõÂ koncentracõÂ a v kontrolnõÂ skupineÏ by pocÏet uhynutõÂ meÏ l byÂt nõÂzkyÂ, jinak je
vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ obtõÂzÏneÂ .

1 .2 .2 .4 TrvaÂ n õÂ expoz ic e

ZvõÂrÏata se exponujõÂ po dobu 6 hodin od ustavenõÂ rovnovaÂhy koncentrace studovaneÂ
laÂtky. V prÏõÂpadeÏ specifickyÂch pozÏadavkuÊ je mozÏneÂ pouzÏõÂt i jinyÂch dob expozice.

1 .2 .2 .5 Expozi cÏ n õÂ zarÏ õÂzen õÂ

Pro expozici zvõÂrÏat se pouzÏõÂvaÂ dynamickeÂ inhalacÏnõÂ zarÏõÂzenõÂ, ktereÂ zarucÏuje
proudeÏ nõÂ vzduchu s vyÂmeÏ nou nejmeÂneÏ l2kraÂt za hodinu, aby byl zarucÏen prÏimeÏ rÏenyÂ
obsah kyslõÂku a rovnomeÏ rneÂ rozdeÏ lenõÂ laÂtky v expozicÏnõÂ atmosfeÂrÏe. PouzÏije-li se
expozicÏnõÂ box, je trÏeba ho konstruovat tak, aby co nejvõÂce braÂnil shlukovaÂnõÂ zvõÂrÏat a
aby inhalacÏnõÂ expozice testovaneÂ laÂtce byla co nejvysÏsÏõÂ. Pro zajisÏteÏnõÂ stability
atmosfeÂry
v inhalacÏnõÂm boxu nemeÏ l by v zaÂsadeÏ celkovyÂ objem pokusnyÂch zvõÂrÏat prÏesaÂhnout
5 % objemu boxu. Je mozÏneÂ pouzÏõÂt inhalacÏnõÂ expozice oraÂlneÏ -nasaÂlnõÂ, samotneÂ
hlavy nebo individuaÂlnõÂ celoteÏ loveÂ expozice; prvnõÂ dva zpuÊ soby expozice
minimalizujõÂ prÏõÂjem laÂtky jinyÂmi cestami.

1 .2 .2 .6 Doba pozorovaÂ n õÂ

PokusnaÂ zvõÂrÏata je trÏeba denneÏ pozorovat beÏhem celeÂho obdobõÂ expozic i zotavenõÂ a
zaznamenaÂvat toxickeÂ uÂcÏinky. Je trÏeba zaznamenat dobu uhynutõÂ a cÏas, ve ktereÂm se
objevõÂ a opeÏ t odeznõÂ toxickeÂ uÂcÏinky.

1 .2 .3 Po p i s p o s t u p u

ZvõÂrÏata se exponujõÂ testovaneÂ laÂtce denneÏ , 5 - 7 dnuÊ v tyÂdnu, po dobu 90 dnuÊ .
ZvõÂrÏata v satelitnõÂch skupinaÂch, kteraÂ jsou urcÏena k naÂsledneÂmu pozorovaÂnõÂ, jsou
pozorovaÂna dalsÏõÂch 28 dnuÊ bez aplikace, k posouzenõÂ zotavenõÂ z otravy nebo
prÏetrvaÂvaÂnõÂ toxickyÂch uÂcÏinkuÊ . Teplota beÏhem experimentu maÂ byÂt 22 8C + 3 8C.
RelativnõÂ vlhkost maÂ byÂt mezi 30 % a 70 %, s vyÂjimkou prÏõÂpaduÊ , kde to nenõÂ mozÏneÂ
(naprÏ. experimenty s aerosoly). BeÏhem expozice se nepodaÂvaÂ potrava ani voda.

PouzÏõÂvaÂ se dynamickyÂ inhalacÏnõÂ systeÂm s vhodnou analytickou kontrolou
koncentrace. DoporucÏuje se proveÂst prÏedbeÏ zÏnyÂ pokus pro zõÂskaÂnõÂ potrÏebnyÂch
koncentracõÂ. Rychlost pruÊ toku vzduchu je trÏeba nastavit tak, aby podmõÂnky v celeÂm
expozicÏnõÂm boxu byly stejneÂ . SysteÂm musõÂ zarucÏovat, zÏe stabilnõÂch podmõÂnek
expozice bude dosazÏeno co nejrychleji.

MeÏ rÏenõÂ nebo monitorovaÂnõÂ podmõÂnek expozice:

a) MeÏ rÏenõÂ pruÊ toku vzduchu (kontinuaÂlneÏ ).
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b) SkutecÏnaÂ koncentrace studovaneÂ laÂtky se meÏ rÏõÂ v dyÂchacõÂ zoneÏ . BeÏ hem jedneÂ
expozice se nemaÂ koncentrace odchylovat od strÏednõÂ hodnoty o võÂce nezÏ + 15%.
U neÏkteryÂch prachuÊ a aerosoluÊ , kde teÂto uÂrovneÏ regulace nenõÂ mozÏneÂ dosaÂhnout, se
prÏipousÏtõÂ veÏ tsÏõÂ rozsah kolõÂsaÂnõÂ. Po celou dobu trvaÂnõÂ experimentu majõÂ byÂt
koncentrace tak stabilnõÂ, jak je to prakticky mozÏneÂ . PrÏi vyÂvoji generaÂtoru aerosolu je
trÏeba analysovat velikostõÂ cÏaÂstic tak, aby byla zõÂskaÂna prÏedstava o stabiliteÏ . BeÏ hem
expozic se meÏ rÏõÂ tak cÏasto, jak je to potrÏeba pro posouzenõÂ staÂ losti distribuce
velikosti cÏaÂstic.

c) Teplota a vlhkost vzduchu

d) BeÏ hem expozice a po nõÂ se zvõÂrÏata systematicky pozorujõÂ a zjisÏteÏ nõÂ se
zaznamenaÂvajõÂ; kazÏdeÂ zvõÂrÏe maÂ svuÊ j individuaÂlnõÂ protokol. VsÏechna zvõÂrÏata je trÏeba
denneÏ pozorovat na prÏõÂznaky toxickyÂch uÂcÏinkuÊ a zaznamenaÂvat jejich vyÂskyt, stupenÏ
a trvaÂnõÂ. PozorovaÂnõÂ v kleci zahrnuje zmeÏny kuÊ zÏe, srsti, ocÏõÂ, sliznic, dyÂchaÂnõÂ a
krevnõÂho obeÏ hu, zmeÏ ny funkce autonomnõÂ a centraÂ lnõÂ nervoveÂ soustavy,
somatomotorickeÂ aktivity a chovaÂnõÂ. Hmotnosti zvõÂrÏat i spotrÏeba potravy se
zaznamenaÂvajõÂ tyÂdneÏ . Je trÏeba zajistit pravidelnou kontrolu zvõÂrÏat, aby pokud mozÏno
nedochaÂzelo ke ztraÂtaÂm zvõÂrÏat jako naprÏ. v duÊ sledku kanibalismu, autolyÂzy tkaÂnõÂ
nebo chybneÂho zarÏazenõÂ. Po skoncÏenõÂ studie se vsÏechna zvõÂrÏata, kteraÂ prÏezÏila,
pitvajõÂ. UmõÂrajõÂcõÂ zvõÂrÏata je trÏeba vyrÏadit a pitvat.

U vsÏech zvõÂrÏat vcÏetneÏ kontrolnõÂch se beÏ zÏneÏ provaÂdeÏ jõÂ naÂsledujõÂcõÂ vysÏetrÏenõÂ:

(a) OftalmologickeÂ vysÏetrÏenõÂ oftalmoskopem nebo rovnocennyÂm prÏõÂstrojem se maÂ
proveÂst prÏed podaÂvaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky a na konci studie nejleÂpe u vsÏech zvõÂrÏat, ale
prÏinejmensÏõÂm u nejvysÏsÏõÂ daÂvky a u kontrolnõÂch skupin. Najdou-li se ocÏnõÂ zmeÏny,
vysÏetrÏõÂ se vsÏechna zvõÂrÏata.

(b) Na konci pokusu se maÂ proveÂst hematologickeÂ vysÏetrÏenõÂ, ktereÂ maÂ zahrnovat
stanovenõÂ hematokritu, koncentrace hemoglobinu, pocÏtu erytrocytuÊ , celkoveÂho a
diferenciaÂ lnõÂho pocÏtu leukocytuÊ a testy sraÂzÏlivosti krve jako naprÏõÂklad dobu
sraÂzÏlivosti, protrombinovyÂ cÏas (QuickuÊ v), trombinovyÂ cÏas cÏi pocÏet trombocytuÊ .

(c) Na konci pokusu se maÂ proveÂst biochemickaÂ analyÂza krve. Pro vsÏechny studie je
vhodneÂ stanovit koncentraci elektrolytuÊ , metabolismus glyciduÊ , funkci jater a
ledvin. VyÂbeÏ r specifickyÂch testuÊ je urcÏen pozorovaÂnõÂm zpuÊ sobu uÂcÏinku laÂtky.
DoporucÏuje se stanovovat vaÂpnõÂk, fosfor, chloridy, sodõÂk, draslõÂk, glukoÂzu na lacÏno
(trvaÂnõÂ doby hladoveÏ nõÂ se volõÂ podle zÏivocÏisÏneÂho druhu a kmene), alaninamino
transferasa (drÏõÂve glutamaÂt- pyruvaÂt transaminasa) a aspartaÂtamino transferasa seÂra
(drÏõÂve glutamaÂt-oxalacetaÂt transaminasa), ornithin dekarboxylaÂsa, gama-glutamyl
transpeptidaÂsa, dusõÂk mocÏoviny, albumin, kreatinin, celkovyÂ bilirubin a celkoveÂ
bõÂlkoviny v seÂru. Mezi dalsÏõÂ charakteristiky, ktereÂ mohou byÂt potrÏebneÂ pro uÂplneÂ
toxikologickeÂ hodnocenõÂ, patrÏõÂ stanovenõÂ: lipiduÊ , hormonuÊ , acidobasickeÂ rovnovaÂhy,
methemoglobinu, aktivity cholinesterasy. DalsÏõÂ biochemickeÂ analyÂzy mohou byÂt
v prÏõÂpadeÏ potrÏeby pouzÏity pro rozsÏõÂrÏenõÂ spektra pozorovanyÂch uÂcÏinkuÊ .

(d) AnylyÂza mocÏe se nevyzÏaduje jako beÏ zÏnyÂ postup, ale jen na podkladeÏ ocÏekaÂvaneÂ
nebo pozorovaneÂ toxicity.

Pokud nejsou prÏimeÏ rÏenaÂ drÏõÂveÏ jsÏõÂ kontrolnõÂ data, maÂ se uvaÂzÏit stanovenõÂ
hematologickyÂch a biochemickyÂch parametruÊ jesÏteÏ prÏed zacÏaÂtkem expozic.
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1 .2 .3 .1 P i tva

U vsÏech zvõÂrÏat pouzÏityÂch ve studii se provede pitva zahrnujõÂcõÂ zevnõÂ prohlõÂdku
povrchu teÏ la, vsÏech teÏ lnõÂch otvoruÊ , lebnõÂ, hrudnõÂ a brÏisÏnõÂ dutiny a jejich obsahu.
JaÂtra, ledviny, nadledviny, sÏtõÂtnaÂ zÏlaÂza (s prÏõÂsÏtõÂtnyÂmi teÏ lõÂsky) a varlata se co nejdrÏõÂve
po sekci zvaÂzÏõÂ ve vlhkeÂm stavu, aby se prÏedesÏlo vysychaÂnõÂ.

NaÂsledujõÂcõÂ orgaÂny a tkaÂneÏ je trÏeba prÏechovaÂvat ve vhodneÂm meÂdiu s ohledem na
mozÏnaÂ pozdeÏ jsÏõÂ histopatologickaÂ vysÏetrÏenõÂ: vsÏechny tkaÂneÏ s makroskopickyÂm
postizÏenõÂm, plõÂce ( majõÂ se vyjmout neporusÏeny, zvaÂzÏit a fixovat vhodnyÂm meÂdiem,
tak aby se zachovala struktura plic - perfusnõÂ fixace se povazÏuje za vhodnou), tkaÂnÏ
nasofaryngu, mozek - v rÏezech medula/pons, kuÊ ra mozku a mozecÏku, hypofyÂza,
sÏtõÂtnaÂ zÏlaÂza/prÏõÂsÏtõÂtnaÂ teÏ lõÂska, tkaÂnÏ na mõÂsteÏ brzlõÂku, pruÊ dusÏnice, srdce, aorta, slinneÂ
zÏlaÂzy, jaÂtra, slezina, ledviny, nadledviny, slinivka brÏisÏnõÂ, varlata a vajecÏnõÂky, deÏ loha,
(prÏõÂdatneÂ pohlavnõÂ orgaÂny), (kuÊ zÏe), zÏlucÏnõÂk (je-li prÏõÂtomen), jõÂcen, zÏaludek,
dvanaÂcternõÂk, tenkeÂ , tlusteÂ a slepeÂ strÏevo, konecÏnõÂk, mocÏovyÂ meÏchyÂrÏ,
reprezentativnõÂ lymfatickeÂ uzliny, (samicÏõÂ mleÂcÏnaÂ zÏlaÂza), (stehennõÂ sval), perifernõÂ
nerv, (ocÏi), hrudnõÂ kost s kostnõÂ drÏenõÂ, (kost stehennõÂ vcÏetneÏ kloubnõÂch ploch),
(paÂterÏnõÂ mõÂcha ve trÏech uÂrovnõÂch - krcÏnõÂ, strÏed hrudnõÂ a bedernõÂ). TkaÂneÏ v zaÂvorkaÂch
se posuzujõÂ pokud je to indikovaÂno podle prÏõÂznakuÊ toxicity nebo pokud souvisejõÂ
s cõÂlovyÂm orgaÂnem.

1 .2 .3 .2 Hi s topa t o log ic kaÂ vysÏ e t rÏ e n õÂ

(a) UÂ plneÂ histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ respiracÏnõÂho systeÂmu a ostatnõÂch orgaÂnuÊ a
tkaÂnõÂ je trÏeba proveÂst u vsÏech zvõÂrÏat skupiny, kteraÂ byla exponovaÂna nejvysÏsÏõÂ
koncentraci, a u zvõÂrÏat kontrolnõÂ skupiny.

(b) Je trÏeba vysÏetrÏit vsÏechny makroskopickeÂ leÂze.

(c) Je trÏeba vysÏetrÏit cõÂloveÂ orgaÂny v ostatnõÂch daÂvkovyÂch skupinaÂch.

(d) PlõÂce zvõÂrÏat ve skupinaÂch s nõÂzkou a strÏednõÂ koncentracõÂ se majõÂ
histopatologicky vysÏetrÏovat, protozÏe to poskytuje obraz zdravotnõÂho stavu zvõÂrÏat.
DalsÏõÂ histopatologickaÂ vysÏetrÏenõÂ se u zvõÂrÏat teÏ chto skupin nemusõÂ provaÂdeÏ t rutinneÏ ,
musõÂ se vsÏak proveÂst vzÏdy na orgaÂnech, na kteryÂch bylo zjisÏteÏno postizÏenõÂ ve
skupineÏ
s vysokou koncentracõÂ.

(e) PouzÏõÂvaÂ-li se satelitnõÂ skupiny, provede se histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ na tkaÂnõÂch
a orgaÂnech, u kteryÂch byly zjisÏteÏ ny uÂcÏinky u ostatnõÂch exponovanyÂch skupin.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu
patrnyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu a pocÏet zvõÂrÏat s lezemi, typ leze a
procentuaÂlneÏ pocÏet zvõÂrÏat s jednotlivyÂmi typy leÂzõÂ. VyÂsledky je trÏeba vyhodnotit
vhodnou statistickou metodou. Je k tomu mozÏno pouzÏõÂt kteroukoliv uznaÂvanou
statistickou metodu.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu maÂ pokud mozÏno obsahovat tyto informace:
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- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, puÊ vod, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ, krmenõÂ,

- podmõÂnky pokusu: Popis expozicÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ vcÏetneÏ konstrukce, typu, rozmeÏ ruÊ ,
zdroje vzduchu, systeÂmu prÏõÂpravy cÏaÂstic a aerosoluÊ , klimatizacÏnõÂho systeÂmu, popis
likvidace odpadnõÂho vzduchu a zpuÊ sobu umõÂsteÏnõÂ zvõÂrÏat v experimentaÂlnõÂm boxu,
pokud je pouzÏõÂvaÂn. Popsat prÏõÂstroje pro meÏ rÏenõÂ teploty, vlhkosti vzduchu, poprÏõÂpadeÏ
stability koncentracõÂ a distribuce velikosti cÏaÂstic aerosolu.

- uÂdaje o expozici se sestavõÂ do tabulky a uvedou spolu s pruÊ meÏ rnyÂmi hodnotami a
charakteristikou variability (naprÏ. smeÏ rodatnou odchylkou). MajõÂ obsahovat tyto
uÂdaje:

a) rychlost pruÊ toku vzduchu inhalacÏnõÂm zarÏõÂzenõÂm,

b) teplota a vlhkost vzduchu,

c) nominaÂlnõÂ koncentrace (celkoveÂ mnozÏstvõÂ testovaneÂ laÂtky prÏivaÂdeÏneÂ do
inhalacÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ, deÏ leneÂ objemem vzduchu),

d) povaha vehikula, pokud bylo uzÏito,

e) skutecÏneÂ koncentrace v dyÂchacõÂ zoÂneÏ ,

f) mediaÂn velikostõÂ cÏaÂstic (u aerosolu),

- uÂdaje o toxickyÂch odpoveÏ dõÂch podle pohlavõÂ a podle koncentracõÂ,

- uÂ rovenÏ bez uÂcÏinku, pokud je mozÏneÂ ji stanovit,

- doba uhynutõÂ beÏ hem experimentu, prÏõÂpadneÏ uÂdaj o prÏezÏitõÂ zvõÂrÏat do konce
sledovaÂnõÂ,

- popis toxickyÂch nebo jinyÂch uÂcÏinkuÊ ,

- doba, kdy byly pozorovaÂny jednotliveÂ abnormaÂlnõÂ prÏõÂznaky a jejich dalsÏõÂ vyÂvoj,

- spotrÏeba potravy a vyÂvoj teÏ lesneÂ hmotnosti,

- oftalmologickeÂ naÂlezy,

- hematologickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky,

- biochemickaÂ vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky,

- pitevnõÂ naÂlezy,

- detailnõÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ,

- statistickeÂ vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ , kde je to mozÏneÂ ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 251 / 1998Strana 7958 CÏ aÂstka 88

B.30 TESTOVAÂ NIÂ CHRONICKEÂ TOXICITY

1. METODIKA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka je podaÂvaÂna normaÂlneÏ sedm dnõÂ v tyÂdnu, vhodnou cestou, neÏkolika
skupinaÂm pokusnyÂch zvõÂrÏat, jedna daÂvka na skupinu, po veÏ tsÏõÂ cÏaÂst zÏivota zvõÂrÏat.
BeÏhem a po exposici testovaneÂ laÂtce jsou zvõÂrÏata denneÏ pozorovaÂna za uÂcÏelem
sledovaÂnõÂ projevuÊ toxicity.

1 . 2 P o p i s t e s t o v a c õÂ m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

ZvõÂrÏata jsou chovaÂna prÏi standardnõÂch podmõÂnkaÂch asponÏ 5 dnõÂ prÏed zapocÏetõÂm
testu. PrÏed testem jsou zdravaÂ , mladaÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ rozdeÏ lena do exponovanyÂch a
kontrolnõÂch skupin.

1 .2 .2 T es t o v a c õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 Exper i men t aÂ l n õÂ zv õÂrÏ a ta

PreferovanyÂm druhem je potkan. Na zaÂkladeÏ prÏedchozõÂch studiõÂ je mozÏno pouzÏõÂt i
dalsÏõÂ druhy (hlodavce nebo jineÂ). Je trÏeba pouzÏõÂt zdraveÂ a mladeÂ jedince beÏ zÏneÏ
chovanyÂch kmenuÊ laboratornõÂch zvõÂrÏat. Exposice by meÏ la byÂt zapocÏata co nejdrÏõÂve
po odstavenõÂ mlaÂd'at. Na zacÏaÂtku studie by nemeÏ l rozdõÂl ve vaÂze zvõÂrÏat cÏinit võÂce nezÏ
+ 20% od pruÊ meÏ ru. V prÏõÂpadeÏ , zÏe vlastnõÂ studii prÏedchaÂzõÂ test subchronickeÂ oraÂlnõÂ
toxicity, je trÏeba pouzÏõÂt stejnyÂ druh a kmen v obou studiõÂch.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro kazÏdou uÂrovenÏ daÂvky je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 40 zvõÂrÏat (20 samic a 20 samcuÊ ),
stejneÏ i pro kontrolnõÂ skupinu. Samice by meÏ ly byÂt nullipary a nemeÏ ly by byÂt brÏezõÂ.
Pokud je zaÂmeÏ rem utratit neÏ kteraÂ zvõÂrÏata prÏed dokoncÏenõÂm testu, je trÏeba pouzÏõÂt
prÏimeÏ rÏeneÏ vysÏsÏõÂ pocÏet zvõÂrÏat.

V prÏõÂpadeÏ jinyÂch druhuÊ zvõÂrÏat (nehlodavcuÊ ) je mozÏneÂ pouzÏõÂt mensÏõÂ pocÏet zvõÂrÏat, ale
ne meÂneÏ nezÏ 4 od kazÏdeÂho pohlavõÂ ve skupineÏ .

1 .2 .2 .3 DaÂ vky a f rekve nce expos ic

Je trÏeba pouzÏõÂt asponÏ trÏi daÂvky a jednu kontrolnõÂ skupinu. NejvysÏsÏõÂ daÂvka by meÏ la
vyvolat jasneÂ projevy toxicity bez nadmeÏ rneÂ uÂmrtnosti. NejnizÏsÏõÂ daÂvka by nemeÏ la
vyvolat prokazatelneÂ projevy toxicity. StrÏednõÂ daÂvky by meÏ ly byÂt voleny ve strÏednõÂm
paÂsmu mezi vysokyÂmi a nõÂzkyÂmi daÂvkami. VyÂbeÏ r daÂvek by meÏ l vzõÂt v uÂvahu
vyÂsledky prÏedchozõÂch studiõÂ.

Obvykle jsou zvõÂrÏata exponovaÂna denneÏ . V prÏõÂpadeÏ , zÏe testovanaÂ laÂtka je podaÂvaÂna
v pitneÂ vodeÏ nebo v potraveÏ , je trÏeba zajistit, aby k nõÂ meÏ la zvõÂrÏata staÂ lyÂ prÏõÂstup.
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1 .2 .2 .4 Kont ro ly

SoubeÏzÏnaÂ kontrolnõÂ skupina je identickaÂ v kazÏdeÂm ohledu k exponovaneÂ skupineÏ ,
vyjma exposice testovaneÂ laÂtce.

Ve zvlaÂsÏtnõÂch prÏõÂpadech, jako jsou inhalacÏnõÂ studie s aerosoly nebo pouzÏije-li se pro
oraÂlnõÂ aplikaci emulgaÂtoru, jehozÏ biologickaÂ aktivita nenõÂ charakterizovaÂna, zarÏadõÂ
se dalsÏõÂ negativnõÂ kontrolnõÂ skupina, kteraÂ nenõÂ exponovaÂna ani vehikulu.

1 .2 .2 .5 ZpuÊ sob ap l ikace

Dva hlavnõÂ zpuÊ soby aplikace jsou oraÂlnõÂ a inhalacÏnõÂ. Volba zpuÊ sobu podaÂnõÂ zaÂvisõÂ
na fyzikaÂlnõÂch a chemickyÂch charakteristikaÂch testovaneÂ laÂtky a pravdeÏpodobneÂm
zpuÊ sobu exposice cÏloveÏ ka.

PouzÏitõÂ dermaÂlnõÂ aplikace vyvolaÂvaÂ znacÏneÂ technickeÂ probleÂmy. ChronickaÂ
systeÂmovaÂ toxicita v duÊ sledku kozÏnõÂho vstrÏebaÂnõÂ muÊ zÏe byÂt normaÂlneÏ odvozena
z vyÂsledku oraÂlnõÂho testu a znalosti rozsahu kozÏnõÂho vstrÏebaÂvaÂnõÂ, odvozeneÂ
z prÏedchozõÂch testuÊ kozÏnõÂ toxicity.

OraÂlnõÂ studie

Tam, kde se testovanaÂ laÂtka vstrÏebaÂvaÂ z gastrointestinaÂlnõÂho traktu a je-li pozÏitõÂ
jedna z cest, jimizÏ muÊ zÏe byÂt exponovaÂn cÏloveÏk, daÂvaÂ se prÏednost oraÂlnõÂ aplikaci,
pokud nejsou proti tomu neÏ jakeÂ duÊ vody. ZvõÂrÏata mohou dostat testovanou laÂtku
v potraveÏ , rozpusÏteÏ nu v pitneÂ vodeÏ nebo podanou v tobolce.

IdeaÂlneÏ by se meÏ la laÂtka podaÂvat sedm dnõÂ v tyÂdnu, protozÏe daÂvkovaÂnõÂ peÏ t dnuÊ
v tyÂdnu muÊ zÏe veÂst k vymizenõÂ toxicity nebo naopak vyvolat ªabstinencÏnõÂª prÏõÂznaky
v obdobõÂ bez aplikace, a tudõÂzÏ ovlivnit vyÂsledky a naÂsledneÂ hodnocenõÂ. NicmeÂneÏ ,
prÏedevsÏõÂm s ohledem na praktickeÂ aspekty, daÂvkovaÂnõÂ peÏ tkraÂt tyÂdneÏ je povazÏovaÂno
za prÏijatelneÂ .

InhalacÏnõÂ studie

ProtozÏe inhalacÏnõÂ studie jsou technicky komplikovaneÏ jsÏõÂ nezÏ jineÂ zpuÊ soby aplikace,
jsou zde uvedeny podrobneÏ ji informace o teÂto cesteÏ podaÂnõÂ. IntratracheaÂlnõÂ instilace
muÊ zÏe byÂt platnou alternativou v specifickyÂch situacõÂch.

DlouhodobeÂ expozice obvykle napodobujõÂ prÏedpoklaÂdaneÂ lidskeÂ expozice, takzÏe
zvõÂrÏe je obvykle exponovaÂno po ustaÂlenõÂ koncentrace sÏest hodin denneÏ po peÏ t dnuÊ
v tyÂdnu (prÏerusÏovanaÂ exposice), nebo v naÂvaznosti na mozÏnou exposici v prostrÏedõÂ,
22-24 hodin denneÏ po sedm dnõÂ v tyÂdnu (kontinuaÂlnõÂ expozice), s prÏiblizÏneÏ jednou
hodinou pro krmenõÂ zvõÂrÏat denneÏ ve stejnou dobu dne, pouzÏitou i pro cÏisÏteÏnõÂ
expozicÏnõÂho boxu. V obou prÏõÂpadech jsou zvõÂrÏata obvykle exponovaÂna fixnõÂm
koncentracõÂm testovaneÂ laÂtky. HlavnõÂ rozdõÂl mezi prÏerusÏovanou a staÂ lou expozicõÂ je
v tom, zÏe v prvnõÂ maÂ zvõÂrÏe 17-18 hodin na uÂstup uÂcÏinkuÊ dennõÂ expozice s jesÏteÏ
delsÏõÂm obdobõÂm beÏ hem võÂkendu.

