GLP v biologii - syllabus
GLP v biologii - piehled aplikaci a postupti vyzadujicich GLP
Cesky 1ékopis 1997 / 2002 - zakladni struktura

Laboratorni a pokusna zvifata (zak. 246/1992, vyhl. 311/1997)
- pozadavky, legislativa, toxikologické studie

Alternativni testovaci systémy
- vyhody, vyuziti, ptiklady, validace

Problematika GMO
(zékon 153/2000, vyhl. 372, 373, 374/2000)

Pichled OECD Guidlines

GLP v biologii

» Experimentalni biologie (véda)
* Prakticka biochemie a biologie
— mikrobiologie (potraviny, pitna voda)
— kvalita 1éCiv (vyroba, kontrola)
— lékat'ska biologie a biochemie
— pramyslové chemické latky, potravni aditiva ... a
jejich bezpe¢nost
« toxikologie
« ekotoxikologie
* biodegradabilita

GLP v biologii - Pf. STUDIE

Ukazka STUDIE v rezimu "GLP"

8 zvirat (prasat)

aplikace aspirinu

odbéry krve v definovanych casech (0-144 h)
sledovani hladin metabolitii K. AcSal
vyhodnoceni farmakokinetiky

GLP v biologii - LEKOPIS

+ Cesky 1ékopis 1997 a 2002
« Aktualni: Vyhlaska MZd CR &. 180 /2002

Pozadavky na jakost, postup pfi piiprave,
zkou$eni, uchovavani a davkovani 1é¢iv

GLP v biologii: MODELY

Mnoho pfistupti v biologii
Obratlovci:

— in vivo (zvifata)

— ex vivo (orgény zvifat)

— in vitro (buiiky, bunééné linie)
Bezobratli

Rostliny

Bakterie

GLP & Vyuziti zvirat

* Prévni ramec

— Zéakon o ochran¢ zvitat

— CO je zvife,
* typy zvifat, laboratorni / pokusné ...

— KDO a KDY smi zvifata vyuzivat
« registrace UKOZ (MZe)

— JAK 1ze experimenty realizovat (.... ->GLP)
« projekt pokusu
« protokol pokusu, evidence




Vyuziti zvifat - vyznam

Unikatni 3D prostorové usporadani

* Fyziologické a Farmako(Toxo)kinetické
procesy

» Komplexni u¢inky

Mnoho latek méa vice mechanismu toxického
efektu — nutno testovat in vivo ...

Kdy lze vyuzit zvitat ?

» Kdy lze ke zkouseni vyuzit zvifat:

— vyroba, vyvoj, kontrola kvality, nezdvadnosti a
ucinnosti lé¢iv, biopreparatli, potravin a event.
jinych vyrobkt

— studium nemoci, prevence, diagnostika, 1éceni

— studium fyziologickych procest

— ochrana zivotniho prostiedi

— vyukana SSa VS

Kdy se zkouseni na zvitatech
vyzaduje ?
OCHRANA CLOVEKA a HOSP. ZVIRAT
* potraviny, zemédélské latky
¢ kontrola 1é¢iv

* vyroba lé¢iv - farmakologické preklinické
studie

— farmakokinetika

— nezadouci ucinky
« toxicita (akutni, chronicka)
* mutagenita, kancerogenita
« reproduk¢ni toxicita

AKUTNI TOXICITA

* presna specifikace latky (Cistota, kvalita, vice
substanci — slozeni ...)

* zvitata: dva druhy, ob¢ pohlavi
— charakterizace (dodavatel, kmen, vék....)

» davky: planovana (mg/kg) & vice koncentraci
- odhad LD50

* aplikace —i.v., p.o., L.p. ...
* pozorovani a vysetfeni (pitva)
* zpracovani vysledk - statistika

KLASIFIKACE TOXICITY

DLy, perorilné, | charakteristika Piiblizné porovnavaci Eitka,
potkan dpovidajici DL, p ilné, potkan
smrtelnd di vka
pro &ovika
<5 mgkg krané jedovata Spetka (cca 0,1g) TEPP 1,2 mg/kg
fluoroctan sodny
1.5 ma/kg
5-50 mgkg velmi jedovatd Cajova lzicka (4 ml) KCN 13 mg/kg
HeClL 37 mg/kg
50 - 500 mg'kg Jedovata Polévkovi lzice NaF 200 mg/
(302) DDT 400 mg/'kg
05-5gkg milo jedovatd Salek (250 g) amylalkohol 1,0 g/k;
ethylenglykol 6.1
5-15g/kg  |prakticky nejedovata plllitr aceton 9.8 gkg
ethanol 14.0 g/kg
=15g relativné neskodna Litry nebo kg glycerin 28,0 gkg
Tab. & I : Rozdéleni toxickych Litek podle akutni toxicity (Marhold: Prehled prilmyslové toxikologie,

SZAN - Praha 1964) Pozn.. TEPP je tetraethylpyrofosfi 1. (C.H, 0),PO.0.PO.(0.CH,),

Kdo mtze vyhodnocovat pitvu ?

