ZAKLADNI A ROZSIRENA SADA TESTU

ZAKLADNI (skrininkova) sada testi

A-1A. Test na reverzni mutace na Salmonella typhimurium
(ev. A-1B. fluktuacni verze)

A-2. SOS chromotest na Escherichia coli

B-1. Test na chromozomov¢ aberace in vitro u savcu

B-2. Mikrojaderny test in vivo na savcich

B-3. Test na genové mutace in vitro na savCich
bunécénych kulturach

B-4. Test na recesivné letalni mutace vazané na pohlavi u
Drosophila melanogaster

C-2. Test na genové mutace na Tradescantia

V pripadé testii  chemickych latek
farmaceutickych produktu
potravinovvch aditiv
obalovvch materialu
kosmetickvch pripravkiu
aditiv krmiv

pesticidi pouZzit:

A-1A, B-1, B-2, B-3

V pripadé testii  prostredi in situ
vzorki prostredi
provozoven
zareni pouzit:

A-2, B-1, B-2, B-4, C-2



ROZSIRENA (dopliikova) sada testii

B-5.
B-6.
B-7.

B-8.
B-9.
C-1.
C-3.

D

Test na sesterské chromatidové vymeény in vitro (SCE)
Test na neprogramovanou syntézu DNA in vitro (USD)
Test na somatické mutace a rekombinace na Drosophila
melanogaster (SMART)

Test na mutace v pohlavnich bunkach

Test na karcinogenitu - dlouhodoba studie na hlodavcich
Test na chromozomové¢ aberace a sesterské chromatidové
vymény u Vicia faba

Test na letalni embryonalni mutace u na Arabidopsis
thaliana

Molekularné-genetické testy ve specifickém lokuse
(transgenni organizmy, FISH, PCR, SSCP, DGGE,
RFLP)

V pripadé testii chemickych latek
farmaceutickvch produktu
potravinovvch aditiv
obalovych materialiu
kosmetickvch pripravki
aditiv krmiv

pesticidii pouzit:

B-5, B-6, B-7, B-8, B-9, D

V pripadé testii  prostiedi in situ
vzorkii prostredi
provozoven
zareni pouZzit:

B-§, B-6, B-7, B-8, C-1, C-3, D



POPIS BATERIi TESTU DOPORUCENYCH K TESTOVANI
GENOTOXICITY U JEDNOTLIVYCH SUBSTANCI

A. Nove chemicke latky

Zékladni hladina: produkce 0,1-1 tuna/rok, povinny 1 test
A-1 Test na reverzni mutace na Sa/monella typhimurium nebo
A-2 SOS chromotest na Escherichia coli

V pripadé pozitivniho vysledku pokracovat jako v hladiné 0.

Hladina O: produkce 1-10 tun/rok, povinné 2 testy
1. viz. zakladni hladina
2. B-2 Mikrojaderny test in vivo na savcich nebo
B-1 Test na chromozomové aberace in vitro u savci
V pripadé pozitivniho vysledku pokracovat jako v hladiné 1.

Hladina 1: produkce 10-1000 tun/rok, povinné 4 testy
1. a2. viz. hladina 0
3. B-3 Genové mutace in vitro na sav¢ich bunéénych kulturach
4. B-5 Test na sesterské chromatidoveé vymeény in vitro nebo
B-6 Test na neprogramovanou syntézu DNA in vitro nebo
B-8 Test na mutace v pohlavnich bunikkach
D  Molekularné-geneticke testy ve specifickém lokuse
V pripadé pozitivniho vysledku pokracovat testem na
karcinogenitu.