Volba prÏerusÏovaneÂ nebo kontinuaÂlnõÂ exposice zaÂvisõÂ na cõÂlech studia a na lidskeÂ
exposici, kteraÂ maÂ byÂt simulovaÂna. NicmeÂneÏ , je trÏeba vzõÂt v uÂvahu urcÏiteÂ technickeÂ
obtõÂzÏe. Na prÏõÂklad, vyÂhody kontinuaÂlnõÂ exposice pro simulaci podmõÂnek zevnõÂho
prostrÏedõÂ mohou byÂt narusÏeny nutnostõÂ pitõÂ a krmenõÂ beÏhem exposice a potrÏebou
komplikovaneÏ jsÏõÂ (a spolehliveÂ) generace aerosolu nebo urcÏiteÂ koncentrace par a
technik monitorovaÂnõÂ.
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ExposicÏnõÂ komory

ZvõÂrÏata se exponujõÂ v inhalacÏnõÂch komoraÂch jejichzÏ konstrukce zarucÏuje dynamickyÂ
proud pro nejmeÂneÏ 12 vyÂmeÏ n vzduchu za hodinu, aby byl zajisÏteÏn dostatecÏnyÂ prÏõÂsun
kyslõÂku a rovnomeÏ rnaÂ distribuce expozicÏnõÂ atmosfeÂry. KontrolnõÂ a expozicÏnõÂ
komory by meÏ ly mõÂt identickou konstrukci, tak aby byly expozicÏnõÂ podmõÂnky
srovnatelneÂ ve vsÏech aspektech vyjma exposice testovaneÂ laÂtce. UvnitrÏ komory se
obvykle udrzÏuje mõÂrnyÂ podtlak a tõÂm se braÂnõÂ uÂniku testovaneÂ laÂtky do okolnõÂho
prostrÏedõÂ. Komory by meÏ ly minimalizovat shlukovaÂnõÂ testovanyÂch zvõÂrÏat. ObecneÏ by
v zaÂjmu udrzÏenõÂ stabilnõÂ atmosfeÂry v komorÏe objem zvõÂrÏat nemeÏ l prÏesaÂhnou 5 %
objemu komory.

MeÏ rÏenõÂ nebo monitorovaÂnõÂ zahrnuje:

(a) pruÊ tok vzduchu: rychlost pruÊ toku vzduchu komorou by meÏ la byÂt nejleÂpe
kontrolovaÂna kontinuaÂlneÏ ;

(b) koncentrace: beÏ hem dennõÂ exposice by koncentrace testovaneÂ laÂtky nemeÏ la
kolõÂsat võÂce nezÏ +15% strÏednõÂ hodnoty;

(c) teplota a vlhkost: pro hlodavce, teplota by meÏ la byÂt udrzÏovaÂna v rozmezõÂ
22 + 2 8C a vlhkost v komoraÂch 30 - 70 % vyjma prÏõÂpaduÊ , kdy je voda pouzÏõÂvaÂna
k rozptyÂlenõÂ testovaneÂ laÂtky v atmosfeÂrÏe komory. Oba parametry by meÏ ly byÂt
kontrolovaÂny pruÊ beÏ zÏneÏ ;

(d) meÏ rÏenõÂ velikosti cÏaÂstic: meÏ la by byÂt stanovena distribuce velikosti cÏaÂstic
v atmosfeÂrÏe komor u tekutyÂch nebo pevnyÂch aerosoluÊ . AerosoloveÂ cÏaÂstice by meÏ ly
byÂt v respirabilnõÂ velikosti pro pouzÏiteÂ testovacõÂ zvõÂrÏe. Vzorky atmosfeÂry komor se
odebõÂrajõÂ z dyÂchacõÂ zoÂny zvõÂrÏat. Vzorek vzduchu by meÏ l byÂt representativnõÂ pro
distribuci cÏaÂstic, kteryÂm je zvõÂrÏe exponovaÂno, a meÏ l by gravimetricky odpovõÂdat
celeÂmu suspendovaneÂmu aerosolu, i kdyzÏ znacÏnaÂ cÏaÂst aerosolu nenõÂ respirabilnõÂ.
AnalyÂza velikosti cÏaÂstic by meÏ la byÂt provaÂdeÏna cÏasto beÏhem vyÂvoje generujõÂcõÂho
systeÂmu, aby zajistila stabilitu aerosolu, a poteÂ beÏhem exposic tak cÏasto, aby bylo
mozÏno posoudit stabilitu distribuce cÏaÂstic, kteryÂm jsou zvõÂrÏata exponovaÂna.

1 .2 .2 .6 TrvaÂ n õÂ s t ud ie

Expozice laÂtce by meÏ la trvat nejmeÂneÏ 12 meÏ sõÂcuÊ .

1 . 2 . 3 Po p i s p o s t u p u

1 .2 .3 .1 PozorovaÂ n õÂ

PecÏliveÂ klinickeÂ sledovaÂnõÂ by meÏ lo byÂt provaÂdeÏno nejmeÂneÏ jednou denneÏ .
DodatecÏnaÂ pozorovaÂnõÂ by meÏ la byÂt provaÂdeÏna denneÏ s odpovõÂdajõÂcõÂmi zaÂkroky
k minimalizaci ztraÂty zvõÂrÏat ze studie, naprÏ. pitva nebo ulozÏenõÂ do lednice u zvõÂrÏat,
kteraÂ jsou nalezena mrtvaÂ a isolace nebo utracenõÂ zvõÂrÏat, kteraÂ jsou slabaÂ nebo
moribundnõÂ. ZvõÂrÏata je trÏeba pecÏliveÏ sledovat, aby se spolehliveÏ zachytil zacÏaÂtek a
progrese vsÏech toxickyÂch uÂcÏinkuÊ , a takeÂ za uÂcÏelem minimalizace ztraÂt v duÊ sledku
nemocõÂ, autolyÂzy nebo kanibalismu.

RegistrujõÂ se klinickeÂ prÏõÂznaky vcÏetneÏ neurologickyÂch a ocÏnõÂch zmeÏn u vsÏech zvõÂrÏat,
a daÂle prÏõÂpady uhynutõÂ. ZaznamenaÂvaÂ se doba objevenõÂ a postup toxickyÂch prÏõÂznakuÊ
vcÏetneÏ podezrÏenõÂ na tumor.
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Hmotnost se zaznamenaÂvaÂ individuaÂlneÏ u vsÏech zvõÂrÏat jednou tyÂdneÏ beÏhem prvnõÂch
13 tyÂdnuÊ obdobõÂ testu a asponÏ jednou za cÏtyrÏi tyÂdny po tomto obdobõÂ. Je trÏeba
provaÂdeÏ t meÏ rÏenõÂ spotrÏeby potravy (a vody tam, kde je testovanaÂ laÂtka podaÂvaÂna
v pitneÂ vodeÏ ) tyÂdneÏ beÏ hem prvnõÂch 13 tyÂdnuÊ a pak prÏiblizÏneÏ ve trÏõÂmeÏ sõÂcÏnõÂch
intervalech, ledazÏe by zdravotnõÂ stav nebo zmeÏ ny teÏ lesneÂ vaÂhy ukaÂzaly nutnost jineÂ
frekvence sledovaÂnõÂ.

1 .2 .3 .2 Hemato l og ickaÂ vysÏ e t rÏ en õÂ

HematologickaÂ vysÏetrÏenõÂ (naprÏ. obsah hemoglobinu, hematokrit, celkovyÂ pocÏet
erythrocytuÊ , celkovyÂ pocÏet bõÂlyÂch krvinek, krevnõÂch desticÏek, nebo jineÂ ukazatele
sraÂzÏlivosti) by meÏ la byÂt provaÂdeÏna za trÏi meÏ sõÂce, sÏest meÏ sõÂcuÊ a poteÂ v prÏiblizÏneÏ
sÏestimeÏ sõÂcÏnõÂch intervalech, a na konci na vzorcõÂch krve shromaÂzÏdeÏnyÂch od vsÏech
nehlodavcuÊ resp. od 10 potkanuÊ na pohlavõÂ z kazÏdeÂ skupiny. Tam kde je to mozÏneÂ ,
vzorky ve vsÏech intervalech by meÏ ly byÂt od stejnyÂch potkanuÊ . NavõÂc by meÏ l byÂt
odebraÂn vzorek prÏed testem od nehlodavcuÊ .

Pokud klinickeÂ vysÏetrÏenõÂ zvõÂrÏat naznacÏõÂ zhorsÏenyÂ zdravotnõÂ stav zvõÂrÏat beÏhem
studie, meÏ l by byÂt stanoven diferenciaÂ lnõÂ obraz bõÂlyÂch krvinek.

DiferenciaÂ lnõÂ obraz bõÂlyÂch krvinek se vysÏetrÏõÂ ve vzorcõÂch od zvõÂrÏat ve skupineÏ
s nejvysÏsÏõÂ daÂvkou a u kontrol. Pokud tato data, nebo uÂdaje z vysÏetrÏenõÂ patologickyÂch
zmeÏ n naznacÏõÂ nutnost, vysÏetrÏõÂ se i u skupiny s daÂvkou nejblõÂzÏe nizÏsÏõÂ.

1 .2 .3 .3 Ana lyÂ za mocÏ i

Vzorky mocÏi 10 potkanuÊ kazÏdeÂho pohlavõÂ se sbõÂrajõÂ pro analyÂzu pokud mozÏno od
stejnyÂch zvõÂrÏat a ve stejnyÂch intervalech jako hematologickeÂ zkousÏky. NaÂsledujõÂcõÂ
stanovenõÂ jsou provedena bud' na vzorcõÂch jednotlivyÂch zvõÂrÏat nebo na smeÏ sneÂm
vzorku pro skupiny podle daÂvek a pohlavõÂ:

- vzhled mocÏi, objem a hustota u jednotlivyÂch zvõÂrÏat,

- proteiny, glukosa, ketolaÂtky, okultnõÂ krvaÂcenõÂ (semi-kvantitativneÏ ),

- mikroskopickeÂ vysÏetrÏenõÂ sedimentu (semi-kvantitativneÏ ).

1 .2 .3 .4 Biochem ickeÂ vysÏ e t rÏ en õÂ

V prÏiblizÏneÏ sÏestimeÏ sõÂcÏnõÂch intervalech a na zaÂveÏ r jsou odebraÂny krevnõÂ vzorky pro
biochemickaÂ meÏ rÏenõÂ od vsÏech nehlodavcuÊ a 10 potkanuÊ obojõÂho pohlavõÂ v kazÏdeÂ
skupineÏ , pokud mozÏno pro tyteÂzÏ potkany ve vsÏech intervalech. Od nehlodavcuÊ se
vedle toho odeberou vzorky prÏed testem. Z teÏ chto vzorkuÊ je prÏipravena plasma a
jsou provedeny naÂsledujõÂcõÂ zkousÏky :

- celkovaÂ koncentrace proteinuÊ ,

- koncentrace albuminu,

- testy na funkci jater (naprÏ. aktivita baÂzickeÂ fosfataÂzy, aktivita glutamaÂt pyruvaÂt
transaminasy1, glutamaÂt acetaÂt transaminasy2), gamma glutamyl transpeptidasy,
ornithin dekarboxylasy,

- metabolismus glyciduÊ , naprÏ. krevnõÂ glukosa na lacÏno,

1 nynõÂ znaÂmaÂ jako seÂrovaÂ alanin aminotransferasa

2 nynõÂ znaÂmaÂ jako seÂrovaÂ aspartaÂt aminotransferasa



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 251 / 1998Strana 7962 CÏ aÂstka 88

-testy na funkci ledvin, naprÏ. dusõÂk mocÏoviny v krvi.

1 .2 .3 .5 P i tva

KompletnõÂ pitva se provede u vsÏech zvõÂrÏat, vcÏetneÏ teÏ ch, kteraÂ zemrÏela beÏhem
pokusu nebo byla utracena v moribundnõÂm stavu. PrÏed utracenõÂm se odeberou
vzorky krve vsÏech zvõÂrÏat pro diferenciaÂ lnõÂ obraz bõÂlyÂch krvinek. VsÏechny viditelneÂ
tumory nebo leÂze, nebo leÂze, ktereÂ by mohly byÂt tumory, je trÏeba uchovat. MeÏ lo by
byÂt provedeno porovnaÂnõÂ anatomicko-patologickyÂch zmeÏ n s mikroskopickyÂmi
naÂlezy.

VsÏechny orgaÂny a tkaÂneÏ by meÏ ly byÂt uchovaÂny pro histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ. To se
obvykle tyÂkaÂ naÂsledujõÂcõÂch orgaÂnuÊ a tkaÂnõÂ: mozku3 (prodlouzÏeneÂ mõÂchy/mostu,
mozecÏkoveÂ kory, kory mozkoveÂ), podveÏ sku mozkoveÂho, sÏtõÂtneÂ zÏlaÂzy a prÏõÂsÏtõÂtnyÂch
teÏ lõÂsek, thymu, trachey a plic, srdce, aorty, slinnyÂch zÏlaz, jater3, sleziny, ledvin3,
nadledvinek3 , jõÂcnu, zÏaludku, dvanaÂcternõÂku, jejuna, ilea, slepeÂho strÏeva, tracÏnõÂku,
konecÏnõÂku, mocÏoveÂho meÏ chyÂrÏe, lymfatickyÂch uzlin, slinivky, gonaÂd3, akcesornõÂch
pohlavnõÂch orgaÂnuÊ , samicÏõÂ mleÂcÏneÂ zÏlaÂzy, kuÊ zÏe, svaloviny, perifernõÂho nervu, mõÂchy
(krcÏnõÂ, hrudnõÂ a bedernõÂ), sterna s kostnõÂ drÏenõÂ a stehennõÂ kosti vcÏetneÏ kloubuÊ , a ocÏõÂ.
NaplneÏnõÂ plic a mocÏoveÂho meÏ chyÂrÏe fixativem je optimaÂlnõÂ cestou ke konzervaci
teÏ chto tkaÂnõÂ; naplneÏ nõÂ plic v inhalacÏnõÂch studiõÂch, je zaÂsadnõÂ pro odpovõÂdajõÂcõÂ
histopatologickeÂ zkoumaÂnõÂ. Ve speciaÂ lnõÂch studiõÂch jako jsou inhalacÏnõÂ studie, maÂ
byÂt studovaÂn celyÂ respiracÏnõÂ trakt vcÏetneÏ nosu, hltanu a hrtanu.

Byla-li provedena jinaÂ klinickaÂ vysÏetrÏenõÂ, informace zõÂskaneÂ z teÏ chto procedur by
meÏ ly byÂt k disposici prÏed mikroskopickyÂm vysÏetrÏenõÂm, protozÏe mohou daÂt
patologovi vyÂznamneÂ vodõÂtko.

1 .2 .3 .6 Hi s topa t o log ie

VsÏechny viditelneÂ zmeÏ ny, zvlaÂsÏteÏ tumory a jineÂ leÂze vyskytujõÂcõÂ se v ktereÂmkoli
orgaÂnu, majõÂ byÂt zkoumaÂny mikroskopicky. NavõÂc jsou doporucÏeny naÂsledujõÂcõÂ
postupy:

(a) mikroskopickeÂ vysÏetrÏenõÂ vsÏech uchovanyÂch orgaÂnuÊ a tkaÂnõÂ s kompletnõÂm
popisem vsÏech leÂzõÂ nalezenyÂch:

1. u vsÏech zvõÂrÏat, kteraÂ uhynula nebo byla utracena beÏhem studie,

2. u vsÏech zvõÂrÏat ze skupiny s vysokou daÂvkou a kontrolnõÂ skupiny

(b) orgaÂny cÏi tkaÂneÏ ukazujõÂcõÂ abnormity zpuÊ sobeneÂ nebo pravdeÏpodobneÏ zpuÊ sobeneÂ
testovanou laÂtkou jsou zkoumaÂny takeÂ ve skupinaÂch s nizÏsÏõÂmi daÂvkami,

(c) tam, kde vyÂsledky sveÏ dcÏõÂ pro vyÂznamneÂ zkraÂcenõÂ normaÂlnõÂ deÂlky zÏivota zvõÂrÏat
nebo vyvolaÂnõÂ uÂcÏinkuÊ , ktereÂ by mohly ovlivnit toxickou odpoveÏd', skupina s nejblõÂzÏe
nizÏsÏõÂ daÂvkou se vysÏetrÏõÂ popsanyÂm zpuÊ sobem,

(d) informace o incidenci leÂzõÂ, ktereÂ se normaÂlneÏ vyskytujõÂ v pouzÏiteÂm kmeni
zvõÂrÏat, ve stejnyÂch laboratornõÂch podmõÂnkaÂch, t.j. historickeÂ kontrolnõÂ uÂdaje, jsou
nezbytneÂ pro spraÂvneÂ posouzenõÂ vyÂznamnosti zmeÏn pozorovanyÂch u zvõÂrÏat s
aplikovanou laÂtkou.

3 tyto orgaÂny z 10 zvõÂrÏat na pohlavõÂ a na skupinu u hlodavcuÊ a ze vsÏech nehlodavcuÊ , a daÂle sÏtõÂtnaÂ
zÏlaÂza (s prÏisÏtõÂtnyÂmi teÏ lõÂsky) ze vsÏech nehlodavcuÊ , majõÂ byÂt zvaÂzÏeny
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2. UÂ DAJE

UÂ daje by meÏ ly byÂt sumarizovaÂny ve formeÏ tabulek, ukazujõÂcõÂch pro kazÏdou
testovanou skupinu pocÏet zvõÂrÏat na zacÏaÂtku testu, pocÏet zvõÂrÏat vykazujõÂch leÂze a
procento zvõÂrÏat vykazujõÂcõÂch jednotliveÂ typy leÂzõÂ. VyÂsledky by meÏ ly byÂt
vyhodnoceny odpovõÂdajõÂcõÂ statistickou metodou. Mohou byÂt pouzÏity jakeÂkoliv
uznaÂvaneÂ statistickeÂ metody.

3. ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o t e s t u

ZpraÂva o testu bude, pokud mozÏno, obsahovat naÂsledujõÂcõÂ informace:

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, zdroj, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ, dieta,

- podmõÂnky testu: popis exposicÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ vcÏetneÏ konstrukce, typu, rozmeÏ ruÊ ,

zdroje vzduchu, systeÂmu pro vytvaÂrÏenõÂ cÏaÂstic a aerosoluÊ , metody klimatizace,
znesÏkodnÏ ovaÂnõÂ vzduchu vychaÂzejõÂcõÂho z aparatury a zpuÊ sobu umõÂsteÏnõÂ zvõÂrÏat v
expozicÏnõÂm boxu, pokud se pouzÏõÂvaÂ . DaÂle je trÏeba popsat zarÏõÂzenõÂ pro meÏ rÏenõÂ
teploty, vlhkosti, a tam, kde je to zÏaÂdoucõÂ, stability koncentrace nebo velikosti cÏaÂstic
aerosolu.UÂ daje o exposici: ve formeÏ tabulky vcÏetneÏ pruÊ meÏ rnyÂch hodnot a variability
(naprÏ. standardnõÂ odchylka) a meÏ ly by zahrnovat:

(a) rychlost pruÊ toku vzduchu inhalacÏnõÂm zarÏõÂzenõÂm

(b) teplotu a vlhkost vzduchu

(c) nominaÂlnõÂ koncentrace (celkoveÂ mnozÏstvõÂ testovaneÂ laÂtky vstupujõÂcõÂ do inhalacÏnõÂ

aparatury deÏ leno objemem vzduchu)

(d) povahu vehikula, je-li pouzÏito

(e) skutecÏneÂ koncentrace v dyÂchacõÂ zoÂneÏ

(f) mediaÂny velikosti cÏaÂstic (je-li to relevantnõÂ)

- daÂvkoveÂ uÂ rovneÏ (vcÏetneÏ vehikula, je-li uzÏito) a koncentrace

- uÂdaje o toxickeÂ odpoveÏ di podle pohlavõÂ a daÂvky

- neuÂcÏinnaÂ (daÂvkovaÂ) uÂ rovenÏ

- doba uÂmrtõÂ beÏ hem studie nebo zda zvõÂrÏata prÏezÏila azÏ do konce

- popis toxickyÂch a jinyÂch uÂcÏinkuÊ

- doba, kdy byl pozorovaÂn kazÏdyÂ abnormaÂlnõÂ prÏõÂznak a jeho dalsÏõÂ vyÂvoj

- data o spotrÏebeÏ potravy a teÏ lesneÂ hmotnosti

- oftalmologickeÂ naÂlezy

- pouzÏiteÂ hematologickeÂ testy a vyÂsledky

- testy klinickeÂ biochemie a vsÏechny vyÂsledky (vcÏetneÏ vyÂsledkuÊ analyÂzy mocÏi)

- pitevnõÂ naÂlezy

- detailnõÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ

- statistickeÂ zpracovaÂnõÂ vyÂsledkuÊ s popisem pouzÏityÂch metod

- diskuse vyÂsledkuÊ

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.31 STUDIE TERATOGENITY ± HLODAVCI A NEHLODAVCI

1. METODIKA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ v odstupnÏ ovanyÂch daÂvkaÂch nebo koncentracõÂch neÏkolika
skupinaÂm brÏezõÂch pokusnyÂch zvõÂrÏat, jedna daÂvka na kazÏdou skupinu, alesponÏ v tom
obdobõÂ brÏezosti, ve ktereÂm dochaÂzõÂ k organogenezi. KraÂtce prÏed ocÏekaÂvanyÂm datem
porodu jsou brÏezõÂ samice utraceny a jejich deÏ loha i s obsahem je pouzÏita k dalsÏõÂmu
studiu. Tato testovacõÂ metoda zahrnuje studium embryo- a fetotoxicity.

1 . 2 P o p i s t e s t o v a c õÂ m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

MladeÂ, dospeÏ leÂ samice, ktereÂ nikdy nebyly brÏezõÂ, stejneÂho veÏ ku a velikosti jsou
aklimatizovaÂny prÏi laboratornõÂch podmõÂnkaÂch asponÏ 5 dnõÂ prÏed zapocÏetõÂm testu.
Potom jsou prÏipusÏteÏ ni samci s oveÏ rÏenou plodnostõÂ. OplozeneÂ samice jsou naÂhodneÏ
rozdeÏ leny do experimentaÂlnõÂch skupin.

OplodneÏ nõÂ muÊ zÏe byÂt zajisÏteÏ no prÏirozenou cestou nebo umeÏ lou inseminacõÂ.
TestovanaÂ laÂtka je podaÂvaÂna samicõÂm denneÏ . Aplikace zacÏõÂnaÂ cÏasneÏ po implantaci a
pokracÏuje beÏ hem obdobõÂ organogeneze. Den prÏed termõÂnem jsou plody vyjmuty
hysterektomiõÂ a podrobeny sledovaÂnõÂ abnormalit skeletu a vnitrÏnõÂch orgaÂnuÊ vcÏetneÏ
sledovaÂnõÂ mozÏnosti zpomaleneÂho ruÊ stu, opozÏdeÏneÂ osifikace a krvaÂcenõÂ do strÏeva.

1 .2 .2 T es t o v a c õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 Exper i men t aÂ l n õÂ zv õÂrÏ a ta

BeÏzÏneÏ pouzÏõÂvanyÂmi druhy jsou potkan, mysÏ, krÏecÏek a kraÂlõÂk. PreferovanyÂmi druhy
jsou potkan a kraÂlõÂk. Je trÏeba pouzÏõÂvat vsÏeobecneÏ zavedeneÂ kmeny. PouzÏõÂvanyÂ kmen
by nemeÏ l mõÂt nõÂzkou plodnost a meÏ ly by byÂt u neÏ j znaÂmy reakce na teratogeny.
ZvõÂrÏata jsou chovaÂna jednotliveÏ .

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro kazÏdou daÂvku je trÏeba pouzÏõÂt asponÏ 20 brÏezõÂch potkanuÊ , mysÏõÂ nebo krÏecÏkuÊ nebo
12 brÏezõÂch kraÂlõÂkuÊ . Ke sledovaÂnõÂ teratogennõÂho potenciaÂ lu studovaneÂ laÂtky je trÏeba
zajistit dostatecÏnyÂ pocÏet vrhuÊ a mlaÂd'at.

1 .2 .2 .3 DaÂ vky

Je trÏeba pouzÏõÂt asponÏ trÏi daÂvky a jednu kontrolnõÂ skupinu. V prÏõÂpadeÏ , zÏe je testovanaÂ
laÂtka podaÂna ve vehikulu, je trÏeba zahrnout do studie i skupinu, ktereÂ bylo podaÂno
samotneÂ vehikulum. Je trÏeba takeÂ znaÂt toxikologickeÂ vlastnosti vehikula: nesmõÂ byÂt
teratogennõÂ ani mõÂt vliv na reprodukcÏnõÂ schopnosti. Se zvõÂrÏaty v kontrolnõÂ(ch)
skupineÏ (aÂch) se zachaÂzõÂ stejnyÂm zpuÊ sobem jako se zvõÂrÏaty v testovacõÂ skupineÏ
s vyÂjimkou aplikace testovaneÂ laÂtky. Pokud to fyzikaÂlneÏ chemickeÂ nebo biologickeÂ
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vlastnosti dovolujõÂ, pak nejvysÏsÏõÂ daÂvka testovaneÂ laÂtky by v ideaÂlnõÂm prÏõÂpadeÏ meÏ la
u matek vyvolat takoveÂ projevy toxicity, jako je mõÂrneÂ snõÂzÏenõÂ vaÂhy, ale uzÏ ne võÂce
jak 10 % uÂmrtõÂ. NõÂzkaÂ uÂ rovenÏ daÂvek by nemeÏ la vyvolat viditelneÂ uÂcÏinky. StrÏednõÂ
daÂvky by meÏ ly byÂt voleny tak, aby byly geometricky rozlozÏeny mezi nõÂzkou a
vysokou daÂvku.

1 .2 .2 .4 Limi t n õÂ t e s t

V prÏõÂpadeÏ , zÏe laÂtka s nõÂzkou toxicitou prÏi daÂvce nejmeÂneÏ 1000 mg.kg-1 prokazatelneÏ
nevyvolaÂ projevy embryotoxicity ani teratogenicity, nenõÂ trÏeba testovat na jinyÂch
uÂrovnõÂch daÂvek.

1 .2 .2 .5 Doba expos ic e

NultyÂm dnem testu je den, kdy je pozorovaÂna vaginaÂlnõÂ zaÂtka a/nebo spermie
(pokud mozÏno). Doba aplikace by meÏ la zahrnovat obdobõÂ hlavnõÂ organogeneze. Za
toto obdobõÂ je mozÏno povazÏovat 6. azÏ 15. den u potkana a mysÏi, 6. azÏ 14. den
u krÏecÏka a 6. azÏ 18. den u kraÂlõÂka. V prÏõÂpadeÏ , zÏe je za nultyÂ den povazÏovaÂn den, kdy
bylo pozorovaÂno paÂrÏenõÂ nebo byla provedena umeÏ laÂ inseminace, je trÏeba prÏipocÏõÂtat
k prÏedchozõÂm uÂdajuÊ m jeden den. Podle jineÂ alternativy koncÏõÂ aplikace jeden den
prÏed ocÏekaÂvanyÂm porodem.

1 .2 .2 .6 ObdobõÂ pozorovaÂ n õÂ

KazÏdyÂ den je trÏeba proveÂst pecÏliveÂ klinickeÂ vysÏetrÏenõÂ. DalsÏõÂ sledovaÂnõÂ a opatrÏenõÂ
jsou provaÂdeÏ na za uÂcÏelem minimalizace ztraÂt beÏhem studie.

1 .2 .3 Po p i s p o s t u p u

TestovanaÂ laÂtka je aplikovaÂna oraÂlneÏ sondou, denneÏ ve stejnou dobu.