* Pregradualng

— veterinarni event. humanni 1ékar

* Postgradualné patolog s atestaci I. st.

— 5 let praxe v oblasti patologie
— Ph.D.

— Clen Evropské spolecnosti veter. patologl




CHRONICKA TOXICITA

 opakované podavani
predpokladané / délka studie

e 1-2 d/'wk 2 wks
°+1,23..7d 4 wks
* Opak 1-30d 4 months
* Opak>30d 6 months

* latka, zvitata, velikost skupin, vice druhi,
hodnoceni, pitva (definované ukony)

REPRODUKCNI STUDIE

* zjistuje se vliv na
— sexudlni chovani zvifat
— prenatalni mortalitu
— fetalni abnormality & poskozeni béhem zivota
» Experimenty
— zmény fertility, vliv na F a M gamety (pomeéry
narozenych F a M); toxicita pro embrya a féty,
zmeény gravidity ovlivilyjici fety, vliv na rist a
vyvoj délohy a placenty, porod, postnatalni vyvoj a
laktaci matky, vliv na potomstvo (schopnost uceni)

REPRODUKCNI STUDIE
* Poclty zvitat - minimalné (s vyjjimkou primatt)

— embryotoxicita 20 gravid. F hlodavct
12 gravid. F nehlodavci

— studie fertility 24Fa24M
— perinatalni studie 12 F

* Dalsi podminky stejné jako u akutni a
chronické toxicity

STUDIE KANCEROGENITY

* Ne vzdy korelace zvite / ¢lovek (1)

* Rozdilné mechanismy — nutno zohlednovat
peroxizomalni proliferatory: ftalaty

+ Rada klasifikaénich schémat
— WHO
— IARC / Intern. Agency for Research of Cancer

KLASIFIKACE TARC

* Group 1: The agent (mixture) is carcinogenic to humans.

* Group 2
* Group 2A: The agent (mixture) is probably carcinogenic to
humans.

* Group 2B: The agent (mixture) is possibly carcinogenic to
humans.

* Group 3: The agent (mixture or exposure circumstance) is not
classifiable as to its carcinogenicity to humans.

» Group 4: The agent (mixture) is probably not carcinogenic to
humans.

STUDIE KANCEROGENITY

* Povinné provedeni:
— opakované podavani (min 6 mésict)
— chemicka struktura svédc¢i o mozné kancer.
— chem. ptibuzné kancerogennim latkam
— latky s retenci v organismu (bioakumulace)
— mutagenni latky v kratkodobych studiich

* Mozné provedeni
— studie dalsich latek, v¢. kontaminantu... B[a]P ...




STUDIE KANCEROGENITY

¢ 2 druhy, malo spontannich nadoru,
metabolismus pfibuzny ¢loveku, dostatecné
citlivé

* denni aplikace, tfi davky (nejvyssi jiz vyvolava
nejnizsi tox. efekt — tbytek hmotnosti ...;
nejnizsi — 2-3x nasobek pouzité davky)

« POCTY 50F a 50M:
potkani — 24 (az 30)mésici
mysitkiecei — 18 (az celozivotné dokud
pteziva 20% kontrolnich zvitat)

STUDIE KANCEROGENITY

* Definované podminky experimentu

* Vyhodnoceni
— amrti, poCty zvifat s nadory v riznych tkanich,
Casové rozlozeni umrti; pitva
« srovnani s kontrolou
 davkova zavislost

« Statistické vyhodnoceni

FARMA(TOXD)KINETIKA

* Vstiebavani

* Distribuce

e Metabolismus

* Vylucovani

* Biochemické zmény

ALTERNATIVNI METODY
k in vivo testu s obratlovci
a GLP

 Obratlovci:
— in vivo (zvitata)
* Alternativni metody
— ex vivo (organy zvifat)
— in vitro (bunky, bunécéné linie)
* Vyhody:
— snizovani pocta zvifat
— mechanistické metody ("dioxinova" toxicita)- dobré interpolace

na in vivo podminky

» Koncept "3R"