Hladina 2: produkce vice jak 1000 tun/rok, povinné 4 testy a test na
karcinogenitu
1. az 4. viz. hladina 1
B-9 Test na karcinogenitu-dlouhodoba studie na hlodavcich



Rozhodnuti: A. Pozitivni test na karcinogenitu — zakaz vyroby

nebo zvySena ochrana pred stykem s ¢lovékem

B. Pozitivni vysledek u A-1 (A-2) a souc¢asné B-2
(B-1) a soucasné B-5 (B-6)(D), negativni vysledek testu na
karcinogenitu — zvySena ochrana pred stykem s ¢lovékem

C. Pozitivni vysledek u A-1 (A-2) a soucasné B-2
(B-1), v ostatnich testech nemutagenni a nekarcinogenni —
zamezit béZnému styku s clovékem




B. Farmaceuticke produkty, potravinove aditiva, obalové
materialy, kosmeticke pripravky, aditiva krmiyv a pesticidy

Spole¢na baterie testii sestava z nasledujicich arovni:

Genové mutace u prokaryot:
A-1 Test na reverzni mutace na Salmonella typhimurium
A-2 SOS chromotest na Escherichia coli

Chromozomové aberace:
B-1 Test na chromozomové aberace in vitro u savcu
B-2 Mikrojaderny test in vivo na savcich

Genové mutace u eukaryot:
B-3 Genové mutace in vitro na savCich bunécnych
kulturach

Specidlni efekty:
B-5 Test na sesterské chromatidové vymeny in vitro
B-6 Test na neprogramovanou syntézu DNA in vitro
B-8 Test na mutace v pohlavnich bunkach
B-9 Test na karcinogenitu - dlouhodoba studie u savci
D  Molekularné-geneticke testy ve specifickém lokuse

Farmaceutické vyrobky a potravinové aditiva: Povinné
pouziti alespoil jednoho testu na vSech 4 Grovnich.

Obalové materialy a aditiva krmiv: Povinné pouziti alespon
jednoho testu na prvnich 3 trovnich.

Kosmetické pripravky: Povinné pouziti alesponl jednoho
testu na prvnich 2 arovnich.

Pesticidy (proteiny produkované rostlinami, biocidy):
povinné pouziti vzdy jednoho testu z prvnich 3 Grovni.




C. Sledovani prostredi in situ, vzorky prostiedi, testovani
provozoven s nebezpecnymi latkami a zaieni

O pouziti jednotlivych testii nasledujici baterie rozhoduje
také znalost charakteru a mnozstvi vyskytu nebezpecnych
latek ve sledované lokalité.

Genové mutace u prokaryot:
A-2 SOS chromotest na Escherichia coli

Chromozomové aberace:
B-1 Test na chromozomové aberace in vitro u savcu nebo
B-2 Mikrojaderny test in vivo na savcich

Genové mutace u eukaryot:
B-3 Genove mutace in vitro na savCich bunécnych
kulturach
B-4 Test na recesivné letalni mutace vazané na pohlavi u
D. melanogaster
C-2 Test na genoveé mutace u Tradescantia

Specialni efekty:

B-5 Test na sesterské chromatidove vymény in vitro

B-6 Test na neprogramovanou syntézu DNA in vitro

B-7 Test na somaticke mutace a rekombinace u D.
melanogaster

B-8 Test na mutace v pohlavnich bunikach

C-1 Test na chromozomov¢ aberace a sesterské
chromatidoveé vymény u Vicia faba

C-3 Test na letalni embryonalni mutace u Arabidopsis
thaliana

D  Molekularné-geneticke testy ve specifickém lokuse




ROZHODNUTI O DALSIM NAKLADANI S TESTOVANOU
SUBSTANCI, LEGISLATIVNI NARIZENI

Rozhodnuti o pouziti, omezeni ¢1 zakazu pouzivani testované
substance se tidi dle nasledujicich kritérii:

Nové chemickeé latky nebo latky, které nebyly na genotoxicitu
testovany: fidi se Zakonem o chemickych latkach a chemickych
pfipravcich a o zméné nékterych dalSich zakonu 157/1998 a
vyhlasky 250/98 registrujicim chemickeé latky, 251/1998 kterou
se stanovi metody pro zjiStovani toxicity chemickych latek a
pripravk, 299/98 o fyzikalné-chemickych vlastnostech
chemickych latek, 301 a 302/98, kterymi se stanovi seznam
chemickych latek a chemickych ptipravki, jejichZ vyroba, uvadéni na
trh a pouzivani je omezeno, 306/98 0 postupu hodnoceni rizika
nebezpecnych chemickych latek pro Zivotni prostiedi