TestovanyÂm samicõÂm se testovanaÂ laÂtka podaÂvaÂ denneÏ beÏ hem prÏõÂslusÏneÂho obdobõÂ
testu. DaÂvka muÊ zÏe byÂt vztazÏena na vaÂhu samic na pocÏaÂtku podaÂvaÂnõÂ laÂtky nebo,
vzhledem k rychleÂmu naÂruÊ stu hmotnosti beÏhem brÏezosti, zvõÂrÏata mohou byÂt
periodicky vaÂzÏena a daÂvka upravovaÂna podle poslednõÂho vaÂzÏenõÂ. VsÏechny znaÂmky
toxicity je trÏeba ihned zaznamenat vcÏetneÏ doby naÂstupu, stupneÏ a trvaÂnõÂ. Samice
vykazujõÂcõÂ znaÂmky potratu nebo prÏedcÏasneÂho porodu je trÏeba utratit a rÏaÂdneÏ
makroskopicky vysÏetrÏit. V pozorovaÂnõÂ je trÏeba pokracÏovat i po ukoncÏenõÂ podaÂvaÂnõÂ
laÂtky azÏ do doby prÏiblizÏneÏ jeden den prÏed porodem. HlavnõÂm uÂcÏelem je postihnout
veÏ tsÏinu obdobõÂ brÏezosti, ale vyhnout se komplikacõÂm prÏi interpretaci vyÂsledkuÊ po
prÏirozeneÂm porodu. PozorovaÂnõÂ zvõÂrÏat v kleci by meÏ lo zahrnovat prÏinejmensÏõÂm
zmeÏ ny kuÊ zÏe a srsti, ocÏõÂ a sliznic, daÂle dyÂchacõÂho, obeÏhoveÂho, autonomnõÂho a
centraÂ lnõÂho nervoveÂho systeÂmu, somatomotorickeÂ aktivity a chovaÂnõÂ. KazÏdyÂ tyÂden je
trÏeba meÏ rÏit spotrÏebu potravy a vaÂzÏit zvõÂrÏata.

1 .2 .3 .1 P i tva

Pokud dojde k uhynutõÂ beÏ hem nebo na konci studie je trÏeba u samic makroskopicky
vysÏetrÏit na morfologickeÂ abnormity nebo patologickeÂ zmeÏny, ktereÂ mohly mõÂt vliv
na pruÊ beÏ h brÏezosti. Ihned po smrti je trÏeba odstranit deÏ lohu a jejõÂ obsah vysÏetrÏit
s ohledem na uÂmrtõÂ embryõÂ a zaÂrodkuÊ a zjistit pocÏet zÏivyÂch zaÂrodkuÊ . Obvykle je
mozÏneÂ urcÏit dobu uÂmrtõÂ zaÂrodkuÊ v deÏ loze. U potkanuÊ a kraÂlõÂkuÊ je mozÏneÂ stanovit
pocÏet zÏlutyÂch teÏ lõÂsek. Je trÏeba urcÏit pohlavõÂ zaÂrodkuÊ a zaznamenat vaÂhu jednotlivyÂch
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zaÂrodkuÊ a vypocÏõÂtat pruÊ meÏ r. Po vyjmutõÂ je trÏeba jednotliveÏ zevneÏ vysÏetrÏit kazÏdyÂ
zaÂrodek. U potkanuÊ , mysÏõÂ a krÏecÏkuÊ je trÏeba vysÏetrÏit kosternõÂ abnormity u zhruba
jedneÂ trÏetiny azÏ poloviny vrhu a u zbytku vhodnyÂmi metodami vysÏetrÏit abnormity
meÏkkyÂch tkaÂnõÂ. U kraÂlõÂkuÊ je trÏeba kazÏdyÂ zaÂrodek duÊ kladneÏ vysÏetrÏit pitvou z hlediska
abnormit vnitrÏnostõÂ a skeletu.

2. UÂ DAJE

UÂ daje je trÏeba shrnout ve formeÏ tabulky, udaÂvajõÂcõÂ pro kazÏdou testovanou skupinu
pocÏet zvõÂrÏat na zacÏaÂtku testu, pocÏet zvõÂrÏat, kteraÂ zabrÏezla, pocÏet a procento zÏivyÂch
zaÂrodkuÊ a zaÂrodkuÊ s abnormalitami skeletu nebo meÏkkyÂch tkaÂnõÂ a vztah vyÂskytu
abnormit k prÏõÂslusÏnosti k urcÏityÂm vrhuÊ m. VyÂsledky se hodnotõÂ vhodnou statistickou
metodou. Je mozÏno pouzÏõÂt jakeÂkoliv uznaÂvaneÂ statistickeÂ metody.

3. ZPRAÂ VA

3 .1 Z p r aÂ va o t e s tu .

ZpraÂva o testu by meÏ la pokud mozÏno obsahovat naÂsledujõÂcõÂ informace:

- druh, kmen, zdroj, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ, potrava,

- podmõÂnky testu,

- daÂvky (vcÏetneÏ vehikula pokud bylo pouzÏito) a koncentrace,

- projevy toxicity pro kazÏdou daÂvku,

- daÂvka bez uÂcÏinku (pokud ji bylo mozÏno stanovit),

- dobu uÂmrtõÂ beÏ hem studie nebo zda zvõÂrÏata prÏezÏila do konce testu,

- uÂdaje o teÏ lesneÂ hmotnosti a spotrÏebeÏ potravy,

- deÂlka brÏezosti a uÂdaje o vrhu (vcÏetneÏ historickyÂch uÂdajuÊ ),

- uÂdaje o zaÂrodcõÂch (zÏiveÂ /mrtveÂ , pohlavõÂ, defekty skeletu a meÏkkyÂch tkaÂnõÂ),

- uÂdaje o jednotlivyÂch vrzõÂch (zÏiveÂ /mrtveÂ plody, pohlavõÂ, defekty skeletu a meÏkkyÂch
tkaÂnõÂ),

- statistickeÂ vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.32 TEST KARCINOGENITY

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka je podaÂvaÂna obvykle sedm dnõÂ v tyÂdnu, vhodnou cestou, neÏkolika
skupinaÂm pokusnyÂch zvõÂrÏat, jedna daÂvka na skupinu, po veÏ tsÏõÂ cÏaÂst zÏivota zvõÂrÏat.
BeÏhem a po exposici testovaneÂ laÂtce jsou zvõÂrÏata denneÏ pozorovaÂna za uÂcÏelem
sledovaÂnõÂ projevuÊ toxicity, zvlaÂsÏteÏ vyÂvinu tumoruÊ .

1 . 2 P o p i s m e t o d y

ZvõÂrÏata se chovajõÂ v pokusnyÂch podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ nejmeÂneÏ peÏ t dnõÂ prÏed
zapocÏetõÂm testu. PrÏed testem se mladaÂ zdravaÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ rozdeÏ lõÂ do
kontrolnõÂch a exponovanyÂch skupin.

1 .2 .1 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ z v õÂ rÏ a ta

PreferovanyÂm druhem je potkan. Na zaÂkladeÏ prÏedchozõÂch studiõÂ je mozÏno pouzÏõÂt i
dalsÏõÂ druhy (hlodavce i nehlodavce). PouzÏõÂvajõÂ se zdravaÂ mladaÂ zvõÂrÏata z beÏ zÏneÏ
chovanyÂch kmenuÊ laboratornõÂch zvõÂrÏat. Exposice by meÏ la byÂt zapocÏata co nejdrÏõÂve
po odstavenõÂ mlaÂd'at. Na zacÏaÂtku studie by nemeÏ l rozdõÂl ve vaÂze zvõÂrÏat cÏinit võÂce nezÏ
+ 20% od pruÊ meÏ ru. V prÏõÂpadeÏ , zÏe vlastnõÂ studii prÏedchaÂzõÂ test subchronickeÂ oraÂlnõÂ
toxicity, je trÏeba pouzÏõÂt stejnyÂ druh a kmen v obou studiõÂch.

1 .2 .2 Po cÏ e t a p o h l a v õÂ

Pro hlodavce se uzÏije nejmeÂneÏ 100 zvõÂrÏat (50 samic a 50 samcuÊ ) pro kazÏdou uÂrovenÏ
daÂvky a soubeÏ zÏnaÂ kontrolnõÂ skupina. Samice by meÏ ly byÂt nullipary a negravidnõÂ. Je-
li plaÂnovaÂno pruÊ beÏ zÏneÂ utraÂcenõÂ zvõÂrÏat, pocÏty je trÏeba zvyÂsÏit o pocÏet zvõÂrÏat, kteraÂ
budou takto utracena prÏed koncem studie.

1 .2 .3 DaÂ v k o v eÂ uÂ r o v n eÏ a f r e k v en c e e x p o s i c .

ZvolõÂ se prÏi nejmensÏõÂm trÏi daÂvkoveÂ uÂ rovneÏ kromeÏ soubeÏ zÏneÂ kontrolnõÂ skupiny.
NejvysÏsÏõÂ daÂvkovaÂ uÂ rovenÏ by meÏ la vyvolat prÏõÂznaky minimaÂlnõÂ toxicity, jako je
mõÂrnyÂ pokles vaÂhovyÂch prÏõÂruÊ stkuÊ (meÂneÏ nezÏ 10%), bez podstatneÏ jsÏõÂch zmeÏn
normaÂlnõÂ doby dozÏitõÂ danyÂch jinyÂmi uÂcÏinky nezÏ tumory.

NejnizÏsÏõÂ daÂvkovaÂ uÂ rovenÏ by nemeÏ la interferovat s normaÂlnõÂm ruÊ stem, vyÂvojem a
deÂlkou zÏivota zvõÂrÏete nebo vyvolat jakeÂkoli znaÂmky toxicity. ObecneÏ by nemeÏ la byÂt
nizÏsÏõÂ nezÏ 10% vysokeÂ daÂvky. StrÏednõÂ daÂvku/daÂvky je trÏeba stanovit ve strÏednõÂm
paÂsmu mezi vysokou a nõÂzkou daÂvkou.

Volba daÂvkovyÂch uÂrovnõÂ by meÏ la vzõÂt v uÂvahu prÏedchozõÂ testy a studie toxicity.

Exposice se provaÂdõÂ obvykle denneÏ . Je-li laÂtka podaÂvaÂna v pitneÂ vodeÏ nebo
prÏimõÂsÏena do potravy, meÏ la by byÂt staÂle k disposici.

1 . 2 . 4 K o n t r o l y
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SoubeÏzÏnaÂ kontrolnõÂ skupina je identickaÂ v kazÏdeÂm ohledu ks exponovanou
skupinou, vyjma exposice testovaneÂ laÂtce.

Ve zvlaÂsÏtnõÂch prÏõÂpadech, jako jsou inhalacÏnõÂ studie s aerosoly nebo pouzÏije-li se pro
oraÂlnõÂ aplikaci emulgaÂtoru, jehozÏ biologickaÂ aktivita nenõÂ charakterizovaÂna, zarÏadõÂ
se dalsÏõÂ negativnõÂ kontrolnõÂ skupina, kteraÂ nenõÂ exponovaÂna ani vehikulu.

1 .2 .5 Z p uÊ s o b a p l i k ac e

TrÏi hlavnõÂ cesty aplikace jsou oraÂlnõÂ, dermaÂlnõÂ a inhalacÏnõÂ. Volba zpuÊ sobu podaÂnõÂ
zaÂvisõÂ na fyzikaÂlnõÂch a chemickyÂch charakteristikaÂch testovaneÂ laÂtky a
pravdeÏpodobneÂm zpuÊ sobu exposice u cÏloveÏka.

1 .2 .5 .1 Or aÂ ln õÂ s tud i e

Tam, kde se testovanaÂ laÂtka vstrÏebaÂvaÂ z gastrointestinaÂlnõÂho traktu a je-li pozÏitõÂ
jedna z cest, jimizÏ muÊ zÏe byÂt exponovaÂn cÏloveÏk, daÂvaÂ se prÏednost oraÂlnõÂ aplikaci,
pokud nejsou proti tomu neÏ jakeÂ duÊ vody. ZvõÂrÏata mohou dostat testovanou laÂtku v
potraveÏ , rozpusÏteÏ nu v pitneÂ vodeÏ nebo podanou v tobolce.

IdeaÂlneÏ by se meÏ la laÂtka podaÂvat sedm dnõÂ v tyÂdnu, protozÏe daÂvkovaÂnõÂ peÏ t dnuÊ
v tyÂdnu muÊ zÏe veÂst k vymizenõÂ toxicity nebo naopak vyvolat ªabstinencÏnõÂª prÏõÂznaky
v obdobõÂ bez aplikace, a tudõÂzÏ ovlivnit vyÂsledky a naÂsledneÂ hodnocenõÂ. NicmeÂneÏ ,
prÏedevsÏõÂm s ohledem na praktickeÂ aspekty, daÂvkovaÂnõÂ peÏ tkraÂt tyÂdneÏ je povazÏovaÂno
za prÏijatelneÂ .

1 .2 .5 .2 DermaÂ l n õÂ s tud ie

Aplikace prÏõÂmo na kuÊ zÏi muÊ zÏe byÂt zvolena jako simulace hlavnõÂ cesty vstupu
u cÏloveÏ ka a jako modelovyÂ zpuÊ sob vyvolaÂnõÂ kozÏnõÂho posÏkozenõÂ.

1 .2 .5 .3 Inha lacÏ n õÂ s t ud ie

ProtozÏe inhalacÏnõÂ studie jsou technicky komplikovaneÏ jsÏõÂ nezÏ jineÂ zpuÊ soby aplikace,
jsou zde uvedeny podrobneÏ ji informace o teÂto cesteÏ podaÂnõÂ. IntratracheaÂlnõÂ instilace
muÊ zÏe byÂt platnou alternativou v specifickyÂch situacõÂch.

DlouhodobeÂ expozice obvykle napodobujõÂ prÏedpoklaÂdaneÂ lidskeÂ expozice, takzÏe
zvõÂrÏe je obvykle exponovaÂno po ustaÂlenõÂ koncentrace sÏest hodin denneÏ po peÏ t dnuÊ
v tyÂdnu (prÏerusÏovanaÂ exposice), nebo v naÂvaznosti na mozÏnou exposici v prostrÏedõÂ,
22-24 hodin denneÏ po sedm dnõÂ v tyÂdnu (kontinuaÂlnõÂ expozice), s prÏiblizÏneÏ jednou
hodinou pro krmenõÂ zvõÂrÏat denneÏ ve stejnou dobu dne, pouzÏitou i pro cÏisÏteÏnõÂ
expozicÏnõÂho boxu. V obou prÏõÂpadech jsou zvõÂrÏata obvykle exponovaÂna fixnõÂm
koncentracõÂm testovaneÂ laÂtky. HlavnõÂ rozdõÂl mezi prÏerusÏovanou a staÂ lou expozicõÂ je
v tom, zÏe v prvnõÂ maÂ zvõÂrÏe 17-18 hodin na uÂstup uÂcÏinkuÊ dennõÂ expozice s jesÏteÏ
delsÏõÂm obdobõÂm beÏ hem võÂkendu.

Volba prÏerusÏovaneÂ nebo kontinuaÂlnõÂ exposice zaÂvisõÂ na cõÂlech studia a na lidskeÂ
exposici, kteraÂ maÂ byÂt simulovaÂna. NicmeÂneÏ , je trÏeba vzõÂt v uÂvahu urcÏiteÂ technickeÂ
obtõÂzÏe. Na prÏõÂklad, vyÂhody kontinuaÂlnõÂ exposice pro simulaci podmõÂnek zevnõÂho
prostrÏedõÂ mohou byÂt narusÏeny nutnostõÂ pitõÂ a krmenõÂ beÏhem exposice a potrÏebou
komplikovaneÏ jsÏõÂ (a spolehliveÂ) generace aerosolu nebo urcÏiteÂ koncentrace par a
technik monitorovaÂnõÂ.

ExposicÏnõÂ komory
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ZvõÂrÏata se exponujõÂ v inhalacÏnõÂch komoraÂch, jejichzÏ konstrukce zarucÏuje dynamickyÂ
proud pro nejmeÂneÏ 12 vyÂmeÏ n vzduchu za hodinu, aby byl zajisÏteÏn dostatecÏnyÂ prÏõÂsun
kyslõÂku a rovnomeÏ rnaÂ distribuce expozicÏnõÂ atmosfeÂry. KontrolnõÂ a expozicÏnõÂ
komory by meÏ ly mõÂt identickou konstrukci, tak aby byly expozicÏnõÂ podmõÂnky
srovnatelneÂ ve vsÏech aspektech vyjma exposice testovaneÂ laÂtce. UvnitrÏ komory se
obvykle udrzÏuje mõÂrnyÂ podtlak a tõÂm se braÂnõÂ uÂniku testovaneÂ laÂtky do okolnõÂho
prostrÏedõÂ. Komory by meÏ ly minimalizovat shlukovaÂnõÂ testovanyÂch zvõÂrÏat. ObecneÏ by
v zaÂjmu udrzÏenõÂ stabilnõÂ atmosfeÂry v komorÏe objem zvõÂrÏat nemeÏ l prÏesaÂhnout 5%
objemu komory.

MeÏ rÏenõÂ nebo monitorovaÂnõÂ zahrnuje:

(a) PruÊ tok vzduchu: rychlost pruÊ toku vzduchu komorou by meÏ la byÂt nejleÂpe
kontrolovaÂna kontinuaÂlneÏ ;

(b) Koncentrace: beÏ hem dennõÂ exposice by koncentrace testovaneÂ laÂtky nemeÏ la
kolõÂsat võÂce nezÏ +15% strÏednõÂ hodnoty.

(c) Teplota a vlhkost: pro hlodavce, teplota by meÏ la byÂt udrzÏovaÂna v rozmezõÂ
22 + 2 8C a vlhkost v komoraÂch 30 - 70 % vyjma prÏõÂpaduÊ , kdy je voda pouzÏõÂvaÂna
k rozptyÂlenõÂ testovaneÂ laÂtky v atmosfeÂrÏe komory. Oba parametry by meÏ ly byÂt
kontrolovaÂny pruÊ beÏ zÏneÏ .

(d) MeÏ rÏenõÂ velikosti cÏaÂstic: meÏ la by byÂt stanovena distribuce velikosti cÏaÂstic
v atmosfeÂrÏe komor u tekutyÂch nebo pevnyÂch aerosoluÊ . AerosoloveÂ cÏaÂstice by meÏ ly
byÂt v respirabilnõÂ velikosti pro pouzÏiteÂ testovacõÂ zvõÂrÏe. Vzorky atmosfeÂry komor se
odebõÂrajõÂ z dyÂchacõÂ zoÂny zvõÂrÏat. Vzorek vzduchu by meÏ l byÂt representativnõÂ pro
distribuci cÏaÂstic, kteryÂm je zvõÂrÏe exponovaÂno, a meÏ l by gravimetricky odpovõÂdat
celeÂmu suspendovaneÂmu aerosolu, i kdyzÏ znacÏnaÂ cÏaÂst aerosolu nenõÂ respirabilnõÂ.
AnalyÂza velikosti cÏaÂstic by meÏ la byÂt provaÂdeÏna cÏasto beÏhem vyÂvoje generujõÂcõÂho
systeÂmu, aby zajistila stabilitu aerosolu, a poteÂ beÏhem exposic tak cÏasto, aby bylo
mozÏno posoudit stabilitu distribuce cÏaÂstic, kteryÂm jsou zvõÂrÏata exponovaÂna.

1 .2 .6 T r vaÂ n õÂ s tu d i e

TrvaÂnõÂ testu karcinogenity zahrnuje veÏ tsÏõÂ cÏaÂst normaÂlnõÂ doby zÏivota zvõÂrÏate
pouzÏiteÂho pro test. Test by meÏ l byÂt ukoncÏen v 18 meÏ sõÂcõÂch u mysÏõÂ a krÏecÏkuÊ a 24
meÏ sõÂcõÂch u potkanuÊ . NicmeÂneÏ , pro neÏktereÂ kmeny zvõÂrÏat s delsÏõÂ dobou zÏivota resp.
s nõÂzkyÂm spontaÂnnõÂm vyÂskytem tumoruÊ , doba ukoncÏenõÂ by meÏ la byÂt 24 meÏ sõÂcuÊ pro
mysÏi a krÏecÏky a 30 meÏ sõÂcuÊ pro potkany. AlternativneÏ , ukoncÏenõÂ takoveÂ prodlouzÏeneÂ
studie je prÏijatelneÂ , kdyzÏ pocÏet prÏezÏõÂvajõÂcõÂch u nejnizÏsÏõÂ daÂvky nebo v kontrolnõÂ
skupineÏ klesne na 25 %. PrÏi ukoncÏenõÂ testu, ve ktereÂm je zrÏetelnyÂ sexuaÂlnõÂ rozdõÂl
odpoveÏ di, kazÏdeÂ pohlavõÂ se posuzuje zvlaÂsÏt'. Tam, kde uhyne prÏedcÏasneÏ jen skupina
s vysokou daÂvkou ze zjevnyÂch toxickyÂch prÏõÂcÏin, nemusõÂ to nutneÏ veÂst k ukoncÏenõÂ
celeÂho testu, pokud ostatnõÂ skupiny nevykazujõÂ toxickeÂ projevy, ktereÂ by cÏinily
probleÂmy. Aby bylo mozÏno uznat negativnõÂ vyÂsledek testu, nesmõÂ byÂt ztraÂty
pouzÏitelnyÂch uÂdajuÊ (autolyÂzou, kanibalismem nebo v duÊ sledku chyb obsluhy)
v zÏaÂdneÂ skupineÏ veÏ tsÏõÂ nezÏ 10% a prÏezÏitõÂ ve vsÏech skupinaÂch nesmõÂ byÂt nizÏsÏõÂ nezÏ
50% v 18 meÏ sõÂcõÂch u mysÏõÂ a krÏecÏkuÊ a v 24 meÏ sõÂcõÂch u potkanuÊ .



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 251 / 1998Strana 7970 CÏ aÂstka 88

1 . 3 P o p i s p o s t u p u

1 .3 .1 Po z o r o vaÂ n õÂ

DennõÂ pozorovaÂnõÂ zvõÂrÏat v klecõÂch zahrnuje zmeÏny kuÊ zÏe a srsti, ocÏõÂ a sliznic, jakozÏ i
dyÂchacõÂho, obeÏ hoveÂho, autonomnõÂho a centraÂ lnõÂho nervoveÂho systeÂmu,
somatomotorickeÂ aktivity a chovaÂnõÂ.

PravidelnaÂ kontrola zvõÂrÏat je nutnaÂ , aby se zabraÂnilo ztraÂtaÂm zvõÂrÏat ze studie
v duÊ sledku kanibalismu, autolyÂzy tkaÂnõÂ nebo chyb v obsluze. MoribundnõÂ zvõÂrÏata
jsou utracena a pitvaÂna.

KlinickeÂ prÏõÂznaky a mortalita by meÏ ly byÂt zaznamenaÂny u vsÏech zvõÂrÏat. ZvlaÂsÏtnõÂ
pozornost je trÏeba veÏ novat vyÂvoji tumoruÊ : doba objevenõÂ, lokalizace, rozmeÏ ry,
vzhled a progrese kazÏdeÂho viditelneÂho cÏi hmatneÂho tumoru se zaznamenaÂvaÂ.

Je trÏeba provaÂdeÏ t meÏ rÏenõÂ spotrÏeby potravy (a vody tam, kde je testovanaÂ laÂtka
podaÂvaÂna v pitneÂ vodeÏ ) tyÂdneÏ beÏhem prvnõÂch 13 tyÂdnuÊ a pak prÏiblizÏneÏ ve
trÏõÂmeÏ sõÂcÏnõÂch intervalech, ledazÏe by zdravotnõÂ stav nebo zmeÏny teÏ lesneÂ vaÂhy ukaÂzaly
nutnost jineÂ frekvence sledovaÂnõÂ.

TeÏ lesneÂ hmotnosti se zaznamenaÂvajõÂ individuaÂlneÏ u vsÏech zvõÂrÏat jednou tyÂdneÏ
beÏhem prvnõÂch 13 tyÂdnuÊ obdobõÂ testu a asponÏ jednou za cÏtyrÏi tyÂdny po tomto
obdobõÂ.

1 . 3 . 2 K l in i ck aÂ vy sÏ e t rÏ en õÂ

1 .3 .2 .1 Hemato l og ie

Pokud pozorovaÂnõÂ zvõÂrÏat v klecõÂch sveÏdcÏõÂ o zhorsÏeneÂm zdravotnõÂm stavu zvõÂrÏat
beÏhem studia, je trÏeba vysÏetrÏit diferenciaÂ lnõÂ obraz bõÂlyÂch krvinek.

Za 12 meÏ sõÂcuÊ , za 18 meÏ sõÂcuÊ a prÏed utracenõÂm zvõÂrÏat se provede krevnõÂ naÂteÏ r ze
vsÏech zvõÂrÏat. DiferenciaÂ l bõÂlyÂch krvinek se provede ve vzorcõÂch ze zvõÂrÏat ve skupineÏ
s nejvysÏsÏõÂ daÂvkou a u kontrol. Pokud tato data, zvlaÂsÏteÏ uÂdaje zõÂskaneÂ prÏed
utracenõÂm, nebo uÂdaje z vysÏetrÏenõÂ patologickyÂch zmeÏn naznacÏõÂ nutnost, diferenciaÂl
se vysÏetrÏõÂ i u skupiny s daÂvkou nejblõÂzÏe nizÏsÏõÂ, nezÏ je vysokaÂ daÂvka.

1 .3 .2 .2 P i tva

KompletnõÂ pitva by meÏ la byÂt provedena u vsÏech zvõÂrÏat, vcÏetneÏ teÏ ch, kteraÂ zemrÏela
beÏhem pokusu nebo byla utracena, protozÏe byla nemocnaÂ. VsÏechny viditelneÂ tumory
nebo leÂze, nebo leÂze ktereÂ by mohly byÂt tumory, je trÏeba uchovat.

NaÂsledujõÂcõÂ orgaÂny a tkaÂneÏ by meÏ ly byÂt uchovaÂny ve vhodnyÂch meÂdiõÂch pro mozÏneÂ
budoucõÂ histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ: mozek (vcÏetneÏ rÏezuÊ prodlouzÏeneÂ mõÂchy/mostu,
mozecÏkoveÂ kory, kory mozkoveÂ), podveÏ sek mozkovyÂ, sÏtõÂtnaÂ zÏlaÂza a prÏõÂsÏtõÂtnaÂ teÏ lõÂska,
tkaÂnÏ thymu, trachea a plõÂce, srdce, aorta, slinneÂ zÏlaÂzy, jaÂtra, slezina, ledviny,
nadledviny, pankreas, gonaÂdy, deÏ loha, akcesornõÂ pohlavnõÂ orgaÂny, kuÊ zÏe, jõÂcen,
zÏaludek, dvanaÂcternõÂk, jejunum, ileum, slepeÂ strÏevo, tracÏnõÂk, konecÏnõÂk, mocÏovyÂ
meÏchyÂrÏ, representativnõÂ lymfatickaÂ uzlina, samicÏõÂ mleÂcÏnaÂ zÏlaÂza, svalovina stehna,
perifernõÂ nerv, sternum s kostnõÂ drÏenõÂ, stehennõÂ kost vcÏetneÏ kloubu, mõÂcha na trÏech
uÂrovnõÂch (krcÏnõÂ, strÏednõÂ hrudnõÂ a bedernõÂ) a ocÏi.

NaplneÏnõÂ plic a mocÏoveÂho meÏ chyÂrÏe fixativem je optimaÂlnõÂ zpuÊ sob uchovaÂnõÂ teÏ chto
tkaÂnõÂ. NaplneÏ nõÂ plic v inhalacÏnõÂch studiõÂch je zaÂsadnõÂ pro odpovõÂdajõÂcõÂ



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 251 / 1998CÏ aÂstka 88 Strana 7971

histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ. V inhalacÏnõÂch studiõÂch by meÏ l byÂt uchovaÂn celyÂ
respiracÏnõÂ trakt vcÏetneÏ nosnõÂ dutiny, hltanu a hrtanu.