— Reduction (Snizovani), Refinement (Zmirnovani),
Replacement (Nahrazovani)

Alternativni metody (s obratlovci)

* Velké mnozstvi experimentalnich metod

* Mén¢ metod standardizovanych a
validovanych: ISO.org
ASTM.org

» EU: ecvam.jrc.it (pt. Skin Sensitisation Test)

— ECVAM (European Centre for Validation of
Alternative Methods)

— Casopis ATLA (Alternatives to Laboratory
Animals)
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in vitro bunécné techniky

Stanoveni aktivit/toxicit zavislych na
intracelularnich receptorech

AhR, ER — experimentalni design

Piidavek vzork, standardii
Expozice (6 — 24 hod)

96 j. deska:

transgenni bunécné linie g BT v
HAIIE.luc - DR-CALUX (uchovani enzymovych aktivit)
MVLN - ER-CALUX

[ — Stanoveni LUCIFERAZOVE
(reporterové) aktivity

- komer¢ni detekéni kity

dalsi "alternativni" techniky

* Embrya a plody
— CHEST Chick Embryotoxicity Screening Test

— FETAX Frog Embryo Teratogenesis Assay
Xenopus (validovana alternativa testll teratogenity)
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Ekotoxikologie
obratlovci, bezobratli, bakterie
autotrofové (fasy, rostliny)

* Velka skupina experimentalnich postupti; fada
validovanych testl

* Pfi posuzovani bezpecnosti je cilem odhadnout
toxicitu (akutni, chronickou, specifickou) pro
zastupce ruznych skupin, ZEJM. rliznych
trofickych trovni v ekosystémech:

Priklady testii s organismy z
riznych trofickych urovni

* Producenti:
— fasy, vyssi zelené rostliny
» Konzumenti (1., 2. a vysSich radu)
— bezobratli
— obratlovci
e Destruenti
— bakterie

Ekotoxikologické biotesty =
- producenti AR

Rasové testy toxicity il ‘*‘"ﬂ.&
- standardni usporadani
- 96 hod, Erlenmayerovy lahve, tfepani
- sledovani rastu, pocti bunék,
biomasy — kvantifikace chlorofylu (fluorescence)
- miniaturizace
- mikrodesticky
Rasy
Selenastrum capricornutum
Scenendesmus subcapitatus
Sc. quadricauda
Chilorella vulgaris

Sinice
Microcystis aeruginosa

\) VWH\“\I £ 14 Shoot Length

‘ htll \ \ 1C50 = 29.7 mglg




Daphnia magna

Artemia salina

Ceriodaphnia dubia

Gammarus Chironomus riparius

Zivorodka duhova (Pavi o&ko), Poecilia reticulaia  Danio rerio (syn. Brachydanio rerio)

BAKTERIE jako model v testovani

* Snadna kultivace, kratky generacni Cas,
jednoduché uspotadani (jedina membrana),
jednoduchy geneticky aparat

» VyuzZiti pti testovani
— rychlé (skriningové) testy akutni toxicity
(MICROTOX)
— genotoxicita - jednoduché sledovani poskozeni
DNA: Amesuv test

= Potential
Q mutagen A

Potential
mutagen B
S —

u Control

Mikrobialni ekotoxikologické biotesty

A) jednodruhové testy
(1) TEST AKUTNI TOXICITY - MICROTOX

- moiska luminiscen¢ni bakteri Vibrio fisheri
- kratkodoba expozice testované latce (5-30 min)
- sledovani zmén prirozené luminiscence — odpovida toxicité

- usporadani:
kyvety (zkumavky), stanoveni v luminometru




Problematika regulace
Geneticky Modifikovanych
Organismi (GMO)

GMO v CR

e Zakon 153/2000
« Vyhlasky 372, 373, 374/2000 MZP

* Organismus
— biologicka jednotka (bunééna nebo nebunécna)
schopnd rozmnoZzovani nebo prenosu dédic.
materialu véetné virt ....
* GMO
— organismus (kromé ¢lovéka) zménény gen.
modifikaci

Geneticka modifikace - zakon

* rekombinantni techniky vytvarejici nové
kombinace DNA - vlozeni nového useku
jakymkoliv zpisobem do NK, plazmidu,
vektoru ...