= 4, EKOTOXICITA
4.1 Toxicita pro ryby
4.2 Toxicita pro dafnie a ostatni vodni bezobratlé
4.3 Toxicita pro fasy
4.4 Toxicita pro bakterie
4.5 Toxicita pro suchozemské organismy
4.6 Toxicita pro pudni organismy

dale 384/2001 o nakladani s polychlorovanymi bifenyly (PCB),
polychlorovanymi terfenyly, monometyltetrachlordifenylmetanem,
monometyldichlordifenylmetanem, monometyldibromdifenylmetanem
a veSkerymi smésmi obsahujicimi kteroukoliv z téchto latek v
koncentraci vétsi nez 50 mg/kg (o nakladani s PCB), 408/2000 o

ochrané zdravi pfed neionizujicim zafenim a zakonem o odpadech
185/2001.

Farmaceutické pfipravky: ftidi se dle Commission Directive
91/507/EEC, 87/18/EEC, 88/320/EEC, guideleine I11/3824/92, a
podle The European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products CPMP/ICH/140/ 95, CPMP/ICH/141/ 95, CPMP/ICH/
299/95, CPMP/ICH/366/96.




Potravinové aditiva: tidi se dle zdkona 110/1997 a vyhlasky 273/97 o
potravinovych aditivech nové 1 54/5002, 292/97 o balené vodé,
294/97 o mikroorganizmech v potravinach, 295/97 o hygiené
potravin, 298/97 o chemickych latkach v potravinach, 322/99 o
residuich v potravinach, 374/2000 o GMO potravinach, 379/2000 o
pitné vodé a 38/2001 o obalovych materidlech potravin a 53/2002
o dopliicich potravin. Zakon je tvofen dle doporuceni JECFA (Join
Experts Commission on Food Aditives) pro zem¢ EU.

Obalové materialy: fidi se dle hygienickych smérnic zadkona 20/1966 o
péCi a zdravi lidu, svazek 32/1970 a wvyhlaSkou 38/2001 o
obalovych materialech potravin.

Aditiva v krmivech: tidi se zakonem o krmivech 160/1996, vyhlaskou
298/98 o veterinarnich lé€ivech a biologicky aktivnich latkach.

Kosmetické vyrobky: ftidi se dle hygienickych smérnic zakona
20/1966 o péci a zdravi lidu, svazku 32/1970 a vyhlasky 26/2001.

Pesticidy: tidi se zadkonem 147/1996 Sb. o podminkach registrace
novych latek na ochranu rostlin , provadéciho ptedpisu vyhlasky
84/1997 Sb., piilohy 1. Zakon je tvofen dle doporuceni
Commission Directive EU 91/414/EEC v pozadavcich 1. A II.

Sledovéani lokalit in situ, vzorky prostifedi, pracovni mista a
provozovny s toxickymi chemickymi latkami, zéateni: V ptipad¢
pozitivnich vysledkii testh musi vychazet doporuceni k regulaci a
omezeni zdroje zneciSténi a musi ndsledovat epidemiologicka
studie u lidi. Ta se tidi dle hygienickych smérnic zdkona 20/1966 o
péCi a zdravi lidu, svazek 32/1970, 89/2001 o biologickych
expozi¢nich testech a vyhlaSkou 178/2001 o ochrané zdravi pfi
pracovni ¢innosti.




INTERPRETACE VYSLEDKU

Kriteria pro klasifikaci mutagenu

Kategorie 1. Substance znam¢ jako mutageny u Clovéka,
kde existuje dostatecn¢ mnozstvi udaji pro potvrzeni
kausalniho vztahu mezi lidskou expozici a dédiCnym
genetickym poskozenim. Je pozadovan diukaz
z epidemiologickych studii u lidi.

Kategorie 2. Substance, kter¢ mohou byt pokladany za
mutagenni u ¢lovéka, kde existuje dostateCné mnozstvi udaji
k potvrzeni predpokladu, Ze expozice lidi sledované substanci
mize mit za nasledek dédicné genetické poskozeni.
VSeobecné lze substanci do této kategorie zaradit na zakladé
piiméfenych studii u zivo€ichi a dalSich relevantnich
informaci.

Kategorie 3. Substance, které jsou pri¢inou moznych
mutagennich vlivll na ¢loveka, ale o kterych nejsou véryhodné
informace demonstrujici dédi¢né genetickeé poSkozeni.