1 .3 .2 .3 Hi s topa t o log ic keÂ vysÏ e t rÏ en õÂ

(a) UÂ plnaÂ histopatologie se provede v orgaÂnech a tkaÂnõÂch vsÏech zvõÂrÏat, kteraÂ uhynula
nebo byla utracena beÏ hem testu a u vsÏech zvõÂrÏat skupiny kontrolnõÂ a s nejvysÏsÏõÂ
daÂvkou..

(b) VsÏechny tumory viditelneÂ okem a leÂze, ktereÂ jsou podezrÏeleÂ jako tumory, se
vysÏetrÏõÂ mikroskopicky u vsÏech skupin.

(c) Je-li vyÂznamnyÂ rozdõÂl v incidenci neoplastickyÂch leÂzõÂ mezi skupinou s vysokou
daÂvkou a kontrolnõÂ skupinou, histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ se provede v daneÂm orgaÂnu
cÏi tkaÂni i v dalsÏõÂch skupinaÂch.

(d) Je-li prÏezÏitõÂ ve skupineÏ s vysokou daÂvkou podstatneÏ nizÏsÏõÂ nezÏ u kontrol, meÏ la by
byÂt kompletneÏ zkoumaÂna i skupina s nejblizÏsÏõÂ nizÏsÏõÂ daÂvkou.

(e) Je-li ve skupineÏ s vysokou daÂvkou doklad o vyvolaÂnõÂ toxickyÂch nebo jinyÂch
uÂcÏinkuÊ , ktereÂ by mohly ovlivnit neoplastickou odpoveÏd', je trÏeba kompletneÏ vysÏetrÏit
nejblõÂzÏe nizÏsÏõÂ daÂvkovou uÂrovenÏ .

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sumarizujõÂ ve formeÏ tabulek, ukazujõÂcõÂch pro kazÏdou testovanou skupinu
pocÏet zvõÂrÏat na zacÏaÂtku testu, pocÏet zvõÂrÏat vykazujõÂch tumory zjisÏteÏneÂ beÏhem testu,
doba jejich stanovenõÂ a pocÏet zvõÂrÏat s tumory prÏi utracenõÂ. VyÂsledky se hodnotõÂ
odpovõÂdajõÂcõÂ statistickou metodou. Mohou byÂt pouzÏity jakeÂkoliv uznaÂvaneÂ
statistickeÂ metody.

3. ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o t e s t u

ZpraÂva o testu bude, pokud mozÏno, obsahovat naÂsledujõÂcõÂ informace:

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, zdroj, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ, dieta,

- podmõÂnky testu:

Popis exposicÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ: vcÏetneÏ konstrukce, typu, rozmeÏ ruÊ , zdroje vzduchu,
systeÂmu pro vytvaÂrÏenõÂ cÏaÂstic a aerosoluÊ , metody klimatizace, znesÏkodnÏ ovaÂnõÂ
vzduchu vychaÂzejõÂcõÂho z aparatury a zpuÊ sobu umõÂsteÏnõÂ zvõÂrÏat v expozicÏnõÂm boxu,
pokud se pouzÏõÂvaÂ . DaÂle je trÏeba popsat zarÏõÂzenõÂ pro meÏ rÏenõÂ teploty, vlhkosti, a tam,
kde je to zÏaÂdoucõÂ, stability koncentrace nebo velikosti cÏaÂstic aerosolu. UÂ daje
o exposici: ve formeÏ tabulky vcÏetneÏ pruÊ meÏ rnyÂch hodnot a variability (naprÏ.
smeÏ rodatnaÂ odchylka) a meÏ ly by zahrnovat:

(a) rychlost pruÊ toku vzduchu v inhalacÏnõÂm zarÏõÂzenõÂ,

(b) teplotu a vlhkost vzduchu,

(c) nominaÂlnõÂ koncentraci (celkoveÂ mnozÏstvõÂ testovaneÂ laÂtky vstupujõÂcõÂ do inhalacÏnõÂ
aparatury deÏ leno objemem vzduchu),

(d) povahu vehikula, je-li pouzÏito,
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(e) skutecÏneÂ koncentrace v dyÂchacõÂ zoÂneÏ ,

(f) mediaÂn velikosti cÏaÂstic (tam kde je relevantnõÂ),

- daÂvkoveÂ uÂ rovneÏ (vcÏetneÏ vehikula, je-li uzÏito) a koncentrace,

- incidence tumoruÊ podle pohlavõÂ, daÂvky a typu tumoru,

- doba uÂmrtõÂ beÏ hem studie nebo zda zvõÂrÏata prÏezÏila azÏ do konce,

- vyÂskyt toxickyÂch uÂcÏinkuÊ podle pohlavõÂ a daÂvky,

- popis toxickyÂch a jinyÂch uÂcÏinkuÊ ,

- doba, kdy byl pozorovaÂn jakyÂkoliv abnormaÂlnõÂ prÏõÂznak a jeho dalsÏõÂ vyÂvoj,

- data o spotrÏebeÏ potravy a teÏ lesneÂ hmotnosti,

- pouzÏiteÂ hematologickeÂ testy a vyÂsledky,

- naÂlezy patologicko-anatomickeÂ,

- detailnõÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ,

- statistickeÂ zpracovaÂnõÂ vyÂsledkuÊ s popisem pouzÏityÂch metod,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.33 KOMBINOVANYÂ TEST CHRONICKEÂ TOXICITY/
/KARCINOGENITY

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t u

CõÂlem kombinovaneÂho testu chronickeÂ toxicity/karcinogenity je urcÏit chronickeÂ a
karcinogennõÂ uÂcÏinky laÂtky u neÏ ktereÂho druhu savcuÊ po dlouhodobeÂ exposici.

Pro tento uÂcÏel je test karcinogenity doplneÏn alesponÏ jednou exponovanou satelitnõÂ
skupinou a kontrolnõÂ satelitnõÂ skupinou. DaÂvka pouzÏitaÂ pro tuto satelitnõÂ skupinu
muÊ zÏe byÂt vysÏsÏõÂ nezÏ nejvysÏsÏõÂ daÂvka pouzÏitaÂ prÏi testu karcinogenity. ZvõÂrÏata v testu
karcinogenity jsou zkoumaÂna jak na obecnou toxicitu, tak na karcinogennõÂ odpoveÏd'.
ZvõÂrÏata v exponovaneÂ satelitnõÂ skupineÏ jsou testovaÂna na obecnou toxicitu.

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ obvykle sedm dnõÂ v tyÂdnu, vhodnou cestou, neÏkolika
skupinaÂm pokusnyÂch zvõÂrÏat, jedna daÂvka na skupinu, po veÏ tsÏõÂ cÏaÂst zÏivota zvõÂrÏat.
BeÏhem a po exposici testovaneÂ laÂtce jsou zvõÂrÏata denneÏ pozorovaÂna za uÂcÏelem
sledovaÂnõÂ projevuÊ toxicity a vyÂvoje tumoruÊ .

1 . 2 P o p i s m e t o d y

ZvõÂrÏata se chovajõÂ v pokusnyÂch podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ nejmeÂneÏ peÏ t dnõÂ prÏed
zapocÏetõÂm testu. PrÏed testem se mladaÂ zdravaÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ rozdeÏ lõÂ do
kontrolnõÂch a exponovanyÂch skupin.

1 .2 .1 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ z v õÂ rÏ a ta

PreferovanyÂm druhem je potkan. Na zaÂkladeÏ prÏedchozõÂch studiõÂ je mozÏno pouzÏõÂt i
dalsÏõÂ druhy (hlodavce i nehlodavce). PouzÏõÂvajõÂ se zdravaÂ mladaÂ zvõÂrÏata z beÏ zÏneÏ
chovanyÂch kmenuÊ laboratornõÂch zvõÂrÏat. Exposice by meÏ la byÂt zapocÏata co nejdrÏõÂve
po odstavenõÂ mlaÂd'at. Na zacÏaÂtku studie by nemeÏ l rozdõÂl ve vaÂze zvõÂrÏat cÏinit võÂce nezÏ
+ 20% od pruÊ meÏ ru. V prÏõÂpadeÏ , zÏe vlastnõÂ studii prÏedchaÂzõÂ test subchronickeÂ oraÂlnõÂ
toxicity, je trÏeba pouzÏõÂt stejnyÂ druh a kmen v obou studiõÂch.

1 .2 .2 Po cÏ e t a p o h l a v õÂ

Pro hlodavce se pouzÏije nejmeÂneÏ 100 zvõÂrÏat (50 samic a 50 samcuÊ ) na kazÏdou
uÂrovenÏ daÂvky a soubeÏ zÏnaÂ kontrolnõÂ skupina. Samice by meÏ ly byÂt nullipary a
negravidnõÂ. Je-li plaÂnovaÂno pruÊ beÏ zÏneÂ utraÂcenõÂ zvõÂrÏat, pocÏty se zvyÂsÏõÂ o pocÏet zvõÂrÏat,
kteraÂ budou takto utracena prÏed koncem studie.

ExponovanaÂ satelitnõÂ skupina (skupiny) pro hodnocenõÂ patologie jineÂ nezÏ jsou
tumory by kazÏdaÂ meÏ la obsahovat 20 zvõÂrÏat pro kazÏdeÂ pohlavõÂ, zatõÂmco satelitnõÂ
skupina kontrol by meÏ la obsahovat 10 zvõÂrÏat kazÏdeÂho pohlavõÂ.
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1 .2 .3 DaÂ v k o v eÂ uÂ r o v n eÏ a f r e k v en c e e x p o s i c .

Pro test karcinogenity se zvolõÂ prÏinejmensÏõÂm trÏi daÂvkoveÂ uÂ rovneÏ kromeÏ soubeÏ zÏneÂ
kontrolnõÂ skupiny. NejvysÏsÏõÂ daÂvkovaÂ uÂ rovenÏ by meÏ la vyvolat prÏõÂznaky minimaÂlnõÂ
toxicity, jako je mõÂrnyÂ pokles vaÂhovyÂch prÏõÂruÊ stkuÊ (meÂneÏ nezÏ 10%), bez
podstatneÏ jsÏõÂch zmeÏ n normaÂlnõÂ doby dozÏitõÂ danyÂch jinyÂmi uÂcÏinky nezÏ tumory.
NejnizÏsÏõÂ daÂvkovaÂ uÂ rovenÏ by nemeÏ la interferovat s normaÂlnõÂm ruÊ stem, vyÂvojem a
deÂlkou zÏivota zvõÂrÏete nebo vyvolat jakeÂkoli znaÂmky toxicity. ObecneÏ by nemeÏ la byÂt
nizÏsÏõÂ nezÏ 10% vysokeÂ daÂvky. StrÏednõÂ daÂvku/daÂvky je trÏeba stanovit ve strÏednõÂm
paÂsmu mezi vysokou a nõÂzkou daÂvkou.

PrÏi volbeÏ daÂvkovyÂch uÂrovnõÂ by se meÏ ly vzõÂt v uÂvahu prÏedchozõÂ testy a studie
toxicity.

Pro uÂcÏely testovaÂnõÂ chronickeÂ toxicity jsou v testu zahrnuty satelitnõÂ exponovaneÂ
skupiny a soubeÏ zÏnaÂ kontrolnõÂ satelitnõÂ skupina. VysokaÂ daÂvka pro exponovanaÂ
satelitnõÂ zvõÂrÏata by meÏ la vyvolat zrÏetelneÂ prÏõÂznaky toxicity.

Exposice se provaÂdõÂ obvykle denneÏ . Je-li laÂtka podaÂvaÂna v pitneÂ vodeÏ nebo
prÏimõÂsÏena do potravy, meÏ la by byÂt staÂle k disposici.

1 . 2 . 4 K o n t r o l y

SoubeÏ zÏnaÂ kontrolnõÂ skupina je identickaÂ v kazÏdeÂm ohledu s exponovanou skupinou,
vyjma exposice testovaneÂ laÂtce.

Ve zvlaÂsÏtnõÂch prÏõÂpadech, jako jsou inhalacÏnõÂ studie s aerosoly nebo pouzÏije-li se pro
oraÂlnõÂ aplikaci emulgaÂtoru, jehozÏ biologickaÂ aktivita nenõÂ charakterizovaÂna, zarÏadõÂ
se dalsÏõÂ negativnõÂ kontrolnõÂ skupina, kteraÂ nenõÂ exponovaÂna ani vehikulu.

1 .2 .5 Z p uÊ s o b a p l i k ac e

TrÏi hlavnõÂ cesty aplikace jsou oraÂlnõÂ, dermaÂlnõÂ a inhalacÏnõÂ. Volba zpuÊ sobu podaÂnõÂ
zaÂvisõÂ na fyzikaÂlnõÂch a chemickyÂch charakteristikaÂch testovaneÂ laÂtky a
pravdeÏpodobneÂmu zpuÊ sobu exposice u cÏloveÏka.

1 .2 .5 .1 Or aÂ ln õÂ s tud i e

Tam, kde se testovanaÂ laÂtka vstrÏebaÂvaÂ z gastrointestinaÂlnõÂho traktu a je-li pozÏitõÂ
jedna z cest, jimizÏ muÊ zÏe byÂt exponovaÂn cÏloveÏk, daÂvaÂ se prÏednost oraÂlnõÂ aplikaci,
pokud nejsou proti tomu neÏ jakeÂ duÊ vody. ZvõÂrÏata mohou dostat testovanou laÂtku
v potraveÏ , rozpusÏteÏ nu v pitneÂ vodeÏ nebo podanou v tobolce.

IdeaÂlneÏ by se meÏ la laÂtka podaÂvat sedm dnõÂ v tyÂdnu, protozÏe daÂvkovaÂnõÂ peÏ t dnõÂ
v tyÂdnu muÊ zÏe veÂst k vymizenõÂ toxicity nebo naopak vyvolat ªabstinencÏnõÂª prÏõÂznaky
v obdobõÂ bez aplikace, a tudõÂzÏ ovlivnit vyÂsledky a naÂsledneÂ hodnocenõÂ. NicmeÂneÏ ,
prÏedevsÏõÂm s ohledem na praktickeÂ aspekty, daÂvkovaÂnõÂ peÏ tkraÂt tyÂdneÏ je povazÏovaÂno
za prÏijatelneÂ .

1 .2 .5 .2 DermaÂ l n õÂ s tud ie

Aplikace prÏõÂmo na kuÊ zÏi muÊ zÏe byÂt zvolena jako simulace hlavnõÂ cesty vstupu
u cÏloveÏ ka a jako modelovyÂ zpuÊ sob vyvolaÂnõÂ kozÏnõÂho posÏkozenõÂ.
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1 .2 .5 .3 Inha lacÏ n õÂ s t ud ie

ProtozÏe inhalacÏnõÂ studie jsou technicky komplikovaneÏ jsÏõÂ nezÏ jineÂ zpuÊ soby aplikace,
jsou zde uvedeny podrobneÏ ji informace o teÂto cesteÏ podaÂnõÂ. IntratracheaÂlnõÂ insfilace
muÊ zÏe byÂt platnou alternativou v specifickyÂch situacõÂch.

DlouhodobeÂ expozice obvykle napodobujõÂ prÏedpoklaÂdaneÂ lidskeÂ expozice, takzÏe
zvõÂrÏe je obvykle exponovaÂno po ustaÂ lenõÂ koncentrace sÏest hodin denneÏ po peÏ t dnõÂ
v tyÂdnu (prÏerusÏovanaÂ exposice), nebo v naÂvaznosti na mozÏnou exposici v prostrÏedõÂ,
22-24 hodin denneÏ po sedm dnõÂ v tyÂdnu (kontinuaÂlnõÂ expozice), s prÏiblizÏneÏ jednou
hodinou pro krmenõÂ zvõÂrÏat denneÏ ve stejnou dobu dne, pouzÏitou i pro cÏisÏteÏnõÂ
expozicÏnõÂho boxu. V obou prÏõÂpadech jsou zvõÂrÏata obvykle exponovaÂna fixnõÂm
koncentracõÂm testovaneÂ laÂtky. HlavnõÂ rozdõÂl mezi prÏerusÏovanou a staÂ lou expozicõÂ je
v tom, zÏe v prvnõÂ maÂ zvõÂrÏe 17-18 hodin na uÂstup uÂcÏinkuÊ dennõÂ expozice s jesÏteÏ
delsÏõÂm obdobõÂm beÏ hem võÂkendu.

Volba prÏerusÏovaneÂ nebo kontinuaÂlnõÂ exposice zavisõÂ na cõÂlech studie a na lidskeÂ
exposici, kteraÂ maÂ byÂt simulovaÂna. NicmeÂneÏ , je trÏeba vzõÂt v uÂvahu urcÏiteÂ technickeÂ
obtõÂzÏe. Na prÏõÂklad, vyÂhody kontinuaÂlnõÂ exposice pro simulaci podmõÂnek zevnõÂho
prostrÏedõÂ mohou byÂt narusÏeny nutnostõÂ pitõÂ a krmenõÂ beÏhem exposice a potrÏebou
komplikovaneÏ jsÏõÂ (a spolehliveÂ) generace aerosolu nebo urcÏiteÂ koncentrace par a
technik monitorovaÂnõÂ.

ExposicÏnõÂ komory

ZvõÂrÏata se exponujõÂ v inhalacÏnõÂch komoraÂch, jejichzÏ konstrukce zarucÏuje dynamickyÂ
proud pro nejmeÂneÏ 12 vyÂmeÏ n vzduchu za hodinu, aby byl zajisÏteÏn dostatecÏnyÂ
prÏõÂsunu kyslõÂku a rovnomeÏ rnaÂ distribuce expozicÏnõÂ atmosfeÂry. KontrolnõÂ a expozicÏnõÂ
komory by meÏ ly mõÂt identickou konstrukci, tak aby byly expozicÏnõÂ podmõÂnky
srovnatelneÂ ve vsÏech aspektech vyjma exposice testovaneÂ laÂtce. UvnitrÏ komory se
obvykle udrzÏuje mõÂrnyÂ podtlak a tõÂm se braÂnõÂ uÂniku testovaneÂ laÂtky do okolnõÂho
prostrÏedõÂ. Komory by meÏ ly minimalizovat shlukovaÂnõÂ testovanyÂch zvõÂrÏat. ObecneÏ by
v zaÂjmu udrzÏenõÂ stabilnõÂ atmosfeÂry v komorÏe objem zvõÂrÏat nemeÏ l prÏesaÂhnou 5 %
objemu komory.

MeÏ rÏenõÂ nebo monitorovaÂnõÂ zahrnuje:

(a) pruÊ tok vzduchu: rychlost pruÊ toku vzduchu komorou by meÏ la byÂt nejleÂpe
kontrolovaÂna kontinuaÂlneÏ ,

(b) koncentrace: beÏ hem dennõÂ exposice by koncentrace testovaneÂ laÂtky nemeÏ la
kolõÂsat võÂce nezÏ +15% strÏednõÂ hodnoty,

(c) teplota a vlhkost: pro hlodavce, teplota by meÏ la byÂt udrzÏovaÂna v rozmezõÂ
22 + 2 8C a vlhkost v komoraÂch 30 - 70 % vyjma prÏõÂpaduÊ , kdy je voda pouzÏõÂvaÂna
k rozptyÂlenõÂ testovaneÂ laÂtky v atmosfeÂrÏe komory. Oba parametry by meÏ ly byÂt
kontrolovaÂny pruÊ beÏ zÏneÏ ,

(d) meÏ rÏenõÂ velikosti cÏaÂstic: meÏ la by byÂt stanovena distribuce velikosti cÏaÂstic
v atmosfeÂrÏe komor u tekutyÂch nebo pevnyÂch aerosoluÊ . AerosoloveÂ cÏaÂstice by meÏ ly
byÂt v respirabilnõÂ velikosti pro pouzÏiteÂ testovacõÂ zvõÂrÏe. Vzorky atmosfeÂry komor se
odebõÂrajõÂ z dyÂchacõÂ zoÂny zvõÂrÏat. Vzorek vzduchu by meÏ l byÂt representativnõÂ pro
distribuci cÏaÂstic, kteryÂm je zvõÂrÏe exponovaÂno, a meÏ l by gravimetricky odpovõÂdat
celeÂmu suspendovaneÂmu aerosolu, i kdyzÏ znacÏnaÂ cÏaÂst aerosolu nenõÂ respirabilnõÂ.
AnalyÂza velikosti cÏaÂstic by meÏ la byÂt provaÂdeÏna cÏasto beÏhem vyÂvoje generujõÂcõÂho
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systeÂmu, aby zajistila stabilitu aerosolu, a poteÂ beÏhem exposic tak cÏasto, aby bylo
mozÏno posoudit stabilitu distribuce cÏaÂstic, kteryÂm jsou zvõÂrÏata exponovaÂna.

1 .2 .6 T r vaÂ n õÂ s tu d i e

TrvaÂnõÂ testu karcinogenity zahrnuje veÏ tsÏõÂ cÏaÂst normaÂlnõÂ doby zÏivota zvõÂrÏete
pouzÏiteÂho pro test. Test by meÏ l byÂt ukoncÏen v 18 meÏ sõÂcõÂch u mysÏõÂ a krÏecÏkuÊ a 24
meÏ sõÂcõÂch u potkanuÊ . NicmeÂneÏ , pro neÏktereÂ kmeny zvõÂrÏat s delsÏõÂ dobou zÏivota resp.
s nõÂzkyÂm spontaÂnnõÂm vyÂskytem tumoruÊ , doba ukoncÏenõÂ by meÏ la byÂt 24 meÏ sõÂcuÊ pro
mysÏi a krÏecÏky a 30 meÏ sõÂcuÊ pro potkany. AlternativneÏ , ukoncÏenõÂ takoveÂ prodlouzÏeneÂ
studie je prÏijatelneÂ , kdyzÏ pocÏet prÏezÏõÂvajõÂcõÂch u nejnizÏsÏõÂ daÂvky nebo v kontrolnõÂ
skupineÏ klesne na 25 %. PrÏi ukoncÏenõÂ testu, ve ktereÂm je zrÏetelnyÂ sexuaÂlnõÂ rozdõÂl
odpoveÏ di, kazÏdeÂ pohlavõÂ se posuzuje zvlaÂsÏt'. Tam, kde uhyne prÏedcÏasneÏ jen skupina
s vysokou daÂvkou ze zjevnyÂch toxickyÂch prÏõÂcÏin, nemusõÂ to nutneÏ veÂst k ukoncÏenõÂ
celeÂho testu, pokud ostatnõÂ skupiny nevykazujõÂ toxickeÂ projevy, ktereÂ by cÏinily
probleÂmy. Aby bylo mozÏno uznat negativnõÂ vyÂsledek testu, nesmõÂ byÂt ztraÂty
pouzÏitelnyÂch uÂdajuÊ (autolyÂzou, kanibalismem nebo v duÊ sledku chyb obsluhy)
v zÏaÂdneÂ skupineÏ veÏ tsÏõÂ nezÏ 10% a prÏezÏitõÂ ve vsÏech skupinaÂch nesmõÂ byÂt nizÏsÏõÂ nezÏ
50% v 18 meÏ sõÂcõÂch u mysÏõÂ a krÏecÏkuÊ a v 24 meÏ sõÂcõÂch u potkanuÊ .

SatelitnõÂ skupiny 20 daÂvkovanyÂch zvõÂrÏat pro kazÏdeÂ pohlavõÂ a 10 prÏipojenyÂch
kontrolnõÂch zvõÂrÏat kazÏdeÂho pohlavõÂ pouzÏityÂch pro testovaÂnõÂ chronickeÂ toxicity by
meÏ ly byÂt v pokusu asponÏ 12 meÏ sõÂcuÊ . U teÏ chto zvõÂrÏat by meÏ lo byÂt plaÂnovaÂno utracenõÂ
tak, aby umozÏnilo odlisÏenõÂ patologie, kteraÂ maÂ vztah k testovaneÂ laÂtce, od
komplikujõÂcõÂch projevuÊ staÂrnutõÂ.

1 . 3 P o p i s p o s t u p u

1 .3 .1 Po z o r o vaÂ n õÂ

DennõÂ pozorovaÂnõÂ zvõÂrÏat v klecõÂch zahrnuje zmeÏny kuÊ zÏe a srsti, ocÏõÂ a sliznic, jakozÏ i
dyÂchacõÂho, obeÏ hoveÂho, autonomnõÂho a centraÂ lnõÂho nervoveÂho systeÂmu,
somatomotorickeÂ aktivity a chovaÂnõÂ.

U zvõÂrÏat exponovaneÂ satelitnõÂ skupiny (skupin) se provaÂdõÂ v prÏimeÏ rÏenyÂch
intervalech klinickeÂ vysÏetrÏenõÂ.

PravidelnaÂ kontrola zvõÂrÏat je nutnaÂ , aby se zabraÂnilo ztraÂtaÂm zvõÂrÏat ze studie naprÏ.
v duÊ sledku kanibalismu, autolyÂzy tkaÂnõÂ nebo chyb v obsluze. MoribundnõÂ zvõÂrÏata by
meÏ la byÂt utracena a pitvaÂna.

KlinickeÂ prÏõÂznaky vcÏetneÏ neurologickyÂch a ocÏnõÂch naÂlezuÊ a mortalita se
zaznamenaÂvajõÂ u vsÏech zvõÂrÏat. ZvlaÂsÏtnõÂ pozornost je trÏeba veÏnovat vyÂvoji tumoruÊ :
doba objevenõÂ, lokalizace, rozmeÏ ry, vzhled a progrese kazÏdeÂho viditelneÂho cÏi
hmatneÂho tumoru se zaznamenaÂvaÂ .

Je trÏeba provaÂdeÏ t meÏ rÏenõÂ spotrÏeby potravy (a vody tam, kde je testovanaÂ laÂtka
podaÂvaÂna v pitneÂ vodeÏ ) tyÂdneÏ beÏhem prvnõÂch 13 tyÂdnuÊ a pak prÏiblizÏneÏ ve
trÏõÂmeÏ sõÂcÏnõÂch intervalech, ledazÏe by zdravotnõÂ stav nebo zmeÏny teÏ lesneÂ vaÂhy ukaÂzaly
nutnost jineÂ frekvence sledovaÂnõÂ.

TeÏ lesneÂ hmotnosti se zaznamenaÂvajõÂ individuaÂlneÏ u vsÏech zvõÂrÏat jednou tyÂdneÏ
beÏhem prvnõÂch 13 tyÂdnuÊ obdobõÂ testu a asponÏ jednou za cÏtyrÏi tyÂdny po tomto
obdobõÂ.
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1 .3 .2 K l in i ck aÂ vy sÏ e t rÏ en õÂ

1 .3 .2 .1 Hemato l og ie

HematologickaÂ vysÏetrÏenõÂ (naprÏ.obsah hemoglobinu, hematokrit, celkovyÂ pocÏet
erythrocytuÊ , celkovyÂ pocÏet bõÂlyÂch krvinek, krevnõÂch desticÏek, nebo dalsÏõÂ meÏ rÏenõÂ
sraÂzÏlivosti) by meÏ la byÂt provaÂdeÏna za trÏi meÏ sõÂce, sÏest meÏ sõÂcuÊ a poteÂ v prÏiblizÏneÏ
sÏestimeÏ sõÂcÏnõÂch intervalech, a na konci na vzorcõÂch krve od 10 potkanuÊ na pohlavõÂ
z kazÏdeÂ skupiny. Tam kde je to mozÏneÂ, vzorky ve vsÏech intervalech by meÏ ly byÂt od
tyÂchzÏ potkanuÊ .

Pokud pozorovaÂnõÂ zvõÂrÏat v klecõÂch sveÏdcÏõÂ o zhorsÏeneÂm zdravotnõÂm stavu zvõÂrÏat
beÏhem studia, je trÏeba vysÏetrÏit diferenciaÂ lnõÂ obraz bõÂlyÂch krvinek.