* techniky zavadéjici déd. material pfipraveny
mimo organismus do organismu (mikroinjekce,
mikroenkapsulace ...)

« techniky bunécné flze, hybridizace bunck
(!produkce monoklonalnich protilatek)

GM neni ...

* oplozeni in vitro

* bakteridlni konjugace a vSechny podobné
ptirozené procesy

* indukce polyploidie a haploidie
* mutageneze
* kiizeni

Proc¢ regulovat GMO ?

» Pfedbézna opatrnost
— stale malo prostudovano
— nezndme mozné dusledky vnaSeni do prostiedi

* Pro kazdy GMO je tieba zpracovat Analyzu
Rizika
— detailni posouzeni Skodlivych G¢inkt a jejich miry

Mozné u¢inky GMO (podle zakona)
* piimé nebo nepiimé skodlivé plisobeni na
Cloveka, zvitata, rostliny
« onemocnéni (GM bakterie)
« alergizace, toxicita
* vliv na dynamiku populaci a genetickou
rozmanitost
» omezeni moznosti 1écby (rezistence vuci ATB)

* ucinky na biogeochemické procesy (fixace
dusiku, kolob¢h uhliku ...)




Schema regulace

* Ministerstvo
— seznamy uzivateli (pravnické osoby)
— seznamy GMO pro uzaviené nakladani
— seznamy GMO pro vnaseni do prostiedi
— seznamy GMO pro vnaseni do obe¢hu
» Uzivatel
— registrace a zadost o zapis do pfislusného seznamu
» Dalsi: CIZP, celni organy, organy veterinarni
spravy, UKSUZ, SZU, USKVBL, CZPI

Povinnosti uzivatele - registrace
* Slozita forma zadosti - fada pozadavku
— prF. presnd definice genetické zmény pro ucely

identifikace

* viz priklad - prihlaska, p.24

Povinnosti uzivatele - registrace

» Povéfené osoby (vzdélani, praxe ...)
* Odborny poradce

* Pted zapisem do seznamu je nutné provedeni
analyzy rizika a kategorizace - popis nalezitosti
Jje ve vyhlasce

Analyza rizika - 4 kategorie

* A - bez rizika nebo s min. rizikem Skodlivého
pusobeni

* B - riziko, které miize byt odstranéno obecné
znamymi opatfenimi

* C - riziko, které miize byt odstranéno jen
zvlastnimi naro¢nymi zasahy

* D - riziko, které zanechava trvalé nasledky a
nemuze byt zcela odstranéno

Povinnosti uzivatele - registrace

* Podle kategorie rizika je nutno zabezpecit
provoz zatizeni
— vybaveni (p7. p. 4)
— provozni fad
« identifikace, osoby, seznam a popis pracovnich postupt,

vycet GMO a jejich pocet, zasady vedeni evidence o
provadeéni sanitace, hygiena, vedeni dokumentace ...

« opatfeni pro piipad havarie - specialni havarijni plan

Dokumentace nakladani s GMO

 PLAN ETAPY
— ucel, Gidaje o organismu, osoby, specifikace
materialu, postupy nakladani, likvidace, odpady
— schvéleni odbornym poradcem
* Provozni denik (kazdy zapis s podpisem)
— pléan etapy, prub¢h etapy
— primarni udaje (!)
— zapisy o kontrolach

o Zavérecna zprava etapy




Priklady standardizovanych
postupii (Guidelines) pro
hodnoceni bezpe¢nosti

OECD GUIDLINES — Chemicals Testing

Section 1: Physical Chemical Properties
Section 2: Effects on Biotic Systems
Section 3: Degradation and Accumulation
Section 4: Health Effects

Section 5: Special Activities
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OECD sekce 5 — Special Activities

Draft Test Guidelines

Proposal I Estimation of Emissions from Preservative-Treated Wood to the Ervironment: Labaratory
Method for Wood Held in Storage after Treatment and for Wooden Commadities that are notCovered and
are not in Cantact with Ground

anmeming Instructions

Commenting Template

Proposal II: Estimation of Emissions from Preservative-Treated Wood to the Environment: Laboratory
Method for Waooden Commaodities that are not Covered and are in Contact with Ground, Fresh Water or
Seawater

PDF

Commenting Instructions

Commenting Template

Proposed Initial Inter-Laboratory Evaluation of Two Mew Test Guideline Proposals

Commenting Template
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