Kriteria pro klasifikaci karcinogent

Skupina 1. Substance potvrzen¢ jako karcinogeny u
Clovéka.

Skupina 2A. Substance pravdépodobné karcinogenni pro
Cloveéka

Skupina 2B. MoZn¢ karcinogeny u ¢lovéka.

V kazdeé ze skupiny 1., 2A a 2B je nutné, aby 80-90%
karcinogent bylo identifikovano jako genotoxickeé u
kratkodobych testd.

Skupina 3. Substance, o kterych existuyje omezené
mnoZstvi udaji o karcinogenité u zvirat.

Skupina _ negenotoxicky piusobicich __karcinogeni.
Negativni ve standardnich testech genotoxicity (nereaguje
piimo s DNA), ale plisobici negenotoxickymi mechanizmy
karcinogeneze.

Korelace vysledku kratkodobych testii genotoxicity
s karcinogenitou

Na zéaklad¢ vysledkil kratkodobych testli genotoxicity lze
predikovat mozny karcinogenni ucinek sledované substance.
Odhady takového stanoveni se lisi od 90% k 54% (Ashby,
1985; Tennant, 1987; Zeiger, 1987; Carere a kol., 1995). Jako
rychly systém pro odhad karcinogenity jsou doporuceny
transgenni organismy (Yamamoto a kol., 1997).



PRIKLADY POUZIVANYCH BATERIi TESTU
GENOTOXICITY V RUZNYCH ZEMICH

UK (1989):

etapa 1. 2 testy in vitro:
» genové mutace u bakterii
» Kklastogenicita na sav¢ich kulturach

etapa 2 (u latek pozitivnich v etapé 1). 2 testy na somatické
tkani:

» chromozomové aberace v kostni difeni savci

» DNA posSkozeni v jinych organech (jatra)

etapa 3 (v pripadé, Ze je potvrzeno riziko tvorby
gametickych mutaci). Nasleduje kaskada 3 testi na
gametické mutace:
» dominantné letalni test ve spermatogoniich,
dale v pripadé pozitivity
» test na reciproké translokace u mysi nebo na
nondisjunkce (10-ti denni),
dale v pripadé pozitivity
» kvantitativni test na dédicné efekty u mysi
(dédi¢né translokace, specifické lokusy)



Italie (1989):

etapa 1. 4 testy in vitro:
» genové mutace u bakterii
> genové mutace u eukaryont
» chromozomové aberace u sav€ich kultur
» DNA poskozeni/reparacni testy (USD, SCE)

etapa 2. (u latek pozitivnich v etapé 1):
» in vivo test na somatické a/nebo gametické
mutace

etapa 3. (v pripadé, Ze je potvrzeno riziko tvorby
gametickych mutaci). Kaskiada 3 testi na gametické
mutace:
» kvantitativni test na dédicné efekty (dédi¢né
translokace, specifické lokusy)

V pripadé malého rizika expozice chemickou latkou jsou
doporuceny 2 in vitro testy:

» genové mutace u bakterii

» chromozomové aberace v sav€ich bunkach



U.S. EPA (1990):
Inicia¢ni baterie poZadovana pro testovani mutagenity

etapa 1.:
> test na reverzni mutace u Salmonella
etapa 2.:
> test na genové mutace u mySich bunécnych
kultur (lymfatické buiiky L.5178Y, nebo CHO
AS52 nebo V79)
» in vitro test na chromozomové aberace u savcu
etapa 3.:

» in vivo test na chromozomalni efekty
(chromozomové aberace v kostni dfeni savcu
nebo test na mikrojadra)

V pripadé potvrzeni vysledki inicia¢ni baterie se dale
testuje specifiCtéjSimi testy:
» Kkvantitativni a/nebo kvalitativni testy na
potvrzeni rizika dédi¢nych mutaci
» dlouhodoba studie karcinogenity



Japonsko (1993):

etapa 1.:
» genové mutace u bakterii

etapa 2. (u latek pozitivnich v etapé 1.):
» in vivo test na chromozomové aberace

V pripadé pozitivity se konstatuje, Ze chemikalie je
nebezpecna pro ¢lovéka.