DiferenciaÂ lnõÂ obraz bõÂlyÂch krvinek se provede ve vzorcõÂch ze zvõÂrÏat ve skupineÏ
s nejvysÏsÏõÂ daÂvkou a u kontrol. Pokud tato data, nebo uÂdaje z vysÏetrÏenõÂ patologickyÂch
zmeÏ n naznacÏõÂ nutnost, diferenciaÂ l se vysÏetrÏõÂ i u skupiny s daÂvkou nejblõÂzÏe nizÏsÏõÂ, nezÏ
je vysokaÂ daÂvka.

1 .3 .2 .2 Ana lyÂ za mocÏ i

Vzorky mocÏi od 10 potkanuÊ od kazÏdeÂho pohlavõÂ se sbõÂrajõÂ pro analyÂzu pokud mozÏno
od stejnyÂch zvõÂrÏat a ve stejnyÂch intervalech jako hematologickeÂ zkousÏky.
NaÂsledujõÂcõÂ stanovenõÂ jsou provedena bud' na vzorcõÂch jednotlivyÂch zvõÂrÏat nebo na
smeÏ sneÂm vzorku pro skupiny podle daÂvek a pohlavõÂ:

- vzhled mocÏi, objem a hustota u jednotlivyÂch zvõÂrÏat,

- proteiny, glukosa, ketolaÂtky, okultnõÂ krvaÂcenõÂ (semi-kvantitativneÏ ),

- mikroskopickeÂ vysÏetrÏenõÂ sedimentu (semi-kvantitativneÏ ).

1 .3 .2 .3 Biochem ickeÂ vysÏ e t rÏ en õÂ

V prÏiblizÏneÏ sÏestimeÏ sõÂcÏnõÂch intervalech a na zaÂveÏ r jsou odebraÂny krevnõÂ vzorky pro
biochemickaÂ meÏ rÏenõÂ od vsÏech ne-hlodavcuÊ a 10 potkanuÊ obojõÂho pohlavõÂ, pokud
mozÏno pro tyteÂzÏ potkany ve vsÏech intervalech. Od nehlodavcuÊ se vedle toho
odeberou vzorky prÏed testem. Z teÏ chto vzorkuÊ je prÏipravena plasma a jsou
provedeny naÂsledujõÂcõÂ zkousÏky :

-celkovaÂ koncentrace proteinuÊ ,

-koncentrace albuminu,

-testy na funkci jater (naprÏ. aktivita baÂzickeÂ fosfataÂzy, aktivita glutamaÂt pyruvaÂt
transaminasy1, glutamaÂt acetaÂt transaminasy2), gamma glutamyl transpeptidasy,
ornithin dekarboxylasy,

-metabolismus cukruÊ , naprÏ. krevnõÂ glukosa na lacÏno,

-test na funkci ledvin, naprÏ. dusõÂk mocÏoviny v krvi.

1 nynõÂ znaÂmaÂ jako seÂrovaÂ alanin aminotransferasa

2 nynõÂ znaÂmaÂ jako seÂrovaÂ aspartaÂt aminotransferasa
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1 .3 .2 .4 Makroskop ic keÂ pa t o log ic keÂ vysÏ e t rÏ en õÂ

KompletnõÂ pitva se provede u vsÏech zvõÂrÏat, vcÏetneÏ teÏ ch, kteraÂ zemrÏela beÏhem
pokusu nebo byla utracena v moribundnõÂm stavu. PrÏed utracenõÂm se odeberou
vzorky krve vsÏech zvõÂrÏat pro diferenciaÂ lnõÂ obraz bõÂlyÂch krvinek. VsÏechny viditelneÂ
leÂze, tumory nebo leÂze, nebo leÂze ktereÂ by mohly byÂt tumory, je trÏeba uchovat. MeÏ lo
by byÂt provedeno porovnaÂnõÂ anatomicko-patologickyÂch zmeÏn s mikroskopickyÂmi
naÂlezy.

VsÏechny orgaÂny a tkaÂneÏ by meÏ ly byÂt uchovaÂny pro histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ. To se
obvykle tyÂkaÂ naÂsledujõÂcõÂch orgaÂnuÊ a tkaÂnõÂ: mozku3 (prodlouzÏeneÂ mõÂchy/mostu,
mozecÏkoveÂ kory, kory mozkoveÂ), podveÏ sku mozkoveÂho, sÏtõÂtneÂ zÏlaÂzy a prÏõÂsÏtõÂtnyÂch
teÏ lõÂsek, thymu, trachey a plic, srdce, aorty, slinnyÂch zÏlaz, jater3 , sleziny, ledvin3,
nadledvinek3 , jõÂcnu, zÏaludku, dvanaÂcternõÂku, jejuna, ilea, slepeÂho strÏeva, tracÏnõÂku,
konecÏnõÂku, mocÏoveÂho meÏ chyÂrÏe, lymfatickyÂch uzlin, slinivky, gonaÂd3 , akcesornõÂch
pohlavnõÂch orgaÂnuÊ , samicÏõÂ mleÂcÏneÂ zÏlaÂzy, kuÊ zÏe, svaloviny, perifernõÂho nervu, mõÂchy
(krcÏnõÂ, hrudnõÂ a bedernõÂ), sterna s kostnõÂ drÏenõÂ a stehennõÂ kosti vcÏetneÏ kloubuÊ , a ocÏõÂ.
NaplneÏnõÂ plic a mocÏoveÂho meÏ chyÂrÏe fixativem je optimaÂlnõÂ cestou ke konzervaci
teÏ chto tkaÂnõÂ; naplneÏ nõÂ plic v inhalacÏnõÂch studiõÂch je zaÂsadnõÂ pro odpovõÂdajõÂcõÂ
histopatologickeÂ zkoumaÂnõÂ. Ve speciaÂ lnõÂch studiõÂch, jako jsou inhalacÏnõÂ studie, maÂ
byÂt studovaÂn celyÂ respiracÏnõÂ trakt vcÏetneÏ nosu, hltanu a hrtanu.

Byla-li provedena jinaÂ klinickaÂ vysÏetrÏenõÂ, informace zõÂskaneÂ z teÏ chto procedur by
meÏ ly byÂt k disposici prÏed mikroskopickyÂm vysÏetrÏenõÂm, protozÏe mohou daÂt
patologovi vyÂznamneÂ vodõÂtko.

1 .3 .2 .5 Hi s topa t o log ie

Pro testovaÂnõÂ chronickeÂ toxicity:

PodrobneÂ vysÏetrÏenõÂ se provede ve vsÏech uchovanyÂch orgaÂnech vsÏech zvõÂrÏat satelitnõÂ
skupiny s vysokou daÂvkou a satelitnõÂ kontrolnõÂ skupiny. Pokud se v satelitnõÂ skupineÏ
exponovaneÂ nejvysÏsÏõÂ daÂvce najdou patologickeÂ zmeÏ ny zpuÊ sobeneÂ laÂtkou, vysÏetrÏõÂ se
histologicky cõÂloveÂ orgaÂny vsÏech ostatnõÂch zvõÂrÏat z ostatnõÂch exponovanyÂch
satelitnõÂch skupin i ze vsÏech exponovanyÂch skupin cÏaÂsti studie veÏnovaneÂ
karcinogeniteÏ prÏi jejõÂm ukoncÏenõÂ.

Pro testovaÂnõÂ karcinogenity:

(a) uÂplnaÂ histopatologie se provede v orgaÂnech a tkaÂnõÂch vsÏech zvõÂrÏat, kteraÂ uhynula
nebo byla utracena beÏ hem testu a u vsÏech zvõÂrÏat skupiny kontrolnõÂ a s nejvysÏsÏõÂ
daÂvkou;
(b) vsÏechny tumory viditelneÂ okem a leÂze, ktereÂ jsou podezrÏeleÂ jako tumory, se
vysÏetrÏõÂ mikroskopicky u vsÏech skupin;

(c) je-li vyÂznamnyÂ rozdõÂl v incidenci neoplastickyÂch leÂzõÂ mezi skupinou s vysokou
daÂvkou a kontrolnõÂ skupinou, histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ se provede v daneÂm orgaÂnu
cÏi tkaÂni i v dalsÏõÂch skupinaÂch;

(d) je-li prÏezÏitõÂ ve skupineÏ s vysokou daÂvkou podstatneÏ nizÏsÏõÂ nezÏ u kontrol, meÏ la by
byÂt kompletneÏ zkoumaÂna i skupina s nejblizÏsÏõÂ nizÏsÏõÂ daÂvkou;

3 Tyto orgaÂny z 10 zvõÂrÏat na pohlavõÂ a na skupinu hlodavcuÊ majõÂ byÂt zvaÂzÏeny.
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(e) je-li ve skupineÏ s vysokou daÂvkou doklad o vyvolaÂnõÂ toxickyÂch nebo jinyÂch
uÂcÏinkuÊ , ktereÂ by mohly ovlivnit neoplastickou odpoveÏd', je trÏeba kompletneÏ vysÏetrÏit
nejblõÂzÏe nizÏsÏõÂ daÂvkovou uÂrovenÏ .

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sumarizujõÂ ve formeÏ tabulek, ukazujõÂcõÂch pro kazÏdou testovanou skupinu
pocÏet zvõÂrÏat na zacÏaÂtku testu, pocÏet zvõÂrÏat ukazujõÂch tumory zjisÏteÏneÂ beÏhem testu,
dobu jejich stanovenõÂ a pocÏet zvõÂrÏat s tumory prÏi utracenõÂ. VyÂsledky se hodnotõÂ
odpovõÂdajõÂcõÂ statistickou metodou. Mohou byÂt pouzÏity jakeÂkoliv uznaÂvaneÂ
statistickeÂ metody.

3. ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o t e s t u

ZpraÂva o testu bude, pokud mozÏno, obsahovat naÂsledujõÂcõÂ informace:

- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, zdroj, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ, dieta,

- podmõÂnky testu: popis exposicÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ: vcÏetneÏ konstrukce, typu, rozmeÏ ruÊ ,
zdroje vzduchu, systeÂmu pro vytvaÂrÏenõÂ cÏaÂstic a aerosoluÊ , metody klimatizace,
znesÏkodnÏ ovaÂnõÂ vzduchu vychaÂzejõÂcõÂho z aparatury a zpuÊ sobu umõÂsteÏnõÂ zvõÂrÏat
v expozicÏnõÂm boxu pokud se pouzÏõÂvaÂ . DaÂle je trÏeba popsat zarÏõÂzenõÂ pro meÏ rÏenõÂ
teploty, vlhkosti, a tam, kde je to zÏaÂdoucõÂ, stability koncentrace nebo velikosti cÏaÂstic
aerosolu. UÂ daje o exposici: ve formeÏ tabulky vcÏetneÏ pruÊ meÏ rnyÂch hodnot a
variability (naprÏ. smeÏ rodatnaÂ odchylka) by meÏ ly zahrnovat:

(a) rychlost proudu vzduchu v inhalacÏnõÂm zarÏõÂzenõÂ,

(b) teplotu a vlhkost vzduchu,

(c) nominaÂlnõÂ koncentraci (celkoveÂ mnozÏstvõÂ testovaneÂ laÂtky vstupujõÂcõÂ do inhalacÏnõÂ
aparatury deÏ leno objemem vzduchu),

(d) povahu vehikula, je-li pouzÏito,

(e) skutecÏneÂ koncentrace v dyÂchacõÂ zoÂneÏ ,

(f) mediaÂn velikosti cÏaÂstic (tam kde relevantnõÂ),

- daÂvkoveÂ uÂ rovneÏ (vcÏetneÏ vehikula, je-li uzÏito) a koncentrace,

- data incidence tumoruÊ podle pohlavõÂ, daÂvky a typu tumoru,

- doba uÂmrtõÂ beÏ hem studie nebo zda zvõÂrÏata prÏezÏila azÏ do konce, vcÏetneÏ satelitnõÂch
skupin,

- vyÂskyt toxickyÂch uÂcÏinkuÊ podle pohlavõÂ a daÂvky - popis toxickyÂch a jinyÂch uÂcÏinkuÊ ,

- doba, kdy byl pozorovaÂn jakyÂkoliv abnormaÂlnõÂ prÏõÂznak a jeho dalsÏõÂ vyÂvoj,

- data o spotrÏebeÏ potravy a teÏ lesneÂ hmotnosti,

- oftalmologickeÂ naÂlezy,

- pouzÏiteÂ hematologickeÂ testy a vyÂsledky,

- testy klinickeÂ biochemie a vsÏechny vyÂsledky (vcÏetneÏ vyÂsledkuÊ analyÂzy mocÏi),

- naÂlezy patologicko-anatomickeÂ,
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- detailnõÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ,

- statistickeÂ zpracovaÂnõÂ vyÂsledkuÊ s popisem pouzÏityÂch metod,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.34 REPRODUKCÏ NIÂ TOXICITA - JEDNOGENERACÏ NIÂ TEST

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ neÏ kolika skupinaÂm samic a samcuÊ v odstupnÏ ovanyÂch
daÂvkaÂch.

Samci dostaÂvajõÂ testovanou laÂtku v dobeÏ ruÊ stu a alesponÏ v pruÊ beÏhu jednoho uÂplneÂho
spermatogennõÂho cyklu (prÏiblizÏneÏ 56 dnuÊ u mysÏõÂ a 70 dnuÊ u potkanuÊ ), aby byl
zachycen jakyÂkoliv neprÏõÂznivyÂ uÂcÏinek testovaneÂ laÂtky na spermatogenezu.

Samice rodicÏovskeÂ generace (P) dostaÂvajõÂ laÂtku po dobu alesponÏ dvou estraÂ lnõÂch
cykluÊ , aby byl zachycen jakyÂkoliv neprÏõÂznivyÂ uÂcÏinek testovaneÂ laÂtky na estrus.
ZvõÂrÏata jsou poteÂ prÏipusÏteÏ na. V dobeÏ prÏipousÏteÏnõÂ se testovanaÂ laÂtka podaÂvaÂ zvõÂrÏatuÊ m
obou pohlavõÂ, v dobeÏ gravidity a kojenõÂ pouze samicõÂm.

Pro inhalacÏnõÂ aplikaci je trÏeba metodu modifikovat.

1 . 2 P o p i s t e s t o v a c õÂ m e t o d y .

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

PrÏed zahajenõÂm testu se zdravaÂ mladaÂ dospeÏ laÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ rozdeÏ lõÂ do dvou
skupin - kontrolnõÂ a exponovaneÂ skupiny. ZvõÂrÏata jsou chovaÂna nejmeÂneÏ 5 dnuÊ prÏed
zahaÂjenõÂm pokusu v teÏ ch podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ, v jakyÂch budou beÏhem
experimentu.

DoporucÏuje se testovanou laÂtku podaÂvat v potraveÏ nebo v pitneÂ vodeÏ . JineÂ zpuÊ soby
podaÂnõÂ jsou takeÂ prÏijatelneÂ . VsÏechna zvõÂrÏata laÂtku dostaÂvajõÂ stejnyÂm zpuÊ sobem
v pruÊ beÏ hu celeÂho testu. Pokud se pouzÏõÂvaÂ k usnadneÏnõÂ aplikace vehikulum nebo jineÂ
aditivum, musõÂ byÂt o nich znaÂmo, zÏe nemajõÂ toxickeÂ uÂcÏinky. LaÂtka se aplikuje 7 dnõÂ
v tyÂdnu.

1 .2 .2 Po k u s n aÂ z v õÂ rÏ a t a

1 .2 .2 .1 VyÂ beÏ r druhu

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m nebo mysÏõÂm. PouzÏõÂvajõÂ se zdravaÂ zvõÂrÏata, do teÂ doby
nepouzÏitaÂ pro jineÂ experimenty. NepouzÏõÂvaÂ se kmenuÊ s nõÂzkou plodnostõÂ. MusõÂ byÂt
plneÏ charakterizovaÂna co do druhu, kmene, pohlavõÂ a vaÂhy a/nebo veÏku. Plodnost
musõÂ byÂt oveÏ rÏena vhodnyÂm zpuÊ sobem u obou pohlavõÂ. ZvõÂrÏata v obou skupinaÂch,
exponovaneÂ a kontrolnõÂ, musõÂ byÂt odstavena prÏed zahaÂjenõÂm aplikace.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

KazÏdaÂ exponovanaÂ i kontrolnõÂ skupina musõÂ mõÂt dostatecÏnyÂ pocÏet zvõÂrÏat, aby bylo
zarucÏeno cca 20 brÏezõÂch samic s prÏiblizÏneÏ stejnyÂm termõÂnem porodu. CõÂlem je zõÂskat
dostatecÏnyÂ pocÏet teÏ hotenstvõÂ a potomstva, a tõÂm zajistit spolehliveÂ hodnocenõÂ vlivu
laÂtky na plodnost, pruÊ beÏ h gravidity a materÏskeÂ chovaÂnõÂ v P generaci, kojenõÂ, ruÊ st a
vyÂvoj potomstva generace F1 od pocÏetõÂ do odstavu.
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1 .2 .3 Po d m õÂn k y t es t u

Vodu a potravu dostaÂvajõÂ zvõÂrÏata ad libitum. PrÏed porodem se teÏhotneÂ samice
prÏemõÂstõÂ do zvlaÂsÏtnõÂch porodnõÂch nebo materÏskyÂch klecõÂ a je jim poskytnut materiaÂl
pro vytvorÏenõÂ hnõÂzda.

1 .2 .4 DaÂ v k o v aÂ n õÂ

PouzÏijõÂ se alesponÏ trÏi exponovaneÂ skupiny a jedna kontrolnõÂ. Pokud se pouzÏõÂvaÂ pro
aplikaci testovaneÂ laÂtky vehikulum, pak zvõÂrÏata kontrolnõÂ skupiny dostaÂvajõÂ
vehikulum v nejvysÏsÏõÂm pouzÏiteÂm objemu. Pokud testovanaÂ laÂtka snizÏuje prÏõÂjem a
vyuzÏitõÂ potravy, je trÏeba uvaÂzÏit pouzÏitõÂ dalsÏõÂ kontrolnõÂ skupiny, spaÂrovaneÂ co do
vyÂzÏivy.

TestovanaÂ laÂtka v nejvysÏsÏõÂ koncentraci maÂ v ideaÂlnõÂm prÏõÂpadeÏ - pokud to nenõÂ
omezeno jejõÂmi fyzikaÂlneÏ -chemickyÂmi vlastnostmi nebo povahou biologickeÂho
uÂcÏinku - vyvolaÂvat toxicitu, ale zÏaÂdnaÂ uhynutõÂ v rodicÏovskeÂ populaci. StrÏednõÂ
daÂvka(y) by meÏ la(y) vyvolat minimaÂlnõÂ toxickeÂ uÂcÏinky, ktereÂ by se daly prÏipsat
testovaneÂ laÂtce, a nejnizÏsÏõÂ daÂvka by nemeÏ la vyvolaÂvat zÏaÂdneÂ pozorovatelneÂ
neprÏõÂzniveÂ uÂcÏinky, ani u rodicÏuÊ ani u potomstva.

PrÏi podaÂnõÂ sondou nebo v tobolkaÂch se daÂvka stanovõÂ individuaÂlneÏ na zaÂkladeÏ
hmotnosti zvõÂrÏete a prÏizpuÊ sobuje se kazÏdyÂ tyÂden podle zmeÏny vaÂhy. V prÏõÂpadeÏ
teÏhotnyÂch samic daÂvky mohou byÂt prÏõÂpadneÏ urcÏeny na zaÂkladeÏ teÏ lesneÂ hmotnosti
v 0. nebo 6.dni od zacÏaÂtku teÏ hotenstvõÂ.

1 . 2 . 5 L im i t n õÂ t e s t

V prÏõÂpadeÏ laÂtek s nõÂzkou toxicitou, pokud se ani daÂvka 1000 mg.kg-1 neprojevuje
zÏaÂdnyÂm toxickyÂm uÂcÏinkem na reprodukci, nemusõÂ se provaÂdeÏ t studie na jinyÂch
daÂvkovyÂch uÂrovnõÂch. Pokud prÏedbeÏ zÏnaÂ studie ukaÂzÏe, zÏe vysokaÂ daÂvka, vyvolaÂvajõÂcõÂ
u matek jasneÂ prÏõÂznaky toxicity, nemaÂ neprÏõÂzniveÂ uÂcÏinky na plodnost, nenõÂ nutneÂ
provaÂdeÏ t studie na jinyÂch daÂvkovyÂch uÂrovnõÂch.

1 . 3 P o p i s p o s t u p u

1 .3 .1 P l aÂ n p o k u s u

DennõÂ aplikace samcuÊ m rodicÏovskeÂ generace (P) zacÏne ve veÏku peÏ ti azÏ devõÂti tyÂdnuÊ ,
po nejmeÂneÏ peÏ tidennõÂ aklimatizaci po odstavenõÂ. U potkanuÊ aplikace pokracÏuje
deset tyÂdnuÊ prÏed obdobõÂm prÏipousÏteÏnõÂ (8 tyÂdnuÊ pro mysÏi). Samci se bud' utratõÂ a
vysÏetrÏõÂ na konci obdobõÂ prÏipousÏteÏnõÂ, nebo se pokracÏuje v aplikaci a mohou byÂt
pouzÏiti pro produkci dalsÏõÂch vrhuÊ a jsou pak utraceni a vysÏetrÏeni neÏkdy prÏed koncem
pokusu.

DennõÂ aplikace samicõÂm rodicÏovskeÂ generace (P) zacÏne po peÏ tidennõÂ aklimatizaci a
pokracÏuje asponÏ dva tyÂdny prÏed obdobõÂm prÏipousÏteÏnõÂ. DennõÂ aplikace pokracÏuje pak
po celeÂ trÏi tyÂdny obdobõÂ prÏipousÏteÏnõÂ, v dobeÏ gravidity azÏ do odstavenõÂ F1 generace.
Je prÏõÂpustnaÂ zmeÏ na daÂvkovacõÂho plaÂnu podle znalostõÂ o vlastnostech studovaneÂ
laÂtky, naprÏ. o indukci metabolismu a/nebo bioakumulaci.

1 . 3 . 2 Po s t u p p rÏ i p rÏ i p o u sÏ t eÏ n õÂ

Je mozÏno pouzÏõÂt paÂrovaÂnõÂ 1 : 1 (jedna samice a jeden samec) anebo 1:2 (jeden samec
ke dveÏma samicõÂm).
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V prÏõÂpadeÏ 1:1 paÂrovanõÂ, samice se ponechaÂ s tyÂmzÏ samcem ve spolecÏneÂ kleci do
oteÏhotneÏ nõÂ anebo po dobu 3 tyÂdnuÊ . KazÏdeÂ raÂno jsou samice vysÏetrÏeny na prÏõÂtomnost
spermatu nebo vaginaÂlnõÂ zaÂtky. Den 0 teÏhotenstvõÂ je definovaÂn jako den naÂlezu
vaginaÂlnõÂ zaÂtky nebo spermatu.

Dvojice, u kteryÂch nedojde k oplodneÏnõÂ, je trÏeba vysÏetrÏit s cõÂlem zjistit duÊ vod
neplodnosti paÂru. To je mozÏneÂ bud' poskytnutõÂm dalsÏõÂ prÏõÂlezÏitosti k oplodneÏnõÂ
s osveÏ dcÏenyÂmi jedinci obou pohlavõÂ nebo mikroskopickyÂm vysÏetrÏenõÂm
reprodukcÏnõÂch organuÊ nebo vysÏetrÏenõÂm estraÂ lnõÂho cyklu a spermatogenezy.

1 .3 .3 V e l i k o s t vr h uÊ

ZvõÂrÏatuÊ m pouzÏityÂm pro vysÏetrÏenõÂ plodnosti je ponechaÂna mozÏnost porodit normaÂlneÏ
a pecÏovat o sveÂ potomstvo do okamzÏiku odstavenõÂ bez standardizace velikosti vrhuÊ .
Pokud se velikost vrhuÊ standardizuje, je trÏeba dodrzÏet naÂsledujõÂcõÂ postup: mezi 1. a
4. dnem po porodu se velikost vsÏech vrhuÊ upravõÂ vyrÏazenõÂm nadbytecÏnyÂch jedincuÊ
tak, aby se dosaÂhlo pocÏtu 4 samcuÊ a 4 samic na vrh; pokud to nenõÂ proveditelneÂ , je
mozÏno standardizovat na jineÂ pocÏty, naprÏ. 5 samcuÊ a 3 samice. Vrhy mensÏõÂ nezÏ 8
nelze standardizovat.

1 . 3 . 4 Po z o r o vaÂ n õÂ

KazÏdeÂ zvõÂrÏe maÂ byÂt pozorovaÂno alesponÏ jednou za den. VyÂznamneÂ zmeÏny chovaÂnõÂ,
prÏõÂznaky ztõÂzÏeneÂho nebo prodlouzÏeneÂho porodu, a vsÏechny prÏõÂznaky toxicity, vcÏetneÏ
mortality, se zaznamenaÂvajõÂ. PrÏõÂjem potravy se meÏ rÏõÂ denneÏ jak prÏed tak beÏhem doby
prÏipousÏteÏ nõÂ. BeÏ hem gravidity je vhodneÂ kontrolovat prÏõÂjem potravy denneÏ . Po
porodu a v pruÊ beÏ hu laktace se meÏ rÏõÂ prÏõÂjem potravy (a vody, pokud se laÂtka podaÂvaÂ
v pitneÂ vodeÏ ) ve stejnyÂ den, kdy je potomstvo vaÂzÏeno. RodicÏovskaÂ P zvõÂrÏata se vaÂzÏõÂ
prvnõÂ den aplikace a pak tyÂdneÏ . VsÏechna pozorovaÂnõÂ se zaznamenaÂvajõÂ individuaÂlneÏ
pro kazÏdeÂ dospeÏ leÂ zvõÂrÏe.

Doba gestace se pocÏõÂtaÂ od dne 0 teÏhotenstvõÂ. KazÏdyÂ vrh se co nejdrÏõÂve po porodu
vysÏetrÏõÂ a stanovõÂ se pocÏty a pohlavõÂ mlaÂd'at, pocÏet mrtvyÂch a zÏivyÂch poroduÊ a
prÏõÂtomnost hrubyÂch anomaliõÂ.

MrtvaÂ mlaÂd'ata a mlaÂd'ata utracenaÂ ve cÏtvrteÂm dnu se uchovajõÂ pro vysÏetrÏenõÂ na
mozÏneÂ defekty. ZÏ ivaÂ mlaÂd'ata se spocÏõÂtajõÂ a celeÂ vrhy se zvaÂzÏõÂ raÂno po porodu, ve 4.
a 7.dnu a potom kazÏdyÂ tyÂden do ukoncÏenõÂ studie, kdy jsou zvõÂrÏata zvaÂzÏena
individuaÂlneÏ . PozorujõÂ se a zaznamenaÂvajõÂ vsÏechny abnormality v chovaÂnõÂ a
fyzickeÂm stavu matek a potomstva.

1 .3 .5 Pa t o lo g i e .

1 .3 .5 .1 P i tva

Po utracenõÂ nebo uÂmrtõÂ se vsÏechna zvõÂrÏata generace P makroskopicky vysÏetrÏõÂ na
strukturnõÂ abnormality anebo patologickeÂ zmeÏny, se zvlaÂsÏtnõÂ pozornostõÂ k orgaÂnuÊ m
reprodukcÏnõÂho systeÂmu. Mlad'ata zemrÏelaÂ nebo umõÂrajõÂcõÂ se vysÏetrÏõÂ na defekty.

1 .3 .5 .2 Hi s topa t o log ic kaÂ vysÏ e t rÏ e n õÂ

VajecÏnõÂky, deÏ loha, deÏ lozÏnõÂ hrdlo, vagina, varlata, epididymis, semenneÂ vaÂcÏky,
koagulacÏnõÂ zÏlaÂza, prostata, hypofysa a cõÂloveÂ orgaÂny vsÏech zvõÂrÏat generace P se
uchovajõÂ pro mikroskopickeÂ vysÏetrÏenõÂ. V prÏõÂpadeÏ , zÏe tyto orgaÂny nebyly doposud
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vysÏetrÏeny v jinyÂch mnohadaÂvkovyÂch studiõÂch, provede se mikroskopickeÂ vysÏetrÏenõÂ
u vsÏech zvõÂrÏat kontrolnõÂ skupiny a skupiny dostaÂvajõÂcõÂ nejvysÏsÏõÂ daÂvku a daÂle u
zvõÂrÏat, kteraÂ zemrÏela v pruÊ beÏ hu pokusu.

OrgaÂny, ktereÂ jevily abnormality u teÏ chto skupin zvõÂrÏat, se vysÏetrÏõÂ i u P zvõÂrÏat
ostatnõÂch daÂvkovyÂch skupin. V teÏ chto prÏõÂpadech se mikroskopicky vysÏetrÏujõÂ vsÏechny
tkaÂneÏ makroskopicy postizÏeneÂ . Jak jizÏ bylo uvedeno, reprodukcÏnõÂ orgaÂny zvõÂrÏat
podezrÏelyÂch z neplodnostõÂ se majõÂ teÂzÏ podrobit mikroskopickeÂ analyÂze.

2. UÂ DAJE

Data se sumarizujõÂ v tabulkaÂch, kde je uveden pro kazÏdou daÂvkovou skupinu pocÏet
zvõÂrÏat na zacÏaÂtku pokusu, pocÏet plodnyÂch samcuÊ , pocÏet teÏhotnyÂvh samic, typ zmeÏn a
procento zvõÂrÏat nesoucõÂch tyto zmeÏny.

NumerickeÂ vyÂsledky majõÂ byÂt statisticky zpracovaÂny prÏõÂslusÏnou statistickou
metodou. MuÊ zÏe se pouzÏõÂt kteraÂkoliv obecneÏ prÏijõÂmanaÂ statistickaÂ metoda.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o e x p e r i m e n t u

ZpraÂva o experimentu by meÏ la pokud mozÏno obsahovat naÂsledujõÂcõÂ uÂdaje:

- druh /kmen pouzÏityÂch zvõÂrÏat,

- uÂdaje o toxickeÂ odezveÏ v zaÂvislosti na daÂvce a pohlavõÂ, vcÏetneÏ ukazateluÊ
plodnostõÂ, gestace a zÏivotaschopnosti,

- dobu uhynutõÂ v pruÊ beÏ hu studie nebo zda zvõÂrÏata prÏezÏila do ukoncÏenõÂ pokusu,

- tabulka uvaÂdeÏ jõÂcõÂ hmotnost kazÏdeÂho vrhu, pruÊ meÏ rnou hmotnost jednotlivyÂch
mlaÂd'at a konecÏnou individuaÂlnõÂ hmotnost potomkuÊ ,

- toxickeÂ a dalsÏõÂ uÂcÏinky na reprodukci, potomstvo a postnataÂ lnõÂ ruÊ st,

- den, kdy byly pozorovaÂny jednotliveÂ abnormaÂlnõÂ prÏõÂznaky a jejich dalsÏõÂ vyÂvoj,

- teÏ lesnaÂ hmotnost zvõÂrÏat P generace,

- pitevnõÂ naÂlezy,

- detailnõÂ popis vsÏech mikroskopickyÂch naÂlezuÊ ,

- statistickeÂ zpracovaÂnõÂ vsÏech uÂdajuÊ , pokud je mozÏneÂ ,

- diskuse vyÂsledkuÊ

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.35 REPRODUKCÏ NIÂ TOXICITA - DVOUGENERACÏ NIÂ TEST

1. METODA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y .

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ neÏ kolika skupinaÂm samic a samcuÊ v odstupnÏ ovanyÂch
daÂvkaÂch.

Samci rodicÏovskeÂ (P) generace dostaÂvajõÂ testovanou laÂtku v dobeÏ ruÊ stu a alesponÏ
v pruÊ beÏ hu jednoho spermatogennõÂho cyklu (prÏiblizÏneÏ 56 dnuÊ u mysÏõÂ a 70 dnuÊ
u potkanuÊ ), aby byl zachycen jakyÂkoliv neprÏõÂznivyÂ uÂcÏinek testovaneÂ laÂtky na
spermatogenezu.

Samice rodicÏovskeÂ generace (P) dostaÂvajõÂ laÂtku po dobu alesponÏ dvou estraÂ lnõÂch
cykluÊ , aby byl zachycen jakyÂkoliv neprÏõÂznivyÂ uÂcÏinek testovaneÂ laÂtky na estrus.

ZvõÂrÏata jsou poteÂ prÏipusÏteÏ na. V dobeÏ prÏipousÏteÏnõÂ se testovanaÂ laÂtka podaÂvaÂ zvõÂrÏatuÊ m
obou pohlavõÂ a potom, v dobeÏ gravidity a kojenõÂ, pouze samicõÂm. Po odstavenõÂ je
laÂtka podaÂvaÂna zvõÂrÏatuÊ m filiaÂ lnõÂ generace F1 v pruÊ beÏhu ruÊ stu do dospeÏ losti, v dobeÏ
paÂrÏenõÂ a azÏ do doby odstavenõÂ F2 generace.

Pro inhalacÏnõÂ aplikaci je trÏeba metodu modifikovat.

1 . 2 P o p i s t e s t o v a c õÂ m e t o d y .

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a va

PrÏed zahaÂjenõÂm testu jsou zdravaÂ zvõÂrÏata naÂhodneÏ rozdeÏ lena do dvou skupin -
kontrolnõÂ a exponovaneÂ skupiny. RodicÏovskaÂ zvõÂrÏata (P) jsou chovaÂna nejmeÂneÏ
5 dnuÊ prÏed zahaÂjenõÂm pokusu v teÏ ch podmõÂnkaÂch ustaÂ jenõÂ a krmenõÂ, v jakyÂch budou
beÏhem experimentu. DoporucÏuje se testovanou laÂtku podaÂvat v potraveÏ nebo v pitneÂ
vodeÏ . JineÂ zpuÊ soby podaÂnõÂ jsou takeÂ mozÏneÂ . VsÏechna zvõÂrÏata laÂtku dostaÂvajõÂ stejnyÂm
zpuÊ sobem v pruÊ beÏ hu celeÂho testu. Pokud se pouzÏõÂvaÂ k usnadneÏnõÂ aplikace
vehikulum nebo jineÂ aditivum, musõÂ byÂt o nich znaÂmo, zÏe nemajõÂ toxickeÂ uÂcÏinky.
LaÂtka se aplikuje 7 dnõÂ v tyÂdnu.

1 .2 .2 Po k u s n aÂ z v õÂ rÏ a t a

DaÂvaÂ se prÏednost potkanuÊ m nebo mysÏõÂm. PouzÏõÂvajõÂ se zdravaÂ P zvõÂrÏata, do teÂ doby
nepouzÏitaÂ pro jineÂ experimenty. NepouzÏõÂvaÂ se kmenuÊ s nõÂzkou plodnostõÂ. MusõÂ byÂt
plneÏ charakterizovaÂna co do druhu, kmene, pohlavõÂ a vaÂhy nebo veÏ ku. Plodnost
musõÂ byÂt oveÏ rÏena u obou pohlavõÂ. ZvõÂrÏata v obou skupinaÂch, exponovaneÂ a
kontrolnõÂ, musõÂ byÂt odstavena prÏed zahajenõÂm aplikace.

1 .2 .3 Po cÏ e t a p o h l a v õÂ

KazÏdaÂ exponovanaÂ i kontrolnõÂ skupina musõÂ mõÂt dostatecÏnyÂ pocÏet zvõÂrÏat, aby bylo
zarucÏeno cca 20 brÏezõÂch samic s prÏiblizÏneÏ stejnyÂm termõÂnem porodu. CõÂlem je zõÂskat
dostatecÏnyÂ pocÏet teÏ hotenstvõÂ a potomstva, a tõÂm zajistit spolehliveÂ hodnocenõÂ vlivu
laÂtky na plodnost, pruÊ beÏ h gravidity a materÏskeÂ chovaÂnõÂ, kojenõÂ, ruÊ st a vyÂvoj
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potomstva generace F1 od pocÏetõÂ do dospeÏ losti, a vyÂvoj jejich potomstva generace
F2 azÏ do odstavenõÂ.

1 . 2 . 4 Po d m õÂn k y t es t u

Vodu a potravu dostaÂvajõÂ zvõÂrÏata ad libitum. PrÏed porodem se teÏhotneÂ samice
prÏemõÂstõÂ do zvlaÂsÏtnõÂch porodnõÂch nebo materÏskyÂch klecõÂ a je jim poskytnut materiaÂl
pro vytvorÏenõÂ hnõÂzda.

1 .2 .5 DaÂ v k o v aÂ n õÂ

PouzÏijõÂ se alesponÏ trÏi exponovaneÂ skupiny a jedna kontrolnõÂ. Pokud se pouzÏõÂvaÂ pro
aplikaci testovaneÂ laÂtky vehikulum, pak zvõÂrÏata kontrolnõÂ skupiny dostaÂvajõÂ
vehikulum v nejveÏ tsÏõÂm pouzÏiteÂm objemu. Pokud testovanaÂ laÂtka snizÏuje prÏõÂjem a
utilizaci potravy, je trÏeba uvaÂzÏit pouzÏitõÂ dalsÏõÂ kontrolnõÂ skupiny, spaÂrovaneÂ co do
vyÂzÏivy.

TestovanaÂ laÂtka v nejvysÏsÏõÂ koncentraci maÂ v ideaÂlnõÂm prÏõÂpadeÏ , pokud to dovolõÂ
fyzikaÂlneÏ -chemickeÂ vlastnosti laÂtky a jejõÂ biologickeÂ uÂcÏinky, vyvolaÂvat toxicitu a
nikoli mortalitu v rodicÏovskeÂ populaci. StrÏednõÂ daÂvka(y) by meÏ la(y) vyvolat
minimaÂlnõÂ toxickeÂ uÂcÏinky, ktereÂ by se daly prÏipsat testovaneÂ laÂtce, a nejnizÏsÏõÂ daÂvka
by nemeÏ la vyvolaÂvat zÏaÂdneÂ pozorovatelneÂ neprÏõÂzniveÂ uÂcÏinky ani u rodicÏuÊ ani
u potomstva.

PrÏi podaÂnõÂ sondou nebo v tobolkaÂch se daÂvka stanovõÂ na zaÂkladeÏ individuaÂlnõÂ
hmotnosti zvõÂrÏete a prÏizpuÊ sobuje se kazÏdyÂ tyÂden podle zmeÏny hmotnosti. V prÏõÂpadeÏ
teÏhotnyÂch samic, daÂvky mohou byÂt prÏõÂpadneÏ urcÏeny na zaÂkladeÏ teÏ lesneÂ hmotnosti
v 0. nebo 6.dni od zacÏaÂtku teÏ hotenstvõÂ.

1 . 2 . 6 L im i t n õÂ t e s t

V prÏõÂpadeÏ laÂtek s nõÂzkou toxicitou, pokud se ani daÂvka 1000 mg.kg-1 neprojevuje
zÏaÂdnyÂm toxickyÂm uÂcÏinkem na reprodukci, nemusõÂ se provaÂdeÏ t studie na jinyÂch
daÂvkovyÂch uÂrovnõÂch. Pokud prÏedbeÏ zÏnaÂ studie ukaÂzÏe, zÏe vysokaÂ daÂvka, vyvolaÂvajõÂcõÂ
jasnou materÏskou toxicitu, nemaÂ neprÏõÂzniveÂ uÂcÏinky na plodnost, nenõÂ nutneÂ provaÂdeÏ t
studie na jinyÂch daÂvkovyÂch uÂrovnõÂch.

1 . 3 P o p i s p o s t u p u

1 .3 .1 P l aÂ n p o k u s u

DennõÂ aplikace samcuÊ m rodicÏovskeÂ generace P zacÏne ve veÏku peÏ ti azÏ devõÂti tyÂdnuÊ ,
asponÏ po peÏ tidennõÂ aklimatizaci po odstavenõÂ. U potkanuÊ aplikace pokracÏuje deset
tyÂdnuÊ prÏed obdobõÂm prÏipousÏteÏ nõÂ (8 tyÂdnuÊ pro mysÏi). Samci se bud' utratõÂ a vysÏetrÏõÂ na
konci obdobõÂ prÏipousÏteÏ nõÂ nebo se pokracÏuje v aplikaci a jsou pouzÏiti pro prÏõÂpadnou
produkci dalsÏõÂch vrhuÊ a jsou utraceni a vysÏetrÏeni neÏkdy prÏed koncem pokusu.

DennõÂ aplikace samicõÂm rodicÏovskeÂ generace P zacÏne po peÏ tidennõÂ aklimatizaci a
pokracÏuje asponÏ dva tyÂdny prÏed obdobõÂm prÏipousÏteÏnõÂ. DennõÂ aplikace pokracÏuje pak
po celeÂ trÏi tyÂdny obdobõÂ prÏipousÏteÏnõÂ, v dobeÏ gravidity azÏ do odstavenõÂ F1 potomstva.
Je prÏõÂpustnaÂ zmeÏ na daÂvkovacõÂho plaÂnu podle znalostõÂ o vlastnostech studovaneÂ
laÂtky, naprÏ. o indukci metabolismu resp.o bioakumulaci.

Aplikace zvõÂrÏatuÊ m generace F1 zacÏõÂnaÂ po odstavu a koncÏõÂ jejich utracenõÂm.
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1 .3 .2 Po s t u p p rÏ i p rÏ i p o u sÏ t eÏ n õÂ

Je mozÏno pouzÏõÂt paÂrovaÂnõÂ 1:1 (jedna samice a jeden samec) anebo 1:2 (jeden samec
ke dveÏma samicõÂm).

V prÏõÂpadeÏ 1:1 paÂrovanõÂ, samice se ponechaÂ s tyÂmzÏ samcem ve spolecÏneÂ kleci do
oteÏhotneÏ nõÂ anebo po dobu 3 tyÂdnuÊ . KazÏdeÂ raÂno jsou samice vysÏetrÏeny na prÏõÂtomnost
spermatu nebo vaginaÂlnõÂ zaÂtky. Den 0 teÏhotenstvõÂ je definovaÂn jako den naÂlezu
vaginaÂlnõÂ zaÂtky nebo spermatu.

Vzhledem k vyÂvoji spermiogenese, zvõÂrÏata generace F1 se nepouzÏõÂvajõÂ pro
prÏipousÏteÏ nõÂ do veÏ ku 11 tyÂdnuÊ u mysÏõÂ a 13 tyÂdnuÊ u potkanuÊ . Pro prÏipousÏteÏnõÂ zvõÂrÏat
generace F1 se naÂhodneÏ vyberou paÂry z ruÊ znyÂch vrhuÊ teÂzÏe daÂvkoveÂ skupiny. ZvõÂrÏata
nepouzÏitaÂ se utratõÂ po odstavu.

Dvojice, u kteryÂch nedojde k oplodneÏnõÂ, je trÏeba vysÏetrÏit s cõÂlem zjistit duÊ vod
neplodnosti paÂru. To je mozÏneÂ bud' poskytnutõÂm dalsÏõÂ prÏõÂlezÏitosti k oplodneÏnõÂ
s osveÏ dcÏenyÂmi jedinci obou pohlavõÂ nebo mikroskopickyÂm vysÏetrÏenõÂm
reprodukcÏnõÂch organuÊ nebo vysÏetrÏenõÂm estraÂ lnõÂho cyklu a spermatogenezy.

1 .3 .3 V e l i k o s t vr h uÊ

ZvõÂrÏatuÊ m pouzÏityÂm pro vysÏetrÏenõÂ plodnosti je ponechaÂna mozÏnost porodit normaÂlneÏ
a pecÏovat o sveÂ potomstvo do okamzÏiku odstavenõÂ bez standardizace velikosti vrhuÊ .
Pokud se velikost vrhuÊ standardizuje, je trÏeba dodrzÏet naÂsledujõÂcõÂ postup: mezi 1. a
4. dnem po porodu se velikost vsÏech vrhuÊ upravõÂ vyrÏazenõÂm nadbytecÏnyÂch jedincuÊ
tak, aby se dosaÂhlo pocÏtu 4 samcuÊ a 4 samic na vrh; pokud to nenõÂ proveditelneÂ , je
mozÏno standardizovat na jineÂ pocÏty, naprÏ. 5 samcuÊ a 3 samice. Vrhy mensÏõÂ nezÏ 8
nelze standardizovat. Standardizace vrhuÊ generace F2 se provede obdobneÏ .

1 . 3 . 4 Po z o r o vaÂ n õÂ

KazÏdeÂ zvõÂrÏe maÂ byÂt pozorovaÂno alesponÏ jednou za den. VyÂznamneÂ zmeÏny chovaÂnõÂ,
prÏõÂznaky ztõÂzÏeneÂho nebo prodlouzÏeneÂho porodu a vsÏechny prÏõÂznaky toxicity, vcÏetneÏ
mortality, se zaznamenaÂvajõÂ. PrÏõÂjem potravy se meÏ rÏõÂ tyÂdneÏ jak prÏed, tak beÏhem doby
prÏipousÏteÏ nõÂ. BeÏ hem gravidity je vhodneÂ kontrolovat prÏõÂjem potravy denneÏ . Po
porodu a v pruÊ beÏ hu laktace se meÏ rÏõÂ prÏõÂjem potravy ve stejnyÂ den, kdy je potomstvo
vaÂzÏeno. RodicÏovskaÂ P a F1 zvõÂrÏata se vaÂzÏõÂ prvnõÂ den aplikace a pak tyÂdneÏ . VsÏechna
pozorovaÂnõÂ se zaznamenaÂvajõÂ individuaÂlneÏ pro kazÏdeÂ dospeÏ leÂ zvõÂrÏe.

Doba gestace se pocÏõÂtaÂ od dne 0 teÏhotenstvõÂ. KazÏdyÂ vrh se co nejdrÏõÂve po porodu
vysÏetrÏõÂ a stanovõÂ se pocÏty a pohlavõÂ mlaÂd'at, pocÏet mrtvyÂch a zÏivyÂch poroduÊ a
prÏõÂtomnost hrubyÂch anomaliõÂ.

MrtvaÂ mlaÂd'ata a mlaÂd'ata utracenaÂ ve cÏtvrteÂm dnu se uchovajõÂ pro vysÏetrÏenõÂ na
mozÏneÂ defekty. ZÏ ivaÂ mlaÂd'ata se spocÏõÂtajõÂ a celeÂ vrhy se zvaÂzÏõÂ raÂno po porodu, ve 4.a
7.dnu a potom kazÏdyÂ tyÂden do ukoncÏenõÂ studie, kdy jsou zvõÂrÏata zvaÂzÏena
individuaÂlneÏ . PozorujõÂ se a zaznamenaÂvajõÂ vsÏechny abnormality v chovaÂnõÂ a
fyzickeÂm stavu matek a potomstva.

1 .3 .5 Pa t o lo g i e

1 .3 .5 .1 P i tva
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VsÏechna dospeÏ laÂ zvõÂrÏata generacõÂ P a F1 se utraÂcejõÂ, jakmile nenõÂ nutneÂ je deÂle
uchovaÂvat pro posouzenõÂ uÂcÏinkuÊ laÂtky na reprodukci. ZvõÂrÏata generace F1 nevybranaÂ
pro prÏipousÏteÏ nõÂ a vsÏechna zvõÂrÏata generace F2 se utratõÂ po odstavenõÂ.

Po utracenõÂ nebo uÂmrtõÂ se vsÏechna rodicÏovskaÂ zvõÂrÏata P a F1 makroskopicky vysÏetrÏõÂ
na strukturnõÂ abnormality anebo patologickeÂ zmeÏny, se zvlaÂsÏtnõÂ pozornostõÂ
k orgaÂnuÊ m reprodukcÏnõÂho systeÂmu. Mlad'ata uhynulaÂ nebo moribundnõÂ se vysÏetrÏõÂ na
defekty.

1 .3 .5 .2 Hi s topa t o log ic keÂ vysÏ e t rÏ en õÂ

VajecÏnõÂky, deÏ loha, deÏ lozÏnõÂ hrdlo, vagina, varlata, epididymis, semenneÂ kanaÂlky,
koagulacÏnõÂ zÏlaÂzka, prostata, hypofysa a dalsÏõÂ cõÂloveÂ orgaÂny vsÏech zvõÂrÏat generacõÂ P a
F1 se uchovajõÂ pro mikroskopickeÂ vysÏetrÏenõÂ. V prÏõÂpadeÏ , zÏe tyto orgaÂny nebyly
doposud vysÏetrÏeny v jinyÂch mnohadaÂvkovyÂch studiõÂch, provede se mikroskopickeÂ
vysÏetrÏenõÂ u vsÏech P a F1 zvõÂrÏat kontrolnõÂ skupiny a skupiny dostaÂvajõÂcõÂ nejvysÏsÏõÂ
daÂvku, kteraÂ byla vybraÂna pro prÏipousÏteÏ nõÂ, a daÂle u zvõÂrÏat, kteraÂ zemrÏela v pruÊ beÏhu
pokusu. OrgaÂny, ktereÂ jevily abnormality u teÏ chto skupin zvõÂrÏat, se vysÏetrÏõÂ i u zvõÂrÏat
ostatnõÂch daÂvkovyÂch skupin. V teÏ chto prÏõÂpadech se mikroskopicky vysÏetrÏujõÂ vsÏechny
tkaÂneÏ makroskopicky postizÏeneÂ . Jak jizÏ bylo uvedeno, reprodukcÏnõÂ orgaÂny zvõÂrÏat
podezrÏelyÂch z neplodnostõÂ se majõÂ teÂzÏ podrobit mikroskopickeÂ analyze.

2. UÂ DAJE

UÂ daje se sumarizujõÂ v tabulkaÂch, kde je uveden pro kazÏdou daÂvkovou skupinu pocÏet
zvõÂrÏat na zacÏaÂtku pokusu, pocÏet teÏhotnyÂch samic, typ zmeÏn a procento zvõÂrÏat
nesoucõÂch tyto zmeÏ ny.

NumerickeÂ vyÂsledky majõÂ byÂt zpracovaÂny prÏõÂslusÏnou statistickou metodou. MuÊ zÏe se
pouzÏõÂt kteraÂkoliv obecneÏ prÏijõÂmanaÂ statistickaÂ metoda.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o e x p e r i m e n t u

ZpraÂva o experimentu by meÏ la pokud mozÏno obsahovat naÂsledujõÂcõÂ uÂdaje:

- druh /kmen pouzÏityÂch zvõÂrÏat,

- uÂdaje o toxickeÂ odezveÏ v zaÂvislosti na daÂvce a pohlavõÂ, vcÏetneÏ ukazateluÊ

plodnostõÂ, gestace a zÏivotashopnosti,

- dobu uhynutõÂ v pruÊ beÏ hu studie nebo zda zvõÂrÏata prÏezÏila do ukoncÏenõÂ pokusu,

- tabulka uvaÂdeÏ jõÂcõÂ hmotnost u kazÏdeÂho vrhu, pruÊ meÏ rnou hmotnost jednotlivyÂch

mlaÂd'at a individuaÂlnõÂ hmotnost potomkuÊ prÏed utracenõÂm,

- toxickeÂ a dalsÏõÂ uÂcÏinky na reprodukci, potomstvo a postnataÂ lnõÂ ruÊ st,

- den, kdy byly pozorovaÂny jednotliveÂ abnormaÂlnõÂ prÏõÂznaky a jejich dalsÏõÂ vyÂvoj,

- teÏ lesnaÂ hmotnost zvõÂrÏat P a F1 generace, vybranyÂch pro prÏipousÏteÏnõÂ,

- pitevnõÂ naÂlezy,

- detailnõÂ popis vsÏech mikroskopickyÂch naÂlezuÊ , - statistickeÂ zpracovaÂnõÂ vsÏech uÂdajuÊ ,

pokud je mozÏneÂ ,

- diskuse vyÂsledkuÊ ,

- interpretace vyÂsledkuÊ .
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B.36 TOXIKOKINETIKA

1. METODIKA

1 . 1 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ vhodnou cestou. V zaÂvislosti na zameÏ rÏenõÂ studie laÂtka
muÊ zÏe byÂt podaÂvaÂna jednoraÂzoveÏ nebo opakovaneÏ v pruÊ beÏhu stanoveneÂ doby, jedneÂ
nebo neÏ kolika skupinaÂm experimentaÂlnõÂch zvõÂrÏat. LaÂtka resp. jejõÂ metabolity jsou
pak podle uÂcÏelu studie stanovovaÂny v teÏ lnõÂch tekutinaÂch, tkaÂnõÂch anebo v exkretech.

Studie mohou byÂt provaÂdeÏ ny s ªneznacÏenouª cÏi ªznacÏenouª formou testovaneÂ laÂtky.
JestlizÏe je pouzÏito znacÏenõÂ, umõÂstõÂ se tak, aby poskytlo co nejvõÂce informacõÂ o osudu
sloucÏeniny v organismu.

1 . 2 P o p i s t e s t o v a c õÂ m e t o d y

1 .2 .1 PrÏ õÂp r a vy

ZdravaÂ mladaÂ zvõÂrÏata jsou aklimatizovaÂna na laboratornõÂ podmõÂnky nejmeÂneÏ po
dobu peÏ ti dnuÊ prÏed testovaÂnõÂm. PrÏed zahaÂjenõÂm testovaÂnõÂ jsou zvõÂrÏata naÂhodneÏ
rozdeÏ lena do skupin. Pro rÏesÏenõÂ specielnõÂch otaÂzek se muÊ zÏe pouzÏõÂt velmi mladyÂch,
pregnantnõÂch cÏi premedikovanyÂch zvõÂrÏat.

1 . 2 . 2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

1 .2 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

ToxikokinetickeÂ studie se provaÂdeÏ jõÂ na jednom cÏi võÂce vhodnyÂch zÏivocÏisÏnyÂch
druzõÂch. MeÏ ly by se provaÂdeÏ t na druzõÂch uzÏõÂvanyÂch nebo uvazÏovanyÂch pro uzÏitõÂ
v jinyÂch toxikologickyÂch studiõÂch zabyÂvajõÂcõÂch se testovanou laÂtkou. JestlizÏe jsou
pro testovaÂnõÂ pouzÏõÂvaÂni hlodavci, nemeÏ la by byÂt variabilita hmotnosti vysÏsÏõÂ nezÏ
+ 20 % pruÊ meÏ rneÂ hodnoty.

1 .2 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Pro studium absorpce a vylucÏovaÂnõÂ se uzÏije nejprve 4 zvõÂrÏat pro kazÏdou jednotlivou
daÂvku. Pro testovaÂnõÂ nenõÂ daÂvaÂna prÏednost urcÏiteÂmu pohlavõÂ, ale za urcÏityÂch
podmõÂnek muÊ zÏe vzniknout potrÏeba provaÂdeÏ t studie na obou pohlavõÂch. JestlizÏe jsou
nalezeny rozdõÂlneÂ odpoveÏ di u ruÊ znyÂch pohlavõÂ, potom je trÏeba testovat 4 zvõÂrÏata
kazÏdeÂho pohlavõÂ. V prÏõÂpadeÏ ostatnõÂch druhuÊ zvõÂrÏat (jinyÂch nezÏ hlodavcuÊ ) je mozÏneÂ
pouzÏõÂt mensÏõÂ pocÏet zvõÂrÏat.

Je-li studovaÂna tkaÂnÏ ovaÂ distribuce, pak prÏi urcÏenõÂ pocÏaÂtecÏnõÂ velikosti skupiny zvõÂrÏat
je trÏeba braÂt v uÂvahu jak pocÏet zvõÂrÏat, kteraÂ budou utracena v kazÏdeÂm cÏasoveÂm
bodu, tak pocÏet cÏasovyÂch boduÊ v nichzÏ bude testovaÂnõÂ provaÂdeÏno.

Je-li studovaÂn metabolismus, pak velikost skupiny zvõÂrÏat je uÂmeÏ rnaÂ potrÏebaÂm
studie.

Zahrnuje-li studie veÏ tsÏõÂ pocÏet daÂvek a sledovanyÂch cÏasovyÂch intervaluÊ , pak velikost
skupiny zvõÂrÏat by meÏ la pocÏõÂtat s pocÏtem cÏasovyÂch intervaluÊ a plaÂnovanyÂm utraÂcenõÂm
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zvõÂrÏat, ale ve skupineÏ nesmõÂ byÂt meÂneÏ nezÏ 2 zvõÂrÏata. Velikost skupiny zvõÂrÏat by meÏ la
byÂt dostatecÏnaÂ na to, aby pro laÂtku resp. jejõÂ metabolity poskytla prÏijatelneÂ
charakteristiky ve faÂzi retence, rovnovaÂzÏneÂho stavu a deplece.

1 .2 .2 .3 DaÂ vky

V prÏõÂpadeÏ jednoraÂzoveÂho podaÂnõÂ by meÏ ly byÂt pouzÏity nejmeÂneÏ 2 ruÊ zneÂ daÂvky
testovaneÂ laÂtky. MeÏ la by to byÂt nõÂzkaÂ daÂvka laÂtky, po ktereÂ nebyly pozorovaÂny zÏaÂdneÂ
toxickeÂ uÂcÏinky a vysokaÂ daÂvka, po ktereÂ mohou byÂt nalezeny zmeÏny
v toxikokinetickyÂch parametrech nebo kteraÂ vyvolaÂvaÂ toxickeÂ uÂcÏinky.

V prÏõÂpadeÏ opakovaneÂho podaÂvaÂnõÂ je veÏ tsÏinou dostatecÏneÂ podaÂnõÂ nõÂzkyÂch daÂvek
laÂtky. Za urcÏityÂch podmõÂnek muÊ zÏe byÂt nezbytneÂ i podaÂvaÂnõÂ vysokeÂ daÂvky.

1 .2 .2 .4 ZpuÊ sob ap l ikace

ToxikokinetickeÂ studie by meÏ ly byÂt provaÂdeÏny stejnyÂm zpuÊ sobem aplikace a je-li to
vhodneÂ i se stejnyÂm vehikulem tak, jak jsou pouzÏõÂvaÂny v ostatnõÂch toxikologickyÂch
studiõÂch. TestovanaÂ laÂtka je obvykle podaÂvaÂna oraÂlneÏ sondou nebo v potraveÏ ,
aplikovaÂna na kuÊ zÏi, nebo podaÂvaÂna inhalacÏneÏ po urcÏenou dobu skupineÏ
experimentaÂlnõÂch zvõÂrÏat. IntravenosnõÂ podaÂnõÂ testovaneÂ laÂtky muÊ zÏe byÂt uzÏitecÏneÂ pro
stanovenõÂ relativnõÂho vstrÏebaÂvaÂnõÂ prÏi jinyÂch zpuÊ sobech aplikace. NavõÂc, kraÂtce po
intravenosnõÂ aplikaci laÂtky mohou byÂt zõÂskaÂny duÊ lezÏiteÂ informace o distribuci laÂtky
v organismu.

NemeÏ lo by se zapomõÂnat na mozÏnou interferenci vehikula s testovanou laÂtkou.
Pozornost by meÏ la byÂt rovneÏ zÏ veÏnovaÂna rozdõÂluÊ m ve vstrÏebaÂvaÂnõÂ v prÏõÂpadeÏ , je-li
testovanaÂ laÂtka podaÂna sondou nebo v potraveÏ , a potrÏebeÏ prÏesneÂho stanovenõÂ daÂvky,
zvlaÂsÏteÏ je-li testovanaÂ laÂtka podaÂvaÂna v potraveÏ .

1 .2 .2 .5 Doba s le dovaÂ n õÂ

VsÏechna zvõÂrÏata by meÏ la byÂt sledovaÂna denneÏ a prÏõÂznaky toxicity i dalsÏõÂ relevantnõÂ
klinickeÂ uÂdaje zaznamenaÂvaÂny spolu s uÂdaji o jejich pocÏaÂtku, velikosti a trvaÂnõÂ.

1 . 3 P o p i s p o s t u p u

Po zvaÂzÏenõÂ pokusnyÂch zvõÂrÏat je testovanaÂ laÂtka podaÂna zpuÊ sobem prÏimeÏ rÏenyÂm
uÂcÏelu. Ve zduÊ vodneÏ nyÂch prÏõÂpadech je mozÏno nechat zvõÂrÏata prÏed podaÂnõÂm testovaneÂ
laÂtky vyhladoveÏ t.

1 . 3 . 1 A b s o r p c e

Ke sledovaÂnõÂ rychlosti a rozsahu absorpce podaÂvaneÂ laÂtky mohou byÂt pouzÏity ruÊ zneÂ
metody s nebo bez referencÏnõÂ skupiny1, a to naprÏ.:

- stanovenõÂ mnozÏstvõÂ testovaneÂ laÂtky a ev. jejõÂch metabolituÊ v exkretech naprÏ.

v mocÏi, zÏlucÏi, stolici, vydechovaneÂm vzduchu a takeÂ jejõÂch zbytkuÊ v karkasu,

- porovnaÂnõÂ biologickeÂ odpoveÏ di ( naprÏ. studie akutnõÂ toxicity) mezi testovanou a

kontrolnõÂ a prÏõÂpadneÏ referencÏnõÂ skupinou,

1 V teÂto metodeÏ se referencÏnõÂ skupinou rozumõÂ ta, ve ktereÂ je testovanaÂ laÂtka podaÂvaÂna takovyÂm

zpuÊ sobem, kteryÂ zajisÏt'uje uÂplnou biologickou dostupnost daÂvky
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- porovnaÂnõÂ mnozÏstvõÂ laÂtky resp. jejõÂch metabolituÊ vylucÏovanyÂch ledvinami mezi

testovanou a kontrolnõÂ a prÏõÂpadneÏ referencÏnõÂ skupinou,

- stanovenõÂ plochy pod krÏivkou zaÂvislosti koncentracõÂ testovaneÂ laÂtky a ev. jejõÂch

metabolituÊ v plazmeÏ na cÏase a porovnaÂnõÂ s daty zõÂskanyÂmi v referencÏnõÂ skupineÏ .

1 . 3 . 2 Di s t r i b u c e

V soucÏasneÂ dobeÏ jsou dostupneÂ 2 prÏõÂstupy, z nichzÏ pro analyÂzu distribucÏnõÂho
schematu mohou byÂt pouzÏity jeden cÏi oba:

- prÏi pouzÏitõÂ celoteÏ loveÂ autoradiografie lze zõÂskat uzÏitecÏneÂ kvalitativnõÂ informace;

- kvantitativnõÂ informace poskytuje stanovenõÂ koncentracõÂ a mnozÏstvõÂ testovaneÂ

laÂtky a ev. jejõÂch metabolituÊ v tkaÂnõÂch a orgaÂnech zõÂskanyÂch ze zvõÂrÏat v ruÊ znyÂch
cÏasovyÂch intervalech po zahaÂjenõÂ expozice.

1 .3 .3 V y lu cÏ o vaÂ n õÂ

PrÏi studiu vylucÏovaÂnõÂ se sbõÂraÂ mocÏ, stolice, vydechovanyÂ vzduch, v urcÏityÂch
prÏõÂpadech zÏlucÏ. MnozÏstvõÂ testovaneÂ laÂtky a ev. jejõÂch metabolituÊ se v teÏ chto
exkretech stanovuje neÏ kolikraÂt po podaÂnõÂ laÂtky, a to bud' do vyloucÏenõÂ 95 %
z podaneÂho mnozÏstvõÂ nebo nejvyÂsÏe 7 dnuÊ od pocÏaÂtku vylucÏovaÂnõÂ.

Ve specielnõÂch prÏõÂpadech muÊ zÏe byÂt potrÏebneÂ sledovat takeÂ vylucÏovaÂnõÂ testovaneÂ
laÂtky v mleÂce v dobeÏ laktace testovanyÂch zvõÂrÏat.

1 . 3 . 4 M e t ab o l i s m u s

K urcÏenõÂ rozsahu a schematu metabolismu laÂtky se biologickeÂ vzorky analyzujõÂ
vhodnyÂmi technikami. MeÏ la by byÂt objasneÏna struktura metabolituÊ a navrzÏeno
odpovõÂdajõÂcõÂ metabolickeÂ schema tam, kde je trÏeba odpoveÏdeÏ t na otaÂzky
z prÏedchaÂzejõÂcõÂch toxikologickyÂch studiõÂ. Pro zõÂskaÂnõÂ informacõÂ o metabolismu
muÊ zÏe byÂt prospeÏ sÏneÂ provedenõÂ in vitro studiõÂ.

DalsÏõÂ informace o vztahu mezi metabolismem a toxicitou laÂtky lze zõÂskat
z biochemickyÂch studiõÂ naprÏ. studiem uÂcÏinkuÊ laÂtky na enzymy metabolickeÂho
systeÂmu, sledovaÂnõÂm poklesu endogennõÂch neproteinovyÂch sloucÏenin obsahujõÂcõÂch -
SH skupiny a nebo vazby laÂtky na makromolekuly.

2. UÂ DAJE

ZõÂskaneÂ uÂdaje se podle typu provaÂdeÏneÂ studie sumarizujõÂ v tabulkaÂch, pokud mozÏno
doplneÏ nyÂch grafickyÂm znaÂzorneÏ nõÂm.

Pro kazÏdou testovanou skupinu se uvedou pruÊ meÏ ry a charakteristiky variability ve
vztahu k cÏasu, daÂvce, tkaÂni a orgaÂnuÊ m (pokud je to relevantnõÂ). StupenÏ vstrÏebaÂnõÂ a
mnozÏstvõÂ a rychlost vylucÏovaÂnõÂ se stanovõÂ vhodnyÂmi metodami. V prÏõÂpadeÏ
metabolickyÂch studiõÂ by meÏ la byÂt identifikovaÂna struktura metabolituÊ a navrzÏeny
metabolickeÂ cesty studovaneÂ laÂtky.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3 . 1 Z p r aÂ v a o p r uÊ b eÏ h u p o k u s u

Podle typu provaÂdeÏ neÂ studie by zpraÂva o testu meÏ la obsahovat pokud mozÏno
naÂsledujõÂcõÂ uÂdaje:
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- zÏivocÏisÏnyÂ druh, kmen, zdroj, zÏivotnõÂ podmõÂnky, vyÂzÏiva,

- charakteristika znacÏeneÂho materiaÂ lu, jestlizÏe byl pouzÏit,

- velikost daÂvky a intervaly podaÂnõÂ,

- zpuÊ sob(y) podaÂnõÂ a vsÏechna pouzÏitaÂ vehikula,

- toxickeÂ a i ostatnõÂ pozorovaneÂ uÂcÏinky,

- metody stanovenõÂ testovaneÂ laÂtky a ev. jejõÂch metabolituÊ v biologickeÂm materiaÂ lu
vcÏetneÏ vydechovaneÂho vzduchu,

- tabulky vyÂsledkuÊ rozdeÏ leneÂ podle pohlavõÂ, daÂvky, rezÏimu, cÏasu, tkaÂnõÂ a orgaÂnuÊ ,

- uvedenõÂ rozsahu vstrÏebaÂvaÂnõÂ a vylucÏovaÂnõÂ v zaÂvislosti na cÏase,

- metody uzÏiteÂ pro charakterizaci a identifikaci metabolituÊ v biologickeÂm materiaÂ lu,

- metody uzÏiteÂ pro biochemickaÂ stanovenõÂ tyÂkajõÂcõÂ se metabolismu,

- navrhovaneÂ schema pro metabolismus,

- diskusi vyÂsledkuÊ ,

- interpretaci vyÂsledkuÊ .
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B.37 POZDNIÂ NEUROTOXITA ORGANICKYÂ CH SLOUCÏ ENIN FOSFORU
- AKUTNIÂ EXPOZICE

1. METODA

1 . 1 UÂ v o d

PrÏi stanovenõÂ a vyhodnocenõÂ toxickyÂch uÂcÏinkuÊ laÂtek je duÊ lezÏiteÂ vzõÂt v uÂvahu
schopnost urcÏiteÂ skupiny laÂtek vyvolat specifickyÂ typ neurotoxicity, kteryÂ nemuÊ zÏe
byÂt zjisÏteÏ n v jinyÂch studiõÂch toxicity. U urcÏityÂch organickyÂch sloucÏenin fosforu byly
pozorovaÂny zpozÏdeÏ neÂ projevy neurotoxicity a majõÂ byÂt testovaÂny touto metodou.

VysÏetrÏovacõÂ testy in vitro mohou byÂt pouzÏity pro vyhledaÂvaÂnõÂ laÂtek, ktereÂ mohou
vyvolat pozdnõÂ polyneuropatii. NegativnõÂ naÂlez z in vitro studiõÂ vsÏak nenõÂ mozÏno
povazÏovat za duÊ kaz, zÏe laÂtka nenõÂ neurotoxickaÂ .

1 . 2 D e f i n i c e

Do skupiny laÂtek oznacÏenyÂch v naÂzvu teÂto metody jako ªorganickeÂ sloucÏeniny
fosforuª patrÏõÂ elektricky neutraÂ lnõÂ organickeÂ estery, thioestery nebo anhydridy
kyseliny fosforecÏneÂ , fosfonoveÂ nebo amidofosforecÏneÂ nebo prÏõÂslusÏnyÂch kyselin
thiofosforecÏnyÂch, thiofosfonovyÂch nebo amidothiofosforecÏnyÂch, nebo jineÂ laÂtky,
ktereÂ mohou zpuÊ sobit pozdnõÂ neurotoxicitu, pozorovanou u neÏkteryÂch laÂtek teÂto
skupiny.

PozdnõÂ neurotoxicita je syndrom projevujõÂcõÂ se ataxiõÂ, distaÂ lnõÂ axonopatiõÂ, zmeÏnami
v mõÂsÏe a perifernõÂm nervu s pozdnõÂm pocÏaÂtkem teÏ chto prÏõÂznakuÊ , a daÂle inhibicõÂ a
staÂrnutõÂm specifickeÂ esteraÂzy - NTE (neuropathy target esterase) v nervoveÂ tkaÂni.

1 . 3 R e f e r e n cÏ n õÂ l aÂ t k y

ReferencÏnõÂ laÂtka muÊ zÏe byÂt testovaÂna na pozitivnõÂ kontrolnõÂ skupineÏ k pruÊ kazu, zÏe
v laboratornõÂch podmõÂnkaÂch se reakce testovanyÂch druhuÊ podstatneÏ nezmeÏ nila.

PrÏõÂkladem sÏiroce pouzÏõÂvaneÂ laÂtky s pozdnõÂm neurotoxickyÂm uÂcÏinkem je
tri-o-tolylfosfaÂt (CAS 78-30-8, EINECS 201-103-5, chemickyÂ naÂzev:
tris(2-metylfenyl)ester kyseliny fosforecÏneÂ , syn: tri-o-kresylfosfaÂt (TOCP).

1 . 4 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ oraÂlneÏ v jedineÂ daÂvce slepicõÂm, chraÂneÏnyÂm prÏed
mozÏnyÂmi akutnõÂmi cholinergnõÂmi uÂcÏinky. ZvõÂrÏata se po dobu 21 dnuÊ pozorujõÂ,
zaznamenaÂvaÂ se abnormaÂlnõÂ chovaÂnõÂ, ataxie a pareÂza. BiochemickeÂ vysÏetrÏenõÂ,
zvlaÂsÏteÏ inhibice NTE, se provaÂdõÂ u slepic naÂhodneÏ vybranyÂch z kazÏdeÂ skupiny,
obvykle 24 a 48 hodin po podaÂnõÂ laÂtky. 21 dnuÊ po podaÂnõÂ laÂtky jsou zbyÂvajõÂcõÂ
slepice utraceny a je provedeno histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ vybranyÂch nervovyÂch
tkaÂnõÂ.

1 . 5 P o p i s m e t o d y t e s t o v aÂ n õÂ

1 . 5 . 1 PrÏ õÂp r a va
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MladeÂ zdraveÂ dospeÏ leÂ slepice bez interferujõÂcõÂch virovyÂch onemocneÏnõÂ a
farmakologickeÂ leÂcÏby a s normaÂlnõÂ chuÊ zõÂ se naÂhodneÏ prÏirÏadõÂ do experimentaÂlnõÂ a
kontrolnõÂ skupiny. NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed zahaÂjenõÂm studie jsou zvõÂrÏata chovaÂna
v podmõÂnkaÂch chovu a krmenõÂ, v jakyÂch budou beÏhem experimentu.

PouzÏõÂvajõÂ se dostatecÏneÏ velkeÂ klece nebo ohrady umozÏnÏ ujõÂcõÂ volnyÂ pohyb slepic a
snadneÂ pozorovaÂnõÂ chuÊ ze.

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ oraÂlneÏ sondou, zÏelatinovyÂmi tobolkami nebo jinou
srovnatelnou metodou. Tekutiny se podaÂvajõÂ nerÏedeÏneÂ nebo rozpusÏteÏneÂ v vhodneÂm
vehikulu jako je naprÏ. kukurÏicÏnyÂ olej, pevneÂ se doporucÏuje rozpustit, nebot' velkeÂ
daÂvky pevnyÂch laÂtek v zÏelatinovyÂch tobolkaÂch by se nemusely dostatecÏneÏ vstrÏebat.
U nevodnyÂch nosicÏuÊ musõÂ byÂt znaÂmy nebo urcÏeny prÏed testem jejich toxikologickeÂ
vlastnosti.

1 . 6 E x p e r i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂ n k y

1.6.1.1 P o k u s n aÂ z v õÂ rÏ a t a

DoporucÏuje se mladaÂ nosnice kura domaÂcõÂho (Gallus gallus domesticus) ve veÏku
8 azÏ 12 meÏ sõÂcuÊ . PouzÏõÂvajõÂ se plemena o standardnõÂ velikosti a chovajõÂ se za
podmõÂnek, ktereÂ dovolujõÂ volnyÂ pohyb.

1.6.1.2 P o cÏ e t a p o h l a v õÂ

KromeÏ testovacõÂ skupiny se pouzÏije jak kontrolnõÂ skupina s vehikulem, tak pozitivnõÂ
kontrolnõÂ skupina. S vyÂjimkou aplikace testovaneÂ laÂtky se se zvõÂrÏaty v kontrolnõÂ
skupineÏ zachaÂzõÂ stejneÏ jako s pokusnyÂmi.

V kazÏdeÂ skupineÏ maÂ byÂt dostatecÏnyÂ pocÏet slepic, aby asponÏ sÏest z nich mohlo byÂt
utraceno pro biochemickeÂ vysÏetrÏenõÂ (po trÏech prvyÂ a druhyÂ den po podaÂnõÂ) a sÏest
prÏezÏilo 21 dennõÂ pozorovaÂnõÂ.

PozitivnõÂ kontrolnõÂ skupina se muÊ zÏe testovat soubeÏ zÏneÏ nebo se muÊ zÏe pouzÏõÂt
kontrolnõÂ skupina z nedaÂvneÂ historie. MaÂ mõÂt asponÏ sÏest slepic, kteryÂm se podaÂvaÂ
laÂtka vyvolaÂvajõÂcõÂ pozdnõÂ neurotoxicitu, trÏi slepice jsou urcÏeny pro biochemii a trÏi
slepice pro histologii. DoporucÏuje se periodicky doplnÏ ovat historickeÂ uÂdaje, kdyzÏ se
v provaÂdeÏ jõÂcõÂ laboratorÏi zmeÏ nõÂ neÏkteryÂ ze zaÂkladnõÂch prvkuÊ testu (naprÏ. plemeno,
potrava, podmõÂnky chovu).

1.6.1.3 V o l b a d aÂ v e k

MaÂ byÂt provedena prÏedbeÏ zÏnaÂ studie s vyuzÏitõÂm prÏõÂslusÏneÂho pocÏtu slepic a skupin
v ruÊ znyÂch uÂrovnõÂch daÂvek, aby se dala stanovit uÂ rovenÏ , kteraÂ bude pouzÏita v hlavnõÂ
studii. UrcÏitaÂ uÂmrtnost je v teÂto prÏedbeÏ zÏneÂ studii nezbytnaÂ pro stanovenõÂ prÏimeÏ rÏeneÂ
daÂvky v hlavnõÂ studii. Aby se zabraÂnilo uÂmrtõÂ pro akutnõÂ cholinergnõÂ uÂcÏinky,
pouzÏõÂvaÂ se atropin nebo jinyÂ ochrannyÂ prÏõÂpravek, o ktereÂm je znaÂmo, zÏe
neinterferuje s pozdnõÂmi neurotoxickyÂmi uÂcÏinky. K odhadu maximaÂlnõÂ neletaÂ lnõÂ
daÂvky testovanyÂch laÂtek muÊ zÏe byÂt pouzÏito ruÊ znyÂch typuÊ testovacõÂch metod (viz
metoda B.l bis). HistorickeÂ uÂdaje pro slepice nebo jineÂ toxikologickeÂ informace
mohou byÂt takeÂ naÂpomocneÂ prÏi vyÂbeÏ ru daÂvky.
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UÂ rovenÏ daÂvky testovaneÂ laÂtky v hlavnõÂ studii by meÏ la byÂt co nejvysÏsÏõÂ s prÏihleÂdnutõÂm

k vyÂsledkuÊ m prÏedbeÏ zÏneÂ studie vyÂbeÏ ru daÂvky a hornõÂmu limitu daÂvky 2000 mg.kg-1

teÏ lesneÂ hmotnosti. PrÏõÂpadneÂ uÂhyny by nemeÏ ly ovlivnit prÏezÏitõÂ dostatecÏneÂho pocÏtu
zvõÂrÏat pro biochemii (sÏest) a po 21 dnech pro histologii (sÏest). Atropin nebo jinyÂ
ochrannyÂ prÏõÂpravek, o ktereÂm je znaÂmo, zÏe neinterferuje s pozdnõÂmi neurotoxickyÂmi
uÂcÏinky, se maÂ pouzÏit jako ochrana prÏed akutnõÂmi cholinergnõÂmi uÂcÏinky.

1.6.1.4 L i m i t n õÂ t e s t

JestlizÏe test s daÂvkou nejmeÂneÏ 2000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti, za pouzÏitõÂ postupuÊ
popsanyÂch pro tuto studii, nevyvolaÂ zÏaÂdneÂ pozorovaneÂ toxickeÂ uÂcÏinky a jestlizÏe
podle uÂdajuÊ u laÂtek s prÏõÂbuznou strukturou nenõÂ duÊ vod toxicitu ocÏekaÂvat, pak nenõÂ
trÏeba uvazÏovat o studii s podaÂnõÂm vysÏsÏõÂ daÂvky. LimitnõÂ test se neprovaÂdõÂ, pokud
expozice vyskytujõÂcõÂ se u lidõÂ naznacÏuje potrÏebu pouzÏitõÂ jesÏteÏ vysÏsÏõÂ uÂ rovneÏ daÂvky.

1.6.1.5 D o b a p o z o r o v aÂ n õÂ

Doba pozorovaÂnõÂ je 21 dnuÊ .

1 . 6 . 2 Po p i s p o s t u p u

Po aplikaci prostrÏedku, ochranÏ ujõÂcõÂho prÏed uÂmrtõÂm na naÂsledky akutnõÂho
cholinergnõÂho uÂcÏinku, je testovanaÂ laÂtka podaÂna v jedineÂ daÂvce.

1.6.2.1 V sÏ e o b e c n eÂ p o z o r o v aÂ n õÂ

PozorovaÂnõÂ maÂ zacÏõÂt okamzÏiteÏ po podaÂnõÂ laÂtky. VsÏechny slepice se pecÏliveÏ pozorujõÂ
neÏkolikraÂt v pruÊ beÏ hu prvnõÂch dvou dnuÊ a pak asponÏ jednou denneÏ po dobu 21 dnõÂ
nebo dokud nebudou utraceny podle plaÂnu. VesÏkereÂ prÏõÂznaky toxicity se
zaznamenaÂvajõÂ, vcÏetneÏ naÂstupu, typu, stupneÏ a trvaÂnõÂ abnormaÂlnõÂho chovaÂnõÂ. Ataxie
se hodnotõÂ podle nejmeÂneÏ cÏtyrÏstupnÏ oveÂ porÏadoveÂ stupnice a zaznamenaÂvaÂ se pareÂza.
NejmeÂneÏ dvakraÂt tyÂdneÏ se slepice vykazujõÂcõÂ patologickeÂ zmeÏny vyjmou z klecõÂ a
vystavõÂ nuceneÂ motorickeÂ aktiviteÏ jako naprÏ. vystupovaÂnõÂ po zÏebrÏõÂku, aby se
usnadnilo posouzenõÂ minimaÂlnõÂch toxickyÂch uÂcÏinkuÊ . UmõÂrajõÂcõÂ zvõÂrÏata a zvõÂrÏata se
zaÂvazÏnyÂmi a prÏetrvaÂvajõÂcõÂmi prÏõÂznaky stresu a bolesti je trÏeba vyrÏadit, humaÂnnõÂm
zpuÊ sobem utratit a pitvat.

1.6.2.2 T eÏ l e s n aÂ h m o t n o s t

VsÏechny slepice se zvaÂzÏõÂ teÏ sneÏ prÏed podaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky a pak asponÏ jednou
tyÂdneÏ .

1.6.2.3 B i o c h e m i e

SÏ est slepic naÂhodneÏ vybranyÂch z kazÏdeÂ testovaneÂ a kontrolnõÂ skupiny s vehikulem a
trÏi slepice z pozitivnõÂ kontrolnõÂ skupiny (je-li skupina pouzÏita) se usmrtõÂ v prvnõÂch
dnech po aplikaci laÂtky. Pro analyÂzu inhibice NTE se vyjmou mozek a lumbaÂlnõÂ
mõÂcha. Je vhodneÂ vypreparovat takeÂ n. ischiadicus a analyzovat jeho tkaÂnÏ na inhibici
NTE. BeÏ zÏneÏ se usmrcujõÂ trÏi slepice z kontrolnõÂ a kazÏdeÂ testovaneÂ skupiny po
24 hodinaÂch a dalsÏõÂ trÏi po 48 hodinaÂch, trÏi slepice z pozitivnõÂ kontrolnõÂ skupiny se
usmrcujõÂ pouze po 24 hodinaÂch. JestlizÏe pozorovaÂnõÂ klinickyÂch prÏõÂznakuÊ naznacÏuje,
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zÏe toxickaÂ laÂtka se v organismu pohybuje velmi pomalu (hodnotõÂ se naÂstup
cholinergnõÂch prÏõÂznakuÊ ), pak je vyÂhodneÏ jsÏõÂ odebrat vzorky tkaÂneÏ dvakraÂt ze trÏõÂ
zvõÂrÏat, a to mezi 24 azÏ 72 hodinami po podaÂnõÂ laÂtky.

U teÏ chto vzorkuÊ tkaÂneÏ se prÏõÂpadneÏ provede takeÂ analyÂza acetylcholinesteraÂzy
(AChE). In vivo muÊ zÏe vsÏak nastat spontaÂnnõÂ reaktivace AChE, cozÏ muÊ zÏe veÂst
k podceneÏ nõÂ laÂtky jako inhibitoru AChE.

1.6.2.4 P i t v a

Pitva vsÏech zvõÂrÏat (plaÂnovaneÏ usmrcenyÂch i utracenyÂch pro sÏpatnyÂ celkovyÂ stav)
zahrnuje makroskopickeÂ posouzenõÂ stavu mozku a mõÂchy.

1.6.2.5 H i s t o p a t o l o g i c k eÂ v y sÏ e t rÏ e n õÂ

NervovaÂ tkaÂnÏ z prÏezÏivsÏõÂch zvõÂrÏat (nepouzÏityÂch pro biochemickeÂ studie) se
histologicky vysÏetrÏõÂ. TkaÂneÏ se fixujõÂ in situ za pouzÏitõÂ perfuÂznõÂch technik. OdebõÂraÂ
se: mozecÏek (strÏednõÂ podeÂlnyÂ rÏez), prodlouzÏenaÂ mõÂcha, mõÂcha - rÏezy mõÂchy se
provaÂdeÏ jõÂ v hornõÂ krcÏnõÂ cÏaÂsti, strÏednõÂ hrudnõÂ a lumbosakraÂlnõÂ, z perifernõÂch nervuÊ se
odebõÂraÂ distaÂ lnõÂ cÏaÂst z n. tibialis (a jeho veÏ tve k m.gastrocnemius) a z n. ischiadicus.
RÏ ezy se barvõÂ specifickyÂmi barvivy na myelin a axony.

2. SBEÏ R A ZAÂ ZNAM UÂ DAJUÊ

NegativnõÂ vyÂsledky o uÂcÏincõÂch sledovanyÂch touto metodou (biochemie,
histopatologie a zmeÏ ny chovaÂnõÂ) beÏ zÏneÏ nevyzÏadujõÂ dalsÏõÂ testovaÂnõÂ na pozdnõÂ
neurotoxicitu. NepruÊ kazneÂ nebo neurcÏiteÂ vyÂsledky mohou vyzÏadovat dalsÏõÂ
sledovaÂnõÂ.

UvaÂdeÏ jõÂ se uÂdaje pro jednotlivaÂ zvõÂrÏata. UÂ daje se daÂle sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ musõÂ
byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu patrnyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku pokusu a
pocÏet zvõÂrÏat jevõÂcõÂch posÏkozenõÂ, zmeÏny chovaÂnõÂ nebo biochemickeÂ uÂcÏinky, typy a
stupenÏ teÏ chto posÏkozenõÂ nebo uÂcÏinkuÊ a procento zvõÂrÏat vykazujõÂcõÂch kazÏdyÂ typ a
stupenÏ posÏkozenõÂ nebo uÂcÏinku.

VyÂsledky studie se vyhodnotõÂ z hlediska vyÂskytu, zaÂvazÏnosti a korelace mezi
zmeÏ nami chovaÂnõÂ, biochemickyÂmi a histopatologickyÂmi naÂlezy a dalsÏõÂmi
pozorovanyÂmi jevy u testovanyÂch a kontrolnõÂch skupin.

CÏ õÂselneÂ vyÂsledky je trÏeba vyhodnotit vhodnou a obecneÏ uznaÂvanou statistickou
metodou. StatistickeÂ metody se zvolõÂ jizÏ v dobeÏ plaÂnovaÂnõÂ studie.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

ZpraÂva o pruÊ beÏhu pokusu

ZpraÂva o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byÂt zõÂskaÂny :

TestovanaÂ zvõÂrÏata:
- pouzÏiteÂ plemeno;
- pocÏet a staÂrÏõÂ zvõÂrÏat;
- zdroj, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ atd.;
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- hmotnosti jednotlivyÂch zvõÂrÏat na zacÏaÂtku studie.

PodmõÂnky testovaÂnõÂ:
- podrobneÂ uÂdaje o prÏõÂpraveÏ , stabiliteÏ a homogeniteÏ testovaneÂ laÂtky;
- zduÊ vodneÏ nõÂ vyÂbeÏ ru vehikula;
- podrobneÂ uÂdaje o zpuÊ sobu aplikace testovaneÂ laÂtky;
- podrobneÂ uÂdaje o potraveÏ a kvaliteÏ vody;
- zduÊ vodneÏ nõÂ vybraneÂ uÂ rovneÏ daÂvek;
- specifikace podaÂvanyÂch daÂvek, vcÏetneÏ podrobnyÂch uÂdajuÊ o vehikulu, objemu a

fyzikaÂlnõÂ formeÏ aplikovaneÂ laÂtky;
- podrobneÂ uÂdaje o podaÂnõÂ ochranneÂho prÏõÂpravku.

VyÂsledky:
- uÂdaje o teÏ lesneÂ hmotnosti;
- uÂdaje o toxickyÂch odpoveÏ dõÂch podle daÂvkovyÂch skupin, vcÏetneÏ uÂmrtnosti;
- charakter, stupenÏ a trvaÂnõÂ klinickyÂch prÏõÂznakuÊ (at' vratnyÂch nebo nevratnyÂch);
- podrobnyÂ popis biochemickyÂch vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky;
- pitevnõÂ naÂlezy;
- podrobnyÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ;
- statistickeÂ vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ , u kteryÂch je to mozÏneÂ .

Diskuse vyÂsledkuÊ

HodnocenõÂ a Interpretace.

4. LITERATURA

Tato metoda je analogickaÂ s metodou OECD TG 418.
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B.38 POZDNIÂ NEUROTOXITA ORGANICKYÂ CH SLOUCÏ ENIN FOSFORU
28DENNIÂ OPAKOVANAÂ EXPOZICE

1. METODA

1 . 1 UÂ v o d

PrÏi stanovenõÂ a vyhodnocenõÂ toxickyÂch uÂcÏinkuÊ laÂtek je duÊ lezÏiteÂ vzõÂt v uÂvahu
schopnost urcÏiteÂ skupiny laÂtek vyvolat specifickyÂ typ neurotoxicity, kteryÂ nemuÊ zÏe
byÂt zjisÏteÏ n v jinyÂch studiõÂch toxicity. U urcÏityÂch organickyÂch sloucÏenin fosforu
byly pozorovaÂny zpozÏdeÏ neÂ projevy neurotoxicity a majõÂ byÂt testovaÂny touto
metodou.

VysÏetrÏovacõÂ testy in vitro mohou byÂt pouzÏity pro vyhledaÂvaÂnõÂ laÂtek, ktereÂ mohou
vyvolat pozdnõÂ polyneuropatii. NegativnõÂ naÂlez z in vitro studiõÂ vsÏak nenõÂ mozÏno
povazÏovat za duÊ kaz, zÏe laÂtka nenõÂ neurotoxickaÂ .

Tento 28dennõÂ test pozdnõÂ neurotoxicity poskytuje informace o mozÏneÂm
zdravotnõÂm riziku vznikajõÂcõÂm z expozic opakovanyÂch beÏhem urcÏiteÂho kraÂtkeÂho
cÏasoveÂho obdobõÂ. Poskytne informace o zaÂvislosti odpoveÏdi na daÂvce a muÊ zÏe
poskytnout odhad rozpeÏ tõÂ daÂvkovyÂch uÂrovnõÂ, ve ktereÂm nejsou pozorovaÂny zÏaÂdneÂ
neprÏõÂzniveÂ uÂcÏinky. Tato uÂrovenÏ se pouzÏõÂvaÂ pro stanovenõÂ kriteÂriõÂ bezpecÏneÂ
expozice.

1 . 2 D e f i n i c e

Do skupiny laÂtek oznacÏenyÂch v naÂzvu teÂto metody jako ªorganickeÂ sloucÏeniny
fosforuª patrÏõÂ elektricky neutraÂ lnõÂ organickeÂ estery, thioestery nebo anhydridy
kyseliny fosforecÏneÂ , fosfonoveÂ nebo amidofosforecÏneÂ nebo prÏõÂslusÏnyÂch kyselin
thiofosforecÏnyÂch, thiofosfonovyÂch nebo amidothiofosforecÏnyÂch, nebo jineÂ laÂtky,
ktereÂ mohou zpuÊ sobit pozdnõÂ neurotoxicitu, pozorovanou u neÏkteryÂch laÂtek teÂto
skupiny.

PozdnõÂ neurotoxicita je syndrom projevujõÂcõÂ se ataxiõÂ, distaÂ lnõÂ axonopatiõÂ, zmeÏnami
v mõÂsÏe a perifernõÂm nervu s pozdnõÂm pocÏaÂtkem teÏ chto prÏõÂznakuÊ , a daÂle inhibicõÂ a
staÂrnutõÂm specifickeÂ esteraÂzy ± NTE (neuropathy target esterase) v nervoveÂ tkaÂni.

1 . 3 P r i n c i p t e s t o v a c õÂ m e t o d y

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ denneÏ oraÂlneÏ slepicõÂm po dobu 28 dnuÊ . ZvõÂrÏata jsou
sledovaÂna nejmeÂneÏ jednou denneÏ , zaznamenaÂvaÂ se abnormaÂlnõÂ chovaÂnõÂ, ataxie a
pareÂza jesÏteÏ 14 dnuÊ po poslednõÂ daÂvce. BiochemickeÂ vysÏetrÏenõÂ, zvlaÂsÏteÏ inhibice
NTE, se provaÂdõÂ u slepic naÂhodneÏ vybranyÂch z kazÏdeÂ skupiny 24 a 48 hodin po
poslednõÂm podaÂnõÂ laÂtky. Dva tyÂdny po poslednõÂ daÂvce jsou zbyÂvajõÂcõÂ slepice
utraceny a je provedeno histopatologickeÂ vysÏetrÏenõÂ vybranyÂch nervovyÂch tkaÂnõÂ.

1 . 4 P o p i s t e s t o v a c õÂ m e t o d y

1 .4 .1 PrÏ õÂp r a va
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MladeÂ zdraveÂ dospeÏ leÂ slepice bez interferujõÂcõÂch virovyÂch onemocneÏnõÂ a
farmakologickeÂ leÂcÏby a s normaÂlnõÂ chuÊ zõÂ se naÂhodneÏ prÏirÏadõÂ do experimentaÂlnõÂ a
kontrolnõÂ skupiny. NejmeÂneÏ 5 dnõÂ prÏed zahaÂjenõÂm studie jsou zvõÂrÏata chovaÂna
v podmõÂnkaÂch chovu a krmenõÂ, v jakyÂch budou beÏhem experimentu.

PouzÏõÂvajõÂ se dostatecÏneÏ velkeÂ klece nebo ohrady umozÏnÏ ujõÂcõÂ volnyÂ pohyb slepic a
snadneÂ pozorovaÂnõÂ chuÊ ze.

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ oraÂlneÏ , denneÏ 7 dnõÂ v tyÂdnu, bud' sondou, zÏelatinovyÂmi
tobolkami nebo jinou srovnatelnou metodou. Tekutiny se podaÂvajõÂ nerÏedeÏneÂ nebo
rozpusÏteÏ neÂ ve vhodneÂm vehikulu jako je naprÏ. kukurÏicÏnyÂ olej. PevneÂ se
doporucÏuje rozpustit, nebot' velkeÂ daÂvky pevnyÂch laÂtek v zÏelatinovyÂch tobolkaÂch
by se nemusely dostatecÏneÏ vstrÏebat. U nevodnyÂch nosicÏuÊ musõÂ byÂt znaÂmy nebo
urcÏeny prÏed testem jejich toxikologickeÂ vlastnosti.

1 . 4 . 2 E x p er i m e n t aÂ l n õÂ p o d m õÂn k y

l . 4 .2 .1 PokusnaÂ zv õÂrÏ a ta

DoporucÏuje se mladaÂ nosnice kura domaÂcõÂho (Gallus gallus domesticus) ve veÏku
8 azÏ 12 meÏ sõÂcuÊ . PouzÏõÂvajõÂ se plemena o standardnõÂ velikosti a chovajõÂ se za
podmõÂnek, ktereÂ dovolujõÂ volnyÂ pohyb.

1 .4 .2 .2 PocÏ e t a poh l av õÂ

Je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ trÏi uÂ rovneÏ daÂvek a jednu kontrolnõÂ skupinu s vehikulem.
S vyÂjimkou aplikace testovaneÂ laÂtky se se zvõÂrÏaty v kontrolnõÂ skupineÏ zachaÂzõÂ
stejneÏ jako s pokusnyÂmi.

V kazÏdeÂ skupineÏ maÂ byÂt dostatecÏnyÂ pocÏet slepic, aby asponÏ sÏest z nich mohlo byÂt
utraceno pro biochemickeÂ vysÏetrÏenõÂ (po trÏech v kazÏdeÂm ze dvou cÏasovyÂch boduÊ ) a
sÏest prÏezÏilo cÏtrnaÂctidennõÂ pozorovaÂnõÂ po ukoncÏenõÂ expozice.

1 .4 .2 .3 Volba daÂ vek

DaÂvkoveÂ uÂ rovneÏ se zvolõÂ s prÏihleÂdnutõÂm ke trÏem vyÂsledkuÊ m z akutnõÂho testu na
pozdnõÂ neurotoxicitu a k dalsÏõÂm uÂdajuÊ m o toxiciteÏ nebo kinetice testovaneÂ laÂtky.
NejvysÏsÏõÂ uÂ rovenÏ daÂvky maÂ vyvolat toxickeÂ uÂcÏinky, nejleÂpe prÏõÂznaky pozdnõÂ
neurotoxicity, nezpuÊ sobit zÏaÂdneÂ uhynutõÂ ani zrÏejmeÂ utrpenõÂ. DaÂle se zvolõÂ rÏada
klesajõÂcõÂch daÂvek zpuÊ sobem, kteryÂ umozÏnõÂ sledovat zaÂvislost uÂcÏinku na daÂvce.
NejnizÏsÏõÂ daÂvka by nemeÏ la vyvolat zÏaÂdneÂ prÏõÂznaky toxicity.

l . 4 .2 .4 Limi tn õÂ t e s t

JestlizÏe test s daÂvkou nejmeÂneÏ 1000 mg.kg-1 teÏ lesneÂ hmotnosti a den, za pouzÏitõÂ
postupuÊ popsanyÂch pro tuto studii, nevyvolaÂ zÏaÂdneÂ pozorovaneÂ toxickeÂ uÂcÏinky a
jestlizÏe podle uÂdajuÊ u laÂtek s prÏõÂbuznou strukturou nenõÂ duÊ vod toxicitu ocÏekaÂvat,
pak nenõÂ trÏeba uvazÏovat o studii s podaÂnõÂm vysÏsÏõÂ daÂvky. LimitnõÂ test se neprovaÂdõÂ,
pokud expozice vyskytujõÂcõÂ se u lidõÂ naznacÏuje potrÏebu pouzÏitõÂ jesÏteÏ vysÏsÏõÂ uÂ rovneÏ
daÂvky.
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1 .4 .2 .5 Doba pozorovaÂ n õÂ

VsÏechna zvõÂrÏata se pozorujõÂ nejmeÂneÏ jednou denneÏ po dobu expozice a 14 dnuÊ po
nõÂ, nebo do utracenõÂ a do pitvy podle plaÂnu.

1 .4 .3 Po p i s p o s t u p u

TestovanaÂ laÂtka se podaÂvaÂ sedm dnõÂ v tyÂdnu po 28 dnuÊ .

1 .4 .3 .1 VsÏ eobe cneÂ pozorovaÂ n õÂ

PozorovaÂnõÂ maÂ zacÏõÂt okamzÏiteÏ po zacÏaÂtku podaÂnõÂ laÂtky. VsÏechny slepice se pecÏliveÏ
pozorujõÂ nejmeÂneÏ jednou denneÏ po 28 dnuÊ a dalsÏõÂch 14 dnuÊ po ukoncÏenõÂ aplikace,
do utracenõÂ podle plaÂnu. VesÏkereÂ prÏõÂznaky toxicity se zaznamenaÂvajõÂ, vcÏetneÏ
naÂstupu, typu, stupneÏ a trvaÂnõÂ. PozorovaÂnõÂ maÂ zahrnovat abnormality chovaÂnõÂ, ale
nemaÂ se na neÏ omezovat. Ataxie se hodnotõÂ podle nejmeÂneÏ cÏtyrÏstupnÏ oveÂ porÏadoveÂ
stupnice, zaznamenaÂvaÂ se pareÂza. NejmeÂneÏ dvakraÂt tyÂdneÏ se slepice vyjmou
z klecõÂ a vystavõÂ nuceneÂ motorickeÂ aktiviteÏ , jako naprÏ. vystupovaÂnõÂ po zÏebrÏõÂku, aby
se usnadnilo posouzenõÂ minimaÂlnõÂch toxickyÂch uÂcÏinkuÊ . UmõÂrajõÂcõÂ zvõÂrÏata se
zaÂvazÏnyÂmi a prÏetrvaÂvajõÂcõÂmi prÏõÂznaky stresu a bolesti je trÏeba vyloucÏit, humaÂnnõÂm
zpuÊ sobem utratit a pitvat.

1 .4 .3 .2 TeÏ l e snaÂ hm otnos t

VsÏechny slepice se zvaÂzÏõÂ teÏ sneÏ prÏed prvnõÂm podaÂnõÂm testovaneÂ laÂtky a pak alesponÏ
jednou tyÂdneÏ .

l . 4 .3 .3 Biochem ie

SÏ est slepic naÂhodneÏ vybranyÂch z kazÏdeÂ testovaneÂ a kontrolnõÂ skupiny s vehikulem
se usmrtõÂ v prvnõÂch dnech po aplikaci poslednõÂ daÂvky. Pro analyÂzu inhibice NTE
se vyjmou mozek a lumbaÂlnõÂ mõÂcha. Je vhodneÂ vypreparovat takeÂ n.ischiadicus a
analyzovat jeho tkaÂnÏ na inhibici NTE. Obvykle se usmrcujõÂ trÏi slepice z kontrolnõÂ
a kazÏdeÂ testovaneÂ skupiny po 24 hodinaÂch a dalsÏõÂ trÏi po 48 hodinaÂch po poslednõÂm
podaÂnõÂ daÂvky. JestlizÏe uÂdaje z akutnõÂ studie nebo jinyÂch studiõÂ (naprÏ.
toxikokinetickyÂch) naznacÏujõÂ, zÏe je vyÂhodneÏ jsÏõÂ jinaÂ doba usmrcenõÂ po poslednõÂ
aplikaci, pak se doporucÏuje pouzÏõÂt tuto dobu a zduÊ vodneÏnõÂ uveÂst v dokumentaci.

U teÏ chto vzorkuÊ tkaÂneÏ se prÏõÂpadneÏ provede takeÂ analyÂza acetylcholinesteraÂzy
(AChE). In vivo muÊ zÏe vsÏak nastat spontaÂnnõÂ reaktivace AChE, cozÏ muÊ zÏe veÂst
k podceneÏ nõÂ laÂtky jako inhibitoru AChE.

1 .4 .3 .4 P i tva

Pitva vsÏech zvõÂrÏat (plaÂnovaneÏ usmrcenyÂch i utracenyÂch pro sÏpatnyÂ celkovaÂ stav)
zahrnuje makroskopickeÂ posouzenõÂ stavu mozku a mõÂchy.

1 .4 .3 .5 Hi s topa t o log ic keÂ vysÏ e t rÏ en õÂ

NervovaÂ tkaÂnÏ z prÏezÏivsÏõÂch zvõÂrÏat (nepouzÏityÂch pro biochemickeÂ studie) se
histologicky vysÏetrÏõÂ. TkaÂneÏ se fixujõÂ in situ za pouzÏitõÂ perfuÂznõÂch technik. OdebõÂraÂ
se: mozecÏek (strÏednõÂ podeÂlnyÂ rÏez), prodlouzÏenaÂ mõÂcha, mõÂcha (rÏezy mõÂchy se
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provaÂdõÂ v hornõÂ krcÏnõÂ cÏaÂsti, strÏednõÂ hrudnõÂ a lumbosakraÂlnõÂ), z perifernõÂch nervuÊ se
odebõÂraÂ distaÂ lnõÂ cÏaÂst z n. tibialis (a jeho veÏ tve k m.gastrocnemius) a
z n. ischiadicus. RÏ ezy se barvõÂ specifickyÂmi barvivy na myelin a axony.

Nejprve se vysÏetrÏõÂ fixovaneÂ tkaÂneÏ vsÏech zvõÂrÏat kontrolnõÂ skupiny a skupiny
s nejvysÏsÏõÂ daÂvkou. Pokud se najdou u zvõÂrÏat skupiny s nejvysÏsÏõÂ daÂvkou znaÂmky
uÂcÏinku, provede se histologickeÂ vysÏetrÏenõÂ i na slepicõÂch ze skupin, ktereÂ dostaly
daÂvku strÏednõÂ a nõÂzkou.

2. SBEÏ R A ZAÂ ZNAM UÂ DAJUÊ

Pokud jsou vyÂsledky zõÂskaneÂ touto metodou (biochemie, histopatologie a zmeÏny
chovaÂnõÂ) negativnõÂ, beÏ zÏneÏ se neprovaÂdõÂ dalsÏõÂ testovaÂnõÂ na pozdnõÂ neurotoxicitu.
NepruÊ kazneÂ nebo neurcÏiteÂ vyÂsledky mohou vyzÏadovat dalsÏõÂ sledovaÂnõÂ.

UvaÂdeÏ jõÂ se uÂdaje pro jednotlivaÂ zvõÂrÏata. UÂ daje se daÂle sestavõÂ do tabulky. Z nõÂ
musõÂ byÂt pro kazÏdou experimentaÂlnõÂ skupinu patrnyÂ pocÏet zvõÂrÏat na pocÏaÂtku
pokusu a pocÏet zvõÂrÏat jevõÂcõÂch posÏkozenõÂ, zmeÏny chovaÂnõÂ nebo biochemickeÂ
uÂcÏinky, typy a stupenÏ teÏ chto posÏkozenõÂ nebo uÂcÏinkuÊ a procento zvõÂrÏat vykazujõÂcõÂch
kazÏdyÂ typ a stupenÏ posÏkozenõÂ nebo uÂcÏinku.

VyÂsledky studie se vyhodnotõÂ z hlediska vyÂskytu, zaÂvazÏnosti a korelaci mezi
zmeÏ nami chovaÂnõÂ, biochemickyÂmi a histopatologickyÂmi naÂlezy a dalsÏõÂmi
pozorovanyÂmi jevy u testovanyÂch a kontrolnõÂch skupin.

CÏ õÂselneÂ vyÂsledky je trÏeba vyhodnotit vhodnou a obecneÏ uznaÂvanou statistickou
metodou. StatistickeÂ metody se zvolõÂ jizÏ v dobeÏ plaÂnovaÂnõÂ studie.

3. ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu

ZpraÂva o pokusu obsahuje tyto informace, pokud mohly byÂt zõÂskaÂny :

TestovanaÂ zvõÂrÏata:

- pouzÏiteÂ plemeno,
- pocÏet a staÂrÏõÂ zvõÂrÏat,
- zdroj, podmõÂnky ustaÂ jenõÂ atd.,
- hmotnosti jednotlivyÂch zvõÂrÏat na zacÏaÂtku studie.

PodmõÂnky testovaÂnõÂ:

- podrobneÂ uÂdaje o prÏõÂpraveÏ , stabiliteÏ a homogeniteÏ testovaneÂ laÂtky,
- zduÊ vodneÏ nõÂ vyÂbeÏ ru vehikula,
- podrobneÂ uÂdaje o zpuÊ sobu aplikace testovaneÂ laÂtky,
- podrobneÂ uÂdaje o potraveÏ a kvaliteÏ vody,
- zduÊ vodneÏ nõÂ vybraneÂ uÂ rovneÏ daÂvek,
- specifikace podaÂvanyÂch daÂvek, vcÏetneÏ podrobnyÂch uÂdajuÊ o vehikulu, objemu a

fyzikaÂlnõÂ formeÏ aplikovaneÂ laÂtky,
- zduÊ vodneÏ nõÂ doby pro odbeÏ r na biochemickeÂ vysÏetrÏenõÂ, je-li jinaÂ nezÏ 24 a 48

hodin.
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VyÂsledky:

- uÂdaje o teÏ lesneÂ hmotnosti,
- uÂdaje o toxickyÂch odpoveÏ dõÂch podle daÂvkovyÂch skupin, vcÏetneÏ uÂmrtnosti,
- uÂ rovenÏ bez uÂcÏinku (NOAEL),
- charakter, stupenÏ a trvaÂnõÂ klinickyÂch prÏõÂznakuÊ (at' vratnyÂch nebo nevratnyÂch),
- podrobnyÂ popis biochemickyÂch vysÏetrÏenõÂ a jejich vyÂsledky,
- pitevnõÂ naÂlezy,
- podrobnyÂ popis vsÏech histopatologickyÂch naÂlezuÊ ,
- statistickeÂ vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ , u kteryÂch je to mozÏneÂ .

Diskuse vyÂsledkuÊ

HodnocenõÂ a Interpretace

4. LITERATURA

Tato metoda je analogickaÂ s metodou OECD TG 419.
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ZdimeÏrÏickaÂ 1446/9, PROSPEKTRUM, NaÂkupnõÂ centrum, BudeÏjovickaÂ, SEVT, a. s., JihlavskaÂ 405; Praha 5: SEVT, a. s., E. PesÏkoveÂ 14; Praha 6: PPP
± StanÏ kovaÂ Isabela, VerdunskaÂ 1; Praha 8: JASIPA, Zenklova 60; Praha 10: BMSS START, areaÂl VUÂ JAWA, V Korytech 20; PrÏerov: KnihkupectvõÂ
EM-ZET, BartosÏova 9; PrÏõÂbram: VEMA, KoreckaÂ Blanka, CÏ echovskaÂ 138; Sokolov: Arbor Sokolov, a. s., NaÂdrazÏnõÂ 365; SÏumperk: KnihkupectvõÂ D-
G, HlavnõÂ trÏ. 23; Teplice: L + N knihkupectvõÂ, KapelnõÂ 4; Trutnov: Galerie ALFA, BulharskaÂ 58; UÂ stõÂ nad Labem: 7 RX, s. r. o., MõÂrovaÂ 4, tel.: 047/44
249, 44 252, 44 253; ZaÂbrÏeh: KnihkupectvõÂ PATKA, ZÏ izÏkova 45; ZlõÂn-Louky: INFOSERVIS, areaÂl TelekomunikacÏnõÂch montaÂzÏõÂ; ZlõÂn-Malenovice: In-
g. M. KucÏerÏõÂk, areaÂl HESPO; Znojmo: KnihkupectvõÂ HoudkovaÂ, DivisÏovo naÂm. 12; ZÏ atec: Prodejna U Pivovaru, ZÏ izÏkovo naÂm. 76. DistribucÏnõÂ podmõÂn-
ky prÏedplatneÂho: jednotliveÂ cÏaÂstky jsou expedovaÂny neprodleneÏ po dodaÂnõÂ z tiskaÂrny. ObjednaÂvky noveÂho prÏedplatneÂho jsou vyrÏizovaÂny do 15 dnuÊ a
pravidelneÂ dodaÂvky jsou zahajovaÂny od nejblizÏsÏõÂ cÏaÂstky po oveÏrÏenõÂ uÂhrady prÏedplatneÂho nebo jeho zaÂlohy. CÏ aÂstky vysÏleÂ v dobeÏ od zaevidovaÂnõÂ prÏedplat-
neÂho do jeho uÂhrady jsou doposõÂlaÂny jednoraÂzoveÏ. ZmeÏny adres a pocÏtu odebõÂranyÂch vyÂtiskuÊ jsou provaÂdeÏny do 15 dnuÊ . Reklamace: informace na tel. cÏõÂsle
0627/305 168. V põÂsemneÂm styku vzÏdy uvaÂdeÏjte ICÏ O (praÂvnickaÂ osoba), rodneÂ cÏõÂslo (fyzickaÂ osoba). PodaÂvaÂnõÂ novinovyÂch zaÂsilek povoleno CÏ eskou
posÏtou, s. p., OdsÏteÏpnyÂ zaÂvod JizÏnõÂ Morava RÏ editelstvõÂ v BrneÏ cÏ. j. P/2-4463/95 ze dne 8. 11. 1995.

Strana 8008 CÏ aÂstka 88


	Castka_88
	Zakon_251
	Priloha

